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OZET

Cerageninler, antimikrobiyal peptitlere benzer aktivite gosteren, yeni bir grup katyonik steroid antimikrobiyal molekiil-
lerdir. Bu ¢alismada kan kiiltiirlerinden izole edilmis Candida albicans suglarina kars: katyonik steroid antibiyotiklerden olan
CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 ve CSA-138’in in vitro antifungal duyarliliklarmn belirlenmesi amaglanmistr. MIK ve
MBK degerleri CLSI kurallarina uygun olarak mikrodiliisyon yontemi ile belirlenmistir. Duyarlilik test sonuglarma gore MIK
degerleri 0.125-128 pg/ml arasinda degismektedir. CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 ve CSA-138 icin MfKSO degerleri
strasiyla 0.5 pg/ml, 1 ug/ml, 1 ug/ml, 2 ug/ml ve 8 ug/ml'dir. MFK degerleri ise MIK degerlerine esit yada iki katidur.

Caligmamizin sonuglaria gore, CSA-131 ve CSA-138 C.albicans infeksiyonlarimin tedavisinde kullanilabilecek iyi
birer aday molekiildiir. Ileriki calismalarda bu molekiillerin giivenilirlik, etkinlik ve farmakokinetik parametrelerinin belirlen-
mesi gerekmektedir.

Anahtar sézciikler: Candida albicans, duyarhilik testleri, katyonik steroid antibiyotik, MIK
SUMMARY

Investigation of the Antifungal Activities of the Cationic Steroid Antibiotic CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131
and CSA-138 Against Candida albicans Isolated from Blood Cultures

The ceragenins, designed to mimic the activities of antimicrobial peptides, are a new class of antimicrobial agent. In this
study, in vitro antifungal activities of the novel cationic steroid molecules CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 and CSA-138,
were assessed against Candida albicans strains isolated from blood cultures. MICs and MBCs were determined by microdilu-
tion technique according to CLSI guidelines. Susceptibility testing demonstrated that the MICs were ranging 0.125-128 ug/
ml. The MIC,, values of CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 and CSA-138 were 0.5 ug/ml, 1 ug/ml, 1 ug/ml, 2 ug/ml and 8
ug/ml, respectively. The MFCs were equal to or two-fold greater than those of the MICs.

According to our results, cationic steroid antibiotics especially, CSA-131 and CSA-138 appear to be good candidates
in the treatment of C.albicans infections. Future studies should be performed to correlate its safety, efficacy and pharmacoki-
netic parameters of these molecules.

Keywords: Candida albicans, cationic steroid antibiotics, MIC, susceptibility testing

GIRIS mis kisilerde, infeksiyon olusumu igin uygun

ortam bularak patojen olabilirler ve klinik ola-

Candida tiirleri, saglikh kisilerin viicut flo- rak ciddi veya hayat1 tehdit edici infeksiyonla-
rasmda kommensal olarak bulunan maya tiirle- ra yol acabilirler. Tan1 ve tedaviye yonelik
ridir. Ancak, 6zellikle immiin sistemi baskilan- yapilan invazif girisimlerin artisi, genis spekt-
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rumlu antibiyotiklerin kullanimi, organ nakilleri
veya baska nedenlerle sik basvurulan giiglii
immiinsiipresif tedavilerin yayginlasmasi,
malign hastaliklar nedeni ile verilen anti-kanser
ilaclarin neden oldugu kemik iligi baskilanmasi
ve nétropeni gibi faktorler, ciddi fungal infeksi-
yonlarmsikligimiarttirmaktadir®>?. Kandidemi,
Candida’larin bir veya birden fazla kan kiiltiir{in-
den izole edilmeleri olarak tanimlanmakta olup,
tan1 ve tedavisi zor ve oldukga yiiksek mortali-
teye sahip ciddi bir klinik tablodur ve genellikle
sepsis ve organ disfonksiyonu bulgular ile bir-
likte gozlenmektedir®. Kan kiilttirlerinde sapta-
nan Candida tiirleri incelendiginde Candida albi-
cans en sik saptanan etken olmakla birlikte bazi
antifungallere direncli olabilen albicans dis1
Candida tirlerinin de siklif1 azimsanmayacak
diizeydedir®™,

