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SEPSISTE HEMOPOETIK BUYUME
FAKTORLERININ ETKINLIGi

THE EFFECTIVENESS OF HEAMOTOPOIETIC GROWTH
FACTORS IN SEPSIS

Dr. Hiiseyin BUYUKBAYRAM®™™ Dr. Yilmaz AKGUN*

OZET: Bu calismada, 54 adet Sprague-Dawley cinsi rat fizerinde intraabdominal sepsis olusturularak, Granitlosit Koloni Stimiile Edici
Faktdr (G-CSF) ve Graniilosit-Makrofaj Koloni Stimiile Edici Faktdr (GM-CSF) gibi hemapoietik bilyiime faktdrievinin sagkalm, periferik
kan tablosi ve makrofaj fogositik aktivitesi iizerine olan eikileri aragtinldi. Cahsmanm ilk asamasinda; her birinde 7'ser denek bulunan
3 grup ile baslandy. Her bir denege cekal ligasyon ve deline (CLD} uygulanarak sepsis clusturuldu. Kontrof grubuna; 2x0.2 cc % 5
dextroze SCenjekte edildi. G-CSF grubuna; 2x [g G-CSF 0,2 cc %5 Dextroz iginde SC enjekte edildiGM-CSF grubuna; 1x2 g GM-CSF 0,2
ce %5 Dextroz iginde SC enjekte edildi. Bu 3 grupta kriter olarak 7 gimliik sagkalun dikkate almdi. Calisraamin ikinci béliimiinde ise, her
birinde 11 denek bulunan 3 grup kullomildi. Aynir islemler bu gruplorada uygulandr. Postoperatif 24 ve 72. saatlerde likosit sayisi,
periferik yayma ve 72. saatte peritoneal ve alvecler makrofajlara bakildi. G-CSF verilen ratlarda, konirel grubuna gére anlamb
derecede ndtrofilik lkositoz gelisti (p<<0.001). Buna karsmn, peritoneal ve alveoler makrofajlarn fagositik aktivitelerinde bir degisim
ofmadi. GM-CSF ise sepsiste Iokosit sayisini degistirmeksizin makrofajlarm fogositik aktivilesi iizerine pozitif etki gdsterip, periferik
kandae ndtrofili, monositoz ve lenfositopeniye yol agti. G-CSE GM-CSF ve kontrol grubunda 7. giinde sag
kalmorani sirasiyla %71.4, %28.5 ve %42.8 bulundu. Sonug olarak sepsis verlestikten sonra G-CSF uygulammu, periton makrofajlarmun
Jagositik aktivitesini etkilememesine karsin, periferik kan notrofillerinde ve ortalama sagkalimda artis meydana getirmistir. GM-CSF
iin sepsisli organizmaya uygulanmast ile uyaritan makrofajlarin fagositik yeteneklerinin ve ndtrofil fraksivonunun erttigs, ancak sag
kalimin olumsuz yonde etkilendigi gdriildii.

