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In Vitro Kosullarda Flukonazol ve Ketokonazol ile
Graniilosit-Koloni Stimiile Edici Faktor
Kombinasyonunun Insan Notrofil Fonksiyonlar:
Uzerine Etkisi

Nazif Elaldll, Hyas Dékmeta§1, Sevtap Bakir2 , Mehmet Baklrl, Mehmet Sencan3,
M. Zahir Bakici4, Hiiseyin Aydin2, E. Giil Delibag*

Ozet: Sistemik mantar infeksiyonlarinin tedavisinde kullanian flukonazol ve ketokonazoliin graniilosit-koloni sti-
miile edici faktor (rhG-CSF) ile kombine edilmesinin polimorfoniikleer lokosit (PMN) fonksiyonlart iizerine etkisi
aragtirildi. Saghkl, goniillii ii¢c dondrden elde edilen PMN’ler, in vitro kosullarda rhG-CSF ile muamele edildikten son-
ra Candida albicans CBS 2730 blastosporlarini fagosite etme ve hiicre ici oldiirme gibi fonksiyonlar: acisindan gozlem-
lendi. Ayni donorlerden elde edilen PMN’ler antifungal ilaclar ve blastosporlarla birlikte inkiibe edildi ve PMN fonksi-
yonlar gozlemlendi. Uciincii asamada yine ayni donérlerden elde edilen PMN’ler, 6nceden 3000 U/ml rhG-CSF ile mu-
amele edildikten sonra antifungal ilaglar ve blastosporlarla birlikte inkiibe edilerek PMN fonksiyonlar: gozlemlendi.
Bulgularimiz, rhG-CSF ’nin sistemik mantar infeksiyonlarinin tedavisinde antifungal ilaglarla, ozellikle flukonazol ile
birlikte kullanildiginda yararh olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: G-CSF, flukonazol, ketokonazol.

Summary: Effects of combination with granulocyte-colony stimulating factor, fluconazole and ketoconazole on the
Sfunction of human neutrophils. In this study combination of fluconazole and ketoconazole which were used in the treat-
ment of systemic fungal infections with rhG-CSF were tested on neutrophil functions. Neutrophils which were taken from
three healthy volunteers were treated with rhG-CSF in-vitro conditions. Then those neutrophils were tested with phagocy-
ting and intracellular killing of Candida albicans CBS 2730 blastospores. Neutrophils which were taken from the same do-
nors were incubated with antifungal drugs and blastospores, and neutrophil functions tested. In the third step, neutrophils
which were taken from same donors were treated with 3000 U/ml of rhG-CSF and then incubated with antifungal drugs
and blastospores, and neutrophil functions tested. As a result, we concluded that rhG-CSF could be helpful in the treat-
ment of systemic fungal infections when used with ketoconazole, and especially fluconazole.

Key Words: G-CSF, fluconazole, ketoconazole.

Giris

Candida ve Aspergillus tiirleri, notropenik kanser hasta-
larinda yasami tehdit eden infeksiyonlara yol agan en 6nem-
li mantarlardir (1). En sik firsat¢i mantar infeksiyonu olustu-
ran Candida tiirleri, Candida tiirlerinden de kliniklerde en
sik izole edilen Candida albicans’tir. Candida tiirlerinin
olusturdugu firsat¢1 infeksiyonlar, gecen 10-15 yillik siire
icinde artis gostermis, 1985-1988 yillar1 arasmnda ABD’de
nozokomiyal kandan yayilan infeksiyonlarin % 7.7’sini
Candida tiirleri olusturmustur (2). PMN’ler, sistemik mantar
infeksiyonlarina karsi en 6nemli konak savunma elemanla-
ridir. Notropeninin sistemik kandidiyaz i¢in major predispo-
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zan faktor oldugu bilinmektedir. PMN fonksiyonlarinda olu-
san baskilanmalar, firsatc1 infeksiyonlarin kontrol edileme-
mesine yol agar. Kullanilan bir¢ok antifungal ilacin normal
terapotik konsantrasyonlarda fungistatik olmasi nedeniyle
basarili tedavi icin efektif fagositik hiicre fonksiyonlar1 sik-
likla 6nemlidir. Antineoplastik ajanlar, analjezikler, antibi-
yotikler ve antifungal ilaglarin PMN fonksiyonlari iizerinde
olumlu ve olumsuz etkilerinin oldugu bilinmektedir (3.4).

