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CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS’IN VIRULENS FAKTORLERI *

A. Serda KANTARCIOGLU, Ayhan YUCEL

Background.- Cryptococcus neoformans is an encapsulated fungus and is a significant human pathogen. In this
review the current knowledge of host-fungus interactions is discussed and the characteristics it must possess to
enter the host and establish progressive disease; such as the polysaccharide capsule, melanin production,
mannitol secretion, superoxide dismutase, proteases and phospholipases and it is emphasized the relationship
between a study of experimental cryptococcosis done by authors to obtain large encapsulated yeast cells.

Kantarcioglu AS, Yicel A. Virulence factors of Cryptococcus neoformans. Cerrahpasa J Med 2003; 34: 42-50.

ryptococcus neoformans (Sanfelice,

1895) Vuillemin 1901; heterobasidi-

omisetlerden anamorf, hem dokuda

hem de kiiltiirde kapsiillii maya hiic-
releri uretebilen bir mantardir; bu hiicreler so-
lunum yoluyla alindiginda alveollerde birikip
kan yoluyla yayilarak kriptokokkoza yol ag-
maktadir. Genetik, ekoloji ve bazi biyokimya
Ozellikleri farkli olan C.neoformans var.neo-
formans ve C.neoformans var.gattii olmak {tize-
re iki varyetesi ve bunlarin da kapsiil antijenle-
rine, agliitinasyon ve immunofluoressans de-
neylerine gore farliliklar gosteren var.neofor-
mans’da serotip A, D ve AD; var.gattii’de se-
rotip B ve C olmak iizere serotipleri bulunmak-
tadir.' Son zamanlarda ortaya cikarilan iki ge-
notip farklilig1 ve daha 6nce bildirilen fenotip
ayriliklar1 dikkate alinarak C.neoformans var.
grubii olarak yeni bir varyete 6nerilmis®’, se-
rotip A ve D izolatlarinin grubii ve neoformans
olaléak bilinen iki varyeteye ayrilmasi yapilmis-
tir.

C.neofor mans var.neoformans diinyanin her
yerinde, kus, giivercin ve tavuk pislikleri ile
zenginlesmis topraklardan siklikla ayrilabil-
mektedir. C.neoformans var.gattii’nin kus giib-
resi bulunan topraklardan ayrildigi heniiz hig
bildirilmemistir; bu varyetenin dogal yasam or-
tam1 Eucalyptus camadulensis ve E.tereticor-
nis tiirli sakiz agaglaridir ve bu agaglarin bu-
lundugu boélgelerde bu varyete ile gelisen krip-
tokokkoz olgular1 yazilmgtir.>*>%*

Maya seklinde var.gattii hiicreleri daha oval
olsa da bu iki varyeteyi morfolojik olarak ayir-
mak olas1 degildir. Varyeteler arasindaki en
giivenilir morfoloji farki teleomorf asamalarin-
dadir. Kwon Chung C.neoformans’in -0 ve a-
olarak ayrilan iki ¢aprazlama tipi oldugunu; bu
iki tipin belirli fakir besiyerlerinde ¢aprazlan-
mastyla teleomorf bir basidiomisetin gelistigini
bulmus; bu tam sekil Filobasidiella cinsinde
siniflandirilmistir. Mantarin yagam ¢evriminde
eseysiz ve eseyli iki farkli sekil vardir. Eseysiz
sekil maya hiicrelerinden olusur ve tomurcuk-
lanarak iirer. Bu haploid bir hiicreli maya sekli
C.neoformans’in dogadan ve insan infeksiyon-
larindan elde edilen biricik seklidir. -a ve a-
caprazlama tipleri arasindaki konjugasyon so-
nucunda kanca baglantilar yapabilen dikaryotik
hiflerden olusan teleomorf sekil gelisir; bazi
hifler basidyum denen 6zellismis yapilar gelis-
tirirler ve eseyli cins Basidiomycota’da yer al-
maktadir. Serotip A ve D kokenleri ¢aprazlan-
diginda gelisen teleomorf sekil Filobasidiella
neoformans var.neoformans ve B ve C koken-
leri ¢aprazlandiginda Filobasidiella neofor-
mans var.bacillispora olarak adlandirilmakta-
dir. Dogadan ve hastalardan ayrilan kdkenler
icinde O ¢aprazlama tipinin a’dan fazla oldugu
goriilmektedir.”*>'?

Bu mantarin dogada eseyli iireyip iiremedi-
gi bilinmemektedir; teleomorf asama dogrudan
dogada hi¢ gézlemlenmemistir. Bir kisim arag-
tirmacilar mantarin tam seklinde iiretilen basi-
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diosporlarin insan infeksiyonlarina sebep olan
infeksiyéz parcaciklar oldugu hipotezini sa-
vunmaktadirlar. Bunlar maya hiicrelerinden
daha kiiciik (1-2 pm) ve c¢ok ince kapsiillidiir-
ler Je solunum ile alveollere kadar varabilir-
ler.

