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OZET

Bu ¢alismada, viral hepatit B ve viral hepatit C’ye bagh karaciger
sirozlu hastalarda notrofil fonksiyonlar1 ve Graniilosit-Koloni Stimiilan
faktér (G-CSF)’tin bu hastalarda nétrofil fonksiyonlar1 tizerine etkisinin
arastirilmasi amaglandz.

Calismaya Cumhuriyet  Universitesi  Arastirma ve Uygulama
Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Klinigi’nde viral hepatit B ve C’ye bagl karaciger
sirozu tanisi ile takip ve tedavi edilen 14 hasta ile yas ve cinsiyet bakimindan
farklilik gostermeyen 14 saglikli dondr alindi. Hastalarin hepsi dekompanse
Child C grubuna giriyorlardi. Nétrofiller saglikli kontroller ve hastalardan
Verbrugh’un tanimiadigi modifiye Boyum yontemiyle elde edildi. Elde edilen
notrofiller in vitro ortamda 1500, 3000, 4500 ve 6000 iinite G-CSF ile
muamele edildi. Daha sonra standart S.aureus NCTC 8325 susu ve AB
serum ile 37°C’de 15 dk. inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda tiiplerden
hazirlanan preparatlar metilen mavisi ile boyanarak fagositoz orami tespit
edildi. Tupler aymi sartlarda 45.dakikaya kadar inkiibe edilip, standart 6ze
yardimu ile sulandirildiktan sonra kanli agar plaklarina koloni sayimi igin ekim
yapildi. Daha sonra nétrofiller Triton-X-100 ile pargalanip, standart 6ze ile
tekrar ekim yapildi. Kiiltiirlerde tireyen koloniler 18-24 saat sonra sayilip
fagositik indeks ve intraselliiler 6ldiirme oranlar1 hesaplandi. Karaciger siroziu
hastalarda nétrofillerin fagositoz orani, fagositik indeksi ve hiicre i¢i 6ldiirme
oranlar1 saglikli kontrollere gore diigik bulundu (p<0.001). G-CSF, hem
saglikli  kontrol grubunda hem de karaciger sirozlu hasta grubunda
polimorfoniikleer 16kosit (PNL)Y lerin fagositoz oranini, fagositik indeksi ve
hiicre igi 6ldiirme oranlarini artirda (p<0.001).

Sonug olarak karacifer sirozlu hastalarda nétrofillerin fagositoz ve
hiicre igi 6ldiirme fonksiyonlarinin bozuk oldugu ve G-CSF’in bu hastalarda
nétrofil fonksiyonlarini iyilestirdigi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: Karaciger sirozu, nétrofil fonksiyonlari, G-CSF



SUMMARY

The aim of the present study was to determine the neutrophil functions
of the patients with cirrhosis caused by hepatitis B and hepatitis C viruses, and
the effect of recombinant human Granulocyte-Colony Stimulating Factor (rhG-
CSF) on the neutrophil functions.

The study consists of 14 patients suffering from the cirrhosis, and 14
healthy volunteers, served as control group. All the patients were considered as
Child C group. The neutrophils were prepared from heparinised venous blood
obtained from the patients and controls by dextran sedimentation followed by
Ficoll gradient centrifugation (modified Boyum technique) method, which
described by V erbrugh. T hese neutrophils separated from either patients and
controls were pretreated with various concentrations (1500, 3000, 4500, and
6000 units/ml) of rhG-CSF in Hanks’ balanced salt solution (HBSS), and
incubated with Staphylococus aureus (NCTC 8325) standard strain for 15
minutes. At the end of the incubation period, a small amount of the mixture
was separated and stained by methylene blue dye for calculating phagocytosis.
The test continued for 45 minutes to determine intracellular killing of the
microorganisms. At the end of this time, 0.1 ml of mixture was separated and
cultivated on to blood agar plates. Remaining neutrophils in the test tube were
destroyed by triton-X-100, and 0.1 ml of the mixture was separated and
cultivated onto blood agar plates again. All plates were incubated at 37°C in an
incubator and examined after 18-24 hours of incubation. The numbers of
colony forming units (cfu) on plates were counted and recorded for each plate.
Then also phagocytosis, phagocytic index, and intracellular killing functions of
the neutrophils were assessed for each patient and control.

It was observed that the phagocytic functions, phagocytic index, and
intracellular killing functions of the neutrophils taken from the patients were
lower than the controls (p< 0.001). These functions were increased statistically
by thG-CSF in both groups (p< 0.001). We conclude that the neutrophils of the
cirrhotic patients have more defective functions than the control group, and
rhG-CSF can improve these functions.

Key words: Hepatic cirrhosis, neutrophil functions, G-CSF
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1.GIRIS VE AMAC

Karaciger sirozu, normal parankim dokusunun kaybi, bag dokusunun
artig1, rejenerasyon nodiillerinin olugmast ve vaskiiler yapimn bozulmasi ile
karakterize, kronik, diffiiz ve ilerleyici bir karaciger iltihabidir (1). Karaciger
sirozunda infeksiyonlar sik goriiliir ve varis kanamalarindan sonra ikinci en stk
6lim nedenidir. Bu hastalikta konagin bagisiklik sisteminin hem hiicresel hem

de humoral basamaginda bozukluk vardir (2).

Karaciger sirozunda kompleman sentezi ve antikor yapimi, makrofaj
aktivasyonu, mobilizasyonu ve bakteri 6ldiirmesi azalmistir (3.,4). Bu
hastalarda nétrofillerin kemotaksisi, fagositozu ve bakterisidal aktivitesinin

bozuldugu bildirilmistir (5,6).

Notrofiller, infeksiyon etkenlerine karst konagin ilk savunma
basamagini  olustururlar. Mikroorganizmalarin  giris alanina  birikerek
fagositik aktivite gosterirler ve infeksiyonun ilerlemesini durdururlar (7).
Yetersiz fagositoz, mikroorganizmalarin gogalmalarinin kontrol
edilememesine ve sgiddetli infeksiyona neden olur. Notrofil sayisinda
azalma veya ndtrofil fonksiyon bozukluklarinin infeksiyona zemin
hazirladid: bilinmektedir (7,8). Karaciger sirozlu hastalarda infeksiyonlarin
sik gbriilmesinin  en Snemli nedenlerinden birinin notrofil

fonksiyonlarindaki bozukluk oldugu gosterilmistir (3,4,9).

Graniilosit Koloni Stimiilan Faktr (G-CSF); nétrofil yapimum ve
fonksiyonlarim: diizenleyen glikoprotein yapisinda bir sitokindir. G-CSF

kullanmiimasi  ile n6trofil liretimi ve viicut savunmasi artarak sonugta



hastaliklarin morbiditesi ve mortalitesi azalir(10). Bu etkiyi notrofillerin
sayisi ile birlikte kemotaksisini, bakteriyel fagositozunu ve onlar: dldiirme
kapasitesini artirarak yaptifi gosterilmigtir (11).

Yine notropenik ve notropenik olmayan hayvan ve insan
modellerindeki sistemik bakteri ve mantar infeksiyonlarinda G-CSF’in,
PNL’lerin fagositoz ve hiicre igi Oldiirme fonksiyonlarini artirdigi da
tespit edilmigtir (12).

Bu c¢aligmada viral hepatit B ve viral hepatit C’ye bagh karaciger
sirozu gelisen hastalarda notrofil fonksiyonlarinin bozuk olup olmadig: ve G-

CSF’in nétrofil fonksiyonlar: iizerine etkisinin aragtirilmasi planlandi.



2.GENEL BILGILER

2.1. KARACIGER SIROZU

Karaciger sirozu, normal parankim dokusunun kaybi, bag dokusunun
artis1, rejenerasyon nodiillerinin olugmasi ve vaskiiler yapinin bozulmas: ile
karakterize, kronik, diffiiz ve ilerleyici bir karaciger iltihabidir. Sirozun temel
unsurlari, fibréz doku artig1 ve rejenerasyon nodiilleridir. Sadece bag doku
artis1  (konjenital hepatik fibrozis) veya sadece rejenerasyon nodiillerinin

bulunmasi (nodiiler rejeneratif hiperplazi) tantmlama igin yeterli degildir (1).

2.1.1. Etyoloji

Sirozun nedenleri sosyo-ekonomik ve kiltiir farkliliklarina gore
degisiklikler gosterir. Bat1 tilkelerinde karaciger sirozuna yol agan en 6nemli
neden alkol kullammidir. Uzakdogu, Ortadogu ve tilkemizde ise baslica neden
viral hepatitlerdir. Bin dokuz yiiz doksan dort ile bin dokuz yiiz doksan yedi
yillarimt kapsayan 4 yillik donemde 393 vakalik karaciger sirozu serisinde,
viral hepatitlerin %60, alkoliin %11, alkol+ viral hepatitin %4, diger nedenlerin
( otoimmiin hepatit, bilier sirozlar, konjesyon, metabolik nedenler v.b.) %9
oraninda etyolojiden sorumlu oldugu tespit edilmistir. Vakalann yaklasik
%16’sinda ise etyolojik neden belirlenememigtir. Viral hepatitlerden hepatit B
viriisit (HBV)’niin katkis1 %42.6 Jhepatit C virtistt (HCV) niin katkis1 %34.5 ve
hepatit D viriisii (HDV)’ niin katkisi ise %15.7 bulunmugtur (13). Sonug olarak
ilkemizde siroz gelisiminde viral hepatitler, 6zellikle HBV ve HCV ile alkoliin
Onemli rol oynadif: dikkati ¢ekmektedir. Nadir nedenler arasinda belirtilen
baglica metabolik siroz nedenleri ise hemokromatoz, Wilson hastalif, alfa-1
antitripsin eksikligi, tip IV glikojenozis, galaktozemi, kistik fibrozis ve

konjenital tirozinozistir. Toksik maddeler, ilaglar (Amiodarone, metotreksat



vb), intestinal by-pass ameliyatlari ve Hindistan gocukluk dénemi sirozu
(Indian childhood cirrhosis) da seyrek nedenler arasinda belirtilmektedir.
Ulkemizde otoimmiin hepatit zemininde gelisen siroza ve primer bilier siroza
nadir rastlanir (1). Karaciger sirozunun etyolojisinde rol oynayan nedenler

Tablo-2.1’de gosterilmigtir.

Tablo-2.1 Karaciger Sirozunun Etyolojist (14)

Hepatit viruslar
HBV, HCV, HDV
Alkol
Metabolik nedenler
Wilson hastalif1
Hemokromatoz
Alfa-1 antitripsin eksikligi
Tip IV glikojenoz
Galaktozemi
Tirozinemi
A hipervitaminozu
Non-alkolik steatohepatoz
Intestinal by-pass
Immiinite bozuklugu
Otoimmiin hepatit
Primer bilier siroz
Uzamus kolestaz ( intra ve ekstrahepatik)
Konjesyon
Budd-Chiari sendromu
Konstriktif perikardit
Veno okluziv hastalik ( Tikayici ven hastalifi)
Ilag ve toksinler
Metotreksat
Amiodarone
Indian childhood cirrhosis (Hindistan gocukluk dénemi sirozu )

Kriptojenik ( sebebi bilinmeyen)




2.1.2. Patoloji ve Patogenez

Etyolojik neden ne olursa olsun, baslattifi olaylar zinciri aym
morfolojik yapi, yani karaciger sirozu ile sonuglanir. Bu karacigerin kiictilmesi,
sertlesmesi ve nodiiler bir yapiya doniismesi demektir. Morfolojik olarak 3 tip
siroz bilinmektedir. Mikronodiiler siroz genellikle 1 cm’den kii¢iik ve homojen
rejenerasyon nodiilleri ile karakterizedir. Makronodiiler siroz 1 cm’den biiyiik
ve homojen rejenerasyon nodiilleri igerir. Mikst nodiiler siroz mikro ve
makronodiilleri igerir. Alkolik siroz mikronodiiler, posthepatik siroz
makronodiilerdir. Ancak alkol birakildiginda mikst nodiiler bir goriintimle
karsilagsmak miimkiin olabilir(1,14).

Karacier sirozunda hepatosit hasarn (dejenerasyon ve nekroz),
hepatosit ~ rejenerasyonu, iltihabi reaksiyon, bag dokusu septumlarinin
olusmasi, safra kanali proliferasyonu ve Kkaracifer i¢i damar yataginn
distorsiyonu olmak flizere alt1 ayr1 histopatolojik degisiklik goriiliir. Etyolojik
etkene bagli olarak olugan nekrozu fibrozis izler. Genelde {i¢ tip nekroz
fibroziste rol oynar. Peace-meal nekrozu portal-portal septum olusumuna yol
acarken, konfluent nekroz santral-portal kopriilesme ve fibrozise fokal

nekrozlar ise fokal fibrozise neden olur (1,14,15).

2.1.3. Kiinik Belirti ve Bulgular

Karaciger sirozu her yagta goriilen ciddi bir hastaliktir. Erkeklerde biraz
daha siktir. Hastaligin kompanse ve dekompanse olmak tizere iki donemi
vardir. Sinsi seyirli bir hastalik olusu nedeniyle, vakalarin ancak %25-30’u
kompanse dénemde taninir. Kompanse donemde siroz ya asemptomatik ya da
semptomatik olabilir. Semptomlu vakalarin bir grubu genel belirtilerle hekime
bagvurur. Baglica genel belirtiler halsizlik, ¢abuk yorulma, dispepsi ve sag ile
sol hipokondrium agrlaridir. Bu donemde baglica fizik muayene bulgulan
ikter, hepatomegali ve splenomegali olabilir. Kompanse donem aylar ve

yillarca devam edebilir. Karaciger sirozunun hepatoselliiler yetersizlik ve



portal hipertansiyon olmak {izere iki ana grup bulgusu s6z konusudur. Baglica
hepatoselliiler yetersizlik bulgulari 6riimcek anjiom, telenjiektazi, Dupuytren
kontraktiirii, comak parmak, tirnak degisiklikieri (beyaz tirnak v.s), palmar
eritem, j inekomasti, k araciger dili, ikter, subikter, purpuralar, gonadal atrofi
(killanmada azalma, impotans, amenore v.b) dir. Baglica portal hipertansiyon
bulgulart ise splenomegali, portal tipte kollateral dolagim ve asittir. Bazen

hepatomegali de saptanabilir (1,14,16).

2.1.4. Tam

Karaciger sirozunun tamsi tipik vakalarda anamnez, fizik muayene ve
biyokimyasal testlerle olduk¢a kolaydir. Portal hipertansiyon ve hepatoselliiler
yetersizlik belirti ve bulgularnin birkaginin bir arada bulunmasi ile tani
desteklenir. Tamdan siiphe edildiginde, kesinlestirmek amaci ile, karaciger

ponksiyon biyopsisi veya laparaskopiden yararlanilir (1).

