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l. GIRIS

Genig spektrumlu antibiyotiklerin daha yaygin kullanimi, tedavi
protokollerindeki gelismeler sonucu bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarin yasam sdrelerinin uzamasi, organ nakillerinin ¢ok daha sik
yapilmasi ve bu tlr hastalarda bagisiklik sistemini baskilayici ajanlarin

kullaniminin artisi gibi nedenlerle mantar infeksiyonlarinda son yillarda
biiyiik bir artis goriilmektedir .

Bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarin  dogal savunma
mekanizmalan iglevlerini tam olarak yerine getiremedigi icgin, sistemik
mantar infeksiyonlarina duyarliliklari da artmaktadir. Bu hastalardaki
mantar infeksiyonlar; giddetli, hizl ilerleyen, tanisi ve tedavisi zor olan
infeksiyonlardir.  Hastaligin  klinik  spektrumu  derinin  ylzeyel
infeksiyonundan hayati tehdit eden sistemik infeksiyonlara kadar
degismektedir.

Normal flora elemani olarak deri, mukoza ve sindirim sisteminde
bulunan Candida tirleri insanda firsat¢l infeksiyonlarin en 6nemli

nedenlerindendir ".

Candida infeksiyonlarina kargi korunmada dogal ve kazaniimig
bagisiklik sistemi 6nemlidir. Bu sistemlerde yer alan hlcresel ve humoral
mekanizmalar kandidoza karsi korunmada birlikte caligir. Mekanik
bariyerler, fagositik hucreler, T hucreleri ve antikor Uretimi Candida
infeksiyonlarina karsi savunmanin farkli basamaklarinda degisik etkinlikte

rol almaktadir 23,

Hucreler arasi iligkiler bir yandan iki hucrenin dodrudan dogruya
birbirleri ile iligki kurmalari, bir yandan da olusturduklari hormon benzeri
maddelerle birbirlerini etkilemeleri sonucunda yuratulir. Bagisik yanitin

dizenlenmesinde, B ve T lenfositleri, makrofajlar, monositler gibi



badisiklik sistemi hilcreleri tarafindan salinan hormon benzeri araci
maddelere genel olarak “sitokinler” adi verilir. Peptit ya da glikoprotein
yapisinda olan sitokinler, bagisik yanit olaylarinda, yangisal tepkimelerde,
doku onariminda, bagisiklik sistemi hicrelerinin ¢odalip farklilagsmasinda

gorev alir %,

Son yillarda sitokinlerin gdsterilmesi igin serolojik yontemler
yaninda molekiler ybntemler de kullanilmaya baglanmistir. Ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile sitokin ifadesinin
gosterilmesi duyarli ve 6zgul bir ydbntem olarak kullaniimaktadir.

Bu calismada, invaziv kandidoz olusturuimus sigan modelinde
Interlékin 10 (IL-10), Interferon y (IFN-y), Timoér Nekroz Faktér a (TNF-a)

gibi sitokinlerin ifadelerinin arastirlmasi hedeflenmistir.



Il. GENEL BILGILER

Il. a. Tarihge

M.O. dérdiinci yizyilda Hippocrates ve Galen'’in oral lezyon olarak
tanimladiklarn pamukgugun altta yatan ciddi hastaliklar ile iligkili klinik bir
belirti oldudu bilinmekteydi. 1839°da Almanya’da Bernard Langenbeck,
tifisli bir hastanin oral lezyonlarindan izole ettigi organizmayi “Typhus-
Leichen” (tifus cisimcikleri) olarak tanimlamig, 1841'de Emil Berg
tarafindan saglikli bebeklerde pamukgugun fungal etyolojisi arastiriimisgtir.
Candida albicans ilk kez 1842'de Gruby tarafindan tanimlanmistir >°.

II. b. Taksonomi

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

ailesinin Candida cinsinde siniflandirimigtir 71112,

Il. c. Ekoloji

Candida’lar maya seklinde Ureyen mantarlarin énemli bir grubudur
ve 200’den fazla tard tanimlanmistir. Bitkilerde de yasayabilen Candida
turleri, insan ve diger sicakkanh hayvanlarin birgcogunda kommensal
olarak bulunur. Gegis yolu genellikle yiyecekler, direk temas (giyecekler,

11011 Bazi tarler insan

yatak, disg fircalari vd.) olarak bilinmektedir
florasinin bir pargasi olabilir ancak tum bu tlrlerin sadece % 10'u
insanlarda infeksiyon etkeni olma o6zelligine sahiptir. Candida’lar agdiz
boslugu, sindirim kanali, vajina, rektal bolge, bazi cilt bolgeleri gibi saghkh

vucut yuzeylerinden izole edilebilir. Candida albicans (C. albicans), C.



glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae, C.
guilliermondii insanlarda yaygin olarak karsilagilan turlerdir. C. albicans,

bu tlrler arasinda en sik izole edilen turdiir 1%,

Il. d. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Bayuklugu 2-6 um arasinda olan Candida, tek hucreli, Okaryotik ve
kemoheterotrof olup, yuvarlak veya oval bigimdedir. Genellikle tek basina,
zincirler olusturarak ya da kugik yumusak kumeler seklinde goérundr.
Aseksuel yolla tomurcuklanarak (blastokonidya) ¢ogalma gosterir. Birgok
tur, dokuya invaze oldugunda hem yalanci hem de gergek hif formlarini
olusturur (dimorfizm). Arka arkaya tomurcuklanan blastokonidyalarin
birbirinden ayrniimayip uzayarak ve aralarinda bogumlar olustururak
yaptiklari hiucre zincirleri yalanci hifleri olusturur. C. glabrata hari¢ timi

uygun kosullar altinda yalanci hif tiretir 10111314,

Candida turleri, antibiyotikli (kloramfenikol veya gentamisin igeren)
Sabouraud dextrose agar (SDA)da pH 4-7’de, 24-42 °C’de, 24-48 saatte
uretilebilir. Ayrica kanh agar, beyin-kalp inflzyon agar ve triptoz agar gibi
bakteriyolojik ortamlarda da Ureyebilir. Genellikle kirli beyaz veya krem
rengi, nemli, dizgin veya burusuk kenarl, dlizgun ylzeyli veya gobekli;
uzayan inkUbasyonla birlikte kivriml hale gelen, mat ya da parlak, maya
kokulu yumusak koloniler olustururlar. Besiyeri ylUzeyinin altinda ise

yalanci hifler bulunur "'*1°,

Tum Candida turleri glukozu fermente eder, higbirisi nitrati asimile
edemez. Sadece C. guilliermondii, dulsitoll ve C. krusei laktozu asimile
eder. Candida turleri genellikle Ureaz Uretmez ve KNOs3'U kullanmaz,
ancak bazi C. krusei izolatlar uUreaz pozitif olabilir. Bu gruptaki maya
benzeri mantarlarin kilturlerinde etanol, asetoin ve asetik asit, formik asit,
laktik asit, propionik asit, piruvik asit, stksinik asit gibi organik asitlerden

zengin metabolik son driinler olugur "®°.



C. albicans iki morfolojik test ile diger Candida turlerinden ayirt
edilebilir: Serum iginde 37 °C’de 2 saat inkube edilirse, ¢imlenme borusu
(germ tup) olusumu gozlenir. Misirunu - Tween 80 agarda ise C. albicans
tipik olarak iri, kure seklinde klamidospor olugtururlar. Diger mayalar da
oldugu gibi gram pozitif boyanir; hematoksilen veya giemsa boyalarini gok

iyi icine almazlar *°.

Il. e. Hiicre Yapisi

Hucre duvari sert bir yapida olup, hicreye sekil verir, hif olusumda
gorev alir, protoplasti osmotik degisikliklere karsi korur, ortam ile maya
arasindaki iligkiyi dizenler ve maya hucresinin degisik yuzeylere
tutunmasinda dogrudan goérev alir. Duvar yapisinda bulunan bazi
maddeler antifungal ajanlar i¢in hedef olustururken, bazilari ayni zamanda
antijenik determinantlari tasir. Duvar komponentlerinin = %80-90’1
karbonhidratlar, % 5-15i 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
icerir. Hucre duvar matriksinin baglica polisakkaritlerinden olan glukan, B-
1,3 dallan iceren B-1,6 D-glukoz rezidulerinden meydana gelir. Ayrica kitin
sentetaz ile sitozolde bulunan kitin, B-1,4 baglar iceren N-asetil-D-
glukozaminin dallanmamig polimeridir. B-glukan ve kitin sert bir ag
olugturarak duvarin yapisal bilegenini olusturur. Proteinler ve
glukoproteinler bu iskelete baglanir. Mannan ise, a-1,6 baglan olan D-
mannozdan olusur. C. albicans’in maya ve hif formlarinda glukan ve
mannan igerigi benzerdir fakat hif hicrelerinde kitin miktann maya
hiicresine gore 3 kat daha fazladir. Elektron mikroskopisi ¢aligsmalarina
gore Candida’larin hicre duvari en az 5 katmanhdir. Maya-hif dontgumd
suresince bu sayi ve kalinlik degisir. Ayrica ortamda yuksek yogunlukta
seker varliginda en digtaki mannoprotein kalinlagir ve fibriler olusumlar



artar. Hucre duvarn, sekil degisiklidinden birinci derece sorumludur
7,10,11,19,20

Dis Fibriler Tabaka
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Sekil 1: C. albicans’in Huicre Duvar Yapisi ve Katmanlari

Il. f. Virulans Faktorleri

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

son derece 6nemli rol oynar.

Altta yatan bir hastalik (I6semi, AIDS vd.), fagositik fonksiyon
bozukluklar (granulositopeni, nétropeni vd.), dis etkenler (intravendz ilag
kullanimi, genig spektrumlu antibiyotiklerle tedavi, transplantasyon
tedavisi, travma vd.) gibi faktorler hastaligin olusumunu etkiler '



Konak bagisikligini  yenmek igin birlikte rol oynayan ve
patogenezde onemli yeri olan Candida virulans faktorleri; adezyon,
morfolojik degisim, fenotipik degisim, toksinler, enzimler, biyofilm olugsumu

seklinde siralanabilir .

Il.f. 1. Yapisma (Aderans)

Aderans, mayanin konak ile iligkisinde ilk basamagini olusturur ve
hicrelerin ylzey 6zellikleri ile ilgilidir. C. albicans’t bu cins igerisinde en sik
hastallk yapan tur olarak ©6ne c¢ikaran o6zelliklerin baginda mukoza
yuzeylerine yapisma yetenegi gelir. C. albicans diger Candida tirlerine
oranla kan damarlari, endotel hucreleri, epidermal keratinositler gibi konak

hiicrelerine daha fazla yapisma yetenegine sahiptir "’

. Cesitli yuzeylere
baglanmasini; sekerler, metal iyonlari, pH, i1s1 gibi gevresel faktorlerin yani
sira fibrinojen, fibronektin, laminin, tip | ve tip IV kollojen gibi konak
proteinleri ve maya hucrelerinin morfolojileri, Ureme fazlarn, yuzey

Ozellikleri, diger mikroorganizmalar ile etkilesimleri belirlemektedir !

Il. f. 2. Morfolojik Dedisim

Maya-hif donagsiminde sireci etkileyen dis faktorler; CO,, pH, 1sl,

N-asetil glukoz, aminoasitlerdir.

infekte dokularda C. albicans’’n hem maya hem de micel sekli
bulunsa da, hif seklinin maya sekline gére dokuya daha fazla yapismasi,
fagositler tarafindan sindirilememesi, aktif semptomlu infeksiyonla iligkili
olmasi, plastik ylzeylere yapismay! saglayan fibriler ylzey tabakalar
olusturmasi, ¢imlenmekte olan hucrelerin daha virulan olmasi, hifin

patogenez ve virulansdaki roliinii kanitiayan bulgulardir 1121,



Il. f. 3. Fenotipik Dedisim

C. albicans’in diuzgun yuzeyli, beyaz renkli koloniler olugturan
yuvarlak-oval, tomurcuklu “beyaz” faz hicreleri; genis yuzeyli, yassl,
yuzeyi purtukla, gri renkli koloniler olusturan uzun, blylk “opak” faz
hicrelerine donusur (W-O degisimi). Bu degdisimin, mayanin konak epitel
hicrelerine tutunmasinda ve notrofil aktivasyonunun bozulmasinda etkili
oldugu ve opak koloni olusturan suslarin virulansinin daha disuk oldugu

bildirilmigtir 7821223,

Il. f. 4. Toksinler ve Enzimler

C. albicans''n maya fazinda endotoksin benzeri maddeler ve

hemolizin Gretimi gosterilmistir.

Hicre digi enzimlerden olan salgisal aspartil proteinaz (SAP),
adezyon ve invazyonda etkilidir. Lezyon bdlgesinde albumin, hemoglobin,
keratin, salgisal IgA gibi proteinleri azalttigi, dusik pH'da aktif olmasi
nedeniyle vajen kolonizasyonuna yardimci oldugu yapilan g¢alismalarda

gosterilmistir 10112,

C. albicans fosfolipazlari, hem konak hicresine penetrasyonu, hem
de hiicre harabiyeti olusturma gucunu artinr. Fosfolipaz, membran

lipidlerini hidrolize ederek hiicre membranina zarar verir 2242,

Demir, birgok canli  tarafindan indirgenme-ylkseltgenme
enzimlerinin kofaktori olarak kullanihir. Candida turlerinin patojenitesini
etkileyen onemli bir faktorin de sideroforlarini kullanabilmesi oldugu

gosterilmistir 2°.



Il. f. 5. Biyofilm Olusumu

Sistemik Candida infeksiyonlari siklikla kateter, yapay eklem ve
protez kalp kapag! gibi medikal aletlerin varh@i ile iligkilidir. Bu aletlerin
Uzerine yapisip biyofilm Gretimi ile kolonizasyon olusturan Candida
turlerinde virulans derecesi ve biyofilm olugturma yetenegi arasinda pozitif
bir iligski oldugu bildirilmistir. Ayrica tibbi malzemelerin Gzerine
yapisabilmesi ve biyofilm olusturabilmesi kandidemi olusumu ve antifungal
direng riskini artirmaktadir. C. albicans ve C. parapsilosis kateter kaynakl

infeksiyonlara yol agabilmektedir "%,

Kateterde ortaya ¢ikan biyofilmlerde hem maya hem de konada ait
faktorlerin rol aldigi; bu yapisma ve kolonizasyon igin mantarin “slime
faktor’anan, konadin da fibrin ve fibronektinlerinin gerekli oldugu
bildirilmektedir. Biyofilmlerdeki hiicrelerin ana hucrelerden tamamen farkh
fenotipik Ozellik gosterdidi, klinikte kullanilan antifungallere de ana
hiicrelere oranla daha direncli oldugu bildirilmistir %’.

