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KISA OZET

Kemik iligi baskilanmig, uzun sireli notropenisi olan hastalar veya notrofil
fonksiyon bozuklugu olan hastalarin ciddi bakteri ve mantar enfeksiyonlarina
yakalanma riski yiiksektir. Iyilesebilmeleri i¢in dolasimda yeterli sayida notrofil
bulunmasi gerekir. Bu baglamda standart tedaviye direng gelistiren hastalarda
granilosit transfiizyonunun kullanim1 6nemli bir klinik uygulamadir. Aferez
cihazlarinin gelismesi ve koloni uyarict faktorlerin (CSF) kullanimiyla terapotik

olarak etkili ve yeterli miktarda graniilosit toplamak miimkiin olmaktadir.

G-CSF’ler kemik iliginde graniilosit uretimini uyarirken ayni zamanda olgun
olmayan granilositlerin kana gegis siresini de kisaltan sitokinlerdir. G-CSF ile
mobilize edilen vericilerden, transfiizyon i¢in iyi bir terapétik graniilosit dozu

saglanir.

Bu caligmada granulosit vericilerine G-CSF uygulamasinin vericide ve elde edilen
graniilositler iizerinde ne gibi etkilerinin oldugunun aragtirillmast amaciyla 11
vericide nétrofil yiizey belirteglerinde ekpresyon olgiimii yapildi. Ozellikle degisim
olma ihtimali olan (CD10, CD13, CD15, CD16 ve CD116) hiicre yiizey reseptorleri

secilerek etkilesim donor perifer hiicreleri ve toplanan granilosit Grtinde arastirildi.

Yaptigimiz Ol¢im sonucunda G-CSF uygulamasi Oncesi ve sonrasinda ylzey
belirteclerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim izlendi. G-CSF uygulamasi
CD13 ekpresyonu 17 kat (GM SI:17), CD116 y1 ise 3,5 kat artinrken, CD15
ekspresyonu 10 kat CD16 y1 ise 5 kat azalttigi izlendi. CD13 ve CDI116

ekspresyonundaki arttg G-CSF’nin bir etkisi olarak graniilositlerin kemik iliginden
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periferik kana gegisi ile agiklanmaktadir. Miyeloblast asamasindan olgun
notrofillere kadar olan asamalarda grantlositler degisik diizeylerde CDI13 ifade
edeler. CD116 GM-CSF resptori olarak artig kaydeder. CD16 ve CDI15
ekspresyonundaki azalig uygulama sonrast kemik iligindeki turn-over artigina bagli

olarak heniiz olgunlagmamig nétrofillerin de hizla dolagima ¢iktigini gostermektedir.

Sonug olarak ¢alismamizda G-CSF’nin vericide farkli olgunluktaki graniilositlerin
dolagima katilmalarini sagladigini, grantilositler tizerindeki reseptorlerin ekspresyon
diizeylerinde degisime sebep oldugunu gosterdik. Bu durum farkli olgunluktaki
grantlositlerin iglevsel olarak da farkli olabilecegini gosterir. Bu nedenle hastalara
transfer edilecek olan graniilositlerin etkinligi ile matiirasyon dizeyi arasindaki
iliskinin klinik aragtirmalarla ortak ¢alisilmasi G-CSF dozu/diizeyinin bu siirecteki

etkisini daha 1yi ortaya koyacaktir.

Anahtar Kelimeler: G-CSF, Notropeni, Graniilosit Transflizyonu, Sitokin, Flow

Sitometri
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DEMONSTRATING THE EFFECTS OF STIMULATION WITH G-CSF ON
DONOR GRANULOCYTES USING CELL SURFACE MARKERS

Rabiya NAYIR
ErciyesUniversity, GraduateSchool of Health Sciences
Department of Stem Cell Sciences
Master of Science Thesis, JANUARY 2020

Supervisor: Prof. Dr. Ali UNAL

ABSTRACT

Patients with bone marrow suppressed, long-term neutropenia or patients with
neutrophil dysfunction are at increased risk of developing serious bacterial and fungal
infections. There must be sufficient neutrophils in the circulation for recovery. In this
context, the use of granulocyte transfusion in patients developing resistance to standard
therapy is an important clinical practice. With the development of apheresis devices and
the use of colony stimulating factors (CSF), it is possible to collect therapeutically

effective and sufficient amounts of granulocytes.

G-CSFs are cytokines that stimulate the production of granulocytes in the bone marrow
while also shortening the passage of immature granulocytes into the blood. From donors
mobilized with G-CSF, a good dose of therapeutic granulocyte for transfusion is

provided.

In this study, neutrophil surface marker expression was measured in 11 donors in order
to investigate the effects of G-CSF application on granulocyte donors on donor and
obtained granulocytes. In particular, cell surface receptors that were likely to change
were selected (CD10, CD13, CD15, CD16 ve CD116) and the interaction was

investigated in donor peripheral cells and collected granulocyte product.

As a result of the measurement, a statistically significant change was observed in
surface markers before and after G-CSF application. It was observed that G-CSF
application increased CD13 expression 17 fold (GM SI: 17), CD116 3.5 fold, while
CD15 expression decreased 10 fold CD16 5 fold. Increased expression of CD13 and



viii

CD116 is explained by the passage of granulocytes from bone marrow to peripheral
blood as an effect of G-CSF. In the stages from the myeloblast stage to the mature
neutrophils, the granulocytes express different levels of CD13. CD116 records increase
as GM-CSF receptor. Decrease in expression of CD16 and CD15 shows that immature
neutrophils are rapidly circulating due to turn-over increase in bone marrow after

application.

In conclusion, we have shown that G-CSF allows different maturation granulocytes to
circulate in the donor and causes changes in the expression levels of receptors on
granulocytes. This indicates that granulocytes of different maturity may also be
functionally different. Therefore, the association between the efficacy of the
granulocytes to be transferred to the patients and the level of maturation in clinical

studies will better demonstrate the effect of G-CSF dose / level in this process.

Keywords: G-CSF, Neutropenia, Granulocyte Transfusion, Cytokine, Flow Cytometry
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1. GIRIS ve AMAC

Notropeni, kanser kemoterapisi ve hematopoietik kok hiicre naklinin 6nemli ve ciddi bir
komplikasyonu olmaya devam etmektedir. Malignite tedavisinde kemoterapi kullanimi
artttkca, notropeni insidanst ve ciddi enfeksiyonlar da artmistir. Notropenik
enfeksiyonlar ciddi morbiditeye neden olur, bazen de 6limculduir ve bu hastalarin tedavi
maliyetlerini artirir. Enfeksiyonlardan kurtarmanin en gigli belirleyicisi, kemik iligi
tarafindan noétrofil Uretiminin iyilestirilmesi ve yeterli sayidaki kan ve doku
notrofilleridir. Notrofiller, bakteri ve mantar enfeksiyonlarina karsi konak savunmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Bu baglamda, potansiyel yaklagimlar arasinda grantlosit

transfiizyonlarinin kullanimi ve koloni uyarict faktorlerin uygulanmasi vardir.

G-CSF’ler notrofil tretimini artiran sitokinlerdir. Hematopoetik kok hiicrelerden onciil
notrofillerin olusmasini gogalmasini ve olgunlagmasini yonlendirirler. Kemoterapi alan
hastalarda notropeni siiresini ve siddetini azaltan fagositik CSF’lerdir ve fagosit
varligina ragmen fagositlerin fungisidal ve antibakteriyel aktivitelerini arttirir. G-CSF,
kemik iligi rezerv havuzundan nétrofillerin hizli bir sekilde ayrilmasinin yani sira
hematopoietik kok hiicrelerden noétrofil Gretimine neden olur ve yaklasik 10 giin siiren
kemik iligi nigsinde miyeloid farklilagmasi sirasinda bu hiicrelerin gegis siiresini
hizlandirir. Bu ¢alismada G-CSF’nin graniilositlerdeki hiicre ylzey ekspresyonlarindaki
degisime etkisi aragtirilacaktir. Bu amagla graniilosit transfiizyonu igin gonilli olan
saglikli vericiden G-CSF uygulamast 6ncesi kan 6rnegi (2cc) ve G-CSF uygulamast
sonrast granilosit Griinl 6rnegi (2cc) calismaya dahil edilecektir. Bu 6rneklerdeki hiicre
yiizey belirtegleri CD10, CD13, CDI15, CD16 ve CD116 ekspresyon dizeyleri akim

sitometri yontemi ile dlctilecektir.

Notropeni tedavisi i¢gin graniilosit transfiizyonu tedavi segeneklerinden birisidir. Ancak
G-CSF ve biyo-benzer ilaglarin gelisimi ile hematopoietik kok hiicrelerin uyarilmasi

graniilosit transfliizyonunun nétropeni tedavisi i¢in etkin bir ydntem olarak



kullanilmaktadir. Grantlosit transfiizyonunda kemik iliginin uyarimi1 amaciyla G-CSF
uygulamasinin donér izerindeki etkileri son yillarda iizerinde durulan konulardan
birisidir. Bu ¢aligma ile G-CSF miktarinin donoérler tizerindeki etkisi izlenebilecek ve
hastaya verilecek graniilosit iirlinlinlin maturasyon diizeyi (6zellikleri) daha iyi
anlagilarak etkinligi izlenebilecektir. Beraberinde G-CSF verilmesinin dondr hiicre

dagilim1 Uzerine etkisi aragtirilarak uygulamanin donér iizerine etkileri 6grenilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Graniilosit Transfiizyonu

Graniilosit transfiizyonu biiyiik miktarda donér kaninin iglenmesi sirasinda bir eritrosit
sediment ajan1 kullanilarak santrifiij 16koferez yoluyla, kortikosteroidli veya
kortikosteroidli olmayan G-CSF ile uyarilan donérlerden toplanan bir PMN (polimorfo
niikleer 16kosit) olarak tanimlanir (Strauss RG, 2015).

Tarihsel olarak, uyarilmamis donorlerden veya sadece kortikosteroidlerle uyarilanlardan
alinan transfizyon i¢in toplanan PMN konsantreleri, asiri yetersiz sayida PMN
igeriyordu. Guinimiizde, saglikli bagis¢ilardan graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-
CSF) art1 kortikosteroid kemik iligi stimilasyonu ve ardindan genis hacimli 16katherez
vasitastyla ¢ok daha fazla sayida PMN toplanabilir. Grantlosit koloni uyarici faktor (G-
CSF) ve graniilosit-makrofaj kolon-uyarici faktéor (GM-CSF), kemoterapi alan
hastalarda notropeni stresini ve siddetini azaltan hem fagositik CSF’lerdir ve fagosit
varligina ragmen fagositlerin fungisidal ve antibakteriyel aktivitelerini arttirir. G-CSF,
kemik iligi rezerv havuzundan noétrofillerin hizli bir sekilde ayrilmasinin yani sira
hematopoietik kok hiicrelerden noétrofil Gretimine neden olur ve yaklasik 10 giin siiren
kemik iligi nigsinde miyeloid farklilagmasi sirasinda bu hiicrelerin gegis siiresini

hizlandirir (Busca A, ve ark. 2018) (Strauss RG,2009) (Hiemstra IH, 2017).

2.2. Hematopoetik Kok Hiicre ve Hematopoez

Hematopoetik kok hiicreler (HKH'ler), immiin fonksiyonu, homeostaz dengesini ve
mikroorganizmalara ve iltthaplanmaya yaniti kontrol eden o6zel kan hiicrelerine
farklilagabilen yetigkin kok hiicrelerdir ve insan viicudundaki enflamatuar tepkiler i¢in
hayati 6nem tagiyan hematopoetik sistemin olusumuna yol agar (Tekeli ve ark. 2016).

Hematopoetik sistem, HKH popitlasyonundan uretilen kan hiicrelerinin yasam boyu



tedarikini saglamaktadir (Akhilesh ve ark. 2019). Hematopoez, hematopoetik kok /
progenitor hiicrelerden (HKPH'ler) baglayan ve tim yetigskin kan hicrelerinin
olusumundan sorumlu olan kan hiicresi olusum sirecidir (Akhilesh ve ark. 2019).
Hematopoez embriyonik donemde ilkel damarlardan gelisen hemojenikendotel /
hemanjiyoblast ile baglar. Hematopoetik Onciiller sonra yolk kesesi, ardindan
aort/gonad/mezonefroz (AGM) ve allantois ile plasentaya dogru gog¢ eder. Gebeligin
ortalarinda karaciger en onemli hematopoez organi ve HKH’lerin ¢ogalma ve
farklilasma merkezidir. Kemik iligi ise 7. aydan itibaren kan hiicrelerinin tiretiminden
sorumludur ve bu gorevine dmiir boyu devam eder. Yolk kesesinde ilk hematopoez
olusumu ilkel eritrosit uretimi ile baglar. Bu eritrositler buyik ve c¢ekirdeklidir,
embriyonik hemoglobinleri igerir. Tlkel eritropoez gegicidir ve kisa siirede yerini fetal ve
eriskin eritropoeze (definitif) birakir. Fetal karacigerdeki HKH’deki mitoz kemik
iligindeki HKH’ye gore daha aktiftir. Kemik iligindeki HKH’ler daha ¢ok istirahat (GO)
fazindadir. (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. Ilkel Eritropoez Ve Eriskin Eritropoezi

2.2. Kok Hiicre Yuvasi ve Hematopoetik Sitokinler

2.2.1. K6k Hiicre Yuvasi ve Hematopoetik Sitokinler

Kok hiicrelerin bulunduklari ortam onlarin boliinme ve farklilagsmalarinda 6nemli yeri
olan, onlarin kaderini belirleyen in vivo veya in vitro mikro g¢evreye “Stem Cell Niche=

Kok Hiicre Yuvast” denilmektedir (Niche: nis; yuva; odak) (Alp Can, 2008). Bu mikro



cevre emriyonik olmayan kok hiicrelerin, farklilagmalarini gerektiren bir uyari alana
kadar dinlenme fazinda beklemelerini saglar. Hematopoietik hiicrelerin nis iginde
farklilagsmasini, sitokinler, transkripsiyon faktorleri, sinyal dontgtiurtciler, epigenetik

diizenleyiciler, anti-apoptotik proteinler belirler (Can A, 2008), (Ates U,2016).

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara karst cevap olarak o6zel
hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrenin davraniglarini etkiler. Belirli bir
sitokin cesitli htcreler tarafindan farkli dokularda salgilanir ancak ayni biyolojik etkiyi
gosterir. Biliylime faktorleri, lenfokinler (interlokinler (IL1, IL3 gibi)), koloni sitimiile
edici faktorler (G-CSF; graniilosit sitimiile edici faktér, GM-CSF; graniilosit monosit
sitimiile edici faktor gibi), transforme edici biiyiime faktorleri ( TGF-a, TCF- B), timér
nekroz faktorleri, interferonlar olmak tizere gruplandinlirlar. Hiicre boélinmesi ve
farklilasmasinin kontrolii, hematopoez ve bagisiklik sisteminin regtlasyonu, yaralarin
iyilesmesi, kemik formasyonu ve hiicresel metabolizmanin degistirilmesi gibi biyolojik

olaylarda rol oynamaktadirlar (Gtines H, 1999).

