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1. TABLO, SEKIL VE KISALTMA DiZiNi

1.1. Tablo Dizini
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. Miyelomda Tam Kritederi
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1
2
3
4
5. Yeni/ Klinik Caligmalan Devam Eden Tedavi Secenekler
8. Kan ve Kemik [ligi Nakli Tedavi Yamt Kiitereri

¥. Trag Hacrelenn Genel Siniflamasi

B. Tum Qlgularnin Venleri

9. OKIT Alan Dlgularin Genel Verler;

10. OKIT Almayan Clgulann Genel Verileri

1.2. $ekil Dizini

1. Kemik iligi Mikrogevresinin Multipl Miyelom Patogenezindeki Roll

2. Trag Hicrelarin Etki Mekanizmalan

3. Tregq Hicrelerin Hocre Kontag wve Sitckinlerle Genel

Mekanizmasi

Tam CHgulann Sagkalim Analiz Sonuglan

Tam Olgulann Tedawi Yamt Dederlendirmeleri

N o g &

Hicrelerin Bulunma Yizdeler

PD-1/PD-L Yolaginin Otocimmiin Sistemi Regllasyondaki Etkinlidi

Etki

OKIT Alan we Almayan Qlgularda CD+4 CD25+ Foxp3+ Treg

8. OKIT Alan ve Almayan Olgularda CD200+ Hicrelerin Bulunma

Yizdeleri

9. OKIT Alan wve Almayan Olgularda PD-1+ Hucralerin Bulunma

Yizdeleri

10.CD4+CD25+Faoxp3+ Treg Hicrelerin OKIT Alan we Almayan

Olgulardaki Kargilagtirma Sonucu



1.3.

Kisaltma Dizini

MM: Multipl miyelom

Treg: T dlzenleyici hicre

PD-1 {CD279): Pregrambh dlam-1

CKIT (ABMT}: Ctolog kemik ilidi transplantasyonu
FEMC: Ferifenk kan monontkleer hicreleri
SPSS: Statistical package for the social sciences
lg: Immianglobiilin

lgG: Imminglobilin gama

lgA: Imminglokdlin alfa

lgD: Imminglobdlin delta

IgE: Imminglobiilin epsilon

M protein: Monoklonal protein

MRl Manyetik rezonans gdrantileme

CT: Bilgisayar tomografisi

ISS: Uluslar arasi evreleme sistemi

EZM: Beta-2 mikroglobilin

LDH: Laktat dehidrogenaz enzimi

CRP: C reaktif protein

IL: Interlékin

FISH: Fluoresans in sitl hikridizasyon

FCLI: Flazma hocresi etiketleme indeksi

MGUS: Sebebi bilinmeyen monoklonal gammopati
SMM: Intramedillers asemptomatik miyelom

PET: Pozitron emiston tomografisi



GC: Germinal merkez

lgH: Imminglobilin agir zingir lokusu

Maf: *"Musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog™
MMSET: Multipl miyelom SET yapisi

FGFR3: Fibroblast baylime faktdn reseptard 3
Rb: Retinoblastom

Myc: *Myelocytomatosis viral oncogene homolog™
CD: “Cluster of differentiation”

MAPK: Mitzjen aracih pretein kinaz

EMSC: Kemik iligi stroma hacreler

ERK: “Extracellular signal regulated kinase™
JAK2: Janus kinaz 2

STAT3: “Signal transducer and activator of transcription 3"
MNFEB: Nikleer faktdr kapa B

IGF1: Insilin benzen biyime faktérii

VEGF: Vaskiller endotelval blylime faktdrl

|AP: Apoptoz inhibitdri proteinleri

MCL1: Miyeloid hacre 16semi sekans: 1

ICAM: Interseltler adhezyon maolekilil

VCAM: Vaskiler hicre adhezyon molek(ll
bBFGF: Basic fibroblast bliyame faktérd

HGF: Hepatesit blylime fakton

MIP1a: Makrofaj inflamatuar protein 10

RANKL: MFxB reseptdn aktivatdr ligand

OPG: Osteoprotegerin

DKKZ1: Dickkopfl

MP: Melfalan prednizolon kombinasyonu



VAD: Vinkristin adriamisin deksametazon kombinasyonu
CR: Tam remisyon

PR: Parsiyel remisyon

SO Stabil hastalk

TMFa: Tumer necrosis factor a

DVT: Derin toplardamar trombozu

Th3: Yardimar T hicre 3

Tr1: Tip 1 regilatsr hicre

Foxp3: Forkhead box 3

CTLA4: Cytotoxic T lymphocyte antigen 4
TGFBR: Transforming growth factor B

iTreg: INdUklenmig Teq hiicre

Ts: T slipresdr hicre

IFN: intarferon

TCR: T hiucre reseptérl

DC: Dendritik hicre

IDO: Indoleamin- 2,3- deoksigenaz

MHC: Major histocompability complex
ILT: Imminglobilin benzeri transkript
GITR: “Glicocorticoid induced tumor necrosis factor”
APC: Antijen sunan hicre

NFAT: “Nuclear factor of activated T cells™
GVHD: “Graft versus host disease™

lgSF: Immunglobdlin sUper ailesi

CSC: Kanser kok hocresi

CLL: Kronik lenfositik [6semi

ATL: Yetigkin T hicreli [bsemif lenforna
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MoAb: Monoklonal antikor

PD-L: Frogramh &lim ligandi

ITIM: Tirozin bazh inhibitdr metifi
NK: Dagal 8ldiriict hicreler

FITC: “Fluorescein isothiocyanate™
PE: *Phycoerythrin®

PBS: Fosfat tamponu tuz solusyonu

PFA: Paraformaldehit
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2. QZET

MULTIPL MIYELOMDA DUZENLEYICi T HUCRELERIN VE PROGRAMLI
GLUM-1 ¢ IN ROLD

Ayse Pmar Ergetin

Dokuz Eyliil Universitesi Egitim ve Arastinma Hastanesi
Yazigma Adresi:

Mithatpasa Caddesi No: 1606 incivalti izmir

T ddazenleyici hdcreler (Treg) imminstpresyonda ve otoimmin sistermin
kontroldnde rol alarak tamér hicrelering verlen imman yamitta dnemli bir gdrev
astlenmekiadir. CD200 T hicre arach immdnitede immansdpresif etkiye
sahiptir. Etkinliginin arttinlmas) sonucunda tdmdar hicrelerinin immin sistemden
kagis il iligkilendirildigi ddstinalmektedir. Frogramh 6ldm-1 (PD-1), T hicrelen.
B hicrzleri, dodgal Sldirlich hicreler wve dendritik hlcreler Uzerinde ekprese
edilmektedir. Immin yanitta inhibitér sinyallers sahiptir. T hicre apoptozunu

uyanr. Inhibisyonu timér progresyonu ile iliskilidir.

Bu galismarin amac otolog kemik iligi transplantasyonu (CKIT} alan ve
almayan multipl miyelom (MM) hastalarnda CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg

hicrelerin, C0200 ve PD-1 pozitif hdcrelenn seviyelerinin Kiyaslanmasidir.

Hicrelerin analizi igin yaslan 41 ve 78 arasinda degisen 28 multipl
miyelom hastasindan (10 kadin, 18 erkek) kan dmekleri steril EDTA iceren
taplers alincdi. Periferik kan mononlklesr hicreleri (PEMC) Biocoll ayirma
solusyonu {(d 1.077g/ml) ile yodunluk gradient santrifligasyonu ile izole edilerek
hemen akim sitometri analizing tabi tutuldu. Sonuglann Mann  Whitney
nonparametric test ile Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (9.05)
yazilm kullanilarak analizi yapildi. P dederleri <0.05 olanlar istatistiksel olarak
anlaml olacak sekilde dederendirildi.

Bu calismada Treg hicre sayimlar QKIT alan hastalarda daha yiksek
seviyede tespit edimistir (p=0.042). Aynica iki grup arasinda CD200 ve PD-1
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ekspresyonlarimin belirgin bir istatistiksel anlam ifade etmedigi tespit edilmigtir
{sirasiyla p=0.711, 0.404 ). OKIT veya Treg hiicrelerin seviyeleri CD200 and
PD-1 ekspresyonlar ile korelasyon gdstermamektedir. Treg hicreleri va PD-1
seviyeleri arasinda literatiirde yer alan caligmalara benzer bir negatif korelasyon
gizlenmistir. Sonraki caligmalarda MM ‘da Treg hicrelerin kemik iligine

kemoterapdtik ajanlann vadi§inda ve yoklugundaki etkiler sorgulanmahdir.

Anahtar Kelimeler: Multipl Miyelom, Dizenleyici T hicreler {Treg), PD-1,
CD200, Otolog kemik iligi transplantasyonu



3. YABANCI DILDE OZET - ABSTRACT

THE ROLE OF REGULATORY T CELLS AND PROGRAMMED DEATH-1 IN
MULTIPL MYELOMA

Ayse Pmar Ergetin

Dokuz Eyliil Universitesi Egitim ve Arastinma Hastanesi
Corresponding Address:

Mithatpasa Caddesi No: 1606 inciralt! izmir

T regulatory cells (Treg), having roles in immunosupression and control
of autoimmunity are a contemporary issue in immune response to tumor cells.
CD200 has an immunosuppressive effect on T cell mediated immunity. Its up
regulation is thought to be related with escape of tumor cells from immune
system. Programmed Death-1 (PD1) is expressed on T cells, B cells, natural
killer cells and dendritic cells. It has inhibitory signals in immune response. It

stimulates T cell apoptosis. Its inhibition is related with tumor progression.

Aim of this study is to compare the levels of CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg
cells, CD200 and PD-1 in multiple myeloma (MM) with and without autologous
bone marrow transplantation (ABMT).

Blood samples were collected from 28 MM patients (10 female, 18 male)
aged between 41 and 78. in sterile EDTA containers. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were isolated by density gradient centrifugation on
Biocoll separating solution (d 1.077g/ml) and underwent immediate analysis by
flow cytometry. Results were analyzed with Mann Whitney nonparametric test
using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software (9.05). P

values<0.05 were considered statistically significant.

In this study Treg cells are shown to be higher in patients ABMT
(p=0.042). But CD200 and PD-1 did not show statistical significance between
two groups (p=0.711, 0.404 respectively). ABMT or Treg cells levels are not

correlated by CD200 and PD-1 expression. According to our study negative
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corelation between Treg and PD-1 levels are observed as previous studies in
literatures. Effect of Treg cells on bone marrow with or without

chemotherapoetic agents should be questioned on MM.

Key Words: Multiple Myeloma, Regulatory T Cells (Twg), PD-1, CD200,

Autologous bone marrow transplantation



4. GIRIS VE AMAC

Rultipl miyalem (MM}, plazma hicreleninin ve plazma hicrasi Sncilennin

malign proliferasyonu ile karakterize olan bir hematolojik kanserdir (2). Tum
yetigkin malignitelerin % 1%ini, hematelojik malignitelerin ise %13’0n0 olugturan
bu kanser tipi konvansiyongl kemoterapi ve yiksek doz terapilere ragmen

tamamen tedavi edilememektedir (18, 23).

Kontrolsliz ¢ogalan klonal plazma hicrelerinin neden olduju en sik
gorilen klinik semptomlar; osteolitik kemik lezyonlan., anemi, hiperkalsemi, agin

kemik hassasiyeti. kemik agrilar, renal yetmezliktir (4, 9, 17).

MM olusumunda ik gergeklegen adim, bir plazma hicresinin kion
olugturmak Uzere 8l0msiz hale geldigi durgun bir fazdir. [igili ug organ hasan
veya herhangi bir semptom meydana gelmez ancak hastalarda zamanla
¢coduniukla MM gelisir. Plazma hicreleri kemik iliginde biriktikge miyelom
transformasyonu baslayarak, ilgili ug organ hasan ile sonuglamir. intrameduller
miyelom olarak adlandirilan bu hastahk genellikle kemosensitiftir. Son olarak,
miyelomun ila¢ ve apoptoz direnci gelighrdidi, buyime fakidéreri ve kemik ilidi
mikrogevresinden bagimsiz hale geldidi ekstramediller miyelom olusur (9, 16,
17).

MM da baskilanmig immunoglobdlin ekspresyonlan ve fonksiyon
gstermeayen T-hlcre yamitlar sz konusudur (12). Dazenleyici T hlcreleri (T gz,
T regulatory cells, Twg) immunsupresyon ile oto-immun kontrolde, T-hicre
homeostazisinde, transplantlara ve& timdr hicrelering kargi tim immun yanitin
modllasyonunda dnamlidir (5, 21). Bu negatif dlizenleyici aktivite farkh
gercekleserek timdrlere karg normalde olmas) gereken immun  yanih
Laskilayabilir. Ty hicreleri immunsupresif etkisini hacre-hicre kontagiyla ve
sitokinler aracihgiyla [interlékin-10 (IL-10} ve “transforming growth factor-B°
(TGF-R)] olmak Uzere iki yolla gergeklestirir. Bu dzelliklere gdre CD4+ ve CDG+
Teg bhicreler aolarak iki ana sinifta toplanirlar. CD4+ T,y hlcreler
CD4+CD25+FOXP3+ fenotipte olup, in vitro CTLA—4 ylzey antijeni Uzerinden
hilcre-hiicre kontadiyla we sitokinlerds immunsupresif etkiye sahiptider. Bizim
cahsmamizda degerlendirecagimiz COHCD2E+FOAP3+ Ty hlcreler toplam
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penferal CD4+ T hicrelennin %5-10 unu olugturug san zamanlarda en gok

galigilan Teq hiicre tipidir (1, 5, 12),

KMalign plazma hiicrelerinde ekspresyonu gergeklegen CD200 MM igin
yeni kir prognostik faktérdir (58). CD200 tip 1 transmembran glikoproteini olup
kostimilatér BY reseptér ailesiyle iligkilidir. Kuvvetli bir immunsupresan olan
L0200 On ekspresyonu timesitler, T ve B |lenfositler, bkazl dendritik hicreler,
ndronlar ve endotel hicreler Ozerinde gergeklesmektedir. CD200 immun
dizenleyici sinyalleri reseptdr olan CD200R ile etkilegimi Gzerinden bildirerek

T hiicre aracill immunsupresycna yol agar (35, 36, 56).

Programh &lim-1-1 (PD-1) ve g¢ofu timdr tarafindan ekspresyonu
gerceklesen ligandlan programh &lim-1 ligand-1 ve 2 (PD-L1 ve PD-L2) T
hicre aktivasyonu, tolerans, imman patelojisi arasinda denge olusturmak lzere
inhibitdr  sinyaller olustururlar. Hacrenin imman  yamitla  patojenlerden  ve
tumdériarden anndinimasi icin bu dengenin korunmas blyGk dnem tagir. PD-1
ekspresyonu timar infiltrasyanunda etkili aktif T-hdcreler (CO4+ ve COB+). B-
hacreler, dogal &ldorich  hocreler (NKY wve dendritik hdcreler dzerinde
gerceklesir (39, 40, 46).

Tamdsrlerin konak T hicreleri tarafindan taminahilen antijenler eksprese
etmesine kargin imman sistem tarafindan ortadan kaldinlmalan nadir olup bu
durum timér mikrogevresi  tarafindan immin  yamitin  baskilanmasindan
kaynaklarnir (71). Burdan yola gikarak bu calismadaki amacimiz yeni tarm MM,
MGUS, MM ve otolog kemik iligi transplantasyon tedavisi gérmis olan
hastalann kemik iligi vefveya kan &meklerinde immuansupresif etkili Tieg
hidcrelerinin, PD-1" in ve MM’ da yeni prognostik faktér olarak gérilen CG200°
n  incelenmesidir. Bu ¢alisma ile tamdr hacrelerinin immdin  sistemden
kagisinda bu moleklllerin ne derecede etkisi oldugu anlasilabilecektir.



