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1. GIRIS
Antibiyotiklerin yaygin olarak kullanimi, organ nakillerinin ¢cok sik
yapillmasi ve bu tlr hastalarda bagisiklik sistemini baskilayici ajanlarin

kullaniminin artigi gibi nedenlerle mantar infeksiyonlarinda son yillarda
biyik bir artis gérilmektedir .

Bagisiklik  sistemi  baskilanmis hastalarin  dodal savunma
mekanizmalari iglevlerini tam olarak yerine getiremedigi icin, sistemik
mantar infeksiyonlarina duyarhliklari da artmaktadir. Bu hastalardaki
mantar infeksiyonlari; siddetli, hizli ilerleyen, tanisi ve tedavisi zor olan
infeksiyonlardir.  Hastaligin  klinik  spektrumu  derinin  ylUzeyel
infeksiyonundan hayati tehdit eden sistemik infeksiyonlara kadar
degismektedir 2.

Normal flora elemani olarak deri, mukoza ve sindirim sisteminde
bulunan Candida tirleri insanda firsatgi infeksiyonlarin en &neml

nedenlerindendir.

Candida infeksiyonlarina karsi korunmada dogal ve kazanimis
bagisikhk sistemi dnemlidir. Bu sistemlerde yer alan hlcresel ve humoral
mekanizmalar kandidoza karsi korunmada birlikte calisir. Mekanik
bariyerler, fagositik htcreler, T hicreleri ve antikor Uretimi Candida
infeksiyonlarina kargi savunmanin farkl basamaklarinda degisik etkinlikte

rol almaktadir 2%*°%,

Hucreler arasi iligkiler bir yandan iki hicrenin dogrudan dogruya
birbirleri ile iliski kurmalari, bir yandan da olusturduklari hormon benzeri
maddelerle birbirlerini etkilemeleri sonucunda yaratalir. Bagisik yanitin
dizenlenmesinde, B ve T lenfositleri, makrofajlar, monositler gibi
bagdisiklik sistemi hucreleri tarafindan salinan hormon benzeri araci
maddelere genel olarak “sitokinler” adi verilir. Peptit ya da glikoprotein
yapisinda olan sitokinler, bagdisik yanit olaylarinda, yangisal tepkimelerde,



doku onariminda, bagisiklik sistemi hlcrelerinin gogalip farklilasmasinda

gorev alir 278,

Son vyillarda sitokinlerin gdsterilmesi igcin serolojik y&ntemler
yaninda molekiler yéntemler de kullanilmaya baglanmigtir. GUnimuzde
bircok tani laboratuvarlarinda yaygin olarak ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) testleri kullanilmaktadir. Bu testlerin avantajlari
arasinda genis infeksiyon tani parametrelerinin ticari olarak temin
edilmesi, ydéntemin otomasyona uyarlanabilirligi ve bdylece cok sayida
6rnegin kisa surede calisilabilmesi, sonuclarin spektrofotometrede objektif
olarak -kalitatif, semikantitatif ya da kantitatif- degerlendiriimesi gibi

dzellikler sayilabilir >>*

Bu calismada, invaziv kandidoz olusturulmus fare modelinde
interldkin 1B (IL-1B), interferon y (IFN-y), Timér Nekroz Faktér a (TNF-a),
interlékin 2 (IL-2), interldkin 4 (IL-4), interlékin 6 (IL-6), interldkin 10 (IL-10)

gibi sitokinlerin saliniminin arastiriimasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Tarihce

M.O. 4. yizyilda Hippocrates ve Galen’in oral lezyon olarak
tanimladiklari pamukgugun altta yatan ciddi hastaliklar ile iligkili klinik bir
belirti oldugu bilinmekteydi. 1839°da Almanya’da Bernard Langenbeck,
tifislh bir hastanin oral lezyonlarindan izole ettigi organizmay “Typhus-
Leichen” (tifis cisimcikleri) olarak tanimlamig, 1841’de Emil Berg
tarafindan saglikli bebeklerde pamukgugun fungal etyolojisi arastiriimigtir.

Candida albicans ilk kez 1842’de Gruby tarafindan tanimlanmistir °°.

2. 2. Taksonomi

Candida cinsi 200’Gn 0(zerinde tir icermektedir. Bu tlrlerden
bazilari insanlarda hastalik yapmaktadir (Odds,1988). Bunlarin icinde
Candida albicans (es anlamh kelimeler: Oidium albicans, Robin, 1853;
Monilia albicans, Zopf,1890; Endomyces albicans, Vuillemin,1898) en
6nemli mantar patojeni olarak yer alir ve yaygin mukozal ve sistemik
mantar infeksiyonlarina neden olur. Klinik agidan énemli diger Candida
tarleri: Candida glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. kefyr,

C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. stellatoidea ve C. dubliniensis’dir 1213,

Candida;  Mycetae  aleminin  Amastigomycota  boélimine,
Deuteromycetes sinifina, Blastomyces alt sinifina ait Cryptococcaceae

ailesinin Candida cinsinde siniflandirilmigtir 11213,
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2. 3. Ekoloji

Candida tarleri normalde deri ve mukoza florasinda bulunan
organizmalardir. Normal bireylerin agiz ve sindirim kanalinda bulunur.
Dogumdan kisa bir slire sonra yeni dogana bulasarak s6z konusu flora
icinde yerlerini alirlar. Firsatgl patojendir. Bazi hazirlayici faktdrlerin
varliginda (konagin bagisiklik sistemi zayifladigi sirada) “kandidoz” olarak
tanimlanan ylzeyel veya derin; akut veya kronik infeksiyonlara neden olur.
Candida infeksiyonlari, bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde (HIV
infeksiyonu gibi) yaygin olarak rastlanmaktadir. C. albicans florada en sik

bulunan tardar %1213,

Diabetes mellitus, hiicresel immin yetmezlikler, nétropeni ve AIDS
gibi durumlarda kanda bulunan Candida uzaklastirilamaz ve kanda
cogalip herhangi bir organ veya sisteme yerleserek infeksiyon odaklari
olusturur. En sik tutulan organlar; bébrek, deri, géz, kalp, karaciger, dalak

ve beyin zarlaridir .

Sistemik mikozlar igerisinde en sk gorilen kandidozdur.
Kandidozlar; vajinit, onikomikoz, intertrigo, perianal kandidozu, generalize
deri kandidozu, pulmoner kandidoz, bronkopulmoner kandidoz, sistemik

kandidoz olarak siniflandirilir 62,
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2. 4. Mikrobiyolojik Ozellikleri

2. 4. 1. Morfolojisi

Klinik &érneklerde ve Kkiltirlerde Candida tdrleri 4-6 pm
blytkliginde, oval veya yuvarlagimsi, tomurcuklanan hicreler
(blatosporlar) olarak gérular. Ayrica yalanci hif de olusturabilir. Candida
thrleri arasinda C. albicans blastospor ve yalanci hif yaninda gercgek hifler

de olusturarak dimorfik ézellik gdsterir 16819,

Sabouraud-dekstroz-agar (SDA), misir unlu agar, patatesli nisastal
dekstroz agar gibi rutin besiyerlerinde, oda isisinda veya 37°C’ de,
%10’luk CO’li ortamda, pH 2-8’de, 24 saatte Ureyerek diizgln, kirli beyaz
veya krem rengi, yumusak kivamli ve tipik olarak mayamsi kokulu koloniler
olusturur. Koloniler eskidikge burusuk bir gérinim alr. Kdltirden alinan
koloni materyali Gram(+) boyanir. Koloninin besiyeri Uzerinde kalan
bdlimU blastosporlardan meydana gelir ve besiyeri ylizeyinin altinda ise

yalanci hifler bulunur "69:1°,

C. albicans glukoz, galaktoz ve maltozu fermente ederken laktoz,
rafinoz, melisitoz ve indlini fermente etmez. Glukoz, galaktoz, maltoz,
sukroz, trehaloz, D-ksiloz, ve D-mannit’i asimile eder; laktozu, rafinozu ve
sellobiyozu asimile etmez. Sikloheksidine duyarlidir. Sukrozdan gaz

yapmaz 121314

C. albicans 1 diger Candida’ lardan ayiran en énemli 6zelligi germ
tip deneyinin pozitif olmasidir. Serum icinde 37°C’de 2 saat inklbe
edilirse, cimlenme borusu (germ tip) olusumu gdzlenir. Ancak C.
stellatoidea ve C. dubliniensis de germ tlpU olusturdugu icin bu test ile
yanlis pozitif sonuglar ortaya cikabilmektedir. C.albicans ’1 morfolojik
olarak tanimaya yarayan diger bir yol ise misir unu-Tween 80 agarda

olusturdugu tipik iri, kiire seklindeki klamidosporlari gérmektir 6111213,
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Sekil 1: Candida albicans’in maya ve hif gérinim

2. 4. 2. Hicre Yapisi

Mantar hlcresi o6karyot hicre 06zelliginde olup igte nikleus ve
organelleri iceren sitoplazma, sitoplazma zari digta hicre duvar ve bazi

tirlerde gériilen kapsilii bulundurur 68912,

2. 4. 2. a. Kapsul

Hicre duvarinin disinda ince ve elektron gegirmeyen bir dig
ortadur. Kimyasal yapisi, fiziksel ézellikleri ve antijenitesi ile tlrlere gére
farkhlik gosterir. Polisakkarit yapisindadir. En 6nemli kapsulli mantar olan
Cryptococcus neoformans’in kapsull ¢ini mirekkebi ile gosterilir.

Kapsll konak hlcreye tutunmayi, bir araya gelip kiimelesmeyi,
konagin fagositoz etkisinden kacmayi sagladigi gibi antijenik &6zellikte

gosterir 8212,
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2. 4. 2. b. Hicre Duvari

Plazma zari disina yerlesmis dinamik bir olusumdur. Elektron
mikroskobunda dis yulzeyi fibriller, i¢ ylUzeyi diz yapida goéralir. Fibriller
tabaka konak hucrelere tutunmayi saglar. Hicre duvari, sert bir yapida
olup, hucreye sekil verir; hif olusumunda gbérev alir; protoplasti osmotik
degisikliklere karsi korur; ortam ile maya arasindaki iliskiyi dizenler ve

maya hdcresinin degisik ylzeylere tutunmasinda dogrudan gbérev alir
9,12,15

Duvar komponentlerinin %80-90’1 karbonhidratlar, % 5-15’i protein
ve %2-5’i lipidlerden olusur. Karbonhidratlarin ise %20-30’'u mannoprotein,
%50-60"1 B-glukanlar ve %0,6-9’u kitin yapisindadir. Polisakkarit olarak
mannan, glukan ve Kkitin igerir. Hicre duvar matriksinin baslica
polisakkaritlerinden olan glukan, B-1,3 dallari iceren B-1,6 D-glukoz
rezidUlerinden meydana gelir. Ayrica kitin sentetaz ile sitozolde bulunan
kitin, B-1,4 baglari iceren N-asetil-D-glukozaminin dallanmamis polimeridir.
Kitinin maya hicresinin tomurcuklanarak bdlinmesinde édnemli rolG vardir.
B-glukan ve Kkitin sert bir ag olusturarak duvarin yapisal bilesenini
olusturur. Proteinler ve glukoproteinler bu iskelete baglanir. Mannan ise,

a-1,6 baglari olan D-mannozdan olusur %213,

C. albicans'n hicre duvarindan tdretilen mannanin insan
noétrofillerini  baskilayici, ayrica mantarin  agiz  epitel hcrelerine

9111213 Konak hiicre

yapismasini  kolaylastirici  etkisi  bilinmektedir
zarindaki glikozid reseptérlerle iliski kurdugu dustnilen mannoprotein
fibrillerin Uretimindeki artisin yapismada &6nemli oldugu bildirilmigtir.
Fibrillerin Oretimi, mayanin fagositler tarafindan hicre igine alinarak
oldurtimesine kargi olugan direnci artirir ve béylece hem kolonizasyonuna

yardim eder hem de infeksiyon potansiyelini artirir 112,
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Hlcre duvar yapisinda bulunan bazi maddeler antifungal ajanlar
icin hedef olustururken, bazilari ayni zamanda antijenik determinantlari

tasir.

Son yillarda yapilan calismalar C. albicans hiicre duvarinda, i1sI sok
proteinleri, glikolitik enzimler, laminin, fibronektin baglayan proteinler,
entaktin, vitronektin reseptéri, C3, C3d, C3b gibi kompleman

komponentlerine karsi reseptdr bulundugunu ortaya koymustur 212,

2. 4. 2. c. Hiicre Zan

iki tabakali bir zardir. Fosfolipid, sifingolipid, glikoprotein, protein ve
sterol igerir. Memeli hiicresindeki kolesterolden farkli olarak ergosterol
yapisindadir. Bu ézellik polien grubu antifungal ilaclarin basarili bir sekilde
kullanimini  saglar. Lipidlerin patojenik mantarlarda virulansin ve

dimorfizmin diizenlenmesinde énemli rol oynadigi distntlmektedir.

Hlcre zar sivi ve besinlerin diflizyonunu, aminoasit ve sekerlerin
enerjiye bagimli veya bagdimsiz gecirgenligini kontrol eder; sitoplazmayi

korur; hiicre duvari ile kapsiller materyalin sentezini saglar %1213,

2.4. 2. d. Sitoplazma

Maya hacrelerinde etrafinda nikleer membran bulunan cekirdek
bulunur. NUkleolus RNA (RibonUkleik asit)’ dan zengindir. Sitoplazmada
golgi cihazi, 80s ribozomu, hidrolitik ve sindirim enzimlerini iceren
vakuoller, lipid ve glikojen grandlleri, mikroflament ve mikrotubuller

bulunur1,2,11,12,13,15

15



2. 5. Virulans ve Patojenite

Onceleri Candida cinsi icerisinde yalnizca C. albicans' in patojen
oldugu dasunulmis, 1960' lardan sonra klinik deneyim ve cgesitli deney
modellerinin sonuclarina dayanarak yaklasik 15 Candida tirinin patojen
oldugu kabul edilmistir. Diger yandan deneyler, C. albicans kdkenleri

arasinda da virulans farkliliklarinin varligini ortaya koymustur' "',

Candida turleri cogunlukla genel durumu bozulmus, birden fazla
predispozan faktére sahip bireylerde hastalik olusturur ve hastaligin
olusumunda konak faktorleri ile mayanin sahip oldugu virulans faktérleri

6nemli rol oynar.

Altta yatan bir hastalhk (I6semi, AIDS vd.), fagositik fonksiyon
bozukluklar (grandlositopeni, nétropeni vd.), dis etkenler (intravendz ilag
kullanimi, genis spektrumlu antibiyotiklerle tedavi, organ nakli, travma vd.)
gibi faktdrler hastaligin olusumunu etkiler '

Konak bagisikligini  yenmek igin birlikte rol oynayan ve
patogenezde Onemli yeri olan Candida virulans faktérleri: adezyon,
¢imlenme borusu, dimorfizm, toksinler, enzimler, biyofilm olusumu

seklinde siralanabilir .
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2. 5. 1. Yapisma (Adezyon)

C. albicans' 1, Candida cinsi icerisinde en sik karsilagilan tir olarak
6ne cikaran o6zelliklerin basinda mukoza ylzeylerine yapisma yetenegi
gelir. Adezyon, mayanin konak ile iligkisinde ilk basamagini olusturur ve
hicrelerin ylzey 6zellikleri ile ilgilidir. C. albicans diger Candida tirlerine
oranla kan damarlari, endotel hlcreleri, epidermal keratinositler gibi konak
hicrelerine daha fazla yapisma yetenegine sahiptir. Cesitli ylzeylere
baglanmasini; sekerler, metal iyonlari, pH, 1s1 gibi gevresel faktérlerin yani
sira fibrinojen, fibronektin, laminin, tip | ve tip IV kollojen gibi konak
proteinleri ve maya hicrelerinin  morfolojileri, Greme fazlar, ylzey

ozellikleri, diger mikroorganizmalar ile etkilesimleri belirlemektedir "2,

Ortamda seker (galakioz) veya 2 degerlikli iyonlar (Mg*™*, Ca™)
bulundugunda mayanin konak hicresine tutunmasi artar. Monosakkarit ve

disakkaritler adezyonu arttirirken aminosekerler adezyonu inhibe eder''".