Anahitar Kelimeler: Intraabdominal sepsis, G-CSE GM-CSF

SUMMARY: In this experimental study, consist of 54 Sprague-Dawley rats, we tried to ohserve the effectiveness of haemopoietic growth
Jactors such as G-CSF and GM-CSF in treatment of sepsis and see ifthey have any effects on phagocytic activity of macrophages when are
administered after establishment of sepsis.In first phase of this study, twenty one rats were randomly divided into three groups of 7
animals each. Cecal ligation and perforation were carried out in each rat and sepsis made wp. The Control group received 2x0.2 cc% 5
dextrose injection subcutaneous (SC). . The G-CSF group received 2x1g G-CSF with 0,2 cc %5 dexirose SC. The GM-CSF received 1x2 g
GM-CSF with 0,2 cc %5 dextrose SC, Seventh day survival was considered as criterion in the three groups. In second phase of this study,
thirty three rats were randomly divided into three groups of 11 animals each. The same procedures were carried out also in these groups.
Leukacyte counts and peripheric spread were aralyzed in postoperative 24" and 72" hours, alveolar and peritoneal macrophages were
Investigated in postoperative 72" fiour. There was significantly neutrophilic leukocytosis in the G-CSF group according to the control
group. Nevertheless, there was 1o change in the phagocytic activity of alveolar and peritoneal macrophages. GM-CSF brought about
positive effect of phagocytic activity of macrophages without change of leucocyte count in the sepsis, but it coused neutrophili,
monocytosis and fymphocytopenia, The seventh day survival rates in control, G-CSF GM-CSF groups were as; 42.8 %, 71.4 %, 28.5 %
respectively. As a resulf, we saw that G-CSF has no effect on the phagocytic activily of macrophages, while increases the survival by
enhancing the count and probably the function of neutrophils. GM-CSF fails to increase survival while effects the phagocytic activities of
macrophages positively and enhances the peripheral neutrophil and monosit counts without changing the total number of leukocytes.
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elektifislemler sonras: 6zgiil antibiyotik ile etkin cerrahi ve
yeterli destek tedavisine ragmen morbiditesi ve
mortalitesi oldukca yilkselk klinik bir problemdir (1). Ancak
vakin zamanlarda, hiicre biyolojisinde gergekles
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en ilerlemeler sayesinde, sepsisin patofizyolojisi daha iyi
anlagiabilir hale gelmis, olayda rol alan mediatorler ve
sitekinler tammlanarak, bunlarnin etki mekanizmaiarn ve
viicutta zincirteme gelisen fizyolojik, metabolik degisimier
helirlenmistir. Bu calismalarla, konakcimin  enfeksiyon
etkenine kars: gefistirdigi bir grup yanitlar dizisi olarak
tanimlanan sepsis sendromunda, salinan sitokinlerin klinik
butgulardan biiylik oranda sorumlu oldugu anlasimistir.
Ozeilikle bunlardan TNE IL-1, 1L-2, IL-6 ve hemopoetik
hilyiime faktérieri ile bunlarm moncklonal antikorlar,
giiniimiizde sepsis ve septik sok tedavisinde en cok
tartisilan ajanlar olmustur {1,2). . T '

Calismamizda, cesitli enfeksiyon durumlarinda
Rekombinant human Graniilosit Koloni Stimiille Edici
Faktér (rh G-CSF) ve Rekombinant human Graniilosit-
Malkrofaj Koloni Stimiile Edici FaktSr (th GM-CSFY iin
terapotik kullanimin ortaya koyabilmek icin, yeriesmis
intraabdominal sepsis modelinde bu ajanlarm sagkahm,
periferik kan tablosu ve makrofaj fagositik aktivitesi U
zerine olan etkilerini aragtirmayi planladik.

MATERYALVE METOD

Dicle Universitesi Saglik Arastirma Merkezi (DUSAM)nde
serceldestirilen bu ¢alismada, aguhiklar 230-260 gram
arasinda degisen, 54 adet Sprague-Dawley tipt erkek sican
kullamildi, Stascart konserve yem ve su ile beslenen
denekler, girisim sonrast yine aym sartlarda aym
yiveceklerle estenimeye hiralaldilar,

Calismaya her birinde 7 denek hulunan 3 grup ile
baslandi. Ketamin (50 mg/kg M.} anestezisini takiben,
abdominal duvar traslanip povidone-icdine ile
temizlendikten sonra isleme baslandi, Yaklasik 2 cmlik
orta hat insizyonunu takiben, ¢ekumun distalinden 3/0
ipel siitiirle baglandi. 22 gauge igne ile ¢ekum iki yerden
delindikten sonra, agikhiklardan feces ¢ikist sagianarak
deliklerin kapanmayacagindan emin olundu ve abdominal
insizyon 4/0 ipek stitiirle kapatildr, St veplasmani igin 1 mi
izotonik sollisyon subkutan (SC) clarak enjekte edildi.
Cekal ligasyon ve delme {CLD)(3} isteminden 4 saat sonra
baslamak sartiyla her giin;

1. gruba (Kontret grubu); 2x0,2 cc %5 Dextroz sudaki

Slusyonu SC olarak enjekte edildi.

2. gruba (G-CSF grubu); 2x1g G-CSF (Neupogen-Roche)
0,2 cc %5 Dextroz sudaki solusyonu icinde SC enjekte
edildi.