2.1.5.Prognoz

Karaciger sirozu ciddi ve oldiiriici bir hastaliktir. Prognozun
saptanmasinda etyoloji, alkol alinmasi, teshis ve tedavinin zamam ve gekli rol
oynayabilir. Asit, ikter ve hepatik ensefalopatiden herhangi birinin bulunmasi
dekompansasyon bulgusudur. Prognoz degerlendirilmesinde Child-Turcotte-

Pugh skorlama sistemi kullanilir (1,15)( Tablo-2).



Tablo-2.2. Modifiye Child-Turcotte Pugh skorlama sistemi (15).

Skor 1 2 3

Protrombin zaman1 (INR) <4 sn(<1.7) 4-6sn (1.7-2.3) >6sn(>2.3)

Bilirubin (mg/dl) <2 2-3 >3
Albumin ( g/dl) >3.5 3.5-2.8 <2.8
Asit Yok Orta Ciddi
Ensefalopati Yok Orta Ciddi

Skor 6 ve altindaysa Child A, 7-9 arasinda ise Child B, 10 ve iizerinde
ise Child C olarak degerlendirilir. Child evresi ilerledik¢e prognoz
kotiilesmektedir. Italya’da yapilan gok genis bir calismada her yil hastalarin
%10’unun kompanse evreden dekompanse evreye gegtigi gozlenmistir.
Dekompanse hastalarda 6 yillik yagsam orami %21°dir. Mortaliteye etki eden
faktorler yas, erkek cinsiyet, ensefalopati, kanama, varis varlifi, protrombin
zamaninin uzun olmasi, HBsAg pozitifligi ve hepatoselliiler karsinom olarak

bulunmustur (16).

2.1.6.Komplikasyoniar

Karaciger sirozunun baglica komplikasyonlar1 6zofago-gastrik varis
kanamasi, hepatik ensefalopati, hepatoselliiler karsinoma, spontan bakteriyel
peritonit ve hepatorenal s endromdur. Nadir olarak hepatopulmoner sendroma

ve portopulmoner hipertansiyona rastlanabilir (1,14)( Tablo-2.3).



Tablo-2.3. Karaciger sirozunun baslica komplikasyonlar (14)

1.Portal hipertansiyon: varis kanamasi

2.Asit: spontan bakteriyel peritonit, hepatik hidrotoraks
3.Hepatorenal sendrom

4.Hepatik ensefalopati

5.Koagulopati

6.Hepatopulmoner sendrom

7.Hepatoselliiler karsinom

8.Hepatik osteodistrofi

9.Feminizasyon

10.1la¢g metabolizmasinda degisim

2.2 SIROZ VE INFEKSIYON

Infeksiyon sirozun iyi tamimlanmis sik ve ciddi bir komplikasyonudur
(17). Sirozlu veya akut fulminan karacier yetmezligi olan hastalar bakteriyel
ve fungal infeksiyonlarin gelisimi igin yiiksek risk tasirlar. Infeksiyon riski
karaciger hastaliginin ciddiyeti ve hastaneye yatma ile artar. Infeksiyonlar varis
kanamalarindan sonra 6ldirticli komplikasyonlar i¢inde ikinci sirada yer alir
(2). Infeksiyon alkolik sirozlarda en sik, primer biliyer sirozda ise en az
sikliktadir. Etyolojik nedene bagh olmaksizin sirozlu hastalarda fulminan
hepatik nekroz, ciddi akut karaciger hastalifi veya subakut hepatik nekroz
gelismesi infeksiyon siklifint arttirir (18).

Sirozlu hastalarda en sik gorillen infeksiyon spontan bakteriyel
peritonittir. Bununla birlikte pnomoni, bakteriyemi, iriner infeksiyon ve
bakteriyel endokardit de sik rastlanan infeksiyonlardir (19). Bu hasta grubunda

ates, lokositoz gibi infeksiyon gOstergelerinin olmast her zaman



beklenmediginden, klinik durumun bozulmasi, ensefalopati yada bobrek
yetmezliginin ilerlemesi durumunda infeksiyondan siiphelenilmelidir.
Infeksiyondan stiphelenilen tiim hastalarda kan kiiltiirleri ve siiphelenilen alana
yonelik kiiltirler alinmali, asit varsa parasentez yapilmalidir. Parasentez
stvisinda 1okosit sayim ile birlikte gram boyama ve mikroskobisi yapilmali,

aerob ve anaerob kiiltiirler i¢in 6rnek alinmalidir (18).

Sirozlu hastalarda infeksiyonlarin normal insanlardan daha sik
olmasinin bir ¢ok nedene bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Sik infeksiyon
nedenleri intestinal floranin  degismesi, monosit-makrofaj  sistemi
fonksiyonlarinin bozulmasi, nétrofil fonksiyonlarinin bozulmasi, humoral ve
hiicresel immiinitenin bozulmasi, alkol alimi, malniitrisyon, gastrointestinal
kanama, portal sistemde staz, invaziv tanisal ve terapotik islemlerle dogal
bariyerlerin bozulmasi ve sik antibiyotik kullanimi gibi faktorleri igermektedir
(19). Bunlarin arasinda gastrointestinal kanamanin bagimsiz bir risk faktorii
oldugu gosterilmigtir. Gastrointestinal kanamasi olan hastalarda %33 oraninda
infeksiyon izlenirken, diger nedenlerle hastaneye yatanlarda %13 oraninda
infeksiyon gelismistir. Gastrointestinal kanama ile infeksiyon arasindaki
iliskiye benzer sekilde, invaziv islemierle spontan bakteriyel peritonit arasinda
da iligki gosterilmistir. Bunlann yaminda asit sivisindaki diigk protein

diizeyleri de spontan bakteriyel peritonit icin bagimsiz bir risk faktoridiir (17).

2.2.1. Konak Savunmasi

Hi¢ kuskusuz karacifer hastalifi olan hastalarda bakteriyel
infeksiyonlara duyarliligi artiran en Onemli faktSrlerden biri konak
savunmasindaki bozukluklardir (18). Sirozlu hastalarda birden fazia
immiinolojik anormallik tanimlanmasina ragmen c¢aligmalann biiyiik
cogunlugu alkolik sirozda immiinolojik fonksiyonlara odaklanmigtir. Sirozlu
hastalarda hem humoral hem de hiicresel immiinitede bozukluk vardir.

Karaciger, komplemanin C; komponenti sentezinin primer yapildigi alan
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oldugundan kompleman yetersizligi stk ve fulminan karaciger yetmezliginde
daha ciddidir (20-22). Ciddi karaciger yetmezligi ve kompleman yetersizligi
ortaya ¢iktifinda opsonizasyon bozulur. Hastalarda Escherichia coli ve
Haemophilus influenzae gibi gram negatif bakterilere karsi Immunoglobulin M
(IgM) aracili bakterisidal aktivitede azalma gozlenir (9,23). Dekompanse
karaciger sirozlu hastalarda serum kompleman diizeyinde diisme ile birlikte
antikor yapiminda bozulma gézlenir (3).

Retikiiloendotelial hiicreler portal kandaki patojenler igin potansiyel
filtrasyon mekanizmas: iglevi goriirler. Sirozda filtrasyon bozulur. Ciinki
makrofaj aktivasyonu ve mobilizasyonu bozuktur ve bakteri Oldiirmesi
azalmistir (4). De Fernandez ve arkadaslarinin (5) alkolik karaciger sirozu ve
primer bilier sirozu olan hastalarda yaptiklari ¢alismada serum bagimlh
fagositoz disfonksiyonu gosterilmistir. Bundan dolasimda bulunan ve
muhtemelen Fc reseptérlerini bloke eden inhibitér immiin kompleksierin
sorumlu olabilecegini belirtmiglerdir. Bu hastalarin serumunda bulunan ve
mobilizasyonu inhibe eden bu madde “serum kemotaktik inhibitér faktor”
olarak adlandirilmistir. C5a ve diger kemotaktik faktdrlerin varliginda bu
inhibitér faktorin inaktive oldugu wve kompleman yapimi normal olan
hastalarda deneysel hasar alanlarina normal ya da artmis sayida PNL
gocli oldugu gosterilmistir (24).

Bu hastalarda nétrofil mobilizasyonunu bozan nedenin agiklanmasi
icin yapilan  bir  g¢aliymada karaciger  sirozlu  hastalarda serum
Immunoglobulin A (IgA) ve Immunoglobulin G (IgG) diizeylerinde artma
gozlenmigstir. Anti IgA ile immiinabsorbsiyon yapildiktan sonra mobilizasyon
bozuklugu diizelmis fakat anti IgG ve anti IgM ile ayni etki g6zlenmemistir.
Bu sonug arastinicilar tarafindan serumdaki bu inhibitér maddenin IgA ya da
IgA’ya bagh veya benzer bir molekiil olabilecegi seklinde yorumlanmustir
(25). Ancak daha sonra yapilan bir ¢aligmada nétrofil fonksiyonlart ile serum
immiinglobulin ya da immiin kompleks diizeyleri arasinda bir korelasyon

gosterilememigtir (26).
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Rajkovic ve arkadaslari (26), alkolik sirozlu hastalarda yaptiklari
caligmada total sliperoksit lretimini, lizozim ve miyeloperoksidaz enzim
icerigini ve salimmini, heksoz monofosfat sant aktivitesini ve rediikte glutatyon
icerigini normal kontrollere gére anlamh olarak diisiik bulmuslardir. Buna
karsilik hidrojen peroksit {iretimini normal olarak bulmuslardir. Ayni
calismada E.coli ve Staphylococcus aureusun intraselliiler 6ldiiriilmesi ile
total sliperoksit iretimi, lizozim ve miyeloperoksidaz igerigi ve saliimi,
heksoz monofosfat gant aktivitesi ve rediikte glutatyon igerigi arasinda pozitif
korelasyon bulunmus, ancak intraselliiler 61diirme ile hidrojen peroksit iiretimi

arasinda iligki bulunamamuistir.

Fagositoz, retikiiloendoteliyal sistemin spesifik bir fonksiyonudur. Bu
fonksiyon opsonik bir glukoprotein olan fibronektin ile diger opsoninlere
baglidir. Plazma fibronektin konsantrasyonu fulminan karaciger yetmezliginde
%76, alkolik karaciger hastaliginda ise %50 azalir. Alkolik karaciger hastalig

olan vakalarda plazma fibronektin yetmezligi kot prognozla iligkilidir (18).

Immiinolojik defektlerden baska mekanik defans sistemlerinin
bozulmasi da infeksiyona duyarlilig1 arttirir. Alkol alimu ile biling diizeyinin
baskilanmasi glottik kapanmaya ve Oksiirtik refleksine engel olur, bu da
aspirasyona ve pndmoni gelisimine zemin hazirlar. Asit olusumu solunum
hareketlerini kisitlar ve alt solunum yolu infekstyonu olusmasina yardimei olur
27).

2.2.2. Spontan Bakteriyel Peritonit

Kronik karaciger hastalarinda en ¢nemli problemlerden biri spontan
bakteriyel peritonittir (SBP). Degisik klinik gériinlimlerde olabilmesi, taninin
zor olmasi ve potansiyel tedavi yaklagimlarina ragmen yiiksek mortalite ile
seyretmesi nedeniyle Snemlidir (18). SBP eksternal ya da intraabdominal

infeksiyon odag1 olmadan ani baglayan bakteriyel peritonit olarak tamimlanur.
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SBP en ¢ok sirozla birlikte gériiliir. Bununla birlikte konjestif kalp yetmezligi,
malignensi ve nefrotik sendrom gibi diger nedenlere bagl: asiti olan hastalarda
da gelisebilir (27). Hatta asiti olmayan karaciger hastalarinda bile peritonit
ataklar1 rapor edilmistir (18). Hastaneye yatirilmug asitli hastalarda SBP orant
%7-23’tiir. SBP’nin patogenezinde gegici bakteriyemiler sirasinda asit sivisinin
kolonizasyonu vardir. Bozulmus antibakteriyel veya opsonik aktivite diger
immiinolojik defektlerle birlesince mikroorganizma g¢ogalir. Deneysel olarak
kantlanmadigt halde barsak duvarindan bakteri translokasyonu da diger
potansiyel bir mekanizmadir. Gastrointestinal kanamas: ve fulminan hepatik
yetmezligi olan hastalar; yiiksek serum bilirubini ve invaziv islemlere daha

fazla maruz kalmalari nedeniyle SBP’e daha yatkindirlar (27).

SBP’in klasik klinik gériinlimiinde ates, iistime, kann agrisi ve asitte
artma vardir. Peritoniyal bulgular veya ensefalopati olabilir. SBP hastalarin
ligte birinde abdominal semptomlar olmadan da ortaya ¢ikabilir. Semptomlar
sadece ensefalopati, gastrointestinal kanama veya renal yetmezlikte artma
olabilir. Bundan dolay1 asiti olan tiim hastalara siiphe ile yaklasiimalidir (27).
Hastalarin biiyiik kisminda karaciger fonksiyonlarini gosteren biyokimyasal
testlerde bozulma ve periferik kan 16kosit sayisinda artis vardir. Tam asit
stvisindan  mikroorganizmanin  izolasyonuna dayandifindan  SBP’ten
stiphelenilen tiim hastalara tanisal amagli parasentez yapilmalidir (18). Asit
stvisinda bulaniklik infeksiyon tanisi igin gerekli degildir. Asit sivisinin aerob
ve anaerob kiiltiirleri yapilmahidir. Ornegi laboratuvara steril bir tasiyicida
tasimak yerine yatak basinda kan kiltlirli vasatina ekim yapilir ise kiiltiir
pozitifligi iki kat artar, fakat kontaminasyon olasiligi da artar. Kiiltiir sonucu
24-72 saate kadar alinamayacagindan diger infeksiyon gostergeleri de
arastirilmalidir (18). Ornek santrifiij edilerek gram boyama yapilmalidir. Bu
sekilde ml’de sadece 2 adet mikroorganizma olsa bile gram boyasi pozitif
bulunabilir (18). Gram boyama %30 vakada pozitiftir. Bununla birlikte

hastalarin ticte birinde gram boyama ile kiiltlir arasinda korelasyon yoktur.
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Ginlimiizde en ¢ok kullanilan ve kabul edilen indikator asit sivisinda PNL
sayumidir. SBP’li hastalarin %85’inden fazlasinda asit sivisindaki PNL sayisi
ml’de 1000’in tizerindedir. Diiiretik tedavisi alanlarda toplam l6kosit sayisi
ml’de 2000’in iizerine ¢iktigi halde PNL sayist bundan etkilenmez. Bunun
sebebi muhtemelen asit sivisinin azalmasi ve PNL’ler ile karsilastinldifinda
mononiikleer hiicrelerin yasam siiresinin daha uzun olmasidir. Bu nedenle asit
stvisinda PNL sayist belirlenmelidir. Normal steril asit stvisinda ml’de 250°nin
altindadir ve daha fazlas: infeksiyonu akla getirmelidir. Diger bulgular1 olan
hastalarda diisiik pH ve glukoz diizeyleri ile asit sivisinda artmig laktat

konsantrasyonlari taniya yardimcidir (18).

