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Kortikosteroidler, sitotoksik ilaçlar, radyasyon, genifl spekt-
rumlu antibiyotikler, organ transplantasyonu, di¤er cerrahi ifllemler
ve immünolojik hastal›klar f›rsatç› infeksiyonlara yatk›nl›k  yara-
t›rlar. Lösemi, HIV infeksiyonu, nötropeni ve di¤er hemotalojik
hastal›klar› olanlar, diyabetikler, f›rsatç› mantar infeksiyonlar›na
özellikle duyarl›d›rlar (1). Candida türleri, f›rsatç› sistemik mantar
infeksiyonlar›n›n en s›k etkenidir (2). Son 10-15 y›l içinde Candi-
da'lar›n oluflturdu¤u infeksiyonlar›n s›kl›¤› artm›flt›r (3). Polimor-
fonükleer lökosit  (PMN)'ler, sistemik mantar infeksiyonlar›na kar-
fl› en önemli nonspesifik konak savunma elemanlar›d›r. Herhangi

bir nedenle PMN say›s›n›n azalmas›, fonksiyonlar›ndaki bask›lan-
ma, infeksiyonlar›n ilerlemesine ve kontrol edilememesine neden
olur (4). Nitekim lösemik hastalardaki sistemik mantar infeksiyon-
lar›n›n %90'› nötropenik hastalarda geliflir (5).

Daha önce sistemik mantar infeksiyonlar›n›n tedavisinde kul-
lan›lan antifungal ilaçlar›n PMN fonksiyonlar› üzerine olan etkile-
ri araflt›r›lm›fl ve de¤iflik sonuçlar elde edilmifltir. Bu araflt›rmalar-
da amfoterisin (amB)'nin PMN'lerin fagositoz yetene¤i üzerinde
olumsuz (4,6,7); hücre içi öldürme yetene¤i üzerine ise olumlu
(8,9) etkisi oldu¤u bildirilmifltir. Lipozomal  amB (lip amB)'nin ise
PMN fagositozuna olumlu ya da olumsuz etkisi olmad›¤›, yüksek
konsantrasyonlarda hücre içi öldürme oran›n› art›rd›¤› gösterilmifl-
tir (8).

Özellikle nötropenik hastalar olmak üzere, immündüflkün (im-
munocompromised) hastalardaki sistemik mantar infeksiyonlar›n-
da antifungal tedavinin etkili oldu¤unun kan›tlanmad›¤› bildiril-
mifltir (10). Antifungal tedaviye ek olarak konak savunmas›n›n in-
terferonlar, interlökinler ve koloni stimüle edici faktörler (CSF) ile
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In Vitro Koflullarda Granülosit-Koloni Stimüle Edici
Faktörün Amfoterisin B ve Lipozomal Amfoterisin B
ile Kombinasyonunun ‹nsan Nötrofil Fonksiyonlar›
Üzerine Etkisi
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Özet: Sistemik mantar infeksiyonlar›n›n tedavisinde kullan›lan amfoterisin B (amB) ve lipozomal amfoterisin B (lip
amB)'nin rekombinan insan granülosit-koloni stimüle edici faktörü (rhG-CSF) ile kombine edilmesinin polimorfonük-
leer lökosit (PMN) fonksiyonlar› üzerine etkisi araflt›r›ld›. Sa¤l›kl› gönüllü üç donörden elde edilen PMN'ler, in-vitro
koflullarda rhG-CSF'ün artan konsantrasyonlar› ile muamele edildikten sonra Candida albicans CBS 2730 suflu blas-
tosporlar›n› fagosite etmesi ve hücre içi öldürmesi gibi fonksiyonlar› gözlemlendi. ‹kinci aflamada ayn› donörlerden el-
de edilen PMN'ler antifungal ilaçlar›n artan konsantrasyonlar› ve C. albicans blastosporlar›yla birlikte inkübe edildi ve
PMN fonksiyonlar› gözlemlendi. Üçüncü aflamada ise ayn› donörlerden elde edilen PMN'ler, önceden rhG-CSF'nin
3000 U/ml konsantrasyonuyla muamele edildikten sonra antifungal ilaçlar›n artan konsantrasyonlar› ve C. albicans
blastosporlar› ile birlikte inkübe edildi ve PMN fonksiyonlar› gözlemlendi. Bulgular›m›z, rhG-CSF'nin sistemik man-
tar infeksiyonlar›n›n tedavisinde antifungal ilaçlarla birlikte, özellikle nötropenik hastalarda kullan›ld›¤›nda yararl›
olabilece¤ini düflündürmektedir.

Anahtar Sözcükler: G-CSF, amfoterisin B, lipozomal amfoterisin B,  nötropeni. 

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.
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güçlendirilmesi önemli bir tedavi yaklafl›m›d›r. ‹mmündüflkün has-
talara CSF'lerin uygulanmas›, bu hastalar›, yaflam› tehdit eden
mantar infeksiyonlar›ndan korur (11).

Antifungal ilaçlar›n PMN fonksiyonlar› üzerine olumlu ve
olumsuz etkileri (9);  rhG-CSF'nin ise onlar›n fonksiyonlar›n› dü-
zeltti¤i (12-14) ve say›s›n› art›rd›¤› (15)  bilinmektedir. Biz bu ça-
l›flmada konak savunmas›n›n güçlendirilmesi amac›yla antifungal
tedaviye eklenmesi önerilen rhG-CSF'yi in vitro koflullarda amB
ve lip amB ile kombine ederek, bu kombinasyonun PMN fonksi-
yonlar› üzerine olan etkisini inceledik.