Konagin Bagisiklik Durumu

C.neoformans doga kaynakli bir mantardir;
insanin normal florasina ait bir lye degildir,
genelde solunum yoluyla viicuda girer. Maya
hiicreleri solunum epiteli tarafindan atilamazsa
alveollere ulasir. Akcigerde bir siire oturduktan
sonra kan yoluyla dokulara ve beyine dogru
yayilir ve konagin T hiicrelerine bagiml bag-
siklik yanit1 yetersizse ve tedavi edilmezse ya-
sami tehdit edebilen meningoensefalitlere se-
bep olur. C.neoformans bagisikligi bozuk olan-
larda ve bagisikligr tam kimselerde hastaliga
sebep olabilmektedir.>'"'?

Kriptokokkozun patogenezi heniiz tam
aciklanamamistir. Maya hiicreleri alveollere
vardiginda ilk bagisiklik yanit1 alveoler makro-
fajlardandir; hastalik gelisip gelismeyecegi bu
asamada belli olur. Bunu makrofajlar ve lenfo-
sitlerden aktive olan polimorf niiveli 16kositler
izler. Hayvan deneyleri ve hastalardan edinilen
deneyimler; bagisiklik sisteminin koruyucu bi-
lesiklerinin baglica aktive edilmis alveoler
makrofajlar, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler ile
hem CD4+ hem de CDS+ limfositlerden olu-
san hiicre araciligiyla oldugunu goéstermekte-
dir. In vitro deneylerde de alveoler makrofaj-
lardan baska, insan nétrofil ve monositlerinin,
mikroglial hiicrelerinin, NK hiicrelerinin ve T
lenfositlerinin de hiicre i¢i ve hiicre dig1 meka-
nizmalarla kriptokoklar1 o0ldiirebildigi veya
iiremesini onleyebildigi gézlemlenmistir. Ko-
nagin hiicresel bagisiklik yaniti iyi isliyorsa
makrofajlar aktive olur ve mikroorganizmay1
gevre}el:gfilsa Oldiirtir, sonug olarak hastalik gelis-
mez.

Bagisiklik sistemi kriptokokkoza kars etki-
li ve iyi diizenlenmis yanit veren bireylerde in-
feksiyon graniilomat6z tip lezyonlarla sonugla-
nabilmektedir. Bu sebeple bagisikligi tam bi-
reylerde simptomatik primer akciger infeksiyo-
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nu enderdir. Bu mantarin yeryiiziinde her yerde
bol bulunabilmesine karsin kritokokkozun sey-
rek olmasindan da subklinik primer infeksi-
yonlarin toplumda olagan oldugu sonucu ¢ika-
rilmaktadir. Bagisikligi tam kimselerde primer
infeksiyon sirasinda  inokulum miktar1 ile
simptomatik olus arasindaki iligki {lizerinde de
durulmaktadir. Postmortem calismalarda dnce-
den solunum yolu yakinmasi olmayan kisilerde
akciger odaklarinin varlig gozlemlenmistir.*

Hiicresel bagisiklik yamiti  bozukluguna
bagl olarak makrofaj aktivasyonu olmazsa in-
feksiyon ortaya ¢ikabilir; mantar akcigerlerden
kana gecebilir ve basta merkez sinir sistemi ol-
mak tlizere deri kemik, prostat ve goz gibi or-
ganlara yayilabilir. C.neoformans insanda no-
rotropizm de gostermekte ve meningoensefali-
te sebep olabilmektedir. Kriptokokkozun yay-
gin ve akut sekli hiicre araciligiyla bagisik ya-
nit1 etkili olmayan AIDS’lilerde goriilmektedir.
Bagisikligi bozulmus kimselerde dissemine
kriptokokkoz ya latent infeksiyon seklinde ve-
ya primer infeksiyondur.*'*'¢

Kriptokokkozda bagisiklik sisteminin en
onemli kolu hiicre araciligi ile bagisiklik ise de
C.neoformans’a karsi olusan antikorlar da ko-
ruyucu olabilir. Fare deneylerinde kapsiile kar-
s1 monoklonal antikorlarla pasif bagisiklama-
nin koruyucu oldugu gdzlemlenmistir.* C.neo-
formans ile konak arasindaki iliskinin dinamik-
leri heniiz tam olarak ¢dziilememistir. Herhan-
gi bir hazirlayic1 faktér saptanamadigi durum-
larda bile baz1 hiicresel bagisiklik parametrele-
rinin bozuk olabilecegi 6ne siiriilmiis; hiicresel
bagisikligin ¢ok Onemli oldugu bilinmesine
karsin, ozellikle AIDS’1i ¢ocuklarda kriptokok-
koz goriilmemesine dayanilarak baska faktorle-
rin de rol oynadig1 diisiiniilmiis; infeksiyonun
ortaya ¢ikisinda, konak savunmasinin yani sira,
mantarin viriilensinin ve inokulum miktarinin
da 6nemli oldugu yazilmgtir.'""”

