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2. OZET

MULTIPL MIYELOMDA T REGULATUAR HUCRELERIN (TREG) TEDAVIYE
ETKINLIGINE ETKISININ EX ViVO ARASTIRILMASI

Msc. Ayse Pinar Ergetin
Yazisma Adresi: Dokuz Eylul Universitesi Onkoloji Enstitlisti, Temel Onkoloji
Anabilim Dall, iZMIR

Multipl miyelom (MM) plazma hdcrelerinin @ ve Onculerinin - malign
proliferasyonu ile karakterize olan hematolojik bir kanser tartdiar. MM hcreleri
konak T hucreleri tarafindan taninabilecek antijenler eksprese etmesine ragmen
immun sistem tarafindan nadiren yok edilebilmekte olup bu durum timor
mikrogevresi tarafindan gercgeklestirilien immunsuipresyon ile iligskilendiriimektedir.
Otoimmun  kontrolde, T-hicre homeostazinde, tim immuin yanitinin
immuinmodulasyonunda &6nemli rolu olan immunsupresif CD4+CD25+Foxp3+
fenotipindeki duzenleyici T hucrelerin (Treg) MM hastalarinin periferik kaninda
yuksek duzeylerde oldugu ilgili literatirde tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda bu
projenin amaci, CD4+CD25+Foxp3+ Treg hucrelerinin birinci basamak tedavide ve
relaps hastalarinin tedavisinde hedefe yonelik tedavi segenedi olarak kullanilan bir
proteozom inhibitérl olan bortezomibin malign miyelom hucreleri Gzerindeki
oldurdcu etkinligine olan etkisinin ex vivo degerlendirilmesidir.

Yeni tani almis olan 20 MM olgusundan periferik kan ve kemik iligi érnekleri
topladiktan sonra CD4+CD25+ Treg hucrelerini periferik kan mononukleer
hucrelerinden (PBMC) manyetik yolla izole edilip, safligi akim sitometrik analiz ile
konfirme edilmistir. Olgularin kemik iligi aspirasyon orneklerinden ficoll dansite
gradient santrifuju yoluyla izole edilen kemik iligi mononukleer hucreleri (BMMC)
72 saat boyunca RPMI ortaminda 37°C ‘de %5 CO, ‘lik etlivde inkibe edilmistir.
Daha sonra her hasta igin ayri ayri tespit edilen LD50 dozundaki bortezomib, izole
edilen Treg hucreleri ve kombinasyonu ayri kuyucuklara ilave edilmistir. 24 saatlik
inkibasyon ardindan CD138+ miyelom hucrelerinin canhlid alt gruplarda

kontrolleri ile kiyaslayarak ve her gruptaki total hicre sayilari goz Onunde



bulundurulup uygun hesaplamalarla her hasta icin degerlendirilmigtir. Bulgular
SPSS 15.0 programi ile Mann Whitney U non-parametrik testi ve ki-kare testleri ile
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Sag kalim analizleri Kaplan-Meier testi ile
gergeklestiriimistir. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.

Bu galismada Treg hucreler %90 Uzerinde saflikla izole edilebilmistir ve MM
temsil eden primer kultur yapilabilmistir. Klinik bortezomibe diren¢ gostermeyen 2
olguda in vitro bortezomib duyarlig diisiik ¢cikmustir. in vitro hastadan elde edilen
malign miyelom hucrelerine ayni hastanin Treg hucreleri verildiginde ¢ok genis bir
hiacre o6lum yanit dagilimi saptanmistir. Treglere in vitro hicre 6lumu seklinde
yanit veren MM olgularimizda bortezomib direnci olmamasi ile istatistiksel anlamli
iliski saptanmistir (p=0,024). Klinikte bortezomib direnci olmayan hastalarda ex
vivo Treg ekspansiyonunun malign miyelom hucrelerine bortezomible verildiginde
bortezomibin dlduricu etkisini arttirmasinin korele oldugu gorulmastur (p=0,022).

MM ex vivo hasta drneklerini igeren bu ¢alismaya gore, hastalarin periferik
kanindan elde edilen Treg hucrelerin klinikte bortezomibe yanit veren olgularda
bortezomibin in vitro anti-tumor etkisini arttirdidi ve yanit vermeyen olgularda
azalttigr saptanmistir. Bu durum bortezomib yanitinda Treglerin etkisi oldugunu

gOstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Multipl Miyelom, CD4+CD25+Foxp3+ Treg hucreleri,

Bortezomib



3. YABANCI DILDE OZET

EX VIVO EVALUATION OF THE EFFECT OF REGULATORY T CELLS (TREG)
ON MULTIPLE MYELOMA THERAPY

Msc. Ayse Pinar Ergetin
Corresponding Address: Dokuz Eylul University Institute of Oncology,
Department of Basic Oncology, IZMIR

Multiple myeloma (MM) is a hematological cancer which is characterized by
malign proliferation of plasma cells and their precursors. Although MM cells
express antigens which can be recognized by host T cells they can be rarely
eradicated by the immune system because of the immunsupression by tumor
microenvironment. It is determined in the literature that the immunsuppressive
regulatory T cells (Treg) with CD4+CD25+Foxp3+ fenotype are increased in
peripheral blood of MM patients which have key roles on oto-immune control, T-
cell homeostasis, immunmodulation of all the immune response. According to this
knowledge, we aimed to evaluate the ex vivo effect of CD4+CD25+Foxp3+ Treg
cells on the cytotoxic effect of proteosome inhibitor bortezomib on malign myeloma
cells which is being used for the first-line therapy and also for relaps patients as a
targeted therapy.

We collected peripheral blood and bone marrow samples from newly
diagnosied 20 MM cases and isolated CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells from
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and the purity of the isolation was
confirmed by flowcytometric analysis. The bone marrow mononuclear cells
(BMMC) were isolated from the bone marrow aspiration samples of each patient
by ficoll density gradient centrifugation and incubated in RPMI under 37 °C 5%
CO; conditions for 72 hours. The LD50 dose of bortezomib which is detected for
each patient, isolated Treg cells and their combinations were added seperate wells
for each patient. After 24 hours of incubation we evaluted the viability of CD138+

myeloma cells in subgroups, compared to their controls in primary bone marrow



cultures of each patient. We performed Mann-Whitney U non-parametric test and
ci-square test for statistical analysis of the results by SPSS 15.0. We also
performed survival analysis by Kaplan-Meier test. P values <0.05 were considered
as statistically significant.

In this study Treg cells were isolated with more than 90% purity and we also
could achieve to demonstrate a primary cell culture representing MM. In 2 cases
which did not show bortezomib resistance clinically, were significantly sensitive to
bortezomib in vitro. When we expanded Treg cells of each patient isolated from
their own peripheral blood samples, the malign myeloma cell death responses
were found to be in a wide range. In MM cases without in vivo bortezomib
resistance responded to Treg cell expansion by in vitro cell death and this
relationship was found to be statistically significant (p=0,024). In MM cases without
in vivo bortezomib resistance, the Treg cell expansion enhanced the anti-tumor
effect of bortezomib on malign myeloma cells when applied in combination which
was found to be statistically correlated (p=0,022).

This study including ex vivo MM patient samples showed that the Treg cells
obtained from peripheral blood samples of each patient enhanced the in vitro anti-
tumor effect of bortezomib in cases responding bortezomib in vivo and reduced in
cases not responding bortezomib in vivo. These results were suggesting that Treg

cells might be effective on bortezomib resistance.

Key Words: Multipl Myeloma, CD4+CD25+Foxp3+ Treg cells, Bortezomib



4. GIRIS VE AMAG

4.1. Girig

Multipl miyelom (MM), plazma hicrelerinin ve plazma hicresi énculerinin
malign proliferasyonu ile karakterize olan ve tum yetigkin malignitelerin %1’ini,
hematolojik malignitelerin ise %13’Un0 olusturan bir hematolojik kanserdir (1, 2).
MM tedaviye tam yanit veren hastalar da dahil olmak Uzere regresyon ve
remisyonu takiben residuel miyelom hucrelerinden kaynaklanan bir¢cok relaps
gOsteren bir paterne sahip olan henuz tam tedavisi olmayan bir hastaliktir.
Talidomid, lenalidomid ve bortezomib gibi yeni anti-miyelom ajanlari timor
reduksiyonu ve suUpresyonuna yol agarak miyelom tedavisini énemli dlglide
etkilemektedir. (6, 19, 24). Kontrolsiiz ¢ogalan klonal plazma hicrelerinin neden
oldugu en sik gorilen klinik semptomlar; osteolitik kemik lezyonlari, anemi,
hiperkalsemi, asiri kemik hassasiyeti, kemik agrilari ve renal yetmezliktir (4, 10,
18).

MM olusumunda ilk gergeklesen adim, bir plazma hudcresinin klon
olusturmak lizere 6liimsliz hale geldigi durgun bir fazdir. ilgili u¢ organ hasari veya
herhangi bir semptom meydana gelmez ancak hastalarda zamanla ¢cogunlukla MM
gelisir. Plazma hucreleri kemik iliginde biriktikge miyelom transformasyonu
baslayarak, ilgili u¢ organ hasari ile sonuclanir. intramediiller miyelom olarak
adlandirilan bu hastalik genellikle kemosensitiftir. Son olarak, miyelomun ila¢ ve
apoptoz direnci gelistirdigi, buyume faktorleri ve kemik iligi mikrogevresinden
badimsiz hale geldigi ekstrameduller miyelom olusur (10, 17, 18).

MM’ da baskilanmis immunoglobulin ekspresyonlari ve fonksiyon
gostermeyen T-hlcre yanitlari s6z konusudur (13). Dlzenleyici T hicreleri (Tggz, T
regulatory cells, Treg) immunsupresyon ile oto-immun kontrolde, T-hlcre
homeostazisinde, transplantlara ve tumor huacrelerine kargi tim immun yanitin
modulasyonunda &6nemlidir (5, 22). Bu negatif dlzenleyici aktivite farkh
gercekleserek tumorlere karsi normalde olmasi gereken immun yaniti
baskilayabilir. Treg hucreleri immunsupresif etkisini hdcre-hlcre kontagiyla ve
sitokinler araciligiyla [interlokin—10 (IL—10) ve “transforming growth factor-3” (TGF-
B)] olmak Uzere iki yolla gergeklestirir. Bu 6zelliklere gére CD4+ ve CD8+ Treg



huacreler olarak ki ana sinifta toplanirlar. CD4+  Treg hucreleri
CD4+CD25+FOXP3+ fenotipte olup, in vitro CTLA—4 yuzey antijeni Uzerinden
hicre-hicre kontagiyla ve sitokinlerle immunsupresif etkiye sahiptirler. Bizim
calismamizda degerlendirdigimiz CD4+CD25+FOXP3+ Treg hucreleri toplam
periferal CD4+ T hucrelerinin %5—-10 unu olusturup son zamanlarda en ¢ok
¢aligilan Treg hucre tipidir (1, 5, 13).

Tamorlerin konak T hucreleri tarafindan taninabilen antijenler eksprese
etmesine karsin immidn sistem tarafindan ortadan kaldiriimalari nadir olup bu
durum tumor mikrogevresi tarafindan immun yanitin  baskilanmasindan
kaynaklanir. Ayrica miyelom hucrelerinin ekstraselller matrikse ve kemik iligi
stromal hucrelere adhezyon gostermesi sonucunda bu hdcrelerin  yasam
surelerinin uzamasi ve proliferasyon gostermelerine ek olarak kazandiklari
antiapoptotik 6zellik ile de konvansiyonel kemoterapiye karsi da dayaniklihk

gelistirirler (72).

4.2. Amag

Bu bilgilerden yola ¢ikarak bu calismada multipl miyelom hastalarinin
periferik kan mononukleer hucrelerinden izole edilen CD4+CD25+ Treg hucrelerin
ayni hastalarin primer kemik iligi kultirundeki CD138+ malign miyelom hucreleri
uzerine etkilerinin  Bortezomib kombinasyonu ile beraber incelenmesi

amagclanmistir.



5. GENEL BILGILER

5.1. Multipl Miyelom

Multipl miyelom (MM), plazma hucrelerinin ve plazma hucresi
onculerinin malign proliferasyonu ile karakterize olan bir hematolojik kanser
taradar (1-4). Tum yetiskin malignitelerin %1 ’ini, hematolojik malignitelerin ise
%10 ‘unu kapsamaktadir (2). Konvansiyonel kemoterapi ve ylksek doz terapilere
ragmen tamamen tedavi edilemeyen MM hastalarinin sagkalim suresi birkag
aydan birka¢ yila kadar degismektedir. Ortalama sagkalim standart tedavi ile
yaklagsik 3 yil olup %5 gibi kiguk bir hasta grubu 10 yildan fazla yasamini
surdurebilmektedir (3). Bu heterojen durumun timorin kendisinin ve konakgisinin
O0zgun karakteristik 6zelliklerinden kaynaklandigi digsunulmektedir. ABD ‘de her yil
yaklagik on dort bin kisiye MM tanisi koyulurken Turkiye ‘de bu rakam yaklagik Ug¢
bindir. Genellikle sinsi bir sekilde baslayarak yavas ilerleyen MM bir ileri yas
hastaligidir (5). En sik goéruldigu yas grubu altmis bes ile yetmis iken son yillarda
yas ortalamasi elli ile elli bes yas arasina dogru kayma edgilimindedir (2). MM
¢ocuklarda gorulmez (1-3). Ancak son yillarda hastalik giderek daha genc kisilerde
ve daha sik gozlenmektedir. Yas diginda cinsiyet ve irk gibi faktorler kesin
degerler ifade etmese de yapilan g¢alismalara gore hastaligin erkeklerde goriime
sikhginin kadinlarin yaklasik iki kati ve zenci irkta gorulme sikhginin da beyaz irkin

yaklagik iki kati oldugu saptanmistir (2).

5.1.1. Multipl Miyelom Etiyolojisi:

MM ’un ortaya c¢ikis sebebi tam olarak bilinmemekle beraber genetik
yatkinlk, cevresel ve mesleki faktorlerin etken olabilecegi dusunulmektedir (9, 10).
MM ‘lu akrabasi olan bireylerde gorulme riski dort kat artarken gogu hastanin aile
oykiusunde MM hastasi olmadigi gézlenmigtir. Diger plazma hucresi diskrazilerine
sahip hastalarda MM gelisme riski oldukga yiiksektir. iyonize radyasyon maruziyeti
MM igin en gegerli risk faktorl olarak gorulir. Atom bombasi ile yuksek doz
radyasyona maruz kalanlarda uzun zaman sonra MM ortaya ¢ikmistir. MM tanisi

koyulana dek on - on bes yil kadar radyasyona maruz kalanlarda daha yuksek



mortalite hizi saptanmigtir (2). Ayrica egzoz dumanina, tarim ilaglarina (6zellikle
pestisitlere) ve agir metal kullanimina maruz kalan c¢alisanlarda da MM riskinin
arttigr saptanmigtir. Metabolitleri kemik iligi toksinleri olarak bilinen benzen MM ‘in
en olasi etiyolojik ajanidir. Propoksifen, fenitoin, fenobarbital, diazepam,
propanolol, ibuprofen, diyet ilaglari, uyaricilar ve mushil gibi ilaglarin MM
gelisimine katkida bulundugu belirlenmistir. Alkol ve sigara kullaniminin MM ile

gucla bir iliskisi henlz bulunmamistir (5).

5.1.2. Multipl Miyelomda immiinglobiilinler:

Immdiinglobilinler (lg), antikor aktivitesi gbsteren ve kendilerinin
olusmasina neden olan antijenlerle 060zgul olarak baglanabilen, immun
reaksiyonlara yol acabilen total plazma proteinlerinin %20 ‘sini olusturan
glikoprotein yapida molekullerdir. Normal kosullarda vicuda bakteri gibi yabanci
bir madde (antijen) girmesi halinde bagisiklik sisteminde yer alan plazma hucreleri
B lenfosit hicreleri tarafindan olusturulur. Plazma hicreleri bu yabanci maddelere
kargi spesifik bir yanit olarak ayri tipte Ig Uretmekle sorumludur. Bu nedenle
vucutta ¢ok cesit Ig bulunur. Ig ‘ler agir zincir olarak adlandirilan iki uzun protein
zinciri ve hafif zincir olarak adlandirilan iki kisa protein zincirinden olusurlar. Bes
ana gesit Ig vardir. Bunlar agir zincirlerlerinin tiplerine gére immunglobulin gama
(IgG), immunglobulin alfa (IgA), IgM, immunglobdlin epsilon (IgE), immunglobulin
delta (IgD) olarak adlandirilir (1,11). Normal bir plazma hicresi her biri vicutta
farkh igsleve sahip olan Ig ‘lerden yalnizca birini olusturur. Ancak normal bir B
hdcresinin malign bir plazma hicresine donismesi ¢oklu genetik anomalileri de
iceren ¢cok adiml bir surectir. Malign plazma hicreleri tam olarak aydinlatilamayan
sebeplerden oturd bagisikhk sistemi hucrelerinin  sinyallerine yanit verme
Ozelliklerini yitirerek kontrolsuz sekilde proliferasyon gosterir. Prolifere olan malign
plazma hucreleri agir miktarda monoklonal protein (M proteini) olarak adlandirilan
monoklonal immunglobullin veya hafif zincir Gretir. M proteini genellikle IgG ’dir
(>%60) ancak IgA (%20) veya immunglobulin hafif zinciri olabilir. IgD ile IgE
nadirdir ve IgM ureten plazma hucreleri bagka bir plazma hlcresi neoplazisi olan
Waldenstrom makroglobulinemisinin 6zelligidir. Miyelom cesitleri malign plazma

hicresi tarafindan immunglobulin ya da hafif zincir tipine gore belirlenir. Buna goére



en sik karsilasilan miyelom tipleri IgG (>%60) ve IgA (%20) ‘dir. IgD ve IgE
tiplerine ¢ok nadir rastlanir (10-12).

5.1.3. Multipl Miyelomun Klinik Belirtileri:

Hastaligin baglarinda herhangi bir sikayet olmasa da MM gelistikce
birgok belirti ortaya ¢ikmaya baslar. Ozellikle sirt, kaburga ve bazen de kollarda
olugan kemik agrilari miyelom huicrelerinin kemikte harabiyete sebep olacak kadar
fazla biriktigine isarettir (4). Normalde kemik iliginde %5 ‘in altinda bulunan plazma
hacreleri, MMda = %10 gibi bir degerde klonal kemik iligi plazma hucresi olarak
ortaya cikar. Kemik iliginde asiri monoklonal plazma hucre birikimi hematopoez
isleyisini bozarak anemiye yol acar. Hastada normal hemoglobin miktarina sahip
normal boyal eritrositi ifade eden normokromik veya hemoglobin degeri > 2 g/dL
olan normositer (normal eritrosit) veya hemoglobin degeri < 10 g/dL olan anemi
durumlari goézlenebilir (13). Malign plazma hucreleri tarafindan salinan sitokinler
(interlékin) nedeniyle kemik yikimini saglayan osteoklastlarin miktarindaki artis
sonucunda ciddi osteopeni veya patolojik kiriklarin eglik ettigi osteolitik kemik
lezyonlari meydana gelir. Manyetik rezonans goéruntileme (MRI) veya bilgisayar
tomografisi (CT) ile bu lezyonlar gorulebilir. Asiri monoklonal protein Uretimi
nedeniyle diger Ig tiplerinde meydana gelen azalma enfeksiyon duyarlihigini
arttirarak hastada on iki ayda 2 ‘den fazla olmak Uzere sik sik enfeksiyonlara
yakalanma sikayeti ile kendini gdsterir. Ayrica serum ve/veya idrarda monoklonal
protein varligi serum elektroforez paterninde belirgin bir pik ile gézlenir. En sik
karsilasilan belirtilerden biri de bobrek yetmezligidir. Bunun miyelom bobrek yapisi
ve hiperkalsemi olmak tizere iki 5nemli nedeni vardir. immiinglobiilinler yapi olarak
bir butiin halindeyken bobreklerdeki glomertler filtreden gecemeyecek kadar
blayukturler ancak IgG ve IgA miyelomlarinin Ugte ikisinde idrara gegebilecek
kadar kuguk monoklonal serbest hafif zincirler de Uretilir. Bunlara Bence- Jones
proteinleri denir. Bu proteinler renal tlbullerden gecerken ¢okerler ve etrafini gok
cekirdekli dev hicreler sararak miyelom bobrek yapisina donusur. Boylece renal
tubullerde genlesme ve atrofi meydana gelerek tim nefron fonksiyon gdsteremez
hale gelir (11, 13). Kemik yikimindaki artigin yol agtigi = 11,5 mg/dL degerindeki

yuksek serum kalsiyum dizeyi (hiperkalsemi) olmasi ciddi bébrek hasarina yol



agar. Bunlardan baska 6zellikle burun ve digsetlerinde kanamaya egilim artar ¢inku
M proteini trombosit fonksiyonlarini ve koagulasyon faktorlerini etkileyebilir ve
ilerlemis hastalikta trombositopeni meydana gelir. Buna ek olarak ¢ogu kez
kanamayla iligkilendirilen hiperviskozite ile Ozellikle IgM miyelom vakalarinda
kargilagilir. MM hastalarinin %10 ‘undan daha azinda goérilen bu durum serum
viskozitesi Olgulerek anlasilabilir. TUm bu belirtilerden baska hasta vicutta kolayca
meydana gelen cgurukler, halsizlik, zihin bulanikligi, ciltte genel bir hissizlik, tat

alma duyu kaybi gibi yakinmalarla doktora bagvurabilir (4, 11, 13).