Yöntemler
PMN'lerin Elde Edilmesi: PMN'ler, daha önce Candida in-

feksiyonu anamnezi olmayan 3 sa¤l›kl› gönüllü donörden (yafl or-
talamas› 28 y›l) al›nan kandan Verbrugh ve arakadafllar› (16)'n›n ta-
n›mlad›¤› modifiye Böyum tekni¤iyle elde edildi. Özetle, PMN'ler,
5-10 U/ml benzil alkol içermeyen heparin (Nevparin®, Bilim ‹laç)
ile s›vanm›fl injektörlere al›nan kan›n, dekstran (Macrodex®, Bax-
ter) ile 45 dakika çökmeye b›rak›lmas› ve fikol (Histopaque®, Sig-
ma, katalog no. 1077-1) ile santrifüje edilmesi ile elde edildi. Elde
edilen PMN'ler, Hanks'›n dengeli tuz solüsyonu (HBSS) ile iki kez
y›kand›. Sonunda hücrelerin canl›l›¤› tripan mavisi (Sigma, katalog
no.  T8154) ile test edildi (boyan›rsa ölü, boyanmazsa canl›) ve
%0.5 oran›nda s›¤›r serum albümini (Sigma, katalog no. B 4287)
içeren HBSS içinde Neubauer lam› ve lökosit pipeti yard›m›yla
5x106/ml'ye ayarland›.

Candida albicans: Araflt›rma boyunca Refik Saydam H›fz›s-
s›hha Merkezi'nden sa¤lanan C. albicans CBS 2730 suflu kullan›l-
d›. Candida'lar araflt›rmadan 24 saat önce saklama besiyeri'nden

Sabouraud dekstroz agara ekilip 24 saat süreyle 37°C'de inkübe
edildi. Candida'lar bu flartlarda psödohif veya germ tübü olufltur-
madan sadece blastospor faz›nda üredi. Blastosporlar, HBSS için-
de 1x107/ml'ye ayarland›.

AB Serumu: AB grubu kandan elde edilen serum opsonizas-
yon için kullan›ld›. 1 ml'lik küçük  hac imle r  ha l i nde -
20°C'de donduruldu ve araflt›rmadan hemen önce oda ›s›s›nda bek-
letilerek çözünmesi sa¤land›. Candida'lar›n opsonizasyonu için ha-
cimce %20'lik konsantrasyonlar› kullan›ld›.

‹laçlar: AmB dezoksikolat (Fungizone®, E.R. Squibb &
Sons) piyasadan sa¤land›. Bir flakonda 50 mg amB desoksikolat
içermekteydi. Dam›t›k su içinde çözündürülerek 5 mg/ml'ye, taki-
ben %5 glikoz solüsyonuyla 1 mg/ml'ye ayarland›. ‹laç, 0.1-10
µg/ml aras›ndaki sonuç suland›r›mlar›na HBSS içinde getirildi. Lip
amB  (AmBisome®,  Nextar) piyasadan sa¤land›. Önce dam›t›k su
içinde 4 mg/ml içeren stok solüsyonu takiben %5 glikoz çözeltisiy-
le 200 µg/ml'ye ayarlanan çözelti, membran filtre ile HBSS içine
aktar›ld›. Sonuç suland›r›mlar (0.1-10 µg/ml) HBSS yard›m›yla ha-
z›rland›. Sitokin olarak ml'sinde 30 milyon U (300 µg) filgrastim
içeren ve Escherichia coli'den elde edilmifl olan rhG-CSF (Neupo-
gen®, Roche) piyasadan sa¤land›.  Sadece sitokin ile çal›fl›lan
grupta, ilac›n hastalara parenteral 1.5-3 µg/kg G-CSF verilmesin-
den sonra ulafl›labilen serum sitokin konsantrasyonlar› olan 1 500-
6 000 U/ml konsantrasyonlar› kullan›ld›   (12,13). G-CSF'nin anti-
fungal ilaçlarla kombine edildi¤i gruplarda ise PMN'ler önceden -
hem hastalarda serumda ulafl›labilen konsantrasyonu, hem de sade-
ce sitokin ile çal›fl›lan grupta ortalama sitokin konsantrasyon de¤e-
rini temsil eden- 3000 U/ml sitokin ile muamele edildi.  AmB'nin
klinikte güvenle ulafl›labilecek serum konsantrasyonu 4 µg/ml'dir
(4). Lip amB, kemelere ve farelere 5 mg/kg uyguland›¤›nda dahi
hayvanlarda toksisite gözlenmemifl, amB'ye göre daha güvenli ve
yüksek plazma konsantrasyonlar› elde edilmifltir (17). Çal›flma-
m›zda amB ve lip amB'nin terapötik konsantrasyonlar›yla bu kon-
santrasyonlar›n alt ve üst de¤erleri kullan›larak PMN fonksiyonla-
r› üzerine olan etkisi araflt›r›ld›.

