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GIRIS
Antimikrobik ilaglarla fagositler arasindaki etkilesimi inceleyen klinik ve

deneysel ¢aligmalar, antimikrobik ilaglarin 1940’k yillarin baginda tedavide kullanil-
malariyla baglamigtir (84).

Mikroorganizmalara kargi viicut savunmasinda en onemli olay fagosi-
tozdur. Metchnikoff 1905’te infeksiyon etkenlerine karsi savunmada fagositlerin

6nemini ilk kez gostermigtir (19).

Antimikrobik maddeler patojen mikroorganizmalann iiremelerini engel-
leyerek ya da onlan 6ldiirerek etki gosterirler. Bunlarn kullanimina baglandiktan
kisa bir siire sonra zararlt yan etkileri de oldugu anlagilmigtir. 1950°li yillarda ise
antimikrobik maddelerin toksik ya da allerjik reaksiyonlar gibi istenmeyen
etkileninin yanisira, organizmamn kendi savunma mekanizmasi olan baigiklik
sistemini de etkiledikleri fark edilmistir (6,35,41).

Yiiksek dozlarda antimikrobik madde kullanimi immiin sistemin uyarimast
i¢in gerekli siirenin olusumuna engel olmaktadir. Digitk dozda kullanimlan ise
direngli suslar olusturarak ve mikroorganizmanin yapisinda degigimler meydana
getirerek immiin sistemi yaniltmaktadir. Ozellikle immiin sistemi baskilanmig
hastalarda giigsiiz immiin sistemin antifungal ilag tarafindan da etkilenmesi hastanin -
saglig1 agisindan tehlikeli sonuglar dogurabilir. Bu nedenle yeni antifungallerin
tedavide uygulanmadan once immin sistem  Gzerindeki etkilerinin arastirilmas

giindeme gelmistir (6,41).



Son yillarda immiin sistemi baskilanmis hastalarda meydana gelen mantar
infeksiyonlannin tedavisinde oénemli gelismeler kaydedilmis ve yeni antifungaller

kullanima girmistir (38).

Boyle hastalarda olusan cesitli mantar infeksiyonlarnin tedavisinde
poliyenlerin ve Siklosporin A almayan hastalarda ketokonazol’iin, ézellikle son
yillarda sistemik mantar infeksiyonlanimin tedavisinde flukonazol'iin siklikla
kullamldig: gorilmektedir (38).

Fagositoz olaymna antimikrobiklerin etkisini inceleyen ¢ok sayida gahigma
yapilmus ise de sonuglar oldukga geligkilidir. Antimikrobikler ile konagin savunma
mekanizmasinin iligkisini konu alan aragtirmalarnin genel olarak in vitro kogullarda

yapildig1 goriilmektedir. In vivo insan deneylerine ise az rastlanmaktadir (48).

Immiin sistemi baskilanmig hastalarda. gorillen en onemli komplikasyon
kandida infeksiyonudur. Bu durum g6z 6niine alinarak g¢aligmamizda, klinikten
izole edilen flukonazol’e duyarl Candida albicans suguna kargi, saghkh
goniillillerde flukanazol’iin terapotik plazma konsantrasyonunda polimorf niiveli
lokosit (PNL) fonksiyonlan izerine etkisi, fagositozun gergeklesmesindeki ara
‘kademeler olan aderens, kemotaksi; fagositozu izleyen siiperoksit anyonu olugumu
ve Candida albicans blastokonidyasinin PNL’ler iginde olimii {izerine etkisi in

vivo aragtinlmig ve deney sonuglan in vitro bulgularla kargilagtinlmgtir,



GENEL BIiLGILER

CANDIDA ALBICANS HAKKINDA GENEL BILGILER

Hipokrat ve Galen déneminde oral lezyonlar pamukguk olarak tammlan-
mustr. Daha sonra 1839°da Langenbeck, 1841°de Berg pamukguk etyolojisini ilk
kez ortaya koymuslardir. Bu dénemlerde Candida albicans igin 100’den fazla e
anlamh ad kullanidmistir. Robin 1843’te organizmaya Oidium albicans, 1890’da
Zopf Monilia albicans, 1923’te Berghout ise Candida albicans adin1 vermistir
(26,27).

Candida albicans Deuteromycetes simfi Blastomycetes alt smifindan tek

hiicreli ve blastosborlann tomurcuklanmé_s1 ile gogalan bir mayadir (23,24).

Hastalikli yerden alinan materyalde uglan az ¢ok toparlak, tek tek duran ya
da bir kag1 birbiri ardisira dizilerek olduk¢a uzun bir hif yapabilen, boyu 5-7 pm
eni 2-5 pm olan sébemsi hiicreler seklindedir. Bunlar iki ti¢ hiicreli kisa zincirler
ya da salkimlar yapabilir. bazilarinda tomurcuk belirlidir. Bazen yalmz hifler ya da
blastosporlar bulunur. Bu hiicreler Gram pozitiftir. Bazen aside direngli olarak da
gorulirler (26,81).

Candida albicans Sabouraud’'min dekstrozlu agarinda iki i giinde
stafilokok kolonisine benzeyen S bigimi, beyaz ya da krem rénginde, tereyagi
kivaminda iistii diiz, parlak maya kokan koloniler olugturur. Bunlardan hazirlanan

preparasyonda gogunlukla yalmiz blastospor gekilleri gériliir (26,81).



Misir unlu-Tween 80’li agarda 26°C’de 72 saat iginde yalanci hifler, yalanct
hiflerin bogumlan gevresinde kiimeler yapan yuvarlak blastosporlar ve yalanci hif
uglaninda kalin duvarly, tek ya da bir kag tane ve bu tiir igin tan1 koydurucu olan

klamidosporlar olustururlar (80).

Elektron mikroskobu ¢ahsmalan ile Candida albicans hiicre duvarinin gok
tabakali oldugu saptanmugtir. Cesitli teknikler kullanilarak yapilan ¢aligmalar
sonucunda Candida albicans’in hiicre duvarinin esas olarak mannoprotein, B-.
glukan ve az miktarda kitinden olustugu anlagilmigtir (B-glukan % 48-60,
mannoprotein % 20-23, protein % 3-6, lipid % 2, kitin % 0.6-2.7) (15,16,23,27).

Candida albicans diinyanin her yerinde bulunan bir maya mantandir,
Normial populasyonun (% 20-40) agiz, deri ve mukozalaninda, kadmlarin (% 5)

vajinasinda komensal organizmalar seklinde bulunur (23,24).

Candida albicans ¢imlenme borusu ve klamidospor olusturan, glikoz,
galaktoz ve maltozu asimile eden bir tirdiir. Serum iginde asint1 yapildiktan sonra
37°C’de ii¢ saat tutulursa blastokonidilerden ¢imlenme borusu olusturur. Bu

o6zellikler Candida albicans’in ayinminda dnemlidir (66).

Candida albicans her zaman hastaha yol agmayip genellikle kisi direnci
distiigii zaman infeksiyon olusturur. Candida albicans’m neden oldugu her tirla
infeksiyona kandidamikoz denir. Viicuttaki biitiin dokularda infeksiyona neden
olabilir. Candida albicans yizeyel infeksiyonlara neden oldugu gibi agir derin doku
infeksiyonlari da olusturabilir. Yiizeyel kandida infeksiyonlan 6zellikle agiz ve
vajinada siktir ve bazt durumlarda tedaviye direng gosterirler. Sistemik kandidiyaza
ise daha az rastlanmakla beraber modern tibbi girigimlerin (transplantasyon
cerrahisi, damarigi hiperalimentasyon, immiin sistemi baskilayici tedavi gibi)

artmast ile stkhgi ve 6nemi artmustir (6,23,24,66).

Yapilan bir calismada Candida albicans’in tek basmma ya da diger

patojenlerle birlikte, karsinoma olgularindaki oral infeksiyonlarin yaklagik dortte



i¢iinden, sarkoma ya da lenfoma olgularindaki oral hastaliklarin yaklagik yanisindan
sorumlu oldugu gérilmiigtir (6).

Candida albicans’in patogenezinde rol oynayan patojenik faktérler
arasinda epitel hiicrelerine baglanmayi, fagositoza direnci, hif olusumunu, proteinaz
ve fosfolipaz gibi hiicre disi enzimlerin salgilanmasim sayabiliriz (8,25). Proteinaz
enziminin Candida hiicrelerini, konak savunma sistemine karst korudugu kadar,
konak dokusunada zarar verici bir rol oynadigi sanilmaktadir. Proteinaz enzimi
insan PNL’leni tarafindan hiicre igi oldirme ve fagositoza karsi Candida
albicans’in direncini artirmaktadir. Buna karsin Candida albicans’in hiicre igi
oldiriimesinden sorumlu en biyilkk mekanizma miyeloperoksidaz, hidrojen
peroksit (H2O2) ve stiperoksit anyon (O) sistemidir. Candida albicans’a karg
savunmada humoral faktérlerin 6nemi de ¢ok sayida gozlemlerle kamitlannmugur
(43).

Candida albicans’in nétrofiller tarafindan alinim hiz orani 1stya duyarh ve
1stya direngli serum opsoninleriyle artinlir. IgG ve diger serum bilesiklenn Candida
albicans’1 etkili bir sekilde opsonize ederler ve yaygin kandidiyazh hastalar ekseriya
ytksek titrede antikor yanit1 verirler (26).

Notrofiller, yalanci hiflere zarar vermek, fagosite etmek ve blastosporlan

6ldiirme kapasiteleri nedeni ile kandida infeksiyonuna karsi direngte rol oynariar. -

Notrofillerden baska monositler ve eozinofiller de bu savunmada rol alirlar.
Monositlerin in vitro $ldiirticiliigii PNL’lerden daha etkilidir (26).

Son yilarda kandidanin oral ve vajinal epitel hiicrelerine, fibronektin,
trombosit fibrin pihtilarina, akrilik, endotelyum, ve plastiklere aderens (yapisma)
yeteneginin oldugu gosterilmigtir (26).

Candida albicans infeksiyonlannin tedavisinde viicudun direncini kiran
faktérlere gore Onlemler alinmaktadir. Bunun yamsira kullamilmasi digiiniilen
ilaglann etki ve direng mekanizmalarinin in vitro ve in vivo sonuglan da degiskenlik
gostermektedir. Bu nedenle profilaksi ve ampirik tedavide dikkatle kullaniimalar



6nemlidir. Profilaksi, immiin sistemi baskilanmis hastalarda 6zellikle kandidalarin
endojen kaynakl infeksiyonlara yol agmalarini 6nlemek ve infeksiyondan korumak
i¢in gereklidir. Bugtin klinik ¢ahiymalarda 6zellikle kemik iligi transplantasyonunda
profilaksi igin pek gok antifungal ilag dnerilmekte ve kullanilmaktadir. Antifungal
ilaglar tedavide gesitli yonlen ile degerlendirildiginde triazol tiirevlerinin deneysel
ve klinik ¢aligmalarda siklikla kullamlmakta oldugu gorilmektedir (51,81).

FLUKONAZOL HAKKINDA GENEL BILGILER

Mantarlar hastalik etkeni olarak bakterilerden dnce tanimlanmustir. Ozellikle
firsat¢1 infeksiyonlarda mantarlarin birer infeksiyon etkeni olarak tasidiklann 6nem,
son yillarda biiyiik Olglide artmugtir. Farmasotik endiistrinin yogun g¢aligmalan
sonucunda birgok antifungal etkili madde mantar infeksiyonlaninin tedavisinde
kullanilmak tizere formiile edilmis ve antifungal kemoterapiye baglanmigtir. Ancak
antibakteriyel ilaglarla kargilastinldiginda, antifungal kemoterapi ¢ok yavag
geligmigtir (38). ‘

Antifungaller arasinda Azol grubu ilaglar 1969’a kadar klinik kullanima
girememiglerdir. Wolley (1944), bir azol bilegidi olan benzimidazol’iin antifungal
- aktivitesini géstermigtir (38). O yillarda bu galiyma. mikotik hastaliklar ¢ok az ilgi
gordigiinden 6nemli bulunmamigtir, Otuz yil sonra Vanden Bossche’un feniletil
imidazol’tin antifungal etkisini kandidalarda saptamasiyla azol bilesiklerinin
antifungal aktivitelerine ilgi artmaya baglamistir (38).

Son otuz yil iginde sentez edilen {i¢ imidazol’den klotrimazol, mikonazol ve
ekonazol mantar infeksiyonlarinda kullamiimaktadir. Daha sonra ketokonazol ile
antifungal kemoterapide biyiik ilerlemeler kaydedilmigtir. Bugiin ise yeni triazol
tiirevierinden flukonazol ve itrakonazol’iin klinikte daha az toksik ve daha etkili
olmalan nedeni ile tedavide basarilt sonuqla; alinmigtir (36,38).
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Sekil 1: Flukonazol’in kimyasal formiilii

Flukonazol var olan bilesiklerin molekiillerinde degigiklik yaparak daha iyi
bir sistemik antifungal ila¢ elde etmeyi hedef alan aragtrmalann sonucunda
bulunmugtur.

Agik formiilii [2-(2.4-difluorofenil)-1.3-bis(1H-1,2,4-triazol-1-yl) propan-
2-ol] olan flukonazol’iin molekiil agirhg 306.3tiir.