C. albicans' da mantarin epitel yizeylerine yapismasina katkida
bulunan ylzey proteinlerini kodlayan bir grup gen (ALS gen ailesi)
(izerinde de calisilmaktadir '*.

2. 5. 2. Cimlenme Borusu

infekte dokularda C. albicans' in hem maya hem de hif sekli
bulunur. Hif sekli aktif semptomlu infeksiyonla iligkilidir. Cimlenmekte olan
hif formuna sahip hicrelerin virulansinin fazla oldugu bilinmektedir. Fare
deneylerinde ¢imlenmenin adezyon olayinin baglamasini uyardigi fakat

eksikliginin invazyonu énlemedigi gésterilmistir %14,
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2. 5. 3. Dimorfizm

Candida turleri igerisinde hif Ureterek ¢ogalabildigi bilinen tek tur C.
albicans' tir. Hif sekli ile infeksiyon arasindaki sebep sonug iligkisi; dokuya
hifin maya hiicresine oranla daha kolay yapismasina, hifin sindirilmesinin
daha zor olmasina ve lezyondan kazinan materyalde de C. albicans 'In

genelde hifli sekilde gdzlemlenmesine baglanmaktadir *%'",

C. albicans kdkenlerinin genelde belirli agar besiyerlerinde 25°C'de
boyut, bicim ve rengi kolayca ayirt edilebilen, beyaz ve opak olarak
tanimlanan iki fenotip arasinda geri déntsimli olarak fenotipik degdisim
gbsterebildikleri bilinmektedir. Konaga girmeden 6nce maya fazinda (Y
fazi) olan C. albicans konak dokuya temas ettikten bir slire sonra hastalik

yapan hif fazina (M fazi) geger *'".

M fazina gegisi indUkleyen iki uyari tespit edilmigtir: 1) Mitojen-
active protein kinaz aktivasyonu (Cphip), 2) cAMP-bagiml aktivasyon
yolu (Efgip). Bu indiksiyon mekanizmalari C. albicans'in SAP5 geni
tarafindan kontrol edilir. SAP5 geni bulunmayan mutantlar avirulandir ve

daima Y fazinda kalir ''°.

Beyaz fenotipte dizgin ylzeyli (S) beyaz renkli koloniler ve
yuvarlak tomurcuklu hiicreler olugsmaktadir. C. albicans kékenlerinin ¢gogu
beyaz fenotiptedir. Opak fenotipte genis ylzeyli, yassi, ylzeyi purtikla gri
koloniler ve uzun bUydk hicreler goérilmektedir. Her iki fenotipin
hiicrelerinin DNA igerigi ayni kalmaktadir. Opak tipin hicreleri beyaz tipin
U¢ kati hacimde olmaktadir. Opak ve beyaz koloni tiplerinin hicreleri
arasinda hif olusturma yetenegdi, generasyon suresi, disik ve ylUksek
sicakliklara duyarhlik farkl olmaktadir. Beyaz fenotipten opak fenotipe
gecis daha yuksek, opaktan beyaza degisim ise daha disik orandadir. Bu

sistem C. albicans ''n patogenezinde virulans faktéri olarak mantarin
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konagin savunma sistemine kargi koyabilmesinde ve ilaglara duyarliliginin

degisebilmesinde rol oynamaktadir 1'%,

2. 5. 4. Toksinler

C. albicans ' 1n toksinleri, ylksek molekul agirlikli olanlar ve disuk

molekl agirlikli olanlar olmak tizere iki grupta toplanir %2,

a)Yiksek Molekdl Agirhkli Toksinler: Glikoprotein toksinler ve

kanditoksindir.  Glikoprotein  toksinler,  toksik  bilesikler  olarak
karbonhidratlar (mannoz, glikoz) ve protein iceren maddelerdir.
Glikoprotein molekulinin hem protein hem de sekerlerinin toksik etki igin
gerekli oldugu, bu etkide baslica roli mannanin oynadigi ve proteinin
yardimci oldugu 6ne sirtlmastir. Kanditoksin ise virtlansh bir C. albicans
kékeninden elde edilmigtir ve farelere damar icine enjekte edildiginde

olduracadar %112,

b)DUsik Molekll Agirlikli Toksinler: Bu toksinler kanditoksin (reten

C. albicans kékeninden elde edilmistir. Bu toksinler sok uyandirir ve

dlumciil etkinlikle yakindan ilgilidir "',

2. 5. 5. Enzimler

C. albicans 'In salgiladigi ve patogenezle ilgisi oldugu dasinllen

enzimler iki ana grupta toplanir:

1) Proteinaz: C. albicans protein igeren besiyerlerinde gelistiginde
proteinaz salgilar. YUksek proteolitik etkinlige sahip C. albicans

kdékenlerinin invivo proteinaz salgilayarak farelerde daha yiksek oranda
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6lum ve kolonilesmeye sebep olduklari bilinmektedir'®'’. Proteinaz Uretimi
ile yapisma ve dokuya yayilma arasinda uyum oldugu gdsterilmistir™'*.
Dimorfizm ile ilgili olaylar dizenleyen birgok hicre digi salgi asit
proteinazi (SAP) gen ifadelenmesi yapilan calismalarla belirlenmigtir.
SAP1, SAP2, SAP3 genlerinin yalnizca maya hicrelerinde; SAP4, SAP5,
SAP6' nin ise hif hicrelerinde ifadelendigi; SAP1'in C. albicans' in opak
fenotipinde; SAP2 ve SAP3' (in ise hem opak hem de beyaz fenotipte
ifade edildigi belirtiimigtir 16171819,

Kitinaz ise proteazdir ve hicre duvarinda bulunan glukana

glikolizidik baglar ile tutunmus olan kitini parcalar.

Aspartik proteinazlar ve B-merkaptoetanol konak dokuya sizan
diger litik enzimlerdir.

2)Fosfolipazlar ve Lizofosfolipazlar: C. albicans’ da bulunan

fosfolipazlarin A, B ve C tipinde oldugu bilinmektedir. C. albicans
kdkenlerinin  %79'u fosfolipaz Uretmektedir. C. albicans 'n Urettigi
fosfolipazin iki Gnemi vardir. Bir taraftan mayanin gelismesinin kontrol ve
parazit hidcre zarinin bigimlendiriimesi, dider yandan da kandidoz

lezyonlarinda konak dokusuna yayilma ile ilgilidir ''-16:17-18,

2. 5. 6. Slime Faktori (Biyofilm)

Hastane kaynakh kan dolasimi ile ilgili infeksiyonlarin basinda
Gram(-) bakterilerden sonra mantarlar 6zellikle de C. albicans

gelmektedir''"1°.

C. albicans, bilesiminde karbonhidrat (%41), protein (%5), fosfor ve
heksozamin iceren bir ektraselller matriks sentezleyerek hiicre diginda
biriktirir. Bu matriks hidrofobiktir ve konak doku proteinlerine tutunabilir. Bu
tutunmay! takiben Uzerine serum proteinleri (6zellikle fibrin), deskuame
epitel hiicreleri, 610 16kositler ve yalanci hifler yerlesir. Antifungallere daha
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direncli olan ve mayalarin yasam faaliyetlerini destekleyen kandidiyal
elementlerden olusan, camursu yapidaki bu tabakaya “kandidiyal biyofilm”
adi verilir. Boyle bir biyofiimde, en alt tabakadaki C. albicans hlcreleri
blastospor gelistirerek altindaki konak dokuya yapisir. Bdylece hem
disardan gelebilecek antifungallerden korunur, hem de konak dokuda

infeksiyonu diizenleyecek bir mimari gelistirir .

2. 6. immunopatogenez

Candida firsatci bir patojendir. Candida ile infekte hastalarda ortak
bulgu bagisiklik sistemindeki bir eksikligin bulunmasidir. Ozellikle T
hiicrelerinin islev digi kalmalari Candida infeksiyonlari i¢in davet edici bir

niteliktir>>>8.

Candida, ayni florada bulunan bakteriler ile belirli bir denge
icerisinde yasar. Bakteri sayl ve cesitliligindeki bir azalma ile florada
meydana gelen herhangi bir degisim Candida’nin ortamda baskin duruma
gecmesine sebep olabilir. Buna “bakteriyel diskordans” denir. Uzun slre

antibiyotik kullaniimasi bakteriyel diskordansa sebep olabilir ™.

Yabanci bir ajanin organizmaya girigini 6nlemede ilk savunma
mekanizmasi deri, mukus, silyal epitel, mide asidi ve safra gibi dogal
bariyerlerdir. Eger bu bariyerler bozulur veya ajan baska bir yolla iceri
girerse ates, interferon, kompleman, dogal &ldarict hicreler (NK
hicreleri), nétrofiller, makrofajlar gibi hizli lokal yaniti olusturan, antijene
spesifik olmayan dogal bagisik yanit devreye girer. Dogal bagisikligin
yetersiz kaldigi durumlarda ise, antikor ve T hucrelerinin olusturdugu
kazanilmis bagisik yanit olusur. Candida infeksiyonlarina kargi gelisen
bagisiklik, dogal ve kazaniimis bagisiklik arasindaki karmasik bir iligki

sonucunda gerceklesmektedir 34”.
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Sekil 2: Dogal ve Kazanilmis Bagisiklik Sistemi Elemanlari

Kompleman sistemi, blyik kismi karacigerde sentezlenen, kan ve
hicre digi sivida bulunan 20’den fazla proteini igeren bir sistemdir.
Kompleman, antijen - antikor bilesigine baglanarak aktif hale gelir. Bu yolla
hicre erimelerine yol acar. Ayrica degisik yollarda aktive olarak

organizmanin savunmasinda yer alir 3,

Kompleman aktivasyonu, klasik ve alternatif yol olmak Gzere iki ana
yolla gergeklesir. Kompleman sisteminin herhangi bir yolla aktivasyonu
sonucunda birgok mikroorganizma, membran saldiri kompleksinin etkisiyle
lizise ugratiimaktadir. Ancak mantarlarda direk lizis mekanizmasi, mantar
hiicre duvar kalin oldugu icin gerceklestiriiemez. Kompleman, opsonin
gibi gérev yaparak fagositler Gzerindeki kompleman reseptorlerine

baglanmayi ve fagositozu kolaylastirir >
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Bagisik yanitta yer alan tim hlcrelerin kaynagi kemik iligidir.
Hucreler “hematopoez” olay! ile meydana gelir. Bagisik yanitta yer alan
hicreler:

1)Mononudkleer Hucreler: Kanda dolasan monositler, kapiller

endotelindeki makrofajlar, seroza zarlarinda bulunan makrofajlar, dalak ve
lenf bezi sindslerinde bulunan dendritik hlcreler, beyin dokusundaki
mikroglia hucreleri, bdébrek glomerillerindeki mezengium makrofajlari,
kemik iliginin osteoklastlari, deri dokusundaki langerhans hucreleri,
karaciger dokusunda kuppfer hicrelerinden olusan sisteme “mononUkleer

fagositik sistem” ya da “retikuloendotelyal sistem (RES)” adi verilir.

Mononukleer fagositik sistem monositlerden kaynaklanir. Kanda
dolagtiktan sonra bu hicreler dokulara yerlesir. Dokuya yerlesince
“mononikleer makrofaj” ya da “histiyosit” adini alir. Bu hicreler, fagositoz
ve pinositoz yaparak organizmada bulunan ve temizlenmesi gereken
mikroorganizmayi, antijen-antikor komplekslerini ve baska maddeleri
hiicrelerinin igerisine alarak (endositoz ile) ortadan kaldirir’,

Monosit/makrofajlarin lenfositlere antijen sunma gérevi de vardir.
Bu gbrevi yapan makrofajlar 6zellikle derideki “Langerhans hucreleri” ile
kan, lenf bezleri, dalakta yerlesmis olan “dendritik htcreler’dir. Bu
hicrelerde MHC Sinif 2 (Major Histokompabilite Kompleks) molekulleri

bulunur.

2)Lenfositler: iri bir nlkleus ve onu gevreleyen dar bir
sitoplazmadan olusan hicrelerdir. Periferik kandaki lenfositlerin %75’ T,
%15’i B ve %10’u NK hacreleridir.

Lenfositler, B, T ve NK hiicreleri olmak Uzere 3 ana gruba ayrilir.

a)B Lenfositler: Esas fonksiyonlari antikor Gretimidir. Bunun yani

sira antijenlerle birlesir, onlar isler ve T hulcrelerine sunabilir. Aktive B
hicreleri ya hafiza hicrelerine dénidslir ya da plazma hicrelerine
farklilasir 8.
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b)T Lenfositler: Humoral bagisiklikta rol alir ve timusta olgunlasir.

Ozgl antijenler ile karsilasan T lenfositleri bilylimeye-cogalmaya baslar
ve “lenfokinler” adi verilen moleklller salar. Bu molekiller yabanci

dokunun yok edilmesinde goérevlidir.

CD4 ve CD8 proteinleri, T lenfositlerin ylzeylerinde bulunan en
6nemli antijen taniyan reseptorlerdir. CD4 proteini antijen sunucu
hiicrelerdeki MHC Sinif 2 molekdlleri ile; CD8 proteini ise antijen sunucu
ve hedef hicrelerdeki MHC Sinif 1 molekdlleri ile iliski kurarak hicre

tanimasi gerceklesir.

T lenfositleri ise yardimci (Th), sitotoksik (Tc), baskilayici (Ts) ve
bellek T lenfositleri olarak dérde ayrilir.

b. 1.) Sitotoksik T Lenfositleri: Direk olarak kendileri veya

salgiladiklar lenfokinler araciligi ile hidcresel immin cevapta etkili
lenfositlerdir. Virus, parazit ve bakteri ile infekte hicrelere, tUmor
hiicrelerine ve doku ve organ nakli hiicreleri gibi organizmaya zararl ve
yabanci hiicrelere dogrudan saldirir. Bu hiicrelerin zar bltinligind bozar

ve hiicreyi lizise ugratir®,

b. 2.) Baskilayici T Lenfositleri: Yardimci T hicrelerinin ve B

lenfositlerinin fonksiyonlarini baskilayarak bagisiklik sistemi

reaksiyonlarinin asiriya kacmasina izin vermez ",

b. 3.) Yardimci T Lenfositleri: Kandaki lenfositlerin %35-60’ini
olusturur. Goérevleri, timusa bagimli antijenlerin uyarimi karsisinda B

lenfositlerine yardim ederek onlarin plazma htcrelerine dénismelerini ve
bagisiklik sisteminin yanitt olan antikor sentezlemelerini saglamak,

sitotoksik T lenfositleri ile baskilayici T lenfositlerini uyarmaktir 2,

b. 4.) Bellek T Lenfositleri: Antijen ile daha énceden tanismis

hiicrelerdir. ikinci kez karsilasmada antijeni tanirlar. Cogalarak sitotoksik
ve yardimci T lenfositlerinin fonksiyonlarini gergeklestirirler.
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c) Dogal Olduiriicii Hiicreler (NK Hiicreleri): Bu hiicreler kemik iligi

ve dalakta bulunur. Ylzeylerinde ne immunglobulin ne de antijen
reseptérleri bulunmaz. En 6nemli gbrevli; timoér hlcrelerini ve virus
tasiyan hicreleri éldirmektir. Hedef hiicrelerdeki MHC antijenlerini
tanimaya gerek olmadan timor hicrelerini 8ldirdr. NK hicreleri, interl6kin

2 (IL-2) ve interferon- y (IFN-y) gibi bazi sitokinler tarafindan aktive edilir.