PMN'lerin Önceden Sitokinle Muamelesi: Sadece sitokin ile
çal›fl›lan grupta, 5 adet steril 12x75 mm kapakl› plastik tüp al›nd›.
Daha önceden haz›rlanan (5x106/ml PMN) solüsyondan her bir  tü-
pe  0.2 ml (1x106 PMN) mikropipet yard›m›yla yavaflça aktar›ld›.
‹lk tüp, kontrol tüpü kabul edildi ve 0.2 ml HBSS (tampon) kondu.
‹kinci tüpte 1 500 U/ml, 3. tüpte 3 000 U/ml, 4. tüpe 4 500 U/ml,
5. tüpe 6 000 U/ml sonuç konsantrasyon olacak flekilde sitokin içe-
ren solüsyondan 0.2 ml mikropipet yard›m›yla eklendi. Böylece
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Tablo 1. rhG-CSF ile Gözlenen PMN Fonksiyonlar›*

Konsan-
trasyon Fag (%) HÖ (%) F‹ CH‹A(%)

(U/ml)

0 39.3±1.8 17.8±2.4 2.2±0.1 84.7±0.7
1 500 44.0±5.8 21.2±1.9 2.0±0.3 85.3±3.7
3 000 50.0±4.0 24.9±2.5 1.8±0.1 90.6±1.8
4 500 48.6±3.3 30.0±4.6 1.9±0.1 91.3±1.3
6 000 52.6±0.7 29.5±6.8 1.7±0.1 90.0±1.2

* Bütün de¤erler, üç ölçümün ortalamas› ±SE olarak verilmifltir.
Fag: fagositoz oran›, HÖ: hücre içi öldürme oran›, F‹: fagositik indeks, 
CH‹A: Candida'lar›n hücre içine al›n›m oran›

Resim 1. PMN içinde ölü ve canl› blastosporlar (yafl preparat). Tripan mavisi
(x400).

Resim 2. Candida blastosporlar›n›n PMN taraf›ndan fagosite edilmesi. Giem-
sa boyas› (x1000).



PMN'lerin 4 ayr› konsantrasyondaki sitokinle muamele edilmesi
sa¤land›. Sitokinin antifungal ilaçlarla kombine edildi¤i çal›flma
gruplar›nda ise, PMN solüsyonu tüplere da¤›t›ld›ktan sonra 1. tüp
kontrol tüpü olarak kabul edilip 0.2 ml tampon, di¤er 4 tüpe ise 3
000 U/ml sonuç konsantrasyon olacak flekilde sitokin içeren so-
lüsyondan 0.2 ml eklendi. Böylece PMN'ler, fagositoz ve hücre içi
öldürme iflleminden önce kontrol grubu hariç 3 000 U/ml sitikin-
le muamele edildiler. Kapaklar› s›k›ca kapat›lan tüpler, 30 dakika
süreyle 37°C'deki benmari içinde uçtan uca olacak flekilde ortala-
ma 4 devir/dakika h›zla elle çevrildiler. Bu ifllem sonunda hücre-
lerde kümelenme görülmedi. Önceden PMN'lerin canl›l›¤›, deney
bafllang›c›na kadar her basamakta tripan mavisi ile test edildi.
Hücreler %95'ten fazla canl› idiler. Canl›l›¤› %95'ten az olan hüc-
re solüsyonlar› çal›flmaya al›nmad›.

Candida'lar›n  Opsonizasyonu: PMN'lerin sitokin ile mu-
amele edilmesiyle eflzamanl› olarak Candida'lar opsonize edildi.
Daha önce haz›rlanm›fl 1x107/ml say›da blastospor içeren solüs-
yondan temiz ve steril bir tüpe 0.5 ml kondu. Üzerine %40'l›k AB
serumundan 0.5 ml konup, toplam 1 ml %20 AB serum ve
5x106/ml blastospor içeren solüsyon elde edildi. Candida'lar, 30
dakika süreyle 37°C s›cakl›kta benmari içinde ortalama 4 de-
vir/dakika h›zla uçtan uca olacak flekilde elle çevrildiler. Bu ifllem
s›ras›nda hücrelerde kümelenme ve psödohif oluflumu gözlenme-
di. Candida'lar›n canl›l›¤› tripan mavisi ile test edildi ve deney
bafllang›c›na kadar hücreler %98'den fazla canl› idiler. Canl›l›¤›

%95'ten az olan hücre solüsyon-
lar› çal›flmaya al›nmad›.

Fagositoz ve Hücre ‹çi Öl-
dürülmenin Ölçülmesi: rhG-
CSF ve tampon ile önceden mu-
amele edilen ve 1x106 PMN ile
opsonize edilmifl 1x106blastos-
por, steril  12x75 mm boyutla-
r›ndaki kapakl› 5 adet plastik tüp
içine mikropipet yard›m›yla ya-
vaflça boflalt›ld›. Sadece sitokin
ile çal›fl›lan grupta antifungal
ilaç yerine eflde¤er hacimde
tampon kullan›ld›. Sadece anti-
fungal ilaçlarla çal›fl›lan gruplar-
da ise sitokin yerine eflde¤er ha-
cimde tampon kullan›l›p, ilaçla-