Sistemik Candida infeksiyonlarimin tedavisinde poliyen
yapilt amfoterisin B, toksisitesine ragmen hala seckin bir
ila¢ olarak kullanilmaktadir (5). Sentetik azol yapili antifun-
gal ilaclar ise, halen sistemik mantar infeksiyonlarimnin teda-
visinde verilerin az olmasi nedeniyle alternatif tedavi sece-
nekleridirler. Flukonazol ve ketokonazol, azol yapil iki an-
tifungal ilactir. Flukonazol, sistemik kandidiyaz tedavisinde
iimit verici goziikmekte, notropenik olmayan hastalarda ve
stabil notropenik hastalardaki sistemik kandidiyaz tedavisin-
de onerilmektedir. Ketokonazol ise, immiindiiskiin (immu-
nocompromised) hastalarda etkisiz olmasi nedeniyle oneril-
memektedir (6-8).
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/ Tablo 1. rhG-CSF ile Gozlenen PMN Fonksiyonlarr*

birakilmasi ve fikol (Histopaque®, Sigma, katalog

~

K CHIA: Candida’larn hiicre igine alinim orani.

no. 1077-1) ile santrifiije edilmesi ile elde edildi.

Konsan- Elde edilen PMN’ler, Hanks’in dengeli tuz soliisyo-
trasyon . . . nu (HBSS) ile iki kez yikandi. Sonunda hiicrelerin
(Uml)  Fag (%) HO (%) FI CHIA (%) canlilif1 tripan mavisi (Sigma, katalog no. T8154)
ile test edildi (boyanirsa 6lii, boyanmazsa canli) ve

0 39.31.8 178124 2.240.1 84.740.7 % 0.05 oraninda s1g1r serum albiimini (Sigma, kata-
1500 44.045.8 212419 2.0:0.3 85.343.7 log no. B 4287) iceren HBSS icinde Neubauer lam1
3000 50.0+4.0 249425 1.840.1 90.6£1.8 ve 1okosit pipeti yardimiyla 5x106/ml’ye ayarlandi.
4500 48.643.3 300446 1.940.1 91.3%1.3 Candida albicans: Arastirma boyunca C. albi-
6000  52.610.7 295468  1.740.1 90.0£1.2 cans CBS 2730 susu kullanildi ve Refik Saydam
*Biitiin degerler, ii¢ Sl¢iimiin ortalamasi + SE olarak verilmigtir. Hifzisstha Merkezi’nden saglandi. C. albicans’lar,
Fag: fagositoz orani, HO: hiicre i¢i 6ldiirme orani, FI: fagositik indeks, arastirmadan 24 saat once saklama besiyerinden

Sabouraud dekstroz agara ekilip 24 saat siireyle

Daha once sistemik mantar infeksiyonlarinin tedavisin-
de kullanilan flukonazol ve ketokonazoliin PMN fonksiyon-
lar1 iizerine olan etkileri arastirllmig ve degisik sonuglar el-
de edilmigtir (4,9-14). Yine rhG-CSF’nin ise, PMN’lerin
fonksiyonlarimi artirdig bildirilmistir (15-17). Ayrica notro-
penik farelerde gelistirilen sistemik Candida infeksiyonla-
rinda tek bagina kullanildiginda (18), flukonazol ve itrako-
nazol ile kombine edildiginde mortalite oranimi azalttig1 da
bildirilmistir (19). Iimmiindiigkiin hastalarda geligen sistemik
mantar infeksiyonlarinin tedavisinde antifungal tedaviye ek
olarak koloni stimiile edici faktor uygulamalariin hastalar
bu infeksiyonlardan koruyabilecegi de one siiriilmiistiir (8).

Biz bu calismada, sistemik mantar infeksiyonlarinin te-
davisinde kullanilan flukonazol ve ketokonazoliin in vitro
kosullarda tek baslarina ve thG-CSF ile kombine edildigin-
de PMN fonksiyonlar: iizerine olan etkilerini incelemeyi
planladik. Amacimiz, triazol grubu flukonazol ile imidazol
grubu iki azol yapili antifungal ilacin thG-CSF ile kombine
edildiginde rhG-CSF’nin daha 6nce deney hayvanlarinda
goriilen yararl etkisinin in-vitro kogullarda PMN fonksiyon-
lar1 tizerinde gozlenip gozlenmeyecegini degerlendirmekti.

Yontemler

PMN’lerin Elde Edilmesi: PMN’ler, daha 6nce Candi-
da infeksiyonu anamnezi olmayan 3 saglikli goniillii donor-
den (yas ortalamas1 28 yil) alinan kandan Verbrugh’un ta-
mimladigi modifiye Boyum teknigiyle elde edildi (20).
Ozetle, PMN’ler, 5-10 U/ml benzil alkol igermeyen heparin
(Nevparin®, Bilim Tlag) ile sivanmis injektorlere alinan ka-
nin, dekstran (Macrodex®, Baxter) ile 45 dakika ¢okmeye

/ 37°C’de inkiibe edildi. Candida’lar bu sartlarda
psodohif veya germ tiipii olusturmadan sadece blastospor
fazinda tiredi. Blastosporlar, HBSS i¢inde 1x107/ml’ye ayar-
land1.