2. 6. 1. Sitokinler

Uyaniimis lenfositler, monositler, makrofajlar ile diger bazi
hicrelerde sentezlenen ve salindiklari zaman, salindiklari hicre
cevresindeki hulcrelere (parakrin) veya salindiklari hlcreler Uzerine
dogrudan (otokrin) etkili, cogu 20-30 kD bir grup potent peptid veya
glikoprotein yapisindaki solibl madde “sitokin” olarak adlandirilir.
Monosit/makrofajlar tarafindan salinan sitokinlere “monokin”, lenfositler
tarafindan salinan sitokinlere “lenfokin”, I6kositlere etki eden “monokin” ve

lenfokinlere ise “interlékin” denilmektedir 3°.

Sitokinler, dogal ve kazaniimis bagisiklikta rol alan, bagisik ve
inflamatuvar olaylara katilan hicrelerin etkinliklerinin — arttirlimasini
saglayan proteinlerdir. Hucreler arasinda mesaj ileten biyolojik yanit
degistiricilerdir ’.

Sitokinler antijen igin spesifik degildir. Sentezlenmeleri ve hedef
hicreleri etkilemeleri icin ¢ogunlukla bir uyari gerektirir; kendi aralarinda
agonist ve antagonist etkilesimler gosterebilir. Sitokin salgilanmasi kendini

sinirlayici 6zelliktedir >,

Lenfositlerin blylime ve farklilagsmasinda, antijenlerin

eliminasyonunda, hematopoetik hicrelerin gelisiminde rol alir.

Sitokinlerin  etkileri hedef hicrelerdeki spesifik membran
reseptérlerine baglanmalar ile baslar.
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Sitokinler, lenfoid hicrelerin gogalmasini ve farklilasmasini saglar.
Bagisik yaniti diizenler. inflamasyona katilan hiicreleri aktive eder; bu
hicreleri reaksiyon yerine toplayarak orada tutar; cesitli biyolojik etkinlikler
gobsterir. Bazi hipofiz hormonlarinin sentez ve salinimina neden olur. Ates
ve akut faz cevabini olugturur. Bazilari antiviral etkinlik gésterir. Bas agrisi,
miyalji, ates gibi genel infeksiyon semptomatolojisi, ylksek dozlarda sok,

toksik, hatta éldUrlcu etkiler olusturur.

IL-4, -5, -6

[FM-gamma

Uyarim

THF

Sekil 3: Bagisiklik sisteminde sitokin déngls
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2.6.1.a Iinterldkin 1(IL-1)

infeksiyon ve diger inflamatuvar uyaranlara kargi konak yanitinin
mediatéridir. TNF-a ile beraber etki gdsterir. Ana kaynagi; aktive
mononukleer fagositlerdir. TNF-a’ dan farkli olarak nétrofiller, epitelyal
hicreler ve endotel hiicreleri tarafindan da sentezlenir. IL-1, B ve a olmak
tzere iki polipeptid zincirinden olugsmaktadir. Dolagsimda en cok IL-18
bulunmaktadir. DislUk dozlarda; lokal inflamasyon medyatéridir. Endotel
hicrelerinde 16kosit adezyonunu dizenleyen yilzey molekdllerinin
ifadelenmesini arttirir. Yiksek dozlarda, dolasima gecerek endokrin etkiler

gbsterir. Etkileri doza baglidir>*>”7.

2.6.1.b.1L-2

Diger adi T lenfosit blyime faktéradar. T lenfositlerinden (Th1) ve
NK hUcrelerinden salinir. Tim bagisiklik sistemini pozitif yénde etkiler.
Ayrica salgilar, fagositozu, T lenfosit cogalmasini, ylzey antijen
ifadelenmesini arttirir. NK hcrelerine de etki ederek sitotoksisitesini
arttinir. IL-2, T hiicre Uzerine etki ederek IFN-y ve IL-4 salinimini saglar.

Otokrin etkilidir. Antijen uyarimi ile islevsel IL-2 reseptérlerinin
ifadelenmesi artar. Antijen sunumunda T lenfositleri tarafindan salgilanan
IL-2, antijene 6zel hicrelerin gogalmasindan sorumludur. Diger bagisiklik

sistem hiicrelerinin farklilasma ve ¢ogalmasini da arttirir ®7.
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2.6.1.c.1L-4

Diger adi B hiicre buyume faktéradir. Aktive T hicrelerinden (Th2)
salinir. Imminoglobilin (Ig) izotipinin IgE ifadelenmesi déniisiminiin
aktivasyonu, IgG1 (dretiminde artisin saglanmasi, Th2 hicrelerinin
aktivasyonu, IFN-y’'nin hicresel bagisikliktaki etkilerinin inhibisyonu ve
inflamatuvar makrofaj deaktivasyonu gibi gérevleri vardir. Ayrica IFN-v ile

olusmus makrofaj aktivasyonunun bir inhibitdriidar >

2.6.1.d.1L-6

T lenfosit (6zellikle Th2), B lenfosit, makrofaj ve fibroblastlardan
salgilanir. Dogal ve kazaniimisg bagisiklikta gérev alir. Dogal bagisiklikta,
hepatositlerden akut faz reaktanlarinin sentezlenmesi ve kemik iligi
Oncullerinden nétrofil yapimini saglar. Kazanilmis bagisiklikta ise; antikor
yapimi icin farklilagsmisg B hulcrelerinin blylimesini uyarir; myelomlardan
kdken alan ve monoklonal antikor yapan hibridomalarin geligimini indikler.
IL-6 plazmada disik seviyede ise myeloma; ylksek seviyede ise
plazmasitoma; sinoviyal sivida artigi romatoid artrit; BOS’taki artigi viral ya
da bakteriyel meneniit; idrardaki artisi organ nakli sonrasi doku reddinin
basladigini gdsterir 3.
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2.6.1.e.1L-10

Diger bir adi sitokin sentezi inhibitér faktériddr. Th2 hicreleri, B
lenfositleri ve makrofajlar tarafindan antijen ve bakteriyel Grlnlerce
uyarildiktan sonra ge¢c dénemde salgilanir. Th1’lerin tretecegdi IL-2 ve IFN-
y yapimini baskilar, bu sayede bagisik yanit Th2 ydnlinde gelisir.
Makrofajlara ve antijen sunucu hlcrelere MHC sinif 2 ifadelenmesini
azaltici ydnde etki eder. Aktive makrofajlardan ve dendritik hiicrelerden IL-
12 salinimini inhibe ettigi icin negatif feedback mekanizmasina iyi bir

érnek olusturur 34,

2.6. 1. f. IFN-y (interferon-y)

Diger bir adi immun interferondur. En énemli makrofaj uyarici
sitokindir. Aktive makrofajlarin fagosite ettikleri antijenleri éldirmesini
uyarir. Uyanimis T lenfositleri tarafindan da salgilanir. Makrofajlari, NK
hucrelerini, nétrofilleri, sitotoksik T lenfositlerini ve B lenfositlerini aktive
eden bagisiklik sistemi dizenleyicileridir. APC (antijen sunucu hicre)’ler
tzerindeki MHC sinif 1-2 molekullerinin ve kostimulatérlerin ifadelenmesini

arttirir. Dogal ve kazanilmis bagisiklikta kritik dneme sahiptir >.
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2.6.1. 9. TNF-a (Timoér Nekroz Faktor-a)

Gram (-) bakterilere ve diger infeksiyéz ajanlara karsi gelisen akut
inflamatuvar yanitin ana mediyatéradir. Sentezleyen ana hucreler
mononikleer fagositlerdir. Antijen ile uyarilmis T lenfosit, NK ve mast
hicreleri tarafindan da sentezlenir. Makrofajlardan sentezlenmesini
uyaran en kuvvetli uyaran LPS (lipolisakkarit)'dir. T ve NK hcreleri de
IFN-y sentezleyerek TNF-a salinimini arttirir. TNF-a, infeksiyon bdlgesine
noétrofil ve monositlerin ¢ekilmesinde énemli rol oynar. Distk dozlarda
I6kositler ve endotelde akut inflamasyonu indUkler. Normal dozlarda
inflamasyonun sistemik etkilerini diizenler. YUksek dozlarda septik sokun

patolojik anormalliklerine neden olur .

2. 7. Kandidozda Bagisiklik

Cesitli nedenlerle (organ nakli, uzun sire antibiyotik kullanimi, AIDS
gibi) bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde kandidoz g&rilme olasiligi
oldukga yiUksektir. Candidanin konakgida yaptigi infeksiyonun

olusumunda hem maya hem de konakgiya ait faktdrler yer almaktadir *©.

Candida tirleri hiicresel ve humoral bagisiklik sistemlerinin ikisini
de aktive etmektedir. Antikor aracili humoral bagisiklik, sistemik
kandidozda hicresel bagisiklik kadar 6nemli rol oynamamaktadir.
Humoral bagisikhk 6zellikle opsonizasyon yolu ile Candida hlcrelerinin
makrofajlar tarafindan daha kolay yutulmasini saglar. Bunun disinda
antikor aracili bagisiklik sisteminin ve bu sistem faktérlerinin kandidozdaki

rolli tartismalidir 23242526

Candida infeksiyonlarinda koruyucu 6zellikte olan hicresel
bagisiklik, T lenfositleri kontroliinde hareket eden makrofajlar, notrofiller ve
NK hUlcrelerinden olusmaktadir. C. albicans blastokonidyasinin
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mononukleer fagositik hicreler ve makrofajlar tarafindan hcre iginde
éldartlmesinin ilk basamagi fagositozdur. Mannan, glukan ve diger hticre
yapilart makrofajlari uyarir. Aragidonik asit, IL-1B, IL-6, TNF-a
makrofajlardan salinir.  TNF-a, makrofajlarin mikrobisidal aktivitesini
dizenledigi gibi, nétrofillerin  C. albicans hiflerini  éldirmesini de

artirir?%21-22,

C. albicans'in kompleman aktivasyonunda kullandigi temel
mekanizma alternatif yoldur. Kompleman vyolunda C5 bilesigi erken
dénemde mayalarin eliminasyonunda 6nemlidir ve C5 defekti bulunan
fareler yaygin hastaliga karsi daha duyarlidir’®. Yapilan calismalarda C.
albicans’ in mannan antijenine karsi gelisen antikorlarin klasik kompleman
yolunu aktive ederek nétrofillerin  opsonofagositik etkisine katkida
bulunduklari gdsterilmistir 3.

NK hicrelerinin  C. albicans ile Kkarsilastirimasi sonucunda
sitotoksik aktivitesinin arttigi gosterilmigtir. NK hlcrelerinin Candida’ lara

kars! dogal hiicresel sitotoksik etkilerinin bulundugu bildirilmistir 2.

Sistemik kandidozda gelisen bagisikhigin asil elemanlan T
lenfositleri olsa da diger bagisiklik sistemi htcrelerinin de roli oldugu
disindlmektedir. No6tropenik hastalarda batin  kandidoz  cesitleri
gbrulirken, hicresel bagisiklik sistemi bozulmus olan bireylerde daha ¢ok

mukokutan®z kandidoza rastlanmaktadir 2°.

Polimorfonikleer (PMN) I6kositlerin de kandidoz patogenezinde
6nemli oldugu anlasiimistir. PMN hicreleri myeloperoksidaz gibi enzim ve
defensinleri ile Candida tiirlerinin fagositozundan sorumludur®''*, PMN
|6kositler, sitokin reseptérleri icermektedir ve bu hicrelerin  uygun
sitokinlerle uyarilmasi mantarlarin yok edilmesini artirici etki olusturabilir.
Invivo IFN-y uygulamasi kronik grantlomatéz hastaligi olanlarda ciddi
infeksiyon sikligini azaltmigtir. IL-4 ve IL-10 gibi antiinflamatuvar

sitokinlerin nétrofillerin kandidisidal aktivitesini bozdugu belirtilmistir 2°-343°,
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Mononukleer hicreler fungal patojenlere karsi koruyucu yanitta
6nemli rol oynar. Monosit ve makrofajlarin ylzeylerinde 1gG1 ve 1gG3 Fc
parcasl, C3b ve cesitli lenfokinlere ait reseptérler ve diger molekdilleri
baglayan reseptérler bulunmaktadir. Bdylece mikroorganizmalarin
fagositoz islemi kolayca gerceklestirilir *.

Kandidoz ve diger mantar infeksiyonlarinin immdnreguilasyonunun
anlasiimasi icin kazaniimis bagisikigin Th1/Th2 mekanizmasinin tam
olarak acgiklanmasi ¢cok 6nemlidir. Th yaniti, Th1 ve Th2 yaniti olmak Gzere

iki grupta gerceklesir. Bu yanit salgilanan sitokinlere gére siniflandirilir .

Th lenfositleri bagisiklik sistemi orkestrasinin sef hicreleridir. B
hicrelerinin ve sitotoksik T lenfositlerinin aktivitelerini arttirir. Ayrica
salgiladiklarn cesitli lenfokinler aracilidi ile monositlerin, makrofajlarin ve

diger bazi hiicrelerin sayica ve etkinlikge gliclenmelerini saglar *’.

Aktive olan CD4" T lenfositleri codalir ve olgun Thq lenfosit halini
alir. Bu hicreler, gelecek bagisik yanita gére IL-2 ve IFN-y salgilayan Th1
hiicrelerine veya IL-4, IL-5 salgilayan Th2 hiicrelerine farklilagir'®*’. Tho
hicreleri IL-12 varliginda Th1, IL-4 varhdinda Th2'ye dénusur. Thg
hiicrelerinin Th1 ve Th2 hicrelerine farkhlasmasi TGF-B ve anti-IFN-y
antikorlarla 6énlenebilir. Son yillarda Th2 hicrelerinin IL-12 etkisi altinda

Th1 fenotipine dénebilecekleri gdsterilmistir *”.

Th1 yaniti, genellikle infeksiyonun erken evresinde lokal bir yanit
olarak meydana gelir; inflamatuvar sitokinlerden IFN-y, IL-2, IL-12'nin
dretimlerinin artisi ve antifungal efektér hicrelerin makrofaj ve PMN
I6kositlerin uyariimasi ile birliktelik gosterir. Bu hicrelerin salgiladigi
sitokinler, Th2 tarafindan Uretilen IL-10 gibi sitokinlerle inhibe edilir. Th1
hiicreleri tarafindan salinan sitokinler; TNF-a, IL-1, IFN-y, IL-12, IL-15dir.
Bu sitokinlerin makrofaj ve noétrofilleri aktive ederek bu hicrelerin
kandidisidal etkilerini artirdigr distntlmektedir. Viral infeksiyonlara ve
hicre ici patojenlere karsi savunmayi olusturur. Bu hicreler hicresel

bagisik yanitin olusmasinda etkin rol oynar 1223:2425:33.34.36
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Th2 yaniti, lenf nodlarinda antijenin B lenfositleri, dendritik hiicreler
veya makrofajlarla sunulmasi sonucu genellikle ge¢ gelisen bir bagisik
yanittir. Th2 huGcreleri tarafindan salgilanan sitokinler de; B hicre
farkhlagmasi, immunoglobulin (Ig) sinif sec¢imi, hafiza B hicreleri ve
plazma hucrelerinin olusumunu uyarmaktadir. Th2 hicreleri tarafindan
salgilanan sitokinler; IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, TGF-B gibi sitokinlerdir. Th2
hiicreleri, IL-4 ile uyarilirken, IFN-y ile baskilanmaktadir **?°. Bu grup
sitokinler Th1 yanitinin gelisimini inhibe eder ve fagositik efektér hlicrelerin
aktivasyonunu engeller. Th2 yanitinin yiksek olmasi, konakginin ilerleyici
tarzda infeksiyona maruz kaldiginin géstergesidir. Ayrica Th2 hicreler, B
hicrelerini, IgM, kompleman fiske etmeyen 1gG4 ve IgE sentezine yéneltir.
Dolayisiyla, bu hicreler, akut ve kronik inflamasyonu ve geg tipte hiicresel
asirt duyarliigi inhibe eder. Bu hcreler Th1 hicrelerinin aksine CD30

ylizey reseptdrii ve kemokin reseptdrii (CCR3) tagir 2%%3%,

IL-3 ve GM-CSF gibi bazi sitokinler hem Th1 hem de Th2 hcreleri

tarafindan salgilanir.

