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AZET

Amag: Granulosit makrofaj koloni stimule edici faktor uygulanmasinin ikanma sarligr olusturulan
deneklerde immunolojik parametrelere etkisi.

Durum Degerlendirmesi: Tikanma sariigr énemli bir klinik problem olup bdbrek yetmezligi,
kardiyovaskuler sekeller, koagulasyon bozukluklar, gastrointestinal kanama, gecikmis yara iyilesmesi,
sekonder biliyer siroz ve sepsis sanliga badh gelisebilen komplikasyonlardir.

Yéntem: Deneysel calismamizda 28 denekten olusan 4 grup olusturduk. 1. grup Sham, 2. grup
Sham+GM-CSF uygulanan deneklerden olustu. 3. ve 4. grup sarlik olugturulan deneklerden meydana
geldi. 4.gruptasariik olusturulan deneklere 7 gun sure ile Sugr/kg GM-CSF subkutan uygulandi. Tum
gruplarda nétrofil, lenfosit, Ibkosit IFN-a CD32, CD34, CD64 dlizeylerine bakildl.

Cikanmlar: Sarilik grubunda nétrofil, lenfosit ve Idkosit sayisi diger gruplara gore anlamli olarak dasik
bulundu (p<0.05). IFN-a ve CD duzeyleri sanlikh grupta diger gruplara gére dustk bulundu.
Sarnlik+GM-CSF uygulanan grupta ndtrofil lenfosit, 16kosit sayilan yukselmis olarak bulundu. [FN-o
duzeyi bu grupta yiksek bulundu. CD34-CD6é4 dlzeyleri anlamii olmamakia beraber GM-CSF
grubunda yUkselmis bulundu. CD32 dizeyleri GM-CSF uygulanan gruplarda anlamii olarak arfmig
bulundu.

Sonugclar: Tikanma sarliginin ciddive mortalitesi ylksek septik komplikasyonlannin dnlenmesinde ve
bozulan makrofaj-natrofil fonksiyonlannin dizeltimesinde GM-CSF kullanimasinin klinik ¢alismalar
sonunda dederlendirilebilecegini disinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Tikanma sariligl, GM-CSF, immunolojik parametreler
SUMMARY

Obstructive jaundice is an important clinical problem. Jaundice dependent complications are renal
insufficiency, cardiovascularsequels, coagulation defects, gastrointestinal bleeding, delayed wound
healing, secondary biliary cirrhosis and sepsis. In our experimental study we performed four groups
that consist of 28 rats. First group consisted of sham rats. 2nd group consisted of sham and GM-CSF
applied rats. 3rd and 4th groups consisted of rats that had obstructive jaundice. In 4th group we
applied 5ugr/kg GM-CSF subcutansously to the rats for 7 days. We measured the levels of neutrophis,
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lymphocytes, leukocytes, IFN-a, CD32, CD34, CD64 in all groups.

In jaundice group neutrophils, lymphocytes and leukocytes counts are found significantly lower
compared fo other groups (p<0.05). IFN-a and CD levels are found lower in jaundiced group
compared to other groups. In jaundice with GM-CSF applied group neutrophils, lymphocytes
leukocytes and IFN-a levels are found higher CD32levels are found higher in GM-CSF applied groups.

The difference were found significant.

We concluded that GM-CSF is an effective factor to prevent serious and high mortality septic
complications of jaundice and to restore defected macrophage-neutrophils functions and it seems
to us GM-CSF can be placed therapeutic protocols in the obstructive jaundice after clinical studies.

Keywords: Obstructive jaundice, GM-CSF, immunologic parameters

Hiperbilirubinemi ve tikanma sariliginin sis-
temik sekelleri son yillarda iyibir sekilde ortaya
konulmayabaslanmistir. Tikanmasariligi hepatik
ve sistemik fonksiyonlarda bozulma ile sonug-
lanabilmektedir (1,2).

Tikanma sariliginin yol agabilecegi prob-
lemler bobrek yetmezligi, kardiyovaskiiler, degi-
siklikler koagiilasyon bozukluklari, gastrointes-
tinal kanama, gecikmis yara iyilesmesi, karaciger
yetmezligi, kolanjit, sekonder biliyersinoz, sepsis
olarak ortaya cikmaktadir (3,4,5).