5.1.4. Multipl Miyelomun Evreleri:

MM igin iki ¢cesit evreleme sistemi mevcuttur. 1975 ‘ten beri ilk olarak
kullanilan “Durie-Salmon Evreleme Sistemi” dir. 2005 yilinda “Uluslararasi
Evreleme Sistemi (ISS)” geligtirilmistir (14,15). Durie-Salmon evreleme sistemi ISS
‘e gore hastaligin tumor yuku ve biyolojik evresiyle daha fazla uyum gosterir.
Ancak karmasik olusu ve kemik bulgularina 6znel yaklasim gerektirmesi
dezavantajlanidir. Durie-Salmon evreleme sistemine gbére evre 1 olan hasta su
Ozelliklerin tumunu tasimahdir: 0 ya da 1 kemik lezyonu, hemoglobin degeri >
10g/dL, normal kalsiyum ve dustik M protein Uretimi. Dugik M protein Uretimi 1gG
<5 g/dL, IgA < 3 g/dL, idrarda M piki >4000 mg/24 saat olan degerleri ifade eder.
Evre 2, evre 1 ya da evre 3 ‘deki degerlere uymayan hasta grubunu ifade eder.
Evre 3 olan hasta su Ozelliklerden bir ya da daha fazlasini tagimaldir: ilerlemis
kemik lezyonlari, hemoglobin degeri > 8.5 g/dL, artmig kalsiyum ya da yuksek M
protein Uretimi. YUksek M protein Uretimi IgG > 7 g/dL, IgA > 5 g/dL, idrar M piki >
12000 mg/24 saat olan degerleri ifade eder. Alt siniflamasi ise su sekildedir: A alt
sinifi hastalarin serum kreatinin degeri < 20 mg/dL, B alt sinifi hastalarin serum
kreatinin degeri < 2.0 mg/dL olmalidir (14). ISS ’e gore evre 1 olan hastanin
serum beta-2-mikroglobulin (B2M) dizeyi < 3.5 mg/L ve serum albimin dizeyi
23.5 g/dL olmalidir. Evre 2, evre 1 ya da evre 3 ‘deki de§erlere uymayan hasta
grubunu ifade eder. Evre 3 olan hastanin serum $2M dizeyi = 5.5 mg/L olmaldir
(15) Durie- Salmon ve ISS evreleme sistemi kriterleri Tablo 1 ‘de gérulmektedir.
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Tablo 1. Multipl Miyelomda Evreleme Sistemleri

Evre | Durie-Salmon Evrelendirme Sistemi  Uluslararasi Evrelendirme

Sistemi

| Beta-2- mikroglobilin <3.5 mg/L

e Hemoglobin degeri >10.5 g/dL ve albumin 23.5 g/dL

e Serum Kkalsiyum degeri normal
veya <12 mg/dL

e Kemik x-ray, normal kemik
yapisi (skala 0)

e Dusik M-bileseni uretim hizi-
IgG degeri <5 g/dL; IgA degeri
<3 g/dL

e Bence Jones protein <4 g/24

saat

I Ne evre | ne de evre |l Beta-2- mikroglobulin <3.5 mg/L
e A= Renal vyetmezlik yok |ve albumin <3.5 g/dL veya beta-
(kreatinin <2 mg/dL) 2-mikroglobulin 3.5 - 5.5 mg/L
e B= Renal yetmezlik (kreatinin >2

mg/dL)

I e Yiksek M bileseni Uretim hizi
e 1gG degeri >7 g/dL; IgA degeri
>5 g/dL

e Bence Jones protein >10g/ 24

saat

5.1.5. Multipl Miyelomda Prognostik Faktorler:

Hastaligin evresi belirlendikten sonra birka¢ bagimsiz prognostik
faktor ile miyelomun akibeti ongorulebilir. Ana prognostik faktorler hastanin
performans durumu, ISS ve Durie- Salmon evrelemeleri, 13. kromozom

delesyonlari veya hipodiploidi varligi, t (4;14) veya t (14;16) translokasyonlari,
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kromozom 17p delesyonu, DNA indeksi, laktat dehidrogenaz enzimi (LDH) duzeyi,
plazmablastik morfoloji, kemik iligindeki plazma hucresi etiketleme indeksi (PCLI)
olarak siralanabilir. Bunlara ek prognostik faktorler ise yas, C reaktif protein (CRP)
ve serum kreatinin duzeyleri, platelet sayisi ve plazma hucre yuzeyinde bulunup
serumda degerleri dl¢llebilen CD138 antijeni (syndecan-1) ‘dir (3, 7, 10). Bu
prognostik faktorler Uc¢ kategoriye ayrilmaktadir. Birinci grupta yas, performans
durumu, renal fonksiyon gibi hastanin kemoterapiyi tolere edebilirligini yansitan
konakglya ait faktorler yer alir. Konakglya ait parametrelerden en iyi aydinlatilan
yastir. Altmis ile yetmis bes yas araliginin altindaki hastalar daha uzun sagkalim
gosterir. Kirk yas altindaki hastalar ise normal renal fonksiyon ve dusuk B2M
dizeyi ile ortalama 8 yilin Uzerinde sagkalim goOsterir. Seksen yas ustl gibi ¢ok
ileri yas ise kétii prognozla iligkilendirilir. ikinci grupta sitogenetik, molekiiler profil,
tumor hucresinin proliferatif aktivitesi gibi malign klonun i¢ faktorler bulunur.
Uglinci grupta ise B2M, albimin, CRP gibi timér yiki ve hastaliga ait
komplikasyonlari yansitan biyokimyasal belirtegler yer alir. Normalde bobrekler
tarafindan salinan 2M ‘nin serumdaki dizeyi 6zellikle timadr yikd, renal fonksiyon
ve ISS icin miyelomdaki en 6nemli prognostik belirteclerden birisidir (3, 12, 13).
CRP ‘nin serum konsantrasyonu interlokin—6 ‘nin (IL—6) bir belirteci olup 2M ‘den
bagimsiz bir prognostik belirtectir. IL—6 hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar
etkisiyle sistemik inflamatuar cevabin gdstergesi olarak nitelendirilebilen bir
sitokindir. Hasta standart tedavi aldigi zaman CRP ve [B2M duzeylerinin
kombinasyonuna gore prognostik acidan u¢ sinifta degerlendirilebilir. Serum CRP
ve B2M duzeyi < 6.0 mg/L olanlar dusuk riskli grup, serum CRP ve 2M duzeyi 2
6.0 mg/L olanlar yuksek riskli grup, ikisinin arasindaki serum CRP ve [(2M
duzeyine sahip olanlar orta riskli gruptur. Buna gore dusuk riskli grup ortalama 54
ay, orta riskli grup ortalama 27 ay ve yuksek riskli grup ise ortalama 6 ay sagkalim
gosterirler (10, 12, 13). Konvansiyonel sitogenetik analizlerine gére kromozom 13
delesyonu (monozomi) ve/veya hipodiploidi, flioresans in sitl hibridizasyon (FISH)
analizlerine gore t (4;14), t (14;16) veya 17p delesyonu, PCLI ¢alismalarina gére
PCLI =2 %3, serum CD138 degeri 21170 U/ml parametrelerine sahip hastalar
yuksek risk grubu hastalardir. Yaklagik olarak 20-24 aylik sagkalim gosterir (16).
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Tablo 2 ‘de MM'nin farkli fazlarinda ortaya ¢ikan onkogenler ve fenotipik

degisikler 6zetlenmektedir.

Tablo 2. MM ‘de hastalik seyrinin GU¢ donemi

Baslangi¢ fazi Meduller relaps Ekstramedullar
relaps
Miyelom hucre birikimi | Kemik iligi Kemik iligi Kan, pleural efflizyon,
veya proliferasyon yeri cilt ve diger
Genetik veya onkogenik | c-myc N-ras ve K-ras | P53 nokta mutasyonu
olaylar deregulasyonu nokta mutasyonlari

Fenotipik degisiklikler CD19 kaybi, CD56 | CD28 ekspresyonu, | CD28 ekspresyonu ve
asiri ekspresyonu LFA-1 ve VLA-5|CD56 kaybi

kaybi
Dolasan malign plazma | <%1 Artmig Artmis
hacreleri
Ki ‘de prolifere olan | <%1 >veya =1 (%1-95) | > veya =1 (%1-95)

atipik hlcre orani

(bUylme fraksiyonu)

(Ratip S, Cetiner M. Multiple Myeloma Patogenezinde Yeni Gelismeler. ic

hastaliklari dergisi)

5.1.6. Multipl Miyelomun Gelisim Basamaklari:

MM gelisimi, benign bir halden oldukga malign bir duruma gecisi
kapsayan c¢ok adimli bir transformasyon sireci olup her hastada bu strec¢ fark
edilemeyebilir. ilk gerceklesen adim, bir plazma hiicresinin klon olusturmak tizere
O0liumsuz hale geldigi durgun bir fazdir. Bu asamada hiperkalsemi, anemi, kemik
lezyonlari gibi herhangi bir ilgili u¢ organ hasari veya belirti meydana gelmez.
Miyelom hacrelerinin gelisim ve olum hizlan yaklagik olarak aynidir (17, 18).
Sebebi bilinmeyen monoklonal gammopati (MGUS) zamanla MM ‘a ilerleyebilecek
bir pre-malign durumdur. ABD’de elli yas ve Ustl bireylerin yaklasik %3.2 ‘sinde,

yetmis yas ve Ustl bireylerin yaklasik %5.3 ‘Gnde goérulerek MM ‘a gére yaklasik
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yuz kat daha sik karsilasilir. Ancak MGUS olan bir bireyin bir yil icinde MM ‘a
ilerleme ihtimali %1 oldugundan tim MGUS hastalarinin yaklasik dortte tct 20
yildan fazla degisim godstermeden yasamini surdirebilir. MM ’da karsilasilan
sitogenetik anomalilerin (translokasyonlarin ve delesyonlarin) benzer sekilde
MGUS ‘da da gorulir. Ancak bu kromozom anomalileriyle uyumlu belirgin klinik
veya biyolojik yansimalar yoktur. MGUS vakalarinda serum M proteini <3 g/dL,
klonal kemik iligi plazma hiicreleri <%10 olarak saptanir (12, 13, 16). ikinci
asamada plazma hdcrelerinin kemik iliginde birikmesiyle miyelom hicre
transformasyonu gerceklesir. Dolayisiyla bu asamada belirgin bir sekilde
monoklonal protein artigi ve ilgili ugc organ hasari gozlenmeye baslar. Serum M
proteini (IgG veya IgA) =23 g/dL ve/veya klonal kemik ili§gi plazma hucreleri =2 %10
olarak saptanir. intramediiller veya asemptomatik miyelom (SMM) olarak
adlandirilan bu hastalik genellikle kemosensitiftir (16). Hastalik sagkalimi ve
gelisimi icin tamamen kemik iligi destek dokusuna baghdir. Saldirgan bir sekilde
gerceklesen son asamada, miyelom hicreleri kemik iligi destek dokusundan
bagimsiz hale gelir. PCLI ‘nin %1 ‘in Gzerine ¢ikmasi ve LDH duzeyindeki artis ile
kendini belli eden bir proliferasyon artisi s6z konusudur. Kemik iligi morfolojisi
plazmablast goruntuleriyle oldukga saldirgan gozikur. Konvansiyonel sitogenetik
ile ekstrameduller veya semptomatik miyelom bulgularini géstermeye baslayan
hastalarin kromozom anomalileri saptanabilir. Pozitron emisyon tomografisi (PET)
bu tip ekstrameduller hastalik varligini ortaya koymakta siklikla basvurulan bir
yontemdir. Bu asamada miyelomun kemoterapi ve apoptoz direnci gelistirdigi
goralur. Alkilleyici ve hucre dongusune spesifik ajanlarin kombinasyonlari ile
kemoterapi uygulayarak gecici bir sure i¢cin hastalik kontrol altina alinsa da bu
yanitlar kisa surelidir. Yuksek doz kemoterapi ve transplantasyonlara ragmen
sagkalim oldukg¢a kisadir (17, 18).

Bir antijen nedeniyle olusan uretici sinyaller ile B lenfosit hicrelerinden iki
tip plazma hucresi olusturulur. Pre-germinal merkez (GC) B hucrelerinden
farkhlasan plazma hucreleri immunglobdlin - M (IgM) salgilayabilir ya da
immanglobudlin agir zincir lokusu (IgH) rekombinasyonlarina ugrayarak farkl bir Ig

izotipi salgilayabilirler. Somatik olarak hipermutant Ig genlere sahip degillerdir. Bu
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plazma hucreleri genellikle yaklasik 3 gunlik kisa bir yagam suresine sahiptirler.
Bunun aksine, post-germinal merkez (post-GC) B hucreleri plazma hucresine
farkhlasmadan 6nce tekrarlanan somatik hipermutasyonlara, antijen segimlerine
ve IgH rekombinasyonlarina ugrayarak plazmablast Uretirler. Plazmablastlar MM
‘da oldugu gibi kemik iligi mikrogevresine vyerleserek uzun Omurli plazma
hicrelerine donusebilirler (1, 5, 13). MMun her agsamasi igin tani kriterleri Tablo 3
‘de belirtiimektedir.

Tablo 3. Miyelomda Tani Kriterleri

Multipl Miyelom Tani Kriterleri (iigti de bulunmalidir)

1. Kemik iliginde 2%10 plazma hucresi (monoklonal) ve/veya plazmasitoma
2. Monoklonal protein (serum ve/ veya idrarda)*

3. Miyelom iligkili organ disfonksiyonu (en az biri olmalidir) **

e [Klalsiyum yuUksekligi (serum Ca >10.5 mg/l ya da normalin Ust sinirinda)
¢ [R]enal yetmezlik (serum kreatinin >2mg/dl)

e [A]nemi (Hb<10 gr ya da normalin 2 gr altinda)

e [Klemik lezyonlari (litik) ya da osteoporozis (***)

* Monoklonal protein saptanmazsa (nonsekretuvar miyelom) kemik iliginde =%30 plazma hicresi (monoklonal)
ve/veya plazmasitom (biyopsi ile kanitlanmig) olmalidir.

** [ngilizce akronim CRAB (calsiyum,renal,anemia,bone). Bunlarin disinda olup miyelom ile iliskili olduguna kugku
olmayan diger organ disfonksiyonlari da bu kapsamda degerlendirilir.

***Soliter plazmasitoma ya da osteoporozis (kirik olmaksizin) disinda bulgu yoksa kemik iligi plazma hiicre orani

2%30 olmalidir.

MGUS tani kriterleri (Ugli de bulunmalidir)

Serum ve/veya idrarda dusik dizeyde monoklonal protein (*)

Kemik iliginde monoklonal plazma hicre miktari <%10

W N e

Serum kalsiyum, kreatinin ve hemoglobin duzeyleri normal, kemik lezyonu yok
(direkt grafi ve/ veya diger goruntuleme teknikleri ile) Amiloidoz veya hafif zincir

birikim hastaligina asit klinik ve laboratuvar bulgular yok
* Serum 1gG<3 g/dl, IgA< 2g/dl, idrar monoklonal kappa veya lambda <1 g/24 h

e ‘Smoldering’ veya ‘Indolent’ Miyelom Tani Kriterleri (ligii de bulunmalidir) (*)

1. Serum ve/veya idrarda monoklonal protein
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2. Kemik iliginde ve/veya doku biyopsi 6rneginde monoklonal plazma hucreleri

3. MGUS, miyelom ya da soliter plazmasitoma kriterlerine uymama

* Bu kriterler Durie-Salmon Evre IA miyelomu tanimlamaktadir.

Soliter Kemik Plazmasitoma Tani Kriteleri (licii de bulunmahdir)

1. Biyopsi ile kanitlanmigs monoklonal kemik plazmasitoma tek bir kemikte (diger
alanlar i¢in yapilan direkt grafi, ve eger yapildiysa manyetik rezonans (MRI)
velveya pozitron emisyon tomografi (PET) negatif)

IgG< 3.5 g/di
lgG< 2 g/dl
Idrar monoklonal hafif zincir <1 g/24 h
2. Kemik iligi monoklonal plazma hicre orani < %10

3. Miyelom ile iligkili organ disfonksiyonu yok

(Undar L. Multipl Miyelom: Tani. 35. Hematoloji Kongresi. Ekim 7-10, 2009,
Antalya, Turkiye)

5.1.7. Multipl Miyelomun Genetik Ozellikleri:

Sitogenetik anormallikler de MM gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir.
Hastalikta sitogenetik galismalar belirgin zorluk géstermekle beraber kromozomal
bozukluklar olgularin %30-50’sinda gdsterilebilmektedir. Bu siklik erken devre MM
olgularinda az olmakla beraber hastaliin ileri devrelerinde artmakta ve evre Il
olgularin %80-90’inda bu genetik bozukluklari géstermek mimkuin olabilmektedir.
MM’de gosterilmis tipik tek bir kromozomal anormallik yoktur. Olgularin buyuk
bélimunde birden ¢ok sayida anormallik saptanabilmektedir. Kisacasi, MM flu
hastalarda en onemli prognostik parametreler arasinda sitogenetik anomaliler
sayllmasina ragmen olgularin %50-70 ‘inde normal karyotipler gézlenmektedir.
Sayisal ve/veya yapisal kromozom anomalileri sitogenetik analizler ile olgularin
ancak 9%20-50 ‘sinde gosterilebilmektedir (19). MM ‘da kromozom
aberasyonlarinin sikliklari hastalik patogenezinde o6nemli bir etkendir. Yapilan
calismalar genetik faktorlerin belirlenmesinin, hastaligin tanisi, etiyopatolojisinin
belirlenmesi, prognoz ve tedavi protokollerinin dizenlenmesinde ¢ok 6nemli

oldugunu gostermigtir. En 6nemli kromozom anomalileri, hipo ve hiperdiploid
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karyotipler, kromozom 1 anomalileri, kromozom 13 anomalileri ve kromozom
14932 ‘deki IgH yeniden dizenlenmeleridir. 13q delesyonu ve hipodiploidi en
onemli kisa sagkalim belirtegleridir (20-22). MM olgularinda kemik iliginden yeterli
sayl ve kalitede kromozom elde etmek her zaman mumkin olmadigindan
anomaliye spesifik FISH analizi tani yontemi olarak kullaniimaktadir. Kromozom
14 ‘deki IgH lokusunu (14932) iceren translokasyonlar MM ve MGUS ‘un her
ikisinde de ortak gorulir. Bu nedenle erken patojenik olaylar olarak
yorumlanmaktadir. Bu translokasyonlar IgH ekspresyonunu arttirici genler ile bir
proto-onkogeni birlestirerek olusan yeni yapiya normalde var olmayan bir 6zellik
kazandirir. Bu Ozellik aslinda buyume ve yasam sinyal yolaklarini aktifleyici ve
apoptotik sinyalleri bozucu sonuglara yol acan genetik bir lezyon olmasidir (1, 17,
20, 21, 22). MM timédrlerinin yaklasik %40 ‘inda bulunan IgH translokasyonlarinda
siklikla etkilenen yedi tane kromozomal partner ve onkogen bulunur. Bunlar, siklin
D iligkili olarak gorulme oranlariyla 11913 (siklin D1) %15, 12p13 (siklin D2) < %1,
6p21 (siklin D3) %2 seklindedir. Musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
homolog (Maf) iligkili olarak gorulme oranlariyla 16923 (c-maf) %5, 21q12 (mafb)
%2 ve 8924.3 (mafa) <%1 seklindedir. Son olarak da MM SET yapisi (MMSET)/
Fibroblast buyume faktoru reseptoru 3, (FGFR3) iliskili olarak gorulme oraniyla
4p16 (MMSET ve genellikle FGFR3) %15 seklindedir. Tumu birlikte
deg@erlendirildiginde IgH translokasyonlarinin prevalansi meduller MM vakalarinin
%50 ‘sinden fazladir. MM tumoérlerinin yaklasik %50 ‘sinde ve MGUS vakalarinin
%40-50 ‘sinde 13 . kromozom kaybi (13914, A13) vardir. Cogu vakada A13 tum
kromozomun monozomisini ifade eder. Retinoblastom (Rb) geni kromozom 13
uzerinde yer aldigi icin monozomi 13 durumuyla paralel olarak Rb delesyonlari da
kotl prognozu ifade eder. 13q delesyonu disinda 11q kazaniminin da koétu
prognoz iligkili oldugu bulunmustur (5, 15, 16, 19, 20, 21, 22). Miyelom
olusumunda diger sik gergeklesen genetik olaylar N- ve K- ras onkogenlerinin
mutasyonlaridir. K-ras mutasyonlu hastalar mutasyonu tasimayanlara gore daha
kisa sagkalim (2— 3,7 yil) gOsterirler. Ras mutasyonlari MM hastalarinin %35-50
‘sinde gorulurken MGUS vakalarinda nadirdir. Bu durum bu mutasyonlarin
sekonder bir genetik olay oldugunu ya da MGUS ‘dan MM ‘a geciste etken

olabilecegini dusundurmektedir (16, 17). Bunun aksine, onkogenik yolaklarin
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aktivasyonu ve p53 gibi tumor baskilayici genlerin mutasyonu MM ‘da nadir
gOrulur. Bu olaylar ¢ogunlukla ilerlemis hastalik ya da ekstrameduller bir belirtiyle
iligkilendirilir  (18). Myelocytomatosis viral oncogene homolog (Myc) genini
kapsayan translokasyonlar MGUS ‘ta ¢ok nadir iken MM tumorlerinin %15 ‘inde
gorulur. Bu yeniden dizenlemelerin cogu c-myc iken primer tumorlerin %2 ‘si n-
myc eksprese ettiginden bazi vakalarinda n-myc translokasyonlari da gorulur.
Biallelik c-myc ekspresyonunun interlékin 6 (IL—6) ve diger sitokinler tarafindan
timorijenezin erken safhalarinda uyariimasina ragmen myc translokasyonlari MM
tumorlerinin daha az destek doku bagimli ve daha proliferatif halde oldugu
hastaligin ilerledigi bir sUregte ortaya c¢ikar (17, 21). MM ‘daki ortak genetik
degisikliklerin asil sonuclari hicre dongusu regulasyonun bozulmasi ve apoptoz
direnci kazanimidir. Ornegin, t(4;14) translokasyonu FGFR3 ‘Un asiri
ekspresyonuna dolayisiyla Ras/ mitojen aracili protein kinaz (Ras/ MAPK)
yolaginin uyariimasina yol acar. Ras/ MAPK yolaginin aktivasyonu hucre
dongusinln ilerlemesine ve hicresel yasamin devamina neden olur. t (11;14)
translokasyonu siklin D1 ‘in asiri ekspresyonuna bu da miyelom htcreleri disuk bir
proliferasyon indeksine sahip olmasina ragmen regulasyonu bozulmus bir hlcre
dongusunun ilerlemesine sebep olur. Sonu¢ olarak dusuk sagkalim ile
iliskilendirilmis genetik anomalileri 6zetleyecek olursak bunlar, t (4;14), t(14;16),
17pl13 vel3ql4d delesyonu, 1921 kazanimi durumlaridir. DNA indeksi >1 olan
vakalarda DNA indeksi <1 olanlara gore belirgin sekilde daha uzun sagkalim
goralur (16, 17, 19, 20).