3. gruba {GM-CSF); 1x2 g GM-CSF (Leucomax-Sandoz) 0,2
cc %5 Dextroz sudaki solusyonu iginde SC enjekte edildi.
Bu 3 grupta kriter clarak 7 gilinliilk sagkalim olarak
belirtendi.

Calismanin ikinci bélimiinde ise, her birinde 11 denek
bulunan 3 grup kulianildi. Ketamin anestezisini takiben,
tiim hayvanlarin hatin duvarna ek olarak her iki uyiuk
anteromedial kisimlan traslandi ve CLD islemi yapildt.
Postoperatif dénemde 1, 2 ve 3. gruptaki deneklere ilk
calismadaki tedavi protokolii uygulandi. Ayrica operasyon
glinii, 24. ve 72. Saatlerde yaptlan uyliik kesisiyle sag yada
sol femoral ven vizualize edilerek, iGkosit saymm ve
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periferik yayma vapimak lizere 0,3 c¢ kan alindi. Beyaz
kiire sayimlari hemositemetre kultanilarak yapiidi.
Diferansiyei hilcre sayimlan ise, metil alkolde tespit
edilerek Giemsa ile hoyannus yaymalarda degerlendirildi.
Toplam 100 hiicre sayilarak morfelojiferine gore
siifiandinld,

72. saatte bu deneklerin tiimiinde, ketamin anestezisini
takiben 10 ml PBS (Phosphate buffered saling) ¢ozeltisi
periton bosluguna verildi. On dakika sonra hatin acilarak
sivi aspire edildi. Daha sonra trakea kaniile ediierek 5 ml
PBS ciizeltisi ile akcifer lavajt vapildi. Bu yolia alveol ve
periten makrofajlan izole edilmis oldu.Daha once
hazirlanmis olan ve icinde 0,1 ml %k aletif kmiir cozeltisi
hulunan tiiplere 1 ml'sinde 2x10° makrofaj clacak sekilde
0.9 ml peritoneal veya alveolar makrofaj siispansiyonundan
konuldu, Bu sekiide hazirtanan tipier 37 ¢ lik su
banyosunda 1 saat sireyle enkiibe edildi. inkiibasyon
esnasinda her 15 dk. da bir tipleri calkalamak suretiyle
makrofajlar karbon partikiilteri ile muamele edilmis oldu.
Bir saatlik inkiibasyondan sonra tiiplerdeki siidan alinan
numune, Thoma sayim kamarasina verlestirildi. Her rata ait
100 alveoler ve 100 peritoneal makrofajin fagosite ettigi
karbon partikiilleri mikroskopta sayildiktan sonra
aritmetik ortalamalart hulundu ve her denege ait fagositik
aktivite degerleri saptanmig oldu (Resim 1) (4). Verilerin
istatistiki degerlendirilmesi Mann-Whitney U festi
kullarularak Minitab istatistik paket program: aracilifiyla
gerceklestirildi {5).

SONUCLAR

Sagkalim siiresi: Cahismamuzda 7. giindeki sagkalim; G-
CSF grubunda %71.4, GM-CSF grubunda %28.5 ve kontrol
grubunda %42.8 olarak tespit edildi (Table 1). Buna gére G-
CSF uygulannu e ghrilen 7 giinliik sagkalim siiresindeki
artis ve GM-CSF kuflanimiyla gorillen azals istatistiki
acidan daemliydi (p<0.001).

Tablo 1: Giinlere gdre sagkalim.
G -CSF Grubu

Gilinter Kontrol Grubu GM «CSF Grubu

n(%) n{%a) n(%)

3. gin T (%) /7 (%100} 777 {(%100)

5. glin 57 (%71.4) 6/7 (%683.7) 37 (%d2.7)

7.giin 37 (%42.8)
*p<0.001

O/ (W71.4)* 27 {%28.5)*

Likosit sayist: G-CSF uygulanmu ile 24. ve 72. saatlerde
l6kosit sayis: kontrol grubuna ve isleme baglamldig glin
sayisina oranta anlaml derecede artarken {3<0.001), GM-
CSF verilmesi [okosit sayisim degistirmedi (Tablo 2).