C.neoformans bagisikligi tam konaklarda
derin mikozlara sebep olabilirken'**'; bagisik-
1181 baskilanmis kimselerde yasamu tehdit eden
infeksiyonlar olusturabilir.>> Bagisiklig1 yeter-
siz kimseler kriptokokkoza bagisikligi tam
olanlardan daha duyarli olduklarindan C.neo-
formans ekseri firsatg1 patojen olarak nitelen-
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dirilmistir. Bir organizmanin patojen olarak si-
niflandirilmasi i¢in belirli kosullarda infeksiyo-
na sebep olabilmesi gerekmektedir. Bu tanima
gore C.neoformans’i kesinlikle patojen mantar-
lar sinifina yerlestirecek faktorler baslica iki
grupta toplanmaktadir. Birinci grupta bir infek-
siyonu baslatmak i¢in gerekli temel karakteris-
tikler ve ikincide patojenlik derecesini etkile-
yen viriilens faktorleri yer almaktadir.'®*

Temel Patojenlik Ozellikleri

Infeksiyoz Parcaciklar

Bir mikroorganizmanin akcigerin alveol
bosluklarinda girebilmesi ve akciger infeksiyo-
nu olusturabilmesi i¢in ¢ap1 4 pm’den daha kii-
¢lik olan canli pargaciklar iiretebilmesi gerekir.
C.neoformans’in tipik vejetatif sekli hiicre cap1
2.5-10 pm olan maya hiicreleridir. Esey sporla-
1 olan basidiosporlar yaklagik 1.8-3 pum c¢a-
pmndadirlar ve hem kuru maya hiicreleri hem
de basidiosporlar akcigerlere girmeye uygun
boyuttadirlar. Dogada yiiksek glukoz veya
yiiksek tuzlu kosullarda C.neoformans kapsiil-
siiz veya ince kapsiillii olarak gelisebilir ve ak-
cigere girmeyi kolaylastirir. Kuru maya hiicre-
leri akcigerlerde biinyesine su alarak karakte-
ristik genis polisakkarit kapsiil gelistirirler; ba-
sidiosporlar ise kapsiilsiiz blastokonidilere do-
niisiirler.”

Anabilim Dalimiz Derin Mikoz Laboratu-
vari’nda yapilan bir ¢alismada; Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Ozel Servisinde yat-
makta olan Trombotic Trombocytopenia Pur-
pura’li 27 yasindaki bir erkek hastada gelisen
kutan6z kriptokokkozdan elde edilen C.neofor-
mans kokeni ile standartlagtirilmig silispansi-
yon® hazirlanarak peritondan ve kuyruk venin-
den intravendz verilen maya hiicreleri ile de-
ney farelerinde infeksiyon gelistirilmis ve daha
sonra otopsi yapilarak doku ve organlarindan
koken karakteristik genis kapsiillii sekilde elde
edilmistir (Sekil 1 ve 2).

Caprazlama Tipleri

C.neoformans heterotalliktir ve bu 6zellik
ilk dnce serptip D kokenlerinde ortaya cikaril-
migtir. Serotip D’nin karsit ¢aprazlama kdken-
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leri ¢aprazlandiginda genetik analizlerle a ve a
kokenlerin oranmin 1:1 oldugu gdsterilmisse
de, ortamdan veya klinik kaynaklardan a ¢ap-
razlama tipinin elde edilmesi nadirdir. Yeryii-
ziinde hem ortamdan hem de klinik kaynaklar-
dan en siklikla elde edilen C.neoformans var.
neoformans’in serotip A kokenleridir dolayi-
styla serotip A’nin a ¢aprazlama tipinin izolas-
yonu ile ilgili bir bildirim bulunmamaktadir.
Bu durum o ¢aprazlama tipinin dogada ve ko-
nak dokusunda canliligin siirdiirmek i¢in daha
uygun oldugunu  gostermektedir.’  Kwon-
Chung ve Bennett,” ortamdan ve klinik kay-
naklardan elde edilmis C.neoformans kokenle-
rinin ¢aprazlama tipleri arastirmiglar ve o gap-
razlama tipinin frekansini a tipinden 30-40 kat
daha yiiksek bulmuslardir. Kwon-Chung ve
ark.' farelere injekte ederek yaptiklari bir ¢alis-
mada 0 caprazlama tipinin viriilensinin a tipi-
ninkinden daha yiiksek oldugunu saptamiglar-
dir. 10° a caprazlama tipi ile infekte edilen fa-
relerin %80°1 36 glinde 6lmiis; ayn1 miktar a
caprazlama tipi ile infekte edilenlerin %80’inin
6lmesi 93 giin siirmiistiir.'