AB Serumu Hazirlanmasi: AB grubu kandan elde edi-
len serum opsonizasyon icin kullanildi. 1 ml’lik kiiclik ha-
cimler halinde -20°C’de donduruldu ve aragtirmadan hemen
once oda 1sisinda bekletilerek c¢oziinmesi saglandi. Candi-
da’larin opsonizasyonu i¢in hacimce % 20’lik konsantras-
yonlart kullanildi.

Ilaclar: Flukonazol (Triflucan®, Pfizer) piyasadan temin
edildi. Tla¢ intravendz infiizyon icin hazirlanmis preparas-
yondu; 2 mg/ml konsantrasyonda ve serum fizyolojik icinde
coziindiiriilmiistii. flac, seri seyreltmelerle HBSS icinde 1-
25 pg/ml konsantrasyona ayarlanip aragtirmada kullanildi.
Ketokonazol (Bilim Hag), toz halde alinarak 6nce 0.2 N HCI
icinde ¢oziindiirtildii ve 50 mg/ml konsantrasyona getirildi.
Takiben, steril damitik su ile 100 pg/ml’ye ayarlandi. 1-25
Mg/ml arasindaki konsantrasyonlar HBSS icinde hazirlandi.
Ketokonazol, arastirma siiresi icinde giinliik olarak hazirla-
nip kullanildi. Sitokin, thG-CSF (Neupogen®, Roche) piya-
sadan saglandi. Mililitresinde 30 milyon U (300 pg) sitokin
iceriyordu ve Escherichia coli’den elde edilmisti.

Arastirmada sadece sitokin ile ¢alisilan grupta ilacin 1
500-6 000 U/ml konsantrasyonlart kullanildi. Ciinkii bu
konsantrasyonlar, hastalara parenteral 1.5-3 pg/kg G-CSF
verilmesinden sonra ulagilabilen serum sitokin konsantras-
yonlaridir (21). G-CSF’nin antifungal ilaglarla kombine
edildigi gruplarda ise PMN’leri 6nceden 3000 U/ml sitokin
ile muamele ettik. Ciinkii bu konsantrasyon, hem hastalarda
serumda ulagilabilen konsantrasyonu, hem de sadece sitokin

/ Tablo 2. Flukonazol ve Ketokonazol ile Gézlenen PMN Fonksiyonlari*

~

Tla¢ Flukonazol Ketokonazol
Konsan-
trasyonu . . . . . .
(ug/ml) Fag (%) HO (%) FI CHIA (%) Fag (%) HO (%) FI CHIA (%)
0 41.3+2.4 17.8104 2.1+0.2 87.3+4.0 44.7£2.7 17.6£1.6 2.0£0.1 85.3%1.8
1 41.3+3.5 19.8+1.5 2.0+0.2 80.7+0.7 38.0+0.1 22.844.0 2.0+0.1  75.5%£2.7
5 40.0+£3.0 21.7£1.3 1.9+0.1 78.0£3.0 38.0£1.2 259449 1.9+0.1 71.3£2.7
10 36.0£2.3 21.5+1.2 22402 78.0+£1.2 38.7£1.8 26.8+1.9 1.9+0.2 74.7+2.4
25 34.7+£0.7 18.9+1.4 22+0.1 77.3%1.3 41.3£1.8 25.243.0 2.0£0.2 83.3%6.8
*Biitiin degerler, ti¢ dlctimiin ortalamasi + SE olarak verilmistir.

K Fag: fagositoz orani, HO: hiicre igi 6ldiirme orani, FI: fagositik indeks, CHIA: Candida’larin hiicre igine aliim orant. J
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/ Tablo 3. PMN’lerin Onceden G-CSF ile Muamelesinden Sonra Flukonazol ve Ketokonazol ile Inkiibe

\

Edilmesiyle Gozlenen PMN Fonksiyonlari*

flac Flukonazol Ketokonazol

Konsan-

trasyonu ) . . . . .

(ug/ml) Fag (%) HO (%) FI CHIA (%) Fag (%) HO (%) Fi CHIA (%)
0 41.3£1.8 15.8+#1.1 2.0+0.1 83.3+24 39.3+1.8 149407 2.1+02  82.0+4.0
1 433+1.3 209+2.8 1.9+0.1 84.7+0.7 36.7£1.7 22.6+1.7 19+0.1  68.0£2.0
5 40.04£3.5 2694272 1.840.1 72.7+0.7 40.0£2.3 223+1.6 2.0+02 793124
10 39.3+2.7 29.2+1.0a  1.840.1 72.0%1.2 37.3£2.7 3094392 19+0.1  70.7+54
25 333424 3224272 21402 69.316.6 39.3+2.4 3224100 21102  82.0t4.6

* Biitiin degerler, li¢ 6l¢limiin ortalamas1 + SE olarak verilmistir.

a Kontrolden 6nemli derecede farkli p < 0.01.

