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In Vitro Kosullarda Graniilosit-Koloni Stimiile Edici
Faktoriin Amfoterisin B ve Lipozomal Amfoterisin B
ile Kombinasyonunun Insan Notrofil Fonksiyonlar:
Uzerine Etkisi

Nazif Elaldi!, Ilyas Dbkmeta§1, Sevtap Bakir?, Mehmet Bakir!, Mehmet Sencan3,
M.Zahir Bakici4, Hiiseyin Aydin2, E. Giil Delibag#

Ozet: Sistemik mantar infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan amfoterisin B (amB) ve lipozomal amfoterisin B (lip
amB)'nin rekombinan insan graniilosit-koloni stimiile edici faktorii (rhG-CSF) ile kombine edilmesinin polimorfoniik-
leer lokosit (PMN) fonksiyonlar iizerine etkisi arasturldi. Saghkh goniillii iic donorden elde edilen PMN 'ler, in-vitro
kosullarda rhG-CSF'iin artan konsantrasyonlari ile muamele edildikten sonra Candida albicans CBS 2730 susu blas-
tosporlarini fagosite etmesi ve hiicre ici oldiirmesi gibi fonksiyonlar gozlemlendi. Ikinci asamada ayni donérlerden el-
de edilen PMN'ler antifungal ilaglarin artan konsantrasyonlari ve C. albicans blastosporlariyla birlikte inkiibe edildi ve
PMN fonksiyonlart gozlemlendi. Ugiincii asamada ise aym dondrlerden elde edilen PMN'ler, énceden rhG-CSF 'nin
3000 U/ml konsantrasyonuyla muamele edildikten sonra antifungal ilaclarin artan konsantrasyonlar: ve C. albicans
blastosporlart ile birlikte inkiibe edildi ve PMN fonksiyonlar: gozlemlendi. Bulgularumiz, rhG-CSF 'nin sistemik man-
tar infeksiyonlarinin tedavisinde antifungal ilaglarla birlikte, ozellikle notropenik hastalarda kullamildiginda yararh
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Sozciikler: G-CSF, amfoterisin B, lipozomal amfoterisin B, notropeni.

Summary: In vitro effects of granulocyte-colony stimulating factor in combination with amphotericin B and lipo-
somal amphotericin B on human neutrophil functions. In this study combination of amphotericin B and liposomal amp-
hotericin B, which were used in the treatment of systemic fungal infections with rhG-CSF were tested on human polymorp-
honuclear leukocyte (PMN) functions. In the first step, PMNs which were taken from three healthy volunteers were treated
with rhG-CSF in-vitro conditions, and then PMNs were tested with phagocyting and intracellular killing capacity of C. al-
bicans CBS 2730 blastospores. In the second step, PMNs which were taken from the same donors were incubated with an-
tifungal drugs and blastospores, and PMN functions tested. In the third step, PMNs which were taken from same donors
were treated with rhG-CSF and then incubated with antifungal drugs and blastospores, and PMN functions tested. As a re-
sult we concluded that rhG-CSF could be helpful in the systemic fungal infections when used with antifungal agents, es-
pecially in neutropenic patients.

Key Words: G-CSF, amphotericin B, liposomal amphotericin B, neutropenia.

Giris

Kortikosteroidler, sitotoksik ilaglar, radyasyon, genis spekt-
rumlu antibiyotikler, organ transplantasyonu, diger cerrahi islemler
ve immiinolojik hastaliklar firsat1 infeksiyonlara yatkinlik yara-
tirlar. Losemi, HIV infeksiyonu, nétropeni ve diger hemotalojik
hastaliklart olanlar, diyabetikler, firsatct mantar infeksiyonlarina
ozellikle duyarlidirlar (1). Candida tiirleri, firsat¢i sistemik mantar
infeksiyonlarinin en sik etkenidir (2). Son 10-15 yil i¢inde Candi-
da’larm olugturdugu infeksiyonlarin sikligi artmistir (3). Polimor-
foniikleer 16kosit (PMN)'ler, sistemik mantar infeksiyonlarina kar-
st en onemli nonspesifik konak savunma elemanlaridir. Herhangi
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bir nedenle PMN sayisinin azalmasi, fonksiyonlarindaki baskilan-
ma, infeksiyonlarin ilerlemesine ve kontrol edilememesine neden
olur (4). Nitekim l6semik hastalardaki sistemik mantar infeksiyon-
larmin %90'1 notropenik hastalarda gelisir (5).

Daha o6nce sistemik mantar infeksiyonlarmin tedavisinde kul-
lanilan antifungal ilaclarm PMN fonksiyonlar iizerine olan etkile-
ri arastirlmig ve degisik sonuclar elde edilmistir. Bu aragtirmalar-
da amfoterisin (amB)'nin PMN'lerin fagositoz yetenegi iizerinde
olumsuz (4,6,7); hiicre i¢i oldiirme yetenegi iizerine ise olumlu
(8,9) etkisi oldugu bildirilmistir. Lipozomal amB (lip amB)'nin ise
PMN fagositozuna olumlu ya da olumsuz etkisi olmadigy, yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre ici 6ldiirme oranini artirdig1 gosterilmis-
tir (8).

