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KISALTMALAR
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dNTP: deoksinukleotid trifosfat

RT-PCR: Ters transkiptaz polimeraz zincir reaksiyonu
Real-Time PCR: Gercek zamanl PZR

cDNA: Komplementer DNA

IM: Intramiskuler

Cp: Siklus sayisi

PBMC: Periferal kan mononikleer hiicreler



1. GIRIS

Genis spektrumlu antibiyotiklerin daha yaygin kullanimi,
tedavi protokollerindeki gelismeler sonucu bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarin yasam surelerinin uzamasi, organ nakillerinin ¢ok daha sik
yapillmasi ve bu tlr hastalarda bagisiklik sistemini baskilayici ajanlarin
kullaniminin artigi gibi nedenlerle mantar infeksiyonlarinda son yillarda

biyiik bir artis gériilmektedir.*

Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarin dogal savunma
mekanizmalari islevlerini tam olarak yerine getiremedigi icin, sistemik
mantar infeksiyonlarina duyarliliklari da artmaktadir. Bu hastalardaki
mantar infeksiyonlari; siddetli, hizl ilerleyen, tanisi ve tedavisi zor olan
infeksiyonlardir. ~ Hastaligin  klinik  spektrumu  derinin  ylUzeyel
infeksiyonundan hayati tehdit eden sistemik infeksiyonlara kadar

degismektedir.

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

onemli nedenlerindendir.t

Mantarlardan ileri gelen infeksiyonlarda vicut, mantar
elementlerine karsi immunolojik bir yanit verir. Bu cevap, bakteriyel
antijenlere oranla zayif olmakla beraber, kendini humoral (sivisal) ve
hicresel bagisik yanit seklinde gosterir. Mantar elementlerinin vicuda
girmesi ile lenfoid sisteme ait retikuloendotelyal sistem (RES) aktive olur
ve uyarilir. Hucresel veya humoral yanitin derecesi ve bunlardan birine ait
oncelik sirasi, infeksiyonun tlrine goére degisir. Bazi hastaliklarda ilk 6nce
deri duyarlhih@i olusur ve bunu deri testleri ile ortaya koymak mumkin

olabilir. Diger hastaliklarda da humoral yanit daha énce ortaya cikar.®



Hucreler arasi iligkiler bir yandan iki hdcrenin dogrudan
dogruya birbirleri ile iligki kurmalari, bir yandan da olusturduklari hormon
benzeri maddelerle birbirlerini etkilemeleri sonucunda yurutular. Bagisik
yanitin duzenlenmesinde, B ve T lenfositleri, makrofajlar, monositler gibi
badisiklik sistemi hucreleri 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 hucrelerinin ¢ogalip farklilagsmasinda

gorev alir.? %>

Son yillarda sitokinlerin gosteriimesi icin serolojik yontemler
yaninda molekiler yontemler de kullaniimaya baslanmistir. Gergek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile sitokin ifadesinin

gOsterilmesi duyarl ve 6zgul bir ydontem olarak kullaniimaktadir.

Son yillarda tanimlanan interlékin-17 (IL-17) sitokinin mantar
infeksiyonlarindaki roli tam olarak bilinmemektedir. Bu yuzden
calismamizda, invaziv kandidoz olusturulmus sican bobrek dokularinda IL-

17 gen ifadelenmesinin arastiriimasi hedeflenmigtir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Tarihge

M. O. 4. Ylizyilda Hippocrates ve Galen’in oral lezyon olarak
tanimladiklari pamukgugun altta yatan hastaliklar ile iligkili klinik bir belirti
oldugu bilinmekteydi. 1839 yilinda Almanya’da Bernard Langenbeck,
tifislt bir hastanin oral lezyonlarindan izole ettigi organizmayi “Typhus-
Leichen” (tifis cisimcikleri) olarak tanimlamis, 1841’de Emil Berg
tarafindan saglikli bebeklerde pamukgugun fungal etiyolojisi arastiriimistir.

Candida albicans ilk kez 1842’de Gruby tarafindan tanimlanmistir.* ¢’

2.2. Taksonomi

Candida'lar Deuteromycota'da Blastomycetes sinifinin
Cryptococcales takiminda Cryptococcaceae ailesinde siniflandirilan,
blastosporlarla ¢ogalan, yalanci migel yapan, gercek migel olusturmalari
¢ok nadir gorulen ve eseyli sekilleri Hemiascomycetes sinifinda bulunan
bir grup anamorf mayadir. Buglin icin kabul edilmis 200 kadar tiri

bulunmaktadir.® ®

En sik infeksiyon olusturan C. albicans disinda, C. tropicalis,
C. stellatoidea, C. pseudotropicalis, C.viswanathii, C. parapsilosis, C.

guilliermondi ve C. krusei diger 6nemli Candida’ lardan bazilaridir.*

2. 3. Ekoloji

Candida’lar maya seklinde Ureyen mantarlarin onemli bir
grubudur. Bitkilerde de yasayabilen Candida tirleri, insan ve diger
sicakkanli hayvanlarin birgogunda kommensal olarak bulunur. Gegis yolu

3



genellikle yiyecekler, direk temas (giyecekler, yatak, dis firgalari vb.) yolu

ile olmaktadir.® 1% 12

Candida turleri normalde deri ve mukoza florasinda bulunan
organizmalardir. C. albicans florada en sik bulunan tirddr. Normal
bireylerin agiz ve sindirim kanalinda bulunur. Firsat¢i patojendir. Bazi
hazirlayici faktorlerin varliginda (konagin badisiklik sistemi zayifladigi
sirada) “kandidoz” olarak tanimlanan ylzeyel veya derin; akut veya kronik
infeksiyonlara neden olur. Candida infeksiyonlari, bagisiklik sistemi
baskilanmis  bireylerde (HIV  infeksiyonu gibi) yaygin olarak

rastlanmaktadir. C. albicans florada en sik bulunan tiirdar.® 7+ 1213

2. 4. Mikrobiyolojik Ozellikleri

Blyukligu 2-6 um arasinda olan Candida, tek hucreli,
Okaryotik ve kemoheterotrof olup, yuvarlak veya oval bigimdedir.
Genellikle tek basina, zincirler olusturarak ya da kuguk yumusak kimeler
seklinde gorundr. Aseksuel vyolla tomurcuklanarak (blastokonidya)
¢ogalma gosterir. Birgcok tur, dokuya invaze oldugunda hem yalanci hem
de gercek hif formlarini olusturur (dimorfizm). Arka arkaya tomurcuklanan
blastokonidyalarin birbirinden ayrilmayip uzayarak ve aralarinda bogumlar
olusturarak yaptiklari hicre zincirleri yalanci hifleri olusturur. C. glabrata

harig tiimii uygun kosullar altinda yalanci hif iiretir.** 1% 14 1

Candida turleri, antibiyotikli (kloramfenikol veya gentamisin
iceren) Sabouraud dekstroz agar (SDA)'da pH 4-7'de, 24-42 °C’de, 24-48
saatte Uretilebilir. Ayrica kanli agar, beyin-kalp inflizyon agar ve triptoz
agar gibi bakteriyolojik ortamlarda da Ureyebilir. Genellikle kirli beyaz veya
krem rengi, nemli, dizgun veya burusuk kenarli, dizgun yuzeyli veya

gObekli; uzayan inklibasyonla birlikte kiviimli hale gelen, mat ya da parlak,



maya kokulu yumusak koloniler olustururlar. Besiyeri ylzeyinin altinda ise

yalanci hifler bulunur.* 1% %7

Tum Candida turleri glukozu fermente eder, higbirisi nitrat
asimile edemez. Sadece C. guilliermondii dulsitoli ve C. krusei laktozu
asimile eder. Candida turleri genellikle Ureaz Uretmez ve KNOj'U
kullanmaz, ancak bazi C. krusei izolatlari Greaz pozitif olabilir. Bu gruptaki
maya benzeri mantarlarin kulturlerinde etanol, asetoin ve asetik asit,
formik asit, laktik asit, propionik asit, piruvik asit, suksinik asit gibi organik

asitlerden zengin metabolik son driinler olusur.?

C. albicans’ 1 diger Candida’lardan ayiran en dnemli 6zelligi
germ tUp deneyinin pozitif olmasidir. Serum iginde 37°C’de 2 saat inkibe
edilirse, germ tlip (cimlenme borusu) olusumu gdzlenir. Ancak C.
stellatoidea ve C. dubliniensis de germ tup olusturdugu icin bu test ile
yanhs pozitif sonuglar ortaya c¢ikabilmektedir. C. albicans’i morfolojik
olarak tanimaya yarayan diger bir yol ise misir unu-Tween 80 agarda

olusturdugu tipik iri, kiire seklindeki klamidosporlari gérmektir.® 7 12 13.19.20

2. 5. Hucre Yapisi

Mantar hicresi 6karyot hucre 6zelliginde olup igte nukleus ve

organelleri iceren sitoplazma, sitoplazma zari dista hicre duvari ve bazi

tiirlerde gériilen kapsdilii bulundurur.> 7 1219



2. 5. 1. Hucre Duvari

Hlcre duvari hicre morfolojisini  korumak, hucreyi
desteklemek, savunmak igin gereklidir. Duvar sayesinde dis ortamda
meydana gelen ozmotik degisikliklerden hidcre korunur. Gegirgen bir
bariyer olan htcre duvari, hicre igi madde gegirgenligini de ayarlamakta
ve hucrenin bir araya gelerek yigin olusturmasi (flokkulasyon), sekstel
aglutinasyon gibi yapisal olaylarda htcre-hlicre etkilesimlerinde basrol

oynamaktadir.?*

Hucre duvari hdcrelerin plazma membranini distan saran
yaklagik 100- 200 nm kalinhginda bir ortudur. Hucre duvari glukanlar,
mannoproteinler ve kitinden olugmaktadir. Duvar vyapisinda major
kompanent B -Glukandir (B -Glukanlar $-1,3 Glukan veya [(-1,6 Glukan
olarak veya her ikisi bir arada olarak bulunmaktadir). Hucre duvarinin
dayaniklihgini glukanlar sadlarlar ve mikrofibriler yapida sekillenmislerdir.
Hucre duvar p-1,3 Glukan ve kitin tabakasi halindedir. Bu tabakanin dis
yuzeyine mannoproteinler  yapismigtir. Mannoproteinler  hucre
gegirgenliginde onemlidir fakat aglutininler ve flokkulinler gibi davranarak
yapisal proteinler olarak gorev yapabilirler. Kitin N- Asetilglukozamin'’in bir
polimeridir ve maya hulcre duvarlarinin yalnizca %2-4 kadarini olusturur.
Genellikle kitin mayalarda tomurcuklanma izi ¢evresinde lokalize
olmaktadir. Bazi pseudohifsel gelisim gosteren mayalarda (C. albicans
gibi) hiicre duvar igeriginde kitin miktari fazladir. Bazi maya turlerinde de
kitin bulunmamaktadir. Hlcre duvar yapisinin diger komponentleri ise

proteinler, lipitler ve inorganik fosfattir.?*



2. 5. 2. Hicre Zar

iki tabakali bir zardir. Fosfolipid, sifingolipid, glikoprotein,
protein ve sterol icerir. Memeli hlcresindeki kolesterolden farkli olarak
ergosterol yapisindadir. Bu 6zellik polien grubu antifungal ilaglarin basarili
bir sekilde kullanimini saglar. Lipidlerin patojenik mantarlarda virulansin ve

dimorfizmin dizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi dustnulmektedir.

Hicre zari sivi ve besinlerin diflzyonunu, aminoasit ve
sekerlerin enerjiye bagimli veya bagimsiz gecirgenligini kontrol eder;

sitoplazmay! korur; hiicre duvari ile kapsiiller materyalin sentezini saglar.”
12, 13,20

2. 5. 3. Sitoplazma

Maya hucrelerinde etrafinda nikleer membran bulunan
cekirdek bulunur. Nukleolus RNA acisindan zengindir. Sitoplazmada golgi
cihazi, 80s ribozomu, hidrolitik ve sindirim enzimlerini iceren vakuoller,

lipid ve glikojen graniilleri, mikroflament ve mikrotiibiiller bulunur.® > 1317

20, 22

2. 6. Virulans Faktorleri

insanlarin  cogunda  yasamlari boyunca  Candida
infeksiyonuna kargi "dogal direng" vardir. Konak hidcre hasarini
Candida’larin virulans faktorleri ve mantara karsi savunma mekanizmalari
araciligi ile verilen konak immun yanitini belirler. Candida’larin tirane ve
kdkenine bagh olan bazi faktérler konagin bagisikhdini yenmek igin birlikte

rol oynarlar. Patojenite kriterleri denilen bu faktérler C. albicans ve diger



Candida turlerinin virulansini belirler. Virulans faktorlerinin 6nemi en iyi C.

albicans tiirlinde gdsterilmistir.?®

2.6. 1. Yapisma (Adherens)

Kandidozda ilk basamak Candida’nin konak hulcreye
tutunmasi, yani adezyonudur.?* Yapisma, hiicrelerin yiizey 6zellikleri ile
iligkilidir. Candida'larin mukoza epitel ve endotel hlcrelerine yapismasi
kolonizasyonun da ilk asamasidir.?® ?* Candida kokenleri epitelyum
hdcreleri, mukoza endotel hucreleri, santral ven6z kateterler ve butlin
sentetik materyale (protezler, yapay kalp kapakgik yuzeyleri) yapisma

egilimindedirler.?*

C. albicans'l bu cins igerisinde en sik kargilagilan tlr olarak
Oone cikaran oOzelliklerin basinda mukoza ylzeylerine yapisma yetenegi
gelir. Epitele tutunma, Candida mannan proteinleri ile olmaktadir. Endotele
tutunma ise ekstraselller matriksteki fibronektin, kollagen | ve IV ve
laminin ile olmaktadir.!® ?* Candida’ lar bu proteinlere tutunabilmektedir.
lyon-iyon iliskisi ve hidrofobisite gibi ©6zgil olmayan adezyon
mekanizmalari da vardir.?* Candida' larin konak dokuya tutunmasi
blastospor fazinda daha fazladir. Ortamda seker (galaktoz) veya 2

degerlikli iyonlar (Mg*™*, Ca*™) bulundugunda tutunmasi artar.*®

2.6. 2. Cimlenme borusu

infekte dokularda C. albicans'in hem maya hem de migelli
sekli bulunsa da hif seklinin aktif semptomlu infeksiyonla iligkili oldugu,
saprofit C. albicans'in hemen daima maya seklinde oldugu, ¢imlenmekte
olan migelli hacrelerin daha virilan oldugu belirtiimistir. Cimlenme ile

yapisma arasindaki iliski ve maya ve hifli formlarin epitel hicrelerine



baglanmasindaki farklilk Uzerinde yapilan ¢alismalarda, c¢imlenme
borusunun agiz epiteline daha iyi baglanmayi sagladigi, buna karsin boru
olusumunun  baskilanmasinin  baglanmayi azalttigi  gosterilmistir.
Cimlenmis hadcrelerin  dokuya blastosporlardan 50 kez daha fazla
yapistiklari; buna gore en iyi hifli seklin baglanabildigi belirtiimistir. Ayrica,
cimlenme borusunun ilave fibrilli ylizey tabakalari meydana getirdigi ve
bundan dolayi ¢imlenmis hicrelerin de ¢imlenmemis mayalara gore daha

fazla baglanma gdsterdikleri bildirilmistir.?°

Hem blastosporlar hem de c¢imlenme borusu mantarin
bulundugu yuzeyi kaplayip, invazyonunu saglayabilir. Ancak, bunun
saglanmasi i¢in ¢imlenme borusu kosul da degildir. Fare deneylerinde
cimlenmenin adherens olayinin baglamasini uyardigi fakat eksikliginin
invazyonu oOnlemedigi gosterilmigtir. Ancak tek basina adherensin
hastaligin baglamasindan sorumlu olmasi nadirdir ve Candida

infeksiyonunun patogenezinde diger faktorleri de diisiinmek gerekir.?

