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Ozet

Amac: Reaktif oksijen tiirleri, klinik enfeksiyonlarin
patofizyolojisinde giderek daha 6nemli bir rol almakta-
dir. Bu ¢alismada, NO ve antioksidan enzim aktiviteleri-
nin kandidozlu ratlardaki rolinii degerlendirmek igin
hepatik malondialdehit (MDA), nitrit + nitrat diizeyleri
ile glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktivitelerini inceledik.

Materyal ve Metod: Bu ¢alismada 10 adet kontrol grubu ve
10 adet kandidoz grubu olmak iizere toplam 20 adet 6-8
haftalik, disi, BALB/c cinsi fare kullanilmigtir. Yiiksek
doz ketamin hidroklorid (Ketalar®, Eczacibasi, Tiirkiye)
uygulanarak hayvanlar feda edilmis, dokular serum fiz-
yolojik ile yikanarak kurutulmus ve sivi nitrojende don-
durularak deney giiniine kadar -70 °C’de saklanmustir.
Deney giinii dokular c¢oziilerek malondialdehit (MDA),
nitrit + nitrat diizeyleri ile glutatyon peroksidaz (GSH-
Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri in-
celenmistir.

Bulgular: Hepatik MDA ve nitrit + nitrat diizeyleri
kandidozlu ratlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulunurken (sirasiyla, p<0.05 ve p<0.001), GSH-
Px aktivitesi diisiik bulundu (p<0.01) ve karaciger SOD
aktivitesinde degisiklik izlenmedi.

Sonug: C. albicans enfeksiyonu tarafindan karaciger hasari
olusturulabilmektedir ve bu islem sirasinda antioksidan
savunma mekanizmalar1 organizmay1 savunmakta yeter-
siz kalabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: C. Albicans infeksiyonu, Karaciger,
Antioksidan enzimler
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Summary

Purpose: Reactive oxygen species have been increasingly
implicated as playing a central role in the
pathophysiology of clinical infections. In this study, in
order to evaluate the role of NO and antioxidant enzyme
activities in mice with candidiasis, we have measured
hepatic malondialdehyde (MDA), nitrate+nitrite levels
and glutathione peroxidase (GSH-Px), superoxide dismu-
tase (SOD) enzyme activities.

Materials and Methods: 6-8 week, female, BALB/c twenty
mouse were enrolled in this study. Ten mouse were used
as control group and 10 mouse were infected by C.
albicans. Animals were sacrificed with high dose ketamine
hydrochloride (Ketalar®, Eczacibasi, Turkiye). The tissues
were briefly washed in ice-cold 0.9% saline (w/v), then
frozen in liquid nitrogen and were stored at -70 °C until the
subsequent protein and enzyme assays. Malondialdehyde
(MDA), nitrite + nitrate levels and glutathione peroxidase
(GSH-Px), superoxide dismutase (SOD) enzyme activities
were determined in liver tissues.

Results: Hepatic MDA and nitrate+nitrite level in rats with
candidiasis were found significantly higher than the con-
trols (p<0.05, p<0.001, respectively). On the other hand,
hepatic GSH-Px activity was significantly lower in rats
with candidiasis (p<0.01) whereas SOD activity didn’t
change in liver.

Conclusion: Hepatic injury can be generated by C. albicans
infection and during this process antioxidant defense
mechanism is not enough to protect the organism.

Key Words: C. Albicans infection, Liver,
Antioxidant enzymes
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Reaktif oksijen tiirleri, klinik enfeksiyonlarin
patofizyolojisinde giderek daha ©Onemli bir rol
almaktadir. Inflamasyon platelet aktive edici faktor
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(PAF), serbest oksijen radikalleri gibi kimyasal
mediatorlerin  varligiyla kontrol edilmektedir.
Ozellikle siiperoksit, hidrojen peroksit (H,0,),
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hidroksil radikali (OH’), hipokloroz asid ve nitrik
oksit (NO) bu konuda o6nemli rol oynayan
faktorlerdir (1). NO’in septik sok patogenezindeki
onemli rolii ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz
(INOS) aracii NO salinnmindaki rolii daha
onceden bildirilmistir (2).

Makrofajlar sistemik C. albicans enfeksi-
yonlarina direncte Onemli bir rol oynayan ve
oksidatif mikrobisidal molekiillerin iiretimini sag-
layan multifonksiyonel immiin hiicrelerdir. NO
makrofajin kandidasidal aktivitesinde Onemli bir
molekiildiir ve NO iiretimi ayn1 zamanda mikroor-
ganizmalar tarafindan konak savunma mekanizma-
sin1 yitkmak i¢in bir yol olarak kullanilmaktadir.

Bu calismada, NO ve antioksidan enzim akti-
vitelerinin kandidozlu farelerdeki roliinii degerlen-
dirmek amaciyla hepatik malondialdehit (MDA),
nitrit + nitrat diizeyleri ile glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzim
aktivitelerini inceledik.