5. GENEL BiLGILER

5.1. Multipl Miyelom

MM, plazma hicrelerinin ve plazma hicresi  éncllerinin - malign
proliferasyonu ile karakterize olan bir hematolojik kanser traddr (1-4). TUm
yetigkin malignitelerin - %1 ‘im, hematclojik  malignitelerin ise %10 ‘unu
kapsamaktadir (2). Kenvansiyonel kemotarapi ve yiiksek doz terapilere ragmen
tamamen tedavi edilemeyen MM hastalarninin sagkalim slresi birkag aydan
birkag yila kadar degigmektedir. Ortalama sadkalim standart tedavi ile yaklagik
3 yil olup %5 gibi kigok bir hasta gruba 10 yildan fazla yagamin
surdarebiimektedir  (3). Bu heterojen durumun tlmérin  kendisinin ve
konakgisimin dzgln karakteristik dzelliklerinden kaynakland g distnilmektedir,
ABD 'de her wil yaklazik on dort bin kigiye MM tamsi koyulurken Torkiye 'de bu
rakam yaklagik O¢ bindir. Genellikle sinsi bir gekilde baglayarak yavag ilereyen
MM bir ileri yag hastaligidir (5). En sik gérilldligl yas grubu altmig hes ile
yetmis iken son yillarda yas ortalamas elli ile elli beg yas arasina dodru kayma
efgilimindedir (2). MM gocuklarda gdrilmez (1-3). Ancak son yillarda hastalik
giderek daha geng kisilerde ve daha sik gézlenmektedir. Yas disinda cinsiyet ve
irk. gihi faktdrler kesin dederler ifade etmese de yapilan calismalara gdre
hastahJin erkeklerde gérilme sikhgimin kadinlarin yaklagk iki katl ve zenci irkta
gordime sikllginin da beyaz irkin yaklagik iki katr oldugu saptanmistir (2).

5.1.1. Multipl Miyelom Etiyolojisi: MMun ortaya ¢ikis sebebi tam
olarak bilinmemeklge beraber genetik yatkinhk, ¢avresel ve mesleki faktorlerin
etken olabilecedi digtniimektedir (8, 9). MM ‘lu akrabkasi olan bireylerde
gtrilme riski ddrt kat artarken godu hastamnin aile dykisinde MM hastas
olmadigi gdzlenmigtir. Diger plazma hiicresi diskrazilering sahip hastalarda MM
geligme riski oldukga yiksektir. lyonize radyasyon maruziyeti MM igin en geceri
rsk faktdrd olarak gérolor. Atom bombasi ile yiksek doz radyasycna maruz
kalanlarda uzun zaman sonra MM artaya ¢ikmistir. MM tamis koyulana dek on -
on bes wl kadar radyasyona maruz kalanlarda daha ylksek mortalite bz
saptanmistir (2). Ayrica egzoz dumanina. tanm ilaglanna (Gzellikle pestisitiers)
ve adir metal kullammina maruz kalan ¢ahsanlarda da MM riskinin artbd
saptanmistir. Metabolitlen kemik iidi toksinler olarak bilinen benzen MM in en
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olas) etiyolojik  ajamdir.  Propoksifen, fenitoin, fenobarbital, diazepam,
propanolol, ibuprofen, diyet ilaglan, uyancilar ve mdshil gibi ilaglann MM
gelisiming katkida bulundudu belirlenmigtir. Alkol ve sigara kullanimimn MM ile

gacla bir iligkisi hendz bulunmamigtir (5).

5.1.2. Muttipl Miyelomda immiinglobiilinter: Normal kosullarda
viicuda bakteri gibi yabancr bir madde (antijen) gimesi halinde bagisiklik
sisteminde yer alan plazma hicreleri B lenfosit hicrelen tarafindan clugturulur.
Plazma hicrelen bu yabanci maddelere karg spesifik bir yanit olarak ayn tipte
imminglobdlin {Ig) Gretmekle sorumludur. Bu nedenle vicutta gok ¢esit Ig
Bulunur. 1g "ler adir zincir olarak adlandinlan iki uzun protein zincin ve hafif zindr
olarak adlandinlan ki kisa protein zincirinden olugurlar. Bes ana gesit g vardir,
Bunlar agir zinciderlerinin tiplering  gdre  immuanglobdlin gama  (1gG),
immanglobilin alfa (IgA), IgM. immanglokalin epsilon {IgE}, immanglokiilin delta
{IgD} clarak adlandinlir (1,10). Normal bir plazma hicresi her bin vicutta farkl
igleve sahip olan Ig ‘lerden yalmzca binni olusturur. Ancak normal bir B
hdcresinin malign bir plazma hicresing dédnidsmesi ¢oklu genetik anomalileri de
iceran  ¢ok adimb bir sdrectir. Malign  plazma  hdereleri tam  olarak
aydinlatlamayan sebeplerden Stirl hadisikhk sistemi hlcrelerinin sinyallerineg
yanit verme d&zelliklerini yitirerek kontrolstiz gekilde proliferasyon gdsterir.
Prolifere olan malign plazma hdcreleri agin miktarda monoklonal protein (M
proteini) olarak adlandirlan monoklonal imminglobalin veya hafif zincir tretir. M
proteini genellikle 1gG 'dir [>%80} ancak IgA (%20} veya imminglabilin hafif
zinciri olabilir. 1gD ile 19E nadirdir ve IgM Oreten plazma hucreleri hagka bir
plazma hicresi neoplazisi olan Waldenstrdm makroglobilinemisinin dzellididir.
Miyzlom c¢esitlern malign plazma hicresi tarafindan imminglobdlin ya da hafif
Zincir tipine gére belidenir. Buna gére en sik karsilagilan miyelom tipleri 19G
{>%%60) ve IgA (%20} 'dir. 1IgD ve IgE tiplerine gok nadir rastlanir (9-11).

5.1.3. Multipl Miyelomun Klinik Belirtileri: Hastaligin baslarnda
herhangi bir sikayet olmasa da MM gelistikge birgok belirti ortaya gikmaya
baglar. Ozelikle =i, kaburga ve bazen de kollarda olugan kemik agnlarn
miyelom hicrelerinin kemikte harabiyete sebep olacak kadar fazla biriktigine
igarettir (4). Normalde kemik lliginde %55 'in altinda bulunan plazma hicrelen.
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MMda = %10 gibi bir dederde klonal kemik iligi plazma hicresi olarak criaya
clkar. Kemik iliginde asin moncklonal plazma hiicre binkimi hematopoez
isleyisini bozarak anemiye yol agar. Hastada normal hemoglobin miktarina
sahip normal boyal eritrositi ifade eden normokromik veya hemoglobin deden =
2 g/dL olan normositer {normal eritrosity veya hamoglobin deder < 10 g/dL olan
anemi durumlan gézlenekilir (12). Malign plazma hicreler tarafindan salinan
sitokinler {interldkin} nadeniyle kemik yikimim  sadlayan  osteoklastiann
miktanndaki artig sonucunda ciddi osteopeni veya patolojik kiriklarn eglik ettigi
osteolitik kemik lezyonlar meydana gelir. Manyelik rezonans gdrintllame
{MRI) weya bilgisayar tomografisi (CT) ile bu lezyonlar gérilebilir. Agin
monoklonal protein dretimi nedeniyle diger 1g tiplerinde meydana gelen azalma
enfeksiyon duyarlihgini arttirarak hastada on iki ayda 2 ‘den fazla olmak Ozere
sik sik enfeksiyonlara yakalanma sikayeti ile kendini gbsterir. Ayrica serum
velveya idrarda monoklonal protein wvarli§l serum elektroforez paterninde
belirgin bir pik ile gbzlenir. En sik karsilasilan belirtilerden biri de bdbrek
yetmezligidic. Bunun miyelom hibrek yams ve hiperkalsemi olmak lzere iki
énemli nedeni vardir. imminglobdlinler yap olarak bir bitin halindeyken
bibreklerdeki glomertler filtreden gegemeyecek kadar baylktarler ancak 1gG
ve IgA miyelomlarimin ag¢ts ikisinde idrara gegebilecek kadar kigik monaklonal
serbest hafif zincider de Uretilir. Bunlara Bence- Jones proteinleri denir. Bu
proteinler renal tiibdllerden gegerken gdkerler ve efralin ¢ok ¢ekirdekli devw
hicreler sararak miyelom bdbrek yapisina ddnlsiar. Bdylece renal tibdllerde
genlesme ve atrofi meydana gelerek tOm nefron fonksiyon gdsteremez hale
gelir (10, 12). Kemik yikimindaki artisin yol achd = 11,5 mgfdL deferindeki
yiksek serum kalsiyum dizeyi (hiperkalsemi) olmas: ciddi bébrek hasarina yol
acar. Bunlardan bagka Szellikle burun ve disetlerinde kanamaya edilim artar
cunkl M proteini trombosit fonksiyonlann ve koagilasyon faktérlerini
etkileyehilir ve ileremis hastalikia trombasitopeni meydana gelir. Buna ek olarak
cogu kez kanamayla iligkilendirilen hiperviskozite ile dzellikle g miyelom
vakalarinda karsilasilir. MM hastalarmn %10 ‘undan daha azinda gdrdlen bu
durum serum viskozitesi diglilerek anlasilabilir. TOm bu belirilerden bagka hasta
vicutta kolayca meydana gelen ¢lrlikler, halsizlik, zihin bulamkhd, ciltte genel
bir hissizlik, tat alma duyu kaytn gibi yakinmalarla doktora kagvurahilir (4, 10,
12).



5.1.4. Multipl Miyelomun Evreleri: MM igin iki gesit evreleme
sistemi mewvcuttur. 1575 ‘ten beri ilk olarak kullanilan “Durie-Salmon Evreleme
Sistemi” dir. 200& yilinda “Uluslararas) Evreleme Sistemi (ISS)” geligtiriimigtir
(13,14). Durie-=almon evreleme sistemi 155 ‘e gdre hastaligin timér yiaka ve
biyolojik evresiyle daha fazla uyum gdstenr. Ancak karmagik olugu ve kemik
bulgularina &znel yaklasim gerektirmesi  dezavantajlandir.  Durie-Salmon
evreleme sistemine qdre evre 1 alan hasta gu ézelliklerin timond tagimahidir O
ya da 1 kemik lezyonu, hemoglobin degeri = 10g/dL, nomal kalsiyum we diglk
K protein Oretimi. Dstk M protein Gretimi 1IgG < 5 g/dL, IgA < 3 g/dL, idrarda M
piki »4000 mg/24 saat olan dederleri ifade eder. Evre 2, evre 1 ya da evre 3
‘deki degerlere uymayan hasta grubunu ifade eder. Evre 3 colan hasta su
Ozelliklerden bir ya da daha fazlasim tagimahdir ilerlemis kemik lezyonlan,
hemaglobin dedgen = 8.5 gfdL, artmig kalsiyum ya da yiksek M protein dretimi.
Yiksek M protein Oretimi 1gG = 7 gfdL, IgA = 5 g/dL, idrar M piki > 12000 mg/24
saat olan dederen ifade eder. Alt siniflamasi ise gu gekildedir: A alt simifi
hastalann serum kreatinin deden < 20 mgfdL. B alt simifi hastalann serum
kreatinin dederi < 2.0 mg/dL olmaldir (13) (Tablo 1). |55 ‘e gbre evre 1 olan
hastanin serum beta-2-mikroglobdlin (B2W) ddzeyi < 3.5 mg/l ve serum
alblimin dizeyi 23.5 g/dL olmahdir. Evre 2, evre 1 ya da evre 3 ‘deki deferlere
uymayan hasta grubunu ifade eder. Evre 3 olan hastanin serum 32M dizeyi =
5.5 mg/L cimahdir (14) (Tablo 2).
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Tablo 1. Durie — Salmon Evreleme Sistemi

Durlie ve Salmon Evrelemnme Sisteml

WHMWWWIt 2.60 mmol/l

mmmmﬂ-d e tok

PR e,

Miyeloma Euronet AISBL. Myelom Temel Klavuzu. http://myeloma-
euronet.org/_dl/multiple-myeloma/Multiple Myeloma-tr.pdf {Mayiz 2009)
Tablo 2.Uluslararasi Evreleme Sistemi (ISS

Miyeloma Euronet AISBL. Myelom Temel Klavuzu. http://myeloma-
euronet.org/_dl/multiple-myeloma/Multiple Myeloma-tr.pdf {Mayis 2{09)

5.1.5. Mutfipi Miyelomda Prognosfik Fakibrfer: Hastahidin
evresi belifendikten sonra birkag bagimsiz prognostik faktdr ile miyelomun
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akibeti Engdrilebilir. Ana prognostik faktorler hastanin perfermans durumu, 1SS
ve Durie- Salmon evrelemalen, 13. kromozom delesyonlan veya hipodiploidi
varlif, t {4;14) veya t {14,186 translckasycnlan, kromozom 17p delesycnu, DNA
indeksi, laktat dehidrogenaz enzimi (LDH) dizeyi, plazmablastik morfoloji,
kemik iligindeki plazma hicresi etiketleme indeksi (PCLI) olarak siralanabilir.
EBunlara ek prognostik faktérler ise yag, C reaktif protein (CRP) ve serum
kreatinin dizeyleri, platelet sayis ve plazma hicre yizeyinde bulunup serumda
dederlen &lctilebilen CD138 antijeni (syndecan—1) 'dir (3, 6, 9). Bu prognostik
faktorler 0¢ kategoriye ayrilmaktadir. Birinci grupta yag, performans durumu,
renal fonksiyon gibi hastanin kemoterapiyi tolere edebilidigini yansitan
konakgiya ait faktdrler yer alir. Konakgiya ait parametrelerden en iyi aydinlatlan
yagtir. Altmig ile yetrmig beg yag arahgimin altindaki hastalar daha uzun
safgkahim gdsterir. Kirk yas altindaki hastalar ise normal renal fonksiyon ve
dagik B2M dizeyi ile ortalama & yilin Uzernnde safjkalim gostenr. Seksen yasg
(st gibi gok ileri yas ise katl prognozla iligkilendirilir. Ikinci grupta sitogenetik,

malekdler profil,.  tdmér hiicresinin proliferatif aktivitesi gibi malign klanun i¢

faktdrier bulunur. Ugiinch grupta ise B2M. albimin, CRP gibi timdr yiki ve
hastalida at komplikasyonlar vansitan biyokimyasal bealitegler yer alr.
Normmalde bdbrekler tarafindan salinan 3ZM ‘nin serumdaki dizeyi dzellikle
tamdr yaka, renal fonksiyon ve 1SS igin miyelomdaki en Snemli prognostik
beliteglerden birisidir (3, 11, 12). CRP 'nin serum kansantrasyonu interlékin—6
min {IL-6) bir belitec olup A2M 'den bagimsiz bir prognostik belintectir. 1L-6
hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar etkisiyle sistemik inflamatuar
cevabin gistergesi olarak nitelendinlebilen bir sitokindir. Hasta standart tedavi
aldigi zaman CTRF we p2M dizeylerinin koemkinasyonuna gire prognostik
agidan 0¢ sinifta dederlendirilebilir.  Serum CRP ve B2M dlzeyi = 6.0 mg/L
olanlar dagik nskli grup, serum CRP ve B2M duzeyi =z 6.0 magfL olanlar yiksek
riskli grup, ikisinin arasindaki serum CRP ve B2M dizeyine sahip olanlar orta
riskli gruptur. Buna gdre ddaslk riskli grup ortalama 34 ay, orta riskli grup
ortalama 27 ay ve ylksek riskli grup ise ortalama 6 ay sadkalm gésterirler (9,
11, 12). Konvansiyonel sitogenstik analizlerine gére kromozom 13 delesyonu
(monozomi) ve/veya hipodiploidi. flioresans in sitl hibridizasyon (FISH)
analizlerine gdre t {4,14), t (14,16) veya 17p delesyonu, PCLI ¢alhigmalanna
gére PCLI = %3, serum CD138 dederi 21170 Ufml parametrelerine sahip
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hastalar yiksek risk grubu hastalardir. Yaklagik clarak 20-24 ayhk sagkalim
géstenr (15).