Fungal infeksiyonlara karsi primer koruyucu yanit Th1 aracili
inflamatuvar reaksiyonlarla gergeklesir. Bu yanitin eksik oldugu hastalar
fungal infeksiyonlara duyarlidir. Th1 yanitinin kandidoza karsi koruyucu

etkisi oldugu, Th1 yanitinin Th2 yanitina baskin oldugu distndlmektedir
8,20,33,37

Tdm mikroorganizmalarda oldugu gibi, mantarlar da, antijen sunucu
hicreler tarafindan iglendikten sonra T lenfositlerine sunulur. Fungal
antijenler lizozomun asidik veziklllerinde peptid pargalarina ayrilir. Bunlar
MHC sinif 2 antijenlerine baglanarak, MHC-peptid kompleksi seklinde
hiicre ylizeyine sunulur ve spesifik CD4* Th lenfositleri tarafindan taninir®®.

Gok hdcreli canlilarda dogal direncin yabanci mikroorganizmalari
algilamasinda ‘Toll Benzeri Reseptorler’ (Toll like receptors; TLR) cok
6nemlidir. Bu reseptérler patojen mikroorganizmalarin ylzeyindeki bazi
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6zel bolgeleri taniyarak, dogal direncin yani sira 6zgul bagisikligin
aktivasyonunda da rol oynamaktadir.

C. albicans’a karsi savunmada TLR2 ve TLR4ln 6&nemi
gOsterilmistir®>243338 TLR2, makrofajlardan C. albicans araciligi ile TNF-o
salgilanmasi igin gerekli bir moleklldir. TLR2’ye spesifik antikorlar, insan
monondkleer hicrelerinde C. albicans'n uyardigi TNF-a ve IL-1B

salinimini inhibe eder 232425,

Dalakta suzilen kan lenfosit ve makrofajlarin gézetiminde stzallr.
Mikroorganizmalar ve hicre artiklari ayiklanir. Dalak bagisiklik sistemin bir
organi olarak, etkin humoral ve hicresel yanitlari olusturarak
organizmanin savunmasina katilir. Gugli fagositik aktivitesi ile kani

yabanci mikroorganizmalardan filtre eder.

2. 8. Kandidozda Tani

Candidalarin saptanmasinda direkt mikroskobi basit ve ekonomik
olmasina ragmen yanhs sonuclarin alinabilecedi de b6z ardi
edilmemelidir. Yalanci hif ya da gergek hif formlari bulunan mayalarin i1sik
mikroskobu ile gérilmeleri oldukga kolaydir. idrar ve kan &rneklerinde

mikroskobi kolay bir ydntemdir.

izole edilen mayanin C. albicans oldugu germ tiip deneyi ile tespit
edilebilir. C. albicans’i diger tirlerden ayirmak icin baska metodlar da

vardir.

SuUpheli materyal Levine’'s Eozin Metilen Mavisi Agarina ekilir. Bu
besiyerinde sadece C. albicans radyal ve migelyal gelisir, diger Candida’

lar gelisemez .

Candidalari ayirt etmek icin Bizmut-Glisin-Glukoz-Maya-Ekstresi

Jelozuna veya igerisine tetrazolyum ilave edilmis Pagano-Levin besiyerine
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ekilebilir. Pagano-Levin besiyerinde diger bitiin Candida’lar tetrazolyumu,
dehidrogenaz araciligi ile formazan’a indirger ve kolonileri kirmizidir. C.

albicans tetrazolyum’u indirgemez, kolonileri opaktir ™.

Ayirici tani igin bir 6éze dolusu supheli koloni anti-kandidiyal
antikorlar (C3a prob) iceren ticari sollsyonlar ile lam lzerinde muamele
edilerek aglitinasyon aranabilir. APl ZYM ve APl 20C test Kkitleri
Candida'lari tiplendirebilir ™.

Candida tarlerinin kan kultirlerinden izole edilmesi igin; klasik
yéntemlerin yani sira son yillarda kullaniimaya baslanan otomatize ve hizli
sistemler de vardir. Ancak bu ydntemler gerek birbirleri ile ve gerekse
klasik yontemlerle her zaman uyumlu dedgildir. Horvart ve ark. yaptiklan
denemelerde, yeni kullanima giren otomatize iki kan kuoltiri yéntemi
BacT/ALERT ve BACTEC sistemlerini karsilagtirarak guvenilirliklerini
belirlemeye calismis ve Candida tlrlerinin cesitli ortamlarda bulunma
durumlarina gére BacT/ALERT sisteminin BACTEC sistemine oranla daha

duyarli (% 90) oldugunu belirlemislerdir 3940,

Degistirilmis bir kan kultir yéntemi olan “lizis santrifligasyon
sistemi’nin invaziv kandidemi olgularinda kullanilabilecegi g&sterilmistir.

Bu ydntemin duyarlii§i % 43 olarak belirlenmistir *'.

En son kullanima sunulan FTIR (fourier transform infrared
spectroscopy) ydéntemi mayanin kimyasal 6zelliklerine bakilarak tdrlerin
net olarak birbirinden ayrilmasina ve kisa slre igerisinde tlr tanimi

yapiimasina olanak saglamaktadir *.

C. albicans’ diger Candidalardan ayirmak icin hayvan deneyleri de
yapilabilir. C. albicans tavsana verildiginde bdbrek ve beyinde lezyonlar
geliserek 4-5 glinde éldrir. Diger Candida’larda 6lim gérilmez ™.

invaziv  kandidozun mikrobiyolojik ve Klinik taninmasindaki
problemler, kiltire dayall olmayan tekniklerin dogmasina neden olmustur.
Candida’'ya yoénelik olusturulmus antikorlarin taninmasiyla baslayan tani
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asamalari, gunimuizde mayanin hicre komponentleri (D-arabinitol,
mannoz, hiicre duvarin bir pargasi olan B-glukan) ve Candida nikleik asiti
hedef alinarak olusturulmus molekuler tekniklerle tani kolaylastiriimaya
calisiimaktadir *®

Sistemik kandidozun sadece klinik belirtiler ile taninmasi oldukca
zordur. Bu ylUzden, tani icin kdltdr, serolojik, histopatolojik ve molekiler
yontemler kullaniimaldir. Molekiler yéntemlerin kullaniimasinin esas
amaci, patojen mantarin klinik &rnekte kultiri yapiimadan Once
saptanmasi veya geleneksel yontemlerle kiltlrde Uretilmis olan mantarin

hizli tanimlanmasidir 43444546,

Sitokin saliniminin élgtimesi icin ¢esitli methodlar gelistiriimistir:
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), ELISPOT (The Enzyme-
linked immunosorbent spot ) , RT-PCR (Revers transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu), immunohistokimyasal ve intra selliler sitokin boyama
(ICSS). Bu sistemlerin avantajlari ve dezavantajlari vardir: ELISPOT ve
ICCS sitokin Ureten hlicelerin frekansini tahmin etmede en uygun yollardir;
ELISA salgilanan proteinin tim miktarini élgcer; RT-PCR yarn kantitatif
seviyelerde indiklenebilir mRNA’y1 élger. immunohistokimya dokularda
sitokin Greten hiicrelerin lokalizasyonunda faydalidir 2.

Son yillarda cesitli amaclarla da kullanilan ELISA yéntemi, bircok
klinik 6rnekte mikroorganizmaya ait yapilari tire 6zgul olarak kisa sirede

tespit edilebilmektedir.

2. 8. 1. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Enzyme Immun Assay (EIA) olarak da adlandirilan bu yéntem esas

olarak, 6zgul antijen-antikor baglanmasini géstermek amaciyla enzimle
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isaretli konjugat ve enzim substrati kullanilarak renklendiriimesi esasina

dayanir. Substrat, enzimin etki ettigi ve enzime spesifik olan maddedir.

ELISA’nin ¢ok duyarli ve glvenilir olmasi, kolay uygulanabilir
olmasi, isaretli immun ayraclarin uzun sdre saklanabilmesi,
radyoizotoplarin  kullanimi sonrasi atiklarin yok edilmesi &6nleminin
gerekmemesi ve enzim igaretleri igin kromojenik substrat kullanilarak
gorulebilir ve okunabilir sonuglar vermesi gibi 6zellikler sistemin avantajli
yanlaridir. Bunun yaninda 6zel cihazlara gereksinim bulunmasi ve pahali

olmasi ise sistemin dezavantajlari olarak sayilabilir 349,

ELISA

Antikor Baglanan driinler

enzim
Baglanma

29giall ] '
bélgesi i % Substrat
- \ . &
ikincil antikor #” S Orin
Antijen Ve

Antijen ~
- @

Ornek & !
L . ‘ . ‘ L]
= 4 s
PR A1 -
» 7
[} Solid Phaze
Baglanma Yikama Baglanma Okuma

Sekil 4: ELISA Ydntemi

Parazitolojik tanida antijen veya antikor arama prensibine
dayanarak kullanilan ELISA ydntemleri direk ELISA, indirek ELISA, dot-
ELISA, kompetitif ELISA yéntemleridir 401,
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Direk ELISA’da; kati ortamda, bilinen antikora ayni anda antijen
aranacak supheli materyalin eklenmesiyle yapilir. indirek ELISA ise bilinen
antikora sUpheli materyal yaninda hayvan koékenli 6zgdl antikorlarin
eklenmesi ile yapiimaktadir. Dot-ELISA yénteminde antijen, ELISA plaklari
yerine nitroseliloz membrana emdirilerek stiphelenilen érnekte antikor ya

da antijen aranmaktadir *°.

Kompetitif ELISA (cELISA) ydnteminin prensibi de antijen antikor
reaksiyonuna dayanir. Burada isaretli antijen ile isaretsiz antijen antikorlar
reaksiyona girmek icin yarisirlar. isaretsiz antijen tayin etmek istedigimiz
maddedir. isaretli antijenin hazirlanmasinda isaretleyici olarak enzim
kullanilir. cELISA ile isaretli antikorlar (sekonder antikor) kullanilarak da
slpheli  serumda antikor aramak mimkindir.  Reaksiyonun
tamamlanmasindan sonra ayirma iglemi yapilir ve ortama substrat ilave
edilerek fotometrik yolla enzim aktivitesi Ol¢tllr. Belirgin renk degisimi,
primer antikorlarin engellendigi veya hi¢ olmadigini, dolayisiyla stpheli
serumda etkene ait antikorun bulunmadigini gésterir. Primer antikorlarin
antijenlere baglanmasinin engellenmesinden kaynaklanan zayif renk

degisimi ise, stipheli serumda etkene ait antikor varligini gésterir *°.
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Sekil 5: Kompetitif, indirek ve Direk ELISA Yéntemleri

GUnOmuzde birgcok tani laboratuvarlarinda yaygin olarak ELISA
testleri kullaniimaktadir. Bu testlerin avantajlarn arasinda genis infeksiyon
tani parametrelerinin ticari olarak temin edilmesi, yéntemin otomasyona
uyarlanabilirligi ve bdylece cok sayida érnegin kisa sltrede calisilabilmesi,
sonuclarin spektrofotometrede objektif olarak -kalitatif, semikantitatif ya da
kantitatif- degerlendiriimesi gibi dzellikler sayilabilir *°

a) Kati Faz (Matriks)

Manuel ELISA ydntemlerinde kullanilan kati faz, genellikle
cukurlarina antijen veya antikor baglanmis oldugu 96 ¢ukurlu diiz tabanli
polistern mikropleytlerdir *°
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b) Enzim ve Substratlar

Konjugatin isaretlenmesinde en ¢ok kullanilan enzimler alkalen
fosfataz (AP) ve horseradish peroksidaz (HRP) enzimleridir. ELISA
yéntemlerinde AP icin kullanilan substrat BCIP/NBT (5-bromo-4kloro-3-
indolil fosfat/nitro mavi tetrazolium), HRP icin ise TMB (tetrametillbenzidin)’
dir. Bu enzimlerin kromojenik substratlari ile birlesmesi ile renk degisimi
olur.

Son yillarda isaretleme maddesi olarak kullanilan biotin-avidin
sistemleri, molekiller arasinda baglanma bdlgelerinin daha fazla olmasi,
baglanmalarinin daha 6zgul olmasi ve kuvvetli olmasi gibi nedenlerle
olusan sinyal miktarini artirmakta ve bdylece ELISA yéntemlerinin
duyarhligini yikseltmektedir. Bu ydntemde antikor molekll biotin ile
isaretlidir, ortama enzimle isaretli streptavidin eklendiginde biotin ile
kuvvetle baglanir ve daha sonra substratin eklenmesi ile renk degisimi
ortaya cikar *°.

c) Yikama

ELISA yénteminde her bir safha arasinda fosfatli tampon sollisyonu
(PBS, wash buffer) ile yikama islemi 6nemli yer tutar. Bu islem, ézgul
baglanmalari etkilemezken 6zgul olmayan baglanmalari gidermektedir.
Yikama islemleri iyi yapilmadiginda yalanci pozitiflikler saptanabilir *°.

d) Durdurma
ELISA’ nin son safhasi olan “reaksiyonun durdurulmasi”
basamaginda asidik veya bazik ¢ozeltiler (HoSO4, HCI, NaOH) kullanilir.

Bdylece enzim-substrat reaksiyonu istenilen stirede sona erdirilir. Bu

islemin yapiimamasi ya da ge¢ yapilmasi, kromojenik substratin bir stre
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sonra kendiliginden renk degistirmesine, dolayisiyla da gecersiz

sonugclarin elde edilmesine yol acar *°.
e) Okuma

Reaksiyon sonunda olusan rengin siddeti spektrofotometrik olarak
Olchltr. Okumada en sik kullanilan dalga boylari 405, 450 ve 630 nm’ dir.
Sonuglar tek bir dalga boyunda okutulabilecegi gibi ¢ift dalga boyuyla da
okutulabilir. Cukurlarin renk siddeti (optik dansite) érnekteki antikor veya
antijenin konsantrasyonu ile iligkilidir.

ELISA ybéntemi 6zgil antijen-antikor baglanmasini géstermek
amaci ile enzimle isaretli konjugat ve enzim substrati kullanilarak
renklendirilmesi esasina dayanir. Ozgiil olan antikor antijen baglanmasi
sayesinde antikorlar ile 6rneklerdeki bu antikora 6zgul antijenin varhigini,

antijenler ile de 6zgul antikorlari tespit edilir.

2.8.1.a. ELISA Yénteminin Uygulanmasi

1) Kati faza bilinen bir antijen/antikor baglanir.

2) Antijen/antikor bagli gukurlara érnekler ve standartlar eklenerek oda
Isisinda veya 37°C’ de belirli bir slire bekletilir.

3) inkiibasyon sonunda cukurlara eklenmis olan drnekler dokiilerek
kuyucuklar tamponlanmis sivi ile yikanir. Cukura eklenen érnekler
icinde 6zgul antikor var ise katl fazdaki antijene baglandigi i¢in
ylkama islemi ile ortamdan uzaklagtirilamaz.

4) Kati fazdaki antijene baglanmis olan IgG yapisindaki antikoru
saptamak amaci ile gcukurlara Fc kismi enzim ile isaretli anti-IgG
antikoru eklenir. (IgM yapisindaki antikoru saptamak icin ise Gzerine
enzimle isaretli anti-lgM antikoru eklenir). Enzim ile isaretli anti-IgG

antikorlari konjugat olarak tanimlanmaktadir.
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5)

Cukurlara konjugat eklendikten sonra plak belirli bir stire bekletilir.
inkiibasyon sonunda cukurlara eklenen konjugat dékulr,
tamponlanmis sivi ile yikanir.

