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Akut osteomyelit tedavisinde granulocyte macrophage- colony
stimulating factor (GM-CSF)’un etkisi

(Fareler iizerinde deneysel calisma)

Ahmet Kapukaya(l), Mehmet SubasiV), Halil Kaya®, Cumhur Kesemenli®®,ibrahim Sari¥,
Engin Kandiya®

Granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF), hematopoietik hiicrelere cesitli kademe-
lerde etki eden ve bu hiicrelerin fagositik aktivitelerini artiran bir sitokindir. Bu ¢alismada farelerin tibia me-
tafizine stafilokokus aureusun direk inokulasyonu ile olusturulan akut osteomyelitte GM-CSF’ nin etkisi aragti-
rildi. Stafilokokus aureuslarin, fare tibia metafizine direkt inokulasyonu yoluyla osteomyelit olusturuldu. Bi-
opsi par¢alarinda histopatolojik olarak osteomyelit tanist konulan 24 fare iki egit gruba ayrildi. Birinci gru-
ba sadece 3.kusak Sefalosporin, ikinci gruba ise 3.kugak Sefalosporin ve GM-CSF tedavisi uygulandi. Fare-
ler, X-ray, Ga-67 Sitrat sintigrafik tetkikleri ile 3 ay takip edildi (takip sirasinda birinci grupta 1 fare oldii, 1
farede ise kronik osteomiyelit geliserek patolojik kirik olustu). Ugiincii ayin sonunda oldiiriilen farelerden el-
de edilen kemik materyaller histopatolojik incelemeye alindilar. lkinci grupta bulunan 12 farede fizik muaye-
ne ve X-ray normal simirlar icerisinde idi. Ga-67 Sitratla yapilan kantitatif sintigrafik incelemelerde ikinci
grupta, birinci gruba gore 48. saatte istatistiksel olarak anlaml tutulum azhg goriildii. Sonu¢ olarak GM-
CSF’nin, akut osteomyelit tedavisinde yararh olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu faktériin daha genis ve kap-
samli aragtirmalar yapilmasi: durumunda daha anlamli bilgiler verecegi kanaatindeyiz.
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Effect of granulocyte macrophage- colony stimulating factor on treatment of acute osteomyelitis

Granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) is a cytokine which effects the various de-
velopmental steps of hematopoietic cells and enhances the phagocytic activity of these cells. The effect of GM-
CSF on acute osteomyelitis, which was developed in rats, was investigated. For this purpose, osteomyelitis
was firstly developed through the direct inoculation of Staphylococcus aureus into rat tibial metaphysis.
Twenty four 5 in which diagnosis of osteomyelitis was histopathologically established were divided into two
groups. Antibiotic only was given to the first group, and antibiotic as well as GM-CSF to the second group.
Rats were followed-up for 3 months with plain radiographs, and scintigraphic methods using Ga-67 citrate.
Materials obtained from the rats that had been killed at the end of the third month were histopathologically
investigated. One rat in the first group died. Chronic ostomyelitis developed and fracture was observed in
another rat. In 12 rats of the second group physical examination, plain radiographs and histopathologic fin-
dings were normal. In scintigraphic studies with Ga-67 citrate in the second group, there was a decreased
uptake. Consequently, in our study GM-CSF did not show a significant effect on the treatment of acute oste-
omyelitis. We think that GM-CSF may be theoretically helpful in this disease, and more comprehensive and
large-scale studies can give more detailed information.
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Giiniimiizde, akut osteomyelit semptomatik teda-
viyle beraber piiriillan materyalin drenaji, uygun bir
antibiyotigin uzun siire ve yiiksek dozlarda verilmesi
seklinde tedavi edilmektedir. Bu tedavi protokolii,
bazi akut osteomyelit hastalarinda kroniklesmeye en-
gel olamadig igin bu hastalikta antibiyotigin veril-
me siiresi (2, 4) ve cerrahi drenajin zamani iizerinde
tartigmalar devam etmektedir (6, 11, 16). Konak sa-
vunma mekanizmasinin  gii¢lendirilmesi enfeksiyo-
nun ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol oynamakta-
dir. Bu amag i¢in disaridan verilecek tedavinin ya-
ninda ozellikle bolgesel ve sistemik savunma meka-
nizmalarinin da yeterince aktif olmasi gerektigi kani-
st ile konak savunma mekanizmasi iizerine ¢aligma-
lar 6zellikle yogunluk kazanmistir.