Klinik calismalar sirozlu hastalarda peritoniyal infeksiyonun subklinik
infeksiyondan tam oturmus sendroma kadar genis bir arahk i¢inde
olabilecegini gostermigtir. Klinik olarak peritonit goriintisi olmadan asit
stvisinda bakteri bulunmasi “bacferiascites” olarak adlandirilir ve asiti olan
sirozlu hastalarin %4’linde goriiliir. Bacteriascites peritonite ilerleyebilir bu
yiizden parasentez tekrarlanmali ve sonuglara gore tedavi planlanmahdir.
Klinik olarak peritonit bulgular: gosteren, asit sivisinda PNL sayisinin arttigi
ancak asit sivisinin steril oldugu klinik durum “ sterile neutrosytic ascites”
olarak adlandinlmstic. Bu vakalarm %50°si peritonite ilerler ve benzer
mortalite ile seyreder. Antibiotik tedavisi ile nétrositoz ve prognoz diizelir.
Peritonitin bu tipinde siklikla bakteriyemi ve triner sistem infeksiyonu da
bulunur (18).

Klinik olarak peritonit bulgular1 olan ve asit sivisinda ml’de 250’den
fazla PNL olan hastalar ve peritonitin klinik bulgular olmasa bile asit sivisinda

ml’de 500°den fazla PNL olan hastalara antibiyotik tedavisi verilmelidir (18).

Asit sivist kiiltiiri hastalarin %50-75’inde pozitiftir. Bu oran alinan

6rnegin miktar: ve sividaki bakteri konsantrasyonuyla degismektedir. Bunlarin
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%90’ 1nda tek bakteri iretilmektedir. Eriskinlerin %70’inde E.coli ve gram
negatif enterik bakteriler etken olarak gorilmektedir (18). Pediatrik yas
grubunda en sik etken olan pnomokoklar, erigkin hastalarin %20’sinde etken
olarak bulunur. Ozellikle etken E.coli ya da pnomokok oldugunda vakalarin
%20-40’inda aym etken kan, balgam ya da idrardan da retilmektedir (18).
Diger streptokoklar, H.influenzae ve Pseudomonas aeruginosa daha az siklikla
rastlanan etkenlerdir (27)

Anaerobik infeksiyonlar nadirdir ve barsak perforasyonu ya da
obstruksiyonu ile ortaya ¢ikar. Polimikrobiyal infeksiyon ya da Kkiiltiirde
Candida albicans veya Bacteriodes fragilis iiremesi, akut abdominal bir
olaydan kaynaklanan sekonder peritoniti diigtindiirmelidir (27).

Tiiberkiiloz peritonit nadirdir ve bakteriyel peritonite benzer. Siklikla
akciger grafisinde pulmoner tiiberkiiloz bulgusu vardir. Tanmi periton biyopsisi
ile konur (27).

Antibiyotik tedavisi klinik olarak peritonit sliphesi varsa asit sivisi
ornegi alindiktan hemen sonra baglanmalidir. Gram boyama veya bagka bir
alanda infeksiyon bulgusu olmasi sorumlu organizma hakkinda bir fikir
verebilir. Nefrotoksisiteden kacinmak amactyla sefotaksim, ampisilin ve
aminoglikozid kombinasyonundan daha {istiindiir. Anaerob bakteriler sik
olmamasina ragmen metronidazol eklenmesi de Onerilir, ancak karaciger
hastalarinda 6zellikle b6brek yetmezligi de varsa yarilanma omrii uzadigindan
dozu azaltilmalidir. Antibiyotiklerin baglangic dozu intraperitoniyal olarak
verilmelidir. Bu sekilde 2 saat asit sivisinda yeterli ve etkili konsantrasyonda
bulunabilir.  Antibiotik tedavisine ragmen SBP’in prognozu koétudiir ve
mortalite oran1 %60-90°dwr. Kotii prognostik faktorler ciddi karaciger hastaligy,
38°C’nin {istinde ates, periferik kanda Iokosit sayisiun 25.000/mm®iin
tizerinde olmasi ve bobrek yetmezligini igerir. Iyilesen hastalarin %40’inda
yasamlar1 sirasinda ayni etkenle SBP tekrarlar ve prognozu ilk atakla aynidir.
Bu hastalar diger alanlardaki infeksiyona da agiktirlar (18).
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2.2.3. Uriner Sistem Infeksiyonu

Siroziu hastalarin yaklastk %17°sinde  iriner sistem infeksiyonu
goriilir ve tim infeksiyonlu olgularin yaklagik yarisimi olusturur (18).
Infeksiyon hastaneye yatmamis hastalar arasinda kadmlarda daha siktir;
Ozellikle primer bilier sirozlu kadin hastalarda bakteritiri insidans: diger
karaciger hastaliklarina gére daha fazladir (27). Hastaneye yatmis hastalarda
iiriner sistem infeksiyonlar1 triner kateterizasyonla iligkili olup kadin ve
erkeklerde esit oranda goriiliir (18). Uriner sistem infeksiyonlarindan sorumlu
bakteriler karaciger sirozu olmayan populasyonla benzer olarak E.coli ve diger
acrob enterik gram (-) basillerdir (27). Sirotik veya alkolik hastalarda tiriner
sistem infeksiyonlart renal papiller nekroz ve piyelonefritle birliktelik
gosterir. Bu iligki renal arteriyel vazokonstriksiyon ve intertisiyel 6dem
nedeniyle olabilir. Uriner kateterizasyon gerektirecek kadar ciddi hastalik ya
da renal yetmeziik gelismesi infeksiyona yatkinlik saglar ve kotii prognoz
faktoridtir. Uriner sistem tiim bakteriyemi olgularinin %50°sinde, SBP
olgularinin %20’sinde ve bazi infektif endokardit olgularinda bakteriyeminin

kaynagin olugturur (18).

2.2.4. Bakteriyemi

Hastaneye yatirilan sirozlu hastalarda yaklagik %7 oraninda
bakteriyemi ortaya ¢iktig1 bildirilmistir. Bu oran kompanse sirozlu hastalarda
%1 iken dekompanse sirozlu hastalarda %20 ‘dir. Genellikle hastalifin son
donemlerinde ortaya c¢ikar ve kotii prognoz gostergesidir. Dekompanse
hastalarda F.coli ve diger enterik gram (-) basiller en sik etken iken kompanse
hastalarda Streptococcus pneumoniae ve grup A streptokoklar en sik etkenler
olarak karsimiza ¢ikar. Bakteriyemilerde  E.coli ve diger enterik
mikroorganizmalarin  yiiksek insidanst kaynagin barsaklar oldugunu
distindtirmektedir. Muhtemelen bu portal kanin retikiiloendotelial sistemden
gecmeden sistemik dolagima katilmasim saglayan portosistemik santlarin bir

sonucudur. Bakieriyeminin diger énemli kaynaklart Giriner sistem, solunum
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sistemi ve intravaskiiler kateterlerdir. Menenjit ve endokardit sik olmayan

kaynaklar olsa da arastirilmalidir (18,27).

2.2.5. Pnémoni

Antibiyotik o6ncesi donemden giiniimiize kadar pnSmoninin
prognozu ve mortalitesi ile alkol bagimlihigi arasindaki iligki bilinmektedir.
Karaciger hastalif1 ve lokopeni olmasa bile tek bagma alkolizm prognozu
biiytik oranda etkiler. Pnémonili vakalarin biiyiik kismi orofarengeal igerigin
akcigerlere aspirasyonu ile ortaya ¢ikar. Diger risk faktorleri gastrointestinal
kanama, 6zefagogastroduodenoskopi gibi invaziv girigimler ve asit varligidir.
S.pneumoniae en sik patojendir. Klinik tablo siklikla sadece siddetli ve
produktif okstiriik ve pasli balgamla birlikte ani baslayan atesi igerir.
Komplikasyonlar alkoliklerde siktir. Bu komplikasyonlar ampiyem,
kavitasyon, endokardit ve menenjiti igerir. E.coli, Klebsiella pneumoniae gibi

gram (-) bakteriler alkol bagimlilarinda daha sik rastianan etkenlerdir (18,27).

2.2.6. infektif Endokardit

Dekompanse karaciger hastalii olan hastalarda infektif endokardit
kolayca gbzden kagabilir. Sirozlu hastalarda infektif endokardit sikhg ile ilgili
farkl1 sonuglar veren aragtirmalar mevcuttur. Ancak sikligina bakilmaksizin
kronik karaciger hastaligi olanlarda infektif endokarditin degisik klinik
goriiniimlerle ortaya ¢ikabilecegi bilinmelidir. Aort ve mitral kapaklar en sik
etkilenen kapaklardir. Genellikle bunlarda altta yatan kapak hastalig:
bulunmaz. Bu hastalarda nonkalsifik aort stenozunun daha sik oldugu
gosterilmistir. Bu hastalarda en sik gozienen mikroorganizmalar S.preumoniae
ve enterik bakterilerdir. Sirozla birlikte olsun veya olmasimn alkolizm
pnomokokal endokardit i¢in major risk faktSriidiir ve sikiikla pndmokokal
menenjit ve/veya pndmoni ile iligkilidir. Bu mikrobiyolojik farklilik kronik
karaciger hastalifn olan infektif endokarditli vakalarda antibiyotik tedavisi

planlamrken 6nemlidir. Tammin gozden kolayca kagmasi ve yetersiz
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antibiyotik tedavisi bu hastalarda mortaliteyi arttiran faktorlerdir. Giinlimiizde
ekokardiyografinin yaygin olarak kullanimi ile bu hastalarin tan1 ve takibi
kolaylasmistir. Karaciger hastaligi ve pnomokok septisemisi olan tiim hastalar
ekokardiyografi ile degerlendirilmelidir. Kalp kapak hastaligi, prostetik kapagi
veya daha onceden gegirilmis infektif endokardit &ykiisii olan hastalara
bakteriyemi riski olan invaziv islemlerden 6nce antibiyotik proflaksisi
verilmelidir (18,27).

2.2.7. Bakteriyel menenjit

Menenjit, sirozlu hastalarda seyrek olarak goriiliir. Ancak dekompanse
karaciger hastalif1 olanlarda kolayca gézden kagabilir. Clinkii bu hastalarda
ensefalopati nedeniyle konfiizyon ve uykuya meyil vardir. En sik pnodmokokal
menenjit goriilir ve siklikla es zamanli septisemi ile birliktedir. Genellikle
prognozu kotidiir. Daha az olmakla birlikte E.coli ve Listeria
monocytogenes’te bu hastalarda menenjit etkeni olarak karsimiza g¢ikabilirler

(18,27).
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2.3. NOTROFILLER ( POLIMORFONUKLEER LOKOSITLER)

Notrofiller, kemik iliginde yer alan pluripotent kok hiicrelerinden orijin
alan kan hiicreleridir. Nétrofillerin ortalama ¢aplar1 10-15um olan; santral veya
ekzantrik yerlesimli, iki veya daha fazla loblu olabilen, koyu eflatun renkli,
kaba kromatin agl niikleuslan vardir. Nikleusu pembe-menekse renkli

graniiller igeren, soluk pembe renkli sitoplazma c¢evreler (28-30).

En erken tanimlanabilen nétrofil prekiirsérii miyeloblasttir. Hiicre
daha ileri farklilagma basamaklarina ilerledik¢e kromatin yogunlagir ve
¢ekirdekgikler kaybolur ve ayni zamanda sitoplazma karakteristik graniillerini
olusturur. Prekiirsor  gelisimi  vasitasiyla  promiyelosit,  miyelosit,
metamiyelosit, ¢omak ve olgun PNL’ler olusur. Yeni bir kok hiicresinin
olgun bir nétrofil haline gelebilmesi igin 8-10 giin gereklidir. Matiir nétrofiller
kan dolasimina katilmadan 6nce kemik iliginde depolamirlar. Infeksiyoniar ve
stres sirasinda kan dolagimina salinirlar. Dolagimdaki yar1 6miirleri sadece alt1
saattir. Dokularda giinlerce kalabilirler (31).

Normal bir insanda periferik kandaki 18kosit sayist 4-10x10° /L olup

bunlarin %40-75’ini nétrofiller olusturur (32).

2.3.1 Notrofillerin Yapist

Miyeloid serinin olgun hiicreleri olan nétrofillerin 6nemli gérevlerinden
biri viicuda giren mikroorganizmalarin fagositozu ve onlarin Sldiriilmesidir
(7,8). Bu islevini hiicre icindeki graniiller icinde paketlenmis lizozomlarla
yaparlar. Bu graniiller igerisinde hidrolitik enzimler ve antibakteriyel ajanlar
vardir. Nétrofiller azurofil, spesifik ve tersiyer graniilleri igermektedir (33).

Azurofil graniiller: Promiyelositer evrede olusur. Sindirimde hidrolitik
enzimlerin fagozom igine salinmasindan 6nce rezervuar olarak gérev yaparlar.

Igerikleri;

Asit hidrolaziar; Notrofiller igine alinan materyalin indirgenmesi.
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Nétral proteaziar; Inflamatuar dokunun pargalanmasi.

Lizozim; Bakteri duvarinin sindirilmesi.

Miyeloperoksidaz; Oksijen bagimli bakteri 6ldiiriilmesi.

Defansinler ve bakterisidal permeabilite arttirici proteinler;

Oksijen bagimsiz bakteri 6ldiiriilmesi.
Spesifik graniiller: Daha ge¢ miyelositik evrede olusurlar (28,30).

Icerikleri;

Laktoferrin; Demir baglayici protein

Kollajenaz; Kollajen fibrillerini hidrolize eder.

Kobalamin baglayic: protein; Bakteriyel kobalamin ve analoglarini
baglar.

Lizozim; Bakteri duvarim sindirir.
Tersiyer granmiiller: Ozellikleri tam olarak Kkarakterize edilememis
graniillerdir.

Igerikleri;

Gelatinoz; Kollajene benzeyen bir enzimdir.

C3bi reseptorieri; Notrofil adezyonuna katilir.

Nétrofil plazma membrani: Ekstraselliiler proteinleri tamimlamak igin
gerekli olan reseptdrleri igermektedir (34).