Ozellikle nétropenik hastalar olmak iizere, immiindiigkiin (im-
munocompromised) hastalardaki sistemik mantar infeksiyonlarin-
da antifungal tedavinin etkili oldugunun kamtlanmadig1 bildiril-
mistir (10). Antifungal tedaviye ek olarak konak savunmasinin in-
terferonlar, interlokinler ve koloni stimiile edici faktorler (CSF) ile
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ﬁlblo 1. rhG-CSF ile Gozlenen PMN Fonksiyonlar1* \

Konsan-

trasyon Fag (%) HO (%) FI CHIA(%)
(U/ml)

0 39.3+1.8 17.8424 2240.1 84.7+0.7
1500  44.0+58 21.2+19 2.0+0.3 85343.7
3000  50.0+4.0 24.9+25 1.8+0.1 90.6+1.8
4500  48.6+33 30.0+4.6 1.9+0.1 91.3+1.3
6000  52.6£0.7 29.5%6.8 1.7#0.1 90.0£1.2

* Biitiin degerler, ti¢ Ol¢iimiin ortalamasi £SE olarak verilmistir.

Fag: fagositoz oran1, HO: hiicre ici dldiirme orani, Fl: fagositik indeks,
CHIA: Candida'larn hiicre icine alinim oran1 /
giiclendirilmesi 6nemli bir tedavi yaklagmudir. immiindiiskiin has-
talara CSFlerin uygulanmasi, bu hastalari, yagsamu tehdit eden
mantar infeksiyonlarindan korur (11).

Antifungal ilaglarn PMN fonksiyonlari iizerine olumlu ve
olumsuz etkileri (9); thG-CSF'nin ise onlarin fonksiyonlarin dii-
zelttigi (12-14) ve sayisiu artirdify (15) bilinmektedir. Biz bu ¢ga-
lismada konak savunmasiin giiclendirilmesi amaciyla antifungal
tedaviye eklenmesi Onerilen thG-CSF'yi in vitro kosullarda amB
ve lip amB ile kombine ederek, bu kombinasyonun PMN fonksi-
yonlart iizerine olan etkisini inceledik.

Yontemler

PMN'lerin Elde Edilmesi: PMN'ler, daha 6nce Candida in-
feksiyonu anamnezi olmayan 3 saghkh goniillii dondrden (yas or-
talamasi 28 y1l) alinan kandan Verbrugh ve arakadaslari (16)'nin ta-
mmladig1 modifiye Boyum teknigiyle elde edildi. Ozetle, PMN'ler,
5-10 U/ml benzil alkol icermeyen heparin (Nevparin®, Bilim flag)
ile stvanmus injektorlere alinan kanimn, dekstran (Macrodex ™, Bax-
ter) ile 45 dakika ¢okmeye birakilmasi ve fikol (Histopaque®, Sig-
ma, katalog no. 1077-1) ile santrifiije edilmesi ile elde edildi. Elde
edilen PMN'ler, Hanks'in dengeli tuz soliisyonu (HBSS) ile iki kez
yikand1. Sonunda hiicrelerin canlihigi tripan mavisi (Sigma, katalog
no. T8154) ile test edildi (boyanirsa 6lii, boyanmazsa canlr) ve
%0.5 oraninda sigir serum albiimini (Sigma, katalog no. B 4287)
iceren HBSS iginde Neubauer lamu ve 16kosit pipeti yardimiyla
5x106/ml'ye ayarlandi.

Candida albicans: Aragtirma boyunca Refik Saydam Hifzis-
sthha Merkezi'nden saglanan C. albicans CBS 2730 susu kullanil-
di. Candida'lar arastirmadan 24 saat once saklama besiyeri'nden

Resim 1. PMN iginde 6lii ve canli blastosporlar (yas preparat). Tripan mavisi
(x400).

Sabouraud dekstroz agara ekilip 24 saat siireyle 37°C'de inkiibe
edildi. Candida'lar bu sartlarda psodohif veya germ tiibii olustur-
madan sadece blastospor fazinda tiredi. Blastosporlar, HBSS i¢in-
de 1x107/ml'ye ayarlandi.

AB Serumu: AB grubu kandan elde edilen serum opsonizas-
yon i¢in kullanildi. 1 ml'lik kiiciik hacimler halinde -
20°C'de donduruldu ve aragtirmadan hemen dnce oda 1s1sinda bek-
letilerek ¢oziinmesi sagland1. Candida'larm opsonizasyonu igin ha-
cimce %?20'lik konsantrasyonlari kullanildi.