Sitokinler etkilerini kendilerine ait reseptorlere baglanarak gosterirler. Bu reseptorler
hiicre digt sitokin-baglayan biikklimlerine gore toplam bes ana ailede toplanmaktadir.
Bunlar; immiinoglobiilin (Ig) stiper aile reseptorleri, Tip I sitokin reseptorleri
(hematopoietin ailesi), Tip II sitokin reseptorleri (interferon ailesi), TNF reseptor ailesi,
kemokin reseptorleri (yedi zar gegisli reseptorler)dir (Erten G, 2013). Sekil 2.2.°de

sitokinler i¢in reseptorler gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Sitokin Reseptorlerinin Yapisi. Farkli sitokinler i¢in reseptorler, korunmusg
hiicre digt buklim yapilarina ve sinyal mekanizmalarina gore aileler geklinde
siniflandirilmaktadir. Semada her reseptor ailesine baglanan reseptor ve ligandlar
siralanmigtir. WSXWS, triptofan-serin-Xtriptofan- serin



Hematopoietik hiicrelerin yapimi, protein veya glikoprotein yapisindaki hematopoetik
sitokin molekiilleri ile saglanir. Bunlar hematopoietik hiicreler iizerinde bulunan 6zel
reseptorler ile baglanip intraselliller sinyali baglatarak hiicrelerin yasami, ¢ogalmasi,
farklilasmasi, olgunlasmasi ve fonksiyonel aktivitelerini kontrol eder. Iglerinde
sitokinler ve koloni uyarict faktorlerin de bulundugu bir¢cok blyime faktori
tanimlanmistir. Bunlarin ¢ogu kemik iliginden salgilanmakta ancak bazilart birgok
farkli doku ve hiicrelerden yapilip kan yolu ile ilige ulagsmaktadir. Ornegin; eritropoetin
daha ¢ok bobrek, trombopoetin karacigerden yapilirken GM-CSF ¢esitli doku ve
hiicrelerden yapilir. Bazi sitokinler belli hiicre serisine ¢zeldir. Ancak kok hiicre ve
megakaryosit onciilleri gibi bazi hiicrelerin ¢ogalmak i¢in birgok sitokinin eszamanli
etkisine ihtiyact vardir. Sekil 2.3.’de HKH’nin olgun kan hicrelerine farklilagma

asamalar1 ve farklilagmaya neden olan baz1 6nemli sitokinler goriilmektedir.
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Sekil 2.3. Hematopoezde rolii olan sitokinler ve interlokinler



Koloni stimiile edici faktorler, Graniilosit koloni stimiile edici faktér (G-CSF),
Grantilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-CSF), Makrofaj koloni stimiile
edici faktdor (M-CSF), Interlokin-3 (IL-3), Eritropoetin (Epo,) Trombopoetin (Tpo),
Interlokin-5 (IL-5), Stem cell faktor (SCF), Flt3 Ligand (FL) Interlokin-6 ailesi (IL-6,
IL-11, IL-1, IL-2, IL-4)

2.3. G-CSF

2.3.1. Graniilosit Koloni Sitimiile Edici Faktor (G-CSF)

G-CSF, hematopoiezin ve dogal immun sistemin temel hiicre disi diizenleyicisidir.
CSF3 geni tarafindan kodlanan 25 kD buyukluginde salgilanan bir glikoproteindir.
Kemik iligi stromal hiicreleri tarafindan uretilirr. HKH’den olgun nétrofile kadar,
notrofil soyundaki tiim hiicrelerin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini ve farklilagmasini
etkiler. Etkilerini G-CSF reseptoriine (G-CSFR) baglanarak gosterirler. G-CSFR
metamiyelositler, miyelositler, promiyelositler, miyeloblastlar, miyeloid projenitor
hiicreler ve ilkel hematopoetik hiicreler de dahil olmak iizere tiim nétrofiller ve dnciileri
tarafindan eksprese edilir (Basu S ve ark. 2002). G-CSFR, Tip I sitokin reseptor
ailesinin tipik bir yapisina sahip bir transmembran proteinidir. Hiicre digt bilegen, bir N-
terminal immiinoglobiilin alani, eslestirilmis bir fibronektin moduli i¢indeki bir sitokin

tanima alani ve diger ¢ fibronektin III tekrari igerir. (Avalos 1996)

2.3.2. G-CSF’nin Biyolojik Etkileri

G-CSF’ler esas biyolojik etkilerini notrofiller tizerinde gosterirler. Notrofillerin kemik
iliginde olugmasin1 ve olgunlagsmasini hizlandirirlar. Ayni zamanda olgun olmayan
notrofillerin de kemik iliginden periferik kana gegisini de hizlandinirlar. In vitro
caligmalarda G-CSF’nin nétrofil kemotaksisini ve fagositozu artirdigr, reaktif oksijen
patlamasi mekanizmasini uyardigi, bakterisidal ve fungisidal aktiviteyi, antikora bagl
hiicre toksisitesini artirdigr gosterilmistir. Kompleman reseptorlerinin ( CD11b/CD18b,
CD35) ekspresyonunu artirir. In vivo calismalarda ise G-CSF’in nétrofillerle IgG’ler
icin Fc reseptori olan CD64 ekspresyonunu artirirken, Ig-G kompleksleri i¢in Fc

reseptori olan CD16 ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. CD11b kompleman



reseptorii ve LAM-1 ekspresyonunu baslangigta arttirirken, daha sonra bu etkinin
azaldig1, bakteriyel lipopolisakkarid reseptori CD14 ve kompleman reseptori CD35’in
ekspresyonunu arttirdigr saptanmigtir (Dale DC ve ark. 1995).

G-CSF uygulamasi, IL-10 tiretmek i¢in monositleri indiikler ve TH2'yi destekleyen
dendritik hiicreleri harekete gecirir, bu da T hiicre reaktivitesinin azalmasina katkida

bulunabilir (Rutella S ve ark. 2005).

G-CSF ayrica kok hiicreler de dahil olmak tizere nétrofillerin ve Oncilerinin hayatta

kalma siiresini uzatir. Sekil 2.4.”de G-CSF’nin major biyolojik etkileri gosterilmistir.
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Sekil 2.4: G-CSF’nin Major Biyolojik Etkileri.

2.3.3. G-CSF’nin Kullanim Alanlar:

G-CSF klinik olarak notropeni ve enfeksiyon tedavisinde ve in vitro hayvan
deneylerinde kullanilir. Klinik olarak kanser kemoterapisine bagli noétropeni, allojenik
ve otolog kemik iligi transplantasyonlarindan sonra hastalara G-CSF uygulandiginda
notrofil sayilarinin diizelmesinin hizlandigr ve kemoterapiden sonra ciddi noétropeni
stresini azalttigt (Ozer ve ark. 2000 ), antibiyotik kullanim gereksiniminin veya

antibiyotik kullanim suresinin azaldig1 gézlemlenmistir. Bu durum hastalarin hastanede



kalma stiresini kisaltmistir. Ancak olgularda mortalite azalmast gosterilememistir (Karp

JE ve ark. 1994), (Birekul A ve ark. 2016).

G-CSF ayni1 zamanda siklik notropeni, HIV enfeksiyonlari, miyelodisplastik sendrom

gibi hastaliklarda enfeksiyon tedavisi i¢in kullanilmigtir (Lieschke GJ ve ark. 1992).

G-CSF hematopoetik kok hiicreleri uyaran bir biiytime faktoriidiir. Bu nedenle allojenik
ve otolog kok hiicre nakillerinde kullanilmaktadir. G-CSF ya tek bagina ya da
miyelosupresif bir kemoterapi dozundan sonra uygulanirsa otolog kok hiicre nakli igin
kok hiicre mobilizasyonu daha da artinir. Allaojenik hemotopoietik kok hiicre nakli
yapilacak hastalar i¢inde saglikli donérlerden hucreler alinir. Bunun i¢in gonilli
bagiscilara G-CSF uygulamasinin givenli ve etkili oldugu gosterilmistir. Giinimuzde
G-CSF ile mobilize kan kok hiicreleri, mobilizasyon prosedirleri, toplama kolayligi,
genel anesteziden kac¢inilmasi ve kan sayimlarinin daha hizli iyilesmesi nedeniyle
otolog ve allojenik kok hiicrelerin kaynagi olarak kemik iligi toplanmasinin yerini

almistir (Grigg ve ark. 1995).

G-CSF in vitro olarak ise notropenik olmayan enfeksiyon hastaliklarinda tek bagina
veya antibiyotiklerle kombine etkisini arastirmak (izere hayvan modellerinde,
notrofillerin endotel yiizeyine adezyonunu ve siiperoksit yapimini artirmast sebebiyle
doku hasari ve organ yetmezligi neden olup olmadigt da hayvan c¢aligmalarinda
arastinlmigtir (Dale DC, ve ark.1995), (Karp JE. Ve ark.1993),( Daifuku R,ve ark,
1993),( Smith WS ve ark.1995).

2.3.4. Biyo-esdeger G-CSF’ler

Kimyasal sentezle uretilen konvansiyonel ilaglar, original ajan ile ayni aktif maddeyi
icerdiginde ve original ilaca kalite, giivenlik ve etkinlik agisindan benzer olduklarinda
‘jenerik’ ismini alir. Biyolojik olarak esdeger maddeler duretildiginde, bunlar
‘biyobenzer’ olarak adlandirilir. Biyobenzer G-CSF'nin tretimi ve kullanimi, su anda
EMA (European Medicines Agency- Avrupa Ilag Ajansi) olarak adlandirilan, EMEA
tarafindan turetilen 6zel bir kilavuz not setine sahiptir. Biyobenzer G-CSF’lerin tretimi
ve kullanimi bu kilavuza gore yapilmaktadir (Michael Schmitt ve ark, 2014). Bu

ilaclar deri alt1 (subkutan) veya damar i¢i (intravenoz) uygulama igin tek kullanimlik
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siselerde veya onceden doldurulmus siringalarda (her biri 300 ve 600 mcg) bir ¢ozelti
halinde mevcuttur. Doz rejimleri, endikasyona ve uygulama yoluna (intravendz veya

subkutan) gore degisir.

Dogal G-CSF 174-177 aminoasit i¢eren baslica noétrofiller tizerinde etkili olan bir
glikoproteindir. Rekombinat teknoloji ile G-CSF {iretimi ile kok hiicre mobilizasyon
protokollerine G-CSF’nin biyobenzerleri eklenmistir (Aktag F.1996). Neupogen®
(Filgrastim) bu alanda tretilen ve diger benzer ilaglarin karsilagtirildig referans ilag
olmustur. Ozgiin G-CSF’nin 174 aminoasitli izoformunun non-glikolize benzeridir
ancak 0Ozgiin proteinde olmayan ek bir N-terminal methionin bulunmaktadir. Ticari
iriinler referans neupogenden pH, filgrastim konsantrasyonu ve polisorbat 80 igerigiyle

farklidir ( Ozcan M. 2012).
Baglica biyobenzer G-CSF’ler sunlardir:

e Ratiograstim ®
o Tevagrastim®
¢ Biograstim ®

o Zarzio®

e Nivestim ®

2.4. Graniilositlerin Toplanmasi Ve Aferez

Aferez hastanin veya bagis¢inin (donoriin) kaninin damar disina alinarak otomatik cihaz
yardimiyla bir veya birden fazla bilegenine ayrildigi tedavi ile veya tedavisiz geriye
dondurildigi veya istenilen bilesenin degistirildigi bir islemdir. Aferez isleminin,
donor aferezi (Plazmaferez, Trombositaferez, Eritrositaferez, Graniilositaferez),
Terapotik aferez (Sitaferez, Terapotik Plazmaferez, Fotoferez, Adsorbtif sitaferez),

Periferik kok hiicre aferezi (Allojenik, Otolog) gibi tipleri vardir.

Graniilosit aferezi, gonulli vericinin kanini tibbi bir cihazdan gegirmek sureti ile
grantlosit hicrelerini kanin diger bilesenlerinden ayirmast ve geri kalan kismini tekrar
geri verme iglemidir. Kemik iliginde tretilen graniilosit hiicrelerinin yapimini uyarmak

ve kan dolagimina ¢ikigint hizlandirmak i¢in vericiye G-CSF uygulanmaktadir.
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2.4.1. Graniilosit Vericilerinin Mobilizasyonu

Klinik tarafindan nétropenik hasta i¢in grantlosit toplama islemine karar verilir ise
hasta yakini bilgilendirilerek bagis yapacak vericiler bulunmasi gerektigi bildirilir.
Klinik doktoru graniilosit istem formu ile birlikte vericileri toplama {initesine
yonlendirir. Saglik Bakanligi Tedavi Hizmetleri Genel Miidiirligi tarafindan hazirlanan
“Donér Sorgulama Formu”nun olgiitlerine uyan ve Islem sirasinda olusabilecek
komplikasyonlar ve iglem suresi ile ilgili toplama unitesi doktoru tarafindan bilgi

verilen kigiler grantilosit vericisi olabilirler.

2.4.2.Graniilosit Vericisinde Kan Bagislama Uygunluk Kriterleri

Grantlosit aferez donorinde aferez islemi 6ncesi caligilmast gereken kan bagislama
kriterleri sunlardir.

1. Vital bulgulart:
Kan basinct: sistolik 90-150 diastolik 60-90 arasinda olmali
Nabiz : 60-120 arasinda olmalt
Ates : <38 olmal1

2. Verici 50 kg’nin tizerinde olmalidir.

e

Hb : hemoglobin degerleri kadinlar i¢in 12.5’in tizerinde, erkek vericiler igin
13,5’in Gizerinde olmalidir.

4. HbsAg, HCV, HIV, VDRL gibi viral belirtecler negatif olmalidir

5. AST, ALT degerleri normal olmalidir.

6. CMYV IgG pozitif olabilir, CMV IgM negatif olmalidir.

7

. Verici kan grubu ile hasta kan grubu ayni olmalidir.

Graniilosit verici adayinin kan tetkik sonuglari, vital bulgular1 ve damar yollar toplama
unitesi doktoru tarafindan degerlendirilir. Verici kriterlere uygunsa klinikte donér

mobilizasyon programina baglanir.
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2.4.3. Graniilosit Vericisine Verilen G-CSF Miktar: ve Graniilosit Aferezi

Uygun dondrlere graniilosit aferezi i¢in G-CSF uygulamasi yapildiktan 12 saat sonra
grantlositlerin toplanmasi i¢in randevu verilir. Donorlere graniilosit aferezi igin verilen

G-CSF miktarlan su sekildedir.

e 70 kg iistii donorler; 48 mii nepogen + 1 adet 8 mg kordexa (deksametazon)

e 70 kg altt donorler; 30 mii neupogen + 1 adet kordexa (deksametazon)

Mobilizasyon islemi tamamlanan verici toplama tunitesinde gelir. Vericinin vital
bulgulart ve kan degerleri kontrol edilir. Sonuglar normal ise graniilosit verme onam
formu aliir ve aferez unitesine yonlendirilir. Aferez unitesinde isleme baglh
geligebilecek yan etkiler anlatilarak vericiden onam formu alinir ve granulosit aferezi
islemine baslamr. Islem esnasinda tansiyon disiikligii ve hipokalsemiye bagl
parmaklarda ve yuzde karincalanma, bazen hafif kas ¢ekilmeleri, bulanti-kusma, hissi
meydana gelebilir. Bu durumlarda aferez {initesi gérevlileri veriye gerekli miidehaleleri
gergeklestirirler. Verici, her tirli istenmeyen olayin engellenmesi veya acil durumlara
midahale edilmesi i¢in toplama islemi sirasinda ve islem sonrast en az 20 dakika

izlenmelidir.

