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Gunumizde, kanser kemoterapisi, organ nakli ve HIV enfeksiyonu gibi nedenlerle bagisik yaniti bozul-
mus hastalarin sayisinda énemli bir artis gézlenmekte ve buna paralel olarak klinikte karsilagilan Candida
albicans enfeksiyonlarinin sikhidi artmaktadir. Flukonazol, bu tip hastalarda kullanimi kolay, yan etkisi az
ve iyi tolere edilebilir olmasi nedeniyle, tedavi ve profilakside siklikla ilk tercih edilen antifungal ilagtir.
Ozellikle uzun sireli ilag kullanimi, direncli suslarin secilmesine ve flukonazole diren¢ gelisimine neden
olmaktadir. C.albicans’ta flukonazole diren¢ mekanizmalari arasinda en sik goriileni, atihm pompalari ile
ilacin hiicre digina cikartilmasidir. Bu islemde gorev alan baglica pompalar CDR1, CDR2 ve MDRT genleri
tarafindan kodlanan Cdr1, Cdr2 ve Mdr1 pompalaridir. S6z konusu pompalarin asiri ekspresyonuna,
CDR1, CDR2 ve MDRT genlerinin transkripsiyon faktorleri olan Tac1p ve Mrr1p’yi eksprese eden TACT
ve MRRT genlerinde goriilen nokta mutasyonlarinin neden oldugu bildirilmektedir. Bu calismada altisi
flukonazole duyarl, dordiu kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli, besi ise direngli toplam 15 adet
C.albicans susu ile Mdr1 atihm pompasini fazla eksprese ettigi ve MRR1 gen bdlgesinde buna yol acan
P683H mutasyonunu icerdigi bilinen flukonazole direncli bir adet (DSY292) ve flukonazole duyarli
ATCC 14053 C.albicans suslarinin TACT ve MRR1 gen bdlgelerinin polimeraz zincir reaksiyonu ve dizi
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Atihm Pompalarini Fazla Eksprese Eden Flukonazole Direncli Candida albicans

Suslarinda Bu Genlerin Transkripsiyon Faktorlerindeki Mutasyonlarin Arastiriimasi

analizi ile mutasyonlar agisindan incelenmesi amaclanmistir. Arastirmanin sonucunda calisilan suglardan
flukonazole direncli olup Cdr1 ve Cdr2 pompalarini asiri eksprese ettigi gosterilen iki tanesinde, TACT
geninde asiri ekspresyona neden oldugu bildirilmis R673Q ve A736V mutasyonlari saptanmistir. Calisilan
suslardan flukonazole direncli olup Mdr1 pompasini asir eksprese ettigi bilinen bir tanesinin MRRT gen
bdlgesinde ise yine fazla ekspresyona neden oldugu saptanmig P683H mutasyonu belirlenmistir. Sonug
olarak, calismamiza alinan flukonazole direncli C.albicans suslarinda, atim pompalarini kodlayan genle-
rin transkripsiyon faktorlerinde goriilen nokta mutasyonlarinin, flukonazol direncinde énemli rol oynadigi
distnulmusgtur.

Anahtar sézciikler: Candida albicans; flukonazol; direng; atiim pompasi;; MRR1; TAC1,; mutasyon.