Spesifik biyolojik 6zellikler, kromozomal aberasyonlar ve Kklinik bulgularla
uyum gosteren farkli gen ekspresyon profillerine gére MM hastalari MM1, MM2,
MM3 ve MM4 olmak Gzere dort molekuler alt tiptedir. Bu siniflamaya gére MM1 en
iyi prognoz gosterirken MM4 en kotusuduar. Alternatif bir siniflama ise kromozomal
translokasyonlar ile siklin D ekspresyonlarinin kombinasyonundan olugsan ve MM
hastalarini bes gruba ayiran TC siniflamasidir. T translokasyonu C ise siklin D ‘yi

ifade eder. Bu siniflamanin prognozla iligkisi tam aydinlatilamamistir (1, 13, 23).
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5.1.8. Multipl Miyelom ve Mikrogevre iligkisi:

MM hdcrelerinin kemik iligi stroma hacrelerine (BMSC) adhezyonu
sonucu sitokin aracili tumor hicresi gelisimi, sagkalim, ilag direnci ve migrasyon
olaylarini tetikler. MM hucrelerinin BMSC ‘lerine baglanmasi ile BMSC ‘lerden ve
tumor hdcrelerinden sitokin sekresyonu artmaktadir. Bu sitokinler major sinyal
yolaklarini aktive ederler. Bu yolaklar extracellular signal-regulated kinase (ERK);
Janus kinaz 2 (JAK2)-signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3);
fostatidilinositol 3-kinaz (PI3K)—Akt; ve/ veya nukleer faktor xB (NFxB) ‘dir. Bu
yolaklarin sonunda yer alan hedefler interlokin 6 (IL-6), insulin benzeri biyime
faktort 1 (IGF1) ve vaskuler endoteliyal buyime faktoru (VEGF) gibi sitokinler,
Bcl-X, gibi antiapoptotik proteinler, apoptoz inhibitéri proteinleri (IAP), miyeloid
hicre 16semi sekansi 1 (MCL1) ve hlicre-hlicre modulatorleridir (siklin D) (5, 18,
24, 25). Malign plazma hucreleri yavas proliferasyon hizina ve dusuk hlcre
indeksine sahip olmalari nedeni ile uzun yasam suresine sahiptirler (26). Miyelom
hlcrelerinin uzun dénem yasamalarini saglayan tanimlanmis en énemli faktor IL-6
‘dir. IL-6 ‘nin dncelikle miyeloma kemik iligi basta olmak Uizere makrofaj, fibroblast,
osteoblast, osteoklast ve monositlerden salindigi gosterilmigtir ve antiapoptotik
Ozellige sahiptir. MM olgularinin cogunda miyelom hucrelerinin IL-6 salgiladigr ve
yuzeylerinde IL-6 reseptorleri tasimalari nedeniyle otokrin etki gosterdigi
belirlenmistir. NFxB ‘nin adhezyon aracili aktivasyonu sonucunda interseluler
adhezyon molekili 1 (ICAM1) ve vaskuler hiicre adhezyon molekuili 1 (VCAM1)
gibi adhezyon molekullerinin ekspresyonlari hem miyelom huicrelerinde hem de
BMSC ‘lerde artar. Boylece miyelom hucrelerinin BMSC ‘lere baglanmasi da
artmaktadir. VEGF, basic fibroblast buyume faktort (bFGF) ve hepatosit buylime
faktori (HGF) gibi anjiyogenik faktérlerin MM hucreleri ve BMSC ‘lerden salinmasi
ise neo-anjiyogenezi uyarir. VEGF otokrin etki sonucu miyelom hucrelerinin
proliferasyonuna neden olmaktadir. Kemik iligi mikrocevresi ile miyelom hucreleri
arasinda sinerjistik bir etkilesim vardir. Bu etkilesim sonucu stromal hicrelerden
salinan IL-6, miyelom hdcrelerinden IL-13, VEGF ve makrofaj inflamatuar protein-
la (MIP1a) salinimina neden olarak osteoklast aktivasyonuyla sonlanir. BMSC ‘ler
tarafindan uretilen NFxB reseptor aktivatori ligandi (RANKL) ve MM hucreleri

tarafindan Uretilen MIP1a osteoklastogenezi uyarir. Bunun aksine osteoblastlar ve
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BMSC ‘ler tarafindan uretilen osteoprotegerin (OPG) osteoklastogenezi inhibe

eder. Osteoblastogenez ise MM hdicreleri
(DKK1) ile BMSC ‘lerden salinan HGF
inhibe

Miyelom hucrelerinin ekstraseluler matrikse

uyarilmasi ve osteoblastogenezin

tarafindan salinan IL3 ve Dickkopfl
ile inhibe edilir. Osteoklastogenez
edilmesi sonucu osteolizis geligir.

ve BMSC ‘lere adhezyon gostermesi

sonucunda bu
gOstermelerine ek olarak kazandiklari antiapoptotik 6zellik ile de konvansiyonel
kemoterapiye karsi da dayanikhlik gelistirdigi belirlenmigtir (1, 5, 8, 18, 24, 25).

Kemik iligi mikrogevresinin MM patogenezindeki rolu Sekil 1 ‘de gosterilmektedir.

hicrelerin  yasam surelerinin  uzamasi ve proliferasyon
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Sekil 1. Kemik iligi Mikrogevresinin Multipl Miyelom Patogenezindeki Rolii

Zhou J, Mauerer K, Farina L, Gribben JG. The role of the tumor
microenvirlonment in hematological malignancies and implication for therapy.
Front Biosci. 2005; 10:1581-1596

5.1.9. Multipl Miyelom Tedavisi:
MM tedavisi hastaya gore planlanmalidir. Evre 1 olan asemptomatik
hastalarin kemoterapi almadan duzenli bir sekilde takip edilmeleri 6nerilir. Evre 2

ve 3 olan MM hastalarinda ise siklikla kemoterapi uygulanir. MM tedavisi uzun
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zamandir alkilatorler, antrasiklinler ve kortikosteroidler ile yapilmaktaydi. Ancak
kemoterapi segeneklerinden melfalan ve prednizolon kombinasyonu (MP) son kirk
yihn altin standartlarindan biri haline gelmistir. Yapilan calismalarda melfalana
kimulatif maruziyet sonucunda artan ilik toksisitesi ve bozuk kdk hicre Uretimi
Ozellikle otolog kok hlcre nakli aday! yuksek doz kemoterapi alacak hastalar igin
Onemle g6z onunde bulundurulmasi gereken bir durum yaratir. Bu nedenle son
yillarda bu tip vyuksek doz kemoterapide melfalan alacak hastalarda
sitorediksiyonda melfalan vyerine ilk tedavilerin vinkristin, adriamisin ve
deksametazon kombinasyonu (VAD) olarak veriimesi yaygin bir sekilde
uygulanmaya baslanmistir. Bu sayede basarili bir periferik kok hicre aferezi
yapilabilmektedir. MP tedavisi ise yuksek doz kemoterapi almayan ve
hematopoetik kOk hicre nakli olmayan hastalarda primer tedavi sekli olup
hastalarin %50 ‘sinde remisyona ulasiimaktadir. Bu tedavinin yasam suresini 1
veya 2 yil kadar uzatabildigi kabul edilmektedir (1, 3, 11, 19). Konvansiyonel terapi
goren hastalarin yaklasik % 5’'inde tam remisyona (CR) ulasiimaktadir. Relaps ya
da refrakter hastalik durumunda ilk olarak VAD protokoli uygulanmalidir. En aktif
ajani deksametazon olan bu kombinasyon tedavisinde relaps hastalarda %30-40,
primer refrakter hastalarda ise %30 yanit alinir. Ancak gerek yuksek enfeksiyon
oranlari gerekse uygulama bigimindeki zorluklar ile VAD tedavisi de olumsuz
yonlere sahiptir (19). Yapilan tim c¢alismalarin isiginda altmis bes yas alti
hastalarda otolog hematopoetik kok hicre transplantasyonu ile beraber uygulanan
yuksek doz tedavi standart kabul edilmektedir. Allojenik hematopoetik kok hicre
transplantasyonu ylksek toksik olum riski icermekte olmasina karsin geng
hastalarda otolog hematopoetik kdk hicre transplantasyonuna kiyasla kur temin
edebilecek tek tedavi secgenegidir. Otolog hematopoetik kdok hicre
transplantasyonu ise kuratif degildir ancak hastanin hastanede kalma suresi ve
destek tedavi ihtiyaci daha azdir. Bu tedavilere ek olarak belirli kemiklerde tutulum
gorulen ve bu nedenle siddetli kemik agrisi ¢ceken hastalara ise radyoterapi
uygulanmaktadir. Bu sekilde var olan kemik lezyonlari tedavi edilebilmektedir (3, 5,
11).
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MM standart tedavilerinin ilerleyen sureclerinde 6zellikle melfalana direng
gelismektedir. Bu nedenle son zamanlara siklikla tercih edilen talidomid,
bortezomib, lenalidomid gibi yeni tedavi secenekleri degerlendiriimektedir (1, 6,
11). Son yillarda hematolojik malignitelerde kemik iliginde anjiyogenez artisinin
saptanmasi ile birlikte talidomid antianjiyogenik etki mekanizmasi ile 6nem
kazanmigtir. Talidomid ‘in diger etkileri ise immun modulasyon saglamasi ve tumor
necrosis factor (TNF-a) inhibisyonudur. Serbest radikaller araciligiyla DNA
hasarini indukleyerek direk sitotoksisiteye yol acgar. Talidomid altmis bes yas alti
hastalara gunlik 50-200 mg, daha yagl hastalara ise daha iyi tolere edilebilecek
sekilde 50-100 mg olarak verilir. Periferal néropati, konstipasyon, bitkinlik gibi yan
etkilerin yani sira deksametazon ile kombine edildiginde oldukga sik olarak (% 5-
21) derin toplardamar trombozuna (DVT) neden olmaktadir. MM igin bir diger yeni
tedavi prensibi ise proteozom inhibisyonu yoluyla etki gdsteren bortezomibdir.
Proteozom hulcrenin en onemli lizozomal olmayan proteazi olup hicre dongusu,
posttranskripsiyonel modifikasyonlar ve apoptoz gibi kritik mekanizmalarda rol alan
hicresel proteinlerin yikimindan sorumludurlar. Bortezomib hucrelerdeki ubikitin-
proteozom katalitik yolaginda 26S proteozom kompleksini direkt olarak baglayarak
inhibe eder. Bunun sonucunda hicresel proteinler bu ¢ok alt birimli yapi tarafindan
yikima ugratilamaz. Bu durum MM tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktorleri
NFkB inhibitorinin konsantrasyonlarini arttirmaktadir. BoOylece proteozom
inhibisyonunun anti-timoér etkinligi gergekleserek timoér hicresinde blylime
baskilanarak apoptoz meydana gelmektedir. Bortezomib hastalara her 21 ginde
1., 4., 8. ve 11. ginlerinde 1,3 mg/m? olacak sekilde intravenéz vyolla
uygulanmaktadir. Gorulen yan etkiler ise gastrointestinal, gecici sitopeni,
yorgunluk, bitkinlik ve periferal néropati olarak siralanabilir. Daha dusuk toksisiteye
sahip bir talidomid analogu olan lenalidomid ise MM tedavi yaklasimlarindan bir
baska ornektir. Etki mekanizmasini immun modulasyon ve antianjiyogenik yolla
gOstermektedir. Hastalara her yirmi sekiz giinde 1. glinden 21. gline kadar glinde
25 mg oral yolla verilmektedir (1, 3, 6, 10, 11, 19). Tum bunlara ek destek tedavi
olarak bifosfonatlar kullaniimaktadir. MM hastalarinda siddetli agrilarin eglik ettigi
patolojik kemik lezyonlari meydana gelmektedir. Bifosfonat kullanimi ile bu

lezyonlarin insidansinda azalma gergekleserek agri palyasyonu ve hiperkalsemi
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de kontrol altina alinabilmektedir. Hiperkalsemiyi normalize etmek igin
uygulanacak bir diger tedavi ise altmig ile doksan mg arasi tek doz pamidronat
intravenoOz yolla yaklasik 2-4 saat kadar hastaya uygulanmasidir. Bunun yani sira
on bes dakika 4 mg zoledronik asitin intravenoz yolla uygulanmasi da serum
kalsiyum degerlerini yirmi dort ila yetmis iki saat icinde normalize etmektedir (1, 4,
10). Nonsteroid antiinflamatuar ajanlar dehidrasyon ve enfeksiyonun da eslik ettigi
bdbrek hasarina yol agmaktadir. Demir, folat ve B12 eksikliinden kaynaklanan
anemi durumunda haftada 40000 U eritropoietinin subkutan uygulanmasi ya da 2
haftada bir 200 pg darbepoietinin  subkutan vyolla uygulanmasiyla tedavi
saglanabilmektedir. Ancak yuksek riskte DVT olusumu nedeniyle bu tedaviler
talidomid ya da lenalidomid kombinasyonlarinda sinirlandiriimalidir. Enfeksiyon
riskine karsilik ise mutlaka pnémokok veya gribe kargi asilama yapiimalidir (3, 10).
MM tedavisi igin sik kullanilan segenekler Tablo 4 ‘de, MM tedavisinde kullanilan
tedavi kombinasyonlari Tablo 5'de, yeni ve hala klinik ¢alismalari devam eden
tedavi segenekleri Tablo 6 ‘da belirtiimektedir. Avrupa grubuna goére kan ve kemik

iligi nakli cevap kategorileri Tablo 7‘de belirtiimektedir.

Tablo 4. MM ‘da Sik Kullanilan Tedavi Segenekleri

Tedavi Avantajlar Dezavantajlar

kombinasyonu

VAD %70 hastada cevap e Yan kalici kateter
e Vinkristin Kok hucrelere zarar gerektiren V.
e Adriyamisin vermez uygulama
e Deksametazon Kok hicre nakli igin e Vinkristin sinir

c-VAD

e Siklofosfamid

e Vinkristin

e Adriyamisin

e Deksametazon
c-VAMP

e Sijklofosfamid

temel olusturur

Aktif hastalik
semptomlari daha iyi
kontrol edilebilir ve ilk
remisyon kalitesi daha

iyi olabilir

hasari yapabilir
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e Vinkristin
e Adriamisin

e Metilprednizolo

n
Tek basina Oral uygulama e Yogun
Deksametazon VAD uygulamada iyi
kombinasyonunun tolere edilmeyebilir
sagladigi faydanin
onemli bir yuzdesini
sagladigi
dusunulmektedir.
MP Oral uygulama e KOk hasarina yol
e Melfalan lyi tolere edilebilir acar,bu  yizden
e Prednizolon %50 vakada cevap ardindan  yuksek
alinir dozterapi
Protokoli iyi planlaniyorsa kok
bilinmektedir hiicre toplama

sansini azaltir.

Haftalik C Oral uygulama
e Siklofosfamid Kok hdcre  hasar
yapmaz
ABCM Oral ve V. e KOk hlcre hasari

e Adriamisin
e BCNU
e Sijklofosfamid

e Melfalan

kombinasyonu

olabilir

Miyeloma Euronet AISBL. Myelom Temel Klavuzu. http://myeloma-

euronet.org/_dl/multiple-myeloma/Multiple _Myeloma-tr.pdf (Mayis 2009)
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Tablo 5. MM tedavisinde kullanilan yeni ilag kombinasyonlari

Miyelom Tedavisinde Kullanilan Yeni ilag Kombinasyonlari

e Lenalidomid + Deksametazon

e Lenalidomid + Bortezomib

e Talidomid + Deksametazon

e Talidomid + Bortezomib

e Lenalidomid + Melfalan + Prednizolon

e Lenalidomid + Deksametazon + Bortezomib

e Talidomid + Deksametazon + Melfalan + Bortezomib

e Talidomid + Melfalan + Prednizolon

e Bortezomib + Lipozomal doksorubisin

* Klinik galismalarda bu ilag kombinasyonlarinin bazilari Gizerinde galismalar yapiimaktadir.

Tablo 6. Yeni/ Klinik Arastirmalari Devam Eden Tedavi Secenekleri

Kemoterapi
Bendamustin
Proteazom inhibitorleri
NPI-0052

Karfilzomib
immunmodulatér ilag
Pomalidomid (CC-4047)
Monoklonal antikorlar
BB-10901

TKI258

CNTO328

Histon deasetilaz inhibitorleri

Vorinostat

LBH589

Isi sok protein 90 inhibitoru
Tanespimycin

Akt inhibitor

Perifosine

Aurora kinaz inhibitoru
AZD1152

Telomeraz inhibitori
GRN163L

( http://kanhastaliklari.net/icerik.php?id=338&alt id=335 )
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Tablo 7. Kan ve Kemik Iligi Nakli Tedavi Yanit Kriterleri
Tedavi Sonucu ‘ Tanimi ‘
Tam remisyon cevabi (CR) Kanda tayin  edilebilir  dlzeyde
paraprotein yok, kemik iliginde plazma
hdcrelerinin ylzdesi normal veya kemik

iliginde miyelom hucresi yok

Cok iyi kismi cevap (VGPR) Paraproteinde tedavinin baslangicindan
bu yana %90 ‘dan fazla dusme

Kismi cevap (PR) Paraproteinde %50 ‘den fazla dugme

Minimal cevap Paraproteinde %25 ‘den fazla ama %50

‘den az dusme

Stabil hastalik (SD) Paraproteinde %25 ‘den az diisme, ancak
artis yok

llerleyici hastalik (PD) Paraproteinde %25 ‘den fazla yukselme
veya yeni kemik lezyonlarinin
bulunmasi

Miyeloma Euronet AISBL. Myelom Temel Klavuzu. http://myeloma-

euronet.org/_dl/multiple-myeloma/Multiple _Myeloma-tr.pdf (Mayis 2009)

5.2. immiinregulasyon

Immiin sistemin ana fonksiyonu patojen ve mikroorganizmalardan
enfekte olmus hucreleri yok etmek ve bu sirada da g¢evre doku hasarini en az
dizeyde tutmaktir. Antijen sunan hicre tarafindan baslatilan immun yanit himoral
ve hucresel bagisiklik, hucre- mediyator etkilegimleri ve immun sistemi duzenleyici
sinyal iletici fonksiyona sahip bir polipeptit olan lenfokin dretimi ile aktive
edilmektedir. Bunun sonucunda sitotoksik efektor T hucreleri olusarak antijene
6zgil yanit olusturacak antikorlar salinir. immiin sistemin vicudun kendi
antijenlerini taniyarak zarar vermeden sadece patojen tlrevli enfekte molekulleri
yani yabanci antijenleri yok etmesi olduk¢ca hassas bir denge gerektirmektedir.
Olusan bu dengeli sisteme immin tolerans denir. immiin toleransin bozulmasi

halinde organizmanin kendi antijenlerine immun yanit olusturmasi durumunda
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ortaya g¢ikan hastalia otoimmun hastalik denir. Bunun yanisira immudn yanitin
azalmasi halinde immun sistem ¢Okebilir veya immun yanittaki dengesizlikler
alerjiye sebep olabilir (27, 28). Bu durumlarin ortaya ¢ikmasini kontrol ederek
immiinregulasyonu saglayacak bazi sistemler mevcuttur. immiin tolerans klonal
delesyon yoluyla gerceklesen merkezi tolerans ve periferal tolerans
mekanizmalarina sahiptir. Merkezi toleransta T hucrelerinin timustaki gelisme
surecinde vucudun kendi antijenlerine karsi reseptor tasiyan hucreler yikima
ugramaktadir. Boylece daha lenfositlerin olgunlasma surecinde negatif seleksiyon
gercekleserek klonal bir delesyon meydana geydana gelmektedir (29, 30).
Periferal toleransta antijen sunan hucrelerin antijen sunumu sirasinda ikinci bir
sinyal iletmesi bozularak klonal anerji adi verilen durum olugturulur. Klonal anerjide
siklikla gérev yapan B7 ailesi molekdllerinin etkilesimi 6nem tasir. Olgunlasmis bir
dendritik hiicre veya antijen sunan hucre uUzerindeki B7 reseptoru ile aktif haldeki
bir T hlcresinin Gzerindeki CD28 ‘in ya da cytotoxic T-lymphocyte antigen 4
(CTLA4) ‘Un etkilesimi sonucunda ikincil sinyal iletimi engellenebilmektedir (31-33).
Periferal toleransin en dénemli pargasi olan bir diger sistem ise dizenleyici T
hacreleridir (Treg). Duzenleyici T hucreler immun sistemi baskilayici yonde etki
ederek otoimmuniteyi ve graft rejeksiyonu dnlemekte olup azalan Treg fonksiyon
aktivitesi ise otoimmun hastaliklara duyarlligi arttirmaktadir.  Ancak Treg
hicrelerinin infeksiydz ajanlara ve tUmor hdcrelerine kargi tim imman cevaplari
module ederken anormal immunsuUpresif fonksiyon gostermesi sonucunda
infeksiyon veya malign durumlar da ortaya c¢ikabilmektedir. Monoklonal
immanglobulin Uretimi ile karakterize olan MMda baskilanmig diger immunglobulin
ekspresyonlariyla birlikte fonksiyon géstermeyen T hilcre yanitlari da mevcuttur.
Bu immin fonksiyon bozuklugunun temelindeki sebeplerden birinin Treg

hdcrelerinin anormal aktivitesi oldugu bilinmektedir (30, 32, 34, 35).

5.3. Duzenleyici T Hucreleri (Treg)

Duazenleyici T hucreler ilk kez 1970 yilinda sUpresor hucreler olarak
tanimlanmistir. 1980 ‘lerde ise izolasyon ve tanimlanmasinin zorlugundan dolayi
calismalar birakilmigtir. 1995 yilinda Sakaguchi ‘nin interldkin-2 (IL-2) reseptort a
zincirinin (cluster of differentiation 25, CD25) CD4+ Treg hucreler igin fenotipik bir
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belirte¢ oldugunu bulmasiyla birlikte Treg hucreleri Uzerine ¢aligmalar tekrar hiz

kazanmigtir (36).