Flukonazol molekiilii planlanirken imidazol grubunun yerine bir triazol
grubu kullanilmasi ilacin mantariardaki demetilaz enzimine karg1 olan 6zgiilligiini
artrmigtir. Ikinci bir triazol grubunun eklenmesi ise antifungal aktivitenin daha
fazla artmasim saglamistir (7,63).

Flukonazol antifungal aktivitesini, sitokrom p-450 aracih@ ile i géren bir
enzim olan lanosterol C-14 demetilaz’in selektif inhibisyonu ile goésterir. Bu
inhibisyon mantar hiicre duvarinin énemli bir yapitagi olan ergosterol’iin sentez
edilememesine neden olur. Sitoplazma zarninda ergosterol biyosentezinin inhibis-
yonu ve lanosterol ya da diger sterol ara maddelerinin birikmesi sonucunda, mantar

plazma zannin gegirgenlik ve transport islevi degigmektedir. Metabolik dengenin



bozulmas: hiicre ¢ogalmasimn inhibisyonuna neden olmakta ve sonugta hiicreyi
Oliime gotirmektedir (34,38,55,70).

Flukonazol’in antifungal aktivitesi fungustatiktir. Bu aktivite ilacin diigikk
konsantrasyonlan ile meydana gelir. Daha agir seyreden sistemik infeksiyonlarda
uzun sureli tedavi gerektirir. Mantar infeksiyonunu ortadan kaldirmak igin konak-
¢inin immiin yamtinin da yardim gereklidir (38).

Flukonazol ¢ok iyi farmakokinetik yapiya sahiptir. Oral yoldan alindiginda
hizla, degisime ugramadan emilerek tiim viicuda dagilir. lacin ag ya da tok karnina
alinmasi emilimini etkilemez (79). Tek doz verilisinden sonra Beyin Omurilik Sivisi
(BOS)’na ve seruma gegisinin yiiksek diizeyde oldugu farmakokinetik galiymalarla

gosterilmistir (38).

Flukonazol plazma proteinlerine fazla miktarda baglanmaz ve bu nedenle
dokulara daha yiiksek oranda geger (36,79).

Flukonazol’iin yanlanma 6mrii yaklagik 30 saattir. Bu 6zelliinden dolay
ilag giinde. bir tek doz ile profilaksi ve firsatg1 mantar infeksiyonlarinin tedavisinde
bagan saglamaktadir (76,79).

Molekiil agirigimn kiigiik olusu ve plazma proteinlerine az baglanmas: suda
¢Oziniirliigi, oral ve intravendz yol ile veriligini kolaylagtirmaktadir (38,76).

Oral yoldan etkili olan flukonazol’{in sistemik biyoyararlilif yiiksektir (38).

Kanserli hastalarda, yogun bakim iinitelerinde yatan, sitotoksik ya da
immiin sistemi baskilayic1 tedavi goren, organ nakli yapimis ya da firsatgt mantar
infeksiyonlanna zemin hazirlayan diger faktorlerin bulundugu hastalarda tedavi ve
profilaksi de kullanimaktadir (42).



Immiin sistemi baski altinda olan hastalarda olusan orofarenks, 6zofagus
kandidiyazinda, miikokiitan ve kronik atrofik oral kandidiyazda, aynica yaygin
kandida infeksiyonlarinin neden oldugu sistemik kandidiyazda etkilidir (42,52).

Flukonazol ile AIDS’li ve Hodgkin lenfomah hastalarda olusan kriptokok
menenjitinde de ¢ok baganl klinik sonuglar alinmugtir (13,14,31,38,44,75).

Deneysel ve klinik gahigmalar flukonazol’iin ¢ok iyi tolere edildigini ve
toksik etkisinin olmadigim gostermektedir. Merkezi sinir sistemi {izerine yan etkileri
ya da bagka olumsuz etkileri bildiriimemigtir (38).

FAGOSITOZ HAKKINDA GENEL BiLGILER

L. FAGOSITIK HUCRELER

Fagositik hiicreler temel olarak; nétrofiller, monosit-makrofaj sistemi
hiicreleri ve eozinofillerdir (91).Miyeloid hiicre yoniinde gelisme goésteren bu
hiicreler kemik ilifinin kdk (stem) hiicre adi verilen ve farkh yonde gelisme
yetenegi gosteren hiicrelerinden olugur (33,69). Granilosit adi altinda nétrofiller
(polimorf niiveli 16kositler), eozinofiller ve bazofiller tanimlanmaktadir (91).

La. Polimorf Niiveli Iokositler (PNL) :

Kan dolasgimindaki lokositlerin % 60-70’ini PNL’ler olugturur.Kemik
iliginde .olugan bu hiicreler, gekirdeklerinin ¢ok loblu olmalan nedeniyle bu adi
almiglardir. Aynica sitoplazmalanndaki bol graniiller nedeni ile de gramilosit adi
verilmigtir. Sitoplazmadaki graniillerin histolojik boyalarla farkli boyanmalan
nedeni ile notrofil, eozinofil ve bazofil adim alirlar (33,69).Dolagimdaki yagam
sirelei ¢ok kisa olup 2-3 gindir (91). Kemik iliginde ¢ok hizh olusurlar
(Dakikada 80 milyon) (69).



La.l1. Nétrofiller :

Dolagimdaki PNL’lerin % 90’mi olusturur ve 10-20 um g¢apinda biiyiik
hiicrelerdir. Nukleuslan dar kromatin iplikgikleri ile baglanmus olup 3-5 loba
sahiptir. Periferik kanda yar émrii yaklagik 6-20 saattir. Dokularda hayatta kalmasi

uygun sartlarda 4-5 giindiir (1).

Morfolojik olarak tanmabilen ilk nétrofil dncii hiicresi miyeloblasttir. Bu
hiicrenin bolinme ve farklilagmast sonucu promiyelositler gelisir. Azurofilik
graniillerin sentezi bu agamada baglar. Promiyelositten miyelositler gelisir. Bu
hiicrelerde spesifik graniillerin sentezi baglar. Bu agamaya kadar olan devre
¢ogalma evresini olugturur ve 5-7 gtin siirer. Bu evreyi izleyerek olgunlasma evresi
baglar ve miyelositten metamiyelosit-bant ve olgun nétrofil geligir (91).

Notrofiller iki tiirlii graniile sahiptir. Primer grantiller, azurofilik boyanirlar
ve lizozimler (asit hidrolaz,miyeloperoksidaz ve muramidaz), kuvvetli antibakte-
yeriyel ve antifungal etkileri olan katyonik proteinler igerirler (91).Sekonder
graniiller ise; lizozime ek olarak laktoferrin igerirler. Mikroorganizmay: igeren
vakuole fagozom, graniillerin bosaldifi fagozomlara da fagolizozom ad1 verilir
(33,69).

Notrofillerin yiizeyinde komplemanin C3 komponenti ve IgG’nin Fc pargasi
ile birlegebilen reseptorler bulunmaktadir (1).

Notrofillerin viicuttaki asil gorevleri organizmaya giren mikroorganizmalari
fagosite etmek, oldiirmek ve ortadan kaldirmaktir (1). Nétrofiller kendini ¢eken,
kemotaksi yapan maddelere kars1 hareketlerini o yéne dogru yonlendirirler (33,69).
[ltthap sahasinda lokalize olan nétrofiller uygun sekilde opsonize edilmis maddelere
baglanip onlan sindirir. Fagositozu takiben morfolojik ve biyokimyasal olaylarda
birbirini takip eder. Fosfolipid metabolizrﬁasmda artma, heksoz monofosfat
yolunun belirgin stimiilasyonu ve hidrojen peroksit olusumu fagositozun en énemli
biyokimyasal sonuglanm igerir (1).
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La.2. Eozinofiller :

Periferik kan l6kositlerinin % 2-5’inmt olugturan eozinofiller yaklagik 12 um
¢apinda yuvarlak hicrelerdir. Allerjik kisilerde bu oran gogalir (1).

Eozinofiller kana gegmeden 3 ile 6 saat kadar 6nce kemik iliginde
olgunlagir. Yan 6émrii kanda 30-60 dakika, dokuda ise 10-12 giin kadardir (1).

Graniillerin ortas1 knstalimsi gorinimiindedir. Granillerin igerisinde fazla
miktarda hidrolitik enzimler bulundugu halde mikrobisidal 6zellikteki yapilar daha
az gorilir. Bu nedenle eozinofillerin fagositoz yetenekleri nétrofillere nazaran
daha azdir (33).

Eozinofiller lezyon alanina T hiicresi, mast hiicresi ve bazofillerden
salgllanan maddelerle yonlendirilir. Eozinofil kemotaktik faktor (ECF-A),
anafilakside bazofillerden salgilanir. Eozinofillerin degraniilasyonunda agiga ¢ikan
histaminaz ve aril siilfataz, anafilaksi olayinda mast hiicrelerinden agiga ¢tkan
histamin ve anafilakside yavas etkileyen madde (SRS-A)’y1 pargalarlar ve iltthap

reaksiyonunun baskilanmasina yol agarlar (1,33,69).

Eozinofiller antijen-antikor komplekslerini de fagosite etme ozelligine
sahiptir (1).

La.3. Bazofiller :

Periferik kanda bulunan lokositlerin % 0.2°den azimi olusturan oval ve
elektron yogun biyiik graniillere sahip hiicrelerdir. Bu graniiller koyu menekse
renginde boyamrlar. 8-12 um biyiklagundedirler. Nukleuslan iki loblu olup
kromatince fakirdirler (1,91).

Bazofiller kemik iligi kokenlidir. Graniillerinde heparin, SRS-A, ECF-A,
bulunmaktadir. Bu maddeler degraniile olduklannda hiicre digina dokiiliirler. Bu
maddeler allerjik reaksiyonlan olusturmalarinin yanisira, eozinofillerde oldugu gibi
parazitlere kars1 bagisiklikta rol oynarlar (33,69).
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II. FAGOSITOZ

Fagositoz, mikroorganizmalar dahil olmak lzere yabanci maddelerin, bu
isle gorevli fagositler tarafindan hiicre igine alinarak pargalanmas: ve sindirilmesi

olayidir. Bu olay, infeksiyonlara karst konagin savunmasinda 6nemli yer tutar (40).

Fagositoz olay1 kemotaksi, aderens (yapigma), mikroorganizmalarin
yutulmasi ve sindirimi, mikroorganizmalarin Slmest evrelerini igerir (33,69) (Sekil

2).

Endostozis Parceianmus ve

artik moddeier
Fagozom

Fagol izozom’

Yapisma
Eksositozis

Gekirsek

Sekil 2: Fagositoz olayinin evreler.
IL.a. Kemotaksi :
Fagositik hiicrelerin mikroorganizmaya dogru hareket etmesine kemotaksi

denir. Fagositik hiicrelerin infeksiyon yerine dogru ¢ekimi farkh birgok mekanizma
ile olmaktadir (33,40).
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Kemotaksi enerjiye bagimh bir olaydir. Notrofillerin kemotaksisinde en
biiyiik enerji kaynag: anaerobik glikolizdir (40).

Mikroorganizmalarin dokulara girdikleri yerlerde iiremeleri ve salgilariyla
doku =zararlan meydana gelir. Gerek olusan doku zararlan, gerekse
mikroorganizma hiicre duvarlan, kompleman: alternatif yoldan aktive ederler.
Kompleman aktivasyonunda agi3a c¢ikan C3a ve CS5a molekiillerinin kuvvetli
kemotaktik etkileﬁ vardir. Bu molekiillerin etkisiyle damar igi nétrofilleri kapiller
endotelyuma yapisir ve diyapedez ile kapiller duvanm gegerek, C3a ve CSa
molekiillerinin en yogun oldugu yere dogru go¢ ederler. Lokositler, uyanilmadan
30 saniye sonra kasima ve gevseme hareketleriyle goge baslarlar. Lokositlerin
kapiller endotellerine yapigmasinda adezyon molekilleri rol oynar. Lokosit
yiizeyinde var olan adezyon molekiillerinden bazilant sunlardir: Lékosit fonksiyon
antijeni-1 (LFA-1), kompleman reseptor-3 (CD11b) ve p150, 95 (CDll1c) dir
(33,69).

Divalan katyonlann varlig: fagositik aktiviteyi degistirir (1). Fagositik hiicre
zan izerinde bulunan ve zar izerindeki hareketliligini saglayan Ca™ ve Mg™
iyonlarinin bazi ilaglar tarafindan baglanmasi sonucunda bu iyonlann serbest

hareketi 6nlenmis olur (84).
ILb. Aderens (Yapiyma) :

Iki hiicre arasinda yakin temasin kurulmast; hiicre yiizeylerinin gerilimi,
ylizeyler arasi serbest enerji, hiicrelerin sekli ve ylizey viskozitesi gibi iki hiicrenin
yuzey Ozelliklerine baghdir (1). Bu temas ve yapigma daha siki ve giigli olarak,
antikorlar aracihif: ile saglanabilir. Mikroorganizmalarin fagositlere baglanmasin
saglayarak fagositozu kolaylagtiran fibronektin, kompleman gibi dogal maddeler
ile, spesiﬁk antikorlara opsonin ve bu olaya da opsonizasyon denir. Opsonizasyon

fagositdza hazirlama olayin: ifade etmektedir (40).

Opsonize edilen mikroorganizmalar fagositlere daha kolay baglanmakla
kalmaz, aynica daha etkili olarak 6ldiiriiliir ve sindirilirler. Fagositik hiicre ile bir

13



antijen-antikor kompleksinin Fc pargasinin, hatta C3b molekilinin iligkisi,

lokositlerin yiizeyinde bulunan Fc ve C3b reseptorleri araciligi ile olmaktadir (40).