2. 6. 3. Dimorfizm

C. albicans kdultirde tomurcuklanan oval maya hucreleri
(blastokonidya) ve uzun hticrelerden olusan psddohifler veya nadir de olsa
gercek bolmeli hifler halinde gelisebilen dimorfik bir mayadir. Candida
turleri icerisinde migelyum Ureterek c¢ogalabildigi bilinen tek tur C.
albicans'dir. Hem gergek hifler hem de psddohifler blastokonidya kiimeleri
ureterek maya seklinde de gelisebilirler. Sicaklik, pH ve besiyeri gibi ortam

kosullari gelisecek fenotipi belirler.°

Micelli sekil ile infeksiyon arasinda sebep sonug iligkisi, hifin
dokuya maya hicresinden daha kolay penetre olmasina, hifin

sindirilmesinin  daha gu¢ gerceklesmesine ve lezyonlardan alinan



materyalde de C. albicans'in genellikle hif formunda g6zlemlenmesine
dayandiriimaktadir. Ancak maya seklinin virtlansinin arttigini ortaya koyan

deliller de vardir.?®

C. albicans kokenlerinin genelde besiyerlerinde 25°C'de
boyut, bicim ve rengi kolayca ayirt edilebilen, beyaz ve opak olarak
tanimlanan iki fenotip arasinda geri dontisumli olarak fenotipik degisim
gOsterebildikleri bilinmektedir. Konaga girmeden 6nce maya fazinda (Y
fazi) olan C. albicans konak dokuya temas ettikten bir stire sonra hastalik

7,24

yapan hif fazina (M fazi) geger.

M fazina gecisi indikleyen iki uyari tespit edilmistir: 1)
Mitojen-aktive eden protein kinaz yolu (mitogen activated protein kinaz
(MAPK)) (Cphlp), 2) cAMP-bagimh aktivasyon yolu (Efg1p). Bu
indUksiyon mekanizmalari C. albicans’in SAP5 geni tarafindan kontrol
edilir. SAP5 geni bulunmayan mutantlar avirulandir ve daima Y fazinda

kalir.> 24

2. 6. 4. Toksinler

C. albicans''n mayamsi fazinda endotoksine benzer

maddeler ve hemolizin tretimi gdsterilmistir.?°

C. albicans ' Iin toksinleri, yuksek molekul agirlikh olanlar ve

distik molekiil agirlikli olanlar olmak zere iki grupta toplanir.” *" 2°

2. 6. 4. a. Yuksek Molekul Agirlikh Toksinler: Glikoprotein

toksinler ve kanditoksindir. Glikoprotein toksinler, toksik bilesikler olarak

karbonhidratlar (mannoz, glikoz) ve protein igeren maddelerdir.
Glikoprotein molekulinun hem protein hem de sekerlerinin toksik etki igin
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gerekli oldugu, bu etkide baslica roli mannanin oynadigi ve proteinin
yardimci oldugu 6ne surulmustur. Kanditoksin ise virilan bir C. albicans
kokeninden elde edilmistir ve farelere damar icine enjekte edildiginde

éldariictdar.” 2 %

2. 6. 4. b. Dusuk Molekul Agirlikli Toksinler: Bu toksinler

kanditoksin Ureten C. albicans kdkeninden elde edilmistir. Bu toksinler
12, 20

soka neden olur ve olumcul etkinlikle yakindan ilgilidir.

Toksinlerin patojenlik belirtgeni olarak rol oynadigi hem

hayvan deneylerinden hem de klinik gézlemlerden ¢ikariimistir.?

2.6.5. Enzimler

Mantarlar konagin hucre zarlarinda islev bozukluguna sebep
olarak dokuda ilerlemelerine yardimci olan enzimler olusturma yetenegine
sahiptirler. Zarlar lipid ve proteinlerden yapilmis olduklarindan bu
biyokimya maddeleri enzimlerin hedefini olustururlar. Patojen mantarlar
tarafindan uUretilen boyle enzimler hemen hemen yalnizca C. albicans'la
ilgili olarak bildirilmistir. Bu mantarin salgiladigi ve patogenezle ilgisi

oldugu disiiniilen enzimler iki ana grupta toplanmaktadir;?°

2. 6. 5. a. Proteinazlar: C. albicans ve baska bazi Candida

turleri tek nitrojen kaynagi olarak protein iceren Dbesiyerlerinde
geligtiklerinde proteinaz salgilarlar. Proteolitik enzimlerin 6nemli bir
patojenlik belirteci olduguna dair deliller bulunmaktadir. Bunlar, bagta C.
albicans, sonra daha az derecede C. tropicalis, orta derecede C.
parapsilosis kokenleri olmak Uzere yalnizca en patojen Candida turleri

tarafindan salgilanmaktadir. Yliksek proteolitik etkinlige sahip C. albicans
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kokenlerinin in vivo proteinaz salgilayarak farelerde daha yuksek oranda

olim ve kolonilesmeye sebep olduklari gdsterilmistir.?°

Kandidozda patogenezin baslangic asamalarinda antijen

ozelliginde bir asit proteinaz varligi belirlenmistir.?°

Hucre disi salgisal asit proteinazi 1993'de American Society
for Microbiology tarafindan salgisal aspartik proteinazi adi ile kabul edilmis
ve C. albicans'in aspartik proteinaz ailesini kodlayan bircok gen (SAP)
kodlanmig; SAP gen ifadelenmesinin bu mantarin mayadan hif forma
gegisi (dimorfizmi) ve fenotip degisimi ile ilgili oldugu ortaya konmustur.
SAP1, SAP2, SAP3 genlerinin yalnizca maya hucrelerinde, SAP4, SAPS5,
SAP6'nin ise hif hucrelerinde; SAP1'in C. albicans'in opak fenotipinde,
SAP2 ve SAP3'Un ise hem opak hem de beyaz fenotipte ifade edildigi

belirtilmistir.?°

Proteinazlarin Candida'larin patojenligine katildigi izlenimi
ediniimekteyse de hem mayayla hem de konakla ilgili diger faktoérler de
g6z onune alinmalidir; aslinda belirli bir kdkende proteinaz Uretme

yeteneginin bulunmasi virilansi garanti etmemektedir.?

2. 6. 5. b. Fosfolipazlar ve lizofosfolipazlar: C. albicans

yumurta sarisi ve lesitin igceren besiyerinde Uretildiginde fosfolipaz
etkinliginin  drtnleri  olan gliserilfosfokolin, fosfokolin ve lizolesitin
olusturmaktadir. Mantarlarda bulunan fosfolipazlarin A, B ve C tipinde

oldugu, D tipinin varigina iliskin bir delil oldugu bildiriimemistir.?

C. albicans'in urettigi fosfolipazin iki 6nemi vardir, bir taraftan
mayanin gelismesinin kontroll ve parazit hicre zarinin bigimlendirilmesi,

diger yandan kandidoz lezyonlarinda konak dokusuna yayilma ile ilgilidir.
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lkinci olarak bahsedilen &zelligin birinciden daha 6nemli oldugu, ileri

calismalar yapilmasinin gerekliligi vurgulanmaktadir.?°

2. 6. 6. Biyofilm (Slime) faktori

Biyofilm, canli veya cansiz bir ylzeye yapisarak kendi
urettikleri organik bir ekzopolisakkarid matriks icine gomull ve hareketsiz
olarak birbirine, bir katl yuzeye veya bir ara yuzeye geri donugumsuz
olarak tutunmus halde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu

topluluktur.?* 2°

Bu biyofilm o&zellikle immun sistemi baskilanmig hastalarda
ve damar ici kateter veya protezi olan hastalarda infeksiyonlara yol

acabilmektedir.? > 2

C. albicans bilesiminde karbonhidrat (%41), protein (%5),
fosfor ve heksozamin ihtiva eden bir ekstraselller matriks sentezleyerek
hiicre disinda biriktirir.'° Bu yabanci cisim organizmada fibronektin,
fibrinojen, vitronektin veya laminin ile kaplanir ve mikroorganizmalar
konagin bu matriks proteinlerine yapisabilirler.?’ Bu matriks hidrofobiktir ve

konak doku proteinlerine tutunabilir.*®

Kateterde ortaya gikan biyofilmlerde hem mikroorganizmaya
hem de konaga ait faktérler rol oynamaktadir. Bu yapisma ve
kolonizasyon i¢in mantarin biyofilm faktortd, konagin da fibrin ve

fibronektinleri gereklidir.?* %

Kateterler, ekstraselliler matriks icinde biyofilm olusturan
mikroorganizmalar ile kolonize olmakta ve mikroorganizmanin bu

biyofilmden ayriimasi ¢ogu kez septisemi ile sonuglanmaktadir. Hastane
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kaynakh kan dolasimi ile ilgili infeksiyonlarin baginda Gram negatif
bakterilerden sonra mantarlar gelmektedirler. Fungeminin en yaygin etkeni
olan C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei ve C. glabrata gibi
Candida turlerinin biyofilm yapimi da virllansta etkili olmaktadir. Ancak
proteolitik enzimler, fosfolipaz, dimorfizm gibi diger virulans faktorlerinden
daha az éneme sahip olabilecegi de dusiunilmektedir. Bu yorum, biyofilm
faktorinin virdlans etkisinin diger etmenlerde oldugu gibi tim vicut
bdlgeleri igin genel anlamda gecerli olmayip yalnizca kateter gibi yabanci
bir cisme bagh infeksiyonlarla sinirli bir g¢ergcevede kalmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Ancak; gectigimiz on vyil i¢erisinde hizla 6ne ¢ikmis
olan ve immun vyetmezIligi bulunan kigilerde gorulen, ¢ogu olumle
sonuglanan firsatgl mantarlarin sebep oldugu infeksiyonlara ek olarak; son
glnlerde bu virilans faktorlerine bagh olarak immun sistemi saglam olan
konaklarda da yasami tehdit eden firsatgi mikozlardan s6z edilmeye

baslanmistir.?°

2. 6. 7. Fenotip degisimi

C. albicans’in dizgun vyuzeyli, beyaz renkli koloniler
olusturan yuvarlak-oval, tomurcuklu “beyaz” faz hucreleri; genis yuzeyli,
yassl, yuzeyi purtlkld, gri renkli koloniler olusturan uzun, blyuk “opak” faz
hicrelerine donusur (W-O degisimi). Bu degisimin, mayanin konak epitel
hicrelerine tutunmasinda ve nétrofil aktivasyonunun bozulmasinda etkili
oldugu ve opak koloni olusturan suslarin virulansinin daha dusuk oldugu
bildirilmigtir, 14 20 27 28,29, 31

Beyaz fenotipte dizgin ylzeyli (S) beyaz renkli koloniler ve
yuvarlak tomurcuklu hucreler olugsmaktadir. C. albicans kokenlerinin ¢ogu
beyaz fenotiptedir. Opak fenotipte genis ylzeyli, yassi, ylzeyi purtUkll gri

(R) koloniler ve uzun buyuk hucreler gorulmektedir. Her iki fenotipin

14



hacrelerinin DNA icerigi ayni kalmaktadir. Opak tipin hicreleri beyaz tipin
uc kati hacimdedir. Beyaz fenotipten opak fenotipe gegis daha yuksek,
opaktan beyaza degisim ise daha disiik orandadir.®® Bu sistemin C.
albicans' In patogenezinde virllans faktéri olarak mantarin konagin
savunma sistemine Kkarsi koyabilmesinde ve ilaglara duyarhliginin

degisebilmesinde rol oynadigi 6ne siirlilmektedir.?

2. 7. Kandidozda Patogenez

Candida cinsi mantarlar cilt, gastrointestinal ve genitolriner
sistem florasinin bir Gyesidir ve hatta solunum sisteminde de bulunabilir.
Gastrointestinal kanalda gecici veya surekli bulunma orani %40-50

arasinda saptanmistir.®?

Candida infeksiyonlarini hematojen ve hematojen olmayanlar

olarak iki ana grupta ele almak da mimkiindir.*?