r›n de¤iflik konsantrasyonlar› tüpe
eklendiler. rhG-CSF ve ilaçlar›n kombine edildi¤i grupta önceden
3 000 U/ml sitokinle muamele edilen PMN'ler, ilaçlar›n de¤iflik
konsantrasyonlar›yla ve eflde¤er say›da (1x106) blastosporla bir-
likte steril tüp içine eklendiler. Her çal›flma grubunda deney, tüp-
ler içinde 1 ml olan sonuç hacimde yap›ld›. Tüpler, 37°C'deki ben-
mari içinde 15 dakika süreyle 4 devir/dakika h›zla uçtan uca elle
çevrildiler. Bu sürenin sonunda her tüpten ayr› ayr› 0.2 ml al›na-
rak steril, kapakl› 5 adet (12x75 mm) plastik tüp içine yavaflça bo-
flalt›ld›. Tüplere, önceden al›nd›¤› tüp ile ayn› numarada olacak fle-
kilde 1-5 aras›nda numaralar verildi. Yeni tüpler 40 xg devirde 10
dakika süreyle santrifüje edildiler. Süpernatan k›s›m at›larak altta
kalan PMN ve Candida kar›fl›m›ndan temiz lam üzerinde yayma
haz›rland›. Lamlara ayr› ayr› al›nd›¤› tüpe uygun flekilde 1-5 ara-
s›nda numaralar verildi ve oda ›s›s›nda kurutulduktan sonra 15 da-
kika metil alkol ile tespit edildikten sonra Giemsa yöntemi ile bo-
yand›lar. Hücre içi öldürme, Schmid ve Brune metoduyla ölçüldü
(18). Benmari içindeki tüpler, hücre içi öldürmenin ölçülmesi için
45 dakika daha inkübe edildikten sonra al›n›p, üzerine tripan ma-
visinden eklendi. Oda ›s›s›nda 3 dakika bekletildikten sonra Ne-
ubauer lam› üstüne bir damla al›narak yafl preparat haz›rland› ve
toplam 100 PMN tarand›. Hücreler içinde canl› (boya almam›fl) ve
ölü (boya alm›fl) blastosporlar ayr› ayr› her tüp için say›ld› ve kay-
dedildi (Resim 1). Say›m ifllemini yapan araflt›rmac›, preparat›n
hangi tüpten haz›rland›¤›n› bilmiyordu. Fagositoz oran›, Giemsa
yöntemi ile boyanan preparatlarda her preparat için Candida'lar›

fagosite etmifl ve etmemifl olan
toplam 100 hücre say›larak he-
sapland› (Resim 2). PMN fonk-
siyonlar›n›n ölçülmesinde kul-
lan›lan formüller afla¤›da göste-
rilmifltir.

Hücre içi öldürme oran›
(%): [(100 PMN içindeki ölü
Candida ÷ 100 PMN içindeki
canl› ve ölü toplam Candida) x
100]

Fagositoz oran› (%): [(Fa-
gositoz yapm›fl PMN ÷ say›lan
PMN) x 100]

Candida'lar›n hücre içine
al›n›m oran› (%): [(100 PMN
içindeki Candida ÷ 100 PMN
için eklenen Candida) x 100]
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Tablo 3. PMN'lerin Önceden G-CSF ile Muamelesinden Sonra Amfoterisin B ve 
Lipozomal Amfoterisin B ile ‹nkübe Edilmesiyle Gözlenen PMN Fonksiyonlar›*

‹laç Amfoterisin B Lipozomal  Amfoterisin B
Konsan-
trasyonu
(µg/ml) Fag (%) HÖ (%) F‹ CH‹A (%) Fag (%) HÖ (%) F‹ CH‹A (%)
0 45.3±1.3 20.5±3.4 1.8±0.1 84.7±2.4 43.3±1.8 19.2±1.4 2.0±0.1 89.3±3.7
0.1 43.3±4.0 22.4±2.6 1.8±0.1 76.7±5.3 36.6±3.5 26.4±1.9 2.1±0.3 76.0±3.0
1 36.01.2 22.9±1.4 1.7±0.1 62.0±2.0b 36.0±1.2 26.7±1.5 1.9±0.2 68.0±9.0
5 36.7±2.4 27.6±0.7 1.9±0.1 71.3±6.6 39.3±1.3 35.0±4.9b 1.6±0.2b 60.6±5.4a

10 39.3±4.4 33.0±1.0a 1.6±0.1 63.3±4.4b 35.3±1.3 30.7±0.9 1.8±0.1 62.0±3.0a

* Bütün de¤erler, üç ölçümün ortalamas›  ± SE olarak verilmifltir.
aKontrolden önemli derecede farkl› p<0.01.
bKontrolden önemli derecede farkl› p<0.05.
Fag: fagositoz oran›, HÖ: hücre içi öldürme oran›, F‹: fagositik indeks, CH‹A: Candida'lar›n hücre içine al›n›m oran›.

