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Patojenik Cryptococcus neoformans immun sistemi baskilanmis hastalarda hayati tehdit eden enfek-
siyonlara neden olmaktadir. C.neoformans patogenezinde lipit damlaciklarinin roli hakkinda hipotezler
bulunsa da, heniiz konu hakkinda kapsamli veri bulunmamaktadir. Lipit damlaciklari, mayalarda bulunan
dinamik sitoplazmik enerji depolama cisimleridir. Lipit damlaciklarinin arastinlmasinda siklikla diazo bo-
yalar, Nil kirmizisi, LD540 ve boradiazaindasen (BODIPY) bilesikleri kullanilmaktadir. BODIPY (4,4-difloro-
4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene) boyar maddeler en parlak yesil 151k yayan floroforlar arasindadir. Bu notr
bilesikler yiiksek lipofiliklige sahiptir; hiicre duvar ve membranindan kolaylikla gecerler. Bu calismada, C
neoformans’in lipit damlaciklari ile ilgili gelecekteki calismalara yonelik olarak tg farkli BODIPY bilesigini
(BODIPY*89/525, BODIPY480/530 BODIPY*8%/53%) floresan mikroskopi ve akan hiicre élcer cihazi icin optimize
edilmesi amaclanmistir. Molekiiler tanimlamasi yapilmis on farkli cevresel C.neoformans izolati, oleik asit
iceren ve icermeyen Sabouraud dekstroz agar besiyerinde Uretilmistir. Paraformaldehit ile fikse edilen
C.neoformans lipit damlaciklari icin farkl konsantrasyonlarda BODIPY boyama yontemleri uygulanmustir.
C.neoformans izolatlarinin lipit damlaciklar floresans mikroskopi ile gorsellestiriimis ve akan hiicre 6l-
cer ile saptanarak degerlendirilmistir. Akan hiicre dlcerde, sitoplazmik bolge kadraninda belirlenen lipit
damlaciklarinin sayilarini degerlendirmek icin ileri-sacilim ve yan-sacilim analizi yapilmistir. Arastirmada
kullanilan her tic BODIPY bilesiginin, C.neoformans’in lipit damlaciklarini boyamasi floresans mikroskobu
ile belirgin parlaklik ve zemin ile keskin kontrast olusturacak sekilde izlenmistir. Tim BODIPY bilesikleri
bir dakikay! gecen sire icinde parlaklik kaybi olmaksizin floresan mikroskobu ile incelenebilmistir. 2 uM
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BODIPY bilesikleri optimal boyar konsantrasyon olarak bulunmustur. Oda sicakliginda bes dakika siireyle
inklibasyon boyanma icin yeterli olmustur. Her Uc bilesigin, s ile inaktive edilmis C.neoformans izolatlarin-
daki lipit damlaciklarini boyayabildikleri de gésterilmistir. BODIPY#8%/525, BODIPY#80/530 ye BODIPY*89/535
bilesikleri, C.neoformans’in patogenezinde rol aldigi dne siriilen lipit damlaciklarinin boyanarak floresans
mikroskopi ile incelenmis ve akan hiicre dlcer ile analizine uygun olarak degerlendirilmistir. BODIPY bile-
sikleri lipit damlaciklari boyamada birbirlerinden farkli 6zellikler gosterebilir. Bu bilesiklerin farkl maya tiir-
lerinde lipit damlaciklarinin varliginin goésterilmesi ve patogenez calismalarina uygunlugu test edilmelidir.

Anahtar kelimeler: Cryptococcus neoformans; BODIPY; lipit damlaciklari; optimizasyon.
ABSTRACT