Patojenite, bir organizmanin hastalik olusturma yetenegi
olarak belirlenir. Mikroorganizmalarin hastalik olusturma ozellikleri ise,
esasen aralarinda kesin bir sinir olmayan iki terimle aciklanir; hastalik
yapicl karakterdeki "patojen" mikroorganizmalar ve hastalik olusturma
ozelligi bulunmayan "apatojen" olanlar. Hastalik yapici karakterdeki bir
mantarin vicuda girmesi infeksiyonun olugsmasindaki ilk agamadir ancak
infeksiyonun meydana gelmesi icin yeterli degildir. Konakta Ureyebilme ve
¢ogalma ozelligi etkenin infeksiyon olusturabilmesi igin bir 6n kosuldur.
Eger etken vicuda yerlesmiyor, Gremiyor veya yayilma egilimi gostermiyor
ise infeksiyon olusmaz. Bu sebeple vicutta patojen bir mantarin
bulunmasi infeksiyonun baslamasi i¢gin 6n kosul olmasina ragmen
infeksiyonun gelismesinde yeterli degildir. Mantarla konak arasindaki

karsilikli  etkilesim sonucuna bagl olarak ya subklinik dizeydeki
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infeksiyonlar (latent veya gizli infeksiyonlar) ve/ veya klinik bulgularin
(goralebilir belirtiler)in ortaya ¢ikmasi seklinde hastalik meydana gelir veya
meydana gelmesi O6nlenir. Etkenin hastalik yapici bircok o6zelligi ile
konagin duyarhihgr tarafindan belirlenen bu olay Ozellikle insanlarda
siradan bir kommensal olarak bulunan fakat konagin savunmasi
zedelendiginde dokulara yayilarak ona zarar verebilen Candida'larin

yaptiklari infeksiyonlarin altindaki gercegi olusturur. 2°

Candida' lar firsatci patojendir ve Candida hastalarinda ortak
bulgu immun sistemdeki bir defektin nceden mevcut olmasidir. Bilhassa
T hdcrelerinin fonksiyon digi kalmalari Candida infeksiyonlari igin davet

edici bir niteliktedir.*®

Lokal veya genel immun yetmezligin ortaya ¢ikmasi yas,
asiri kilo veya kaseksi, seker hastaligi, dejeneratif hastaliklar, uzun suren
infeksiyonlar, uykusuzluk, koéti beslenme, kortizol kullaniimasi, kanser,
avitaminoz, metabolik hastaliklar gibi endojen sebeplerle olabilecegi gibi,
fiziksel veya kimyasal travma, radyasyona maruz kalma, asir stres gibi

ekzojen sebeplerle de olabilir. *°

immiin sistemi tamamen veya kismen fonksiyon disi birakan
faktorler sistemik veya lokal olabilir. Ornegin kalp, goz, dig protezi gibi
veya kateter gibi uzun sure suni materyal temas eden dokularda lokal bir
immun yetmezlik durumu gorilebilir. Veya sigara, alkol gibi tahris edici
kimyasallar ile temas eden mukoza ve deride lokal olarak immun savunma
hasar gorebilir. Dolayisiyla immun savunmanin azaldigi herhangi bir

dokuda Candida infeksiyonu gériilmesi sasirtici bir durum degildir.*°

Candida' lar, ayni florada bulunan bakteriler ile belirli bir

antagonizma igerisinde yasarlar. Bakteri sayi ve c¢esitliligindeki bir azalma
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Candida' larin florada baskin duruma gecmesine sebep olabilir. Buna
“bakteriyel diskordans” denir. Uzun sure antibiyotik kullaniimasi bakteriyel

diskordansa sebep olabilir ve Candida infeksiyonunu baslatabilir.*°

Candida infeksiyonlari primer olarak kutan6z, mukokutanz
(yuzeyel) ve sistemik (dissemine) olmak Uzere 3 gruba ayrilir. Yuzeyel
kandidozlar deri ve mukozalarin, derin kandidozlar ise i¢ organ ve
sistemlerin infeksiyonlaridir. YUzeyel kandidozda; Candida, deri veya
mukozadaki bir acikliktan doku igine yalanci hifleri sayesinde girer, yalanci
hiflerden meydana gelen blastokonidyumlar ile dokuya yayilim
gerceklestirilir. > ** Derin kandidozlarda; genelde sindirim sistemindeki
mevcut kolonizasyon, bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda kan yolu
ile yayilarak bdbrek, deri, goz, kalp, karaciger, dalak gibi organlar basta

olmak {izere gesitli organ ve sistemlere yerlesim sdz konusudur.*

2. 8. Kandidozda Bagisiklik

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

sonucunda gergeklesmektedir.> 14 19:27.33. 34
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Immiin sistemi bozulmus hastalarin sayilarindaki artis ile
birlikte mantarlar insanlarda olusan infeksiyon hastaliklarinin énde gelen
nedenlerinden biri olmaya baslamislardir.*® C. albicans veya diger Candida
turleri tarafindan olusan infeksiyon kandidozdur. Yuzeyel ve sistemik
kandidozun en sik nedeni C. albicans olup, tim mantar infeksiyonlarinin %

88-95'ini olusturur.®

Kandidoz mukokutandéz ve sistemik (dissemine) olarak iki

ana klinik formda goriliir.*

Sistemik kandidoza karsi ana koruyucu mekanizma dogal
immunitedir. Dogal immunite, fungal yikU kontrol ederek, sitokin yapimi ve
ko-stimllatér molekillerin  ifadelenmesinin  regulasyonu ile spesifik
immanitenin gelisimini kontrol eder. Fagositler buyuk hifleri ve psddohifleri
fagosite edemedikleri igin bunlara karsi ekstraseliler o6ldirme
mekanizmalarini  kullanirlar.  Oksijen-bagimli  ve  oksijen-bagimsiz
mikrobisidal mekanizmalar ve fungisidal aktiviteye sahip olan lizozomal
katyonik proteinlerin  ekstraselller c¢evreye salinmasi fagositlerin

kullandiklari baglica mekanizmalardir.®

Mukokutan6z kandidoz hulcresel immin sisteminde defekt

olan kisilerde gérilir.*

Fungal infeksiyona karsi savunmada kullanilan dogal,
hicresel ve humoral immun mekanizmalarinin gekillenmesi fungusun bir
takim 6zelliklerinin yani sira konagin ozellikleri ve infeksiyonun olustugu
anatomik bolgeyle de iligkilidir. Funguslara karsi immun yanitta, konagin
immun sistemi ile funguslarin gelistirdigi bir takim immun sistemden kagis
mekanizmalari arasinda kiyasiya bir miicadele séz konusudur.*®
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2. 8. 1. Dogal bagisiklik

C. albicans’a karsi primer kazanilmig bagisikhgin T helper 1
(Thl) yoninde gelismesinde profesyonel makrofajlar, profesyonel
olmayan epitelyal hucreler ve notrofillerin yer aldigi dogal bagisiklk

sistemi hiicreleri gesitli diizeylerde diizenleyici rol alirlar.*”

a) Nétrofillerin_rolG: Notrofillerin, makrofajlardan daha fazla
IL- 10, IL-12 gibi ydnlendirici sitokinleri sagladiklari saptanmistir. insan
noétrofilleri, C. albicans’in mannoproteinine karsi IL-12 Ureterek, periferik
kan mononukleer hucrelerinden Th1’e yonelik sitokinlerin Gretimini tesvik
ederler. Notrofiller fagositozun hemen ardindan Candida antijenlerinin
salinimina ve sinyal iletimi ile kostimulator molekllerin ifadelenmesine yol

acmaktadir.?’

b) Dendritik hicrelerin (DH) rolu: Dendritik hicrelerinin Th

yanitinin baslatilmasinda ve Th egitiminde dnemli roli vardir. Dendritik

hdcrelerin  mantarla iligkisine bagll olarak Candida' lar ya deri ve
mukozada kommensal olarak kalmakta ya da patojen olarak
davranmaktadir. Bu hucreler, bir donem fagositoz yaparlar ve mayalarin
hicre icine alinmasini takiben fagolizozom olusarak maya hucrelerinin
parcalanmasi slreci baslatilir; hiflerin igceri alinmasi ise konvansiyonel
fermuar-tipinde gercgeklesir; hifler fagolizozom membraninin yirtiimasini
takiben sitoplazmaya kagarlar. Mayalarin yutulmasini takiben DH’lerde IL-
12 ve nitrik oksit (NO) Uretimi etkinlesir; hifler bdyle bir etki yaratmaz. Yani
DH’ler C. albicans’in iki formuna karsi olusturulacak bagisik yaniti ayirt

etme ve Th yanitlarini etkinlestirme yetenegine sahiptirler.®’
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c) Epitelyal-endotelyal hucreler: Cesitli sitokin ve kemokinler

uretirler. Ozellikle mukozal ylizeylerde Candida' larin gogalmasini

onlerler.®’

Endotel hlcrelerde Candida' lara karsi fagositik etkinlik
saptanmigtir.  Ancak, bu durum mayalarin endotellerde hasar
olusturmasina yol agmakta ve hematojen infeksiyonlara neden olmaktadir.
Gama interferonun (IFN-y) varliginda, mayalarin endotellere aderensinin
arttigr  fakat aktin polimerizasyonun bozulmasina bagl olarak

fagositozlarinin engellendigi saptanmistir.*’

d) Diger hucreler: Makrofajlarin da CD4 Th1 yaniti Gzerinden

dogal bagisiklikta rolii olabilecegi bildirilmistir.3’

2. 8. 2. Kazaniimis Bagisiklik

Candida turleri hicresel ve humoral bagisiklik sistemlerinin
ikisini de aktive etmektedir. Antikor aracili humoral bagisiklik, sistemik
kandidozda hucresel bagisiklik kadar o©nemli rol oynamamaktadir.
Humoral bagisiklik 6zellikle opsonizasyon yolu ile Candida hucrelerinin
makrofajlar tarafindan daha kolay yutulmasini saglar. Bunun diginda
antikor aracili bagisiklik sisteminin ve bu sistem faktorlerinin kandidozdaki

rolt tartismalidir 4 27 34, 38.39

Candida infeksiyonlarinda koruyucu Ozellikte olan hicresel
bagisiklik, T lenfositleri kontroliinde hareket eden makrofajlar, nétrofiller ve
NK hucrelerinden olusmaktadir. C. albicans blastokonidyasinin
mononukleer fagositik hucreler ve makrofajlar tarafindan hucre iginde
oldurdlmesinin ilk basamagi fagositozdur. Mannan, glukan ve diger hucre

yapilart makrofajlari uyarir. Aragidonik asit, IL-18, IL-6, TNF-a
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makrofajlardan salinir.  TNF-a, makrofajlarin mikrobisidal aktivitesini

diizenledigi gibi, nétrofillerin C. albicans hiflerini dldiirmesini de artirir.*® 4%

42

C. albicans’in kompleman aktivasyonunda kullandidi temel
mekanizma alternatif yoldur. Kompleman yolunda C5 bilesigi erken

dénemde mayalarin eliminasyonunda énemlidir.*?

NK hdcrelerinin C. albicans ile karsilastirimasi sonucunda
sitotoksik aktivitesinin arttigi gosterilmistir. NK hicrelerinin Candida’ lara

karsi dogal hiicresel sitotoksik etkilerinin bulundugu bildirilmistir. **

Polimorfonikleer  (PMN)  |6kositlerin  de  kandidoz
patogenezinde  6nemli  oldugu  anlasiimistir. PMN hicreleri
myeloperoksidaz gibi enzim ve defensinleri ile Candida tirlerinin
fagositozundan sorumludur.> 2> ° PMN I6kositler, sitokin reseptorleri
icermektedir ve bu hucrelerin uygun sitokinlerle uyarilmasi mantarlarin yok
edilmesini arttirici etki olusturabilir. I1L-4 ve IL-10 gibi antiinflamatuvar

sitokinlerin nétrofillerin kandidisidal aktivitesini bozdugu belirtiimistir.** 1% 4°

Mononukleer hucreler fungal patojenlere karsi koruyucu
yanitta énemli rol oynar. Monosit ve makrofajlarin yizeylerinde IgG1 ve
IgG3 Fc pargasi, C3b ve cgesitli lenfokinlere ait reseptorler ve diger
molekulleri baglayan reseptorler bulunmaktadir. Bdylece

mikroorganizmalarin fagositoz islemi kolayca gergeklestirilir.*®

Tum mikroorganizmalarda oldugu gibi, mantarlar da, antijen
sunucu hadcreler tarafindan islendikten sonra T lenfositlerine sunulur.
Fungal antijenler lizozomun asidik vezikullerinde peptid pargalarina ayrilir.

Bunlar HLA sinif 2 antijenlerine baglanarak, HLA-peptid kompleksi
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seklinde hucre yuzeyine sunulur ve spesifik CD4+ Th lenfositleri tarafindan

taninir.°

Th lenfositleri bagisiklik sistemi ana hucreleridir. B
hucrelerinin ve sitotoksik T lenfositlerinin aktivitelerini arttirir. Ayrica
salgiladiklar cesitli lenfokinler araciligi ile monositlerin, makrofajlarin ve

diger bazi hiicrelerin sayica ve etkinlikce gliclenmelerini saglar.**

Aktive olan CD4+ T lenfositleri gogalir ve olgun Thg lenfosit
halini almaktadirlar. Bu hlcreler, gelecek bagisik yanita gore IL-2 ve IFN-y
salgilayan Th1 hucrelerine, IL-4, IL-5 salgilayan Th2 hucrelerine, IL-10
salgilayan iTreg hucrelerine ve IL-17 salgilayan Th17 hacrelerine
farkhlasmaktadirlar. Thy htcreleri IL-12 varliginda Th1, IL-4 varliginda
Th2, TGF-B ve IL-2 varliginda iTreg, TGF-B ve IL-6 varliginda ise Th17’ ye

doéniismektedirler, ™ 1245 46. 47

Ekstraselliiler bakteri Intraselliiler patojenler

Mantar a otoimmiinite

Otoimmiinite

IL-21 IFNy
IL-17a » IL-2
IL-17f Ge LTo
IL-22 / /<~e'8” (IL-10)

(IL-10) - 227 2% /5
RORyt/Stat3 \ T-bet/Stat4
Foxp3/Stat5 GATA-3/Stat5
*\\« q"‘/< ° IL-4

TGFB ﬁo(’ IL-5
IL-35 IL-13
IL-10 IL-25
Amphiregulin
IL-10
Immiin tolerans Ekstraselliiler parazitler
Lenfosit homeostasisi Alerji ve astim

Immun cevap regiilasyonu

Sekil 2.1: Naif CD4" T Hiicre Farklilagsmasi
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2. 9. Sitokinler

Uyariimis lenfositler, monositler, makrofajlar ile diger bazi
hicrelerde sentezlenen ve salindiklari zaman, salindiklari hicre
cevresindeki hucrelere (parakrin) veya salindiklari hucreler Uzerine
dogrudan (otokrin) etkili, cogu 20-30 kD agirhidinda bir grup potent peptid

veya glikoprotein yapisindaki soliibl madde “sitokin” olarak adlandirilir.3®
48, 49

Sitokinler, dogdal ve kazanilmig bagisik yanitta rol alan,
bagisik ve inflamatuvar olaylara katilan hucrelerin etkinliklerinin
arttinimasini  saglayan proteinlerdir. Hucreler arasinda mesaj ileten

biyolojik yanit degistiricilerdir.*

Sitokinler, lenfoid hlcrelerin ¢ogalmasini ve farklilagmasini
saglar. Bagisik yaniti diizenler. inflamasyona katilan hiicreleri aktive eder;
bu hcreleri reaksiyon yerine toplayarak orada tutar; cesitli biyolojik
etkinlikler gosterir. Bazi hipofiz hormonlarinin sentez ve salinimina neden
olur. Ates ve akut faz cevabini olusturur. Bazilari antiviral etkinlik gosterir.
Bas agrisi, miyalji, ates gibi genel infeksiyon belirtilerinin olusumunda,

yiiksek dozlarda sok, toksik, hatta éldiriicii etki olusumunda rol oynarlar.*®

Sitokinlerin Genel Ozellikleri:

1) Sitokinler dogal ve kazaniimig immudn yanitin effektor
fazinda uretilirler ve bagisiklik ve inflamatuvar yanitlarin olugsmasini ve
duzenlenmesini saglarlar. Dogal bagisiklikta lipopolisakkarid gibi mikrobik
drinler mononukleer fagositleri direkt olarak uyararak kendi sitokinlerini
salgilatirlar. T hdcrelerinden salgilanan sitokinler yabanci antijenlerin 6zel

olarak taninmasi sonucu meydana gelirler.*®
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2) Sitokin salinimi kisa, kendini sinirlayan bir olaydir. Genel
olarak sitokinler édncul molekiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni
gen transkripsiyonu ile baslatilir. Bu transkripsiyonel aktivasyon genellikle
gecici olup, sitokinleri kodlayan mRNA’lar stabil degildir. Bu nedenle
sitokin salinimi gecicidir ve bir kez sentezlendiginde, sitokinler hizla

salinirlar.*®

3) Sitokinler bircok farkli hicre tiplerine etki ederler. Bu

ozellige pleiotropizm denir.*®

4) Sitokinlerin ayni hedef hicrede farkli bircok etkileri vardir.
Bazi etkiler ayni anda meydana gelirken, bazi etkiler farkli zaman

araliklariyla olusabilir (dakikalar, saatler, giinler).*®

5) Sitokin etkinligi genellikle gerektiginden fazladir.*®

7) Sitokinler genellikle diger sitokinlerin fonksiyonlarini
etkilerler. Kendi aralarinda agonist ve antagonist etkilesimler

gosterebilirler.** 3348

8) Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef
hicrenin yuzeyindeki 6zel membran reseptorlerine baglanarak etkilerini
baglatirlar. Bu reseptorler transmembran proteinler olup, ekstraseltler
domainleri vardir ve 6zel olarak sitokinleri ve buylime faktorlerini tanir ve

baglarlar.*®

9) Birgok sitokin reseptdrinin ekspresyonu o6zel sinyaller

tarafindan Gretilir.*®

24



10) Sitokinlere verilen hucresel yanitlarin gcogu yeni mRNA

ve protein sentezini gerektirmektedir.*®

11) Birgok hedef hicre igin sitokinler hicre boélinmesini

diizenlerler yani bilylime faktorii gibi etki ederler.*®

Th1 yaniti, genellikle infeksiyonun erken evresinde lokal bir
yanit olarak meydana gelir; inflamatuvar sitokinlerden IFN-y, IL-2, IL-12’nin
uretimlerinin artis1 ve antifungal efektér hicrelerin makrofaj ve PMN
I6kositlerin uyarilmasi ile birliktelik gosterir. Th1l hucreleri tarafindan
salinan sitokinler; TNF-a, IL-1, IFN-y, IL-12, IL-15°dir. Bu sitokinlerin
makrofaj ve notrofilleri aktive ederek bu hicrelerin kandidisidal etkilerini
arttirdigi disundlmektedir. Viral infeksiyonlara ve hicre igi patojenlere
karsi savunmay! olusturmaktadirlar. Bu hucreler hucresel bagisik yanitin

olusmasinda etkin rol oynamaktadirlar.*? 1% 4. 27.30. 38,50

Th2 yaniti, lenf nodlarinda antijenin B lenfositleri, dendritik
hicreler veya makrofajlarla sunulmasi sonucu genellikle ge¢ gelisen bir
bagisik yanittir. Th2 hucreleri tarafindan salgilanan sitokinler de; B hlcre
farklilagmasi, immunoglobulin (Ig) sinif secimi, hafiza B hucreleri ve
plazma hucrelerinin olusumunu uyarmaktadir. Th2 hacreleri tarafindan
salgilanan sitokinler; IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, TGF-B gibi sitokinlerdir. Th2
hiicreleri, IL-4 ile uyarilirken, IFN-y ile baskilanmaktadir.®® 3% 40 Th2
yanitinin yuksek olmasi, konakg¢inin ilerleyici tarzda infeksiyona maruz
kaldiginin gostergesidir. Ayrica Th2 hucreler, B hacrelerini, IgM,
kompleman fiske etmeyen IgG4 ve IgE sentezine yoneltir. Dolayisiyla, bu
hicreler, akut ve kronik inflamasyonu ve geg tipte hiicresel asiri duyarlihgi

inhibe eder.3% 40 %0
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2.9. 1. interlékin 17 (IL-17)

CD4" Th hicreleri degisik sitokinleri (reterek farkl
fonksiyonlara neden olan efektor hiicre alt gruplarina farklilagmaktadirlar.
Stockinger ve arkadaslari, 2006 yilinda naif CD4" T hicrelerinin ortamda
TGFB (IL-1) , IL-6, IL-21 ve IL-23 varliginda Th17 hucrelerine

donistiiklerini géstermislerdir. 4> 4647

Transkripsiyon faktorleri NFAT (T hidcre nukleer faktori)
ailesini kapsamaktadir. Th17 farklilasmasinda RORyt (transkripsiyon
faktord) cok onemlidir. RORyt, IL-17° yi indUklemektedir. Oysaki RORyt
bakimindan defekt hicrelerde 1L-17 c¢ok az Uretilmektedir. RORa
(transkripsiyon faktor() ise Th17 hicrelerinde yiksek regllasyona sahiptir.
Bununla birlikte RORa delesyonu, IL-17 drindnde minimal etki
olusturmaktadir. RORy ve RORa’ nin ikisi de defekt oldugu zaman IL-17
urtind tamamen ortadan kalkmaktadir. Stat3 (sinyal iletici ve transkripsiyon
aktive edici faktor) ise IL-6, IL-21 ve IL-23 icin temel sinyal ileticidir. 1L-17
arind iginse zorunludur. Ayni zamanda IL-23R’ nin uyariimasindan
sorumludur. interferon regllator faktor 4 (IRF4) ‘tn, Th17 farklilasmasi igin
kritik oldugu son zamanlarda rapor edilmigtir. Yapilan ¢alismalarda, IRF4 -

" T hiicreleri IL-17 tretmeyi hic basaramamislardir.® 51 52. 53. 57, 58,59, 60

Th17 farklilasmasi 3 asamadan olusmaktadir;

Farklilagma agamasi: TGF- ve IL-6’ ya dayanir.
Amplifikasyon asamasi: IL-21 aracihgiyla olur.
Stabilizasyon asamasi: IL-23 ile olusur.

Th17 hadcreleri IL-23R’yi ylksek seviyelerde, IL-1R1’i ve IL-
18Ra’1 yeterli miktarda ifade etmektedirler. IL-1R1, IL-17 GrGnaQ igin Kritik
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gériinirken, Th17 hicrelerinde IL-18Ra’nin fonksiyonu karigiktir. insan
Th17 hacreleri, kemokin reseptorleri arasindan CCR6 ve CCR4’l

koeksprese etmektedirler.*®

Genel olarak Th17 hucreleri ekstraseliler mantar ve
bakterilere kargi immun cevaplarda rol oynamaktadirlar. Notrofilleri aktive
eder ve diizenlerler. inflamatuvar sitokinleri uyarmaktadirlar. Akantozu ve
dermal inflamasyonu uyarmada rol oynamaktadirlar. Akut karaciger

inflamasyonu boyunca hepatosistleri korumaktadir.*

Th17 hdcrelerinin ana sitokini olan IL-17 proinflamatuvar bir
sitokindir. IL-17’ nin en 6énemli roli otoimmun hastaliklarin patogenezinde
yer almaktir. Ayrica, cesitli infeksiyonlara karsi koruyucu immduniteyle
ilgilidir. C. albicans gibi fungal patojenlere ve Klebsiella pneumoniae gibi
ekstraseluler bakterilere karsi nétrofil bagimli koruyucu immuin cevabi
aktive etmektedirler. IL-17’ in intraselller patojenlere karsi korumadaki
roluntn énemi de rapor edilmistir. Bu patojenler iginde Mycobacterium da
bulunmaktadir. ilging olarak sadece CD4" T hiicreleri degil, TCR yd
eksprese eden CD4" CD8 T hucrelerinin de IL-17 Urettigi belirtilmistir. IL-
17 dreten hucreler hem dogal hem de kazaniimig bagisikliga

katilmaktadirlar.*> 5% 55 56,57, 58,59, 60

IL-21, Th17 farklilagsmasi igin uyarici bir faktordir ve pozitif
feedback amplifikatdr olarak rol oynamaktadir. IL-21 ayni zamanda CD8 T,
B, NK ve dendritik hucrelerinde rol oynamaktadir. IL-22 ise akut karaciger
inflamasyonu boyunca hepatosistleri korumaktadir. K. pneumoniae ve
Citrobacter rodentium gibi bakteriyel patojenlere karsi konak savunmasina

aracilik etmektedirler.*> 51 52 53,57, 58,59
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2.10. Kandidozda Tani

Mikoloji  laboratuvarinda klinik  orneklere ilk olarak

uygulanmasi gereken islemler: ®*

1) Isik mikroskobisi ¢ok basit bir incelemedir. Temiz bir lam
Uzerine bir damla fizyolojik tuzlu su damlatilir, 6érnek bu damla ile
karistirilip bir stuspansiyon elde edilir. Uzerine temiz bir lamel kapatilip
300-400 buoyudltme ile 1sik mikroskobunda incelenir. Candida maya
hicreleri ve psodohiflerin gorulmesi tani icin 6nem tasir. Kesin tani

koydurucu degildir. Boyali preparatlar ve kultar yontemleri de yapilmahdir.

2) Ornek Uzerine % 10-15 KOH + % 1 kalkoflor beyazi
konarak hazirlanan preparasyon fluoresans mikroskopta incelenir ve

mantar elemanlari (hif ve/veya spor) aranir.®* ®2

3) Gram boyasi(fungal elementler gram-pozitif boyanirlar)®®

4) Cini miirekkebi boyasi®

5) Germ tup testi, 90 dakika icinde, C.albicans’i, hifal element
olusumunu gosterme yoluyla, albicans olmayanlardan ayirmaya yarayan
testtir. Blastokonidya (tomurcuklanmigs mantar), hifa ve psddohifanin

gosterilmesi, doku invazyonunu kuvvetle destekler ancak tanisal degildir.®?

Doku incelenmesinde hematoksilen eozin (HE), periyodik
asit-schiff (PAS) ve Gomori’nin metenamin gimus boyasi (MGB) tanida
yararlidir. Derin dokularin biyopsi 6rneklerinde Candida organizmalarinin

goriilmesi kandidozun kesin tanisini saglar.®
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Mikoloji  laboratuvarinda  preparasyonlarin  mikroskobik
incelenmesi sona erdiginde kultirel islemlere gecilir. Ekim yapilan
besiyerleri 26 ve 37°C’de inklbe edilir. Bir-dort hafta icinde veya sonunda
Ureme gorilmisse koloniden preparat hazirlanir. izole edilen mantar bir
maya ise; bu mayanin hif ve/veya yalanci hif olusturup olusturmadigi,
klamidospor varligi, karbonhidrat asimilasyonu, nitrat asimilasyonu, seker
fermantasyonu ve gerektiginde diger 6zellikleri arastirilarak tur dizeyinde

taniya gidilir. ®?

SDA gibi rutin besiyerlerinde, oda sicakliginda ve 37°C’da 24
saatte Ureyip genellikle kirli-beyaz veya krem rengi, yumusak kivamli ve
tipik olarak mayamsi, kokulu koloniler yaparlar. Koloninin besiyeri
yuzeyinde kalan bolumiu blastokonidyumlardan olusmustur; besiyeri
ylzeyinin altinda ise yalanci hifler bulunur. Tween 80 agarda, 25°C’da 72
saatte, psodohif, (bazen gergcek hif), septalarinda yuvarlak

blastokonidyalar ve genis, kalin-duvarli terminal klamidosporlar olusturur.®?

Mantar infeksiyonlarinin erken tanisina yonelik galismalar
hizlanmigtir. Direkt tani, kdltir igeren rutin tanimlama yontemleri altin
standarthigini  korumaktadir.®* Ancak kiltir ydntemlerinin zaman alici
olmasi, infeksiyon bolgesinden o6rnek alinamamasi, alinan 6rneklerde
kaltur pozitifliginin sinirh sayida olmasindan dolayl tanida yeni yontem

arayis| devam etmektedir.3" %3

Ozellikle invaziv fungal infeksiyondan suphelenilen tim
vakalardan mutlaka kan kilttrG alinmalidir. Kan kalttr pozitifligini arttirmak
ve Candida turlerinin saptanmasina kadar gecen sureyi kisaltmak igin
cesitli yontemler arastinimistir. Candida turlerinin anaerobik kogullarda iyi
urememesi nedeniyle, kan kultlr siselerinin havalandirilmasi, en az 20 mi

kanin aerobik kultirinun yapilmasi ve birden fazla kan 6rnegi alinmasi ile
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verimin artacagl dusunulmastur. Bifazik medya kullanimi ve son yillarda
geligtirilen lizis sentrifigasyon yontemi ile kandideminin daha cabuk ve
daha yiiksek bir duyarlilikta saptanabildigi bildiriimistir.®®* BACTEC ve
BacT/Alert  metotlar, kan kultarlerinde  mantarlarin  tespitini

hizlandirmistir.3* ®2 Bu besiyerlerinde mayalar iki-ii¢ giinde izole edilir.®*

Kromojenik besiyeri (CHROMagar Candida) albicans ve
albicans digi turleri birbirinden ayirir. Bu besiyerinde her turtun belirli renk

ve dzellikte (iremesine dayali olarak tanimlama yapilir.% 4%

Candida tlrlerinin tanimlanmasinda mikroskobik morfolojik
Ozelliklerinin incelenmesi ve substrat asimilasyonunun degerlendiriimesine
dayanan bazi metotlar kullanilir. 4-72 saat icinde sonug¢ veren, uygulamasi
daha kolay olan cesitli ticari sistemler gelistiriimistir. Bunlardan bazilari
biyokimyasal ve enzimatik reaksiyonlari degerlendirebilen el vel/veya
otomatize olarak kullanilabilen sistemlerdir. API ID 32C inklbasyondan
24-48 saat sonra, Rapid Yeast Plus (RYP) ise inkibasyondan 4-5 saat
sonra sonug verebilen sistemlerdir. API ID 32C sistemi gesitli arastiricilar

tarafindan standart tani ydntemi olarak dnerilmistir.>!