Glniimtizde 6zellikle C.albicans'm etken
oldugu mantar hastaliklariin sikligimin giderek
artmasi ve ampirik antifungal kullaniminin yay-
ginlasmasi, direngli suslarin ortaya ¢ikmasina ve
diren¢ oranlarinin artmasma neden olmakta-
dir®. Bu nedenle uygun ve etkin antifungal
tedavinin se¢imi 6nem kazanmaktadir. Direngli
suslarla infekte olan hastalarda gelisen tedavi
edilmesi gii¢ kronik infeksiyonlar, aragtirmacilari
alternatif antimikrobik etkili ajanlarin ve tedavi
rejimlerinin arayisina yoneltmistir. Bu ajanlarin
arasinda en fazla dikkat ¢eken ve gelecek vaat
eden gruplardan biri antimikrobik etkili katyonik
peptitlerdir®*®. Bu maddeler, Gram pozitif ve
Gram negatif bakteriler bagta olmak {izere man-
tarlar, zarfh viriisler gibi baz viriislerin de i¢inde
bulundugu genis bir etki spektrumuna
sahiptir®*19. Fakat tim bu o6zelliklerinin yamn
sira bu ajanlarla tedavi sirasinda bazi problemler-
le karsilasilmaktadir. Biiytiik bir kismi1 proteazla-
rin substrati oldugundan, dolasimdaki yarilanma
omidirleri kisadir®. Ayn1 zamanda bunlarn kar-
masik yapida ve boyutta olmalar sentez ve saf-
lagtirilma islemlerini zorlagtirmaktadir.

Son yillarda yapilan aragtirmalarda, dogal
antimikrobiyal peptitlerden yeni analoglarin
tlretilmesi tizerinde ¢alismalar devam etmekte-
dir®. Bu analoglar genellikle basitlestirilmis
aminoasit sekanslarinin kullanilmasi ile olustu-
rulmaktadir. “Ceragenin” adi verilen kolik asi-
din bir seri katyonik tiirevleri olusturulmus ve

Candida albicans suslarina kars: antifungal etkilerinin arastirilmasi

de bunlarin antimikrobiyal 6zellikte olduklar:
saptanmustir. Cerageninler, katyonik ve amfifilik
ozellige sahip olmalar ile LL-37 ve magainin
gibi katyonik antimikrobiyal peptitlere benzer-
lik gostermektedir®”. Ancak cerageninler ile
antimikrobik etkili katyonik peptitler arasinda
gbze carpan bazi farkliliklar vardir ki ceragenin
grubunu tercih edilebilir kilmaktadir. Cerage-
ninlerin hidrofobik kisimlarinin lipid yapida
olmasi, bu molekiiliin daha dengeli bir sekilde
membranin igine yerlesmesini saglarken ayni
zamanda proteolitik enzimlere olan direncini de
arttirmaktadir®. Bu konuda yapilan ¢aligmala-
rin sonucunda cerageninlerin genis bir antimik-
robiyal etkiye sahip oldugu saptanmistir.
Bunlardan CSA-13 (Cationic Steroid Antibiotic)
en sik kullanilan ve Gram pozitiflere, Pseudoro-
nas aeruginosa’min da i¢inde bulundugu Gram
negatif bakterilere ve viriislere kars: etkili olan
bir molekiildiir®*314, Bagta CSA-13 molekiili
olmak {izere cerageninler bakterilere kars: etki-
lerini antimikrobiyal peptitlere benzer bir sekil-
de yani dis membran gegirgenligini arttirarak ve
aynt zamanda sitoplazmik membran depolari-
zasyonunu etkileyerek gostermektedir®. Fakat
bu molekiillerin antifungal etkilerininin incelen-
digi calisma heniiz bulunmamaktadir. Bu neden-
le biz de bu grup molekiillerin antifungal etkin-
liklerinin antibakteriyel etki mekanizmasina
benzer bir sekilde olabilecegini diistinerek ¢alis-
mamizi planladik. Calismamizda Grup Florence
Nightingale Hastaneleri, onkoloji ve yogun
bakim {initelerindeki hastalarin kan kiiltiirlerin-
den izole 24 adet C.albicans ve C.albicans ATCC
90028 standart susuna karsi katyonik steroid
antibiyotiklerden olan CSA-8, CSA-13, CSA-44,
CSA-131 ve CSA-138’in ve kliniklerde yaygin
kullanilan antifungallerden olan amfoterisin-
B'nin in vitro antifungal duyarhliklarinin sap-
tanmas1 amacglanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Mantar suslari