Konagin savunma mekanizmalan iizerine etkili
olan hematopoietik biiyiime faktorleri (HBF) hakkin-
daki bilgiler ilk defa 1977 yilinda giindeme getiril-
migtir (3). Daha sonraki yillarda ise HBF’lerin mole-
kiiler ve seliiler biyolojisi hakkinda genis bilgiler el-
de edilmeye baglanmigtir (9, 15). Granulocyte mac-
rophage - colony stimulating factor (GM-CSF) not-
rofil, monosit ve eozinofil gibi hiicrelerin proliferas-
yonunu stimule edip bu hiicrelerin fagositoz ve 6ldii-
riicii yeteneklerini artiran bir hemopoietik biiyiime
faktoriidiir. Bu 6zelliklerinden dolay1, kanser tedavisi
yaninda son yillarda enfeksiyon hastaliklarinda da
kullanilmaya baglanilmistir (1, 8, 18).

Bu ¢alismada GM-CSF’iin matur 16kosit fonksi-
yonunu artirici ozelligi ve diger fonksiyonlan goz
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Sekil 2: GM-CSF uygulanan bir grup ratin Ga 67 sitratla alinan .
sintigrafik goriintiisii

oOniine alinarak, osteomyelit olusturulmus fareler iize-

rinde faktoriin etkinliginin arastirrlmasi amaglandi.

Gerec ve yontem

Dicle Universitesi Hayvan Arastirma Liboratu-
arinda (DUSAM) iiretilen ve agirliklar1 150-200 gr.
arasinda degisen 1.5 aylik Sprague Dawley tipi fare-
ler denek olarak kullanildi. Enfeksiyon olusturmak
icin, mikrobiyoloji ldboratuarinda McFarland 5. tii-
piiniin bulaniklihgina gore hazirlanan patojen Stafi-
lokok aureuslar kullanildi. Farelere, ketamin hidrok-
lorid (0.8/Mg/Kg) intramuskiiler verilerek anestezi
altinda tibia proksimali steril sartlar altinda operas-
yona hazirlandi. Bu bolgeye lcm uzunlugunda cilt
insizyonu yapilarak kemige ulagildi. Korteks 0.5mm
capindaki ince ug¢lu Kirschner teliyle agilarak medul-
laya ulasildi. Daha sonra bu bolgeden 0.05 ml (yak-
lagik olarak 104) canli mikroorganizma mediiller
bolgeye inokiile edilerek agilan bolge dental yapisti-
rict ile kapatildi. Cilt siitiire edilerek operasyona son
verildi. Mikroorganizmalar, metafizer bolgeye ino-
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Sekil 3: Antibiyotik uygulanan bir grup ratin Ga 67 sitratla alinan
sintigrafik goriintiisii

kiile edildikten 72 saat sonra tiim farelerin Ga-67 Sit-
ratla 24.,48. ve 72. saatlerde hem histopatolojik,
hem de kantitatif statik ol¢iimler yapildi (Sekil 1).
Ga-67 Sitrat ile sintigrafik tetkik neticesinde 32 de-
nekte akut osteomyelit lehine bulgular tespit edildi.
Ancak bu farelerin sadece 24’iine histopatolojik ola-
rak tani teyit edildi. Histopatolojik olarak osteomye-
lit tanis1 konulan 24 fare, iki gruba aynlarak her gru-
ba farkl tedavi uygulandi.

I Grup: 12 fareye 3. Kusak sefalosporin erigkin
dozunun 1/10’u parentafal olarak 3 hafta siire ile ve-
rildi.

II. Grup: Bu grupta bulunan 12 fare birinci grup-
taki dozda ve siirede antibiyotige ilave olarak GM-
CSF, 5 mikro-gram/kg /giin dozunda cilt altina 7 giin
stireyle verildi.

Sonuglar

Tedaviye alinan farelerin tiimii fizik muayene, ii¢
hafta aralarla ¢ekilen direkt grafilerle, tam agsamasin-
da ve iigiincii ayin sonunda tekrarlanan sintigrafi ile
ayrica yedinci giinde ve ii¢iincii ayin sonunda histo-
patolojik olarak incelendiler.