Yapigmada fagositik hiicrelerin sekli de ¢ok o6nemlidir. Hiicrenin 500
°A’dan daha kiigiik ¢apta gikintilar olugturma yetenegi, negatif yiizey potansiyelinin
uzaklagtinct kuvvetlerini ortadan kaldirmasimi olanak kilar. Ince, parmak gibi
¢ikintilar olugturamayan hiicrelerin fagosite etme yetenekleride belirgin sekilde
duguktir. Hicrenin sekli gevreye ve hiicre zanmn viskositesi gibi intrinsik
faktorlerede baghdir (1).

IIL.c. Mikroorganizmalarm Yutulmasi ve Sindirimi :

Notrofil ve makrofajlar mikroorganizmalar ile uygun gekilde temasa
geldiklerinde fagositoz baslar. Fagositik hiicreler partikiiliin gevresinde yalanci ayak
¢ikararak partikiilli sarar. Partikiilin kugsatlmas: igin muhtemelen kontraktii
proteinlerin (aktin ve miyozin) ve adenozin trifosfat (ATP)’dan enerjinin
saglanmasi, hatta mikroorganizma ve hiicre zarinin yakin birlesmesi ve yapigkan bir

yizey gereklidir (1,69).

Yalanci ayaklar tarafindan kusatilan mikroorganizma fagositik bir kese ya
da vakuol i¢ine alinir. Bu vakuol hiicre zanindan aynlarak igeri dogru hareket eder.
Hicre zanndan aynlmig olan sitoplazma igerisindeki bu vakuole fagozom adi
verilir. Boylece fagozom igerisindeki mikroorganizmanin sitoplazma ile direkt
olarak temasi Onlenmis olur. Daha sonra bu fagozom olusumundan hemen bir
dakika iginde sitoplazmada bulunan lizozom bir fagozom ile temasa gelerek
fagozomun zan ile birlesir ve lizozomun igerisinde bulunan gesitli hidrolitik

enzimler fagozomun igerisine bogalir (1,69).

Lizozomun pH (3.5-4)"1 diguktir. Bu dusik pH fagozomlar tarafindan
yutulan mikroorganizma ve partikiiller i¢in uygun degildir ve onlan 6ldirebilir (1).
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I1.d. Mikroorganizmalarin Oldiiriilmesi :

Fagolizozom i¢inde mikroorganizmalanin oldirilme olayinda iki tirli

mekanizma rol oynar (1).

1-Oksijene bagiml 6ldiirme mekanizmasi

2-Oksijene bagimli olmayan 6ldiirme mekanizmast
I.d.1. Oksijene Bagimh Oldiirme Mekanizmas: :

Bu mekanizma igin lizozom graniillerinin flizyonuna gereksinim yoktur.
Fagozomun olugmasiyla nétrofil zanndaki oksidaz enzimlen; indirgenmis
nikotinamid adenin dintkleotid (NADPH-NADH) ya da sitokrom b 558 aktive olur
ve plazma zanna bagli oksijen molekiilii indirgenerek siiperoksit anyon (Oy),
hidrojen peroksit (H:0-), tekli oksijen ('0-) ve hidroksil (OH) kokleri olusur.
Biitiin bunlar kuvvetli mikrop 6ldirici maddelerdir. Daha sonra lizozom
graniillerinin fagozoma agilmasiyla igeriye miyeloperoksidaz girer. Halojen
molekiillerin varlid ile hipoklor (OCI’) denen toksik maddeler olusur (33,69).

Fagosite edilmis mikroorganizmalann fagozomlar iginde 6lduriilme isi esas

olarak, siiperoksit-miyeloperoksidaz sisteminin birlikte ¢aligmast ile basarilir (40).

Fagositoz olaymnin baglamastyla heksoz monofosfat yolu aktivitesi, oksijen
kullanim, stiperoksit anyon (O2) ve H>O» yapimu artar. Bu oksijen kullaniminin
artmasi olayma solunum patlamas: (respiratory burst) denir. Bu zorlu ve adeta
patlayici ozellikteki metabolik degisme NADPH oksidaz denen ve fagositlerde uyur
durumda bulunan bir enzimin aktivasyonu ile baglar (33,40,69).

Granitilositlerde siiperoksit anyon (02) olusumu birgok mikroorganizma
icin oldiricadir. Oksijene bagiml HgO’._; olusumu ve oksitlenebilen iyot, brom ve
klor gibi halojenlerin bulunmas: ile toksik maddeler olusur. Bunlara ek olarak asit

pH’da mikrop oldurtcti etki yapar.
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Ozetle; miyeloperoksidaz, H:O,, halojenler ve asit pH antibakteriyel,
antiviral, antifungal ve antimikoplazmal etki gosterirler (33,69).
Oksijene bagimi o6ldiirme mekanizmasi kimyasal denklemler ile agagida

goriildigi gibidir (33,91).

Heksoz monofosfat
GlikozsNADP ———ou " Pentoz fosfatsNADPH
0O, patlamasi ve sUperoksit
Sitokrom b-558 anyon olusumu
NADPH+O, ———— NADP+O, d ¥
Spontan dismutasyon
20, +2H* T H0#0, Mikrop &tdUrlct
radikallerin olusumu
0, +H,0, = OH+OH+10,
Mi yeloperoksidaz
H0,+Cl OCI+H,0 Mikrop 8idgirtc
radikailarin olusumu
OCI+H,0 " 10,+CI*+H,0
Stperoksit dismutaz
20,+2H* " 0;*H,0,
Konagin ve baz) mikropiann
Katalaz olusturdugu koruyucu mekanizmalar
2H,0, T 2H,0%0,

Toksik Molaekililer: O, Speroksit anyon, 10, tekli oksijen, OH- ve OH hidroksil serbest kbk, H,0,
hidrojen peroksit, OCI- hipoklor.

ILd.2. Oksijene Bagimh Olmayan Oldiirme Mekanizmasi:

Oksijene bagimli olmayan 6ldiirme mekanizmasi asagida agiklandig gibidir.
1-Katyonik proteinler (fagositin,lokin); PNL’lerin azurofil graniillerinde
bulunur. Nétral pH’da etkilidir.
2-Laktoferrin; PNL tarafindan hiicre digina atilir.
3-Lizozim, askorbik asit ve H,O,
4-Asit pH olusumu
5-Niiklear histonlar, proteazlar, katepsin, serum esteraz, elastaz gibi enzimler
oksijene bagimli olmayan mekanizma ile etki yaparlar.
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Oldiiriilen mikroorganizmalar, lizozomal graniillerdeki litk enzimler ile
(asit hidrolazlar) parcalanip dagitilirlar. Geniye kalan artiklar ekzositoz denen bir
olayla hiicre digina atilabilirler (33,40,69).

III. FAGOSITOZDAN KACIS MEKANIZMALARI

Fagositoz birgok  mikroorganizmanin  6ldiriilmesinde  etkili  bir
mekanizmadir. Fakat bazi mikroorganizmalarda fagositozun bu 6ldiirici

etkisinden kagis mekanizmalan geligmigtir (33,69).

Mikroorganizmalar fagositlerin kemik iliginde yapimlarim baskilayarak,
inflamasyonu, kemotaksiyi, endositozu  zayiflatarak, lizozomal flizyonu
engelleyerek ve fagositler iginde iremeyi bagararak fagositoza karst kendilerini
degisik yollardan koruyabilirler (40).

IV. ANTIMIKROBIK ILACLARIN FAGOSIT-MiKROORGANIZMA
ETKILESIMIi UZERINE ETKIiLERI

Antimikrobik ilaglar immiin sistem iizerine bir dizi etkiye sahiptirler. Bu
etki, ya direkt olarak immiin sistemi olusturan hiicrelerin antimikrobiklerden
etkilenmesi seklinde ya da antimikrobik ilaglann mikroorganizmada yapisal ya da
islevsel degisimlere yol agarak indirekt yoldan immiin sistem fonksiyonlarini

etkilemesi sonucu ortaya gikmaktadir (6).

Fagosit-Mikroorganizma etkilesimi, antimikrobik ilaglarin fagositler iizerine
olan etkisinden dolayidir. Burada esas, antimikrobik ilacin mikroorganizmalar
iizerine olan herhangi bir etkisini fagositler tizerine olan etkisinden ayirdetmektir
(84).

Antimikrobik ilaglar, fagositler ya da mikroorganizmalar tizerine bir etki
gosterirler. Bu etki kemotaksi ile kangtinlabilir. Mikroorganizmalarin bazi salgilan
(endotoksin, protein A, glikolipidler) kemotaktik ozellikte olup kemotaksiyi

etkilerler .Fagosit ve mikroorganizma, kemotaksi ile bir araya geldikten sonra bu

17



birlesme nedeniyle antimikrobik ilaglarin aktiviteleri Uzerinde fagositoz

gerceklesmese bile farklilagmaya neden olabilir (84).
Fagositik hiicrelerde bulunan bazi enzimlerde (lizozim, katyonik proteinler,

laktoferrin ve kiigiik peptidler) fagositoz esnasinda mikroorganizma izerine etki

gosterirler (84).

18



GEREC VE YONTEMLER

1. GERECLER:

1.1. Mikroorganizma :

Bu ¢aliymada Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuva-
nina gelen, gocuk servisinde yatan ve beslenme sivisi alan bir bebekte gelisen sepsis
sonrast alinan kan kiiltiirii 6rmeginden izole edilen Candida albicans (4826) susu

kullantmustur.
1. 2. Besiyerleri :

Kat1 besiyeri : Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Difco)

Sivt besiyeri : Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) (Difco)
Yeast Nitrogen Base (YNB) (Difco)
Buffered Yeast Nitrogen Base (BYNB)

1.3. Tamponlar :

0.1 M PBS (Fosfat tamponlu tuzlu su) (pH: 7.2 )

NaCl 8 g
KCl 02 g
Na,HPO, 115 g
KH:PO, 04 g |
Distile Su 1000 mi
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HBSS (Hanks’in dengeli tuz ¢ozeltisi) (pH:7.4)

Na(Cl 8 g
KCl 04 g
Na,HPO, 0.048 g
KH-PO, 006 g
MgS0,-7H;0 0.1 g
Glikoz 1 g
NaHCO; 035 g
Fenol Kirmizis1 17 mg
Distile Su 1000 ml

Ca™ igeren HBSS tamponu hazirlamak igin HBSS stok tamponuna 0.14 g/l CaCl,
eklenmigtir (4).

0.165 M MOPS (Morfolinpropan siilfonik asit)Tamponu (pH :7). .
MOPS 3453 g
Distile su 1000 ml

1. 4. Cozeltiler :

2N NaOH

10 N NaOH

1.5 mg/mi EDTA
% 0.9 NaCl

% 1 BaCl,2H.0

% 1 H.SO,

%2 Na,COs

% 1 CuSO45H,0
% 2 NaKC,H,Os

1. 5. Boyalar :

Giemsa boyast

20



Tripan mavist boyasi

1. 6. Antifungal lac :

Potensi 1000 pg/ mg olan Flukonazol saf ilag ham maddesi Pfizer Ilaglan

A.S. tarafindan saglanmistir.

1. 7. Mc Farland Tiipleri :

Standart bulamklik elde etmek igin laboratuvarda hazirladigimiz Mc Farland
0.5 standart tiipii esas alimmugtir. 0.5 ml %1 BaCly’e 99.5 mi %1 H,SO; ilave

edilerek hazirlanmigtir (56).

1.8. Kimyasal Maddeler :

EDTA (Sigma)
BaCly2H.O (Merck)
CaCL2H>0 (Merck)
MgCl, (Merck)

NaCl, (Merck)

KCl1 (Merck)
Na,HPO,; (Merck)
KH,PO, (Merck)
K-HPO, (Merck)
MgSO,s7H>0 (Merck)
CuSO45H,0 (Merck)
Na,CO; (Merck)
NaHCO; (Merck)
NaKC.H,0s (Merck)
NaOH (Merck)
H>S0O; (Merck)
Glikoz (Merck)

Folin ciocalteu’s fenol reaktifi (Merck)
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Zymosan A (Sigma)
Siiperoksit dismutaz (Sigma)
Ferrisitokrom C (Sigma)
Agaroz (Merck)

Asparagin (Difco)

MOPS (Sigma)

DMSO (Merck)

Metanol (Merck)

Giemsa (Merck)

Tripan mavisi (Merck)
Fenol kirmizis: (sigma)

Siv1 silikon (Sigma)

BSA (Sigma)
Ficoll-Hypaque (Sebak)
Polymorphoprep (Nycomed)

1.9. Kullanilan Ara¢ ve Aygitlar :

Hassas Terazi (0.0001 g Bosch)

Kaba Terazi (0.1 g Mettler)

Etiiv (B 5042 Heraeus)

Etiiv (EN 500 Niive)

Pastor Finni (Elektro-mag)

Otoklav (Kermanlar)

Santrifiij (NF 815 Niive)

Vorteks (Kermanlar)

Su Banyosu (SB 100 Niive)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-120-02)
Mikroskop (Olympus BH)

Buzdolab: (Argelik 475 T)

Derin Dondurucu (Bosch)

Otomatik Pipetler 5-50 pl, 50-200 ul (Scorex)
Cam Pipetler 0.5, 1, 2, 5, 10 ml (Prescicolor)
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Pastor Pipeti

Thoma Lami

Enjektor 2.5, 10, 20 ml (Becton Dickinson)
Steril Membran Filtre 0.22- 0.45 um (Milipore)
pH Indikatorii (0-14) (Merck)

Silikon Kapli Deney Tupleri (Becton Dickinson)
Petri Kutulari (Anumbra)

U Tabanh Mikrotitrasyon Plaklar (Nunc)
Spektrofotometre Kiivetleri ‘

2.YONTEMLER

2.1. Antifungal Duyarhlik Deneyi :

Candida albicans susunun duyarlilik deneyinde, minimal inhibitér konsan-
trasyonu (MIK) tayini igin tiipte sulandrma yontemi kullamlmigtir. Muayene
materyalinden ayirimi ve tammu yapilan Candida albicans sugunun flukonazol’e
karsi duyarlihgi, Yeast Nitrogen Base (YNB) igerisine % 1 glikoz, % 0.15
asparagin ilavesi ile hazirlanmig Buffered Yeast Nitrogen Base (BYNB) besiyerinde
yapilmigtir. BYNB’nin pH’ 1 0.165 molar Morfolinpropan siilfonik asit (MOPS)
tamponu ile 7’ye ayarlanmustir (3,53,67,73,77).

