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1. GIRIS VE AMAG

Canli vicudunda uzun sire bdlinebilen, kendini yenileyen
ve ayni zamanda vlcudun ihtiyacina gore farklilasarak diger doku

hlcrelerine donusebilen hlcreler “kok hucreler” olarak bilinmektedir.

Hematopoetik kok hucreler; Uzerinde en ¢ok caligilan ve
tedavide yaygin olarak kullanilan erigkin kdk hucrelerdir. Kendi kendini
yenileyebilme ve butin matir kan htcrelerine farkhilasabilme 6zellikleri
vardir. Kemik iligi, periferik kan, kordon kani ve fetal karacigerden elde

edilebilirler.

Allojenik hematopoetik kok hucre nakli, malign veya malign
olmayan hastaligi olanlara saglikh vericiden kemik iligi, kordon kani veya
granulosit koloni uyarici faktor (G-CSF) ile mobilize periferik kan
hematopoetik kdk hucrelerinin  veriimesi ile hastanin immin ve
hematopoetik hucrelerinin yerini verici kokenli hucrelerin almasidir.
Hematolojik hastaliklar, immun yetmezlikler ve I6semilerde amag, patolojik
immuno-hematopoezin eradike edilmesi iken diger malign olmayan
hastaliklarda verici kokenli hucrelerden salinan c¢oziunur faktor ve
enzimlerin eksik olan faktori yerine koymasi ya da hasarli hicrenin
rejenerasyonuna katkida bulunmasi hedeflenir. Hematopoetik kok hucre,
kendini yenileme, prolifere ve diferansiye olma kapasitesi sayesinde
hematopoetik sistemi ortadan kaldiriimig olan hastada hayat boyu verici
orijinli saglhkh hematopoez saglayabilir. Basarili bir nakil sonrasi
hematopoetik kok hucre nakli (HKHN) vyapilan hasta, hematopoetik

hicreleri verici orijinli olan kimerik bir organizma haline gelir.

Kok htcrelerin mobilizasyonu (kemik iliginden ayriip kana

gegmeleri), klinikte kok hdcre nakil hastalarina ve donoérlerine verilen



G-CSF uygulamasiyla kolaylikla gerceklesir. G-CSF; granulosit seriye ait
progenitdor hdcrelerin  ¢ogalmasini, farklilasmasini ve aktivasyonlarini

arttiran buytme faktoradar.

Saglikh dondrlere hematopoetik kok hucre mobilizasyonu
amaci ile G-CSF 10 pg/kg/gun 5 gun boyunca subkutan veya intravenoz
(IV) verilerek 5 ve gerekirse 6. gunlerde kok hucreler toplanmaktadir. G-
CSF etkisi ile kemik iliginden periferik kana salinan hematopetik kok
hicreler donérden aferez denilen iglemle toplanir. Aferez isleminde genel
prensip; periferik kanin santriflj edilmesi, hicrelerin yer ¢gekiminin etkisiyle
cokmesi, en altta kalan eritrosit tabakasinin Gzerindeki |6kosit tabakasinin

dedektdr tarafindan tespiti ve ayri bir torbaya toplanmasidir.

Bu calisma Ekim 2010 — Mart 2011 tarihleri arasinda Gazi
Universitesi Tip Fakuiltesi Hastanesi K6k Hiicre Nakil Unitesine bagvuran
25 hastanin, yaslari 18-65 arasinda degisen, 9 kadin ve 16 erkek, saglkl
gonulli kék hicre dondra ile ydratalmustar. Calismada; G-CSF ile
mobilizasyon igslemi 6ncesi, G-CSF ile mobilizasyonun 4. Gunu ( aferez
islemi dncesi ), aferez isleminden hemen sonra, aferez isleminden 24 saat
sonra ve aferez isleminden 1 hafta sonra rutin tetkik ve tedavi islemleri
sirasinda elde edilmig ve dondurulmus kan orneklerinden; serum albimin,
serum demir(SD), serum demir baglama kapasitesi (SDBK), ferritin, hs-
CRP, interldokin-6 (IL-6), ileri oksidasyon protein udrtnleri (AOPP),
malondialdehit (MDA) ve total antioksidan kapasitesi (TAK) duzeyleri
incelenmistir. Elde edilen sonugclar karsilastirilarak G-CSF ile mobilizasyon
ve aferez isleminin saglikli dondrlerde inflamatuar belirtecler, oksidatif

stres ve antioksidan kapasite Uzerine etkileri irdelenmek istenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kok Hiicreler

Organizmayi olugturan hadcreler c¢ogalma, bolinme ve
buyime Ozellikleri agisindan birbirlerinden farkhliklar gostermektedirler.
lleri farklanma gosteren eritrositler ve sinir hicrelerinin bélinmedikleri
kabul edilir ve bu hucreler post mitotik hicreler olarak tanimlanir. Bazi
hidcreler, uygun sinyaller ile uyarildiklarinda bolinmek Uzere sessiz

kalrlar. '

Canli viicudunda uzun sure bolunebilen, kendini yenileyen ve
ayni zamanda viucudun ihtiyacina goére farkllasarak diger doku hicrelerine
donusebilen hucreler “kok hucreler” olarak bilinmektedir. Farklilagsmamig
kok hucrelerin, diger hucrelerden farkli olarak baslangigtaki hicrenin
karakteristik ozelliklerini tasiyan en az bir benzer hicre olusturabilme
yetenedi (selfrenewal); tek bir hicreden birden fazla hilcre serisine
farkhlasabilme yetenegi (multi-lineage differentiation) ve bir dokunun

islevsel olarak yeniden yapilandiriimasi 6zellikleri vardir (Sekil 1). 2

Yapilan c¢alismalar sonunda, bir dokudan elde edilen kok
hdcrelerin, uygun ortam sartlarinda, uygun uyarilarla farkh doku
hicrelerine donusebilme yetenekleri gosterilmistir. Bu kavram plastisite

(transdiferansiyasyon) olarak tanimlanmistir.®
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Sekil 1: Kok Hiicrelerin Ozellikleri *®

2.2. Kok Hiicre Tiirleri

Kok hicreler, totipotent, pluripotent ve multipotent olmak

lizere 3 grup altinda tanimlanmaktadir (Sekil 2). 4

2.2.1. Totipotent Kok Hiicre :

Totus-Tam, bolinmemis; Potentia-Glg. Fertilizasyon ile
spermiyum ve ovumun birlesmesi ile olugan zigot, vucuttaki tim hucrelere
donusebilecek potansiyele sahip ilk embriyonik hicredir. Bu hicreye her
seyi yapabilen anlaminda “totipotent hiicre” denir. Bu terim embriyonun 5.
gunune kadar olan tim blastomerleri icin gegerlidir (erken embriyonik
donem). Tam ve islev goren bir canliy1 olugturabilecek tum hucre tiplerine

farlilagabilirler. Plasenta ve amniyon kesesi gibi embriyo disi dokulara da



farkhlasma yeteneg@ine sahiptirler. Totipotent hucreler gelismenin ileri
evrelerinde pluripotent hiicrelere déniisebilirler.”
2.2.2. Pluripotent KOk Hucre :

Fertilizasyondan sonra, pre-implantasyon doneminde 5.
gunde olusan blastosist evresindeki embriyoda bulunan hicrelerdir.
Blastosist; trofoblastik hucreler, blastosdl ve i¢ hiicre kitlesi olmak Uzere 3
yapidan olugsmustur. Embriyonik kok htcrelere kaynaklik eden i¢ hicre
kitlesinden elde edilen hicreler pluripotent kok hicreler olup, gerekli ortam
saglandiginda yaklasik 200 hucre turine donusebilecek potansiyele

sahipler; ancak islev géren bir organizmay! olusturamazlar.”

2.2.3. Multipotent Kok Hiicre:

Bu huicreler, embriyonik gelismenin daha ileri evresine ait
hicreler olup, 6zellesmis hucre tiplerine farklilasabilirler ve erigkin kok
hlcrelerine donusgurler. Erigkin kok hucreleri de, bulunduklari dokunun
hiicre tipini Uretirler. Ornegin, multipotent bir kan hiicresi, dzellegsmis kan
hicrelerine donusebilme yetenegine sahiptir. Multipotent hicreler dogumla
birlikte kordon kaninda ve erigkin vicudunda 6zellikle kemik iligi ve yag

dokusunda bulunurlar.®

2.2.3.1. Eriskin kok hucreler:

Embriyonik kok hucrelere gore gelismenin daha sonraki
basamaklarinda gorulen bu hicreler, organizmanin yagsami boyunca daha
sinirl olmakla birlikte kendilerini yenileyebilme 6zelligini korurlar. Erigkin
dokulardaki 6ncu ve Ozellesmis hucrelere farklilasma yetenegindedirler.
Daha cok elde edildikleri dokuya donusme potansiyelleri vardir ve
multipotent kok hucrelerdir. Bu hucrelerin, vucut disinda embriyonik kok

hicreler kadar uzun sure oOzelliklerini koruyarak cogalma yetenekleri

5



yoktur. Kisinin immudn sistemine uyum gosterirler, ancak tum hucre
tiplerine dontusemedikleri icin kullanimlari sinirhdir. Ganumuzde, eriskin
kok hucrelerin diger organ ve dokulara farklilasmasi yénunde galismalar
yapilmaktadir. Organizmada ancak belirli birkag hticre tlrline déntsebilen
erigkin kok hucreleri, laboratuvar kosullarinda gerekli ortam ve sinyaller
saglandiginda bircok farkli hicre turine donusebilmektedirler. En iyi
tanimlanmig embriyonik olmayan kok hucreler hematopoetik kok hucreler
olmakla birlikte, eriskin kok hiucrelerin beyin, barsak, kas, deri/kil follikilu,
kalp, akciger ve son zamanlarda meme bezi gibi ¢esitli doku ve organlarda
varlig1 gosterilmigtir, hucresel fenotipik ylzey belirtegleri ile ayirt
edilebilmektedirler.  Erigkin  kdk hucrelerin  fizyolojik islevi doku
homeostasisini saglamakla birlikte doku hasarindan sonra rejenerasyonu

saglarlar.®'?

@ Totipotent Kik Hiicre

( @ Pluripotent Kék Hicre

&, S®O®E®
s Ny

Kas Sinir kemik Diger
m Dokular
Kirmizi Kan Beyaz Kan
Hicreleri Hicreler

Sekil 2 : Cesitli Kok Hiicre Tipleri *



2.2.3.1.1. Hematopoetik Kok Hucreler (HKH):

Uzerinde en c¢ok calisilan ve tedavide yaygin olarak
kullanilan eriskin kok hicrelerdir (Sekil 3).>” Kendi kendine yenileyebilme
ve butin matur kan hicrelerine farklilagabilme 6zellikleri vardir. Kemik iligi,
periferik kan, kordon kani ve fetal karacigerden elde edilebilirler. Yuzey
belirtecleri baslica, CD34, CD14, CD45 ve CD133'dir. intrensek ve

ekstrensek sinyaller ile farklilasmalari diizenlenmektedir. ®’

'1

Sekil 3: Hematopoetik Kok Hiicre™

2.3. Hematopoetik Kok Hiicre Kaynaklari

Hematopoetik kok hucre kaynaklari; kemik iligi, periferik kan,
kord kanidir.



2.3.1. Kemik lligi:

Kemik iligi, kemiklerin icini dolduran yumusak ve slngerimsi
dokudur. Kék hicre naklinde ilk kullanilan kaynak kemik iligidir. Genel
anestezi altinda Ozel aspirasyon igneleri ile posterior iliak kemiginden
(genelde tercih edilen kaynak olarak) aspire edilerek toplanan urinun
icinde hematopoetik kok hucrelerin (HKH) yani sira stroma hacreleri, kan
progenitor hucreleri, olgun I6kosit ve eritrositler de bulunur. Kemik iligi
toplanmasi iglemi yeni yapilmaya baslandigi zamanlarda, kemik iligi
siklikla posterior ve anterior iliak ¢ikinti ve sternumdan toplanmaktaydi.
Gunumuzde posterior iliak ¢ikintidan toplanan kemik iliginin doz agisindan
yeterli oldugu anlasiimis ve kemik iligi toplanmasi i¢in bu bdlgenin

kullaniimasina baslanmistir. >

2.3.2. Kordon Kani:

Kordon kani, hematopoetik kok hucrelerden zengin olmasina
ragmen yillarca ihmal edilmig dnemli bir kaynaktir. Kordon kani, kemik iligi
gibi hematopoetik kdk hucrelerden ¢ok zengin bir kaynaktir. Hatta bu
hicrelerin proliferasyon hizi perifer kandakilerden daha yuksektir. Hicre
sayilar erigkindekine benzer olmakla birlikte hucrelerin ¢gogu immatuardar
ve sitokin yapimi dusuktir. Yeni doganin, bagisiklik sistemi henuz
sekillenmedigi icin kordon kani verilen hastada uyum daha kolay olur. Bu
nedenlerden dolay! kordon kani transplantasyonlarinda rejeksiyon ve graft
versus host hastaligi (GVHD) gibi isteniimeyen reaksiyonlar daha az
gelismektedir. Ancak kordon kanindaki kOk hucre miktarinin az olmasi
kullanim alanini azaltmaktadir. Kordon kani sadece kok hucre urininin
yeterli oldugu hastalarda kullaniimaktadir. Bu nedenle daha ¢ok

cocuklarda tercih edilmektedir. ™"



2.3.3. Periferik Kan:

Periferik kanda, kemik iliginden 10 defa daha az kdk hucre
bulundugu belirlenmistir. Kok hlcre vericilerine bazi sitokinler (G-CSF-
Granulosit koloni uyarici faktor) enjekte edilerek HKH’ler kemik iliginden
dolagsima mobilize edilir. Periferdeki HKH’ler programlanmis hicre ayirici
cihazlar yardimiyla toplanir. Toplanan hucrelerin  %5-20’si gercek
HKH’lerdir. Periferik kanda sitokinle mobilize edilmis HKH’ler, kemik
iligindekilerden 2 kat daha fazladir. Bu nedenle alicida HKH yamalanmasi

(engraftman) daha c¢abuk olur.

2.4 Hematopoetik Kok Hiicre Nakli Cesitleri

2.4.1. Singenik:

Genetik olarak tam uyumlu bireyler arasinda yapilir.'®'® Tek

yumurta ikizleri buna 6rnek olarak verilebilir.?

2.4.2. Otolog:

Hastanin kendisinden toplanan hemotopoetik kok hucrelerin
kemoterapi ve/veya radyoterapiden sonra geri veriimesi esasina
dayanir.?%22® Ozellikle daha yiiksek doz kemoterapiye daha cok cevap

veren timorlerde kullaniimaktadir.2%2!