Calismamizda 2012 ve 2013 yillarinda
Grup Florence Nightingale Hastaneleri onkoloji
ve yogun bakim {initelerindeki hastalarmn kan
kiiltirlerinden izole edilen 24 adet C.albicans susu
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kullanilmistir. Suslarin tanimi VITEK 2 Compact
otomatize sistem (BioMerieux, Fransa) ve API 20
C AUX (BioMerieux, Fransa) uygulanarak yapil-
mistir. Deney kosullarinin standardizasyonu icin
C.albicans ATCC 90028 standart susu kullanilmustir.

Antimikrobiyal ajanlar

Katyonik steroid antibiyotik molekiiller,
CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 ve CSA-138,
kolik asit “scaffold-yapilandirma” teknigi kulla-
nilarak sentezlenmistir (Sekil)1. Calismada kul-
lanilan amfoterisin-B, Bristol-Myers Squibb fir-
masi tarafindan temin edilmistir. Antimikrobik
maddeler steril distile suda ¢dzlindiirtildiikten
sonra stok cozeltileri 1024 pg/ml konsantras-
yonda hazirlanmis ve -80°C’de saklanmustir.
Dondurulmus antimikrobik ajanlar alt1 ay igin-
de kullanilmistr.

Besiyerleri

Roswell Park Memorial Institute-1640
(RPMI-1640, morfolinopropansiilfonik asit
(MOPS) icinde tamponlanmus, Sigma) besiyeri
minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) deger-
lerinin belirlenmesinde ve Sabouraud Dextrose
Agar (SDA, Merck) minimum fungisidal kon-
santrasyon (MFK) degerlerinin ve mantar say1-
larinin belirlenmesinde kullanilmistir.

MIK ve MFK degerlerinin belirlenmesi

MIK degerlerinin belirlenmesinde Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) tara-
findan o&nerilen mikrodiliisyon ydntemleri
kullanilmistir®. Antimikrobik maddelerin ¢ift kat
seri diliisyonlar1 128-0.125 ng/ml araliginda degi-
sen konsantrasyonlarda RPMI-1640'ta hazirlan-

mustir. MIK degerlerini saptamak icin polistiren
mikroplagm 1 numarali kolonu diginda kalan
tim kuyularina 50’ser pl RPMI-1640 tatbik edil-
mis, sonra 1 ve 2 numarali kolonlara antimikro-
bik maddelerin RPMI-1640’da hazirlanmus, iste-
nilen son konsantrasyonunun iki kat: konsantras-
yondaki ¢ozeltilerinden 50’ser ul ilave edildikten
sonra, pipetdér yardimiyla 2 numaral kolondan
11 numarali kolona kadar bir seri diliisyon yapil-
mistir. Bundan sonra mikroplagin A sirasindaki
12 numaral kuyusu disinda kalan tiim kuyulari-
na, son konsantrasyonu 0,5x10%- 2,5x10* cfu/ml
olacak sekilde hazirlanan mantar stispansiyo-
nundan 50’ser pl ilave edilerek 1-11 numaral
kuyularda antimikrobik molekiillerin istenilen
son konsantrasyonlarma ulasilmistir. Deneyde
kullanilan besiyerinin konuldugu A sirasindaki
12 numaral kuyu steriliteyi, mikroplaktaki diger
12 numarali kuyular ise denenen suslarin tireme-
sini kontrol etmek amaciyla kullanilmigtir. Ekim
yapilan mikroplaklarin {izeri steril bir kapakla
kapatilarak, buharlasmay1 6nlemek amaciyla
naylon bir kilifin icine yerlestirildikten sonra
37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Ertesi giin tire-
menin yani bulanikligin goriilmedigi en diisiik
antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olarak
kabul edilmistir.