Yikama islemi sonunda ortamda bagli kalan konjugatin gésterilmesi
amaciyla ¢ukurlara konjugattaki enzime uygun substrat ve
reaksiyonun gérindr hale gelmesi icin kromojen igeren karisim
eklenir.

Gukurlara eklenmis renksiz enzim substrati belirli bir stre
sonrasinda konjugattaki enzimin etkisiyle renklenir.

Enzim aktivitesini durdurmak amaci ile H.SO, eklenir ve olusan
rengin koyulugu ELISA okuyucusunda degerlendirilir. Plaktaki bazi
cukurlara miktar bilinmeyen standart antikor eklenirse, bu
cukurlardan elde edilen optik dansite (OD) egrisi ile igerigi

bilinmeyen 6rneklerdeki antikor miktari saptanabilir.

2.8.1.b. ELISA ile Antijen tespiti

2.8.1.b. 1. Yarismasiz (non-competitive) Yontem

- Arastirilacak olan antijene 6zgul antikorlar mikropleyt cukurlarina

baghdir. Ornekler cukurlara eklenir. Antijen varsa antikorla &zgiil olarak

birlesir.

- Inkiibasyona birakilarak sonrasinda 3 kez yikama iglemi yapilir.

- Cukurlara bu kez yine antijene 6zgul ve enzimle igretli antikor

(konjugat) eklenir.

- Yikamadan sonra kromojenik substrat eklenir.

- Durdurma sollisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir.

- Renk siddeti spektrofotometrede okutulur ve absorbans degerleri

saptanir.

- Direk veya indirek yontemlerle uygulanabilir.
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2.8.1.b.2. Yarismali (competitive) Yontem

- Mikropleyt gukurlarina 6zgll antikor baglidir. Gukurlara antijen
arastinlacak 6rnek ile birlikte ayni anda enzimle isaretli hazir antijen
eklenir. Ornekteki antijenler ile isaretli antijenler, antikorlara baglanmak
icin yariga girer.

- inkiibasyon ve yikama isleminden sonra gukurlara kromojenik
substrat eklenir.

- Reaksiyon sonucu olusan renk degisikligi, 6rneklerdeki antijen miktari
ile ters orantilidir. Ornekte ne kadar az antijen varsa antikorlarla
birlesen isaretli antijen miktari da o kadar fazla olacaktir.

- Sonuclar spektrofometrik olarak degerlendirilir.

2.8.1.c. ELISA ile Antikor Tespiti

- Mikropleyt gukurlarina 6zgll antijen baghdir. Cukurlara érnek
dilisyonlari eklenir. Ozgiil antikor ( IgG veya IgM) varsa antijenle
birlesir.

- inkiibasyon ve yikama isleminden sonra hangi tip antikor
arastiriliyorsa ona 6zgll konjugat eklenir. ( IgG arastiriiyorsa enzimle
isaretli anti-insan IgG, IgM arastiriliyorsa enzimle isaretli anti-insan
IgM)

- inkiibasyon ve yikama sonrasi ¢ukurlara kromojenik substrat eklenir.
- Reaksiyon sonucu olusan renk degisikligi 6rnekteki antikor miktari ile
dogru orantilidir ve spekrofotometrik olarak degerlendirilir.
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2.8.1.d. ELISA Ybnteminde Sonuclarin Dederlendiriimesi

ELISA yénteminde enzim-substrat reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikan
renk degisimi spektrofotometrik olarak &lgullr ve elde edilen absorbans
degerleri “optik dansite” olarak ifade edilir. Kullanilan ELISA kitinin
Ozelligine gore, kontrol yada standartlardan alinan OD degerleri érneklerin
OD'’leri ile oranlanarak kalitatif, semi kantitatif ve ya kantitatif sonuclar elde
edilir .

Kalitatif sonug; sonug veren bir yéntemde kitin énerisine gére “pozitif
ve negatif kontrol serumlar” veya “kalibratér serumlar” kullanilabilir. Bu
serumlarin OD’lerinden hesaplanan bir “cut off” (esik degeri) vardir.
Orneklerin OD’leri buna gére degerlendirilerek pozitif ya da negatif diye
sonug verilir. Bu tip sonuclar genellikle antijen varliginin veya yoklugunun
belirlenmesinde degerlidir. IgG dizeylerinin él¢iimesi ve takibinde deger
tasimazlar *°.

Semikantitaf olarak sonug veren bir yéntemde, benzer olarak “pozitif
ve negatif kontrol serumlari” ve ya “kalibratér serumlar” kullanilabilir.
Ancak burada 6rneklerden alinan OD’ler cut off OD’sine bélinerek sayisal
bir deger elde edilir. Bu deger érnekte bulunan antikor diizeyinin gergek
degeri olmayip rélatif bir degeri ifade eder. Bir 6rnek degerinin, kitte
6nerilen referans araliginin Gzerinde olmasi, belirli bir dizeydeki pozitifligi
g6stermektedir. Bu tip sonuclar antikor konsantrasyonunun élctlmesinde
deger tasimaz, ancak antikor diizeyinin takibinde kullanilir *°.

Kantitatif sonuc veren bir ydntemde, konsantrasyonlari bilinen
“standart 6rnekler” kullanilir. Farkl kitlere gére degismek Uzere kitin
icerdigi standart 6rnek sayisi 3-8 arasinda degismektedir. Standart
Orneklerin sayisi ne kadar fazla ise 6l¢im araligi o kadar genis olur. Bu tip
degerlendirmede, standart 6rneklerin konsantrasyonlarina karsilik OD’leri
kullanilarak bir grafik elde edilir ve arastirilan érneklerin OD’lerinin bu
grafikteki karsiliklari gergek deger olarak ifade edilir (Or; 1U/ml, pg/ml,
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nmol/ml gibi). Bu tip sonuglar antikor konsantrasyonlarinin élgtiimesinde
ve antikor diizeyinin takibinde deger tasimaktadir *°.

Bu calisma, deneysel olarak kandidemi olusturulmus farelerde;
dalak dokusunda infeksiyonla birlikte salinan bazi sitokinlerin (TNF-a, IFN-
y, IL-10, IL-2, IL-1B, IL-4, IL-6) saliniminin, ELISA ydntemi kullanilarak
gbsterilmesi icin tasarlanmis ve bu sekilde C. albicans infeksiyonu
sirasinda olusan sitokin profillerindeki  degisikliklerin  belirlenmesi

amaclanmistir.
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3. GERECLER

3. 1. Cihazlar

Buzdolabi (Argelik, Turkiye)

Kuru Isi Blogu (Boeco, Almanya)

Mikrosantrif(j (Heraeus, Almanya)

Santrifdj Cihazi (Hermle Z380, BioTek, Almanya)
Derin Dondurucu (Ugur, Turkiye)

Etiv (%5’lik CO2'li)(Revco, Amerika)

Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Pastér Firini (Electro-mag, Tarkiye)
Spektrofotometre (Roche, Amerika)

Sinif 2 Biyoguvenlik Kabini (Apollo Metis Biyoteknoloji, Ttrkiye)
Isik Mikroskobu (Olympus, Japonya)

Ependorf (RNaz’ dan Yoksun) (Trefflab, isvicre)
Mikropipetler ve uclar (Beta Pette™, Amerika)
Makas (Dizdarer, Ankara)

Pens (Dizdarer, Ankara)

Penset (Dizdarer, Ankara)

Vorteks (Heidolph, Almanya)

pH-metre (Fisher Scientific, Amerika)

Slzgec (Dizdarer, Ankara)

Hucre stizgeci (BD Falcon, Amerika)

Enjektér ( Stperset, Tirkiye)
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Filtre (0,22p’luk) ( Orange Scientific, Belgika)
Tip(15-50cc) (TPP, iskogya)

Pastor pipeti ( LP ITALIANA SPA, italya)
Neumber lami ( REIGHERT, Amerika)

Plak (24 kuyucuklu) (TPP, iskogya)

ELISA okuyucusu ve yikama cihazi (Bio-tek, Amerika)

3. 2. Kimyasal Maddeler

Etil Alkol (Riedel-de Haen, Almanya)

Saboroud Dextrose Agar (SDA) (Oxoid, ingiltere)
Tripan Mavisi (Applichem, Almanya)

Gentamisin (I.E. Ulagay, Turkiye)

Ampisilin (Mustafa Nevzat, Turkiye)

NH4CI (Sigma, Amerika)

Trisma Base (Sigma, Almanya)

HCI (J. T. Baker, Hollanda)

RPMI - 1640 besiyeri (Sigma, Amerika)

Penisilin (Biochrom AG , Almanya)

Streptomisin (Biochrom AG , Almanya)

MEM (Minimal Essential Medium) Sodyum Piruvat (Gibco, iskogya)

FBS (Fetal Bovine Serum) (Isi ile inaktive edilmis) (Biochrom AG,

Almanya)
L- Glutamine (Biochrom AG , Almanya)

Siprofloksasin (Bio Farma, Trkiye)
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B-2 merkaptoetanol (Fluca Biochemica, Almanya)

LPS (Lipopolisakkarit) (E.coli) (MP Biomedicals, Almanya)
PBS (Biochrom AG , Aimanya)

Serum fizyolojik (Eczacibasi, Turkiye)

Ketalar (Pfizer, Turkiye)

ELISA kiti (Biosource, Belgika)

3. 3. Digerleri

-Swiss albino sigan, 25-30 gr, 6-8 haftalik disi (Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlarn Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi)

-Candida albicans ATCC 10231 referans susu
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4. YONTEMLER

4. 1. Suslar

Calismada C. albicans ATCC 10231 referans susu kullaniimistir. C.
albicans susu, -30°C’deki stok kiltirden SDA plagina yapilan canlandirma
ekiminin, 35°C’de 48 saat inklibe edilmesi ile elde edilmistir. Klltlr sonrasi
Tripan mavisi ile C. albicans hiicrelerinin canlihdi incelenmis ve neumber
laminda sayilarak % 0,9 NaCl icinde 10° Candida/ml olacak sekilde Mc
Farland standardina gére ayarlanmigtir.

Canaiaa albicans

Sekil 6 : Besiyerinde C.albicans gérinimu

4. 2. Hayvan Modeli

Deney kosullari, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’'nde, Etik Kurul Yénergesine
uygun sekilde tamamlanmigtir. Deney hayvani olarak 6-8 haftalik, 25-30 gr
agirhgindaki 20 adet (10 kontrol + 10 infekte) Swiss albino cinsi digi fare
kullanilmistir. infekte grup olarak secilen 10 adet farede bakteriyel
infeksiyonlari engellemek icin gentamisin (6 mg/kg) ile ampisilin (10
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mg/kg) intramiskiler uygulanmistir. Farelere, icerisinde ml'de 1x10° C.
albicans hucresi bulunan maya sispansiyonu lateral kuyruk veni ve
intraperitoneal olarak verilmistir. 5 gunlik infeksiyon siresinin ardindan
farelere ketalar (100 mg/kg) ile anestezi uygulanmistir. Anestezi altinda
farelerin abdomenleri % 70’lik etil alkol ile silindikten sonra steril makas ve
penset yardimi ile acgiimistir. Kontrol grubu ve infekte grubun dalaklari
alinarak deneylerde ayni gin iginde kullaniimistir.

4. 3. Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak saf RPMI-1640 besiyeri igine;
-100 U/ml Penisilin
-100 ug/ml Streptomisin
-MEM Sodyum Piruvat
-%10’luk FBS (Isi ile inaktive edilmig) (56°C’ de 30dk.)
-2mM L-glutamin
-10ug/ml Siprofloksasin (0,22’lik filtreden siizlilerek)

-0.05mM (-2 merkaptoetanol eklenerek besiyeri iginde kimyasallarin

c6zinmesi ve karisimi saglanmistir.

4. 4. Dalaktan Hiicre izolasyonu

4. 4. 1. Eritrosit Lizis Asamasi

0,83gr NH4Cl 100 ml distile su igerisine eklenip vortekslenerek
¢6zlnmesi saglanmistir. Gozelti 0,220k filtreden siziImUstir.

50



2,05gr Trisma-base 50ml distile su icerisinde ¢6zulmustar.
Karisimin pH’si HCI ilavesi ile pH 7,3-7,4 olacak sekilde ayarlanmistir.
Toplam hacim 100 ml ‘ye distile su ile tamamlanmistir. Cozelti 0,22p’lik

filtreden stzilmastdr.

dalak buydklaga ile orantili olarak belirlenmistir (yaklasik 2-3 ml). Dalak
hiicreleri ile ¢dzeltiler birlestirilerek oda 1sisinda 2-3 dk. veya +4 °C’de 3-4
dk. beklenerek eritrosit lizis agsamasi tamamlanmistir.

4. 4. 2. Hicrelerin Elde Edilmesi

Kontrol ve infekte gruba ait dalak dokulari besiyeri iceren farkl

tiplere alinmistir.

-Dalak enjektér ile perfliize edilerek sizgecin Uzerinde enjektor
pistonu ile besiyeri igerisinde ezilmigtir.

-Suzgegte kalan hicreleri toplamak amaciyla stuzge¢ besiyeri ile
ylkanmigtir.

-Toplanan hucreler 6zel hicre stizgecinden sizllerek ayri bir tlipe

alinarak Uzerine besiyeri ilave edilmigtir.

-Tap hafifce alt Ust edildikten sonra 1200 rpm’de 5 dk. santrif(j
edilmistir.

-Santriflj sonrasi Ust sivi atilarak c¢okelek 2ml besiyeri ile
kanstiriimistir.

-1/20 dilisyonda hicre/tripan mavisi ile hdcreler neumber lami
kullanilarak 11k mikroskobunda sayilmigtir. (1/4 Tripan mavisi/PBS
seklinde ¢dzllerek hazirlanmigtir)

-Elde edilen hucreler 1200 rpm’de 5 dk. santrif(j edilmistir.
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-Ust sivi atildiktan sonra ¢okelek icerisine 1/9 diliisyonda Tris-HCI/
NH4CI eklenmistir ve 2-3 dk. oda isisinda inkiibe edilerek eritrosit lizisi
saglanmistir.

-Karigim Gzerine besiyeri ilave edilerek 1000 rpm’de 5 dk. santrifij
edilmistir.

-Ust sivi ortamdan uzaklastirilarak ¢cokelek 2 ml besiyeri icerisinde
kanstirilarak neumber lami kullanilarak 1sik mikroskobunda hucreler
sayllmigtir.

4. 5. LPS Hazirlanmasi

Hlcrelerde meydana gelebilecek immunolojik degisimleri hicre
kiltiriinde daha net olarak gézlemleyebilmek igin hiicreler LPS (E.coli) ile
uyariimistir.

Ticari olarak hazir olan LPS (5mg/ml) hiicre kdltirinde 10 pg/ml
olacak sekilde distile su ile ¢dziinerek hazirlanmigtir.

4. 6. Hicre Kultara

Kontrol ve infekte gruba ait dalaklardan izole edilen mononikleer
hicreler farkli kuyucuklarda kilttire alinmigtir.

-iki gruba ait mononiikleer hicreler iki kuyucuk olacak ve kuyucuk
basina 10° hiicre/ml olacak sekilde besiyeri (~1 ml) ile birlikte 24

kuyucuklu plaklara konulmustur.

-HUcrelerdeki immunolojik degisimi arttirmak ve gbézlemleyebilmek
icin LPS igeren ve icermeyen kuyucuklar negatif ve pozitif kontrol olarak

hazirlanmistir.
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-Kontrol ve infekte grup hicreleri 0, 24, 48, 72 saat slresince %5’lik

CO_'li etlivde inkiibasyona birakilmistir.

-inkiibasyon siresi tamamlanan kuyucuklardaki Ust sivilar pipetle
ependorflara toplanmistir.

-Ependorflar 2000 rpm’de 3 dk. santriflij edilmistir.

-Santrifij sonrasi elde edilen ependorflardaki {st sivilar yeni
ependorflara alinmigtir.

-Sonraki deney asamalarinda kullanilmak Uzere -70°C’de
saklanmigtir.