Bunlarin disinda nétrofillerin yapisinda lipidler, sitolitik enzimlier ve

niikleik asitler yer alirlar (33).
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Tablo-2.4. Insan Nétrofillerinde Bulunan Graniiller (35)

Azurofil graniiller Spesifik graniiller

Mikrobisidal
enzimler

Antibakteriyel
katyonik protein
Asit hidrolaz

Metalloproteinaz
Noétral serin
proteaz

Digerleri

Lizozim

Elastaz
Katepsin
Myeloperoksidaz
Defansinler

BPI

N-asetil
glukronidaz
Katepsin B
Katepsin D

B Glukronidaz
B Gliserofosfataz
a Monosidaz
Kollagenaz
Proteinaz

Kinin

CSa-inaktivatorii

Tersiyer graniiller

Lizozim
Laktoferrin
Gelatinaz
Sitokrom b
C3bi
reseptorleri
Histaminaz Sitokrom b
Heparinaz Alkalen
fosfataz
Plazminojen FceRIII
reseptorlert
Kompleman
aktivatorii
Vit B12 baglayici
protein
Reseptorier
FMLP
C3bi
FeRIII
Laminin
Trombospondin

BPI: Bakterisidal permeabilite arttirica
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2.3.2. Notrofil Fonksiyonlar:

Notrofiller viicudun ilk ve en 6nemli savunma mekanizmalarindandir.
Cesitli mikroorganizmalar ve kemotaktik faktorler, dis uyaranlar; dolagimin
sakin bir liyesi olan notrofili gii¢lii bir silaha ¢evirmektedir. Bu
degisikliklere ugramig hiicre “Aktive edilmis nétrofil” olarak bilinir (30).
Mikroorganizmalarin nétrofil tarafindan yok edilmesi dort asamada olmaktadir.
Mikroorganizmamn bulunmasi, hilicre igine alinmasi, sindirilmesi ve
oldiiriilmesi. Bu agamada notrofil fonksiyonlart dort béliimde incelenir (30).

1.Adezyon ve kemotaksis

2.Fagositoz

3.Hicre ici sindirim

4.0Oldiirme

Adezyon

Nétrofillerin inflamatuar bélgeye dokular arasindan go¢ edebilmesi igin
yuzeylere yapigmasi gerekir. Adezyon CD11/CD18 ailesi olarak bilinen bir
grup nétro fil yiizey glikoproteinleri ile saglamr. Inflamatuar dokuda bulunan
makrofajlar tarafindan salgilanan interlokin-1 (IL-1) ve Timd&r Nekrotizan
Faktor (TNF) gibi  sitokinler salgilanir. Bunlar endotel hiicrelerinden
endotelyal 16kosit adezyon molekiilii (ELAM-1; E selektin) ve GMP-140 (P-
selektin, CD62) gibi adezyon molekiillerini ag¢iga c¢ikartir. Bunlarn
notrofillerdeki L-selektinler ile birlesmesi notrofillerin endotele dogru
hareketine sebep olur. Daha sonra aktive olmus endotel hiicrelerinden
salgilanan infraselliiler adezyon molekiili (ICAM-1, CD54) ile, nétrofil
yizeyinde CD11/CD18 glikoproteinlerinin etkilesimi sonucunda endotele
adezyon gerceklesir. Daha sonra nétrofiller subendotelial bazal membran

sindirerek inflamatuar dokuya ulasiriar (30).
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Kemotaksis

Notrofil, hedefini kimyasal bir duyu sayesinde kemotaktik faktorler
olarak bilinen, hiicrenin belirli maddeleri tespit etmesini kolaylagtiran
maddelerle bulur. Bu kemotaktik faktorler mikroorganizmalarin dokular
invaze ettii bolgelerden devamli olarak salinir ve belli bir konsantrasyon
gradiyenti olusturmak i¢in diffize olur. Dolagimdaki notrofiller bu gradiyenti
hissederler ve kaynagina dogru go¢ ederler. Yolculuklarina kapiller ve post
kapiller endotele marjinasyon yaparak baslarlar. Daha sonra damar duvarlar
boyunca go¢ ederler, muhtemelen kollajenaz ile lokal sindirim yaparak
subendoteliyal bazal membranmi penetre ederler. Bu, bir kimyasal uyaranin
kaynagina dogru migrasyon olayma kemotaksis denir (30).

Nétrofiller ¢ok sayidaki kemotaktik faktorlere cevap verir, fakat
bunlardan ii¢ tanesi 6nemlidir.

N-formiillii oligopeptidler

CSa

Lokotrien B4 (LTB4)

N-formiillii oligopeptidler: Bakteriyel protein sentezindeki ara
tirtinlerdir ve zedelenen bakterilerden salinir.

C5a: Kompleman sisteminin mikroorganizmalarla iligkisi sonrasinda ve
aktive notrofillerden C5a pargalayici enzimin salinmasi ile olusur.

LTB4: Notrofillerden arasidonik asitin, endojen fosfolipidlerden
tiretilmesi ile sentezlenir (30).

Fagositoz

Notrofillerin mikroorganizmalan tantyabilmesi igin onlarin opsoninlerie
kaplanmig olmasi gerekir. Bu olaya opsonizasyon denir. Bu opsoninler ise
spesifik antikorlar ve komplemanin C3b fragmamdir. Opsonize edilen
mikroorganizma bu opsoninler aracilifi ile notrofil ylizeyine yapisir. Bu
yapismada bu opsoninleri taniyan nétrofil membranindaki reseptorler 6nemli
rol oynar. Mikroorganizmanin nétrofil ylizeyine baglandigi yerde membran

iceri dogru kivrilarak, partikiilii cepegevre sarar, igeri alinan partikil, nétrofil
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membram ile ¢evrili bir vezikiil olarak iceri almir. Bu vezikiile fagositik

vezikiil denir. Bu olaya da fagositoz denir (30).

Hiicre i¢i Sindirim ve Oldiirme

Fagosite edilen mikroorganizmalarin 6ldiriilmesi nétrofillerin iki ayr
aktiviteleri ile olusur (30).

Degraniilasyon

Respiratory burst ( Respiratuar patlama)

Degraniilasyon: Granil  membraninin  plazma membram ile
birlesmesi  ve igerigini fagositik vezikille bosaltmasi islemidir. Bdoylece
azurofil graniiller tamamiyla fagositik vezikiil icine degraniile olurlar.
Ciinkii igerikleri temel olarak sindirilen mikroorganizmaya karsidir. Spesifik
graniiller ise hem fagositik vezikiil icine hem de dis ¢evreye
degraniilasyon yaparlar. Ciinkii icerikleri mikroorganizmaya karsi oldugu
gibi, notrofillerin disina da etkilidir (30).

Respiratuar patlama: Oksijenin parsiyel reduksiyonu ile potent
mikrobisidal oksidanlarin {iretimi seklinde metabolik bir olaydir. Bu yanma
olay1 spesifik graniillerin degraniilasyonunu uyaran, daha ¢ok sindirilebilen
partikiille kontakt veya yiiksek konsantrasyonda kemotaktik fakttrlere maruz
kalinmasiyla olur. Bu uyaranlar 6nce plazma membranina bagli oksidaz
enzimini aktive eder. Oksidaz enzimi ise oksijenin siiperokside dontisimiinii
kataliz eder. Stiperoksidlerin ¢ogu ise Hidrojen iyonlar ile reaksiyona girerek
hidrojen peroksid (H,0O,) olusturur. Mikrobisidal ajanlar H,O,’den gelisir.
H,07’in bir kismi Cl’'u okside etmek igin kullanilir ve sonugta yliksek
mikrobisidal hipoklorit iyonu (HOCI) olusur. Bunu azurofil graniillerinden
fagositik vezikiile salinan myeloperoksidaz enzimi yapar. H,O,’ nin diger bir
kismu reaktif hidroksil radikallerine doniiglir. Bunlar ve bunlarla baglantili
oksidanlar hiicresel igeriklerini okside ederek mikroorganizmalan oldiiriirler

(30).
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2.4. GRANULOSIT KOLONI STIMULAN FAKTOR ( G-CSF)

Hematopoezin regiilasyonundan sorumlu hormonlara hematopoietik
biiyiime faktorleri adi verilir. Sitokin grubuna dahil olan bu faktorler,
hematopoietik progenitér hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilagmasini ve olgun
kan hiicrelerinin  fonksiyonlarimi  diizenleyen glikoprotein  yapisinda
molekiillerdir. Graniilosit-Koloni Stimiile Edici Faktdr (G-CSF) nétrofil
serisinden hematopoietik Oncii hiicrelerin proliferasyon ve differansiyonunu
uyaran 17q11-21 no’lu kromozomda yerlesik tek gen tarafindan kodlanan 18-

kD molekill agirhifinda glikoprotein yapisinda bir maddedir (36).

G-CSF monosit/makrofaj hattindan vaskiiler endotel hiicrelerinden,
fibroblastlar ve mezotel hiicreleri gibi mezodermal orijinli hiicrelerden
tiretilmektedir (37). 1966’da Metcalf ile Bradley ve Pluznic ile Sachs in vitro
kemik iligi hticrelerinin yasayabilecegi semi-solid kdltiirleri gelistirdiler.
Boylelikie ilk defa hematopoietik progenitor hiicrelerinin ayr1 koloniler
olusturmasini saglayan ve glikoprotein yapisindaki koloni uyarici bu faktérier
hematopoietik biiyiime faktérleri (Colony-Stimulating Factors: CSF) olarak
isimlendirildi (10).

Guiniimiizde birgok koloni uyarici faktor kolaylikla tanimlanmig genetik
kodlamalar: yapiimis ve rekombinant yontemlerle iiretilebilir hale gelmistir.
Bugiin eritropoetin bagta olmak tzere G-CSF, Graniilosit Monosit-Koloni
Sittimiile Edici Faktor, (GM-CSF) Makrofaj-Koloni Sitiimiile Edici Fakt6r (M-
CSF) interlokin 1’den 27’ye kadar bir ¢ok hematolojik bliyliime faktorii
bulunmustur (10,38-44) ( Tablo-2.5).



25

Tablo 2.5. Bazi hematopoietik biiytime faktérlerinin zellikleri (10,38-44)

Molekiil Kromozom Etkisi

G-CSF 17q11-22 CFU-G uyarimu, nétrofil aktivitesi ve sayisinin
artim

GM-CSF 5qg23-31 CFU-GM, CFU-GEMM ve CFU-MK uyarimai;
noétrofil, monosit, eozinofil aktivasyonu; nétrofil
sayisinin artumi

EPO 7q11-22 CFU-E, BFU-E uyarim, eritrosit sayisinin ve
hemoglobin yapiminin artimi

M-CSF 5923 CFU-M uyarim1, monosit-makrofaj say1 ve
aktivitesinin artimm

SCF 4q Stem hiicre, erken lenfoid, myeloid ve mast
hiicre stimiilasyonu

PIXY3121 - CFU-GEMM, CFU-GM, CFU-MK, BFU-E
uyartmi

IL-1 2ql4 IL-3, G-CSF, GM-CSF, M-CSF ile sinerjistik
hematopoez ve immiin sistem uyarimi

IL-2 15 T hiicrelerindeki sitotoksik cevabi arttirir. B
hiicrelerinin olgunlasmasinda ve farklilasmasinda
kofaktor rol oynar

IL-3 5q23-31 CFU-GM, CFU-GEMM, CFU-G, CFU-M, CFU-
MK, BFU-E wuyarimi, notrofil sayisinin artimi

1L-4 15-20 Sitotoksik T lenfositlerinin farklilasmasini ve
timosit gelismesini stimiile eder

IL-5 12-18 Sitotoksik T Ienfositlerinin farklilasmasinda
kofaktor rol oynar, B hiicrelerinde IgA ve IgM
sentezini arttire

IL-6 7q15 IL-1, IL-3 ve GM-CSF ile sinerjistik b lenfosit ve
megakaryosit stimiilasyonu

IL-7 25 Lymphokine-activated killer cell (LAK)

aktivitesini arttirir. B hiicre gelisimini uyarir.
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Tablo 2.5. Bazi hematopoietik biiylime faktdrierinin ozellikleri (10,38-44)

(Devam)

Molekiil Kromozom Etkisi

IL-8 8-16 T ve B hiicreleri, monositler ve nétrofiller igin
giiglii bir kemotaktik ajandir.

IL-9 32-39 Antijen spesifik T helper hiicrelerinin klonal
yapisin stimiile eder.

[L-10 17-21 T helper-1 hiicrelerinde sitokin sentezini inhibe
eder. Makrofaj aktivitesini inhibe eder.

IL-11 24 IL-3 ile sinerjistik plazmositoma ve BFU-MK
uyarimi

IL-12 75 CD4+, CD8+ T hiicrelerini aktive eder.

IL-13 132aa IgE sentezini arttirir.

IL-14 468aa B hiicre proliferasyonunu arttirir.

IL-15 144aa In vitro LAK hiicrelerinin ve sitolitik hiicrelerin
gelisimini arttirir.

IL-16 15926,3 T hiicre gelisimini ve farklilagmasini uyarir.

IL-17 2g31 In vitro hematopoezisi stimiile eder.

IL-18 11q22,2 Sistemik ve lokal inflamasyonda rol oynar.
Thelper-1, sitotoksik T lenfosit, NK , makrofaj ,
dendritik hiicreler ve B lenfositlerin
aktivasyonunu; NO ve adezyon molekiillerinin
sentezini diizenler.

IL-19 1932,2 T helper-1 hiicrelerinde sitokin sentezini inhibe
eder. Makrofaj aktivitesini inhibe eder.

IL-20 1932 T helper-1 hiicrelerinde sitokin sentezini inhibe
eder. Makrofaj aktivitesini inhibe eder.

IL-21 4q26-q27 NK hiicrelerin farklilagmasini ve B hiicre

proliferasyonunu uyarir.
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Tablo 2.5. Bazi hematopoietik biiyiime faktorlerinin 6zellikleri (10,38-44)

(Devamu)

Molekiil Kromozom Etkisi

IL-22 12q15 T helper-1 hiicrelerinde sitokin sentezini inhibe
eder. Makrofaj aktivitesini inhibe eder.

IL-23 12 CD4+, CD8+ T hiicrelerini aktive eder.

1L.-24 1932 Tiimér hiicreleri i¢in proapopitotiktir.

IL-25 - IL-17’nin bir varyantidir. Akcigerde T helper-2
hiicrelerinden salinir. Serum IgE , IgA ve 1gG;
diizeyini ve eozinofil sayisin1 artirir.

IL-26 12q15 Makrofaj aktivitesini inhibe eder.