2.1.1. 0.165M pH 7 MOPS Tamponu Hazirlanmas: :

3.453 g MOPS tartiimig 100 ml distile suda ¢6ztilmiig ve 10 N NaOH ile pH
T’ye ayarlanmigtir. 0.22 um por ¢aph membran filtreden gegirilerek sterilize

edilmigtir (3,73).

2.1.2. Flukonazol Stok Cozeltisinin. Hazirlanmas: :

Aktivitest % 100 olan flukonazol ham maddesi kullamlmigtir. 10.000 pg/ml
lik stok ¢ozelti agagidaki formille gore miktan tartilarak 5 ml dimetil silfoksit

23



(DMSO) iginde ¢ozillerek hazirlanmigtir. Stok filtreden gegirilerek sterilize
edilmigtir (3,53).

Istenen konsantrasyon (ug/ml) x ¢dziicit hacmi (ml)

llag agirh@ (mg)=
Tlacin potensi (ug/mg)

2.1.3. inokulum Hazirlanmasi :

Candida albicans susu iist uste iki kez SDA’a pasaj yapilmg ve 37°C’de 24
saat inkiibe edilmigtir. 24 saatlik son pasajdan ¢ap1 = 1 mm olan 5 maya kolonisi
toplanarak 5 ml stenl fizyolojik tuzlu suda siispansiyonu hazirlanmugtir.
Siispansiyon 15 saniye vortekste kangtinldiktan sonra 530 nm’de Mc Farland 0.5
standart tiipiiniin verdigi absorbans degerine (0.5 x 10° kob/ml) ayarlanmustir.
Maya siispansiyonu BYNB besiyerinde 1/100 ve 1/20 sulandilarak 0.5-2.5 x 10° :
koloni olusturan birim/ml (kob/ml) olacak sekilde hazirlanmigtir (3,53,73).

2.1.4. Minimal inhibitor Konsantrasyon (MIK) Tayini :

Flukonazol’iin stok ¢dzeltisinin (10.000 ug/ml) BYNB besiyerinde 1000 -
0.2 ug/ml olacak sekilde 13 tiipte seri sulandinmlant hazirlanmustir. Her bir
sulandinmdan 0.1 ml tiplere konulmustur. 14. tipe % 10’luk DMSO igeren
BYNB besiyerinden 0.1 ml, 15. tiipe ise sadece 0.1 ml BYNB besiyen1 konularak
kontrol tiipleri hazirlanmigtir. Béylece hazirlanan 15 tapiin hepsine 0.9 ml 0.5-2.5 x
10° kob/ml’ye ayarlanmig maya siispansiyonu eklenmistir. Tiim tiipler 37°C’de 48
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, inokulum kontrol tiipi 1/5
oraninda sulandirilmig ve bunun spektrofotometrede 530 nm dalga boyunda verdigi
absorbans degerinden daha diisiik absorbans veren deney tiipindeki flukonazol

konsantrasyonu MIK olarak degerlendirilmigtir (61,73).
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2.2. Flukonazol’un Plazma Konsantrasyonunun Saptanmasi :

Doz oncesi ve flukonazol (300 mg/oral) verilen goniillillerden iki saat sonra
alinan kandan steril kosullarda aynlan plazma orneklerinin BYNB besiyeri iginde

bir seri sulandinmlan yapilmigtir.

Kontrol sensi olarak, 6nce her goniilliiniin doz 6ncesi alinan kanindan
aynimig plazmas: iginde flukonazol’in 500 ug/ml’den 0.09 pg/ml’ye kadar
sulandinmlan hazirlanmig ve her bir sulandinmin konsantrasyonu BYNB besiyeri

icinde 1/10 seyreltilmigtir.
Ayrica yalniz BYNB besiyeri igeren bir kontrol tiip deneye alinmustir.

Biitiin serilere Candida albicans susu (0.5-2.5 x 10° kob/ml) ilave edilmis
ve seriler 48 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda énce bulanik-
ik gorulmeyen en yiksek sulandinmlardaki tiipler saptanarak kaydedilmigtir.
Bilinmeyen plazma 6rneklerinin iremeyi inhibe eden sulandirim katlarimn, bilinen
konsantrasyondaki flukonazol igeren plazma orneklerinin iiremeyi inhibe eden
sulandinm katlarina oraninin, bilinen konsantrasyon miktarina garpimu ile bilinme-
yen plazma 6meklerindeki flukonazol konsantrasyonu pg/ml olarak hesaplanmigtir

(11,46,86).
2.3. Polimorf Niiveli Lokositlerin (PNL) Elde Edilmesi :

21-30 yay grubu saglikli gonillilere 300 mg flukonazol oral olarak
verilmigtir. Doruk plazma seviyesi ilag alindiktan 1.5-2.5 saat sonra olugmaktadir.
Plazma yanlanma 6mrii ise yaklagik 30 saat sonra meydana gelmektedir (65,76,79).
Buna dayanilarak ila¢ verildikten iki saat sonra goniillilerden 20 ml venéz kan,
iginde 1.5 mg/ml etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) bulunan silikon kapl
tiiplere alinmistir. Alinan kan 2500 rpm’de 30 dakika gevrilmigtir. Islem sonrasinda
tiuptn dibine g¢oken eritrositler ile tiipiin Gst kisminda bulunan plazma arasinda
sarims1 beyaz renkte bir tabaka (buffy coat) olugmaktadir. Bu tabaka pastor pipeti
ile alinmustir. Daha sonra alinan bu tabaka, i¢inde 2.5 ml Ficoll-Hypaque ve 2.5 ml
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polymorphoprep bulunan tiipe konulmus ve 3000 rpm’de 30 dakika g¢evrilmistir
(72,87). Islem sonunda tiipiin dibine ¢dken eritrositler ile en istteki monosit
tabakasinin arasinda kalan PNL’ler yine pastor pipeti ile ainmigtir. PNL’ler daha
sonra 3 kez 2000 rpm’de 3 ml buz soguklugunda PBS ile yikanmigtir (45). Son
asamada PNL’ler Ca™ ya da Mg™ icermeyen HBSS ile 5 x 10° hiicre/ml olacak
sekilde stispansiyon haline getirilmigtir (4,68).

PNL sayimi Thoma laminda yapimistir (9). Bu yoéntemle elde edilen
lokositlerin % 98-99’u PNL dir (4,10,60,88).

Ayni iglemler géniillillerden doz 6ncesi alinan vendz kan ile tekrarlanmig ve

doz sonrasi kan ile aym kosullarda caligilmigtir.
2.4. Polimorf Niiveli Lokosit (PNL ) Canlihk Deneyi :

Bir hacim PNL siispansiyonu, bir hacim % 0.9 serum fizyolojik iginde
hazirlanmis % 0.5 tripan mavisi ile esit oranda kangtinlmigtir. Oda 1sisinda 5 dakika
bekletildikten sonra mikroskop altinda boya almayan canli hiicreler sayilmistir (4).

2.5. Flukonazol’iin Aderens Uzerine Etkisi:

Aderens deneyinde plastik mikrotitrasyon plag: kullanilmigtir. Doz 6ncesi
ve doz sonrasi goniillilerden alinan vendz kandan elde edilen PNL’den 100 pl
(5x10%/ml) U dipli kuyulara konulmustur. Daha sonra plak % 5 CO- igeren nemli
ortamda 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyular HBSS
ile yikanarak ' yapigmayan hiicreler uzaklagtnilmistir. Yikama isleminden sonra
PNL’lerin pargalanmas: ig¢in kuyulara 100 pul soguk distile su konulmus ve
-20°C’de donduruh;p oda 1sisinda ¢oziindirilmigtir. Bu iglem {i¢ kez tekrarlan-
mugtir. Daha sonra PNL’deki protein miktan Lowry yontemi ile
spektrofotometrede 560 nm’de OlgGlmigtir. Alinan absorbans degerleri standart
egriden okunarak protein miktarlar pg/ml olarak saptanmugtir (47,74,82).
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2.5.1. Lowry Yontemi ile Protein Olciimii :

Standart protein egrisini ¢izmek i¢in asagidaki ¢ozeltiler hazirlanmstir (47).

2.5.1a. A Cozeltisi :
2 N NaOH distile suda ¢oziindiriilmiigtiir.

2.5.1.b. B ¢ozeltisi :
% 2 Na,COs

% 1 CuSO45H,0

% 2 NaKC,H,06

Distile suda ¢oziindirilmuigtiir.

2.5.1.c. C gozeltisi :
Folin reaktifi esit oranda distile su ile sulandinlarak taze hazirlanip
kullanilmigtir.

2.5.1.d. Stok Bovin Serum Albumini (BSA) :
Standart protein olarak, konsantrasyonu 1 mg/ml olacak gekilde distile suda

hazirfanmigtir.

2.5.1.e. Standart Protein Egrisi :

BSA stok ¢ozeltisinden 60,50,40,30,20,10,0 pg/ml olacak sekilde protein
konsantrasyonlan hazirlanmistir. Uzerlerine 50 pl A ¢ozeltisi konulmus ve 37
°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkitbasyon sonunda tiiplere 1 ml B ¢ozeltisi
ilave edilmis ve karanlikta 10 dakika oda isisinda bekletilmistir. Daha sonra 100 pl
C ¢ozeltisi hizh bir sekilde konulmus ve hemen vortekste kangtiriimig, 37°C’de 30
dakika tekrar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda, kor tipi ile protein
konsantrasyonu en diisiik olan tiipten baglayarak absorbans degerleri okunmustur.
Standartin sulandinmlannin 500 nm’de spektrofotometrede okunan absorbans ve
protein konsantrasyonu degerleni arasinda standart protein egrisi gizilmigtir (47,74)
(Sekil 3).
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Sekil 3 : Lowry Standart Protein Egrisi.
2.5.2. Aderens Deneyinin Yapilis: :

Aderensin ne oranda gergeklestigini saptamak i¢in, mikrotitrasyon plaginda
i¢ kez dondurulup ¢6ziindiiriilen PNL’ler tiiplere aktanlmistir. Doz 6ncesi ve doz
sonrasi PNL’lerdeki protein miktarlarina Lowry protein yontemi uygulanmustir.
Spektrofotometrede 500 nm’de okunduktan sonra alinan -absorbans degerler,
standart protein egrisi ile karglagtinlarak protein miktarlan pg/ml olarak
hesaplanmgtir (47). Her deney iki kez tekrarlanmustir.

2.6. Flukonazol’iin Kemotaksi Uzerine Etkisi :

PNL’lerin kemotaktik faktoére dogru go¢ii Nelson ve ark.’nin (57) onerdigi,
serum ile opsonize edilmis zimozan’in kullanmildig1 agaroz alti yontem: ile
olgilmustir.

2.6.1. Inaktif Serum Hazirlanmas: :

Saglikli goniillilerden 10 ml antikoagiilansiz kan alinmugtir. 3000 rpm’de

15 dakika gevrilen kandan aynlan serum 56 °C’de su banyosunda 30 dakika
inaktive edilmistir (78).
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2.6.2. Zimozan Opsonizasyonu :

7.5 mg zimozan HBSS ile 2000 rpm’de 10 dakika gevrilerek iki kez
yikanmugtir. Dipte kalan ¢okeltiye 0.5 ml taze insan serumu eklenmis ve 37 °C’de
20 dakika inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda opsonize olan zimozan, 2000 rpm’de
10 dakika gevrilerek serumdan uzaklagtirlmigtir. Dipte kalan ¢okelti HBSS ile bir
kez yikanmigtir. Daha sonra {izerine 0.5 ml HBSS ilave edilerek homojen bir

zimozan siispansiyonu hazirlanmigtir (78).