2.4.3. Allojenik:

Ayni tlr arasinda yapilir ancak alici ve verici arasinda

genetik iliski yoktur.?%?"%°

Kardesler arasinda, aile igindeki diger
bireylerden veya akraba disi bireylerden kemik iligi bankalar1 aracihigi ile

yapilir. Bu tip HKHN’ de alici ve verici arasinda HLA (human leukocyte
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antigen) uyumu aranir. Graft versus tumor etkisinin goéruldagu

maliniteler ve malin olmayan hastaliklarda (talasemi major, aplastik anemi

vb) tercih edilmektedir. 2023

2.5. Allojenik Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

Allojenik hematopoetik kok hucre nakli, malign veya malign
olmayan hastaligi olan hastaya saglikli donérden kemik iligi, kordon kani
veya granulosit koloni uyarici faktor (G-CSF) ile mobilize periferik kan
hematopoetik kok hucrelerinin  veriimesi ile hastanin immin ve
hematopoetik hudcrelerinin yerini verici kokenli hucrelerin almasidir.
Hematolojik hastaliklar, immun yetmezlikler ve I6semilerde amag, patolojik
immuno-hematopoezin eradike edilmesi iken diger malign olmayan
hastaliklarda verici kokenli hucrelerden salinan ¢ozunuar faktor ve
enzimlerin eksik olan faktori yerine koymasi yada hasarli hicrenin
rejenerasyonuna katkida bulunmasi hedeflenir. Hematopoetik kdk htcre,
kendini yenileme, prolifere ve diferansiye olma kapasitesi sayesinde
hematopoetik sistemi ortadan kaldirilmis olan hastada hayat boyu verici
kokenli saglikli hematopoez saglayabilir. Bagarili bir nakil sonrasi HKHN
yapilan hasta, hematopoetik hucreleri verici kdkenli olan kimerik bir

organizma haline gelir. ?*%
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2.6. Sagliklh Donorlerden Allojeneik Kok Hiicre Toplanmasi

2.6.1. Kok Huicre Mobilizasyonu

Son dekat icerisinde 0Ozellikle hematolojik malignitelerin
kuratif tedavisi amaci ile allojeneik kok hlcre transplantasyonlari dnemli
Olcide bir ivme kazanmlgtlr.%’27 Allojeneik kok hdcrenin kullanimi ile
GVHD oranlarinda anormal bir artisin olmadigi ve kabul edilebilir sinirlar
icerisinde oldugunun gdésterilmesi, ve bu yontemle graftin daha hizli
tutmasi nedeni ile son birkag yil icerisinde allojeneik kok hucre, kemik

iliginin yerini almaya baslamistir.?®

Saglikli dondrlere G-CSF 10 pg/kg/gin 5 gun boyunca
subkutan veya intravenoz (V) verilerek 5 ve gerekirse 6. glnlerde kok
hucreler toplanmaktadir. Donoérlerin saglikli olmasi nedeni ile allojeneik

kok hiicre mobilizasyonu otologlardan daha kolay ve basarili olmaktadir.?®

Dreger ve arkadafllari®®;10 pg/kg/gun G-CSF vererek normal
saglikll dondrlerden ortalama 5.5x10%kg CD34+ hiicre topladigini
bildirmistir. 2 Almanya dan Schmitz ve arkadaslar®®; saglikli dondrlerden
yine ayni dozda G-CSF kullanimi ile ortalama 6.7x10° CD34+ hiicre/kg
elde ettiklerini bildirmiglerdir. * Bu rakamlar biitiin diinyada ve (lkemizde

genellikle 5 ile 1Ox106/kg araliginda degismektedir.

2.6.1.1. G-CSF (Granlulosit Koloni Uyarici Faktor)

insan G-CSF geni, 17. kromozomun q11-q22 bélgesinde
kodlanir. 174 aminoasit iceren ve 20 kD’luk molekuler agirlikta, sistein

(Cys) 36 ve 42 ile 64 ve 74 arasinda bulunan iki adet disulfid baga sahip,
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treonin 133 (Thr133)’ den glikolizasyona ugramis bir glikoproteindir. 3%

(Sekil 4) '

disiifid
o haglan
lisiiifid
badgian

Glikol izasyon

Sekil 4 : insan G-CSF’inin Molekiiler Yapisi 3

G-CSF; granulosit seriye ait progenitdér hicrelerin
cogalmasini, farklilasmasini ve aktivasyonlarini arttiran  blyume
faktoradar. Kemik iliginin uyarilmasi ile prekirsér ve olgun nétrofilik
granulositlerin  Uretilmesi ve fonksiyonlarinin dizenlenmesini saglar.
Endotelyum, makrofajlar ve diger immudn sistem hicreleri tarafindan

uretilir.3?

Normalde, G-CSF Uretimi ¢ok dusuk bir miktarda
gerceklestirilir ve nétrofil sayisina bagli olarak feed-back mekanizmasi ile
kontrol edilir.> Molekiiler kontrol cyclin-D1’in aktivasyonu ile saglanir.
Cyclin-D1, hlcre dongusu sirasinda GO0/G1 fazini kisaltarak S fazina

gegisi hizlandirir. Ayrica, hucre olgunlagsmasini indukleyerek olgun
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granulositlerin aktivasyonlarini arttirir, apoptozisi engelleyerek granulositik

hematopoetik hiicrelerin canliligini saglar.

G-CSF, etkisini spesifik reseptorleri araciligiyla
gOstermektedir. Bu reseptorler, 759-812 aminoasit iceren tek zincirli
polipeptidlerdir, intrinsik tirozin kinaz aktivitesi yoktur ve G-CSF’ye yuksek

affinite ile baglanirlar. 3

G-CSF,;
¢ Notrofil koloni hiicrelerinin farklilasmasini ve gcogalmasini,
e Megakaryositik ve granulosit-makrofaj koloni buyime faktorlerinin
( M-CSF, GM-CSF ) uyariimasini,
e Myelositlerin kisa sureli gogalip geligsmesini,
e HKH’lerin sayisinin arttiriimasini,
o Notrofillerin olgunlagsma suresinin kisalmasi, kana geg¢melerinin

tetiklenmesi, yasam siireleri ve aktivitelerinin arttiriimasini saglar.®

2.6.1.1.1. G-CSF Etkisi ile Hematopoetik Kok Hucrelerin Mobilizasyonu

HKH’ lerin fonksiyonlarini ve karakteristiklerini dizenleyen ve
yetiskin hematopoezinin stabil duzeyde kalmasini saglayan oOzellesmis

mikro cevreler, ‘Nis (Niche) olarak adlandirilir.®%’

Kok hacrelerin - mobilizasyonu (kemik iliginden ayrilip
dolasima girmeleri), kemik iligi hasarinda veya klinikte kdk hucre nakil
hastalarina verilen G-CSF uygulamasiyla kolaylikla gergeklesir. G-CSF,
en 6nemli myeloid seri blyume faktorli olarak endostel nisteki osteblastlar
uzerinde eksprese edilen CXCL 12 yi mRNA duzeyinde kontrol ederek
azaltir, ayni zamanda niste kalimi saglayan sinyalleri ve adezyon

badlantilarini yikan notrofil proteazlari, elastaz, atepsin D, matriks
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metaloproteinaz-2 (MMP-2) ve MMP-9 gibi proteolitik enzimlerin
salinimlarini saglar. MMP’ lar memrana bagimli CXCL 12’ yi uglarindan
keser ve adeziv etkilerini yok ederler. Ayrica G-CSF etkisi ile HKH’ ler

Uzerindeki CXCL12’ ye baglanan CXCR 4’ ler de inaktive olurlar (Sekil 5).
36,37

BAZAL DURUM G-CSF ILE MOBILIZASYON

@ CXCL12

Sekil 5: HKH’ lerin G-CSF ile Mobilizasyonu'*°

2.6.2. Kok Hiicre Toplanmasi (Aferez):

HKHN amaciyla kemik iliginin elde edilmesi, ameliyathane
kosullarinda ve genel anestezi ile mumkundir. Kemik iligi, pelvis
kemiginden aspirasyon yontemi ile elde edilir (hasta/donorun toplam kan
hacminin en fazla %10’'u oraninda) ve steril kosullarda heparin ile
antikoagiile edilir. igerdigi artefakt, eritrosit ve yag hicrelerini
uzaklastirmak amaciyla, laboratuvar kosullarinda saflastirildiktan sonra

hastaya infiize edilir.*®



1971 yilinda, insan periferik kaninda kok/progenitor
hdcrelerin  goérilmesi, daha sonrasinda aferez cihazlarinin kullanima
girmesi ve buylime faktorleri ile mobilize edilmis periferik kandan yuksek
miktarda kok hucre toplanabildiginin gosterilmesi ile 1985-86 yillarindan
sonra periferik kok hucre nakli (PKHN) kullaniminin énemi artmigtir (Sekil
6).

Sekil 6: Periferik Kok Hiicre Toplanmasi

Gunumuzde, otolok kok hucre nakli (OKHN) nin neredeyse
tamami, allojenik kok hicre nakli (AKHN) nin ise buUyuk bir bolimi

periferik kan kok hicreleri ile yapilmaktadir. Bunun en énemli nedenleri;

e Kemik iligi toplama isleminin genel anestezi altinda
gerceklestirilmesi,
o Toplama (aspirasyon) islemine bagl uzun sureli agri ve infeksiyon

tehlikesi,
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e Urlinlin islenmesi sirasinda meydana gelen kok hiicre kayiplari,

e Otolog kok hucre nakillerinde, reziduel tumorlerden kaynaklanan
metastaz/relaps gorulme olasiligi,

o Periferik kandan toplanan Uurinde daha fazla CD34+ hicre
bulunmasi ve buna bagh olarak trombosit ile notrofil engrafman
suresinin daha kisa olmasidir.

e Ayrica, PKHN'de daha yuksek oranda akut ve kronik GVHH
goérulmesine ragmen, birgok calismada transplanta bagli mortalite,
relaps orani ve yasam suresi Uzerinde onemli farkliliklar olmadigi

gosterilmistir.>®

Periferik kandan kok hlicre toplama islemlerinde kullanilan
cesitli aferez cihazlar bulunmasina ragmen, tum cihazlar, antikoagule
edilen kanin santrifij yontemi kullanilarak komponentlerine ayriimasi
prensibi ile calismaktadir. Hasta/donérden alinan tam kan, antikoagule
edilir ve cihazin santriflij sistemine gonderilir. Santrifligasyon ile tam kan;
plazma, trombosit, lenfosit-monosit-granulosit (Buffy coat) ve eritrosit
tabakasi olarak, spesifik agirliklarina gore, farkli katmanlara ayrilhr.
Kok/progenitér hdcrelerin - morfolojik  olarak lenfositlere  benzedigi
dusunuldigunden, toplama iglemlerinde trombosit ile granulositlerin

arasindaki tabaka toplanir.®

Toplanan drinin Hematokrit duzeyi (Hct) %2-3 arasinda
olmalidir. Burada amag, dondurularak saklanan ve daha sonra eritilen
arunlerin inflzyonunda hemolizi ve hemolize bagli gelisen bobrek
fonksiyon bozuklugunu o6nlemektir. Ayrica Hct yukseldikge UGrandn
granulosit icerigi artmakta ve lenfosit igerigi azalmaktadir. Bu da, aferez
teknigiyle elde edilen Urinin CD34+ hlcre miktarinda diaslse neden

olmaktadir. Urlinde trombosit iceri§gi de dusik tutulmalidir. Bdylece,
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hasta/dondrun trombositopeniye girmesi ve uriinde agregasyon/pihtilagsma

olasiligi engellenmis olmaktadir.®®

2.6.2.1. Toplama Zamani

Toplama islemlerinde temel amag, az sayida aferez islemi ile
yeterli miktarda CD34+ hicre toplanmasini saglamaktir. Bundan dolayi,
uygun toplama zamanina karar vermek ¢ok onemlidir. OPKHN ile ilgili
yapilan ¢ok merkezli calismalar; ginluk 5-10 pg/Kg G-CSF enjeksiyonunu
takiben ve hasta notropeniden c¢ikarken, beyaz kire (BK) sayisi
>1.0X109/L ve CD34+ kok hicre sayisi =20/uL oldugunda afereze
baglamanin gerektigini ortaya koymustur. APKHN’ de ise, donore
10upg/Kg/gun’den 5 gun G-CSF verildiginde ve 5-6. gunler de toplama
islemi yapildiginda, tek seansta yeterli miktarda (4-5X106/Kg) CD34+

hiicre toplanabilecegi gdsterilmistir. %
2.7. Yan Etkiler

APKHN’ de dondrde gorulebilecek yan etkiler mobilizasyona

bagdli olabilecegi gibi aferez islemine de bagli olabilir.

2.7.1. Mobilizasyona Badgli Yan Efkiler:

Mobilizasyonda kullanilan, G-CSF’e bagl olarak sik gorilen
yan etkiler kemik agrisi, miyalji, atralji, bas agrisi, ates, dokuntu,
gastrointestinal rahatsizlik, parestezi, gogus agrisi, usime, titreme ve
yorgunluktur.®®* G-CSF ile yan etkiler siktir; allojeneik dondrlerde
hematopoetik kdk hicre mobilizasyonu igin G-CSF kullanimiyla %90
oraninda g('jriJIiJr.40 Siklikla hafiftir ve semptomatik olarak tedavi edilir.

Ornegin kemik ve bas agrisi igin hafif analjezikler verilir. G-CSF nin yan
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etkileri, bulanti, kusma ve bas agrisi harig doz iligkili olmaya meyillidir.***

G-CSF ile dalak ruptard, retinal hemoraji, akut iritis, gut artriti, trombotik
olaylar gibi daha ciddi yan etkilerde bildirilmistir.>**** Bu durumlar olasilikla
donorun altta yatan hastaliginin alevlenmesiyle iligkilidir ve donorler,
énceden iyi degerlendirimelidir .*>*® Bir allojeneik periferik kan kdk hiicre
donorinde, G-CSF uygulanmasini ve periferik kan kok hlcre toplanmasini
takiben hipoksi, asit, perikardial ve plevral efiuzyon, sok ve hepatoseliler
hasarlanma ile karakterize hayati tehtit eden kapiller sizinti sendromu da
bildiriimistir.** Bu durum, G-CSF nin nétrofilleri aktive etmesine
baglanmistir.** G-CSF ile mobilizasyon siirecinde kemik iliginden kok
hdcrelerin fizyolojik salinim hareketi boyunca olugsan inflamasyon ve

yaralanma nedeniyle dogal olarak stres sinyalleri ortaya ¢ikar.*

2.7.2. Afereze Bagli Yan Etikiler:

Aferez islemleri sirasinda ise, igne giris yerlerinde kizariklik,
sislik ve hafif kanama olabilir. islemlerde genellikle antikoagiilan olarak
Asit-Sitrat-Dekstroz  formul-A (ACD-A) kullanilir.  ACD-A; etkinligini,
bilesiminde bulunan sitratin kandaki iyonize kalsiyumu (i.Ca) baglamasi
sonucu, koagulasyon kaskadini bozarak gdsterir. Bundan dolayi, aferez
islemleri sirasinda, kandaki i.Ca seviyesi diiseceginden, donérlerde
hipokalsemi gozlenebilir. Hipokalsemi sonucunda, bulanti kusma, kas
kramplari, hipotansiyon da gelisebilir. Bu tarz durumlarda, damar igine
ve/veya oral alim ile kalsiyum destegi yapilmasi énerilmektedir.*®> Dondriin
total kan hacmine bagl olarak, ekstrakorporeal dolagimdaki kan miktarinin
yuksek olmasi da hipotansiyon riskini arttirir. Ayrica, toplanan aferez
arintndn hacmine, igerigine ve kullanilan aferez cihazinin ekstrakorporeal
hacmine bagli olarak, gecici bir sure icin, hematokrit (Hct) ve trombosit

sayisi da azalabilir.*®
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Ayrica kok hucre aferezi in vivo oksidatif stres igin potansiyel bir
risktir.*® Akim sitometri teknikleri kullanilarak aferez prosediirii boyunca
farkh kan hucrelerinin (RBCs, lenfositler, monositler, ve PMNs) oksidatif
stres altinda oldugu gosterilmistir. Aferez islemi oncesi ile
karsilagtirildiginda reaktif oksijen turleri (ROS) nin arttigi ve indirgenmis

glutatyon (GSHY un azaldigi gdsterilmistir.*® 4’

2.7.3. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller:

Oksidatif stres, pro-oksidan (reaktif oksijen turleri ve reaktif
nitrojen tdurleri) maddeler ile antioksidan savunma sistemi arasindaki
hassas dengenin, prooksidan ve oksidan maddelerin lehine kaymasidir.*"
Miyokard enfarktlisi gibikardiyolojik hastaliklar, nérolojik hastaliklar, astim,
diabetes mellitus, romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklar, kanser ve

yaslanma dahil bircok hastaligin oksidatif stresle iliskisi gosterilmistir.>**’

Serbest radikaller; dis orbitallerinde bir veya birden fazla
paylasiimamig elektron igeren molekdillerdir.®® Her tiirden kimyasal ve
biyokimyasal tepkime atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar sayesinde
gercgeklesir. Dig orbitallerde paylasiimamis elektron bulunmasi serbest
radikallerin reaktivitesini olaganustu arttirdig1 icin, serbest radikaller
kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir.’*®° Serbest radikaller ii¢c temel

mekanizmayla olusmaktadir.®°

1. Kovalent baglarin homolitik kirlimasi ile: Yuksek enerijili elektromanyetik
dalgalar ve yuksek sicaklik kimyasal baglarin kirilmasina neden olur.
Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayri ayri atomlar
Uzerinde kalir ise; her iki atom Uzerinde paylasiimamis elektron kalir ve iki

adet serbest radikal olusur.