IL-27 19p13,3 NK hiicrelerin farklilasmasini saglar

G-CSF’in  ilk saflastinlmast insan mesane kanseri hiicrelerinden
olmus ve sonradan insan G-CSF geni ve cDNA’st molekiiler olarak
klonlanmigtir. G-CSF  geni 17. kromozomun uzun kolunda bulunur.
Nétrofilik graniilositlerin gelisiminde rol oynadig: bilinen diger faktorlerle aymi
bolgede yer almaktadir (10,38). Dogal olarak bilinen insan G-CSF’ii 19.600
Dalton molekiil agirligindadir. Rekombinant human G-CSF (thG-CSF)’ii ise
E.coli’den elde edilen 174 aminoasitten olusan 18.800 Dalton molekiil
agirhiginda amino terminalinde methionin aminoasiti bulunan ve karbonhidrat
tastmayan bir proteindir. Endotoksin, TNF, IL-1 ve GM-CSF, G-CSF
tiretimini stimiile ederler. G-CSF salimiminda erkek ve kadin arasinda herhangi
bir fark yoktur. Diiirnal varyasyon da gostermez. Eriskinlerde serum
immiinoreaktif G-CSF seviyesi 20-95 pg/ml olarak bulunmusgtur.
Bakteriyemide G-CSF seviyesi 2000 pg/ml’nin dizerine ¢ikar. Bu durum G-
CSF’in notrofil yapimindaki diizenleyici roliinti gosterir (45).
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G-CSF diger hematopoietik biiylime fakt6rlerinde oldugu gibi etkisini
hedef hiicre membrani lizerindeki reseptorieri aracilifi ile gosterir (45).
Miyeloid hiicrelerde G-CSF i¢in yiiksek affiniteli bir reseptdr smufi
gosterilmistir. G-CSF reseptorleri spesifiktir, tek bir affiniteleri vardir,
notrofilik graniilositer serinin tiim hiicrelerinde bulunur. G-CSF reseptorleri
normal ve malign miyeloid hiicrelerde, endotelde, plasenta hiicrelerinde,
osteoklastlarda ve bazi hematolojik kaynakli olmayan tiimér hiicrelerinde
bulunur. Insan nétrofil reseptdr sayist hiicre olgunlagmasiyla artar. G-CSF’in
etkisini gosterebilmesi igin reseptére baglanma, internalizasyon ve
degradasyon gerekir. G-CSF reseptor kompleksi internalize olup hiicre iginde

degrade oldukga G-CSF reseptor sayisi azalir (46).

Caligmalarda, G-CSF uygulanmasiyla periferik kanda PNL’lerin
sayisinda doza bagh artis bildirilmektedir. G-CSF verilmesini takiben ilk
60 dakika iginde periferik kan PNL sayisinda 6nce gegici bir diisme,
arkasindan 4-5 saat iginde nétrofil sayisinda hizli bir artig goriiliir. Ik gegici
diistisiin sebebi vaskiiler duvara nétrofil marjinasyonudur. Bunu nétrofil
demarjinasyonu ve kemik iliginden olgun nétrofillerin dolasima verilmesi
izler. G-CSF uygulamasinda goriilen kemik iligi bulgularinin basinda hiicresel
igerigin artig1 gelir. Miyeloid/eritroid oramt ve erken miyeloid hiicrelerin geg
miyeloid hiicrelere oram artmigtir. Kemik iliginde displastik degigiklik
izlenmez (36,45).

G-CSF ¢esitli hiicresel ve humoral uyariya cevap olarak kemik iligi,
stroma hiicreleri, endoteliyal hiicreler ve fibroblastlarca salindiktan sonra
oncelikle graniilositlerin yapimini uyarir ancak ¢ok yiiksek dozlarda, 6rnegin
60 pg/kg/glin gibi, monositler tizerine etkilidir. Eozinofil ve bazofil sayisinda
bir artiy gozlenmez. Lenfosit ve prekiirsdrlerinde G-CSF reseptorii yoktur,

bazen goriilebilen lenfositoz gorecelidir (36,46).
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G-CSF’iin in vivo ve in vitro etkileri iizerine g¢esitli aragtirmalar
yapilmistir. In  vitro kosullarda nétrofillerin kemotaksisini (47), superoksid
iiretimini, dolayisiyla respiratuar patlamasim arttirdigt gosterilmistir (36).
Yine in vitro kosullarda nétrofillerin bakterileri fagositozunu ve 6ldiirme
kapasitesini arttirmig ama kandida hiicrelerinin nétrofiller tarafindan fagositoz
ve Oldiiriilmesi {lizerine etkili bulunmamistir (48). Matsumoto ve arkadagslari
(12) nétropenik fareleri Serratia marcescens, E.coli, S.aureus, P.aeruginosa ve
C.albicans ile in vivo yoldan infekte ederek gelistirdigi notropenik sepsis
modelinde hayvanlardaki mortaliteyi azalttifin1 bildirerek bu durumu G-
CSF’in miyeloid seri lizerine olan etkisi ve notrofil fonksiyonlarini artirmastyla

aciklamiglardir.

G-CSF, klinikte geleneksel kemoterapiye bagli myelosupresyonun
onlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. G-CSF’{in nétropenik hastalarda
ndtropeni siiresi ve derinligini azalttigi, antibiyotik kullanim gereksinimini
ve hastanede yatig siiresini kisalttigt goriiimiistiir (36). Mather ve arkadaslari
(49), 216 nétropenik hastaya G-CSF uygulamis ve bu hastalardaki nétropeni
stiresinin  kisaldigini, mikrobiyolojik olarak kamtlanmis infeksiyonlarin

azaldigini, ama atesli giin sayisinin azalmadigini gézlemislerdir

G-CSF allojenik ya da otolog kemik iligi transplantasyonlarindan
sonra, ¢esitli kronik nétropenilerde (miyelodisplastik sendrom, aplastik anemi
ve idiyopatik notropeniler) ve siklik nétropeni durumlarinda basan ile
kullanilmigtir (10,50). Burada kullanimdaki primer amag, nétrofil yapimini
artirarak viicudun savunma yetenegini gelistirmek, notrofil sayisini optimale
ulastirmak ve boylelikle ilgili hastaliklarin mortalite ve morbiditesini
azaltmaktir. G-CSF kemik iligi nakli sonrasinda kullanildiginda nétropeni daha
erken diizelmekte, infeksiyon insidansi diigmekte ve hastanede yatis stiresi
kisalmaktadir (10,51).
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Yine A cquired Immunodeficiency S yndrome ( AIDS) Iu hastalarda G -
CSF uygulamasit bu hastalardaki nétrofil sayisim doza bagimli olarak
artirmaktadir (52). AIDS’li hastalardan in vitro kosullarda elde edilen
notrofillerin C.albicans ve Cryptococcus neoformans hiicreleriyle muamele
edilmesi sonucunda fungisidal aktivitelerinin arttifn gozlenmistir (53).
Infeksiyon durumunda uygun bir antibiyotik ile rhG-CSF’in kombine
uygulamasinin additif etki yarattigi iddia edilmistir (54). Gillan ve arkadaslar
(55), sepsisli 42 yenidogana degisik dozlarda G-CSF uygulamus, nétrofil
sayilarinin arttigim  gozlemlemislerdir. Amerikan Klinik Onkoloji Birligi
(ASCO) febril nétropenik hastalarda antibiyotige ek olarak pnémoni,
hipotansiyon, multiorgan yetmezligi veya fungal infeksiyon durumlarinda

kullanilmasin1 benimsemektedir (10).

Koloni stimiile edici faktorlerin kullaniminin nétrofil say1  ve
fonksiyonlarinm1 olumlu yoénde degistirmesi ile konak¢i savunmasim
glclendirecegi fikri, ciddi infeksiyonlu hastalarda morbidite ve mortaliteyi
azaltmak agisindan yeni bir umut kaynagi olmustur. rhG-CSF’in Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’nde kabul edilmis baslangic dozu Spg/kg’dir (56).
Subkutan veya kisa siireli intravenoz yolla uygulanir. {lag en fazla 2 hafta veya

nétrofil sayist 10x10°/L’ye ¢ikincaya kadar uygulanmalidir (10).

G-CSF genellikle iyi tolere edilir, ancak tedavi sirasinda ates, sirt
agrisi, gOglis agrisi, bas agnsi, istahsizlik, bulanti, dispepsi, deri
dokiinttileri, carpinti, titreme, kaginti, parestezi, ishal, burun tikamkhig ve
politiri gibi yan etkiler ¢ikabilir (§7). Cok nadiren anafilaktoid reaksiyon
gelisebilir (47). G-CSF verildikten sonra kisa bir siire i¢in nétrofil ve monosit
azalmasi olabilir. Bu durum nétrofillerin pulmoner vaskiiler yatakta gegici
olarak gollenmesinden kaynaklanmaktadir ve klinik 6neminin olmadigi ama
ilk dozdan hemen sonra hastalarda gézlenen gecici hipoksemiyi

agiklayabilecegi ileri stiriilmiistiir (58).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul
Baskanliginin 04/03/2003 tarih ve 2003/4 sayili onay: ile; 1 Mart 2003- 30
Haziran 2003 tarihleri arasinda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji ve Infeksiyon
Hastahklar1 Klinigi’nde yapildi. Calismaya I¢ Hastaliklari Kliniginde viral
hepatit B ve C’ ye bagli karaciger sirozu tamusi ile takip ve tedavi edilen
14 hasta alindi. Caligmaya alinan karaciger sirozlu hastalarin yas ortalamasi
59,64 + 2,31y1l idi. Calismaya alinan hastalarin 9’u (%64,3) erkek; 5°i (%35,7)
kadin idi. 9 hastada etyoloji kronik Hepatit B (%64,3), 5 hastada ise kronik
Hepatit C (%35,7) idi. Hastalarin Child-Pugh evrelendirmesine gore ortalama
skorlar1 10,93 + 1,27 idi; ve hepsi dekompanse Child C grubuna giriyorlard

(15).

Kontrol amaci ile 14 saglikli dondr ¢aligmaya alindi. Dondrlerin yas
ortalamast 59,71 + 1,08 yil idi ve gruplar arasinda yas yoniinden anlamli
farklilik bulunmad: (p=0,945). Kontrol grubundaki d onsrler de 9 erkek ve 5
kadindan olusuyordu ve hasta grubu ile aralarinda cinsiyet agisindan da fark
yoktu.

Calismaya alman tim  hastalar ve dondrlerde nétrofiller elde
edilmeden onceki 30 ginlik siire igerisinde antibiyotik kullanma ve

infeksiyon Sykiisii yoktu.
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3.1. Notrofillerin Elde Edilmesi

Notrofiller on dért hasta ve on dort saglikli dondrden alinan vendz
kandan Verburgh’un tanimladigi modifiye Béyum teknigiyle elde edildi (59).

a.Venoz kan, 5-10 tinite/ml benzil alkol igermeyen heparin ile sivanmig
enjektorlere alindi.

b.Steril plastik 17x100 mm ebatlarindaki kapakli tiipe %6°lik dextran
iceren soltisyondan 3ml kondu. (Macrodex®, Eczacibagi, Tiirkiye)

c. Alinan heparinize 10 ml kan tiipe yavag¢a aktarildi ve 45 dakika
kadar oda 1sisinda ¢6kmeye birakildi. Bu siirenin sonunda eritrositier dibe
¢Oktii.

d. Lokositten zengin siipernatan plazma pipet yardimiyla alindi ve
temiz, steril 17x100 mm ebatlarindaki plastik tip igindeki 3 ml Ficoll
solisyonu (Histopaque® Sigma Katalog No: 1077-1) igine yavasc¢a aktarildi.

€.200xg hizda 30 dakika santrifiije (Hettich EBA-85) edildi.

f. Ustte toplanan mononiikleer kistm pastor pipetiyle ayrildi.

g. Altta kalan eritrosit ve 16kosit karigimi soguk distile su ile 45 saniye
kadar elle ¢evrilerek eritrositlerin par¢alanmasi saglandi.

h.Geriye kalan lokositler Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
(Sigma Katalog No: H6136) ile iki kez yikandi ve 160xg hizda 10 dakika
stireyle santrifije edildi.

i.Supernatan kisim atilarak altta kalan 16kositlerin canlilig1 Trypan Blue
sollisyonu (Sigma Katolog No:T8154) ile kontrol edildi. Elde ettigimiz
lokositlerin %95°ten faziasi canli idi.

j. Notrofiller Neubaer lamu ve 15kosit pipeti yardimi ile 5x10° /ml’ye

ayarlandi.
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3.2. Bakterilerin Hazirlanmasi

Arastirma swrasinda S.aureus NCTC 8325 susu kullanildi ve Refik
Saydam Hifzissthha Enstitlisti (Ankara- Tirkiye)’nden saglandi. Bakteriler
calismadan 6nce —20°C’de triptoz soy buyyon i¢inde saklandilar ve ¢alisma
oncesinde oda 1sisinda erimeleri saglandiktan sonra kanli agar plagina ekildiler.
24 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra HBSS icinde MacFarland odlgegi
yardimi ile 25x 10%ml olacak sekilde ayarlandilar. Béylece deney asamasinda

bakteri/ nétrofil orantmin 5/1 olmasi saglandi.

3.3. G-CSF’in Hazirlanmas:

Rekombinant human G-CSF (thG-CSF, Neupogen®) piyasadan
saglandi. E.coli’den rekombinant DNA teknolojisiyle iiretilmis, 1x10® iinite
/mg protein aktivitesindeydi. 0,5 ml’lik kullanima hazir enjektor iginde, 30
milyon tinite thG-CSF igeriyordu. Ilag, 1500-6000 U/ml konsantrasyonlara
HBSS i¢inde ayarlandi.

3.4. AB serumun hazirlanmasi

AB kan grubundan olan saglikli bir dondrden 20 ml vendz kan alindi.
30 dk. oda 1s1sinda bekletildikten sonra santrifiije edildi. Elde edilen serum 1’er
cc’lik hacimlerde -20°C’de saklandi. Her kullammdan 6nce oda isinda

gozdiirildi.

3.5. Deneyin Yapilist

Deneyde 14 hasta ve 14 saglikli dontrden alinan kanlardan elde edilen
PNL’ler G-CSF’in degisik konsantrasyonlan ile muamele edildiler. Daha
sonra nétrofillerin fagositoz orani, fagositik indeksi ve intrasellilier 6ldiirme

gibi parametreler her hasta ve dondr i¢in ayr ayr1 hesaplandi.

PNL’lerin 6nceden G-CSF ile muamele edilmesi

a. Steril, temiz 17x100 mm ebatlarinda 5 adet tiip hazirlandi.
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b. Tiipler 1-5 arasinda numaralandirildi.

c. Daha 6nceden hazirlanmg olan 5x10%ml PNL igeren soliisyondan
her bir tipe 0,2 ml (1x10° PNL olacak sekilde) mikropipet
yardimiyla yavasca aktarildi

d. Tuplerde  asagidaki  islemlerle = PNL’lerin  dort  ayn
konsantrasyondaki G-CSF ile muamele edilmesi saglandi.

i.Birinci tiip kontrol tlipi olarak alindi ve tzerine 0,2 ml HBSS

soliisyonu eklendi.

ii.Ikinci tiipe mikropipet ile 7500U/ml G-CSF igeren soliisyondan 0,2

ml eklendi. (Tiip igindeki miktarinin 1500U olmasi saglandi)

iii.Ugtincii t tipe mikropipet ile 1 5000U/ml G -CSF i geren s oliisyondan

0,2 ml eklendi. (Tiip igindeki miktarinin 3000U olmasi saglandi)

iv. Dordiincti tlipe mikropipet ile 22500U/ml G-CSF igeren

soliisyondan 0,2 ml eklendi. (Tiip i¢indeki miktarin 4500U olmasi

saglandz)

v. Besinci tiipe mikropipet ile 30000U/ml G-CSF igeren soliisyondan

0,2 ml eklendi. (Tiip igindeki miktarinin 6000U olmasi saglandi)

e.Islemler tamamlanip kapaklar sikica kapatildiktan sonra 30 dakika

stireyle 37° C’lik Benmari (Elektro-Mag, Tiirkiye) iginde tiipler uctan uca
olacak sekilde 4 devir/dakika hizla elle ¢evrildiler.

f. Deneyin her asamasindan o6nce Trypan Blue boyas: ile PNL’lerin

canlilify test edildi ve %95°ten daha az canlilifi olan soliisyonlar ¢alismaya

alinmada.