Sekil 1. C.neoformans, bir kutandz kriptokokkoz olgu-
sundan elde edilmis klinik kdkenden hazirlanan preparat-
ta ince kapsiilli maya hiicreleri (Giemsa preparati)
(x1900) (Mikrofotografi Yiicel ve Kantarcioglu)

In Vivo Gelisme

Bir C.neoformans kokeni insanda infeksi-
yona yol agmak icin 37°C’de yaklasik %5
COy’li atmosferde ve pH 7.3-7.4’de gelisebil-
melidir. 37°C’de canli kalabilmek i¢in C.neo-
formans, bir katalitik altbirim olan kalsineiirin
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A’y1 kodlayan bir gene sahip olmalidir. C.neo-
formans’in  kalsineiirin A mutant koékeni
24°C’de gelisebilse de in vitro 37°C’de %5
CO,’de veya alkali pH’da canli kalamazlar.
Bunlar konak dokusundaki kosullara benzer ol-
dugundan kalsinelirin A mutantin insan viicu-
dunda canli kalamayacagini belirtir. Kaynagin-
da belirtildigine gore Odom ve ark. bu sapta-
madan hareketle yaptiklar1 deneylerinde boyle
mutantlarin bagisikligi baskilanmis farelerde
patojen olmadiginmi gostermislerdir. Kalsinetirin
A C.neoformans’in konak dokusunda canli ka-
labilmesi i¢in temel gereksinim ve mantarin
patoj gﬂigi icin gerekli faktor olarak goriilmek-
tedir.”

Sekil 2. C.neoformans, kutanoz kriptokokkoz olgusundan
elde edilen koken kullanilarak deney farelerinde gelistiri-
len infeksiyon: fare karaciger dokusunda gelisen genis
polisakkarit kapsiile sahip hiicreler (Giemsa preparati)
(x4800) (Mikrofotografi Yiicel ve Kantarcioglu)

Viriilens Faktorleri

Viriilens faktorleri bir mikrobun patojenlik
derecesini artirir. C.neoformans’in bir ¢ok vi-
riilens faktorii vardir ve bir kdkenin viriilensi
tek bir faktdre baglanamamakta fakat hepsinin
birleserek hastaligin ilerlemesine sebep olduk-
lar1 diigiiniilmektedir. Bu yazida her viriilens
faktorii ayr1 olarak incelenmekle beraber, ko-
naktaki hastaligin ciddiyeti birkag viriilens fak-
toriiniin kombinasyonunun ve bagisik direng
durumunun sonucudur.”
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C.neoformans’in viriilens faktorleri; kapsiil,
kriptokoklara 6zgili {irlinler, melanin iiretimi,
mannitol iiretimi ile heniiz spekiilatif sayilan
potansiyel faktorler (siiperoksit dismutaz, pro-
teazlar, fosfolipaz B ve lizofosfolipaz)’dir. Po-
lisakkarit kapsiil ve C.neoformans’in ¢oziilebi-
lir hiicredis1 bilesikleri olan “kriptokoklara 6z-
gii irtinler” olasilikla dominant viriilens faktor-
leridir.”>**

Kapsiil

C.neoformans’in kapsiilii baslica yiiksek
molekiil agirlikli polisakkaritlerden olusur. Bu
polisakkarit glukuronoksilomannan (GKM)
adin1 alir ve dort serotipi bulunmaktadir; C.ne-
oformans var.neoformans’in iirettigi A ve D ile
C.neoformans var.gattii ’nin tiirettigi B ve C. Bu
kapstiliin C.neoformans igin anahtar viriilens
faktorli oldugu gosterilmistir; kapsiilli kdken-
ler degisen derecelerde viriilense sahip olup
kapsiilsiiz mutantlar tipik olarak aviriilan-
dir. > CAP64 geni iizerinde yapilan calis-
malarin da benzer sonuglar verdigi bildirilmis-
tir.>** Heniiz biyokimya islevleri tam olarak
belirlenememisse de; kapsiil olusumu ve virii-
lens igin esas olan iki gen saptanmugtir.*?