Notrofi sayist: Hem G-CSF hem de GM-CSF verilmesiyle
notrofil sayisinda; 24, ve 72. saatlerde kontrol grubuna ve
isleme baslamlcigi giin sayisina gdre anlamlt bir artis
oldu (Tablo 3). G-CSF gygulanan grubun periferik
yaymaiannda; nétrofiller hipersegmenteydi, sahada bol
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Table 2: Giinlere ve gruplara gore [6kosit sayist.

Gruptar Lokosit sayist (Miere/mm’ kan)
Preoperatif Postep. |.giin Postop..3.gln
Kontrol 738242201 843642201 83432609
G -CSF 0912142 15345£2474 % 1738243588*
GM - CSF 78181503 TR 742 7982 {742
*P<0.001

Tablo 3: Giinlere ve gruplara gére periferik yayma bulgular.
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Resim 1: G-CSF grubuna ait 2. glin periferik yayma preparat
(Glemsax 100)

Beyaz Kiirg Preoperatif Postop. .gin Postop. 3. glins

Kontrol G-CSF GM-CSF | Kontrol G-CSI GM-CSF Kontrol G-CSF GM-CSF
Natrofil (%) 31.5+£53 32.628.1 31.7+89 24.149.2 66.2£15 7% 49 1xR.1* 32.8+17.8 06.6£1.5% 49 6+8.8*
Lenlosit (%} 6.2+12 63.1£79 644285 | 51392 58.612%* 46.6£6.3%% 64716 30.1£7 3k 46,0%7.3%*
Monosit (%)} 39+3.4 20%19 2.5:8].8%%* 1 1 4+1 6 2.8+£2.5 KIVES Bl {.6£1.4 2.0+1.9 37412k
Eozinofil (%)  1.1&l.3 2.2+1.7 PREINS 3 0.8£0.9 {1£10 1.0+1.3 1.0£2 4 1.2+1.0

Fp<005 " p<0.05 Pp<0.05

miktarda myelositik ve metamyelositik hiicreler mevcuttu
ve bu buigular 6zellikle 72. saatte belirgindi (Resim ).

Lenfosit sayisi: G-CSF ve GM-CSF verilmesi, lenfosit
sayisinda 24. ve 72, saatlerde hem kontrol grubuna
{(p<0.01 ve p<0.05) hem de baslangic degerine oranla
antlamli (p<<0.05 ve p<0.001) derecede azalmaya neden
oldu {Tablo 3.

Monaosit sayisi: G-CSF verilmesi ile monosit sayisinda
degisiklik olmazken, GM-CSF monosit sayisi 24 ve 72.
saatlerde kontrol grubuna (p<0.05) ve hastangic degerine
(p<0.05) oranla anlaml derecede artirds (Tablo 3).

Eosinofil sayisi: G-CSF enjeksivonu ile 24, ve 72. Giin
eozinofil sayis1 baglangic degerlerine oranla (p<0.05)
artarken kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark
butlunamadi. GM-CSF verilmesiyle eozinofil sayisi
nda degisiklik olmad: (Tablo 3).

Peritoneal ve alveolar makrofaj aktivitesi: Calismanin ilk
ballimiinde 3. glinden &nce mortalite goriilmedigi icin,
ikinci agsamada peritoneal ve alveolar lavaj swvis: almak ii
zere ratlar 72. saatte sakrifiye edildiler, GM-CSF
uygulanmast ile peritoneal ve alveolar makrofajlarm
fagositik aktivitesinin kontrol grubuna oranla anlamb
derecede artt:g gbzienirken (p<0.05 ve p<0.01), G-CSFi
n makrofaj aktivitesi Gizerine anlamh bir etki yapmadig
saptandi (Resim 2, Tablo 4-5).

Tablo 4: Gruplann peritoneal makrofajlarm fagositik aktivite
degerlerine gore istatistiki kiyaslamasi.

Gruplar Fagositik aktivite*

Median | Median 2 p
Kontrol & G-CSF 8.32 8.87 p>0.03
Kontrol & GM-CSF 8.32 9.95 P<(.035
G-CSF & GM-CSF 8.87 9.95 p>0.05

* Tagositik aktivite= Yutulan partikil sayis1/ saat.

Tablo 5: Gruplarn alveoler makrofajlarin fagositik aktivite
degerlerine gire istatistiki kiyaslamasi.