Bakterilerin fagositoz ve intraselliiler 6ldiirmesinin digiilmesi

a.Once HBSS iginde 25x10%ml konsantrasyonda olacak sekilde bakteri
soliisyonu hazirlandi.

b.Bu bakteri soliisyonundan mikropipet ile 0,2 ml (5x10° bakteri olacak
sekilde) daha dnce hazirlanan G-CSF ve tampon ile muamele edilmis ve 1x10°

sayida PNL igeren tiiplere ilave edildi.
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c.Daha sonra tiiplere 0,2’ser ml AB serum ilave edildi.

d. Son olarak son hacim 1 ml olacak sekilde tiim tiiplere 0,2 ml HBSS
eklendi.

e. Tipler 37°C’lik Benmari iginde 15 dakika ortalama 4 devir/dakika
olacak sekilde elle ¢evrilerek inkiibe edildiler.

f. Her tiipten 0,2 ml mikropipet yardimiyla alinip steril, temiz 17x100
mm’lik plastik kapakl tiiplere yavagca aktarildi.

g. Tuplere dnceden alindifn tiip ile ayni olacak sekilde 1-5 arasinda
numaralar verildi.

h.Bu yeni tiipler 400 devir/dakika hizda 10 dakika santrifiij edildiler.

i. Siipernatan kisim atilarak altta kalan PNL ve bakteri karigimindan
temiz lam lizerine yayma hazirlandi.

j. Lamlara ayr1 ayn alindid; tiipe uygun sekilde 1-5 arasinda numaralar
verildi. Lamlar oda isisinda kurutulduktan sonra 15 dakika metil alkol ile tespit

edildiler. Bu siirenin sonunda lamlar metilen mavisi ile boyandilar.

Fagositoz indeksi ve intraselliiler 6ldiirmenin oictilmesi

a.Daha 6nce hazirlanan PNL ve bakteri iceren tliplerden fagositoz oram
tespiti i¢in 0,2 ml soliisyon alindiktan sonra tiipler aynt sekilde 30 dakika daha
inkiibe edildiler.

b.Inkiibasyon sonunda her tiipten 0,01ml’lik standart plastik &ze
yardimiyla ve steril serum fizyolojik ile sulandirarak kanli agar plagina koloni
sayim ekimi yapildu.

c.Plaklara tiiplerle ayni olacak sekilde 1-5 arasinda numaralar verildi.

d. 1. kiilttirler ekildikten sonra tiiplere Triton 100 soliisyonu eklenerek
16kositlerin par¢alanmasi saglandi.

e. Daha sonra tekrar her tiipten 0,0lml’lik standart plastik 6ze
yardimiyla ve steril serum fizyolojik ile sulandirarak kanli agar plagina koloni
sayim ekimi yapiidi.

f. Plaklara tliplerle ayn1 olacak sekilde 1-5 arasinda numaralar verildi.
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g.Plaklar 24 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra her plaktaki koloniler
sayildi ve not edildi (60).

Fagositoz orani, fagositoz indeksi ve intraselliiler 6ldiirme i¢in sayimlar
farkli bir aragtirici tarafindan yapildi. Sayimi yapan arastirmact boyali

preparatlarin ve plaklarin hangi tiipten hazirlandigini bilmiyordu.

Fagositoz orani metilen mavisi ile boyanmis preparatlarda her preparat
icin bakteri fagosite etmis ve etmemis olan toplam 100 hiicre sayilarak
hesaplandi.

Fagositik indeks hesaplanmasi igin asagidaki formiil kullanildi.

100PNL igindeki bakteri sayisi + fagositoz yapmig toplam PNL sayis1

100 PNL igindeki ortalama bakteri sayisinin hesaplanmas: asagidaki formiille
yapildi.

[Tiipteki bakteri sayis1 (5x10°)-1 kiiltiirde tireyen bakteri sayisi +Tiipteki PNL
sayist ( 1x10%)]x 100

Intraselliiler 6ldiirmenin hesaplanmas i¢in asagidaki formiil kullanild:.

(100 PNL igindeki olii bakteri sayisi=100 PNL igindeki canli ve 6lii toplam
bakteri sayis1 ) x 100

100 PNL i¢indeki ortalama 6lii bakteri sayis1 asagidaki formiille hesaplandi.
[Tiipteki bakteri sayist (5x10°)-2 kiiltiirde iireyen bakteri sayis1 +Tipteki PNL
sayist ( 1x10%)]x 100

3.6. Istatistik

Caligmanin verileri SPSS (Versiyon 9.05) programa yiiklenerek,
verilerin degerlendirilmesinde; tekrarli Sl¢timlerde varyans analizi, Tukey testi
ve Mann Whitney U testi kullanilmagtir. Veriler tablolarda ortalama + standart

hata seklinde verilmistir.
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Calismaya alinan karaciger sirozlu hastalarin yas ortalamast 59,64 + 2,31yl

idi. Calismaya alinan hastalarin 9’u (%64,3) erkek; 5’1 (%35,7) kadin idi. Kontrol

amaci ile 14 saglikli dondr calismaya alindi. Dondrlerin yas ortalamasi 59,71 + 1,08

yil idi ve gruplar arasinda yas yonlinden anlamli farkhilik bulunmad: (p=0,945).

Kontrol grubundaki donérler de 9 erkek ve 5 kadindan olusuyordu ve hasta grubu ile

aralarinda cinsiyet agisindan da fark yoktu.

Saglikli kontrol grubunda PNL’lerin énceden G-CSF’iin 1500-6000 U/ml

konsantrasyonlariyla muamele edilmesi sonucunda gézlenen PNL fonksiyonlar

Tablo-4.1’de 6zetlenmisgtir.

Tablo-4.1. Saglikli kontrol grubunda PNL’lerin oOnceden G-CSF ile

muamelesinden sonra S.aureus’la inkiibe edilmesiyle gézlenen PNL fonksiyonlan

G-CSF 0 1500 3000 4500 6000 Sonug
(Uml)  (:Sx)  (X+S%) (X+Sx) (X+Sx) (X+Sx)

Fagositoz 77,21+1,08 78,14£093  80,50+1,18  82,35%1,11 85,64+1,15F=138,22
(%) P<0,001
Fagositik  4,02:0,05  4,06:0,04 4,10+0,04 4,17+0,02 4,19£0,03 F=12,12
Indeks p<0,001
Intrasellitler 36,37+0,16 36,73+0,12 36,77+0,14 36,99+0,15 37,21+0,12 F=38,30

Oldiirme

(%)

p<0,001
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Saglikhh  kontrol grubunda PNL’lerin 6nceden G-CSF ile muamelesi
sonrasinda S.aureus’lar fagosite etme oranlart incelendiginde; G-CSF’in 1500U/ml
konsantrasyonunda anlamli fark bulunmazken (p>0,05), 3000U/ml ve tizerindeki
konsantrasyonlarda fagositoz oram1 doza bagimli olarak artis gosterdi. Bu artig

istatistiksel olarak incelendiginde anlaml bulundu (p< 0,001).

Fagositik indeks G-CSF’in 1500U/ml konsantrasyonundan itibaren her
konsantrasyonda doza bagimh artis gosterdi. Bu artig istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p< 0,001).

Intraselliiler 6ldiirme oram saglikli kontrol grubunda G-CSF’in 1500U/ml
konsantrasyonundan itibaren artan konsantrasyonlarda doza bagimli artis gosterdi.

Bu artig istatistiksel olarak anlamli diizeydeydi (p<0,001).

Karaciger sirozlu hasta grubunda PNL’lerin énceden G-CSF’iin 1500-6000
U/ml  konsantrasyonlariyla muamele edilmesi sonucunda gozlenen PNL
fonksiyonlart Tablo-4.2’de 6zetlenmistir.

Tablo-4.2. Karaciger sirozlu hasta grubunda PNL’lerin 6nceden G-CSF ile

muamelesinden sonra S.aureus’la inkiibe ediimesiyle gézlenen PNL fonksiyonlar

G-CSF 0 1500 3000 4500 6000 Sonug
(U/ml) (X+Sx)  (X+Sx) (X4Sx) (X+5x) (X4Sx)

Fagositoz ~ 55,71+1,34  59,00+1,27 63,35+1,30 67,28+1,04 71,64=1,27 F=199,45

(%) P<0,001
Fagositik  3,52+0,09  3,80+0,06 4,02+0,04 4,26:+0,06 4,46+0,09 F=41,89
Indeks p<0,001

Intrasellitler 30,48+0,32 31,40+0,45 31,77+0,34 32,40+0,34  32,77+0,35 F=52,56
Oldiirme p<0,001
(%)
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Karaciger sirozlu hasta grubunda PNL’lerin 6nceden G-CSF ile muamelesi
sonrasinda S.aureus’lar1 fagosite etme oranlart incelendiginde; G-CSF’in artan
konsantrasyonlarinda fagositoz oram doza bagimh olarak artis gosterdi. Bu artig
istatistiksel olarak incelendiginde anlamli bulundu. (p<0,001)

Fagositik indeks G-CSF’in 1500U/ml konsantrasyonundan itibaren her
konsantrasyonda doza bagimli artig gosterdi. Bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p< 0,001).

Intraselliller oldiirme orami karacier sirozlu hasta grubunda G-CSF’in
1500U/ml konsantrasyonundan itibaren artan konsantrasyonlarda doza bagimli artis
gosterdi. Bu artis istatistiksel olarak anlamli diizeydeydi (p<0,001).

Sagliklt kontrol grubu ile karaciger sirozlu hasta grubuna ait PNL’lerin G-
CSF ile muamelesinden sonra S.aureus ile inkiibe edilmesiyle gozlenen fagositoz
oranlarinin karsilastirilmas: Tablo-4.3’de gosterilmistir.

Tablo-4.3. Saglikli kontrol grubu ile karaciger sirozlu hasta grubuna ait
PNL’lerin G-CSF ile muamelesinden sonra S.aureus ile inkiibe edilmesiyle gézlenen

fagositoz oranlarinin karsilagtirilmasi

G-CSF 0 1500 3000 4500 6000
(U/ml) (X Sx) (X+Sx) (X+Sx) (X+Sx) (X+Sx)

Saglikli kontrol

grubu 77,21+1,08 78,14+0,93 80,50+1,18 82,35+1,11 85,64+1,15
Fagositoz

(%)

Karaciger sirpzlu

Hasta grubu 55,71+1,34 59,00+1,27 63,35+1,30 67,28+1,04 71,64:+1,27
Fagositoz

(%)

Sonug p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001
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Saglikli kontrol grubu ile karaciger sirozlu hasta grubu karsilastirildiginda,
hasta grubunda fagositoz oranlar1 hem G-CSF yerine tampon kullanildiginda, hem de
G-CSF’in 1500, 3000, 4500 ve 6000U konsantrasyonlarinda saglikli kontrol grubuna
gore disiik bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli bulundu (sirastyla

p< 0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001).

Saglikli kontrol grubu ile karaciger sirozlu hasta grubuna ait PNL’lerin G-
CSF ile muamelesinden sonra S.aureus ile inkiibe edilmesiyle gézlenen fagositoz
indekslerinin karsilagtirilmasi Tablo-4.4’de gosterilmistir.

Tablo-4.4. Saglikli kontrol grubu ile karaciger sirozlu hasta grubuna ait
PNL’lerin G-CSF ile muamelesinden sonra S.aureus ile inkiibe edilmesiyle g6zlenen

fagositoz indekslerinin karsilagtirilmast

G-CSF 0 1500 3000 4500 6000
(U/ml) (X< Sx) (X+Sx) (X+Sx) (X+Sx) (X£Sx)

Saglikli kontrol
grubu 4,02+0,05 4,06+0,04 4,10+0,04 4,17+0,02 4,19+0,03
Fagositik indeks

Karaciger sirozlu

hasta grubu 3,52+0,09 3,80+0,06 4,02+0,04 4,26+0,06 4,46+0,09
Fagositik indeks
Sonug p< 0,001 p<0,05 p> 0,05 p>0,05 p<0,05

Saglikli kontrol grubu ile karacier sirozlu hasta grubuna ait PNL’lerin
onceden G-CSF ile muamelesinden sonra fagositik indeksleri karsilastirildiginda her
iki grupta da fagositik indeks G-CSF’in artan konsantrasyonlarinda doza bagumli
artiy gosterdi. Bu artis her iki grupta da istatistiksel olarak anlamliydi. (p< 0,001)
Saglikli kontrol grubunda G-CSF yerine tampon kullanildiginda ve G-CSF’in 1500
U/ml ve 3000 U/ml konsantrasyonlarinda fagositik indeks hasta grubuna gore daha
yiiksekti. Bu yiikseklik G-CSF yerine tampon kullamildiginda ve 1500U/ml
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konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,001 ve p<0,05); G-CSF’in
3000U/ml konsantrasyonunda ise anlamli bulunmad: (p> 0,05). G-CSF’in 4500 U/ml
ve 6000 U/ml konsantrasyonlarinda ise hasta grubunda fagositik indeks kontrol
grubuna gore daha yitksek bulundu. Bu farklihlk G-CSF’in 4500 U/ml
konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0,05), 6000 U/ml

konsantrasyonda anlamli bulundu (p<0,05).

Saglikli kontrol grubu ile karaciger sirozlu hasta grubu karsilastirildiginda,
hasta grubunda intraselliiler oldiirme oranlan hem G-CSF yerine tampon
kullanildiginda, hem de G-CSIF’in 1500,3000,4500 ve 6000U konsantrasyonlarinda
saglikli kontrol grubuna gore diigiik bulundu. Bu degerler istatistiksel olarak anlamli

bulundu ( sirastyla p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,001)(Tablo 4.5).