Sepsistikanmasariliginda morbidite ve morta-
litenin en 6nemli sebebi olarak gosterilmektedir.
Tikanma sariligindaki sepsis, kolanjit ve konak-
¢gininsavunma mekanizmasindaki yetersizlikten
ortaya ¢cikmaktadir. Safranin barsaga akamamasi
sonucu intestinal mukoza safra tuzlari, pigment-
leri ve fosfolipitlerden faydalanamamaktadir. Bu
maddelerin antioksidan ve antienfektif etkileri
azalmakta, bakteri popiilasyonu artmakta ve bak-
teriyel translokasyona zemin olusmaktadir (6).

Tikanma sariliginda immiin sistemde defekt
ortaya giktigi fagosit ve notrofil fonksiyonlarinda
bozukluk gelistigi bildirilmektedir (7).

Graniilosit Makrofaj Koloni stimiile edici
faktér (GM-CSF) hematopoetik bir biiytime fak-
torii olup notrofil kemotaksisini, makrofaj akti-
vitesini uyarmakta ve immiin sistemi harekete
gecirmektedir. GM-CSF kemik iligindeki énci
sistem hiicrelerinin olgunlasmasini uyarmakta,
fagositoz ve konakginin savunmasini artirmak-
tadir.

Bu calismada deneysel olusturulan tikanma
sarihgl modelinde GM-CSF uygulanmasinin
immiinolojik parametrelere olumluetkisinin olup
olmadigini arastirmayi amacladik.

GEREC ve YONTEM

Bu deneysel ¢alisma Ankara Universitesi
Deney Hayvanlar Laboratuarinda yapildi. Bu
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amagla 4 grup olusturuldu.
Grup 1: Sham grubu
Grup 2: Sham grubu+ GM-CSF uygulanan grup
Grup 3: Tikanma sariligi olusturulan grup
Grup 4: Tikanma sariligi + GM-CSF uygulanan
grup

Bu deneysel calismada agirliklan 200-250 gr
arasinda degisen Wistar Albino cinsi 28 adet
sican kullanildi. Tiim denekler standart laboratuar
yemiilebeslendi. Tiim deneklere intramuskuler
ketamin hidrokloriir ile anestezi uygulandi.
Deneklerin karin trasi yapildiktan sonra tstleri
cerrahi drape ile &rtiildii (Resim 1).

Resim 1

Tiim deneklere 3cm’lik orta hat kesisi ile |a-
parotomiyapildi. 1.grupta deneklerde batina gi-
rildikten sonra karacigersag lobu yukariya dogru
cekilerek koledok bulundu. Diiz bir penset ile
koledok tutulup birakildi ve isleme son verildi.
Karin kapatildi (Sham grubu).

2.grupta yukaridaki islemlere ek olarak
postoperatif 1.giinden itibaren 7 giin siire ile
5ugr/kg rHu GM-CSF (Lokomaks) subkutan
uygulandi,

3.gruptakolededok bulundu. Alttan ve tistten
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askiya alindi.  5/0 prolen ile ¢ift bagland.
Rekanalizasyon olmamasi igin kesildi (Resim 2).

Resim 2

4.grupta 3.gruptaki ayni islemler yapildi.
Batin kapatildiktan sonra 7 giin siire ile 5ugr/kg
rHu GM-CSF subkutan olarak uygulandi.

Tim deneklerden postoperatif 10.guinde kan
alindi ve bu islemi takiben denekler sakrifiye
edildi.

Total lenfosit sayisi ve tam kan sayimi
hematolojik otoanalizor (Coulter Counter, STKS,
USA) ile dlgildii.

Biyokimyasal parametrelerden total biliru-
bin, direkt biliriibin diizeyleri biyokimyasal
otoanalizor (Hitachi 911 Boehringer MN,
ALMANYA) ile slciildii.

interferon-o. diizeyleri ELISA yontemi ile
(Endojen, USA) tayin edildi. Normal degerleri O-
2.6pg/ml'dir.