K Fag: fagositoz oran1, HO: hiicre ici 6ldiirme orani, Fi: fagositik indeks, CHIA: Candida’larm hiicre icine alinim oram.

/

ile caligilan grupta ortalama sitokin konsantrasyon degerini
ifade ediyordu. Antifungal ilaclarin klinikte giivenle
ulagilabilecek serum konsantrasyonlari, flukonazol icin 25
MUg/ml, ve ketokonazol igin 5 pg/ml’dir (4).

PMN’lerin Onceden Sitokinle Muamelesi: Sadece sito-
kin ile caligilan grupta, 5 adet steril 12x75 mm kapakli plas-
tik tiip alindi. Daha 6nceden hazirlanan (5x106/ml PMN)
soliisyondan her birine 0.2 ml (1x106 PMN) mikropipet yar-
dimiyla yavasca aktarildi. Tlk tiip, kontrol tiipii kabul edildi
ve 0.2 ml HBSS (tampon) kondu. fkinci tiipe 1 500 U/ml, 3.
tiipe 3 000 U/ml, 4. tiipe 4 500 U/ml, 5. tiipe 6 000 U/ml so-
nug¢ konsantrasyon olacak sekilde sitokin iceren soliisyon-
dan 0.2 ml mikropipet yardimiyla eklendi. Boylece PMN’le-
rin 4 ayn konsantrasyondaki sitokinle muamele edilmesi
saglandi. Sitokinin antifungal ilaglarla kombine edildigi ca-
lisma gruplarinda ise, PMN soliisyonu tiiplere dagitildiktan
sonra 1. tiip kontrol tiipii olarak kabul edilip 0.2 ml tampon,
diger 4 tiipe ise 3 000 U/ml sonug konsantrasyon olacak se-
kilde sitokin iceren soliisyondan 0.2 ml eklendi. Boylece
PMN’ler, fagositoz ve hiicre i¢i 6ldiirme isleminden once
kontrol grubu hari¢ 3 000 U/ml sitokinle muamele edildiler.
Kapaklar1 sikica kapatilan tiipler, 30 dakika siireyle
37°C’deki benmari iginde ugtan uca olacak sekilde ortalama
4 devir/ dakika hizla elle ¢evrildiler. Bu islem sonunda hiic-
relerde kiimelenme goriilmedi. Onceden PMN’lerin canlili-
81, deney baglangicina kadar her basamakta tripan mavisi ile
test edildi. Hiicreler % 95’ten fazla canl idiler. Canlilig1 %
95’ten az olan hiicre soliisyonlar1 ¢caligmaya alinmadi.

Candida’larnin Opsonizasyonu: PMN’lerin sitokin ile
muamele edilmesiyle eszamanl olarak Candida’lar opsoni-
ze edildi. Daha 6nce hazirlanmis 1x107/ml sayida blastospor
iceren soliisyondan steril bir tiipe 0.5 ml kondu. Uzerine %
40’lik AB serumdan 0.5 ml konup, toplam 1 ml % 20 AB
serum ve 5x106/ml blastospor igeren soliisyon elde edildi.
Candida’lar, 30 dakika siireyle 37°C sicaklikta benmari
icinde ortalama 4 devir/dakika hizla ugtan uca olacak sekil-
de elle gevrildiler. Bu islem sirasinda hiicrelerde kiimelenme
ve psodohif olusumu gozlenmedi. Candida’larin canlilig
tripan mavisi ile test edildi ve deney baglangicina kadar hiic-
reler % 98’den fazla canli idiler. Canlilig1 % 95’ten az olan
hiicre soliisyonlar1 ¢aligmaya alinmadi.