Islem tamamlandiktan sonra reinfiizyon islemine gegilir. Uriin aferez setinden tiip sailer
yardimi ile uzaklastinilir. Uriin bekleme initesine alimir. Uriinden numune alinarak
labaratuvara gonderilir. Ornek numune sonuglari otomasyanda iiriin degerleri boliimiine
yerlestirilir. Sistem otomatik olarak ne kadar iriin toplandigint ve ne kadar siirede
hastaya infiize edilmesi gerektigini hesaplar. Daha sonra urtine tizerinde hangi hastaya
ait oldugu, toplanan Uriin miktari ve hastaya inflizyon siresini gosteren barkod

yapistirilarak irin kan merkezine 1sinlanmak tizere gonderilir.

Grantlosit konsantreleri en kisa siirede transfiize edilmelidir. Ciinkti graniilosit i¢indeki
PMN fonksiyonlar1 6 saatte hizla bozulmaya baglar. Bu nedenle infiizyon ilk 24 satte
gergeklestirilmelidir.
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2.5. Graniilopoiez ve Graniilositler

Graniilositler kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerden koken alirlar. 3 tip

grantlosit olusur. Bunlar eozinofil, bazofil ve nétrofillerdir.

2.5.1. Graniilopoiez (Graniillii Lokosit Olusumu)

Diger kan hiicrelerinde oldugu gibi, granilositler de multipotent kok hiicreden koken
alirlar. Bu hiicrelerin yiiksek derecede kendilerini yenileyip diger hiicre tiplerini
olusturacak birimleri yapabilme &zelligi vardir. Multipotent kok hiicrenin G-CSF, GM-
CSF gibi koloni uvayrict faktorler ve IL-3, IL-5 gibi sitokinler tarafindan uyarilmasi
sonucu nétrofil eozinofil ve bazofil gibi hiicreleri olusturacak miyeloid kok hiicre
olusur. Miyeloid kok hiicreden miyeloblastlar olusur. Miyeloblastlar 3 veya daha fazla
cekirdekeik igeren biiylik c¢ekirdekli, nispeten daha kiiclik hiicredir. Miyeloblast
farklilagmasinda ¢ekirdek hemen dikkati ¢eker. Sitoplazma bazofilik; ancak
graniilstizdiir. Daha ileri gelismelerde hiicre buytr ve kiiglik metakromatik azurofil
graniiller olusmaya bagslar. Bu hiicrelere promiyelositlerdenir. Bu evreden sonra
miyelosit evresine gecilir. Miyelositler promiyelositlerden daha kiicik olmalart ve
kromatinlerinin daha yogun olmalaryla ayirt edilirler. Sitoplazmalarinda 6zel graniiller
denen ikinci bir tip graniil olugmaya baglar. Bir sonraki evrede olusan metamiyelositler
cekirdeklerinin gekli ile ayirt edilebilirler. Cekirdekteki sekil degisikligi devam eder ve
bir middet sonra ince uzun diiz veya kivrimli bir ¢ekirdek olusur. Bu 6zellik yiziinden
l16kositlere bant form nétrofil 16kositler denir. Son olgunlagma evresinde g¢ekirdek iyice
kivrilarak ¢ok loblu hale gelir. Loplar ¢ok ince kromatin ipliklerle birbirine tutunur.
Sekil 2.5.°te graniilositlerin gelisim asamalar1 gosterilmistir. Cogunlukla olgun
lokositler kemik iliginden dolagima salinir, ancak enfeksiyon durumlarinda bant-form

veya metamiyelositler de dolagima katilir.
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mature
myeloblast promyelocyte myelocyte metamyelocyte band granulocyte

Sekil 2.5: Graniilositlerin Gelisim Asamalari

2.5.2. Graniilositler

Granilositler, 16kositlerin bir alt grubu olup, viicudun senfeksiyonlara kargt

savunmasinda 6nemli rolleri vardir. 3 tip graniilosit vardir.

2.5.2.1. Eozinofiller

Kemik iligindeki multipotent kok hticrelerden olusur. Olgunlastiktan 3-4 giin sonra
dolagima gecerler. Dolagimda 3-4 saat gibi kisa bir siire kaldiktan sonra, bag dokusuna
gecerler ve burada 8 giin gibi kisa bir stre yasarlar. Plazmada siispansiyon halde
bulunan hiicrelerin ¢apt 9 u, kuru yaymada 12 u kadardir. Graniilleri, kan boyalar ile
boyandiginda pembe- kirmizi renk tonunda goriinirler. Bu ozellikleri sebebiyle 151k
mikroskobuyla kolayca taninip, tespit edilebilirler. Cekirdegi, notrofil ¢ekirdeginden
daha az segmentli olup, genellikle 2 loblu goriiniir. (Sekil 2.6)

Eozinofiller organel yoniinden fakirdir. Bir ¢ift sentriyol, kii¢iik bir golgi, birkag

mitokondri ve pek gelismemis bir endoplazmik retikulum bulunur.

Eozinofillerde 6zel graniiller ve azurofil graniiller olmak {izere 2 tip graniil bulunur.
Ozel graniiller icindeki, esas temel proteinler (MBP) eozinofil katyonik protein (ECP),
eozinofil peroksidaz ( EPO) ve eozinofil kdkenli nérotoksin (EDN) bulunur. MBP, ECP



15

ve EPO protozoa ve parazit helmintler lizerinde gii¢lii sitotoksik etkiye sahipken, EDN

parazitlerin sinir sisteminin bozulmasina neden olur.

Eozinofillerin azurofil graniilleri lizozomlardir. Cesitli asit hidrolazlart ve diger
hidrolitik  enzimleri igerir. Bunlar antijen-antikor komplekslerinin ortadan
kaldirilmasinda ve parazitlerin yok edilmesinde islev gorir. Bu yizden, parazitik

hastaliklarda ve cesitli alerji tepkimelerinde sayilarinda artig goriiliir.

Sekil 2.6. Eozinofil yayma goriintiisii. A, B, C- Normal eozinofillerde,
cekirdek genellikle iki lobludur. Koyu portakal sarist boyanan graniiller
cekirdegi ortmez. D, E, F- Bazofil pargalilar. Siyaha yakin koyu mavi boyanan
bazofil graniller genellikle ¢ekirdegi de orttigunden ¢ekirdek yapist iyi

secgilemez

SS/FS karakterleri notrofile benzer ve SS genel olarak daha yiiksek bir seviyededir.
Immiin fenotiplendirmede CD45 pozitifligi, CD16 negatifligi ve SS degeri

notrofillerden daha fazla olmasi énemli ayirict 6zellikleridir. (Sekil 2.7.)
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CO45 KO

Sekil 2.7. SS/CD45 Kapisinda Eozinofil Akim Sitometri Goriintiisii O: Eozinofil

2.5.2.2. Bazofiller

Toplam 16kosit sayisinin %1’inden azini olusturan bazofiller, graniilositler iginde en az
sayida bulunan hiicrelerdir.10 p ¢apindadirlar. Cekirdekleri uzunca ve ¢ogunlukla U
veya J seklinde olmasina kargin, iki loblu da gortlebilir. Fakat ¢ekirdek segmentasyonu
diger grantlositlerde goriilenden ¢ok daha azdir. Elektron mikroskobu incelemelerinde
kiiguk bir golgi, birka¢ mitokondri ve pek gelismemis endoplazmik retikulum uzantilart

gorilir. Hicre sitoplazmasinda bol miktarda glikojen bulunur.

Kanin bazofilleri ile bag dokusunun mast hiicreleri genelde birgok 6zellikleri agisinda
birbirine benzer. Metakromatik grantllere sahip olan her iki hiicre kemik iliginde ayn
kok hicreden olusur. Ancak mast hiicresini olusturacak oncul hiicre bag dokusuna gog
ettikten sonra c¢ogalip gelisirken; bazofiller olustuklari kemik iliginden dogrudan
dolasim kanina gecerler. Iki hiicreninde islevleri aymdir. Dokudaki mast hiicreleri
hareketsizken, bazofiller hareketlidir. Bazofil ve mast hiicrelerinin baska bir benzerligi
de yuzey zarlarindaki Ig-E i¢in 6zel Fc reseptoriiniin yer almasidir. Ig-E, ates astim ve
alerjik dermatitte normalin 20 kat1 kadar yiikselen bir serum bilegenidir. Dokuya bir
alerjen girdiginde, bazofil ve mast hiicrelerinin yiizeyinde Ig-E ile birlesir. Bu olay, bu
hiicreleri uyararak degraniilasyona neden olup, histamin ve diger araci molekullerin
salinmasina yol agar. Histamin damar genisligini artirarak dokuda 6deme neden olur.

Bu bolgede sisme goriliir.
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Bazofillerin yiizey zarinda CD40L denen bir protein ifade edilir. Bu protein B lenfosit
iizerinde bulunan tamamlayict reseptoric (CD40) ile etkileserek Ig-E sentezinin

artmasina neden olur. Temel bazofil belirteci CD123 tiir.( Sekil 2.8.)

Bazofillerin sitoplazmalarinda 6zel graniiller ve azurofil graniiller olmak tizere 2 tip
graniil bulunur. Ozel graniiller notrofil ve eozinofillerin graniillerinden daha biiyiik; ama
daha az sayidadir. Azurofil graniller, bazofillerin lizozomlar1 olup, diger lokosit

tiplerinde bulunan lizozomal asit hidrolazlarla aynidir.

[Ungated] CD45 KO / 55 INT [T1CD123 PE / S5 INT
1000 T ooz 10004 ; i
% =
800 a00-}
= 600 — 600+
£ =
400+ 400+
200 e 200,
0 T - A T T 0 T T T
10 10* 10° 10° 10 1w 10F 1F
CD45 KO CD123 PE
Sekil 2.8. SS/45 ve SS/CD123 Kapisinda Bazofil Akim Sitometri Gortintiisii
2.5.2.3. Notrofiller

Notrofiller, tiim kan I6kositlerinin %55-65’in1 kapsayan, dolayisiyla kanda en fazla
bulunan I6kositlerdir. Bir mm? kanda 3000-6000 kadar nétrofil bulunur. Dolagim
kaninda ¢aplar1 7 p, damar disinda ve kuru yaymalarda 10-12 p kadar olabilir. 1ki veya
cok loblu karakteristik ¢ekirdegiyle kolayca taninabilir. Cekirdekteki lob sayist hiicrenin
yagtyla iligkilidir. Lobsuz, ince uzun ¢ekirdekler varken; zamanla iki veya ¢ok loblu
cekirdekler olusur. Cekirdek seklinin degiskenligi yuziinden kisaca poliler diye
adlandirilan bu hiicrelere polimorfniikleer (PMN) 16kositler de denir.( Sekil 2.9.)

Cekirdek kromatini ¢ok koyu ve yogun boyandigindan c¢ekirdeke¢igin belirlenmesi

olanaksiz olur. Kadinlarin nétrofillerinde yogunlagmig inaktif X kromozomunu belirten
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kromatin, ¢ok kiicik ayr1 bir lobul (Barr Cisimcigi) olusturur. Seklinin davul

tokmagina benzemesi sebebiyle davul tokmagi da denmektedir.

)
&3
2

A B d
® -
3 '“' .A
& L ]
D E F

Sekil 2.9. Notrofil Yayma Goriintiisii. Sekil A ve B ¢ekirdeklerindeki lob sayist
besten az olan olgun noétrofilleri gostermektedir. Bazi nétrofillerin ¢ekirdekleri
loblara ayrilmamistir. “C” veya “S” seklinde olabilirler. Bu hiicreler nétrofillerin
geng sekilleridir. Comak veya Stab olarak isimlendirilirler. Comaklarin orani
normalde %5’1 ge¢mez. (Sekil C). D c¢ekirdegi besten fazla loblu
(hipersegmente) pargalt noétrofil.. E sitoplazmada toksik graniilasyon. Sekil F
Kadinlarda iki X kromozomuna tekabiil eden davul tokmagi seklindeki ¢ekirdek

cikintist (Barr cisimcigi).

Organel yoniinden olduk¢a fakir olan nétrofillerde pek gelismemis GER ve Golgi
kompleksi ile ¢ok az sayida ribozom bulunur. Nétrofiller uygun boyalarla boyandiginda
sitoplazmalarinda Gg¢ tip graniil gorulur. Koyu ve biuiyiik olan azurofil granuller (birincil
graniller ), agik renkli ve en kiigiik boyutta olan 6zel graniiller (ikincil graniiller) ve

tgincul grantller. Olgun notrofiller ayrica fonksiyonlaryla ilgili spesifik proteinleri
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depolayan grantller ve salgilayici vezikiller igerir. Bu graniillerin graniilopoez sirasinda

uretimleri ve farkli protein belirtegleri spesifik olarak soyledir;

(i) Birincil veya azurofilik graniiller miyeloblast ile promyelosit evresinde bulunur
(markerler: myeloperoksidaz, CD63)

(i1) Sekonder veya spesifik graniiller miyeloblast ile promyelosit evresinde bulunur
(lipokalin-2, CD66b)

(iii)  Ugiinciil, tersiyer veya jelatinaz graniilleri bant hiicresi asamasinda bulunur
(jelatinaz B, CD11b)

(iv) Son olarak, salgilayici vezikiiller sadece olgun nétrofillerde bulunur (Cassatella

M. ve Ark; 2019).

Bu graniillerin igerdikleri enzimler Sekil 2.10.” de gosterilmistir

Azurofil graniilleri

Miyeloperoksidaz

] Jelatinaz graniilleri
Métral serin proteazlan

CD11b/CD18
katepsin G Sitokrom b558
elastaz Jelatinaz
proteinaz 3 Lizozim

Asetiltransferaz
Bakteriyel/gegirgenligi

artirici protein

Defensinler
Lizozim

Salgilayici vesikiiller
Ozel graniiller

CD11b/CD18

Laktoferrin Sitokrom b558
Lizozim CR1
Sitokrom b558 Alkalin fosfataz
Kaollojenaz FFMLP-R

Jelatinaz

CD11b/CD18

fFMLP-R

Sekil 2.10. Notrofillerdeki Graniil Cesitleri ve Igerikleri

Azurofil graniillerde miyeloperoksidazi asit fosfataz, B-glukuronidaz ve birgok
hidrolitik enzim ve ¢ok c¢esitli antimikrobiyal efektor molekiillerini igerir. Bu
yiizden bunlar primer lizozom olarak kabul edilir. Azurofil graniiller 6zel
graniillerden sayica daha azdir. Ozel graniillerde Tip IV kollajenaz, fosfolipaz,
komplement aktivatdrleri, laktoferrin ile bakteriostatik ve bakterisit aktiviteye sahip

lizozim yer alir. Notrofillerde iki tip Ggiincul granil bulunur. Birincisi fosfatazlari
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icerirken, diger tip notrofillerin bag dokusundaki hareketini kolaylastiran
metalloproteinazlart ( jelatinazlari) igerir. Bu paketler, hiicre ig¢i translokasyon,
notrofil plazma membran bilesiminin hizli bir sekilde degistirilmesi, hiicre digt
akinti, diger hucrelerle iletisim ve/veya antimikrobiyal efektor fonksiyonlarini
etkinlestirmek i¢in "kullanima hazir" bir lipit iki tabakali membran ile kaplidir.