Il. g. Candida infeksiyonlari ve Patogenez

C. albicans agiz boslugu, sindirim kanali, genital sistem florasinin
uyesi olan bir mikroorganizmadir. Mayanin ¢ogalmasi; fiziki bariyerler,
endojen flora ile rekabet ile konak savunma mekanizmalari sayesinde
baskilanmaktadir. Konagin bagisiklik sistemindeki baskilanma ya da
dogal bariyerlerinin bozulmasi halinde kolonize olan C. albicans endojen
kaynakl firsat¢l infeksiyonlara neden olabilmektedir. Ayrica santral venoz
beslenme ve hastane calisanlari yolu ile ekzojen kaynakl infeksiyonlar da

meydana gelebilmektedir ""%1",

Candida infeksiyonlar primer olarak kutandéz, mukokitan6z
(yuzeyel) ve sistemik (derin) olmak Uzere 3 gruba aynlir. Yizeyel
kandidozlar deri ve mukozalarin, derin kandidozlar ise i¢ organ ve

sistemlerin infeksiyonlaridir. Ylzeyel kandidozda; Candida, deri veya



mukozadaki bir agikliktan doku igine yalanci hifleri sayesinde girer, yalanci
hiflerden meydana gelen blastokonidyumlar ile dokuya yayilim

gerceklestirilir "1

. Derin kandidozlarda; genelde sindirim sistemindeki
mevcut kolonizasyon, bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda kan yolu
ile yayilarak bobrek, deri, goz, kalp, karaciger, dalak gibi organlar basta

olmak iizere gesitli organ ve sistemlere yerlesim séz konusudur .

Il. g. 1. iImmunopatogenez

Yabanci bir ajanin organizmaya girigini onlemede ilk savunma
mekanizmasi deri, mukus, silyali epitel, mide asidi ve safra gibi dogal
bariyerlerdir. Eger bu bariyerler bozulur veya ajan baska bir yolla igeri
girerse ates, interferon, kompleman, dogal Jlduricu huacreler (NK
hucreleri), notrofiller, makrofajlar gibi hizli lokal yaniti olugturan, antijene
spesifik olmayan dogal bagisik yanit devreye girer. Dogal bagisikligin
yetersiz kaldigi durumlarda ise, antikor ve T hicrelerinin olusturdugu
kazanilmis bagisik yanit olusur. Candida infeksiyonlarina karsi gelisen
bagisiklik, dogal ve kazanilmis bagisiklik arasindaki karmasik bir iligki

sonucunda gerceklesmektedir 37:°.

Kompleman sistemi, blyuk kismi karacigerde sentezlenen, kan ve
hicredisi sivida bulunan 20'den fazla proteini iceren bir sistemdir.
Kompleman, antijen - antikor bilesigine baglanarak aktif hale gelir. Bu yolla
hicre erimelerine yol agar. Ayrica degigsik yollarda aktive olarak

organizmanin savunmasinda yer alir.

Kompleman aktivasyonu, klasik ve alternatif yol olmak Uzere iki ana
yolla gergeklesir. Kompleman sisteminin herhangi bir yolla aktivasyonu
sonucunda birgok mikroorganizma, membran saldin kompleksinin etkisiyle
lizise ugratiimaktadir. Ancak mantarlarda direk lizis mekanizmasi, mantar

hicre duvan kalin oldugu i¢in gergeklestirilemez. Kompleman, opsonin

10



gibi gorev yaparak fagositler Uzerindeki kompleman reseptorlerine

baglanmay! ve fagositozu kolaylastirir >'7.

Fagositoz 6zelligine sahip olan ndtrofiller ve monosit/makrofajlar
kandidasidal aktivite gOsterirler ve mayalara kargi savunmada birinci
basamakta rol alirlar. Fagositlerin kullandiklan baslica mekanizmalar,;
oksijen bagimh veya bagimsiz mikrobisidal mekanizmalar veya fungisidal
aktiviteye sahip lizozomal katyonik proteinlerin salinmasi sonucu olugan
yok etme mekanizmalaridir. Bu mekanizmalar, hem hicre disi ortamda
hem de hicre iginde fagosite edilmis mayalar Gzerinde etkilidir. Fagositler,
blayuk hifleri ve yalanci hifleri fagosite edemedikleri i¢in bunlara karsi

hiicre disI yok etme mekanizmalarini kullanirlar %2,

Dogal olduartca hicreler (NK huacreleri), infeksiyonlara karsi
savunmada dogal bagisikligin ana bilesenlerinden biridir ve infeksiyon

etkeni ile ilk karsilasmada rol oynarlar 272,

Lenfositler, B ve T hucreleri olmak uUzere iki ana gruba ayrilir. B
hiucrelerinin esas fonksiyonu antikor Gretimidir. Bunun yani sira antijenlerle
birlegir, onlari isler ve T hlcrelerine sunabilir. Aktive B hucreleri ya hafiza
hicrelerine donusir ya da plazma hicrelerine farklhilagir. T hicreleri ise
yardimci T hadcreleri (Th), sitotoksik T hucreleri (Ts) olarak ikiye ayrilir. Bu
hucreler salgiladiklar sitokinlerle bagisik ve inflamatuvar yaniti dizenler;
ayrica infekte hulcrelerin, yabanci hucrelerin ve timoér hucrelerinin

oldirulmesinde etkilidirler.

Il. q. 2. Sitokinler

Klaguk sinyal proteinleri olan sitokinler, genellikle salindiklar
hiicreler Uzerine dodrudan (otokrin) ya da salindiklari hiicre gevresindeki
hicrelere (parakrin) etkilidir. Sitokinler, dogal ve kazanilmis bagisik yaniti
kontrol etmede, yangisal tepkimelerde, infeksiyonlara kargi savunmada, T

ve B lenfositlerin godalip farklilagsmasinda rol oynarlar. Sentezinde uyari
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gerektiren sitokinler, antijen icin spesifik olmamakla beraber, belirli bir
fonksiyonun aktivasyonuna veya baskilanmasina yol acabilir. Kendi
aralarinda agonist ve antagonist etkilesimler gosterebilirler. Genellikle
serumda bulunmayan sitokinler, olugsturulduklari hucrelerin  hemen
yakininda ya da hudcrenin tzerinde belirli reseptorlere baglanarak etkili

olurlar 247828

Infeksiyonla birlikte dogal ve kazaniimig bagisikhik
mekanizmalarinin aktive olmasinda ¢esgitli sitokinlerin roli  oldugu

bilinmektedir.

Il.q. 2. 1. Tumor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

Gram (-) bakterilere ve dider infeksiydz mikroplara karsi gelisen
akut inflamatuvar yanitin ana mediyatéridur. Mononukleer fagositler, T
lenfositler, NK ve mast hicrelerinden sentezlenir. LPS (lipopolisakkarit) ile
uyarim sonucunda makrofajdan salinmaya baslar. Ayrica T ve NK
hiicreleri de salgiladiklari IFN-y ile TNF-a salimmini artirir. infeksiyon
bdlgesine ndétrofil ve monositlerin  ¢ekilmesinde, makrofajlarin  aktive
olmasinda, akut  inflamasyonun olusumunda ve  etkilerinin

diizenlenmesinde gérev alirlar %4282,
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Sekil 2: Bazi Sitokinlerin Ozellikleri 2

Il. g. 2. 2. Interferon Gama (IFN-y)

Makrofajlarin uyariimasinda anahtar sitokindir. Dogal ve kazaniimig
badisiklikta kritk 6neme sahiptir. NK hiicreleri, CD8" ve CD4" T
hucrelerinden salinir. Th hicrelerinin  Th1 alt grubunun belirleyici
sitokinidir. IFN-y’nin Th1 indukleyici etkisi indirekttir. IFN-y ile aktive olan
makrofajlarda immunglobulinlerin Fc pargalarina kargi reseptér olusumu
artar. Boylece immun komplekslerin ve antikorla kaplanmis infeksiy6z
etkenlerin ortadan kaldirimasini hizlandirir. Antijen sunucu hucrelerin
uzerindeki sinif 1 ve sinif 2 MHC molekillerinin salinimini artinir. Th2
hicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederler. NK hacrelerinin  sitolitik

etkilerini ve nétrofilleri uyarirlar 278928
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Sekil 3: IFN-y ve Gorevleri 2

Il. g. 2. 3. Interldkin 10 (IL-10)

Aktive makrofaj

ve dendritik hicrelerin

inhibitorudur.

Dogal

bagisiklik olaylarinin ve hucresel bagisikligin kontrolinde rol oynar. Aktive

Th2, CD8" T ve B lenfositleri ile makrofajlardan salinir. Th1, NK ve antijen

sunucu hdcrelerin Uretimini
2,4,7,8.9

inhibe eder,

hucresel bagisikhdi baskilar
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Il. h. Kandidozda Bagigiklik

Candida turleri hicresel ve humoral bagisiklik sistemlerinin ikisini
de aktive etmektedir. Antikor aracih humoral bagisiklk, sistemik
kandidozda hucresel bagisikhk kadar 6nemli rol oynamamaktadir.
Humoral bagisiklik 6zellikle opsonizasyon yolu ile Candida hucrelerinin
makrofajlar tarafindan daha kolay yutulmasini saglar. Bunun disinda
antikor aracilikh bagisikhk sisteminin ve bu sistem faktdrlerinin

kandidozdaki rolii tartismaldir 278929,

Candida infeksiyonlarinda koruyucu oOzellikte olan hucresel
bagisiklik, T hicre kontrolinde hareket eden makrofajlar, nétrofiller ve NK
hucrelerinden olugsmaktadir. C. albicans blastokonidyasinin mononukleer
fagositik hiicreler ve makrofajlar tarafindan hicre iginde éldurdimesinin ilk
basamagi fagositozdur. Mannan, glukan, ve diger hicre vyapilari
makrofajlarn uyarir. Arasidonik asit, IL-1B, IL-6, TNF-a makrofajlardan
salinir. TNF-a, makrofajlarin mikrobisidal aktivitesini duzenledigi gibi,

nétrofillerin C. albicans hiflerini ldiirmesini de artirir 22392,

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

bulunduklari gdsterilmistir 2.

NK hicrelerinin C. albicans ile karsilastirlmasi sonucunda
sitotoksik aktivitesinin arttigi gosterilmigtir. NK hucrelerinin Candida’lara

karsi dogal hiicresel sitotoksik etkilerinin bulundugu bildirilmistir 2.

Sistemik kandidozda gelisen bagisikhidin asil elemanlarn T hicreleri
olsa da diger bagisikhk sistemi hucrelerinin  de roli oldugu

disunulmektedir. Notropenik hastalarda buitin kandidoz gesitleri
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gorulurken, hiicresel bagisiklik sistemi bozulmus olan bireylerde daha ¢ok

mukokutanoz kandidoza rastlanmaktadir.

Polimorfonukleer (PMN) Iokositlerin de kandidoz patogenezinde
onemli oldugu anlasiimistir. PMN hucreleri myeloperoksidaz gibi enzim ve
defensinleri ile Candida tiirlerinin fagositozundan sorumludur '®'7-%_ PMN
Iokositler, sitokin reseptorleri icermektedir ve bu hicrelerin  uygun
sitokinlerle uyarilmasi mantarlarin yok edilmesini artirici etki olusturabilir.
In vivo IFN-y uygulamasi kronik granilomatéz hastalii olanlarda ciddi
infeksiyon sikh@ini  azaltmigtir. IL-4  (interldkin-4) ve IL-10 gibi
antiinflamatuvar sitokinlerin noétrofillerin kandidasidal aktivitesini bozdugu
belirtilmigtir '°'"-28,

Mononikleer hicreler fungal patojenlere karsi koruyucu yanitta
onemli rol oynar. Monosit ve makrofajlarin yuzeylerinde 1gG1 ve 1gG3 Fc
parcasi, C3b ve c¢esitli lenfokinlere ait reseptorler ve diger molekulleri
baglayan reseptorler bulunmaktadir. Boylece mikroorganizmalarin

fagositoz islemi kolayca gergeklestirilir 3,

Kandidoz ve diger mantar infeksiyonlarinin immunregulasyonunun
anlasiimasi i¢in kazanilmig bagisikhigin Th1/Th2 mekanizmasinin tam
olarak agiklanmasi ¢ok onemlidir. Th yaniti, Th1 ve Th2 yaniti olmak
uzere iki grupta gergeklesir. Bu yanit salgilanan sitokinlere gore

siniflandirilir.

Th1 yaniti, genellikle infeksiyonun erken evresinde lokal bir yanit
olarak meydana gelir; inflamatuvar sitokinlerden IFN-y, IL-2, IL-12’nin
uretimlerinin artisi ve antifungal efektor hucrelerin makrofaj ve PMN
I6kositlerin uyariimasi ile birliktelik gosterir. Bu hucrelerin salgiladidi
sitokinler, Th2 tarafindan uretilen IL-10 gibi sitokinlerle inhibe edilir. Th1
hicreleri tarafindan salinan sitokinler; TNF-a, IL-1, IFN-y, IL-12, IL-15'dir.
Bu sitokinlerin makrofaj ve noétrofilleri aktive ederek bu hicrelerin

kandidasidal etkilerini artirdigi diistiniilmektedir 78°:10.11:34.36
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Sekil 4: Sitokin ve Hiicre Etkilesimleri

Th2 yaniti, lenf nodlarinda antijenin B hicreleri, dendritik hucreler
veya makrofajlarla sunulmasi sonucu genellikle ge¢ gelisen bir bagisik
yanittir. Th2 hucreleri tarafindan salgilanan sitokinler de; B hucre
farklilagsmasi, immunoglobulin sinif segimi, hafiza B hicreleri ve plazma
hicrelerinin olusumunu uyarmaktadir. Th2 hicreleri tarafindan salgilanan
sitokinler; IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, TGF-3 gibi sitokinlerdir. Th2
hiicreleri, IL-4 ile uyarilirken, IFN-y ile baskilanmaktadir 23%. Bu grup

sitokinler Th1 yanitinin gelisimini inhibe eder ve fagositik efektor hicrelerin
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aktivasyonunu engeller. Th2 yanitinin yliksek olmasi, konakginin ilerleyici

tarzda infeksiyona maruz kaldiginin géstergesidir 22-3+%.

Thihicre 4

Makrofaj aktivasyonu

Makrofaj aktivasyonunun
inhibisyonu

S pu— TN TIVITICEY
Th2 hiere 4

Sekil 5: T Lenfositleri ve Sitokinleri 2

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

etkisi oldugu, Th1 yanitinin Th2 yanitina baskin oldugu diastnulmektedir
16,28,36,37

Tum mikroorganizmalarda oldugu gibi, mantarlar da, antijen sunucu
hucreler tarafindan iglendikten sonra T lenfositlerine sunulur. Fungal
antijenler lizozomun asidik vezikullerinde peptid pargalarina ayrilir. Bunlar
MHC (major histokompabilite kompleksi) sinif Il antijenlerine baglanarak,
MHC-peptid kompleksi seklinde hiicre yiizeyine sunulur ve spesifik CD4"

Th hiicreleri tarafindan taninir %,

Cok hucreli canlilarda dogal direncin yabanci mikroorganizmalari
algilamasinda ‘Toll Benzeri Reseptorler’ (Toll like receptors; TLR) ¢ok

onemlidir. Bu reseptorler patojen mikroorganizmalarin yuzeyindeki bazi
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Ozel bolgeleri taniyarak, dogal direncin yani sira 6zgul bagisikligin
aktivasyonunda da rol oynamaktadir.