5.3.1. Treg Hicrelerinin Siniflandiriimasi:

Treg hucreleri olusum sekillerine gore ikiye ayrilir. Direkt olarak timus
kokenli olanlara dogal Treg hucreleri denirken CD4+ veya CD8+ hucrelerden bir
antijene temas sonucu olusanlara ise uyari kokenli ya da induklenmis Treg
hicreler (iTreg ) denir. Treg hlcreleri hiicre tipine gére ise CD4+ ve CD8+ olmak
uzere iki ana sinifa ayrilmaktadir. CD4+ Treg hlcreleri bes grupta incelenir. Timus
kokenli dogal bulunan Treg hucreler, periferal yolla induklenmis Treg hicreler, tip 1
regulator (Tr1) ve T yardimci 3 (Th3) hucreler ile transforming growth factor-g
(TGF-B) / IL-10 cift pozitif CD4+ Treg hlcreler olarak adlandiriimakta olup farkh
fenotiplere ve farkli immunsupresif mekanizmalara sahiptirler. Ayrica CD4+ iTreg
hicreler CD4+ T hucrelerin in vivo veya ex vivo yolla aktif hale gelmesi sonucunda
supresif etkilerini gosterebilmektedirler. Timus kokenli dogal bulunan Treg hlicreler
ve periferal yolla indiklenmig Treg hucreler CD4+ CD25+ forkhead box p3
(Foxp3+) fenotipine sahiptirler. imminslpresif etkilerini invitro (CTLA4) aracili
hicre-hlcre kontagi ve in vivo hucre-hucre kontagi ile IL-10 ve TGF- eksprese
ederek sitokin aracili olarak gergeklestirirler. Tr1 hicreler CD4+ CD25+ Foxp3- ve
yuksek IL-10 fenotipine sahip olup immunstpresif etkisini hiicre- hicre kontagi ve
IL-10 eksprese ederek sitokin aracili olarak gerceklestirirler. Th3 hicreleri CD4+
CD25+ Foxp3- ve yuksek TGF-B fenotipine sahip olup immunsupresif etkisini
sadece TGF-B eksprese ederek sitokin aracili olarak gergeklestirirler. Son olarak
TGF-B/ IL-10 ¢ift pozitif CD4+ Treg hlcreler ise TGF-B/ IL-10 ¢ift pozitif ve CD4+
CD25- Foxp3- fenotipe sahip olup immunsupresif etkisini sadece IL-10 ve TGF-f
eksprese ederek sitokin aracili olarak gergeklestirirler. CD8+ Treg hucreleri T
supresor hucreler (Ts) ve IL-10 Ureten CD8+ T hucreleri olmak Uzere iki grupta
incelenir. Ts hicreler CD8+ CD28- fenotipe sahip olup immunsupresif etkisini
CTLA4 aracili hiicre-huicre kontadi yoluyla gergeklestirirler. IL-10 Greten CD8+ T
hicreleri ise CD8+ IL-10+ fenotipe sahip olup immunsupresif etkisini IL-10
eksprese ederek sitokin aracili olarak gergeklestirirler (36, 38- 40). Treg hucrelerin

genel siniflamasi Tablo 8‘de belirtimektedir.
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Tablo 8. Treg Hucrelerin Genel Siniflamasi

T reg Alt Sinifi | Regllator mekanizma  Eksprese edilen Fonksiyon

transkripsiyon
faktoru
CD4+ CD25+ e Hiucre- hicre | Foxp3 e Otoimmun
Treg hucreleri kontag! supresyon
e Sitokinler (IL-10) e Yabanci
antijenlerin
rejeksiyonunun
inhibe edilmesi
e Bakteriyel
infeksiyonlara karsi
yanitin inhibe
edilmesi
o UV- aracil
supresyon

Tr1 hicreleri IL-10 Foxp3 (?) e Otoimmun
supresyon

Th3 hucreleri | TGF- e Otoimmdin
supresyon

NK Treg | IL-4, IL-10, TGF-B e TUmodrlerin ve viral

hicreleri sitotoksisite antijenlerin
eliminasyonu

e Otoimmdin
supresyon

e UV ile indUklenen
timorlere karsi
korumaya yonelik
immun sistemin
moduasyonu

5.3.2. Treg Hucrelerinin Etki Mekanizmasi:

Tum timus kokenli dogal bulunan ve induklenmis Treg hucrelerinin
supresif fonksiyonlarini gostermesi igin bir T hicre reseptort (TCR) tetiklemesine
ihtiyaci vardir. Treg hucrelerin efektor T hicre aktivasyonunu baskilamasi ve
fonksiyonu Uzerine mekanizmasi kesin ve net olarak aydinlatilamamistir (32, 36).
Ancak genel anlamda Treg hlcrelerin supresif etki mekanizmasini siniflandirmada

da goruldugu Gzere hicre-hicre kontagi ve sitokin aracili olmak UGzere iki yolla
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gerceklestigi  belirlenmigtir.  CD4+ CD25+ Treg hucreler efektor T hicre
proliferasyonunu ve interferon gama (IFNy) uretimini direk bu hulcrelerle temas
ederek gercgeklestirebilmektedir. Efektdor T hlcre Uzerindeki CD80/ CD86 ‘nin
supresor hicre yuzeyindeki (CD4+ CD25+ Treg hicre) CTLA-4 ile ligasyonu
sonucunda baskilayici etkili sinyal iletilerek efektor T hicrenin fonksiyonu inhibe
edilmis olur. Treg hucrelerin efektor T hdcrelerin fonksiyonunu etkilemesinde bir
baska mekanizma dendritik hicre (DC) modulasyonu aracihgiyladir. DC
uzerindeki CD80/ CD86 ‘nin supresdr hlcre uzerindeki CTLA-4 ile ligasyonu
sonucunda indoleamin-2,3-dioksigenaz (IDO) ekspresyonu ve aktivasyonu artar.
IDO triptofan aminoasidi degradasyonunda yer alan katabolik bir enzimdir. Bu
nedenle triptofanin azalmasi sonucunda T hucrelerin delesyonuna ya da aktivite
kaybina yol acmaktadir (36, 38, 39). Sekil 2 ‘de bu mekanizmalar sematize
edilmigtir. Bu bilinen mekanizmalar disinda Treg hucrelerin hicre-hucre kontagi
yoluyla nasil supresif etki gosterdigi hala arastiriimaktadir. Hlcre- hicre kontagi
bagimh sitokin bagimsiz mekanizmaya karsilik in vitro galismalara gore Tr1
hicreleri ve Th3 hicreleri supresif aktivitelerini IL-10 ve TGF-B immunsupresif
sitokinlerini Ureterek gostermektedirler. $ekil 3 ‘de Treg hacrelerin  etki
mekanizmasi gosterilmektedir. Treg aktivitesinde immunsupresif sitokinlerin katkisi
hedef organin dogasi, inflamasyonun derecesi gibi bir¢cok fizyolojik faktor ile
etkilenebilir. IL-10 hasari sonucu colitis, TGF- bagimli diyabet olusumu gibi bazi
otoimmun hastaliklar da ortaya ¢ikabilir. CD4+ CD25+ Treg hucreler granzyme A
eksprese edebilirler. Boylece CD4+ ve CD8+ T hucreleri perforin bagimh
mekanizma Uzerinden oldurebilirler. Bunlara ek olarak Treg hucreler DC
olgunlagsmasini ve aktivasyonunu sitokin salinimiyla dnlemektedirler. Bunun igin
IL-10 DC uzerindeki major histocompabilitiy complex ( MHC ) sinif 2 ‘yi ve CD80/
CD86 ko-stimule edici molekullerin uyariya yanit vermesini baskilayarak DC ‘nin
antijen sunma kapasitesine zarar verir. TGF-f da MHC sinif 2'nin ekspresyonunu
bozup ko-stimule edici molekillerin de etkinligini dnler. Ayruca CD8+ Treg hlcreler
de ko-stimule edici molekullerin de etkinligini 6nlemektedir. Buna ek olarak DC
tarafindan Ig benzeri transkript 3 ve 4 (ILT3 ve ILT4) ekspresyonunu arttirirlar. ILT
molekulleri g benzeri inhibitdr reseptér ailesindendir. Fonksiyon olarak ise

oldurtcu hacre inhibitor reseptorleri ile iligkilidirler. ILT nin antijen-sunan
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hdcrelerde ligasyonu Ca2+ mobilizasyonunu ve tirozin fosforilasyonunu engeller

Ayrica boyle ILT eksprese eden DC hucreleri CD4+ T hucrelerini immunsupresif

fonksiyona sahip Treg hlcrelerine donusturebilmektedir (33, 36, 42- 44)
l
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Sekil 2.Treg Hucrelerin Etki Mekanizmalari

Zou W. Regulatory T cells, tumour immunity and immunotherapy. Nat Rev
Immunol. 2006; 6:295-307
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5.3.3. Treg Huicrelerinin Karakterizasyonu:

Timus kokenli dogal bulunan CD4+ CD25+ Treg hucreler total
periferal CD4+ T hucrelerin %5-10 ‘unu olugturan immunsupresif etkili T hicre
populasyonudur. CD25 ekspresyonunun yanisira bazi belirtecleri de eksprese
ederler. Bunlar, glicocorticoid induced tumor necrosis factor (TNF) reseptor
iligkili protein (GITR), TNF superailesi uyelerinden OX40 (CD134), Iokositler
Uzerinde bulunan bir hiicre adezyon molekull olan L-selektin (CD62 ve ligandi
CD62L) ve CTLA-4 (CD152) olarak adlandirilir (43, 44). Ancak bu belirteclerin
higbiri spesifik bir sekilde Treg hucreleri tanimlamaz. Bu belirtegler belli
derecelerde aktif T hdcre alt gruplarinda ve bazi antijen sunan hucreler (APC)
uzerinde de eksprese edilmektedirler. Yakin zamandaki caligmalar Foxp3
transkripsiyon faktorinin Treg hucreleri tanimlayici 6zel bir belirte¢ oldugunu
ortaya koymustur. CD4+ CD25+ Treg hucrelerin gelisimi ve fonksiyonu igin
Foxp3 olduk¢a dnemli bir transkripsiyon faktorudur. Foxp3 ‘Un fonksiyonunu
kaybetmesi sonucunda gelisen mutasyonlar Treg hucrelerin eksikligine ve
bundan kaynaklanan ciddi bazi otoimmun bozukluklara yol agmaktadir. T
hicrelerde Foxp3 ‘Un ektopik ekspresyonu bu htcrelerin regllatér fenotip ve
supresif fonksiyon kazanmasina neden olmaktadir. Ayrica Foxp3 bir Rel ailesi
transkripsiyon faktori olan nuclear factor of activated T-cells (NFAT) ve aktif B
hicrelerinin  NFKB hafif zincirlerinin hedef genlerini indikleme 6zelliklerini
engellemektedir (36, 44, 45, 47- 49). Bunun sonucunda IL-2 ve diger sitokin
genlerinin (IFNy, IL-4 gibi) transkripsiyonel bir baskilayicisi 6zelligini kazanir.
Tdm bunlara ek olarak Foxp3 devam etmekte olan immun yanitlarin kontrolU

icin aktif T hlcrelerine negatif geri besleme yoluyla etki etmektedir (45, 47).
5.3.4. Treg Hiicreleri ve Kanser iligkisi:

Treg hucreleri konakgiyl kendi antijenlerine karsi reaktif hucreleri

baskilayarak otoimmun hastaliklara karsi korur. Burdan yola c¢ikarak guncel
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arastirma konulari ¢ogunlukla otoimmun hastaliklarda Treg hicre defektlerinin
karakterizasyonu ile Treg hucrelerinin bulagici hastaliklar ve allojenik kemik iligi
transplantasyonu sonrasi toleranstaki roll Gzerinedir. Treg htlicre biyolojisi Uzerine
arastirmalar yogunlasiyor olsa da, insan tumorlerinde Treg hucrelerin 6zellikle
timustan mi ilk olarak ortaya c¢iktigi yoksa antijen spesifik bir stimulasyon
nedeniyle periferde mi olustugu hala belirsizdir. Treg hdcrelerinin, immun sistemin
kendi hiucrelerine karsi tepki vermemesi igin var olan dengenin gergeklesmesinde
merkezi bir fonksiyonu olmasina ragmen bu negatif yondeki dizenleyici aktivite
ters etkili gercekleserek tumorlere ve viral infeksyonlara kargi normalde olmasi
gereken immun cevabi baskilayabilir. Yani Treg hucreleri kanser hastalarinda anti-
timoér immuan cevabi bozmaktadir (32, 35, 36, 40, 41). Yapilan gesitli calismalar da
bu durumu desteklemektedir. Akciger, pankreas, gogus, karaciger, deri vb.
kanserlerde periferik kanda ve tumorun ig-dis ¢evresinde yuksek seviyelerde
CD4+ CD25+ Treg hucreleri saptanmistir (50, 51). Akciger kanseri hastalarindan
alinan tumor dokusundan izole edilen Treg hucrelerinde, in vitro anti-CD3/ anti-
CD28 ile uyariimig T hdcrelerinin gugli immunsupresif etkisi gosterilmistir (52).
Dogal olarak bulunan CD4+ CD25+ Treg hucrelerine ek olarak IL-10 Ureten Tr1
hicrelerinin de kanser hastalarinda etkisiz anti-timoér yanita sebep oldugu
saptanmistir. Buna ornek bir calisma olarak, insan over timarlerinde plazmasitoid
dendritik htcrelerin IL-10 salgilayan CD8+ Treg hucrelerinin anti-timoér immin
cevabi IL-10 ile baskilama aktivitesini indukledigi bulunmustur (53). Viehl CT ve
arkadaglari, CD4+ CD25+ Treg hucrelerinin azaltilmasinin farelerde pankreas
kanserinde immun yaniti ilerlettigini ortaya koymustur (54). Heier ve arkadaslari,
CD4+ CD25+ Treg hdicrelerinin azaltimasinin farelerde B hicreli lenfoma
modelinde lokal timadr gelisimini inhibe ettigini gdstermislerdir (55). Yokokawa ve
arkadaslari, periferal kandaki CD4+ CD25+ high Foxp3+ Treg hdcrelerinin prostat
kanseri hastalarinda fonksiyonunun arttirdigini gostermiglerdir. Treg hucrelerinin
kanser hastalarinda artan miktarlarda goértlmesi ylksek mortalite ve azalan

hastaliktan bagimsiz sagkalim suresi ile iligkilendiriimektedir (56).

Prabhala ve arkadaslari, normal immun yanitin dizenlenmesinde onemli

role sahip olan Treg hucrelerinin MMda ve MGUS ‘da anormal aktivitesini fenotipik
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karakterizasyon ve Foxp3 ekspresyonlari ile tespit etmistir (57). Atanackovic ve
arkadaglari, CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hucrelerinin MM hastalarinda allojenik kok
hicre transplantasyonu iglemi sonrasinda kemik iliginde yeniden kurulup
cogaldigini boylelikle graft karsiti konakg¢i hastaliginin (graft versus host disease,
GVHD) ortaya cikisini immunsuapresif etkiyle onlediklerini gdstermislerdir (58).
Banerjee ve arkadaglari, miyelom hastalarinda Foxp3 yuksek Treg hucrelerinin
insan dendritik hicreleri tarafindan ve sitokin enjeksiyonu sonrasi olgunlasan
dendritik hicreler tarafindan in vitro ekspansiyonunu géstermistir (40). Sonmez ve
arkadaglari, MM hastalarinda interferon- a-2a ‘nin (IFN-a-2a) Th3 hucrelerinin
sitokin yanitindaki etkilerine bakarak IFN-a-2a ‘nin Th3 digi sitokin yanitini
arttirdigini gostermislerdir (59). Condomines ve arkadaslari, fonsiyonel diizenleyici
T hucrelerinin kdk hlicre otograftlarinda ylksek doz siklofosfamid ve granulosit
koloni uyarici faktor ile mobilizasyonu sonucunda toplandigini géstermistir (60).
Daha o6nce yayinlanmis calismamizla, 28 MM olgusunda otolog kemik iligi
transplantasyonu alan olgularda almayan gruba goére periferik kanlarinda artan
dizeyde CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hucreleri tespit edilmistir (61).

5.4. Bortezomib

Bortezomib proteozom inhibitorleri adi verilen yeni bir ilag sinifinin ilk
uyesidir. Haziran 2008 ‘de Bortezomib ilk basamak tedavide kullaniimak Uzere
onay almistir. Bortezomib, daha Once uygulanan tedavilere karsi direncgli hale
gelmis olan ya da daha once uygulanan tedaviler sirasinda relaps meydana
gelmis olan hastalar i¢cin de 6nemli bir tedavi secenegidir (4, 6).

Bortezomib, proteozom enzim kompleksini inhibe ederek etkisini gosterir.
Hem normal hucreler hem de kanser hucreleri proteozom icermektedir ve bu
enzim kompleksleri hasar gormus ve istenmeyen proteinlerin degradasyonunu
gerceklestirir.  Proteozomlar ayni zamanda, hucre iginde hasar goérmemis
proteinlerin duzenli yikimini da saglar ve bu, kritik 6neme sahip birgok hucresel
fonksiyonun kontrollU agisindan gerekli bir islemdir. Bu daha kuguk bilesenler daha
sonra hudcre tarafindan gereksinim duyulan yeni proteinler olusturulmasi igin
kullanilir. Proteozom hicredeki protein geri dontsimu agisindan kritik 6neme

sahip 0gQeler olarak dusunulebilir. Proteozomlar hicre siklusu duzenlenmesi,
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apopitozisin 6nlenmesi, kanser hucresi gelisimi gibi 6nemli mekanizmalardaki
farkh bir gcok proteinin yikiminda énemli rol oynarlar (4, 8).

Proteozomlar tUm hucrelerde bulunan ve hem saglikh hem de kanserli
hicrelerde hucre igi proteinleri duzenli sekilde pargalayan enzim kompleksleridir.
Kanser hucrelerinin ¢gogalmasi, yayilmasi ve canlihdini surdirmesi proteozom
tarafindan regule edilen proteinlere baghdir. Proteozomun Bortezomib tarafindan
inhibe edilmesi hucre i¢i proteinlerin yikimini 6nler ve bu yolla hicrelerdeki birden
fazla sinyal kaskadini etkiler. Kanser hlcrelerindeki sinyal kaskadlarinda meydana
gelen bu bozulma hucre 6limine ve tumor buyumesinin inhibisyonuna neden
olabilir (12).

Bortezomib proteozomlari inhibe ettiginden hicrenin igindeki normal
dengede bozulma meydana gelir. Bu bozulma hucre iginde literatirde siklikla
arastirma konusu olan etkilere yol agar. In vitro c¢alismalarda proteozom
inhibisyonunun kanser hicre proliferasyonunu durdurdugu gorulmektedir. Ayrica
kanser hucrelerinde, diger kanser hucrelerini uyaran kimyasallarin Uretimi de
durmaktadir. Boylece proteozom inhibisyonu kanser hucrelerinin dlumune yol
agmaktadir. Kanser hucreleri bu etkilere karsi, normal hucrelere kiyasla daha
duyarl gibi gérinmektedir ve dolayisiyla kanser hicreleri dlurken normal hlcreler
diuzelebilmektedir. Sekil 4 ‘de Bortezomibin multipl miyelom tedavisinde miyelom
hicresine ve mikrogevreye olan etkileri gorulmektedir. Klinik c¢alismalarda
Bortezomib tedavisinin hem relaps/ direng hem de ilk basamak tedavi ortamindaki
hastalar Uzerindeki etkileri arastirimaktadir. Daha donce yayinlanmis olan APEX
¢alismasina ait sonuglari guncelleyen bir galismada genel medyan sagkalimin tek
ajan olarak bortezomib alan hastalarda 30 ay, yuksek dozlu deksametazon alan

hastalarda ise 24 ay oldugunu ortaya koymustur (4, 6, 8, 12, 19).
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1 Osteoklast prekiirsori 5 Endotel hiicresi
2 Olgun osteoklast 6 Stroma hicresi
3 Immin hicre 7 Kan damarl

4 Ekstraselliiler matriks proteinleri

Sekil 4. Bortezomibin Multipl Miyelom Tedavisinde Miyelom

Hucresine ve Mikrogevreye Olan Etkisi

(Caravita T1, de Fabritiis P, Palumbo A, et al. Bortezomib: efficacy comparisons
in solid tumors and hematologic malignancies. Nat Clin Pract Oncol. 2006
Jul;3(7):374-87.)

5.4.1. Bortezomibin immiin Sisteme Etkisi:

Bortezomibin immun sistem U(zerine olan etkilerine dair c¢alismalar
incelendiginde, bortezomibin aktif haldeki T hucrelerinde apoptozu induklerken
dinlenme (inaktif) haldeki T htcrelerinin canhligini korudugu ortaya koyulmustur.
Bu ozelik GVHD ‘e kargi potansiyel bir terap6tik ajan olabilecegini
dusundirmektedir. GVHD f‘in kontrolinde dogal bulunan Treg hucrelerin

oneminden oturt bortezomib aktiflestiriimis T hucrelerinin bulundugu in vitro
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ortama eklendiginde CD4+ Treg hucrelere zarar vermedigi ve hatta bu hucre
grubunun supresif 6zelligini destekledigi gorulmustar (62, 63). Signal transducer
and activator of transcription 3 (STAT3) MM ‘da oldukga aktif haldedir. Miyelom
hicrelerinin STAT3 inhibitéra JSI-124 ve bortezomib ile 6n maruziyet sonrasinda
dendritik htcrelerle karsilasmasi sonucunda MM ‘da fonksiyon bozuklugu gosteren
dendritik hdcrelerin HSP90 ‘in pozitif yonde ve p-STAT3 ‘un negatif yonde
dizenlenmesi sonucu etkin hale dondigu, bunun sonucunda da miyelom spesifik
sitotoksik T lenfosit gliclu bir sekilde olusturdugu gdsterilmistir (64). Bortezomib ve
IL-12 immuUn terapisinin kombinasyon terapisinde bu ajanlarin tek bagsina
gosterdiginden daha fazla anti-timor etkinlik elde edilebilir hipotezinden yola
cikilarak yapilan bir ksenograft MM fare modelinde, NK hicrelerinin htcre-
olduricu kapasitesinin arttigi  ortaya koyulmustur.Bortezomib ya da IL-12
monoterapilerine gore kombine tedavideki bu etkinlik artisi NK hicreleri GUzerinde
sinerjistik etkiye sebep oldugunu dusundirmektedir (65). Literatirde yer alan bir
¢ok calismada bortezomibin yluksek dozlarinin sitotoksik T hicre aktivitesini ve
proliferasyonunu baskilayarak immunsupresif etki goésterdigini ortaya koymustur.
Ancak bortezomibin diisiik dozlarinda (10™° ile 10® M arasinda) ise konagin

sitotoksik T hucre aracili anti-tumor yanitini destekledigi gosterilmistir (66- 68).
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6. GEREG VE YONTEM

6.1. Aragtirmanin Tipi

Bu calisma yari deneysel olarak gergeklestiriimistir.

6.2. Aragstirmanin Yeri ve Zamani

Bu calisma deney ve analizleri, Dokuz Eylil Universitesi Onkoloji Enstitiisi
Temel Onkoloji laboratuarinda 07.09.2011 ile 20.01.2014 tarihleri arasinda
gerceklesmistir.