Lékositlere Kemotaktik Etki

C.neoformans’in kapsiiliiniin bir kisim 6zel-
liklerinin konagmn bu mikroorganizmay1 daha
etkili sekilde tanimasini sagladigi; buna karsin
bagka 6zelliklerinin de onu konak savunmasin-
dan korudugu yazilmistir. Serotip A ve D ko-
kenlerin kapsiilii notrofiller i¢in kemotaktiktir.
Ayrica, kriptokoklarin kapsiilii alternatif yol-
dan komplement baglamaktadir ve bu islem si-
rasinda C5a gibi kemotaktik peptidler iiretilir.
Bu mekanizmalarin biri ile 16kositlerin kemo-
taksisi konagim yararina olur.”**

Komplement Etkilesimlerinin Rolii

C.neoformans’in dokuda komplement bag-
lamasi; kemotaktik fakt6r iiretimi ve lokosit-
lerin infeksiyon bolgesine ¢ekilmesi ile sonug-
lanir. infekte dokuda lokositler bu mantar ile
etkilesir ve onu oldiiriirler. Komplement bag-
landig icin, C3b ve C3bi kriptokokun yiizeyin-
de birikir; bunlar1 kapsiil orter fakat tamamen
ortiilmezlerse biriken komplement komponent-
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leri, kriptokoklarin 16kositler iizerindeki CR3
reseptorlerine baglanmasim1 kolaylastirir. Bu
baglanma etkilesimleri konagin yararinadir, 16-
kositlerin kriptokoklar1 hiicre disinda veya fa-
gositozdan sonra Oldiirmesini artirir. Mantar
GKM’a karsi gelisen antikorlar tarafindan da
opsonize edilebilir fakat kapsiil antikorun Fc
parcasini bloke edebilir ve onun fagositoz ya-
pict konak hiicrelerinin Fc reseptorlerine bag-
lanmasin1 onleyebilir. Bu islevlerin bir kism
konagin yararina ise de, eger kapsiil ¢cok genis-
se organizma korunur. Mantar kendi lehine bir
ortam yaratarak konagin komplementlerini
titketebilir.”

Fagositlere Etki

Tiim iligkiler dikkate alindiginda kapsiil ko-
naktan ¢ok mantarin yararinadir. Kapsiilli C.
neoformans hiicreleri noétrofiller, monositler
veya makrofajlar tarafindan kapsiilsiiz mutant-
lar kadar fagosite edilmez ve 6ldiiriillmez.*

Antijen Sunumunda Degisiklik

Makrofajlarin kapsiillii hiicreleri sindireme-
mesinin T hiicrelerine antijen sunumunu ve ba-
gisiklik yanitin1 da azalttigi deneylerle gosteril-
mistir.”® insan alveoler makrofajlariyla yapilan
baska calismalarda da kapsiillii kriptokoklarin
antijen sunumunun kapsiilsiiz kokenlerinki ka-
dar etkili olmadig gosterilmistir.”

Sitokin Uretiminin Etkisi

C.neoformans’in genis kapsiilli kokenleri-
nin hiicreleri; antifagositik, 6ldiiriilmeye daha
direncli ve T hiicrelerini daha az uyarir olmala-
rina ek olarak serumdaki termo-labil bir bile-
sikle opsonize olur ve monositlerin ve makro-
fajlarin TNFa, IL-13 ve IL-6 gibi sitokinler
iretmesini kapsiilsiiz veya zayif kapsiilli ko-
kenler gibi etkili bigimde uyarmazlar.'>*

Kriptokoklara Ozgii Uriinler

Dissemine kriptokokkozda hastalarin viicut
stvilarinda Olgiilebilir miktarlarda kriptokokla-
ra 0zgl Uriinler bulunur. Viicut sivilarindaki
baslica bilesik GKM olsa da bu mantar olasi-
likla in vivo galaktoksilomannan (GaKM) ve
mannoproteinler (MP) de salmaktadir. Bu spe-
kiilasyon dogrudan in vivo calismalardaki ve
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organizma Kkiiltiir besiyerinde in vitro gelisti-
rildiginde elde edilen delillere dayandirilmak-
tadir. Serum veya BOS’da kriptokok antijenleri
kriptokokkoz tanimi koydurucudur. Tedavinin
basinda yiiksek kriptokok antijen titresi veren
dissemine kriptokkozlu hastalarin tedaviye ya-
nit verme olasiliklar1 azdir veya diisiik antijen
titresi verenlere gore daha yiiksek bir olasilikla
tedavi tamamlanmadan oliirler. Viicut sivila-
rindaki kriptokok antijeni diizeyi ile hastaligin
ciddiyeti arasindaki dogrudan iligki; konagin
sirkiilasyon sisteminde veya omurilik sivisinda
konak savunmasina aksi etki yapabilir.*

Lokosit Migrasyonunun Etkisi

Fare modellerinde intravaskiiler kriptokok
antijeninin; l6kositlerin kan dolasimindan yan-
g1 bolgesine gelmesini engelledigi gosterilmis-
tir. Kriptokoklara 6zgii iiriinler olarak tanim-
lanmis olan GKM, GaKM ve MP’nin her biri
farelere damar i¢ine verildiginde 16kosit mig-
rasyonunun dnleyebildikleri gozlemlenmistir.”
Konagin sirkiilasyonunda GKM’nin baglica
kriptokok bilesigi oldugu géz oniine alindigin-
da 16kositlerin yangi bdlgesine migrasyonunun
onlenmesinden de esasen bu maddenin sorum-
lu oldugu diisiiniilmektedir.”” Bu bilgiler dog-
rultusunda; serumunda antijen konsantrasyonu
diisiik olan veya hi¢ bulunmayan akciger krip-
tokokkozlu hastalarda 16kositlerin akcigerin in-
feksiyon bolgelerine normal olarak ulastiklari
diistiniilmektedir.”