2.6.3. Agaroz Jelin Hazirlanmasi :

150 mg agaroz 9 ml distile suda 100 °C’de 10-15 dakika kaynatilarak
eritilmistir. Diger tarafta 9 ml HBSS, 2 ml % 10 inaktif serum ve 7.5 mg NaHCO;
karisimu hazirlanmig ve 48 °C’ye getinilmis agaroz jeli i¢ine kanstinlmistir. Bu
kanigim bekletilmeden ¢ap: 60 x 15 mm olan petni kutulanina 5 ml konulmustur. Jel
katilagikdan sonra petri kutulann 4 °C’de 30-60 dakika bekletilmigtir. Bu siire
sonunda agaroz jelinin iizerinde oluk agic1 kullamlarak dért seri, birbirleri ile 2.4
mm aralik olacak sekilde, 2.4 mm ¢apinda gl oluklar agimustir (18,57,78)(Sekil
4).

o ———-1
10 pf Hanks cozeltigi ~———e= Q 104l PNL suspansiyonu
(doz sonrast)

. A

104§ PNL slspansiyonu o
( doz dncesi)

|-————— (o]
10 44 opsonize edilmis Zimazan cozeitisi

o}

Sekil 4 : Kemotaksi Deneyinin $emasi.
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2.6.4. Kemotaksi Deneyinin Yapihs: :

Petri kutusundaki agaroz tizerine agtlan iki seri 2.4 mm ¢apindaki @i¢ olugun
ortasindaki oluga, flukonazol ile in wvivo kargilasmig HBSS igindeki PNL
siispansiyonundan 10 pl, distaki oluga kemotaktik faktor olarak opsonize edilmig
zimozan g¢ozeltisinden 10 i, igteki oluga da kontrol olarak HBSS tamponundan
10ul konulmustur. Aym petri kutusunda agilmig olan diger iki seri 2.4 mm
¢apindaki i¢ olugun ortasindaki olu@a ise 10 ul doz oncesi PNL siispansiyonu
(5x10%/ml) konulmustur. Diger oluklara bir 6nceki iglemlerin aynisi uygulanmustur.
Daha sonra petri kutulart % 5 CO igeren nemli ortamda 37 °C’de 2 saat inktibe
edilmigtir. Bu siire sonunda petri kutularindaki PNL’ler 3 ml metanol ile 30 dakika
tespit edilmistir. Daha sonra 1/10 sulandinlmiy Giemsa boyasi ile 30 dakika
bekletilmis, distile su ile bir kez ytkanmug ve havada kurutulmustur (57,78).

Agaroz altinda PNL’lerin kemotaktik faktére gégii 10x biyitme ile
mikroskopta incelenmigtir. PNL’lerin kemotaktik faktére gogii okiiler mikrometresi
kullamlarak mikroskopta olgiilmistiir (18). Her deney dort kez tekrarlanmugtir.

2.7. Flukonazol’iin Siiperoksit Anyonu Olusumu Uzerine Etkisi :

PNL’ler tarafindan olusturulan siiperoksit miktart Babior ve ark’nin (4)
Onerdigi, stiperoksit dismutaz enzimi inhibisyonu ile sitokrom c’nin indirgenmesi

yontemi kullanilarak slgulmigtir (17).

Deney stiperoksit dismutaz varhfinda ve yoklugunda olmak tizere doz
oncesi ve doz sonrast PNL’ler (5x10° hiicre/ml) ile iki seri galislmustir. Birinci
seriye 1.4 ml doz oncesi PNL, ikinci seriye 1.4 ml doz 6ncest PNL ve 10 pul
siiperoksit dismutaz enzimi (3 mg/ml), Gglincii seriye 1.4 ml doz sonrasi PNL,
dérdiincii seriye ise yine 1.4 ml doz sonrast PNL ve 10 pl siiperoksit dismutaz
enzimi konulmustur. Seriler 37 °C’de 2 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda serilere 0.1 ml sitokrom c (30 mg/ml) ve daha oOnceki deneylerde
aciklandig: sekilde hazirlanmug 1.5 ml opsonize zimozan (12 mg) ilave edilmis ve
hizli bir sekilde kangtinlmigtir. Her kangimdan 1.5 ml kor tiiplerine aktarilmig ve
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bu tiipler buz iginde saklanmustir. Digerleri 37 °C’ de 30 dakika inktbe edilmistir.
Daha sonra tiim senn 3000 rpm’ de 20 dakika g¢evrilerek PNL’ler ve zimozan
ortadan kaldirilmistir. Ust stv1 alinmig ve indirgenen sitokrom ¢ spektrofotometrede
550 nm’de Olgilmugtiir. Reaksiyon sonunda olusan siiperoksit miktann asagidaki
formiil ile hesaplanmis ve sonuglar nmol siiperoksit/10° PNL/30 dakika olarak ifade
edilmigtir (4,5,17,20,29,62). Her deney iki kez tekrarlanmugtir.

O-" (nmol) = Absorbans x Inkiibasyon karisim hacmi (ml.) x 47.4

2.8. Flukonazol’iin Candida albicans Blastokonidyasinin PNL’ler

icinde Oliimiine Etkisi :

Caliymamizda Alexander ve ark.’nin (2) yontemi asagidaki sekilde modifiye
edilerek kullanilmugtir.

2.8.1. Candida albicans Susunun Hazirlanmasi :

Candida albicans’in sivi Sabouraud dekstroz besiyerine (SDB) pasaji
yapilmis ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmigtir. Bir glin sonra birinci pasajdan yine
sivi Sabouraud besiyerine ikinci bir pasaj yapilmig ve 4 saat 37 °C’ de inkiibe
edilmistir (85). Inkiibasyondan sonra taze hazirlanmis maya siispansiyonu 2000
rpm’de 10 dakika gevrilerek iki kez fizyolojik tuzlu su ile yikanmugtir. Daha sonra
Mc Farland 0.5’e ayarlanmistir (4,59,64).

2.8.2. Candida albicans’in Opsonizasyonu :
Mc Farland 0.5’e gore ayarlanan maya siispansiyonu 1/10 insan inaktif
serumu ile 37 °C’de 20 dakika opsonize edilmigtir. Daha sonra 3500 rpm’de

cevrildikten sonra PBS ile yikanip serumdan uzaklagtinlmistir. Bunu takiben maya
sﬁspansiyonu HBSS ile 1 x 107 kob/mI’ye ayarlanmugtir (4,60,68).

31



2.8.3. Candida albicans Blastokonidyasimin PNL’ler i¢inde Oliimiiniin

Olgiilmesi :

Deney; doz oncesi ve doz sonrast olmak lzere S ayn tiipte (A,B,C,D,E)

yapilmustir.
A Serisi (In vitro)  PNL’ ler + Flukonazol +Candida albicans
(5x10° hitcre/ml ) (12.5pg/ml.) (1x10” kob/ ml.)
B Serisi PNL’ ler + HBSS +Candida albicans
(Doz 6ncesi) (5x10° hiicre/ml ) (1x107 kob/ ml.)
C Serisi (In Vivo) PNL’ ler + HBSS +Candida albicans
(Doz sonrast) (5x10° hiicre/ml) (1x107 kob/ ml)
D Serisi (Kontrol)  Flukonazol + HBSS +Candida albicans
(12.5 ug/ml) (1x10 kob/ ml)
E Serisi (Kontrol) HBSS +Candida albicans
(1x10” kob/ ml)

PNL’ler ve opsonize maya (9:1 oraninda) ile plazma konsantrasyonundaki
flukonazol’den olusan fagositoz kangimi 37 °C’de inkiibe edilmigtir. Deney sifir
zaman, otuz ve doksan dakikalik siireler iginde yapumigtir. Sifir zamanda A, B ve C
serilerinin distile suda, D ve E serilerinin ise fizyolojik tuzlu suda 10 sulandinmlan
yapilmigtir. Bu sulandinmlardan 0.1 ml alimp SDA’a ift ekim yapilmig ve 37 °C’
de 48 saat inkiibe edildikten sonra maya kolonileri sayimis ve ortalamalan

alinmustur.

A, B, C serileri otuz ve doksan dakika sonunda santrifijde 3500 rpm’de 7
dakika ¢evrilmis ve buz soguklugundaki PBS ile 3 kez yikanmugtir. Yikama
sonrasinda iizerlerine 3 ml buz soguklugunda distile su ilave edilmig ve vortekste
kanstinlmistir. Daha sonra fizyolojik tuzlu suda 10™ diliisyonlan hazirlanmus ve 0.1
ml alinip SDA’a ¢ift ekim yapilmustir. 37°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra treyen

maya kolonileri sayilmig ve ortalamalan alinmistir (4,60).

D ve E serilerine ise sifir zamandaki iglemlerin aynisi uygulanmgtir.
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BULGULAR

2.1. Antifungal Duyarhlik Deneyi:

Flukonazol’iin Candida albicans (4826) susuna karsi MIK degeri 0.4
pg/ml olarak bulunmustur.

2.2. Flukonazol’iin Plazma Konsantrasyonunun Saptanmas:

Saglikli goniilliller (n=10) tarafindan oral olarak alinan 300 mg flukonazol’

tin 1ki saat sonra ulastig1 plazma konsantrasyonu 12.5 pg/ml olarak saptanmugtir.
2.3,4. PNL’lerin Elde Edilmesi ve Canhlik Deneyi:

Her bir saglikli gonulliden alnan kandan 5x10° PNL/ml elde edilmis ve
PNL’lerin canliik deneyinde canh PNL sayis1 %98 den biiytik bulunmustur.

2.5. Flukonazol’iin Aderens Uzerine Etkisi:

Flukonazol alinmadan (doz oncesi) ve 300 mg flukonazol alindiktan (doz

sonrast) iki saat sonra alinan saghkl gonillilerin kanlanndan aynlan PNL’lerin
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mikrotitrasyon plag kuyucuklanindaki protein miktarlan Tablo 1° de

gorilmektedir.

Tablo 1: 300 mg Flukonazol’iin insan PNL’lerinin aderensi tizerine etkisi:

PN L’.l.erde Total Protein Miktarlan
Denek No Doz Oncesi Doz Sonrasi

1 375 38.2

2 41.5 423

3 38.0 38.5

4 49.5 50.2

5 52.1 52.5

6 40.5 41.5

7 51.5 52.0

8 475 49.0

9 38.5 40.5

10 46.2 47.1
Aritmetik Ortalama 4428 - 4518
Standart Sapma +35.73 +5.58

t5.71 P<0.001 (Paried T-Test)

Ortalama protein miktarlan doz Oncesinde 44.28 + 5.73 ug/ml, doz

sonrasinda ise 45.18 + 5.58 pg/ml olarak bulunmustur.

Bu sonuglara gore 12.5 ug/ml plazma konsantrasyonuna ulagan 300 mg
flukonazol, insan PNL’ lerinin aderensini doz Oncesine goére anlamli olarak

artirmugtir.(t:5.71, p<0.001 Paired t testr).
2.6. Flukonazol’iin Kemotaksi Uzerine Etkisi:
Flukonazol alinmadan (doz 6ncesi) ve 300 mg flukonazol alindiktan iki saat

sonra (doz sonrast) saglhikli gonillilerin kanlarindan aynlan PNL’lerin kemotaktik

faktore (zimozan) dogru gogii Tablo 2 ve 3, Resim 1 ve 2’de gorilmektedir.
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Tabloe2: 300 mg Flukonazol’iin agaroz altinda insan PNL’lerinin kemotaksisi
lizerine etkisi.

D;';fk Agarda Aqilan Kuyularn fcerigi (10p1) A* | B* | A/B| aA-B
PNL/Zimozan/HBSS
1 Doz Oncesi 3.5% | L7 | 2.1 1.8
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonrasi 3.6 1.6 2.3 2.0
PNL/Zimozan/HBSS
2 Doz Oncesi 2.9 1.1 2.6 1.8
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonrasi 3.0 1.1 2.7 1.9
PNL/Zimozan/HBSS
3 Doz Oncesi 33 1.5 2.2 1.8
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonrasi 2.8 0.9 3.1 1.9
PNL/Zimozan/HBSS
4 Doz Oncesi A 3.5 1.7 2.1 1.8
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonrasi 3.5 1.7 2.1 1.8
PNL/Zimozan/HBSS
3 Doz Oncesi 2.8 1.0 2.8 1.8
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonrasi 2.9 1.0 2.9 1.9
PNL/Zimozan/HBSS
6 Doz Oncesi 3.4 1.7 2.0 1.7.
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonras1 3.5 1.6 2.2 1.9
PNL/Zimozan/HBSS
7 Doz Oncesi 2.9 1.1 2.6 1.8
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonrasi 2.9 1.0 2.9 1.9
PNL/Zimozan/HBSS
8 Doz Oncesi 3.3 1.3 2.5 2.0
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonrasi 3.5 1.6 2.2 1.9
PNL/Zimozan/HBSS
9 Doz Oncesi 2.9 1.2 2.4 1.7
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonrasi 2.8 1.1 2.5 1.7
PNL/Zimozan/HBSS
10 Doz Oncesi 3.1 1.3 2.4 1.8
PNL (300mg Flukonazol)/Zimozan/HBSS
Doz Sonrasi 3.1 1.2 2.6 1.9
a: Kemotaksi.

b: Spontan gic.
*: 4x Biiyiitme ile PNL'lerin go¢ uzakhiginin (mm olarak) dl¢imii.
A/B: Kemotaktik indeks.
A-B: Kemotaktik fark




Tablo 3: Kemotaktik Indeks ve Kemotaktik fark aritmetik ortalamalari:

" Aritmetik Standart
EarptvSon Ortalama Sapma
A/B Doz Oncesi 2:37 +0.26
Doz Sonrast 255 +0.34
t:1.89 p>0.05
A-B Doz Oncesi 1.80 +0.08
Doz Sonrasi 1.88 +0.07
t:2.75 p<0.05

Kemotaktik indeks ortalamasi doz oncesinde 2.37 + 0.26 mm, doz

sonrasinda 2.55 + 0.34 mm olarak ol¢iilmiistiir (t :1.89, p>0.05 Paired t testi).