Materyal ve Metod

20-25 g agirliginda, 6-8 haftalik, disi, BALB/c
cinsi fareler Hifzisthha Serum Ciftligi’nden temin
edilmistir. Kandidoz grubu olarak 10 adet, saglkl
kontrol grubu olarak 10 adet fare kullanilmuistir.
Farelere selenyum bakimindan 6zel bir diyet uygu-
lanmamis, normal yem verilmistir. Candida
albicans (American Type Culture Collection)
ATCC 26555 referans susu kullanilmigtir. Maya
siispansiyonlarinin hazirlanmas: Sabouraud deks-
troz agarda (SDA) inkiibe edilen Candida kolonile-
rinin 4-5 tanesi Sml steril %0.9’luk NaCl soliisyo-
nu (serum fizyolojik) i¢inde karistirtlmistir.

Organizmalar diisiik devirde (1500g) santrifiij
edilmis ve ii¢ kez steril serum fizyolojik ile yikan-
mislardir. Mayalar 3x10° hiicre/ml olacak sekilde
hazirlanan soliisyonlar halinde farelerin kuyruk
venlerinden 0.2 ml miktarinda ve soliisyondaki
hiicrelerin %99’u blastokonidya olacak sekilde
damar icine verilmistir (Louie ve Barchiasi). Fare-
ler enfeksiyonun altinci giiniinde kloroform anes-
tezisi altinda incelenmistir. Bobrek, karaciger izole
edilmis ve enfeksiyon belirtileri arastirilmustir.
Kandidozun gosterilmesi icin bobreklerden hazir-
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lanan organ siispansiyonlari SDA plaklarinda
37°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Izole edilen
bobreklerin tamaminda deneyin baslangicinda
hayvanlara verilen C. albicans ATCC 26555 refe-
rans susu izole edilmistir. Daha sonra yiiksek doz
ketamin hidroklorid (ketalar,® Eczacibasi, Tiirki-
ye) uygulanarak hayvanlar feda edilmis, dokular
serum fizyolojik ile yikanarak kurutulmus ve sivi
nitrojende dondurularak deney giiniine kadar -70
°C’de saklanmstir.

Doku homojenatlarinda protein analizi Lowry
metodu ile yapilmustir (3).

SOD analizi i¢in 1/10 oraninda fosfat tamponu
(pH 7.4) ile homojenize edilen doku numuneleri,
3/5 kloroform/etanol karisimi eklenerek +4°C’de
5000 G’de 2 saat santrifiij edilmistir. SOD aktivite
tayin yonteminin esasi, ksantin / ksantin oksidaz
sistemiyle olusturulan siiperoksit anyonlarinin
nitroblue tetrazoliumu indirgemesi ve bunun da
SOD tarafindan inhibisyonuna dayanmaktadir. 1
tinite SOD, nitroblue tetrazolium rediiksiyonunu
%50 inhibe eden protein miktar: olarak tanimlan-
mustir (4).

GSH-Px aktivite tayini i¢in, doku numuneleri
1/10 oraninda 0.5 mM EDTA igeren pH 7.0 fosfat
tamponunda homojenize edilmistir. 3500 rpm de
15 dakika +4°C’de santrifiij edildikten sonra
supernatandan protein ve GSH-Px aktivitesi tayin
edilmigtir. Paglia ve Valentine tarafindan tanimla-
nan prosediir ile enzim aktivitesi dl¢iilmiis ve so-
nuglar okside olan NADPH / dakika /mg protein
olarak verilmisti (5).

MDA diizeyleri tiobarbitiirik asid metodu ile
tayin edilmis ve sonuclar nmol/ g doku olarak ve-
rilmistir (6).

Serum fizyolojik ile 1/10 homojenize edilen
dokular ZnSO,4 ve NaOH ile karistirilarak protein
icerikleri c¢oktiiriilmiis ve supernatandan Griess
reaksiyonu ile nitrit diizeyleri tayin edilirken (7),
nitrat  diizeyleri nitrat rediiktaz  varliginda
NADPH’1n rediiksiyonuna dayanan metodla ol-
clilmiistiir (8).

Istatistiksel analiz Mann-Whitney U testi ile
yapilmustir.
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Tablo 1. Gruplara ait sonuclar (degerler ortalama + SD olarak verilmistir)

Gruplar MDA Nitrit+Nitrat GSH-Px (okside SOD

P (nmol/g protein) (nmol/ml) NADPH/dakika/ mg prt) (U/ mg protein)
Kontrol 2375+25 3.29+1.37 7.93+1.24 29.25+4.02
Kandidoz 39.62 +12.95° 9.02 +2.30° 3.09 £0.78° 30.18 + 4.45N

a: p<0.05 kontrol grubuna gore anlaml yiiksek, b: p<0.001 kontrol grubuna gére anlaml diisiik, c¢: p<0.01 kontrol grubuna gére

anlaml ytiksek

Sonuclar
Hepatik MDA ve nitrit + nitrat diizeyleri
kandidozlu farelerde kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiiksek bulunurken (sirasiyla p<0.05 ve
p<0.001) GSH-Px aktivitesi diisiik bulundu
(p<0.01). Karaciger SOD aktivitesinde degisiklik
izlenmedi. Sonuglar Tablo 1°de gosterilmistir.