ABSTRACT

In recent years, a significant rise in the number of immunocompromised patients have been observed
due to cancer chemotherapy, organ transplantation and HIV infection. As a result of this, the frequency
of Candida albicans infections in the clinics have been increased. Fluconazole, as being a well tolerated,
easy to use drug with minor side effects, is often the first choice antifungal agent for this patient group,
both for therapy and prophylaxis. Especially the long-term use of this drug, causes the selection of
resistant strains and leads to the development of fluconazole resistance. The most frequently observed
resistance mechanism against fluconazole in C.albicans strains is the transportation of the drug out of
the cell via efflux pumps. The efflux pumps mainly involved are Cdr1, Cdr2 ve Mdr1 encoded by CDRT,
CDR2 and MDR1 genes. It has been shown that, the overexpression of these efflux pump genes was
caused by functional mutations in TACT and MRR1 genes which encode the transcription factors Taclp
and Mrr1p. This study was aimed to analyze TACT and MRR1 genes of 15 C.albicans strains which consist
of six fluconazole-susceptible, four susceptible with trailing effect and five fluconazole-resistant isolates
plus one resistant strain (DSY292), known to overexpress Mdr1 efflux pump due to P683H mutation
in MRR1 gene and one fluconazole-sensitive ATCC 14053 C.albicans strain in terms of mutations with
polymerase chain reaction and sequence analysis. Two of the fluconazole-resistant isolates which had
overexpression of Cdr1 and Cdr2 pumps known to have overexpression of TACT gene, revealed R673Q
and A736V mutations. A P683H point mutation, that overexpressed the Mdr1 pump was detected in a
fluconazole-resistant strain, which was known to cause MRRT overexpression. In conclusion, mutations
in the transcription factors of the efflux pump genes may play an important role in the resistance against
fluconazole among our selected C.albicans strains.

Keywords: Candida albicans; fluconazole; resistance; efflux pump; TAC1; MRR1,; mutation.

GiRig

Son birka¢ on yilda, bagisik yaniti baskilanmig hastalarin sayisinin artmasina paralel
olarak, firsatci mantar enfeksiyonlarinin sikhigi da artmaktadir. Bu enfeksiyonlardan en sik
sorumlu olan mantarlar Candida turleridir. Farkli calismalar, Candida turleri ile olusan kan
dolasimi enfeksiyonlari (KDE) ve invazif enfeksiyonlarin mortalitesinin %30-50 oldugu
gostermistir' 3. Bu enfeksiyonlardan en sik soyutlanan tiir, son yillarda diger tiirlerde go-
rillen artisa ragmen, Candida albicans'tir*. C.albicans enfeksiyonlarinin énlenmesinde ve
tedavisinde, oral kullanilabilmesi, yan etkilerinin az olmasi ve genellikle iyi tolere edilmesi
gibi nedenlerle flukonazol, halen ilk ve en sik tercih edilen ajanlardan biridir. C.albicans’ta
flukonazole direng genel olarak nadir (%1-2.3) gorilmekle beraber, uzun sireli ve sik
kullanim sonrasinda direnc gelisebildigi bildirilmistir>-’.
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C.albicans'ta flukonazole direng gelisimi dort farkl mekanizma ile ortaya ¢cikmaktadir.
Bu mekanizmalar; Cdr1, Cdr2 ve Mdr1 pompalarinin asiri ekspresyonu ile antifungal mo-
lekillerin hiicre digina atilmasi, ilacin hedefi olan lanosterol demetilaz enziminde degisim,
bu enzimi sentezleyen ERGT1 geninin fazla ekspresyonu ve ilacin bloke ettigi metabolik
yollara alternatif metabolik yollarin kullanilmasi olarak siralanabilir. Bu mekanizmalardan
bir ya da fazlasi beraber calisabilmekte ve basamak tarzi bir diren¢ paterni gostermekte-
dir*®. En sik gériillen mekanizma olan ilacin hiicre disina atilmasina, C.albicans’in sahip
oldugu iki grup atilm pompasinin asiri ekspresyonu neden olmaktadir. Bunlar ATP bag-
layan kaset tipindeki Cdr1 ve Cdr2 ile major kolaylastirici ailesi icinde yer alan Mdr1‘dir.
Arastirmalar, bu pompalarin asir ekspresyonuna, pompalari kodlayan genlerin transkrip-
siyon faktorleri olan Taclp ve Mrr1p’yi kodlayan, TACT ve MRR1'deki fonksiyon kazan-
diricl tipteki nokta mutasyonlarinin neden oldugunu gostermektedir>®®°, Bu calisma-
da, atihm pompalarini kodlayan CDR1, CDR2 veya MDR1 genlerini fazla eksprese ettigi
belirlenen flukonazole direncli C.albicans suslarinda, s6z konusu genlerin transkripsiyon
faktorlerini kodlayan TACT ve MRRT bdlgelerindeki mutasyonlarin polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) ve dizi analizi ile incelenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, flukonazole duyarlilik kategorileri ile MiK degerleri ve ATCC14053 susuna
gore atiim pompalarini ekspresyon oranlari daha once gercek zamanh PCR ile belir-
lenmis'%'", farkl Gniversitelerde cesitli klinik 6rneklerden soyutlanmus altisi flukonazole
duyarli, dordi kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli, besi ise direncli toplam 15 adet
C.albicans susu ile Prof. Dr. D. Sanglard’dan saglanan, MDRT atihm pompasini fazla eks-
prese ettigi ve MRRT gen bolgesinde buna yol acan P683H mutasyonunu icerdigi bilinen
flukonazole direncli bir adet (DSY292) ve flukonazole duyarli ATCC 14053 suslar da-
hil edildi. Suslarin duyarliliklari CLSI M27-A3 standartlarina uygun olarak mikrodiltisyon
yontemi ile belirlendi; duyarlilk kategorileri CLSI M27-S4 kriterlerine gore degerlendiril-
di'>13. Suslarin 6zellikleri Tablo | ve II'de gésterildi.