5.1.6. Multipl Miyelomun Gefigim Basamaklari: MM geligimi,
benign bir halden olduk¢a malign bir duruma gegisi kapsayan ¢ok adimh bir
transformasyon slreci olup her hastada bu slrec fark edilemeyebilir. [k
gergeklesen adim, bir plazma hlcresinin klon olugturmak dzere Slimsiz hale
geldigi durgun bir fazdir. Bu asamada hiperkalsemi. anemi, kemik lezyonlan gibi
herhangi bir ilgili ug¢ organ hasari veya belirti meydana gelmez. Miyelom
hicrelerinin gelisim ve Slum hizlan yaklasik olarak aymdir (16, 17). Sebebi
bilinmeyen monoklonal gammopati (MGUS) zamanla MM 'a ilereyebilecek bir
pre-malign durumdur. ABD'de elli yag ve Osth bireylenn yaklagik %3.2 'sinde,
yetmis yas ve Ostl bireylenn yaklasik %5.3 'Unde gonilerek MM ‘a gére yaklagik
yUz kat daha sik kargilagilir. Ancak MGLS olan kir bireyin bir wil iginde M ‘2
ilerlame ihtimali %1 oldugundan tim MGUS hastalannin yaklagik dértte ca 20
ylldan fazla degigim gdstermeden yasamin sOrddarekilir. MM “da kargilasilan
sitogenetik anamalilerin {translokasyonlann ve delesyonlann) benzer sekilde
MGLS ‘da da gérilir. Ancak bu kromozom anomalileriyle uyumiu belirgin klinik
veya biyolojik yansimalar yoktur. MGUS vakalannda serum M protaini <3 g/dL,
klonal kemik iligi plazma hicreleri <%10 olarak saptanir (11, 12, 15). lkinci
agamada plazma hicrelennin kemik ilidinde  hirkmesiyle miyelom  hicre
transformasyonu gergeklesir. Dolayisiyla bu agamada belirgin bir sekilde
monoklonal grotein arbig ve ilgili ug argan hasan gdzlenmeye haslar. Serum M
proteini {Igi; veya IgA) =3 g/idl vefveya klonal kemik iligi plazma hicreler =
%10 olarak saptanir. Intramediller veya asemptomatik miyelom (S olarak
adlandirilan bu hastalk genellikle kemosensitiftir (15). Hastallk sagkalhimi ve
geligimi igin tamamen kemik iligi destek dekusuna baghdir. Saldirgan bkir sekilde
gerceklesen son agsamada. miyelom hocrelen kemik iligi destek dokusundan
bagimsiz hale gelir. PCLI 'nin %1 ‘in Uzering gikmas! ve LDH dizeyindeki artig
ile kendini belli eden hir proliferasyon artisi sz konusudur. Kemik iligi
morfolojisi plazmablast girintalenyle oldukca saldirgan gézakar. Konvansiyone!
sitngenetik  ile  ekstrameddllar veya semptomatik  mivelom  bulgularnim
gistermeye baglayan hastalann kromozom anomalileri saptanakilic. Pozitron
emisyon tomografisi [PET) bu tip ekstramediller hastalik varhdim ortaya
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koymakta siklhkla bagvurulan bir ySntemdir. Bu asamada miyelomun kemoterapi
ve apoptoz direnci galistirdigi géroldr. Alkilleyial ve hiicre déngusiine spesifik
gjanlann  kombinasyonlar ile kemoterapi uygulayarak gegici bir slre igin
hastallk kontrol altma alnsa da bu yamitlar kisa slrelidir. Yiksek doz

kemoterapi ve transplantasyonlara ragmen sadkalim oldukga kisadir (16, 17).

Eir antijen nedeniyle olugan Oretial sinyaller ile B lenfosit hicrelennden iki
tip plazma hicresi olugturulur. Pre-germinal merkez (GC) B hlcrelerinden
farklilagan plazma hicreleri imminglobdlin M (IgM) salglayabilir ya da
imminglebilin adw zincir lokusu {IlgH) rekombinasyonlanna udrayarak farkh bir
lg izotipi salgilayabkilirler. Somatik olarak hipermutant |g genlere sahip
dedillerdir. Bu plazma hdcreleri genellikle yaklagik 3 gonltk kisa bir yasam
suresine sahiptiner. Bunun aksing, post-germinal merkez (post-GC) B hicreleri
plazma hicresine farklilagmadan dnce tekraranan somatik hipemutasyonlara,
antijen segimlerine ve IgH rekombinasyonlanna ujrayarak plazmablast lretirler.
Plazmablastlar MM ‘da oldudu gibi kemik iligi mikrogevresing yeregerek uzun
amrld plazma hicrelering ddnasebilirler (1, 5, 12). MMun her asamasi i¢in tan
kriteden Table 3 ‘de belitiimektedir.
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Tablo 3. Miyvelomda Tam Kriterleri

. Matipls Miyelom () Tans Krterer i de bolunmaldr)

1. Kemik iliginde = %10 plasma hacresi | monoklenal®) ve/veya Plasmarsitoma {beyogsi ile karntlammes |
1 Weonkanal protein [serum ve/veya idrarda) (*]
3. Myelama e dikil cogan dicfoalsiyoea (ea a2 b balunmabder) (**

[K]aksiyum yalseldids {senam (3++ 105 mg) ya da pormalin st smnnda)

[Rlemal yetmertik {serom kreatinin > lmy |

[Alnemi (b < 10 gr ya da ormalin Z or ainda)

[Kjemik heryontan (itik] ya da osteoporazis (***)

* Bubnzerlene gors Dune-Sadman Dwre LA meyeloma olgelan 'maldening indolent miveloay olaesl yee sdmalniade.

** Mosllanal protemaplsnieeara | nomskratuvas mplmy’ bemal Biginde = = 30 plicey bacresd (monokiond| w.veyy plasecriom (beyop e Laneclaney i,
*** ngilizey alvenim CRAB {Ca+-+, renal, anemi, bone). Swalarm drpnda oo myloma e gkl ekdoquna Fugin lmayan dijer organ mhhu—hw
isamptomath ipervskeieesendroma, amoidee, ymieysa (> epced | ) bakte enfokpeelan ki)

+e olier plivmsRoma ya da wteoporern [tnk el o) dnand. bulgo ol bemd i plaang bacred oram = %30 plmabidy,

MEUS tani keiterdeni { gl de bulunmalidir)
1. Serum ve! wea idranda d g0k dizeyde monokdonal peotemn (*)
1. Kemi {Eginde monoklanal plasma hire miktan <%10

3. Serum (a++, kreatinin ve bemoglobin dizeyleri normai Kemik heryona yok (diekt grafi ve/veya dier gotintileme tokniler )
Aoz veya haff inck biikm hastalena at inikve laberatuvar bulgaa yok.

¥ borum g < 30, g < 28, Whrar monmskthonal kg v mbda < 19/ M

“Smoldering veya Tndelent’ Miyelom Tam Kriterleni {ugy de bulunmabdur}*)

1. Seram ve/ veya idrarda monokional protein
2 Kemi figinde ve: veya doku biyopsi ermedinde monoklonal plisma hocreler
3. WG!S, mivetoma ya da saliter plasmasitema kriteriarine rymama

1%} B tterder Dane Salmon bore I8 mivelome lanmelamaltade.

Solrter Kemik Plasmasitoma Tami Kriterlen (ugu de bulunmalidw)

1. Biyopsh ke kanitlanme monoklonal kemik plasmasitoma ek bir kemikte idber alankar icin yapdan direkct grafi, ve eder yapeidrys manyetk resonans |URI)
Ve/Yeya paditron emtiyon tomografi (PET) negatif)
Eger varsa M-omgorent dieyuk duteyde
lgh<35gd
g <29dl
bdrar monokional afif zinci < 1 /M saat.
1 Kemik /i monoklonal plasma iceoram < %10
3. Miyeloma e skl argan distonksiyoau yek

Undar L. Multipl Miyelom: Tani. 35. Hematoloji Kongresi. Ekim 7-10,
2009, Antalya, Tirkive.
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5.1.7. Muttipl Miyelomun Genetik Ozellikleri: MM ‘lu hastalarda
en dnemli prognostik parametreler arasinda sitogenetik anomaliler sayilmasina
ragmen olgulann %50-70 ‘inde nomal karyotipler gdzlenmektedir Sayisal
vafveya yapisal kromozom anomalilen sitogenetik analizler ile olgulann ancak
%20-50 "sinde gdstenlebilmektedir (18). MM 'da kromozom aberasyonlannim
sikliklan hastalik patogenezinde dnemli bir etkendir. Yapilan caligmalar genetik
fakiorlerin  belirlenmesinin, hastai@in tamsi, etiyopatolojisinin belirlenmesi,
prognoz ve tedavi protokollerinin dizenlenmesinde ¢ok dnamli oldugunu
ghstarmigtir. En dnemli kromozom anomalileri, hipo ve hiperdiploid karyotipler,
kromozom 1 anomalileri, kromozom 13 anomalileri ve kromozom 14932 ‘deki
lgH yeniden dizenlenmeleridir. 13q delesyonu ve hipodiploidi en Sremli kisa
sagkalm belirteglendir (19-21). MM olgularinda kemik iliginden yeterli sayr ve
kalitede kromozom elde etmek her zaman modmkin olmadidindan anomaliye
spesifik FISH analizi tan ydntemi olarak kullaniimaktadir. Kromozom 14 "deki
IgH lekusunu {14932) iceren translokasyonlar MM ve MGUS ‘un her ikisinde de
ortak g&rillr. Bu nedenle erken patojenik olaylar clarak yorumlanmaktadir. Bu
translokasyonlar IgH ekspresyonunu arttine genler ile bir proto-onkogeni
birlestirerek olugan yeni yapiya normalde var olmayan bir dzellik kazandinr. Bu
dzellik ashinda blyOme ve yasam sinyal yolaklannm aktifleyic ve apoptotik
sinyalleri bozucu sonuclara yol agan genetik bir lezyon olmasidir (1, 16, 19, 20,
21). MM tamdderinin yaklasik 9540 ‘inda bulunan IgH translokasyonlarinda
siklikla etkilenen yedi tane kromozomal partner ve onkogen bulunur. Bunlar,
siklin D iligkili olarak gérilme oranlaryla 11913 (siklin D1) %15, 12p13 (siklin
D2} < %1, 6p21 (siklin D3} %2 seklindedir. Musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog (haf) iligkili olarak gérialme cranlanyla 16923 (c-maf) %5,
21912 {mafb) %2 ve 8q24.3 (mafa) <%1 seklindedir. Son olarak da MM SET
yapist {(MMSET)/ Fibroblast boyime fakton reseptdrd 3, (FGFR3) iligkili olarak
gérilme oramyla 4p16 (MMSET ve genallikle FGFR3) %15 seklindedir. TOmdi
birlikte degerendinldiginde 1gH translokasyonlanimin prevalans) meddller M
vakalarnmn %50 “sinden fazladir. MM timdérlerinin yaklasik %50 ‘sinde ve
MGUS vakalarnin %40-50 ‘sinde 13 . kromozom kayk {(13g14, A13) vardir.
Cogu vakada A13 thm kromozomun monozomisini ifade eder. Retinoblastom
{Rb) geni kromozom 13 lzerinde yer aldid) igin monozomi 13 dururuyla paralel
olarak Rb delesyonlan da kitd prognozu ifade eder. 13g delesyonu disinda 11q
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kazarmminin da kéth prognoz iliskili oldudu bulunmustur (5, 15, 16, 19, 20, 21,
22). Miyelom olugumunda dijer sik gergeklesen genetik olaylar N- ve K- ras
onkogenlerinin - mutasyonlandir.  K-ras  mutasyonlu  hastalar mutasyonu
tagimayanlara gére daha kisa sadkallm (2— 3,7 wl) gdsterrler. Ras
mutasyonlan MM hastalarmin %35-50 'sinde gorilirken MGUS vakalannda
nadirdir. Bu durum bu mutasyenlann sekonder bir genetik olay oldugunu ya da
MGUS ‘dan MM ‘a gecigte etken clabilecedini diosiondarmektedir (15, 16).
EBunun aksine, onkogenik yolaklann aktivasyonu ve pS3 gibi tUmdr baskilayic
genlerin mutasyonu MM ‘da nadir géralir. Bu olaylar cogunlukla ilerdemig
hastalik ya da ekstrameduller bir belirtiyle iligkilendirilir (17). Myelocytomatosis
viral oncogene homolog (Myc) genini kapsayan translckasyonlar MGUS ‘ta cok
nadir iken MW tGmdérlennin %15 ‘inde gdralir. Bu yeniden dizenlemelerin ¢ogu
c-myc iken primer timdrerin %2 ‘sl n-myc eksprese ettiginden ban vakalannda
n-mye translokasyonlar da géraldr. Biallelik c-myc ekspresyonunun interdkin &
(IL-5) wve diger sitokinler tarafindan timérjenszin erken  safhalannda
uyarimasina radman myc translokasyonlan MM timdrigrinin daha az dastek
doku bafimh ve daha proliferatif halde oldudu hastalidin ilerledigi bir strecte
ortaya ¢ikar (16, 20). MM “daki ortak genetik dedisikliklerin asil sonuglan hdcre
dénglsi regllasyonun bozulmas: ve apoptoz direnci kazanmidir, Omedin,
t{4;14) translokasyonu FGFR3 ‘0n agin ekspresyenuna dolayisiyla Ras! mitojen
aracil protein kinaz (Ras/ MAPK) yolaginin uyariimasina yol agar. Ras! MAFPK
yolagimin aktivasyonu hicre déngisinin iledemasing ve hacresel yagsamin
devamina naden olur. £ {11:14) translokasyonu siklin D1 ‘in agin ekspresyonuna
bu da miyelom hocrelen dasik bir preliferasyon indeksine sahip olmasina
ragmen regulasyonu bozulmug bir hiicre ddnglsanin ilerlemesing sebep olur.
Sonug olarak dislk sagkalim ile iligkilendirilmis genetik anomalileri dzetleyecek
olursak bunlar, t (4;14), t(14;16), 17p13 vel3ql4d delesyonu, 121 kazamrm
durumlandir. DNA indeksi =1 olan vakalarda DNA indeksi =1 alanlara gére
elirgin $ekilde daha uzun sagkalim gbrilar (15, 16, 18, 19).

Spesifik biyolojik dzellikler, kromozomal akerasyonlar ve klinik bulgularda
uyum gésteran farkh gen ekspresyon prefillering gire MM hastalan MM, MIMZ,
RMM3 ve MM4 clmak Uzere dirt molekiler alt tiptedir. Bu siniflamaya gére M1
en iyi prognoz gosterirken MM4 en kitlsldlr. Alternatif bir sinflama ise
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kromozamal translokasyonlar ile siklin D ekspresyonlarimn kamhbinasyaonundan
olusan ve MM hastalanni bag gruba ayiran TC siniflamasidir. T translokasyonu
C ise =iklin O 'yi ifade eder. Bu siniflamanmin prognozla iligkist tam

aydinlatlamarmigtir (1, 12, 22).