C. albicans’a karsi savunmada TLR2 ve TLR4'Un O©nemi
gosterilmistir 33%38 TLR2, makrofajlardan C. albicans araciligi ile TNF-a.
sekresyonu icin gerekli bir molekuldir. TLR2'ye spesifik antikorlar, insan
mononukleer hicrelerinde C. albicans’'in uyardigi TNF-a ve IL-1p

salinimini inhibe eder 2789,

Il. 1. Kandidozda Tani

Candida’larin saptanmasinda direk mikroskobi basit ve ekonomik
olmasina ramen vyanhs sonuglarin alinabilecegi de g6z ardi
edilmemelidir. Yalanci hif ya da gergek hif formlari bulunan mayalarin 1g1k
mikroskobu ile goriilmeleri oldukca kolaydir. Idrar ve kan 6rneklerinde
mikroskobi kolay bir yontemdir.

Candida turlerinin kan kudlturlerinden izole edilmesi icin; klasik
yontemlerin yani sira son yillarda kullaniimaya baglanan otomatize ve hizli
sistemler de vardir. Ancak bu yontemler gerek birbirleri ile ve gerekse
klasik ydontemlerle her zaman uyumlu degildir. Horvart ve ark. yaptiklar
denemelerde, yeni kullanima giren otomatize iki kan kiltird yontemi
BacT/ALERT ve BACTEC sistemlerini karsilastirarak guvenilirliklerini
beliremeye c¢alismigs ve Candida turlerinin cesitli ortamlarda bulunma
durumlarina goére BacT/ALERT sisteminin BACTEC sistemine oranla daha

duyarli (% 90) oldugunu belirlemislerdir %42,

Degistirilmis bir kan kultur yontemi olan “lizis santrifigasyon
sistemi’nin invaziv kandidemi olgularinda kullanilabilecegi godsterilmigtir.

Bu ydntemin duyarlili§i % 43 olarak belirlenmistir *.

Birgok Candida turinun tanisinda karbonhidrat asimilasyon ve
fermantasyon testleri gibi klasik yontemler kullaniimaktadir. Bu yontemler
ticari sistemler olarak piyasaya sunulmustur (ID32C). Daha hizli ve az
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zahmetli fenotipik tanimlama saglayan RapID Yeast Plus System % 94,1

duyarlilikla 4-5 saatte sonug vermektedir 3%4°.

Candida turlerinin ayriminda kullanilan kromojenik besiyerinde
(CHROM agar) her turin belirli renk ve ozellikte Uremesi esasina

dayanilarak tanimlama yapilmaktadir %47,

En son kullanima sunulan FTIR (fourier transform infrared
spectroscopy) yontemi mayanin kimyasal ozelliklerine bakilarak turlerin
net olarak birbirinden ayriimasina ve kisa sure igerisinde tur tanimi

yapilmasina olanak saglamaktadir **.

Invaziv kandidozun mikrobiyolojik ve klinik taninmasindaki
problemler, kiltire dayali olmayan tekniklerin dogmasina neden olmustur.
Candida’ya yonelik olusturulmus antikorlarin taninmasiyla baglayan tani
asamalari, gunimizde mayanin hucre komponentleri (D-arabinitol,
mannoz, hicre duvarin bir pargasi olan B-glukan) ve Candida nukleik asiti
hedef alinarak olusturulmus molekuler tekniklerle tani kolaylastiriimaya
calisiimaktadir. Ozellikle kiltirde Gretilemeyen etkenlerin  molekdler
yontemler kullanilarak goésteriimesi tanida énemli avantajlar getirmistir.
Etken kdltirde dretilse bile tar tanimi yapilmasi igin molekiler
yontemlerden faydalanilabilir.

Sistemik kandidozun sadece klinik belirtiler ile taninmasi oldukg¢a
zordur. Bu ylUzden, tani igin kdltur, serolojik, histopatolojik ve molekuler
yontemler kullaniimalidir. Molekuler yontemlerin kullaniimasinin esas
amaci, patojen mantarin klinik 6rnekte kaltird yapilmadan o6nce
saptanmasi veya geleneksel yontemlerle kiltirde Uretilmis olan mantarin
hizh  tanimlanmasidir. Molekiler yontemler diger tani yontemlerinin
yetersiz kaldigi durumlarda, bu gereklilige cevap verebilecek genis

olanaklar sunmaktadir 20464749,
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Son yillarda gesitli amaglarla da kullanilan PCR ydntemi, birgok
klinik drnekte mikroorganizmaya ait yapilari tire 6zgul olarak kisa surede

tespit edilebilmektedir 46490,

Fungal infeksiyonlarin tanisinda da kullanilan PCR ydntemi ile
mantara ait duvar komponenti olan kitinin, tanisal degeri olmamakla
birlikte, dokuda mantar varigi dogrulanmasi bakimindan énemli oldugu
disinllmektedir.  Ozellikle hayvan modellerinde, mantar yik{nd

gostermekte kullaniimaktadir #57.

Kitin, p-1,4 baglan iceren N-asetil-D-glukozaminin dallanmamig
polimeridir. B-glukan ve kitin sentetazlar ile birlikte sert bir ag olusturarak
duvarin yapisal bilesenini olusturur. “Tomurcuk skari” denilen bdlgede
bulunmasi asil islevini olusturur. Kitin sentetazlar, yavru hicrede dogum
izinin tamiri, septumun olusumu, boélinme sonrasi ana hucrede tamir

mekanizmalarindan sorumludur “°.

Il. i. Polymerase Chain Reaction (PCR)

llk kez Kary Mullis tarafindan uygulamaya baslatilan PCR; 6zgil bir
kalip kompleksinin primerler aracihigiyla ¢ogaltiimasi esasina dayali in
vitro bir yontemdir *1. Bir test tiipli icinde gergeklestiriien PCR’da, in vivo

nukleik asit codaltilmasi érnek alinmistir.

PCR reaksiyonu temel olarak ¢ogaltiimasi planlanan hedef
bdlgenin iki ucundaki DNA dizilerini 6zgll olarak taniyip karsi iplikgiklerini
hibridize eden iki oligonukleoitid primer, primerlere baglanip bunlara 3’
ucundan nukleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan DNA polimeraz,
sentez icin gerekli olan deoksinukleotid trifosfatlar (ANTP; adenin (A),
guanin (G), sitozin (C), timin (T)), polimerazin g¢alismasi igin gerekli olan
tampon maddeler ve kofaktdr olan Mg*? iyonlar kullanilarak bir DNA
parcasinin gogaltiimasi esasina dayanmaktadir.
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PCR temel olarak ui¢ agamali bir ydntemdir. Bunlar;

1- Denaturasyon: Cift iplikli kahp DNA’nin birka¢ saniye 94-96 °C 1si

ile tek iplikli DNA’ya ayriimasidir.

2- Baglanma (annealing): Ornek birkac dakika 30-60 °C'de
tutularak primerin ssDNA (tek zincirli DNA)daki hedef bdlgelere

hibridizasyonu saglanir. Bu, hidrojen baglarinin yardimi ile olur. Baglanma
Isisi sadece DNA/DNA eglesmesine imkan saglayacak kadar yuksek

olmalidir.

3- Uzama (extansiyon=elongasyon): DNA polimeraz enzimi yardimi

ile ssDNA kaliplarina baglanan primerlerin 5°-3’ yonde uzatilmasidir.

&' <l

# DENATIRASYON %
§ eecere }

SICAKLIK

BAGLANMA
4THC.60°C

Sekil 6: PCR Yonteminin Agsamalari

PCR calismalarinda reaksiyonun gergeklesmesi igin kuguk
miktarda hedef DNA (1-100ng kadar) 6rnek galisma sollisyonu igerisine
ilave edilir. Daha sonra Ornekteki hedef cift sarmal (ds) DNA'nin, tek

sarmal (ss) DNA’ya donasturilmesi saglanir (denatirasyon). Tek DNA
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iplikgiklerinin  karsiti, 20-30 baz ¢ifti (bp) uzunlugundaki sentetik
oligonukleotit diziler, DNA/RNA heterodubleksini olusturmak Gzere primer
gibi kullanilir. Spesifik bir boélgenin amplifikasyonu icin hedefi sinirlamak
amaciyla ikinci primer kullanilir. Primerlerden birisi ssDNA zincirinde
baslatici bolgeyi olustururken, ikincisi de dider zincir Gzerinde sonlandirici
bblgeye baglanir (baglanma). Taqg DNA polimeraz enziminin yardimiyla,
primerlerin  baglandigi  bolgeden itibaren her ssDNA zincirinin
komplementeri olusturulur (uzama). Boylece iki adet dsDNA (cift iplikli
DNA) olusur. Olugsan dsDNA’lar, yeni amplifikasyon i¢in kalip goérevini
ustlenir. Bu islem 30 siklus tekrarlandiginda birka¢ saat igerisinde, hedefin

kopyasi elde edilebilir >'-%2,

Her primerin uzayan urinu diger primere kalip gbrevi gordugunden,
her siklus, bir dnceki siklusta meydana gelmis olan DNA parca miktarini
ikiye katlamaktadir. Bu geometrik birikim ile birka¢ saat icindeki 6zgul
hedef parcanin milyonlarca kopyasi olusmaktadir o

23



4 siklus

~ Istenen gen e Amplifikasyon
bolgesi s 3.siklus ===
/ - {;.........W
= 2.siklus

/ ‘\—<= =

< 1.siklus B O, » 35.sikius
Kalip DNA Ea—
< ma:::mm
{mfimm

4kopya — .
kopya kODva 16 kopya Milyonlarca kopya

Sekil 7: PCR Yontemi lle Olusan Uriinler

Il.i. 1. Oligonikleotid Primerler

Hedef DNA bolgesini ¢odaltmak icin genellikle 20-30 nukleotid
uzunlugunda primerler kullaniimaktadir. Daha uzun primerler
kullanildidinda 6zgullukte bir yikselme olmadi§i gibi gereksiz yere maliyet
artigi olmaktadir. Daha kisa primerler kullanildiginda ise istenmeyen
bblgelere baglanma meydana gelebilmekte ve 6zgil olamayan ¢ogaltma
uranleri ortaya ¢ikabilmektedir. Primerlerin mimkun ise ortalama olarak 4
bazin her birinden esit sayida icermesi ve tekrarlayan, sadece purin ve
pirimidin iceren dizilerden kaginiimasi gereklidir. Primerlerin 3’ ucunun
guanin (G) ve sitozin (C)den zengin olmasi baglanmayi artirdigindan
tercih edilmelidir. Ayrica primerlerin kendi kendilerine ve birbirleri Gzerine
baglanabilirliginin olmamasina dikkat edilmelidir. iki primerin ayriima-
baglanma sicakliklan (Melting temperature=T.) birbirine mumkin

oldugunca yakin secilmelidir %22
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Il.i. 2. DNA Polimeraz

PCR tekniginde 1siya dayanikli DNA polimerazlarinin kullaniimaya
baslanmasi, PCR’In arastirma ve klinik laboratuvarlarda rutin bir teknik
haline gelmesine neden olmustur. PCR ¢aligmalarinda kullaniimak Uzere
Thermus aquaticus adli sicak sularda yasayan bir bakterinin Isiya
dayanikli olan DNA polimerazi (Tag DNA polimeraz) izole edilmigtir. Taq
DNA polimerazin optimum c¢alisma sicakliginin 72 °C civarinda oldugu
belirlenmigtir. Ayrica 95 °C'de 40 dk. bekletildijinde enzim aktivitesinin
hala % 50’sinin  korundugu gorulmustiur. Tag DNA polimerazin
kullanilmaya baglamasi ile hem her dénguden sonra reaksiyon karisimina
yeniden polimeraz eklenmesine gerek kalmamig, hem de primerlerin 6zgul
boélgelerine baglandiktan sonra 37 °C gibi duglk bir sicakliga inilmedigi

igin, istenmeyen yerlere baglanmalari engellenmistir °%,

DNA polimerazlar, orijinal ana DNA zincirlerinden bir tanesi kalip
olarak kullanilarak yeni bir tamamlayici DNA zinciri olusturulurken,
monomer deoksinuklotid trifosfatlardan uzun polintkleotid zincirlerin
sentezine katalize eden enzimlerdir. Yalnizca DNA polimeraz enzimi
yardimi ile genomun tamami degil, spesifik bolgelerin ¢ogaltiimasi
gerceklestirilir. Kullanilan polimeraz enzimine bagh olarak kopyalanarak
cogaltilacak olan bélgenin uzunlugu Taq DNA polimeraz igin 2 kilobazdan
(kb) kiigiik, en fazla ise 40-50 kb olabilmektedir °'*2.

Il. i. 3. Deoksinlikleozid Trifosfatlar (dNTPs)

Saf deoksinlkleosid trifosfatlarin dérdintn ayri ayri bulundugu
veya doérdunin bir arada bulundugu stok solusyonlar mevcuttur. Stok
solusyonlar ¢cogunun pH’si NaOH ile 7,5’e ayarlanmistir. PCR igin genel
olarak 100 uM dNTP konsantrasyonu gerekli olmakla birlikte daha dugsuk
dNTP konsantrasyonlarinda (10-100 uM) Taq DNA polimeraz daha iyi
calismaktadir. Bununla birlikte optimal dNTP konsantrasyonlari MgCl;
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konsantrasyonuna, reaksiyon durumuna, primer konsantrasyonuna,
cogaltilan trdndn uzunluguna ve PCR dongu sayisina baghdir. Bazi PCR’
larin optimizasyonu saglamak igin en uygun dNTP konsantrasyonunun

ampirik olarak belirlenmesi gerekebilmektedir *'%2,

Il.i. 4. Tamponlar

PCR'da DNA polimerazin daha iyi ¢alismasini saglayan birgok
tampon bulunmaktadir. Fakat 1988 yilinda Saiki ve arkadaglarinin
tanimlamis oldugu tampon veya buna benzer tamponlar genel olarak
kullaniimaktadir. Bu tampon final konsantrasyon olarak 10 mM Tris-HCI
(pH 8,4), 50 mM KCI , 1,5 mM MgCl,, % 0,01 jelatin, % 0,01 NP40 ve %
0,01 Tween 20 icermektedir.