Gruplar Fagositik aktivite*
Median { Median 2 p
Kontrol & G-CS¥F 7.24 7.85 p=>0.03
Kontrod & GM-CSF 7.24 9.68 P<0.0t
G-CST & GM-CSF 7.85 9.68 P<(.05

*Fagositik aktivite= Yutulan partikiil sayisi/ saat.
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Resim 2: K6mlir partikiillerini fagosite etmis
peritoneal maicrofajlar,

TARTISMA

llk olarak Wichterman {3} tarafindan tammlanan,
hemodinamik ve metabolik acidan insanlardaki septik
sokusn klinik durumuyla paraleliik géisteren CLD ile sepsis
olusturutan ratlarda, cerrahiden 24 saat sonra periferal kan
sayiminda belirgin 18kopeni gelismistir. Polimerfonikleer
lokositler (PMNL} bakteriyel enfeksiyona karsi konakgs
defans mekanizmasinda ¢ok Snemli oldugu icin, lokopeni
enfeksiyz procesin siddetlenmesini kolaylastirahilir. Bu
durumda PMNL1n proliferasyonuna ve enfeksiyon odagina
yonelmesini organize edecek terapotik girisimler
hastaligin tedavisinde etkili olabilir, Bu amacla kulianilan
farkli immiinomodiilattr ajanlardan; G-CSF ve GM-CSF gibi
konalkgt defans mekanizmasiun ik hasamaginda yer alan
ve daha ok fagositoz ve bakteriyel Sldiirme vetenegi olan
ndtrofillerin proiifersyon ve fonksiyoniarinin di
zenlenmesinde etkili olan hematopoetik sitokinler, son
zamanlarda preklinik in-vitro ve in-vivo c¢aligmalaria
etkinlikleri arastirilan fakt&rlerdendir (2, 6-17),

Her iki hemopoetik biiyiime faktéril, kemil iligi
maturasyon kempartmanini arttirsa da, kinetik ¢calismalar
G-CSF'iin GM-CSFe oranla ngtrofil proliferasyonunu daha
hizh bir sekilde etkiledigini ve yeni olusmus nétrofillerin
salimim  siiresini  kisalttifim  gostermistir (9). G-CSF
verilmesiyle, 24 saat i¢inde kemik iligindeki preforme
grantifosit havuziannin hizh hosalinn, komsu endotelial
hiicrelerden salimm ve siridiitasyondaki yasam siirelerinin
uzamasma sekonder olarak periferal PMNL sayisinda ve
bakterilere kars: fagositik ve mikrobisidal fonksiyonlarinda
anlamh bir artig olur {6,7). Enjeksiyona devam edildiginde
doza bagimh olarak periferal kanda prekiirsérierin
immatiir formlan izlenir Tek doz 5 gkg rh G-CSF
enjeksivonu sonras: 24 saate kadar ortalama 3 kati bir
ndtrofili gbzlenirken, aym dozun 7 giin boyunca
uygulammi ile total nétrofii sayisinda 5-6, kemik iligi
nétrofil deposundaise 2 kathilc bir artis tespit edilmistir (8).
Caligmamizda, sepsis yerlestikten sonra 2 g/glin dozda G-
CSF uyguiamimi ile 24. ve 72. saatlerde [6kosit ve nitrofil
sayisinda anlamli bir artig saptanurken, menositleria bu is
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lemden etkilenmedigi, lenfosit sayisinda ise anlamli bir
azalma oldugu gdzlend:.

GM-CSF ise notrofiller lizerinde daha az proliferatif
etkiye sahip olmasina karsin, yasam siirelerini uzatir ve
effektdor hiicre fonksiyonlanimi  genigletir. Ayrica nd
trofitlerin oldugu kadar monosit ve eozinofillerin saylann
da artinr (9,14,17). Calismamuzda GM-CSF uygulamas ile
fraksiyoner olarak nétrofiller ve monositler lehine bir
degisiklik olsa da toplam i6kosit sayisinda anlaml bir artis
oimadigl gézlendi.