5.1.8. Multipl Miyelom ve Mikrocevre fligkisi: MM hiicrelerinin
kemik iligi stroma hacrelenne (BMSC) adhezyonu sonucy sitokin aracih timér
hicresi gelisimi, sagkalim. ilag direnci ve migrasyon olaylarnn tetikler. MM
hiocrelerinin BMSC ‘lerine badlanmasi ile BMSC 'lerden ve tUmbr hilcrelerinden
sitokin sekresyonu artmaktadir. Bu sitokinler majér sinyal yolaklann 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; vef veya nikleer faktér ¢B (NFkE) "dir. Bu
yolaklann sonunda yer alan hedefler inteddkin & {IL-8), insdlin benzeri biyldme
faktard 1 {IGF1) ve vaskiler endaotelival biylime faktaro (WEGF) gibi sitokinler,
Bcl-X_ gibi antiapoptotik proteinler. speptoz inhibitdril proteinlen (IAP). miyeloid
hicre I6semi sekans 1 {MCL1) ve hidcre-hicre modilatdrieridir (siklin D) (5, 17,
23, 24). Malign plazma hicreleri yavas proliferasyon hizina ve doghk hicre
indeksing sahip olmalan nedeni e uzun yasam sGresinge sahiptirler (25).
Miyzlom hderelerinin uzun dénem yagamalanm sadlayan tanmlannmig en
dnemli faktdr IL-6 ‘“dir. IL-€ ‘nin dncelikle miveloma kemik iligi basta omak
Ozers makrofa), fibroblast, osteoblast, osteoklast ve monositlerden salhindig
gosterimigtir ve antiapoptotik Szellige sahiptir. MM algulannin ¢ogunda miyelom
hicrelerinin IL-6 salgladigh ve ylzeylerinde IL-8 reseptdreri tagimalan
nedeniyle otokrin etki gosterdidi helirlenmistir. NFkE ‘nin adhezyon aracil
aktivasyonu sonucunda interseliler adhezyon molekdin 1 {ICAMT) ve vaskiler
hicre  adhezyon meleklll 1 (WCAMA) gibi  adhszyon  molekdllzrinin
ekspresyonlan hem miyelom hicrelerinde hem de BMSC 'lerde artar. Biylece
miyalem hicrelerinin BMSC ‘lere badlanmasi da artmaktadir. YEGF, basic
fibroblast blyOme faktdra (RFGF) ve hepatosit blyime faktdrl (HGF) gibi
anjiyvogenik faktéderin MM hicreleri ve BMSC ‘lerden salinmas ise neo-
anjiyagengzi  uyanr. YEGF otokrn etk sonucu  miyelem  hicrelerinin
proliferasyonuna neden almaktadir Kemik ilidi mikrogevresi ile miyelom

hocreleri arasinda sinerjistik bir etkilesim wardir. Bu etkileésim sonucu stromal
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hicrelerden salinan IL-6, miyelom hicrelerinden IL-18, VEGF ve makrofaj
inflamatuar protein-la  {MIP1g) sallmmina neden olarak ostecklast
aktivasyonuyla sonlanir. BMSC ‘ler tarafindan Oretilen NFgB reseptlir aktivatdril
ligand {(RANKL) v& MM hicreleri tarafindan Oretilen MIF1a osteoklastogenezi
uyarr. Bunun aksine ostecblastlar ve BMSC fler tarafindan Oretilen
osteoprotegerin (OPG) osteoklastogenezi inhibe eder. Osteoblastogenez ise
MM hicreleri tarafindan salinan IL3 ve Dickkopfl {DKK1}) ile BMSC ‘lerden
salinan  HGF  ile inhibe  edlir.  Ostecklastogenez uyanlmasr  we
ostechlastogenezin  inhibe edilmesi sonucu  osteolizis  gelisir. Miyelom
hicrelerinin - ekstraseldler matrikse ve BMSC ‘lere adhezyon gostermeasi
sonucunda bu  hicrelenn yagam slrelennin uzamas ve proliferasyon
gtstermelering ek olarak kazandklan antiapoptotik dzellik ile de konvansiyonel
kemoterapive kars da dayamkllk gelistirdigi belirlenmistir (1, 5, 7, 17, 23, 24).
Kemik iligi mikrogevresinin MM patogenezindeki rmoll  Sekil 1 ‘de
gésteriimektadir.

Sekil 1. Kemik iligi Mikrogevresinin__ Multipl  Miyelom

Patogenezindeki Rold
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Zhou J, Mauerer K, Farina L, Gribben JG. The role of the tumor
micreenvinonment in hematological malignancies and implication for therapy.
Front Biosci. 2005; 10:1581-1596
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5.1.9. Multipl Miyelom Tedavisi: MM tedavisi hastaya gire
planlanmahdir. Evre 1 olan asemptomatik hastalann kemoterapi almadan
dazenli bir sekilde takip edilmeleri Snerilir. Evre 2 ve 3 olan MM hastalannda ise
siklikla kemoterapi uygulanir, MM tedavisi uzun zamandir  alkilatérler,
antrasiklinler wve  kortikosteroidler ile  yapiimaktaydi.  Ancak kemoterapi
segeneklennden melfalan ve prednizolon kombzinasyonu (MP) son kirk yilin altin
standartlanndan biri haline gelmistir. Yapilan ¢aligmalarda melfalana kimdlatif
maruziyet sonucunda artan ilik toksisitesi ve bozuk kdk hicre retimi Szellikle
otolog kék hicre nakli aday yiksaek doz kemoterapi alacak hastalar igin énemle
gtiz dnlnde bulundurulmas) gereken bir durum yaratir. Bu nedenle son yillarda
bu tip yiksek doz kemoterapide melfalan alacak hastalarda sitcredOksiyonda
melfalan yerine ilk tedavilerin vinkristin, adriamisin ve deksametazon
kombinasyonu (VAD) olarak wenlmesi waygin bir gekilde uygulanmaya
baglanmistr. Bu  sayede basanlh  bir perferik  kék  hicre  aferezi
yapilabilmektedir. MP tedavisi ise ylksek doz kemoterapi almayan wve
hematopoetik kdk hicre nakli olmayan hastalarda primer tedavi sekli olup
hastalann %50 ‘sinde remisyona ulasimaktadir. Bu tedavinin yagsam sdresini 1
veya 2 yil kadar uzatabildigi kabul edilmektedir (1, 3, 10, 18). Konvansiyonel
terapi gdren hastalann yaklasik 3% &8'inde tam remisyona (CR) ulasiimaktadir.
Felaps ya da refrakter hastalk dumumunda ilk olarak YAD protokold
uygulanmahdir. En aktif gjan deksametazon olan bu kombinasyon tedavisinde
relaps hastalarda %30-40, primer refrakter hastalarda ise %30 yamt alinir.
Ancak garek yOksek enfeksiyon oranlan gerekse uygulama bigimindeki zorluklar
ile VAD tedavisi de olumsuz ydnlere sahiptir (18). Yapilan tim galigmalarin
IZginda altmis beg yags altb hastalarda otolog hematopostik kdk hdcre
transplantasyonu ile beraber uygulanan yiksek doz tedavi standart kabul
edilmektedir. Allcjenik hematopoetik kdk hilcre transplantasyonu yiksek toksik
8lim riski igermekte olmasina karsin geng hastalarda otolog hematopoetik kdk
hicre transplantasyonuna kiyasla kir temin edebilecek tek tedavi segenadidir.
Otolog hematopaetik kdk hicre transplantasyonu 152 kiratf dedildir ancak
hastanin hastanede kalma slresi ve destek tedavi ihtivac daha azdir. Bu
tedavilere ek olarak belirli kemiklerde tutulum gérilen ve bu nedenle siddetli
kemik agrisi ¢eken hastalara ise radyoterapi uygulanmaktadir. Bu gekilde var
olan kemik lezyonlan tedavi edilebiimektedir (3, 5, 10).
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MM standart tedavilerinin ilereyen streclerinde 6zellikle melfalana direng
gelismektedir. Bu nedenle son zamanlara sikhkla tercih edilen talidomid,
bortezomib, lenalidomid gibi yeni tedavi segensklen degerlendiriimektedir (1, 6,
10). Son yillarda hematelojik malignitelerde kemik iliinde anjiyogenez artiginin
saptanmasi ile birlikte talidomid antianjiyogenik etki mekanizmasi ile &nem
kazanmigtir. Talidomid ‘in diger etkilen ise immon modilasyon sajlamas ve
tumor necrosis factor (TNF-a} inhibisycnudur. Serbest radikaller aracihgiyla
DMA hasanm indakleyerek dirgk sitotoksisiteye yol agar. Talidomid altmig bes
yas altl hastalara glinlik 50-200 mg. daha yasgh hastalara ise daha iyi tolere
edilshilzcek sekilde 50-100 mg olarak verilir. FPenfaral ndropati, konstipasyon,
bitkinlik gibi yan etkilerin yam sira deksametazon ile kombine edildiginde
oldukca sik olarak (% 5-20) derin toplardamar trombozuna (DVT) neden
olmaktadir. MM igin bir dider yeni tedavi prensibi ise proteazom inhibisyonu
yoluyla etki gdsteren bortezomibdir. Proteazom hicrenin en dnemli lizozomal
olmayan proteazi olup hicre donglsi, posttranskripsiyonel modifikasyenlar ve
apoptoz giki kntk mekanizmalarda rol alan hicresel proteinlerin yilknmindan
sarumludurlar. Bortezomib hiacrelerdeki ubikitin-proteazom katalitk yolaginda
26S proteazom kompleksini direkt olarak baglayarak inhibe eder. Bunun
sonucunda hoacresel proteinler bu ok alt birimli yap tarafindan yikima
ugratilamaz. Bu durum MM tarafindan aktive edilen transkripsiyon fakiérleri
MFkB inhibitdrinin  konsantrasyonlann  artirmaktadir. Bdylece proteazom
inhibisyonunun anti-tam&r etkinligi gergekleserek timdr hicresinde bayime
baskilanarak apoptozr meydana gelmektedir Bortezomib hastalara her 21
ginde 1., 4., B. ve 11. ganlerinde 1.3 mg/m? olacak sekilde intravendz yolla
uygulanmaktadir. Gdrillen yan etkiler ise gastrointestinal. gecici sitopeani.
wargunluk, bitkinlik ve periferal néropati clarak sialanakilir. Daha disik
toksisiteye sahip bir talidomid analofu olan lenalidomid ise MM tedavi
yaklasimlarindan bir bagka drnektir. Etki mekanizmasim immin modilasyon ve
antianjivogenik yolla gdstermektadir. Hastalara her yirmi sekiz glinde 1. glindan
21. gane kadar ginde 25 mg oral yolla veriimektedir (1, 3, 6, 9, 10, 18). Tim
bunlara ek destek tedavi olarak bifosfonatlar kullaniimaktadir. MM hastalarinda
siddeth agnlann eslik ethdi patolojik kemik lezyonlan meydana gslimektedir.
Bifosfonat kullanimi ile bu lezyonlann insidansinda azalma gergekleserek agn
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palyasyonu ve hiperkalsemi de kontrol altina alinabilmektedir. Hiperkalsemiyi
normalize etmek igin uygulanacak bir diger tedavi ise altrg ile doksan mg arasi
tek doz pamidronat intravendz yalla yaklasik 2-4 saat kadar hastaya
uygulanmasidir. Bunun yam sira on bes daskika 4 mg =zoledronik asitin
intravendz yolla uygulanmas: da serum kalsiyum degerlerini yirmi ddrt ila yetmis
iki saat iginde nommalize etmektedir (1, 4, 9). Nonsteroid antiinflamatuar ajanlar
dehidrasyon ve enfeksiyonun da eglik ettigi bdbrek hasarma yol agmaktadir.
Demir, folat ve B12 eksiklijinden kaynaklanan anemi durumunda haftada 40000
U entropoietinin subkutan uygulanmas: ya da 2 haftada bir 200 pg
darbepoietinin subkutan yolla uygulanmasiyla tedavi saglanabilmektedir. Ancak
yUksek riskte DVT olusumu nadeniyle bu tedaviler talidomid ya da lenalidomid
kombinasyonlarinda sinirlandirimahidir. Enfeksiyon risking kargilik ise mutlaka
pnomokok veya gribe karg asilama yapiimahdir (3, 9). MM tedavisi igin sik
kullanilan segenekler Tablo 4 ‘de; yeni ve hala klinik caligmalan devam eden
tedavi seceneklen Tablo & ‘de belirtiimektedir. Avwwupa grubuna gére kan ve
kemik iigi nakli cevap kategerileri Table 6 'da belitilmektedir.
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Tablo 4. Sik Kullanilan Tedavi Secenekleri

Tecav kombinasyonu

VAD

= Vinkristin

= Adriamisin

- Deksametazon
C-VAD

= Siklofosfamid
= Winkristin

= Adriamisin

- Deksametazon
C-VAMP

= Siklofosfamid
= Winkristin

= Adriamisin

= Metilprednizolon
Tek basina
Deksametazon

MP
- Melfalan
- Prednizolon

Haftalik C
- Siklofosfamid

ABCM

= Adriamisin

= BCNU

= Siklofosfamid
= Melfalan

= %70 hastada cevap
Kok hicrelere zarar
VETMEeZ

Kok hacre nakli icin
temel oclusturur

Aktif hastalik
semptomiarn daha
kolay kontrol edilebilir
ve ilk remisyon kalitesi
daha iyi olabilir

Oral uygulama

= VAD
kombinasyonunun
sagladigl faydanmin
onemli bir
yizdesini sagladi@
diosanolmektedir

Oral uygulama

lyi tolere edilir
feno vakada cevap
alinir

Protokoli iyi
bilinmektedir

Oral uygulama
Kok hicre hasan
yapmaz

Oral ve iv
kombinasyonu

= ¥ari kahci kateter
gerektiren iv.
uygulama

= Vinkristin sinir hasan
yapabilir

Yogun uygulamada iyi
tolere edilmeyebilir

Kok hicre hasanna
yol acar, bu yiizden
ardindan yiksek doz
terapi planlaniyorsa
kék hicre toplama
sansini azaktr

Kok hicre hasan
olabilir

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

euronet.org/_dl/multiple-myeloma/Multiple_Myeloma-tr.pdf {Mayiz 2009)

Tablo 5. Yenif Klinik Arastirmalar Davam Eden Tedavi Segcenekleri

Tedavi kombinasyonu

cTD

- Siklofosfamid
- Talidomid

» Deksametazon
TD

= Talidomid

= Deksametazon
PAD"®

- Bortezomib

= Adriamisin

= Deksametazon
VD

- Bortezomib

- Adriamisin
MPT

= Melfalan

- Prednizolon

- Talidemid

- Oral uygulama

- Kok hiicre hasan
yapmaz

Yaklasik %670 vakada
cevap

Kok hiicre hasan
yapmaz

Oral uygulama

- Talidomidin
olasi yan etkileri:
tromboz / norolojik
kamplikasyonlar

v uygulama

Sik sik hastaneye
gelinmesini gerektirir
Bortezromibin olasi
yan etkileri, narolojik
komplikasyonlar

Talidomidin yan
etkileri

Daha sonra
yiksek doz terapi
planlaniyorsa kok
hicrelere zarar
verehilir

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

euronet.org/_dl/multiple-myeloma/Multiple Myeloma-tr.pdf {Mayis 2009)
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Tablo 6. Kan ve Kemik iligi Nakli Tedavi Yant Kriterleri

Tedavi Sonucu T |

Tam remisyon cevabi (CR)  Kanda tayin edilebilir dizeyde paraprotein
yok, kemik iliginde plazma hicrelerinin yizdesi
normal veya kemik iliginde miyelom hicresi yok

Cok iyi kismi cevap (VGPR)  Paraproteinde tedavinin baslangicindan bu
yana %go'dan fazla diisme

Krismi cevap (PR) Paraproteinde %co'den fazla diisme

Minimal cevap Paraproteinde 3525 ten fazla, ama %so'den az
disme

Stabil hastalik (SD) Paraproteinde %25'ten az disme, ancak artis
yok

Herleyici hastalk (PD) Paraproteinde %25 ten fazla yikselme, veya

yeni kemik lezyonlarinin bulunmas

Miyeloma Euronet AISBL. Myelom Temel Klavuzu. http://myeloma-
euronet.org/_dl/multiple-myeloma/Multiple_Myeloma-tr.pdf {Mayiz 2009)

5.2. immiinregulasyen

Immiin sistemin ana fonksiyonu patojen we mikroorganizmalardan
enfekte olmug hicrelen yok etmek ve bu sirada da gewre doku hasarnni minimal
dizeyde tutmakbir. Antjen sunan hicre tarafindan baglatilan imman yanit
hamoral ve hicresel badisikhk, hilcre- mediyatdr etkilegimlen ve immdn sistemi
dizenleyici sinyal iletici fonksiyona sahip bir palipegptit olan lenfokin Oretimi ile
aktive edilmektadir. Bunun sonucunda sitotoksik efektor T hicrelen olugarak
antijene 6zgil yanit olusturacak antikorlar salimir. Immin sistemin siicudun
kendi antijgnlerini taniyarak zarar vermeden sadece patojen torevli enfekte
molekilleri yani yabanar antijgnlen yok &tmesi oldukga hassas bir denge
gerektirmektedir. Qlugan bu dengeli sisteme immin tolerans denir. Immin
toleransin bozulmas halinde organizmanin kendi antijenlering immin yamit
olusturmas! durumunda ortaya ¢ikan hastaliga otoimmdn hastalik denir. Bunun
yarnisira immon yamtin azalmas halinds immin sistem gdkebilir veya immin
yarmttaki dengesizlikler alerjiye sebep olabilir (26, 27). Bu durumlarin ortaya
¢ckmasim  kontrol ederck imminregulasyonu  sadlayacak bazi  sistemler
mevcuttur. Immin tolerans klonal delesyon yoluyla gerceklesen merkezi
tolerans ve penferal tolerans mekanizmalanna sahiptir. Merkezi toleransta T
hdcrelerinin timustaki gelisme sdrecnde vicudun kendi antijenlering karsi

reseptér tasiyan hilcreler yikima uframaktadir Béylece daha lenfositlenn
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olgunlasma sdrecinde negatif seleksiyon gercekleserek klonal bir delesyon
meydana geydana gelmektedir (28, 29). Periferal toleransta antijen sunan
hicrelerin antijen sunumu sirasinda ikinci bir sinyal iletmesi bozularak klonal
aneri adi venlen durum olugturulur. Klonal anerjide sikhkla gérev yapan BY
ailesi molekdllerinin etkilesimi dnem tagir. Olgunlagmig bir dendritik hicre veya
antijen sunan hicre Ozernndeki BY reseptém ile aktif haldzski bir T hidcresinin
Gzenndeki CD28 'in ya da cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA4) “in
etkilesimi sonucunda ikincil sinyal iletimi engellensbilmektedir (30-32). Periferal
toleransin en Snemli pargas olan bir diger sistem ise ddzenleyici T hicreleridir
(Treg). Duizenleyici T hicreler immin sistemi baskilayicl ydnde etki ederek
otoimminiteyi ve graft rejeksiyonu &nlemekte olup azalan T.4 fonksiyon
aktivitesi ise otoimmin hastahklara duyarhihg arttirmaktadir.  Ancak Tieg
hiocrelerinin infeksiylz ajanlara ve tmdr hicrelering karg tim immdn cevaplan
module ederken anormal imminsipresit fonksiyon gostermesi sonucunda
infeksiyon wveya malign duumlar da ortaya cikabilmektedir.  Monoklonal
immoanglebdlin - dratimi ile  karakterize olan MMda  baskilanmis  diger
immdnglobllin ekspresyonlanyla hidikte  fonksiyon géstermeyen T hicre
yaritlarr da mevecuttur. Bu  immian  fonksiyon bozuklugunun  temelindeki
sebeplerden birinin Teq hlicrelerinin anormal aktivitesi oldugu bilinmektedir (29,
31, 33, 34).