Flow Sitometrik Analiz

Bu deneysel calismada fagositik aktivitede
etkili olan monoklonal antikorlar (CD34, CD32,
CD64) ¢aligild.

Monoklonal (CD34, CD32, CD64) antikor
calismalari icin alinan antikoagilanl kan liysing
solusyonla (%50 dietilen glycol, %15 formal-
dehit) odaisisinda 12 dakika bekletildi. 250g'de
5 dakika santrifiije edildi. Sipernatant atildi.
Hiicrelertamponlanmisfosfatsoltisyonuile (PBS,
Ph:72+0.2; 0.01mol/L PO, 0.15mol/L NaCl) 2
kez yikandi. Hiicreler Celfix ile fikse edildi.

Ornekler FACSCAN flow sitometri cihazinda
(Becton Dickinson Immunocytometry System)
analiz edildi. Kalibrite ve standart antikorlar ile
kontroller yapilarak kalibrasyon saglandi. CD34
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kapi almaksizin (no gate) ve biitin hicrelerde,
CD64 monositlerde, CD32 makrofaj, grantlosit
ve B hiicrelerinde 10.000 hiicre popiilasyonunda
sayilarak duzeyleri hesaplandi.

istatistiksel analizler icin Kruskal-Wallis
varyans analiz testi ile Mann Whitney U testi
kullanildi. P <0.05 istatistiksel anlamlilik olarak
kabul edildi.

SONUCLAR

Deneklerden kaybedilen olmadi. Notrofil
sayisi sarilik grubunda diger gruplara gore dusiik
olarak bulundu. GM-CSF uyguladigimiz sarilikli
deneklerde (Grup 4) nétrofil sayilari yikselmis
olarak bulundu.

Lenfositsayisi degerlendirildiginde 3.gruptaki
deneklerde lenfosit sayisi diger gruplara gore
dusiik olarak saptandi. Grup 2 ve 4'de lenfosit
sayisi artmigolarak saptandi (Grup 2: Sham + GM-
CSF), (Grup 4: Sarilik + GM-CSF uygulanan grup).

Sarilikli deneklerde azalmis lenfosit sayisinda
GM-CSF uygulanmasi ile 4.grupta belirgin artig
oldugu saptandi.

Lokositsayisi agisindan gruplar degerlendiril-
diginde 3.grupta belirgin bir |[6kopeni saptandi.
GM-CSF uygulanan sarlik grubunda (4) Iokosit
sayisinda artiglar ortaya giktr.

Total biliriibin ve direkt bilirtibin diizeyleri
incelendiginde sarilik olusturulan 3. ve 4.grupta
bilirtibin diizeyininyiikseldigi saptandi. 3.grupta
ortalamadirektbiliriibin diizeyi 7.9gr/dl, 4.grupta
ise 12gr/dl olarak bulundu. Deneklerdeki IFN-
o duzeyleri incelendiginde kontrol grubunda
IFN-oc diizeyi ortalama 5.02pg/ml olarak
bulundu. GM-CSF uygulanan normal deneklerde
(2) IFN-adiizeyinde artis saptandi. 2.grupta IFN-
o diizeyi ortalama 8.2pg/ml olarak bulundu.

Sarilik olusturulan grupta IFN-a diizeyi 14.4
pg/ml olarak bulundu. Sarilik+ GM-CSF uygula-
nan 4.grupta ise IFN-a duzeyleri diger gruplara
gore yiiksek bulundu. IFN-ot diizeyi 4.grupta
43.5 pg/ml olarak élculdu.

CD-32 diizeyi sarilik grubunda disiik olarak
bulunmus, GM-CSF uygulanmasi ile anlamli
artislar saptanmugtir.

Sonuclarileilgiliistatistiksel degerlendirmeler
Tablo 1'de gosterilmistir.