The pathogenic Cryptococcus neoformans causes life-threatening disease in immunocompromised
patients. Although there are hypotheses about the role of lipid droplets in C.neoformans pathogenesis,
there is still not extensively data determined on the subject yet. Lipid droplets are dynamic cytoplasmic
energy storage bodies in yeasts. Diazo dyes, Nile red, LD, and borradiazaindasen (BODIPY) molecules
are frequently used in the lipid droplets studies. BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene)
dyestuffs are among the brightest green light emitting fluorophores. These neutral molecules have high
lipophilicity and can easily pass through the cell wall and membrane. In this study, for the future stu-
dies on lipid droplets of C.neoformans, we aimed to optimize three different BODIPY (BODIPY#80/525,
BODIPY#8%/530 ' BODIPY*8%/535) molecules for fluorescence microscopy and flow cytometry system. Ten
molecularly confirmed environmental C.neoformans strains were grown on Sabouraud dextrose agar with
and without oleic acid. BODIPY staining protocols at different concentrations were used for C.neoformans
lipid droplets fixed with paraformaldehyde. The visualization (by fluorescence microscopy) and detection
(by flow cytometer) of the lipid droplet structures of C.neoformans strains were evaluated. Forward-
scatter and side-scatter analysis were performed to evaluate the number of lipid droplets determined in
the cytoplasmic region quadrant in flow cytometry. The staining of the lipid droplets of C.neoformans of
all three BODIPY molecules used in the study was observed by fluorescence microscope with creating
distinct brightness and sharp contrast with the background. All BODIPY molecules could be examined
by fluorescence microscopy without loss of brightness in more than one minute. The optimal dye con-
centration of BODIPY compounds were found as 2 uM. Incubation at room temperature for five minutes
was sufficient for fluorochrome staining. They were also shown to be able to stain lipid droplets in heat-
inactivated C.neoformans strains in all three compounds. The synthesized BODIPY*89/525 BOD|PY*80/530
and BODIPY*8%/>35 molecules were evaluated in accordance with the staining of lipid droplets, which
were claimed to play a role in the pathogenesis of C.neoformans, and analysis by fluorescence microscopy
and analysis with flow cytometer. BODIPY molecules may exhibit different properties in staining lipid
droplets. These molecules should be tested for demonstrating the presence of lipid droplets in different
yeast species and their suitability for pathogenesis studies.

Keywords: Cryptococcus neoformans; BODIPY; lipid droplets; optimization.

GIRi$

Cryptococcus neoformans 6zellikle bagisikligi baskilanmig hastalarda hayati tehdit eden
enfeksiyonlar olusturan, lilkemizde de enfeksiyonlari giderek daha sik bildirilen bazidiyo-
micet maya mantaridir’. Fosfolipazlar, proteazlar, lireaz, lakkaz, fizyolojik sicaklik, mela-
nin sentezi ve polisakkarit kapsul 6nemli virtilans faktorleridir. Cevresel ortamda serbest
yasayan C.neoformans, insanlarda enfeksiyon esnasinda makrofaj icinde fakuiltatif intra-
seliiler yapida cogalir. Makrofaj fagozomu icinde glukoz kullanimi sinirhidir ve bu durum-
da alternatif karbon kaynaklarindan enerji saglamak zorundadir. Bu sartlar, intraseliler
C.neoformans’ta gen aktivasyonunu tetikler. Maya, yaglardan f-oksidasyon ile karbohid-
rat sentezleyerek enerji elde eder. Ekzojen yag asidi varligi ile peroksizomal ve mitokond-
riyal p-oksidasyon aktive olur. Bu nedenle kriptokok enfeksiyonlarinda mayanin icindeki
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ve cevresindeki lipit varligi ve metabolizmasinin incelenmesi virtilansin anlasiimasinda yol
gosterici niteliktedir?. Ayni zamanda trigliserit ve sterol esterlerini hiicre ici déngiye lipit
damlaciklari (LD) tasimaktadir. LD’nin C.neoformans’in onemli bir virtilans faktori olan
melanin sentezinde ve hiicre duvari olusumda rol oynadigi 6ne siiriilmektedir>.

Kolesterol esterleri ve trigliseritleri iceren tek kath fosfolipit bir tabaka ile kapl olan LD,
dkaryotik hiicrelerin nétral lipit depo organelleridir’. Membran dinamigi, formasyonu,
protein-protein iliskileri gibi farkl hiicresel olusumlarla olan iliskileri nedeniyle hem en-
feksiyoz hem de metabolik hastaliklarda 6nem kazanmistir>6. Giiniimiizde uygun gériin-
tileme teknikleriyle bu yapilar dinamik olarak arastiriimaya calisiimaktadir. Bu inceleme
teknikleri arasinda konvansiyonel 1sik mikroskopisi, direkt organel kiitle spektroskopisi
ile Raman spektroskopisi ve tirevleri bulunmaktadir. LD’nin hicre ici lokalizasyonu ve
dagilimi incelenebilirken, ayni zamanda mitokondiri, niikleus ve plazma membrani gibi
hicre ici yapilarla olan fizyolojik iliskileri de calisilabilmektedir. Bu amacla, farkli renklerde
floresans veren ve kolorimetrik sensorler ile saptanabilen maddeler sentezlenmektedir.
Floresans biyogoriintiileme icin immun boyalar, diazo boyalari (Sudan Ill, Oil Red O vb.),
Nil kirmizisi ve BODIPY bilesikleri siklikla kullaniimaktadir. Bu boyalarin, organik yapilar
ile etkilesimleri farkli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine dayalidir ve boyama islemlerini farkl
basamaklarda etkileyen farkli parametreleri vardir®’. Okaryotik hiicrelerde siklikla kullani-
lan Nil kirmizisi ve LD, BODIPY bilesikleri kadar canl mayada hiicre icine girememekte-
dir’. Ayrica salvatokromizm gésteren boyalar hiicre ici ortamin fiziksel durumundan cok
etkilenirler. LD'nin goriintiilenmesinde ytiksek kontrast gosteren, canli maya hiicresinin
icine kolaylikla gecebilen ve fotostabilitesi olan boyalar tercih edilmektedir®”.

BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indasen) bilesikleri canli maya huicreleri ici-
ne girebilen, lipit molekillere baglanan ve kendilerine 6zgi dalga boylarinda uyarildik-
larinda floresans Ozellik gosteren yapilardir. Ayrica, BODIPY’ler yliksek molar absorpsiyon
katsayilari, ylksek floresan kuantum verimleri, kimyasal, termal ve fotokararlliklarinin iyi
olmasi gibi benzersiz fotofiziksel 6zelliklerinden dolayr 6nemli bir floresans boya sinifidir.
Bu bilesiklerin ek bir avantaji, zengin kimyasi araciigiyla ana yapinin tim pozisyonlarinda
modifikasyon kolayligi saglamalaridir. Bu sekilde BODIPY’lerin uyarilma ve emisyon dal-
ga boylarinin ayarlanabilmesi de s6z konusu olabilmektedir. Sonug olarak, bu 6zellikler
BODIPY’leri biyolojik etiketleme, yapay isik toplayicilar, floresans anahtarlar ve kemosen-
sorler olarak mikemmel adaylar haline getirmistir. Ek olarak, polimerik BODIPY’ler son
zamanlarda makromolekdler sistemlerin repertuvarina eklenmistir ve hem malzeme hem
de optik gériintiileme alanlarinda giderek artan sayida uygulama bulmaktadir®'°. Degis-
ken fotostabilite ve solvatokromizm gésteren BODIPY bilesikleri tizerinde calisilmaktadirS.

Akan htcre olcer sistemleri; cihazin Urettigi lazerin 6niinden gecen hiicrelerden sa-
cilim sonucu agiga cikan optik sinyalin farkl dalga boylarini yakalayabilen dedektorler
prensibi ile cahismaktadir. Farkli florokrom boyalar kullanilarak, hiicrelerin yapisindaki
farkliliklar saptanabilir ve yorumlanabilir''. Akan hiicre élcer sistemlerinde graniilitenin
saptanabiliyor olmasi, sitoplazmada bulunan LD'nin farkli hiicrelerde BODIPY ile boyana-
rak incelemeye alinmasina imkan taniyabilmektedir'?13,
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Ulkemizde farkli merkezlerde cogunlukla arastirma amacl BODIPY bilesikleri sentez-
lenmektedir. Sunulan ¢alismanin amaci, C.neoformans’'in LD varliginin, yeni sentezlene-
rek tanimlamalar yapilmis olan g farkli BODIPY bilesigi yardimiyla gosterilmesi ve yon-
temin ileriki arastirmalar icin optimizasyonunu gerceklestirmektir.

GEREC ve YONTEM

Arastirmaya cevresel taramalarla izole edilerek molekiiler tanimlamalari yapilan' 10
farkli C.neoformans izolati alindi. izolatlar, Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyerinde
28°C’de Ug gun sureyle edilerek Uretilerek cogaltildi. Her izolat 33°C’de %0.2 oleik asit
iceren (Test grubu) ve icermeyen (Kontrol grubu) Sabouraud dekstroz buyyon (SDB) be-
siyerinde, calkalamali su banyosu icinde {i¢ giin siireyle inkiibe edildi. inkiibasyon sonun-
da kultirler Gger defa fosfath tamponlu tuzlu suyla (PBS) yikandi. Stipernatan dokildi.
LD fiksasyonu amaciyla ¢okeleklere 400 pl %4 paraformaldehit eklenerek 10 dakika oda
sicakhiginda birakildi. Uzerine 500 pl daha PBS eklenen tiiplere, son konsantrasyonu 5,
2.5, 2 ve 1 uM olacak sekilde 100 pl BODIPY soliisyonu ilave edildi. Ornekler oda sicakli-
ginda bes dakika 15tk almayan ortamda bekletildikten sonra incelemeye alindi.