Ilaglar: AmB dezoksikolat (Fungizone®, ER. Squibb &
Sons) piyasadan saglandi. Bir flakonda 50 mg amB desoksikolat
icermekteydi. Damutik su iginde ¢oziindiiriilerek 5 mg/ml'ye, taki-
ben %S5 glikoz soliisyonuyla 1 mg/ml'ye ayarlandh. ilag, 0.1-10
pg/ml arasindaki sonug sulandirimlarma HBSS iginde getirildi. Lip
amB (AmBisome®, Nextar) piyasadan saglandi. Once damitik su
i¢inde 4 mg/ml iceren stok soliisyonu takiben %35 glikoz ¢ozeltisiy-
le 200 pg/ml'ye ayarlanan ¢ozelti, membran filtre ile HBSS icine
aktarldi. Sonug sulandirimlar (0.1-10 pg/ml) HBSS yardimiyla ha-
zirland1. Sitokin olarak ml'sinde 30 milyon U (300 pg) filgrastim
iceren ve Escherichia coli'den elde edilmis olan thG-CSF (Neupo-
gen®, Roche) piyasadan saglandi. Sadece sitokin ile ¢ahisilan
grupta, ilacin hastalara parenteral 1.5-3 pg/kg G-CSF verilmesin-
den sonra ulagilabilen serum sitokin konsantrasyonlari olan 1 500-
6 000 U/ml konsantrasyonlari kullamldi (12,13). G-CSF'nin anti-
fungal ilaclarla kombine edildigi gruplarda ise PMN'ler 6nceden -
hem hastalarda serumda ulasilabilen konsantrasyonu, hem de sade-
ce sitokin ile caligilan grupta ortalama sitokin konsantrasyon dege-
rini temsil eden- 3000 U/ml sitokin ile muamele edildi. AmB'nin
klinikte giivenle ulagilabilecek serum konsantrasyonu 4 pg/ml'dir
(4). Lip amB, kemelere ve farelere 5 mg/kg uygulandiginda dahi
hayvanlarda toksisite gozlenmemis, amB'ye gore daha giivenli ve
yiiksek plazma konsantrasyonlar: elde edilmistir (17). Calisma-
mizda amB ve lip amB'nin terap6tik konsantrasyonlartyla bu kon-
santrasyonlarin alt ve iist degerleri kullanilarak PMN fonksiyonla-
11 tizerine olan etkisi arastirildi.

PMN'lerin Onceden Sitokinle Muamelesi: Sadece sitokin ile
caligilan grupta, 5 adet steril 12x75 mm kapakl plastik tiip alind1.
Daha énceden hazirlanan (5x106/ml PMN) soliisyondan her bir tii-
pe 0.2 ml (1x106 PMN) mikropipet yardimiyla yavasca aktarildi.
Ik tiip, kontrol tiipii kabul edildi ve 0.2 ml HBSS (tampon) kondu.
Ikinci tiipte 1 500 U/ml, 3. tiipte 3 000 U/ml, 4. tiipe 4 500 U/ml,
5. tiipe 6 000 U/ml sonug konsantrasyon olacak sekilde sitokin ice-
ren soliisyondan 0.2 ml mikropipet yardimiyla eklendi. Boylece

Resim 2. Candida blastosporlarinin PMN tarafindan fagosite edilmesi. Giem-
sa boyast (x1000).
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/ﬁblo 2. Amfoterisin B ve Lipozomal Amfoterisin B ile Goézlenen PMN Fonksiyonlarr* \

%95'ten az olan hiicre soliisyon-
lar1 calismaya alinmadi.

Tlac Amfoterisin B
Konsan-

Lipozomal Amfoterisin B

Fagositoz ve Hiicre I¢i Ol-
diiriilmenin Olgiilmesi: rhG-

trasyonu

CSF ve tampon ile 6nceden mu-

(ug/ml) Fag(%) HO (%) FI  CHIA (%) Fag(%) HO(%) Fi  CHiA(%) | amele edilen ve 1x10° PMN ile

opsonize edilmig 1x10%blastos-
0 46,0412 212417 19401 86.7+1.8 44.6£1.3 186206 19+0.1 84.0#2.3 | por steril 12x75 mm boyutla-
0.1 393133 222404 21402 820450 37.3#4.6 239423 19+0.1 700487 | rindakikapakli5 adet plastik tip
1 32.741.8% 3094258 2.130.1 69357 36.043.0 26504 2.1+0.1 74.0452 | Iigine mikropipet yardimyla ya-
5 3208128 239419  1.9:02 62.0+7.20 33306 249+43 18+0.1 59.3:1.3b | Vasca bosaltildi. Sadece sitokin
10 3278078 30.5£0.9% 1.9:02 613+630 32012 18610 1.6:0.12 50.0£2.00 | ile calisilan grupta antifungal

ilag yerine egdeger hacimde

* Biitin degerler, {i¢ olgiimiin ortalamasi + SE olarak verilmistir.
4K ontrolden dnemli derecede farkli p<0.01.
bKontrolden snemli derecede farkh p<0.05.