X:Y—> X +Y°
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2. Normal bir molekllin elektron kaybetmesi veya heterolitik bolinmesi
ile: Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekllden elektron kaybi sirasinda
dis orbitalinde paylasiimamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur.
Askorbik asit, glutatyon (GSH) ve tokoferoller gibi hucresel antioksidanlar
radikal turlere tek elektron verip radikalleri indirgerken; kendilerinin radikal
formu olusur. Bu tipteki bolinmede kovalen bagi olusturan her iki elektron;

atomlarin birinde kalir ve serbest radikal degil iyonlar meydana gelir.

X:Y—D>X:+Y"

3. Normal bir molekile elektron transferi ile: Radikal 6zelligi tagimayan bir
molekule tek elektron transferi ile disg orbitalinde paylagilmamis elektron
olusuyorsa bu tur indirgenme radikal olusumuna sebep olabilir. Molekuler
oksijenin tek elektron ile indirgenmesi radikal formu olan sUperoksidin

olusumuna neden olur.

X+e — X~

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron
transferi sonucu meydana gelir ve serbest radikallerin gogu oksijenin
indirgenmesi ile olusur. Serbest radikaller pozitif yukll, negatif yuklu veya
elektriksel olarak noétral, organik veya inorganik molekuller seklinde
olabilifler. Cu *?, Fe **, Mn*?, Mo™ gibi bazi gecis metalleri de serbest
radikal olusumunda &nemli rol oynarlar.’’ Serbest radikaller; normal
metabolik olaylar sirasinda meydana gelebildikleri gibi ¢ok cesitli dis
etkenlere bagli olarak da olusabilirler.®?®® Ekzojen kaynaklar; hava
kirleticiler, dogal zararli gazlar (ozon, oksijen ve hiperbarik oksijenin
yuksek konsantrasyonlari), iyonize ve non-iyonize radyasyon, ilaglar, alkol,

patojenik bakteri ve viriislerdir.*® Endojen kaynaklar ise; mitokondriyal
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elektron transport sistemi, endoplazmik retikulum, arasidonik asit
metabolizmasi, redoks dongusiu, fagositik hicreler (monosit ve
makrofajlar, noétrofil, eozinofil) ve endotelyal hicreler gibi hlcrelerdeki
oksidatif reaksiyonlar, ksantin oksidaz, NADPH oksidaz, indolamin
dioksijenaz, triptofan dioksijenaz, galaktoz oksidaz, siklooksijenaz,
lipooksijenaz, monoamin oksidaz gibi oksidan enzimler ve otooksidasyon

reaksiyonlaridir.®®

Organizmanin yapisinda bulunan proteinler, serbest amino
asitler, DNA, lipidler ve nukleik asitler gibi makro molekuller bu sistemler
tarafindan Uretilen reaktif oksijen turlerinin etkilerine maruz kaldiklarinda
hasara ugramaktadirlar.®® Oksidatif hasar olusturan tiirler (reaktif oksijen
tlrleri, nitrojen ve klorin tdrleri); metabolizma Grlnleri, fizyolojik
mediyatorler ve sinyal molekulleri olarak ortaya cikabilirler. Serbest
radikaller kalsiyum metabolizmasina etki ederek hicre igi kalsiyumun
kontrolsliz yukselmesine, dolayisiyla hlcrenin zarar gérmesine ya da
dlmesine neden olmaktadirlar.®” Aerobik organizmalar icin O, esansiyel bir
molekuldur. Ayni zamanda O; oksidan bir ajandir. Normal kosullar altinda
molekuler oksijenin ¢ogu sitokrom sistemi gibi hucre i¢i sistemler icinde
tetravalan reduksiyona ugramaktadir. Bununla birlikte %1-2 oraninda bu
yoldan sizan oksijenin biyolojik yapilarda Univalan reduksiyonu sonucu
serbest oksijen radikalleri olarak adlandirilan bir ¢ok reakif Urin ortaya
cikar. Aerobik organizmalarda radikaller daha c¢ok oksijen radikalleri

seklinde bulunmaktadir.®®

Fizyolojik kosullarda O2 nin %98'i mitokondride bulunan
sitokrom oksidaz tarafindan indirgenmekte ve 4 elektron alarak suya

dénusmektedir.

O, + 4 H" + 46— 2H,0
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Serbest oksijen radikallerinin olusum basamaklarinda
oncelikle tek elektron transferi ile molekuler oksijen superoksit radikaline
doénusmektedir. Stperoksite iki elektronun eklenmesi ile hidrojen peroksit
olusmaktadir. Hidrojen peroksit; radikal olmamasina karsin elektron
almasiyla son derece toksik olan hidroksil radikalini olusturmaktadir.
Hidroksil radikali de univalan reduksiyon ile suya donusmektedir. Vicutta
uretilen radikaller her zaman tehlikeli ve zararli maddeler olarak
degerlendiriimemelidir. Zararh etkilerinin yaninda vucut igin gerekli bir cok
fonksiyonun gercgeklestiriimesinde 6nemli rol oynarlar.69 Steroid yapidaki
cok sayida bilesigin Uretimi, eikozanoidler gibi biyolojik aktif molekullerin
sentezi, ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu, ¢ok sayida oksidaz ve
hidroksilaz enzimlerinin etkileri ve sitotoksik etkilere sahip hucrelerin
fonksiyonlari igin serbest radikal yapimi olmazsa olmaz bir kosuldur.>®
Serbest radikallerin en iyi bilinen zararl etkileri; hicre membrani, yag
asitleri ve lipoproteinlere saldirarak lipid peroksidasyonu olarak bilinen bir
zincir reaksiyonunu baglatmalaridir. Lipid peroksidasyonunun urunleri ileri
ki asamalarda membran proteinlerinde de hasara yol agarak yapisal ve

fonksiyonel bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olurlar.®®
2.7.3.1. Serbest Radikal Turevleri

Reaktif oksijen turlerinin (ROS) ve reaktif nitrojen turlerinin
(RNS) olusumu igin oksijen gereklidir. Serbest oksijen radikallerine
superoksit (O2"), hidroksil radikali (OH"), alkoksil radikali (RO"), peroksil
radikali (ROQO") ve hidroperoksil radikali (OOH") 6rnek verilebilir. Nitrik
oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO2") radikalleri de RNS’ vyi olusturur.
Oksijen ve nitrojen serbest radikalleri, hidrojen peroksit (H20>),
peroksinitrit (ONOQO™ ), hipoklorik asit (HOCI), hipobromoz asit (HOBr) gibi
diger reaktiflere donusebilir (Sekil 7).
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Sekil 7. Memeli hiicrelerinde reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin meydana
gelisi (IR: lyonize radyasyon, Sit: Sitrullin, D-AA: D-Amino asit, BH4:
Tetrahidrobiopterin, Gly: Glisin, L': Lipit radikali, SOD: Siiperoksit dismutaz, MPO:
Myeloperoksidaz)®

2.7.3.1.1. Superoksit Radikali (O, ):

Oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu kararsiz bir

yapi olan superoksit radikal anyonu meydana gelir.

O, +e — 02._

Mitokondriyal elektron transport zinciri sirasinda O, nin
otooksidasyonu sonucu olusur. Superoksit radikali O, varliginda; ksantin

oksidaz’in ksantini veya hipoksantini indirgemesiyle, NADPH’ nin NADPH
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oksidaz ile oksidasyonuyla, mitokondriyal elektron transport sistemi ile
NADH; ve FADH2'nin NAD ve FAD’ye donusumu sirasinda, O2’nin iyonize
radyasyonla, sit P450 ile ve arginin veya tetrahidrobiopterin eksikliginde

nitrik oksit sentazla indirgenmesiyle olusur.”®""

Makrofajlar ve polimorf nlveli I0kositler tarafindan
gergeklestirilen fagositoz sirasinda O, tlketimi artar ve bu durumda
plazma membraninda bulunan NADPH oksidaz tarafindan O, olusumu

tetiklenir.

2 O, + NADPH — NADP +2 O, + H*

O,” ’ nin kimyasal davranigi nerede ¢o6zundugune gore
degismektedir. Suda ¢ok reaktif degildir. Bazen bir elektron alarak, okside

edici ajan olarak davranabilir. Ornegin askorbik asidi okside etmektedir.®*

Askorbik Asit + O," — Askorbik asit radikali + H>O»

Organik solventlerde daha reaktif ve tehlikelidir. Biyolojik
membranlarda olustugunda oldukga fazla hasar meydana getirmektedir.
O, gesitli organik ya da inorganik bilegiklerle de reaksiyona girebilir. Nitrik
oksit ile reaksiyona girebilir. Nitrik asit ile reaksiyona girip peroksinitriti

olusturmasi énemlidir. "
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2.7.3.1.2. Hidroksil Radikali (OH"):

Yarilanma Omru kisa ve guglu bir serbest radikal olan
hidroksil radikali; kuvvetli hasar olusturur. Tum biyolojik substratlarla
reaksiyona girebilme 6zelligine sahiptir. Olusan hasar U¢ sekilde meydana

gelir.

1) Protein ve lipidler arasi ¢apraz badlar olusturarak,
2) Proton cikararak,

3) Elektron transferi yaparak.

Toksik OH™ olusumunda demir, bakir gibi bazi metal iyonlari
da rol oynar. Asil olarak Fe*? molekiiliinin de katildi§i Fenton reaksiyonu
ile olusur.” Fe**un O, ile indirgenmesi sonucu olusan Fe*?, H,0, ile
reaksiyona girerek OH" radikalini meydana getirir. Bu reaksiyon 'Fenton
Reaksiyonu’ olarak adlandirilir.

Fe™ + 0,  —Fe™ + 0,
Fe™ + H,0, —Fe™ + OH" + OH’

Ayrica demirin katalizledigi Haber-Weiss reaksiyonuyla da
OH’ olusur.”

Fe*?

0O,-+ H,Oy — Oy, + OH + OH’

lyonize radyasyon etkisi ile de OH" olusur.*®

H,0 — H*+ OH®
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2.7.3.1.3. Hidrojen Peroksit (H202):

Oksijen molekulindn iki elektron alarak indirgenmesi veya
yapiya iki hidrojen atomunun eklenmesiyle olusur.”® Siiperoksit radikalinin
yapisina bir elektron katiimasiyla da meydana gelmektedir. Biyolojik
sistemlerde daha sik olarak iki superoksit molekulu, iki protonla birleserek

hidrojen peroksit ve oksijen olusturur.

O, +2e + 2H* —H>0,
Oy'-+e +2H" —H,0;

O,-+ 07+ 2H" —H202 + O,

H2O, bir serbest radikal olmamasina karsin yuksuz bir

molekul oldugundan hucre icerisine kolaylikla girebilir.

H.O,, O, ‘ den iki elektronun sit p450, yag-acil KoA oksidaz,
asetil KoA oksidaz, urik asit oksidaz, a-hidroksiasit oksidaz veya D-amino
asit oksidaz ile reduksiyonu ile olusabilir. Ayrica monoaminler (dopamin,
epinefrin, nérepinefrin), hemoglobinin otooksidasyonu ve glisin sentezinde
de H,0, olusur.”® Peroksizomlar fazla miktarda oksidaz icerdiklerinden
hicresel H,O; icin potansiyel kaynaktir. H,O, 6zellikle Fe ve Cu gibi gegis
metal iyonlarinin varliginda kolaylikla yikilir. Bu yikim sonucu en reaktif

radikal olan OH" olusur.®?
2.7.3.1.4. Hipoklorik Asit (HOCI):
Notrofiller, sitoplazmada bulunan myeloperoksidaz (MPO)

enziminin katalizledigi reaksiyonla guglu oksidatif bir yapi olan hipokloridi

olustururlar.”
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MPO

H,O2 + CI~ —> HOCI + OH -

2.7.3.1.5. Singlet oksijen ('0y):

Yapisinda  ortaklanmamis  elektron bulundurmamasi
sebebiyle serbest oksijen radikali olmayip reaktif oksijen tlrleri grubunda
yer alan bir molekuldur. Singlet oksijen serbest radikal reaksiyonlarinin
baslamasina neden olmasi acisindan énem tasimaktadir. 'O, oksijen
elektronlarinin disaridan enerji almasi sonucu kendi donlts yénundn ters
yonundeki farkli bir ydéringeye gec¢mesi ile olusabilecedi gibi, Oy’
radikalinin dismutasyonu ve MPO’nun katalizledigi H2O, nin HOCI ile

reaksiyonu sonucunda da olusabilir.”®
2.7.3.1.6. Perhidroksil radikali (OOH"):

O’ radikali asidik ortamda daha reaktif olup protonlanarak

kendisinden daha kuvvetli bir oksidan olan OOH" radikalini olusturur.”

pH|
O, +H* — OOH"

2.7.3.1.7. Peroksil radikali (ROO")

R’ radikalleri hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek
ROO"yi olustururlar.”® ROO", lipid peroksidasyonunu baslatan radikal olup

cok uzun émurliidir.”

R"+ O, —ROO’
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2.7.3.1.8. Nitrik Oksit (NO’):

Memeli hiicrelerinde NO baslica nitrik oksit sentaz (NOS)'in
aktivitesi sonucu sentezlenir. NOS, oksijeni kullanarak L-arjinin amino
asitinden; sitrulin ve NO’yu olugturur. Bu olay, nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH), flavin mononukleotid (FMN), flavin adenin
dinukleotid (FAD), tetrahidrobiopterin (BH4) ve kofaktdr olarak bir tiyol

donériine ihtiyag duyar.®

Arginin + O, + NADPH + H" —Sitrulin + NO'+ NADP + H,0

Eslesmemis elektronu nedeniyle bir serbest radikal turu
olarak bazi memeli hdcre tiplerince Uuretiien NO; damar tonusunun
kontroliinde, platelet agregasyonunda, |6kosit adezyonunda, hicre aracili
immun sitotoksisitesinde, sinaptik gecirgenlikte sinyal molekull olarak

dnem tasimaktadir.®
2.7.3.1.9. Peroksinitrit (ONOO -):

Superoksit radikali veya hidrojen peroksitin NO" ile

reaksiyona girmesi ile olusur.®’

02" + NO* —ONOO

H202+ NO* —ONOO

Olusan peroksinitrit radikalinin oksidatif potansiyeli O," ve

H,O.'ye gére daha yiiksektir.??
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Sekil 8. ROS ve RNS’nin birbirleriyle etkilesimi ®

2.7.3.2. Serbest Radikallerle Olusan Lipid Peroksidasyonu

Organizmanin yasam surecinde karsilastigi radikal turlerinin
cesitli olmasi nedeniyle, serbest radikallerin biyolojik etkilerini genellemek
zordur. Olusan serbest radikaller, ortamdan uzaklastirilamadigi takdirde
pek ¢cok yolla metabolik bozukluklara, hucre hasarina ve hatta élume yol
acarlar.®® Serbest radikaller, kimyasal modifikasyonlarla protein, lipid,

karbonhidrat ve DNA'da hasar olustururlar.®®

Lipidler; reaktif oksijen turlerinin yikici etkilerine en fazla
maruz kalan biyolojik molekullerdir. Hicre membrani serbest oksijen
radikalleri ile hizla reaksiyona girebilen ¢oklu doymamis yag asitlerinden
oldukca zengindir. Bu yag asitlerinin doymamis baglari serbest radikallerle
reaksiyona girip peroksidasyona neden olur (Sekil 9). Membran

akiskanhgi, membran lipidlerinin yan zincirlerinde bulunan doymamis yag
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asitleri ile saglanir. Doymamis yag asitlerinin hasari, membran

akiskanligini azaltici etki gosterir.848°

ILERLEME
Fe*?
BASLAMA Fe*?
GE
LoO: LOOH
Cu*'/Fe*?+ H,0,
LH -H -OH .
H,0
Li-l
LH + R-CH,
ALKYL
R-CH, H-C-LOOH
ALKANE RADICAL E 00
ACID ALDEHYDE

Sekil 9. Metallerin katalizledigi lipid peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, oksijen turevi serbest radikaller
tarafindan tetiklenen oksidatif stresin en dnemli organik gostergelerinden
birisidir. Uc karbonlu bir ketoaldehid olan Malondialdehid normal metabolik
sartlarda, once asetat veya malonata kadar okside olur, daha sonra krebs
siklusu ile CO7’e indirgenerek atilir. Fakat asiri lipid peroksidasyonunda