Fagositoz ve Hiicre I¢i Oldiiriilmenin Olgiilmesi: G-
CSF ve tampon ile 6nceden muamele edilen ve 1x106 PMN
ile opsonize edilmig 1x106 blastospor, steril 12x75 mm bo-
yutlarindaki kapakli 5 adet plastik tiip i¢cine mikropipet yar-
dimiyla yavasca bosaltildi. Sadece sitokin ile caligilan grup-
ta antifungal ila¢ yerine esdeger hacimde tampon, sadece an-
tifungal ilaglarla ¢aligilan gruplarda ise sitokin yerine esde-
ger hacimde tampon kullanilip ilaglarin degisik konsantras-
yonlari tiipe eklendiler. Sitokin ve ilaglarin kombine edildi-
&i grupta onceden 3 000 U/ml sitokinle muamele edilen
PMN’ler, ilaclarin degisik konsantrasyonlariyla ve esdeger
sayida (1x106) blastosporla birlikte steril tiip i¢ine eklendi-
ler. Her calisma grubunda deney, tiipler i¢inde 1 ml olan so-
nu¢ hacimde yapildi. Tiipler, 37°C’deki benmari icinde 15
dakika siireyle 4 devir/dakika hizla uctan uca elle cevrildiler.
Bu siirenin sonunda her tiipten ayr1 ayr1 0.2 ml alinarak ste-
ril, kapakli 5 adet (12x75 mm) plastik tiip icine yavasca bo-
saltild1. Tiiplere, 6nceden alindi1 tiip ile ayn1 numarada ola-
cak sekilde 1-5 arasinda numaralar verildi. Yeni tiipler, 40xy
devirde 10 dakika siireyle santrifiije edildiler. Stipernatan ki-
sim atilarak altta kalan PMN ve Candida karigimindan temiz
lam iizerinde yayma hazirlandi. Lamlara alindigi tiipe uygun
sekilde 1-5 arasinda numaralar verildi ve oda 1sisinda kuru-
tulduktan sonra 15 dakika metil alkol ile tespit edildikten
sonra Giemsa yontemi ile boyandilar. Hiicre ici 6ldiirme,
Schmid ve Brune metoduyla dl¢iildii (22). Benmari igcindeki
tiipler, hiicre ici oldiirmenin ol¢iilmesi icin 45 dakika daha
inkiibe edildikten sonra alinip, iizerine tripan mavisinden ek-
lendi. Oda 1s1sinda 3 dakika bekletildikten sonra Neubauer
lam iistiine bir damla alinarak yas preparat hazirlandi ve
toplam 100 PMN tarandi. Hiicreler icinde canli (boya alma-
mig) ve Oli (boya almis) blastosporlar ayr1 ayr1 her tiip icin
sayild1 ve kaydedildi (Resim 1). Sayim iglemini yapan aras-
tirmaci, preparatin hangi tiipten hazirlandigini bilmiyordu.
Fagositoz orani, Giemsa ile boyanan preparatlarda her pre-
parat icin kandida fagosite etmis ve etmemis olan toplam
100 hiicre sayilarak hesaplandi (Resim 2). PMN fonksiyon-
larinin 6lgiilmesinde kullanilan formiiller asagida gosteril-
mistir.

Hiicre ici 6ldiirme oram (%): [(100 PMN ic¢indeki 6lii
Candida + 100 PMN i¢indeki canli ve 6lii toplam Candida)
x 100]
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Resim 1. PMN icinde 6lii ve canli blastosporlar (yas preparat). Tripan
mavisi (x400).

Fagositoz oram (%): [(Fagositoz yapmis PMN =+ sayi-
lan PMN) x 100]

Candida'larin hiicre icine alimm oram (%): [(100
PMN icindeki Candida + 100 PMN icin eklenen Candida) x
100]

Fagositik indeks: (100 PMN i¢indeki Candida + fago-
sitoz yapmis PMN).

Istatistiksel Yontem: Tstatistiksel degerlendirmelerde,
tekrarh ol¢timlerde varyans analizi ve Tukey testi kullanildi.
Degerler, ortalama * standard hata seklinde belirtildi.
Gruplar arasindaki fark, donor sayisinin azlif1 nedeniyle
degerlendirilemedi.

Sonuclar

Tek bagina thG-CSF uygulanan grupta fagositoz aktivi-
tesi doza bagimli olarak artti. Ayni sekilde artan konsantras-
yonlarda Candida’larin hiicre i¢ine alimmu artip, fagositik
indeks azald1. Hiicre ici 6ldiirme oraninda da artan konsant-
rasyonlarda artma gozlendi. Sitokin ile elde edilen bu sonug-
lar, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05) (Tablo
1).

Flukonazoliin, onceden tampon ile muamele edilen
PMN ve Candida’larla birlikte inkiibe edildigi grupta ilag,
kontrol grubuna gére PMN fonksiyonlari tizerinde istatistik-
sel anlamda 6nemli bir etki gostermedi (p>0.05). Sadece fa-
gositoz ve Candida’larin hiicre igine alinma orani artan kon-
santrasyonlarda hafif derecede azaldi. Fakat bu etkiler ista-
tistiksel olarak 6nemli degildi (Tablo 2).

Flukonazoliin rhG-CSF ile kombine edildigi grupta fa-
gositoz orani, ilacin artan konsantrasyonlarinda yalmz flu-
konazoliin kullamldig1 gruptaki gibi azalma gosterdi. Bu
azalma, istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Ayni
sekilde artan konsantrasyonlarda fagositik indeks ve Candi-
da’larn hiicre icine alinma oraninda da istatistiksel anlamda
onemli bir degisiklik gozlenmedi (p>0.05). Tlag, 5, 10 ve 25
mg/ml konsantrasyonlarda hiicre i¢i 6ldiirme oranini istatis-
tiksel olarak 6nemli derecede arttirdi (p<0.01) (Tablo 3).