@g: fagositoz oran1, HO: hiicre igi ldiirme oram, Fl: fagositik indeks, CHIA: Candida'larmn hiicre igine alinim ory/

tampon kullanildi. Sadece anti-
fungal ilaclarla caligilan gruplar-
da ise sitokin yerine esdeger ha-
cimde tampon kullanilip, ilacla-

PMN'lerin 4 ayr1 konsantrasyondaki sitokinle muamele edilmesi
saglandi. Sitokinin antifungal ilaclarla kombine edildigi calisma
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 sonu¢ konsantrasyon olacak sekilde sitokin iceren so-
liisyondan 0.2 ml eklendi. Boylece PMN'ler, fagositoz ve hiicre i¢i
oldiirme igleminden 6nce kontrol grubu hari¢ 3 000 U/ml sitikin-
le muamele edildiler. Kapaklari sikica kapatilan tiipler, 30 dakika
siireyle 37°C'deki benmari icinde ugtan uca olacak sekilde ortala-
ma 4 devir/dakika hizla elle ¢evrildiler. Bu iglem sonunda hiicre-
lerde kiimelenme goriilmedi. Onceden PMN'lerin canlhilig1, deney
baslangicina kadar her basamakta tripan mavisi ile test edildi.
Hiicreler %95'ten fazla canli idiler. Canlihig1 %95'ten az olan hiic-
re soliisyonlar1 ¢aliymaya alinmadi.

Candida'lanin  Opsonizasyonu: PMN'lerin sitokin ile mu-
amele edilmesiyle eszamanl olarak Candida'lar opsonize edildi.
Daha 6nce hazirlanmig 1x107/ml sayida blastospor igeren soliis-
yondan temiz ve steril bir tiipe 0.5 ml kondu. Uzerine %40'lik AB
serumundan 0.5 ml konup, toplam 1 ml %20 AB serum ve
5x106/ml blastospor iceren soliisyon elde edildi. Candida'lar, 30
dakika siireyle 37°C sicaklikta benmari icinde ortalama 4 de-
vir/dakika hizla ugtan uca olacak sekilde elle cevrildiler. Bu iglem
sirasinda hiicrelerde kiimelenme ve psodohif olusumu gozlenme-
di. Candida'larin canlilig1 tripan mavisi ile test edildi ve deney
baslangicina kadar hiicreler %98'den fazla canli idiler. Canlilig

rin degisik konsantrasyonlari tiipe
eklendiler. thG-CSF ve ilaglarin kombine edildigi grupta énceden
3 000 U/ml sitokinle muamele edilen PMN'ler, ilaclarin degisik
konsantrasyonlariyla ve esdeger sayida (1x10) blastosporla bir-
likte steril tiip icine eklendiler. Her calisma grubunda deney, tiip-
ler icinde 1 ml olan sonug hacimde yapildi. Tiipler, 37°C'deki ben-
mari icinde 15 dakika siireyle 4 devir/dakika hizla uctan uca elle
cevrildiler. Bu siirenin sonunda her tiipten ayr ayri 0.2 ml alina-
rak steril, kapakli 5 adet (12x75 mm) plastik tiip icine yavagca bo-
saltild1. Tiiplere, 6nceden alindigt tiip ile ayn1 numarada olacak ge-
kilde 1-5 arasinda numaralar verildi. Yeni tiipler 40 xg devirde 10
dakika siireyle santrifiije edildiler. Stipernatan kisim atilarak altta
kalan PMN ve Candida karigimindan temiz lam iizerinde yayma
hazirlandi. Lamlara ayr1 ayr1 alindig tiipe uygun sekilde 1-5 ara-
sinda numaralar verildi ve oda 1s1s1nda kurutulduktan sonra 15 da-
kika metil alkol ile tespit edildikten sonra Giemsa yontemi ile bo-
yandilar. Hiicre i¢i 6ldiirme, Schmid ve Brune metoduyla 6lciildii
(18). Benmari igindeki tiipler, hiicre ici 6ldiirmenin ol¢iilmesi i¢in
45 dakika daha inkiibe edildikten sonra alinip, iizerine tripan ma-
visinden eklendi. Oda 1sisinda 3 dakika bekletildikten sonra Ne-
ubauer lam iistiine bir damla almarak yag preparat hazirland1 ve
toplam 100 PMN tarandi. Hiicreler igcinde canli (boya almamis) ve
olii (boya almus) blastosporlar ayr1 ayr1 her tiip icin sayild1 ve kay-
dedildi (Resim 1). Sayim iglemini yapan arastirmaci, preparatin
hangi tiipten hazirlandigim bilmiyordu. Fagositoz orani, Giemsa
yontemi ile boyanan preparatlarda her preparat icin Candida'lart