TARTISMA

Retikiiloendotelial sistem (RES) mezankimal
hiicrelerden, makrofajlardan olusmaktadir.
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TABLO 1: GRUPLARIN iSTATISTIKSEL DEGERLENDIRILMESi

Parametreler Grup Arit.Ort. + SD (n) P=0.05 diizeyinde farklilik
gosteren gruplar

Total Bilirubin Grup 1 0.37+0.16 (10) KW=24.5
Grup 2 0.69+0.18 (10) P=0.004 (p<0.05)
Grup 3 12.43+1.73 (10) 1-2,1-3, 1-4, 2-3, 2-4, 3-4
Grup 4 16.83+1.46 (10)

Direkt Bilirubin Grup 1 0.13+0.09. (10) KW=23.7
Grup 2 0.31+0.13 (10) P=0.0007 (p<0.05)
Grup 3 7.92+1.04 (10) 1-2,1-3, 1-4, 2-3, 2-4, 3-4
Grup 4 12.62+2.45(10)

Lokosit Grup 1 11828 +8837 (10) KW=16.25
Grup 2 9357+2078 (10) P=0.001 (p<0.05)
Grup 3 31144470 (10) 1-3,2:3, 34
Grup 4 11285+ 5255 (10)

Notrofil Grup 1 66.8+17.2 (10) KW=15.5
Grup 2 76.5+7.9(10) P=0.0014 (p<0.05)
Grup 3 27.2+10.3 (10) 1-3, 2-3, 2-4, 3-4
Grup 4 69.7+13.9 (10)

IFN-a. Grup 1 5.03+0.77 (10) KW=16.2
Grup 2 8.19+1.21(10) P=0.001 (p<0.05)*
Grup 3 14.4+2.90 (10) 1-2,1-3, 1-4, 2-3, 2-4
Grup 4 43.5+10.8 (10)

Lenfosit Grup 1 37.14+31.9(10) KwW=23.7
Grup 2 61.71+28.5 (10) P=0.0013 (p<0.05)
Grup 3 8.03+4.4(10) 1-3,2-3, 3-4
Grup 4 69.29+12.4 (10)

Karaciger, dalak, akciger, lenf bezleri ve kemik
iligi bu sistem icinde yer alir. RES mikroorganiz-
malara kargi defans olusturur. Oli hiicrelerin,
hiicre debrislerinin ve inorganik materyalin
ortadan kaldirilmasini saglar. immiinolojik ce-
vapta roloynar. Monositlerin, prostaglandinlerin,
nétrofillerin sentezini saglar.

Tikanma sanliginda (TS) RES fonksiyonlari
bozulmaktadir. Bilier obstritksiyvon ne kadar
uzun siirerse RES hiicrelerinin bakteri ve endo-
toksini yok etme yetenegi de bozulmaktadir.
TS’da RES’in karbon kolloidine karsi klirensi
bozulmustur (7).

TS’da morbidite ve mortalitenin en dnemli
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nedeni sepsistir. Safranin barsaga akamamasi
sonucu intestinal mukoza safra tuzlan, pig-
mentleri vefosfolipitlerden faydalanmamaktadir.
Bumaddelerin antioksidan ve antienfektif etkileri
azalmakta, bakteri popiilasyonu artmakta ve
bakteriyel translokasyona zemin olusmaktadir
(8).

Normal kisilerde lipopolisakkaritler (LPS)
karacigerdeki kuppfer hiicreleri tarafindan etkisiz
halegetirilirken TS’da LPS’lerin temizlenememesi
sonucu sistemik endotoksemi ve organ yetezligi
gelisebilmektedir.

Tikanmasanligi RES'in fagositik fonksiyon|a-
rinda inhibisyona yol agmaktadir. Tikanma sari-
lig1 olusturulan ratlarda RES’in karbon kolloid
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klirensinde bozulma ortaya cikmaktadir ve sarilik
olusturulmayan ratlara gére endotoksin uygulan-
masini takiben endotok-semi ve mortalite sik
gorilmektedir (7).

Deneysel bir ¢alismada koledok ligasyonu
yapilan deneklerde endotoksin uygulanmasini
takiben 3.glin sonunda %90 oraninda mortalite
gelisirken, kontrol grubunda mortalite orani %20
olarak bulunmustur (8).