G-CSF dolasimdaki ndtrofillerin, GM-CSF ise dolasimdaki
notrofil ve monositlerin  hakterisidal, sitotoksik ve
fagositik aktiviteterine ek olarak diger bir sitokin olan M-
CSF salimmimin stimiilasyonu aracah@iyla makrofaj
fagositik aktivitesini de artiy (9). Calismanuzda GM-CSF
uygulanummin  peritoneal ve aiveolar makrofajlarn
fagositik aktivitesini kontrol grubuna oranla anlamb
derecede artirdif (sirasiyla p<0.05 ve p<0.01), ancak G-
CSFiin etkisiz oldugu gbzlendi.

100 ng- 1 g dozda G-CSF uyguiamm iie farelerde
splenektomi senrasi pnomokoksik enfeksiyon {10}, yank
sonrast pseudomonas enfeksiyonu ve sepsis (11-13},
eksperimental CLD've sekonder sepsis (8,14)
profilaksisinde ve tedavisinde tek basina ya da
konvansiyonel antibiyotik tedavisi ile hirlikte sagkalim
arfirdhg yaymlanmistin, Bu calismada da G-CSFiin
sagkalim anlamh ofarak uzattigl gorildi. G-CSFun CLD
sonras: yiiksek sagkalim oranumi teorik olarak siipercksit
yapumim ve kemik iliginden n&trofil salimmuinm uyararak,
kan graniilositlerinin bakterisidal kapasitelerini
yiikselterek ve TNF firetimini baskilayarak gerceklestirdigi
disiiniilmektedir(1,2,14).

Ratlarda yamk vyara enfeksiyonu, CLD ve neonatal
S.aureus enfeksiyonu sonrasi sepsis profilaksisinde bakteri
inokillasyonu ile es zamanhi veya Oncesinde GM-CSF
uygulanmasi ile deney hayvanlarinda konake defansinin ve
huna bagh olarak sagkaiiminda arttif saptanmstir (14).
Ancak sepsis vyerlestikten sonra GM-CSF veriimesinin
etkiniigi tartismahdir (13-17). Teda ve arkadaglan (15),
CLD've sekonder eksperimental sepsis modelinde,
bakteriyemi icin yeterli 3 saatlik aradan sonra, GM-CSF
uygulanim ile sagkalimda uzama olmadif gibi,
mortalitenin daha erken ddénemde ve yliksek oranda
gdriildigt  bildirilmistin.  Calismamizda da GM-CSF
grubunda 7. giindeki sagkalim orammin kontrol grubuna
gore onemii derecede diismesi, Toda ve arkadaslarum
desteklemektedir. Makrofaj fagositik aktivitesini ve
periferik kanda ndtrofil fraksiyonunu artirdigr halde
kentrol grubuna oranla daha diisiik sagkalima neden olan
GM-CSF'in etki mekanizmasinda, makrofajtardan TNF- ve
IL-1 Uretimini aktive ederek, cesitli vital organlarda doku
hiicrelerini hasara ugratmasi sorumlu olabilir (1,9). Yang ve
arkadaslarn (17), in vitro vaskiiler endoteliyal bariyer
modelinde GM-CSF'iin uyanlmamis endotelden nétrofil
migrasyonunt artirdh§l halde, 10-1 ile aktive olmus
endotelden migrasyonu inhibe ettifini gdstermiglerdir. Bu
verilere dayanarak GM-CSFiin bir enfeksiyonda sistemik
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olarak verilmesi itle notrofillerin iaflamatuvar alana
sekestrasyonunun engelienmesinin de sagkahimi azaltict
ikinci bir mekanizma olabilecegini diisiinmekteyiz.
Konaker defans mediatirleri olarak kabul edilen TNE 1L-1
ve GM-CSF lokal olarak inflamasyon sahasinda etkilidirler
ve lokal olarak aktive olmus immiin hiicreler araciligiyia
yonlendirilirler, Bu nedenle infeksiyon varken bu tiir lokal
etkili sitoldinlerin sistemnik kullanimu tehlikeli olabilir (15).

Sonug olarak sepsis yerlestikten sonra G-CSF
uygulanmas, periton makrofajlarinin fagositik aktivitesini
etkilememesine karsin, periferik kan nétrofillerinde ve
ortalama sagkalimda artis meydana getirmistir. Ancak GM-
CSFiin sepsisli organizmaya uygulanmasi ile uyarian
makrofajiarin fagositik yetenekleri ve nétrofil fraksiyonu
artarken, sagkalim olunmisuz yiinde etkilenir.
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