ablo 3. PMN'lerin Onceden G-CSF ile Muamelesinden Sonra Amfoterisin B ve

toplam 100 hiicre sayilarak he-

fagosite etmis ve etmemis olan
\ saplandi (Resim 2). PMN fonk-

Lipozomal Amfoterisin B ile Inkiibe Edilmesiyle Gozlenen PMN Fonksiyonlar* siyonlarmmn 6lgiilmesinde kul-
. . . . lamlan formiiller agagida goste-
Tlag Amfoterisin B Lipozomal Amfoterisin B rilmistir.
Konsan- Hiicre ici 6ldiirme oram
trasyonu ) . , ) . . (%): [(100 PMN igindeki olii
(ug/ml) Fag (%) HO (%) FI  CHIA (%) Fag(%) HO (%) FI CHIA (%) Candida + 100 PMN icindeki
0 453+1.3 205434 1.840.1 84.7£24 433+1.8 192414 2.0+0.1 89.3£3.7 canli ve 6lii toplam Candida) x
0.1 433140 224426 1.840.1 76.7£53 36.6+3.5 26.4+1.9 2.1£03 76.0£3.0 100]
1 36.01.2  229+14 1.7#0.1 62.0+2.0b 36.0+1.2 26.7+1.5 19402 68.049.0 Fagositoz oram (%): [(Fa-
10 39.3+44  33.0+1.00 1.640.1 63.314.4> 353%1.3 30.7409 1.8£0.1 62.04£3.0¢ PMN) x 100]
* Biitiin degerler, {i¢ dl¢iimiin ortalamast + SE olarak verilmistir. Candida'larm hiicre icine
K ontrolden dnemli derecede farkli p<0.01. alimm oram (%): [(100 PMN
Kontrolden 6nemli derecede farkl p<0.05. icindeki Candida + 100 PMN

@: fagositoz orant, HO: hiicre ici 6ldiirme orani, FI: fagositik indeks, CHIA: Candida'larmn hiicre igine alinim oraly icin eklenen Candida) x 100]
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Fagositik indeks: (100 PMN icindeki Candida + fagositoz
yapmis PMN).

Istatistiksel Yontem: Istatistiksel degerlendirmelerde, tekrarlt
Olciimlerde varyans analizi ve Tukey testi kullaldi. Degerler, or-
talama = standard hata seklinde belirtildi. Gruplar arasindaki fark,
dondr sayisinin azlig1 nedeniyle degerlendirilemedi.

Sonuclar

Tek bagina rhG-CSF uygulanan grupta fagositoz aktivitesi do-
za bagimh olarak artt1. Aym sekilde artan konsantrasyonlarda Can-
dida'larn hiicre igine almimu artip, fagositik indeks azaldi. Hiicre
ici 6ldiirme oraninda da artan konsantrasyonlarda artma gozlendi.
Sitokin ile elde edilen bu sonuglar, istatistiksel olarak anlamli bu-
lunmadi (p>0.05) (Tablo 1).

AmB'nin dnceden tampon ile muamele edilen PMN ve Candi-
da'lar ile birlikte inkiibe edildigi grupta ilag, 1.5 ve 10 pg/ml kon-
santrasyonlarda fagositoz oranini 6nemli oranda azaltti (p<0.01).
Ayrica yine Candida'larn hiicre i¢ine alimm oranini 5 ve 10 pg/ml
konsantrasyonlarda énemli oranda azaltti (p<0.05). Tlag, artan kon-
santrasyonlarda fagositik indeks iizerinde etkide bulunmadi
(p>0.05). Hiicre ici 6ldiirme oraninda 1 ve 10 pg/ml konsantras-
yonlarda istatistiksel olarak artma gozlendi (p<0.01) (Tablo 2).

PMN'lerin 6nceden sitokinle muamele edildikten sonra amB
ve Candida'larla birlikte inkiibe edildigi grupta PMN'lerin fagosi-
toz yetenegi kontrol grubuna gore azalma gosterdi. Bu azalma is-
tatistiksel olarak anlamh degildi (p>0.01). Candida'lann hiicre ici-
ne alimm orant 1 ve 10 pg/ml'de azalma gosterdi (p<0.01) Fagosi-
tik indekste istatistiksel olarak onemli bir degisme elde edilmedi.
Hiicre ici 6ldiirme oraninda gozlenen artma sadece 10 pg/ml'de is-
tatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01) (Tablo 3).

Lip amB'nin 6nceden tampon ile muamele edilen PMN ve
Candida'larla birlikte inkiibe edildigi grupta fagositoz orani doza
bagimh olarak azaldi. Bu azalma sadece 10 pg/ml konsantrasyon-
da istatistiksel olarak anlaml1 bulundu (p<0.01). Tlag, 6lciilen biitiin
konsantrasyonlarda Candida'larn hiicre icine alimim azaltmasi-
na ragmen sadece 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlardaki azalma is-
tatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.01). Fagositik indeks, 10
pg/ml konsantrasyonlardaki azalma istatistiksel olarak anlamli bu-
lundu (p<0.01). Fagositik indeks, 10 pg/ml konsantrasyonda ista-
tistiksel olarak anlamh azalma gosterdi (p<0.05). Hiicre ici oldiir-
me oraninda gozlenen sonuglar, istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05) (Tablo 2).