II.i. 5. MgCl,

Mg*z, DNA polimeraz enziminin ¢alismasini saglayan énemli bir
kofaktérdur. MgCl, Gn son reaksiyon karisimindaki konsantrasyonu farkl
oranlarda olabilmektedir. Bu nedenle en wuygun olan MgCl;
konsantrasyonunu belirlemek i¢cin 0,5-5,0 mM araligindaki MgCl,
konsantrasyonlarinin denenmesi gereklidir. Mg*? iyonlari, polimerizasyon
sirasinda dNTP’larin yeni yapiimakta olan zincire eklenmesi ¢ok dnemlidir.
Ayrica polimeraz aktivitesini stimule ettikleri gibi ¢ift zincirli DNA’nin
ayrilma-baglanma sicakliklarini arttinr ve primerlerin kalip DNA’ya
baglanmalarini kolaylagtirir. MgCl, konsantrasyonun PCR Garind ve
Ozgulluk Uzerine ¢ok onemli etkileri vardir. 1,0-1,5 mM MgCl,
konsantrasyonu genellikle ideal olmakla birlikte, bazi durumlarda farkh
Mg*? miktarlar gerekli olabilmektedir 2.

26



Il.i. 6. Sicaklik Dongilleri

PCRIn G¢ degisik sicaklktan olusan denatirasyon, primer
birlesmesi ve polimerizasyon basamaklar bir donguyl olusturur. Bu
doéngulerin tekrarlanmasi ile DNA ¢ogaltilir. PCR karigimlarini igeren tupler
otomatik programlanabilen cihazlarla (Thermal cycler) sira ile bu
sicakliklarda, istenilen surelerde tutulur. Butun DNA zincirleri 94 °C'de
denature oldugu i¢in hangi primer kullaniliyor olursa olsun ve hangi DNA
cogaltilirsa ¢ogaltilsin denatiirasyon igin genel olarak bu sicaklik kullanilir.
Primer birlesmesi igin kullanilan sicaklik, primerin nikleotid icerigine gore
degisir ve primerlerin ayrilma-baglanma sicakliklarina goére belirlenir.
Polimerizasyon sicakligi ise enzimin en iyi g¢alistigi sicaklikta (Taq
polimeraz icin 72 °C’de) hep ayni tutulur. Bu sicakliklarda denatirasyon,
primer birlesmesi ve polimerizasyon igin gereken slre aslinda birkag
saniyedir. Ancak cihaz igerisindeki tuplerdeki karigimlarin tamaminin bu
sicakliklara ulasmasi biraz siire gerektirebilir. Ince ¢eperli tlplerin
kullaniimasi bu siirelerin kisaltimasini saglayabilir. ince g¢eperli tiir
kullanilan tipik bir PCR programi su sekildedir; 94 °C'de 3 dakika
denaturasyon sonrasi 94 °C’de 30-45 saniye denatirasyon, primer
baglanma sicakhginda (primere gore 50-70 °C arasinda bir sicaklikta) 30-
45 saniye primer birlesmesi ve ¢ogaltilan DNA'nin blyukligiune gore 45-
60 saniye 72 °C’de polimerizasyon olmak Uzere 35-45 ddngu yapilir. En
son 72 °C’de 3 dakika daha tutulmasi yarim kalan zincirlerin

tamamlanmasini saglar >'°%%3,

Il.i. 7. Hedef

Tanisal PCR’'In 6zgullugu c¢ogaltim igin uygun bir hedef dizisi
segilerek saglanabilmektedir. Ozglillik, hedef dizi ve farkl cins veya
turlerin DNA dizileri arasindaki homoloji derecesine bakilarak belirlenir.
Ornegin; tim mantarlarda ortak olan bir genin fazlaca korunmus olan bir
bdlgesinin PCR protokolinde hedef dizi olarak segilmesi bir infeksiyonun
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bakteriyal veya mantar kaynakli oldugunu gostermek igin uygundur. Bu
strateji birgok arastirmaci tarafindan, ¢ogaltim igin hedef dizi olarak fungal
ribozomal RNA (rRNA) i¢indeki olduk¢a korunmus bdlgeler veya universal
bdlgeler secilerek uygulanmistir. rRNA genleri olduk¢a korunmus bdlgeler
icerdikleri i¢in ve tum DNA’larin godaltiimasinda kullanilabildiginden ayrica
birbirine yakin tirlerin identifikasyonunda kullanilabilen olduk¢a degisken
bolgelere sahip olduklarindan en fazla tercih edilen hedef genlerdir. rRNA
genlerinin dider bir avantaji da PCR duyarlih@ini arttiran yiksek kopya
sayisi gostermeleridir. Alternatif olarak 6zel cins veya turleri saptamak igin
bir genin olduk¢ga degisken bir bdlgesi daha yuksek bir o6zgullik
saglayabildiginden tercih edilmektedir. Bu amagla rRNA genlerinin

yaninda mantar DNA genleri de hedef olarak secilmistir.

Fungal genotiplendirme ¢alismalarinda degisik gen bdlgeleri hedef
olarak kullaniimaktadir. Bu bdlgeler kitin sentaz ve beta-tubulin gibi protein
kodlayan intron bolgeleri olabilecekleri gibi, rDNA gibi protein kodlamayan
genler de olabilir. Ribozomal DNA gen bdlgesinin segilme sebepleri
arasinda; coklu tekrar sayisi, bazi bdlgelerinin ¢ok iyi korunmus, bazi
bdlgelerinin ise asin degisken olusu sayilabilir. Fungal nikleer ribozomal
DNA (rDNA), internal transcribed spacer (ITS) olarak adlandirilan
bdlgelerde ayrilan GU¢ genden olusur [Genis subunit gen (25S), kuguk
subunit gen (18S) ve 5.8 gen]. ITS bolgesi fungal tanida dzellikle 6nemili
olan bir alandir. Bu alanlar iyi korunmus, yuksek g¢esitlilik gosterir ve fungal
turlerin taninmasinda spesifik PCR primerlerinin gelistirimesinde ideal bir

baslaticidir 53,

Gunumuzde PCR; adli tip, kalitsal hastaliklarin belirlenmesi,
patojen mikroorganizmalarin saptanmasi, prenatal tani, DNA dizi analizi,
bilinmeyen dizilerin tayini, polimorfizmlerin saptanmasi, fosil DNA’sinin
incelenmesi ve rekombinant DNA teknolojisi gibi ¢esitli alanlarda oldukca
yaygin olarak kullaniimaktadir.
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IIl. j. RT-PCR (Revers Transcriptase Polymerase Chain
Reaction)

PCR iglemi yalniz DNA Uzerinde uygulanabilmektedir, bu sebeple
RNA igeren mikroorganizmalara ait genetik materyalin PCR ile tespiti
istendiginde oncelikle RNA'nin DNA’ya gevrilmesi gerekmekte, bu amagla
RNA, PCR c¢aligmasindan once ‘revers transcriptase’ (RNA bagimh DNA
polimeraz) enziminin yardimi ile tamamlayici DNA’ya (cDNA) c¢evrilerek
bilinen PCR prosedurine devam edilmekte ve bu teknik de ‘Reverse
Transcriptase  Polymerase Chain  Reaction’ (RT-PCR) olarak
adlandiriimaktadir. RT-PCR, RNA hedeflerinin amplifikasyonu (¢ogaltma)
icin gelistirilmistir. RT-PCR, mRNA ve viral RNA gibi RNA hedef dizilerinin
amplifikasyonu amaciyla kullanilir. Bu iglemde, RNA hedefleri once
‘reverse transcriptase’ (RT) ile cDNA’ya gevrilmekte ve daha sonra PCR
ile amplifiye edilmektedir. Konvansiyonel RT, PCR’daki yuksek isilari
tolere edemez, bu da primer baglanmasinin 6zgulligini sinirlandirabilir.
Thermus thermophilus'dan elde edilen 1siya dayaniklh DNA polimeraz ve
bunun diger organizmalardan elde edilen kuzenleri etkin revers
transkripsiyon aktivitesine sahiptir. Bu enzimler ayr bir RT adimina gerek
duyulmadan RNA hedeflerinin amplifikasyonlarinda kullanilabilir. Boylece
RT drdnlerinin ayr bir PCR tupune transferinin yorucu, zaman alan ve
kontaminasyona agik iglemlerinden kaginilmig olunur. Reaksiyon isisinin
yuksekligi primer hibridizasyonundaki sikhgr artirir ve primer baglanmasi,
uzamasi veya her ikisini de engelleyebilecek olan RNA ikincil yapisinin

olusmasini énler 2.

Bu calisma, deneysel olarak kandidemi olusturulmus siganlarda;
hedef organ olan bdbrek dokusunda infeksiyonla birlikte salinan bazi
sitokinlerin (TNF-a, IFN-y, IL-10) gen ifadelerinin, RT-PCR yontemi
kullanilarak gosterilmesi igin tasarlanmig ve bu sekilde C. albicans
infeksiyonu sirasinda olusan sitokin profillerindeki degisikliklerin

belirlenmesi amaglanmistir.
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lll. GEREC VE YONTEM
lll. a. Geregler

lll. a. 1. Cihazlar

Thermal Cycler (Apollo Metis Biyoteknoloji, Turkiye)
Buzdolabi (Argelik, Tarkiye)

Kuru Isi Blogu (Boeco, Almanya)

Mikrosantriflij (Heraeus, Alimanya)

Santriftj Cihazi (Hermle Z380, BioTek, Aimanya)
Derin Dondurucu (Ugur, Tlrkiye)

UV Transluminator (Syngene, ingiltere)

Etlv (Electro-mag, Turkiye)

Elektroforez Cihazi (Wealtec, Tayvan)

Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)

Su Banyosu (Techne, Amerika)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Pastor Firini (Electro-mag, Turkiye)
Spektrofotometre (Roche, Amerika)

Sinif 2 Biyoguvenlik Kabini (Apollo Metis Biyoteknoloji, Turkiye)

Istk Mikroskobu ve Dijital Fotograf Makinesi CX31 (Olympus,
Japonya)

Ependorf (RNaz’ dan Yoksun) (Trefflab, isvigre)
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Mikropipetler ve uglari (Beta Pette™ , Amerika)
Makas (Dizdarer, Ankara)
Pens (Dizdarer, Ankara)

Penset (Dizdarer, Ankara)

lll. a. 2. Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar ise sunlardir:
Digestion Buffer (Roche, Amerika)
Proteinaz K (Roche, Amerika)

High Pure RNA Isolation Kiti (Roche, Amerika)
Primerler (Biotec, Tayland)

dNTP (Bioron, Almanya)
Magnezyum (Bioron, Almanya)
Tampon (5X, 10X) (Bioron, Almanya)
Taq Polimeraz (Bioron, Almanya)
Enjektabl Su (Drogsan, Turkiye)
Agaroz (Onbio, Kanada)

TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) (1X)
Trisma Base (Sigma, Almanya)
EDTA (Fluka Biochemika, isvigre)
Borik Asit (Sigma, Almanya)
Ethidium Bromur (Sigma, Almanya)
Orange G (Sigma, Aimanya)

Etil Alkol (Riedel-de Haen, Almanya)
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Sodyum Dodesil Silfat (SDS) (% 3) (Applichem, Almanya)
KOH (% 120) (Sigma, Almanya)

Celite 545 (Merck, Almanya)

NaNO; (% 5) (Applichem, Almanya)

KHSO4 (% 5) (Sigma, Almanya)

Amonyum Sulfat (% 12,5) (Applichem, Almanya)
3-Metil-2-Tiazolon Hidrazon HCI Monohidrat (Biochrom KG,
Almanya)

FeCl3-6H,0 (% 0,83) (Applichem, Aimanya)

Glukozamin (10 g/ml) (Sigma, Almanya).

Saboroud Dextrose Agar (SDA) (Oxoid, Ingiltere)

Tripan Mavisi (Applichem, Almanya)

Gentamisin (i.E. Ulagay, Turkiye)

Ampisilin (Mustafa Nevzat, Turkiye)

5-Fluorourasil (Biosyn, Almanya)

Heliosis Ekstraksiyon Modulu (Metis Biyoteknoloji, Turkiye)

lll. a. 3. Digerleri

Canli gereglerse sunlardir:

o Wistar albino sigan, 200-250 gr, disi (Gazi Universitesi
Laboratuvar Hayvanlar Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi)

e Candida albicans ATCC 10231 referans susu
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lll. b. Yontemler

lll. b. 1. Suslar

Calismada C. albicans ATCC 10231 referans susu kullaniimistir. C.
albicans sugu, -30 °C’deki stok kuiltirden SDA plagina yapilan
canlandirma ekiminin, 35 °C’de 48 saat inkiibe edilmesi ile elde edilmigtir.
Kualtir sonrasi Tripan mavisi ile C. albicans hucrelerinin canlihgi
incelenmis ve Thoma laminda sayilarak % 0,9 NaCl iginde 10° Candida/ml
olacak sekilde Mc Farland standardina gore ayarlanmigtir.

lll. b. 2. Hayvan Modeli

Deney kosullari, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetigtirme ve Deneysel Aragtirmalar Merkezi’'nde, Etik Kurul Yonergesine
uygun sekilde tamamlanmigtir. Deney hayvani olarak dort haftalik, 200-
250 gr agirhigindaki 22 adet (10 kontrol + 12 infekte) Wistar albino cinsi
disi sican kullaniimigtir. Infekte grup olarak secilen 12 adet sicanda
notropeni olugsumu i¢in 5-fluorourasil (200mg/kg) intraperitoneal; bakteriyel
enfeksiyonlarn engellemek igin gentamisin (6 mg/kg) ile ampisilin (10
mg/kg) intramuskiler uygulanmistir. Siganlara nétropeninin 5. gliniinde,
icerisinde mI'de 1x10° C. albicans hiicresi bulunan maya siispansiyonu
lateral kuyruk veni aracihidi ile verilmistir. 7 gunluk infeksiyon suresinin
ardindan siganlara ketamin (100 mg/kg) ile anestezi uygulanmigtir.
Anestezi altinda siganlarin abdomenleri % 70’lik etil alkol ile silindikten
sonra steril makas ve penset yardimi ile agilmistir. Kalpten kan alimi
sirasinda hayvanlar feda edilmistir. Bobrekleri alinarak deneylerde
kullanilincaya kadar -70 °C’de saklanmigtir. Kontrol grubu olarak segilen
10 siganin bodbrek dokulari da ayni sekilde alinarak deneylerde
kullanilincaya kadar -70 °C’de saklanmistir.
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Ill. b. 3. Kandideminin Dogrulanmasi

Kandideminin dogrulanmasi igin; kultir, Candida PCR ve dokuda
kitin miktar olgimu yapilmistir.

. b. 3. 1. Kaltdr

infekte sicanlardan alinan bobrek dokusu ornekleri, calismadan
once -70°C’den alinarak inkibe edilmigtir.

[ll. b. 3. 2. Candida PCR

lll. b. 3. 2. a. DNA'nin Eldesi Yontemi

Bdbrek dokusunda yer alan mantarlara ait DNA, Heliosis
Ekstraksiyon Modulu (Metis Biyoteknoloji, Turkiye) kullanilarak elde
edilmistir.