Immunomodiilatér Hiicrelerin Birikmesi

Klinik veriler dissemine kriptokkozda gorii-
len antijeneminin bagisik yanit1 agagi ¢ektigini
gostermis bu diisiince kan dolagimina kripto-
kok antijeni injekte edilmis deney hayvanlarry-
la da desteklenmistir.

Melanin Sentezi

C.neoformans’in patojen kokenlerini apato-
jen olanlardan ve bu cinsin diger tiirlerinden
ayrt edici bir karakteristik bunlarin (Guizotia
abyssinica tohumu oziitii veya kafeik asit ice-
ren gibi) difenollil belirli besiyerlerinde siyaha
yakin kahverengi bir pigment gelistirebilmele-
ridir.>***** Bu pigment ilk kez Staib (1962)
tarafindan tanimlanmis olup C.neoformans ko-
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kenlerinin fenol oksidaz aktivitesi ile trettigi
melanine benzer bir bilesiktir. Melaninin man-
tar ve memelilerin ¢esitli proteinlerini baglaya-
bildigi belirlenmistir. Melanin protein iligkisi,
¢Ozeltinin pH’sina, proteinin ve melaninin
miktarina baglidir. Melanin tiiretiminin C.neo-
formans’in viriilensindeki onemi 1980’lerin
basinda gosterilmis; fakat infeksiyonun patoge-
nezindeki rolii tam agikliga kavusturulamams-
tir. Dogal olarak olusan melaninin eksik (Mel)
C.neoformans mutantlarin farelerde melanin
iiretenlerden daha az virulan olduklar1 gdsteril-
migtir, 2152228

Biyokimya analizleri C.neoformans’da me-
lanogenez; 3,4-dihidroksifenilalanin (DOPA)
gibi dihroksifenollerin dopakinona cevrilmesi
ile gerceklesir. Bu doniisiimii fenoloksidaz ka-
talize eder. C.neoformans’in dihidroksifenolle-
rin endojen olarak iiretimi i¢in gerekli olan ti-
rozinaz enziminin bulunmadig gosterilmistir.’;
dolayisiyla C.neoformans kokenleri melanin
iretmek icin difenol bilesiklerini gelisme orta-
mindan almak ve bu bilesiklerin melanine do-
niigiimiinii katalizlemek i¢in fenoloksidaz enzi-
mine sahip olmak zorundadirlar. Beyin; DOPA
gibi katekolaminlerden zengin bir dokudur ve
C.neoformans infeksiyonu i¢in hedef olusturur.
Ancak bu mantar, katekolaminleri tek karbon
kaynagi olarak kullanamadigindan gelismek
icin yegledigi bir besin nisi de degildir;* canli
kalabilmesine yarayan bir ortamdir.*

Melaninin C.neoformans’t hipoklorit ve
permanganat tahribinden korudugu, hidrojen
peroksitten korumadig1 gosterilmistir.’® Bu de-
neylerde hipoklorit, hidrojen peroksitten 100
kat daha fazla fungusit etki gostermis ve C.ne-
oformans’in makrofajlarin irettigi oksitleyici
bilesiklerden kendisini etkili bi¢imde koruma-
ya yetecek diizeyde melanin iiretebildigi anla-
stlmistir.®' C.neoformans hiicrelerinin; mela-
ninli maya hiicreleri elde etmek tizere L-DOPA
ile kiiltlirti yapilmis; ayn1 kokene ait melaninli
kriptokoklar nitrojen ve oksijen tiirevi oksitle-
yicilerin tahribine kars1 canliliklarin1 melaninli
olmayanlardan daha iyi siirdiirmiislerdir.’ Bu
sonuglar; C.neoformans’in melanin yapiminda
beyindeki katekolaminleri kullandig1 ve boyle-
ce kendisini serbest radikallerin oksitleyici tah-
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ribinden korudugu hipotezini desteklemekte-
dir.>***