MDA konsantrasyonu artar ve dokulara hasar verir.®
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Biyolojik  sistemlerdeki oksidatif stresin  Olgulmesinde
ginimuzde en yaygin metod MDA olgumudur. MDA, proteinlerin lizin
rezidiileriyle ve fosfolipidlerin amin gruplariyla reaksiyona girer.*® MDA,
kolaylikla diffize olabildiginden, DNA bazlariyla da reaksiyona girerek
hasara neden olabilir. Peroksidasyon sonucu olusan reaktif aldehidler;
serbest radikallere goére daha stabildirler. Hucre icinde veya hicreden
disariya c¢lkarak daha uzak bolgelerdeki proteinlerin serbest amino
gruplari, fosfolipidler ve nukleik asitlerle reaksiyona girebilirler. Bunun
sonucunda molekil i¢i ve molekuller arasi 1-amino-3-imino propen (AIP)
kopruleri kurabilir ve biyolojik molekulllerde yapisal modifikasyonlar

olusturabilirler.®

2.7.3.3. Serbest Radikallerle Olusan Protein Oksidasyonu

Protein oksidasyonu; hem ROS ile direkt hem de oksidatif
stresin sekonder ara urunlerinin reaksiyonlariyla indiklenen proteinlerin
kovalent modifikasyonu olarak tanimlanmaktadir. Proteinlerde in vivo
olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadi§i ¢esitli
hicresel fonksiyonlari etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin,
yapisal proteinlerin, transport sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadigi

hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan etkilenirler.®’

Protein oksidasyonu, bir cok mekanizmayla gergeklesebildigi
ve amino agil yan zincirlerinin hepsi oksidatif olarak modifiye olabildigi i¢in
cok farkli tipte oksidatif protein modifikasyonlari vardir.®® Oksidatif protein
modifikasyonlarinin  biyokimyasal sonuglari; yan zincir gruplarinin
oksidasyonu, kirilmalar, c¢apraz baglanmalar, yanhs katlanmalar,
hidrofobik yapida dedgisiklikler ve proteolitik enzimlerde aktivite kaybi

olarak siralanabilir®® (Sekil 10).
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Sekil 10. Metallerin katalizledigi bolge spesifik protein oksidasyonu.®

ROS’un proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin,

arjinin, ve lizin gibi ¢cok sayida aminoasit kalintisinda ve / veya peptid

omurgasinda meydana gelen hasar sonucunda protein karbonilleri (PCO)

urtnleri meydana gelir. Protein oksidasyonunun en yaygin olarak olgulen

urint protein karbonilleridir. PCO duzeylerinin saptanmasi, oksidatif

protein hasarini belirlemede duyarli bir ydntem olmasina ragmen belirli bir

aminoasit iin spesifik degildir.*°
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2.7.4. Antioksidan savunma sistemleri

Vucutta reaktif oksijen tlrlerinin olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasari geciktirmek ya da oOnlemek igin geligtirilen
savunma sistemleri; antioksidanlar olarak bilinir. Antioksidanlar endojen
(organizma tarafindan sentezlenen) ve eksojen (disaridan besinlerle
alinan) kaynakli olmak Uzere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi;
serbest radikalin meydana gelisini 6nleyenler ve mevcut olanlari etkisiz
hale getirenler seklinde de siniflandirilirlar.’’ Hiicre disinda ve hiicrede
farkli organellerde yerleserek savunma mekanizmasinda rol oynayan
antioksidanlar; enzimatik yapida olabilecekleri gibi non-enzimatik yapida
da olabilirler.®? Hiicre disi savunma; albimin, bilirubin, seruloplazmin, rik
asit gibi molekulleri icermektedir. Asil antioksidan savunmayi hucre igi
serbest radikal toplayici enzimler saglamaktadir. Bu enzimler superoksit
dismutaz, glutatyon-Stransferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon reduktaz
ve katalazdir. Bu enzimlerin fonksiyonlari igin bakir, ¢inko ve selenyum

gibi eser elementler gereklidir®® (Sekil 11).
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Sekil 11. Memeli Hiicrelerinde Antioksidan Sistem.”

Organizmada; serbest oksijen radikalleriyle (oksidan)
antioksidan savunma sistemleri arasindaki var olan dengenin, oksidanlarin
lehine kaymasi degisik duzeylerde hucresel hasarlara neden olmaktadir
(Sekil 12). *
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OKSIDATIF STRES

ROS: ANTIOKSIDANLAR

9 (GSH rediktaz, GSH peroksidaz

. . - Slperoksit Dismitaz, Katalaz
H|.!:Ir|:|k5|l Rad|k:_al| . Alfa-Tokoferol, Taurin ve Hipotaurin,
S!Jpe_rnksn F{ad|_kal| Epinefrin, Laktat ve Pyrivat
Hidrojen Peroksit

Sekil 12. Oksidan-antioksidan dengesi.*

Antioksidanlarin; oksidatif hasardan koruma mekanizmalari

su sekilde 6zetlenebilir.

e Enzim aktivitesi Uzerinden veya dogrudan kimyasal reaksiyonlar
yoluyla,

¢ Oksijenden tireyen molekillerin olusumunu en az diuzeye indirerek,

o Radikallerle dogrudan kimyasal yolla temasa gegerek,

e Reaktif metabolitlerin temizlenmesini veya bu radikallerin daha az
aktif ve toksik olmayan urunlere donusimunu saglayarak,

e Zayif reaktif turlerin daha zararli turlere donusumu igin gereksinim
duyulan metal iyonlarini baglayarak,

o Hedef molekllde olusan hasari onarma yoluyla, Hasar ¢ok blyuk

oldugunda, hasara ugramis molekulu uzaklastirarak.

35



Antioksidan ajanlar, oksidan molekullere karsi etkilerini dort yolla

gostermektedirler &

1. SuUpuracu etki gésterenler: Olusturduklari etki ile yeni radikal olusumunu
engelleyip; olusmus olan radikalleri daha az zararli hale getirirler. Bu
gruba 6rnek olarak superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, katalaz gibi
enzimler; ferritin, seruloplazmin ve metallotionein gibi metal baglayici

proteinler verilebilir.

2. Giderici etki goOsterenler: Oksidanlarla etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini inhibe eden bilesiklerdir. B-karoten, vitamin C ve

vitamin E bu tUr etkiye érnektir.

3. Zincir kirici etki gosterenler: Zincirleme olarak devam eden reaksiyonlari
belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Bunlara érnek olarak
bazi vitaminler, mineraller, hemoglobin, Urik asit, biliribin ve albimin

verilebilir.

4. Onarici etki gosterenler: Bu gruba ornek olarak DNA tamir enzimleri ve

metiyonin sulfoksit reduiktaz verilebilir.

2.7.4.1..Antioksidanlarin siniflandiriimasi

Tablo 7 ve 8de enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar

toplu olarak gosterilmigtir.
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Tablo 1. Enzimatik Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

1-Enzimatik Antioksidanlar

Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz Sistemi

Superoksit dismutaz(SOD)

Katalaz (KAT)

Glutatyon peroksidaz(GSH-Px)

Glutatyon reduktaz (GR)

Glutatyon S-transferaz (GST)

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH)
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Tablo 2. Nonenzimatik Antioksidanlar

a) Yagda c¢ozunen radikal tutuculari: a-tokoferol (E vitamini), B-karoten,
Bilirubin, Ubikinol.

b) Suda ¢ozinen radikal tutuculari: Glutatyon, Askorbik asit (C vitamini)

urik asit.

c) Metal iyonlarini baglayan proteinler: Ferritin, transferrin, haptoglobin,

seruloplazmin, albumin.

d) NADPH oksidaz inhibitérleri: Adenozin, Ca* kanal blokérleri, lokal

anestezikler

e) Ksantin oksidaz inhibitorleri : Allopurinol, oksipurinol, folik asit, tungsten

f) Fe redoks dongusunun inhibitorleri : Desferoksamin, seruloplazmin

g) Sitokinler: TNF ve IL-1

h) Notrofil adezyon inhibitorleri

1) Barbituratlar

i) Stobadin

2.7.5. INFLAMATUAR MEDIYATORLER VE AKUT FAZ PROTEINLERI

G-CSF’ nin saglikli dondrlerdeki kisa sureli yan etkileri iyi
tanimlanmigtir. Kemik agrisi, bas agrisi, miyalji, bitkinlik, mide bulantisi ve
enjeksiyon bdlgesinde sislik ve kizarikhk gibi bu etkiler kisa sureli ve
gegcicidir. 9% Daha az gériilen yan etkiler arasinda dalak riiptiirii, akut
akciger hasari, vaskuller olaylar, inflamatuar durumlar ve otoimmun

alevlenmedir ki bunlar nadir fakat ciddi ve hayati tehdit edici olabilir.*®
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Akut faz proteinleri, akut veya kronik inflamatuar olay
sonucunda artmis olan sitokinlerin, baslica IL-6' nin etkisi ile en ¢ok
karacigerden salgilanan cesitli proteinlerdir. Bunlar arasinda fibrinojen,
CRP, haptoglobulin, komplemanlar, seruloplazmin, ferritin ve serum
amiloid A sayilabilir. Bu akut faz proteinleri, inflamatuar durumlarda
arttigindan pozitif akut faz proteinleri olarak da adlandirilirlar. inflamatuar
durumlarda serumdaki seviyeleri azalan albumin, transferrin, transtiretin

gibi akut faz proteinlerine ise negatif akut faz proteinleri denir. '
2.7.5.1. interlékin 6:

Kronik inflamatuar slrecte rol oynayan IL-6, O6nemli
inflamatuar hucrelerin ve proteazlarin sayilarini ve aktivitelerini module
eder. ' IL-6 sigara ve benzeri cevresel streslere yanit olarak havayolu
epitelinde, makrofajlarda ve vicudun birgok inflamatuar hucrelerinde

sentezlenir. 102103

2.7.5.2. hs-CRP:

CRP bu ismi, Streptococcus pneumoniae’ nin C-
polisakkaridini presipite edebildigi icin almistir. CRP; infeksiyonun,
travmanin, inflamatuar, romatizmal ve malign hastaliklarin yol agtigi
inflamasyonu en iyi gdsteren testtir.'"® Salinimi esas olarak karacigerde,
inflamasyon olan dokudan salgilanan sitokinlerin (en 6nemlisi IL-6) etkisi
ile gerceklesir. CRP 6lgimu 6zgll olmayan, inflamasyonu gdsteren bir test
olmasina karsin, bazi hastaliklarin tanisinda, riskin belirlenmesinde ve
izlenmesinde ¢ok dnemlidir.Saglikl bireylerde serum CRP dizeyi ortalama
1 mg/L’dir. CRP kadinlarda erkeklerden biraz daha yulksektir. Saglkh
bireylerin % 90°da CRP<3,0 mg/L olarak saptanir. ' CRP inflamasyonu
¢ok iyi kantite eder. Dolagsimdaki CRP’nin hemen tamami hepatositlerden

salgilanir. inflamasyondan sonra kisa slrede yiikselmeye baslayip, 6 saat
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sonra CRP duzeyi >5 mg/L olur. CRP 48 saatte maksimuma ulasir.
CRP’nin yari émrii 19 saat kadardir.'®® Hastalikli ve saghkl kisilerde
CRP’nin yari 6mri degismez. Bu nedenle CRP ylksek olan bir kiside,
ertesi giin CRP dizeyinde degisiklik olmazsa, "CRP’nin ylkselmesine yol
acan inflamatuar durumda degisiklik olmamigtir” diye yorum vyapilir.
inflamatuar neden ortadan kalktiginda CRP diizeyinde, diger akut faz
proteinlerinden daha hizli bir azalma olur. Yari 6mri 19 saat oldugundan,
inflamatuar neden ortadan kalkmigsa, CRP duzeyinin ertesi gun belirgin
olarak azalmasi beklenir.'”” CRP yasla birlikte bir miktar yiikselmektedir.
Ancak akut inflamatuar hastaliklara bagli olarak ortaya ¢ikan yukselmeler
hari¢ tutulacak olursa, CRP dizeyleri genel olarak stabildir. Yani saglikli
bir kiside CRP 2 mg/L ise daha sonra yapilan kontrol élgimlerde de CRP
bu dizeyde saptanir. CRP’de mevsimsel degisiklik, diurnal varyasyon
olmaz, aghk ve toklukla duzeyi degismez. Ayrica CRP’nin 0olgumu
eritrositlerin gekil ve sayisindan, immunoglobulin seviyelerinden, renal
fonksiyondan etkilenmez. Ancak karacierden sentezlendiginden,
karaciger yetmezligi olanlarda beklenenden daha az yiikselebilir.'® Es
yumurta ikizlerinde benzer CRP duzeyleri saptanmaktadir. Bu nedenle
saglikh bireyler arasinda CRP dizeylerinde gorulen farklarin genetik yapi

ile iliskili oldugu diistiniilmektedir.**1°

2.7.5.3. Ferritin:

Tum vucut demirinin % 15-20° sini olusturan ferritin,
hemoglobinden sonra organizmada en fazla demir bulunduran yapidir.
Depo demirinin % 65'i ferritin, % 35’i ise hemosiderin seklindedir. Ferritin
demir ve apoprotein kompleksidir. " Demiri cok hizli bir sekilde baglayan
ferritin, metobolizma igin gereksinim duyulan demiri de saglar. Kiresel bir
molekul olan ferritin, bir apoferritin kabuguna ve bir de i¢ kisimda demir-IlI-
oksihidroksit (FeOOH) kristal ¢cekirdege sahiptir. Apoferritin kabugu 24 alt
birimden olusur ve 460.000 dalton agirhgindadir. L ve H olarak
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adlandirilan iki tip zinciri vardir. L zincirinden zengin olan bazik ferritin,
karacigerde ve dalakta bulunurken, kalp, eritrositler, lenfositler, monositler
ve bazi timoér dokularinda H zincirinden zengin olan asidik ferritin fazla
bulunmaktadir. Ferritin en fazla kupfer hicrelerinde, karaciger parankim
hacrelerinde, kemik iligindeki retikuloendotelial sistem ve dalak
hiicrelerinde bulunur. ''? Genellikle viicut demirinin yaklasik % 0,1 i
transferrin igindedir. Depo demiri olan ferritin, kanda ¢ok dusuk
konsantrasyonda (12-250 ng/ml) bulunur. Serum ferritin dizeyi kadinlarda
daha dugsuk seviyededir. Ferritin ile depolanmisg demir konsantasyonu
arasinda direkt iligki vardir. Normal kisilerde plazma ferritini ile demir
emilimi arasinda negatif iliski vardir ."'? Ferritin seviyesi, demir eksikligi
anemisinde terapétik flebotomi sonrasinda, retikuloendotelial sistem demir
depolarinda bir azalmaya neden olan kan kaybinda duser. Bununla
beraber birgok hastalikta serum ferritin konsantrasyonu artmigtir ki bu
hastaliklar; 16semi, lenfoma, pankreas, akciger, inflamutuvar hastaliklar,
kronik borek yetmezligi, folik asit eksikligi, polistemi, akut miyokard
infarktlisti, asiri demir ve transfizyon tedavisi, hemosiderozis ve
hemakromatozisdir. ''? Viral hepatit ve toksit karaciger hastaliginda da
ferritin yukselir. Karaciger serum ferritin duzeylerinde artma, plazmadan
ferritin klirensinin azalmasina ve harap olan karaciger hlcrelerinde ferritin
kana karismasina baghdir. Kanser hastalarinda serum ferritin
seviyesindeki artisin sebebi ise timor hucrelerinin ferritin sentez etmesiyle
iligili olabilecegi gibi ineffektif eritropoeze bagl olarak artmig demir

depolari ile de ilgili olabilir. '*?
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3. GEREG VE YONTEM

Bu calismada Ankara Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Kok Hiicre Nakil Unitesine gelen allojenik periferik kdk hiicre
nakli dondrlerinden, rutin tetkik ve tedavi islemleri sirasinda elde edilmis
kan o6rnekleri Ankara Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda calisiimistir. Calisma icin Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulundan bilimsel arastirma izni
alinmis olup, bu calisma Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
(BAP) birimi (01/2011-46 No’lu Proje) tarafindan desteklenmisgtir.

3.1. Calismaya Alinacak Hastalarin Belirlenmesi

Bu calisma Ekim 2010 — Mart 2011 tarihleri arasinda Gazi
Universitesi Tip Fakuiltesi Hastanesi K6k Hiicre Nakil Unitesine bagvuran
25 hastanin, yaslari 18-65 arasinda degisen, 9 kadin ve 16 erkek, saglkl

gonullt kok huacre dondru ile yuratalmuastar.