6.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Bu galismaya 2011-2013 yillari arasinda Dokuz Eylul Universitesi Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Hematoloji poliklinigine gelen MM 6n tanili hastalardan MM
tanisi kesinlesen hastalar dahil edilmistir. Buna gore caligmaya yaslari 50 ile 81
arasinda degisen 5'i kadin 15'’i erkek olmak Uzere toplam 20 yeni tani MM olgusu
dahil edilmistir. Olgular Dokuz Eyliil Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hematoloji servisi ve poliklinigince izlenmektedir. Olgular MM igin ISS ve Durie-
Salmon Evreleme Sistemine gore evrelenmistir. Olgularin yeni tani olarak
secilmesi daha 6nce multipl miyeloma yonelik higbir tedavi almamis olmalari

gerektiginden dnem tagimaktadir.

6.4.Arastirmanin Materyali

Bu calismada Dokuz Eylil Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hematoloji poliklinigine gelen MM 6n tanili hastalara goéndlla bilgilendirme
formlari (ek 1) verilip imzalatildiktan sonra steril EDTA 'l tlplere yaklasik 3 ml
kan ve 3 ml kemik iligi alindiktan sonra taze 6rneklerden PBMC ’ler ve BMMC
leri Ficoll-paque (d. 1,077 g/ml) ayirma solusyonu ile yogunluk gradient
santrifligasyonu yéntemiyle izole edilmistir. izole edilen PBMC ‘ler ve BMMC ’ler
sivl azotta saklanmistir. Daha sonra olgulara ait arsiv dosyalari incelenerek MM

tanisi alip almadiklari kontrol edilmistir.
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6.5.Aragstirmanin Degiskenleri

Yeni tant MM olgulari igin bagimsiz degiskenler; ISS, Durie-Salmon evreleri,
Ig tipleri, serum albumin ve B2M duzeyleri, serum kalsiyum, hemoglobin
deg@erleri, kan sedimantasyon durumu, santral miyelomatoza varligi ve ek
hastalik durumudur.

Calismanin bagimli degiskenleri; Calismaya dahil edilen yeni tani MM
olgularinin PBMC ‘lerinden izole edilen ve akim sitometri ile konfirme edilen
CD4+CD25+ Treg hilcre ylzdesi, CD4+CD25+Foxp3+ Treg hlcre yuzdesi,
primer BMMC hucrelerinde uygulanarak tespit edilen Bortezomib LD50 dozu,
deney gruplarinda akim sitometri ile tespit edilen CD138+ hlcre yuzdesi ve WST-
1 analizi ile tespit edilen total hiicre canlihgi yizdeleri, tripan mavisi ile boyanarak

tespit edilen hicre sayilari ve canli — 6lU hicre yuzdeleridir.

6.6. Veri Toplama Araglari
6.6.1. Arag ve Geregler
6.6.1.1. Tez Calismasinda Kullanilan Geregler

e Laminar Akigl Biyoglvenlik sinif Il Kabinet..............ccccvriiiiiinnnnnnnn. Nuve

o Karbondioksitli inNKUb@tOr ... Nuve

e Sogutmali Santriftj Cihazi .......................... Beckman J6-MI Centrifuge

e Akim Sitometri Cihazi ........................ Beckman Coulter Epics XL. MCL

o +4°Cbuzdolabl ........coooiiiiii Beko 9610 NM

o -20°C derin dONAUIUCU .........oeiviiiiiiiiiiiieeeee e, Beko 9610 NM

e -196 °C SIVI @ZOt tANKI ...evvviiiiiiiiieiiie e Heraus

o Otomatik pipet 0.5-10 Pl ..., Isolab

o Otomatik pipet 20-200 Pl ...o.eeiii i Isolab

o Otomatik pipet 100-1000 Pl ...ooviniieiii e Isolab

o Inverted MIKIOSKOP ........oovvviviiiiiiiiiee e Olympus CKX41

o Magnet ... Invitrogen

®  VOIEKS ..ottt MS2 IKA minishake

o CalkalayICl ..o IKA HS 260
basic
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6.6.1.2. Kullanilan Kimyasal Madde ve Soliisyonlar

Insan kokenli Diizenleyici T Hiicreleri Boyama Kiti (FITC anti-human CD4,
PE anti-human CD25, PE-Cy5 anti-human Foxp3)

O

©)

©)

Akim Sitometri Boyama Tamponu, 200 ml (E-Bioscience)

Fiksasyon/ Permeabilizasyon Diltienti, 100 ml (E-Bioscience)

10x Permeabilizasyon Tamponu, 100 ml (E-Bioscience)

Fiksasyon/ Permeabilizasyon Konsantre Solusyonu, 30 ml (E-
Bioscience)

PE-Cy5 Konjlige Rat kékenli IgG2a isotipik Kontrolii Klon eBR2a, 0.2
mg/ml, 0.125 ml (E-Bioscience)

PE-Cy5 Konjuge Anti-human Foxp3 Klon: PCH101, 0.5 ml, 20 pl/ test
(E-Bioscience)

Normal Rat Serum, 0.1 ml (E-Bioscience)

FITC & PE Kokteyli Fare kokenli IgG1 isotipik Kontrolii, 0.2 ml 10
testlik (E-Bioscience)

FITC- CD4, PE-CD25, CD4/ CD25 Kokteyl Kiti, Klon: RPA-T4 &
BC96, 0.5 ml (E-Bioscience)

PE Konjuge Fare kokenli IgG1k Isotipik Kontrolii, 2 ml 100 testlik (BD
Pharmingen)

FITC Konjlige Fare kokenli IgG1k Isotipik Kontroli, 2 ml 100 testlik (BD
Pharmingen)

Ficoll-paque Ayirma Soltsyonu d. 1.077 g/ml, 500 ml (invitrogen)

isoton Il Soliisyonu (Isoton Shealth Fluid), 1000 ml (Beckman Coulter)

10x Permeabilizasyon Solusyonu, 30 ml (BD Bioscience)

Dynabeads Regulatory CD4+CD25+ T Cell Kit (Invitrogen)

Hucre proliferasyon reaktifi, WST-1 (Roche)

Bortezomib (VELCADE)

Fosfat Tamponlu Tuz Soltsyonu (PBS)
o 150 mM NaCl + 10 nM Na- Fosfat, pH: 7,4 hazirlanip +4°C saklandi

1x Permeabilizasyon Solisyonu
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o 10x Permeabilizasyon solisyonundan (BD Bioscience) 1ml alip 9 mi
distile su ile seyreltilerek elde edildi ve 4°C saklandi
Paraformaldehit (PFA) Fiksatif Solisyonu
o 10 g PFA 250 ml izoton Il solusyonu inde gozulerek hazirlanip +4°C

saklandi

Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) ortami (Sigma)
Fetal Bovin Serum (FBS) (Biochrom)

L-Glutamin (Biochrom)

Penisilin/ Streptomisin (Gibco)

Dimetil sulfoksit (DMSO)

6.6.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

EDTA ‘i hemogram tipU ........ccoveiiiiiiiiiiiceieeeee, Tip Kim San
Dibi konik falkon tup, steril (15 ml) ..., Greiner
Steril Pastor Pipeti ... Greiner
Plastik pipet ucu sar1 ve mavi birerpaket .............................. Ependorf
Plastik beyaz pipet ucu bir Kutu ... Ependorf
6 KUYUCUKIU Plate........coeveeiiiiiie i Greiner
96 KUYUCUKIU PIALE .....eviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e Greiner

6.7. YONTEMLER

6.7.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin (PBMC) ve Kemik iligi

Mononiikleer Hucrelerinin (BMMC) Dansite Gradient Santrifigasyon Yontemi

ile izolasyonu

6.7.1.1. Genel ilke:

Ayni yogunluga sahip olan tanecikler sekil veya boyut olarak farklilasabilir.

Ornek siikroz veya benzeri viskoz bir ortamin gradienti (izerine yerlestirildiginde

taneciklerin  yogunlugunun sivinin yogunlugundan fazla olmasi nedeniyle
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tanecikler santrifigasyona bagh olarak ¢oker. Bu durum dansite gradient
santrifGjuntn temel prensibini olusturur. Ancak batin taneciklerin ¢okmemesi igin
santrifigasyonun durdurulmasi gerekmektedir. Sallanan veya zonal rotor
kullanilabilir. Bu calismada Ficoll-paque gradientli ortami icinde PBMC ‘ler ve
BMMC ‘ler dansite gradient santriflji uygulanarak izole edilmistir. Ficoll-paque
sollsyonu Ficoll 400® (Polisiikroz 400) iceren yaklasik 400000 Dalton molekiler
agirlikta bir polimerdir. Yogunlugu 1.1 g/ml Uzerindeki yapilar bu hidrofilik polimer
kullanilarak elde edilebilir. Biyoloji laboratuarlarinda bu solisyon ile kan farkli
hicre kompartimanlarina ayrilir. 1.077 g/ml ve 1.090 g/ml yogunluklarda iki formu
olan Ficoll-paque ayirma solusyonlari ile farkli hlcre tipleri birbirinden ayrilir. Bu
calismada PBMC f‘leri ve BMMC ‘leri izole edebilmek igin 1.077 g/ml ‘lik Ficoll-
paque solisyonu kullanilimistir. 1.077 g/ml ‘lik Ficoll-paque ile yapilan dansite
gradient santrifigasyonu sonunda en altta dansiteleri 1.077 g/ml‘den fazla olan
eritrositler ve granulositler kirmizi tabaka halinde toplanir. Orta tabakada
dansiteleri yaklasik 1.077 g/ml olan lenfositler flu bir tabaka halinde yogunlasirken

en ustte ise sarimtirak bir tabaka olarak trombositler ve monositler yer alir.

6.7.1.2. Uygulama Basamaklari
e Olgulardan steril EDTA ‘li hemogram tlplerine alinan yaklasik 3 ml taze kan
ve 3 ml kemik iligi fosfat tamponlu tuz soliusyonu (PBS) ile 1:1 oraninda

seyreltildi.

e 15 ml dibi konik bos falkon tlplere dnce 4 ‘er ml Ficoll-paque ayirma

solusyonu eklendi.

e Uzerine tiipli 45 derecelik agi ile tutarak tlipin agzinin kenarinda yavasca

pastor pipetiyle seyreltiimis kan ve kemik iligi érnekleri ilave edildi.

e Bu igslem sonunda falkon tipunde altta seffaf Ficoll-paque sollUsyonu ile
uzerinde kan ve kemil iligi érnekleri olmak Uzerine ayn iki faz gbézlendi.

Fazlarin birbirine karistirlmamasina dikkat edildi.

e Tupun kargisina salinimh rotor Uzerinde ayni agirlikta bir tip koyulup denge
saglanarak +4°C ‘de 1650 rpm ‘de 20 dk santriflj edildi.
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Santrifuj sonunda tlpUn dibinde kirmizi eritrosit ve grantlosit tabakasi, biraz
Uzerinde ortada beyaz flu halde lenfosit tabakasi ve onun da Uzerinde
sarimtirak halde trombositler ve monositlerin bulundugu 3 ayri tabaka

gOzlendi.

izole edilmek istenen ortadaki flu PBMC ve BMMC tabakasi temiz bir pastér
pipet ile dikkatlice toplanip baska bir dibi konik bos 15 ml ’lik falkon tipe
aktarildi.

Elde edilen PBMC ‘lerden ve BMMC ‘lerden istenmeyen artiklarin

uzaklastiriimasi igin yikama iglemi yapildi.
Yikama i¢cin PBMC ‘lerin ve BMMC ‘lerin Uzerine yaklasik 8 ml PBS eklendi.

Tapun karsisina salinimli rotor Gzerinde ayni agirlikta bir tip koyulup denge
saglanarak +4°C ‘de 1200 rpm ‘de 5 dk santrifuj edildi.

PBMC ‘ler ve BMMC ‘ler tipln konik dibinde beyaz bir pellet olarak

gozlendi.
istenmeyen artiklar uzaklastiriimak izere siipernatant atildi.
Pelletlerin Uzerine tekrar yaklasik 8 ml PBS eklendi.

TUpun karsisina salinimli rotor Uzerinde ayni agirlikta bir tup koyulup denge
saglanarak +4°C ‘de 1200 rpm ‘de 5 dk santrifuj edildi.

PBMC f‘ler ve BMMC fler tiplin konik dibinde beyaz bir pellet olarak

gOzlendi.
istenmeyen artiklar uzaklastiriimak lizere siipernatant atild.

Dipte kalan hucre pelleti Uzerine 500 ml izoton solisyonu eklenerek

restspanse edildi.

Bdylece PBMC ‘ler akim sitometrik analiz igin gerekli islemlerde kullaniimak

uzere 500 pl ’lik hticre suspansiyonu halinde elde edilmis oldu.
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BMMC ‘leri de Bortezomib doz denemeleri igin 96 kuyucuklu platede kontrol

dahil 8 grup 4 tekrarli olacak sekilde ekildi.

Daha 6nce planlanan multipl myelom hucrelerinin izolasyonu ile primer
kemik iligi kaltart paralel galismasi ilk 5 olguda yapilan deneyler sonucu
sadece multipl myelom hucreleri ile c¢alismanin tUumor mikrogevresinin
etkisini yansitmayacagi g6z oOnunde bulundurularak c¢alisma planinin

disinda birakilmistir.
6.7.2. Bortezomib LDsy Doz Deneyleri

Primer kemik iligi kultirinde kontrol, Bortezomib verilen grup, CD4+CD25+
Treg verilen grup ve Bortezomib ile CD4+CD25+ Treg hucrelerinin

kombinasyonunun verildigi grup olmak tzere dort grup calisildi.

Bu gruplarda uygulanan Bortezomib dozu her hasta i¢cin 6n doz denemesi

yapilarak tespit edildi.

Bortezomib ana stogundan dilisyonlar yapilarak 0,01uM, 0,1 uM, 2 uM, 5
MM, 10 uM, 50 uM ve 100 pM lik dozlari hazirlandi.

96 kuyucuklu plate iginde kontrol grubu dahil ayni hasta igin sekiz gruba bu
sekilde son hacim kuyucuk basina 100 pl olacak sekilde uygulandi.

%5 CO, ve 37°C etlivde 16 saatlik inklibasyona birakildi.

Ancak 50 uM ve 100 uM lik dozlar arasindaki canlilik yuzdelerindeki buyuk
farkhlik nedeniyle ve 0,017 uM lik dozun dusuk etkisi nedeniyle doz plani
degistirilerek sekil 5 de goruldugu tzere 0,1 pM, 2 pM, 5 pM, 10 pM, 50
MM, 75 uM ve 100 uM olarak galismaya devam edildi.
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Sekil 5. Bortezomib doz deneme semasi
6.7.3. WST-1 Hucre canlilik analizi

6.7.3.1. Genel ilke:

Bu kitin temel prensibi, pembe renkli tetrazolyum tuzunun (WST-1),
mitokondriyal solunum zincirinde yer alan ve sadece canli hicrelerde aktif olan
suksinat-tetrazolyum rediktaz enzimi aracili 1yla koyu kirmizi renkli formazan
boyaya donusmesine dayanmaktadir. Mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi,
canli hucrelerin sayisi arttikca artmaktadir. Bu nedenle, enzim aktivitesi arttikga
formazan boyanin Uretimi de artmaktadir. Formazan boyanin kantititesi, direkt
olarak medyumda metabolik olarak aktif olan hicre sayisi ile ili kilidir. ELISA
okuyucusu ile 6l¢ilen formazan boyanin absorbansi, canli hicre sayisi ile direkt
olarak orantili olmaktadir. Yontemin molekuler mekanizmasi sekil 6 ‘da yer aldigi
gibidir.
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Sekil 6. WST-1 yonteminin molekuler mekanizmasi

45



(http://www.gbiosciences.com/ResearchProducts/CytoScanWST1-

desc.aspx)

6.7.3.2. Uygulama Basamaklari:

e Bortezomibin farkli dozlari ile sekil 5 ‘te goéruldigu edilen hicreler 10000
hicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu platelere ekili 16 saat 37°C %5
CO:;, lik etlivde inkibe edildi.

e 100 pl/kuyucuk hicre igin her kuyucuga 10 pl/kuyucuk WST1 hicre
proliferasyon reaktifi eklendi (1:10 dilisyon).

e Hiucreler 37°C %5 CO; lik etivde 2 saat inkibasyona birakildi

e Plate galkalayicida 1 dk galkalandiktan sonra ELISA okuyucuda 420- 480
nm de okutuldu. Referans dalga boyu olarak 600 nm den fazlasi (630 nm)
secildi.

e Canlilik yuzdeleri hesaplanirken kontrol grubu absorbans ortalamasi %100
canhlik degeri olarak kabul edilerek relatif olarak diger gruplarin

absorbanslari % canlilik olarak hesaplandi.

6.7.4. Manyetik Yolla CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hucrelerin PBMC

‘lerinden izolasyonu

6.7.4.1. Genel ilke:

Hucrelerin yer aldigi tum sistemlerde hlcre izolasyonu ve kulturd
caligsmalari yapilmaktadir. Hicre izolasyonunda laboratuvarlarda kullanilan klasik
ve bilimsel olarak kabul edilmis cesitli metodlar vardir. Bilimsel sorumuz ve
hipotezimiz sonrasinda kurdugumuz deneysel yaklasim planinda, kaltir ortaminin
ve hucrelerin ¢ok iyi secilmis olmasi gerekmektedir. Genel immunolojik
calismalarda vendz kandan periferal kan monontkleer hicreleri izole edilmekte ve
cesitli uyaranlarla kulturleri yapilmaktadir. T veya B hucre dizeyinde kultur
calismalari ise daha ileri izolasyon teknigi gerektirmektedir. Son yillarda allerji ve
immadnoloji alaninda yayinlanan makalelerin deneysel kisminda tek hucre

diizeyinde izolasyon ¢alismalari gbéze carpmaktadir. imminoloji alanindaki
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teknolojik gelismeler sayesinde hucrelerin cgesitli ylzey reseptorleri manyetik
boncuklarla igaretlenmekte ve istenilen huacreler izole edilmektedir. Bu sekilde
farkh boncuklar kullanilarak insan, fare, sigan ve maymunlardan ¢esitli immunolojik
hicreler (T-hucresi ve alt kimeleri, dendritik hicre, B hicresi ve alt kimeleri,
monositler, antijen-sunan hucreler), kok hucreler, sitokin salgilayan hicreler izole

edilebilmektedir.

6.7.4.2. On Hazirhk:

e Izolasyon tamponu hazirlama: Ca** ve Mg** icermeyen PBS de %0.1 FBS

(veya BSA) ve 2 mM EDTA solusyonu hazirlanir. Bunun igin 1 litre %0.1
BSA iceren PBS icinde 0,7445 g EDTA ¢6zlldu ve pH:7.2 olarak ayarlandi.
e TUm Orneklerin izolasyonlarinda kullanmak amaciyla 495 ml ‘lik RPMI 1640

ortamina %1 FBS icermesi i¢in 5 ml FBS eklendi.

6.7.4.3. Uygulama Basamaklari:

e PBMC ‘leri 500 pl izolasyon tamponunda resuspanse edildi. 200 yl FBS ve
200 pl insan kdkenli CD4 antikoru karisimi iyice karistirilip eklendi. 20 dk 2-
8 °C ‘de inkilibe edildi.

e Hucreleri yikamak icin 10 ml soguk izolasyon tamponu eklenerek 8 dk
350xg ‘de santrifij edildi, supernatant uzaklastirildi.

e Pellete 2 ml soguk izolasyon tamponu eklenereresuspanse edildi.

e 1 ml Depletion MyOne Dynabeads eklenip iyice karigtinlip 15 dk oda
sicakliginda ¢alkalamada birakilarak inkube edildi.

e 1000 ml'lik pipet ucu ile bes kere pipetaj yapildi.

e 3 mlizolasyon tamponu eklendi.

e Ornegin bulundugu tiip magnet igine alindi ve silipernatantta bulunan CD4+
olan boncuksuz hucreler yeni tupe alindi.

e 3 ml izolasyon tamponu eklenerek tiip magnet i¢ine alindi ve supernatantta
bulunan CD4+ olan boncuksuz hicreler yeni tipe alindi.

e Hiicreler 8 dk 350xg ‘de santrifiijlendi ve ml ‘de 1,5x10” CD4+ hiicre olacak
sekilde izolasyon tamponu ile restspanse edildi.

e 200 pl Dynabeads CD25 antikoru eklendi.
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iyice karistirilarak 25 dk 2-8 °C ‘de hafifce sallayip ¢alkanarak bekletildi.
Tdp magnet igine alinip min 1 dk beklendi. Manyetik isaretli CD4+CD25+
oldugu dusunulen hucrelerin magnete tutundugu gozlendi. CD4+CD25-
(efektor) hicre igeren supernatant dikkatlice uzaklastirildi.

Tup magnetten c¢ikarildi ve manyetik boncuk bagli hicreler dikkatlice 5 ml
izolasyon tamponunda resuspanse edildi. Ancak bu iglem sirasinda
manyetik boncuklarin uzaklagsmamasi icin kesinlikle pipetaj yapiimadi.

Tap magnete koyularak minimum 1 dk beklendi. Supernatant uzaklastirildi.
5 ml izolasyon tamponunda bir kere daha reslspanse edilerek dikkatlice
calkalandi.

Tap magnete koyularak minimum 1 dk beklendi. Stipernatant uzaklastirildi.
Boncuk bagli huicreler 500 yl RPMI ‘da (%1 FBS igeren) resuspanse edildi.
80 ul DETACHaBEAD sollisyonu eklendi ve 45 dk oda sicakliginda hafifce
calkalanarak inkube edildi.

Tdp magnete koyularak minimum 1 dk beklendi. Manyetik boncuklarindan
ayrilan ve suUpernatantta bulunan CD4+CD25+ hucreler yeni bir tupe
aktarildi. Bu manyetik izolasyon adimlari sekil 7 ‘da gosterilmektedir.
Hucreler iki kere %1 FBS iceren RPMI ile yikandi ve bir nceki basamak
tekrar edildi.

10 ml RPMI (%1 FBS iceren) eklenip 8 dk 350xg ‘de santrifijlendi ve
supernatant uzaklastirildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.