Ketokonazoliin, énceden tampon ile muamele edilen
PMN ve Candida’larla birlikte inkiibe edildigi grupta ilag,
PMN fonksiyonlar iizerinde istatistiksel olarak nemli bir
etkide bulunmadi (p>0.05) (Tablo 2).

Ketokonazoliin rhG-CSF ile kombine edildigi grupta, fa-
gositoz orani, fagositik indeks ve Candida’larin hiicre i¢ine

Resim 2. Candida blastosporlarmm PMN tarafindan fagosite edilmesi.
Giemsa boyas1 (x 1000).

alinma oraninda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda
onemli bir fark bulunamadi (p>0.05). Hiicre i¢i 6ldiirme ora-
ninda 10 ve 25 mg/ml konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
anlamli derecede artig gézlendi (p<0.01) (Tablo 3).

Irdeleme

Calismamizda yalmz rhG-CSF’iin kullanmildigi grupta
PMN fonksiyonlarinda istatistiksel olarak 6nemli bir artig
gozleyemedik( p>0.05) (Tablo 1). Bulgularimiz, Vechiarelli
ve arkadaslar1 (23) ile Roilides ve arkadaglar1 (17) nin bul-
gulartyla uyumludur. Bu aragtiricilar da bizim calismamiz-
daki gibi saglikli goniilliilerden elde ettikleri PMN’leri 6n-
ceden G-CSF ile muamele ettikten sonra Candida blastos-
porlart ile birlikte inkiibe etmisler, fagositoz oraninda ve
hiicre ici 6ldiirme oraninda istatistiksel olarak artma ya da
azalma gozlememisglerdir. Yamamato ve arkadaglar (19),
PMN’leri G-CSF ve Candida’lar ile birlikte kiiltiir ortamin-
da 15 saat siireyle inkiibe etmigler, bu siirenin sonunda kan-
didalarin hiicre i¢i 6ldiiriilmesinin arttigini bildirmislerdir.
Bober ve arkadaglar1 (24), PMN’leri 18 saat siireyle 6nceden
G-CSF ile muamele ettikten sonra Candida’larn fagositozu-
nun arttigini, ancak hiicre i¢i oldiiriilmelerinin artmadigini
bildirmiglerdir. Bu bulgular bizim ve 6nceki aragtirmacilarin
bulgulariyla uyusmamaktadir. Bu uyumsuzlugun, PMN’le-
rin G-CSF ile muamele siirelerindeki farkliliktan ve kullani-
lan hedef hiicrelerin suglarinin farklihigindan kaynaklandig-
n1 diistinmekteyiz. Nitekim graniilosit makrofaj koloni sti-
miile edici faktér (GM-CSF) ile PMN’lerin artan siirelerle
muamele edilmesi, biyolojik fonksiyonlarinda artis sagla-
mig, PMN’lerin oksidatif metabolizmasinin artirtlmasi i¢in
GM-CSF ile 2 saat siireyle muamele edilmesinin gerekli ol-
dugu gosterilmigtir (25).

Flukonazoliin tek bagina uygulandig1 grupta elde ettigi-
miz bulgular, Roilides ve arkadaglar1 (4)’nin PMN’lerin 6n-
ceden ilagla muamele edildiginde elde ettigi bulgulari, Se-
nior ve Shaw (9)’un, énceden PMN’leri 75 dakika siireyle
flukonazol ile muamele ettikten sonra C. albicans’larin hiic-
re ici oldiiriilmesini artirmadigina dair bulgularini destekle-
mektedir. Akkog¢ ve arkadaglar1 (10)’na gore ise flukonazol,
PMN’lerin 30. ve 90. dakikalarda hiicre i¢i 6ldiirme yete-
neklerini artirmaktadir. Flukonazol, 0.5-10 mg/ml konsant-
rasyonlarda PMN’ler icine ekstraseliiler konsantrasyonun-
dan 2.2 kat kadar daha fazla oranda, hizli bir sekilde gec-
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mekte, ancak amfoterisin B’ye gore daha az hiicre ici aktivi-
te gostermektedir (26). PMN’lerin kemiliiminesans (CL) ce-
vabi, metabolik kapasitesiyle birlikte fagositoz kapasitesini
de gosterir. Abruzzo ve arkadaslan (27), flukonazoliin oral
yolla verilmesiyle plazmada elde edilen 1.4 pg/ml pik kon-
santrasyonun 20 kat1 kadar yiiksek bir konsantrasyonda bile
fare dalak hiicrelerinin in vitro sartlarda luminol ile CL ce-
vabin artirmadifini gostermistir. Buradan flukonazoliin ne
hiicre i¢i 6ldiirme, ne de fagositoz oranina énemli bir etkide
bulunmadig1 sonucu ¢ikarilabilir ki bizim bulgularimizi des-
teklemektedir.