Kemotaktik fark ortalamasi doz éncesinde 1.80 + 0.08 mm, doz sonrasinda

1.88 + 0.07 mm olarak 6l¢iilmustiir (t:2.75, p< 0.05 Paired t testi ).

Resim 1: Doz oncesi PNL’lerin kemotaktik faktore (Zimozan) dogru gogu (Iki

saat iginde.
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Resim 2: Doz sonrast (Flukonazol 300 mg/oral) PNL’lerin kemotaktik faktore
(Zimozan) dogru goci (Iki saat iginde).

Deney sonuglari, 12.5 pg/ml plazma konsantrasyonuna ulasan 300 mg
flukonazol ile in vivo kosullarda etkilenen insan PNL’lerinin kemotaktik faktore
(Zimozan) dogru gogi ile doz o6ncesi insan PNL’lerinin kemotaktik faktore

(Zimozan) dogru goei arasinda anlamli bir fark bulunmadigim gostermektedir.
2.7. Flukonazol’iin Siiperoksit Anyonu Olusumu Uzerine Etkisi:

Flukonazol alinmadan (doz 6ncesi),300 mg flukonazol alindiktan iki saat
sonra (doz sonrast) saglikli gonillilerin kanlarindan ayrilan PNL’lerin, siiperoksit

dismutaz enzimi ve opsonize zimozan varliginda olusturdugu siiperoksit anyonu

miktarlar Tablo 4’te goriilmektedir.
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Table 4: 300 mg Flukonazol’in tnsan PNL’lerinin stiperoksit anyonu olusturmast
Uzerine etkisi:

Siiperoksit anvonu (nmol/10°PNL/30dakika)
Denek No Doz Oncesi Doz Sonrast

1 10.1265 11.2405

2 [4.1530 14.2163

3 13.4800 14.0120

4 12.1313 12,4108

5 111218 12,0001

6 12.3560 12.4128

7 13.9182 13.9888

8 11.4358 11.8570

9 12.6870 12.6135

10 13.8252 13.5210
Aritmetik Ortalama 12.5235 12.8273
Standart Sapma +1.346 + 1.038
t:2.186 p>0.05 (Paried T-Test)

Doz oncesi siiperoksit anyonu ortalamast 12.5235 + 1.346 nmol/10°
PNL/30 dakika, doz sonrasi superoksit anyonu ortalamasi 12.8273 £ 1.038

nmol/10° PNL/30 dakika olarak saptanmustir (t:2.186, p> 0.05 Paired t testi ).

Deney sonuglari, oral alindiktan iki saat sonra 12.5 pg/ml plazma
konsantrasyonuna ulasan 300 mg flukonazol’ iin insan PNL’lerinin siiperoksit

anyonu olusturmalanm etkilemedigini gostermektedir.

2.8. Flukenazol’iin Candida albicans Blastokonidyasimin PNL’ler Icinde
Oliimiine Etkisi:

Oral alindiktan iki saat sonra 12.5 ug/ml plazma konsantrasyonuna ulagan
flukonazol’iin sifir zaman, otuz ve doksan dakikalik temas siireleri sonunda
Candida albicans blastokonidyasinin PNL ler tarafindan sldiriimesinin, in vitro
(A), in vivo (C) ve doz oncesi (B) ayni kosullarda yapilan deneylerde istatistiksel
bakimdan anlaml sonug verdigi gozlenmigstir (Tablo 5, Sekil 5, Resim 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11).



Tablo 5: Candida albicans blastokonidyasinin PNL’ler i¢inde 6limi iizerine 300

mg tlukonazol’iin etkisi.

Zaman
(dakika) A B ¢ D E
0 Aritmetik Ortalama 11.27x10° 10.08x10" 9.95x10% 10.0tx10% 11.01x10"
Standart Supma £0.85 £0.73 +0.78 £0.97 £0.36
*F:341.25 p>0.05
30 Aritmetik Ortalama I 3.52x10° l 8.1x10° | 17.58x10° 11.22x10° J 131.46x10°
Standart Sapma +1.28 +1.93 + 1.51. +1.96 +4.16
F-260.78 p<0.0001
90 Aritmetik Ortalama ’ 8.31x10° 6.57x10° ‘ 9.51x10° [ 15.9x10° l 157.53x10°
Standart Sapma +1.39 +1.45 +1.33 +2.69 +2.14
F.2736.8 p<0).0001

* Estendirilmis veriler icin ANOVA testi.
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Sekil 5: Candida albicans blastokonidyasinin PNL’ler i¢inde 6limi tizerine 300 mg

flukonazol’iin etkisi.
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Resim 3: A serisi 0 zaman. Resim 4: A serisi 30 dakika.

Resim 3,4,5: PNL’ler tarafin-
dan Candida albicans’in hiicre
i¢i Oliimii tizerine flukonazol’

iin in vitro etkisi

Resim 5: A serisi 90 dakika.
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Resim 6: B serisi 0 zaman. Resim 7: B serisi 30 dakika.

Resim 6,7,8: PNL’ler tarafin-
dan Candida albicans’in hiicre
ict 6liimii tizerine flukonazol’

iin doz oncest etkist

Resim 8: B serisi 90 dakika.
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Resim 9: C serisi 0 zaman. Resim 10; C serisi 30 dakika.

Resim 9,10,11: PNL’ler tara-
findan Candida albicans’in
hticre ig1 oliimii tizerine fluko-

nazol’iin in vivo etkisi

Resim 11: C serisi 90 dakika.
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Sifir zamanda ve otz dakika etkilesim sonunda, in wvitro (A) deney
kosullarinda canli maya sayist ortalamalar 112.7x10°  0.85 kob/ml ve 5.52 x10° +
1.28 kob/ml olarak, in vivo (C) deney kosullannda canlt maya sayisi ortalamalar

99.5.x10% kob/ml ve 17.58x10°% 1.51 kob/ml ve doz 6ncesi (B) deney kosullarinda

3 kob/ml ve 8.1x10° + 1.

canh maya saywst ortalamalan 100.8x10” = 0.7 icob/mi

D
d

olarak sayilmugtir (F: 260.78, p < 0.0001 Eslendirilmis veriler i¢cin ANOVA testi ).

Sifir zamanda ve doksan dakika etkilesim sonunda ise; in vitro (A) deney
kosullannda canh maya sayisi ortalamalart 112.7x10° + 0.85 kob/ml ve 8.31x10° %
1.59 kob/ml olarak, in vivo (C) deney kosullarinda canl maya saysi ortalamalan
99.5x10° £ 0.78 kob/ml ve 9.51x10° £ 1.53 kob/ml ve doz 6ncesi (B) deney
kosullannda canl maya sayis1 100.8x10° + 0.73 kob/ml ve 6.57x10° = 1.45 kob/ml
olarak sayumistir (F: 2736.8, p< 0.0001 Eglendirilmis veriler i¢in ANOVA testi ).

Deney sonuglarina gore; otuz dakika etkilesim sonunda in vitro (A) deney
kosullaninda PNL’lenn hiicre i¢i 6ldirme oram % 95 bulunurken, doz sonrast in
vivo (C) deney kosullarinda % 82, doz 6ncesi (B) deney kosullarinda ise % 92

olarak bulunmustur.

Doksan dakika etkilesim sonunda ise in vitro (A) deney kosullannda
PNL’lerin hiicre i¢i 6ldiirme oranmi % 93, in vivo (C) deney kosullarinda % 90.5 ve

doz dncesi (B) deney kosullarinda ise % 93.5 olarak bulunmustur.

Bu sonuglara gore, doksan dakika etkilesim sonunda in vitro (A) deney
kosullarinda hiicre igi éldiirme yiizdesi, in vivo (C) deney kosullarina oranla az bir
farkla in vitro (A) lehine aykinbk gostermesine kargin, doz oncesi (B) PNL’lerin

hitere i¢i 6liim yiizdesi ile birbinne yakin bulunmugtur.

Ayrica kontrol olarak, PNL yoklugunda flukonazol’un Candida albicans
lizerine etkisi (D) ve flukonazol yoklugunda Candida albicans iiremesi (E) sifir
zamanda, otuzuncu ve doksamnc dakikalarda anlamb sonuglar géstermistir (Tablo

5, Resim 12,13,14,15,16,17).
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Resim 12: D serisi 0 zaman. Resim 13: D serisi 30 dakika.

Resim 12,13,14: PNL yoklu-
gunda flukonazol’uin Candida

albicans tizerine etkisi.

Resim 14: D serisi 90 dakika.
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Resim 15: E serisi 0 zaman. Resim 16: E serisi 30 dakika.

Resim 15,16,17: Flukonazol
yoklugunda Candida albicans

liremest.

Resim 17: E serisi 90 dakika.
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Flukonazol'in 300 mg’'lik dozu, otuz dakika etkilesimden sonra, insan
PNL’leri tarafindan Candida albicans "m hicre igi olimunu in vitro (A)
kosuilarda, doz oncesi (B) ve PNL yoklugunda flukonazol'in Candida albicans
iizerine etkisine (D) gore daha fazla artirmustir. Doksanmer dakikada ise in vitro
(A) etki ile doz oéncesi (B) etki arasinda belirgin bir fark bulunmamasina karsn,
PNL yoklugunda flukonazol’an Candida albicans uzerine etkisine (D) gore in
vitro (A) ila¢ etkisinin PNL’ler ile beraber oldugunda Candida albicans 'm hiicre

i¢i 6limil (izerine daha etkili oldugu gérilmektedir,

In vivo (C) kosullarda ise otuzuncu ve doksanmci dakikada PNL’ler
tarafindan Candida albicans ’in hicre igt 6limil  arttid halde, flukonazol’in in
vitro (A) ve doz oncesi (B) kosullarda PNL’lerin Candida albicans "n hicre g1

oliminii daha fazla artirdigr goriilmistiir.
Bu sonuglara gore; flukonazol’tin 300 mg’lik oral dozu, in wvitro kosullarda

insan PNL’len tarafindan Candida albicans ’1n hiicre 11 6limiini 1n vivo kosullara

gore daha fazla artirmustir.
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TARTISMA

Infeksiyon etkeni olan bir mikroorganizma viicuda girdiginde konagm
immiin sistemi harekete geger. Bu amagla vicudun immin sistem hiicrelers;
notrofiller, mononitkleer fagositik hiicreler, antikor olugturan B lenfositleri hiicresel
bagisikhigin yapt taglan olan T lenfositleri, dogal oldiiriici (NK) hiicreler ve
antikora bagiml hiicresel sitotoksisite de rol oynayan hiicreler, birbiri arasinda
meydana gelen karmagik bir etkilesim mekanizmasi ile yabanci etkeni yikima

ugratirlar (35,41).

Canlinin mikroorganizmaya karsi verdigi bu savasta mikroorganizmanin
istesinden bir an once gelebilmek i¢in kemoterapotik maddelerin hastaya

verilmeleri 19 cu yiizythn sonuna dek uzanan bir uygulamadir (35,41).

Patojen mikroorganizmalann tremelerini engelleyerek ya da onlan direkt
oldiirerek etki eden kemoterapdtik maddelerin yararlanmn yaminda, bunlarin konak
izerinde toksik ve allerjik reaksiyonlar gibi yan etkilerinin de oldugu anlasiimistir

(35,41).
Daha sonra 1950°h yillara gelindiginde, bu kemoterapotik maddelerin

kemik iligine toksisite gibi direkt etkilerinin yaminda, hastamn kendi immiin

sistemini de olumlu ya da olumsuz yonde etkiledigi fark edilmigtir (35,41).
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Bazi bilim adamlan kemoterapt uygulanan hastalarda immin yanitin
zayiflamasini, erken kemoterapl uygulamasi sonucu, immin sistemin yeterli

derecede uyarilamamasina baglamuslardir (35,41).

Diger bir grup aragtirici ise; in vitro kosullarda mikroorganizmaya etkili ve
serumda vyeterli diizeye ulagan antimikrobiklerin profilaksi ve tedavi amaci ile
kullailmalan sonucu hastada infeksiyon tablosunun devam etmesini, kemotera-
pinin hastamn immiin sistemi dzerine olumsuz etkisinden kaynaklanabilecegini
savunmuslardir. Bu grup arastiricilar optimal kemoterapi etkileriin saglikli immun
sistemi olan hastalarda ortaya cikabildigini, bu olumsuz etkinin yalmz immiin
yetmezlik tablosu gosteren hastalarda gorilmedigini klinik galiymalarla gostermis-

lerdir (6).

Candida ve aspergillus tirleri nétropenik kanser hastalannda yagam tehdit
eden infeksiyonlara neden olan baskin mantar patojenleridir. Polimorf niveli
lokositler firsatgt mantarlara karst konak savunmasimn o6nemli bilesenlerinden
oldugu i¢in islevlerinin tizerinde herhangi bir baskilama bu tip infeksiyonlara karsi
konagin denetleme yetenegini kotilestirebilir. Sikdikla kullanulan bir dizi ilag;
antineoplastikler, analjezikler ve antibiyotikler dahil PNL islevlerini etkilerier. Bir

dizi ilacin etkisi aragtinildig halde antifungal ilaglarla ilgili veriler kisitlidir (30,68).