PMN'lerin 6nceden sitokin ile muamele edildikten sonra lip
amB ve Candida'larla birlikte inkiibe edildigi grupta fagositoz ora-
ninda artan konsantrasyonlarda gozlenen azalma, istatistiksel ola-
rak anlamli degildi (p>0.05). Candida'lann hiicre i¢ine alinma ora-
nindaki azalmalar, 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.01). Aym sekilde fagositik indeks, 5
pg/ml konsantrasyonda 6nemli derecede azalma gosterdi (p<0.05).
Hiicre ici oldiirme oraminda artan konsantrasyonlarda artma goz-
lendi. Sadece 5 pg/ml konsantrasyonda aradaki fark istatistiksel
olarak onemliydi (p<0.05) (Tablo 3).

Irdeleme

thG-CSFnin artan konsantrasyonlarinin PMN fonksiyonlar
tizerine istatistiksel olarak onemli bir etkide bulunmamasi, Vechi-
arelli ve arkadaslari (14) ile Roilidies ve arkadaglari (12)'nin bulgu-
lartyla uyumludur. Bu aragtiricilar da bizim calismamizdaki gibi
saglikli goniillillerden elde ettikleri PMN'leri 6nceden G-CSF ile
muamele ettikten sonra Candida blastosporlartyla birlikte inkiibe

etmigler; gerek fagositoz oranminda, gerekse hiicre i¢i 6ldiirme ora-
ninda istatistiksel olarak artma ya da azalma gozlememislerdir. Ya-
mamato ve arkadaglari (19) ise, PMN'leri G-CSF ve Candida'larla
birlikte kiiltiir ortaminda 15 saat siireyle inkiibe etmisler; bu siire-
nin sonunda Candida'larn hiicre i¢i 6ldiiriilmesinin arttigim bildir-
miglerdir. Bu bulgular bizim ve 6nceki aragtirmacilarin bulgularty-
la uyusmamaktadir. Bu uyumsuzlugun, PMN'lerin G-CSF ile mu-
amele siirelerindeki farkliliktan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.
Nitekim GM-CSF ile PMN'lerin artan siirelerle muamele edilme-
si, biyolojik fonksiyonlarinda arti saglamigtir (20). Roilides ve ar-
kadaslar1 (12)'na gore ise PMN'lerin G-CSF ile 10 dakika siireyle
muamele edilmesi oksidatif metabolizmanin optimal artiriimast
icin yeterlidir. PMN'lerin major fungisid aktivitesini myeloperok-
sidaz enzimi ve onun oksidan substrati olan hidrojen peroksidin
olusturdugu bilinmektedir (21). G-CSF, PMN lerin siiperoksid iire-
ten bu enzim komplekslerinin komponentlerinde artis saglayarak
PMN'ler i¢inde serbest oksijen iiretimini indiiklemektedir (15).

Daha 6nceki ¢alismalar, genelde amB'nin PMN'lerin fagositoz
yetenegini azalttig1 yoniindedir. Bu konuda Chan ve Ballish (7),
1977 yilinda ilk kez amB'nin 1pg/ml konsantrasyonda PMN'lerin
fagositoz yeteneginde azalma olusturdugunu gostermis, bu olaym
ilacin memeli hiicrelerindeki sterolleri etkilemesiyle olusabilecegi-
ni diistinmiistiir. Nitekim Yasui ve arkadaglar1 (22), amB'nin notro-
fil membran yapisini degistirip membran akigkanligim azalttigini
gostermislerdir. Notropenik hastalara ayn1 anda amB ve graniilosit
transfiizyonu yapilmast, hastalarda klinik olarak letal pulmoner re-
aksiyonlar olusturmaktadir. Aym aragtiricilar bu durumu ilacin
PMN membranlarim degistirerek onlarin pulmoner yatakta birik-
mesi ve doku zarar olusturmast ile agiklamuglardir. Pallister ve
Warnock (6), hem viziiel hem de radyometrik yontemle amB'nin 2
pg/ml'de PMN'lerin Candida'lar fagosite etmesini azalttigini gos-
termiglerdir. Roilidies ve arkadaglar (4) da, calisgigimiz yontemle
5 pg/ml'den daha yiiksek konsantrasyonlarda aym etkiyi gozlemis-
lerdir. Bir bagka aragtirmanin sonuglari ise amB ve PMN'ler simiil-
tane eklendiginde fagositoz oranimn azaldig, ancak hiicre ici 6l-
diirme orani ve fagositik indeksin degismedigi yoniindedir (23).

Calismamizda amB tek bagma uygulandiginda PMN'lerin
Candida blastosporlarim fagosite etme yetenegini azaltti (Tablo 2).
Bu bulgu genelde 6nceki caligmalarla uyumludur. AmB'nin bu et-
kisi, bize gore ilacin dezavantajidir. Ozellikle yiiksek dozlara ulas-
181 organlarda fagositik hiicrelerin fagositoz yeteneginin bozulma-
s1, sistemik kandidiyaz tedavisinde bagart oramni diisiirebilir.
PMN'lerin dnceden rthG-CSF ile muamelesinden sonra amB ile
birlikte inkiibasyonu fagositoz oranint grup iginde kontrol grubuna
gore artirmasa da istatistiksel olarak anlamli kabul edilecek bir
azalma gostermemistir (Tablo 3). Bize gore bu, sitokinin yararli bir
etkisidir ve 6zellikle PMN fonksiyonlart bozulmus hastalarin teda-
visinde 6nemli olabilir. Bu etki, PMN'lerin rhG-CSF ile muamele
edilmesiyle C3bi yiizey reseptor sayisinin artmasina baglanabilir
(15).