Suslardan DNA izolasyonu, “PureLink Genomic DNA Mini Kit” K1820-01 (invitrogen)
spin kolon yontemi ile yapildi. Daha sonra DNA tizerindeki TACT ve MRRT gen bdlgelerini
taniyan onciller hazirlandi. TACT geni icin ileri 5° ATGGACACTTCACTGTCACT 3’, geri
5'-TTAAATCCCCAAATTATTGTCAA-3’; MRR1 geni icin ise ileri 5'-ATGTCRATTGCCAC-
CACCC-3’, geri 5'-TTAATTGGTAAAAAGTTGATCAAA-3’ oncul dizileri kullanildi. Her iki
gen ayri ayri, 95°C’de 5 dk 6n denaturasyon, 94°C’de 1 dk, 54°C’de 1 dk, 72°C'de 6
dk seklinde 10 dongi, 94°C’de 1 dk, 52°C’de 1 dk, 72°C’de 6 dk seklinde 10 dong,
94°C’de 1 dk, 50°C’de 1 dk, 72°C’de 6 dk seklinde 10 dongu ve 72°C’de 10 dk son uza-
ma seklindeki 30 PCR dongusi ile cogaltildi. PCR sonucunda elde edilen urinler, agaroz
jel elektroforezinde goriintlilendikten sonra saflastirimak ve “Primer Walking” servisi ile
dizi analizi yapilmak Gizere Macrogen (Seul, Kore) firmasina gonderildi.

Dizi analizi sonuclari, BioEdit stirim 7.0.9.0 programi kullanilarak degerlendirildi.
Yazilim ile nikleotid dizileri hizalandi, aminoasit dizilerine cevrildi ve referans dizilerle
karsilastinlarak nokta mutasyonlar saptandi. Aminoasit degisikligine neden olmayan ses-
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Tablo I. Calismaya Alinan C.albicans Suslarinin, Flukonazole Duyarlilik Kategorileri ve MiK Degerleri’% !
FLU MiK (ug/mL)
FLU duyarhilik CsA iceren