Tablo 2. Amfoterisin B ve Lipozomal Amfoterisin B ile Gözlenen PMN Fonksiyonlar›*

‹laç Amfoterisin B Lipozomal  Amfoterisin B
Konsan-
trasyonu
(µg/ml) Fag (%) HÖ (%) F‹ CH‹A (%) Fag (%) HÖ (%) F‹ CH‹A (%)

0 46.0±1.2 21.2±1.7 1.9±0.1 86.7±1.8 44.6±1.3 18.6±0.6 1.9±0.1 84.0±2.3
0.1 39.3±3.3 22.2±0.4 2.1±0.2 82.0±5.0 37.3±4.6 23.9±2.3 1.9±0.1 70.0±8.7
1 32.7±1.8a 30.9±2.5a 2.1±0.1 69.3±5.7 36.0±3.0 26.5±0.4 2.1±0.1 74.0±5.2
5 32.0±1.2a 23.9±1.9 1.9±0.2 62.0±7.2b 33.3±0.6 24.9±4.3 1.8±0.1 59.3±1.3b

10 3.27±0.7a 30.5±0.9a 1.9±0.2 61.3±6.3b 32.0±1.2b 18.6±1.0 1.6±0.1a 50.0±2.0b

* Bütün de¤erler,  üç ölçümün ortalamas› ± SE olarak verilmifltir.
aKontrolden önemli derecede farkl› p<0.01.
bKontrolden önemli derecede farkl› p<0.05.
Fag: fagositoz oran›, HÖ: hücre içi öldürme oran›, F‹: fagositik indeks, CH‹A: Candida'lar›n hücre içine al›n›m oran›.



Fagositik indeks: (100 PMN içindeki Candida ÷ fagositoz
yapm›fl PMN).

‹statistiksel Yöntem: ‹statistiksel de¤erlendirmelerde, tekrarl›
ölçümlerde varyans analizi ve Tukey testi kullan›ld›. De¤erler, or-
talama ± standard hata fleklinde belirtildi. Gruplar aras›ndaki fark,
donör say›s›n›n azl›¤› nedeniyle de¤erlendirilemedi.

Sonuçlar
Tek bafl›na rhG-CSF uygulanan grupta fagositoz aktivitesi do-

za ba¤›ml› olarak artt›. Ayn› flekilde artan konsantrasyonlarda Can-
dida'lar›n hücre içine al›n›m› art›p, fagositik indeks azald›. Hücre
içi öldürme oran›nda da artan konsantrasyonlarda artma gözlendi.
Sitokin ile elde edilen bu sonuçlar, istatistiksel olarak anlaml› bu-
lunmad› (p>0.05) (Tablo 1).

AmB'nin önceden tampon ile muamele edilen PMN ve Candi-
da'lar ile birlikte inkübe edildi¤i grupta ilaç, 1.5 ve 10 µg/ml kon-
santrasyonlarda fagositoz oran›n› önemli oranda azaltt› (p<0.01).
Ayr›ca yine Candida'lar›n hücre içine al›n›m oran›n› 5 ve 10 µg/ml
konsantrasyonlarda önemli oranda azaltt› (p<0.05). ‹laç, artan kon-
santrasyonlarda fagositik indeks üzerinde etkide bulunmad›
(p>0.05). Hücre içi öldürme oran›nda 1 ve 10 µg/ml konsantras-
yonlarda istatistiksel olarak artma gözlendi (p<0.01) (Tablo 2).

PMN'lerin önceden sitokinle muamele edildikten sonra amB
ve Candida'larla birlikte inkübe edildi¤i grupta PMN'lerin fagosi-
toz yetene¤i kontrol grubuna göre azalma gösterdi. Bu azalma is-
tatistiksel olarak anlaml› de¤ildi (p>0.01). Candida'lar›n hücre içi-
ne al›n›m oran› 1 ve 10 µg/ml'de azalma gösterdi (p<0.01) Fagosi-
tik indekste istatistiksel olarak önemli bir de¤iflme elde edilmedi.
Hücre içi öldürme oran›nda gözlenen artma sadece 10 µg/ml'de is-
tatistiksel olarak anlaml› bulundu (p<0.01) (Tablo 3).

Lip amB'nin önceden tampon ile muamele edilen PMN ve
Candida'larla birlikte inkübe edildi¤i grupta fagositoz oran› doza
ba¤›ml› olarak azald›. Bu azalma sadece 10 µg/ml konsantrasyon-
da istatistiksel olarak anlaml› bulundu (p<0.01). ‹laç, ölçülen bütün
konsantrasyonlarda Candida'lar›n hücre içine al›n›m›n› azaltmas›-
na ra¤men sadece 5 ve 10 µg/ml konsantrasyonlardaki azalma is-
tatistiksel olarak anlaml› bulundu (p<0.01). Fagositik indeks, 10
µg/ml konsantrasyonlardaki azalma istatistiksel olarak anlaml› bu-
lundu (p<0.01). Fagositik indeks, 10 µg/ml konsantrasyonda ista-
tistiksel olarak anlaml› azalma gösterdi (p<0.05). Hücre içi öldür-
me oran›nda gözlenen sonuçlar, istatistiksel olarak anlaml› de¤ildi
(p>0.05) (Tablo 2).

PMN'lerin önceden sitokin ile muamele edildikten sonra lip
amB ve Candida'larla birlikte inkübe edildi¤i grupta fagositoz ora-
n›nda artan konsantrasyonlarda gözlenen azalma, istatistiksel ola-
rak anlaml› de¤ildi (p>0.05). Candida'lar›n hücre içine al›nma ora-
n›ndaki azalmalar, 5 ve 10 µg/ml konsantrasyonlarda istatistiksel
olarak anlaml› bulundu (p<0.01). Ayn› flekilde fagositik indeks, 5
µg/ml konsantrasyonda önemli derecede azalma gösterdi (p<0.05).
Hücre içi öldürme oran›nda artan konsantrasyonlarda artma göz-
lendi. Sadece 5 µg/ml konsantrasyonda aradaki fark istatistiksel
olarak önemliydi (p<0.05) (Tablo 3).