Kriptokoklarin fenoloksidazi saflagtirilmis
ve bu enzimi kodlayan CNLAC1 geni klonlan-
mis™; enzimin 6zgiil substratinin lakkaz oldu-
gu belirlenmistir.>*"** CNLAC1 geninin tahri-
bi C.neoformans’da viriilens kaybi ile sonug-
lanmaktadir. Buna gére CNLACL geninin kod-
ladig1 lakkaz (fenoloksidaz) C.neoformans’in
potansiyel bir viriilens faktoriidiir.’*** Melanin
iiretimi; antioksidan etkisinin yanisira, C.neo-
formans’in konak viicudunda canliligini siir-
diirmesine bagka yollarla da yardimci olabilir.
Melaninli maya hiicreleri amfoterisin B’ye me-
laninli olmayanlardan daha az duyarlidir ve bu
durum bagisikligi baskilanmis konaklarda te-
davinin etkisiz kalmasima yol agabilir.*® Ayrica
anti GKM antikorlar bulunmasi halinde, mela-
ninli hiicrelerin makrofajlar tarafindan fagosi-
tozunun azalmasi; hiicre duvarinda melanin bi-
rikmesinin 6zgiil antikorlarin opsoninlenmesini
onleyebildigini gostermektedir.”***** Melanin
iiretiminin bu mantarin viriilensindeki 6nemine
karsin in vivo melanin mevcudiyetini gosteren
¢ok az delil bulunmaktadir. Kaynaginda belir-
tildigine gore, C.neoformans’in fenoloksidaz
aktivitesinin 25°C’ye gore 37°C’de biiyiik 6l-
clide azaldigi bildirilmis olup bu da in vivo me-
lanin iretiminin sinirh olduguna isaret etmek-
tedir. Histolojik beyin kesitlerinde C.neofor-
mans hiicre duvarlarindaki kahverengi pigmen-
ti belirlemek i¢in modifiye bir Fontana-Masson
boyasi1 kullanilmig; fakat boyanin 6zgiil olma-
dig1, Mel” olan C.laurentii’nin de boyandigi
anlagilmistir. Kisaca; birikmekte olan veriler,
melanin tiretiminin etkili bir canli kalma (virii-
lens) faktorii oldugunu ve melaninin bu mayay1
konak savunmasina kars: korumada birgok is-
lev gordiigiinii gostermektedir.”

Mannitol Uretimi

Hekzitol D-mannitol {iretiminin de C.neo-
formans’in konak dokusunda canliligini siir-
diirmesine yardim ettigi yoniinde veriler birik-
mektedir. Kaynaginda belirtildigine gore,
Wong ve ark. insan kaynakli 12 C.neoformans
kokeni incelemisler, bunlarin tiimiiniin gelisme
sirasinda besiyerinde D-mannitol tireterek sal-
giladigim bildirmisler; ayrica bir tavsan kripto-
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kok meninjiti modelinde de C.neoformans in
In vivo D-mannitol iiretebildigini gostermisler-
dir. Kortizon uygulanmis ve intrasisternal ola-
rak C.neoformans ile infekte edilmis tavsanlar-
dan almman BOS’larin kontrollerden, kortizon
verilip mantarla infekte edilmemis olanlardan
ve kortizon uygulanmamus fakat infekte edil-
mis olanlardan alinanlardan daha fazla D-man-
nitol icerdigi saptanmustir. Arastirmacilar;
BOS’da yiiksek yogunluktaki D-mannitol’iin
beyinde 6deme yol acabilecegi ve mannitoliin
hidrojen radikallerini baglayarak mantarin ok-
sitleyici etkiden korunmasina yardim ettigi gibi
iki 6nemli sonuca varmuslardir.'>**

Diger potansiyel viriilens faktorleri

Siiperoksit dismutaz

Kaynaginda belirtildigi tizere; C.neofor-
mans’in siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyinin
37°C’de olasilikla azalan melanin {iretimini ka-
patmak iizere bu sicaklikta artip artmadigim
belirlemek i¢in bu mantarin SOD {iretimi aras-
tirilmus ve arttigi gozlemlenmis; béylece bunun
da viriilense katkida bulunabilecegi 6ne siirtil-
miistiir.”

Proteazlar

Bu mantarin kiiltiirde iretildiginde bir pro-
teaz Uretebildigi ve insan plazma proteinlerini
sindirebilecegi; kazeini sindirebilen bir proteaz
da irettigi bildirilmis ancak proteazlarin in vi-
Vo {iretilip tiretilmedigi belirlenmemistir. C.ne-
oformans proteazlarinin olasilikla, konak do-
kusuna invazyonu baslatarak viriilens mekaniz-
masina katildig1 {izerinde durulmaktadir.”*’
Proteazlarin viriilensle iligkisinin aranmasi i¢in
AIDS’lilerden”’ ve giivercin diskisindan 24 el-
de edilen C.neoformans koékenlerinin farkli si-
cakliklarda gelisme, kapsiil boyutu ve proteoli-
tik aktivitelerinin incelendigi bir arastirmada
proteaz tretimi ile kapsiil boyutu arasinda ko-
relasyon bulundugu; bunun proteazlarin virii-
lensdeki roliine isaret edecegi bildirilmistir.*®