No Sus no Kaynak kategorisi MD YEPDA/Etest*  YEPDA/Etest*

1 ATCC Kontrol Duyarli -

14053

2 533 DEU Duyarli 0.500

3 565 DEU Duyarli 0.500

4 644 DEU Duyarli 0.250

5 1221 DEU Duyarli 0.125

6 1453 DEU Duyarli 0.250

7 2157 DEU Duyarli 0.250

8 348 DEU Ki-Du 1024 0.500 0.500

9 1978 DEU Ki-Du 1024 0.500 0.500

10 93-05 DEU Ki-Du 1024 1.5 0.500

11 813 DEU Ki-Du > 1024 2 1.5

12 960 DEU Direncli 8

13 H1 HU Direncli 64

14 H2 HU Direncli 16

15 H3 HU Direncli 32

16 B uu Direncli 32

17 DSY292 DS Direncli > 64 - -
* Siklosporin A iceren (0.5 ug/ml) ve icermeyen YEPD agarda uygulanan Etest yontemi sonuglari, suslarin kismi
inhibisyon etkisinin gosterilmesi acisindan belirtilmistir.
CsA: Siklosporin A; DEU: Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi, Mikoloji Laboratuvari; DS: Prof. Dr. Dominique
Sanglard; FLU: Flukonazol; HU: Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali; Ki-Du:
Kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli; MD: Mikrodiliisyon yontemi; UU: Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali; YEPDA: Maya (yeast) ekstrakt-pepton dekstroz agar.

siz mutasyonlar dikkate alinmadi. Belirlenen mutasyonlar, hem literattrde bildirilenlerle,
hem de flukonazol duyarlilik kategorilerine gore karsilastirildi ve sadece flukonazole di-
rencli suslarda goriilen mutasyonlar, olasi direng nedeni olarak degerlendirildi.

TACT genindeki mutasyonlarin saptanmasinda flukonazole duyarli ATCC14053 su-
suna ait dizi, referans dizi olarak kabul edildi. MRRT genindekilerin belirlenmesinde,
ATCC14053 C.albicans susunun dizisi ve bu susun dizi analizinde belirlenemeyen bol-
geler olmasi nedeniyle, flukonazole duyarl yabanil SC5314 C.albicans’a ait “Candida
Genome Database”ten saglanan dizi, referans olarak kabul edildi. Calisilan suslarin MRR1
dizileri ayrica DSY292 nolu sus ile de karsilastirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan C.albicans suslarinin, cogaltilan TACT (2946 bg) ve MRR1 (3327 bg)
bolgelerine ait goruntdler Sekil 1 ve 2’de verilmistir. Dizi analizi sonucunda, calisilan 17
sustan 14’Gnun TACT gen bolgesine ait dizilerinin tamami elde edilmis, t¢linde eksikler
olmustur. Her sus icin 2946 bg¢ uzunlugundaki TACT gen dizisinin elde edilme orani Tablo
[l'te gosterilmistir.
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Tablo Il. incelenen C.albicans Suslarinin ATCC14053 Susuna Gére Atilim Pompalarinin Ekspresyon Oranlar'!
FLU duyarhhk Ekspresyon orani + SS

No Sus no kategorisi CDR1 CDR2 MDR1

1 ATCC 14053 Duyarli 1.0 1.0 1.0

2 533 Duyarl 1.2£03 26+0.2 1.4+£0.2
3 565 Duyarl 22+0.6 26+03 88+1.6
4 644 Duyarl 1.3+£0.2 1.6£0 0.2+0
5 1221 Duyarl 0.6 +0.1 1.6 £0.1 1.6 £0.1
6 1453 Duyarl 4.2+1.1 84+0.6 4.7+0.6
7 2157 Duyarl 4.8+0.8 7.1+£03 04+0
8 348 Ki-Du 3.6+£1.5 27+0.5 7.6+£0.7
9 1978 Ki-Du 29+1.1 25+0.5 3.5+£0.8
10 93-05 Ki-Du 1.8+£0.5 3.2+£0.8 57+0.5
11 813 Ki-Du 5.0+0.6 4.2+0.1 103.9£6.9
12 960 Direncli 1.6+£0.4 26+0.2 1.2£0.1
13 H1 Direncli 4.6+0.5 4.0+0.1 33.3+49
14 H2 Direncli 40x0.5 3.7+0.2 1.7+0.2
15 H3 Direncli 28.4+49 339+£23 1.0+0.1
16 B Direncli 320+5.7 47.2+2.0 1.7+0.3
17 DSY292 Direncli - - 19.0+£1.5

FLU: Flukonazol; Ki-Du: Kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli; SS: Standart sapma.
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Sekil 1. C.albicans suslarina ait 2946 baz uzunlugundaki TAC1 gen bélgelerinin agaroz jel elektroforez
gortinttileri.
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Sekil 2. C.albicans suslarinin 3227 baz uzunlugundaki MRRT gen bdlgelerinin agaroz jel elektroforez
gortinttileri.