PMN yerine monositlerin kullanildig: bir calismada flu-
konazol ile monositler, birlikte 24 saat siireyle inkiibe edil-
diginde monositlerin hem flukonazole duyarli, hem de di-
rencli Candida suglarinin 6ldiiriilmesini artirdig1 vurgulana-
rak monositlerle flukonazol arasinda sinerji olduguna isa-
retle ve bunun flukonazoliin in vivo etkinligini agiklayabile-
cegi one siiriilmiistiir (28). Flukonazoliin monositlerle olan
bu sinerjisinin mekanizmasi bilinmemekle birlikte in vivo
etkisi, in vitro Candida’larm germ tiipii formasyonunu en-
gellemesiyle baglantili gibi goziikmektedir (26). Hedef hiic-
re E. coli oldugunda PMN’lerin 6nceden flukonazol ile 60
dakika siireyle muamele edilmesi graniil iceriginin bogsalma-
st ve onceden muamele sirasinda vakuol iginde birikmis
olan flukonazoliin serbestlesmesiyle E. coli’lerin hiicre igi
oldiiriilme oraninin arttig1, ayrica ortamda TNF-a, interlo-
kin-1 ve interlokin-8 gibi sitokinlerin artmadig1 daha once
yapilan calismalarla gosterilmistir (11,12). Nassar ve arka-
daslar1 (29), makrofajlar1 6nceden makrofaj koloni stimiile
edici faktor (M-CSF) ile muamele ettikten sonra flukonazol
ve Cryptococcus neoformans hiicreleriyle birlikte kiiltiir or-
taminda inkiibe ettikten sonra flukonazol ile makrofajlar
arasinda C. neoformans’larin hiicre oldiirtilmesinin arttigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismaya gore flukonazol ile M-CSF ve
makrofajlar arasinda sinerji bulunmaktadir ve bizim goz-
lemledigimiz; flukonazol ile thG-CSF ve PMN’ler arasinda
Candida blastosporlarinin hiicre ici 6ldiiriilmesindeki siner-
jiyi destekler niteliktedir. Flukonazoliin, iyi derecede hiicre
ici penetrasyonu ve yetersiz anti-Candida aktivite gosterdi-
§i (26) gbzoniine alinirsa, bu sinerjinin sitokin ile PMN’le-
rin oksidatif metabolizmasinin artirllmas: ve flukonazoliin
germ tiipli olusumuna kars1 olan aktivitesi ile olustugunu dii-
slinmekteyiz. Boyle bir sinerjinin klinikte sistemik kandidi-
yaz tedavisinde 6nemli olabilecegini diisiiniiyoruz. Nitekim
bu konudaki bir deneysel arastirmada notropenik farelerde-
ki Candida sepsisinde G-CSF ve flukonazol kombinasyonu
hem farelerdeki yagam siiresini artirmig, hem de hedef organ
oldugu kabul edilen bobrek homojenat kiiltiirlerinde Candi-
da koloni say1sim azaltmigtir (19). Ayni ¢aligmada sitokin ile
amfoterisin B ve flusitozin kombinasyonu hayvanlardaki ya-
sam siiresini kontrol grubuna gore artiramamigtir. Aragtirici-
lar, flukonazoliin 0.1 mg/kg gibi diisiik dozlarinin bile G-
CSF ile kombine edilmesiyle farelerin yasam siiresinde kay-
da deger artma gozlemisler, kombinasyonun etkinliginin tri-
azol smufi ila¢ kullanildiginda iyi oldugunu bildirmislerdir.
Benzer sonuglar Polak (30) tarafindan da gozlenmigtir. Not-
ropenik farelerdeki sistemik Candida infeksiyonunda itrako-
nazol ve flukonazoliin G-CSF ile kombine edilmesi fareler-
de kontrol grubu, G-CSF grubu ve yalniz antifungal ilac alan
gruptaki farelere gore anlamli derecede artmis yasam siiresi

gostermistir. Bir imidazol tiirevi olan ketokonazoliin G-CSF
ile kombine edilmesi farelerde yasam siiresini uzatmig, an-
cak 20. giindeki yasam siiresi flukonazol ve itrakonazoliin
G-CSF ile kombine edildigi gruba gore daha diisiik bulun-
mustur.