1- Yaklasik 100 pl'lik 6rnekler Gzerine 400 ul DNA lizis baglama

solusyonundan eklenmis ve vortekslenmigtir.
2- Karigim 65 °C’de 10 dakika, +4 °C’de 2 dakika bekletilmistir.

3- Spin santriflj yapildiktan sonra 50 yl DNA ¢oktirme solisyonu

eklenmis ve vortekslenmigtir.
4- On bes dakika 13000x rpm’de santrifiij edilmigtir.

5- Ust kisim g¢bkelege dokunmadan pipetle tamamen alindiktan
sonra 500 ul DNA yikama solusyonu eklenmis ve vortekslenmigtir.

6- Bes dakika 13000x rpm’de santriflij edilmistir.

7- Ust kisim pipetle tamamen alinmis ve tiipler 10 dakika oda

sicakhginda kurutulmustur.
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8- Yirmi pyl DNA dilusyon solusyonundan konulmus, vortekslenip

spin santrifuj edilmistir.

9- Tum DNA o0rnekleri ¢ogaltma islemine kadar -20 °C’de
bekletilmistir.

lll. b. 3. 2. b. DNA Varliginin Dogrulanmasi

Bobrek dokularindaki DNA varliginin kontrolu (house keeping gen)
Beta (B)-aktin geni pozitiflidi ile gosterilmigtir. B-aktin geninin ¢ogaltiimasi
icin uygulanan PCR basamaklari; 94 °C'de 3 dk., 35 dongu olmak uzere
94 °C’de 30 sn., 57 °C’de 45 sn., 72 °C’de 60 sn. ve son olarak 72 °C'de 5
dk. olarak duzenlenmistir. Olugan urunler, % 2’lik agaroz jelde, UV 1s1g1

altinda goéruntulenmistir.

Tablo 1: B-aktin Geni Primerleri

B-aktin (F) 5- 166 AGA AGA GCT ATGAGC TGC CTG -3

B-aktin (R) 5'- GTG CCA CCA GAC AGCACT GTGTTG-3'

lll. b. 3. 2. ¢c. Candida PCR

C. albicans ile infeksiyonun varligini gostermek amaciyla panfungal

PCR ve kitin dlgimu yapiimistir.
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lll. b. 3. 2. d. Fungal DNA’'nin Dokuda Gosterilmesi

Bdbrek dokularinda C. albicans’a ait DNA varlidini dogrulamak
amaciyla panfungal PCR yapilmistir. Bobreklerde, mantarlara 6zgul
primerler (ITS 1 ve ITS 4) kullanilarak infeksiyon varligi dogrulanmigtir. Bu
asamaya ait kullanilan primerler tablo 2’de gosterilmigtir. 5S rRNA
bblgesinin ¢ogaltiimasi i¢in uygulanan PCR basamaklari; 94 °C’de 3 dk.,
35 dongu olmak tzere 94 °C’de 30 sn., 57 °C’de 45 sn., 72 °C’de 60 sn.
ve son olarak 72 °C’de 5 dk. olarak duzenlenmistir. Olusan Urunler, % 2’lik
agaroz jelde, UV 1511 altinda goruntilenmigtir.

Tablo 2: Fungal DNA Gdsteriminde Kullanilan Primerler

ITS 1 (F) 5-1CC GTA GGT GAA CCT GCG G-3

ITS 4 (R) 5'-TCC TCC GGT TAT TGA TAT GC-3'

lI. b. 3. 3. Kitin Olclimi

Dokuda mantarlarin varhdinin dogrulanmasi igin, hucre duvar
elemani olan kitin, sayisal olarak Olgtimustiur. Bunun igin; kitin, ylksek
Isida KOH iginde kitosana dondsturilmis ve yuksek alkali ortamda
spektrofotometrik olarak olgulebilecek bir renk degisikligi olusturulmustur.

Bobrek homojenatlari 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Cokelekler % 3’luk sodyum dodesil silfat (SDS) iginde tekrar suspanse
edilip 100 °C’de 15 dakika tutulmustur. 10000 rpm’de 3 dakika santrifij
edilen érneklerin gokelekleri distile su ile yikanmigtir. Ornekler % 120’lik
KOH c¢ozeltisi ile karnistirildiktan sonra 130 °C’de 60 dakika bekletiimistir.

Soguduktan sonra Uzerlerine buzda sogutulmus % 75’lik etanol ilave
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edilmigtir. Tupler 15 dakika sure ile buzda bekletilip ardindan Celite 545
ilave edilmigtir. 10000 rpm’de 3 dakika santrifij edilen o6rneklerin
cokelekleri yikanip % 5’lik NaNO, + % 5’lik KHSO4 karisimindan olusan
gozelti ile karigtinimigtir. Ornekler 15 dakika boyunca iyice karigtirilip,
daha sonra santrifiij edilmistir. Ust sivi % 12,5’lik amonyum siilfat ve 3-
metil-2-tiazolon hidrazon HCI monohidrat karisimi ile karnistirilarak 100
°C’'de 3 dakika bekletilmistir. Sodguduktan sonra % 0,83 FeCl;-6H,0
cOzeltisi eklenerek 25 dakika beklenmistir. Son drin 650 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okutulmustur. Elde edilen optik dansite (OD)
degerleri 10 ng/ml glukozamin OD’si standart olarak karsilagtiriimigtir.

lll. b. 3. 4. Dokulardan mRNA Eldesi

Bulagsmis genomik DNA’'nin amplifikasyonundan kaginmak igin tim
ornekler 15 dk. boyunca deoksiribonikleazda bekletilmistir. Bobrek
dokusundaki mantarlara ait RNA, Heliosis Ekstraksiyon Modulu (Metis

Biyoteknoloji, Turkiye) kullanilarak elde edilmigtir.

1- Yaklasik 100 pl'lik 6rnekler Gzerine 400 yl RNA lizis baglama

sollisyonundan eklenmis ve vortekslenmistir.
2- Karigsim 65 °C’de 10 dakika, +4 °C’de 2 dakika bekletilmistir.

3- Spin santrifij yapildiktan sonra 50 pl RNA ¢oktlirme solusyonu

eklenmis ve vortekslenmigtir.
4- On bes dakika 13000x rpm’de santrifij edilmigtir.

5- Ust kisim c¢okelege dokunmadan pipetle tamamen alindiktan
sonra 500 pl RNA yikama solusyonu eklenmis ve vortekslenmigtir.

6- Bes dakika 13000x rpm’de santriflij edilmistir.

7- Ust kisim pipetle tamamen alinmis ve tiipler 10 dakika oda

sicakhginda kurutulmustur.
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8- Yirmi pyl RNA dilusyon solusyonundan konulmus, vortekslenip
spin santrifuj edilmistir.

9- Tum RNA o0rnekleri ¢ogaltma islemine kadar -20 °C’de
bekletilmistir.

[ll. b. 5. Sitokin (IEN-y, TNF-a, IL-10) PCR

Bobrek dokusunda sitokin ifadelenmesi RT-PCR ile arastiriimistir.

RT-PCR ile galisilacak sitokinlere ait primerler tablo 3’'de gdsterilmigtir.

Tablo 3: Sitokin RT-PCR Calismasinda Kullanilan Primerler

Primer Diziler

TNF-a (F) 5'-CCT CAG CCT CTT CTC ATT CC-3'

TINF-a (R) 5 CIC COT GAT GIC TAAGIACTT GG 3

IL-10 (F) 5-CAG TCA GCC AGA CCC ACAT-3

H-10 (R} 5-GCT CCAATG CCT TGC TT1-3

IFN-y (F) 5'-CAC GCC GCG TCT TGG T-3'

IFN-y (R) EfT/ColIcAAiCAnIGIGC o
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[ll. b. 5. a. RT-PCR

Reverse transcription-PCR analizi igin; total RNA, Ureticinin (Metis
Biyoteknoloji, Ankara, Turkiye) onerileri dogrultusunda Heliosis RNA
isolation kit ile izole edilmigtir. Total RNA'nin 1 ng'i cDNA sentezlemek igin
kullanilmigtir. Revers transkripsiyon 95 °C’de 1 dakika, 50 °C’de 1 saat ve
4 °C’de 5 dakika Orneklerin tutulmasiyla saglanmistir. PCR icin kullanilan
primerler Tablo 3’de gosterilmigtir. IL-10, IFN-y ve TNF-a igin PCR,
yaklasik 10 ng cDNA, igerisinde 20 pmol oligonukleotit primeri her bir 0,5
ml'lik ependorfa, her bir dATP, dTTP, dCTP ve dGTP’den 250 uM, 3mM
MgCl,, 2,5 U Taq DNA polimeraz ve 10X tampon eklenerek total hacim 25
Ml olacak sekilde karisim hazirlanmigtir (Bitin kimyasallar Bioron,
Almanya) (Tablo 4 ve Tablo 5). Amplifikasyon prosedurd; 95 °C’de 1
dakika, bunu izleyen 45 siklusta 95 °C’de 30 saniye, her bir primer icin
uygun olan baglanma derecesinde 45 saniye ve 72 °C’de 60 saniye,
finalde ise 72 °C’de 5 dakika thermal cyclerda (Apollo Metis, Turkiye)
Orneklerin tutulmasi esasina dayanmaktadir. Primerlerin bagdlanma
sicakliklari; IL-10 igin 58 °C, IFN-y i¢in 50 °C, TNF-a primerleri igin ise 58
°C’dir (Zeydanli, Turkiye).

9 uL PCR urini 3 pL Orange-G ile karistirilarak % 2’lik agaroz
jelde, 1Xlik TBE tamponda, 90V’'da yurGtiimustar. Jelde yurGtildikten

sonra etidyum bromid ile boyanmigtir. UV transluminatérde bantlar

goruntilenmistir.

39



Tablo 4: PCR Reaksiyon Karigimi (1. Tur) (cDNA Eldesi igin)

Reagent Hacim ({1 ornek icin) Konsantrasyon

PCR tamponu, 5X 5ul 1X

MQCIZ

dNTP

Primer 1

Primer 2

Revers [ranskriptaz
Enzimi

Fksrakte DNA
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Tablo 5: PCR Reaksiyon Karigimi (2.Tur) (cDNA Cogaltiimasi igin)

Reagent Hacim (1 brnek icinj Konsantrasyon
PCR tamponu, 10X 2,54l 1X
MgCls 254l
dNTP 0,1 pl
Primer 1 0.1l

Primer 2 0,1 pl

taqg Polimeraz 0.2 pl

Su 16,4
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Tablo 6: cDNA Cogaltiimasi igin Yapilan PCR Sicaklik Dénglileri

Dongt Sayisi Sicaklik Sture
1X 95 °C 1 dakika
45X 95 °C 30 saniye
Primer icin bagianma sicakhigi® 45 saniye
72 °C 60 saniye
1X 72°C 5 dakika

*1L-10 i¢in 58 °C, IFN-y i¢in 50 °C, TNF-a primerleri icin ise 58 °C'dir.

lll. b. 4. Kontaminasyona Karsi Koruma

RNA ekstraksiyonu ve PCR steril kosullarda ve birbirinden farkh
odalarda c¢alisilmistir. Butiin deneyler icin kullanilan su, nukleaz ve
pirojenden yoksundur. Mikrosantrifuj tlpleri otoklavda ve UV’ye maruz
birakilarak steril edilmigtir. Nukleazdan yoksun PCR tipleri (Costar,
Corning, NY, USA) UV isiginda steril edilmigtir. Pipetler PCR’a uygun
filtreli tipte kullaniimig, reaksiyonlar UV 1s1§1 bulunan biyolojik yonden
guvenli kabinde (Metis Biyoteknoloji, Ankara, Turkiye) yapiimistir. Negatif
sonuglar tekrarlayan RT-PCR prosedirleri ile dogrulanmigtir. Nukleazdan
yoksun suyun bir negatif ve bir pozitif kontrol 6rnegi butin &rneklerin
c¢alisiimasinda kullaniimigtir.

42



lll. b. 5. istatistiksel Analiz

Deneysel sayillar ve yuzdeler kullanilarak, bagimsiz gruplar igin
Fisher’in ki-kare testi, kitin dlgimlerinin analizinde kontrol ve infekte grup
kargilagtirimasinda Mann-Whitney U testi kullaniimigtir. p < 0,05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamh kabul edilmistir.
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IV. BULGULAR

IV. 1. Notropeninin Gosterilmesi

Hayvanlardan alinan kan o6rneklerinden yapilan periferik yayma
preparatinda, infekte grubun nétropenik oldugu gorialmustar (Sekil 8).

Sekil 8: Kandidemi Grubunun Periferik Yayma Preparati
(Giemsa, x100)
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IV. 2. Kandideminin Dogrulanmasi

IV. 2. a. Kultir

Infekte hayvan bébregdinden yapilan doku ekimlerinde 37 °C’'de 24
saatlik inkibasyon sonucu kulturlerde pozitiflik gézlemlenmistir (Sekil 9).

Sekil 9: SDA Agarda Ureyen Candida Hucreleri
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Sekil 10: Bobrek Kandidozu Olusturulmus Deney
Bobrekte Infeksiyon Odaklari

Hayvanlarinda
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IV. 2. b. DNA Varliginin Dogrulanmasi

Bobrek dokularindaki DNA varligi pozitifligini gostermek amach
bakilan B-aktin kontrol ve infekte orneklerde pozitif olarak bulunmustur.
Sekil 11 ve 12°de bazi kontrol ve infekte sican bdbrek dokusu drneklerine
ait B-aktin primeri ile yapilan PCR sonuglari gorilmektedir.

Sekil 11: Bazi Kontrol Grubu Orneklerinde B-aktin

Sekil 12: infekte Grupta B-aktin

B-aktin
pozitifligi
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IV. 2. ¢. Fungal DNA’'nin Dokuda Gdosterilmesi

Batin dokulardan elde edilen DNA’lar fungal primerler ile
cogaltildidinda Candida ile infekte grubun tamaminda pozitif sonuglar elde
edilmistir. Uriinler 345 baz cifti uzunlugundadir (Sekil 13). Kontrol
grubunda, bobrek dokusunda fungal DNA goérulmemistir (Sekil 14).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M

Sekil 13: infekte Siganlara Ait Panfungal PCR Sonuglari 345 baz
cifti

Sekil 14: Kontrol Grubu Siganlara Ait Dokuda Panfungal PCR

Sonuglari
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IV. 2. ¢. Kitin Olciim Sonuclari

infekte ve kontrol grubu farelere ait kitin 6lciim sonuclarina ait grafik

gOsterilmigtir.