(Cassatella M ve ark, 2019) ; (Carlos Rosales, 2018).

2.5.2.3.1. Nétrofillerin immiinofenotiplendirilmesi

Notrofiller, konuk¢u enfeksiyonlara kargi savunmada kritik bir rol oynar ve bu amagla
cesitli efektor mekanizmalar gergeklestirebilirler. Bununla birlikte, otoimmiinite ve
kanser dahil, nétrofillerin aktivitelerinin konakg¢i igin zararli olabilecegi bir takim
patolojik durumlar da vardir. Bu nedenle noétrofillerin aktivitelerinin siki bir gekilde
kontrol edilmesi gerekir. Diger bagisiklik hiicrelerinde oldugu gibi, noétrofil efektor
fonksiyonlarinin ¢ogu, plazma zarindaki bir dizi immunoreseptor tarafindan diizenlenir

(Dieke J ve ark. 2016).
o Notrofillerde eksprese edilen immiinoreseptorler.

Notrofiller tizerindeki birkag hiicre ylizeyi reseptori sinifi, hiicresel aktivasyon ve hiicre
ici sinyal iletimi ile ilgilidir. Bunlar arasinda G protein-baglantili reseptorler
(GPCR'ler), sitokin ve kemokin reseptorleri, yapigsma reseptorleri (6rnegin integrinler
veya selektinler) ve Tolllike reseptorleri (TLR'ler) veya C tipi lektin reseptorleri gibi
desen tanima reseptorleri (PRR'ler) bulunur (CLR'ler). Ek olarak, nétrofiller tarafindan
immiin tepkilerin modiilasyonu, hiicre i¢i ITAM veya ITIM motifleri yoluyla
sinyallemeye aracilik eden Ig benzeri baglanma alanlari igeren yapilar olarak

tanimladigimiz aktive edici ve inhibe edici immiino reseptorler vasitasiyla diizenlenir.

Notrofiller iizerindeki immiinoreseptorlerin biyiik ¢ogunlugu, genellikle V- veya C-set
tiplerinden olan hiicre dist Ig benzeri alanlarin varligr ile karakterize edilen
Immunoglobulin siiper ailesinin (IgSF) iiyeleridir (Dieke J. ve ark. 2016). Sekil

2.11.”da nétrofil ylizey reseptorleri sematize edilmistir.
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C5a, C3bi
yada komplement- opsonize

Kompleman reseptarleri 2artikiiller

om.C5aR, CR1 Q
Sitokin reseptérleri —
on. IL-1R,
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Fc reseptorleri
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FcyRIIB
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Sekil 2.11. Notrofil Yiizey Reseptorleri
a. Fc reseptorleri

Notrofiller tizerindeki en 1iyi karakterize edilmis imminoreseptor ailesi, Fc
reseptorleridir. IgG ile opsonize edilmig bakteri, maya ve mantarlarin fagositozu, bu
mikroplara karsi konak¢i savunmada c¢ok onemlidirler. Insan nétrofilleri ii¢ tip Fc
reseptoril ifade eder: sadece aktive edilmis notrofiller tarafindan ifade edilen yiiksek
afiniteli FcRI (CD64) ve yapisal olarak eksprese edilen orta afiniteli FcRIla (CD32a) ve
FcRIIIb (CDI16b). FcRI ve FcRlla tipik aktive edici reseptorlerdir. FcRI, reseptor
ligasyonu tizerine FcR zinciri ile birlesirken, FcRIIa bir i¢ ITAM motifi igerir (Dieke J.
van Rees ve ark. 2016). Kafkas popililasyonunun ~% 20'sinde, FCGR2C'nin 3
ekzonundaki bir SNP bir ORF iretir, bu da ek FcRIlc ekspresyonu ile sonuglanir.
FcRlIlc, esasen, FcRIIb inhibitor reseptorinin hiicre digt bolgesini (notrofillerde
eksprese edilmez) ve FcRIIa'nin sitoplazmik kismini i¢eren, olay tizerinde esit olmayan
bir gecisten kaynaklanan hibrit bir molekiildiir. Hiicre i¢ci ITAM motifi nedeniyle,

FcRIlc aktive edici bir reseptordiir.
c. Siglec reseptorleri

Sialik asit baglayici Ig benzeri lektinler (Siglecs), ¢cogu miyeloid hiicrelerinde eksprese

edilen sialik asit tantyan aktiflestirici ve inhibe edici reseptorler ailesini igerir. Sialik
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asitler, konak huicreler tarafindan ve ayrica bir dizi patojen tarafindan eksprese edilen
ve/veya salgilanan negatif yukli sekerlerdir. Bu nedenle, isaretler, bir dereceye kadar,
ozl,, 0z-0zden ayirt edebilir ve bagisiklik hiicrelerinin faaliyetlerini buna gore
dizenleyebilir. Bu etkilesimler, hematopoez ve kan hiicresi proliferasyonundan ve
farklilagmasindan apoptoz indiksiyonuna veya hiicresel aktivasyonun inhibisyonuna

kadar gesitli islemlere aracilik eder.
d. CEACAM reseptorleri

Karsinoembriyonik antijen (CEA) ile iligkili hiicre adezyon molekiilleri (CEACAM!ler),
konak¢t molekiilleri ve ayrica patojenleri (6zellikle bakteriyel opaklikla iligkili (Opa)
proteinleri) tanir ve huicre-hiicre etkilesimi iglemlerini diizenler. CEACAM!'lar, diger
CEACAM ailesi uiyeleri ile hem homofilik hem de heterofilik etkilesimlere aracilik eder

ve biyolojilerini ayrintili olarak anlamak i¢in karmagik hale getirir.
e. TREM reseptorleri

TREM-1 ve TLT-2 nétrofillerde eksprese edilir. TLT-2, birincil (azurofilik) graniillerde
bulunur ve enflamatuar mediatorlerle uyarildiktan sonra degrantilasyon yoluyla yukari
dogru dizenlenir. TLT-2 daha sonra notrofiller tizerindeki GPCR'lere baglanan

agonistler (fMLP) sonrasinda nétrofil aktivasyonuna ve kemotaksiye aracilik edebilir.

Akim sitometri gibi yeni teknolojiler, kemik iligi ve periferik kandan elde edilen
orneklerdeki notrofilleri hem diger kan hiicrelerinden ayirt etmek hem de farkl
formlardaki noétrofilleri belirlemek igin ¢esitli hiicre yiizeyi reseptoriiniin ifadesi
kullanilmaktadir. Bu reseptorlerin baglicalarn MPO, CD10, CD11b, CD13, CD15,CD16,
CD33, CD38, CD62L’dir. Olgun ve olgunlagsmamig nétrofiller arasindaki ayirimin
kolaylagtiriimast i¢in CD10, CD13, CD64 ve CD87 gibi ilave markerler kullanilabilir
(Hidalgo A ve ark.2019), (Avcilar H. ve ark.,2014). Insanlarda, olgun nétrofiller CD15
+ CD66b + CD16 + CD14— olarak tanimlanir (Silvestre-Roig C ve ark. 2019).

2.5.2.3.2. Notrofil Heterojenitesi

Notrofiller, enfeksiyonlara ve doku hasarina birincil cevap verenlerdir. Notrofillerin,
fagositoz, degraniilasyon ve notrofil hiicre disi tuzak (NET) tretimi dahil olmak tizere
giiclii antimikrobiyal fonksiyonlar sergileyen homojen bir hiicre popiilasyonundan

olustugu dusintlmustir. Ancak artan kanitlar, bu hiicrelerin farkli alt poptilasyonlarinin
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immiinoregiilator oldugunu ve kanser ve diger enflamatuar hastaliklarla iliskili

oldugunu gostermektedir (Silvestre-Roig C ve ark. 2019)

Insan nétrofilleri, T ve B hiicreleri gibi uyarlanabilir bagisiklik hiicreleri veya ilgili alt
popiilasyonlar ile dendritik hticreler, monositler, makrofajlar ve dogal éldurtct hiicreler
de dahil olmak tzere dogal immiin hiicrelerle in vitro ve in vivo ¢apraz karigsma
saglayabilir. Bu iki yonli etkilesimleri kurarak, bir yandan nétrofiller, hayatta kalma ve
efektor fonksiyonlarint modiile eden sinyalleri alabilirken, diger yandan, diger sinyaller,
dogal veya adaptif immiin efektor tepkilerini baglatabilir, c¢ogaltabilir ve/veya
baskilayabilir. Molekiiler seviyede, hiicreler arasi sinyaller ¢cogunlukla 'alict' hiicrelerin
reseptorlerine etki eden efektor hiicreler tarafindan uretilen proteinler yoluyla iletilir

(Cassatella ve ark, 2019).

Notrofiller yasam dongtleri boyunca 6nemli fenotipik heterojeniteye sahiptirler.( Sekil
2.12.) Olgun Nétrofiller karakteristik bir ¢ok lobiiler ¢ekirdek ve yliksek yiizeyde CD16
(FeyRIID), CD62L (L-selektin) ve CD10 (ndtr endopeptidaz), notrofil soy markerleri
CD15 ve CD66b ile birlikte eksprese eder . Bant hiicrelere gére daha az olgun olan
notrofiller, yiiksek CD33 (Siglec-3) ve daha digik CXCR2 gosterir; bu, kemik iligi
nisinden mobilizasyonu saglayan reseptordiir. Olgunlagsmamis noétrofiller olgun
notrofillerden daha fazla CXCR4 eksprese eder ve muhtemelen kemik iliginde
tutulmalarin1 tegvik eder. Yaglanma, CDI11b ve CDIllc integrinlerinin yiksek
ekspresyonunu, diigik CD62L'y1 ve fagositozun bir inhibitori olan disik CD47'yi de
iceren diger degisikliklerle birlikte goralir. Olgunlasma ile ilgili bu varyasyon efektor
fonksiyonundaki degisikliklere karsilik gelir. Yaglt nétrofiller, immiin savunma igin
iltihaplanma bolgelerine gocte ozellikle etkili olabilir, ancak olgunlagmamig nétrofiller
belirli patojenlere karsi tGstiin bakteri oldurtici islev gosterirler (Grieshaber-Bouyer R.

ve Peter A. Nigrovic 2019).

Olgunlagma degisikliklerinin 6tesinde, notrofiller fenotipi aktivasyonla degistirir. Hiicre
igi grantllerin mobilizasyonu, yalnizca ¢oziinir mediatorleri degil ayni zamanda
notrofil ylzeyine onceden olusturulmus membran proteinlerini de getirir. Bunlar
arasinda CD66b, inte2 integrin CD11b / CD18'in (Mac-1) a ve B zincirleri ve bazi
bireylerde iligkili proteaz proteinaz 3 (PR3). Aktif nétrofillerde hizla CD62L dahil diger
yiizey belirtegleri kaybolur. Aktif nétrofiller, dinlenme nétrofillere kiyasla fonksiyonda

cok sayida degisiklik gosterir. Ig-dis sinyal ve kiimelenme integrin baglanmasini arttirir
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ve aktive edilmis noétrofiller boylece lipit mediatorlerinin, sitokinlerin, kemokinlerin ve

reaktif oksijen tirlerinin tretilmesinin yani sira gelismis hareketlilik sergiler (Linden M,

Meyaard L, 2016).
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Sekil 2.12. Notrofil Heterojenitesi (Grieshaber-Bouyer R. ve Nigrovic PA, 2019)

2.5.2.3.3. Notrofiller Patojen Etkilesimleri

Dogal bagisiklik sistemi istilact mikroorganizmalara karst ilk ana savunma hattidir.

Polimorfoniikleer 16kositler (PMN'ler veya

ndtrofiller) insanlarda en bol bulunan

lokositlerdir ve istilact patojenlere kargt dogustan gelen bagisiklik tepkisi i¢in gereklidir.

Gelismesi i¢in zaman gerektiren ve spesifik mikroplarla 6nceki etkilesime bagli olan
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kazanilmis bagisiklik tepkisi ile karsilastirildiginda, nétrofillerin mikroorganizmalari
oldurme kabiliyeti amindadir, spesifik degildir ve onceki mikroorganizmalara maruz

kalmamasina bagli degildir (Viktoria Rungelrath ve ark. 2019).

Notrofillerin istilact mikroplar hizla 6ldirme kabiliyeti konukgu sagligini korumak i¢in
vazgegilmezdir. Notrofil mikrobisidal islemlerde meydana gelen kusurlar veya PMN
bollugundaki genel bir azalma insan sagligina zararlidir ve siklikla ciddi ve tekrarlayan

enfeksiyonlarla sonuglanir (Viktoria Rungelrath ve ark. 2019).

Kemik iliginde farklilagma sirasinda, noétrofiller patojen tanima, kemokin reseptorleri,
yapisma-iligkili molekiiller, FcR'ler ve sitokin reseptorleri gibi ¢esitli reseptorleri
eksprese ederler. Olgun noétrofiller kan damarlarinda dolasir ve istilact patojenleri
taniyarak ve nétralize ederek immun gozetlemede rol oynarlar. Organizmay1 mikrobiyal
enfeksiyon belirtileri i¢in strekli kontrol ederler ve bulunduklari zaman, bu hiicreler
istilact patojenleri tuzaga dustirmek ve oldirmek i¢in hizli bir gekilde tepki
verirler. Notrofiller i¢in ti¢ ana antimikrobiyal fonksiyon tanminir: fagositoz, proteaz
bakimindan zenginlestirilmis grantllerin salinmast (degraniilasyon) ve reaktif oksijen
tirlerinin olugmasi ve notrofil-hiicre dist tuzaklarin olusumudur (Rosales C, 2018)

(Hyun Y ve Hong C, 2017).

2.5.2.3.3.1. Degraniilasyon

Notrofile ait diger bir savunma strateji olan degranulasyonda ise enfeksiyon g¢evresine
patojenlere etkili molekiiller salinarak onunla miicadele yapilir. Bu molekuller segici

olmadigt i¢in konak dokusu iizerinde de patojen etkiye sahiptir.( Sekil 2.13.)