5.3. Dhizenleyici T Hicreleri (T,eq)

Dlzenleyici T hicreler ik kez 1970 yilinda sapresdr hicreler olarak
tanimlanmigtir. 1980 ‘lerde ise izolasyon we tanimlanmasinin zerlugundan
dolayl caligmalar birakilmigtir. 1995 yilinda Sakaguchi ‘nin inteddkin-2 (IL-2)
reseptéri g zincirinin (cluster of differentiation 25, CD25) CD4+ Tg hiicreler igin
fenotipik  bir belitec oldugunu bulmasiyla birikte Ty hicreleri Ozerine

cahsmalar tekrar hiz kazanmistir (35).

5.3.1. Tieq Hiicreferinun Smiflandiriimasi: T, NUCreleri olugum
gekillerine gdre ikiye aynlir. Direkt olarak timus kékenli olanlara dogal T
hicreleri denirken CD4+ weya CD8+ hlcrelerden bir antijene temas sonucu
oluganlara ise uyan kdkenli ya da indiklenmig Tg hlcreler (iTeg ) denir. Treg
hicreleri hicre tipine gdre ise CD4+ ve CD8+ olmak Gzere ki ana simifa
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ayrimaktadir. CD4+ Tog hlcreleri beg grupta incelenir.  Timus kdkenli dogal
bulunan T4 hiicreler, perferal yolla indOklenmig T4 hilcreler, tip 1 regulatsr
{Tr1) ve T yardimer 3 (Th3} hacreler ile transforming growth factor-8 (TGF-[3] {
IL-10 cift pozitif CD4+ T4 hicreler olarak adlandinimakta olup farkh fenotiplers
ve farkll immuansipresif mekanizmalara sahiptirler. Ayrica CD4+ iTog hiicraler
CD4+ T hoorelenin in vivo veya ex vivo yolla aktif hale gelmesi sonucunda
supresif etkilerini gésterebilmektedirier. Timus kdkenli dogal bulunan T
hiicreler ve perferal yolla indiklenmig T.eq hicreler CD4+ CD25+ forkhead box
p3 (Foxp3+) fenotipine sahiptirler. Imminstpresif etkilerini invitro (CTLA4)
aracih higre-hicre kontad va in vivo hicre-hicre kontad ile [IL-10 ve TGF-B
eksprese ederek sitokin araall olarak gerceklestirirler. Tr1 hocreler CD4+
0256+ Foxp3- ve yiksek [L-10 fenotipine sahip olup imminsipresif etkisini
hicre- hicre kontad we IL-10 eksprese edersk sitokin aracilh olarak
gerceklestirirler. Th3 hiicreleri CD4+ CD25+ Foxp3- ve ylksek TGF-B fenotipine
=sahip olup imminsapresif etkisini sadece TGF-B eksprese ederak sitokin aracih
olarak gergeklegtirider. Son olarak TGF-B/ IL-10 ¢ift pozitif CD4+ Teg hiicreler
ise TGF-B/ IL-10 gift pozitf ve CD4+ CDZ25- Foxp3- fenotipe sahip olup
immonsdpresit etkisini sadece IL-10 ve TGF-B eksprese ederesk sitokin aracil
Olarak gerceklesgtinrler. CD8+ Ty hlcreleri T slpresdr hacreler (Ts) ve |L-10
dreten CD8+ T hicrelen olmak dzere iki grupta incelenir. Ts hiicreler CO8+
CD28- fenotipe sahip olup imminsiprasif etkisini CTLA4 aracil hicre-hicre
kontad yoluyla gerceklestirirler. IL-10 dreten CD8+ T hicreleri ise CO8+ IL-10+
fenotipe sahip olup imminsipresif etkisini IL-10 eksprese ederek sitokin aracil
olarak gergeklestirider (35, 37, 38, 39). Tq hilcrelerin genel siniflamasi Table 7
'de belifiimektadir.

Tablo 7. T,oq Hucrelerin Genel Siniflamas:

T reg Alt Birufi Regllatdr mekanizma Eksprese edilen | Fonksiyon
transkripsiyon
faktdrl
CD4+ CD25+ Treq »  Hicre- hicre kontag | Foxp3 = Croimmon slpresyon
hilereleri = Sitokinler (IL-10) = Yabanct  antijenlerin
rejeksiyonunun inhibe
edilmesi
+ Bakteriyel

infeksiyonlara karsi
wvanitin inhibz edilmesi
+  UV- aracill sipresyan
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Tr1 hilcreleri

IL-10

Foxp3 (?)

Ctoimmun slpresyon

Th3 hlcralari

TGF-£

Ctoimmun slpresyon

NK Treq RlUcrelari

IL-4, IL-10, TGF-p
sitotoksisite

Thmarlerin - we  wiral
antijenlerin
eliminasyonu
Ctoimmun slpresyon
v ile induklznen

tumarlere kars
korurmaysa winalik
irmman sistemin
medlasyany

5.3.2. Ty Hiicrelerinin Etki Mekamzmasr: Tim timus kdkenli
dogal bulunan ve indiklenmis T,y hilerelerinin supresif  fonksiyonlann
gostermesi igin bir T hucre reseptond (TCR) tetiklemesing intivact vardir. Tgg
hicrelerin efektdr T hicre aktivasyocnunu baskilamas) ve fonksiyonu Czerine
mekanizmas kesin ve net olarak aydinlatlamamistir (31, 35). Ancak genel
anlamda T, hocrelerin sOpresif etki mekanizmasini siniflandimada da
QGrildaga dzere hicre-hicre kontad ve sitokin aracih olmak Uzere ki yolla
gerceklestigi  belirlenmigtir. CD4+ CD25+ T,y hicreler efektér T hicre
proliferasyonunu v interferon gama (IFNy} dretimini direk bu hacrelerle temas
ederek gerceklestirebilmektedir. Efektér T hicre Czerindeki CDEO CD88 nin
stprestr hicre ylzeyindeki (CD4+ CD25+ Ty hlcre) CTLA-4 ile ligasyonu
sonucunda baskilayicl etkili sinyal iletilerek efektdr T hicrenin fonksiyenu inhibe
edilmig olur. Ty hlcrelerin efektdr T hderelerin fonksiyonunu stkilemesinde bir
baska mekanizma dendritk hicre {DC) modulasyonu aracilifiyladir. DC
Ozenndeki CC80/ CDB6 ‘'min sipressr hiicre 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 azalmas sonucunda T hicrelerin delesyonuna ya da
aktivite kaybina yol agmaktadir (35, 37,38). Gekil 2 ‘de bu mekanizmalar
gematize edilmigtir. Bu bilinen mekanizmalar cisinda T,eg hlcrelerin hicre-hicre
kontad yoluyla nasi| stpresif etki gésterdidi hala arastirilmaktadir. Hicre- hiicre
kontad bagiml sitokin bagimsiz mekanizmaya kargilik in vitra ¢alismalara gire

Tr1 hicreleri ve Th3 hicreleri sOpresif aktivitelerini IL-10 ve TGF-B
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immansdpresif sitokinlerini Ureterek g&stermektedirler. Sekil 3 'de Teg hlcrelerin
etki mekanizmas| gasterimektedir. T,y aktivitesinde immonsdpresif sitokinlerin
katkis hedef organin dogast, inflamasyenun derecesi gibi birgok fizyolojik faktdr
ile etkilenebilir. IL-10 hasan sonucu colitis, TGF-B kagimh diyabet olugumu giki
bazi otoimmin hastalklar da oraya gkabilr. CD4+ CD25+ T4 hicreler
granzyme A eksprese edebilider. Biylece CD4+ ve CO8+ T hucrelen perforin
bagimli mekanizma (zerinden dldirehilirier. Bunlara ek olarak T4 hilcreler DC
olgunlasmasin ve aktivasyonunu sitokin salimmiyla dnlemektedirler. Bunun igin
IL-10 DC dzerindeki major histocompability complex { MHC ) sinif 2 “yi ve
CD80/ CD86 ko-stimule edici molekillerin uyanya yanit vermesini baskilayarak
DC 'min antijen sunma kapasitesine zarar verir. TGF-B da MHC simif 2’nin
ekspresyonunu bozup ko-stimule edici molekillerin de stkinligini dnler. Ayruca
CD8+ Tieg hiicreler de ko-stimule edici maleklllerin de etkinligini dnlemektedir.
Bunz ek olarak DC tarafindan Ig benzeri transkript 3 ve 4 (ILT3 ve ILT4)
aekspresyonunu  arthinrlar. ILT  molekGlled g benzer  inhibitsr  reseptdr
gilesindendir. Fonksiyon olarak ise &ldUrlcl hlicre inhibitér reseptoderi ile
iligkilidirler. ILT nin antijen-sunan hdcrelerde ligasyonu Ca2+ mobilizasyonunu
v tirozin fosfonlasyonunu engeller. Aynca bdyle ILT eksprese eden DO
hicreleri CD4+ T hacrelerini imminsdpresif fonksiyona sahip Treg hicrelerine
donlstiirebilmektedir (32, 35, 41, 42, 43).
Sekil 2.T, ., Hiacrelerin Etki Mekanizmalar
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Zou W. Regulatory T cells, tumour immunity and immunotherapy. Nat Rev
Immunol. 2006; 6:295-307
Sekil 3. T, Hiicrelerin Hilcre Kontafyn ve Sitokinlerle Genel Etki

Mekanizmalar

Haif COM+ T
hiicrela:

Indiiklenmis
CD4+ Tyeg
hiicreler (iTyeg)

Toda A, Piccirilo CA. Development and function of naturally occurring
CD4+CD25+ regulatory T cells. J Leukoc Biol, 2006; 80:458-470

5.3.3. Teg Hiicrederinin Karakterizasyonu: Timus kékenli dogal
bulunan CD4+ CD25+ T hilcreler total periferal CD4+ T hicrelerin %5-10
‘unu  olusturan  immansdpresif etk T hicre  populasyonudur. CD25
ekspresyonunun yanisira baz belitegleri de eksprese ederler. Bunlar,
glicocorticoid induced tumor necrosis factor {THF} reseptdr iligkili protein
{GITR}), TNF superailesi ayelennden OX40 {CD134), |ckositler Ozennde
bulunan bir hiacre adezyon molekili olan L-selektin (COEZ2 ve ligand) CDEZ2L)
ve CTLA-4 (D152} clarak adlandinhir (42, 43). Ancak bu belirteclerin highiri
spesifik bir gekilde T4 hlcreler tammlamaz. Bu belirtecler belli derecelerde
aktif T hiicre alt gruplannda ve bazi antijen sunan hicreler (APC) Uzennde
de eksprese edilmektedirler.  Yakin  zamandaki ¢ahsmalar  Foxp3
transknpsiyon faktorinin Teq hlcreler tammiayicr dzel bir belirteg oldugunu
ortaya koymustur. CD4+ CO25+ T4 hiucrelerin geligimi ve fonksiyonu igin
Foxp3d oldukga dnemli bir transkripsiyon faktdridir. Foxp3 'On fonksiyonunu
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kaybetmesi sonucunda gsligen mutasyonlar T, hicrelerin eksiklidine ve
bundan kaynaklanan ciddi bazi otcimmin bozukluklara yol agmaktadir. T
hicrelerde Foxp3 "On ektopik ekspresyonu bu hldcrelerin regllatdr fenotip ve
slpresit fonksiyon kazanmasina neden olmaktadir. Aynica Foxpd bir Rel
ailesi transknpsiyon fakidri olan nuclear factor of activated T-cells (NFAT) ve
aktif B hoorelenanin NFkB hafif zincirlerinin hedef genlerini inddkleme
tzelliklenni engellemektedir (35, 43, 44, 46, 47, 48). Bunun sonucunda IL-2
v difer sitokin genlerinin (IFNy, IL-4 gibi} transkripsiyonal bir baskilayicis
Szellidini kazanir. Tam hunlara ek olarak Foxp3 devam etmekte olan immon
yarmtlann kontroll igin aktif T hicrelerine negatif geri besleme yoluyla etki
etmektedir (44, 46).

5.3.4. Tieq Hifcreferi ve Kanser Hiskisi Treg hlcreleri kanakgiy
kendi antijenlenne karg reaktif hilcreler baskilayarak otoimmin hastalklara
kars korur. Burdan yola ¢ikarak gincel arastrma konulan ¢odunlukla otoimmin
hastaliklarda T, hicre defektlerinin karakterizasyonu ile T,y hlcrelennin
bulasic hastaliklar ve allojenik kemik iligi transplantasyonu sonrasi toleranstaki
rolii Uzerinedir. Ty hlcre biyolgjisi Uzerine aragtirmalar yogunlagiyor clsa da.
insan tumorlerinde Ty hlcrelerin ozellikle timustan mi ilk olarak ortaya ciktig
yoksa antijen spesifik bir stimilasyon nedeniyle periferde mi olugtufu hala
belirsizdir. Trg hilcrelerimin, immin sistemin kendi hicrelerine karg tepk
vermemesi igin var olan dengenin gergeklesmesinde merkezi bir fonksiyonu
olmasina ragmen bu nregatf yondeki dizenleyici aklivite ters etkili
gercekleserek timdrlere ve viral infeksyonlara kargt normalde oclmasi gereken
immin ceval baskilayabilic. Yani Tq hicrelen kanser hastalannda antitimor
immiin cevabn bozmaktadir (31, 34, 35, 39, 40). Yapilan gegith caligmalar da bu
durumu  desteklemektedir.  Akcider, pankreas. gddls, karaciger. deri vb.
kansererde periferik kanda ve timdrin i¢-dig ¢evresinde ylksek seviyelerde
CD4+ CD25+ Treg hicreleri saptanmigtir (49, 50). Akciger kanseri hastalanndan
ahman timdr dokusundan izole edilen T4 hicrelerinde, in vitro anti-CD3/ anti-
CD28 ile uyanimig T hicrelerinin gocll immonsupresif etkisi gosteriimigtir (51).
Dodal olarak bulunan CD4+ CD25+ Teg hlicrelering ek olarak IL-10 draten Tr1
hdcrelerinin de kanser hastalannda etkisiz anti-timdédr yanita sehep oldudu

saptanmistir. Buna Srmek bir ¢alisma olarak, insan over tlmdrlerinde
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plazmasitoid dendritik hicrelenn |L-10 salgilayan CDB+ T4 hiicrelerinin anti-
tamaér immon cevabl [L-10 ile baskilama aktivitesini indlkledigi bulunmugtur
(52). Viehl CT wve arkadaglan, CD4+ CD25+ T,y hicrelerinin azaltimasinin
farelerde pankreas kansernnde immdn yamit ilerlettiini ortaya koymugtur (53).
Heier ve arkadaglan, CD4+ CD25+ T,y hucrelerinin azaltimasimn farelerde B
hicreli lenforma modelinde lokal tmér gelisimini inhibe ettigini géstermiglerdir
(54). Yokokawa ve arkadaslan, periferal kandaki CD4+ CD25+ "9" Foxp3+ Tieq
hicreglerinin prostat  kanser  hastalannda  fonksiyonunun  artirdidim
gostermiglerdir. Ty hGcrelerinin kanser hastalarinda  artan  miktarlarda
gérilmesi yiksek mortalite ve azalan hastahiktan bagimsiz sagkalim slresi ile
iligkilendiriimektedir (55).