Tartisma

Bir fagositik hiicre, mikroorganizmayla karsi-
lagtiginda mikroorganizmay1r membraniyla ¢evre-
leyip fagozom olusturur. Bu olay, fagositin oksijen
tiketiminin artmasina ve membrana bagh
NADPH-bagimli oksidaz enzim kompleksinin
aktive olmasiyla kompleks bir sinyal iletiminin
baglamasina neden olur (9). Bu enzimle oksijen,
stiperoksit radikaline (O,”) rediikte olur ve
fagozoma salgilanir. O,” de SOD enziminin kata-
lizledigi dismutasyon reaksiyonu ile H,O,’e donii-
siir. Bu toksik maddeler ekstraseliiler ortama da
salinirlar. Myeloperoksidaz (MPO) enzimi aracili-
giyla H,O,’ten hipokloroz ve daha uzun Omiirli
kloraminler olusturulur. (10). Tiim bu bilesiklerin
(H,0,, hipokloroz asit, O,", klroaminler) in vitro
sitotoksik etkilerinin oldugu bilinmekle beraber in
vivo mikrobisidal aktiviteleri kesin degildir (11).
MPO defekti olan hastalar bir¢cok enfeksiyon aja-
nina kargt direngli olmakla beraber fungal ve bak-
teriyel enfeksiyonlara kars1i savunma giiclerinin
azaldig1 gosterilmigtir (12). Mikrobisidal aktivitesi
olan bir bagka fagosit kaynakli oksidan da NO’tir.
Murin fagositik hiicrelerinde gosterilen iNOS en-
zimi bircok sitokin ve lipopolisakkarit tarafindan
uyartlmaktadir (13). Birgok arastirici NO’in C.
neoformans, T. gandii, M. bovis gibi bir¢ok pato-
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jene kars1 mikrobiyostatik ve mikrobisidal oldugu-
nu gostermislerdir (14,15). Fagositlerin yanisira,
endotelyal hiicrelerde de NO, O,", H,O, inflamas-
yonda degisik stimuluslarla iletilebilirler. Feng ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmalarda R. conori enfek-
siyonuna karsi endotelyal hiicrelerin kendilerini
korumak amaciyla NO iirettigini gostermistir (16).
Schroppel ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada
da makrofajlarin deneysel kandidoza kars1 defansta
onemli rol oynadigir gosterilmistir. Bunu, iNOS
araciligiyla NO’i arttirarak makrofajin kandidasi-
dal etkisini arttirmasi yoluyla yaptig1 gosterilmistir.
NO iiretiminin baskilanmas1 C.Albicans aktivitesi
ve virulansinin artmasi ile sonuglanmaktadir (17).
Enfeksiyon  tedavisinde  kullanilan  birgok
antimikrobiyal ajan da biyomolekiilleri hasara
ugratma kapasitesinde olan reaktif oksijen tiirleri
iiretirler (18).

Mikroorganizmalar da bunlardan kendilerini
korumak amaciyla SOD, katalaz, GSH-Px gibi
antioksidan enzimlere sahiptir (19). Bu calismada
C. albicans sepsisi olusturulan farelerin karaciger
dokularinda serbest radikal hasarinin bir gostergesi
olan MDA diizeyi ¢alisilmustir. C. albicansh farele-
rin karacigerinde MDA diizeyleri kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Bu bize antioksidan enzimlerle, serbest radikaller
arasindaki dengenin bozuldugunu gostermektedir.
Doku GSH-Px aktivitesi de bu diisiinceyi destekler
sekilde diigiik bulunmustur (p<0.05). SOD enzim
aktivitesi ise degismemistir. Bu bulgular Sekil 1°de
gosterilmistir. Bunun yanisira nitrik oksit metabo-
lizmasinin son iiriinii olan doku nitrit+nitrat diizey-
lerinin de kontrol grubuna gore sepsisli farelerde
yiiksek oldugu izlenmistir (p<0.05). Bu yiiksekli-
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Sekil 1. Gruplara ait sonuglar gosterilmistir.
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gin enfeksiyona cevaben karacigerde toplanan
fagositik hiicrelerden kaynaklaniyor olabilecegi
diistiniilmiistiir.

Sonug olarak bircok hastalifin patogenezinde
rol oynayan serbest radikaller C. albicans enfeksi-
yonunda da yer almaktadir. Oksidan-antioksidan
dengenin korunmasina yonelik olarak organizma
ilgili sistemleri devreye sokmakta ve patojenle
miicadele etmektedir. Bu konuyla ilgili caligmalar
genisletilerek C. albicans enfeksiyonun oksidatif
ekilerinin daha iyi anlasilabilecegi inancindayiz.
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