Roughreen ve arkadaslari eksperimental sari-
lik olusturduklari bir calismada nonspesifik hiicre-
sel immuniteyi aragtirmiglardir. C14 ileisaretlen-
mis stafilokok aureusm fagositozunda kemo-
attraktan madde olan kemotaksisi uyaran F-met-
leu-phe (FMLP) maddenin kemotaksisinde
basarisizlik ortaya ¢ikmustir (9).

Tanaka ve arkadaslari tikanma sarilig:
olusturduklar deneklerde nétrofil kemotaksisin-
de ve bakteriyel fagositozda defekt oldugunu
gostermislerdir (10).

GM-CSF hematopoetik biiyiime faktorii olup
notrofil kemotaksisini ve makrofaj aktivitesini
uyarmaktadir. GM-CSF nonglikolize bir protein
olup kemik iligindeki éncii hiicreleri stimiile
etmekte, fagositozu uyarmaktadir. Amerikaklinik
onkoloji dernegi tarafindan hematopoetik
biuylme faktorleri glikolize ve glikalije olmayan
hiicre yapilarina gére G-CSF ve GM-CSF olarak
formile edilmislerdir. GM-CSF monositler,
fibroblastlar ve endotel hiicreleri tarafindan
uretilmektedir (11,12).

Tikanma sariliginda gelisecek enfeksiyon ve
sepsis multi organ yetmezliginin hazirlayicis
olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle bu tiir
infektif komplikasonlar énlemek, immunolojik
parametreleri restore etmek dnem kazanmak-
tadir.

Tikanma sariliginda endotoksemiyi énleme
icin bazi maddeler ve ilaglar kullaniimakta ve
arastiriimaktadir.

Preoperatif uygulanan safratuzlarinin sarihikli
olgularda sistemik ve portal endotoksemiyi azal-
tici etkisi oldugu ve postoperatif renal yetmez-
likten korudugu belirtilmektedir.

Laktulozun endotoksini inaktive ettigi ve
sarilikli deneklerde septik komplikasyonlarinin
gelisimini engelledigi belirtiimektedir (13).

Polimiksin B'nin endotoksini baglayarak sur-
viyi artirdigi deneysel bir calismada gésterilmistir.
Ancak insanlarda polimiksin B'nin bu tiir bir
etkisi gosterilememistir (14).

Molley ve arkadaglar termal yaralanma
olusturduklan deneklerde GM-CSF uygulanma-
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nin immun fonksiyonlara etkisini arastirdilar.
Bu calismada yalnizca T lenfosit seviyeleri
aragtinldi. GM-CSF'nin yanik sepsisinde bozulan
T hiicre proliferasyonuna restore ettigi ve IL-2
Uretimini artirdig gosterilmistir (15),

Yalcin ve arkadaglar yanik sepsisine bagli
olusan bakteriyel translokasyona G-CSF'{in etki-
sini aragtirdilar. Ratlarda %30’luk yanik olustur-
duktan sonralX10? cfu Pseudomonas aeruginosa
ile enfekte edildiler. Kontrol grubundaki ratlar
%5°lik dekstroz ile tedavi edilirken, tedavi
grubundaki deneklere 100 mg/kg G-CSF subkutan
uyguladilar, Cekal veincebarsak bakteri kontenti
acisindan gruplar arasinda istatistiksel anlamli
fark saptanmazken, karaciger, dalak ve mezenter
lenf nodlarinda bakteriyel populiisyonun G-CSF
uygulanan deneklerde daha diisiik oldugu
saptandi (16).

Calismamizda normal deneklerde ve sarilik
olusturulan deneklerde GM-CSF ile total lenfosit
sayisinda, notrofil sayisinda istatistiksel agidan
anlamli yikselmeler saptand.

Notrofil sayisisarilik olusturulan grupta diger
gruplara gore diisiik olarak bulundu. GM-CSF
uygulanan sarihkl deneklerde (Grup IV) ise
notrofil sayisinda belirgin artiglar ortaya cikti.
GM-CSF uygulanan normal deneklerde ise
nétrofil sayisinda anlamli derecede yiikselmeler
saptandi.