Prabhala ve arkadaglan. normal immin yamtn dézenlenmesinde Snemli
role sahip olan Ty hlcralennin MMda ve MGUS ‘da anormal aklivitesini
fenotipik karakterizasyon we Foxpd ekspresyonlan ile tespit etmigtir (56).
Atanackovic ve arkadaglan, D4+ CD25+ Foxp3d+ Ty hicrelerinink MM
hastalannda allojenik kok hicre transplantasyonu islemi sonrasinda kemik
iliginde yeniden kurulup cogaldidim boylelikle graft kargiti kenakcl hastaliginin
(graft versus host disease, GVHD} ortaya ¢ikigim imminsidpresif etkiyle
onlediklerini gbstermiglerdir (57). Banenee ve arkadaslan, miyelom hastalaninda
Foxpd ylksek Ty hGcrelerinin insan dendritik hicreler tarafindan ve sitokin
enjeksiyonu  sonrasi  olgunlagan dendritik  hocreler tarafindan  in vitro
ekspansiyonunu gastermigtir (39). Sonmez ve arkadaglan, MM hastalannda
interferon- a-Za ‘'mn {IFN-a-23) Th3 hicrelennin sitekin yanitindaki stkilerine
bakarak IFN-a-2a ‘'min Th3 digi sitekin yarmtim arthrdigini géstermiglerdir (58).
Condominas ve arkadaglan. fonsiyonel dizenleyici T hdcrelerinin kik hicre
otcgraftlanndza yiksek doz siklcfosfamid ve granalosit koleni uyanc fakidr ile

mabilizasyonu sonucunda toplandi@ini gbstermistir (59).

5.4. CD200 (OX2)

Yem tam MM hastalannin blyOk  godunlugunda  malign  plazma
hicrelerinds ekspresyonu gergeklesen CLRZ200 monaklonal antikaru yeni r
prognostik faktdr clarak dnem tasimaktadir. CD200 tip 1 transmembran

glikoproteini olup kostimilator BY reseptsr ailesiyle iligkilidir. [ki ekstraselller
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immonglebilin siper ailesi (IgSFY binmi, kir transmembran hblgesi ve sinyal

motifi bilinmeayen kisa sitoplazmik kuyruda sahiptir (60-62).

5.4.1. CDZ200 Etki Mekanizmasr: T hicre proliferasyonunu
kostimile eden CD200 cegitli dokularda miyeloid hicre aktivitesini regile

edebilmektedir. Kuwwetl bir immansupresif etkinlidi olan CD200 ‘un
ekspresyonu dzellikle hematopoietik kékenli hicreler olan makrofajlar, dendritik
hicreler, mast hicreleri ve nétrofillarin yam sira timositler, T ve B lenfositler,
baz dendritik hicreler, ndronlar va endotel hilcreler Gzerinde gergeklasmektedir
(34, 60). CD200 immin dizenleyici sinyallen kendi resepténa olan CD200R ile
etkilesimi Uzennden hildirerek T hicre aracih immdn yanitin baskilanmasina yol
acar. CD200R, ik 1g5F birimi ve bir intraselller bélgesi ile yapisal olarak CD200
‘e benzerdik gésterir. Ancak CD200 ‘den daha uzun olan ve dg tirozin artig
igeren sitoplazmik kuyruguyla farkhlik gdsterir. Aynca CD200 'On timér spesifik
efektdr T hocresi immuan yanitlanm baskilayan T,y hicrelerini indGkledigi
daganilmektedir. CD200 we CD200R miyeloid hocre fonksyonlan igin
diizenleyici bir rol oynar. T hicre kastimilatér molekileri CD80 ve CDBE ile
yapisal olarak iligkili clan CD200 genetik olarak da insan kromozemu 3 ve fare
kromozomu 16 dzerinde bu molekdlizre baghdir. D200 delesyonu miyeloid

hicre regllasyon bozuklujunz ve otcimmin inflamasyonlara artan duyarlihkla

sanuglanir (63-67).

5.4.2. CD200 ve Kanser fﬁ;kisi: CO200 ile ilgili yamlan bir
cahgma senucunda CD200 ekspresyonunun malign melanom hastalannda
diger insan solid timérderine kiyasla ook daha fazla oldugu ortaya konulmugtur.
Ylksek CD200 ekspresyonlan melanom hicrelerinin dendritik  hicreler
Ozernden T hdcrelernin anti-tamdr immdn yamt olugturmasim baskilamasim
saflayict dnemli bir fonksiyonu wardir. Aynca malign melanom hastalanmn
yaklagik %80 ‘inde anormal sekilde aktivite gdsteren N-RAS/ B-RAF/ MEK/ERK
MAP kinaz sinyal yolaklanmn CDR200 "0 reglle ettidi ortaya kanmustur (62).
Weiguo oui ve  arkadaglan, L0200 delesyonunun  ostecklast
diferansiyasyonunu azaltarak kemik yoguniugunu artticr  etkisi  oldugunu
gostermiglerdir (67). Kawasaki ve arkadaslar, CD200 ‘On kanser kék hicreleri
{CSC) hzerinde ekspresyonunu ve bundan yola ¢ikarak CSC igin potansiyel hir
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belifteg oldugunu géstermistir. Ayrnica tOmérin CO200 eksprese eden CSC
Ozennden immdn sistemden kacabildigini dnermiglerdir (68). McWhirter ve
arkadaglan, immoinsupresit bir protein olan CD200 ‘dn regulasyonunun
etkinlijini arttincr yonde gergeklesmesinin kronik lenfositik  16semi (CLL)
tamdrierinin immon sistemden kacgtid bir mekanizma oldugunu ve CD200 ile
CD200R etkilesiminin bloke edilmesinin terapétik acidan yararlh olabilecegini
gostermiglerdir (61). Gorczynski ve arkadaglan. anti- CD200R monoklonal
antikordanmin {(MoAb} dendntik hicre geligimini ilerlettigini, Teq hlcrelerini
inddakleme kapasitesine sahip oldugunu ve T hlcrelerin timusta Gretimini direk
etkiyle arttirdigimi géstermiglerdir (69). Morsaux ve arkadaslan, renal karsinom,
bag-boyun karsinomu, testis kanseri, malign mezotelyom, kolon karsinomu,
MGUS/ semptomatik miyelom we CLL ‘de normal hilcrelenne kiyasla CD200 ‘Gn
agin miktarda eksprasyonu oldugunu ve bu nedenle de kanser igin dnemli bir
terapétik hedef oldudunu gostemiglerdir (70).

5.5 Programit Ofiim-1-1 (PD-1)

Tamdrlerin konak T hicreleri tarafindan taninabilen antijenler ekprese
etmesine kargin immon sistem tarafindan ortadan kaldimimalan cldukca nadir
Qorallir.  Bunun  nedeni, tOmdr mikrogevresi  tarafindan  immin  yamtin
baskilanmasidir. PD-1 ve cofu tOmdr tarafindan ekspresyonu gergeklesen
ligandlan programli 3lim-1 ligand-1 ve programl &lim-1 ligand-2 (PD-L1 ve
PD-L2} T hicre aktivasyonu, toleransi, immin patolojisi arasinda denge
olusturmak Uzere inhibitér sinyaller vererek bu supresif etkinin bir pargas olup
dier imminsupresif sinyallerde uyum icinde iglev gérmektedir. Hicrenin
yabanc ve kendising ait antijenlering immdn yanit olusturarak patcjenlerdzn ve
tiimérierden anndirmasi igin bu dengenin korunmas baylk Snem tagir. Tirozin
bazl inhibitér motifine (ITIM) sahip PD-1 reseptliri T hicrelerin aktivasyonu

(zeringe eksprese edilen birimmon reseptérdir (71-74).

5.5.1. fmmifnreguiasyonda PD-1 ‘in Etkisi: PD-1 negatif olan
hayvanlarda otoimmin  hastaliklann  gardimesi PD-1 ‘in immin yamit
olusumunda inhibe edici bir etkisi oldugunu gostermektedir. PD-L1 ekspresyonu
PD-LZ ‘den daha fazladir ve meme. akciger, kolon, aver, malanam, karaciger,
mide, epitelyal gibi pek cok solid tumdérde meveuttur. PD-L1 konstititif olarak
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eksprese edilir ve inflamasyon halinde ekspresyonu artar ancak PD-L2 ise
dzellikle aktif dendntik hicreler, makrofajlar ve mast hicrelerinde eksprese olur.
Interferon g, B ve y APC. endotelyal hdcreler ve epitelyal hiicreler Gzerinde PD-
L1 ekspresyonunu arttinrlar (72-75). Buna ek olarak bu ligandlann reseptéri
olan PD-1 ekspresyonu timaar infiltre etmede roll olan aktif T hicrelar {(CD4+ ve
CD8+), B- hicreler. dodal éldariica hicreler {natural killer cells, NK) ve DC ‘ler
Ozennde gergeklesir (32, 74, 76). Hucresel tolerans ve tim digar immin yarmitlar
igin kritik bir ddzenleyici role sahip bir inhibitdr reseptdr olan PD-1 fin tmér
infitre  aden lenfositler lzennde  ekspresyonunun  artmasi  tOmdr
imminsupresyonuna katkida bulunur (30, 32, 77). PD-1 ‘in T hicrelerinin
regllasyonunda negatif etkisi aydinlatlmis olmasina ragmen PD-L ‘lann T
hiicre aktivasyonundaki rold yeni anlasiimaya baglanmistir. Ancak ¢odgu ¢alisma
ile PD-L ‘lanin T hidcre proliferasyonunu ve sitokin Oretimini inhibe etigi, T hacre
aktivasyonunu ise gelistirdigi gésteriimistir. Bu ¢elisen sonuglarn nedenleri tam
olarak bilinmemektedir ancak PD-L1 ve/ veya PD-L2 *nin iki y&nli sinyalizasyon
etkisi olabilecedi diginlimektedir. PD-1 ve PD-L1 dizenleyici T hicreler
Ozerinde eksprese alarak bu hicrelern efektér T hacreleri Uzering supresif
atkilerini konrol edebilider. Ayrica PD-1 ve PD-L1 fin her ikisi de CD4+ CDO25+
Teg hicrelerde eksprese olurlar ancak bu hicrelerin fonksiyonlanm nasil
etkiledikleri tam olarak aydinlatlamamigtir. Ancak PD-L1 'in bloke aedilmesinin
Treg NUcrelerin imminsupresif fonksiyonunun in vitro inhibisyonuyla iligkili oldugu
dagindlmektedir (32, 78, 79, 80). PD-1/ PD-L yolagimin otoimmin sistemi
regiilasyondaki etkinligi Sekil 4 ‘de gisteriimekiedir.
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Sharpe AH, Wherry JE, Ahmed R, Freeman GJ. PD-1/PD-L pathway
controls autoimmunity. Nat Immunol. 2007; 8:239-245

5.5.2. PD-1 ‘in Treg Hiicrederle fliskisi: Kitazama ve arkadaglan,
PD-1/ PD-L1 iligkisinin bloklanmasi ile T hlcreleri aracih imminregilasyonun
ortadan kalktidini dolayisiyla PD1/ PD-L1 yolunun CD4+ CD25- T hiicrelerin
reaktif yamtlanmin T, hicreler tarafindan baskilanmasi igin gerekli oldugunu
gstermiglerdir (81). Raimondi ve arkadaglan. normal fare dalak ve lenf
nodlanndan izole edilen Foxp3+ T4 hicrelerin 980 ‘inin yazeylerinde dnemli
diizeyde inhibitdr reseptdr PD-1 eksprese etmedigini ancak intraselller PD-1
icerdigini ve benzer fenotipin periferik kandan izole edilen CD4+ CD25 Moh T
hicrelerde de gdrildidind belitmiglerdir. Bunun aksing aktif T hiicrelzrinin
ylzeyinde ylksek seviyede PD-1 eksprese etmesiyle CD4+ CD25+ PD1- T
hicrelerin izolasyonuna clanak verdigini gostermislerdir (82).
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5.5.3. PD-1 ve Kanser fligkisi; Hematolojik malignitelerden B
hicre malignitelerinde PD-1 ve PD-L1 nadiren eksprese olurken MM
hocrelerinde bol miktarda eksprese olurlar ve normal plazma hicrelennde
ekspresyonlan gdrllmez (74, 75). Zhang we arkadaglan, kemopreventif
gjanlann meme kansen hicre yizeylerinde PD-1 ekspresyonunu indiklerken,
PD-L1 aracih T hdcre apoptozunu ilerlettigini gstermistir (83). Wong ve
arkadaglarn, PD-1 bloke edilmesinin insan melanom antijen spesifik CD8+
hicrelerinin yayilimim ve fonksiyonel kapasitesini arttirdigini géstermiglerdir
(84). Shimachu we arkadaglan, yetigkin T hdcreli |6semi/ lenfoma (ATL)
hastalannda asil PD-1 ekspresyonunun CDE+ dedil COd+ T hiicrelen tarafindan
gerceklestirildigini ve bu ekspresyonun hem neoplastic hem de neoplastik
olmayan CCd4+ T hacrelerinde meydana geldidini géstermigtir (85). Thompson
ve arkadaglar, yliksek riskli renal hicreli karsinom hastalarinda PD-1 eksprese
eden immoin sistem hdcrelerinin seviyelerinin arthigim  gdstermistir  (86).
Hamanishi ve arkadaslan, ylksak PD-L1 ekspresyoniu over kansedi hastalarin
diglk ekspresyoniulara gdre daha kit progneza sahip oldugunu, aynca PD-L1
ekspresyonunun timor infiltre eden intreepitelyal CD3+ T hicrelerini dodrudan
baskiladiqim géstermislerdir (87). Nakanishi ve arkadasglan, Uretelyal kanserde
PD-L1 ‘in agresif timdr varhd ile iligkili eldujunu gdstermigtir. Ayrca antitGmar
immunitede PD-L1 ekpresyonunun dizenleyict fenksiyanu aldugunu dolayisiyla
immunterapi i¢in bir hedef olabilecegini belitmiglerdir (88). Sun ve arkadaglan,
gastrik karsinomda PD-L1 ‘in prognoz degerlendirirken etkili hir faktér
olabilecedini ve insan anti- PD-L1 manoklonal antikarunun timdre iliskili PD-L1
ile indlklenmis T hicre apoptozunu inhie ettigini gostermislerdir (89). Dorfman
ve arkadaslan. PD-1 ‘in germinal merkez  dligkii T hdcreler  ve
anjiyoimminoblastik T hacreli lenfoma igin bir beliteg oldugunu géstermiglerdir
(90).
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6.GEREG VE YONTEM