Ketokonazoliin PMN’lerin fagositoz yetenegi iizerine
olan etkisiyle ilgili bulgularimiz 6nceki calismalarla uyum-
ludur (4,13,14). Abruzzo ve arkadaglar1 (31), ketokonazoliin
serumda terapotik olarak ulagilabilen pik konsantrasyonla-
rinda (3.5-16 pg/ml) fare dalak hiicrelerinin CL cevabini
azaltigini, dolayisiyla hiicre fonksiyonlarina zararh etkide
bulundugunu belirtmigtir. Senior ve Shaw (9) da 1-8 pg/ml
konsantrasyonlarda fare dalak hiicrelerinin proliferasyonunu
ve 20 mg/ml konsantrasyonda da insan PMN’lerinin Candi-
da’larm hiicre i¢i oldiiriilmesini azalttigini bildirmigtir. Ro-
ilides ve arkadaslar1 (4), PMN’leri 6nceden ketokonazol ile
30 dakika siireyle muamele ettikten sonra Candida’larin
hiicre ici oldiiriilmesini artirdigini ve ketokonazoliin terap6-
tik konsantrasyonlarda PMN’lerin kemotaksi yetenegini ar-
tirip, siiperoksid yapimini azalttigin gostermistir. Bu arasti-
ricilar, Candida’larin hiicre i¢i oldiiriilmesinin artirllmasini,
germinasyonun engellenmesi ve takiben PMN’lerin Candi-
da’lan dldiirmesini kolaylastirmasiyla aciklamiglardir. Coc-
kayne ve Odds (32)’un ketokonazoliin Candida hiflerinin
uzamasini azalttig1, Johnson ve arkadaslari (13)’nin ketoko-
nazole duyarli C. albicans suslarinin germ tiipii olusturma-
si1 engelledigi yoniindeki bulgular1 Roilides ve arkadaglari
(4)’nin bulgularmi destekler niteliktedir. Johnson ve arka-
daslar1 (13)’na gore de ilacin bu etkisi, PMN’lerin Candi-
da’lan oldiirmesinde 6nemlidir. Rensburg ve arkadaglari
(14), saghikl goniilliilere oral yolla tek doz 400 mg ketoko-
nazol uygulamig, 2 saat sonra bu goniilliilerden elde ettigi
PMN’lerin motilitesinin arttigini, bu etkinin siklik Guanozin
monofosfat (cGMP) seviyesinin artmasi nedeniyle olabile-
cegini ve ayni etkinin ilacin in vitro uygulanmasiyla elde
edilemedigini belirtmektedir. Aynmi arastiricilar, in vitro or-
tamda PMN’lerin post-fagositik hegsoz monofosfat sant1 ve
myeloperoksidaz aracili iyodinasyonunun etkilenmedigini
ve hastalarin hiicresel ve hiimoral bagisiklik sistemlerinde
baskilanma gozlenmedigini bildirip, ketokonazoliin gercek
etkisinin PMN’lerin go¢ yeteneklerini diizeltmesi olduguna
inandiklarini da bildirmiglerdir.

PMN’lerin dnceden 3000 U/ml rhG-CSF ile muamele
edildikten sonra ketokonazoliin artan konsantrasyonlariyla
inkiibe edildiginde 10 ve 25 pig/ml konsantrasyonlarda Can-
dida blastosporlarinin hiicre i¢i 6ldiirmesini artirmasinin ne-
deni bilinmemektedir. Bunun nedeninin anlagilabilmesi i¢in
ileri aragtirmalar gerekmektedir.

Antifungal ilaglarn ve sitokinlerin insan PMN’lerinin
fagositik ve mikrobisid fonksiyonlar: iizerine olan etkileri-
nin arastirilmastyla bulunan sonuglar, birbirleriyle celigkiler
gostermekte, kullanilan yonteme, uygulanan ilaglarin kon-
santrasyonlarina ve hedef hiicrelerin tiiriine gore degismek-
tedir. Aragtirmalar sonucu elde edilen sonuclarin birbiriyle
kargilagtirmasi, ayn testlerin ve yontemlerin, ayn1 hedef
hiicrelerin kullanilmasi halinde bile suslarin farklilig1 nede-
niyle zordur (3). Bulunan sonuglarin bu ¢ercevede degerlen-
dirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Bulgularimiz, nétropenik ve nétrofil fonksiyonlar1 bo-
zuk olan hastalarda gelisen sistemik mantar infeksiyonlari-
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nin tedavisinde 6zellikle flukonazol ile olmak iizere azol ya-
pil1 antifungal ilaglarla birlikte rhG-CSF’iin birlikte kullanil-
masinin PMN fonksiyonlar1 iizerinde yararli olabilecegini
gostermektedir. Daha 6nce G-CSF ile flukonazoliin nétrope-
nik farelerdeki sistemik Candida infeksiyonlarinda kombine
edilmesiyle gozlenen yararh etkisi bize gore bu iki ilacin
Candida’larn hiicre i¢i 6ldiiriilmesinin artirilmasindaki si-
nerjiyle kismen agiklanabilir. Benzer sinerjiyi rhG-CSF ile
ketokonazol arasinda da gozlemledik. Ama bu sinerji keto-
konazoliin 10 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarinda olustu. Bu
konsantrasyonlarin ketokonazol i¢in yiiksek serum degerle-
rini ifade etmesinin bilinmesi, in vitro kogullarda elde ettigi-
miz rhG-CSF ile ketokonazol arasindaki boyle bir sinerjinin
bize gore klinikte dnemli olmayabilecegi sonucunu dogura-
bilir.
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