Patojen

Notrofil

Proteaz
bakimindan
zengin grantller

Sekil 2.13. Degraniilosyon. Notrofiller patojenle karsilastiklarinda proteaz bakimindan
zenginlestirilmig granillerini hiicre digina salarak mikroplart yok ederler.
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2.5.2.3.3.2. Fagositoz

Antikorlar mikroplar kaplar ve onlarin fagositler tarafindan yutulmalarini kolaylastirir.
Fagositozdan once partikiillerin kaplanmasi iglemine opsonizasyon, mikroplart kaplayan
ve onlarin fagositozunu artiran molekiillere ise opsonin denir. Notrofiller hizli ve gugli
fagositlerdir. Fcy reseptorleri, C tipi lektinler veya kompleman reseptorleri gibi opsonik
reseptorlerin ligasyonu {izerine, ndtrofil membran, bir partikiil veya bir mikrop,
membran lipidlerinin karmagik bir etkilesimi, hiicre i¢i sinyal kaskadlar1 ve sitoskeletal
yeniden diizenlemelerin aracilik ettigi bir prosesi i¢ine alir. Daha sonra, birincil ve
ikincil graniiller, fagozom ile kaynagir ve antimikrobiyal igerigini desarj eder. Fagositoz
dakikalar i¢inde ortaya ¢ikar ve kompleman sistemi, IgG antikorlart ve hiicre 6n
aktivasyonu ile giiclendirilir. Fagositozla fagozom igindeki patojen oksidatif ve
oksidatif olmayan Oldiirme mekanizmasi ile yok edilir. Oksidatif olmayan oldirme
mekanizmasinda farkli grantl pargalarinin membranlan fagozomal membran ile birlegir
ve granil bilesenlerini fagozoma birakir. Oksidatif 6ldiirme mekanizmasi (respiratorik
yanma) ise reaktif oksijen iirlinlerinin (ROS) turetimi yoluyla olmaktadir (Yildiz K,
2016). NADPH-oksidaz, membran bagli ve sitozolik bilesenlerden olusan ¢ok bilegenli

bir enzim sistemidir (Bjornsdottir H ve ark, 2016). Sekil 2.14.’te fagositoz mekanizmast

gosterilmistir.
- i Patojenin fagositin Fc Fc reseptori fagosit | e
IgG ile patojenin oy ;i 4 LR g L Patojenin
opsonizasyonu rc:)sep‘ lorie-mme eﬂmﬁe;urep smyali Patojenin fagositozu ; Sdiirilmesi

Nétrofil

Smyaller

Sekil 2.14. Antikor aracili opsonizasyon ve patojenlerin fagositozu. Belli IgG alt
grubundaki antikorlar mikroplara baglanir ve sonra fagositlerdeki Fc reseptorleri
tarafindan taminir. Fc reseptoriinden alinan sinyaller opsonize edilmis mikroplarin
fagositozuna katkida bulunur ve fagositleri bu mikroplar ortadan kaldirmak i¢in etkin
kilar.
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2.5.2.3.3.3.Notrofil Ekstraseliiler Tuzaklar (NET)

Notrofiller istilact mikroorganizmalart yakalamak i¢in hiicre digt ortama nikleer
bilesenleri (DNA ve histonlar) ve sitoplazmik graniiler proteinleri (elastaz,
myeloperoksidaz, katepsin G ve metaloproteazlar) salgilayabilirler. Bu patojen 6ldirme
mekanizmasina “NET (Neutrophi Extracellular Traps) — Notrofil Hiicre Dig1 Tuzaklar”
denir. Peptidylarginin deiminaz (PAD) 4, NET olusumunda, niikleer DNA'y1
nikkleozomlara ayirmak ve boylece DNA ipliklerini serbest birakmak ig¢in, kromatin
histonlart tizerindeki arginin kalintilarini (pozitif yitkten yoksun birakarak) serbest
birakarak sitrilline donustirerek kilit bir rol oynar. Bu sirada, elastaz ve MPO
granillerden c¢ekirdege tasinir ve histonlant pargalayarak kromatin yogunlagmasini
kolaylagtirir. Daha sonra, graniil bilesenleriyle kaynagsmis yogunlastirilmig kromatin,
hiicre dist bogluga salinir (Sekil 2.15) (Ma Y. ve ark 2019), (Kader Y. 2016). Bu
yapilarin organizmadaki gorevinin patojeni enfeksiyon bolgesinde fiziksel olarak
cevrelemek ve yayilmasini engellemek, ayrica yapisinda bulunan histonlar, granuler
enzimler (myeloperoksidaz ve elastaz) ve bazi sitoplazmik proteinler (laktoferrin ve
katepsinler) ile patojen iizerine antibakteriyel etki ve virillensini azaltmak oldugu

belirlenmistir. (Siiral N ve Yildiz K, 2017).

= Patojen

Myeloperoksidaz

Notrofil W

Sekil 2.15. Notrofil Ekstraseliiler Tuzaklari.
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2.6. Graniilositlerin Immiinofenotiplendirilmesi
Grantilositler iizerindeki c¢esitli reseptorlerin hiicre yiizeyi ekspresyonu hizli sonug

almak i¢in akim sitometri yontemi ile ger¢eklestirilmistir.

2.6. 1. Akim sitometri

Akim sitometrisi, immunofenotipleme olarak adlandirilan bir yontem olan 16kosit
popiilasyonlarinin ve alt popiilasyonlarin tanimlanmast dahil hematopoietik hiicrelerin
degerlendirilmesinde standart bir laboratuvar araci haline gelmistir. Bu teknolojinin
klinik uygulamasi, tam laboratuvarlarinda rutin kullanima uygun cihazlarin ve veri
analiz sistemlerinin gelistirilmesiyle kolaylastirilmistir. Ek olarak, bir dizi farkli
floresan gostergeye (flourokromlar) dogrudan konjuge edilmis lenfosit (ve diger
hematopoetik hiicre) yiizey antijenlerine 6zgii genisletilmis monoklonal antikorlar
(mAb'ler), cok renkli (polikromatik) ¢alismalari kolaylagtiran kapsamli bir reaktif paneli

saglar.

Akim sitometri ile periferik kan, kemik dahil olmak {izere siispansiyon haldeki beyin

omurilik sivist ve diger viicut sivilart veya dokularin hiicrelerini incelemek miimkindir.

2.6.2.Akim sitometri cihazinin temel bilesenleri

I.  Lazer kaynagi
II.  Optik dedektorler ve filtreler
OI.  Sivi akig sistemi

IV. Bilgisayar ve analiz sistemi



29

Filtreler ~ * Floresan Smyaller

‘_'(.u...nn.un-nhparcp
: PE
‘ llllllllllll.lerr'C

&)

.-\.\Ill{.—\
|
-~ \_,.-" S

)

Lazer Kaynag Alkcan Hiicre =%

\

Fo Y

.

)(L)E)

A Ir' ':.I

o~
]

i
i

Siwrak Hitcre Alas

Sekil 2.16. Akim Sitometride Hiicrelerin Tek Tek Gegisi Ve Sinyal Turlerinin

Gosterimi

Temelde akim sitometri hiicrelerin akigkan bir sistem tarafindan, bir veya daha fazla
lazer kaynaginin ontinden gegerken optik sistemde biraktiklart 151k sinyallerinin, analiz
icin elektronik sinyallere dontstirilmesi prensibine dayanir. Sinyallerin kaynagi
hiicrelerin  buyukligi (FSC), granularitest  (SSC) gibi fiziksel ozellikleri veya
florokromlarin  olusturdugu sinyaller de olabilir (Sekil 2.17). Standart klinik
cihazlardaki aydinlatma, her biri belirli bir monokromatik 151k kaynagi saglayan iki
veya daha fazla lazer tarafindan tretilir. Modern lazerler kii¢iliktiir ve ultraviyole (350
nm), menekse (405 nm), mavi (488 nm), yesil (532 nm), sar1 (560 nm), turuncu (610
nm), kirmizt (560 nm), dahil olmak tizere farkli uyarma gereksinimlerine sahip olan
birden fazla florokromun eszamanli kullanimina izin verir. Bu sekilde hiicreye baglanan
florokromun o6zelligine gore hiicrenin immunfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri,

canliligr gibi 6zellikleri hakkinda bilgi sahibi olunur.
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Sekil 2.17. Akim Sitometride SS/FS Gorintiisi

Klinik immunofenotiplemede yaygin olarak kullanilan florokromlar arasinda organik
boyalar floresan izotiyosiyanat (FITC), fikoeritrin (PE), peridin klorofil proteini
(PerCP) ve allofosiyanin (APC) bulunur. PE ve APC'nin siyanilere (CyS5, Cy5.5 ve Cy7)
ve Alexa Fluor boyalarina konjugasyonlari, bir florokromdan ikinci florokroma yayilan
151tk kaynagi olarak enerji aktarimina dayanan ek emisyon spektrumlar ile tandem

boyalar iiretir.

2.6.1.2. Akim Sitometrinin Kullanim Alanlari.

Akim sitometri (ASM) birgok alanda kullanilabilir. Ornegin ;

e Immiinotipleme ¢aligmalari; hiicre alt gruplarim, soy, hiicre farklilasma
asamasini, hiicre aktivasyon durumunu ve klonaliteyi tanimlama
e Aktivasyon odakli ¢aligmalar: Kalsiyum akisi, hiicre i¢i protein fosforilasyonu,

oksidatif patlama: Nétrofil ¢aligsmalart.
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e Hiucre i¢i sitokin ¢aligmalari: Bir bagisiklik tepkisinin T yardimcisi-1 (Thl) /
Th2 / Th17 durumunu belirleme, in vitro antijene 6zgli bir cevaplarin
degerlendirilmesi, hiicre ylizey ¢aligmalarinin degerlendirilmesi

e Hicre Dongiisii Analizi: S fazinin ve andploidinin tarama yiizdesi igin
kullanighidir. Hiicre yiizey ¢aligmalart ile birlestirilebilir. Apoptozis markerleri

ile kombine edilebilir.

2.6.1.3. ASM ile immunfenotipleme yapmanin Avantajlari ve Dezavantajlar:

Avantajlart:

o Kisa zamanda ¢ok fazla sayida hiicrenin 6zellikleri belirlenebilir

e Hiucreler Buyikluk (FSC) ve Grantler (SSC) yapilari, florokrom ile boyanma
ozellikleri gibi gesitli 6zelliklerine gore siniflandirilabilir

o Hiicreler canliliklar tespit edilebilir

e Hiicrenin fenotipi ve gelisiminin hangi evresinde oldugu tespit edilebilir

e Es zamanli bulunan birden ¢ok hematolojik malinitenin, bifenotipik hiicrelerin

belirlenmesi mimkiindiir.
Dezavantajlari:

* Saglikli analiz yapilabilmesi i¢in yeterli sayida hiicrenin olmast gerekir. Beyin
omur ilik stvist (BOS), Plevral mayi gibi bazi viicut sivilart ve hiposeltler kemik iligi
gibi bazi numunelerde yeterli sayida hiicre bulunmayabilir. Bu durum analizler igin

giivenilir veri elde edilmesinin 6niine geger.
* Hiicrelerin ¢evreleriyle olan iligkileri gdzlenemez.

» Florokrom boyalar igiktan etkilenir. Gerekli hassasiyette calisiimazsa bu

durum analiz sonuglarini etkileyebilir.

Ortam sicakligi yilksek olmasi lazer sistemini etkiler. Bu durum analiz
sonuglarinin bozulmasina sebep olur. Aynt zamanda soguk ortamda siirekli ¢aligilmast,

calisan kisinin sagligini etkileyebilir.

Dezavantajlart nedeni ile ASM sonuglarinin daima 11tk mikroskobu verileri ile birlikte
degerlendirilmesi gerekir. Klinik veriler, molekiiler/sitogenetik caligsmalar da verilerin
degerlendirilmesinde yardimci olan unsurlardir. ASM, morfolojik olarak siiphelenilen

cesitli hastaliklart dogrulamakta, hastalik alt tiplerinin belirlenmesinde, ayirict tanida
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secenekleri azaltmada, kullanilabilir. Bazt durumlarda morfoloji bilinmese de tanisal

degerlendirmelerin yapilabilecegi savunulmaktadir.
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Sekil 2.18. Akim Sitometri Ile CD45 Kapisinda Hiicresel Dagilimin Gosterilmesi
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Erciyes Universitesi Aferez Unitesi Akim Sitometri Laboratuvarinda Beckman Coulter

Navios ile yapilan ¢alismada CD45 Kapisinda Hiicresel Dagilimin Gosterilmesi. (Sekil

2.18)

Yesil (R) : Eritrosit, Trombosit vs, Lacivert (Q): Lenfosit, Mavi (P): Monosit, Pembe
(N): Nétrofil, Turuncu (O): Eozinofil
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma Erciyes Tip Fakiltesi Hastanesi Hematoloji Bilim Dalin’a bagvuran 11
graniilosit vericisinden G-CSF (neupogen) almadan 6nce ve aymt goniillinin G-CSF
(neupogen) aldiktan 16 saat sonra toplanan Urin numunelerinden alinan 3 cc Ornek
kullanilarak gergeklestirildi. Once ve sonra alinan granulosit numunelerinde CD10,
CD13, CD15, CD16 ve CD116 yiizey belirteglerinin ekspresyonlarindaki degisimin
arastirildi. Bu ¢alisma TYL-2018-8283 No’lu proje olarak Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklendi ve Erciyes Universitesi Etik

Kurulundan Etik Kuruldan Onay1 No: 2018/153, Karar Tarihi: 21.03.2018, onay alind1.

3.1. Kullanmilan Alet, Cihaz ve Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan, aferez tnitesi akim sitometri labaratuvarina ait alet ve cihazlara

ait bilgiler Tablo 3.1°de, sarf malzemelere ait bilgiler ise Tablo 3.2’de listelenmistir.