AmB'nin PMN'lerin kemotaksisi ve kemiliiminesans (CL) ce-
vab iizerine etkileri de daha 6nce yapilan caligmalarla aragtiriimig-
tir. Luminol ile artirilmig CL, stimiile olmus fagositik hiicrelerin
respiratuar patlama sirasinda aktif oksijen bilegiklerinin olugmasi
ve 151k {iretmesi olarak tammlanir. Fagositik hiicrelerin fagositoz
islemi ve oksidatif metabolizmalariyla baglantilidir. Ayrica immiin
hiicrelerin, antijenik stimiilasyona yamitimn da bir gostergesidir.
AmB, terapotik konsantrasyonlarda PMN'lerin kemotaksi ve CL
cevabini, daha iist degerlerde ise fagositoz oranini azaltmaktadir.
Tlacin PMN'lerin kemotaksi yetenegini azaltmasi membran sterol-
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lerine baglanmasiyla olusmaktadir (24). Abruzzo ve arkadaglari
(25) fare dalak hiicreleri tizerine ilacin terapotik konsantrasyonlar-
da ayn etkilerde bulundugunu ve immiin hiicrelerin antimikrobi-
yal aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu bildirmiglerdir. Bu
calismalar, amB'nin PMN fonksiyonlarini bozdugunu gostermek-
tedir. Bununla birlikte ilacin fagositer hiicrelerin aktivitesini artir-
digm bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir. Sullivan ve arkadas-
lar1 (26), amB dezoksikolatin 5 pg/ml konsantrasyonda PMN'le-
rin CL cevabini hem mononiikleer hiicrelerle birlikte oldugunda,
hem de tek bagina uygulandiginda artirdigini gostermistir. Bu ¢a-
lismada PMN'lerin monositlerle birlikte oldugu mikst preparas-
yonlarda amB desoksikolat ile PMN yiizey Mac-1 (CD11b/CD18
integrin) reseptor sayisi ve ortamdaki IL-1[3 diizeyinin yiikseltildi-
&i de gosterilmigtir. Ayni ¢alismada ilacin PMN'lerin oksidatif ak-
tivitelerini artirdig1, dezoksikolatin ise tek bagina artiramadig da
gosterilmisgtir. Bir bagka aragtirmada ise amB'nin, immiinostimii-
lan etkisinin oldugu ve PMN'lerin fonksiyonlarm aktive ettigi bil-
dirilmistir (27).

AmB'nin C. albicans blastosporlarmin hiicre i¢i 6ldiiriilmesi-
ni artirdig1 seklindeki bulgularimiz, Van der Auwera ve arkadasla-
11 (9)'nin hedef hiicrenin Candida oldugu ve amB ile PMN'lerin
ayni anda inkiibe edildigi calismasini desteklemektedir. Bu calis-
mada da hiicre i¢i 6ldiirme, bizim ¢aligmamizda oldugu gibi siis-
pansiyon iginde dl¢iilmiigtiir. Bulgularimiz, Roilides ve arkadagla-
11 (4)nin 6nceden amB ile PMN'leri muamele ettigi ¢aligmasiyla
da uyumludur. Bu ¢alismada PMN'ler orta derecede artmug hiicre
ici oldiirme aktivitesi gostermistir. Aragtiricilar, bu artigt ilacin im-
miinoajuvan etkisine baglamigtir. Bulgularimiz, Pallister ve arka-
daslar (8)'nn hiicre i¢i dldiirmeyi ilag ile PMN'lerin simiiltane in-
kiibasyonu sonucunda artirmadigi seklindeki bulgulariyla uyus-
mamaktadir.