Var olan kdultlrel yontemlerin zaman aligi, etken mantar
izolasyonundaki basari oraninin ¢ok yuksek olmayigi serolojik testlerin
uygulanabilirligini gindeme getirmistir.  Mantarlar, bakteriler ile
kargilastirildiklarinda zayif antijenik yapiya sahip olsalar da, serumda
sirkile olan antijen ve antikorlarinin saptanmasi ve uygulanan deri testleri
mikolojik taniya yardimci olmaktadirlar. Cesitli mikotik infeksiyonlarda
tedaviye yanitin belirlenmesi igin hastalik prognozunun izlenmesinde

serolojik testlerden yararlanilabilir.®*
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Serumda veya vucut sivilarinda mantar antijenlerinin veya
metabolitlerinin (1stya duyarl antijen, mannan, D-arabinitol ve enolaz)

arastirilmasi, tizerinde en cok durulan serolojik testlerdir.%% 3

Mannan, Candida hlcre yuzeyinin, infeksiyon sirasinda,
dolagsima gegen karbonhidratidir. Dolasimdan ¢abuk temizlenir ve kandaki
duzeyi hizli duser. Bu nedenle saptanabilmesi i¢in hastadan sik kan ornegi
alinmasi gerekir. Degisik calismalarda duyarlihk ve 6zgulligutne iligkin

farkh oranlar bildirilmektedir.%

Enolaz, tim Candida turlerince yapilir ve tespit edilebilir bir
fungemi yoklugunda bile derin doku invazyonunun bir gdstergesi olarak
kabul edilmektedir.? Ardisik alinan kanlarda aranmasinin duyarlilig

artiracagi kabul edilmektedir.®®

D-arabinitol bir fungal metabolittir ve serum D-arabinitol
dizeyinin enzimatik florometrik ydontem veya kombine gaz kromatografi ve

mass spektrometri ile saptanmasi, umut verici bir ydntemdir.

invaziv mikozlarda mortalitenin yiiksekliginden dolay erken
tani ¢gok 6nemli oldugu icin ve bu ydntemlerle kisa zamanda sonuca
ulasildigindan gunumuzde birgok arastirma laboratuvarinda klinik
orneklerde mantar DNA’sinin saptanmasi konusunda Umit verici ¢esgitli
calismalar yapilmaktadir. Ayrica, tur tayini, epidemiyolojik tiplendirme ve
ila¢ direnci konulu arastirmalarda da epeyce yol alinmis olup, ¢alismalar
surdirilmektedir.  infeksiyon etkeni mantarlarin  saptanmasi  ve
tanimlanmasinda nukleik asit amplifikasyon ve hibridizasyon problarinin
kullanildigr sinyal amplifikasyon yéntemlerinden yararlanilir.®* Niikleik asit

amplifikasyon teknolojilerinde PZR veya benzeri ydntemler kullanilir.®* ®2
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Son yillarda gesitli amaglarla da kullanilan PZR yontemi ile,
birgok klinik ornekte mikroorganizmaya ait yapilar ture 6zgul olarak kisa

slirede tespit edilebilmektedir.®® ®7

2. 11. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

ik kez 1985'de bilim diinyasina sunuldugundan itibaren PZR;
hem arastirmada hem de klinik laboratuvarlarda tanida yeni bir ¢igir
agcmistir. ABD’'de Cetus Corporation’da calisan Henry A. Erlich, Kary
Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistiriimistir. Metot basitge tupte
niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltiimasidir.*® Bu bulusundan dolayi

K.Mullis, 1993 yili Nobel Kimya oduline hak kazanmistir.

PZR reaksiyonu temel olarak ¢ogaltiimasi planlanan hedef
bdlgenin iki ucundaki DNA dizilerini 6zgul 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 (dNTP; adenin (A),
guanin (G), sitozin (C), timin (T)), polimerazin ¢alismasi i¢in gerekli olan
tampon maddeler ve kofaktér olan Mg*? iyonlari kullanilarak bir DNA

parcasinin ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadlr.19

PZR temel olarak 3 agamali bir ydontemdir. Bunlar;

1- Denatlrasyon asamasi: Materyalden isleme alinan gift
iplikli DNA ylksek 1s1 (95-100°C) ile denature edilir. Yani, Hedef DNA
ipliklerini birlikte tutan hidrojen baglar kirilir ve erir. Sonugta; kendisine
karsi cDNA olusturacak iki ayri tek DNA iplikgigi olusur.®
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2- Baglanma asamasi (annealing): iki kisa DNA primeri 30-
60°C’de hedef DNA'nin karsit ipligindeki komplemanter sekanslara
baglanir. Baglanma, hidrojen baglarinin yardimi ile olur. Baglanma isisi
sadece DNA/DNA eslesmesine olanak saglayacak kadar yuksek isida

olmahdir.®®

3- Uzama asamasi (extansiyon=elongasyon): Ortama katilan
blyluk miktarlardaki deoksiribonikleozid trifosfatlar, yine ortama katilan
Tag polimerazla primerler, 72°C’de, DNA kaliplarina baglanarak yeni bir

DNA cift zincir formuna uzarlar.®

Sonra primerlerin uzama dénemleri tekrarlanir. ik énce isi
arttirllarak tim cift iplikgikli DNA ' lar tek iplikgikli DNA'lara donustarularler,
daha sonra is1 azaltilarak baglanma (tavlanma) ve uzama donemlerine izin
verilir. Reaksiyon ilerleme adimlarindayken, genelde 30 déneme kadar
gider. Primerler ve deoksiribonukleozid trifosfat molekilleri progressif

olarak tiiketilir ve yeni DNA ipliklerinin sayisi artar.>®

Bu reaksiyonda primerler tim yeni DNA ipliklerinin esasini
olusturduklari igin; deoksiriibonikleozid tri fosfatlarin yani sira iki farkl
primerin her biri, baslangi¢cta hedef DNA'nin miktarina oranla fazla

miktarda verilmelidir.>®

PZR' nin esas 0zelligi, onceden sentezlenen yapilarin her
birinin, birbirini takip eden dénemlerde yeni primer uzama reaksiyonlarinda
rol oynamasindandir. Yani, zincir reaksiyonu denilen bu reaksiyon, yeni
DNA yapilarinin geometrik olarak buyumesidir. Metodun basari sirri kisa

Giriinlerin miktarlarin da ki geometrik artmadadir.
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2. 11. 1. Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(Revers Transcriptase Polymerase Chain Reaction= RT-PCR)

RNA molekilt PZR ile c¢ogaltlamadigindan PZR
asamasindan 6nce RNA, ters transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi
kullanilarak komplementer DNA (cDNA)’ya cgevrilir. Ardindan DNA, PZR ile
cogaltiimaktadir. Bu sentezler asamasi RT-PZR olarak

adlandiriimaktadir.5% 70 7% 72

2.11. 2. Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Son vyillarda PZR reaksiyonlarinda sicakhk donguleri
saglamak icin kullanilan cihazlarin (thermocycler) hassas 6lgim aletleriyle
birlestiriimesi, Gergcek zamanh PZR olarak adlandirilan yeni bir yontemin
gelismesine neden olmustur. Gergek zamanli PZR’da Urunlerin analizi
reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Gergek zamanlh PZR drUnlerinin
kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgin olmayan floresan

boyalardan ya da diziye 6zgiin problardan yararlaniimaktadir.”™ "

Gergcek zamanli PZR Reaksiyon esnasinda her bir PZR
siklusunde yeterli miktarda Grinin verdigi floresans isi1ga gore calisip

reaksiyon sonunda olusan {riinii kontrol eden bir sistemdir.”* 72

Gergek zamanl PZR’da urlnlerin analizi reaksiyon sirasinda
yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor

Otesi 1sik altinda goéruntlilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek
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kalmamaktadir. Boylece sonuglar aninda alinmakta, kontaminasyon riski
azalarak tum islemler sicaklik donguleri baglayinca otomatik olarak devam

etmektedir.”*

Klinik uygulamalari giderek artan Gergek zamanh PZR
sistemleri, infeksiyon hastaliklarinin tanisinda, infeksiyon ajanlarinin gen
artnlerinin  ifadelenmesinin  tespitinde ve nokta mutasyonlarinin

belirlenmesinde sagladigi Ustinltkler nedeniyle tercih edilmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

3. 1. Geregler

3.1.1. Cihazlar

LightCycler® 2.0 ( Roche, Almanya)

Thermal Cycler (Apollo Metis Biyoteknoloji, Turkiye)
Nanodrop cihazi (Thermo Scientific NanoDrop 1000,
Spectrophotometer, ABD)

Buzdolabi (Argelik, Turkiye)

Derin Dondurucu (Ugur, Turkiye)

Santriflij cihazi (Li-32R, Boeco, Almanya)

Mikrosantrifij (Beckman Coulter, Almanya)

Spin Santriftj (Combi-Spin, FVL-2400N BioSan, Letonya)

Kuru blok (Bio TDB-100, Boeco, Almanya ve TDB-120,
BioSan, Letonya)

Hassas terazi (Libror AEG-220, Japonya)

Otoklav (Sanyo, Japonya)

Sinif 2 biyoguvenlik Kabini (Apollo Metis Biyoteknoloji,
Turkiye)

Ependorf (RNaz’ dan Yoksun) (Trefflab, isvigre)
Mikropipetler ve uglari (Beta Pette™ , ABD)

Makas, pens ve penset (Dizdarer, Ankara)

Cam egyalar, bisturi, kapiller, enjektor
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3. 1. 2. Kimyasallar

EZ-RNA Total RNA Isolation Kit (Biological Industries

Co. Israel)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PZR
(Roche, Almanya)

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche,
Almanya)

Primerler (Eurogentec, Belgika)

Enjektabl Su (Drogsan, Turkiye)

EDTA (Fluka Biochemica, isvicre)

Etil Alkol (%70’lik ve %75’lik) (Riedel-de Haen, Almanya)
5-Florourasil (200mg/kg) (Ebewa Pharma, Avusturya)
NaCl karisimi (% 0,9) (10° /ml maya iceren) (Sigma,
Almanya)

Teikoplanin (30mg/kg) (Targocid, Sanofi Aventis, Turkiye)
Siprofloksazin (660 mg/L) (Cipro, Biofarma, Turkiye)
Ketamin (100 mg/kg) (Richter Pharma, Avusturya)

Ksilazin (8 mg/kg) (Bioveta, Cek Cumhuriyeti)

Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Fluka Biochemica, isvigre)
Heliosis Ekstraksiyon Modulu (Metis Biyoteknoloji, Turkiye)
izopropanol (Kimetsan, Turkiye)

Buz kaliplari
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3. 1. 3. Digerleri

Canli gereglerse sunlardir:

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

C. albicans ATCC 10231 referans susu

3. 2. Yontemler

3.2.1. Suslar

Calismada, C. albicans ATCC 10231 referans susu
kullaniimistir.

3. 2. 2. Hayvan modeli

Deney hayvani olarak, 200-250 gram agirlhiginda, disi, W.
albino siganlar kullanilmistir. Biitiin hayvan deneyleri Gazi Universitesi
Deney Hayvanlari Etik Kurul onayi ile yapiimistir. Her kafeste 4-5 tane
sigan olacak sekilde, 12/24-saat aydinlik/karanlik uygulanmig, oda isisi
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20-25 °C’ de tutulmustur. Deneklerin gida ve suya kolay ve esit ulagimi

saglamigtir.

3. 2. 3. Notropeni olusturulmasi

5-Fluorourasil 200mg/kg dozunda deri altina verilerek

olusturulmustur.

3. 2. 4. Kandidoz olusturulmasi

Sekiz denek saglikli kontrol grubu olarak, 12 denek kandidoz
grubu olan ayrilmistir. Notropeninin besinci gunuande, sistemik kandidoz
icin, 10°ml maya iceren %0,9 NaCl karisimi, kuyruk veninden
uygulanmigtir. Butin deneklere 30 mg/kg teikoplanin (5x1 IM) ve
siprofloksazin 660 mg/L (igme suyundan) ile antibakteriyel profilaksi
uygulanmigtir.  Mikroorganizma  inokulasyonunun  besinci  guna,
intramuskuler (IM) yoldan ketamin (100 mg/kg) ve ksilazin (8 mg/kg)
anestezisi altinda deney sonlandiriimistir. Anestezi altinda siganlarin
abdomenleri % 70’lik etil alkol ile silindikten sonra steril makas ve penset
yardimi ile agiimistir. Kalpten kan alimi sirasinda hayvanlar feda edilmisgtir.
Bobrekleri alinarak deneylerde kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmistir.
Kontrol grubu olarak secilen 8 sigcanin bobrek dokulari da ayni sekilde
alinarak deneylerde kullanilincaya kadar -80°C’de saklanmistir.
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3. 2. 5. Dokuda infeksiyonun Gosterilmesi

Deneklerde infeksiyonun gdsterilmesi igin, hayvanlardan
bdbrek ve kan oOrnekleri alinmistir. Mikrobiyolojik kualtlr icin aseptik
kosullarda ayrilan parcalar beyin-kalp infuzyon sivi besiyerine alinarak
mikrobiyoloji laboratuvarina ulastirildi. Her dokudan 1 gramlik 6érnek 1 ml
sIvi besiyerinde homojenize edildikten sonra her 6rnek aerob kultur iginde
SDA’ ya ekildi. Mikrobiyolojik inceleme 24-48 saat sonra yapildi. Koloniler
sayildi ve Ureyen koloniler fenotipik olarak isimlendirildi. Ureme miktari

koloni sayisi / 100 pl doku 6rnegi olarak kaydedildi.

C. albicans ile infekte edilmis drneklerden nikleik asit eldesi
icin Heliosis DNA izolasyon sistemi (Metis Biyoteknoloji, Ankara, Turkiye)
kullaniimistir. Elde edilen DNA’lar C. albicans icin segilen hedefleri
cogaltmak uUzere Real Time PZR (LightCycler-Roche, ABD) kullanilarak
degerlendirilmigtir. Dokuda DNA varhdinin kontroli icin B-aktin geni

‘housekeeping’ gen olarak kullaniimigtir.
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Tablo 3.1: Kullanilan Primer ve Prob Dizileri

Hedef Primer veya Prob dizisi

B-actin (F) 5-TGG AGA AGA GCT ATG AGC TGC CTG-3
B-actin (R) 5-GTG CCACCAGACAGCACT GTGTTG-3
Panfungal 5-ATT GGA GGG CAA GTC TGG TG (F)

primer(18SrRNA geni)
5-CCG ATC CCT AGT CGG CAT AG (R)

Candida 640 florofor prob  5-TGG CGA ACC AGG ACTTTTACTTTG

Candida floresan prob 5-AGC CTT TCC TTC TGG GTAGCC ATT

3. 2. 6. Bobrek Dokusu Orneginden Total RNA Eldesi

Doku orneklerinden RNA elde edilmesi icin EZ-RNA Total
RNA Isolation Kit (Biological Industries Co. Beit Haemek Ltd, Israil)
kullaniimigtir. Uretici firma onerilerine uygun olarak, 100 ul érnek ile
cahisiimigtir. Kit iceriginde bulunan DNaz ile orneklerdeki olasi bulagi
engellenmigtir. Elde edilen total RNA miktarlari RNA 6lcim cihazinda
(NanoDrop, ABD) dlculerek RNA varligi kontrol edilmistir.
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Testin uygulanisi;

1) Ornekler 0.5 ml denatlrasyon soliisyonu iginde ezilmistir.