Tablo-4.5. Saghikli kontrol grubu ile karaciger sirozlu hasta grubuna ait
PNL’lerin G-CSF ile muamelesinden sonra §.aureus ile inkiibe edilmesiyle gézlenen

intraselliiler 6ldiirme fonksiyonlarinin karsilastirilmasi

G-CSF 0 1500 3000 4500 6000
(U/ml) (X Sx) (X£Sx) (X£Sx) (X£Sx) (X+Sx)

Saglikl: kontrol

Grubu 36,37+0,16 36,73+0,12 36,77+0,14 36,99+0,15 37,21+£0,12
Intraselliiler 6ldiirme
(%)

Karaciger sirozlu
Hasta grubu 30,48+0,32 31,40+0,45 31,77+0,34 32,40+0,34 32,77+0,35
Intraselliiler oldiirme

(%)

Sonug p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001 p< 0,001




]
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5. TARTISMA

Karaciger sirozu gesitli etyolojik nedenlere bagli olarak meydana
gelen karacigerin kronik, diffiiz ve ilerleyici bir iltihabidir (1). Infeksiyon
karaciger  sirozunun  iyi  tammlanmig, sik goriilen, ciddi = bir
komplikasyonudur (17). Karaciger sirozlu hastalarda infeksiyonlar varis
kanamalarindan sonra 6ldiiriici komplikasyonlar arasinda ikinci sirada yer
alir (2). Sirozlu hastalarda en stk goriilen infeksiyon spontan bakteriyel
peritonittir, bununla birlikte pnomoni, bakteriyemi, iiriner infeksiyon ve
bakteriyel endokardit de sik rastlanan infeksiyonlardir (19). Bu hastalarda
infeksiyonlara duyarliligt artiran bir ¢ok faktor vardir. Bunlar arasinda en
Onemlilerinden biri konak savunmasindaki bozukluklardir (18). Siroziu
hastalarda hem humoral hem de hiicresel immiinitede bozukluk vardir. Bu
hastalarda kompleman iretimi ve antikor yapimi azalir (3,20-22). Aym
zamanda bu hastalarda makrofaj aktivasyonu ve mobilizasyonu bozukiugu
ile birlikte nétrofillerin fagositoz fonksivonlar1 ve bakterilerin hiicre iginde

oldiriilmesi fonksiyonlarinin azaldig: da gosterilmistir (4,5,24,26).

PNL’ler infeksiyonlara karst viicudun ana savunma hiicreleridir. En
Snemli gorevlerinden birisi viicuda giren mikroorganizmalarin fagositozu
ve onlarin OSldiirilmesidir (30). Bunun icin dig uyaranlara ilk yamtlan
siras1 ile; marjinasyon ve endotele adezyondur. Ardindan kemotaksis ile
endoteli asarak mikroorganizmalarm  bulundufu alana gocer ve
mikroorganizmalar1 fagosite eder. Olusan fagositik vakuoller ve lizozomal
graniiller birlestikten sonra degranulasyon meydana gelir. Serbest oksijen

radikalleri ortaya ¢ikar ve mikroorganizmalarin Sldtriilmesi saglanir (7).
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G-CSF, notrofil serisinden hematopoietik Oncii hiicrelerin
proliferasyon ve differansiasyonunu uyaran 17q11-21 no’lu kromozomda
yerlesik tek gen tarafindan kodlanan 18-kD molekil agirliginda glikoprotein
yapisinda bir maddedir (36). G-CSF monosit/makrofaj dizininden, vaskiiler
endotel hiicrelerinden, fibroblastlar ve mezotel hiicreleri gibi mezodermal
orijinli hiicrelerden iiretilmektedir (37). G-CSF PNL’lerin kemik iliginde
maturasyonunu uyarir ve kemik iliginden dolagima olgun hiicrelerin
gecisini artirtr (61). G-CSF’in in vitro kosullarda nétrofillerin kemotaksisini
(47), superoksit iretimini, dolayisiyla respiratuar patlamasini arttirdig:
gosterilmigtir  (36). Yine in-vitro kosullarda nétrofillerin  bakterileri
fagositozunu ve oldiirme kapasitesini arttirmistir (48). In vivo kosullarda
ndtrofillerde adezyon molekiilleri olan CD11b/CD18b diizeylerinde artisa
neden olur. Aym zamanda G-CSF uygulamasindan sonra nétrofil
yiizeyinde spesifik bir IgG reseptdrii olan CD64 diizeylerinde de artma
gézlenmistir (61). G-CSF nétrofillerde antikor bagimli sitotoksisiteyi ve
yiizeyel IgA Fc reseptor sayisimt artirarak , IgA aracilikli fagositozu  artinr
(62).

Bu caligma, in vitro kosullarda, viral hepatit B ve viral hepatit
C’ye baghh gelisen karaciger sirozlu hastalarda G-CSF’in  nétrofil
fonksiyonlar1 {lizerindeki etkisini aragtirmak igin planlandi. Calismamizda
karaciger sirozlu hastalardan elde edilen nétrofiller G-CSF’in 1500, 3000,
4500 ve 60000/ml konsantrasyonlariyla 30 dakika stireyle muamele
edildi. Klinikte hastalara G-CSF intravenéz veya subkutan yolla 1,5-3
pg/kg arasindaki dozlarda verildigi zaman, bu konsantrasyonlar rahatlikla
saglanabilmektedir (48,63). Bu nedenle calismada bu konsantrasyonlar
uygulanmigtir. Daha sonra hem saglikli kontrollerden hem de karaciger
sirozlu hastalardan elde edilen PNL’ler S.aureus NCTC 8325 susu ile
muamele edilerek fagositoz ve intraselliiler oldiirme gibi fonksiyonlar

aragtirildi.



45

Caligmamizda saglikli kontrol grubunda PNL’lerin 6énceden G-CSF ile
muamelesi sonrasinda S.aureus’lan fagosite etme oranlan incelendiginde; G-
CSF’in 1500U/ml konsantrasyonunda anlaml fark bulunmazken (p>0,05),
3000U/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarda fagositoz orami doza bagimh
olarak artis gosterdi. Bu artig istatistiksel olarak incelendiginde anlamli
bulundu (p<0,001). Fagositik indeks ve intraselliiler 6ldiirme orami saghkl
kontrol grubunda G-CSF’in artan konsantrasyonlarinda doza bagimlt artig
gosterdi. Bu artig istatistiksel olarak anlaml diizeydeydi (p<0,001)( Tablo 4.1).

Roiledes ve arkadaglar (48), saglikli dondrlerden elde ettikleri PNL’leri
10 dakika siireyle artan konsantrasyonlarda G-CSF ile muamele etmis; daha
sonra bu PNL’lerin bakteriyel fagositoz ve intraselliller o6ldiirme
fonksiyonlarin1 S.aureus ile test etmislerdir. Bu ¢aligmada normal PNL’lerin
G-CSF ile muamelesinden sonra bakteriyel fagositoz oraninin, fagositoz
indeksinin ve intraselliiler 6ldiirme fonksiyonlarinin arttig1 gézlenmistir. De
Haas ve arkadaslarimin (64), ¢aligmasinda da G-CSF’in saghkli donérlerde in
vitro ve in vivo sartlarda notrofillerin spesifik ve azurofilik graniillerinde
artmaya yol actifi  goOsterilmisti. Aym  ¢aligmada in vivo G-CSF
uygulamasindan sonra spesifik graniillerin, in vitro uygulamadan sonra ise
hem spesifik hem de azurofilik graniillerin degranulasyonunda artig oldugu
izlenmistir. Bilindigi gibi spesifik ve azurofilik graniiller nétrofillerin
bakterisidal aktivitesinde 6nemli rol oynarlar. Igerdikleri lizozim bakteri
duvarinin  sindirilmesini  saglar.  Azurofilik  graniillerde  bulunan
myeloperoksidaz ise oksijen bagimli bakteri 6ldirtilmesinde 6nemlidir(33).
Dolayistyla bu caligmanin sonuglart G-CSF’in  nétrofillerin  bakterisidal
aktivitesini artirdigini gosterir. In vivo yapilan bir bagka ¢alismada da
saglikli dondrlere G-CSF uygulamasindan sonra nétrofillerde stiperoksid
anyon iiretimi, myeloperoksidaz aktivitesi ve opsonik reseptdér yapiminin
arttii  gosterilmistir (65). Goriildiigi gibi bu caligmalarin yontemlieri bizim

calismamizdan farklidir. Fakat sonu¢ olarak saglikli insanlarda G-CSF’in
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notrofillerde bakterilerin intraselliiler Oldiirmesini artirdigini  g6stermesi

bakimindan bizim ¢aligmamizin sonuglar: ile uyumludur.

Caligmamizda hasta grubunun yas ortalamas: yiiksek oldugu igin
kontrol grubu olarak alinan saglikli donérler de bu yas grubundan segildi.
Saglikli donorlerin yas ortalamasimin yiitksek olmasi (59,71 + 1,08 wii)
sonuglarda bir farkliik yaratmadi. Bu konuda daha Once Price ve
arkadaglarinin (66) yaptig: ¢alismada yaglar1 20-30 ve 70-80 arasinda olan iki
grup saghkli dondre in vivo G-CSF uygulanmis ve G-CSF’in etkisinin yagla
degisip degismedigi arastirilmigtir. G-CSF uygulamasindan sonra nétrofil
sayisi, notrofillerin dokuya migrasyonu ve kemotaktik fonksiyonlar
aragtirilmig, her iki grupta da G-CSF’in saglikli dondrlerde nétrofil
fonksiyonlart tizerine olumlu etkisi gézlenmis ve gruplar arasinda fark
gozlenmemistir. Bizim ¢aligmamizda saglikli kontrollerin yas grubu yiiksek
oldugu halde G-CSF’in beklenen etkisi gézlenmistir ve bu sonu¢ Onceki

caligmalarin sonuglar ile benzerdir.

Bizim caligmamizda saglikli kontrol grubu ile karaciger sirozlu hasta
grubu Kkarsilagtirildiginda, hasta grubunda fagositoz orani ve intraselliiler
6ldirme orani hem G-CSF yerine tampon kullanildiginda, hem de G-CSF’in
tim konsantrasyonlarinda saglikli kontrol grubuna gore diisiik bulundu. Bu
degerler istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,001)(Tablo 4.3-4.5). Saglikhi
kontrol grubu ile karaciger sirozlu hasta grubunun fagositik indeks oranlan
karsilagtinildiginda saglikli  kontrol grubunda G-CSF yerine tampon
kullanildiginda ve G-CSF’in 1500 U/ml ve 3000 U/ml konsantrasyonlarinda
fagositik indeks hasta grubuna gore daha yiiksekti. Bu yiikseklik G-CSF yerine
tampon kullamldiginda ve 1500U/ml konsantrasyonda istatistiksel olarak
anlamli iken (p<0,001 ve p<0,05); G-CSF’in 3000U/ml konsantrasyonunda ise
anlamli bulunmadi (p>0,05). G-CSF’in 4500 U/ml ve 6000 U/ml
konsantrasyonlarinda ise hasta grubunda fagositik indeks kontrol grubuna gore
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daha yiiksek bulundu. Bu yiikseklik G-CSF’in 4500 U/ml konsantrasyonunda
istatistiksel olarak anlamhi degilken (p>0,05), 6000 U/ml konsantrasyonda
anlamh idi (p<0,05)(Tablo 4.4).

Rajkovic ve arkadaslarinin (26), alkolik sirozlu hastalarda yaptiklar
calismada S.aureus ve E.coli ile fagositoz fonksiyonlan aragtirilmis; sirozlu
hastalardan elde edilen notrofillerin  bu  bakterileri fagosite etme
oranlarinda anlamli diigiiklik bulunmustur. Aynit ¢alismada karaciger
sirozlu hastalardan elde edilen nétrofillerin S.aureus ve FE.coli’ye karst
bakterisidal aktivitesinde de sagliklt kontrol grubuna goére anlamli oranda
bozulma saptanmigtir. De Fernandez ve arkadaslarmin (5), yaptikiarn
caligmada alkolik karacifer sirozlu ve primer bilier sirozlu hastalarin
notrofil fonksiyonlarii, hastalarin otolog serumlart ve AB serum ile ayri
ayrnt calismiglardir. Bu ¢aligmada otolog serum kullamildiginda, alkolik
karaciger sirozlu hastalarin nétrofillerinde  fagositoz  oranlari saglikli
kontrollere gore dusiik bulunmus, ancak intraselliler o6ldiirme oranlarinda
anlamhli farklibk gézlenmemistir. Notrofil fonksiyonlar1 ¢alisilirken AB
serum kullamldifinda fagositoz oranlarinda da saghkli kontrollere goére
anlamli bir farkliik gézlenmemistir. Arastiricilar bu sonuglarin 11ginda
hastalarin serumunda nétrofil fonksiyonlanm bozan inhibitér bir faktSriin
olabilecegini One strmiislerdir. Bu sonug etiyolojik faktorler farkii olmasina
ragmen sadece siroz olarak ele alindiginda bizim ¢aligmamizin sonuglariyla
celismektedir. Ciinkii bizim g¢aligmamizda hastalarin otolog serumlari degil
AB serum kullanildi. Boylece notrofil fonksiyonlari serumdan bagimsiz
olarak degerlendirildi. Buna ragmen noétrofil fonksiyonlarinin bozuk olmas:
hastaligin evresi ile iligkili olabilir. Bu ¢aligmada hastalarin hangi evrede
olduguna dair bir bulgu yoktur. Bizim calismamizda segilen tiim
hastalarin dekompanse evrede olmasi bu farklilifi agiklayabilir. Nitekim
Kirsch ve arkadaslan (67), stabil komplike olmayan karaciger sirozlu
hastalarin notrofil fonksiyonlarinda bozulma olmadigint bildirmislerdir.

Fiuza ve arkadaslarn (68), 11°1 viral etiyolojili, 5’1 alkole bagli, 4’11 hem alkol



48

hem viral nedenlere bagli ve 2’sinde etiyoloji tespit edilemeyen 22 karaciger
sirozlu hastada yaptiklan ¢aligmada; karaciger sirozlu hastalarda nétrofillerin
infeksiyon alanina dogru ilerleme yeteneginin azaldigi ve in vivo
ortamda bakteri fagositozunun azaldigi gozlemlemislerdir. Hastalarin
noétrofil fonksiyonlart etiyolojik nedenlere gére ayri ayn degerlendirilmemis
fakat hastalar hastahgin evresine gore karsilastirilmigtir. Hastalarin 10 tanesi
Child B, 12 tanesi Child C evresinde olan bu ¢aligmada fagositoz
bozuklugunun karaciger hastaligimin ciddiyeti ile orantili oldugu ileri
stiriilmiistiir. In vivo bakteri fagositozu Child- Pugh evrelendirmesine gore
evre C olan hastalarda evre B olan hastalara gore daha bozuk
bulunmustur. Bu sonug da bizim g¢aligmamizda AB serum kullanildigi halde
notrofil fonksiyon bozuklugu saptanmasinin hastaliin  evresiyle iligkili

olabilecegi tezini destekler niteliktedir.