4.7. ELISA

-Derin dondurucudaki (-70 °C) Ust sivi 6rnekleri ¢ikarilarak TNF-a,
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y sitokinlerinin dizeyleri ELISA ydntemi
ile firmanin Oénerileri dogrultusunda kit icerisindeki talimatlara uygun
sekilde belirlenmistir (Biosource).

-Ust sivi érnekleri ve sitokinlere ait standartlar 96 kuyucuklu
mikroplaklarda uygun kuyucuklara yerlestirildikten sonra inkibasyon
tamponu ile inkibe edilmistir.

-Daha sonra kuyucuklara Biotin konjugat konulup, plaklar oda
Isisinda tekrar inklbasyona birakiimistir.

-inklibasyon sonrasi kuyucuklar yikama soliisyonu ile yikanmistir
ve Streptavidin- Peroxidase (HRP) solisyonu eklenmistir.

-Oda 1sisinda inkiibasyonu takiben, plaklar tekrar yikama sollisyonu
ile yikanmisgtir.

-Son asamada kuyucuklara Kromojen sollisyonu konulup, plaklar
oda Isisinda inkiibasyona birakilmistir.

-Kuyucuklarda olusan reaksiyon Stop solusyonu ile durdurulmustur.
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-Kuyucuklarda olusan absorbans degerleri, ELISA okuyucusunda
450 nm’de okutularak degerlendirilmistir (BioTek).

-Standart egri, her plak icin uygun olan sitokin standartlar ile
olusturulmustur.

-Orneklere ait sitokin diizeyleri, standart egri lizerinde isaretlenerek,
dalak hiicrelerine ait sitokin dizeyleri pg/ml cinsinden belirlenmistir.

4. 8. Kontaminasyona Karsi Koruma

Hlcre Kkaoltard steril kosullarda yapilmistir. NUkleazdan yoksun
ependorflar (Costar, Corning, NY, USA) UV isiginda steril edilmistir.
Pipetler hicre kdltiri ve ELISA’ ya uygun filtreli tipte kullaniimis,
reaksiyonlar UV 1s1d1 bulunan biyolojik yénden glvenli kabinde (Metis
Biyoteknoloji, Ankara, Turkiye) yapilmistir.

4. 9. istatistiksel Analiz

Deneysel sayilar ve yuzdeler kullanilarak, kontrol ve infekte grup
karsilastirimasinda “Mann-Whitney U testi” kullaniimistir. p < 0,05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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5. BULGULAR

5. 1. Sitokinlerin saliniminin ELISA Sonugclari

5.1.1. TNF-a Saliniminin Gosterilmesi

C. albicans ile infekte fare modelinde dalaktan elde edilen
mononUkleer hicrelerden gesitli sitokinlerinin salgilanmasinin incelendigi
calismamizda, TNF-o duzeylerinin, gerek Lipopolisakkarit (LPS) ile
uyariimis, gerekse uyarilmamis infekte grup mononukleer hicrelerinde
infekte olmayan kontrol hicrelerine gére arttirmis oldugu belirlenmigtir.
Artiglarin LPS ile uyarimda daha fazla oldugu belirlenmigtir. Ancak,
sadece 72. saatte kontrol hicreleri ile C. albicans ile infekte hicreler
arasindaki artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05)
(Grafik 1).

300 B Kontrol 24.sa
_ OC.albicans 24.sa
250 I B Kontrol LPS 24.sa
200 Ik T ® C.albicans+LPS 24.sa
s b9 1 B Kontrol 48.sa
:tp 150 | = @ C.albicans 48.sa
Z E s} KontrF)I LPS 48.sa
100 N == B C.albicans+LPS 48.sa
T I B Kontrol 72.sa
50 E C.albicans 72.sa
- B Kontrol LPS 72.sa
0 f\ s @C.albicans+LPS 72.sa

Grafik 1. C. albicans ile infekte ve infekte olmayan fare mononikleer

hiucrelerinde TNF-a salgilanmasi (ortalama * ortalamanin standart hatasi)
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5.1. 2. 1L-1B Saliniminin Gosterilmesi

Calismamizda inceledigimiz sitokinlerden IL-1B dlzeylerinin ise, C.
albicans ile infekte htcreler ile kontrol grubu hlcreleri arasindaki 24. saat
disinda, infekte hlcrelerde artis gdsterdigi tespit edilmistir. Bu artis, 72.
saatte LPS ile uyariimamis hicrelerde anlaml dizeylere ulasmistir
(p<0.05) (Grafik 2).

1400 B Kontrol 24.sa
1200 OC.albicans 24.sa
[ Kontrol LPS 24.sa
= 1000 . @ C.albicans+LPS 24.sa
?E,, : B Kontrol 48.sa
g 8001 : & C.albicans 48.sa
© 4
3 500 | 4 B Kontrol LPS 48.sa
\n 4 @ C.albicans+ LPS 48.sa
= 400 4 B Kontrol 72.sa
4 EC.albicans 72.sa
200 o= ElKontrol LPS 72.sa
o | M o = C.albicans+LPS 72.sa

Grafik 2. C. albicans ile infekte ve infekte olmayan fare mononikleer

hicrelerinde IL-1p sekresyonu (ortalama + ortalamanin standart hatasi)
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5.1. 3. IL-6 Saliniminin Gdsterilmesi

C. albicans

infekte fare mononlkleer hcreleri ile infekte

olmayan kontrol grubu fare mononikleer hicrelerinden salgilanmalari

incelenen diger bir sitokin olan IL-6 dlzeylerinin, 6zellikle LPS uyarimi

olan huicrelerde infekte grupta kontrol grubuna gbére azalma gdsterdigi

belirlenmistir. Azalma dizeyleri sadece LPS ile uyariimis kontrol grubu

hiicreleri ile C. albicans ile infekte hlicreler arasinda 24. saatte istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Grafik 3).

60
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B Kontrol 24.sa
OC.albicans 24.sa
Kontrol LPS 24.sa

B C.albicans+LPS 24.sa
B Kontrol 48.sa

B C.albicansl| 48. sa

B Kontrol LPS 48.sa

O C.albicans+LPS 48.sa
B Kontrol 72.sa

B C.albicans 72.sa

B Kontrol LPS 72.sa
ElC.albicans+LPS 72.sa

Grafik 3. C. albicans ile infekte ve infekte olmayan fare mononikleer

hucrelerinde IL-6 salgilanmasi (ortalama = ortalamanin standart hatasi)
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5.1. 4. IL-2 Saliniminin Gosterilmesi

Gruplar arasinda dlzeyleri karsilastirilan sitokinlerden IL-2, 24.
saatte LPS ile uyariimis ve uyariimamis hicrelerde C. albicans ile
infeksiyonda anlamli diizeylerde artis gdsterirken, 24.saati takiben 48. ve
72. saatlerde uyarilmis ve uyarilmamis hicrelerde infekte grupta anlamli

dlzeyde bir artis géstermemistir (p<0.05) (Grafik 4).

40 m Kontrol 24.sa
- _ O C.albicans 24.sa
— Kontrol LPS 24.sa
30 C.albicans+ LPS 24.sa

o Kontrol 48.sa

& C.albicans 48.sa

& Kontrol LPS 48.sa

m C.albicans+LPS 48.sa
8 Kontrol 72.sa

IL-2 (pg/ml)

C.albicans 72.sa
o Kontrol LPS 72.sa
[ C.albicans+LPS 72.sa

Grafik 4. C. albicans ile infekte ve infekte olmayan fare mononikleer

hucrelerinde IL-2 salgilanmasi (ortalama = ortalamanin standart hatasi)
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5.1.5. IL-4 Saliniminin Gosterilmesi

Calismamizda, IL-4 diizeyleri genel olarak ¢cok belirgin bir degisiklik
gbstermemigtir. Ancak, IL-4 dlzeyleri, 48. ve 72. saatlerde LPS ile
uyariimis htcrelerde infeksiyonu takiben belirgin olarak istatistiksel

dlzeylerde anlamli azalma gdstermistir (p<0.05) (Grafik 5).

25 B Kontrol 24.sa

OC.albicans 24.sa

B Kontrol LPS 24.sa

@ C.albicans+ LPS 24.sa
B Kontrol 48.sa

B C.albicans 48.sa

B Kontrol LPS 48.sa

[ C.albicans+LPS 48.sa
B Kontrol 72.sa

[ C.albicans 72.sa

@ Kontrol LPS 72.sa

B C.albicans+LPS 72.sa

N
o

IL-4 (pg/ml)
o

-
o
I

Grafik 5. C. albicans ile infekte ve infekte olmayan fare mononikleer

hiucrelerinde IL-4 salgilanmasi (ortalama = ortalamanin standart hatasi)
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5.1.6. IFN-y Saliniminin Gosterilmesi

C. albicans ile infekte hlcreler ile infekte olmayan kontrol grubuna

ait farelerden elde edilen hicreler arasinda IFN-y dizeyleri infekte

hiicrelerde belirgin artis gostermistir. Bu artis; 24, 48 ve 72. saatlerde LPS

ile uyarilmis ve uyarilmamis hicrelerde infekte grupta kontrol grubu

hiicrelerine gére anlamli diizeylere ulasmistir (p<0.05) (Grafik 6).
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800 -
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200 -

H Kontrol 24.sa
OC.albicans 24.sa
Kontrol LPS 24.sa

E C.albicans+LPS 24.sa
Kontrol 48.sa

B C.albicans 48.sa

B Kontrol LPS 48.sa

H C.albicans+LPS 48.sa
B Kontrol 72.sa

B C.albicans 72.sa

O Kontrol LPS 72.sa
EC.albicans+LPS 72.sa

Grafik 6. C. albicans ile infekte ve infekte olmayan fare mononikleer

hucrelerinde IFN-y salgilanmasi (ortalama + ortalamanin standart hatasi)
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5.1.7.1L-10 Saliniminin Gdsterilmesi

Galismamizda C. albicans fare modelinden elde edilen hlcreler

infekte olmayan kontrol grubu farelere ait hiicrelerle kiyaslandiginda IL-10

sitokin dlzeylerinin  24.

saatte anlaml

olmayan dizeylerde artis

gosterirken, 48 ve 72. saatlerde LPS ile uyarim sonrasi infekte hlicrelerde

istatistiksel olarak anlamli dizeylerde azalma gdsterdigi belirlenmigtir

(p<0.05) (Grafik 6).
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Grafik 7. C. albicans ile infekte ve infekte olmayan fare mononikleer

hicrelerinde IL-10 salgilanmasi (ortalama + ortalamanin standart hatasi)
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6. TARTISMA

Her gegen gln artmakta olan mantar infeksiyonlari organ nakili,
antibiyotik kullanimi, AIDS gibi nedenlerle bagisiklik sistemi baskilanmig
bireylerde ciddi sorunlar olusturabilmektedir’.

Mantar infeksiyonlarinin  tanisi, tedavide izlenecek yolun
belirlenmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Klasik olarak kuiltirden
etkenin izolasyonu ve tanimlanmasi, serolojik olarak mantar Urinlerinin
gbsterilmesi, histopatolojik preparatlarda mantarlara ait hiflerin veya
hicrelerin goéralmesi ile mantar infeksiyonlarinin tanisi konmaktadir.
Molekuler yontemler, yiksek 6zgullik ve duyarlihklar ile son yillarda

mantar infeksiyonlarinin tanisinda kullaniimaktadir 2.

invaziv kandidozun tanisinda hastaliga 6zgi klinik bilgilerin diginda
mantarin varliginin belirlenmesi oldukga zordur. Son yillarda gelistirilen ve
Candida’ nin hizli tanisinda kullaniimaya c¢alisilan testlerin avantajlarinin
yani sira dezavantajlari da bulunmaktadir. Lain ve arkadaslarinin yaptigi
bir calismada C. albicans’ in germ tlpltne 6zgdl hif duvar proteini (Hwp),
yogun bakim hastalarinda ELISA ydntemi ile arastirilmistir. Sonuglar
blotlama teknigi ile de dogrulanmistir. Bu ¢alismaya gére, %90 6zgulligu
belirlenen ELISA sonuglarinda C. albicans germ tlp htcrelerinin Hwp’ ne
sahip olduklari belirlenmistir’.

Badiee ve arkadaslarinin karaciger nakli sonucu gelisen invaziv
fungal infeksiyonlar arastirdigi bir calismada klinik érnekler PCR/ELISA
metodlari kullanilarak belirlenmeye calisilmigtir. Ayrica kan &rnekleri
BACTEC sistemi kullanilarak da belirlenmistir. Bu calismaya gére PCR/
ELISA metodlarinin karaciger nakli sonrasi gelisen invaziv fungal
infeksiyonlarin erken ddnem tanisinda yeterli 6zgullikte olmadiklari

belirlenmistir’".
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Fungal infeksiyonlara kargli savunmada kullanilan dogal,
hicresel/humoral bagisiklik mekanizmalarinin sekillenmesi, mantarin
birtakim &zelliklerinin yani sira konagin 6zellikleri ve infeksiyonun olustugu
anatomik bdlge ile ilgilidir. Mantarlara kargi bagisik yanitta, konagin
bagisikhk sistemi ile mantarin gelistirdigi birtakim bagisiklik sisteminden

kacis mekanizmalari arasinda bir miicadele séz konusudur'*.

Candida'lara karsi gelisen bagisik yanitin bitin ayrintilar tam
olarak aciklanmamis olmakla birlikte, dogal ve kazanilmig bagisikhk
sisteminin birlikte bu savunmada rol aldigi bilinmektedir. Mantar
infeksiyonlarinda konagin bagisik durumu &énemli bir rol oynar. Son
yillarda mantar infeksiyonlari, 6zellikle bagisiklik sistemi gesitli sebeplerle

baskilanmis veya zayiflatilmis hastalarda artis gdstermektedir 2330-¢,

Dogal bagisiklik, infeksiyonun erken ddbnemlerinde gelisir ve
Okaryotik organizmalara kargli korunmada etkindir. Uyarilan makrofajlar ve
diger bagisiklik sistemi Gyeleri “sitokin” olarak tanimlanan ve infeksiyona
karsi konak yanitini dizenleyen polipeptitler Uretir. Dogdal bagisiklik,
sitokin ve kemokin gibi araci molekuller kullanarak antijen taninmasi ve
sunumunu gerceklestirir. Mikroorganizmalar vicuda girdiklerinde ilk
olarak, anatomik ve fiziki bariyerler, normal flora ve savunma sistemleri ile
karsilasir. Bu engelleri asabilen mikroorganizmalar, fagositik hicreler ve
antijen sunucu hicrelerle karsilasir; bdylece dogal bagisiklik mekanizmasi

tamamlanir 23”7,

Candida’ lara kargl savunmada mononUkleer ve polimorfonUkleer
I6kositler (PMNL) gibi fagositer sistem hUcreleri tarafindan olusturulan
hicresel yanit cok o6nemlidir. Bu hlcreler oksidatif ve nonoksidatif
mekanizmalarini kullanarak Candida’larin hlicre i¢i ve hiicre digI ortamda
olduriimesine katkida bulunur. Ayrica makrofajlar, mikroorganizmayi
isleyerek Th hlcrelerine sunar ve kazaniimis bagisiklik yanitinin
baslatiimasinda rol oynar. Mononikleer hicreler salgiladiklari sitokinler
aracihgi ile de bagisiklik sistemine katkida bulunur. Nétrofil sayisinda
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azalma ve nétrofil fonksiyonlarinda bozukluk bulunan hastalarda Candida

infeksiyonlarinin sikliginda énemli bir artis gérilmustir 3%,

Mantarlara kargi kazanilmig bagisiklikta B lenfositlerin roll ¢ok net

aydinlatiimamustir 3°-3¢.

1986 yilinda, farelerde ve insanlarda yapilan ¢alismalar sonucunda
Th hicrelerinin sitokin Gretimine gére, Th1 ve Th2 alt gruplarina ayrildigi
gOsterilmigtir. Bdylelikle sitokinler ile cesitli hastaliklar arasindaki iligkiler
anlasiimaya baslanmistir ’.