Bu islem sonucu elde edilen hicre pelleti 500 yl RPMI iginde resuspanse
edildi. 100 pl'si akim sitometri ile konfirmasyon amacl deneylerde

kullanihrken 400 pl ‘si 4x100 pl olacak sekilde ilgili dort kuyucuga eklendi.
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Sekil 7. CD4+CD25+ Treg Hiicrelerin Manyetik izolasyon Adimlari

(http://www.b2b.invitrogen.com)

6.7.5. Akim Sitometri ile CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hucrelerin

seviyelerinin tespiti

6.7.5.1. Genel ilke:

Akim sitometrik 6lcimlerde 6ncelikle hlcreler fluorescein isothiocyanate
(FITC), phycoerythrin (PE) gibi fluoresanlanmis moAb ile isaretlenir. isaretlenmis
bu htcreler sivi bir ortamda sira halinde uyarici 1siktan (argon lazer) 488nm ’de
gecirilirler. Uyarici 11k ya hucreler tarafindan kirilir ya da florokromla isaretlenmis
mAD ’lerin baglandidi hucre tarafindan emilir ve yayilir. Bu yayilan 1s1gin giddetini
ve niteligini algilayan dedektorler bilgisayara aktarirlar. Bu verilere gore de
hldcrenin tipi ve sayisi belirlenir. Akim sitometrinin klinik kullanimi en sik Iokosit
fenotiplemesinde olmakla birikte konjenital veya kazaniimig immun yetersizlik
tanisi (en sik AIDS), HIV pozitifliginde prognoz degerlendiriimesi, immun yetersiz
hastalarda immiinite ya da kemoterapi monitdrizasyonu, KiT yapilan hastalarda
yeni immun durumun takibi, timoér hicre fenotiplemesi, I6semi ve lenfoma tani ve
siniflamasi, B lenfositlerinde klonal tayini ve lenfoma ve [6semi ayirimi, hicre igi

antijenlerin (miyeloperoksidaz miktari) tayini ile hematopoetik hicrelerin (CD4),

49


http://www.b2b.invitrogen.com/

hematopoetik olmayan, tumodrler ve hucrelerden ayirt edilmesi gibi alanlarda
mevcuttur. Bu c¢alismada da FITC ile konjuge edilmis CD4 (FITC-CD4), PE ile
konjuge edilmis CD25, PE-Cy5 ile konjuge edilmis Foxp3 (PE-Cy5-Foxp3) ile

CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hucrelerin bulunma yuzdeleri analiz edilmigtir.

6.7.5.2. Uygulama Basamaklari

PBMC ‘lerde yapilan uygulama basamaklari sdyledir:

e Hastalardan elde edilen PBMC pelleti 500 pl izoton solusyonu eklenerek
hicre suspansiyonu haline getirildi.

e Hducre suspansiyonundan a ve b olarak alt siniflandirilmig tiplere 100 ‘er
pl aktarildi.

e “a” olarak kodlanan tuplere 20 ‘ser pl FITC & PE kokteyli fare kokenli
IgG1 isotipik kontrolli koyuldu.

e “b” olarak kodlanan tiplere 20 ‘ser pl FITC- CD4, PE-CD25, CD4/ CD25
kokteyl kiti koyuldu.

e Tupler oda sicakhginda 20 dk karanlikta bekletildi.

e Bekleme sonunda tuplere %4 ‘luk paraformaldehit (PFA) fiksatif
solusyonundan 500 ‘er pl eklendi.

e Tupler 4 °C ‘de 10 dk bekletildi.

e Tuplere yaklasik 2-4 ml izoton solusyonu eklendi.

e 1700 rpm ‘de 2 dk santrifujlendi ve supernatant atildi (yikama iglemi).

e Hucre pelletine 500 yl Permeabilizasyon sollisyonu eklendi.

e 10 dk oda sicakhginda bekletildi.

e Tulpler bekleme suresi sonunda yikandi ve supernatant uzaklastirildi.

¢ Non-spesifik baglanmalari engellemek amaciyla 2 yl Normal rat serum
eklendi.

e 10 dk oda sicakhginda bekletildi.

e Bekleme slresi bitince intrasitoplazmik boyama icin a tuplerine 2,5 ul
PE-Cy5 IgG2a isotipik kontroll, b tlplerine de 20 yl PE-Cy5 konjuge
anti-human Foxp3 eklendi.

e Tupler 20 dk oda sicakhginda karanlikta bekletildi.

e Bekleme sonunda yikama islemi yapildi.
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Hucre pelleti kalan solisyonda reslUspanse edilerek Uzerine 500 ‘er pl
izoton solusyonu eklendi.

Tupler akim sitometri analizi yapilmak Uzere cihaza verildi.

Izole edilmis olan CD4+CD25+ Treg hdcrelerinin ve
CD4+CD25+Foxp3+ Treg hucrelerinin  bulunma yuzdesi uygun

kapilamalar yapilarak analiz edildi.

6.7.6. Primer Kemik iligi Kiiltiirii Hiicre Deneyleri

6.7.6.1. Uygulama Basamaklari:
izole edilip saklanan ve yeni tani MM oldugu kesinlesen hastalarin
BMMC fleri Bortezomib doz deneyleri ile uygun LDso dozu bulunduktan
sonra sekil 8 ‘deki dizene gore 24 kuyucuklu platede grup basina iki
kuyucuk olacak sekilde ekildi. Esit hicre sayisinda RPMI 1640 ortami
icinde kuyucuk basina 1 ml olacak sekilde (%10 FBS, %1 L-Glutamin ve
%1 Penisilin/Streptomisin igeren) ekilen hicreler 37°C ‘de %5 CO, ‘lik
inkUbatorde 48 saat kulture edildi.
Grup basina ikiser kuyucukla calisiimasinin sebebi primer kultlrlerde
genellikle karsilagilan enfeksiyon ya da kontaminasyonlara kargi her
grup igin yedekli ¢alisiimak istenmesidir.
Herhangi bir kontaminasyon ve enfeksiyonla karsilasiimayan bu
calismada CD138 ve canlilik tayinlerinden 6nce bu ikiserli kuyucuklar
tekrar birlegtirilerek calisiimistir.
Onceden tespit edilen dozda bortezomib ve izole edilen CD4+CD25+
Treg hicreler ilgili gruplara son hacim 2 ml olacak sekilde birer ml ortam
icinde eklendi ve 37°C ‘de %5 CO, sartlarinda 16 saat inkiibbasyona
birakildi.
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Sekil 8. Primer kemik iligi kultrd gruplar

6.7.7. Akim Sitometri ile CD138+ Malign Plazma Hiicrelerinin (MM

Hiicrelerinin) Seviyelerinin Tespiti

6.7.7.1. Uygulama Basamaklari:

e 24 kuyucuklu platede ikili calisilan her grup 15 mllik falkon tup
icerisinde birlestirilerek grup basina total hacim 4 ml olmustur.

e Falkon tuplere 6’sar ml daha RPMI 1640 eklenerek yikama ic¢in 1300
rom de 5 dk santrifijlendi.

e Pelletler 420 yl RPMI 1640 ortaminda resUspanse edildi. Bu hucre
suspansiyonunun 20 ul’'si 5 kat seyreltilerek tripan mauvisi ile boyanip
6lU hucre miktari THOMA laminda sayildi.

e Hiucre suspansiyonunun 300 ul ‘si WST-1 ile canlihk analizi i¢cin 96
kuyucuklu platelere grup basina 100 pl den 3 er kuyucuk olacak
sekilde ekildi.

e Kalan 100 pul'si ise CD138+ hucrelerin akim sitometrik tespiti icin
akim sitometri tUpune aktarildi (izotipik kontrol ve CD138 pozitifliginin
tespiti icin)

e Orneklere 20 ‘ser pl FITC- konjuge anti-CD138 monoklonal antikoru
eklendi.

e Ayrica izotipik kontrol igin de 20 ul IgG1-FITC eklend..

e Tupler oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dk inkube edildi.
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e inkiibasyon sonunda tiplere 3’er ml izoton soliisyonu eklenip 1200
rom ‘de 5 dk santriflijlenerek yikanip stipernatant uazaklastirildi.
e Pelletler 500 ‘er pl izoton solusyonu iginde resuspanse edilerek akim

sitometri analizi icin cihaza verildi.

6.7.8. Tripan Mavisi Ve WST-1 ile Total Hiicre Canlihk Ve Oliimlerinin

Degerlendirilmesi

6.7.8.1. Genel ilke:

Hucreler ile calisma yaparken hacrelerin canhligini  belirlemek c¢ok
onemlidir. Bu amagla tripan mavisi adi verilen bir boya kullaniimaktadir. Bu boya
negatif yuklidur. Eger hicre membrani zarar gérmemis ve canh bir hilcre ise,
boya hlcre igine girmez. Ancak canli olmayan hlcreler boyay! absorbe eder ve
mikroskop altinda mavi gorundrler. Tripan mavisi ile ¢alisirken dikkat edilmesi
gereken nokta, hucreler tripan mavisi boyasinda belirtilen slreden daha uzun

kalirsa canli hicreler de maviye boyanir.

6.7.8.2. Uygulama Basamaklari:

e 24 Kkuyucuklu platede ikili ¢alisilan her grup 15 mllik falkon tlp
icerisinde birlegtirilerek grup bagina total hacim 4 ml olmustur.

e Falkon tuplere 6’sar ml daha RPMI 1640 eklenerek yikama i¢in 1300
rom de 5 dk santrifijlendi.

o Pelletler 420 yul RPMI 1640 ortaminda resUspanse edildi. Bu hucre
suspansiyonunun 20 ul’'si 5 kat seyreltilerek tripan mauvisi ile boyanip
Olt hidcre miktari THOMA laminda sayildi. Mavi boyanan hucreler 61U
hdcreler olup 61U hucre yuzdesi degerlendirildi.

e Huicre suspansiyonunun 300 ul ‘si ise WST-1 ile canhlik analizi igin
96 kuyucuklu platelere grup basina 100 pl den 3 er kuyucuk olacak
sekilde ekildi. Kuyucuk bagsina 10 ul WST-1 reaktifi eklenerek 2 saat
inkiibe edildikten sonra ELISA okuyucuda 420- 480 nm de okutuldu.

Referans dalga boyu olarak 600 nm den fazlasi (630 nm) segildi.
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e Canlilik ylzdeleri hesaplanirken kontrol absorbans ortalamasi %100
canhlik de@eri olarak kabul edilerek relatif olarak diger gruplarin

absorbanslari % canlilik olarak hesaplandi.

6.7.9. CD138+ Malign Plazma Hiicrelerinin (MM Hucrelerinin)
Bortezomib Ve CD4+CD25+ Treg Hiicreler ile inkiibasyonu Sonunda
Canliiginin Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizi ile elde edilen yuzde verileri CD138+ hucrelerinin total
hicre populasyonundaki bulunma ylzdesini vermesinden oOturu  canlilik
degerlendiriimesinde tek basina yeterli dedildir. Bu nedenle total hicredeki
CD138+ yuzdeleri ile WST-1 canliik ylzdeleri arasinda yapilan hesaplamalar
sonucu CD138+ hucre canhligindaki degisiklikler degerlendirildi. Hesaplama sekil
9 ‘deki gibidir.

(gruptaki%CD138+) x (%canlilik)

(Kontrol%CD138+) x (%100 canhilik)

Sekil 9. CD138+ Hucrelerin Canlilik Degerlendiriime Formult

Hesaplanan bu yuzde degerleri, tripan mauvisi ile bulunan total hicre sayisi

uzerinden relatif yuzdeler tekrar hesaplanmigtir.

6.8. Arastirma Plani ve Takvimi
Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklari ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma
Hastanesinden 2010 yilinda izmir 4 no’lu Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan B-
10-4-ISM-4-35-65-72 sayil etik kurul onay! alinmasi
v
2011 KB. SAG. 023 kodlu projenin Bilimsel Arastirma Projeleri Destekleme
Biriminden kabull, malzeme siparisleri ve temini (2010-2011)

¢
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Dokuz Eyliil Universitesi Hematoloji Poliklinigine Multipl Miyelom 6n tanisi ile gelen
hastalara Bilgilendirilmig Gonulli Olur Formunu okutulup imzalatilmasi ve bu
hastalardan rutin prosedurler sirasinda uzman doktor tarafindan EDTA | iki tipe
toplam 4 ml olacak sekilde kemik iligi ve mor kapakli EDTA h bir tipe 2 ml periferik
kan alimi (11.04.2011-18.03.2013 arasi)

Ornek alimindan hemen sonra ficoll dansiite gradienti santrifiju yolu ile izole edilen
PBMC ve BMMC ile Treg izolasyonu, canlilik testleri, primer kultur deneyleri ve
akim sitometri deneylerinin gerceklestiriimesi (11.04.2011- 23.03.2013 arasi)

'

Her hastanin tim gruplari i¢in uygun pencereleme stratejileri ile Treg ve CD138+
hicre populasyonlarinin ytzdelerinin tespit edilmesi ve bulunan CD138+ hticre
yuzdesi ve canlilik ylzdesi ile total hiicre sayimlarina gore hesaplamalarin
yapilmasi (2011-2013 arasi)

¢

Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz (2013-2014)

Tez veri kayit defterine tum verilerin gunlik olarak igslenmesi ve deney
sonuglandiginda kayitlarin kontrolt (11.04.2011 — 31.05.2013)
Literatir guncellenmesi, derlenmesi ve tezin yazilmasi (01.10.2013 —

31.03.2014)

¢

Tezin yayina donusturtlmesi ve dergiye gonderilmesi

6.9. Verilerin Degerlendirilmesi

6.9.1. Akim Sitometri Bulgularinin Degerlendirilmesi

Akim sitometri analizleri icin pencereleme stratejileri olduk¢a onemlidir. Her
olgu igin antikor eklenmemis olan hucreler cihazda okutularak boyanmamis olan
hicrelerin akim sitometri nokta dagihm diyagramindaki yerlesimi tespit edildi. Bu
yerlesime gore alinan pencereye gore hedeflenen hicre yuzdeleri kaydedildi. Bu

yuzdeler her olgu ve gruptaki hucre sayilarina gore hesaplanarak tekrar yuzde
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degerleri hesaplandi. Buna gore Treg ile bortezomib kombinasyonundaki CD138+
malign miyelom hdcre canhhigi yuzdesinden bortezomibin tek basina verildigi
gruptaki CD138+ malign miyelom hucre canlihd1 yluzdesi ¢ikarildiginda %5 den
fazla artis varsa, Treg hlcrelerin bortezomib etkisini azalttigi, %5 den fazla azalma
varsa, Treg hucrelerin bortezomib etkisini arttirdigi, %5 den az degisiklik varsa

bortezomib etkisini degistirmedi seklinde yorumlanmisgtir.

6.9.2. istatistiksel Verilerin Degerlendirilmesi

Bulgular SPSS 15.0 programi ile Mann Whitney U non-parametrik testi ve
ki-kare testleri ile istatistiksel olarak analiz edilmigtir. Sag kalim analizleri Kaplan-
Meier testi ile gerceklestirilmigtir. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml kabul

edilmistir.

6.10. Etik Kurul Onayi

Dr. Behgcet Uz Cocuk Hastaliklari ve Cerrahisi Egitim ve Arastirma
Hastanesi izmir 4 no’lu Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan B-10-4-1SM-4-35-65-72
sayih etik kurul onayi alinmigtir. (Ek 2)

7. BULGULAR

7.1. Olgulara Genel Bakis

TUm hastalar daha 6nce tedavi almamis yeni tani MM’dur. Yas ortalamasi
60,95 + 9,064 (49-81) olup 5 tanesi kadin (%25) 15 tanesi erkektir (%75). Yeni tani
aninda ISS, Durie-Salmon evreleri, Ig tipleri, serum albumin ve B2M dizeyleri,
serum kalsiyum, hemoglobin degerleri, kan sedimantasyon durumu, santral
miyelomatoza varligi ve ek hastalik durumu gibi klinik parametreleri kaydedilmistir.
20 olgudan 6 ‘si ISS 1 (%30), 7 ‘si ISS 2 (%35), 7 ‘si ISS 3 (%35) evrededir.

Olgularin cinsiyetlere gore ISS evre dagihmi grafik 1 ‘de gdsterilmistir.
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Olgulann Cinsiyet ve Cinsiyete gore 1SS Dagilimi
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Grafik 1. Olgularin Cinsiyete Gore ISS Evre Dagilimi

Durie Salmon evreleme sistemine goére 20 olgudan 4 ‘UG evre 1 (%23,5), 1’ i
evre 2 (%5,9), 12 olgu evre 3 'dur (%70,6). Verilerine ulagilan 16 olgunun 2 ‘si IgA
(%12,5) 7 ‘i IgG agir zincir (%43,8), 4 ‘U IgM (%25), 2 ‘si L hafif zincir (%12,5) ve 1
‘i plazmasitom (%6,3) 6zelliktedir. Serum albumin degerlerine bakildiginda verisine
ulagilan 19 olgunun 13 ‘Gnde >3,5 g/dL (%68,4) ve 6 ‘sinda <3,5 g/dL (%31,6)
degerindedir. Verisine ulasilan 18 olgunun 6 ‘sinin B2M dlzeyi <3,5 mg/L
(%33,3), 6 ‘sinin 3,5 — 5,5 mg/L (%33,3) arasinda ve 6 ‘sinin ise >3,5 mg/L
(%33,3) duzeyindedir. Verilerine ulasilan 19 olgunun timdnde kan
sedimantasyonunda artig vardir. TUum olgularin serum kalsiyum deg@erlerine
bakildiginda 18 olgunun <12 mg/dL (%90) , 2 olgunun >12 mg/dL (%10) oldugu
gOrulmustar.

Ayrica tim olgularin 8'i >10 g/dL (%40), 10 ‘u 8-10 g/dL (%50) ve 2 ‘si <8
g/dL (%10) Hb miktarina sahiptir. Verisine ulasilan 15 olgunun 171’inde ek hastalik
yoktur (%73,3), 1 ’inde Hepatit B (%6,7), 1 ‘inde amiloidoz (%6,7), 1 ‘inde Diabetus
Mellitus (%6,7) ve 1 ‘inde mesane kanseri (%6,7) ek hastaliklari mevcuttur. TUm

olgulara ait klinik parametreler tablo 9 ‘da belirtiimektedir.
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Tablo 9. Tum Olgulara Ait Yeni Tani Anindaki Klinik Parametreler

E/K | Ya | IS Durie- | Kemi Seru Hb ipi Ek .
S Salmo klLez. | mCa Hastalik iy.
'E [70 [2 | 1 [Yok <12 (<35 [35 |I1Ig6 | Hepatt |yok |

1 E 70 | 2 1 >10 | <3,5 3,5- 19G Hepatit yok
55

2 E 57 |1 1 Yok <12 8-10 | >3,5 <3,5 IgM Yok yok

3 K 57 |1 3 Var <12 8-10 | >3,5 <3,5 IgM Yok yok

4 E 52 |3 3 Yok <12 8-10 | >3,5 >5,5 IgM Diabetus yok

Mellitus

5 E 52 |3 3 Yok <12 >10 | <3,5 >5,5 lgG Yok yok

6 E 51 |1 3 Var <12 >10 | >3,5 3,5- Plazmasito | Yok var
55 m

7 E 55 | 2 2 2 <12 <8 <3,5 3,5- 19G Yok var
55

8 K 57 |3 3 Var >12 8-10 | >3,5 >55 IgA Yok yok

9 E 56 |3 3 Var <12 >10 | >3,5 >5,5 IgA Yok yok

10 K 63 |2 3 Var <12 <8 >3,5 <3,5 IgG Yok yok

11 E 74 | 2 3 Var <12 8-10 | >3,5 3,5- Hafif zincir | Yok yok
55

12 E 70 | 3 1 Yok <12 >10 | N/A N/A N/A N/A N/A

13 E 62 |1 N/A Var <12 8-10 | >3,5 <3,5 IgM Mesane yok

Ca

14 E 70 |3 N/A Yok <12 8-10 | <3,5 >5,5 lgG Yok yok

15 E 61 |3 3 Var >12 >10 | >3,5 >5,5 Hafif zincir | KOAH yok

16 E 81 |2 N/A Var <12 8-10 | <3,5 3,5- IgG Lenfoma yok
55

17 E 55 | 2 3 Var <12 >10 | <3,5 N/A lgG KOAH yok

18 K 54 |1 3 Yok <12 8-10 | >3,5 <3,5 lgG Yok yok

19 K 73 |1 3 Yok <12 8-10 | >3,5 N/A IgG Yok yok

20 E 49 | 2 1 Yok <12 >10 | >3,5 3,5- Hafif zincir | Yok yok
55

Cinsiyet: E/K (E:Erkek, K:Kadin), Yas, ISS evresi, Durie-Salmon evresi, Kemik
Lez. (Kemik lezyonu varligi), Serum Ca. (Serum kalsiyum ddzeyi, mg/dL), Hb.
(Hemoglobin miktari, g/dL), Serum Alb. (Serum albumin degeri, g/dL), B2M (beta-
2-mikroglobulin diizeyi, mg/L), Ig Tipi, Ek hastalik varligi, Sant. Miy. (Santral

miyelomatoz varligi).

Bu klinik parametrelere ek olarak 6rnek alimindan itibaren olgular Dokuz
Eylil Universitesi Hastanesi Hematoloji Poliklinigi tarafindan takip edildiginde
calismanin sonlandinldigl surece kadar olgularin relaps gelisimi ve sag kalimlari
ile ilgili olarak bilgiler edinilmistir. Buna goére bilgisine ulasilan 18 olgudan 10

olguda relaps go6zlenmedigi (%55,6) ve 8 olguda (%44,4) relaps gelistigi
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gOrulmustar. Olgularin sag kalimlari degerlendirildiginde 15 olgunun sag oldugu
(%75), 5 olgunun ex oldugu (%25) gorulmustar. Her olgu igin bu veriler tablo 10

‘da yer almaktadir.

Tablo 10. Olgularin takibinde relaps gelisimi ve sag kalim bilgileri
Olgu Sag veya Relaps geligsimi

No. Ex durumu

1 sag yok
2 sag yok
3 sag var
4 sag N/A
5 ex var
6 ex var
7 ex var
8 ex var
9 sag yok
10 sag var
11 sag yok
12 sag yok
13 sag yok
14 sag yok
15 ex var
16 sag var
17 sag yok
18 sag yok
19 sag yok
20 sag yok

Calisma baslangicinda higbir tedavi almamis olan bu olgular érnek alimi
ardindaki suregte klinikte uygun gorulen rutin tedavilerini almislardir. Buna gore
calisma sonunda hastalarin in vivo bortezomib direnci gelistirip gelistirmedigi klinik
degerlendirmelere goére incelenmistir. Hastalarin bortezomibe direngli olup

olmadidi Uluslararar Miyelom Calisma Grubu tarafindan tanimlanmis olan tedavi
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yanit kriterlerine gobre dedgerlendiriimektedir. Buna gore hastalarin rutin
preosedurler sirasinda takip edilen serum ve idrar elektroforezi ile immun
fiksasyon testleri sonucu M protein miktarindaki degisimler, normal/ serbest hafif
zincir orani, kemik iliginde klonal hicre varhdl/ yoklugu, anemi durumu
degerlendiriimektedir. Bu kriterlere gobre hastalarin klinik bortezomin tedavi
yanitlari incelendiginde 13 olguda bortezomib direnci goértlmedigi yani tedaviye
yanit verdigi (%65), 7 olguda ise bortezomib direnci gelistigi yani bortezomib
tedavisine yanit vermedigi (%35) goérulmustir. TiUm olgularda ve cinsiyete goére in

vivo bortezomib direng dagilimi Grafik 2 ‘de yer almaktadir.