I. Grup: Farelerden biri sintigrafik incelemeler
esnasinda 6ldii. Kalanlarin, dgiincii ayin sonunda ya-
pilan incelemeleri neticesinde sadece birinde kronik
enfeksiyon meydana geldi ve daha sonra patolojik ki-
rik olustu. Kalanlarin, fizik muayenesi ve direkt gra-
fileri normal olarak degerlendirildi.

I1. Grup: Incelemeye alinan tiim deneklerin, fizik
muayene ve direk grafileri normal olarak degerlen-
dirildi.

Ugiincii ayin sonunda, farelere ImCi Ga-67 Sit-
rat verilerek 24.,48.,72. saat statik goriintiileri tekrar-

land: (Sekil 2, 3). Osteomyelit olusturulan sol bacak-
tan ve karsi taraf ayni1 bolgeden (sag bacak) ilgi alan-
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lant (ROI) gizilerek sayimlar elde edildi. Daha sonra
bu sayimlarin istatistiksel ¢alismalan yapildi. Her iki
grubun tedavi 6ncesi ve sonrasi tutulum ortalama de-
gerleri kendi iclerinde Wilcoxon testi ile degerlendi-
rildiginde tutulum azalmasi anlamli bulundu
(p<0.01). Yine ayn: gruplarin tedavi dncesi ve sonra-
s1 degerleri Mann-Withney U testi ile degerlendiril-
diginde tedavi sonrast 48. saatteki ortalama degerle-
rinin II. grupta azalma lehine olacak sekilde anlamli
(p<0,05) bulundu.

Biitiin farelerden yedinci giinde (GM-CSF’nin
sonlandirildig1 giin) biyopsi alindi. Yapilan incele-
meler sonunda ikinci grupta belirgin l6kosit artigi
gozlenirken, birinci grupta bu artig daha azdi. Ayrica
liclincii ayin sonunda yapilan histopatolojik incele-
melerde, birinci grupta kronik osteomyelit gelisen bi-
rinin haricinde, digerlerinde bulgular birbirine yakin
olup yer yer fokal sahalar halinde yogun kronik ilti-
habi hiicre infiltrasyonu dikkati ¢cekmekteydi (Sekil
4). Ikinci grupta ise kronik iltihabi hiicre infiltrasyo-
nu goriilmekle birlikte, infiltrasyonun daha seyrek ol-
dugu dikkati gekti (Sekil 5).

Tartigma

Son yillarda, mikroorganizmalarin antimikrobial
ajanlara karsi diren¢ mekanizmalarini kullanmalar
nedeniyle enfeksiyonlarin tedavisinde giicliikler go-
riilmektedir. Antibiyotiklerin yanlig ve asin sekilde
kullanimlari, hemen hemen tiim patojen mikroorga-
nizmalarin antibiyotiklere karsi direngli genler tasi-
malarina neden olmustur (20). 1950’11 yillara kadar
osteomyelitler antibiyotiklerin tek basina uygulan-
mast ile basarili sekilde tedavi edilirken, giinimiizde
cesitli tedavi protokollerinin uygulanmasi ile ayni
oranda basar elde edilememektedir (6). Daha sonra-
ki yillarda preantibiyotik donemde giindemde olan
cerrahi drenaj, tekrar giindeme getirilerek tartisilma-
ya baglanmistir. Bir kisim yazarlar cerrahi drenajin
tedaviye eklenmesinin basar! sansini artiracagini id-
dia ederken (11, 16), bazilan ise, hastaligin akut fa-
zinda cerrahinin yeri olmadigim iddia etmektedirler
(14, 21). Biitiin bu tartigmalarla birlikte bazi olgular-
da akut osteomyelitin kroniklesmesine engel oluna-
mamaktadir (6, 10, 19). Ciinkii koagiilaz negatif sta-

Sekil 5 : Kemik lamelleri arasinda seyrek lenfosit infiltrasyonu
(H. E. X100)

filokok izolatlarin %60-90’1nin metisiline karst di-
rengli oldugu giiniimiizde enfeksiyonlarin mevcut te-
davilerle kontrol altina alinmasi oldukga giigtiir.