2) Homojenatlar 5 dakika oda isisinda bekletiimis ve

ependorfa konulmustur.

3) Uzerine 0.5 ml ekstraksiyon sollisyonu eklenmis ve 15
saniye hafifce calkalanmistir.

4) Oda isisinda 10 dakika bekletilmis ve 15 dakika, 4°C ve
12000g’ de santriflj edilmigtir.

5) Yeni ependorfa ust fazi alinmistir

6) Protokolin 3., 4. ve 5. basamaklari tekrarlanmistir.

7) Uzerine 0.5 ml izopropanol eklenip, karistirilmis ve oda
Isisinda 10 dakika bekletilmigtir.

8) Sekiz dakika, 4°C ve 120009’ de santriflj edilmistir.

9) Ornekler -20°C’ de 30 dakika bekletilmistir.

10) Tek seferde supernatanti hizli bir sekilde dokulmusttr.

11) Pellet kismi1 1ml %75’ lik alkol ile yikanmistir.

12) Bes dakika, 4°C’ de ve 7500g’ de santriflij edilmistir.
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13) Pipetle sipernatant atiimistir.

14) Pellet 5 dakika havada kurutulmustur.

15) Pellet Gzerine 100 pl, 0,1 mM EDTA’ll serum fizyolojik

solUsyon eklenmisgtir.

16) On bes dakika, 55 °C’ de kuru blokta inkibe edilmigtir.

17) Tim RNA ornekleri gogaltma islemine kadar -80°C’ de
bekletilmistir.

3. 2. 7. Ters Transkriptaz PZR ile cDNA Eldesi

Total RNA’ dan komplementer DNA (cDNA) elde edilmesi
icin Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PZR (AMV)
(Roche, Almanya) kullaniimistir. Prosediir A uygulanmistir. Ozgiil olmayan
randomize primer dizisi kullanilarak, 25 ve 45°C’lik iki inkiibasyon ile islem
tamamlanmaktadir. Kullanilan ticari kit protokoline uygun olarak

hazirlanan reaksiyon karisimlari;
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Tablo 3.2: PZR Reaksiyon Karisimi (1. Tur) (cDNA Eldesi igin)

1. KARISIM 1X 12X
Total RNA 3 ul 36 ul
Primer (anchored-oligo(dT)1g primer) | 1 ul 12 ul
Su 9 ul 108 pl
SON HACIM 13 ul 156 ul

Tablo 3.3: PZR Reaksiyon Karigimi (2.Tur) (cDNA Eldesi igin)

2. KARISIM 1X 12X
Transkriptor ters transkriptaz | 4 pl 48 pl
reaksiyon tamponu (5X)

RNaz inhibitora (40U/ul) 0.5 pl 6 pl
Deoksinukleotid karigsimi | 2 pl 24 ul
(10mM)

Transkriptor ters transkriptaz | 0.5 pl 12 ul
(20U/ul)

SON HACIM 20 i 240 pl
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Testin uygulanisi;

1. Ependorflara, hazirlanan ilk reaksiyon karisimindan 13’ er

pI dagitilmistir. Nazikge santriflj yapiimigtir.

2. Ependorf igerisindeki 1. Reaksiyon karigsimi, kuru blokta
65°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Ornekler santrifiij edilmistir.

3. Ependorflar hizli bir sekilde buza yerlestiriimistir ve buz
Uzerinde ependorflara 2. Reaksiyon karisimindan 7’ser pl eklenmistir.

Ornekler santrifiij edilmistir.

4. Ependorf igerisindeki reaksiyon karigimi, kuru blokta
55°C’de 30 dk inkliibe edilmistir.

5. Ornekler kuru blokta 55°C'den sonra 85°C’de 5 dk inkiibe

edilmis ve buz Uzerine konmustur.

6. Elde edilen cDNA ‘'lar spin santrifij edilmig, daha sonra

kullanilmak Uzere -20 °C' de saklanmistir.

3. 2. 8. IL-17’ vyi Kodlayan cDNA’ larin Gercek Zamanli PZR

Cihazinda Cogaltilmasi

IL-17 icin en az 10ng cDNA kullaniimistir. cDNA LightCycler
cihazi (Roche diagnostics, Tenay, Turkey) ve LightCycler yaziliminin 3.5
versiyonu kullaniimistir. Gergek zamanl PZR amplifikasyon karigimi, kalip
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cDNA, FastStart DNA Master HybProbe karisim tamponu, IL-17 ile isaretli
TagMan probu ve her bir primerden (Forward ve Reverse primerler
(Eurogentec, Belgika) 20pmol icerecek sekilde hazirlanmistir.
Amplifikasyon 2 asamada gercgeklestiriimistir; denatirasyon (95°C'de 15
saniye, sicaklik degisimi 20°C/saniye), hibridizasyon (60°C’de, sicaklik
degisimi 20°C/saniye) Gergek zamanli PZR amplifikasyonu sonrasinda,

erime egrisi analizleri incelenmistir.

Tablo 3.4: IL-17 icin Real Time PZR Reaksiyon Karigimi

KARISIM X 12X
Su 2 ul 24 pl
MgCL, 1l 12 pl
IL-17 Primer | 1 yl 12 ul
(forward)

IL-17 Primer | 1 ul 12 ul
(reverse)

IL-17 TagMan | 0,5 pl 6 ul

Prob

Master Miks 2 ul 24 i
Toplam Hacim 7,5 pl 90 ul

Her ornek icin hazirlanan ana karisimdan 7,5 pl, cDNA' dan
ise 2, 5 ul kapillere eklenmistir. Ornekler hizli bir sekilde spin santrifijj
edilerek LightCycler ® 2.0 ( Roche, Almanya) cihazina yerlestirilip islem
bagslatiimistir.
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Bobrek dokusunda IL-17 gen ifadelenmesi Gergek zamanli

PZR ile arastiriimistir. Gercek zamanli PZR ile calisilacak sitokine ait

primer dizileri tablo 3.5 te gosterilmigtir.

Tablo 3.5: IL-17 Sitokin Real Time PZR Galismasinda Kullanilan Primer Dizileri

Sitokin

Primer Diziler

IL-17 Forward

5 CTC-AGA-CTA-CCT-CAA-CCG-TTC 3’

IL-17 Reverse

5 GTG-CCT-CCC-AGA-TCA-CAG-AAG 3
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Tablo 3.6: Gergek Zamanli PZR' da Kullanilan LightCycler Yazilim Raporu

LightCycler Software Version 4.0 Roche
n—

28.10.2009
Experiment

28.10.2009 14:49:16
| System Admin

8.10.2009 16:59:13
System Admin
28.10.2009 16:59:13 N
LCS4 4.0.0.23

00:10:00

Ampliﬁcatior;
-

Instrument

6 Ch.

48



3. 2. 9. Kontaminasyona Karsi Koruma

RNA ekstraksiyonu ve PZR steril kosullarda ve birbirinden
farkh odalarda calisiimigtir. Batln deneyler i¢in kullanilan su, nikleaz ve
pirojenden yoksundur. Mikrosantrifuj tupleri otoklavda ve ultraviyoleye
(UV) maruz birakilarak steril edilmistir. NUkleazdan yoksun PZR tupleri UV
iIsiginda steril edilmistir. Pipetler PZR’a uygun filtreli tipte kullaniimis,
reaksiyonlar UV 1s1§1 bulunan biyolojik yénden guvenli kabinde (Metis
Biyoteknoloji, Ankara, Turkiye) yapilmigtir. Negatif sonuclar tekrarlayan
RT-PZR prosedurleri ile dogrulanmigtir. NUkleazdan yoksun suyun bir
negatif ve bir pozitif kontrol 6rnedi butin orneklerin c¢alisiimasinda

kullanilimistir.

3. 2. 10. istatistiksel Analiz

IL-17 gen ifadelenmesinin analizinde kontrol ve Candida ile
infekte grup karsilastiriimasi Mann-Whitney U testi kullaniimistir. p < 0,05

olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4. 1. Notropeninin Gosterilmesi

Hayvanlardan alinan kan oérneklerinden yapilan periferik

yayma preparatinda, infekte grubun noétropenik oldugu gordimustir.

4. 2. Kandidozun Dogrulanmasi

Butun dokularda histopatolojik inceleme, kultur ve molekuler
yontemler ile infeksiyon tanisi dogrulanmistir. Deneklerin  doku
orneklerinin  kultirlerinde C. albicans kolonileri Uretilmistir. Bobrek
dokularindaki DNA varliginin pozitifligini gostermek amaclh bakilan B-aktin
kontrol ve infekte 6rneklerde pozitif olarak bulunmustur. Bitin dokulardan
elde edilen DNA’lar fungal primerler ile gogaltildiginda Candida ile infekte
grubun tamaminda pozitif sonuglar elde edilmistir. Kontrol grubunda,

bdbrek dokusunda fungal DNA goriimemistir.
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Resim 4.1: Kandidoz Olusturulmus
Odaklarn

Deney Hayvanlarinda Bébrek infeksiyon
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4. 3. RNA Varhiginin Gosterilmesi

Ticari kit ile izolasyonu yapilan infekte grup 6rneklerindeki

RNA varligi, NanoDrop (Thermo Scientific, ABD) cihazi ile dlgllerek tespit

edilmigtir.

Tablo 4.1: Kandidozlu Bobrek Dokularindan Elde Edilen RNA Miktarlar

ORNEK NUMARALARI RNA MIKTARLARI
1 913.7 ng/pl
2 1437.2 ng/pl
3 1244.3 ng/pl
4 496.3 ng/ul
5 1269.8 ng/pl
6 151.8 ng/pl
7 4173.4 ng/pl
8 2910.0 ng/pl
9 3558.0 ng/ul
10 3839.2 ng/ul
11 3726.2 ng/ul
12 3856.0 ng/pl
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Measurement complete 28.10.2009 16:25

_j Default

Grafik 4.1 NanoDrop analiz ekrani 6rnek RNA 6l¢iim goriintisii
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4. 4. DNA Varhginin Gosterilmesi

Bobrek dokularindan olusturulan RNA’lardan

ticari

kit

kullanilarak cDNA elde edilmigtir. RNA gibi cDNA varhigi da, NanoDrop

cihazi (Thermo Scientific, ABD) ile dlgulerek tespit edilmigtir.

Tablo 4.2: RNA’ dan RT-PZR ile Elde Edilen cDNA Miktarlari

ORNEK NUMARALARI cDNA MIKTARLARI
1 2752.7 ng/pl
2 2654.4 ng/pl
3 2706.4 ng/ul
4 2668.3 ng/pl
5 2746.4 ng/pl
6 2217.3 ng/pl
7 3416.7 ng/pl
8 3139.9 ng/ul
9 3173.1 ng/pl
10 3180.5 ng/ul
11 3024.2 ng/pl
12 3552.5 ng/pl
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Measurement complete | 28.10.2009 16:13
i -
! Default

Clear graph each Sample E]

Grafik 4.2 NanoDrop analiz ekrani 6rnek DNA 6l¢iim goriintiisii
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4. 5. Gercek Zamanli PZR’ da IL-17 Gen ifadelenmesinin

Analizi

Klinik oOrneklerden &6nce bir cDNA havuzunun 6 farkli
dilisyonu ug farkl kopya olarak olgilmus ve floresansin basladigi siklus
sayisi (Cp) ile gen ifadesinin logaritmik artisi arasinda lineer regresyonla,

kalibrasyon egrisi ¢izilmigtir.

Genlerin sayisal analizi icin yapilan mutlak 6lcim (absolute
quantification) sirasinda, ornekteki hedef ile daha 6nce konsantrasyonu
bilinen ayni hedefin standart egrisi karsilastinimistir. Standart egriler, 10
kat seri diliisyonlarla (10% -10'° kopya/pl), kopyalar dlciilerek (kuantifiye
edilerek) olusturulmustur. IL-17 gen ifadelenmesi miktari kopya/ml olarak

OlcUlmasgtar.
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Grafik 4.3: Biitiin Candida Orneklerinin Amplifikasyon Egrileri
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Grafik 4.4: Candida Orneklerinin Amplifikasyon Egrileri
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Amplification Curves
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Grafik 4.5: Ug Farkh Candida Orneginin Amplifikasyon Egrileri
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Grafik 4.6: Ug Farkli Candida Orneginin Amplifikasyon Egrileri
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4.5. 1. Kantitasyon Sonuclari

Candida ile infekte grupta IL-17 gen ifadelenmesi 12 drnegin

10’ unda (%83.3) gorulmustur. Kontrol grubu 6rneklerinde ise IL-17 gen

ifadelenmesi higbir 6rnekte gorilmemistir.

Tablo 4.3: IL-17 ig¢in Gergek Zamanli PZR Sonuglari

ORNEK | cDNA MIKTARI | CP KONSANTRASYON | STANDART
1 2752.7 ng/pul 39.13 | 4.17x10°kopya/mL | -
2 2654.4 ng/yl 40.64 | 3.57 x10°kopya/mL | -
3 2706.4 ng/pl 38.57 | 4.41 x10°kopya/mL | -
4 2668.3 ng/pl 41.65 | 3.22 x10°kopya/mL | -
5 2746.4 ng/yl 39.58 | 3.98 x10°kopya/mL | -
6 2217.3 ng/pl 38.33 | 4.53 x10°kopya/mL | -
7 3416.7 ng/ul - - -
8 3139.9 ng/ul 42.16 | 3.05 x10°kopya/mL | -
9 3173.1 ng/ul 44.59 | 2.37 x10°kopya/mL | -
10 3180.5 ng/ul - - -
11 3024.2 ng/pl 42.24 | 3.02 x10°kopya/mL | St. 3.02x10°
kopya/mL
12 3552.5 ng/pl 40.68 | 3.55 x10°kopya/mL | St. 3.55x10°

kopya/mL
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Standart olarak kullanilan drneklerin cDNA konsantrasyonlari

ile amplifikasyon sirasindaki Cp dereceleri karsilastirilarak standart egrisi
cizilmigtir.