Tuim olgularda In vivo Bortezomib
Direnci

m Direncg Yok Direng Var

Direng Yok

Direng Var

Erkek
40%

- 4

Kadin
15%

Grafik 2. Tum olgularda ve cinsiyete goére in vivo bortezomib direng dagilimi

7.2. in vitro Bortezomib LD50 Doz Bulgulari

Yeni tani MM tanili olgularinin BMMC ‘leri 96 kuyucuklu plate igine kuyucuk
basina 10000 hucre olacak sekilde kontrol grubu dahil 8 grup 4 kuyucuk tekrarl
olacak sekilde ekilerek farkli bortezomib dozlari denenerek her hasta igin LD50
dozu tespit edildi. Bortezomib ana stogundan dilisyonlar yapilarak 0,01uM, 0,1
MM, 2 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM ve 100 uM olarak uygulandiginda, bazi hastalarda
50 uM ve 100 pM lik dozlar arasindaki canlihk ylzdelerindeki buyuk farklilik
nedeniyle ve 0,01 uM lik dozun dusuk etkisi nedeniyle doz plani degistirilerek sekil
5 de goruldugu Uzere 0,1 uM, 2 uM, 5 uM, 10 uM, 50 pM, 75 pyM ve 100 uM olarak

calismaya devam edildi. Bunun sonucuna goére tum olgularda bortezomib LD50

60




doz dagilimi: 3 olgu igin 0,01 uyM (%15), 3 olgu igin 5 uM (%15), 6 olgu igin 50 yM
(%50), 4 olgu igin 75 pM (%20) ve 4 olgu i¢in 100 yM (%20) olarak tespit edildi.
Her hasta icin ayri ayri tespit edilen bu dozlar primer BMMC ‘lerindeki deneylerde

uygulandi.

7.3. Manyetik olarak izole edilen CD4+CD25+ Treg hucrelerin safliginin
akim sitometrik konfirmasyon bulgulari

Her olgunun kendi PBMC ‘lerinden manyetik yolla CD4+CD25+ Treg
hucreleri izole edildiginde THOMA lami ile sayildi ve tum olgular i¢in ortalama
2x10% hiicre tespit edildi. izole edilen Treg hiicrelerinin safli§i akim sitometrik
analizle kontrol edildiginde CD4+ CD25+ Treg hucrelerin %92 - %100 arasinda,
ortalama CD4+CD25+ Treg hucre yuzdesinin %97,04 (+ 1,887) oldugu saptandi.
Immunsupresif Treg hiicrelerin  belirteci olan transkripyon faktdri  Foxp3
ekspresyonunun oldugu CD4+ CD25+ Foxp3+ fenotipindeki Treg hucreleri %91-
%100 arasinda, ortalama %97,98 (x 2,759) olarak saptandi. Her hastanin PBMC
‘lerinden izole edilen bu Treg hicreleri primer BMMC ‘lerindeki deneylerde
uygulandi. 20 olguya ait CD4+CD25+ ve CD4+CD25+Foxp3+ Treg hucre saflik

yuzdeleri tablo 11 ‘de gosterilmektedir.

Tablo 11. Tim Olgularin PBMC’lerinden izole edilen Treg hicrelerin saflik
yuzdeleri
Olgu No. | CD4+CD25+ CD4+CD25+Foxp3+

Treg ylizdesi Treg ylizdesi

1 98 97
2 99 98
3 98 97
4 96 91
5 97 98
6 98 99
7 97 99
8 97 99
9 97 95
10 96 94
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11 94 98
12 92 98
13 99 98
14 95 100
15 98 92
16 94 91
17 98 99
18 100 100
19 100 100
20 98 100

7.4. Primer BMMC kiilturiinde Bortezomib, Treg ve Bortezomib+Treg
kombinasyonunun CD138+ miyelom hiicre canliigina etkisinin akim
sitometrik ve WST-1 bulgulari

Ortalama 4,5x10* hiicre ekilen primer BMMC ‘leri sekil 8 ‘deki plana gore
kontrol, bortezomib, hastanin kendi PBMC ‘lerinden izole edilen Treg hucreleri ve
bortezomib, Treg kombinasyonu uygulanan gruplarda 16 saat inklibasyon
sonunda htcre canliliklari WST-1 ile tespit edildi. Her grup igin CD138+ hiicre
ylzdeleri akim sitometrik olarak tespit edildi. Kontrol gruplarinda CD138+ miyelom
hicreleri %65 - %98 arasinda, ortalama %81,95 (+8,12), bortezomib verilen
gruplarda CD138+ miyelom hucreleri %60 - %98 arasinda, ortalama %80,09
(£9,02), Treg verilen grupta CD138+ miyelom hucreleri %58 - %99 arasinda,
ortalama %81,14 (£9,76) ve bortezomib+Treg kombinasyonunun verildigi grupta
CD138+ miyelom hucreleri %61 - %99 arasinda, ortalama %79,50 (+9,86) olarak
tespit edildi. 20 olgunun her grupta tespit edilen CD138+ Miyelom hucre yuzdeleri
tablo 12 ‘de gdsterilmektedir.
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Tablo 12. Tum olgularin BMMC primer kultlrlerinde her grup igin tespit edilen
CD138+ hucre yuzdeleri

Olgu Kontrol | Bortezomib Treg Bortezomib+
No. grubu verilen verilen Treg verilen
grup grup grup
1 65 77 72 73
2 86 86 82 80
3 75 75 74 71
4 74 60 58 61
5 91 88 87 89
6 92 87 92 77
7 81 81 80 79
8 76 74 75 76
9 89 89 89 89
10 88 90 88 91
11 88 83 95 92
12 85 86 86 87
13 75 72 73 74
14 79 76 78 77
15 85 81 84 83
16 85 85 84 83
17 98 98 99 99
18 80 78 84 77
19 76 70 73 71
20 71 65 70 62

Her olgu igin tum gruplarda WST-1 ile total hlcre canlihklari kontrol
grubunun absorbans ortalamasina gore canlihgr %2100 kabul edilerek diger
gruplarin relatif canhlik yizdeleri dederlendirildi. Buna goére, bortezomib verilen
gruplarda total canhlik %21 - %105 arasinda, ortalama %62,94 (+18,51), Treg
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verilen grupta total canliik %23 - %97 arasinda, ortalama %71,99 (£18,93),
bortezomib + Treg kombinasyonunun verildigi grupta total canliik %19 - %87
arasinda, ortalama %57,02 (£18,72) olarak tespit edildi. 20 olgu i¢in WST-1

analizine gore her gruptaki total canlilik ylzdeleri tablo 13 ‘de gdsteriimektedir.

Tablo 13. Tum olgularin BMMC primer kultarlerinde her grup igin tespit

edilen total hucre canlilik yuzdeleri

Olgu Kontrol Bortezomib  Treg verilen Bortezomib+
grubu  verilen grup Treg verilen grup
1 65 68 68
2 86 65 68 36
3 75 63 51 40
4 74 66 76 55
5 91 59 57 33
6 92 68 92 56
7 81 76 90 84
8 76 42 81 63
9 89 47 74 66
10 88 43 60 35
11 88 74 71 45
12 85 55 80 58
13 75 21 23 19
14 79 53 46 60
15 85 64 85 77
16 85 85 91 85
17 98 104 95 88
18 80 56 70 48
19 76 62 82 60
20 71 50 62 37

Sekil 7 ‘de belirtilen hesaplamaya gore her grup i¢in canli CD138+ hucre
yuzdeleri, kontrol grubunda %65 - %98 arasinda, ortalama %81,95 (18,12),
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bortezomib verilen grupta %21 - %104 arasinda, ortalama %60,93 (£17,43), Treg
verilen grupta %23 - %95 arasinda, ortalama %71,03 (£17,84) ve bortezomib +
Treg kombinasyonunun verildigi grupta %19 - %88 arasinda, ortalama %55,65
(£19,18) olarak tespit edildi. 20 olgunun sekil 7 ‘deki hesaplamaya gére her
gruptaki canli CD138+ malign miyelom hicre vyuzdeleri tablo 14 ‘de

gOsterilmektedir.

Tablo 14. Tum olgularin BMMC primer kultirlerinde her grup icin tespit

edilen canli CD138+ malign miyelom hlcre yuzdeleri

Olgu Kontrol | Bortezomib Treg Bortezomib+
No. grubu verilen verilen Treg verilen
grup grup grup
1 65 68 69
2 86 65 68 36
3 75 63 51 40
4 74 66 76 55
5 91 59 57 33
6 92 68 92 56
7 81 76 90 84
8 76 42 81 63
9 89 47 74 66
10 88 43 60 35
11 88 74 71 45
12 85 55 80 58
13 75 21 23 19
14 79 53 46 60
15 85 64 85 77
16 85 85 91 85
17 98 104 95 88
18 80 56 70 48
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19 76 62 82 60
20 71 50 62 37

Her hasta icin primer kultire edilen BMMC sayisi esit olmadigindan
yukarida tespit edilen yuzde degerlerinin karsilastiriimasi hatali bir degerlendirme
olacaktir. Bu nedenle her hasta ve her grup icin WST-1 analizi ile es zamanli
olarak yapilan Tripan mavisi boyanmasi ile yapilan THOMA lami sayimina goére
bulunan total hucre sayisi Uzerinden relatif yuzdeler tekrar hesaplandi. Buna goére
bortezomib verilen grupta canli CD138+ hucre yuzdesi %16,3- %114,4 arasinda,
ortalama %67,65 (£25,45), Treg verilen grupta canli CD138+ hiicre yuzdesi %16,8
- %115,1 arasinda, ortalama %80,17 (£26,49) ve bortezomib + Treg
kombinasyonunun verildigi grupta canli CD138+ hucre yuzdesi %7 - %106,5
arasinda, ortalama %60,16 (+26,43) olarak tespit edildi. 20 olgunun her
grubundaki primer BMMC hicre sayilarina gore relatif olarak tekrar hesaplanan

canl CD138+ malign miyelom hicre ylzdeleri tablo 15 ‘de gdsterilmektedir.

Tablo 15. Tum olgularda her gruptaki primer BMMC hucre sayilarina gore
relatif olarak tekrar hesaplanarak tespit edilen canli CD138+ malign miyelom hticre

yuzdeleri

Olgu Kontrol | Bortezomib Treg Bortezomib+
No. grubu verilen verilen Treg verilen
grup grup grup

1 100 105,6 104,6 106,5

2 100 74,9 78,4 41,8

3 100 83,0 67,5 52,9

4 100 88,9 103,4 74,4

5 100 38,0 38,9 25,0

6 100 68,0 83,5 62,3

7 100 95,7 115,1 92,7

8 100 40,8 91,3 67,5
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9 100 36,5 66,0 65,6
10 100 39,1 60,3 29,7
11 100 73,0 53,6 33,0
12 100 67,7 90,1 62,2
13 100 16,3 16,8 7,0
14 100 50,5 46,1 41,0
15 100 53,4 87,0 57,0
16 100 87,7 104,8 93,9
17 100 1144 103,6 98,6
18 100 65,6 92,2 58,0
19 100 80,8 111,5 83,8
20 100 73,1 88,7 50,2

7.5. Treg hucrelerinin bortezomibin malign miyelom hiicreleri lizerine
oldiiriicu etkinligine olan etkisi

Primer BMMC ‘lerine tek basina bortezomib verildiginde 20 olgunun 2
‘sinde CD138+ malign miyelom hucrelerini éldurmedigi (%10) gérlimustir. Bu
durum ila¢ direnci olabilecegini dusunduirmustur. Treg hulcrelerinin tek basina
uygulanmasi sonucunda CD138+ malign miyelom hicre canhligina etkisi
degerlendirildiginde CD4+CD25+ Treg hucrelerin 14 olguda canlihdi azalttig
(%70), 4 olguda degistirmedigi (%20) ve 2 olguda canlihdi arttirdigi (%210)
gorulmagtur (Grafik 3).

Treg hucrelerinin bortezomib ile birlikte primer BMMC ‘ne uygulanmasi
sonucunda 20 olgunun 3’Unde bortezomibin olduricu etkisini azalttigr (%15), 4
olguda bortezomibin &lduricu etkisini degistirmedigi (%20) ve 13 olguda

bortezomibin dldurucu etkisini arttirdigi (%65) gorulmektedir (Grafik 4).
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Grafik 3. Treg hucrelerinin CD138+ malign miyelom hicre canlilihdina etkisi

Treg varliginda Bortezomibin CD138+ hiicrelere
oldirucu etkisi

14
12
10

Olgu Sayisi

=T N LA+ =]

Azaldi Degismedi Arttl

Bortezomibin CD138+ malign plazma hiicre canlilifina etkisi

Grafik 4. Treg varliginda bortezomibin CD138+ hicrelere olduricu etkisindeki

degisimler
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7.6. In vivo bortezomib direnci olan/ olmayan hastalarin in vitro Treg
ekspansiyonunun bortezomib kombinasyonu ile malign plazma hiicre
canliigina etkisi

TUm hastalarin dosyalarini incelenerek klinikte in vivo bortezomib direnci
gelistirip gelistirmedigi degerlendirilmigtir. Bu bilgiler ile in vitro bortezomib yanitlar
degerlendirildiginde in vitro bortezomin testinde duyarli olmasina kargin klinik
direng gosteren iki olgumuzda in vitro olarak Treg + Bortezomib verildiginde hucre
Olumunun tek basina bortezomib verilmesine gore azaldigi (%26,7) goéralmustar.
Klinik olarak bortezomibe direng gdstermeyen iki olguda in vitro bortezomib

duyarhhgr dusuk ¢ikmistir.

7.7. Istatistik Analiz Bulgular

in vitro olarak hastalardan elde edilen malign miyelom hicrelerine ayni
hastalarin periferik kanlarindan izole edilen Treg hlcreler verilerek ekspansiyonu
saglandiginda ¢ok genis bir hucre olum yanit dagihmi saptanmistir. Tregler
olgularin gogunda higbir dldurtcu etki yapmamis ya da ¢ok dugsuk etki yapmistir.
Treglere in vitro hucre 6lumu seklinde yanit veren MM olgularimiza baktigimizda

bortezomin direnci olmamasi ile istatistiksel anlam saptanmistir (p=0,024).

Klinikte bortezomib direnci olmayan hastalarda ex vivo ekspanse edilen
Treg hucreleri malign plazma hucrelerine bortezomib ile birlikte verildiginde
bortezomibin odldurtcu etkisini arttirdigi olgularin klinikte bortezomib direnci
gOstermemesi aralarinda istatistiksel anlamli bir korelasyon oldugunu ortaya
koymustur (p=0,022). Treg hucrelerin ex vivo ekspansiyonunun bortezomib anit-
tumor etkinligine olan etkisinin klinikteki bortezomib direnci durumuna gore

dagihmi grafik 5 de gdsterilmektedir.
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Grafik 5. Treg hucrelerin ex vivo ekspansiyonunun bortezomib anit-tumor

etkinligine olan etkisinin klinikteki bortezomib direnci durumuna gore dagilimi

Treg hucrelerin Bortezomibin CD138+ malign plazma hucreleri tzerine olan
oldartclu etkinligine olan etkisini ISS 1 ve 2 erken, ISS 3 gec¢ evre olarak
gruplandirilarak  degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli  bir iligki
bulunamamistir (p>0,05). Benzer sekilde bu iligki cinsiyet, albumin, hemoglobin,
okit varligi ve kemik lezyonu parametreleriyle iliskisi degerlendirildiginde yine

istatistiksel anlamli bir iliski saptanmamistir (p>0,05).
16- 41 aylik ortalama 29 ay ve ortanca 24 ay izlenmis olan olgular igin

sagkalim ve relaps durumlarina gore Kaplan- Meier testine gore bortezomib

direnci ile sagkalim arasinda iligki bulunmamistir (p=0,652) (grafik 6).
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Grafik 6. Bortezomib direnci ve sagkalim iliskisi analizi
Ayni zamanda relaps gelisimi gz 6nunde bulundurularak bortezomib direnci ile

hastaliksiz sagkalim Kaplan-Meier testi ile degerlendirildirildiginde Log Rank

analizine gore istatistiksel anlamli bir sonug¢ bulunamamistir (p=0,712) (grafik 7).
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Grafik 7. Bortezomib direnci ile hastaliksiz sagkalim iligkisi analizi

Tek basina Treg hicre ekspansiyonunun 24 saatlik inkiibasyon sonunda CD138+
malign miyelom hlcre canlihina azaltan veya degistirmeyen/ arttiran etkinligi ile
sagkalim Kaplan-Meier testi ile degerlendirildirildiginde Log Rank analizine gore
istatistiksel anlamli bir sonu¢ bulunamamistir (p=0,733) (grafik 8). Ayni sekilde
Treg hucre eksansiyonunun bu etkinligi ile hastaliksiz sagkalim arasinda da

istatistiksel anlamli iliski bulunmamistir (p=732) (grafik 9).
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Grafik 8. Treg ekspansiyonun CD138+ malign miyelom hticre canlihdina etkinligi

ile sagkalim iligkisi
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Grafik 9. Treg ekspansiyonun CD138+ malign miyelom hucre canliigina etkinligi

ile hastaliksiz sagkalim iligkisi
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8. TARTISMA

Bu g¢alismada plazma hicre diskrazilerinin bayUk bir cogunlugunu olusturan
MM ’da dlzenleyici T (Treg) hucrelerinin bortezomib etkinligi ile iligkisi yeni tani
MM hastalarinin primer BMMC ‘lerinde ex vivo olarak incelenmistir. Yeni tani MM
hastalarinin bilgilendirilmis gonulla olur formlariyla imzasi alinarak rutin islemler
sirasinda kemik iligi ve periferik kan oOrnekleri toplanmigtir. Primer BMMC
kiltarlerinde primer PBMC ‘lerinden manyetik boncuk yoluyla izole edilen
CD4+CD25+ Treg hucrelerinin etkisi kontrol, bortezomib verilen, Treg verilen ve
bortezomib+Treg kombinasyonunun uygulandigi gruplarda canli CD138+ malign
miyelom hdcrelerinin - akim sitometrik ve hucre proliferasyon testi ile
degerlendirilmigtir. Olgularin klinik 6zellikleri ile arastirdigimiz bu molekuler
Ozellikleri ve klinikte rutin olarak arastirilan laboratuar 6zellikleri istatistiksel olarak
kargilastiriimistir. DUzenleyici T hucreler guncel bir ¢alisma konusu olup timor
hacreleri ile iligkisi birgok timorde arastiriimis ya da arastiriimaktadir. Buna ek
olarak daha once tedavi almis MM hastalarinin yani sira birinci sira tedavi olarak
da kullanimi aragtirilan bortezomibin Treg hucrelerle olan iligkisi henuz literaturde
aydinlatiimamisgtir.

MM ’da Treg hucrelerini PBMC’ lerden izole etmemizin nedeni bu hicrelerin
dolagsimda yer almasidir. Literatirde de PBMC ile g¢alisilmasi ornek sec¢imini
desteklemektedir. izolasyon yéntemi olarak CD4 ve CD25 manyetik boncuklar ile
pozitif izolasyon tercih edilmistir, ¢linkii FACS ile izolasyon yapildiginda non-steril
kosullarda izolasyon yapilmaktadir ancak bu g¢alismada Treg hucreler izole
edildikten sonra hucre kulturu deneylerinde kullanilacagi icin kontaminasyon riskini
onlemek amaciyla laminar akigl kabinet icerisinde manyetik boncuk ile izolasyon
yapilmistir. izole edilen bu hiicrelerin safligini teyit etmek icin yéntem olarak akim
sitometri tercih edilmistir. Bunun nedeni izole etmek ic¢in kullanilan manyetik
boncuklar CD4 ve CD25 ylzey antijenlerine kargi gelistirilmis olan manyetik
Ozellikli monoklonal antikorlardir, yani CD4+CD25+ Treg hticrelerinin izolasyonuna
imkan tanimaktadir. Literatirde immunsupresif olarak yer alan Treg hucreleri
CD4+CD25+ ligine ek olarak bir transkripsiyon faktdori olan intraselliler Foxp3
pozitifligi ile tamimlanmigtir. CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg Ucli kombinasyonu guncel

literatlrde en onemli Treg hucre tipini tanimlayici olarak yer almaktadir. Akim
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sitometri immunsupresif CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hucreleri es zamanli
tanimlayabilme olanak saglayan hizli ve spesifik bir yontemdir. Bu calismada
arastinlan bir diger konu bortezomib hedef tedavi ajanidir. Bortezomibin bu
¢alisma icin secgilmesinin nedeni birinci sinif bir proteozom inhibitéri olarak MM ‘da
en Oonemli standart tedavi sekillerinden biri halini almis olmasidir. Bu ajan anti-
miyelom etki mekanizmasini NF-kB Uzerinden gerceklestirirken p44/24 mitojen
aktive protein kinaz yolagi ve IL-6, TNF-a, VEGF inhibisyonu Uzerinden de
gerceklestirmektedir. Dolayisiyla bu isleyis sirasinda immuan ve inflamatuar
sistemler de etkilenmektedir. Literatirde Treg hucreler ile bortezomib arasindaki
etkilesimin bortezomibin malign CD138+ miyelom hucreler Gzerine oldurici
etkisine olan yansimasi daha once ele alinmamis bir konudur.