Th1 yaniti, IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a gibi sitokinlerin Gretimi ile
gerceklesir ve yeniden infeksiyonun olusumuna karsi direnc saglar. Th2
yanitinda, IL-4, IL-10, IL-6 Gretimi gorulir ve kronik hastaliklarin gelisimi ile
iligkilidir. Th1 sitokinleri hiicresel bagisik yaniti, Th2 sitokinleri ise humoral
bagisik yaniti uyarir. Th1 ve Th2 sitokin profil analizleri, bircok hastaliktaki
bagisik yaniti belirlemede kullaniimaktadir. Th1 ve Th2 sitokinleri
arasindaki kritik denge, koruyucu bagisikhigin olusumunda gereklidir 2.

Th1 hicreler, genellikle proinflamatuvar sitokinleri  Gretir.
Proinflamatuvar sitokinlerin olusumu, bagisik yanitin erken dénemlerinde
artar. Bdylece sitokinler mikrobiyal kolonizasyon ve invazyona kargi konak
savunma mekanizmasina katkida bulunmus olur. Proinflamatuvar
sitokinler bu fonksiyonlarini yerine getirirken -dozlariyla orantili olarak-
ates, inflamasyon, doku harabiyeti, sok ve 6lime de neden olabilirler.
Proinflamatuvar  sitokinlerin  aktiviteleri, IL-4, IL-10, IL-13 gibi
antiinflamatuvar  sitokinler  tarafindan  baskilanir.  Bu  ydzden,
proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerin etkileri arasindaki dengenin

hastaligin sonlandiriimasina katkida bulundugu diistinlmastir 7.

Sitokinlerin inflamasyonda, hematopoiezde, sistemler ve hicreler
arasindaki fizyolojik iliskilerde ve sonugta konagin mikroorganizmaya karsi

savunmasinda énemli gdrevleri vardir 2.
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Th1 tipi sitokinler (TNF-a, IL-1, IL-2, IFN-y, IL-12, IL-15)
makrofajlarin fagositoz yeteneklerini glclendirerek infeksiyonlara karsi
savunmay! olusturur. Th2 tipi sitokinler (IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, TGF-B, IL-
6) ise, B hucrelerini antikor sentezlemeye yo6neltir. Béylece akut ve kronik

inflamasyonu ve geg tipte hiicresel asiri duyarliigi inhibe ederler 3730,

Kandidoz, konagin htcresel bagisiklik yanitinda rol oynayan
hicrelerin alt populasyonlarini uyarir. Valdez ve ark. nin yaptiklan
calismada, C. albicans’ in (is1 ile 6ldirilmis veya canl) farkh dozlarinin
etkilerinin htcresel ve humoral bagisikhigin olusmasi Uzerine etkilerine
bakilmistir. Hicresel bagisiklhigin etkileri, farelere degisen dozlarda C.
albicans verilerek saptanmigtir ve gecikmis tip asiri duyarlilik reaksiyonlari
(DTH) icin kontrol edilmistir. Humoral bagisiklik C. albicans’ in farkl
dozlari ile dalak mononikleer hicrelerinin  karsilastirimasi ile
incelenmigtir. Bu c¢alismanin sonuglarina bakilarak, farkli dozlarda
mayanin farelere verilmesinin hicresel ve humoral yaniti baskiladigi
(6zellikle canli olarak 10°-102 uygulanmasi), 8li olarak uygulanan mayanin
her iki cevabi da arttirdigi gdsterilmistir “°.

C. albicans, insanlarda firsatci fungal infeksiyonlara énculik eder.
C. albicans blastosporlarinin intravendz olarak fareye verilmesi sonucunda
cesitli dokularda maya yerlesimi géralir. Fare sistemik kandidozunda Th1
yanitinin gelisimi, fungal patojene karsi koruyucu bagisiklik ile ilgiliyken,

Th2 yanitinin gelisimi patolojinin ilerleyiginin kaniti oldugu disunudimektedir
20,23

Th1/Th2 sitokin dengesinin Candida’lara karsi savunmada oldukc¢a
6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Th1 sitokinlerin koruyucu rol oynadigi,
bunun tersine Th2 grubu sitokinlerin Candida’ya karsi gelisen bagisik
yanitt bozdugu yapilan calismalarda goértlmastir. Ayrica invivo Th1 ve
Th2 cevaplarinin en iyi IFN-yIL-4 orani ile belirlenebilecegini

aciklanmistir’.
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Yaptigimiz ¢alismada, Candida infeksiyonu sirasinda gorilen
sitokin profillerindeki degisikliklerin belirlenmesi amaciyla, kandidoz
olusturulmus fare modellerinde Th1 yanitinin gdstergesi olarak TNF-a,
IFN-y, IL-1B, IL-2 ve Th2 yanitinin g0stergesi olarak IL-4, IL-6, IL-10 gibi
sitokinlerin ifadelenmesi incelenmistir. Elde edilen veriler saghkli kontrol

grubu farelerle karsilastiriimistir.

Sistemik C. albicans infeksiyonlarinda serumda TNF-a dizeyi hizli
bir artis gdsterir ve bu artis 6lime kadar devam eder. Mantar ve mantar
bilesenleri ile karsilasan makrofajlardan salinan TNF-o antifungal etkileri

olan nétrofilleri aktive ederek iltihabi bélgeye toplar °.

TNF-a, PMN’ lerin endotelyal membranlara yapismasini, PMN’lerin
opsonize zimosana karsi fagositik aktivitesini, C. albicans’ in hifi ve
c6zinebilir uyariciya karsi O, ve HxOo, salinimini, PMN’lerin
degranllasyonu ve antikora bagl hlcre sitotoksisitesini arttirir.

Louie ve arkadaslarinin yaptiklar bir ¢calismada, C. albicans ile
infekte farelerin serumlarinda TNF-a miktarlarinin giderek artis gdésterdigi,
infekte olmayan farelerde ise higbir artisin goérilmedidi bildiriimektedir.
Ayni zamanda TNF-a’nin varhdinin organlardaki fungal yikl azaltarak
konak savunmasinda olumlu katkilari oldugu bildirilmistir. ~ Ayni
arastirmacilar, TNF-a’'nin, periferik kandaki I6kosit sayisini ve infekte
dokulardaki inflamatuvar cevabi etkilemedigini bulmuslardir. Ayni ¢alisma
sirasinda yapilan bir invitro deneyde, TNF-a’nin direk antikandidal etkisinin
olmadigi gdsterilmistir °.

Antifungal ilaglarin etkisinin ve toksisitesinin mononikleer hiicreler
tarafindan dretilen sitokinlerin Gretimi ile iligkili olabilecegi Louie ve ark.
tarafindan yapilan calismada gésteriimeye calisiimistir. Flukonazol, 5-
florositozin (5-FC), amfoterisin B (AmB) ve lipozomal AmB (LAB)’ nin artan
konsantrasyonlar fare peritoneal makrofajlarindan TNF-a salgilanmasini
uyarmaktadir. Flukanozol ve 5-FC makrofajlar Gzerinde ¢ok fazla uyarici

bir etki gdstermemesine karsin AmB TNF-a uyarimini saglamaktadir. Bu
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sonuglara gbére, AmB’ nin toksisitesi ve bagisiklik sistemini dizenleyici
Ozelligi, uyariimis makrofajlardan salgilanan TNF-a’ y1 baglamasi ile ilgili
olabilecegi, ayrica AmB yanitinda makrofajlardan Gretilen TNF-a’nin C.
albicans infeksiyonu ile iligkili olabilecedi bildirilmistir. TNF-a yanitini
olusturan diger ilaclarin (flukanozol, 5- FC ve LAB) eksikliginin yan etkiler

olusturabilecegi sdylenmektedir 8.

imir ve arkadaslarinin yaptiklar calismada C. albicans ‘in fare
peritoneal makrofajlarindan (PM) TNF-a dretimini uyarma kapasitesi
arastinimistir. Candida ile uyariimis peritoneal makrofajlar ve insan PBMC’
lerinin kultdr sOpernatantlarinda TNF-a aktivitesi ELISA yontemi ile tayin
edilmigtir. C. albicans doza bagimh olarak bu iki hicre tipinde TNF-a
Uretimini uyarmaktadir. Peritoneal makrofajlardan TNF-a Gretimini, 1si ile
inaktive edilmis Candida hicreleri canh formlarina oranla daha az
uyarmistir. Canli C. albicans ile yapilan kaltlriin 24. saat sUpernatantlari
peritoneal makrofajlardan TNF-a dretimi  UGzerine etkili olmadigi
gorulmastir. Saccharomyces cerevisiae 6z0tl olan mannan doza bagli
olarak PM'’ lardan TNF-a Uretimini arttirmaktadir. Candida’ nin PM’ lardan
TNF-a dretiminin Gzerine etkisi direk olarak mayanin hicre duvari ile
baglantili oldugu bulunmustur. Ayrica C. albicans’ in diger Candida

tiirlerine oranla daha fazla sitokin tretimini sagladig bildirilmistir ¢’

Bazi proinflamatuvar sitokinlerin etkinligi ve akut infeksiyon
anindaki degisimleri Gaforio ve ark. tarafindan 2002’'de gdsterilmigtir.
Kandidozdan 24 saat sonra ve LPS ile uyarim sonucunda TNF-a

seviyelerinin kontrole oranla arttigini bildirmislerdir °°.

C. albicans ile infekte fare modelinde dalaktan elde edilen
monondkleer hicrelerden gesitli sitokinlerin salgilanmasinin incelendigi
calismamizda, TNF-o dlzeylerinin, gerek LPS ile uyarimig, gerekse
uyarilmamis infekte grup mononulkleer hucrelerinde infekte olmayan
kontrol hlcrelerine gére artmis oldugu belirlenmistir. Artiglarin LPS ile
uyarimda daha fazla oldugu belirlenmistir. LPS ile uyarimda belirgin olarak
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artan TNF-o dlUzeylerinin 72. saatte istatistiksel olarak anlamli oldugu

gO6ralmustlr (p<0.05).

infeksiyon ve diger inflamatuvar uyaranlara karsi konak yanitinin
mediatéri olan ve TNF-a ile beraber etki gbésteren IL-1’'in ana kaynagi

mononukleer fagositlerdir.

Schaller ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada lokal
Candida albicans infeksiyonuna kars! konak bagisikliginda antikandidal
keratinositlerin ve polimorfontkleer I6kositlerin anahtar bir rol oynadigini
géstermiglerdir. Bu calismada Candida ile infekte insan oral
epitelyumlarindan GM-CSF, kerotinositlerden immun sistemi uyarici IL-1j3,
IL-1a, TNF-a ve IFN-y salgilandigi gorilmustir. Bu immun cevabin
infeksiyon bdlgesine gelen PMN’ ler ile ilgili olacag bildirilmistir ¢°.

infeksiyona karsi 6zgll olmayan direngte immiin sistemi diizenleyici
sitokinlerden IL-13’nin artisinin uyarildigi bilinmektedir. Van't ve ark.
yapmis oldugu bir c¢alhsmalarinda 6ldarici  Candida albicans
infeksiyonunda nétropenik farelerin hayatta kalma streleri Uzerine IL-1p’
nin etkisini incelemiglerdir. No&tropeniye sokulan farelere Candida
infeksiyonundan 6 saat sonra yada 1-2 saat 6nce IL-1 verilmis ve hayatta
kalma sireleri kontrol hayvanlarla karsilastirilmistir. infeksiyonun 24.
saatinde %97, 48. saatinde %70, 72. saatinde ise %23’Unin hayatta
kaldigi géraimuUstir. Sonug olarak bu calisma ile IL-1B" nin élddrict C.
albicans infeksiyonu olan nétropenik farelerin yasam sdrelerini uzattigi

gosterilmistir’®.

Galismamizda inceledigimiz sitokinlerden IL-13 dizeylerinin ise, C.
albicans ile infekte hcreler ile kontrol grubu hlcreleri arasindaki 24. saat
disinda, infekte hiicrelerde artis gdsterdigi tespit edilmistir. Bu artis, 72.
saatte LPS ile uyariimamis hicrelerde anlamli dizeylere ulasmistir
(p<0.05).
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invitro ve invivo yapilan galismalar IFN-y’ nin fungisidal fagositler
icin gerekli temel bir sitokin oldugunu g&stermektedir. IFN-y dogal
badisiklik sistemi hilcreleri Uzerindeki etkisinin yani sira Th hucrelerinin

farklilasmasini erken dénemde diizenlemektedir °.

Almedia ve ark. yaptiklan ¢alismada, infeksiyona direngli ve duyarli
farelerden izole edilen dendritik hlicrelerin Paracoccioides brasiliensis’ e
kargl olusturduklari direncte Th lenfositlerinin nasil rol oynadiklarini
belirlemeyi amagclamislardir. T lenfositlerin proliferasyonlari
karsilastirildiginda duyarli fare grubunda direngli gruba oranla dendritik
hicrelerin daha az etkin oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢calismada makrofajlar
ve dendritik hicreler gibi farklh antijen sunucu hucrelerin, farkl
konsantrasyonlardaki Th1 lenfokinleri ile uyarildigini belirlemede IL-2 ve
IFN-y’ nin dretimi 6lctimUstir. Direngli farelerde lenfosit ¢ogalmasinin
uyariminda dendiritik hicrelerin makrofajlara gére daha etkin oldugu
g6ralmustar. Bu hicrelerde IL-2 ile IFN-y Uretimi acgisindan énemli bir
farkhlik — g6rilmemistir.  Duyarli  farelerin  hlcreleri  kullanildiginda
makrofajlarin lenfosit ¢ogalmasini uyarmada dendritik hicrelerden daha
duyarli oldugu gériimids ve Th1 sitokin CGretiminde ise fark
g6zlemlenmemistir. Bu sonuglar makrofajlar ve dendritik hlcrelerin distk
etkinligini akla getirmektedir. Invitro olarak Th1 lenfokinleri, uyarilan
hicreler tarafindan salinir ve invivo olarak hastaligin ilerleyiginin bir

belirtisi olabilir 8.

Elahi ve ark. tarafindan, Candida infeksiyonlarina duyarli ve direngli
iki farkli fare modelinde yapilan ¢alismada, infeksiyona direngli grupta IL-4,
IL-12 ve IFN-y dizeylerinde, C. albicans’ in hizh eliminasyonu ile uyumlu
olarak erken dénemde artis oldugu; duyarl grupta ise IL-4 ifadelenmesinin
geciktigi ve daha az oldugu belirlenmis ve C. albicans’ In hizl
eliminasyonunun IFN-y, IL-12 gibi sitokinlerin erken salinimini sagladigi
bildirilmistir 3.
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Kaposzta ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada, IFN-y’nin
invaziv kandidozda hayatta kalma sansini artirdigi belirlenmistir. Ayrica
badisiklik sistemi defekti bulunan ve bulunmayan iki farkli fare grubunda,
cesitli doku ve organlardaki IFN-y’nin yoklugu ile olusan yetersiz lokal
bagisik yanitin, kandidozla daha da artabilecegi gdsterilmistir 2.

Marodi ve arkadaslarinin yaptigi invitro bir calismada opsonize ve
opsonize olmamis C. albicans kullanmis ve IFN-y’ nin
monosit/makrofajlarin  kandidisidal aktivitesini artinp  artirmadigini
incelemigtir. Sonucta, IFN-y’nin bu hicrelerin kandidasidal aktivitesini her
iki durumda artirdigini géstermiglerdir. Zaman gectikce hiicre kiltGrinde
hem fagosite edilen Candida sayisinin arttigi, hem de salinan sitokinin

diizeylerinde artis gorldiigi belirlenmistir 2.