6.1, Olgular ve Kan Qrnekleri

Bu caligmaya 2001-2009 willan arasinda tam almig, tedavi edimig ve
izlenmekte olan yaglan 41-78 arasinda degigen 10 kadin 18 erkek clmak lzere
toplam 28 otolog kemik ilidi transplantasycnu almig, otcleg kemik iligi
transplantasyonu almarmis MM ve yeni tam MM olgusu dahil edilmigtir. Qlgulann
11 1 otoleg kemik ili§ transplantasyonu  almigtir. Olgular Dokuz  Eyll
Universitesi Egditim ve Aragtirma Hastanesi Hematoloji servisi ve poliklinigince
izlenmektedir. Olgular MM igin Durie- Salmon Evreleme Sisteming gére
evwrelenmigtic.  Qlgulara  ait  argiv  dosyalan  yeniden  incelenmig, tan
dogrulanmigtir. Dokuz Eylul Universitesi Egitim ve Aragtima Hastanesi
Hematoloji  poliklinigine gelen we  servisinde vyatan  hastalara  gdnalll
Bilgilendirme formlan verilip imzalatldiktan sonra steril EOTA 'l hemogram
taplering yaklagik 3 ml kan alindiktan sonra taze dmeklerden PBMC * Biocoll
ayirma solusyonu ile yogdunluk gradient santrifigasyonu ydntemiyle izole
edilmigtir. [zole edilen PBMC ‘ler hemen gerekli monoklonal antikorlarla inkdbe

edilip hazirlanarak akim sitomeatrik analize tabi tutulmusglardir,

6.2. Kullanilan Solilsyonlar, Kimyasal Maddeler, Geregler
6.2.1 Kufiaruian Sollisyonlar
»  Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu (PES)
o 150 mM NaCl + 10 nM Na- Fesfat, pH: 7.4 hazidanp +4°C
sakland
» Fiksasyon/ Femesabilizasyon Sollsyonu
o 1:3 oraninda Fiksasyon/ Permeabilizasyon konsantresi ile
Fiksasyon/ Permeabilizasyon dilienti kanstinlarak elde edildi ve
4° sakland
» 1x Pemmeabilizasyon Sollsyonu
o 10x Permeahkilizasyon sclisyonundan {BD Bioscience) 1ml alip 9
ml distile su ile seyreltilerek elde edildi ve 4°C sakland)
»  Farafoimaldehit {FFA) Fiksatif Salisyonu
o 10 g PFA 250 ml izoton 1l sclisyonu inde ¢dzllerek hazirlanip
+4°. saklandh
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6.2.2. Kimyasal Maddeler
» Insan kokenli Dizenleyici T Hocreleri Boyama Kiti (FITC anti-human
CD4, PE anti-human CD25, PE-Cy5 anti-human Foxp3)
o Akm Sitemetri Boyama Tamponu, 200 ml {E-Bioscience)
o Fiksasyon{ Fermeabilizasyon Cillenti, 100 ml {E-Bioscience)
o 10x Permeabilizasyon Tamponu, 100 ml (E-Bioscience)
o Fiksasyon/ Permeabilizasyocn Konsantre Solisyonu, 320 ml [E-
Bioscience)
o PE-Cy5 Konjuge Rat kikenli 1gG2a Isotipik Kontroli Klon eBR2a,
0.2 mg/ml, 0.125 ml (E-Bioscience)
o PE-Cy¥5 Konjage Anti-human Foxp3 Klon: PCH101, 0.5 ml, 20 ulf
test (E-Bioscience)
o Normal Rat Serum, 0.1 ml (E-Bioscience)
o FITC & PE Kokteyli Fare kakenli 1gG1 Izotipik Kontrold, 0.2 ml 10
testlik (E-Bioscience)
o FITC- CD4, PE-CD25, CD4/ CD25 Kokteyl Kiti, Klon: RPA-T4 &
BC96, 0.5 ml (E-Bioscience)
s PE Konjige Fare kokenli 1951k Isotipik Kontroll, 2 ml 100 testlik (BD
Pharmingen)
+ PE Konjlge Fare kdkenli anti- human CD200, 2 ml 100 testlik (BD
Pharmingen)
» FITC Konjige Fare kokenli anti- human PD-1 Klon: MIH4, 0.1 mg (BD
Pharmingen)
s FITC Kenjuge Fare kokenli 1gG1k Isotipik Kontroliu, 2 ml 100 testlik (BD
Pharmingen)
= Biocoll — Ficoll &yirma Soldsyonu d. 1.077 g/ml. 500 ml (Biochrom)
= Isoton Il Solisyoenu (Isoton Shealth Fluid), 1000 ml (Beckman Coulter)

s 10x Fermeabilizasyon Sollsyonu, 30 ml {BD Bioscience)

6.2.3. Kullarnilan Geregler

=  Santrifaj Cihazr....................... Sogutmall Beckman JB-MI Centrifuge
»  Akim Sitoemetri Cihazi .................. ......Beckman Coulter Epics XL. MCL
 EDTA'hhemogram tUpd .o e e e TP EIM SaN
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s [ibi konik falkon tlp, steril (15 mly ... Greiner

» Stenl PastérPFipeti ... . ... ... ... ... Greiner
» +4°Chuzdelaby ... .. ...........Beko9610 NM
» 20 °C derin dondurueu Beko 9610 NM
» Otomatik pipet 0.5-10ul ... ISOlab
* Otomatik pipet 20-200 pl ... Isulab
= Otomatik pipet 100-1000 Wl ......_.....................................Isolab
= Plastik pipet ucu san ve mavi birerpaket ... Ependorf
+ Plastik beyaz pipet ucu birkutu ... Ependorf

6.3. Periferik Kan Mononikleer Hicrelerin {PBMC) Dansite Gradient

Santrifiigasyon Yéntemi ile izolasyonu

6.3.1. Genel ike:

Ay yojuniuga sahip olan tanecikler sekil veya boyut olarak
farklilasabilir. Omek sikroz veya benzeri viskoz bir ortarin gradienti Gzerine
yerlestirildiginde taneciklenn yodunlugunun sivinin yogunliugundan fazla clmasi
nedeniyle tanecikler santrifigasyona bagh olarak ¢ker. Bu durum dansite
gradient santrifdjanin temel prensikini olugturur. Ancak bitin taneciklenn
ckmemesi igin santrifigasyonun durduuimas) gerekmektedir. Sallanan veya
zonal rotor kullamilabilir. Bu ¢alismada Bicoll gradientli ortam iginde PBMC ‘ler
dansite gradient santrifjl uygulanarak izole edilmigtir. Biocoll ayima solisyonu
Ficoll 400& (Falisikroz 400} iceren yaklagik 400000 Calton molekiler agirlikta
bir polimerdir. Yodunlugu 1.1 g/ml ldzerindeki yapilar bu hidrofilik polimer
kullarularak elde edilebilir. Biyoloji laboratuadannda bu solisyon ile kan farkh
hicre kompartimanlanna aynhr. 1.077 giml ve 1.090 g/ml yodunluklarda iki
formu olan Biocoll ayirma solisyonlan ile farkh hicre tipleri kirbinnden aynlir,
Bu caligmada PBMC ‘len izole edebilmek igin 1.077 g/ml 'lik Biocoll sollsyonu
kullamiimigtir. 1.077 gfml “lik Biocaoll ile yapilan dansite gradient santrifigasyonu
sonunda en altta dansitzler 1.077 g/ml*den fazla olan entrositier ve grandlositler
kirmizi tabaka halinde toplanir. Orta tabakada dansiteleri yaklagik 1.077 g/ml
olan lenfositler flu kir tabaka halinde yodunlagirken en lstte ise sanmtirak bir

tabaka olarak trombositler ve monositler yer alir.
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6.3.2. Uyguiama Basamaklian
Olgulardan steril EDTA Il hemogram thplerine alinan yaklagik 3 ml taze

kan fosfat tamponlu tuz sollsyenu [PBS) ile 11 oraminda seyreltildi.
15 ml dibi konik bos falkon tipe 4 ml Biocoll ayirma selisyonu eklendi.

Uzerine topa 45 derecelik aq ile tutarak tpun adzinin kenarinda

yavagca pastdr pipetiyle seyreltilmis kan émedgi ilave edildi.

Bu iglem sonunda falkon tapiande altta geffaf Biocoll solidsyonu ile
Uzerinde kan drnedi clmak dzerne ayn iki faz gézlendi. Fazlann birbinne

kangtinlmamasina dikkat edildi.

Tapdn karsisina salimmhb rotor dzernds aym adgidikia bir thp kKoyulup
denge sadlanarak +4°C 'de 1650 rpm ‘d& 20 dk santrifd) edildi.

Santrifa] sonunda tipdn dibinde kimmizi eritrosit ve grandlosit tabakas),
biraz Uzerinde ortada beyzz flu halde lenfosit tabakasi ve onun da
vzerinde sanmtrak halde trombositier ve monasitienn bulundudu 3 ayn
tahaka gézlendi.

Izole edilmek istenen ortadaki flu PEMC tabakasi temiz bir pastor pipet
ile dikkatlice toplanip bagka bir dibi konik bos 15 ml ‘lik falken tipe
aktaric.

Elde edilen FPEMOC ‘lerden istenmeyen artiklann uzaklagtinimas: igin
yikama iglemi yagildi.

Yikama igin PBMC ‘ler Gzenne yaklagik 8 ml PBS eklendi.

TOpln kargisma salmml rotor Ozerinde aym adirhkta Bir thp koyulup
denge sadlanarak +4°C ‘de 1200 rpm ‘de 5 dk santiflj edildi.

FEMC 'ler thpin kenik dibinde beyaz bir pellet alarak gdzlendi.
Istenmeyen artiklar uzaklastinimak Gzere sipernatant atild.

Pellet dzerinde tekrar yaklasik 8 ml PBS sklendi.



» Tdpln karssina sahimmb rotor dzerinde ayn agirhkta bir tp koyulup
denge sadlanarak +4°C ‘de 1200 rpm ‘de 5 dk santrifl) edildi.

= FEMC 'ler tlpln konik dibinde beyaz bir pellet olarak gdzlendi.
» Istenmeyen artiklar uzaklagtinimak tzere sipernatant atildi.

» Dipte kalan hicre pelleti Gzerine 500 mil izoton soldsyonu eklenerek
reslispanse edildi.

= Béylece FEMC ‘ler akim sitometrik analiz igin gerekli islemlerde
kullariimak dzers 500 ml ‘lik hicre sGspansiyonu halinde elde edilmig

oldu.

6.4. Akim Sitometri ile CD4+ CD25+ Foxp3+ T, hiicrelerin ve PD-1+
T hiicreler ile CD200+ T hilcrelerin seviyelerinin tespiti

6.4.1. Genel iitke:

Akim sitometrik Sigimlerde éncelikle hilcreler fluorescein isothiocyanate
(FITC), phycoerythrin (PE) gibi fluocresanlanmig moAb ile isaretlenir.
Isaretlenmig bu hucreler 51w bir ortamda sira halinde uyarici igiktan (argon
lazery 488nm ‘de gegirilider. Uyanci 151k ya hicreler tarafindan kinlir ya da
florokromla igaretlenmis maAb ‘lerin Baglandid hicre tarafindan emilir ve
yayilir. Bu yayilan 1:1gin giddetini ve niteligini algilayan dedektorler
bilgisayara aktarirlar. Bu verilere gére de hdcranin tigi ve sayisi belidenir.
Akim sitometrinin klinik kallamm en sik |6kosit fenotiplemesinde olmakla
birikte konjenital veya kazamlmis immun yetersizlik tamsi {en sik AIDS), HIV
pozitiflifinde prognoz degerlendirimesi, immin yatersiz hastalarda imminite
ya da kemoterapi monitdrizasyonu, KIT yapilan hastalarda yeni immin
durumun takibi, timér hicre fenotiplemesi, ldsemi ve lenfoma tanl ve
ainiflamas), B lenfosiflennde klonal tayini ve lenfoma we lésemi ayvinmi,
hicre igl antjenlenin {miyelopercksidaz miktan) tayim ile hematopoetik
hiicrelerin {CD4), hematopoetik almayan. tGméarler ve hicrelerden ayirt
ediimesi gibi alanlarda mevcuttur. Bu galismada da aym dmekien ki ayn
tapte farkll hdcre gruplan igin akim sitometrik analiz yapilmistir. FITC ile
konjuge edilmig CD4 (FITC-CD4), PE ile konjuge edilmis CD25, PE-Cy5 ile
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konjuge edilmis Foxpd (PE-Cy5-Foxp3) ile CD4+ CD25+ Foxp3+ Tieg
hiicreler belirlenirken bir dider tipte de PE ile konjuge edilmig CD200 (PE-
CD200) ve FITC ile kenjuge edilmis PD-1 (FITC-PD1) eksprese eden

lenfositler analiz edilmigtir.

6.4.2. Uygilama Basamakian

1, 2, 3 v& 4 no ‘lu hastalardan izole edilen PBMC ‘ler a2, b, c ve d
olarak alt sinflandinirmig thplere 100 *er pl aktarld:.

1a, 2a, 3a ve 43 no u tiplere 20 'ser pl FITC & PE kokteyli fare
kikenli 19051 isotipik kantrold koyuldu.

T, 20,30 ve 4k no ‘lu tiplers 20 “ser yl FITC- CD4, PE-CD25, CD4/
CD25 kokteyl kiti koyuldu.

1c, 2c, 3c ve 4o no ‘lu taplere 2 pl FITC konjage fare kdkenli 1gG1k
isotipik kontrold we 20 uyl PE konjlige fare kokenli 1gG1k isctipik
kontrold koyuldu.

1d, 2d, 3d ve 44d no ‘lu thplere 20 pl PE konjlge fare kékenli anti-
human CC200 we 2 pl FITC konjige fare kdkanli anti- human PD-1
koyuldu.

Tapler 4 °C' de 30 dk karanlikta beklztildi

Bekleme sonunda 1a, 2a. 3a, 4a, 1h. 2b, 3b ve 4b no ‘lu tiplers
yaklagik 1.5 ml akim sitometri boyama tamponu eklendi.

e, 2¢ 3¢, 4, 1d, 2d, 3d ve 4d no Clu thplere de 1.5 ml izoton
salisyonu eklendi

Tam tapler 1700 rpm ‘de 2 dk santnfl] edildi ve sdpernatant
uzaklagtinldi {yikama iglemi).

Kalan hicre pelleti kalan saldsyonda reslspanse edildi.

Ta, 2a, 3a, 4a. 1b, Zb, 3b ve 4b no 'lu tiplere 1 'er ml Fiksasyon/!
Permeabilizasyon scllisyonu eklendi.

Kisa bir vorteks yapihp 4 °C ‘de 30 dk bekletildi.

a ve b thplen buzdolabinda bekletilirken 1c, 2c, 3c, 4c, 1d, 2d, 3d ve
44 tdplering de 500 'er yl izoton sollsyonu eklendi.

& ve d thplen akim sitometnk analize hazir hale geldi.
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= Bekleme siiresi hitince a ve b thplering 2 ml 1x Permeabilizasyon

salisyonu eklendi.

= 1700 rpm “de 2 dk santrifdjlendi ve slipermatant atild {yikama islemi).

= ‘ikama iglemi tekrarland.

= g tlplering 2.5 pl PE-Cy5 konjige rat kdkenli 1gG2a isatipik kantrold

va b thplering 20 pl PE-Cy3 konjige anti-human Foxp3 eklendi.

» Topler4 *C 'de karanlikta 30 di bekletildi.

» Gire sonunda tiplere 2 ‘gser ml 1x Pemeabilizasyon solisyonu

eklendi.

= 1700 rpm de 2 dk santrifljlendi ve sOpernatant atildi {yikama iglemi).

= Yikama iglemi tekradand.

= Hlcre pellet kalan solisyonda restspanse edilergk dzering 500 ar i

izoton solisyonu eklandi.

» a b cwved thplerinin hepsi akim sitometd analizi yaplmak Gzere

cihaza verildi.

Yukandaki islemler PEMC 'ler Ozennde uygulanmistir. Yapilan literatar
taramalar sonucu kit prospektistnde yer alan uzun sireli iglemlerin ve
yOksek dewvirde santrifijlerin hicre kaybina yol actdr gdriimistir. Bu
nedenle PBMC ‘ler Ozerine yapilan iglemler modifiye edilmigtir. Buna ek
olarak daha verimli sanug alimp alinamayacadin arastirmak dzere 5, 6 ve 7
no'lu hastalarda tam kanda da caligilmistir. FBMC sonuglan ve tam kan
sonuglan kargilagtinlmigtir,

FEMC ‘lerde yapilan uygulama basamaklan soyledir:

+* 5 no ‘lu hastada Biocoll ayinmi sonucunda homojen bir kangim elds

edildiginden belirgin bir monondkleer hicre tabakasi elde edilemedi.
Bu nedenle bu hasta i¢in analize tam kanda devam adildi.