Bizim bulgularimiz, PMN'lerin major kandidasid determinan-
tinin myeloperoksidaz enzimi ve oksidatif proseslerin oldugu ka-
bul edildiginde, bu prosesleri aktive ettigi seklindeki aragtirmalart
destekler yondedir. Nitekim Pallister ve arkadaglari (8), PMN'le-
rin amB ile 6nceden muamele edilmesinden sonra hiicre ici oldiir-
me aktivitelerinin arttigini gosterip, bunun ilacin PMN'lerin oksi-
datif etkisini artirmastyla iligkili oldugunu gostermislerdir. Martin
ve arkadaglar1 (28) ise, 0.2 pg/ml konsantrasyonda amB ile mono-
sitleri inkiibe ettiginde, C. albicans'larmn 6ldiiriilmesinin %80 ora-
ninda arttigim bildirmislerdir. Bu calismada monositler aktive ol-
mamug, respiratuar patlamalarinda degisme olmadan oldiirme ye-
tenegi artmugtir. Aragtirmacilara gore amB, hiicreler iginde birikip
oldiirme yetenegini artirmaktadir. Yine Pascual ve arkadaglari
(29), amB'nin 2 ve 10 pg/ml konsantrasyonlarda PMN'ler i¢inde
C. albicans hiicrelerine kars1 iyi derecede aktivite gosterdigini bil-
dirmistir. Bizim ¢alismamizda da amB, PMN'ler icine penetre
olup, 6ldiirme oranini artirmig olabilir. AmB'ye G-CSFnin eklen-
mesi, genel olarak PMN'lerin oldiirme fonksiyonlarinda fazlaca
bir degisiklik olusturmamustir (Tablo 3).

Lip amB'nin tek bagina uygulandigi grupta ilag, genelde PMN
fonksiyonlart iizerine 6zellikle serumda bulundugu konsantras-
yonlarda, 5 ve 10 pg/ml'deki Candida'larm hiicre i¢ine alinma ora-
nindaki azalma hari¢ tutulursa olumsuz etkide bulunmadi. Halbu-
ki amB, PMN'lerin fagositoz yeteneginde 6nemli derecede bozul-
ma gostermigti. Bu farkliligin lipozomal formiilasyonlu ilacin
PMN membranlarma olan toksisitesinin az olmasindan kaynak-
landig1 diisiiniilebilir. Pallister ve arkadaslar1 (8), Candida, lip
amB ve PMN'leri simiiltane inkiibe ettikten sonra 20 ve 30 pg/ml
konsantrasyonlarda bile fagositoz oraninda azalma gozlememis-

lerdir. Bulgularimiz, 10 pg/ml'deki azalma hari¢ tutulursa aragtir1-
cilarin bulgulartyla uyumludur. Bu konsantrasyon, ilag i¢in yiik-
sek bir serum degeridir. Ayrica arastiricilar, bizim yontemimizden
farkli olarak ilaci, venoz kana uygulamislardir. Halbuki biz, lip
amB'yi vendz kandan elde ettigimiz PMN'lere uyguladik.

Daha 6nce amB ile gozlemledigimiz hiicre i¢i dldiiriilmedeki
artmay1, lipozomal formiilasyonlu ilacta gozlemleyemedik. Bul-
gularimiz Pallister ve arkadaslari (8)'nin bulgulartyla uyumludur.
Arastirmacilara gore lipozomal formdaki ilag, konvansiyonel for-
ma gore daha az toksisite gostermektedir. Tlacm PMN oksidatif
proseslerini stimiile etmedigi, CL ve kemotaksi aktiviteleri tistiin-
de etkisi olmadig1 yapilan calismalarla gosterilmistir (26). Lip
amB ile elde ettigimiz bulgular, ilacin PMN fonksiyonlarinda,
ozellikle de serumda ulagilabilen konsantrasyonlarda, deney hay-
vanlarinda (17) ve klinik olarak hastalarda (24) daha az toksik et-
ki gosterdigini destekler niteliktedir.

Sitokin ve lip amB'nin kombine edildigi grupta ilacin tek ba-
sina uygulandigr grupta oldugu gibi fagositoz oraninda azalma
gozlendi (Tablo 3). Ama onceki grupta gozlenen istatistik olarak
anlaml fark, bu grupta gozlenmedi. Bu etki konvansiyonel amB
ve sitokinin kombine edildigi gruptaki gibi PMN'lerin aktive edil-
mesiyle agiklanabilir. Bu gruptaki hiicre i¢i 6ldiirme oraninin art-
mast da bu etkiyle agiklanabilir. Genel olarak lipozomal form
amB ile thG-CSF'nin kombine edilmesinin PMN fonksiyonlaria
olumlu etki ettigini diisiinmekteyiz.

Antifungal ilaglarin ve sitokinlerin insan PMN'lerinin fagosi-
tik ve mikrobisid fonksiyonlari iizerine olan etkilerinin aragtiril-
mastyla bulunan sonuclar, birbirleriyle celiskiler gostermekte,
kullamlan yonteme, uygulanan ilaglarin konsantrasyonlarina ve
hedef hiicrelerin tiiriine gore degismektedir. Aragtirmalar sonucu
elde edilen sonuglarm birbiriyle karsilagtirmasi, aym testlerin ve
yontemlerin, ayn1 hedef hiicrelerin kullamlmasi halinde bile sus-
larin farklilig1 nedeniyle zordur (8). Bulunan sonuglarin bu gerge-
vede degerlendirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, bulgularimiz 6zellikle notropenik ve notrofil
fonksiyonlar1 bozuk olan hastalarda geligen sistemik mantar in-
feksiyonlarinin tedavisinde kullamlan amB ve lip amB ile birlikte
thG-CSF kombinasyonunun PMN fonksiyonlar1 iizerine yararl
olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.
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