3.1.1. Donorlerin Calismaya Alinma Kriterleri

1. Saglikh, gonulli kék hicre dondri olmasi.
2. Gonulld onam formunu imzalayarak ¢alismaya katilmayi kabul etmesi
3. 18 yasin Uzerinde olmasi

4. Ek hastaliginin olmamasi

3.1.2. Donorlerin Calismaya Alinamama Kriterleri

1. Yeterli mobilizasyon saglanamayan ve aferez islemi yapilmayan

donorler.
2. Onam izni vermeyenler
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3. 18 yasin altinda olanlar.

3.1.3. Ornekleme

Analizler igin donodrlerden rutin olarak tam kan sayimi ve

CD34+ hicre sayimi igin;

e G-CSF ile mobilizasyon iglemi 6ncesi,

e G-CSF ile mobiliasyonun 4. Gunu ( aferez islemi dncesi ),
e Aferez isleminden hemen sonra,

e Aferez isleminden 24 saat sonra ve

o Aferez isleminden 1 hafta sonra,

olmak uUzere toplam 5 kez alinan orneklerden arta kalan kanlar
kullaniimigtir. Kan érnekleri, 4000 rpm de 10 dakika santrifij edilerek elde
edilen serum 6rnekleri, calisilacagi giine kadar -80 ° C' de saklanmistir. Bu
calisma icin donodrlerden rutin olarak alinan; serum albimin, serum
demir(SD), serum demir baglama kapasitesi (SDBK), ferritin degerleri ve
saklanan serum ornekleri ile galisilmis olan; hs-CRP, interldokin-6 (IL-6),
ileri oksidasyon protein urltnleri (AOPP), malondialdehit (MDA) ve total

antioksidan kapasitesi (TAK) degerleri incelenmistir.

3.2. Donorlerin Mobilizasyonu:

G-CSF (grantlosit koloni uyaran faktér) beyaz kan
hdcrelerinin yapimini arttinir. G-CSF hematopoetik kok hucre naklinde
aferez iglemi Oncesi vericinin kok hicre sayisini arttirmak igin
kullaniimaktadir. Calismadaki donodrlere nakil igin gerekli kdk hlcre

mobilizasyonu amaci ile 4 gin sureyle 10 ug/kg G-CSF (Neupogen,
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Roche) uygulanmigtir. Mobilizasyonun 4.gununde, G-CSF infuzyonundan
2 saat sonra yeterli kok hicre elde edilen dondrler aferez iglemine

alinmistir.

3.3. Aferez iglemi (Allojeneik Periferik Kék Hiicre Toplanmasi)

Aferez islemi, devamli akim teknigi ile ¢calisan Cobe Optia
marka cihaz ile dakikada 50-60 ml kan ayirma protokoli uygulanarak
yapilmistir. Mobilizasyon rejiminin (G-CSF) ilk uygulamasini takip eden 4.
gunde aferez islemi ile donodrlerin kok hucrelerini iceren mononukleer
hacreler toplanmistir. Toplama iglemi sirasinda donodrlere antikoagulan
(ACD), izotonik soliisyon ve kalsiyum destegi verilmistir. islemlerde
donodrlerin  kan hacimlerinin ortalama 2-3 kati (yaklasik 15 It) kan

islenmistir.

3.4. Deneyler

3.4.1. Calismada Kullanilan Araclar

. Hassas terazi (Shimadzu AX200)
. Vorteks (IKA MS3)

. Benmari (Acthung)

. Santrif(j (Sigma)

. Tecan Eliza okuyucu ve yikayici

. Otomatik ve cam pipetler

1

2

3

4

5. pH metre ( Jenway 3510 )
6

7

8. Manyetik karistirici

9

. Diger labaratuvar geregleri
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3.4.2. Calismada Uygulanan Ydntemler

3.4.2.1. CD 34+ Hiicre Sayim Protokolii:

Allojenik kOk hucre naklinde aferez islemi oncesi rutin olarak

yapilan CD34+ kok hiicre sayimi Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi

Erigkin Hematoloji Labaratuvarinda akim sitometri (ASM) yontemi ile

yapimigtir.

3.500-10.000 arasi beyaz kure igerdigi bilinen oOrnekten (islem
oncesi periferik kan veya aferez artnd) 100 pl alinir. BD falcon

tupune konur.

10 yl CD 45 FITC / 10 ul CD 34 PE falcon tipundeki ornege
pipetlenir 2-3 sn vortexlenir. 15 dk oda isisinda inklibasyona
birakilir.

inkiibasyon sonrasi vortexlenir 5 dk lysis buffer ile (vortexlenir) oda
Isisinda inkube edilir.

1200 rpm de 5 dk. Santrifuj edilir.

Supernatant atilir. Vortexlenir. 1.5 ml cell wash eklenir. Vortexlenir.
1200 rpm de 5 dk. Santrifuj edilir.

Supernatant atilir. Vortexlenir. 500 ml ml cell wash eklenir.
Vortexlenir.

Cihazda okutulur (Becton Dickinson-Akim Sitometri). Okununcaya
kadar +4 derecede Dbekletilebilir. Ancak bu sure 30 dk.yi
asmamalidir.)

Cihaz agilip gerekli islemler yapildiktan sonra CD 34 sayimi igin
Ozel acqusition agilir. 75.000 htcre saydirilir.

Ardigik kapi alma yontemi ile CD 34 pozitif hicre yuzdesi (A)

bulunur.
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Periferik kanda CD 34 + hiicre hesaplanmasi:

100 A

WBC X

X=WBC x A/ 100
( A= CD 34 YUZDESI)

Aferez Uriiniinde CD 34 pozitif hilcre hesaplanmasi:

WBC x 10° x Uriiniin Hacmi x CD 34 yiizdesi

10 % x Hastanin kilosu x 10 2

3.4.2.2. Serum Malondialdehit ( MDA ) Analizi

Serum MDA dizeyleri Yoshioka ve arkadaslar;;'® nin
tarifledikleri yonteme gore analiz edildi. Yontemin temel ilkesi serumdaki
proteinlerin trikloroasetik asit (TCA) ile ¢okturilmesinden sonra MDA nin
tiobarbitlrik asit (TBA) ile olusturdugu kompleksin kolorometrik olarak

Olgumune dayanir.
Standart Hazirlanmasi

Standart olarak 1,1,3,3 tetrametoksipropan ( % 97, FW:220,3) stok olarak
kullanildi.25 pl stok MDA alinarak 50 ml ye tamamlandi. 2 saat oda
Isisinda bekletilen standardin konsantrasyonu 20 nmol/ml dir. Bu standart
dH.o0 ile sulandirilarak 10 nmol/ml ve 5 nmol/ml lik konsantrasyonlar elde
edildi.
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Kullanilan Reaktifler:

e % 20 TCA, distile su iginde hazirlandi.

e % 0,67 TBA,; distile su igcinde hazirlandi.

e n-butanol (1-butanol)

Metod:

Numune Standart 1 Standart 2 Standart 3
Standart 250 pl 125 pl 62.5 pl
dH.0 125 pl 187.5 pl
Numune 250 pl
TCA 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml 1.25 ml
TBA 0.5 mi 0.5 ml 0.5 mi 0.5 ml

30 dk sicak su banyosunda (95 °) de kaynatilip su altinda sogutuldu.

n-butanol

2ml

2ml

2ml

2ml

3000 rpm de 5 dakika santrifuj edildi.

Ustdeki fazdan 200 pl alinip 532 nm de kore ( n- butanol) kargi okundu.
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20, 10 ve 5 nmol/mI’ lik MDA sdantartlarindan standart grafik
elde edildi ve orneklerin absorbans degerlerinin "nmol/ml” cinsinden MDA
miktar tesbit edildi.

abs
0,4
=0,017x-0,001
‘ y ’ ’
0,35 R%?=0,997
0,3
0,25

0,2 / ¢ abs
0,15

—— Dogrusal (abs)

1
0, rs
0,05
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Grafik-1 MDA Standart Egri Grafigi

3.4.2.3. Serum ileri oksidasyon protein urtnleri (AOPP) Analizi

Serum AOPP diizeyleri Witko-Sarsat ve arkadaslari;'®® nin

tanimladigi spektrofotometrik yontem ile dlgulmustur.
Reaktifler:

e PBS: Phospate Buffer Saline (10x) —Stok (0,1M)

80 gr NaCl

2 gr KClI

14.4 gr NapgHPO4 ve

2.4 gr KH,POy4, 800 ml dH,Oda ¢ozuldu. pH: 7.4 e ayarlandi (HCL
ile) ve dH0 ile 1 litreye tamamlandi. Calisma solusyonu olarak (1x)

haline getirilmis formu kullanildi.
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e Kl (Potasyum iyodiir ) 1.16 M: 9.628 gr KI, dH,O ile 50 ml

ye tamamlandi.

¢ (Glasial ) asetik asit

e Choramine T standart olarak kullanildi ( 100 uM, 500 ml igin;
11 mgCIT)

Numunelerin Hazirlanigi: Serum o6rnekleri PBS ile 1/5 dilue edilmelir.

Bunun icin 40 ul serum 6rnegdinin Gzerine 160 ul PBS ilave edildi.

Metod

Standart Kor Numune
Standart (CIT) | 200 pl
PBS 200 pl 160 pl
Numune 40 pl
Kl 10 pl 10 pl 10 pl
Asetik asit 20 pl 20 pl 20 pl

Absorbanslar 340 nm de okutuldu. 100, 75, 50, 25, 12.5, 6.25 ve 0 uM’ lik

CI T standartlari kullanilarak standart grafigi ¢izildi, numuneler buna goére

hesaplandi ve sonuglar 5 ile ¢garpildi.

49




abs-blank

0,8 y = 0,006x + 0,062
07 » R? = 0,994

0,6

0,5

0,4 @ abs-blank
0,3 /

—— Dogrusal (abs-blank)
0,2 S
0,1 -

0 20 40 60 80 100 120

Grafik-2 AOPP Standart Egri Grafigi

3.4.2.4. Serum Total Antioksidan Kapasite (TAK) Olciimii:

Serum TAK duzeylerinin belirlenmesinde spektrofotometrik
prensibe dayanan ticari kit ( CAYMAN chemical, USA, cat no: 709001 )
kullanildi

Prensip:

Serumda bulunan ve antioksidan 6zelligi olan vitaminler, proteinler,
lipidler, glutatyon, drik asit vb. maddeler total olarak tayin edildi. Ortama
konulan metmiyoglobin yardimiyla gerceklesen ABTS’nin oksidasyonu,
ornekteki anti oksidanlar tarafindan inhibe edildi. Olusan absorbans 630
nm dalga boyunda okundu. Ornekteki antioksidan dizeyi absorbans

azalisiyla dogru orantihidir.
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Ayiraglarin Hazirlanmasi:

* 96 kuyucuklu bos plaka.

» Konsantre seyreltme tamponu (5 mM potasyum fosfat, pH:7.4) 10 kat
deiyonize su ile seyreltildi.

* Liyofilize Azino-benzo-tiazolidin-sulfat ( ABTS ) kromojen 6 ml deiyonize
suyla ¢ozullp vortekslendi.

» Liyofilize metmiyoglobin 600 pl seyreltme tamponu ile ¢oézildi ve
vortekslendi.

» Konsantre hidojen peroksit (8.82 M) 100 ul deiyonize su ile seyreltildi.

* Liyofilize Troloks standardi 1 ml deiyonize suyla ¢ézildu ve vortekslendi

Standartlarin hazirlanmasi:

* 0.044 - 0.330 mM konsantrasyon araliginda bir standart egri gizebilmek
icin stok standarttan belli hacimlarde alinip seyreltme tamponu ile
sulandirma vyapilarak g¢esitli konsantrasyonlarda calisma standartlari
hazirlandi.

* 7 adet stardart tupu hazirlandi 1.tupte sadece seyreltme tamponu

bulundugundan bu tlp kor olarak kullanildi.
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Tup no Troloks Tampon Konsantrasyon
standart (M) (mM)
(i)

1 0 1000 0

2 30 970 0.044

3 60 940 0.088

4 90 910 0.135

5 120 880 0.18

6 150 850 0.225

7 220 780 0.330

Orneklerin hazirlanmasi:

Hasta ve kontrol serumlari seyreltme tamponu ile 20 kat sulandirildi.

Yontem Uygulanisi:

* Her kuyucuga standart ve seyreltiimis serum ornekleri 10 pl olarak
pipetlendi.

* Her kuyucuga 10 ul metmiyoglobin pipetlendi.

* Her kuyucuga 150 ul kromojen pipetlendi.

* Her kuyucuga 40 ul galisma hidrojen peroksit pipetlendi.

* Plaka 5 dakika oda sicakliginda galkalayici Gzerinde inkibe edildi.

* 630 nm dalga boyunda okundu.
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Hesap:

Standart konsantrasyonlari X eksenine, standartlara ait absorbanslar ise Y
eksenine vyerlestirilerek lineer regresyon egrisi cizildi. Orneklerin
konsantrasyonlari standart egrisinden hesaplandi. Bulunan sonuglar
dilisyon faktora olan 20 ile carpihp gergek TAK duzeyleri mM olarak

bulundu.

TAC Standart egri v=-1761x+ 1597
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Grafik-3 TAK Standart Egri Grafigi

3.4.2.5 Serum Albimin, Serum Demir (SD), Serum Demir Baglama
Kapasitesi (SDBK):

Otoanalizor ile (Olympus AU 2700 plus, Beckman Coulter)
ile spektrofotometrik yontem kullanilarak g¢alisiimistir.
Total protein ile albumin arasindaki fark hesaplanarak, globulin miktari

tayin edilmigtir.
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3.4.2.6. Ferritin :

Serum ferritin dUzeyleri otoanalizér ile (Advia Centaur,
Siemens) ile kemiliminesan immulnoassay yontem kullanilarak

calisiimistir.

3.4.2.7. interlokin 6 (IL-6) Olgiimdi:

Calismamizda serum IL-6 dizeyleri DiaSource marka ticari kit
(KAP1261) ile sandwich ELISA metodu kullaniimistir. Konjugat disinda
tim ELISA kitinde bulunan standart diliisyon tamponu, standart, 96
kuyucuklu ELISA pladi ve serum drnekleri calismaya baslamadan en az 1

saat dnce dolaptan ¢ikarilarak oda sicakligina gelmeleri beklenmigtir.
Metodun Uygulanisi:
1. Calisma igin gerekli olan mikro kuyucuk bantlari belirlenir.
Kullanilmayan bantlar 2-8 ° C de saklanir.
2. Mikro kuyucuk bantlari gtvenli bir gergevede tutulur.
3. Her bir kuyucuga 50 ul standart seyreltici eklenir.
4. Uygun kuyucuklara 100 pl kalibratér, kontrol ve serum eklenir.

5. Oda isisinda 1 saat inklibasyona birakilir.

6. 1 saatlik inkilbasyon agsamasindan sonra plagin yikama asamasina
gecilir. Yikama islemi otomatize ELISA yikayicisi ( Columbus plus-
ABBOTT ) kullanilarak yapilmistir. Bu islem plaktaki sivilar aspire
edildikten sonra otomatize olarak her bir kuyucuga verilen 0,4 ml

yilkama solusyonu ile 3 kez tekrarlanmigtir.

Yikama asamasini takiben her bir kuyucuga 100 pul anti- IL-6- HRP ve
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50 yl numune seyreltici konulmusgtur.

7. Plagin yuzeyi seffaf ortlyle kaplanmis ve 1 saat oda isisinda

inkiibe edilmistir.
8. Her bir kuyucuktaki sivi aspire edilmistir.

9. Aspirasyon asamasini takiben plak 3 kez ELISA yikayicisinda
yikanmistir.

10.Yikama asamasini takiben 15 dakika igerisinde her bir kuyucuga

200 pl kromojenik solusyon ilave edilmigtir.

11.0da sisinda, karanlik ortamda, 15 dakika boyunca plagin

inkibasyonu yapilmigtir.

12.Batin kuyucuklara 100 pl, 2N HCL igeren stop sollsyonu ileve

edilerek reaksiyon durdurulmustur.