Cantirk vearkadaglari diyabet olusturduklar:
ratlarda gekum perforasyonu ile sepsis gelistir-
dikten sonra G-CSF’iin 6nleyici etkisini arastir-
dilar. Beyaz kiire, nétrofil ve lenfosit sayisinin
G-CSF uygulanan deneklerde arttigini saptadilar
(17).

Calismamizda lenfositve beyaz kiire diizeyle-
rinde sarilikolusturulan gruptadiisiisler saptandi.
CGM-CSFuygulanan sarilikli deneklerde, uygulan-
mavyan sarilikli deneklere gore lenfosit ve 16kosit
sayisinda anlamh artislar ortaya cikti.

Total bilirubin ve direkt bilirubin diizeyleri
koledok ligasyonu yaptigimiz 3. ve 4.gruptaki
deneklerde yiiksek olarak bulundu. Direkt bili-
rubin diizeyi 3. grupta 7.9 gr/dl. 4.grupta ise
12gr/d| olarak belirlendi.

Ipek ve arkadaglari terminal ileumun baglan-
ma modeli ile olusturduklar bakteriyel translo-
kasyona G-CSF analogu olan filgrastim
(Neupogen) uygulanmasinin etkisini arastirdilar.
G-CSF'in translokasyonu énlemede anlamli
etkisi oldugunu belirttiler (18).

Paksoy vearkadaslari deneysel calismalarinda
splenektomi uyguladiklari deneklerde filgrastin
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(G-CSF analogu) verilmesinin bakteriyel trans-
lokasyona etkisini arastirdilar. Splenektominin
bakteriyel translokasyonu aktive ettigini G-CSF
ile translokasyonun belirgin sekilde azaldigini
gosterdiler (19).

Onemli bir immiin parametre olan IFN-ct T
lenfositler ve natiirel killer hiicreler tarafindan
olusturulmaktadir. IFN-oc makrofajlarin aktive
olmasina énciilik etmektedir (20).

Deneysel calismamizda IFN-a dlizeyi sarilik
grubunda 14.4 pg/ml (Normal: 0-2.6 pg/ml)
bulunurken sarilik + GM-CSF uygulanan 4.grupta
IFN-odiizeyi 43.5 pg/mlolarak bulundu. Aradaki
fark istatistiksel olarak anlamlibulundu (p < 0.05).

CD32, CD64, CD34 monoklonal antikorlar
olup Fcg Rl ve Rl reseptorleridir. Hematopoetik
hiicre prekiirsiirlerince sentezlenirler. Fagositoz
ve makrofaj aktivasyonunda rol oynamaktadirlar.
GM-CSF ile monoklonal antikor dizeylerinde
artislarin olabilecegi bazi deneysel calismalarda
gosterilmigtir (21).

Deneysel calismamizda CD32, CD64 ve
CD34 monoklonal antikorlar incelendi. CD34
ve CD64 diizeyleri agisindan gruplar arasinda
anlamli fark saptanmad (p > 0.005).

CD32 dizeyleriincelendiginde; sanlik + GM-
CSF uyguladigimiz deneklerde sarilikli ve ilag
uygulanmayan deneklere géreistatistiksel agidan
anlamli fark saptandi. Sarilik + GM-CSF uygula-
digimiz deneklerde hiicre yuzeyinden eksprese
edilen CD32 dizeyi anlaml olarak yuksek bu-
lundu {p <0.001). Sham + GM-CSF uyguladig-
miz deneklerde CD32 diizeyi sham grubuna go-
re anlamli yiiksek bulundu.

Sonug olarak tikanmasarilig olusturdugumuz
deneklerde nétrofil, lenfosit, lokosit, IFN-o ve
CD diizeylerinde azalma saptanirken, GM-CSF
uygulanmasi ile immiunolojik parametrelerde
artig saptandi.

Tikanma sarihginin ciddive mortalitesi yiiksek
septik komplikasyonlarininénlenmesinde, bozu-
lan makrofaj-nétrofil fonksiyonlanimin dizeltilme-
sinde GM-CSF kullaniimasinin klinik galismalar
ile desteklenmesi sonucunda yer bulacagini di-
sinmekteyiz.
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