Fosfolipazlar

C.neoformans’in yumurta sarili agarda tire-
tildiginde fosfolipaz,® lizofosfolipaz ve lizo-
fosfolipaz-transacilaz aktivitesi gosterdigi be-
lirlenmis; bu c¢alismaya alinan 50 kokenin
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49’unun fosfolipaz pozitif oldugu bildirilmis;
arastirmacilar bu mantarin hiicre dis1 fosfolipaz
aktivitesinin memelilerin hiicre zarlarini boza-
bilecegini ve maya hiicresinin konak dokusuna
girmesini saglayabilecegini One siirmiisler-
dir.***" AIDS’lilerden ve giivercin digkisindan
ayrilan kokenlerde bu enzimin iiretiminin kar-
silagtirildig1 bir calismada da fosfolipazin C.
neoformans’in konak dokusuna girmesinde rol
oynayabildigi 6ne siiriilmiistiir.”* Tayland’da
ve Italya’da AIDS’lilerden ayrilmis toplam
129 kokenin fosfolipaz iiretimlerinin arastiril-
dig1 bir bagka galismada bunlarin 128’1 pozitif
bulunmus ve C.neoformans koékenlerinde bu
6zel311gin yaygin olarak bulundugu yazilmis-
tir.

Fenotipik sicrama

C.neoformans kdkenlerinin koloni morfolo-
jisinde yiiksek siklikta geri doniistimlii degisik-
likler gbézlemlenmistir. Bir serotip A kokende
diiz (S), burusuk (W) ve tirtikli (C) olmak iize-
re Ui¢ koloni tipi belirlenmis; W tipi kolonilerle
infekte edilen farelerin daha hizli 6ldiikleri bil-
dirilmis; bu ii¢ koloni tipinin hiicre karakteris-
tiklerinin farklilig1 tizerinde durulmustur. Sero-
tip A ve D’ye ait bagka iki kdkende de S ve W
arasinda yiiksek siklikta fenotip sigramasi goz-
lemlenmis; biitiin bunlarin deney farelerindeki
yang1 cevabi da arastirilmig ve fenotip sigrama-
smin C.neoformans’a konak savunmasindan
kacarak kronik infeksiyon olusturma yetenegi
verebildigi 6ne siiriilmiistiir.**

Viriilensin Diizenlenmesi

Kapsiil iiretimi, melanin olusturulmasi gibi
viriilens faktorlerinin diizenlenmesi heniiz tam
olarak agiklik kazanmamistir. Ancak GPA1 ge-
ninin C.neoformans’in viriilens faktorlerinin
diizenlenmesinde ve caprazlanmasinda is gor-
diigii 6ne siiriilmektedir.”

SONUC

C.neoformans’in virulan kokenlerinin alve-
ol bosluklarina girebilecek kadar kii¢iik hiicre-
ler iiretebilmeleri; 37°C’de, pH 7.3-7.4 civarin-
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da %5’lik CO,’lik bir atmosferde gelisebilme-
leri ve olasilikla a-¢aprazlama tipine ait olma-
lar1 gerekmektedir. Genis kapsiil iiretebilme ve
konagin viicut sivilarina ¢ok miktarda kapsiil
maddesi birakma yetenegi organizmay yiiksek
viriilensli kilmaktadir. Melanin, mannitol, sii-
peroksit dismutaz, proteaz ve fosfolipaz tireti-
mi gibi diger faktorler C.neoformans’in virii-
lensini artirabilirler. Bu kriptokok viriilens fak-
torlerinin etkinligi konagin savunma mekaniz-
masinin durumuna baglidir. Bu mantarin virii-
lensi ile ilgili birgok bilgi liretilmisse de daha
bir¢ok ¢alismaya da gerek duyulmaktadir.”

OzZET

Cryptococcus neoformans kapsiillii  bir
mantar ve onemli bir insan patojenidir. Bu der-
lemede konak-mantar etkilesimi ile mantarin
infeksiyon gelistirmesi i¢in sahip olmas1 gere-
ken ve oncelikle 6nem kazanan polisakkarit
kapsiil basta olmak iizere, melanin iretimi,
mannitol salgilanmasi, siiperoksit dismutaz,
proteaz ve fosfolipazlar gibi karakteristikleriy-
le ilgili mevcut bilgiler gozden ge¢irilmis; ya-
zarlarin bir kutanoz kriptokokkoz lezyonundan
ayirdiklari bir kokenle fare deneyinde kapsiiliin
belirginlestirildigi bir ¢aligmalar ile ilgi kurul-
mustur.
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