13.Plaktaki optik yogunluk (OD) 450 nm dalga boyunda ELISA
okuyucusunda ( Columbus plus-ABBOTT ) degerlendirilmistir.

14.Her bir standart icin ¢ift kuyucuk kullanilarak optik dansite degerleri
hesaplanmig ve ortalamalari alinarak standart grafigi cizilmistir
(Sekil 3.1). Bu grafikteki denklemden yararlanilarak orneklerin optik

dansiteleri dogrultusunda sonuglar hesaplandi.
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Grafik 4: IL-6 Standart Egri Grafigi

3.4.2.8. High Sensitive C-Reaktif Protein (Hs-CRP) Olciimii:

Calismamizda hs-CRP duzeyleri DiaSource marka ticari kit
(KAPDP 4360) kullanilarak olgulmugtur.

Prensip

Enzim immunoassay testin prensibi, tipik olarak iki basamakli sandwich tip
bir gcalismay! izlemesidir. Analiz oldukga spesifik iki monoklonal antikorun
kullanimini icerir: CRP icin spesifik monoklonal antikor, mikrowell plate
Uzerine immobilizedir ve CRP’nin farkh bir bdlgesi icin spesifik diger
monoklonal antikor, HRP’ye konjuge vaziyettedir. Numune ve
standartlardaki CRP, plate’e baglanmak icin serbest birakilir, yikanir ve
ardindan HRP konjugati ile inkiibe edilir. ikinci bir yikama isleminden
sonra, enzim substrati ilave edilir. Durdurma solUsyonu ile enzimatik
reaksiyon tamamlanir. Microtiter plate reader ile absorbans Oolgular.
Enzimatik reaksiyon vasitasiyla, olusan rengin yogunlugu; direkt olarak

ornekteki CRP’nin konsantrasyonuyla orantilidir
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Reaktifler

0o N o o0~ WOWN -

. Anti-CRP antikor kaplanmig tabaka (Plate)

. Anti-CRP antikor-horseradish peroksidaz (HRP)
. CRP standartlari

. Kontroller

. Yikama soltsyonu

. Tampon ¢ozelti

. Tetrametilbenzidin (TMB)

. Stop solUsyonu (reaksiyonu sonlandirici reagent: 1M sulfurik asit)

Calisma

Hs-CRP miktarinin tayini igin -80 C° deki numuneler, +4 C° deki Elisa kiti

reaktifleri, numuneler ve kontroller, oda sicakhgina getirilerek analize

baglandi.

Hs-CRP Elisa Testi Calisma Prosediiru

—

. BUtan ornekler 6nce standart A ile 1:20 oraninda seyreltildi

Calisma solusyonu olan anti-CRP-HRP icin konjugate ve yilkama
solusyonu hazirlandi.
20 I kontrol ve seyreltimis numuneler numaralandiriimis

kuyucuklara cift olarak koyuldu

4. 200 yl tampon ¢ozelti her bir kuyucuga eklendi.

5. 30 dakika oda sicakliginda 200 rpm de plate shaker Uzerinde

inkiibasyona birakildi.
3 kez otomatik yikayici ile (her seferde 300 ul seyreltiimis yilkama
solUusyonu) yikama yapildi.

100 pl konjugate ¢alisma sollUsyonu her bir kuyucuga eklendi.
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8. 15 dakika oda sicakliginda 200 rpm de plate shaker Uzerinde
inkibasyona birakildi.

9. 3 kez otomatik yikayici ile (her seferde 300 pl seyreltiimis yikama
solUsyonu) yikama yapildi.

10.100 pl TMB her bir kuyucuga eklendi.

11.10- 15 dakika (standart F koyu mavi renge doninceye kadar)
inkUbasyona birakildi.

12.50 ul, 1M sdulfurik asit her bir kuyucuga eklenerek reaksiyon
sonlandiriidi.

13.450 nm dalga boyunda Optik Dansite degerleri okundu.

Hesaplama

Her bir standart igin cift kuyucuk kullanilarak optik dansite degerleri
hesaplandi ve ortalamalari alinarak standart grafigi ¢izildi (Sekil 3.1). Bu
grafikteki denklemden yararlanilarak hastalarin  optik dansiteleri

dogrultusunda sonuglar hesaplandi.

hsCRP standart egrisi ~ v=0000x+ 0272
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Grafik 5: hs-CRP Standart Grafigi
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3.5. Verilerin Analizi:

Bu calismada elde edilen veriler, SPSS 15 istatistik
programinda degerlendirilmigtir. Deneklerin karakteristikleri i¢in tanimlayici
istatistik yapilmistir. Donérlerde serum demir, demir baglama kapasitesi,
albumin, ferritin, IL-6, hs-CRP, TAK, MDA, AOPP degisimi Wilcoxan iliskili
ikili drneklem testi kullanilarak degerlendirilmistir. G-CSF ile mobilizasyon
islemi ©6ncesi serum degerleri bazal olarak alinmistir ve G-CSF ile
mobiliasyonun 4. Gunu ( aferez islemi oncesi ), aferez isleminden hemen
sonra, aferez isleminden 24 saat sonra ve aferez isleminden 1 hafta sonra
bulunan sonugclar bazal degerler ile kargilastiriimistir. P degerinde 0.05,

anlamlilik degeri olarak kullaniimigtir.
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4. BULGULAR

Bu calismada; vericilerin G-CSF ile mobilizasyonun 4. gunu,
aferezden hemen sonra, aferezden 24 saat sonra ve aferezden 1 hafta
sonraki serum demir, demir baglama kapasitesi (DBK), albumin, ferritin,
interlokin-6, hs-CRP, total antioksidan kapasite (TAK), malondialdehit
(MDA) ve ileri protein oksidasyon Urunleri (AOPP) duzeyleri G-CSF oncesi

Olcuimlere bakilarak aralarindaki iligki karsilastiriimistir.

e Sonuglar tum tablo ve grafiklerde ortanca ( min-max ) olarak
verilmigtir.

o P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Vericilerin aferez islemi dncesi perifer kanindan ve islem sonrasi
toplanan drinden elde edilen CD34+ kok hicre sayisi tablo 1’ de

sunulmustur.

Tablo 3. Donorlere ait aferez iglemi oncesi (perifer kanindan) ve islem sonrasi
(Uriinden) elde edilen CD34+ kok hiicre sayilan istatistiksel olarak ortanca ( min-

max ) olarak verilmistir.

islem Oncesi CD34+ Kok | islem Sonrasi CD34+ Kok
Hiicre( /pl) Hiicre( x1 Oslkg)

Saglikh Goniillii Vericiler | 28,10 (10,6-70,0) 3,47 (1,20-14,9)
N=25
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Serum oOrneklerine ait demir (ug/dl), demir baglama
kapasitesi (ug/dl), transferin saturasyonu (ug/dl), albumin (g/dl), globulin
(g/dl), ferritin (ng/ml), interldkin-6 (pg/dl), hs-CRP (mg/dl), total antioksidan
kapasite (mM), malondialdehit (nmol/ml), protein ileri oksidasyon Urunleri
(umol/l) duzeylerinin istatistiksel sonuglari ortanca (min-max) olarak tablo

2’ de sunulmustur.
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Tablo 4. Serum orneklerine ait istatistiksel sonuglar ortanca (min-max) olarak

verilmigtir (+: bazal degere gore istatistiksel olarak anlamli, P<0.05)

G-CSF G-CSF’nin 4. | Aferez Aferezden Aferezden 1
oncesi Gunu(aferez | Sonu 24 saat | hafta sonra
oncesi) sonra

Demir 69 (17-181) | 84 (38-251) 82 (40-185) | 113(73-209)« | 74 (33-154)
255(98- 240(146- 184

DBK 184(61-267)° | 262(186456)
500) 357). (123-285)¢

Albumin 4,39 4,2 3,61 3,97 4,34
(3,89-4,98) | (3,71-7,81)e (3,04-4,48) | (3,52-4,64) | (3,73-4,91)

Ferritin 49,4 107,2 93,3 126,2 100,2
(2,7-435,4) | (34,6-653,3) | (27,1- (41,1-610)° (5,2-912,5)°

528,4)¢

IL-6 6,35 7,07 7,07 8,5 3,5
(0,64- (0.64-94,21) (2,07- (2,78-75,64) | (1,35-57,07)°
85,64) 82,78)

hs-CRP 0,20 0,34 0,33 0,47 0,13
(0,00-0,51) | (0,00-0,54)- (0,00-0,60)* | (0,05-0,60) | (0,00-0,57)e

TAK 2,15 5,00 7,12 8,03 8,66
(0,19-5,74) | (0,20-8,38)° (4,57-9,72) | (4,89-9,97) | (3,56-9,98)¢

MDA 4,60 4,54 3,98 3,29 3,64
(2,78-6,42) | (3,46-8,86) (3,12-5,28) | (1,31-5,28) | (1,59-29,42)-

AOPP 211,34 168,06 185,22 310,60 334,48
(15,82- (48,66- (59,10- 38,96- (67,31-
532,24) 497,16)° 447,91) 1155,37)+ 1500,9)°
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4.1. Serum Demir Duzeyleri

G-CSF oncesi, aferez oncesi, aferez sonrasi, aferezden 24 saat sonra,

aferezden 1 hafta sonra serum demir duzeyleri istatistiksel olarak ortanca

(min-max) seklinde tablo 3’ de verilmistir.

Tablo 5. Serum Demir Diizeyleri (ortalama, min-max)

G-CSF G-CSF’nin Aferez Aferezden Aferezden 1
oncesi 4.Gini Sonu 24 saat | hafta sonra
(aferezoncesi) sonra
Demir 69 (17-181) | 84 (38-251) 82 (40-185) | 113 (73- | 74 (33-154)
209)

G-CSF oncesi ile aferez oncesi, G-CSF oncesi ile aferez

sonu, G-CSF oOncesi ile aferezden 1 hafta sonra ki serum demir duzeyleri

karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmadi ( p>0,05 ).

G-CSF oOncesi ile aferezden 24 saat sonraki serum demir degerleri

karsilastirildiginda ise anlamli istatistiksel fark mevcuttu (p<0,05).

Saghkh Goniilla Vericilerde G-CSF ile Mobilizasyon ve Aferez
Isleminin Serum Demir Diizeylerine Etkisi
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Aferezden 1

Hafta Sonra

Grafik 6. Serum demir diizeyleri
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4.2. Serum DBK Duzeyleri

G-CSF oncesi, aferez oncesi, aferez sonrasi, aferezden 24
saat sonra, aferezden 1 hafta sonra serum DBK duzeyleri istatistiksel

olarak ortanca (min-max) seklinde tablo 4’ de verilmigtir.

Tablo 6. Serum DBK diizeyleri (ortanca, min-max)

G-CSF G-CSF’nin Aferez Aferezden Aferezden
oncesi 4.Gini Sonu 24 saat | 1 hafta
(aferezoncesi) sonra sonra
255 240 184
184 262
(98-500) (146-357) (123-285)
DBK (61-267) (186-456)

G-CSF oncesi ile aferez oncesi, G-CSF oOncesi ile aferez
sonu ve G-CSF oncesi ile aferezden 24 saat sonraki serum DBK duzeyleri
karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu (p<0,05). G-
CSF oncesi ile aferezden 1 hafta sonraki serum DBK dlzeyleri arasinda

ise anlaml fark bulunmadi (p>0,05).

Saghkh Goniillu Vericilerde G-CSF ile Mobilizasyon ve Aferez
Isleminin Serum DBK Diizeylerine Etkisi
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ug/dl 150

100

50

G-CSF ile G-CSF ile Aferezden Aferezden 24  Aferezden 1
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Oncesi 4. Gini

Grafik 7. Serum DBK diizeyleri
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4.3. Serum Albumin Duzeyleri

G-CSF oncesi, aferez oncesi, aferez sonrasi, aferezden 24

saat sonra, aferezden 1 hafta sonra serum albumin duzeyleri istatistiksel

olarak ortanca (min-max) seklinde tablo 6’ de verilmigtir.

Tablo 7. Serum Albiimin Diizeyleri (ortanca, min-max)

G-CSF G-CSF’nin Aferez Aferezden Aferezden
oncesi 4.Glinli Sonu 24 saat | 1 hafta
(aferezoncesi) sonra sonra
Albumin 4,39 4,2 3,61 3,97 4,34
(3,89-4,98) | (3,71-7,81) (3,04-4,48) | (3,52-4,64) (3,73-4,91)

G-CSF oncesi ile aferez oncesi, G-CSF oOncesi ile aferez
sonu ve G-CSF oOncesi ile aferezden 24 saat sonraki serum albumin
dizeyleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu
(p<0,05). G-CSF oncesi ile aferezden 1 hafta sonraki serum albimin

duzeyleri arasinda ise anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Saghkh Goniillu Vericilerde G-CSF ile Mobilizasyon ve Aferez
Isleminin Serum Albiimin Diizeylerine Etkisi
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Grafik 8. Serum Albiimin Duzeyleri
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4.4. Serum Ferritin Diizeyleri

G-CSF oncesi, aferez oncesi, aferez sonrasi, aferezden 24

saat sonra, aferezden 1 hafta sonra serum ferritin duzeyleri istatistiksel

olarak ortanca (min-max) seklinde tablo 8’ de verilmigtir.

Tablo 8. Serum Ferritin Duizeyleri (ortanca, min-max)

G-CSF G-CSF’nin Aferez Aferezden | Aferezden
oncesi 4.Giini Sonu 24 saat | 1 hafta
(aferezdncesi) sonra sonra
Ferritin 49,4 107,2 93,3 126,2 100,2
(2,7-435,4) | (34,6-653,3) (27,1- (41,1-610) (5,2-912,5)
528,4)

G-CSF oncesi ile aferez oncesi, G-CSF oOncesi ile aferez

sonu ve G-CSF oncesi ile aferezden 24 saat sonraki ve G-CSF oOncesi ile

aferezden 1 hafta sonraki serum ferritin duzeyleri karsilasgtinildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05).
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Grafik 9. Serum Ferritin Diizeyleri
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4.5. Serum IL-6 Diizeyleri

G-CSF oncesi, aferez oncesi, aferez sonrasi, aferezden 24
saat sonra, aferezden 1 hafta sonra serum IL-6 duzeyleri istatistiksel

olarak ortanca (min-max) seklinde tablo 8’ de verilmigtir.

Tablo 9. Serum IL-6 Diizeyleri (ortanca, min-max)

G-CSF G-CSF’nin Aferez Aferezden Aferezden 1
oncesi 4.Glinl Sonu 24 saat | hafta sonra
(aferezoncesi) sonra
IL-6 6,35 7,07 7,07 8,5 3,5
(0,64-85,64) | (0.64-94,21) (2,07-82,78) | (2,78-75,64) | (1,35-57,07)

G-CSF oOncesi ile aferez oncesi, G-CSF oOncesi ile aferez
sonu ve G-CSF oOncesi ile aferezden 24 saat sonraki serum IL-6 duzeyleri
karsilastinildiginda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmadi (p>0,05). G-
CSF oncesi ile aferezden 1 hafta sonraki serum IL-6 dlizeyleri arasinda

ise anlaml fark bulundu (p<0,05).

Saghkh Goniilli Vericilerde G-CSF ile Mobilizasyon ve Aferez
Isleminin Serum IL-6 Diizeylerine Etkisi
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Grafik 10. Serum IL-6 Diizeyleri
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4.6. Serum hs-CRP Diizeyleri

G-CSF oncesi, aferez oncesi, aferez sonrasi, aferezden 24
saat sonra, aferezden 1 hafta sonra serum hs-CRP duzeyleri istatistiksel

olarak ortanca (min-max) seklinde tablo 9’ da verilmigtir.

Tablo 10. Serum hs-CRP Diizeyleri (ortanca, min-max)

G-CSF G-CSF’nin Aferez Aferezden Aferezden
oncesi 4.Guni Sonu 24 saat | 1 hafta
(aferezoncesi) sonra sonra
hs-CRP 0,20 0,34 0,33 0,47 0,13
(0,00-0,51) | (0,00-0,54 (0,00-0,60) | (0,05-0,60) (0,00-0,57)

G-CSF oncesi ile aferez oncesi, G-CSF o6ncesi ile aferez
sonu ve G-CSF oncesi ile aferezden 24 saat sonraki serum hs-CRP
dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulundu (p<0,05), ve G-

CSF oOncesi ile aferezden 1 hafta sonraki serum hs-CRP duzeyleri

arasinda ise istatistiksel olarak anlamh fark bulunmadi (p>0,05).
Saghkh Gondillu Vericilerde G-CSF ile Mobilizasyon ve Aferez
Isleminin Serum hs-CRP Diizeylerine Etkisi
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Grafik 11. Serum hs-CRP Diizeyleri
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4.7. Serum TAK Duizeyleri

G-CSF oncesi, aferez oncesi, aferez sonrasi, aferezden 24

saat sonra, aferezden 1 hafta sonra serum TAK duzeyleri istatistiksel

olarak ortanca (min-max) seklinde tablo 11’ de verilmistir.