Tablo Ill. Dizi Analizi Sonucunda Calismaya Alinan C.albicans Suslarinin TAC1 ve MRRT Gen Dizilerinin
Elde Edilme Oranlari
Elde edilen TACT Elde edilen MRR1
Sus no niikleotid dizisi orani (%) niikleotid dizisi orani (%)
ATCC14053 100 80.16
533 100 94.79
565 100 99.37
644 95.82 0
1221 100 96.24
1453 96.13 100
2157 100 85.53
348 100 0
1978 100 97.39
93-05 92.87 100
813 100 99.28
DSY292 100 79.80
H1 100 97.66
H2 100 96.05
H3 100 81.51
B 100 96.32
960 100 97.26
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Flukonazole duyarl C.albicans suslarinin TACT bolgelerinde; K87N, S1T08N, M170V,
M170l1, N174D, F189S, S290C, A377V, N396S, 1558V, N772K, D776N, S896N, P941L
ve E945G mutasyonlar saptanirken, kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli suslara ait
dizilerde L5R, F189S, T353S, N396S, 1558V, N772K, D776N, T782A, Q829E, R869Q,
T885K, S896N ve P941L mutasyonlari belirlenmistir. Flukonazole direncli C.albicans
suslarinin TACT dizilerinde ise; F104V, STO8N, L1491, M170V, N174D, F189S, N396S,
A411V, 1558V, R673Q, A736V, D776N, A790V, Q829E, S896N ve P941L mutasyonlarinin
bulundugu gorilmdustir. Bu mutasyonlardan birer susta izlenen F104V, L1491, A411V,
R673Q, A736V ve g susta belirlenen A790V mutasyonlari calismaya alinan suslardan
yalnizca flukonazole direncli olanlarda saptanmistir.

incelenen 17 C.albicans susundan ikisine ait MRR1 dizilerinin tamami elde edilmis, 13
susta kayiplar olmustur. iki susa ait MRR1 gen dizisi ise, iki defa PCR {riinii génderildigi
halde belirlenememistir. Sonuglar incelendiginde; 491. niikleotidden sonra 1221 nolu
susta 24 nikleotidlik, 533, 565, 2157,1978, 813, H1, H2, H3 ve B suglarinda ise 12 nik-
leotidlik insersiyon dizileri oldugu gorilmustir. Gen bankasina kayith MRRT dizilerinde
de, ayni pozisyonlarda benzer diziler bulundugu icin durum normal olarak degerlendiril-
mistir. Her susa ait MRRT gen dizisinin elde edilebilme oranlari Tablo IlI'de gosterilmistir.

Suslarin  niikleotid dizilerinin cevrildigi aminoasit dizileri, flukonazole duyarl
ATCC14053 C.albicans ve C.albicans SC5314 suslarina ait dizilerle karsilastirildiginda;
flukonazole duyarl C.albicans suglarinin MRR1 bolgelerinde 13M, P19L, G75R, V127A,
S168P, L171P, V341E, N514I, K5311, Y532N, 1538M, L592F, N937K, F1032L, S1037L
mutasyonlari ile flukonazole kismi inhibisyon etkisi gosteren duyarli C.albicans suglari-
nin ayni bolgelerinde S161, T73K, L171P, L592F mutasyonlari saptanmistir. Flukonazo-
le direncli C.albicans suslarinin MRR1 dizileri, ayni referans diziler ile karsilastirldiginda
ise; G75R, S168P, H574R, P683H, N937K, F1032L, ST037L, STO39F, S1041L, T1065R,
P1066A, A1068D, L1069F ve N1071K mutasyonlar belirlenmistir. Bu mutasyonlardan iki
susta belirlenen H574R ve birer susta izlenen P683H, ST039F, S1041L, T1065R, P1066A,
A1068D, L1069F ve N1071K mutasyonlari, calismaya alinan suglardan yalnizca flukona-
zole direncli olanlarda gorilmusgtdr.