Tablo 3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Ekipman Tiirii, Marka
(Arag, Techizat)

Santrifiij (marka )

Santrifiij

Vorteks Cihazi (Dragon Labs
MX-S ve HEIDOLPH)

Omneklerin karistiriimast

Kalibre edilmis standart
pipetler (10-100pl, 100-
1000ul) (Gilson,ABD)

Omeklerin ve antikorlarin

eklenmesi

Akim sitometri cihazi

(Backman Coulter/ Navios)

Hiicrelerin karakterizasyonu

Kaluza analiz

Verilerin iglenmesi

Tablo 3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler
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Malzeme

Kullanim amaci

Kalibre edilmis standart pipet uglar
(ISOLAB)(10-100 pl, 100-1000 pl)

Tim asamalar

Plastik akim sitometri test tipleri 12x75

mm

Tim asamalar

Isoflow (BC, 41116015)

Hiicre yikama islemlerinde

Optilyse C Lysing Solution (Beckman
Coulter, USA)

Eritrositlerin uzaklastirilmasi

CD10 FITC Antikoru (BC) Hiicrelerin karakterizasyonu
CD13 APC Antikoru (BC) Hiicrelerin karakterizasyonu
CD16 ECD Antikoru (BC) Hiicrelerin karakterizasyonu
CD45 KO Antikoru (BC) Hiicrelerin karakterizasyonu
CD116 PE Antikoru (BC) Hiicrelerin karakterizasyonu

CD15 FITC/CD33 PE /CD45ECD mix
Antikoru (BC)

Hiicrelerin karakterizasyonu
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3.1.2. Cahismada kullanilan antikorlar

Caligmada Beckman Coulter firmasina ait IVD belgeli antikorlar1 kullanilda.

e (CD10: 100 kD notr endopeptidaz ve metaloproteaz ailesinin bir tiyesidir. CD10,
B hiicresi onciileri, T hiicresi 6nciileri ve notrofiller tizerinde eksprese edilir.

e (CD13: Aminopeptidaz N, APN ve gp150 olarak da bilinen 150-170 kD tip II bir
transmembran  glikoproteinidir. Trombositlerde veya eritrositlerde ifade
edilmez. Grantilositler, monositler, miyeloid progenitorleri, endotel ve epitel
hiicreleri, graniiler lenfosit altkiimeleri tizerinde eksprese edilir.

e C(CDI15: CDI15, ayrica Lewis X, 3-FAL, X-hapten ve SSEA-1 olarak da bilinen 3-
fukosil-N-asetillaktozamindir (3-FAL). CD15, graniilositler ve monositler
tizerinde eksprese edilir.

e CDI16: Disiik afiniteli IgG reseptorii III (FcyRIII) olarak bilinir. Iki farkli form
olarak ifade edilir (CD16a ve CD16b). CD16a (FcyRIIIA), 50-65 kD polipeptit
baglantili bir transmembran proteinidir. Insanlarda NK hiicrelerinin, aktive
monositlerin, eksprese edilir. CD16, NK hiicre aktivasyonu, fagositoz ve
antikora bagli hiicre aracili sitotoksisitede (ADCC) islev goren toplu IgG veya
IgG-antijen kompleksini baglar. Notrofiller, NK hiicreleri, aktive monositler,
makrofajlar lizerinde eksprese edilir.

o (CD45: Aynm1 zamanda lokosit ortak antijen (LCA) olarak da bilinen 180 - 240
kD'lik tek zincirli bir tip I membran glikoproteinidir. Eritrositler veya
trombositler harig, tiim hematopoetik hiicrelerin plazma zari lizerinde eksprese
edilen bir tirozin fosfatazdir. CD45, hiicre biiyiimesi, farklilagma, hiicre dongiisii
ve onkojenik transformasyon dahil olmak iizere g¢esitli hiicresel iglemleri
diizenleyen bir sinyal molekiiltidiir.

e (CD116: GM-CSF reseptoriiniin 70-85 kDa zinciridir. Yiiksek afiniteli GM-CSF
reseptoriinii olusturmak i¢in CDwl131 zinciriyle birlesir. GM-CSF'yi nispeten
disiik bir afinite ile baglayan ¢6ziiniir bir CD116 formu tanimlanmigtir. CD116,
monositler, makrofajlar, notrofiller, eozinofiller, dendritik hiicreler ve bunlarin
onctilleri, fibroblastlar ve endotel hiicreleri dahil olmak {izere ¢esitli miyeloid

hiicrelerde eksprese edilir.
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YONTEM

Calismamiz, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Hematoloji Bilim Dali
akim  sitometri laboratuvarinda yiiriitildii. Erciyes Universitesi Hematoloji
Poliklinigi’ne bagvuran ve 45 mii neupogen alan 18-55 yas araliginda 11 erkek
graniilosit vericisinden toplanan triinde ve 11 saglikli kontrol periferik kan 6rneginde
miyeloid hiicre yiizey belirteci olan CD10, CD13, CD15, CD16 ve CD116 ekspresyonu

akim sitometri yontemi ile olguldi.

3.2. Ornek Toplama Ve Hazirlama
Calismada Erciyes Tip Fakiltesi Hastanesine bagvuran goniillii graniilosit

vericiilerinden G-CSF (neupogen) almadan 6nce alinan 3 cc periferik kandan ve ayni
goniilliiniin G-CSF (neupogen) aldiktan 16 saat sonra toplanan triin numunelerinden
alinan 3 cc urtn kullanildi.

Ornek gereksinimleri

1. Biyolojik 6rnekler: Yeni alinmig periferik kan ve toplanan trtinden alinan 6rnegi
icerdi.

2. Numuneler aseptik olarak antikoagiilan igeren steril bog bir kan toplama tipiinde
(ACD formiil A, K3EDTA) topland:.

3. Antikoagiilanli o6rnekler boyama islemine dek (24 saat igerisinde), oda
sicakliginda (18-25 °C) saklandi.

4. Numuneler canliliklarini yitirmeleri i¢in temin edilir edilmez boyama islemleri

gergeklestirildi.

3.3. Orneklerin akim sitometrik analiz uygulamalari

3.3.1.0rneklerdeki hiicrelerin akim sitometri ile tanimlanmasi

Orneklerde Myeloid seri hiicrelerdeki yiizey belirteclerinin G-CSF Oncesi ve G-CSF
Sonrast ekspresyon dizeylerindeki degisim izlendi. Calismada CD10 FITC , CD13
APC, CD15 PE, CD16 ECD , CD116 PE belirtegleri kullanildi.
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3.3.2. Akim Sitometrinin Okuma ve Analiz I¢in Hazirlanmasi

» Cihaz butondan agilir.

» Cytometer on agilir.

» Navios software agilir.

» Cihaza yikama tipleri verilir.

» Lazer ayarlarini kontrol etmek amaciyla, cihaz ayar boncuklari cithazdan gegirilir.
» Hazirlanilan test tiiplerindeki kontrol veya iiriin numuneleri cihazdan gegirilir.

» Analiz; elde edilen hiicresel verilerin ilgili program kullanilarak islenmesi analiz

edilmesi sonuglandirilmasidir.

3.3.3. Akim Sitometride Ornek Hazirlam islem Basamaklar

Islem basamaklar1 donorden alinan kontrol kam érnegi ve aym donorden elde edilen

graniilosit Giriinleri 6rnegi i¢in ayni sekilde c¢aligiimistir.
o 12x75 mm’lik flow tiplerinin her birine 100 pL 6rnek tizerine

» 1. Tup: S’er uL CD10 FITCH, CD45 KO, CD116 PE, ve 3’er uL. CD13 APC,
CD16 ECD antikorlar eklendi.

» 2. Tiap: 10 uL 15 FITCH /33 PE /45 ECD mix antikoru eklendi.

» Elde edilen karistm vortekslendi ve oda sicakliginda, karanlikta 15 dakika

inktibasyona birakild1.

+ Stre sonunda her bir tiipe lizis solisyonundan 0,5 mL eklendi vorteks iglemi

yapildi ve oda sicakliginda, karanlikta 10 dakika inktibasyon iglemi yapildi.

*Sture sonunda tim oOrneklere 2 mL hiicre yikama soliisyonu eklenerek oda

sicakliginda 1500 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.
+Ust faz uzaklastirildi. Aym islem iki defa tekrarlandi.

» Daha sonra hiicreler bekletilmeden dogrudan akim sitometrede analiz yapildi.
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*Analiz, Beckman Coulter Navios model akim sitometre cihazi ve Kaluza yazilimi

programi kullanilarak yapildi.

« Ornekler analiz edilirken uygun dedektoér ayarlan yapildt ve FL1 de

kompenzasyon sifir olarak se¢ildi ve okuma elli bin hiicre sayimi ile yapildi.

» Akim sitometrik analiz sonrasinda hem kontrol hem de triin 6rneklerinde tiim
l16kositler i¢cinde Notrofiller secilerek X- CV ve X- Geometrik Ortalama (GM)

degerleri alindu.

3.3.4.Akim Sitometride Elde Edilen Sonuclarin Analizi

Hem kontrol hem de uriinlerin sonuglarinin analizi i¢in Beckman Coulter firmasinin
Kaluza 2.1 analiz programi kullanilmigtir. Hiicreler florokrom boyanma 6zelliklerine ve
SS sinyal ozelliklerine gore gruplandirildi. SS/CD45 genel 16kosit gorintiisiinde
notrofiller kapilanarak debri ve diger lokositler dislandi. Segilen nétrofil kapist
SS/CD10, SS/CD13, SS/CD15, SS/CD16, SS/CDI116 goruntilerinde tanimlandi.
Herbirinde X-CV ve X-Geometrik Ortalama degerleri belirlendi. G-CSF 6ncesi kontrol

kant ile G-CSF sonrasi grantlosit tirtinlerinin degerleri karsilagtirildi.

3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Akim sitometri Ol¢iimlerinden elde edilen verilerde tiim analizler i¢in SPSS 17.0 for
Windows programinda yapildi. Olgiim verileri ortalama ve standart sapma degerleri ile
tanimlandi. Verilerin normallik testi i¢in Kolmogorov Smirnov Testi yapildi. Tim
parametreler standart normal dagilima uymadigt i¢in, gruplar arasi farklarda Mann
Whitney U Testi, korelasyon analizinde ise Spearman’s rho korelasyon analizi

kullanildi. Tim analizler %95 giiven araliginda gergeklestirildi.
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4.BULGULAR

Bu caligmada goniilli graniilosit vericilerinde G-CSF uygulamasi ile vericinin beyaz
kan hiicrelerinde meydana gelen ylizey belirteclerinin ekspresyonlarindaki degisimin
izlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla grantlosit vericisinde, G-CSF uygulamast 6ncesi
alinan kontrol kan 6rnegi ile yine ayni vericinin G-CSF uygulamasi sonrasi toplanan
granilosit Grinlerinden alinan 6rneklerde yontem kisminda belirtilen protokole uygun
olarak akim sitometri yontemi ile yiizey belirteglerinin ekspresyonlart 6l¢iilmiistir. Bu
islem i¢in SS/45 goruntiisinde 16kositler kapilanarak elli bin hiicrenin akim sitometri

cihazindan geg¢mesi ile gergeklestirildi (Sekil4.1.).

SS/CDA45 Genel |6kosit
goruntustnde
notrofillerin kapilanmasi,
debri ve diger
|6kositlerin dislanmasi

SS/CD45 Genel Iokosit
goruntusunun
belirlenmesi

Kapilanan notrofillerin
diger SS/Florokrom
boyama goruntulerinde
tanimlanmasi

SS/Florokrom boyama
gorlntilerinde X-CV ve
X- Geometrik Mean
degerlerinin belirlenmesi

Sekil 4.1. Kontrol e Uriin Orneklerinde Akim Sitometri Is Akis Semasi
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4.1.Cahisma Grubunun Ozellikleri

Erciyes Universitesi Hematoloji Hastanesi Aferez Unitesi'ne bagvuran 20-46 yas
araligindaki saglikli graniilosit vericileri ¢aligmaya dahil edildi. Graniilosit vericilerin
yas, cinsiyet kilo ve uygulanan G-CSF dozu Tablo 4.1°de gosterildi. Ayrica G-CSF
oncesi ve G-CSF sonrasi vericinin beyaz kiire, ndtrofil ve lenfosit degerleri ve G-CSF
sonrast toplanan Urinde beyaz kiire, nétrofil ve lenfosit degerleri Tablo 4.2 de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Calisma Grubunun Ozellikleri

Graniilosit Cinsiyet Yas Kilo (kg) Uygulanan G-
vericisi CSF Dozu (mii)
1.Verici Erkek 27 93 48

2.Verici Erkek 28 96 48

3.Verici Erkek 20 64 30

4.Verici Erkek 42 65 30

5.Verici Erkek 29 66 30

6. Verici Erkek 46 58 30

7.Verici Erkek 21 60 30

8. Verici Erkek 32 82 48

9.Verici Erkek 45 88 48

10.Verici Erkek 22 81 48

11.Verici Erkek 27 88 48
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Tablo 4.2. 11 vericide tam kan sayim1 (CBC) verileri. WBC: Beyaz Kan Hiicreleri,

Neut: Notrofil, G-CSF Granulosit koloni uyarici faktor

Verici

1.Verici
2.Verici
3.Verici
4.Verici
5.Verici
6.Verici
7.Verici
8.Verici
9.Verici
10.Verici
11.Verici

G-CSF 6nc.f=,si Vve.ricinin G-CSF sonrasi \:e.ricinin g)-pcl::a;()g:?i:
kan 6rnegi kan ornegi oo
ornegi
WBC |NEUT |LYMPH|WBC |NEUT |LYMPH|WBC |NEUT
(103/uL) | (103/uL) | (103/uL) | (103/uL) [ (103/uL) | (103/uL) | (103/uL) | (103/uL)
6,25 3,36 2,23 31,91 29,41 0,93 146 116
8,77 5,02 2,8 44,12 |41,17 1,09 274 238
4,79 2,7 1,48 49,74 146,02 1,34 145,08 123,11
6,01 4,82 0,62 40,59 36,76 1,5 116,17 8491
6,25 2,84 2,68 26,67 24,62 1,06 39,88 22,51
9,81 6,37 2,58 32,8 30,75 1,03 139,02 |116,84
5,77 3,23 2,08 36,84 34,77 0,7 65,07 49,38
7,65 4,48 2,65 37 34,24 1,7 43,95 34,24
6,91 3,73 2,41 41,25 38,11 1,32 121,95 91,47
7,23 16,1 2,63 35,79 |31,86 1,13 255,42 208,53
7,92 4,23 2,88 4196 |[38,14 1,34 84,79 |57,27
Calisma grubundaki vericilerin, G-CSF oOncesi ve G-CSF sonrast kendi kan

orneklerindeki

beyaz

kan

hiicresi

Ve

notrofil

degerleri  vericiler

arasinda

kargilagtirilmigtir. Tablo 4.3 bu degerlerden beyaz kan hiicrelerinin karsilagtirilmasini

gosterirken Tablo 4.4 nétrofil degerlerinin kargilagtirilmasint gostermektedir.




Tablo 4.3. G-CSF 06ncesi ve G-CSF sonrasi vericinin kan ¢rneklerinde WBC

degerlerinin karsilagtirilmast
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4.2.Cahsma Grubununda Akim Sitometri Ile Hiicre Yiizey Belirtecleri Analizi icin
Yapilan Islemler
Calismada, Erciyes Universitesi Hematoloji Poliklinigi’ne basvuran ve 30 - 48 mii

neupogen alan 20-46 yas araliginda, saglikli ve kan bagislama kriterlerine uyan 11
erkek grantlosit vericisinden, neupogen Oncesi periferik kan 6rneginde ve ayni 11
granilosit vericisinde, neupogen alimindan 12 saat sonra toplanan graniilosit iiriin

ornegi kullanildi. Bu 6rneklerdeki hiicreler analiz ig¢in akim sitometride ¢alisildi.

Bu calismada yontem kisminda belirtilen protokole gore beyaz kan hiicrelerinde hiicre
yiizey belirtecleri olan CD10, CD13, CD15, CD16 ve CD116 ekspresyonlart dl¢ildi.
Sayim igleminde SS/45 kapisinda tanimli beyaz kiirelerden kapilama yapilarak akim
sitometride elli bin hiicre gegirildi. SS/45 kapisinda tanimli hiicrelerden nétrofiller
kapilanarak analiz gruplan olusturuldu. Bu islem G-CSF oOncesi kan 6rnegi ve G-CSF

sonrast toplanan Uriin 6rneginde gergeklestirildi.