Tablo 11. Serum TAK Diizeyleri (ortanca, min-max)

G-CSF G-CSF’nin Aferez Aferezden Aferezden 1
oncesi 4.Guni Sonu 24 saat | hafta sonra
(aferezoncesi) sonra
TAOK 2,15 5,00 7,12 8,03 8,66
(0,19-5,74) (0,20-8,38) (4,57-9,72) | (4,89-9,97) (3,56-9,98)

G-CSF oncesi ile aferez oncesi, G-CSF o6ncesi ile aferez
sonu ve G-CSF oncesi ile aferezden 24 saat sonraki ve G-CSF oOncesi ile
aferezden 1 hafta sonraki serum TAK dizeyleri karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05).

Saglikli Goniillii Vericilerde G-CSF ile Mobilizasyon ve Aferez
Isleminin Serum TAK Diizeylerine Etkisi
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Grafik 12. Serum TAK Diizeyleri
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4.8. Serum MDA Duzeyleri

G-CSF oncesi, aferez oncesi, aferez sonrasi, aferezden 24

saat sonra, aferezden 1 hafta sonra serum MDA duzeyleri istatistiksel

olarak ortanca (min-max) seklinde tablo 10’ da verilmistir.

Tablo 12. Serum MDA Diizeyleri (ortanca, min-max)

G-CSF G-CSF’nin Aferez Aferezden Aferezden
oncesi 4.Glinii Sonu 24 saat | 1 hafta
(aferezdncesi) sonra sonra
MDA 4,60 4,54 3,98 3,29 3,64
(2,78-6,42) | (3,46-8,86) (3,12-5,28) | (1,31-5,28) (1,59-29,42)

G-CSF oOncesi ile aferez o6ncesi, serum MDA dlzeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamh fark bulunmadi (p>0,05), G-CSF

oncesi ile aferez sonu ve G-CSF oOncesi ile aferezden 24 saat sonar ve G-

CSF oOncesi ile aferezden 1 hafta sonraki serum MDA duzeyleri arasinda

ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p<0,05).
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Grafik 13. Serum MDA Diizeyleri
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4.9. Serum AOPP Duzeyleri

G-CSF oncesi, aferez oncesi, aferez sonrasi, aferezden 24

saat sonra, aferezden 1 hafta sonra serum AOPP duzeyleri istatistiksel

olarak ortanca (min-max) seklinde tablo 11’ da verilmistir.

Tablo 13. Serum AOPP Diizeyleri (ortanca, min-max)

G-CSF G-CSF’nin Aferez Aferezden | Aferezden
oncesi 4.Giini Sonu 24 saat | 1 hafta
(aferezoncesi) sonra sonra
AOPP 211,34 168,06 185,22 310,60 334,48
(15,82- (48,66-497,16) | (59,10- 38,96- (67,31-
532,24) 447,91) 1155,37) 1500,9)

G-CSF oncesi ile aferez sonu serum AOPP duzeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05), G-CSF

oncesi ile aferez oncesi, G-CSF 0Oncesi ile aferezden 24 saat sonra ve G-

CSF oOncesi ile aferezden 1 hafta sonraki serum AOPP duzeyleri

karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05).

pumol/L
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Grafik 14. Serum AOPP Diizeyleri
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5. TARTISMA

Canli viicudunda uzun sure bolunebilen, kendini yenileyen ve
ayni zamanda viucudun ihtiyacina goére farkllasarak diger doku hicrelerine

donlsebilen hiicreler “kok hiicreler” olarak bilinmektedir.?

HKH’ler; kemik iliginde, gobek kordonu kaninda ve periferik
kanda bulunan, erigskinde 6zel yontemlerle ve belli blyime faktorlerinin

yardimi ile cogaltilabilen ve kan hiicrelerine déniisebilen kdk hiicrelerdir.®

Allojenik hematopoetik kdk hidcre naklinin; malign veya
malign olmayan hastaliga sahip kisilere yapildigi belirtiimistir. Bunun igin
saglikli dondrden elde edilen kemik iligi, kordon kani veya granulosit koloni
uyarici faktor (G-CSF) ile mobilize (k6k hucrelerin kemik iliginden ayrilip
dolasima girmeleri) olan periferik kan hematopoetik kok hucrelerinin
verilmekte oldugu sdylenmistir. Buna takiben hematopoetik kdk hucre
nakli yapilan hastada, immun ve hematopoetik hucrelerin yerini verici

kokenli hiicrelerin aldig ileri striimistr. 242°

Kok hucrelerin mobilizasyonu, Kklinikte kok hicre nakil
hastalarina ve donodrlerine verilen G-CSF uygulamasiyla kolaylikla
gerceklesir. G-CSF; granulosit seriye ait progenitor hucrelerin
cogalmasini, farklilasmasini ve aktivasyonlarini arttiran  blyume

faktoradar. 3637

G-CSF en o6nemli myeloid seri buyume faktoru olarak
endostel nisteki osteblastlar Uzerinde eksprese edilen CXCL 12 yi mRNA
dizeyinde kontrol ederek azaltir, ayni zamanda kok hucrelerin niste
kalimini saglayan sinyalleri ve adezyon baglantilarini yikan notrofil
proteazlari, elastaz, katepsin D, matriks metaloproteinaz-2 (MMP-2) ve

MMP-9 gibi proteolitik enzimlerin salinimlarini saglar. MMP’ lar membrana
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bagimli CXCL 12’ yi uglarindan keser ve adeziv etkilerini yok ederler.
Ayrica G-CSF etkisi ile HKH’ ler Uzerindeki CXCL12’ ye baglanan CXCR 4

ler de inaktive olurlar. 3637

G-CSF etkisi ile kemik iliginden periferik kana salinan
hematopetik kok hiucreler donérden aferez denilen iglemle toplanir. Aferez
isleminde genel prensip; periferik kanin santriflj edilmesi, hicrelerin yer
cekiminin etkisiyle ¢dkmesi, en altta kalan eritrosit tabakasinin Gzerindeki
I0kosit tabakasinin dedektér tarafindan tespiti ve ayri bir torbaya

toplanmasidir. '

Saglikli dondrlere 10 pg/kg/gun G-CSF, 5 gun boyunca
subkutan veya intravendz (IV) verilerek 5 ve gerekirse 6. glinlerde kok

hiicreler toplanmaktadir.>®

Dreger ve arkadaslari; % 10 pg/kg/giin G-CSF vererek
normal saglikli donérlerden ortalama 5.5x10°%/kg CD34+ hiicre toplandigini
bildirmistir. Schmitz ve arkadaslari; *° saglikli donérlerden yine ayni dozda
G-CSF kullanimi ile ortalama 6.7x10° CD34+ hiicre/kg elde ettiklerini
bildirmislerdir.

Biz ¢alismamizda; vericilere 4 gun sureyle 10 pug/kg/gun G-
CSF (Neupogen, Roche) uyguladik ve calismada yer alan 25 saglikli
vericiden ortalama 4.11x10° CD34+ hiicre/kg elde ettik. Calismamizda
elde ettigimiz verilerin 6nceki calismalardan farkli olmasinin nedeni,
periferik kOk hucre mobilizasyonu amaci ile uygulanan G-CSF gun

sayisinin farkl olmasindan kaynaklanabilir.

G-CSF; granulosit seriye ait progenitdor hicrelerin

cogalmasini, farklilagsmasini ve aktivasyonlarini arttiran  blyume
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faktorudar. Kemik iliginin uyarilmasi ile prekursor ve olgun notrofilik

graniilositlerin lretilmesi ve fonksiyonlarinin diizenlenmesini saglar.*?

Haas ve arkadaslari; ''® G-CSF’ in kemik iliginden nétrofil
salinimini hizlandirdigini ve myeloid Onculerinin ¢ogalarak sitokinin
salinimini uyardigini ileri surmuglerdir. G-CSF’ in sekretuar vezikulleri
mobilize ettigini ve azurofilik grandllerin ve igeriklerinin salinimini
uyardigini  belirtmislerdir. Demetri ve Griffin;'" G-CSF’ in inflamatuar
uyaranlara karsi noétrofil yanitini kontrol etmede ve noétrofil Gretiminin
dizenlenmesinde Onemli bir rol oynadigini bildirmiglerdir. Weiss ve

8

arkadaslari;"*® eksojen G-CSF aliminin sitokin salinimina neden olarak

sistemik inflamatuar cevap olusturdugunu bildirmislerdir.

Saglikli allojenik kok hucre dondrlerinde G-CSF alimina
bagli gelisen sitokin cevabi ve inflamasyon Uzerine yapilan calismalar
kisithdir. Yapilan bir c¢alismada saglikli donérlerde G-CSF’ in plazma
sitokinleri Uzerindeki etkisi incelenmistir. G-CSF uygulanan donoérlerin
mobilizasyon oncesi ve mobilizasyonun 5. gunundeki plazma sitokin ve
hicre adezyon molekull duzeyleri 6l¢uimus ve IL-6, MMP-9, E-selektin ve

fibronektin diizeylerinin G-CSF alinimindan sonra artti§i bulunmutur. '

Carstanjen ve arkadaslari;'® potansiyel mediatér olarak
sitokinlerin G-CSF’ ye bagli salinimini incelemiglerdir. G-CSF ile mobilize
edilen hematopoetik kdk hlicre dondrlerinin serum ve idrar drneklerinden
mobilizasyon tedavisi boyunca ve toplamadan 6nce interldkin-6 (IL-6), C-
reaktif protein (CRP), lipopolisakkarit baglayici protein (LPB) ve alkalen
fosfataz (ALP) duzeylerini olgmuslerdir. Sonug¢ olarak IL-6 ve CRP
dizeylerinin  G-CSF tedavisinin 4. ve 5. gunlerinde yuUkseldigini

bulmusglardir.
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Bizim c¢alismamizda; serum IL-6 duzeyleri G-CSF ile
mobilizasyonun 4. gununde, aferez igleminden hemen sonra ve aferez
isleminden 24 saat sonra bazal duruma goére (G-CSF Oncesi) artis
goOstermigtir. Ancak bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir.
Aferezden 1 hafta sonra ise |IL-6 duzeyleri bazal degerlere gore anlamli bir
dusus gostermistir. Serum hs-CRP dlzeyleri; G-CSF ile mobilizasyonun 4.
gununde, aferez isleminden hemen sonra ve aferez isleminden 24 saat
sonra bazal degerlere gore anlamli olarak yuksek bulunmustur. Aferezden
1 hafta sonra dusls gostererek bazal duruma yakin bir deger almistir.
Elde ettigimiz verilere dayanarak daha Once bahsedilen calismalara
benzer sekilde bizim ¢alismamizda da G-CSF ile mobilizasyon ve aferez
isleminin sitokin salinimina ve akut bir inflamatuar cevaba yol actigini
soylenebilir. IL-6 ve hs-CRP duzeylerinin aferez isleminden 1 hafta sonra
bazal degere yaklasmasi sonucu bu inflamasyonun gegici oldugu ifade

edilebilir.

Saglikli  allojenik  kék hicre dondrlerinde G-CSF
uygulanmasi ve aferez igleminin demir parametreli ile iligkisini inceleyen

121 Serum ferritin

bir calismaya rastlamadik. Ozgiirtas ve arkadaglari;
dizeylerinin  hem demir metabolizmasi bozukluklarinda, hem de

inflamasyon stirecini iceren pek ¢cok durumda artabilecegini bildirmiglerdir.

Calismamizda saglikh dondrlerde serum ferritin duzeyleri,
G-CSF ile mobilizasyonun 4. glninde, aferez isleminden hemen sonra,
aferez isleminden 24 saat sonra ve aferez isleminden 1 hafta sonar bazal
degerlere gore anlaml olarak yuksek bulunmustur. IL-6 ve hs-CRP nin
aksine ferritin duzeylerinin aferezden 1 hafta sonrada yuksek kalmaya
devam etmesi ve dondrlerin serum demir dizeylerinin aferezden 24 saat
sonra bazal de@erlere gbre anlamli olarak yuksek bulunmasi aferez
isleminin demir metabolizmasinda degisiklik yapabilecegini

dusundurmektedir. Ancak bizim calismamiz saglikli donérlerde periferik
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kOk hucre aferezi igleminin demir parametreleri Uzerine etkisini irdeleyen
ilk calismadir. Konunun detaylarinin agiklanmasi i¢in daha fazla galisma

yapilmasi gerektigini disinmekteyiz.

ileri oksidasyon protein Uriinleri (AOPP) oksidatif stresin
protein oksidasyonu uzerine etkisini gosteren en dnemli gostergelerden
biridir. Witko-Sarsat ve arkada§lar|129 tarafindan ilk defa Gremik hastalarin
plazmasinda tanimlanan yuksek dereceli okside proteinler olarak
tanimlanan AOPP’ nin guvenilir bir oksidatif stres markiri oldugu kabul
edilmektedir. Kimyasal yapisi halen arasgtirimakta olan AOPP' nin, kendi
klirensini de dnleyebilen yuksek molekul agirligina sahip oldugunu, disulfid
koprileri vel/veya tirozin c¢apraz baglanmalarini iceren albimin
agregatlarindan olustugunu ve saf albuiminden farkli oldugunu
kromotografik ve elektroforetik tekniklerle tespit etmislerdir. Bu nedenle
oksidatif modifikasyona ugrayan albumin' in son ¢apraz baglanma utrunleri,
AOPP olarak tanimlanmistir.’*® AOPP' nin, invitro sartlarda H,O,'den cok
HOCI' ye maruz kalan saf/plazma albimin 6&rneklerinde olustugu
belirlendiginden, in vivo olarak aktif notrofillerce uretilen HOCI'nin AOPP
olusturabilecegi diistiniilmektedir. 123

Michelis ve arkadaslari;'®*

hemodiyaliz hastalarinda
oksidatif stres ve hipoalbuminemi arasindaki iligskiyi incelemislerdir. Serum
albumin ve AOPP duzeyleri arasinda negatif bir korelasyon oldugunu,
hipoalbiuminemi ve oksidatif stresin direk olarak baglantili oldugunu

belirtmislerdir.

Saglikh kok hucre dondrlerinde, G-CSF ile mobilizasyon ve
periferik kok hlcre aferezi isleminin, serum AOPP dlzeyleri Uzerine
etkisini irdeleyen bir c¢alismaya rastlamadik. G-CSF’ nin ndtrofil
aktivasyonu ve degranulasyonu yaptigi ve notrofillerin, sitoplazmada

bulunan myeloperoksidaz (MPO) enziminin katalizledigi reaksiyonla guglu
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oksidatif bir yapi olan hipokloridi (HOCI) olusturdugu daha Onceki
calismalarda belirtilmistir.””*®3” Bu bilgilerin 1siginda calismamizda G-
CSF ile mobilizasyon ve aferez isleminin protein oksidasyonuna etkisini
degerlendirmek icin serum albimin ve AOPP dlzeylerini inceledik.
Calismamizda serum AOPP duzeylerini G-CSF ile mobilizasyonun 4.
gununde (aferez islemi dncesi) bazal degerlere gore anlamli olarak dugsuk
bulduk. Aferez sonu ylukselmeye baglayan AOPP duzeylerini aferezden 24
saat sonra ve aferezin 1. haftasinda anlamli olarak yuksek kalmaya
devam ettigini tespit ettik. Serum albimin dlzeylerini G-CSF ile
mobilizasyonun 4. Gunu, aferez sonu ve aferezden 24 saat sonra bazal
degerlere gore anlamli olarak dusuk bulduk. Aferezden 1 hafta sonra ise
yukselerek bazal duruma yakin bir deger aldigini gérdiuk. Serum AOPP
dizeylerinin aferez sonunda yukselmeye baslamasi, aferezden 24 saat
sonra ve aferezden 1 hafta sonra anlamli olarak yuksek bulunmasi ayrica
serum albumin duzeylerinin G-CSF ile mobilizasyonun 4. gunu, aferez
sonu ve aferezden 24 saat sonra bazal duruma gére anlaml olarak dugsuk
bulunmasi Michelis ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismanin sonuglarina
benzemektedir. Bu sonuglara dayanarak G-CSF ile mobilizasyonun ve
aferez isleminin hemen sonrasinda oksidatif stresin olustugu soylenebilir.
Ancak G-CSF uygulanmasi ve aferez igleminin uzun vadede etkisini bu
calismada deg@erlendirmek mumkun olmayabilir. Bu konuda da daha c¢ok

calisma yapilmasi gerektigini dusunmekteyiz.