Amfoterisin B poliyen grubu bir anubiyotiktir. Yaklagik otuz yildw
antifungal tedavide kose tasidir. Daha sonra gelistirilen diger antifungal ilaglardan
bazilan immiin sistemi baskdanmug hastalarda kullamlabilir. Bunlar arasinda 3-
flusitosin, mikonazol, flukonazol, ketokonazol, itrakonazol, silofungin (LY
121019) ve Sch-39304 gelmektedir (68).

Antifungal azoller terapotik dozlarda fungisidal olmaktan ¢ok fungustatik-
tir. Bu nedenle antifungal ilaglann tek bagina konak savunma sisteminde negatif
etki olusturmadidina giivenilebilir ise de bu konuda iler1 ¢alismalar gerekmektedir

(68).

Genel olarak baskilayici 6zellikleri agir basan antifungallerin ne oranda

patolojik bozukluklara neden olduklar son yillarda in vitro arastirmalarla aydin-
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latlmaya ¢aligitmaktadir. Bu konuda arastirmalar yogunlastiriimall, antifungal

ilaglarin in vivo da etkisi hi¢ olmazsa deneysel ¢alismalarla da aydinlatimaldir (6).

Bu ¢aliymada, saghikli génillilere oral venlen 300 mg flukonazol'in 2 saat
sonra ulagti@ doruk plazma konsantrasyonu olan 12.5 pg/ml ilag¢ konsantras-
yonunun, insan PNL fonkstyonlan (aderens, kemotaksi, siperoksit anyonu
olusumu ve Candida albicans’in hicre i¢i 6limi) tzerine olumsuz bir etki

gostermedigl saptanmustir.

Mayalann in vitro duyarhlik testterinde segilecek besiyerinin mayalann iyl
iremesine elverigli olmast ve denenecek antifungal ile etkilesmemesi ve ayrica
tekrarlanabilir sonuglara olanak saglamasi gerekmektedir (32). Odds (58), imidazol
grubu antifungaller ile yapilan duyarlilik ¢alismalannda YNB besiyerinde ¢ok fazla
degiskenlik gorilmedigini savunmugtur. Bu bilgilerin 1s18inda tamponlanmus YNB
besiyeri kullarularak flukonazol’an Candida albicans’a karst MIK degeri 0.4 pg/ml
olarak bulunmustur. Kaynaklarda kandida turlerinin flukonazol igin duyarl-
lik/direnclilik sinirlarmi kesin olarak veren bir bildiriye rastlanmamustir (90). Rogers
ve ark.’1 (67) Candida albicans suslan igin flukonazol'in MIK “etki araligi’m
0.125-0.5 pg/ml, Dermoumi (22), 0.125->128 pg/ml, Morace ve ark’1 {54), 0.04-
12.5 pg/ml; Martin ve ark’1 (50) ise bu degen 0.05-25 pg/ml olarak bildirmislerdir.
Bu sonuglarla karsilastinldidinda bizim ¢ahsmamzda inceledigimiz Candida

albicans susu flukonazol’e duyarh kabul edilmistir.

Calismamizda 300 mg tlukonazol'in insanda iki saat sonunda ulasug:
plazma konsantrasyonu 12.5 pg/ml olarak bulunmustur. Bu amag i¢in kullanilan
yontemler genelde antibiyotik duyarlilik testlerinin temel ilke ve iglemlerine benzer
oldugundan kullanilan mikroorganizmanin tremesini inhibe eden sulandinmlan
kargilagtirmakla aranan plazmanin fungustatik etkisini de hesaba katarak bu sonuca
vanimstir. Ripa ve ark.’1 (65), 150 mg flukonazol’tin oral alindiktan 2.5 saat sonra
High Performance Liquid Chromatograph (HPLC) ile saptadiklari plazma konsan-
trasyonunu uygulanan yontemler farkli olmasina karsin bizim bulgulanmiza yakin

degerlerde bulmugslardir.
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Tucker ve ark.’t (79), kalin tabakah agarda diffiizyon yontemi ile, 100 mg
flukonazol'iin 2 saat sonra ulastid: plazma konsantrasyonunu, bizim ¢alismarmzdaki
300 mg flukonazol’in plazma konsantrasyonundan asagi yukan (¢ kati daha az
degerde bulmuslardir. Kaynaklarda venlen bu bilgiler bizim ¢alismamizda kullan-

digimiz yontem ve verileri destekler gorinmektedir.

Calismamizda saptadigimiz 12.5 pg/ml plazma konsantrasyonu, daha 6nce
saptadiimiz MIK degerinin yaklagik olarak otuz katina esdeger bir konsantras-
yondur. Bazi arastinicilar PNL’ler iizerinde yaptiklan galismalarda, 5-20 pg/mi
konsantrasyonda flukonazol'in, Candida albicans susuna karst MIK degerinden
10 - 40 kez daha yiksek konsantrasyonlar oldugunu ve flukonazol ile tedavi goren
hastalann serum dilzeyleni dle uygunluk gosterdigini saptamuglardir (89). Bizim
¢alismamizda plazma konsantrasyonunun MIK degerinin 30 kati olmas: olumlu bir

bulgudur.

Caligmamizda 12.5 pg/ml plazma konsantrasyonu saglayan 300 mg
flukonazol, insan PNL'lerinin aderensini doz Omncesine gore anlamh olarak
artrmustir. Flukonazol'in PNL'lerin plastk yizeye aderensine etkist ile ilgili
herhangi bir kaynaga rastlanmamistir. Sonuglar flukonazol’iin PNL aderensini
artirmada olumlu bir rol aldigim géstermektedir. Antifungal ilaglann ¢ogu, normal
tedavi edici dozda, fagositik hicre fonksiyonlan yonunden genelde etkihi tedavi
saglar. Boylece PNL’lerin aderensinin artmasinda ilagla uyanlan PNL fonksiyon-

lannmn modifikasyonunun belirli bir etkisi olabilir (39,82).

Van der Auwera ve ark.’1 (82), in vitro ¢aligmalarinda silofungin’in > 20
ug/ml konsantrasyonlaninda, PNL’lerin plastik ylizeye aderensimi artirdigmu,
amfoterisin B-deoksikolat ve amfoterisin B'nin ise 6 ve >20 ng/ml konsantrasyon-

larda PNL’lerin plastik ylizeye aderensini azalttifini bildirmislerdir.

Calismamizda 12.5 pg/ml plazma konsantrasyonuna ulasan 300 mg
flukonazol’den in vivo kosuilarda etkilenen PNL’lerin kemotaktik faktore
(zimozan) dogru gd¢i ile doz Gncesi PNL’lerin kemotaktik faktore dogru gogi

arasinda anlamlt bir fark bulunmamgtir.



Roilides ve ark.’1 (68), terapotik dozlarda flukonazol’tn kemotaksi tizerine
tutarl bir etki yapmadigin in vitro deneylerle gostermislerdir. Bu sonuglar bizim in
vivo ¢alismamuzi desteklemektedir. Aym arastirnicilar bir azol tiirevi olan ketokona-
zol’{in insan fagositik hiicrelerinin kemotaksisi iizerine ya baskilayic1 etki gosterdi-
Sini ya da etkisiz kaldigini, ketokonazol’tin > 5 pg/ml dozlarinin ise kemotakstyi
anlamli olarak artirdigim bildirmuglerdir. Marmer ve ark.’ida (49), yaptiklan

caligmada aym verileri bulmuglardir.

Azoller digindaki diger antifungal ilaglardan; Amfoterisin B'nin > 5 pg/ml
konsantrasyonda kemotaksi Gzerine olumsuz etki yaparak kemotaksiyi anlaml
bigimde azalttigs, 5-flusitosin’in ve silofungin’in ise terapotik dozlarda kemotaksi

izerine bir etki yapmadig: gosterilmistir (68).

Bu etrafli galigmalar, Amfotensin B, 5-flusitosin, silofungin ve azol grubu
antifungal ilaglarin (ketokonazol, flukonazol gibi) giivenle ernsilebilen serum
konsantrasyonunda, in vitro PNL fonksiyonlarnm baskilamadigim, hatta PNL

fonksiyonlanm segict olarak artirabilecegini gostermektedir (68).

Dawvies ve ark.’t (21), birgok antifungal ilacin PNL kemotaksisi tizerine
etkilerini incelemigler, gniseofulvin, klotrimazol, ekonazol, ketokonazol, mikona-
zol’in lpg/ml konsantrasyonlarda PNL’lerin gogiini anlamli olarak azalttigim
gostermiglerdir. Bir grup aragtinei ise griseofulvin’in 0.1 ug/mi ve 1 pug/ml konsan-
trasyonunun kemotaksiyt inhibe ettigini, 3.1 pg/mi ile 50 pg/mi konsantrasyonda
etkisiz oldugunu, S5-flusitosin’in 1-100 pg/ml, mikonazol'in 0.4-50 pg/ml,
nistatin’in ~ 0.8-100 pg/ml  konsantrasyonlarda kemotaksiyi etkilemedigini

gostermiglerdir.

In vitro cabsmalara bakildiginda, normal serum dizeyinde birgok
antimikrobigin kemotaksi tzerine etkisinin bulunmadig gérilmektedir. Bir grup
antimikrobik ilacin yiksek konsantrasyonlart PNL’lerin gogiinii inhibe ederken,
bazi antimikrobiklerin tedavi dozunun PNL’lerin go¢iinii inhibe ettigi ve yiksek

konsantrasyonda ise PNL’lerin go¢iinii artirdigy gosterilmugtir (41).



In vivo galismalarda da; bazi antimikrobiklerin tedavi dozunun goniillilerin
|6kosit kemotaksisini % 350 oramnda inhibe ettigi ya da etkilemedigi ve ayrica

kemotaksiyi de artirdig1 gosterilmigtir (6).

PNL fonksiyonlart bozuk olan bazt hastalarda antimikrobik ilag
uygulamasindan soara, hasta PNL’lerinin kemotaksi fonksiyonunun diizeldigi

gorilmustir (41).

Bir ¢ok antifungal ilacin kemotaksi tizerine etkisi incelenmustir. Ancak
incelenen antifungal ilaglann kemotaksi fizerine etki mekanmizmalan kesin olarak
bilinmemektedir (41). Baz ilaglann Ca™ ve Mg iyonlarnna baglanarak

kemotaksiyi inhibe ettigi samimaktadir (84).

Daha 6nce soz edildigi gibi, antifungal ilaglardan amfoterisin B’nin disiik
konsantrasyonlarda (2ptg/ml) bile kemotaksiyi inhibe ettigi, mikonazol, griseofulvin

ve nistatin’in ise inhibisyon dzelliginin bulunmadig: gostenlmistir (41).

Antifungal ilagtarn PNL’lerin kemotaksisi tizerine bu tir etkilert, bunlann
hiicre zarina afiniteleri ile agiklanabilir. Ornegin amfoterisin B, nistatin ve diger

poliyen antibiyotikler hiicre zanndaki sterollere afintte gosterirler (58).

PNL’lerin kemotaksisi, kemotaktik faktorlerin PNL’lerin yiksek afiniteli
dzel reseptorlere bagianmast ile basladidindan reseptor afinitesini azaltan antifungal
ilag konsantrasyonlarinin kemotaksiyi engelledigimi soyleyebiliriz. Ancak in vitro
kosullarda kemotaksinin inhibe edilmesinin gosterilmesi, ¢ogu ¢aligmalarda in vivo
kosullarda gosterilmemig ya da ¢eligkili sonuglar alinmigtir. Bizim ¢alismamzda
oldugu gibi immun sistemi normal sekilde isleyen saghkli goniillilerde ve ayrca
saglikli deney hayvanlaninda in vivo kogullarda antimikrobik ilaglann immun sistem

hiicre fonksiyonlan tizerine etkilerini aragtiran ek galismalara gereksinim vardir.

Calismamizda 12.5 pg/ml plazma konsantrasyonuna ulasan 300 mg

flukonazol ile in vivo kogullarda etkilesime giren PNL’lerin siiperoksit dismutaz



enzuni ve opsonize zimozan varliginda, siiperoksit anyonu olusturmalar Gzerine

flukonazol’tin etkisiz oldugu goérnilmistir.

Kemotaksiyi inhibe eden amfoterisin B konsantrasyonunun (2ug/ml) O

salinimuint azaltmadid: bildirilmistir (68).

Roilides ve ark.’1 (68), >5 pg/ml konsantrasyonda amfoterisin B’nin Oy
salmmim azalttigim yaptiklan galismalaria gdstermiglerdir. Ayni aragtincilar, yeni
bir triazol olan Sch-39304’in 0.5 - 1 pg/ml konsantrasyonlarda O salinimin
artrdigint bulmuglardir. Bu konsantrasyon terapétik doz olmasina karsin bizim
¢alismamizda terapotik dozda flukonazol O, salimmini artirmamustir. Daha ileri
caligmalarda Sch-39304’un iginde ¢odzindiigit maddenin kendisinin O~ salinimim
artirdign gorilerek bu fikir ¢uritilmistir. Bu bulgular triazol grubu antifungal
ilaglarin, terapatik dozlarda O. salmmu Gzerine etkisiz kaldigini bir kez daha
vurgulamaktadir. Yine aym arastirici grubu tarafindan yapilan bir g¢alismada,
ketokonazol, 5-flusitosin ve silofungin’in O; salimmi iizerine belirli  etkileri

olmadigt gdstenimigtir.