Bir maya kokeni (C.neoformans Z-121) PBS icinde yogun McFarland 2 bulanikliginda
hazirlandiktan sonra 60°C’de bir saat bekletilerek &ldiiriildii'>. Siire sonunda PBS ile yi-
kandi. Santrifj ile elde edilen ¢okelek lizerine 800 pl %4 paraformaldehit ilave edildi.
Hicre canliligini saptamak icin son konsantrasyonu 1 pg/ml olacak sekilde propidyum
iyodit eklendi. Ayni tiipe son konsantrasyonu 2 uM olacak sekilde BODIPY480/530 ek-
lenerek 10 dakika oda sicakhginda bekletildi. Sicakta bekletilerek 6ldiriilen mayalardan
SDA besiyerine ekim yapilarak canlilik kontroli yapildi.

Arastirmaya alinan maya izolatlarinin ortalama niikleus/hiicre ¢api 2D oranini sapta-
mak icin Hoescht 33342 (2'-[4-ethoxyphenyl]-5-[4-methyl-1-piperazinyl]-2, 5’-bi-1H-
benzimidazole trihydrochloride trihydrate) boyasi kullanildi. Boyama icin mayalar, sekiz
odacik iceren lamlara (BD Falcon Culture Slides; 8 Chamber Polystyrene Vessel Tissue cul-
ture treated Glass Slide, ABD) %4 paraformaldehit iceren sollisyon icinde yayildi ve bes
dakikaoda sicakligina birakildi. inkiibasyon sonrasi 1 ug/ml Hoechst 33342 ve 2 uM kon-
santrasyonda BODIPY#8%/525 bjlesigi ile boyandi. Mikroskobik incelemede Olympus BX51
mikroskobu ile Hoescht 33342 icin 461 nm, BODIPY*89/525 pjlesigi icin 516 nm dalga boyu
filtreleri kullanildi. Elde edilen goriintiiler Imaje) (ver 1.53) programina aktarildi; randomize
20 hiicre goruntustinin olctimleri yapilarak ortanca niikleus/hicre ¢api orani bulundu.

Arastirmada kullanilan BODIPY’ler (BODIPY#80/525  BODIPY#80/530  BODIPY489/539)
ASUBTAM Memduh Bilmez BiyoNanoTeknoloji Arastirma Laboratuvari’nda, literatiirde
bahsedildigi sekilde sentezlendi'®'®. Stok soliisyonlar dimetil siilfoksit icinde 5 mm hazir-
landi ve kullanim zamanina kadar -20°C’de bekletildi. Stok ¢ozeltiden calisma soliisyonu
diliisyonlari PBS ile yapildi. Kullanilan BODIPY’lerin 6zellikleri Tablo I'de verildi'®'8,

incelemeye alinan izolatlarin akan hiicre 6lcer analizleri, Navios Flow Cytometer (Ver-
sion 1.5, Beckman Coulter, indianapolis, ABD) cihazinda yapildi. Olciimlerde 488 nm
eksitasyon lazeri kullanildi. Her bir kontrol ve test 6rnegi icin 20000 maya hticresi test
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edildi. Yapilan olctimlerle alinan *.LMD dosyalari FCSalyzer (ver 0.9.21-alpha, GPLv3,
https://sourceforge.net/projects/fcsalyzer) programina aktarildi. 525 nm’de dedektor
yardimi ile akim hiicre sayimi ve sacilim verileri elde edilerek incelendi. Histogram analiz-
lerinde ortalama 1sima yogunlugu ortanca degerleri kullanildi. Matriks degerlendirmede,
orijin kesim noktasi icin yatay ve dlsey eksen icin niikleus/hticre capi orani kullanildi.
Hicre sitoplazmik granilositesine bagli olarak dagilim igimasinin saptanacagi sag ust
kadran, karsilastirilabilir LD verisi olarak kabul edildi'®.