Direncli suslar, flukonazol MiK degerleri, ATCC14053 susuna gére atiim pompalarinin
ekspresyon oranlari ve sadece bu suslarda saptanan mutasyonlar Tablo V'te gosterilmistir.

TARTISMA

Sayisi her gecen giin artan AIDS, kanser kemoterapisi ve organ transplantasyonu has-
talarinda 6nemli mortalite nedeni olan C.albicans enfeksiyonlarinda gorilen flukonazol
direnci, ciddi bir sorun olusturmaktadir'-3. C.albicans tiiriinde flukonazole direng gelisi-
mi, en sik olarak Cdr1-2 ve Mdr1 atiim pompalarinin asiri ekspresyonu sonucunda ila-
ain hiicre icinde birikiminde azalma ile meydana gelmektedir. Bu pompalari kodlayan
genlerin, promotor bolgelerindeki mutasyonlarin, fonksiyon kaybina yol actigi bununla
beraber promotor bélgeler tizerinde saptanan DRE, BRE gibi cesitli yanit elemanlarinin
transkripsiyon faktorleri ile uyarilmasinin ise, pompalarin asiri ekspresyonuna neden ol-
dugu bildirilmistir'*'®. Pompa genlerinin regiilasyonunu diizenleyen bircok transkripsi-
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Tablo IV. Flukonazole Direncli Suslarin MIK Dederleri, ATCC14053 Susuna Gére Atilim Pompalarini
Ekspresyon Oranlari ve Saptanan Mutasyonlar
Flukonazol Ekspresyon orani + SS Saptanan mutasyonlar
MIK degeri
(Mikrodiliisyon
Sus no yontemi ile) (ug/ml) CDR1 CDR2 MDR1 TAC1 MRR1
DSY292 > 64 - - 19.0+1.5 L1491 A411V P683H
A790V
H1 64 46+05 40£0.1 333%49 A790V H574R
H2 16 40+05 3702 1.7%+0.2 A790V H574R
H3 32 284+49 339%+23 1.0zx0.1 F104V A736V -
B 32 32057 47.2+20 1.7+03 R673Q -
STO39F
S1041L
T1065R
960 8 1.6+£04 26+02 1.2+0.1 - PT1066A
A1068D
L1069F
N1071K

yon faktori tanimlanmig olup; bunlardan flukonazol direncinde dogrudan rol oynadigi
net olarak gosterilen Tac1p, CDR1 ve CDR2 genlerine, Mrr1p ise MDRT genine 6zgundir.
Atihm pompalarinin fazla ekspresyonu ile ortaya cikan flukonazol direncinde, bu trans-
kripsiyon faktorlerini kodlayan genlerde heterozigotlugun kaybi ile birlikte fonksiyon ka-
zandirici tipteki nokta mutasyonlarinin rol oynadigi gésterilmistir®'418, Cesitli arastirma-
larda TACT ve MRRT genlerinde degisik pozisyonlarda sirasiyla 23 ve 14 adet fonksiyon
kazandirici nitelikte nokta mutasyonu tanimlamigtir'417:19:20,