Standard Curve

£
e

Crossing Point
oy

&

348 3485 349 3435 35 3505 351 3515 352 3525 353 3535 354 3545 355
Log Concentration

Grafik 4.7: Kantitasyonda Yararlanilan Standart Egri
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5. TARTISMA

C. albicans mukozal yuzeylerde kommensal olarak yasayan,
ancak zayif bagisiklik durumunda konak igin invaziv ve patojen hale
gelebilen ve olumcul sistemik infeksiyonlara sebep olan bir mantardir.
Tedavide yaygin olarak kullanilan antifungal ajanlara karsi diren¢ her gin
arttigindan, C. albicans Kklinikte, AIDS hastalari ve granulositopenik

hastalar icin buyuk bir problem teskil etmektedir.

Fungal infeksiyonlarin tanisi, tedavide izlenecek yolun
belirlenmesi acgisindan kritik 6neme sahiptir. Mantar infeksiyonlarinin
tanisi, klasik olarak kulturden etkenin izolasyonu ve tanimlanmasi,
serolojik  olarak mantar UrUnlerinin  gosterilmesi,  histopatolojik
preparatlarda mantarlara ait hiflerin veya hucrelerin goérulmesi, radyolojik
olarak o6zgul goéruntulerin saptanmasi esliginde Kklinik bulgular ile
konmaktadir.”* Molekiiler yontemler, yilksek 6zgiillik ve duyarliliklari ile
son vyillarda batin infeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi, mantar
infeksiyonlarinda da tani koydurucu avantajlar sunmaktadir.” Ozellikle
kdlturde dretilemeyen etkenlerin  molekller yontemler kullanilarak
gOsterilmesi tanida onemli avantajlar getirmistir. Etken kultirde Uretilse
bile tiir tanimi yapilmast icin molekiiler yéntemlerden faydalanilabilir.”

Cesitli hasta gruplarinda etken tanimlamada kullanilan
panfungal PZR yobnteminin taniya yardimci oldugu calismalarda
bildirilmigtir. Burik ve ark. yaptigi ¢alismada, insan kan kulturlerinde
panfungal PZR ydntemi ile tlire 6zgu primerler kullanarak fungal DNA’ lar
elde edilip infeksiyon etkenleri gdsterilmistir. ”’
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Begss ve ark. oral kandidozda, C. albicans’ a ait genlerin
farkhliklarini géstermek amaciyla RT-PZR ydntemi kullanarak yaptiklari
calismada, DNA eldesini B-aktin geni ile gdstermislerdir.”® Benzer olarak
Okeke ve ark. da kutan6z kandidozda DNA varligini B-aktin geni ile

belirlemislerdir.”

Candida’lara karsi gelisen bagisik yanitin butin ayrintilari
tam olarak agiklanmamig olmakla birlikte, dogal ve kazanilmis bagigiklk
sisteminin birlikte bu savunmada rol aldigi bilinmektedir. Mantar
infeksiyonlarinda konagin bagisik durumunun c¢ok Onemli oldugunu
vurgulamak gerekir. Clnkl son yillarda mantar infeksiyonlarinda gértlen
artiglar, ozellikle bagisiklik sistemi cesitli sebeplerle baskilanmig veya

zayiflatilmis hastalarla uyumludur.

Villar ve ark. C. albicans’ in konak hucre ve dokularini istila
ettikten sonra, konak epitelyal ve endotelyal hucrelerinden salinan
proinflamatuvar sitokinleri arastirmiglardir. C. albicans’in konak hucre ve
dokusuna invazyonu ile olugsan infeksiyona kargi konak proinflamatuvar

cevabini arttirdigini ifade etmislerdir.®°

1986 yilinda, farelerde ve insanlarda yapilan caligmalar
sonucunda Th hucrelerinin sitokin Uretimine goére, Th1 ve Th2 alt
gruplarina ayrildigi gosterilmistir. Boylelikle sitokinler ile gesitli hastaliklar

arasindaki iliskiler anlasiimaya baslanmistir.*

Th1 yaniti, IL-2, IL-12, IFN-y, TNF-a gibi sitokinlerin Gretimi

ile gergeklesir ve yeniden infeksiyonun olusumuna kargi direng saglar. Th2
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yanitinda, IL-4, IL-10, IL-6 Uretimi gorulr ve kronik hastaliklarin gelisimi
ile iligkilidir. Th1 sitokinleri hlcresel bagisik yaniti, Th2 sitokinleri ise
humoral bagisik yaniti uyarir. Th1 ve Th2 sitokin profil analizleri, birgok

hastaliktaki bagigik yaniti belirlemede kullaniimaktadir.

Steinshamn ve ark. yaptiklari bir g¢alismada, normal ve
granulositopenik farelerde olusturulan C. albicans infeksiyonunda
proinflamatuvar sitokin olan TNF-a ve bazi ¢alismalarda proinflamatuvar
bazilarinda antiinflamatuvar sitokin olarak belirtilen IL-6 duzeyleri
arastirmiglardir. Endojenoz IL-6 literatUrlerde, proinflamatuvar veya anti
inflamatuvar sitokin olarak tam olarak tanimlanmaktadir.?* Steinshamn’in
calismasinda, granulositopenik farelerin serumlarinda TNF-a ve IL-6
duzeylerinin normal farelere gore daha yuksek oldugu bulunmustur. Ancak
TNF-a dizeylerinin yiksek olmasi, C. albicans ¢ogalmasinda bir azalma
meydana getirmemistir. Arastirmacilar c¢alismalarinda, TNF-a varliginin
infekte grupta artis gosterdigini belirlemis olsalar da, TNF-a varhdinin
farelerdeki yasam surelerini etkilemedigini bildirmislerdir. IL-6 duzeyinin
ise C. albicans infeksiyonlarinda arttigini, fakat mekanizmasinin net olarak

bilinmedigi belirtilmistir.®

Louie ve ark. yaptiklari ¢alismada, C. albicans ile infekte
farelerin serumlarinda TNF-a miktarlarinin giderek artis gosterdigi, infekte
olmayan farelerde ise hicbir artisin gortulmedidi bildirilmektedir. Ayni
zamanda TNF-a’nin varhdinin organlardaki fungal yUkl azaltarak konak
savunmasinda olumlu katkilari oldugu bildirilmistir. Ayni arastirmacilar,
TNF-a’nin, periferik kandaki |6kosit sayisini ve infekte dokulardaki
inflamatuvar cevabi etkilemedigini bulmuslardir. Ayni g¢alisma sirasinda
yapilan bir in vitro deneyde, TNF-a’nin direk antikandidal etkisinin

olmadi§i gosterilmistir.®®
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1998 yilinda Mencacci ve ark. tarafindan yapilan galismada,
TNF-a defekti olan farelerin sistemik ve sindirim sistemi infeksiyonlarina
daha sik yakalandiklari, bu tir farelerin Th1 yaniti ile iligskili mantar
infeksiyonlarindan korunmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir. Bu
durumun da kazanilmig ve dogal bagisiklik arasindaki eksiklikten

kaynaklandigi soylenmektedir.

Riipi ve ark. yaptiklari ¢aligmada, kandidoz olugturulmus
farelerde TNF-a seviyesinin artis gosterdigini ve C. albicans’in neden
oldugu akut faz proteinlerinden fibrinojenin artisinda TNF-a’nin rolu

oldugunu bildirmislerdir.3*

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

seviyelerinin kontrole oranla arttigini bildirmislerdir.®°

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

artisinin neden oldugunu bildirmislerdir.®

Benzer bir sonu¢ da Steele ve ark. tarafindan yapilan
deneylerde bildirilmistir. Vajinal ve oral kandidoza karsi olusan lokal

bagisik yanitta TNF-o’nin énemli oldugu gdsterilmistir.®”
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Kalkancrnin  yaptigi tez c¢alismasinda da deney
hayvanlarinda degisik Candida turlerinin TNF-a diuzeylerinde belirgin bir

artisa neden oldugu belirlenmistir.®

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

oldugu gdsterilmistir.2® *°

Lavigne ve ark. da c¢alismalarinda IL-12 ve IFN-y'nin
ortaklasa caligarak dogal ve kazaniimis bagisik yanit meydana
getirdiklerini, IFN-y’nin Candida infeksiyonuna direncgte rol oynadigini

bildirmislerdir.**

Roilides ve ark. mononukleer hicreler ile Candida hicrelerini
in vitro olarak birlestirdiklerinde, mayaya karsi mononukleer hucreler
tarafindan olusturulan antifungal etkinin IL-10 ile baskilandigini
goOstermigtir. Boylece vucuda giren antijenlere karsi gelistirilen anti

inflamatuvar yanitin diizenlendigini bildirmislerdir.%* %3

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

belirlenmistir.®*
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Brieland ve ark. ile Schaller ve ark.’nin deneylerinde Candida
infeksiyonu ile birlikte c¢esitli dokulardan salinan (agiz, vajina, bobrek)
TNF-qa, IFN-y seviyesinin her gegen gun artarak devam ettigi, buna karsin
anti inflamatuvar sitokinlerden IL-10°'un ise azaldigi Dbelirlenmigtir.
Infeksiyon tablosunun ilerleyen doénemlerinde ise Th2 grup sitokin
ifadelenmesi artis gosterirken, Th1 grubu sitokinlerde dists gozlenmistir.
TNF-a, IFN-y, IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinlerin neden oldugu
fagositik aktivite ile, Candida infeksiyonuna karsi konagin savunmasinda
anahtar rol aldiklari, IL-10 gibi anti inflamatuvar sitokinlerin fagositik
hicrelerin  efektor mekanizmalarini  baskilayarak infeksiyona Kkarsi
olusturulan Thl bagisik yanitini ortadan kaldirdidi ve infeksiyona

duyarlligr arttirdigi bildirmislerdir.?* %

Badiee ve ark.’nin karaciger nakli sonucu gelisen invaziv
fungal infeksiyonlari arastirdigi bir ¢alismada klinik érnekler PZR/ELISA
metotlari kullanilarak belilenmeye calisiimistir. Ayrica kan ornekleri
BACTEC sistemi kullanilarak da belirlenmistir. Bu ¢alismaya gore
PZR/ELISA metotlarinin karaciger nakli sonrasi gelisen invaziv fungal
infeksiyonlarin erken doénem tanisinda vyeterli 6zgullikte olmadiklar

belirlenmistir.%®

Valdez ve ark.’nin yaptiklari calismada, C. albicans’in (isi ile
oldartlmis veya canli) farkli dozlarinin etkilerinin hicresel ve humoral
bagisikhdin olugsmasi uzerine etkilerine bakilmigtir. Hucresel bagigikligin
etkileri, farelere dedisen dozlarda C. albicans verilerek saptanmistir ve
gecikmig tip asin duyarhlik reaksiyonlari i¢in kontrol edilmigtir. Humoral
bagisiklik C. albicans’ in farkli dozlari ile dalak mononUkleer hticrelerinin
karsilastiriimasi ile incelenmistir. Bu ¢alismanin sonuclarina bakilarak,

farkli dozlarda mayanin farelere verilmesinin hucresel ve humoral yaniti
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baskiladigi (6zellikle canli olarak 106-108 uygulanmasi), Olu olarak

uygulanan mayanin her iki cevabi da arttirdigi gosterilmistir.®’

Van’t ve ark. yapmis oldugu bir ¢calismalarinda oéldurucu C.
albicans infeksiyonunda notropenik farelerin hayatta kalma sureleri
uzerine IL-1p° nin etkisini incelemislerdir. Notropeniye sokulan farelere
Candida infeksiyonundan 6 saat sonra ya da 1-2 saat 6nce IL-1f verilmis
ve hayatta kalma slreleri kontrol hayvanlarla karsilastiriimistir.
Infeksiyonun 24. saatinde %97, 48. saatinde %70, 72. saatinde ise
%23’UnUn hayatta kaldigi gérulmuastur. Sonug olarak bu ¢alisma ile IL-1f’
nin oldurdcu C. albicans infeksiyonu olan noétropenik farelerin yasam

siirelerini uzattigi gosterilmistir.%®

Elahi ve ark. tarafindan, Candida infeksiyonlarina duyarh ve
direncli iki farkli fare modelinde yapilan ¢alismada, infeksiyona direncli
grupta IL-4, IL-12 ve IFN-y duzeylerinde, C. albicans’ in hizli eliminasyonu
ile uyumlu olarak erken dénemde artis oldugu; duyarli grupta ise IL-4
ifadelenmesinin geciktigi ve daha az oldugu belirlenmis ve C. albicans’ in
hizli eliminasyonunun IFN-y, IL-12 gibi sitokinlerin erken salinimini

sagladigi bildirilmistir.%°

Spellberg ve ark. yaptiklari galismada, kandidozlu fare
modelinde konak yasami ile bobrek ve dalak bagisiklik yanitin arasindaki
iliskiyi arastirmiglardir. infekte farelerde, dalak ve bébrek lenfositlerinin
hicre ici icerikleri ile butiin organlarin sitokin profilleri belirlenmistir. Fare
agisindan oldurucu olan ve olmayan inokulasyonlarin ikisinde de yabanil
tip maya hucrelerinin dalakta Th2 cevabini arttirdigi goralmuagtur. Hif

olusturma eksikligi bulunan maya hicre mutantlarinin ise degisiklik
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olusturmadigi gorulmuagtur. Sistemik infeksiyonda konagin hayatta kalma
suresinin bagisik yanitin tipi ile iligkili oldugu kabul edilmektedir. Bu
arastirmanin sonugclari, dokularda hif formundaki C. albicans’ in in vivo

kosullarda Th2, dzellikle de IL-10 yanitini arttirdigini géstermektedir.*®

Stuyt ve ark. infeksiyon olusturmak icin farelere C. albicans’
intraven®z olarak enjekte etmigslerdir. Ayrica farelere anti IL-18 antikorlari
da verilmigtir. Anti IL-18 antikorlari bobreklerde maya yukunu arttirmigtir.
IFN-y defekti olan fareler anti IL-18 antikorlari ile tedavi edildiginde
Candida’ i organ yuklne hicbir etki etmemislerdir. Arastiricilar, IL-18’in
koruyucu etkisinin endojen kaynakh IFN-y araciligiyla oldugunu one

stirmiislerdir.*®

Stockinger ve ark. 2006 vyilinda, farenin naif CD4" T
hicrelerini in vitro ortamda TCR araciligiyla indukleyerek Th17 hicrelerini