Biyolojik  sistemlerdeki oksidatif stresin  dl¢liimesinde
giinimiizde kullanilan en yaygin metod MDA 6lgumidiir.®® Uchida ve
arkadaslari; ® lipid peroksidasyonunun, oksijen tiirevi serbest radikaller
tarafindan tetiklenen oksidatif stresin en dnemli organik gostergelerinden
biri oldugunu bildirmislerdir. Serbest oksijen radikalleri ¢ok reaktif olmalari
nedeni ile direkt olarak olgulememekte, lipid peroksidasyonu sirasinda
aciga cikan daha stabil molekullerin 6lgima yapilmaktadir. Lipid

peroksidasyonunun gostergesi olarak en sik kullanilan ve doku hasari
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konusunda fikir veren bu molekiillerden birisi MDA'dir. #7212 Biz de
¢calismamizda lipid peroksidasyonunu ve hucresel hasari degerlendirmek
uzere MDA duzeylerini inceledik. G-CSF ile mobilizasyonun 4. Glnlnde
serum MDA duzeyleri bazal degerlere gore dusuk bulunmakla birlikte bu
dusus anlamlh bulunmamigtir. Aferez sonu, aferezden 24 saat sonra ve
aferezden 1 hafta sonra ise serum MDA duzeyleri anlamh bir sekilde

dismeye devam etmigtir.

Serbest oksijen radikallerine karsi majér korunma sistemi
antioksidan enzim sistemidir. Evans ve arkadaslari; '?" plazmada bulunan
antioksidanlarin ayri ayr oOlgulebilseler de; ¢ok sayida antioksidan olmasi
ve birbiriyle in vivo etkilesimleri nedeniyle, oksidatif stresin ortaya
konulmasinda, total antioksidan kapasite (TAK) yi gosteren testlerin daha
degerli oldugunu belirtmislerdir. Caligmamizda serum TAK duzeyleri G-
CSF ile mobilizasyonun 4. Gununde, aferez isleminden hemen sonra,
aferez isleminden 24 saat sonra ve aferez isleminden 1 hafta sonra bazale
gére anlamli olarak yiksek bulunmustur. Calismamizda serum MDA
dizeylerinin dusmesi ve TAK’ In artmasi, G-CSF ile mobilizasyon ve
aferez igleminin lipit peroksidasyonun son drund olan MDA dizeyinde
dususe yol acarak plazma antioksidan kapasitesini destekledigi ortaya
konulabilir. Literatirde G-CSF uygulanmasi ve aferez isleminin serum
MDA ve TAK Uzerine etkilerini inceleyen calismaya rastlamadik. Bu

konuda da daha ileri galismalar yapiimasi gerektigini dusinmekteyiz.

Bu calisma G-CSF ile mobilizasyon ve aferez isleminin
saglikli periferik kok hucre donoérlerinde oksidatif stres ve inflamasyona
sebep olmakla birlikte doku yikimina neden olmadigini gostermektedir. Bu
konuda calismalarin devam etmesinin, G-CSF ile mobilizasyon ve aferez
isleminin saglikli donoérlerdeki potansiyel zararlarinin 6 ay ve 1 yillik
donemlerde de arastinlmasi ile daha da guvenilir sonuglara

ulasilabileceg@ini duginmekteyiz.
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6. SONUC

Calismamizda allojenik periferik kok hiicre nakli donérlerinde

G-CSF ile mobilizasyon ve aferez isleminin etkilerini inceledik.

Kok hicre dondrlerinde serum IL-6 duzeyleri G-CSF ile
mobilizasyonun 4. gununde, aferez igleminden hemen sonra ve aferez
isleminden 24 saat sonra bazal duruma goére (G-CSF Oncesi) dnemsiz
artis gostermistir. Aferezden 1 hafta sonra ise IL-6 dizeyleri bazal
degerlere gore anlamli bir dugus gostermigtir. Serum hs-CRP duzeyleri; G-
CSF ile mobilizasyonun 4. gununde, aferez igsleminden hemen sonra ve
aferez isleminden 24 saat sonra bazal degerlere goére anlamli olarak
yuksek bulunmustur. Aferezden 1 hafta sonra disls goOstererek bazal

duruma yakin bir deger almigtir.

Serum ferritin duzeyleri, G-CSF ile mobilizasyonun 4.
gununde, aferez igleminden hemen sonra, aferez isleminden 24 saat
sonra ve aferez isleminden 1 hafta sonra anlamli olarak ylksek

bulunmustur.

Calismamizda serum AOPP dlzeylerini G-CSF ile
mobilizasyonun 4. guninde (aferez islemi oncesi) bazal degerlere goére
anlamh olarak dusuk bulduk. Aferez sonu yukselmeye baslayan AOPP
duzeylerini aferezden 24 saat sonra ve aferezin 1. haftasinda anlamli
olarak yuksek kalmaya devam ettigini tespit ettik. Serum albUmin
duzeylerini G-CSF ile mobilizasyonun 4. Gund, aferez sonu ve aferezden
24 saat sonra bazal degerlere gore anlamli olarak dusuk oldugunu tespit
ettik.

Calismamizda serum MDA  dizeyleri G-CSF ile
mobilizasyonun 4. gununde bazal degerlere gore dusuk bulunmakla
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birlikte bu dugsus anlamli bulunmamistir. Aferez sonu, aferezden 24 saat
sonra ve aferezden 1 hafta sonra ise serum MDA duzeyleri anlamli bir

sekilde dismeye devam etmigtir.

Serum TAK duzeyleri G-CSF ile mobilizasyonun 4. Gununde,
aferez isleminden hemen sonra, aferez isleminden 24 saat sonra ve
aferez igleminden 1 hafta sonra bazale gobre anlamli olarak ylUksek

bulunmustur.

80



7. OZET

Saglikh Goniillii Vericilerde G-CSF ile Mobilizasyon ve
Aferez isleminin inflamatuar Belirtecler, Oksidatif Stres ve

Antioksidan Kapasite Uzerine Etkisi

Allojenik hematopoetik kok hucre nakli; malign veya malign
olmayan hastaliga sahip kigilere yapilir. Bunun igin saglikli donérden elde
edilen kemik iligi, kordon kani veya grantlosit koloni uyarici faktér (G-
CSF) ile mobilize (kemik iliginden ayrilip dolagima girmeleri) olan periferik

kan hematopoetik kok hicreleri kullaniimaktadir.

Calismamizda G-CSF ile mobilizasyon ve aferez isleminin,
saghkh gonualli donoérlerdeki inflamatuar belirtegler, oksidatif stres ve

antioksidan kapasite Uzerine etkilerini inceledik.

Bu c¢alismada; serum IL-6 duzeyleri G-CSF le
mobilizasyonun 4. gunidnde, aferez isleminden hemen sonra ve aferez
isleminden 24 saat sonra bazal duruma gore (G-CSF Oncesi) istatistiksel
olarak 6nemsiz bir artis gostermistir. Aferezden 1 hafta sonra ise IL-6
duzeyleri bazal degerlere gore anlamli bir dists gostermistir. Serum hs-
CRP duzeyleri; G-CSF ile mobilizasyonun 4. guntnde, aferez isleminden
hemen sonra ve aferez isleminden 24 saat sonra bazal degerlere gore
anlamh olarak yuksek bulunmustur. Aferezden 1 hafta sonra dusus

gOstererek bazal duruma yakin bir deger almistir.

Saglikli donérlerde serum ferritin duzeyleri, G-CSF ile
mobilizasyonun 4. gununde, aferez igleminden hemen sonra, aferez
isleminden 24 saat sonra ve aferez isleminden 1 hafta sonra anlamli

olarak yuksek bulunmustur.

81



Calismamizda serum ileri oksidasyon protein urunleri
(AOPP) diuzeylerini G-CSF ile mobilizasyonun 4. ginunde (aferez iglemi
oncesi) bazal degerlere gbre anlamli olarak dustk bulduk. Aferez sonu
yukselmeye baslayan AOPP dlzeylerini aferezden 24 saat sonra ve
aferezin 1. haftasinda anlaml olarak yuksek kalmaya devam ettigini tespit
ettik. Serum albumin duzeylerini G-CSF ile mobilizasyonun 4. Gund,
aferez sonu ve aferezden 24 saat sonra bazal degerlere gore anlamli
olarak dusuk bulduk. Aferezden 1 hafta sonra ise yukselerek bazal

duruma yakin bir deger aldigini gorduk.

Serum malondialdehit (MDA) duzeyleri, G-CSF le
mobilizasyonun 4. Gununde bazal degerlere goére diusuk bulunmakla
birlikte bu dists anlamli bulunmamistir. Aferez sonu, aferezden 24 saat
sonra ve aferezden 1 hafta sonra ise serum MDA duzeyleri anlamli bir

sekilde dugsmeye devam etmistir.

Serum total antioksidan kapasite (TAK) duzeyleri G-CSF ile
mobilizasyonun 4. Gununde, aferez igleminden hemen sonra, aferez
isleminden 24 saat sonra ve aferez isleminden 1 hafta sonra bazale gore

anlaml olarak yuksek bulunmustur.

Bu calisma G-CSF ile mobilizasyon ve aferez isleminin
saglikh periferik kok hicre dondrlerinde oksidatif stres ve inflamasyona
sebep olmakla birlikte doku yikimina neden olmadigini gdstermektedir.
Ayrica bu iglem demir metabolizmasini etkilemektedir. Bu konuda
calismalarin devam etmesinin, G-CSF ile mobilizasyon ve aferez isleminin
saglikl donorlerdeki potansiyel zararlarinin 6 ay ve 1 yillik donemlerde de
arastirilmasi ile daha da guvenilir sonuglara ulasilabilecegini

dusunmekteyiz.
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8. SUMMARY

In healthy voluntary donor mobilization with G-CSF and effects
of apheressis process on inflammatory marker, oxidative stress and

antioxidant capacity

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation; is done to
patients have malign or nonmalign disorders. For this stem cells are taken
from the healthy donor, cord blood or peripheric blood hematopoietic stem
cells which are mobilized (separated from bone marrow and entering

circulation) with granulocyte colony stimulating factor, are used.

In our study we examined the effects of the mobilization with G-CSF
and apheressis process’s on inflammatory marker, oxidative stress and

antioxidant capacity.

In this study; mobilization with G-CSF in 4. th day, immediately after
apheresis and 24 hours after apheresis process compared to basal
condition (before G-CSF) showed a statistically insignificant increase in
serum |L-6 levels. 1 week after apheresis compared to basal values IL-6
levels showed a significant decrease. Serum hs-CRP levels; mobilization
with G-CSF on 4.th day, immediately after apheresis process and 24
hours after apheresis process, were found significantly high compared to
basal values. 1 week after apheresis indicating a decrease and took a

value near to basal condition.
In healthy donor serum ferritin levels; mobilization with G-CSF on

4.th day, immediately after apheresis, 24 hours after apheresis and 1

week after apheresis were found significantly high.

83



In our study compared to basal levels we found serum futher
oxidation protein products (AOPP) levels significantly low on 4.th day
mobilization with G-CSF (before apheresis process). At the end of
apheresis rising of AOPP levels 24 hours after apheresis and at the 1.st
week of apheresis we have detected that continue to be remained
significantly high. we found that serum albumin levels mobilization with G-
SCF on 4. th day, end of apheresis and 24 hours after apheresis
significantly lower than basal values. 1 week after apheresis we found
that rising take a value near the basal condition.

Serum malondialdehyde (MDA) levels, mobilization with G-CSF on
4.th day nevertheless it was low compared to basal values, this decline
was not significant. Apheresis end, 24 hours after apheresis and 1 week

after apheresis serum MDA levels had continued to decline significantly.

Serum total antioxidant capacity (TAC) levels mobilization with G-
CSF on 4. th day, immediately after apheresis process, 24 hours after
apheresis process and 1 week after apheresis process compared to basal

it was found significantly high.

This study show that mobilization with G-CSF and apheresis
process cause oxidative stress and inflamation in healthy peripheric stem
cell donor but not lead to degradation of tissue. Furthermore this process
effected iron metabolism. Continuation of studies on this subject,
mobilization with G-CSF and potential damage of apheresis process in
healthy donor even at 6 months and 1 year periods searching we think

that more reliable conclusions could be reached.
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TESEKKUR

Yuksek lisans egitimim ve tez c¢alisma sulrecinin bitimine
kadar gerekli yardim, tavsiye ve yonlendirmeler yapan, hi¢gbir zaman sabir,
Ozveri, destek ve hosgorulerini benden esirgemeyen, sevgi ve saygi
duydugum degerli hocam, tez danismanim Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkani Sayin Prof. Dr. Hatice
PASAOGLU’ na,

Tez konumun belirlenmesinde her turlu destek ve
yardimlarini goérdigum, sabir ve hosgorilerini benden esirgemeyen,
karsilastigim problemlerin ¢6ziminde deneyimlerinden yararlandigim,
sevgi ve saygl duydugum degerli hocam, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Kok Hicre Nakil Unitesi Baskani Sayin Prof. Dr. Giilsan
TURKOZ SUCAK’ a,

Yuksek Lisans egitimim boyunca teorik derslerimde degerli
bilgi ve birikimlerini benimle paylasan tim Gazi Universitesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali 6gretim Uyelerine,

Yardim ve desteklerini esirgemeyen, Sayin D¢. Dr. Sahika

Zeynep AKl'ya,

Laboratuvar calismasi ve sonuglarin hesaplanmasinda bana
yardimci olan, degerli zamanini ayiran, yuksek lisansa bagladigim gunden
bugune her turlu destek, bilgi ve yardimlarini gérdugum, Sayin Uzman Dr.
Elif SUYANI'na,

Laboratuvar ¢alismasi ve sonuglarin hesaplanmasinda bana

yardimci olan, degerli zamanlarini ayiran, Og. Goér. Ozge Tugge
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PASAOGLU ve Gazi Universitesi Tibbi Biyokimya ABD asistanlarindan Dr.
Ayse BAHAR TUNCEL ve Dr. Cinar SEVERCAN’a

ihtiyac duydugum her animda desteklerini hissettigim, bilgi
ve deneyimlerini esirgemeyen, tezimde ¢ok buyuk katkilari olan, birlikte
galismaktan mutluluk duydugum Gazi Universitesi Tip Fakdiltesi Hastanesi
Koék Hicre Nakil Unitesindeki ¢alisma arkadaslarim, Sayin Uzm.Biyolog
Ozlem KARACAOGLU YURDAGUL, Sayin Talat BABAYIGIT, ve Sayin
Nuh AYDIN’a,

Yuksek lisansa basladigim gunden bugune, desteklerini ve
yardimlarini hi¢gbir zaman esirgemeyen ylksek lisans donem arkadaglarim
Uzman Biyolog Erdem KAHRAMAN ve Uzman Biyolog Adem EKTI’ ye,

Tezin, ingilizce 6zeti konusunda bana yardimci olan degerli
arkadasim Sayin Dr. Hasan KARAGECILi'ye,

Tez donemim boyunca her zaman destegini gordigum

sabrina ve bilgisine hayran oldugum Sayin Aytagc Onur ALIBAZOGLU’na

Yasamim boyunca maddi ve manevi desteklerini
esirgemeyen, her zaman sevgi ve hoggorulerini gérdugum canim annem

Sultan ILHAN ve sevgili kardeslerime,

Egitim hayatim boyunca bu gunlere gelmemde en az benim
kadar emegi olan, yasadig! sure boyunca her zaman destegini goérdugum,
karsima ¢ikan zorluklarda akil danistigim canim babacigim Sayin Yusuf

ILHAN’a sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.
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