Lipit iceren ortamda cogaltilan C.neoformans’in daha cok lipit damlacigi olusturacagi-
na dair tek yonlu hipotez, Jamovi (Ver. 1.2, GPL2+, https://www.jamovi.org) programi ile
test edildi. Shapiro-Wilks testi ile Gauss dagilimina uymayan veriler Wilcoxon eglestirilmig
ciftler isaret testi ile karsilagtirildi. Istatistik hata payi 0.05 olarak alindi.

BULGULAR

Floresans mikroskopi ile yapilan 6n degerlendirmede, sitoplazma icinde boyanan
LD’nin test edilen her ic BODIPY bilesigi ile boyandidi ve parlak yesil refle verdigi goruil-
mustir. LD, keskin sinirli ve yliksek kontrast olusturarak boyanmistir (Sekil 1a, 1b). 2 yM
konsantrasyonun lizerinde yapilan boyamalarda goriintilemede keskinlik sorunlarinin
gorildigu, transpozisyon nedeniyle netlestirme sorunlari olustugu ve 5 yM boyamada
hicrenin lipit-iliskili yapilarinin boyandigi, niikleus yapisinin goriintiileme ile ayrilamadigi
gorilmastar (Sekil 1). Her Ug bilesigin inceleme esnasinda parlakligini yaklasik 30 saniye
siireyle koruyabildigi, bu stire sonunda soluklasarak parlakhligini kaybettigi goézlenmistir.

Her G¢ BODIPY bilesiginin 1, 2, 2.5 ve 5 uM konsantrasyonlari ile elde edilen veriler
Sekil 2’de verilmistir. Konsantrasyon yuikselmesi ile birlikte, ortanca floresans degeri ve-
risinin non-lineer olan histogram apsisinde saga yaklastigi gorilmektedir. Oleik asitin
olmadigi (Kontrol grubu, minimal LD’nin bulundugu) ortamda uretilen C.neoformans’in
BODIPY bilesikleri ile boyanmasinda en belirgin floresans ortanca degerleri 1 ve 2 uM
konsantrasyonlarda elde edilmistir (Sekil 2). Oleik asiti 1 ve 2 uM iceren ortamlarda Ureti-
len C.neoformans’dan elde edilen 1sima verisi, oleik asidin bulunmadigi ortamda Uretilen
mayalardan elde edilen isimadan daha yuksektir (p< 0.05).

Sekil 1. Farkli konsantrasyonda BODIPY ile Cryptococcus neoformans’in floresans mikroskopisi gortiniimleri
(bar= 20 ym.)

(a) BODIPY*89/330 (1 uM) ile lipit damlaciklarinin boyanmasi (516 nm filtre)

(b) BODIPY*89/330 (2 M) ile lipit damlaciklarinin boyanmasi (516 nm filtre)

(c) Hoescht 33342 (1 pg/mi) ile niikleus boyanmasi (461 nm filtre)

(d) BODIPY*80/530 (5 uM; 516 nm. filtre) ile lipit iliskili yapilar ve niikleusun [Hoescht 33342 (1 ug/ml); 461
nm filtre] boyanmasi; (c) ile transpoze gériinim.
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Sekil 2. Cryptococcus neoformans icin farkli BODIPY*€%/33% konsantrasyonlarinda elde edilen akan hiicre Slcer
histogrami (eksitasyon: 488 nm; dedektér: 525 nm; OFY: Ortalama floresans yogunlugu,).

Tablo 1. Olii ve Canli Cryptococcus neoformans (oleik asitsiz ve %0.2 Oleik Asit iceren Besiyerinde
iiretilmis) Kkeninde BODIPY*8%/530 jle Elde Edilen Ortalama Floresans Yogunlugu

Propidyum iodid (585 nm) BODIPY#8%/535 (535 nm)
Ortanca (/103) LD bolgesi Ortanca (/10%)

Crytpococcus neoformans

Canli (Oleik asitsiz) 0.80 61.88
Canli (Oleik asit %0.2) 2.75 140.92
Olii (Oleik asit %0.2) 20.84 131.14

Akan hicre olcer verilerinin alimi 6ncesinde Hoescht 33342 boyamasi ile yapilan nik-
leus/sitoplazma orani ortanca degeri %40 bulunmustur (Sekil 1c). Bu veriye gore tim
izolatlar icin matriks veri analizlerinde orijin degeri, eksenlerin %40’ kabul edilmistir.