Calismamizda, Cdr1, Cdr2 ve Mdr1 atiim pompalarini eksprese etme duzeyleri bilinen,
besi flukonazole direncli, 15 C.albicans susuna ait TACT ve MRRT gen bdlgeleri, flukona-
zol direncine neden olabilecek nokta mutasyonlari acisindan arastiriimis ve sadece direncli
suslarda saptanan mutasyonlar Tablo IV'de gosterilmistir. Mdr1 pompasini fazla eksprese
eden DSY292 susunun MRRT gen bolgesinde, bu susta var oldugu bilinen ve Dunkel ve ar-
kadaslari'® tarafindan asiri ekspresyona neden oldugu gésterilmis olan P683H mutasyonu
saptanmistir. Bu bulgu, calismanin yontemini dogrulamasi acisindan kiymetlidir. DSY292
susunda CDR1/2 asiri ekspresyonu olmadidi icin TACT genindeki mutasyonlar (izerinde
durulmamugtir. H1 ve H2 suglarinin her ikisinin de TACT genlerinde A790V mutasyonu sap-
tanmig; ancak her iki sus da CDR1/2'yi asirn eksprese etmedigi icin séz konusu mutasyon
dikkate alinmamugtir. Ayni iki susun MRR1 genlerinde ise H574R mutasyonu saptanmis, an-
cak ayni mutasyona sahip iki sustan yalniz birinde (H2) MDR1 asir ekspresyonu goruldigu
icin, saptanan mutasyon, asiri ekspresyon ile iliskilendirilmemistir.

CDR1, CDR2 asiri ekspresyonu gosteren H3 susunun ilgili TACT geninde F104V ve
A736V mutasyonlar belirlenmistir. Bu mutasyonlardan A736V’nin, TACT geninde hiper-
aktiviteye ve flukonazol direncine neden oldugu literatiirde gosterilmistir'”. Diger taraf-
tan F104V mutasyonu, ayni arastirmacilarin daha énceki bir yayininda'® belirlenmis bir
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varyasyon olup, flukonazol direnci ile iliskilendirilmemistir. CDRT, CDR2 asiri ekspresyonu
gosteren diger bir sus olan B susunun TACT geninde, R673Q mutasyonu belirlenmis ve
olasi hiperaktivasyon nedeni olarak degerlendirilmistir. Bu bulgumuz, s6z konusu mutas-
yonun fonksiyon kazandirici nokta mutasyonu olarak bildirildigi makalelerin verileri ile
uyumludur'®2°, S1039F, S1041L, T1065R, P1066A, A1068D, L1069F ve N1071K mu-
tasyonlarr arka arkaya pozisyonlarda, 960 nolu susun MRRT geninde gézlenmistir. Ancak
56z konusu sugun MDRT ekspresyonunun yiiksek olmamasi ve incelenen yayinlarda ve bu
calismada degerlendirilen diger suslarda MRR1 gen bdlgesinde bu sekilde asir degisken
bir bolge goriilmemesi nedeniyle, bu mutasyonlara kusku ile yaklagilmis ve bunlar, asiri
ekspresyona neden olan mutasyonlar olarak degerlendirilmemistir.

Bulgularimiz 1siginda, calismaya alinan flukonazole direncli klinik izolatlarimizdan, CDR1
ve CDR2 genlerini digerlerine gore bilylik fazla eksprese ettigi saptanmig H3 ve B’de gori-
len asiri ekspresyona, TACT genlerinde saptanan A736V ve R673Q mutasyonlarinin neden
oldugu soylenebilir. Diger taraftan, MDR1 genini asiri eksprese eden H2 susunda gortlen
asirt ekspresyonunun sebebi belirlenememistir. S6z konusu susta, aminoasit dizisinin ilk
26’s1 degerlendirilememis, ancak bugiine kadar MRRT geninin bu kisminda tanimlanmig
fonksiyon kazandirici bir mutasyon bildirilmemistir. Bu bilgiler 1siginda, s6z konusu sus-
ta flukonazol direncinden, izZlenemeyen 26 aminoasitlik bélgede goriilen bir mutasyonun
sorumlu olma olasihgr dustk olarak degerlendirilmistir. Bu susta gorilen MDRT asir eks-
presyonuna, genin henliz tanimlanmamis Mrr1 disindaki transkripsiyon faktorlerinin ya
da pompa geninin transkripsiyon faktoriine gerek duymaksizin asiri eksprese olmasinin
neden olabilecegi distinilmustlr. Sonug olarak, calismamiza alinan flukonazole direng-
li C.albicans suglarinda, atihm pompalarini kodlayan genlerin transkripsiyon faktorlerinde
gorilen nokta mutasyonlarinin, flukonazol direncinde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir.
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