‹rdeleme
rhG-CSF'nin artan konsantrasyonlar›n›n PMN fonksiyonlar›

üzerine istatistiksel olarak önemli bir etkide bulunmamas›, Vechi-
arelli ve arkadafllar› (14) ile Roilidies ve arkadafllar› (12)'n›n bulgu-
lar›yla uyumludur. Bu araflt›r›c›lar da bizim çal›flmam›zdaki gibi
sa¤l›kl› gönüllülerden elde ettikleri PMN'leri önceden G-CSF ile
muamele ettikten sonra Candida blastosporlar›yla birlikte inkübe

etmifller; gerek fagositoz oran›nda, gerekse hücre içi öldürme ora-
n›nda istatistiksel olarak artma ya da azalma gözlememifllerdir. Ya-
mamato ve arkadafllar› (19) ise, PMN'leri G-CSF ve Candida'larla
birlikte kültür ortam›nda 15 saat süreyle inkübe etmifller; bu süre-
nin sonunda Candida'lar›n hücre içi öldürülmesinin artt›¤›n› bildir-
mifllerdir. Bu bulgular bizim ve önceki araflt›rmac›lar›n bulgular›y-
la uyuflmamaktad›r. Bu uyumsuzlu¤un, PMN'lerin G-CSF ile mu-
amele sürelerindeki farkl›l›ktan kaynakland›¤›n› düflünmekteyiz.
Nitekim GM-CSF ile PMN'lerin artan sürelerle muamele edilme-
si, biyolojik fonksiyonlar›nda art›fl sa¤lam›flt›r (20). Roilides ve ar-
kadafllar› (12)'na göre ise PMN'lerin G-CSF ile 10 dakika süreyle
muamele edilmesi oksidatif metabolizman›n optimal art›r›lmas›
için yeterlidir. PMN'lerin majör fungisid aktivitesini myeloperok-
sidaz enzimi ve onun oksidan substrat› olan hidrojen peroksidin
oluflturdu¤u bilinmektedir (21). G-CSF, PMN'lerin süperoksid üre-
ten bu enzim komplekslerinin komponentlerinde art›fl sa¤layarak
PMN'ler içinde serbest oksijen üretimini indüklemektedir (15).

Daha önceki çal›flmalar, genelde amB'nin PMN'lerin fagositoz
yetene¤ini azaltt›¤› yönündedir. Bu konuda Chan ve Ballish (7),
1977 y›l›nda ilk kez amB'nin 1µg/ml konsantrasyonda PMN'lerin
fagositoz yetene¤inde azalma oluflturdu¤unu göstermifl, bu olay›n
ilac›n memeli hücrelerindeki sterolleri etkilemesiyle oluflabilece¤i-
ni düflünmüfltür. Nitekim Yasui ve arkadafllar› (22), amB'nin nötro-
fil membran yap›s›n› de¤ifltirip membran ak›flkanl›¤›n› azaltt›¤›n›
göstermifllerdir. Nötropenik hastalara ayn› anda amB ve granülosit
transfüzyonu yap›lmas›, hastalarda klinik olarak letal pulmoner re-
aksiyonlar oluflturmaktad›r. Ayn› araflt›r›c›lar bu durumu ilac›n
PMN membranlar›n› de¤ifltirerek onlar›n pulmoner yatakta birik-
mesi ve doku zarar› oluflturmas› ile aç›klam›fllard›r. Pallister ve
Warnock (6), hem vizüel hem de radyometrik yöntemle amB'nin 2
µg/ml'de PMN'lerin Candida'lar› fagosite etmesini azaltt›¤›n› gös-
termifllerdir. Roilidies ve arkadafllar› (4) da, çal›flt›¤›m›z yöntemle
5 µg/ml'den daha yüksek konsantrasyonlarda ayn› etkiyi gözlemifl-
lerdir. Bir baflka araflt›rman›n sonuçlar› ise amB ve PMN'ler simül-
tane eklendi¤inde fagositoz oran›n›n azald›¤›, ancak hücre içi öl-
dürme oran› ve fagositik indeksin de¤iflmedi¤i yönündedir (23).

Çal›flmam›zda amB tek bafl›na uyguland›¤›nda PMN'lerin
Candida blastosporlar›n› fagosite etme yetene¤ini azaltt› (Tablo 2).
Bu bulgu genelde önceki çal›flmalarla uyumludur. AmB'nin bu et-
kisi, bize göre ilac›n dezavantaj›d›r. Özellikle yüksek dozlara ulafl-
t›¤› organlarda fagositik hücrelerin fagositoz yetene¤inin bozulma-
s›, sistemik kandidiyaz tedavisinde baflar› oran›n› düflürebilir.
PMN'lerin önceden rhG-CSF ile muamelesinden sonra amB ile
birlikte inkübasyonu fagositoz oran›n› grup içinde kontrol grubuna
göre art›rmasa da istatistiksel olarak anlaml› kabul edilecek bir
azalma göstermemifltir (Tablo 3). Bize göre bu, sitokinin yararl› bir
etkisidir ve özellikle PMN fonksiyonlar› bozulmufl hastalar›n teda-
visinde önemli olabilir. Bu etki, PMN'lerin rhG-CSF ile muamele
edilmesiyle C3bi yüzey reseptör say›s›n›n artmas›na ba¤lanabilir
(15).