MEFK degerlerinin belirlenmesi amaciyla
inkiibasyon siiresinin sonunda iireme goriilme-
yen tim kuyucuklardan iki kere 10’ar pl 6rnek
alinarak Petri kutularindaki SDA besiyerlerinin
ylizeyine tatbik edilmis ve 37°C’de iki gece inkii-
be edilmistir. 1nk1'ibasyonun sonucunda olusan
koloniler sayilmis, baslangic inokulumunun %
99.9'unu oldiiren en diisiik antibiyotik konsant-
rasyonu MFK degeri olarak belirlenmistir®.

i
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Sekil. Katyonik steroid molekiillerden olan CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131 ve CSA-138"in molekiiler yapilari.
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BULGULAR

Galismamizda kullanilan antimikrobik
maddelerin C.albicans suglarina karst mikrodi-
liisyon yontemi ile belirlenen MIK ve MFK ile
ilgili degerler Tablo’da verilmistir. C.albicans
suglarma kars1 denenen katyonik steroid antibi-
yotikler MIK degerlerine gore siralandiginda en
etkili olanlar CSA-131>CSA-138>CSA-13>CSA-
44 ve >CSA-8 olarak belirlenmistir. Tartim bazin-
da ayni suslara kars: en etkili molekiil 0.5ng/
ml'lik MH(50 degerleriyle CSA-131 iken, en yiik-
sek MIK degerlerine sahip molekiil CSA-8 ola-
rak bulunmustur. MFK degerleri ise CSA-8 ve
CSA-44 harig MIK degerlerine esit ya da iki kati-
olarak bulunmustur. C.albicans ATCC 90028’e
kars1 CSA-8, CSA-13, CSA-44, CSA-131, CSA-
138 ve amfoterisin-B icin MIK degerleri sirasiyla
16 pg/ml, 1 ng/ml, 1 ug/ml, 2 ug/ml, 2 pg/ml
ve 1 ng/ml’dir.

TARTISMA

Katyonik steroid antibiyotiklerden olan
CSA-8 ve CSA-13 in vitro duyarlilik ¢alismala-
rinda siklikla kullanilan molekiillerdendir.
Yapilan calismalarda CSA-8 daha ¢ok Gram
pozitif bakterilere kars1 etkiliyken, CSA-13 bir-
¢ok mikroorganizmaya karsi etkinlik goster-
mektedir. CSA-13 vankomisin direncli
Staphylococcus aureus®, ¢oklu ila¢ direngli P.
aeruginosa®, Helicobacter pylori" ve Streptococcus
mutans ile Porphyromonas sp.!¥ gibi periodonto-
patik bakteriler karsisinda antimikrobiyal etkin-
lik gostermektedir. Ayrica, CSA-13 vaccinia
virtasu® ve Trypanosoma cruzi®® karsisinda da
etkindir. Hayvanlar iizerinde yapilan caligma-
larda CSA-13'tin diisiik toksisite gostermesi, bu
bilesigin insan tedavisindeki olas1 uygulamasini
desteklemektedir®. Yakin zamanda yapilan ve
icinde bizim grubumuzunda oldugu bir¢ok
calismada CSA-13 molekiiliiniin tek basma ve
kombine halde kullaniminin S.aureus, Paerugi-
nosa gibi cesitli klinik suslar iizerinde sinerjistik
etkide oldugu da saptanmistir®®. Fakat bu
molekiillerin antifungal etkilerininin in vitro
veya in vivo olarak incelendigi calisma bulun-
mamaktadir. Bu ¢aligma ile, sekilde kimyasal
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yapilart goriilen ve CSA-8, CSA-13, CSA-44,
CSA-131 ve CSA-138 olarak isimlendirilen bes
farkli katyonik steroid antibiyotik molekiiliintin
antifungal etkinliginin saptanmasi ve birbirle-
riyle karsilastirilmasi amaclanmistir. Tablo’daki
MIK degerleri dikkate alindiginda en etkili
molekiil CSA-131 iken, CSA-8 bu molekiiller
arasinda en yiiksek MIK degerlerine sahiptir.
Farkli kimyasal yapidaki cerageninlerin antifun-
gal aktivitelerinin karsilastirilmali olarak deger-
lendirildigi bu c¢alismamizda, CSA-131"in C12,
CSA-138'in C13 ve CSA-13"tin C8 karbonlarin-
daki uzun hidrofobik yapidaki zincirler bu
molekiillerin antifungal aktivitelerini arttirmak-
tadir. Bu ¢alismada, CSA-8'in en diisiik aktivite-
ye sahip olmasinin nedeni hidrofobik yan zincir-
den yoksun olmas: yani diger bilesiklere gore
daha hidrofilik olmasidir. C8 konumunda hidro-
fobik yan zincire sahip olan CSA-44tin, CSA-
8’den sonra yiiksek MIK degerlerine sahip olma-
sinin sebebi ise, yapisinda eter baglarindan
ziyade ester baglar1 olmasidir. Sonug olarak,
katyonik steroid antibiyotiklerin sahip oldugu
uzun hidrofobik zincir yapisi, bu molekiillerin
daha kuvvetli bir sekilde mantar membranin-
dan gecisine saglayarak, giiclii bir sekilde akti-
vitelerini gdstermelerine neden olmaktadur.