G-CSF o6ncest kan 6rnegi (Sekil 4.2) ve G-CSF sonrasi toplanan tiriin 6rnegindeki (Sekil

4.3) hicrelerin analiz gruplar1 agagidaki gibidir:

o SS/CD45 genel 16kosit hiicreleri ve SS/CD45 nétrofil kapilt hiicreler
o SS/CD10 FITC’de notrofil kapist tanimli hiicreler

o SS/CD13 APC’de notrofil kapist tanimlr hiicreler

o SS/CD15 PE nétrofil kapist tanimli hiicreler

o SS/CD16 ECD nétrofil kapist tanimlt hiicreler

o SS/116 PE nétrofil kapist tanimlt hiicreler
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Sekil 4.2. Kontrol grubunda 6rneklerin nétrofil kapisinda tanimlanmasi. A-)SS/CD45
KO tanimlt 16kositler B-) SS/CD45 ECD tanimli 16kositler
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Sekil 4.3. Uriin Grubunda Orneklerin Nétrofil Kapisinda Tanimlanmasi. A-)SS/CD45
KO tanimli 16kositler B-) SS/CD45 ECD tanimli 16kositler

4.3.Calisma Gruplariin Akim Sitometri ile Analizleri

Caligmaya dahil edilen graniilosit vericilerinin G-CSF oncesi (kontrol) kani ve bu
vericilerden G-CSF sonrasi toplanan urtinlerde notrofil kapisinda tanimli hiicrelerin,
CD10, CD13, CD15, CD16 ve CD116 yiizey belirteglerinin ekspresyon diizeyleri
olgiildii. Bu belirteglerin CV (dagilim) ve geometrik ortalama degerleri kaluza analiz
sistemi ile belirlendi (sekil). Uyarim indekslerini belirlemek i¢in vericilerin G-CSF
sonrast toplanan iirlinde bulunan CV degeri ile G-CSF oncesi (kontrol) CV

degerlerinin orant hesaplandi. Ayni islem geometrik ortalama degerleri igin
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tekrarlandi. Bu oranin 1'in ilizerinde ¢ikmasi {irliniin SI'nin kontroliin SI'ne gore

arttigini gosterir.

Uriin Geometrik ortalama
Kontrol Geometrik ortalama

Stimulasyon indeksi (5I) =

SI<1 (ekpresyon azaligt)
SI> 1 (ekspresyon artist)

SI=1 (ekspresyon diizeyinde degisimi yok )

Uriin cov
Stimulasyon indeksi (51) = m
ontrol cv

SI<1 (ekpresyon azaligt)
SI> 1 (ekspresyon artigt)

SI= 1 (ekspresyon diizeyinde degisimi yok )
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Verici 1

Kan bagiglama kriterlerine uygun, 27 yasinda, 93 kg, 48 mii neupogen alan erkek
graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast

toplanan tiriinlerde nétrofil kapisinda tanimli hiicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16

ve CD116 yiizey belirteclerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.4’deki gibidir.

Sekil 4.4. 1. Verici Flow Goriintiisii. A-) G-CSF o6ncesi, B-) G-CSF sonrasi

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteglerinin

uriindeki degerlerinin kontroldeki degerlere gore degisimleri Tablo 4.5'de gosterilmigtir.

Tablo 4.5. 1. Vericide CV ve Geometrik Ortalamanin triindeki degerlerinin kontroldeki

degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

Cv GM
CD10 092 | 056 |
CD13 0,46 | 36 1
CD15 081} 0,008 |
CD16 2,56 1 0,249 |
CD116 0,8 | 096 |




Verici: 2
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Kan bagislama kriterlerine uygun, 28 yasinda, 96 kg, 48 mii neupogen alan erkek

graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast

toplanan tiriinlerde nétrofil kapisinda tanimli hiicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16

ve CD116 yiizey belirteclerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.5.”deki gibidir.

[ <oite PE

Sekil 4.5. 2. Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF oncesi, B-) G-CSF sonrasi

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteclerinin

uriindeki degerlerinin kontroldeki degerlere gore degisimleri 4.6.de gosterilmigtir.

Tablo 4.6. 2. Vericide CV ve Geometrik Ortalamanin triindeki degerlerinin kontroldeki

degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

Cv GM
CD10 1,25 1 054 |
CD13 0,43 1 32,94 1
CD15 2,07 1 0,037 |
CD16 2,29 1 0,083 |
CD116 095 | 06 |
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Verici 3

Kan bagislama kriterlerine uygun, 20 yasinda, 64 kg, 30 mii neupogen alan erkek
graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast
toplanan triinlerde nétrofil kapisinda tanimli hicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16
ve CD116 ylizey belirteglerinin ekspresyon diizeylerinin cv ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.6.”deki gibidir.
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Sekil 4.6. 3. Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF oncesi, B-) G-CSF sonrasi

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteglerinin
urindeki degerlerinin  kontroldeki degerlere gore degisimleri Tablo 4.7.°de

gosterilmistir.

Tablo 4.7. Vericide CV ve Geometrik Ortalamanin urindeki degerlerinin kontroldeki

degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

Cv GM
CD10 1,22 ] 024 |
CD13 -0,86 1 23,85 1
CD15 233 1 0,065 |
CD16 2,63 1 017 |
CD116 03 | 3,06 1
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Verici 4:

Kan bagislama kriterlerine uygun, 42 yasinda, 65 kg, 30 mii neupogen alan erkek
graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast
toplanan tiriinlerde nétrofil kapisinda tanimli hiicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16
ve CD116 yiizey belirteglerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.7°deki gibidir.

[BICD10 AITC [B] CD13 APC L] €15 FITC [E] CD16 ECD [B]CD116 PE

' 1 0 w w
o0 FITC D13 ARC €015 FITC €D16 ECD D116 PE

X-CV X-Gliesn Gate X-Ghean Gate  X-CV X-Ghiea Gate  X-CV X-Ghes
M5 06 AL 3333 107,% M 261 24938 ML 4424 337

[HI COI0 FITC [HICD13 APC [Q1CD15 FITC [H] CO14 ECD TH] CDVIEPE

.

£ x

w
CD1I6FE

Gate  X-CV X-Ghean

ML 3903 308

10 w
CO15FITC €016 ECD
Gate  X-CV X-Ghlean Gate  X-CV X-Ghean
AL 817 830 AL 7118 8215

w
D12 APC

Gate  X-CV X-Giea

AL 10783 2,82

W
10 FITC

Gate  X-CV X-Gilean

Al 435 08

Sekil 4.7. 4. Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF oncesi, B-) G-CSF sonrasi

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteglerinin

urindeki degerlerinin  kontroldeki degerlere gore degisimleri Tablo 4.8.°de

gosterilmistir.

Tablo 4.8. Vericide CV ve Geometrik Ortalamanin urindeki degerlerinin kontroldeki

degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

cV GM
CD10 0,65 | 038 |
CD13 -0,93 1 16,37 1
CD15 2,58 1 0,076 |
CD16 3,14 1 025 |
CD116 0,88 | 091 |
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Verici 5

Kan bagislama kriterlerine uygun, 29 yasinda, 66 kg, 30 mii neupogen alan erkek
graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast
toplanan triinlerde nétrofil kapisinda tanimli hicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16
ve CD116 yiizey belirteclerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.8.”deki gibidir.

[H1CD10 FITC [H] CD13 APC [K] CD15 FITC [HI D16 ECD [H1€D116 PE

[

Count
uni

Count

¥ 3 o o

CDI5 FITC CD16 ECD CD116 PE
X-Cv X-GMean Gate X-CV X-GMean Gate
34,57 140.094,78 Al 26,84 265.687,91 AL 4

[P1CD15 FITC [M] D16 ECD

CD13 APC
Gate  X-CV X-GMean Gate
Al 76,88 120,10 Al

[M] CD13 APC

i
CD10 FITC
Gate  X-CV X-Ghiean
AL 46,79 2.389,30

[M] CD10 FITC [M] CD116 PE

ot
CD16 PE

Gate  X-CV X-GMean

ML 36,93 3.660,91

]
CD16 ECD

Gate X-CV X-GMean

All 106,65 27.260,73

w n w w!
CO13APC COI5 FITC

X-GMean Gate X-CV X-GMean

Al 130,46 2.165,46 Al 48,32 35.423,13

1o
D10 FITC
Gate  X-CV X-GMean Gate  X-CV

Ml 53,54 739,28

Sekil 4.8. 5. Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF 6ncesi, B-) G-CSF sonrasi

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteglerinin

urindeki degerlerinin  kontroldeki degerlere gore degisimleri Tablo 4.9.°de

gosterilmistir.

Tablo 4.9. 5. Vericide CV ve Geometrik Ortalamanin triindeki degerlerinin kontroldeki

degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

X-CV X-GM
CD10 1,14 1 030 |
CD13 1,69 1 18,03 1
CD15 1,39 1 025 |
CD16 3,67 1 0,102 1
CD116 0,81 1 0,77 |
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Verici 6

Kan bagislama kriterlerine uygun, 46 yasinda, 58 kg, 30 mii neupogen alan erkek
graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast
toplanan tiriinlerde nétrofil kapisinda tanimli hiicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16
ve CD116 yiizey belirteglerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.9.”deki gibidir.

[81¢D10 FITC [8] CD13 APC [K] CD1SATC [B1CD16 ECD [B1€D116 PE

>
<

Count.
unf

0t pe 1o 10 ot a w 10 st 10 ot o w
D10 FITC CD13 APC CDISFITC D16 ECD CD116 PE

Gate  X-CV X-Ghiean Gate  X-CV X-GMean Gate X-CV X-Ghean Gate X-CV X-Ghean Gate  X-CV X-Ghiean
Al 85,57 2.720,03 Al 167237 578,63 Ml 52,29 58.716,55 AL 45,44 270.397,47 Al 43,28 5.498,36

[#] CD10 FITC [M] CD13 APC [0 CD15FTC [M] CD16 ECD M €118 PE
oo

B-)

Count

e 0 e I o i b w i ot 10 - 10 it 107 2 I w
10 FITC CD13 APC CDISFITC D16 ECD CD116 PE

Gate  X-CV X-Gliean Gate  X%-CV X-Ghlean Gate  X-CV X-GhMean Gate X-CV X-GMean Gate X-CV X-Giean

Al 41,23 78591 AL 192,30 1.496,15 MU 90,92 4.013,71 AL 79,84 71.092,55 Al 37,23 3.383,28

Sekil 4.9. 6. Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF oncesi, B-) G-CSF sonrasi

CV ve geometrik Ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan
belirteglerinin triindeki degerlerinin kontroldeki degerlere gore degisimleri Tablo

4.10.”de gosterilmistir.

Tablo 4.10. 6.Vericide CV ve Geometrik Ortalamamin urtindeki degerlerinin

kontroldeki degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

cV GM
CD10 048 | 028 |
CDI13 0,114 1 2,58 1
CD15 098 | 0,068 |
CD16 1,64 1 026 |
CD116 0,86 | 0,61 |
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Verici 7

Kan bagislama kriterlerine uygun, 21 yasinda, 60 kg, 30 mii neupogen alan erkek
graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast
toplanan uriinlerde nétrofil kapisinda tanimli hiicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16
ve CD116 ylizey belirteclerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.10.’deki gibidir.

S0 I AT

o ot s s W o 15 1
D10 FITC D15 FITC D18 ECD D14 PE
Gata  X-CV X-GMean Gate  XCVX: Gate XLV X-Gidean Gate X-CV X-Giean Gata  X-C¥ X-GMean
AL 49,59 2.466,02 AL 23793 18872 AL 27,59 120.598,48 AL 27,93 202.462,27 Al 60,07 3.924,32

[M] CDHO FITC [M] CD13 APC PICDIS ATC [M]CD16 ECD [M] CD116 PE

0.
-

e

R CH. K

o

D13 4PC 15 FITC
Gate  XCV X-Glean Gate OV X-Glean Gitean Gate XLV X:Ghean Gate XLV X-GlMean
ML 53,19 796,36 Al 92,15 3.272,44 AL 62,72 1756873 Al 94,26 39.497.43 AL 33,58 3.440,19

Sekil 4.10. 7. Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF 6ncesi, B-) G-CSF sonrasi

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteglerinin
urindeki degerlerinin kontroldeki degerlere gore degisimleri Tablo 4.11.°de

gosterilmistir.

Tablo 4.11. 7. Vericide CV ve Geometrik Ortalamamin uriindeki degerlerinin

kontroldeki degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

Cv GM
CD10 1,07 1 032 |
CD13 0,38 1 17,34 1
CD15 2,027 1 0,14 |
CD16 337 1 0,19 |
CD116 0,59 | 087 |
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Kan bagislama kriterlerine uygun, 32 yasinda, 82 kg, 48 mii neupogen alan erkek

graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast

toplanan triinlerde nétrofil kapisinda tanimli hicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16

ve CD116 yiizey belirteglerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.11.’deki gibidir.

[B] €010 FITC

[B] CD13 ARC

[N] CD15 FITC [B] CD16 ECD [B] CD116 PE

CD10 FITC
Gate X-CV X-Ghean
Al 83,37 3.04,03

[J] D10 FITC.

Gate X-CV X-

t B
CD13 APC

-Ghlean
Al 211,26 246,02

[J] €D13 APC

un
Count
un

D15 FITC CD16ECD D116 PE
Gate X-CV X-GMean Gate X-CV X-Ghlean Gate  X-CV X-GMean
AL 31,06 11211424 AL 35,98 198.483,67 Al 33,11 6.041,34
Q] €D15 FITC [J1CD16 ECD 11 CD116 PE

o

B-) 3

o it
D10 FITC
Gate X-CV X-GMean
Al 63,78 876,41

Sekil 4.11. 8.

Count.

Gate X-CV X-GMean
AL 110,07 2.587,75

o o
€13 APC

Count.
Count.

it It e 10t ! @ ot

€D15 FITC D16 ECD D116 PE
Gate X-CV X-Ghiean Gate X-CV X-Ghlean Gate  X-CY X-GMean
Al 30,34 31.663,71 AL 119,23 25.019,37 AL 32,57 3.867,48

Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF oncesi, B-) G-CSF sonrast

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteglerinin

urindeki degerlerinin kontroldeki degerlere gore degisimleri Tablo 4.12.°de

gosterilmistir.

Tablo 4.12. 8. Vericide CV ve Geometrik Ortalamanmin uriindeki degerlerinin

kontroldeki degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

Cv GM
CD10 0,76 | 028 |
CD13 0,52 1 10,51 1
CD15 0,97 | 028 |
CD16 3,05 1 0,12 |
CD116 0,98 | 0,64 |
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Verici 9

Kan bagislama kriterlerine uygun, 45 yasinda, 88 kg, 48 mii neupogen alan erkek
graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast
toplanan tiriinlerde notrofil kapisinda tanimli hiicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16
ve CD116 yiizey belirteclerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.12.”deki gibidir.

4] ens FITE 4] CO46 ECD [N} COH14 PE

cn 6 ECD COM4PE
HLY H-Ghgan
-'..-. “; 31 1| ?5& A2 B0 4T

[H] Co16 ECD [H] 00116 PE

Sekil 4.12. 9. Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF 6ncesi, B-) G-CSF sonrasi

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteglerinin
urindeki degerlerinin kontroldeki degerlere gore degisimleri Tablo 4.13.’°de

gosterilmistir.

Tablo 4.13. 9. Vericide CV ve Geometrik Ortalamamin uriindeki degerlerinin

kontroldeki degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

CV GM
CD10 2,25 1 0,13 |
CD13 0,49 1 19,92 1
CD15 1,16 1 0,039 |
CD16 3,45 1 0,043 |
CD116 -1,01 1 25,27 1
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Kan bagislama kriterlerine uygun, 22 yasinda, 93 kg, 81 mii neupogen alan erkek

graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast

toplanan triinlerde nétrofil kapisinda tanimli hicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16

ve CD116 yiizey belirteglerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.13.deki gibidir.