Konagin enfeksiyona olan yanitinin degistirilme-
sine yonelik ¢alismalar, giiniimiizde daha da ilgi
uyandiran bir goriis olmustur. Bu alana arastiricilarin
yonelmesinde diger bir neden ise, mevcut antibiyo-
tiklerin spesifik mikroorganizmalarin haricinde ko-
nak savunma mekanizmasi kuvvetli hale getirildikten
sonra bagka mikroorganizmalara da etkili olabilecegi
iddiasidir. Bu iddialardan yola ¢ikarak yakin zaman-
larda farkli myeloid hiicre grubunu uyarabilen bazi
hemotopoietik biiyiime faktorleri (HGF), enfeksiyon
sirasinda fagositlerin say1 ve fonksiyonlarini arttira-
bilme yetenekleri nedeniyle dikkatleri iizerine topla-
mugtir. HGF’ler, konak savunmasiyla ilgili hemato-
poietik hiicrelerin sayilarini artirir ve bu hiicrelerin
kemotaksisini artirarak yasam dongiisiinii uzatir. Ay-
rica hematopoietik hiicrelerin fagositik aktivitesini
de artirir (12). Bu etkilerinden dolay: hem nétropenik
hem de non-nétropenik konaklarda enfeksiyona karsi
konak savunmasinda faydal olabilecegi diisiiniilerek
cesitli calismalar yapilmaktadir (5, 13).

GM-CSF, kemik iliginin erken onciil asamasinda
gorev alan ve notrofil, eozinofil ve monosit olusumu-
nu etkileyen, hematopoietik faktorlerden biridir. Ko-
nak savunma mekanizmasinin gesitli kademelerinde
gorev yaparak fagositik etkinin artirilmasinda énem-
li gorevleri oldugu gosterilmigstir (7, 17, 22, 23, 24).
Bu goriislerin 15181 altinda GM-CSF’nin etkisini oste-
omyelit olusturulan denekler iizerinde denedik. Sin-
tigrafik calismada I. grubun tedavi dncesi ve sonrasi
24., 48. ve 72. saatleri ortalama degerleri, ayni sekil-
de II. grubun ortalama degerleri kendi aralarinda is-
tatistiksel olarak Wilcoxon testi ile degerlendirildi-
ginde anlamh olarak (p<0.01) bulundu. Ga-67 Sit-
ratla her iki grubun tedavi 6ncesi ve sonrasi kantita-
tif sintigrafik degerleri kargilastinldi. Tedavi sonrasi
48. saatte Maun-Whitney U testine gore anlaml
(p<0.05) fark bulundu. Sintigrafik caligmalarda tutu-
lum ilk 24 saatte en az olurken 48. saatte en yiiksek
seviyeye ¢ikarak 72. saatte diigebilmektedir. Bulgula-
rimizda bu dogrultudadir.

Histopatolojik olarak ilk haftada yapilan incele-
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mede, GM-CSF verilen grupta belirgin bir 16kosit ar-
tis1 dikkati cekti. I. grupta bu denli bir I6kosit artist
goriilmedi. Sintigrafi ile uyumlu oldugu goriilmekte-
dir. Lokosit artig1 viicudun normal bir savunma me-
kanizmasina da baglanabilir. Bunun ayrimi i¢in ya-
pilmasi gereken, ancak imkanlar nedeniyle gergek-
lestiremedigimiz 16kosit fonksiyonlarinin arastirilma-
sidir. Uglincii ay sonunda yapilan histopatolojik ince-
lemeler, diisiincemizi dogrular nitelikte idi.

Sonug olarak, verilen antibiyotikler, enfeksiyo-
nun ortadan kaldirilmasinda nétrofillerle birlikte ¢a-
lismaktadir. Bu bakimdan giiniimiizde enfeksiyon
ancak konak savunma mekanizmasini kuvvetlendire-
rek ve antibiyotik verilerek ortadan kaldirilabilir. Bu
diisiinceden yola ¢ikarak osteomyelitli vakalarda
GM-CSF’iin tedaviye eklenilmesiyle basari sansini
yiikseltebilecegini diisiinmekteyiz. Aldigimiz sonug-
lar bu tezi dogrular niteliktedir. Vaka sayisinin azlig
ve uzun siire kontrollerin yapilamamasi kesin bir so-
nu¢ vermemizi engellemektedir. Uzun siireli ve ye-
terli sayida caligmalarin yapilmasi bu konuya daha
da acikhk getirecegi kanaatini tagimaktayiz. Ayrica
bu faktoriin kronik osteomyelitlerde de ¢aligiimasinin
daha belirgin sonug verebilecegini diigiinmekteyiz.
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