Gilintimiizde tilkemizde ve diinyada yay-
gin olarak kullanilan amfoterisin-B'nin 1950°1i
yillarda kesfiyle ve ardindan kliniklerde kulla-
nilmastyla birlikte antifungal tedavide yeni bir
donem baslamistir. Amfoterisin-B'nin gticlii
antifungal etkinligine karsin, ciddi toksik etkile-
rinin olmasi, lipit tasiyicilarla birlikte farkl: for-
miilasyonlarda uygulanmasii beraberinde
getirmistir ve gliniimiizde mantar infeksiyonla-
riin tedavisinde kullanilan standart antifungal-
ler arasinda yerini almistir™. Calismamizda
mikrodiliisyon yontemi ile elde ettigimiz sonug-
lara gore en etkili molekiillerden olan CSA-131
ve CSA-138'in MIK ve MFK degerlerinin,
amfoterisin-B'nin MIK ve MFK degerleriyle kar-
silastirilabilir diizeyde oldugu saptanmigtir
(Tablo).

Calismamizin sonuglari goz oniine alindi-
ginda, CSA-131 ve CSA-138 basta olmak {izere
calisilan diger katyonik steroid molekiillerden
olan CSA-8, CSA-13 ve CSA-44'lin de genis anti-
bakteriyel etkinliklerinin yami sira antifungal
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Tablo. Katyonik steroid molekiillerin 24 C.albicans susuna karst olugturdugu in vitro antifungal etkileri.

pg/ml
Antimikrobiyal ajanlar MIK aralig MIK,, MIK,, MFK aralig1 MFK, MEK,,
CSA-131 0.125-1 0.5 1 0.5-8 1 2
CSA-138 0.5-2 1 1 1-8 1 2
CSA-13 1-4 1 4 1-8 2 4
CSA-44 0.5-4 2 4 1-16 4 16
CSA-8 4-128 8 128 8-128 16 128
Amfoterisin-B 0.5-2 1 2 0.5-2 1 2
etkinliklerinin de oldugu belirlenmistir. 7. Clinical and Laboratory Standards Institute

Calismamizin bundan sonraki asamasinda in
vitro kosullarda elde edilen bulgularimizin in
vivo kosullarda yapilan deneylerle desteklen-
mesi ve farmakokinetik ve farmakodinamik
ozelliklerinin belirlenmesi planlanmaktadir.
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