20 adet yeni tani MM olgusu yer aldidi ¢calismada kadin erkek dagihmi ve .
50- 81 yas arasindaki dagilim literaturle uyumludur. Evre dagilimi da ISS
evrelemesine gore | ile Il arasi olup literatirle uyumlu ve homojendir. Bu
Ozelliklerle olgu sayisi az olsa da deney modeli yeni tani MM populasyonunu
temsil edici 6zelliktedir. Calismaya dahil edilen olgular daha dnce higbir tedavi
almamigstir ancak ¢alisma bitimine dek olgularin klinik verileri takip edilmistir. Buna
gore calismada ilk olgu igcin 50 aylik son olgu i¢in 12 aylik bir takip suresi
bulunmaktadir. Buna gore ortalama takip suresi 31 ay olup sagkalim analizi igin
kisa bir suredir. Olgular arasinda rutin islemler sirasinda érnek alimindan sonra
bortezomib tedavisi alanlarda bu sire¢ boyunca direng gelisimi olup olmadigi takip
edilmigtir.

izole edilen CD4+ CD25+ Treg hiicrelerin ve imminsUpresif Treg hiicre
fenotipi olarak literatirde yer alan CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hicre
populasyonunun teyidi ile primer BMMC deneylerinde CD138+ malign miyelom
hicre yuzdesinin belirlenmesi igin akim sitometri yontemi tercih edilmistir. Akim
sitometri periferik kan, kemik iligi veya solid dokulardan hazirlanan
suspansiyonlarda hucre sitoplazmik ya da nukleer reseptorlerine gore hucre
tiplerini belirlemede hizli kolay guvenilir ve rutinde de kullanilan énemli bir testtir.
Basarili bir laboratuar uygulamasinin yani sira akim sitometride en énemli 6zellik
uygun pencereleme stratejilerinin  gelistiriimesidir. Antikor bagh 6rneklerde

pencerelemeler yapilmadan once her hastanin kontrol grubu hicrelerinin bir kismi
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higbir floresans isaretli antikor baglanmadan “isaretsiz” haliyle cihazda
okutulmustur. Bunun nedeni hucrelerin dustugu alani dogru segmektir. TUm akim
sitometri pencerelemeleri yapilirken CD4+CD25+ ve CD4+ CD25 + Foxp3+ Treg
hicrelerin tespitinde PBMC ‘lerden birinci adimda debri olan kisim haricinde tim
alani pencere olarak alinip sonra CD4+ lenfositleri tanimlayan alan pencerelenmis
olup daha sonra bu alanda CD25+ Foxp3+ T hucrelerin bakildigi Gglncu
pencereleme yapilmistir. CD138+ malign miyelom hucrelerin akim sitometrik
analizleri sirasinda da BMMC ‘lerde de birinci adimda lenfositleri tanimlayan alan
pencere olarak alinip daha sonra bu pencerede CD138+ ‘ligi FITC isimasi veren
populasyon yuzdesi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan bir diger yontem,
WST-1 ile hicre proliferasyonu degerlendiriimesidir. Literatiire gére XTT, MTT,
WST-1 gibi tetrazolyum tirlerini karsilastirildiginda en iyi alternatif WST1 gibi
gorunmektedir, gcunkl diger tuzlara gére daha verimli tiketiimekte ve daha c¢abuk
renk degisimi gostermektedir (69).

Ex vivo Latince kokenli bir kelime olup canli digsinda meydana gelen,
gercgeklegtirilen anlamina gelmektedir. Bu c¢alismada oldugu gibi bilimsel
arastirmalarda, ex vivo, yapilan deneyin veya o6lgimin organizma disinda, dogal
kosullara mumkuin oldugunca benzer bir ortamda gergeklestirildigini tarif etmek icin
kullantlir (70). Yani bu tip kanser c¢alismalarn igin 0Ornek verilecek olursa
organ, doku veya hicrenin canlidan ayrilarak, canh ortamini taklit eden yapay
labarotuvar kosullarinda yapilan galismayi tarif eder. Hastanin primer periferik kan
ve kemik iligi aspirasyon materyallerinden elde edilen PBMC ‘lerinden
CD4+CD25+ Treg hucreleri izole edilip ayni hastanin kiltare edilmis olan primer
BMMC ‘lerinin ilgili gruplarina eklenmistir. Yani canliya, hastaya ait olan primer
biyolojik materyal kuiltir kosullarinda calisilarak  c¢esitli  parametreler
degerlendirilmigtir. In vitro ¢alismalarda tumor mikrogevresi ve in vivo kosullar
saglanamadigi igin ex vivo calismalar Oozellikle karsinogenez gibi karmasik
surecleri daha iyi yansitmaktadir. Bu yonuyle mikrogevre ve malign plazma
hacrelerinin gok onemli oldugu MM ‘da uygun bir modelleme yapilmistir.

Favaloro ve arkadaslari 20 MM olgusunda 28 kontrolle kiyaslandiginda
CD4+CD25+ Treg hucreler ile Th17 hucreleri oraninda dengesizlik tespit etmis ve

bu durumu duaguk sagkalim ile iligkilendirmiglerdir. Ayrica olgularin kemik iliginde
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CD4+ CD25+ Treg hucreler periferik kandan daha fazla miktar bulundugunu ancak
bu fenotipteki Treg hucrelerin immunsupresif fonksiyonunu gosteren Foxp3
pozitifliginin periferik kandaki Treglerde ¢ok daha yuksek oldugunu géstermektedir
(71). Literatirle uyumlu olarak fonksiyonel Treg hicreler hedef alindigi igin
periferik kandan CD4+ CD25+ Treg hiicre izolasyonu yapilmistir. izole edilen bu
hucrelerin akim sitometri ile konfirmasyonunda Foxp3 pozitifliginin %91- %100
olmasi da literatur ile uyumlu hicre populasyonunu izole ettigimizi gostermektedir.
Olgularin BMMC ‘lerinin primer kaltirinde kemik iliginde dogal olarak bulunan
Treg populasyonu bu fonksiyonel Treg hucrelerin eklenmesi ile arttiriimistir.

Muthu ve arkadaslari, 64 yeni tani MM olgularinda periferik kanda CD8+
CD25+ Treg hucrelerini degerlendirdigi calismada immunsupresif Foxp3+ bu
hicre grubunun saglikh bireylerle karsilastirildiginda artis gosterdigini tespit
etmiglerdir ve bu durumu hastaligin ilerleyisi ve kot prognozla iligkilendirmislerdir
(72). Zhu ve arkadaglari, MM tedavisinde kullanilan talidomide, lenalidomide ve
pomalidomide immunmodulatér ajanlarin MM ‘da duslUk sagkalim ve Kkoti
prognozla iliskili olan tumor hacrelerine immun yaniti baskilayan Treg hudcrelerin
artan miktarlarina karsi inhibe edici etkisi oldugunu ortaya koymuslardir (73). Bu
calismada benzer sekilde bortezomib ile Treg iligkisi, artan miktarlardaki
immunsuapresif Treg hucrelerinin bortezomibin malign miyelom hicrelerine olan
etkinligi Uzerine etkisi degerlendirilmigtir. Klinikte siklikla kullanilan bortezomib
tedavisine olan yanitta, MM ‘daki artan Treg hucrelerinin nasil bir etkisi oldugunun
ex vivo degerlendirimesi bortezomib kullanimi sirasinda Treg hucrelerini
hedefleyecek ek bir yaklagim gerekiyor olabilir mi sorusuna agiklik getirmektedir.
Buna goére bortezomib ve Treg kombinasyonunun verildigi grupta bortezomibin tek
basina verildigi gruba gére canliigin daha da azaldigi gorulmustir. Ancak bu
durum in vivo bortezomib direnci gorulmeyen olgularda istatistiksel anlamli
korelasyon gosterirken (p=0,022) diger klinik parametrelerle istatistiksel anlaml
iligki gostermemisgtir.

Kim ve arkadaglarinin primat calismasinda bortezomibin daha 6nceden
ortamda bulunan CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hucreleri yok etmedigi ve
fonksiyonlarini engellemedigi ancak CD4+ Foxp3- T hucreleri oldurduguna

gOstermiglerdir (74). Bu ¢alismayla benzer sekilde bizim ¢alismamizda bortezomib
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ve Treg kombinasyonunun verildigi grupta tek basina bortezomib ve tek bagina
Treg verilen gruplara goére CD138+ malign miyelom hucrelerinde canhlligin
azalmasi Treg hdcrelerin ex vivo ortamda da yok olmayip etkinlik gosterdigini
dusundurmektedir.

Her hasta icin bortezomib LD50 dozu htcre proliferasyon analizi yapilarak
tespit edilmis ve primer BMMC kultir deneylerine bu doz Uzerinden devam
edilmistir. Ancak bu yontemle deg@erlendirilen LD50 dozu total BMMC ‘lerindeki
LD50 dozudur. Bazi olgularda bortezomibin LD50 doz tespiti deneylerinde bu
grupta total hucre canlihginda belirgin azalma gorulirken deneyin ilerleyen
safhalarinda bu grupta CD138+ hucrelerin canliliginda degisiklige neden olmadigi
gozlenmistir. Bu durum bu olgularda bortezomib direnci olabilirligini akla
getirmistir. Klinikte de bortezomib tedavisi alan olgular bu bakis agisiyla takip
edildiginde in vitro bortezomibin testinde duyarli olmasina karsin klinik direng
gOsteren iki olgumuzda in vitro olarak Treg + Bortezomib verildiginde hicre
O0lumunun tek basina bortezomib verilmesine gore azaldigi (%26,7) goridlmustar.
Klinik olarak bortezomibe direng gostermeyen iki olguda in vitro bortezomib
duyarhihgr dusuk cikmistir. Ayrica tek basina in vitro Treg ekspansiyonu
gerceklestirildiginde hicre 6lumu seklinde yanit veren olgularinklinikte bortezomib
direncli olmamasi istatistiksel anlamli saptanmig (p=0,024) ve olgularin klinikte
bortezomib direnci géstermemesi ile in vitro Treg ekspansiyonu - bortezomib
kombinasyon uygulamasinda bortezomib o6ldirict etkinliginin  tek basina
bortezomib uygulamasina gore belirgin artisgi istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon gostermektedir (p=0,022). Tum bu sonuglar bortezomib direnci varligi
ile CD4+CD25+ Treg hucrelerin bir iligkisi olabilir mi sorusunu disundirmustur.
Literatar 1s19inda bu durum ele alindiginda direk iligkili sonuglar henuz yer
almamasina karsin dolayl yoldan iligki olabilirligine dair caligmalar yer almaktadir.
Wang Z ve arkadaslari kemik iligi stroma hucrelerinin MM hucrelerinde indukledigi
proliferasyon, migrasyon, sagkalim ve ila¢g direnc gelisiminde eksozom aracili
iletisimin de yer aldigini géstermislerdir (75). Eksozomlar hicrelerden salgilanan
30-100 nm arasinda buyukliklere sahip keseciklere olup. hucreler arasi iletisim-
madde aligverisinde blyiik rol oynar. immin hiicrelerle iligkisine bakildiginda B

lenfositlerden salgilanan eksozomlarin T lenfositleri aktive ettigi dugunulmektedir.
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Immdiin hiicreler tarafindan salgilanan eksozomlar CD9 ve LAMP-1 pozitifligi ile
tanimlanmaktadir (76). Hu X ve arkadaslari, CD9 ekspresyonunun metilasyon ile
down-regulasyonu MM’ da bortezomib duyarlihgini azalttigini géstermislerdir.
Ayrica hematopoietik ve epitel hicreler tarafindan gergceklesen CD9 ekspresyonu
apoptozu indikleyerek bortezomib duyarlligini arttirdigi goralmustar (77). Treg
hacreleri ve ilag direnci iligkisine dair literatir incelendiginde kanserde
aydinlatiimis direk bir iliski gériimemektedir. Ancak farkli hastaliklarda bu iligki
calisiimis olup 6rnedin, CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hiucrelerin eksikliginde
Kawasaki hastaliginda immunterapiye direnci gelistigi (78), pulmoner tiberkulozda
Foxp3+ Treg hucrelerin ekspansiyonunun ¢oklu ilag direncine neden oldugu (79)
ortaya konmustur. Bu calismada tespit edilmis olan bortezomib direnci ve Treg
hiacre iligkisinin benzer mekanizma Uzerinden mi yoksa Treg ekspansiyonu
nedeniyle kemik iligi stroma hucrelerinde sitokin vb. aracili degisiklikler olusarak
mi gergeklestigi bir sonraki ¢calismalarda incelenmesi planlanmaktadir. Bortezomib
ile immudn sistem iligkisine bakildiginda bortezomibin 6nemli immunmodulator
etkilere yol agtigi gosterilmistir. Bunlar arasinda baslica, dendritik hucrelerin
apoptozunu induklemek, T hicre kostimule edici molekullerde ve inlamatuvar
sitokin Uretimini azaltmak, aktif haldeki efektor T hucrelerin segici apoptozu ve NF-
KB inhibisyonu yer almaktadir ancak Treg hucrelerine olan etkisi henuz
bilinmemektedir (80). Treg hticrelerin otoimmun hastaliklarda ve graft karsiti konak
hastaliinda (GVHD) tedaviye yonelik kullanimi kliniJe gecmis bulunmaktadir.
Melanomda immunterapi dahilinde oldukga sik incelenen bu hucrelerin relaps/
refrakter miyelomda basarili tedavi yaniti veren bortezomibin yeni kullaniimaya
baslandidi yeni tani hastalarda direng gelisimine ve/ veya tedavi yanitini
arttirmaya yonelik bir iligkisinin aydinlatiimasi olduk¢a dnemli bir ilerleme olacaktir.

Hastalardan alinan kemik iligi 6rneklerinde baslangigtaki CD138+ miyelom
hicre miktari bakilmadan bortezomib LD50 dozunun tespit edilmis olmasi bu
dozun total KiIMH ‘indeki etkinligini yansitmaktadir. Ancak bu eksiklik baslangicta
elde edilen hiicre miktarinin az olmasi ve CD138+ miyelom hicre tespiti igin ek bir
test sonucunda primer kaltir icin  yeterli hucre kalmayacagindan
kaynaklanmaktadir. Bu durumlar baslica karsilasilan zorluklar ve eksiklikleri

olusturmaktadir.
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9. SONUG VE ONERILER

Multipl miyelom yeni tedavi stratejilerinin gelistiriimesi gerektigi ancak
bilimdeki ilerlemelere karsin tam kurin elde edilemedigi bir hematolojik
malignitedir. TUmor immunolojisi ile tumor mikrogevre iligkisini anlamak Uzere ve
yeni tedavi stratejileri (hlcresel tedaviler) gelistirmede kanserde Uzerinde galigilan
guncel bir konudur. Treg htcreler CD4+CD25+Foxp3+ fenotipe sahip T hcre alt-
populasyonudur ve tumor hucreleriyle iligkisi guncel literaturde siklikla
degerlendirilen bir hiicre grubudur.

Bu galismada MM ‘da ilk basamak tedavide veya relaps olgularda
guncel tedavi araci olan bortezomibin Treg hucreler ile etkilesimi ex vivo olarak
arastinlmistir. Treg hucrelerin bortezomib etkisini arttirici, azaltici, degistirmeyen
sekillerde degisik etkileri oldugu gozlenmistir. Gruplar arasinda total ve CD138+
malign miyelom hucreleri arasinda canlilik yuzdelerinde farkhliklarin gézlenmesi
Foxp3+ Treg hlcrelerinin bortezomib tarafindan oldurulmedigini
diisiindiirmektedir. istatistiksel anlamli varilan énemli bir sonug ise Treg hiicrelerin
klinikte bortezomib direnci gelistirmeyen olgularda bortezomibin in vitro anti-tumor
etkisini arttirdigi ve direncli hastalarda azalttiginin saptanmasidir. Bu durum
bortezomib direncinde Treglerin etkisi oldugunu gostermektedir. Bu iligkinin
hayvan deneylerini de kapsayacak sekilde incelenmesi ve ortaya konmasi

gelecekteki calismalarimiz igin planlanmaktadir.
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FtkilermmArastriimasy, X VIIL Ulusal Pediatrik Kanser Kongresi, 2014

Noroblastomda In Vitro Tacrolimus Etkisi, XVIII. Ulusal Pediatrik Kanser K ongresi, 2014

Sangumarin Ajanmm Néroblastom Uzerine In Vivo Etkisi, XVIIL. Ulusal Pediatrik Kanser Kongresi, 2014
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Chaperonin (HSP60) and annexm 2 are candidate biomarkers for early diagnosis of nonsmall cell ing
carcinoma, EACR-Sponsored 2nd Anticancer Agents Congress:Targeting Cancer Stem Cells, 2014

Chemoterapy andTargeted Therapy Sensitivy Testing in Malignant Pleural Effusions, EACR-Sponsored
2nd Anticancer Agents Congress:Targeting Cancer Stem Cells, 2014

Studying Effect OfBortezomib On Ex Vivo Multiple Myeloma Tumor Model Obtained From Bone
Marrow OfPatients, EACR-Sponsored 2nd Anticancer Agents Congress:Targeting Cancer Stem Cells,
2014

Sanguinarine has in vitro less ototoxic effect than cisplatin, EACR-Sponsored 2nd Anticancer Agents
Congress:Targeting Cancer Stem Cells, 2014

| Silmarinin Sisplatin K ombmasyonu Ile Néroblastom Hiicrelerine Etkisi, 5. Multidisiplner KanserAragtirma
Kongresi, 2014

Meme Kanserinde Rapamisinin Kanser K 6k Hiicrelliskili Gen Ekspresyonuna Etkisi, 4. Ulisal Hiicresel
Tedavi ve Rejeneratif Tip Kongresi, 2014

Neuroblastoma Tumor MiceModel, Tumor Models, 2013

Studying Effect ofBortezomib on Ex Vivo Multiple Myeloma Tumor Model Obtained from Bone Marrow
ofPatients, Tumor Models, 2013

The Effects of Protectiveagents against Cisplatin and Radiotherapy Induced Cell Death, 3rd Congress of
the MediterraneanMultidiciplinary Oncology Forum, 2013

Clinical Significance of DNARepair Genes Expressions in Neurofibramatosis Type I Cases, 45th
Congress of The International Society of Pediatric Oncology ( SIOP) 2013, 2013

Effect of Eicopentaenoic Acid on Pediatric Cancer Cells, 44th Congress of the International Society of
Paediatric Oncology, 2012 ‘

TPOG 2009 Noroblastom ProtokoliDoku Molekiiler Inceleme Isleyis Analizi (TPOG Néroblastom
Grubu Adma), 20.Ulusal Kanser Kongresi, 2013

Cevresel karsinojenleﬁnetkﬂeri (in vitro hiicre kiiltiirii gahgmasi), V. Ozel Calisma Modiilii (O CM)
Sempozyumu, 2011

Kanserde erken tam ve korunma, V. Ozsl Caligma Modiili (OCM) Sempozyumy, 2011

Basic oncology doctoral degree program of Dokuz EyhﬂUniver's‘ity, 6th ORPHEUS Conference-PhD
Quality Indicators for Biomedicine and Health Sciences, 2011

Néroblastom kk hiicrelerinde timr metastaz genlert, XIX. Ulisal Kanser Kongresi, 2011

The Effect of Chemotherapoetic and DemethylatingAgents on Notch Signalling Pathway in
Hepatoblastoma, The Fifth APOCP General Assembly Conference, 2010

MedullablastorHicrelerinde K oruyucu Ajanlarm Sisplatin ve Radyoterapi ile Indiiklenmis Hiicre
OliimineEtkisi, XVIII. Ulusal Pediatrik Kanser Kongresi, 2014

Clinical Significance of DNARepair Genes Expressions m Neurofibromatosis Type 1 Cases, 15th
European NF Meeting, 2012

Resveratroliin sisplatin ototoksisitesine karg1 koruyucu etkisi, 2.Ulusal Otoloji ve Nérootoloji Kongresi,
2012
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Néroblastom Fare Tiimor ModeliOnCalsma, XVII. TPOG Ulusal Pediatrik Kanser Kongresi, 2012

Insan Neuroblastorma HiicrelerindeSanguiarinein Apoptotik Gen Ekspresyonlart Uzerine Etkisi, XV,
TPOG Ulusal Pediatrik Kanser Kongresi, 2012

Her-2 pozitif meme kanserinin transtuzamabla tedavisinde p95/611-CTF'nin (Her-2'nin karboksiterminal
fragmani) rokii, 23. Ulusal Patoloji Kongresi, 2013

Pankreatik Adenokarsinom Olgularmda, Foxp3 + Diizenleyici T Hiicrelerin Dagihim: Ve
PrognostikParametrelerle Kargiastmimast”,, 23. Ulusal Patoloji Kongresi, 2013

Immuno-Onkoloji ve Hedefe Yonelik KanserTedavileri Kongresi 2014

Néroblastomdalmmun Diizenleyici Hiicrelerin Rolii, 1. Immuno-Onkoloji ve Hedefe Yonelik Kanser
TedavileriK ongresi, 2014

Hepatopankreatobilier Timérlerde Diizenleyici T Lenfositler ve Prognostik Onemi, 1.Immuno-Onkoloji ve
Hedefe Yénelik Kanser Tedavileri Kongresi, 2014

Multip] Miyelomda T Regulatuar Hiicrelerin (Treg) Tedaviye Ftkisinin Fx Vivo Arastirimasy, 1. Imonmo-
Onkoloji ve Hedefe Yonelk Kanser Tedavileri Kongresi, 2014

Tiirkiye'de Noroblastorn Molekiiler Profili (TirkPediatrik Onkoloji Grubu Adma), XVIIL. Ulusal Pediatrik
Kanser Kongresi, 2014

Noroblastomda Demetile Edici Ajan ve Kemoterapotik Ajanlarm Notch Sinyal Yolagi Ekspresyon Ve
Metilasyonuna Etkisi III. Multidisipliner Kanser Arastrma Sempozyumu. 14-17 Mart, Uludag

Néroblastomun Sisplatin Ile Inditklenen Sitotoksisite Modelinde Glutamilsisteinil Etil Esterinin In Vitro
Potansiyel Sitoprotektan Etkisi TPOG Ulusal Pediyatrik Kanser Kongresi. Mayis 2008, Izmir

Evaluation Of T Regulatory Cells In Multiple Myeloma In Correlation With Autologous Bone Matrow
Transplantation4th EORTC Pathobiology Group Annual Meeting 1th International Mlﬂtldlscmlmary
Cancer Research Congress, May 2009
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) Kolon Kanseri Dokusundan Tiimér Infiltre Eden Lenfositizolasyom: Ex Vivo Yéntem Optimizasyonu, 1.
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) Methylation Profile Of The Promoter CpG Islands Of Death Associated Protein-kinase In
) Nephroblastomadth EORTC Pathobiology Group Annual Meeting & 1st International Multidisciplinary
: Cancer Research Congress, May 2009

: Hepatoblastomda Dferamiye Edici ve Apoptotik Ajanlarm Notch Ekspresyonunu Uzerine EtkistXVIIL
' Ulusal Kanser Kongresi 21-26 Nisan 2009, Antalya
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