Bizim calismamizda elde ettifimiz sonuglar viral hepatit B ve viral
hepatit C’ye bagh karaciger sirozlu hastalarda nétrofil fonksiyonlarinin
bozulmus oldugunu gostermesi bakimindan 6nemlidir. Daha once &zellikle
alkolik sirozlarda olmak iizere degisik etiyolojilere bagli siroziu hastalarda
notrofil fonksiyonlarinin bozuk oldugunu gosteren galigmalar olmakla birlikte,
sadece viral hepatit etiyolojili siroziu hastalarda yapiimig bir c¢alisma
bulamadik. Yukarida sozii edilen c¢aligmalardan biri olan Fiuza ve
arkadaslarinin (68), caligmasinda viral etiyolojili sirozlu hastalarda ¢alismaya
dahil edilmis, ancak etiyolojinin notrofil fonksiyonlar: {izerine etkisi hakkinda
bilgi verilmemigtir. Burada dikkat ¢ekilmesi gereken nokta ozellikle a lkolik
sirozlu hastalarda immiiniteyi bozan fakt6riin alkole mi yoksa siroza mi bagh
oldugunun ayurt edilememesidir. Ciinkii bilindigi gibi alkol hem akut
intoksikasyonda, hem de kronik alkolizmde siroz gelismeden Onceki
doénemde, nétrofil fonksiyonlarimi ve hiicresel aracilt immiiniteyi bozar (69).
Biz MEDLINE’da 1965-2003 yillar: arasinda “hepatitis B and neutrophil
functions”, “hepatitis C and neutrophil functions”, “hepatitis B and G-CSF”,
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“hepatitis C and G-CSF”, “cirrhosis and neutrophil functions”,”cirrhosis and
G-CSF” anahtar kelimeleri ile yaptifimiz taramada kronik hepatit B ve C’de ve
bu hastaliklara bagli karaciger sirozunda nétrofillerin fagositoz ya da

bakterisidal fonksiyonlarinin aragtirildigi bir ¢aligma bulamadik.

G-CSF’in kazanilmig notrofil fonksiyon bozukluklarinda kullanimi
yeni bir fikir degildir. Bu konuda degisik hasta gruplarinda yapilmis
caligmalar vardir. Lejeune ve arkadaglari (63), kemoterapi alan kanser
hastalarinin PNL’lerini 4000U/ml konsantrasyonda G-CSF ile muamele
etmisler ve S.aureus ile E.coli’lerin intraselliler oldiiriilmesinin anlamh
oranda artifmi saptamislardir. Bu etkiyi G-CSF’in PNL’lerde serbest
oksijen radikali Uretimini artirarak respiratuar patlamay1 diizeltmesi ile
aciklamiglardir. Bober ve arkadagslari (53), in vitro kosullarda steroide bagh
fonksiyonlar1 bozulmug PNL’lerin G-CSF ile S.aureus’n 6ldiirme
kapasitesi ve fagositik fonksiyonlarinin arttigini bildirmiglerdir. Peck ve
arkadaglart (70), diabetes mellituslu olup diabetik ayak infeksiyonu gelisen
hastalarin =~ PNL’lerini 50 ng/ml G-CSF ile inkiibe etmis; G-CSF
uygulandiktan  sonra  PNL’lerde  siiperoksid {iretiminin, bakteriyel
fagositozun ve fagositik indeksin artigimi  géstermislerdir.  Gough ve
arkadaglart (71), ise diabetik ayak infeksiyonu olan 40 hasta tizerinde G-
CSF’in in vivo etkisini arastirmislardir. Hastalarimn 20’°sine 7 giin boyunca G-
CSF verilirken, diger 20’sine 7 glin boyunca plasebo verilmis ve G-CSF
verilen grupta mikrobiyolojik eradikasyon ve klinik iyilesmenin anlamli
olarak daha  hizli oldugu ve hastanede yatis siiresini  kisalttigt
bildirilmigtir. G-CSF verilen grupta tedavi dncesi nétrofillerde siiperoksid
firetimi ©6nemli derecede azalmug iken tedavi sonunda siiperoksid
tiretiminin plasebo verilen grupla kargilastinnldiginda Onemli oranda artmusg
oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlenmistir.
Nétrofil fonksiyonundaki diizelme salgilanan siiperoksid anyonunun artigina

baglanmistir. Ohsaka ve arkadaglarinin (72), malign lenfomali 7 hasta lizerinde
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yaptiklar1 in  vivo c¢aligmada G-CSF’in sadece ndtrofil  sayisini
artirmadigini, bununla  birlikte  siiperoksid  {iretimini ve kompleman
reseptorlerini de artirdigim  ve bdylece konafin savunma sistemlerini
gliclendirdigini  tespit edilmigtir. Daha oOnce klinigimizde yapilan iki
calismada da kronik bobrek yetmezlikli ve Diabetes Mellitus’lu hastalarin
nétrofil fonksiyonlarinin bozuk oldugu ve in vitro sartlarda G-CSF’in nétrofil
fonksiyonlanm diizelttigi tespit edilmistir (73,74).

Calismamizda karaciger sirozlu hasta grubunda PNL’lerin 6nceden G-
CSF ile muamelesi sonrasinda S.aureus’lann fagosite etme oranlari, fagositik
indeksleri  ve  intraselliler  6ldiirme  oranlan  G-CSF’in  artan
konsantrasyonlarinda  doza bagimlhi  olarak artig  gosterdi. Tim
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli bulunan (p<0,001) bu artis G-
CSF’in 3000U/ml ve iizerindeki konsantrasyonlarinda daha belirgindi. (Tablo
7).

Rolando ve arkadaslart (75), asirt dozda parasetamol alimmna bagh
akut karaciger yetmezlikli hastalarin notrofillerini in  vitro ortamda
1000U/ml ve 5000U/ml dozlarda G-CSF ile muamele etmisler ve bu
nétrofillerin  fagositoz, intraselliiler &6ldirme fonksiyonlarinda &nemli
Olgtide artis gozlemislerdir. G-CSF ile muamele edildikten sonra bu
hastalarin nétrofillerinde stiperoksid ve hidrojen peroksid iiretiminde artma
oldugu tespit edilmis ve intraselliler 6ldlirmenin artmast bu etki ile
agiklanmugtir. Ayni aragtiricilar  bagka bir calismalannda akut karaciger
yetmezlikli hastalarda in vivo G-CSF’in etkisini aragtirmaglardir. 25pg/m?
doz uygulanan hastalarda nétrofil fonksiyonlarinda diizelme gdzlenmezken,
50, 100 ya da 150 pg/m* doz uygulanan hastalarda 96 saat sonra
nétrofillerin  S.aureus’u fagositozu ve intraselliiler Oldiirme oraniarinda
anlamli  diizeyde artig go6zlemislerdir. Bu dozlarda 96 saat sonra

nétrofillerde stiperoksid diizeyi de anlamli olarak artmugtir (76).
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Preheim ve arkadaglari (77), CCly ile deneysel olarak siroz
olusturulan ratlarda Spreumoniae ile pnémoni olusturmus ve in Vvivo
olarak G-CSF’in bu ratlardaki etkisini arastirmuglardir. Kontrol grubu
olarak S.pneumoniae ile pnémoni olusturmus saglikli ratlar kullanilmistir.
Daha sonra her grup ikiye ayrlmus ve yarismma G-CSF diger yarisina %5
Dekstroz uygulanmistir. Hem saglikli hem de sirotik ratlara giinde 2 kez 5,
10 veya 50ug/kg subkutan G-CSF uygulamuslardir. Dort doz G-CSF
uygulanan ratlarda uygulanmayan ratlara gore periferik kandaki PNL sayis
anlamli olarak fazla bulunmus ve bu artig sirotik ratlarda daha belirgin
olmustur. Her iki grupta da G-CSF uygulanan ratlarda  bronkoalveoler
lavaj (BAL) ile elde edilen PNL sayisinda artis gozlenmis, bu artis sirotik
olmayan ratlarda istatistiksel olarak anlamli degilken, sirotik ratlarda
anlamhi bulunmustur. Sirotik veya saglikli ratlarda BAL ile elde edilen
PNL’lerin S.preumoniae’y: fagositozunda ve fagositik indekste G-CSF
uygulanan grupta hafif bir artis go6zlendigi halde bu artis istatistiksel
olarak anlamh bulunmamigtir. Hem sirotik, hem de normal ratlarda
infeksiyon gelismeden 6nce G-CSF uygulamas: mortaliteyi anlamli olarak
azaltmamustir. Infeksiyon gelistikten 2 giin sonra G-CSF uygulamasina
baslaniimasi ise saglikli ratlarda mortaliteyi anlamli olarak azaltirken,

sirotik ratlarda mortalite lizerine etkili bulunmamugtir.

Yukandaki caligmaya benzer sekilde planlanmig ve yiirtitiilmiis
caligmalarinda Nelson ve arkadaslarn (78), intraperitoneal etanol uygulanan
ratlarla saglikli ratlarda K.pneumoniae ile pndmoni olusturmus ve G-
CSF’in etkisini arastirmuglaridir. Ratlara 2 giin 50pug/kg G-CSF uygulanmis ve
G-CSF uygulanan ratlarda her iki grupta daBAL ile elde edilen PNL
sayisinda anlamli artis gézlenmis, aym1 zamanda G-CSF uygulanan ratlarda
K. pneumoniae’ya karst bakterisidal aktivitede de anlamli diizeyde artig
g6zlenmistir. Etanol uygulanip G-CSF verilmeyen gruptaki tiim ratlarda
pnémoni olusturulduktan sonra bakteriyemi gelisirken, G-CSF uygulanan
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ratlarin  higbirinde bakteriyemi gelismemistir. Bu ¢alismada G-CSF’in
mortalite {izerine etkisi de anlamli bulunmustur. G-CSF u ygulanmayan
ratlarin hepsi 72 saat iginde Oliirken, G-CSF uygulanan ratlardan sadece
biri Olmistir. Bu ¢aligmanin sonuglant bizim c¢alismamuzin  sonuglarini
destekler niteliktedir. Ancak Preheim ve arkadaglarinin (77) sonuglant ile
celismektedir. Bu iki calismanin yoOntemleri ¢ok benzerdir, bu nedenle
sonuglar arasindaki c¢eligki siroz olusturulan maddenin farkli olmasina baglh
olabilir. Ancak sonuglardaki bu farklilig: tek basina bununla agiklamanin dogru
olmayacagi kanisindayiz. Bu nedenle bu ¢eligkinin nedenleri agiklanmasi ve
G-CSF’in  karaciger sirozlu hastalarda notrofil fonksiyonlart {izerindeki
etkisinin tam olarak ag¢ifa cikmasinda kontrollli insan caligmalara ihtiyag

oldugu agiktir.

Garcia-Gonzalez ve arkadaslarinin (79), yaptiklarn caligmada
sirozlu  olup infeksiyon anamnezi olmayan hastalar, spontan bakteriyel
peritonit gegiren hastalar ve saglikli kontrollerden elde edilen nétrofillerin
in vitro ortamda fagositoz, fagositik indeks ve kemotaksis fonksiyonlar:
arastirilmugtir.  Fagositoz ve fagositik indeks noétrofillerin  kandida
hiicrelerini fagosite etme oranlann ve hiicre basina fagosite edilen ortalama
kandida hiicresi olarak hesaplanmistir. Her iki grupta da nétrofil
fonksiyonlar1 saghikli kontrol grubuna gore bozuk bulunmus, spontan
bakteriyel peritonit gegiren hastalarda nétrofil fonksiyonlarinin goreceli
olarak daha iyi oldugu go6zlenmistir. Bu sonug infeksiyona cevap olarak
nétrofillerin aktivasyonuna baglanmistir. Ayn1 calisgmada nétrofiller GM-
CSF ile muamele edildikten sonra her iki grup hastada n&trofillerin
fagositoz orant ve fagositik indekslerinde anlamli olarak iyilesme
gézlenmigtir. Bu ¢aligmada karaciger sirozlu hastalarin etiyolojisi ile ilgili bilgi
verilmemistir. Ancak koloni stimiilan faktdrlerin sirozlu hastalarda nétrofil
fonksiyonlarim1  diizelttigini gOstermesi bakimindan bizim ¢aligmamizin

sonuclarini destekler niteliktedir. Daha 6nce de belirttigimiz gibi karaciger
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sirozunda immiin sistem bozuklugunun nedeni etiyoloji ile de iligkili olabilir.
Ancak biz kronik hepatit B ve C’nin nétrofil fonksiyonlar: tizerine olan etkisini
gosteren bir ¢alisma bulamadik. Bu nedenle bizim ¢aligmamizin sonuglar
etiyolojik  faktorlerden bagimsiz olarak karaciger sirozunun nétrofil
fonksiyonlarim1 bozan etkisini ve G-CSF’in bu hastalarda nétrofil fonksiyon

bozuklugunu iyilestirebilecegini géstermektedir.

Bizim ¢aligmamiz in vitro, kontrolii bir insan c¢alismasidir. Otolog
serum kullanilmamis olmasi serumun muhtemel inhibitdr etkisini ortadan
kaldirmis olmas: nedeniyle bir avantajdir. Yukanda sozii edilen akut
karaciger yetmezlikli ve diabetik ayak infeksiyonu olan gruplarda G-
CSF’in in vitro ve in vivo etkilerinin benzer olmasi, bu c¢ahsmada
karaciger sirozlu hastalarda G-CSF’in in vitro gosterilen etkisinin in vivo
olarak miimkiin olabilecegini diistindtirmektedir. Biz G-CSF’in viral hepatit
B ve Cye bagh karaciger sirozlu hastalarda bozulmus notrofil
fonksiyonlarimi iyilestirebilecegini ve bdylece bu gruptaki hastalarda
infeksiyonlara egilimi azaltabilecegini diigtinmekteyiz. Ancak bu konuda

daha genis ve in vivo c¢alismalara gereksinim oldugu kanisindayiz.
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SONUCLAR

Hematopoietik  biiylime  faktorlerinin =~ saghkli insanlarda  ve
kazanilmig noétrofil fonksiyon bozuklugu olan hastalarda PNL’lerin
fagositik ve bakterisidal fonksiyonlar1 {izerine etkilerinin aragtiriimasi
amaciyla yapilan c¢aligmalar celigkili sonuglar vermektedir. Sonuglar
kullanilan yonteme, uygulanan sitokinlerin konsantrasyonlarina, sitokinlerle
muamele siirelerine ve hedef hiicrelerin tlirline gore degismektedir. Hatta
yontem ayni olsa bile farkli bakterilerin kullanimi karsilagtirma yapmay1
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle bu c¢aligmanin sonuglarinin bu faktorler goz
Oniine alinarak degerlendirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Bizim caligmamizda:

1- G-CSF  saghiklh kontrol grubunda PNL’lerin fagositoz,
fagositoz indeksi ve intraselliler oldiirme fonksiyonlarimi artirdi. Bu etki
istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.001).

2- Karaciger sirozlu hastalarin PNL’lerinin fagositoz oranlari
saglikli kontrol grubu ile karsilastirildifinda istatistiksel olarak anlamh
oranda diigiik idi (p<0.001).

3- Karaciger sirozlu hastalarin PNL’lerinin fagositoz indeksleri
saglikli kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamh
oranda diigiik idi (p<0.001).

4- Karaciger sirozlu hastalarin PNL’lerinin intraselliiler §ldiirme
oranlart saglikli kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli oranda dugtik idi (p<0.001).

5- G-CSF  karacier sirozlu hastalarda PNL’lerin fagositoz
oranini, fagositoz indeksini ve intraselliller Sldiirme fonksiyonlarini doza
bagimlt olarak artirdi. G-CSF’in bu etkisi istatistiksel olarak anlamli idi
(p<0.001).
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