Olii ve canli C.neoformans izolatlarinda LD’nin BODIPY#8%/535 jle saptanabildigi goriil-
miistiir. Transpozisyon nedeni ile BODIPY#8%/335 jle boyanan &lii ve canli hiicreler, akan
hiicre olcer ile yaklasik ayni ortanca 1sima degerini gostermistir. Bu nedenle 6li ve canli
hiicre ayrimi bu bilesikler ile yapilamamistir. Bu durum, bu calismada uygulanan isi ile
oldiirme isleminin'> LD’nin saptanmasini bozmadigini gdstermistir (Tablo I1).

TARTISMA

Bu calismayla tlkemizde sentezlenen ve saglik bilimleri alaninda kisitli arastirilmasi ya-
pilmis'® olan (¢ yeni BODIPY bilesiginin floresans mikroskopide kullanilabilirligi ve akan
hiicre 6lcer cihazinda test edilebilirligi gosterilmistir. Ozellikle doku tipleme laboratuvarla-
ri, alerji ve hematoloji servislerinin oldugu bircok hastanemizin altyapisinda bulunan akan
hiicre olcer cihazindaki standart ayarlar genel olarak floresan izotiyosiyanat (FITC)'in rutin
kullanima uygun olan dedektorlere (520 nm ve yakin alani) gore ayarlidir. Bu arastirmada
incelenen her tic BODIPY bilesigi de bu aralikta yiiksek emisyon gostermeleri nedeniyle,
rutin kullanilan akan hicre olcer cihazlarinda FITC dedektoriiniin sonuglarin incelenme-
sinde kullanilmasi kolaylikla mimkiinddr (Tablo ). Benzer sekilde her Ug¢ bilesigin de ek-
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sitasyon degerlerinin de 480 nm olmasi genel olarak FITC calisilan hem mikroskop hem
de akan hiicre oOlcer calisma prensiplerine uygundur. Bu acidan hem mikroskobik LD
goruntilenmesi saglanmis (Sekil 1), hem de sayisal analizler icin akan hiicre Olcer verileri
(Tablo 11, Sekil 2) alinabilmistir.

BODIPY bilesiklerinin, mayalarin yasam dinamiklerinde ve metabolizma 0Ozelliklerini
iceren arastirmalarda kullaniimasi, yaklasik otuz yil dnce yayginhk kazanmaya baglamis ve
artarak devam etmistir®1%2%-24, Son yillarda BODIPY bilesik yapisina sahip yapilarin foto-
dinamik inaktivasyon ile antimikrobiyal aktiviteleri arastirimaya baslanmistir'62>-27, An-
cak her BODIPY bilesigi panmikrobiyal fotodinamik inaktivasyon gostermemekte; maya-
lar Gizerindeki LD ile iliskili degisimler bu sayede incelenebilmektedir?®. Mayalarin viriilans
ve patojenite incelemelerinde BODIPY bilesiklerinin sivi ortamdaki olusturduklari isima ile
“sivi floresans geri kazanimi” gibi yeni teknikler de tanimlanmaktadir?®, BODIPY bilesikleri
ile mayalarda bulunan LD’nin yapi, fonksiyon ve etkilerinin incelenmesinde akan hiicre
dlcer kullanimi heniiz yeni sayilabilecek bir inceleme alanidir?®2?,

Sunulan arastirmada C.neoformans’in LD’nin boyanmasinda 1 ve 2 pM konsantras-
yonlarin sitoplazmada keskin sinirli LD saptamada yeterli oldugu gorilmustir. Oleik asit-
li ortam, hiicre ici lipit sentezini stimiile eder ve bu nedenle LD’nin birikimi saglanir?.
Floresans mikroskopta elde edilen verilere benzer sekilde, arka plan aktivitesinin dusuk
olmasi sonucu akan hiicre 6lcer cihazinda da oleik asit varliginda uretilen izolatlardaki
LD varligini kolaylikla degerlendirebilmek mimkiin olmustur (Sekil 2). Bununla birlikte,
C.neoformans’in hiicre yapisinin bozulmadan isi ile 6ldirtlmesinde LD korunmus; canh
ve 0lu C.neoformans mayalarinda LD varli§i saptanabilmistir. Bu arastirmada fotodinamik
inaktivasyon bakilmamis, sadece ilk eksitasyon durumundaki degerlendirme yapilmistir.