Yapmis oldugumuz calismada C. albicans ile infekte hlicrelerden
salinan |IFN-y dlzeylerindeki artislar yukaridaki arastirmacilarin elde
ettikleri sonuglarla uyumlu bulunmustur. C. albicans ile infekte hlcreler ile
infekte olmayan kontrol grubuna ait farelerden elde edilen hucreler
arasindaki IFN-y dlzeyleri infekte hicrelerde belirgin artis gdstermistir. Bu
artis; 24, 48 ve 72. saatlerde LPS ile uyarilmis ve uyariimamis hiicrelerde
infekte grupta kontrol grubu hlcrelerine gére anlamh dizeylere ulagmistir
(p<0.05).

T hicrelerinden (Th2), B hulcrelerinden, makrofajlardan ve
fibroblastlardan salgilanan IL-6 dogal ve kazaniimig bagisiklikta gbrev

alir’®,

Farah ve arkadaslarinin yaptiklari calismada orofarengeal
kandidozda meydana gelen immunolojik degdisimler belirlenmeye
calisiimistir. Farelerdeki farkli bagisiklik sistem hicreleri kimyasal madde
ile inaktive edilerek C. albicans hucreleri ile infeksiyon modeli
olusturulmustur. CD4+ ve CD8+ T lenfositlerinin yok edilmesi tek basina
oral infeksiyonun siddetini kontrol gurubuna gére arttirmamigtir. PMN ve
MNC hucrelerinin birlikte inaktive edilmesi farelerde oral infeksiyonun
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siddetini 6énemli dlctide arttirmistir. Yliksek seviyelerdeki IFN-y ve IL-2
iyilesen hayvanlarin lenf nodlarindan izole edilmistir. Bununla birlikte IL-6,
TNF-a ve IFN-y hem infekte edilmis hem de infekte edilmemis farelerin
oral mukozasinda saptanmigtir. Bu sonuglar 1siginda orofarengeal
kandidiazisin iyilesmesinde IL-12 ve IFN-y gibi Th1 sitokinlerinin rol aldigdi,
ayrica monosit ve nétrofil fonksiyonlarinin CD4+ T hucre artigsina bagh
oldugu sdylenmektedir ©'.

Nakagawa ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada C. albicans’ a
6zgul B-glukan ile insan PBMC’leri kiltlire edilerek olusan sitokinler
degerlendirilmigtir. Monosit hiicre kiltlrlerinde proinflamatuvar sitokinlerin
artisi ile baskilanmis IL-6, IL-2 ve IFN-y seviyeleri goérGlmastir. Bu
sonuglara gére C. albicans’ in B-glukan yapisi monosit fonksiyonlarini
dogrudan baskilayarak T hicre fonksiyonlarini dolayli yoldan inhibe

etmektedir .

C. albicans ile infekte fare mononUkleer hcreleri ile infekte
olmayan kontrol grubu fare mononUkleer hicrelerinden salinimini
inceledigimiz diger bir sitokin olan IL-6 dlUzeylerinin, 6zellikle LPS uyarimi
olan hicrelerde infekte grupta kontrol grubuna gére azalma goésterdigi ve
sonuclarin yukarida bahsedilen calismalarla benzer oldugu belirlenmistir.
Azalma dizeyleri sadece LPS ile uyariimis kontrol grubu hicreleri ile C.
albicans ile infekte hiicreler arasinda 24. saatte istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0.05).

T lenfositlerinden (Th1) ve NK hcrelerinden salinan IL-2’ nin tim
bagisiklik sistemi Uzerinde arttirici bir etkisi bulunmaktadir. IL-2’ nin aksine
aktive Th2 hulcrelerinden salinan IL-4, IFN-y’nin hicresel bagisikhktaki

etkilerini azaltici rol oynar "2,

Grazziutti ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada insan PBMC’
lerinin  Aspergillus ve C. albicans’ a Kkargl cevabl invitro olarak
degerlendirilmigtir. Kontrol grubu olarak segilen saglikli gruba isi ile
6ldurtimis Aspergillus konidiasi verilerek bu grubun % 85’inde yanit
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gelismistir ancak tam tersi yénde C. albicans’ a kargl bitin vericilerde
yanit olustugu goértlmistar.  Aspergillus konidialari ile MNC’ lerin
birlestirildigi kalttr Gst sivilarinda IFN-y, TNF-a ve IL-2 seviyelerinde artig,
IL-10 ve IL-4 duzeylerinde ise herhangi bir degisimin olmadigi uyariimamis
hicreler ile karsilastirilarak gdsterilmistir. Aspergillus, lenfositlerin adezyon
ve aktivasyon ile ilgili ylzey molekdllerinin ifadelenmesini uyarmaktadir.
Bu sonuclar lenfositlerin Aspergillus ve C. albicans’ a karsi gelisen konak
cevabinda Th1 tip cevabi ile katkida bulundugunu géstermektedir °.

Yaptigimiz ¢alismada gruplar arasinda dizeyleri karsilastirilan
sitokinlerden IL-2, 24. saatte LPS ile uyariimis ve uyariimamis hicrelerde
C. albicans ile infeksiyonda anlamli dizeylerde artis géstermistir. Ancak
24.saati takiben 48. ve 72. saatlerde uyariimis ve uyariimamis hicrelerde

infekte grupta anlamlh dizeyde bir artis gdéstermemistir (p<0.05).

Galismamizda, IL-4 dizeyleri genel olarak ¢ok belirgin bir degisiklik
gbstermemigtir. Ancak, IL-4 dlzeyleri, 48 ve 72. saatlerde LPS ile
uyariilmis htcrelerde infeksiyonu takiben belirgin olarak istatistiksel
dizeylerde anlamli azalma gdstermistir ve sonuglarin yukarida bahsedilen

calismalarla benzer oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Sitokin sentezi inhibitdéri olan IL-10, Th2 hicreleri, B lenfositleri ve
makrofajlar tarafindan antijen ile uyarildiktan sonra ge¢ dbénemde
salgilanir. Th1’lerin Uretecegi IL-2 ve INF-y yapimini baskilayarak bagisik
yanitin Th2 yéniinde gelismesine neden olur %.

Spellberg ve ark. yaptiklar ¢calismada, kandidozlu fare modelinde
konak yasami ile bébrek ve dalak bagisiklik yanitin arasindaki iligkiyi
arastirmiglardir. infekte farelerde, dalak ve bobrek lenfositlerinin hiicre igi
icerikleri ile batln organlarin sitokin profilleri belirlenmistir. Fare agisindan
6ldirtci olan ve olmayan inokulasyonlarin ikisinde de yabanil tip maya
hicrelerinin dalakta Th2 cevabini arttirdigi g6érilmuastar. Hif olusturma
eksikligi bulunan maya hicre mutantlarinin ise degisiklik olusturmadigi

gorulmustdr. Sistemik infeksiyonda konagin hayatta kalma siresinin
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badisik yanitin tipi ile iligkili oldugu kabul edilmektedir. Bu arastirmanin
sonuglari, dokularda hif formundaki C. albicans’ in invivo kosullarda Th2

ozellikle de IL-10 yanitini artirdigini géstermektedir 8.

Netea ve ark., invitro ve invivo deneylerde, maya hilcre duvarinda
bulunan mannan, glukan ve kitin gibi antijenik 6zellik tasiyan
komponentlerin taninmasinda ve yok edilmesinde TLR2 ve TLR4’Gn etkin
bir sekilde rol oynadigini géstermislerdir. Sitokin seviyelerine bakildiginda
ise; TNF-a, IFN-y gibi proinflamatuvar sitokinlerin infeksiyonla arttigini,
buna karsin IL-10 seviyesinin de azaldi§i bildirmislerdir >2.

Brieland ve ark.’nin deneylerinde Candida infeksiyonu ile birlikte
cesitli dokulardan salinan (agiz, vajina, bébrek) TNF-a, IFN-y seviyesinin
her gegcen gln artarak devam ettigi, buna karsin antiinflamatuvar
sitokinlerden IL-10’'un azaldigi belirlenmistir. infeksiyon tablosunun
ilerleyen dénemlerinde ise Th2 grup sitokin ifadelenmesi artig gosterirken,
Th1 grubu sitokinlerde dusls g6zlenmistir. TNF-a, IFN-y, IL-12 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin neden oldugu fagositik aktivite ile, Candida
infeksiyonuna kargi konagin savunmasinda anahtar rol aldiklari, IL-10 gibi
antiinflamatuvar sitokinlerin fagositik hdcrelerin effektér mekanizmalarini
baskilayarak infeksiyona karsi olusturulan Th1 bagisik yanitini ortadan
kaldirdigi ve infeksiyona duyarlidi artirdigi bildirilmistir *2.

Roilides ve ark. mononUkleer hicreler ile Candida huicrelerini
invitro olarak birlestirdiklerinde, mayaya kargi monontkleer hUcreler
tarafindan olusturulan antifungal etkinin IL-10 ile baskilandigini
gOstermigtir.  Bdylece vicuda giren antijenlere karsi gelistirilen

antiinflamatuvar yanitin diizenlendigini bildirilmislerdir >*°.

Calismamizda C. albicans fare modelinden elde edilen hiicrelerde
infekte olmayan kontrol grubu farelere ait hiicrelerle kiyaslandiginda IL-10
sitokin dlzeylerinin 24. saatte anlamli olmayan dlzeylerde artis
gosterirken, 48 ve 72. saatlerde LPS ile uyarim sonrasi infekte hiicrelerde
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istatistiksel olarak anlamh dizeylerde azalma gbésterdigi belirlenmistir
(p<0.05).

C. albicans’ in sistemik infeksiyonlarinda farelerdeki duyarlilik ve
diren¢ Th1 ve Th2 cevaplarinin dengesi ile iliskilidir. Scappelo ve
arkadaslarinin yaptiklari galismada, mantarla infekte edilen farelerde TGF-
B’ nin Uretiminin arttigi gérilmustar. TGF-B’ nin serolojik olarak azalmasi
kazanilmis bagisikhgin gelisimine son verir ve bu durum IL-12/IFN-y’ nin
bozulmus Uretimi ile sonuc¢lanmaktadir. Tekrar maya infeksiyonu
oldugunda IL-4 ve IL-10’ nun ifadelenmesi artmaktadir. IFN-y’ nin aktive
ettigi makrofajlarin  kandidisidal  fonksiyonu invitro TGF-B ile
saglanmaktadir. in vivo kosullarda Candida infeksiyonu ile artan Th1 hiicre
farklilagsmasinda IFN-y ve IL-12’ nin rolU oldugu bilgisine ek olarak TGF-§’
nin kandidisidal direncin uzun slUrmesinde ve optimal Th1 yanitin

gelismesinde gerekli oldugunu gdsterilmistir °°.

Kazaniimis bagisiklikta Th1/Th2 dengesi Candida infeksiyonunun
patogenezinin anlasilmasinda gereklidir. Bagisiklk sistemi baskilanmis
hastalarda Candida infeksiyonlari konagin yasami agisindan risk olusturur.

Farelerde C. albicans infeksiyonuna kargl diren¢g Th1 hlicre yaniti
ile saglanmaktadir. Th1 hcreleri tarafindan salgilanan sitokinler
makrofajlari ve nétrofilleri Candida’ y1 yok etme yéninde uyarmaktadir.
Th2 yanitinin gelismesi konagin infeksiyona duyarhligini gdsterir. Clnku
Th2 hicrelerinin salgiladidi sitokinler Th1 yanitin gelisimini inhibe eder ve
fagositik efektdér hicreleri etkisizlestirir. Dogal ve kazaniimig T hicre
bagdisikligi arasindaki c¢apraz etkilerin taninmasi infeksiyona karsi

olusturulan yanit mekanizmalarini agida cikaracaktir 27-33-3¢,

Th1 sitokinleri C. albicans infeksiyonuna direncin fagositik
mekanizmalarini arttirirken Th2 sitokinlerin zayiflatmaktadir. Bununla
birlikte hicrenin mukozal ya da sistemik seviyede direncin olugmasi igin
hiicre diizeyinde farkliliklar olabilir. ilerlemis Candida infeksiyonlarinda
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(6rnegin; HIV infeksiyonu gibi bagdisiklik sistemi zayiflamis hastalarda) Th1

hiicrelerinden ziyade Th2 hiicrelerinin cevabi daha dnemlidir 3.

Kronik mukokutan6z kandidoz, deri, tirnak ve mukoz membranlarin
ilerleyici ve tekrar eden Candida infeksiyonlari ile karakterize kompleks bir
bozukluktur. Kronik mukokltanéz kandidozlu (CMC) hastalarda yapilan
calismalarda Lilic ve ark., IL-6 ve antiinflamatuvar sitokin olan IL-10
seviyelerinin arttigini, IL-12 ve IL-2 seviyesinin dustigunt, TNF-a, IL-4 ve
IL-5 seviyelerinde ¢ok énemli bir degisimin gérulmedigini ve ilging olarak
da IFN-y’'nin neredeyse yok denecek kadar az oldugunu saptamislardir.
IL-12 ve IFN-y’'nin da kandidozun vicuttan atihmi ve Th1 yanitina
yardimci oldugu bilinmektedir. Mantarlara karsi koruyucu gérev yapan Th1
yanitinin bu tlr hastalarda bozuk olmasi, infeksiyonun ilerlemesinde
6nemli bir role sahiptir. Ayrica antiinflamatuvar sitokinlerin (IL-10 gibi)
artisinin, Th1 yanitini baskilamasi nedeniyle kandidoza kargi duyarlihgi
arttigr bildirilmigtir. Bu hastalarda disik dizey Th1 ve ylksek dizey Th2

sitokin paterni mevcuttur *”.

T hicre yaniti C. albicans’ a karsl bagisik yanitin baslatiimasinda
ve surduriimesinde kritiktir. Temel olarak Th1/Th2 dengesi ilk olarak Th1
yaniti ve fagosite bagimh bagisikligin strddrilmesi arasinda bir iligkiyi
gerektirir. Bu iligki mantar infeksiyonuna engel olmada veya infekte edilmig
dokudan patojenik mantari temizlemede ve Th1\Th2 yanitin

diizenlemesinde énemlidir 333,

Bu calismalar 1s1ginda, infeksiyonlar sirasinda Th1 yaniti ile Th2
yaniti arasinda karsilikli bir etkilesimin oldugu anlasiimaktadir. Th1 yaniti
infeksiyonun erken dénemleri ile artis gdsterirken, Th2 yanitinin olusmasi
ile birlikte Th1 yaniti baskilanmaktadir. Bizim ¢alismamizda da IL-2 (24.
saatte anlamli artist), TNF- a, IFN-y ve IL-13 salinimina bagl olarak artan
Th1 yaniti; IL-4, IL-6 ve IL-10 saliniminin azalmasina bagh olarak
baskilanmis Th2 yaniti gézlenmistir. Bu verilere dayanarak olusturulan
infeksiyon modelinde akut inflamatuvar cevabin infeksiyonun baslangi¢
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déneminde artis gdsterdigi, buna bagli olarak da kronik inflamatuvar

cevabin bu dénemde baskilandigi géralmastar.
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7. SONUC

Candida ve bagisiklik sisteminin diger elemanlari arasindaki
iligskinin karmasik oldugu duistntlmektedir. Bu iliskide tek bir parametrenin
roli yoktur. Cok sayida bilesen birbiriyle etkilesim halinde gbérev
yapmaktadir. Sitokinler de bu infeksiyonda etkin rol oynamaktadir. Ancak
Candida infeksiyonu sirasinda Th1 ve Th2 sitokin yanitinin infeksiyonun
farkl  dénemlerinde etkin oldugu ve Candida infeksiyonlarinin
patogenezinde énemli rol oynadigi distnilmektedir. Th1/Th2 dengesinde
olusan degisikliklere bagl olarak Candida infeksiyonuna karsi korunma
saglanmakta veya infeksiyon ilerlemektedir. Candida infeksiyonundaki
sitokin profilinin tam olarak belirlenebilmesi, bu infeksiyonlardan
korunmada ve tedavisinde yeni secgeneklerin gelistiriimesine olanak

saglayacaktir.
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