O Kontrol grubu
M infekte grup

Kitin Degerleri
(OD)
(=]
°

Grafik 1: Kontrol ve Infekte Grupta Kitin Degerleri

Kitin dlgimu sonucu C. albicans ile infekte sigan grubunda kitin

Olcum degerleri C. albicans ile infekte olmayan kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli duzeylerde yuksek bulunmustur (p<0,001).
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Tablo 7: Kitin Olcim Sonuglari

l Kontrol Gritbu Kandidoz Grubu |

1. Ornek 0,328
l 2. Ornek 0,237
3. Ornek 0,233
| 4. Omek 0,244
5. Ornek 0,250
l 6. Ornek 0,190
7. Ornek 0,210
l 8. Ornek 0,170
9. Ornek 0,310
I 10. Ornek 0,280
11. Ornek

0,588
0,424
0,406
0,385
0,362
0,763
0,833
0,490
0,417
0,401

0,446

[ 12. Ornek 0,393 |
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IV. 3. Sitokinlerin ifadelenmesinin RT-PCR Sonuglari

IV. 3. 1. TNF-a’nin Gosterilmesi

Jel goruntilemesi sonucunda 10 kontrol grubundan 6’sinda (6/10);
12 infekte dokunun 171’inde (11/12) TNF-a’nin 105 baz ciftlik Uranu
gosterilmistir. C. albicans ile infekte grup ile infekte olmayan kontrol grubu

arasinda TNF-a ifadelenmesi acisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark

bulunamamigtir (p=0,135) (Sekil 15 ve 16).

Sekil 15: Kontrol Grubu Orneklerinde TNF-a Ifadelenmesi (1-6
Ornekler)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sekil 16: infekte Bobrek Dokularinda TNF-a ifadelenmesi 105

baz
cifti
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IV. 3. 2. IFN-y ifadesinin Gosterilmesi

Jel goruntulemesi sonucunda 10 kontrol grubundan 6’si (6/10); 12
infekte dokunun 12’sinde (12/12) IFN-y'nin 290 baz ¢iftlik Grinu

belirlenmistir. C. albicans ile infekte grup ile infekte olmayan kontrol grubu

arasinda IFN-y ifadelenmesi agisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark

belirlenmistir (p=0,029) (Sekil 17 ve 18).

Sekil 17: Kontrol Grubu Orneklerinde IFN-y ifadesini Gosteren

Bantlar (1-6.0Ornekler)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 18: infekte Bobrek Dokularinda IFN-y ifadesini Gosteren

Bantlar

290
baz
cifti
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IV. 3. 3. IL-10 ifadesinin Gdsterilmesi

Jel goruntilemesi sonucunda 10 kontrol grubundan 1’i (1/10); 12
infekte dokunun 9Qunda (9/12) IL-10’un 150 baz c¢iftlik Grinu bulunmustur.
C. albicans ile infekte grup ile infekte olmayan kontrol grubu arasinda IL-
10 ifadelenmesi agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark belirlenmistir
(p=0,004) (Sekil 19 ve 20).

Sekil 19: Kontrol Grubu Orneklerinde IL-10 [fadesini Gosteren
Bantlar

150 baz
cifti

Sekil 20: Bazi infekte Grup Orneklerinde IL-10 ifadesini Gésteren
Bantlar
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Tablo 8: PCR ile Elde Edilen Sitokin ifadelenmesi Sonuglarinin
Karsilastiriimasi

Kontrol (10) Kandidemi (12) p Degerleri

TNF-a n (%) 6 (60) 11 (91,8) p=0,135
IFN-y n (%) 6 (60) 12 (100) p=0,029
IL-10 n (%) 1(10) 9 (75) p=0,004
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V. TARTISMA

Son yillarda tibbi girisimlerin artigi ¢esitli hasta gruplarinin mantar
infeksiyonlarina yatkinhdini  arttirmistir.  Bagisiklik  sistemi, organ
transplantasyonu, antibiyotik kullanimi, AIDS gibi nedenlerle baskilanmig
bireylerde mantar infeksiyonlar ciddi sorunlar olusturabilmektedir 40,
Hastane kaynakli kandidemi yaklagik olarak hastane kaynakli
infeksiyonlarin %10-15'ini olusturur. Mantar infeksiyonlari énemli hale

1,10,11

gelmistir Amerika Birlesik Devletlerinde kandidoz insidansi

1980’lerde % 2 diizeyinde seyrederken 1990'da % 3,8’e yiikselmistir *°.

Fungal infeksiyonlarin tanisi, tedavide izlenecek yolun belirlenmesi
acisindan kritik 6éneme sahiptir. Mantar infeksiyonlarinin tanisi, klasik
olarak kulturden etkenin izolasyonu ve tanimlanmasi, serolojik olarak
mantar Urlnlerinin gosterilmesi, histopatolojik preparatlarda mantarlara ait
hiflerin veya hucrelerin gérilmesi, radyolojik olarak 6zgul goéruntulerin

% Molekiiler

saptanmasi egliginde klinik bulgular ile konmaktadir
yontemler, ylksek 06zgullik ve duyarhliklari ile son yillarda batin
infeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi, mantar infeksiyonlarinda da tani

> Ozellikle kiiltiirde (retilemeyen

koydurucu avantajlar sunmaktadir
etkenlerin molekuler yontemler kullanilarak gosterilmesi tanida onemli
avantajlar getirmistir. Etken kultlirde Uretilse bile tir tanimi yapilmasi igin

molekiiler ydntemlerden faydalanilabilir %8

Derin dokularda infeksiyon olusturan mantarlarin kualtirden
izolasyonu genellikle % 50 basari ile miimkiin olmaktadir *°. Bu nedenle
mantar infeksiyonlarinin tanisi; genellikle histopatolojik preparatlarda
gorulen nonspesifik mantar elemanlari ve serolojik; radyolojik indirekt tani
yontemlerinin destekledidi klinik tanida kisith kalmaktadir. Pek ¢ok olguda

tur, hatta cins tanimi yapilamamaktadir. Farkli etkenlerin neden oldugu
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mantar infeksiyonlan klinik veya radyolojik olarak birbirinden
ayrilamayabilir. Bu ac¢idan bakildiginda mantarlarin en azindan cins
dizeyinde tanimlanmalan gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir. Molekiler
yontemler diger tani yontemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda, bu

gereklilige cevap verebilecek genis olanaklar sunmaktadir 8%¢",

Cesitli hasta gruplarinda etken tanimlamada kullanilan panfungal
PCR yonteminin taniya yardimci oldugu ¢alismalarda bildirilmistir. Burik ve
ark. yaptiklari galigmada, insan kan kulturlerinde panfungal PCR yontemi
ile ture 6zgu primerler kullanarak fungal DNA’lar elde edilip infeksiyon

etkenleri gosterilmistir 2.

Kercher ve ark. eksizyon oncesi fungal endoftalmi slUphesi icin
yaptiklar g¢alismada panfungal PCR yontemi ile fungal DNA varligini

gbstermislerdir &.

Beggs ve ark., oral kandidozda C. albicans’a ait genlerin
farklihklarini goéstermek amaciyla RT-PCR yontemi kullanarak yaptiklari
calismada, DNA eldesini B-aktin geni ile gostermislerdir % Benzer olarak
Okeke ve ark. da kutandéz kandidozda DNA varligini B-aktin ile

belirlemislerdir °.

Fungal biyokitle ile uyumlu olan kitinin dokuda varliginin
gosterilmesi, in vivo Gremenin de bir isareti olarak kabul edilir. Kitin, sicak
alkali ortamda kitosana donustr. Kolorimetrik dlgiimle kitosanin dlglilmesi
sonucu mantarin sahip oldugu kitin de belirlenmektedir.

Hayashi ve ark.’nin nétropenik farelerde invaziv aspergilloza karsi
antifungal ilaglarin etkinligini degerlendirdikleri bir ¢alismada; antifungal
ilaglarin kullanimindan sonra akcigerlerdeki kitin ve plazmadaki B-D
glukan duzeylerinin belirgin bir sekilde baskilandigi ancak mantarin “cfu”
degerinin degismedigi goOsterilmigtir. Arastirmacilar, cfu degerinin hifal
blylumeyi yansitmadigini ancak kitin diizeylerinin hifal buylime ile oranti
gosterdigini bildirmislerdir .
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Balloy ve ark. ise kortikosteroid ve kemoterapotik bir ajanla
badisikhgin baskilanmasindan sonra gelistirdikleri deneysel IPA (intra
pulmoner aspergilloz) modelinde kitin ve galaktomannan
konsantrasyonlarini kortikosteroid verilmis hayvanlarda daha disuk
bulmuglardir. insanlarda geligen aspergilloz infeksiyonundaki gibi
kemoterap6tik ajan verilmis denekler Aspergillus fumigatus’a kargi daha
fazla duyarlihk gostermiglerdir. Cunki parcal lokositlerin  yoklugunda
mantar akciger dokusunu hizlica invaze ettikten sonra diger organlara da
yayilabilmektedir. Bu c¢alismada kitin ve galaktomannan duzeyleri
Aspergillus igin bir canlhilik indeksi olarak degerlendirilmistir o1,

Bizim galismamizda da, C. albicans ile infekte olan grupta, infekte
olmayan kontrol grubuna goére kitin dizeyleri anlamli dizeyde yuksek
oldugu belirlenmistir. Bu farkin infekte grupta mantar DNA varligini
gosterdigi dustnulmektedir.

Fungal infeksiyonlara karsi savunmada kullanilan dogal,
hicresel/humoral bagisiklik mekanizmalarinin  sekillenmesi, mantarin
birtakim dzelliklerinin yani sira konagin 6zellikleri ve infeksiyonun olugtugu
anatomik bolge ile ilgilidir. Mantarlara karsi bagisik yanitta, konagin
bagisiklik sistemi ile mantarin gelistirdigi birtakim bagisiklik sisteminden

kagis mekanizmalari arasinda kiyasiya bir miicadele s6z konusudur 2.

Candida’lara kargi gelisen bagisik yanitin batin ayrintilari tam
olarak agiklanmamis olmakla birlikte, dogal ve kazanilmig bagisikhk
sisteminin birlikte bu savunmada rol aldigi bilinmektedir. Mantar
infeksiyonlarinda konagin bagisik durumunun c¢ok o©nemli oldugunu
vurgulamak gerekir. Cunki son yillarda mantar infeksiyonlarinda gorulen
artiglar, Ozellikle badisiklik sistemi cesitli sebeplerle baskilanmig veya

zayiflatilimis hastalarla uyumludur 3*3°.

Dogal bagisikhk, infeksiyonun erken doénemlerinde gelisir ve
Okaryotik organizmalara kargi korunmada etkindir. Cesitli uyaranlar
araciigi ile aktiflesen makrofajlar ve diger bagisiklik sistemi Uyeleri
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“sitokin” olarak tanimlanan ve infeksiyon, travma, inflamasyona karsi
konak yanitini duzenleyen polipeptitler Gretir. Dogal bagisiklik, sitokin ve
kemokin gibi araci molekuller kullanarak antijen taninmasi ve sunumunu
gercgeklestirir. Mikroorganizmalar vicuda girdiklerinde ilk olarak, anatomik
ve fiziki bariyerler, normal flora ve savunma sistemleri (defensinler gibi) ile
karsilagir. Bu basamaklari gegebilen mikroorganizmalar, fagositik hiicreler
ve antijen sunucu hucrelere maruz kalir; boylece dogal bagisiklik

mekanizmasi tamamlanir 2>1%11,

Candida’lara kargi savunmada mononukleer ve PMNL gibi fagositer
sistem hucreleri tarafindan olugturulan hicresel yanit gok 6nemlidir. Bu
hicreler oksidatif ve nonoksidatif mekanizmalarini  kullanarak
Candida’larin hucre ici ve hiucre digi ortamda oldurtilmesine katkida
bulunur. Ayrica makrofajlar, mikroorganizmay igleyerek Th hucrelerine
sunar ve kazaniimig bagisiklik yanitinin baglatiimasinda rol oynar.
Mononukleer hucreler salgiladiklan sitokinler aracihidi ile de bagisiklik
sisteminin farkl basamaklarini etkiler. Notrofil sayisinda azalma ve notrofil
fonksiyonlarinda bozukluk bulunan hastalarda Candida infeksiyonlarinin

sikliginda 6nemli bir artis gérilmistir '+1%11:35:3€,

Th1 yaniti, IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a gibi sitokinlerin Gretimi ile
karakterizedir ve yeniden infeksiyonun olusumuna karsi direng saglar. Th2
yanitinda, IL-4, IL-10, IL-6 Gretimi gorulur ve kronik hastaliklarin geligimi
ile iligkilidir. Th1 sitokinleri hiicresel bagisik yaniti, Th2 sitokinleri ise
humoral bagisik yaniti uyarir . Th1 ve Th2 sitokin profilleri analizler,
bircok hastaliktaki bagisik yaniti belilemede kullanilimaktadir >3¢8_ Th1
ve Th2 sitokinleri arasindaki kritik denge, koruyucu bagigikhgin

olusumunda gereklidir.

Th1 efektor hicreler, genellikle proinflamatuvar sitokinleri Gretir.
Proinflamatuvar sitokinlerin olusumu, bagisik yanitin erken dénemlerinde
induklenir. Boylece sitokinler mikrobiyal kolonizasyon ve invazyona karsi

konak savunma mekanizmasina katkida bulunmusg olur % Proinflamatuvar
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sitokinler bu fonksiyonlarini yerine getirirken -dozlariyla orantili olmak
Uzere- ates, inflamasyon, doku harabiyeti, sok ve Olime de neden
olabilirler. Proinflamatuvar sitokinlerin inflamasyon destekli aktiviteleri, IL-
4, IL-10, IL-13 gibi antiinflamatuvar sitokinler tarafindan baskilanir. Bu
yuzden, proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerin etkileri arasindaki

dengenin hastaligin sonlandinimasina katkida bulundugu digunulmustar
70,71,72

Kazanilmig immun sistem de Candida’lara kargl savunmada
onemlidir. Ozellikle Th1/Th2 mekanizmasinda yer alan sitokinlerin bu
savunmada c¢ok kritik rol oynadigi bilinmektedir. Bu mekanizmanin
savunmadaki roli tam olarak agiklanirsa, Candidalara karsi gelisen
bagisik yaniti anlamak ¢ok daha kolay olacaktir. Antikorlarin rolu ile ilgili

halen gok net bilgiler yoktur 3:36:68.28

C. albicans, insanlarda firsatgi fungal infeksiyonlara onculik eder.
C. albicans blastosporlarinin intravendz fareye verilmesi sonucunda maya
yerlesimi bdbrek, beyin ve kalpte gorulir, tablo genellikle bdbrek

%872 Fare sistemik

yetmezliginden meydana gelen O6limle sonuglanir
kandidozunda Th1 yanitinin gelisiminin, fungal patojene karsi koruyucu
bagisiklik ile ilgiliyken, Th2 yanitinin geligimi patolojinin ilerleyisinin kaniti

oldugu diisiiniilmektedir 3*¢2,

Th1/Th2 sitokin dengesinin Candida’lara karsi savunmada olduk¢a
onemli oldugu vurgulanmaktadir. Th1 sitokinlerin koruyucu rol oynadigi,
bunun tersine Th2 grubu sitokinlerin Candida’ya kargi gelisen bagisik

yaniti bozdugu yapilan galismalarda gériilmigtir °2%°2,

Yaptigimiz c¢alismada, Candida infeksiyonu sirasinda gorilen
sitokin profillerindeki degisikliklerin belilenmesi amaciyla, kandidoz
olusturulmus sigan modellerinde Th1 yanitinin gostergesi olarak TNF-q,
IFN-y ve Th2 yanitinin goOstergesi olarak IL-10 gibi sitokinlerin
ifadelenmesi incelenmistir. Elde edilen veriler saghklhi kontrol grubu
siganlarla kargilagtiriimigtir.
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Daha once yapilan galismalarin ¢ogu, monosit/makrofajlarin C.
albicans ile uyarildiginda sitokinleri salgilayip salgilamadiklar veya
hayvan deney modellerinde C. albicans infeksiyonlarinda serumda sitokin
dizeylerinin aragtinimasi Uzerine yodunlagmistir. Calismamiz, infeksiyon
odagdi olarak bdbrek dokusunda sitokin ifadelenmesinin incelenmesi
agisindan diger caligmalardan farkli bir 6zellik sergilemektedir.