Van der Auwera ve ark.’1 (83), siofungin’in 25 pg/ml gibi yiksek
konsantrasyonda O, salmmint anlamli olarak inhibe ettigini in vitro ¢alismalaria
gostermislerdir. Bazi arasuncilar tarafindan O salimmu tizerine baskilayici etkinin,
antifungal ilaglarin PNL’lerdeki sterollere baglanmasina bagh hiicre zan harabiye-

tinin sonucu oldugu savunulmaktadir (54,68).

Calismamizda, 12.5 pg/ml plazma konsantrasyonuna ulasan 300 mg
flukonazol’in in vitro deney kosullarinda insan PNL’leri tarafindan Candida
albicans’in hiicre i¢i 6lumiind, otuz ve doksan dakika sonra in vivo kosullara gére
daha gok artirdig1 gorilmiigtir.

Wildfeuer ve ark’t (89), yaptiklan ¢aliymada, flukonazol ile tedavi edilen
hastalarin serum diizeylerine karsihk gelen ve Candida albicans susunun 10 - 40
kati MIK deger olan (5-20 ug/ml) flukonazolin PNL’ler izerine etkisini
incelemislerdir. Bu konsantrasyonlardaki flukonazol’in 2 ve 4 saat sonra insan

PNL’leri tarafindan Candida albicans blastosporlannin hiicre i¢i dliimiinii anlamh



PNL’len tarafindan Candida albicans blastosporlannin hiicre igi olimiind antaml
olarak artirmadigin, ancak flukonazol’in 5,10,20 ug/ml konsantrasyonlarinin
PNL’ler i¢indeki blastosporlann yapisint bozarak blastosporlardan ¢imlenme
borusu olusumunu anlamli olarak inhibe ettigini gostermiglerdir. Bu g¢aligmada
flukonazol’dn ve konak fagositlernin (PNL ve makrofajlar) hiicre igindeki
Candida albicans canlihigim azaltmada, sinerjist rol oynadig gosterilmektedir.
Bizim ¢alismamizda ise; flukonazol’in 300 mg oral dozu Candida albicans
susunun 0.4 pg/ml olan MIK de@erinden yaklagik 30 kati daha yitksek bulunan
12.5 pg/ml plazma konsantrasyonuna karsiik gelmistir. Flukonazol’iin bu dozu
PNL ve Candida albicans ile otuz ve doksan dakika etkilesim sonunda, in vitro (A)
kosullarda insan PNL’leri tarafindan Candida albicans ’m hiicre ¢t ¢luma, doz
Oncesine (B) oranla daha fazla olmugstur. Bu sonuglar, 12.5 pe/ml flukonazol’tin
Candida albicans uzerine direkt etkisi (D) ile karsilastinldiinda, insan PNL’lerinin
flukonazol ile birtikte Candida albicans ’in hilcre i¢1 dlimune sinerjist etki ettigi
goriilmektedir. Bulgulanmiz Wildfeuer ve ark’imn (89), yapuiklan galismayla

uygunluk gostermektedir.

In vivo (C) kosullarda ise; flukonazol’in aymi dozu, PNL ve Candida
albicans ile otuz ve doksan dakika etkilesim sonunda, in vitro (A) ve doz dncesi
(B) etkiye oranla daha az etkili bulunmustur. Ancak in vivo (C) etki, PNL yoklu-
sunda flukonazol’tn Candida albicans \izerine etkisi (D) ile kargifastinididinda ilk
otuz dakika sonunda azalirken, doksan dakika sonunda artmaktadir. Bu artisin
tedavi dozundaki ilacin immiinoadjuvan kimyasal 6zellikleri yiiziinden olabilecegi
ileri strilmektedir (68). In vitro ve in vivo deney sonuglan arasindaki geliskili
bulgularimiz, birgok arastinici tarafindan yapilnus aym tarzdaki ¢aligmalar ile
uygunluk gostermektedir. Bu bilgiler 5181 altinda flukonazol’in tedavi dozunda
kullammunin lokal ya da sistemik mantar infeksiyonlarnin kontrolinde, konak

savunma mekanizmasin destekleyici bir rolt oldugu séylenebilir.

Bir azol tirevi olan ketokonazol ile bir triazol olan itrakonazol’in bu
ilaglarla tedavi olmus hasta serumlarinda bulunan konsantrasyonlara karsilik gelen
dozlarinin, PNL’ler tarafindan Candida albicans’in hiicre i¢t oliimiine ya da

fagositoz iizerine anlamls bir etkisi olmadig bildirilmigtir. (39).



Farkas ve ark’1 (28), ketokonazol (1-6 pig/ml) ve PNL arasindaki sinerjizmi
in vitro kosullarda ¢alismislardir. Arastincilar galismalarinda ketokonazol’in PNL
fonksiyonlarint etkilemedigi halde hiicre it 6liimi doza bagh olarak anlamli bir
sekilde artirdigmi gostermislerdir. Bu sonuglar imidazol tiirevlerinin immanomo-

ditlator etkisinin olmadigini, ancak antifungal etkilerinin oldugunu gostermektedir.

Senior ve ark’t (71), flukonazol'in 5-20 pg/ml terapétik dozlarmm PNL

fonksiyonlann etkilemedigini in vitro deneylerle gostermislerdir.

Roilides ve ark.’1 (68), yaptiklan galiymada ketokonazol'tin 5 pg/mi kon-
santrasyonda, Sch-39304’Gn 1-5 pg/ml gibi diigiik tedavi konsantrasyonlarinda
PNL’ler tarafindan Candida albicans’in hicre igi dlumiint artirdigin, amfoterisin
B’nin >3 pg/ml konsantrasyonda ise fagositozu anlamli olarak azalttifmi goster-

miglerdir.

Aym arastirmaciar Sch-39304 ve silofungin’in 23-100 pg/ml gibi gok
ylksek konsantrasyonlarda, PNL’lerin Candida albicans’in hiicre i¢i 6limii
lizerine olumsuz bir etki yaptigini gostermislerdir. Buna karsin tedavi dozundaki

sitofungin ve 5-flusitosin’in PNL fonksiyonlarina karigmadigim bulmuglardir.

Amfoterisin B'nin PNL’lerin Candida albicans’in hiicre i¢1 limiinii doza
bagh olarak artirdigr ve bu arusin tedavi dozundaki ilacin immiinoadjuvant ve

kimyasal 6zelliklerinden iient gelebilecegi bildiriimektedir (68).

Marmer ve ark.’t (49) [-2 pg/ml tedavi dozunda amfoterisin B’nin
fagositozu inhibe ettigini savunurken; Bjorkstén ve ark.’1 (12) 1se 20 pg/ml gibi ¢ok
yitksek konsantrasyonda amfoterisin B’nin fagositozu inhibe etti3ini goster-

miglerdir.

Fagositoz olaymna antimikrobiklerin etkisini inceleyen bir ¢ok ¢ahyma
yapinustir ve ahnan sonuglar ¢eligkilidir. Cahgmalara bakildiginda aymi gruptaki
bazi antimikrobiklerin fagositozu etkilemedigi goriilirken, aym gruptan bazilarmin

fagositoz uzerine etkisinde geliskili sonuglar alimmustir.  Yiksek doz baz
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in vivo ve in vitro sonuglarinda fagositoza etki etmedigt ya da inhibe ettigi

gosterilmustir (41).

Yukarida bildirilen ¢ahgmalardan da goruldiigii gibi  antimikrobiklerin
fagositoz olayma etkisinde hetorojen bulgularla karsilagilmaktadir. Bu bulgular,
antimikrobiklerin fagositoz olaymna etkisinin antibiyotigin etki mekanizmasina ve
kimyasal grubuna bagh olmadigim gostermektedir. Ay antimikrobik deney

kosullanina bagl olarak tamamen ¢eliskili sonuglar da verebilmektedir.

PNL’ler Candida albicans’a karst konak savunmasiin ilk basamagim
olusturur. PNL sayisimn azalmasi ya da fonksiyonlanndaki bozukluklar kandidiyaz
olusumu igin en énemli faktérlerdir (39). Gelismis tedavi ydntemleri: drnegin;
transplantasyon esnasinda meydana gelen immin sistemin baskilanmasi yaygm

mikoz riskini tasir (37).

Sonug olarak; ¢alismamizdaki in vitro ve in vivo deney bulgulan tedawvi
konsantrasyonundaki flukonazol’an PNL fonksiyonlarindan, kemotaksi, stiperoksit
anyonu olusumu ve fagositoza etki etmedigi , in vitro kosullarda hicre ig1 aktiviteyi
in vivo kosullara gore daha ok etkiledigi fakat bu etkide flukonazol alimmindan
Once ve sonraki zaman arahi@inda ¢ok anlaml bir fark goériilmedigi saptanmigtir.
Flukonazol az da olsa hiicre igi akuviteyl destekler gozikmekte ve PNL’lerin

plastik yiizeye aderensini artirmaktadir.

Kaynaklarda ve ¢alismamuzda da goruldigi gibi antifungal tedavide
ilaglanin bazen immiin sistem hiicrelerini olumsuz yonde etkiledigi ya da hig
etkilemedi@i, bazen de uyardigi goriilmektedir. Bu nedenle; yeni antifungallerin
tedavide uygulanmadan o6nce immiin sistem hiicreleri tzerine etkileri kesin
arastintlmalidir. Bu konuda aragurmalar ilerledikge yemi antifungaller ve yeni
yaklagimliar ile mantar hastaliklarinin tedavisinde siphesiz daha basanl sonuglar

alinacak ve tedavide biyiik asamalar kaydedilecektir.



OZET

Bu ¢aligmada, flukonazol’iin insan PNL fonksiyonlan (aderens, kemotaksi,
siiperoksit anyonu olugumu ve Candida albicans’n hiicre igi 6liimil) tizerine etkisi

in vivo da arastinlmistir.

Saglkli gonillitlere oral 300 mg flukonazol uygulandiktan iki saat sonra

doruk plazma konsantrasyonu 12.5 pig/ml olarak bulunmustur.

Flukonazol’in PNL’lerin aderensi Gzerine etkisi Lowry protein yontemi ile
tayin edilmistir. 300 mg flukonazol dozu 6ncesi ve sonrasi protein konsantrasyonu

sirast ile 44.28 + 5.73 pg/ml ve 45.18 + 5.58 pg/mi olarak bulunmugtur.

Flukonazol’in PNL’lerin kemotaksisi {izerine etkisi Nelson’un agaroz altt
yontemi ile olghlmastir. Flukonazol (300 mg/oral) doz Oncest ve sonrasi,
PNL’lerin kemotaktik faktore dogru go¢ farklar sirasi ile 1.80 £ 0.08mm ve 1.88

0.07 mm olarak bulunmustur.

PNL’ler tarafindan olusturulan siiperoksit anyonu, flukonazol (300
mg/oral) doz éncest ve sonrasi, sirast ile 12.52 £ 1.346 nmol/10° PNL/30 dakika

vel2.83 + 1.038 nmol/10° PNL/30 dakika olarak bulunmustur.

Flukonazol’in PNL’ler tarafindan Candida albicans’in hicre igi olimii
tzerine etkisi, patlatilan PNL’lerden maya hucrelerinin salinmasindan sonra canli

koloni sayimy ile tayin edilmagtir.



Flukonazol (300 mg/oral) in vitro kosullarda, PNL'ler tarafindan Candida
albicans’in hitcre i¢i olimind otuzuncu ve doksamnci dakikalarda, in vivo
kosullara gore daha g¢ok artirmigtir. Doksamnct  dakikadaki in vitro etki ise doz
dncesine gore anlamh bulunmamustir. Sonug olarak in vitro ve in vivo deneyler

arasinda bir uyum gériilmemistir.

Flukonazol (300 mg/oral) uygulandiktan sonra, PNL’lerin aderensini
anlamh olarak artirmug, fakat kemotaksi ve PNL’ler tarafindan olusturulan

stiperoksit anyonu olusumunu etkilememigtir.



SUMMARY

In this study, the effect of fluconazole on human PMN functions
(adherence, chemotaxis, superoxide production and intracellular killing of Candida

albicans ) was investigated in vivo.

The peak plasma concentration of 12.5 pug/ml was reached in vivo in two

hours after the administration of 300 mg fluconazole to healthy volunteers.

The effect of fluconazole on adherence of PMNs was determined by
Lowry’s protein method. The protein concentration before treatment and after 300
mg fluconazole dose were found to be 44.28 +5.73 pg/ml and 45.18 + 5.58 ug/ml

respectively.

The effect of fluconazole on chemotaxis of PMNs was measured by
Nelson’s under agarose method. The migration distance of PMNs towards the
chemotactic factor before treatment and after the administration of 300 mg

fluconazole were found to be 1.80 £0.08 mm and 1.88+0.07 mm respectively.

The superoxide production of PMNs before treatment and after the
administration of 300 mg fluconazole were found as 12.52 = 1.346 nmol/10°

PMN/30 min. and 12.83 £ 1.038 nmol/10° PMN/30 min. respectively.



The effect of fluconazole on intracellular killing of Candida albicans by
PMNs was determined by viable colony count, after release of yeast cells from

distrupted neutrophils.

Fluconazole (300 mg/per os) increased the PMN’s killing of Candida
albicans 30th and 90th min. of exposure in vitro, compared to in vivo conditions.
The in vitro effect at-90th min. of exposure was not found significant compared to
that of pretreatment . Finally, between in vitro and in vivo tests no correlation was
found.

The adherence of PMNs after the admunistration of 300 mg fluconazole
was significantly enhanced, whereas, chemotaxis, as well as superoxide production

of PMNs were not affected.
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