AmB'nin PMN'lerin kemotaksisi ve kemilüminesans (CL) ce-
vab› üzerine etkileri de daha önce yap›lan çal›flmalarla araflt›r›lm›fl-
t›r. Luminol ile art›r›lm›fl CL, stimüle olmufl fagositik hücrelerin
respiratuar patlama s›ras›nda aktif oksijen bilefliklerinin oluflmas›
ve ›fl›k üretmesi olarak tan›mlan›r. Fagositik hücrelerin fagositoz
ifllemi ve oksidatif metabolizmalar›yla ba¤lant›l›d›r. Ayr›ca immün
hücrelerin, antijenik stimülasyona yan›t›n›n da bir göstergesidir.
AmB, terapötik konsantrasyonlarda PMN'lerin kemotaksi ve CL
cevab›n›, daha üst de¤erlerde ise fagositoz oran›n› azaltmaktad›r.
‹lac›n PMN'lerin kemotaksi yetene¤ini azaltmas› membran sterol-
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lerine ba¤lanmas›yla oluflmaktad›r (24). Abruzzo ve arkadafllar›
(25) fare dalak hücreleri üzerine ilac›n terapötik konsantrasyonlar-
da ayn› etkilerde bulundu¤unu ve immün hücrelerin antimikrobi-
yal aktivitelerinde azalmaya neden oldu¤unu bildirmifllerdir. Bu
çal›flmalar, amB'nin PMN fonksiyonlar›n› bozdu¤unu göstermek-
tedir. Bununla birlikte ilac›n fagositer hücrelerin aktivitesini art›r-
d›¤›n› bildiren çal›flmalar da bulunmaktad›r. Sullivan ve arkadafl-
lar› (26), amB dezoksikolat›n 5 µg/ml konsantrasyonda PMN'le-
rin CL cevab›n› hem mononükleer hücrelerle birlikte oldu¤unda,
hem de tek bafl›na uyguland›¤›nda art›rd›¤›n› göstermifltir. Bu ça-
l›flmada PMN'lerin monositlerle birlikte oldu¤u mikst preparas-
yonlarda amB desoksikolat ile PMN yüzey Mac-1 (CD11b/CD18
integrin) reseptör say›s› ve ortamdaki IL-1β düzeyinin yükseltildi-
¤i de gösterilmifltir. Ayn› çal›flmada ilac›n PMN'lerin oksidatif ak-
tivitelerini art›rd›¤›, dezoksikolat›n ise tek bafl›na art›ramad›¤› da
gösterilmifltir. Bir baflka araflt›rmada ise amB'nin, immünostimü-
lan etkisinin oldu¤u ve PMN'lerin fonksiyonlar›n› aktive etti¤i bil-
dirilmifltir (27).

AmB'nin C. albicans blastosporlar›n›n hücre içi öldürülmesi-
ni art›rd›¤› fleklindeki bulgular›m›z, Van der Auwera ve arkadaflla-
r› (9)'n›n hedef hücrenin Candida oldu¤u ve amB ile PMN'lerin
ayn› anda inkübe edildi¤i çal›flmas›n› desteklemektedir. Bu çal›fl-
mada da hücre içi öldürme, bizim çal›flmam›zda oldu¤u gibi süs-
pansiyon içinde ölçülmüfltür. Bulgular›m›z, Roilides ve arkadaflla-
r› (4)'n›n önceden amB ile PMN'leri muamele etti¤i çal›flmas›yla
da uyumludur. Bu çal›flmada PMN'ler orta derecede artm›fl hücre
içi öldürme aktivitesi göstermifltir. Araflt›r›c›lar, bu art›fl› ilac›n im-
münoajuvan etkisine ba¤lam›flt›r. Bulgular›m›z, Pallister ve arka-
dafllar› (8)'n›n hücre içi öldürmeyi ilaç ile PMN'lerin simültane in-
kübasyonu sonucunda art›rmad›¤› fleklindeki bulgular›yla uyufl-
mamaktad›r.

Bizim bulgular›m›z, PMN'lerin majör kandidasid determinan-
t›n›n myeloperoksidaz enzimi ve oksidatif proseslerin oldu¤u ka-
bul edildi¤inde, bu prosesleri aktive etti¤i fleklindeki araflt›rmalar›
destekler yöndedir. Nitekim Pallister ve arkadafllar› (8), PMN'le-
rin amB ile önceden muamele edilmesinden sonra hücre içi öldür-
me aktivitelerinin artt›¤›n› gösterip, bunun ilac›n PMN'lerin oksi-
datif etkisini art›rmas›yla iliflkili oldu¤unu göstermifllerdir. Martin
ve arkadafllar› (28) ise, 0.2 µg/ml konsantrasyonda amB ile mono-
sitleri inkübe etti¤inde, C. albicans'lar›n öldürülmesinin %80 ora-
n›nda artt›¤›n› bildirmifllerdir. Bu çal›flmada monositler aktive ol-
mam›fl, respiratuar patlamalar›nda de¤iflme olmadan öldürme ye-
tene¤i artm›flt›r. Araflt›rmac›lara göre amB, hücreler içinde birikip
öldürme yetene¤ini art›rmaktad›r. Yine Pascual ve arkadafllar›
(29), amB'nin 2 ve 10 µg/ml konsantrasyonlarda PMN'ler içinde
C. albicans hücrelerine karfl› iyi derecede aktivite gösterdi¤ini bil-
dirmifltir. Bizim çal›flmam›zda da amB, PMN'ler içine penetre
olup, öldürme oran›n› art›rm›fl olabilir. AmB'ye G-CSF'nin eklen-
mesi, genel olarak PMN'lerin öldürme fonksiyonlar›nda fazlaca
bir de¤ifliklik oluflturmam›flt›r (Tablo 3).