Calismamizda TNF-a ifadelenmesi, 10 kontrol grubundan 6’sinda
(6/10); 12 infekte dokunun 171'inde (11/12) 105 baz giftlik Grind
g6zlenmigtir. TNF-a ifadelenmesi agisindan; Candida ile infekte siganlarda
sayisal olarak bir fazlalik gortlse de, C. albicans ile infekte grup ile infekte
olmayan kontrol grubu arasinda TNF-a ifadelenmesi acisindan istatistiksel

olarak anlaml bir fark gézlemlenmemistir (p=0,135).

Steinshamn ve arkadaslarinin yaptiklarn bir ¢alismada normal ve
granulositopenik farelerde olusturulan C. albicans infeksiyonunda
proinflamatuvar sitokin olan TNF-a ve bazi ¢alismalarda proinflamatuvar
bazilarinda antiinflamatuvar sitokin olarak belirtlen IL-6 duzeyleri
arastinimistir.  Endojenoz IL-6 literaturlerde, proinflamatuvar veya
antiinflamatuvar  sitokin olarak tam olarak tanimlanmaktadir 3.
Steinshamn’in ¢aligmasinda, granulositopenik farelerin serumlarinda TNF-
a ve IL-6 duzeylerinin normal farelere gore daha yuksek oldugu
bulunmusgtur. Ancak TNF-a duzeylerinin yuksek olmasi, C. albicans
¢ogalmasinda bir azalma meydana getirmemistir. Arastirmacilar
calismalarinda, TNF-a varliginin infekte grupta artis gosterdigini belirlemis
olsalar da, TNF-a varliginin farelerdeki yasam surelerini etkilemedigini
bildirmiglerdir. IL-6 duzeyinin ise C. albicans infeksiyonlarinda arttigini,

fakat mekanizmasinin net olarak bilinmedigi belirtilmistir .

Louie ve arkadaglan yaptiklan bir calismada, C. albicans ile infekte
farelerin serumlarinda TNF-a miktarlarinin giderek artis gosterdigi, infekte
olmayan farelerde ise higbir artisin gorilmedidi bildiriimektedir. Ayni
zamanda TNF-a’nin varliinin organlardaki fungal ylkl azaltarak konak

60



savunmasinda olumlu katkilar oldugu bildirilmistir. Ayni arasgtirmacilar,
TNF-a’'nin, periferik kandaki l0kosit sayisini ve infekte dokulardaki
inflamatuvar cevabi etkilemedigini bulmuslardir. Ayni ¢aligma sirasinda
yapilan bir in vitro deneyde, TNF-a’'nin direk antikandidal etkisinin

olmadig  gosterilmistir ">

Calismamizda infekte grupta TNF-a
ifadelenmesi kontrol grubuna goére sayisal olarak fazla olsa da, aradaki

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir.

1998 yilinda Mencacci ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada TNF-a
defekti olan farelerin sistemik ve sindirim sistemi infeksiyonlarina daha sik
yakalandiklari, bu tir farelerin Th1 vyaniti ile iligkili mantar
infeksiyonlarindan korunmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir. Bu
durumun da kazanilmig ve dogal bagisikhk arasindaki eksiklikten
kaynaklandigi sdylenmektedir 3°.

Riipi ve ark. yaptiklarn galismada, kandidoz olusturulmus farelerde
TNF-a seviyesinin artis gosterdigini ve C. albicans’in neden oldugu akut
faz proteinlerinden fibrinojenin artisinda TNF-a’'nin  rolG oldudunu
bildirmislerdir ®.

Bazi proinflamatuvar sitokinlerin etkinligi ve akut infeksiyon
anindaki degisimleri Gaforio ve ark. tarafindan 2002'de gosterilmistir.
Kandidozdan 24 saat sonra ve LPS ile uyarim sonucunda TNF-a
seviyelerinin kontrole oranla arttigini bildirmiglerdir 7. Bizim galismamizda
da TNF-a ifadelenmesi sayisal olarak, infekte grupta daha fazla olarak
bulunmustur. Muhtemelen sigan sayisinin arttinlmasi TNF-a ifadelenmesi
agisindan infekte ve kontrol grup arasinda istatistiksel bir fark yaratacaktir.

Kubota ve ark., sistemik kandidozdaki degisimlerden akut akciger
hasarindan, alveolar makrofajlardan salinan TNF-a seviyesinde artiginin

neden oldugunu bildirmislerdir ’®.

Benzer bir sonu¢ da Steele ve ark. tarafindan yapilan deneylerde

bildirilmigtir. Vajinal ve oral kandidoza karsi olusan lokal bagisik yanitta
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TNF-a’'nin  énemli oldugu gdsterilmistir .

Kalkancrnin yaptigi tez
calismasinda da deney hayvanlarinda degisik Candida tlrlerinin TNF-a

diizeylerinde belirgin bir artisa neden oldugu belirlenmistir .

Bizim galismamizda TNF-a ifadelenmesinin kandidoz olusturulmus
hayvanlarda istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha fazla oldudu
gorulmastir. Bu sonug yukarida belirtilen birgok ¢alismanin sonuglariyla
paralellik gostermektedir. Yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro
calismalarda C. albicans’in TNF-a salinimini uyardi§i gosterilmistir. Ancak
TNF-a saliniminin artmasi her zaman olumlu bir katki anlamina gelmedigi

gibi in vivo sartlarda bagka faktorlerin de devreye girdigi dusunulmektedir.

IFN-y makrofaj aktive edici Ozelligi iyi bilinen bir sitokindir.
Calismamizda; 10 kontrol grubundan 6’si (6/10); 12 infekte dokunun
12’'sinde (12/12) IFN-y’nin 290 baz c¢iftlik drind bulunmustur. C. albicans
ile infekte grup ile infekte olmayan kontrol grubu arasinda IFN-y
ifadelenmesi acgisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark belirlenmigtir
(p=0,029).

Marodi ve arkadaslarinin yaptigi in vitro bir g¢aligmada
monositlerden elde edilen makrofajlarin kandidasidal aktivitesinde IFN-
y’'nin roli arastirimistir. Aragtirmacilar, opsonize ve opsonize olmamig C.
albicans kullanmis ve IFN-y'nin monosit/makrofajlarin kandidasidal
aktivitesini artinp artirmadigini incelemis; sonugta, IFN-y’nin bu hicrelerin
kandidasidal aktivitesini opsonize veya opsonize olmamis durumda
artirdigini gostermislerdir. Zaman gegtikge hicre kultirinde hem fagosite
edilen Candida sayisinin arttiyi, hem de salinan sitokinin dizeylerinde

artis goriildiigii belirlenmistir ®'.

Romani ve ark., IFN-y’nin Th1 yanitini duzenleyen, Th2 yanitini
baskilayan pleomorfik bir sitokin oldugunu belirlemiglerdir. Ayrica
endotelyal hicrelerin kandidal hasardan korunmasinda IFN-y'nin rolu

oldugu gdsterilmistir 7982,
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in vivo ve in vitro galismalar, IFN-y’nin mantarlari yok etme dzellii
olan fagositleri aktive eden baslica faktér oldugunu gdstermektedir 227,
Lavigne ve ark. da g¢alismalarinda IL-12 ve IFN-y’'nin ortaklagsa c¢alisarak
dodal ve kazanilmis badisik yanit meydana getirdiklerini, IFN-y'nin

Candida infeksiyonuna direncte rol oynadigini bildirmislerdir 2.

Netea ve ark. tarafindan, Candida ve mononukleer hicrelerinin in
vitro olarak karsilagmasinda salgilanan IFN-y seviyesinin; IL-12 ve IL-13
seviyelerini etkiledigi, TNF-a salgilanmasindan ise bagimsiz oldugu
bildirilmistir. IFN-y’nin invaziv kandidoza kargi savunmada énemli oldugu,
granulositlerin kandidiyal aktivitesini artirdidi, makrofaj aktivasyonunu
sagladigi ve sitotoksisiteye yardimei oldugu bildirilmistir 3.

Kaposzta ve arkadaglan tarafindan yapilan galismada, IFN-y’nin
invaziv kandidozda hayatta kalma sansini artirdigi belirlenmistir. Ayrica
bagisiklik 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 artabilecedi gosterilmigtir 8,

Murciano ve ark., fagositik aktivitesi ylksek olan NK hucreler
tzerindeki ¢calismalarinda, 6li Candida’nin NK hucresinden salinan IFN-y
uzerinde inhibe edici 6zelligi oldugunu bildirmigtir. Ayrica kandidozda TLR
sitokinlerinin dnemli oldugunu ve TLR grubu sitokinlerin NK hicrelerinden

salinan IFN-y iretimini stimiile ettigini gdstermislerdir *.

Yaptigimiz ¢galismada da IFN-y’'nin kandidoz olusturuimus deney
hayvanlarinda kontrol grubuna oranla arttigini ve sonuglarin da yukarida
bahsedilen ¢alismalarla benzer oldugu belirlenmistir.

Ancak bazi ¢aligmalarda bizim bulgularimizin tersine sonuglar elde
edildigi bildiriimektedir.

Qian ve Cutler'in yaptid1 bir in vivo g¢alismada yaygin kandidoza
kargi konak savunmasinda IFN-y’'nin esansiyel olmadigi sonucuna

variimisgtir. Bu arastirmacilar, in vitro ¢alismalarda bu rolun gdsterildigini,
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ancak bu konuyla ilgili yapilan in vivo galismalarin yetersiz oldugunu
bildirmektedir. IFN-y yonunden mutant fareler ile normal fareleri C.
albicans ile infekte etmigler ve sonugta fungal yuk ve doku hasar
agisindan bir fark bulamamiglardir. Sonug olarak, IFN-y’nin C. albicans’a

karsi gelisen konak savunmasinda dnemli olmadidini belirtmiglerdir 8,

IL-10 bakteriyal ve fungal infeksiyonlarinda asin inflamasyonu
Onlemede ve antimikrobiyal savunmanin olusumunda O©nemli olan
antiinflamatuvar bir sitokindir. CD4 ve CD8 T lenfositleri, monosit, makrofaj
ve B lenfositlerinden salinir. [L-10, T hicrelerini ve makrofaj
fonksiyonlarini  inhibe ederek bagigsik ve inflamatuvar yanitin
dizenlenmesinde gorev alir. IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-13 gibi sitokinleri, nitrik
oksit tiretimini inhibe ederek hiicre sitotoksisitesini durdurur **®. Roilides
ve ark. mononukleer hucreler ile Candida hucrelerini in vitro olarak
birlegtirdiklerinde, mayaya karsi mononukleer hucreler tarafindan
olusturulan antifungal etkinin IL-10 ile baskilandigini géstermigtir. Boylece
vucuda giren antijenlere karsi gelistirilen antiinflamatuvar yanitin

diizenlendigini bildirilmislerdir 8%,

Cahgmamizda, 10 kontrol grubundan 1’i (1/10); 12 infekte dokunun
9unda (9/12) IL-10°un 150 baz ciftlik Grand bulunmustur. C. albicans ile
infekte grup ile infekte olmayan kontrol grubu arasinda IL-10 ifadelenmesi
agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmigtir (p=0,004). IL-10
ifadelenmesinde infekte sican grubunda kontrol grubuna gore bu farkin
belirlenmis olmasi, infekte grupta Th2 yanitinin olustugu ve bu nedenle
konakginin ilerleyici tarzda Candida infeksiyonuna maruz kaldiginin

gostergesi oldugu dusinulmektedir.

Kandidozla birlikte T hilcreleri, IL-10 ve IL-4 salgilanmasina aracilik
etmektedir. Tavares ve ark., Candida infeksiyonun ardindan 2. saatte
timusu c¢ikarilmig farelerde serumda bu sitokinlerin  varhidini
gostermiglerdir. Timus yoninden mutant olan farelerde ise, infeksiyonun

ardindan IL-10 seviyesinin azaldigini, IL-4’Un ise yok oldugunu tespit
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etmislerdir. Bu sonuglara dayanarak timusu ¢ikariimis farelerde kandidoza
karsi direncli oldugu, T hicrelerinin de bu direngte rol alan ve infeksiyonun
durdurulmasinda gorevli olan sitokinlerin salinmasini kontrol ettigini

belirlemislerdir °.

Vazquez-Torres ve ark., IL-10 defekti bulunan farelerde akut
sistemik kandidoza karg! bir diren¢ oldugunu, ancak IL-4 defekti bulunan
farelerin kandidemiye daha duyarli oldugunu bildirmislerdir %.

Th1 ve Th2 yaniti arasindaki etkilesimi gosteren karsilagtirmal
calismalardan birinde, Th1 yaniti olusturan IL-12'nin defektli oldugu
kandidoz olusturulmug farelerde, Candida’'ya karsi koruyucu o6zellik
gOsteren CD4+ Th1 hicrelerinin yetersiz kaldigi gosterilmistir. Bu durum
IL-12’nin Th1’e badimh bagisikhdin antifungal etkisinde onemli oldugu
sonucunu dusundurmustir. IFN-y'nin  sistemik ve sindirim kanal
infeksiyonlarinda azalmadigi, IL-12 salinimindan bagimsiz oldugu ve
erken kandidozda etkin oldugu sdylenmektedir. Mencacci ve ark.’nin
yapti§i bu galismada, IL-10 ile IL-12'nin karsilikh pozitif etkilesimlerinden
de bahsedilmektedir. IL-12 defekti bulunan farelerde IL-10 saliniminda

azalma oldugu bildirilmigtir 3°.