ilk defa gdsterebilmislerdir.> 46: 47 5558, 59,60

Zhou ve ark. insan periferal kan mononukleer hicreleri
(PBMC;) anti-CD3 ve anti-CD28 ile uyardiktan sonra, IL-17’nin yuksek
seviyelerini ve IL-17 uUreten hucrelerin yuksek frekanslarini, ELISA ve
ELISPOT ydntemleriyle tespit etmiglerdir. IL-17 Ureten hiicrelerin detayli
analizi, flow sitometri yontemiyle gdsterilmistir. IL-17 Uretimi igin ana
katkinin  CD4" T hucreleri tarafindan olusturuldugu flow sitometri
yontemiyle anlasiimigtir. Bu hucreler, protein ve transkripsiyonel diuzeyde
saflagtirlmis olarak, IL-17 UGretimini dogrudan indukleyebilmektedir.
Ayrica, IL-17 Ureten CD4" T hiicrelerinin gogu fenotipik analizlerle ortaya
citkmigtir. Bu ¢alisma, hafiza Th17 hucrelerinin saglikli bireylerin PBMC’
lerinde sunuldugunu ve bazi hafiza Th17 hucrelerinin C. albicans gibi
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mantar infeksiyonlarina karsi savunmada 6nemli bir rol oynayabilecegini

gostermektedir.%

Huang ve ark. farelerde sistemik anti-C. albicans konak
savunmasi icin IL-17A gerekliligini aragtirmiglardir. Fare (m) IL-17A/mIL-
17A reseptor (R) etkilesimlerinin sistemik kandidozlu fare modelinde
rolini degerlendirmiglerdir. Arastiricilar, mlL-17A sitokinine ELISA
yontemi ile bakmislardir. IL17-AR™ fare bobreklerinde fungal yiik énemli
dlglide artmistir. IL17-AR™ farelerde, periferal notrofilin mobilizasyonu ve
infekte organlara girisi anlamli olarak azalmis ve gecikmis bulunmustur. in
vivo mIL-17A’ nin ifadesi C. albicans’ in letal dozunda normal fareleri
korumaktadir. (7.ginde %100 ve 42. Gunde %65) Sonug¢ olarak, miL-
17A/mIL-17AR sisteminin in vivo sartlar altinda, normal konak savunmasi
icin gerekli oldugunu sodylemislerdir. IL-17A sistemik Candida

infeksiyonlari igin sitokin bazli tedavilerde bir secenek olabilir.*%®

Conti ve ark. oral kandidoza karsi mukozal konak
savunmasinda, Th17 hucrelerinin ve IL-17 reseptor sinyalinin gerekliligini
arastirmiglardir. Th17 ailesinin noétrofil ve antimikrobiyal faktorlerle oral
kandidoza baskin cevabi olusturanin buyuk o6lgude IL-17 sitokini oldugunu

séylemislerdir.***

Eyerich ve ark. Candida antijenine ve mitojenik uyaranlara
kargl olusan T hdcre sitokin salinimini analiz etmislerdir. Calismalarinda
kronik mukokutanéz kandidiyazis (chronic mucocutaneous candidiasis=
CMC) hastalar, akut Candida infeksiyonu geciren hastalari ve saglikli
bireyleri karsilastirmislardir. CMC hastalarinda C. albicans ya da mitojen

ile uyarilan periferik kan monontkleer hicreleri IL-17 ve IL-22, mRNA ve
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proteinini anlamli derecede dusuk seviyelerde Uretmislerdir. Candida ile
infekte immuinokomponent hastalardan alinan PBMC'’ler IL-17 ve IL-22’ yi

daha fazla tretmislerdir.*%®

Zelante ve ark. farelerde yaptiklari ¢alismada, IL-23 ve IL-17
salinimi sonrasinda C. albicans ve Aspergillus fumigatus infeksiyonlarina
karsi olugsan direncin buyuk bir sekilde artmig oldugunu goézlemlemislerdir.
Bu da ilgili hedef organda fungal bluyime azalmasi olarak
degerlendirilmigtir. Bu ¢alismada sunulan veriler fungal infeksiyonlarinda
konak savunma mekanizmalari i¢in Th17 hucrelerini ve IL-23 igin daha
onceden tanimlanmayan rolunu gostermek agisindan onemli bulunmustur.
Bu sonuclarin, etkili bir immdn yaniti olusturmak icin inflamasyonu
sinirlamada ve mantar infeksiyonlarinin tedavisinde yeni stratejiler

gelistirilmesinde fikir verebilecegi distintimustir.**®

Yaptigimiz ¢alismada da kandidoz olusturulmus deney
hayvanlarinda IL-17 seviyelerinde artigs gorulmus ve yukarida bahsedilen

¢alismayla uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Chen ve ark. saglikl bireylerde yaptiklari galismada, periferik
kandan izole dilen naif ve hafiza CD4" T hicrelerini incelemiglerdir.
CD3/CD28 uyarimina yanit olarak, insan hafiza T hucreleri IL-17 yi hizli
bir sekilde, naif CD4" T hiicreleri ise diisiik diizeyde Uretmistir. TGF-B1 ve
IL-6, RORyt ifadelenmesinin dizenlenmesini arttirmiglardir. Fakat naif
CD4" T hicrelerinin Th17 hiicrelerine farklilasmasini uyarmamistir. Ancak
IL-23 kendi reseptorunu duzenlenmesinde rol oynamig ve IL-17 ve IL-22’

nin énemli uyaricisi olmustur.’®’
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Rowan ve ark. yaptiklari galismada Hepatit C virusu (HCV)
ile infekte hastalarin ve saglikli bireylerin periferal kan monontkleer
hicrelerinde (PBMC) IL-17 dretimini baskilayan IL-10 ve TGF-B’' vyi
arastirmiglardir. IL-10’ un inhibitor etkisinin agirlikli olarak antijen sunucu
hacreler aracihdr ile gergeklestigini ifade etmiglerdir. HCV ile infekte
hastalarda infeksiyon sirasinda, antijene spesifik Th17 hucreleri
uyariimaktadir ve bu hucreler IL-10 ve TGF-B ile dizenlenmektedir.
Aragtiricilar dogal anti-inflamatuvar sitokin olan IL-10 ve TGF-B’ nin HCV

ile uyariimis Th17’ yi baskiladigini séylemislerdir.**®

Candida infeksiyonunda IL-17" nin rolindn belirlenmesi
agisindan yaptigimiz ¢alismada, C. albicans ile infekte olan grubun %83,3’
unde IL-17 ifadelenmesi Gergek zamanl PZR yontemi ile tespit edilmigtir.
Buna karsin kontrol grubunda IL-17 ifadelenmesi tespit edilmemistir. Bu
verilere gore Candida infeksiyonu sirasinda IL-17 yanitinda belirgin bir
artis gorulmektedir. Dolayisiyla, C. albicans patogenezinde IL-17’ nin etkin

bir rol oynadigi disunulmektedir.

Ge ve ark. ¢alismalarinda, kronik hepatit B virUs infeksiyonu
olan aktif hastalarda periferal Th1 ve Th17 hicrelerinin bagisiklik
durumunu deg@erlendirmeyi amaglamislardir. ELISA, PZR ve flow sitometri
yontemini kullanmislardir. Kronik hepatit B hastalarinda (CHB) periferik
kan Th17 hdcrelerinin yluzdesinde kontrol grubuna gére 6nemli dlgude
artis gorulmastur. Buna ragmen Th1 ve Tc1 hicrelerinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli olarak azaldigi goértlmustir. Sonug olarak,
Th17° nin kronik HBV infeksiyonunda potansiyel roline dikkat

cekilmistir.*%°
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Zhang ve ark. kronik hepatit B virus ile infekte grup ile
saghkh kontrol grubu Kkarsilastirarak periferal ve intrahepatik Th17
hlcrelerini analiz etmislerdir. Th17 hucrelerinin dolasimdaki frekansinin
kontrol grubu g6z o©Onune alinarak, hastaligin ilerlemesi ile artisi
g6zlenmigtir. Th17 hucreleri ayni zamanda kronik hepatit B (CHB)
hastalarinin karacigerinde buyuk olgude birikmis oldugu saptanmistir.
Th17 hucreleri plazma viral yukl ve histolojik aktivite durumu ile pozitif
iliskili oldugu sdylenmistir. In vitro olarak, IL-17, CHB hastalarinda ve
saglikh bireylerde proinflamatuvar sitokinlerin tGretim kapasitesini arttirmak
ve miyeloid dendritik hucreler ile monositleri aktive etmek olarak
tanimlanabilmektedir. Ayrica Th17 iligkili sitokinlerinde CBH hastalarinda

artmis oldugu gézlenmistir. *°

Calismamizi mantar infeksiyonlarinin patogenezinde IL-17
yi, Gergcek zamanlh PZR yontemi ile belirleyen ilk calismalardan olmasi
acisindan onemli oldugunu dusunmekteyiz. Bundan sonra calismada
ornek sayisini arttirarak ve infeksiyonun degisik donemlerinde IL-17
ifadelenmesinin belirlenmesi ve elde edilen verilerin insan ¢alismalariyla

desteklenmesine yonelinilecektir.

Calismamizin  sonuglarina gére  mantar infeksiyonu
olusumunda son yillarda tanimlanan IL-17" nin etkin bir rol oynadigi
disunilmektedir. Ozellikle immiin sistemi baskilanmis hastalardaki
Candida infeksiyonlarinin tedavisinde sitokin bazli yaklasimlarin yeni bir

hedefi olarak digunulebilir.

72



6. SONUG

Candida ve bagisiklik sisteminin elemanlari arasindaki
iligkinin gok karmasik oldugu dusunulmektedir. Bu iligkide tek bir htucrenin
ya da hicre elemaninin roli yoktur. Aksine birden ¢ok yapi birbiriyle
dengeli bir iligki igindedir. Son yillarda ortaya ¢ikan, Th htcrelerinin alt
grubu olan Th17 hucreleri tanimlanmistir. Bu hucrelerden infeksiyon

sirasinda salinan ana sitokin IL-17’dir.

Bu calisma kandidozlu sican bdbrek dokularinda IL-17
sitokin ifadelenmesinin gosterilmesini amacglamigtir. Buradan yola ¢ikarak
kandidozlu bébrek dokularinda sitokin ifadelenmesi molekuler yontemlerle
elde edilmigtir. Molekuler yontem olarak TagMan problar kullanilarak

Gergek zamanli PZR tercih edilmistir.

Calismaya iki grup halinde 20 6rnek dahil edilmistir. Bunlarin
8 tanesi saglikli kontrol grubu, diger 12 tanesi de kandidozlu grup olarak

ayrilmistir.

Tim orneklerden RNA ve cDNA elde edilmistir. infekte
grupta RNA miktarlari 151,8-4173,4 ng/ul arasinda, cDNA miktarlari ise
2217,3-3552,5 ng/ul arasinda bulunmustur.

infekte grup érnekleri IL-17 icin, Cp degerleri 38,33 ile 44,59,
konsantrasyon miktarlari ise 2,37x10° ile 4,53x10° arasinda bulunmustur.

iki drnekte Cp degerleri ve konsantrasyon miktarlari elde edilememistir.
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Kontrol grubu orneklerinde IL-17 gen ifadelenmesi

gorulmemistir.

Calisma sonunda; St. 3.02x10° < St. 3.55x10° sonucu elde

edilmigtir.

Candida infeksiyonu sirasinda sitokinlerin tam olarak
belirlenebilmesi, 6zellikle bagisikhk sistemi baskilanmig hastalarda bu
infeksiyonlardan korunmada ve tedavide yeni yontemlerin gelistiriimesine

olanak saglayacaktir.
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7. OZET

KANDIDOZLU SICAN BOBREK DOKULARINDA
IL-17 GEN IFADELENMESININ GERGEK ZAMANLI

POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PZR) iLE GOSTERILMESI

Genis spektrumlu antibiyotiklerin daha yaygin kullanimi,
organ nakillerinin ¢ok daha sik yapilmasi gibi nedenler bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarin ve bu tur hastalarda kandidoz varliginin her gegen

gun artig gostermesine neden olmaktadir.

Candida infeksiyonuna karsi olusan bagisiklikta bircok faktor
rol oynamaktadir. Sitokinler de bunlardan biridir. Calismamizda, kandidoz
sirasinda olusan immunolojik faktoérlerden olan sitokin profillerinde olusan
degisiklerin belirlenmesi amaclanmistir. infekte sican bébrek dokularinda

IL-17 sitokin ifadelenmesi gercek zamanl PZR yontemi ile belirlenmistir.

infeksiyon modeli, sicanlara verilen C.albicans ATCC 10231
referans susu ile gergeklestiriimigtir. Ayrica kontrol grubu olusturularak
infekte grup ile karsilastiriima yapilmistir. Hayvanlardan alinan boébrek
dokularindan yapilan kultir pozitif bulunmustur. Gergek zamanl PZR
yontemi ile galisilarak bdbrek dokularinda kandidoz olusumu goésterilmigtir.

Mantara 6zgul primerler kullanilarak infeksiyon varligi dogrulanmistir.
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Kandidemi grubunda PZR c¢alismasi sonucunda IL-17 gen
ifadelenmesi 12 6rnegin 10" unda (%83.3) bulunmustur. Kontrol

grubundaki érneklerin higbirinde IL-17 ifadelenmesi goralmemisgtir.

Buna go6re, kandidoz sirasinda immun hdcrelerle iligkide
sitokinlerin 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. Etken olan sitokin profillerinin
tam olarak belirlenmesi, Candida infeksiyonlarindan korunmada ve
tedavide yeni segeneklerin gelistiriimesine olanak saglayacagi

dusundimustar.

Anahtar Sozcukler: Candida, sitokin, IL-17, Gergek zamanli
PZR

76



8. SUMMARY

DEMONSTRATING THE EXPRESSION OF IL-17 GENE
IN RAT CANDIDIASIS KIDNEY TISSUE BY MEANS OF

REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

More widespread use of broad-spactrum antibiotics, organ
transplants are much more frequent causes, such as supressed immune
systems of patients and such patients increases everyday to show the
presence Candidiasis.

In which immunity aganist Candida infections are many
factors play a role. Cytokines are one of them. In our study, immunological
factors that occur during Candidiasis the determination of different
cytokine profiles which is intended. IL-17 cytokine expression in kidney

tissues of infected rats to Real-Time PCR assay was determined.

Infection model with was carried out 10231 ATCC reference
strains of C.albicans given to rats. In addition, a control group was formed
in order to compare with infected group. Culture that was made from
kidney tissue taken from animals was found positive. Candidiasis
formation on kidney tissues is shown by working with Real-Time PCR
assay. The presence of fungus infection was confirmed by using specific

primers.
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As a result of PCR studies Candidiasis group IL-17, ten out
of twelve examples (83.3%) were found positive. None of samples in the

control group was found positive.

Accordingly, during Candidiasis immune cells play an
important role in the relationship of cytokines. Fully determination of
effective cytokine profile is intended to allow new development means of

protection and treatment of Candida infections.

Key words: Candida, cytokines, IL-17, Real-Time PCR
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