[B] CD10 FITC

[B] CD13 APC

[M] CD15 FITC [B1CD16 ECD [6] D116 PE

i

o 1ot
CD10 FITC
Gate  X-CV X-Gliean

AU 50,25 1.724,94

[ CD10 FITE

Count
unf
unf

~Ghean
Al 188,41 150,99

D] CD13APC

CD13 APC

CDIS FITC

28,88 93.116,80

[P1CD15 FITC

28,10 216.123,67

D16 ECD

111 CD16 ECD

Gate  X-CV X-GMean
AL 12

D116 PE

[ CD116 PE

B-)

Count

o 1o
CD10 FITC

Gate  X-CV X-Ghean

Al 56,17 906,01

Count

"
CD13 APC

w
CO15 FITC

Gate X-CV X-Ghean
AL 56,50 4.690,59

All 35,03 32.145,43

e
D16 ECD

Gate  X-CV X-GMean
Al 38,21 2.978,9%

Count

0t
CD116 PE

Sekil 4.13. 10. Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF oncesi, B-) G-CSF sonrast

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteglerinin

urindeki degerlerinin  kontroldeki

gosterilmistir.

Tablo 4.14. 10. Vericide CV ve Geometrik Ortalamamin triindeki degerlerinin

kontroldeki degerlere gore degisimleri

degerlere gore degisimleri Tablo 4.14.°de

RESEPTORLER DEGERLER

Cv GM
CD10 1,11 1 052 |
CD13 -0,35 1 37,03 1
CD15 1,95 | 0,05 |
CD16 3,02 1 0,14 |
CD116 0,31 1 3,36 1
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Verici 11

Kan bagiglama kriterlerine uygun, 27 yasinda, 88 kg, 48 mii neupogen alan erkek
graniilosit vericisinin, G-CSF 6ncesi kontrol kant ve bu vericilerden G-CSF sonrast
toplanan tiriinlerde nétrofil kapisinda tanimli hiicrelerin, CD10, CD13, CD15, CD16
ve CD116 yiizey belirteglerinin ekspresyon diizeylerinin CV ve geometrik ortalama

degerleri Sekil 4.14. ‘deki gibidir.

181 €098 FITC

(81 €013 APC L4 £05 FITC

[8) £D116 PE

8] CO16 £C0
=
m
£ o
2
>
T = N

L
4
A 3 «
a2
B -
e o 4 IE SRES - e
CD10 ATC €015 FITC €D ECD {D116 PE
Gate  N-CV X-GMean ALV X-Giean Gate AV A -GMean Gate X-CV  X-GMean Gate X-CV N-GMean
Al 45,41 5.685,43 41,72 Al 34,68 201,131,589 AL 41,60 158.514,33 Al 35,92 19,488, 54
[B] CDT0 FITC [B1CD13 APC LJ] D15 FITC B] CD16 ECD [B] CD116PE
b 120
o
=
= ™ o w
B-) & i i 3
. 3 L
. -
=]
ot & : -t 1 o
v 5 w W S T s i il 3
Lo FITC COM3 APC DS FITC CD%6 ECOD D116 PE
Gate  X-CV X-GMean Cate X-CV X-GMean Gate X-OV X-GMean Gate  X-CV X-GMean Gate  X-CV X-GMean
ALl 51,09 1,323,389 ALl 159,43 1.508,47 All 54,20 16.947,57 Al 76,07 54.148,67 Al 37,00 31.548,71

Sekil 4.14. 11. Verici Flow Goriintiisii A-) G-CSF oncesi, B-) G-CSF sonrasi

CV ve geometrik ortalama degerlerine gore uyarim indeksleri hesaplanan belirteglerinin

urindeki degerlerinin  kontroldeki

gosterilmistir.

degerlere gore degisimleri Tablo 4.15°de

Tablo 4.15. 11. Vericide CV ve Geometrik Ortalamamin triindeki degerlerinin

kontroldeki degerlere gore degisimleri

RESEPTORLER DEGERLER

Cv GM
CD10 1,1 1 023 |
CD13 -0,84 1 6,65 1
CD15 1,56 1 0,084 |
CD16 1,82 1 034 |
CD116 1,03 1 0,18 |
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11 graniilosit vericisinin G-CSF o6ncesi ve G-CSF sonrasi dagilim, geometrik ortalama
ve uyarim indeksleri belirlendi. Degerlerin ortalamasi ve standart sapmasini Tablo 4.16.

gosterilmistir. Bu degerlerin fark analizi sonuglar ise Tablo 4.17.de gosterilmistir.

Tablo 4.16. G-CSF o6ncesi ve sonrasi 11 vericinin CV, Geometrik Ortalama degerleri ve

SI degerlerinin ortalama dagilimi

Olqﬁm CD10 CD13 CD15 CD16 | CD116
G-CSF
Oncesi |Ortalama| 57,74 | -265,49] 39,97 32,33 52,29
CV
G-CSF
Sonrast |Ortalama| 58,97 104,67 | 60,64 87,86 37,34
CV
SICV |Ortalama| 1,09 -0,16 1,62 2,78 0,59
G-CSF
Oncesi  |Ortalama| 2476,17| 361,45 | 108294 | 178703 | 4579,36
GMean
G-CSF
Sonrast |Ortalama| 749,87 | 2991,48| 12179,2| 28452.3] 2817,36
GMean
ST
GMean Ortalama 0,6 17,08 0,1 0,18 3,43
SI CV ve S| Geometrik Mean Dagilimi
18 | e F
o 26 | !
£y
E 12| - ¢CD10
=0 WCD13
% 2 ' ACD15
ifn 1 ' \)é S »® CD16
o 2 e = CD116
S R
2 0 0,5 1 15 7 25
sicv S| Geometrik Ortalama kategori

Sekil 4.15 . Tiim Vericilerde Cv Ve Geometrik Ortalama Stimiilasyon indekslerinin
Dagilim1



S| Geometrik Mean

CD116 CD116; 3,43
CD16 | CD16
CD15
CD13 | CD13
CD10 FCDlO
0 5 10 15 20

S| Geometrik Mean
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Sekil 4.16. Tiim Vericilerde Geometrik Ortalama Degerlerinin Stimiilasyon Indeksleri

Sekil 4.15. tiim vericilerde CV ve geometrik ortalama stimiilasyon idekslerinin dagilimi

gosterirken Sekil 4.16 tiim vericilerde geometrik ortalama degerlerinin stimiilasyon

indeksleri gostermektedir.

Tablo 4.17. G-CSF degerlerinin 6nce ve sonrasi i¢in fark analizi sonuglar (CV)

Oliim Ortalama "
Rank
CD10  G-CSF Oncesi CV 10,55
G-CSF Sonras1 CV 12,45 0.519
CD13  G-CSF Oncesi CV 6,82
G-CSF Sonras: CV 16,18 0.000
CD15 G-CSF Oncesi CV 791
G-CSF Sonras: CV 15,09 0.008
CD16  G-CSF Oncesi CV 6,00
G-CSF Sonras: CV 17,00 0.000
CD116 G-CSF Oncesi CV 13,64
G-CSF Sonras: CV 9,36 0.133
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Tabloya gore CD10 ve CD116 degerlerinin 6nce ve sonrast arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli olmayip (p>0.05); CD13, CD15 ve CD16 parametrelerinin once ve

sonraki deger farklar istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Tablo 4.18. G-CSF degerlerinin 6nce ve G-CSF sonrasi i¢in fark analizi sonuglari (GM)

Ortalama
Ol¢iim p
Rank

CD10 G-CSF Oncesi GM 15,36

G-CSF Sonrast GM 7,64 0.004

CD13 G-CSF Oncesi GM 7.82

G-CSF Sonrast GM 15,18 0.007

CD15 G-CSF Oncesi GM 15,36

G-CSF Sonrasit GM 7,64 0.004

CD16 G-CSF Oncesi GM 15,36

G-CSF Sonrasit GM 7,64 0.004

CD116 G-CSF Oncesi GM 13,55

G-CSF Sonras1 GM 9,45 0.151

Geometrik ortalama degerlerine gore G-CSF Oncesi ve Sonrast fark analizleri
incelendiginde, sadece CD16 igin fark anlamli olmay1p (p>0.05), diger parametreler i¢in

anlamlidir (p<0.05).
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Tablo 4.19. Geometrik ortalama degerlerine gore SI fark analizleri

Oliim Ortalama "
Rank

CD10 SI 15,73

SIGM 7,27 0.001
CD13 SI 6,00

SIGM 16,50 0.000
CD15 SI 17,00

SIGM 6,00 0.000
CD16 SI 17,00

SIGM 6,00 0.000
CD116 SI 9,64

SIGM 13,36 0.193

Geometrik ortalama degerlerine gore SI fark analizleri incelendiginde, sadece CD16

icin fark anlamli olmay1p (p>0.05), diger parametreler i¢in anlamlidir (p<0.05).

Tablo 4.20. Korelasyon analizi

CD10 CDh13 CD15 CD16 CD116

CD10 p 1 ,181 946" 8747 7727
r ,149 ,000 ,000 ,000
N 66 65 66 66 66
CD13 p ,181 1 ,037 ,065 318"

r ,149 72 ,610 ,010




N 65 65 65 65 65
CD15 p 946" ,037 1 ,898™ 666"
r ,000 72 ,000 ,000
N 66 65 66 66 66
CD16 p 874 ,065 ,898™ 1 ,550™
r ,000 ,610 ,000 ,000
N 66 65 66 66 66
CD116 p 7727 318" 666" ,550™ 1
r ,000 ,010 ,000 ,000
N 66 65 66 66 66
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Korelasyon analizi sonuglarina gére CD10 ile CD15, CD16 ve CD 116 arasinda

istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde bir iligki bulunmustur (p<0.01). CD13 ile

CD116 arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde iligki bulunmustur
(p<0.05). CD15 ile CD16 ve CD116 arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif
yonde bir iligki bulunmustur (p<0.01). CD16 ile CD10, CD15 ve CD116 arasinda

istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde bir iligki bulunmustur (p<0.01). CD116 ile
CD10, CD13, CDI15, CD16 ve CD116 arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif

yonde bir iligki bulunmustur (p<0.01).



5. TARTISMA VE SONUC

Kemik iligi baskilanmig, uzun sireli notropenisi olan hastalar veya notrofil
fonksiyon bozuklugu olan hastalarin ciddi bakteri ve mantar enfeksiyonlarina
yakalanma riski yiiksektir. lyilesebilmeleri igin dolasimda yeterli sayida nétrofil
bulunmasi gerekir. Bu baglamda standart tedaviye diren¢ gelistiren hastalarda
graniilosit transflizyonunun kullanimi 6nemli bir klinik uygulamadir. Aferez
cihazlarinin gelismesi ve koloni uyarict faktorlerin (CSF) kullanimiyla terapotik
olarak etkili ve yeterli miktarda granilosit toplamak mumkiin olmaktadir. (Kaynar L

ve ark., 2015)

G-CSF’ler kemik iliginde graniilosit uretimini uyarirken ayni zamanda olgun
olmayan graniilositlerin kana gegis siiresini de kisaltan sitokinlerdir. G-CSF ile
mobilize edilen vericilerden, trasfiizyon i¢in iyi bir terapotik graniilosit dozu

saglanir. (Unal A ve ark., 2018)

Caligmamiza dahil edilen granilost vericilerinde tam kan sayimi verileri
incelendiginde G-CSF uygulamasinin ardindan beklenildigi gibi vericilerin beyaz
kiirelerinde biiyiik miktarda artts meydana gelmistir. Bu deger i¢inde nétrofillerin

sayis1 ortalama 8 kat artarken lenfositlerin sayisit normal sinirlarda kalmistir.

11 saglikli grantlosit vericisine tek doz verilen graniilosit koloni uyarici faktoriin
(G-CSF) vericinin nétrofillerinin ylizey belirtecleri iizerine etkisini akim sitometri
yontemi ile inceledik. G-CSF’ye yanit olarak yeni olusturulan nétrofiller tizerindeki
CD10, CD13, CD15, CD16 ve CD116 yiizey belirteclerinin dagilim, geometrik
ortalama ve uyarim indeksleri 6l¢iildii. Bu belirteclerin CV degerlerindeki fark

analiz sonuglarina goére CD13, CD15 ve CDI16 ifadelerinin farklar istatistiksel
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olarak anlamli bulundu. (p<0.05) geometrik ortalama ve uyarim indeksi degerlerinin

sonuglarina gore sadece CD16 degeri anlamli degildir. (p<0.05)

Korelasyon analizi sonuglarina gore CD10 ile CD15, CD16 ve CD 116 arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde bir iligki bulundu (p<0.01). CD16 ile
CD10, CD15 ve CD116 arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde bir
iligki bulundu (p<0.01). CD116 ile CD10, CD13, CD15, CD16 ve CD116 arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde bir iligki bulundu (p<0.01).

Zarco MA ve arkadaslant yaptigr calismada G-CSF alan 16 saglikli graniilosit
vericisinde G-CSF sonrast notrofillerde meydana gelen immiinofenotipik
degisiklikleri ve bunlarin zaman igindeki degisimini incelemigler ve CDI0
ifadesinde azalma, CDI15, CDI16 belirteglerinin MFI degerlerinde azalma
gozlemlemislerdir. Bizim c¢alismamizda yaptigimiz Slgiimler sonucunda G-CSF
uygulamasi 6ncesi ve sonrasinda yiizey belirteclerinde istatiksel olarak anlamli bir
degisim izlendi. G-CSF uygulamasi CD13 ekspresyonunu 17 kat (GM SI: 17 ),
CD116’y1 1se 3,5 kat artirirken, CD15 ekspreyonu 10 kat CD16 ise 5 kat azalttigt

izlendi.

CD13 ve CD116 ekspresyonundaki artts G-CSF’nin bir etkisi olarak olgun olmayan
grantlositlerin  kemik iliginden periferik kana gecisi ile agiklanmaktadir.
Miyeloblast asamasindan olgun noétrofillere kadar olan agamalarda granilositler
degisik duzeylerde CD13 ifade ederler. CD116 GM-CSF resptori olarak artig
kaydeder. CD16 ve CDI15 ekspresyonundaki azalig uygulama sonrasi kemik
iligindeki turn-over artigina bagli olarak hentiz olgunlagmamig nétrofillerin de hizla
dolagima ¢iktigin1 gostermektedir. Ayn1 zamanda CD10 ile CD15, CD16 ve CD116
arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif yonde bir korelasyonun bulunmasi

(p<0.01) bizim bu bulgularimiz1 desteklemektedir.

Sonug olarak ¢alismamizda G-CSF’nin vericide farkli olgunluktaki grantilositlerin
dolagima katilmalarini sagladigini, grantilositler tizerindeki reseptorlerin ekspresyon
diizeylerinde degisime sebep oldugunu gosterdik. Bu durum farkli olgunluktaki
granilositlerin iglevsel olarak da farkli olabilecegini gosterir. Bu nedenle hastalara

transfer edilecek olan graniilositlerin etkinligi ile matiirasyon dizeyi arasindaki
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iliskinin klinik aragtirmalarla ortak ¢alismasi G-CSF dozu/diizeyinin bu siirecteki

etkisini daha iyi ortaya koyacaktir.
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