Th hicreleri ve dogal bagisiklik sisteminin regulasyonunda 6nemli
roli olan IL-10 ve IL-12 gibi sitokinlerin seviyeleri normal kosgullarda
dugiktdr. IL-6, IL-12 ve IFN-y mRNA ifadelenme seviyelerinin azalmasinin

IL-10 ile iligkili olabilecedi gosterilmigtir %%

. Ayrica IL-10’nun self-
toleransta gorevli T hucrelerinin salgilanmasini duzenledigi, IFN-y ve TNF-
a, IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinlerin seviyelerini baskiladigi
gosterilmigtir. Bunlara ek olarak; IL-10’un, patojenlere olan bagisik yanitin
baskilanarak azaltiimasini sagladidi, bodylece patojene karsi gelisen

koruyucu bagisik yaniti engelledigi bildirilmistir %22,

Schaller ve ark. farelerde yaptiklari deneylerde, infekte olmayan
hayvanlarda oral mukozada dusuk seviyelerde IFN-y, TNF-qa, IL-6 ve IL-10
diizeyi beklerken; kandidozlu ve PMN eksikligi olan hayvanlarda IFN-y,
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TNF-a, IL-6 seviyelerinde artig, IL-10 seviyesinde degisiklik olmadigini
belirlemiglerdir. Ayni arastirmacilar tarafindan, PMN ilavesi ile birlikte
artan IFN-y, TNF-a , azalan IL-10 seviyeleri belirlenmistir .

Brieland ve ark. ile Schaller ve ark.’nin deneylerinde Candida
infeksiyonu ile birlikte ¢esitli dokulardan salinan (adiz, vajina, bdbrek)
TNF-a, IFN-y seviyesinin her gegen gun artarak devam ettigi, buna karsgin
antiinflamatuvar sitokinlerden IL-10’un azaldi§i belirlenmistir. infeksiyon
tablosunun ilerleyen donemlerinde ise Th2 grup sitokin ifadelenmesi artis
gosterirken, Th1 grubu sitokinlerde duslts gozlenmistir. 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 hucrelerin  effektor
mekanizmalarini baskilayarak infeksiyona kargi olusturulan Th1 bagisik

yanitini ortadan kaldirdigi ve infeksiyona duyarhlidi artirdigi bildirilmigtir
94,95

Kronik mukokutanéz kandidoz, deri, tirnak ve/veya mukoz
membranlarin ilerleyici ve tekrar eden Candida infeksiyonlar ile
karakterize kompleks bir bozukluktur. Kronik mukokutanéz kandidoziu
(CMC) hastalarda vyapilan c¢alismalarda Lilic ve ark., IL-6 ve
antiinflamatuvar sitokin olan IL-10 seviyelerinin, bizim g¢alismamizia
uyumlu olarak arttigini, IL-12 ve IL-2 seviyesinin dugstidunu, TNF-a, IL-4
ve IL-5 seviyelerinde ¢ok O6nemli bir degisimin gortulmedidini ve ilging
olarak da IFN-y'nin neredeyse yok denecek kadar az oldugunu
saptamiglardir. IL-12 ve IFN-y’nin da kandidozun vicuttan atilimi ve Th1
yanitina yardimci oldugu bilinmektedir. Mantarlara karsi koruyucu gorev
yapan Th1 yanitinin bu tur hastalarda bozuk olmasi, infeksiyonun
ilerlemesinde onemli bir role sahiptir. Ayrica antiinflamatuvar sitokinlerin
(IL-10 gibi) artisinin, Th1 yanitini baskilamasi nedeniyle kandidoza karsi
duyarhligi arttigi bildirilmistir. Bu hastalarda dusuk dizey Th1 ve yuksek
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97

dizey Th2 sitokin paterni mevcuttur °'. Bu durum, bizim infeksiyon

modelimizde elde ettigimiz sonugla uyum gostermektedir.

Netea ve ark., in vitro ve in vivo deneylerde, maya hicre duvarinda
bulunan mannan, glukan ve kitin gibi antijenik o6zellik tasiyan
komponentlerin taninmasinda ve yok edilmesinde TLR2 ve TLR4'ln etkin
bir sekilde rol oynadigini gostermislerdir. Sitokin seviyelerine bakildiginda
ise; TNF-a, IFN-y gibi proinflamatuvar sitokinlerin infeksiyonla arttigini,

buna karsin IL-10 seviyesinin de azaldi§i bildirmislerdir %.

Bagisikhk sisteminde duyarliik gorilen yanik hastalarn Uzerinde
yapilan bir calismada, Th2 sitokinlerin varliginin yiksek oldugu goézlenmis
ve bu durumun daha ¢ok hiicre digi patojenleri yok etmede goérevli Th1
yanitini baskiladidi, bunun sonucunda da C. albicans infeksiyonuna

duyarhi@inin arttigr bildirmislerdir *.

Van der Graff ve ark., insan mononukleer hucreleri ile yaptiklari
calismalarda artan C. albicans konsantrasyonlar ile orantih olarak TNF-a
ve IFN-y’nin da arttigi, bu artisin hiflere oranla blastokonidyalarda daha
fazla oldugu gosterilmistir. Blastokonidyalarin TLR2 ve TLR4 ile stimile
oldugu ve bu durumun IFN-y’nin salgilanmasini artirdigs; hiflerin ise TLR2
ile stimile oldugu ve IFN-y’yi inhibe ettigi belirlenmistir. TLR4’Un, C.
albicans ile infekte hicrelerin blastokonidyalarinda proinflamatuvar
sitokinlerin artisina neden oldugu, TLR2 ise hiflerde antiinflamatuvar
sitokinleri  artirdid1  bildirilmistir. ~Bu  durumun  bagisik  yanitin
dengelenmesinde kullanildigi belirtmislerdir "%

Th2 hiicreleri, IL-4 ile uyarilirken, IFN-y ile baskilanmaktadir %352,

Th2 yanitinin gelisimi Candida infeksiyonlarina duyarliligi artirir. Ctnkd bu
grup sitokinler Th1 yanitinin gelisimini inhibe eder ve fagositik efektor
hucrelerin  aktivasyonunu engeller. Th2 vyanitinin ylksek olmasi
konakginin ilerleyici tarzda infeksiyona maruz kaldiginin goéstergesidir
28343652 Ayrica Th1 sitokin paterni patojenle temastan sonra laboratuvar

hayvanlarinin yasamini saglarken, Th2 hicrelerinin varhdi infeksiyonda
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1012002 yilinda yayinlanan bir galismada,

Olumcul bir seyre yol agar
Piccinni ve ark., tekrarlayan vajinal kandidozlu hastalarin periferik kan ve
vajinal mukozadaki mononukleer hucrelerinin C. albicans antijenlerine
kargi gelisen yanitlarini in vitro olarak incelemis; sonugta tekrarlayan
vajinal kandidozlu kadinlarda sadlkli kontrol grubuna oranla yiksek IFN-y
ve dusuk seviyelerdeki IL-4 seviyeleri gorulmustir. Bunlara dayanarak
vajinal kandidozda daha baskin Th1 yaniti, daha dusuk duzeyde Th2

yanitinin oldugu belirlenmistir "%,

Elahi ve ark. tarafindan, Candida infeksiyonlarina duyarl ve direncli
iki farkli fare modelinde yapilan ¢alismada, infeksiyona direngli grupta IL-
4, IL-12 ve IFN-y dizeylerinde, C. albicans’in hizh eliminasyonu ile uyumiu
olarak erken donemde artis oldu@i;duyarli grupta ise IL-4 ifadelenmesinin
geciktigi ve daha az oldugu belirlenmis ve C. albicans’'in hizh
eliminasyonunun IFN-y, IL-4 gibi sitokinlerin erken sekresyonunu sagladigi
bildirilmistir '°.

Mullick ve ark.nin yaptidi ve bizim g¢alismamizin sonuglariyla
Ortusen calismada arastirmacilar, infeksiyona duyarliliklari farkh olan
farelerde olusturduklar infeksiyon modellerinde C. albicans infeksiyonu ile
birlikte olugan farkliliklari belirlemeye caligilmiglardir. Infeksiyona duyarli
olan grupta; IFN-y, TNF-a ve IL-10 seviyelerinin direngli gruba oranla
belirgin olarak yuksek oldudunu tespit etmig ve C5 komponenti eksik olan,
infeksiyona duyarl farelerdeki kandidoz sonrasi homeostatik metabolik
yollarin yetersiz kaldigini ve sonucunda da kalp yetmezligi gibi onemli
rahatsizliklarin gelistigi bildirilmistir 3.

Bu galismalarda belirtildigi gibi, infeksiyonlar sirasinda Th1 yaniti ile
Th2 yaniti arasinda karsilikli bir etkilesim mevcuttur. Th1 yanit
infeksiyonun erken dénemleri ile artis gosterirken, Th2 yanitinin olugsmasi
ile birlikte Th1 yaniti baskilanmaktadir *. Bizim calismamizda da IL-10
ifadelenmesi artigina bagl olarak Th2 yaniti ve IFN-y ifadelenmesine bagli
olarak Th1 yaniti gézlenmigtir. Ancak dider bir Th1 sitokini olan TNF-a
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ifadelenmesi infekte ve kontrol grubu arasinda fark olusturmamigtir. Bu
verilerin muhtemelen hayvanlarin infeksiyonun ileri ddnemlerinde (7. gun)
oldarulmesine bagh oldugu, aslinda infeksiyonun erken dénemlerinde Th1
yanitin olustugu ve hayvanin savunma mekanizmalarinda yetersizlige
bagli olarak bu yanitin yavag yavag baskilanip, Th2 yanitinin etkin hale
geldigi disunulmektedir. Dolayisiyla ¢alismamizda, Candida infeksiyonu
sirasinda Th1 ve Th2 sitokin profilinde bir dengesizlik goruldigu, bunun da
infeksiyona karsi konagin olusturmaya calistigi badisik yanitta 6nemli
oldugu goézlenmistir. Calismamizin verilerine goére, Th2 yanitinin Th1
yanitini baskilayarak Candida infeksiyonuna kargi korunmada negatif bir
etki olusturabilecegi de dusunulmektedir.
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VI. SONUG

Candida ve bagisiklik sisteminin diger elemanlan arasindaki
iliskinin ¢ok karmagik oldugu dusunulmektedir. Bu iliskide tek bir
parametrenin roli yoktur. Cok sayida bilesen birbiriyle etkilesim halinde
gorev yapmaktadir. Sitokinler de bu infeksiyonda etkin rol oynamaktadir.
Ancak Candida infeksiyonu sirasinda Th1 ve Th2 sitokin yanitinin
infeksiyonun farkli dénemlerinde etkin oldugu ve Candida infeksiyonlarinin
patogenezinde dnemli rol oynadigi dusunulmektedir. Th1/Th2 dengesinde
olusan degisikliklere bagh olarak Candida infeksiyonuna kargi korunma
saglanmakta veya infeksiyon ilerlemektedir. Candida infeksiyonundaki
sitokin profilinin tam olarak belirlenebilmesi, 6zellikle bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda 6nemli mortalite nedeni olan bu infeksiyonlardan
korunmada ve tedavisinde yeni secgeneklerin geligtiriimesine olanak

saglayacaktir.
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KANDIDOZLU SIGAN MODELINDE IFN-y, TNF-a, IL-10
iFADELENMESININ TERS TRANSKRIPTAZ POLIMERAZ ZiNCIR
REAKSIYONU (RT-PCR) iLE GOSTERILMESI

VIIIl. OZET

Badisiklik sistemi baskilanmig hastalarin her gegen gun artisinda,
genis spektrumlu antibiyotiklerin daha yaygin kullanimi, organ nakillerinin
¢ok daha sik yapilmasi gibi nedenler bu tur hastalarda kandidoz varliginin
son yillarda artig géstermesine neden olmaktadir.

Candida infeksiyonu sirasinda olusan immdunolojik degisikliklerde
pek cok faktor etkilidir. Bu nedenle calismamizda, kandidoz sirasinda
immunolojik  parametrelerden olan  sitokin  profillerinde  olusan
degisikliklerin belirlenmesi amaclanmistir. infekte fare bobrek dokularinda
TNF-a, IFN-y ve sitokinlerin IL-10 gibi sitokinlerin ekspresyonlarinin
belirlenmesinde RT-PCR ydntemi kullaniimigtir.

Cahgmamizdaki infeksiyon modeli, sigcanlara verilen C. albicans
hicresi ile saglanmigtir. Ayrica C. albicans ile infekte edilmemis kontrol
grubu kullanilarak infekte grup ile karsilagtirma yapiimistir. Hayvanlardan
alinan bobrek dokularindan yapilan kulttr pozitif olarak bulunmustur. RT-
PCR yontemi ile caligilarak bobrek dokularinda kandidoz olugsumu
gOsterilmistir. Ayrica, mantarlara 6zgil primerler kullanilarak infeksiyon

varligi dogrulanmigtir.

Kontrol grubunun PCR calismasi sonucunda TNF-a 10 drnegin
6'sinda (% 60) pozitif ; IFN-y 6’sinda (% 60) pozitif ; IL-10 10 drnegin
sadece 1’inde (% 10) pozitif bulunmustur. Kandidemi grubunda ise TNF-a
12 6rnegin 11’inde (% 91,6) pozitif ; IFN-y 12 6rnegin tamaminda (% 100)
pozitif ; IL-10 12 érneg@in 9’unda (% 75) pozitif bulunmustur.
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Buna gore, kandidoz sirasinda immun htcrelerle iligkide sitokinlerin
onemli rol oynadigi ve etken olan sitokin profillerinin tam olarak
belirlenmesinin, Candida infeksiyonlarindan korunmada ve tedavide yeni

secgeneklerin gelistiriimesine olanak sadlayacagi dugtinulmasgtar.

Anahtar Sozcukler: Candida, sitokin, RT-PCR
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DEMONSTRATING THE EXPRESSION OF IFN-y, TNF-a, IL-10 WITH
REVERS TRANSCRIPTASE POLYMERASE CHAIN REACTION IN RAT
CANDIDIASIS MODEL

VIll. SUMMARY

Everyday, the number of immunocompromised patients increases
because of using wide spectrum antibiotics, making more organ

transplantations; also in these patients, candidiasis are increased.

The immunological changes which occur during the Candida
infections have been effected lots of factors. Because of this, we aimed to
find the changes of cytokine profile which occur during candidiasis. We
used RT-PCR method which determines the cytokine profiles such as
TNF-a, IFN-y, IL-10 in kidneys of infected rat.

C. albicans was given the rats, thus infection model of candidiasis
was completed. Also, control group was formed for comparision with
infected group. The kidney tissues which were taken from the infected
rats, the culture results were positive. We showed rat's kidneys’
candidiasis with RT-PCR. Also, the existence of infection was confirmed

with spesific primers to fungus.

In control group, the results were like these: TNF-a % 60 (6/10),
IFN-y % 60 (6/10) and IL-10 % 10 (1/10). In infected group, the results
were like these: TNF-a % 91,6 (11/12), IFN-y % 100 (12/12) and IL-10 %
75 (9/12).

Accordingly, we think that cytokines are important to relation of
immune cells during the candidiasis and determining the profiles of
cytokines accommodates to protect from Candida infections and improved

new alternatives in treatment.

Key words: Candida, cytokines, RT-PCR
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