Yapilan arastirmada, 5 pM konsantrasyon kullanildiginda subseliiler yapilarda boya-
ma gorulmustir (Sekil 1d). Bu durum floresan mikroskopide gozlemlenebilmekle birlikte,
akan htcre olcer icin granulosite artisi olarak yansiyabilmektedir. Arka plan isimasinin
da artmasi sonucu ortalama floresans degerlerinin saga kaymasina neden olmakta, bu
durum LD icermeyen mayalarin ayrimini zorlastirmaktadir (Sekil 2). Boyar madde kon-
santrasyonuna bagl olarak endoplazmik retikulum ve plazma membrani yapisal lipit ice-
riklerinden dolayi boyar bilesikleri alabilmektedir. Cogunlukla LD yapisinda saptanan lipit
yapilar fosfatidilkolin olmakla birlikte fosfotidilinositol, kardiyolipin, dimetil-fosfatidileta-
nolamin gibi diger LD yapilari da subseliiler membranda bulunarak boyanabilmektedir.
Bu degisenlik kullanilan boyar bilesikle birlikte mayanin Uretildigi ortamdaki glukoz, oleik
asit veya diger karbon kaynaklarinin oranlariyla da iliskilidir®. Yapilan arastirma da 5 uM
konsantrasyonda homojen nikleer boyanma da gorilmis ancak bu durum 2 pM ve
altinda saptanmamistir (Sekil 1b, 1d). Bu nedenle akan hiicre dlcer ile yapilacak arastir-
malarda yuksek konsantrasyondan kaginilmalidir.

incelenen her ic BODIPY bilesigi fotostabilite géstermemis, kisa siirede vermekte ol-
duklariisimayi kaybetmislerdir. Bu durum akan hiicre olcer sistemleri icin sorun olmamakla
birlikte floresan mikroskobik arastirmalarda inceleme suresinin kisalmasina neden olmak-
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tadir. Fotostabilitenin bulunmasi LD’nin incelenmesinde énemlidir ve BODIPY#93/503/nin
mayalarla yapilan floresan mikroskobik arastirmalarda siklikla kullanilmasinin en 6nemli
nedenidir®.

Sunulan arastirmanin en 6nemli kisithhgi, inceleme alinan BODIPY bilesiklerinin ortak
ozelliklerine bagl olarak, eksitasyon esnasinda floresans kuvvetinin kisa stirede azalma-
sidir. Bu durum akan hticre oOlcer sistemleri icin sorun olmamakla birlikte, mikroskopi
esnasinda yuksek ¢ozUinurlikli goriintl elde edilmesine engel olmustur. Elde edilen ve-
riler, test edilen bilesiklerin sayisal olarak daha hizli veri alabilen konfokal mikroskopisi ile
calisilmasina uygun oldugunu disiindiirmektedir. Ulkemizde konfokal mikroskopisinin
cogunlukla arastirma temelli laboratuvarlarda bulunmasi, deneyim gerektirmesi ve pahali
olmasi da bu bilesiklerin incelenmesinde kisitlayici bir faktordir. Arastirmanin bir diger
kisithiidi ise rutin hastane laboratuvarlarinda kullanilan, akan hiicre 6lcer cihazinin de-
dektor optimizasyonunun yapilamamasidir. Bu nedenle sunulan arastirmada, maksimum
eksitasyon ve emisyon degerleri kullanilamamis, halihazirda rutin olarak calisan sistemin
mevcut degiskenleri kullaniimistir.

Arastirmada, BODIPY bilesiklerinin mayalar tzerindeki 6lim aktivitesi incelenememis-
tir. Bunun nedeni LD fiksasyonu icin paraformaldehit kullanimidir.

Sunulan calisma; Ulkemizde sentezlenmis olan ¢ farkli BODIPY bilesiginin,
C.neoformans’in intrastoplazmik LD'nin gorintiilenmesinde ve akan hiicre dlcer cihazin-
da inceleme amaciyla kullaniimasinin uygun oldugunu gostermektedir. Floresans mikros-
kopisinin aksine akan hticre olcer cihazinda verilerin sayisallastiriimasi, otomatize olmasi
ve karsilastinlmasi daha kolaydir. Bahsedilen yontemin farkl insan patojeni mayalar ile
denenmesi ve optimizasyonu gereklidir. Sonug olarak, C.neoformans’in patogenez ve vi-
rilans arastirmalarinda bu calismada sunulan BODIPY’lerin, LD’nin incelenmesi icin uy-
gun oldugunu distinmekteyiz.

ETiK KURUL ONAYI
Bu calisma icin etik kurulu onayr gerekmemektedir.
CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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