Lip amB'nin tek bafl›na uyguland›¤› grupta ilaç, genelde PMN
fonksiyonlar› üzerine özellikle serumda bulundu¤u konsantras-
yonlarda, 5 ve 10 µg/ml'deki Candida'lar›n hücre içine al›nma ora-
n›ndaki azalma hariç tutulursa olumsuz etkide bulunmad›. Halbu-
ki amB, PMN'lerin fagositoz yetene¤inde önemli derecede bozul-
ma göstermiflti. Bu farkl›l›¤›n lipozomal formülasyonlu ilac›n
PMN membranlar›na olan toksisitesinin az olmas›ndan kaynak-
land›¤› düflünülebilir. Pallister ve arkadafllar› (8), Candida, lip
amB ve PMN'leri simültane inkübe ettikten sonra 20 ve 30 µg/ml
konsantrasyonlarda bile fagositoz oran›nda azalma gözlememifl-

lerdir. Bulgular›m›z, 10 µg/ml'deki azalma hariç tutulursa araflt›r›-
c›lar›n bulgular›yla uyumludur. Bu konsantrasyon, ilaç için yük-
sek bir serum de¤eridir. Ayr›ca araflt›r›c›lar, bizim yöntemimizden
farkl› olarak ilac›, venöz kana uygulam›fllard›r. Halbuki biz, lip
amB'yi venöz kandan elde etti¤imiz PMN'lere uygulad›k.

Daha önce amB ile gözlemledi¤imiz hücre içi öldürülmedeki
artmay›, lipozomal formülasyonlu ilaçta gözlemleyemedik. Bul-
gular›m›z Pallister ve arkadafllar› (8)'n›n bulgular›yla uyumludur.
Araflt›rmac›lara göre lipozomal formdaki ilaç, konvansiyonel for-
ma göre daha az toksisite göstermektedir. ‹lac›n PMN oksidatif
proseslerini stimüle etmedi¤i, CL ve kemotaksi aktiviteleri üstün-
de etkisi olmad›¤› yap›lan çal›flmalarla gösterilmifltir (26). Lip
amB ile elde etti¤imiz bulgular, ilac›n PMN fonksiyonlar›nda,
özellikle de serumda ulafl›labilen konsantrasyonlarda, deney hay-
vanlar›nda (17) ve klinik olarak hastalarda (24) daha az toksik et-
ki gösterdi¤ini destekler niteliktedir.

Sitokin ve lip amB'nin kombine edildi¤i grupta ilac›n tek ba-
fl›na uyguland›¤› grupta oldu¤u gibi fagositoz oran›nda azalma
gözlendi (Tablo 3). Ama önceki grupta gözlenen istatistik olarak
anlaml› fark, bu grupta gözlenmedi. Bu etki konvansiyonel amB
ve sitokinin kombine edildi¤i gruptaki gibi PMN'lerin aktive edil-
mesiyle aç›klanabilir. Bu gruptaki hücre içi öldürme oran›n›n art-
mas› da bu etkiyle aç›klanabilir. Genel olarak lipozomal form
amB ile rhG-CSF'nin kombine edilmesinin PMN fonksiyonlar›na
olumlu etki etti¤ini düflünmekteyiz.

Antifungal ilaçlar›n ve sitokinlerin insan PMN'lerinin fagosi-
tik ve mikrobisid fonksiyonlar› üzerine olan etkilerinin araflt›r›l-
mas›yla bulunan sonuçlar, birbirleriyle çeliflkiler göstermekte,
kullan›lan yönteme, uygulanan ilaçlar›n konsantrasyonlar›na ve
hedef hücrelerin türüne göre de¤iflmektedir. Araflt›rmalar sonucu
elde edilen sonuçlar›n birbiriyle karfl›laflt›rmas›, ayn› testlerin ve
yöntemlerin, ayn› hedef hücrelerin kullan›lmas› halinde bile sufl-
lar›n farkl›l›¤› nedeniyle zordur (8). Bulunan sonuçlar›n bu çerçe-
vede de¤erlendirilmesi gerekti¤ini düflünmekteyiz.

Sonuç olarak, bulgular›m›z  özellikle nötropenik ve nötrofil
fonksiyonlar› bozuk olan hastalarda geliflen sistemik mantar in-
feksiyonlar›n›n tedavisinde kullan›lan amB ve lip amB ile birlikte
rhG-CSF kombinasyonunun PMN fonksiyonlar› üzerine yararl›
olabilece¤i görüflünü desteklemektedir.
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