+ B ve 7 no 'lu hastalardan elde edilen PBMC pelleti 500 pl izoton

saldsyonu eklenerek hilcre sispansiyonu haling getirildi.

= Hlcre siispansiyonundan a, b, ¢ ve d olarak alt siniflandinins taplere

100 ‘er pl aktanld:.
» Bave /ano’lutiplere 20 'ser pl FITC & PE kokteyli fare kékenli 1gG1

isotipik kontral(l koyuldu.



Bb ve b no ‘lu taplere 20 'ser pl FITC- CD4, PE-CD25, CD4/ CD25
kokteyl kiti koyuldu.

6C ve 7¢ no lu tdplere 2 pl FITC konjidge fare kdkenli 1gG1k isofipik
kontrolil ve 20 pl PE konjlige fare kékenli 1gG1k isotipik kontroll
koyuldu.

Bd v 7d no ‘lu tdplere 20 gyl PE konjige fare kdkenli anti- human
CD200 ve 2 yl FITC konjage fare kékenli anti- human PD-1 koyuldu.
Tlpler oda sicakli@inda 20 dk karanhkta beklatildi.

Eskleme sonunda 8a, 7a no ‘lu thplere 364 ‘lik paraformaldehit (FFA)
fiksatif solisyonundan 500 ‘er pl eklendi.

Topler 4 *C 'de 10 dk bekletildi,

Be, V¢, 6d ve 7d no ‘lu thplere ise yaklagk 2-4 ml izoten soldsyonu
eklendi.

c ve d tipleri 1200 rpm ‘de 5 dk santrifl] edildi ve sipermatant
uzaklastinid {y kama iglemi).

K.alan hiicre pelletine 500 pl izoton solisyonu eklenerek resiispanse
edildi. Akim sitometri analizing hazir hale getirildi. Analiz yapilana dek
tipler 4 °C ‘de bekletildi.

6a, 7a, 6b ve 7b no 'lu tiplere yaklasik 2-4 ml izoton solUsyonu
eklendi.

Yikama islemi gergeklestirildi.

Hlcre pelleting 500 pl Fermeabilizasyon sollsyonu eklendi.

10 dk oda sicakhginda bekletildi.

a ve b tipleri bekleme slresi sonunda yikand we slpernatant
uzaklagtinidi

Non-zpesifik badlanmalan engellemak amaciyla 2 pl Normal rat
serum eklendi.

10 dk oda sicakhdinda bekletildi.

Bekleme siresi hitince intrasitoplazmik boyama igin a tdplering 2.5
PE-Cyh 1gG2a isotipik kentrell, b tdplering de 20 pl PE-Cy5 konjuge
anti-human Foxp3 eklendi.

Tlpler 20 dk oda sicakhidinda karanlkta bekletildi.

Bekleme sonunda yikama iglemi yapildi,



Hicre pelleti kalan sclisyonda reslspanse edilerek Gzenne 500 ‘er yl
izotan sollsyonu eklendi.
a, h. ¢ ve d thplerinin hepst akim sitometri analizi yamlmak lzere

cihaza verildi.

Tam kan ile gahgilarak yapilan akim sitometrik analiz igin uygulama

basamaklar ise sdyledir:

5.6 ve 7 no ‘lu hastalann tam kanlanndan 100 ‘er yl a, b.cve d
olarak alt siniflanan tiplare eklendi.

5a, 63 ve 7a no ‘lu tiplere 20 ‘ger pl FITC & PE kokteyli fare kdkenli
lgt51 isatipik kontrold koyuldu.

5b, Bb we Vb no ‘lu tiplere 20 ‘ser pl FITC- CD4, PE-CD25, CD4/
CD25 kokteyl kiti koyuldu.

Bc, Bec we 7o no 'lu taplere 2 pl FITC kenjige fare kékenh 191w
isotipik kontrolo ve 20 pl PE konjige fare kdkenli 191k isotipik
kontrold koyuldu.

Ad, 6d va 7d no lu thplere 20 Wl PE konjige fare kdkenli anti- human
CD200 ve 2 Wl FITC kanjige fare kdkenli anti- human PD-1 koyuldu.
Thpler cda sicakliginda 20 dk karanhk ortamda bekletildi.

¢ v& d tiplering hekleme sonunda 500 'er pl aptilyse lizing soldsyonu
eklendi ve 10 dk cda sicakhifinda beklstildi. Bdylece kirmmizi kan
hicreleri izise udradi.

a ve b tiplenne ise 500 pl PFA solisyonu eklendi ve 4 °C ‘de 10 dk
bekletildi.

Bekleme soOreleri sonunda tim  thpler vaklagik 2-4 ml izoton
saldsyonu ile yikandi. ¢ ve d thpler iki defa yikandi. SUpernatantiar
uzaklagtind. Hicre pelletiern kaldinlarak restspanse edildi.

& ve d tlplenne 500 ‘er pl izoton solisyonu eklendi ve akim sitometr
analizi igin hazir hale geldi.

a ve b tiplerindeki hicre sispansiyonu  Uzering 500 pl 1x
Fermeabilizing sollsyonu eklendi ve ada sicaklijinda 10 dk bekletildi.
Bekleme sonunda a ve b tipleri yikand. Sipematant uzaklagtinidi.

Hicre pelleti kaldinlarak resispanse edildi.



» Non-spesifik baglanmalan énlemek icin a ve b thplenne 2 ‘ger pl
normal rat serum eklendi.

= (Oda sicakhdinda 10 dk bekletildi.

= Bekleme sliresi hitineg intrasitoplazmik bayama igin a tiplering 2.5 uyl
PE-Cy5 19G2a isotipik kontroll, b tdplering de 20 yl PE-Cy3 konjlge
anti-human Foxp3 eklendi.

« Tdpler 20 dk oda sicaklijinda karanlhkta bekletildi.

+ Eekleme sonunda yikama iglemi yapildi.

» Hilcre pelleti kalan solisyenda restspanse edilerek Ozering 500 ‘er yl
izoton solisyonu eklandi.

= a b cwved tiplerinin hepsi akim sitometi analizi yaplmak Gzere

cihaza verildi.

Bu iki protokolle hazidanan Srneklerin alkim  sitometrik analizlerinin
sonuglarnin degerlendinimesine  gére PBMC  ile  yapilan  uygulama
basamaklar izlendiginde daha verimli sonu¢ alindid, daha iyvi MoAb
baglanmalan gergeklestidgi gdrilmiastdr. Bu nedenle ¢ahsmanin ger
kalanindaki tom &rneklerde PBMC izolasyonunu takiben yapilan protokaol

izlenmigtir.

6.5. Degerlendirme
28 adet MM olgusundaki otolog kemik iligi transplantasyonu olan ve
olmayanlarda CD4+ CD25+ Foxp3+ T NUcreler O¢ll floresans boyama
wygulanarak akim sitometri cihazinda Sigdidi. Bu digimler sonrasinda Expo
32 Adic XL 4 Color programi kullanilarak uygun pencereleme stratejilen ile
hiicre ylzdeler saptandi. Oncelikle izole edilen PBMC 'lerde lenfositier igin
bir pencerzleme yapilip bu alanda CC4+ hicreler tammland. CO4+ hiicreler
i¢in belirlenen alanda is¢ agancd bir pencerelame daha yapilarak CD25+ " &
kargi Foxp3+ hicrslenn bulundugu alan tammlanarak buradaki hicre
ylzdesi CD4+ CD25+ Foxp3+ Ty hlcrelerin yizdesi olarak ifade edildi.
CD200+ ve PD-1+ hicreler igin ise akim sitemetri dlgim ardindan oncelikle
ying ayni analiz praogrami kullarlarak izole edilen PEMC 'lerden lenfositler
icin pencereleme yapildi. Belidenen bu alanda CD200+ ‘lere karg PD-1+
hiicrelerin yazdalennin saptandid iking bir pencerelemes yapildi. Bu alanda
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Teg @nalizindeki gibi sadece ortak alanin yizdesi degil. ortak alandaki hicre
yizdesi eklenerek ayn ayn CD200+ hicrelerin ve PD-1+ hilcrelerin bulunma

yiizdeleri dederlendirildi.

6.6. Etik Kurul Qnaw

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Klinik ve Laboratuar Aragtirmalar

Etik Kurulundan 06.06.2008 tarihinde 233 no'lu onay ahinmigtir (Ek 1),
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7. BULGULAR

7.1. Olgulara Genel Bakis

Olgularin tamd MM “dur. Qlgulann yasg ortalamasi 5932 £ 9,397 (41-78)
wildir. Olgulann 10 tanesi kadin (%35, 7) 18 tanesi erkektir (% 64,3} Verilerine
ulagilan 26 olgunun 19 ‘u K {(%67.8) 7 ‘si L hafif zincir ézelligi gésterirken
verilerine ulagilan toplam 24 olgunun 19 ‘u {% 87.9) lgG adir zincir 5 1 (% 17,9)
lgA agir zincir ozelligindedir. 14 clgu Igi K, 4 olgu 1gi L, 3 clgu 1gA K, 2 olgu
IgA L ve 3 olgu sadece K hafif zincirdir. 25 olguda degerlendirilen albdmin
ortalamas) 3,85 0,35 (2,3-5,5) g/dl ‘dir. 22 clguda ulasilabilen B2M dederleri
ortalama 4,92 + 4 51 (0,27-20,00) mgim| "dir. Verisine ulagilan 22 olgudan & ‘u
IS5 1 (%321}, 8% 155 2 (9%28.6), 5 ' 155 3 (%17.,9) evrededir. Dune Salmen
evrelemelering gore 8 clgu |A (%28.6). 8 olgu A {(¥28.6), 2 olgu IIB (%7.1), 4
olgu A (%143, 3 olgu 1B {%:10,7) evrededir. Kemik 1lidi biyopsilerinde 14
olgu difliz tutulum {%50), B olgu nodiler tutulum (%28.6) ve 4 clgu yer yer difliz
yer yer noddler tutulum {%14.3) gdstermektedir. 9 olgu ilk tedavi olarak VYAD
(%32,1), 2 olgu MP (%7,1) ve 12 olgu CYP+DEX (%42,9) ilk tedavilerini
almistir. 5 algunun ilk tedavisiyle ilgill verising ulaslamamistir. Clgularin 11
tanesine otolog kemik iligi transplantasyonu yapilmig {%39,3), 17 tanesine
otolog kemik iligi transplantasyonu yapilmamigtir (%80, 7). Ortalama 229 + 20,8
ayhk takip slrecindeki {1-95 ay) tedavi yanitlan dederlendirildiginde 4 olgu CR
(%14,3), 13 olgu PR (%48.4), 3 olgu stabil hastalik (SD) {*%10,7), 3 clgu
refrakter (%:10.7) ve& 2 olgu ex olarak belirlenmistir. TOm olgulann sadkalim
analizlerine dair grafik Sekil 5 ‘de ve tim olgulann tedavi yanitlarin gdsteren
grafik de Sekil 6 ‘da gonilmektedir. Tm olgulara ait genel verler ve akim

sitometrik bulgular Tablo 8 'de belittiimeaktedir.



Sekil 5. Tiim Olqulann Qlaysiz Sagkalim Analiz Sonuclar
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Tablo &. Tim Olgularn Genel Yeri Tablosu

No. | ¥as | Cinsiyet | Tam ISS | Durie- Mgp | Alb Beta2 | Kibx 1k OKIT | Tedavi CDA4(+) CD200 | PD-1
Tarihi Salmon Tedavi ¥ami CD25 (+) +)
(+)FOXP3
)
1 58 kacin 4.2009 3 1B NA 3,90 | 10,01 Madiller | VAD + PR % 0.5 % 4.2 %
tut. 2.2
2 72 kacin 7.2008 3 11B NA 4,40 | 13,46 Diifiiz NA - NA % 11.0 % 0.1 %
tut. 0.2
3 49 Erkek 8.2008 1 1A 1gG, | 3,80 | 2,41 Madiller | CYP + - PR % 1.1 % 1.2 %
K tut. DEX 1.4
4 72 Erkek 9.2009 1 1A 1gG, | 4,20 | 2,32 Difliz CYP + - PR % 0.0 % 0.5 %
K tut. DEX 3.0
5 55 Erkek 11.2001 | 1 1A 1gG, | 4,30 | 0,27 Digar VAD - CR % 1.4 % 0.5 %
K 0.9
6 56 Erkek 4.2008 2 1B IgA, 4,80 | 4,93 Difliz CYP + + PR % 2.8 % 1.9 %
L tut. DEX 1.0
7 76 Erkek 12.2008 | 3 11B 1gG, | 3,70 | 20,00 | Difiz NA - NA, ex % 1.9 % 4.6 %
K tut. 1.0
8 46 Kacin 12.2007 | 1 1A 5,20 | 2,19 Difiiz CYP+ | + CR % 9.0 %0.9 %
K tut. DEX 0.4
9 69 Erkek 12.2008 | 3 1A 1gG, | 3,20 | 8,08 Difiiz CYP+ | - PR, ex % 0.5 % 0.9 %
L tut. DEX 0.1
10 41 Erkek 5.2007 1 1A 1gG, | 4,60 | 1,40 Digar MP - CR % 3.9 % 1.3 %
K 1.6
11 61 Erkek 2.2008 2 1A 1gG, | 4,90 | 3,48 Madiller | CYP + | + Refrakter | % 6.6 % 0.8 %
K tut. DEX 0.6
12 49 Erkek 7.2007 2 1A 1gG, | 3,40 | 2,25 Difliz VAD + SD % 1.4 % 1.1 %
K tut. 0.2
13 63 kacin 7.2007 1 1A 1gG, | 4,10 | 2,52 Diger VAD + PR % 4.9 %0.1 %
K 0.0
14 65 kacin 6.2003 NA 1A 1gG, | 2,30 | NA Madiller | VAD + Refrakter | % 1.4 % 6.7 %
L tut. 12.1
15 59 kacin NA NA NA NA NA NA NA NA - NA % 0.73 % 3.2 %
44.42
16 62 Erkek 5.2008 2 1A IgA, 4,60 | 4,35 Madillar | CYP + | - Refrakter | % 2.33 % 0.98 | %
K tut. DEX 5.35
17 44 Erkek 6.2007 NA NA NA NA NA Madillar | NA + NA % 1.8 % 1.54 | %
tut. 3.83
18 60 Erkek 12.2008 | 2 1A IgG, | 3,00 | 3,73 Difliz CYP+ | - Refrakter | % 0.51 % 0.52 | %
K tut. DEX 4.61
19 47 Erkek 2.2009 1 1A IgA, 4,30 | 3,41 Oifiz CYP + - PR % 0.19 % 2.57 | %
K tut. DEX 16.77
20 55 Erkek 9.2007 2 1B 1gA, 2,40 | 3,29 Difliz VAD + PR %1.47 % 6.72 | %
L tut. 4.84
21 61 kacin 2.2007 NA 1A 1gG, | 2,80 | NA Diger VAD - SD % 1.69 %211 | %
K 4.57
22 78 Erkek 3.2009 2 1A IgA, | 3,30 | 3,38 Difiiz MP - PR % 0.71 % 2.88 | %
K tut. 26.79
23 59 Erkek NA NA NA NA NA NA NA NA - NA %0.04 % 1.28 | %
2.5
24 66 Kacin 9.2008 2 1A 1gG, | 2,70 | 4,63 MNodiller | CYP + | + PR % 0.07 % 0.79 | %
L tut. DEX 50.66
25 60 Kacin 3.2009 1 1A IgG, | 3,60 | 2,57 Difiz CYP+ | - PR % 0.08 % 7.08 | %
K tut. DEX 53.02
26 58 Erkek 2.2009 1 1A 1gG, | 3,90 | 3,09 Difiiz CYP+ | - PR % 0.08 % 5.05 [ %
K tut. DEX 2.64
27 54 Kadin 10.2007 | 3 1A 1gG, | 3,30 | 6,60 Oifiz VAD + SD % 3.53 % 6.62 | %
L tut. 4.63
28 66 kacin 5.2005 NA 1A 5,50 | NA Madiller | VAD - CR % 0.05 % 1.01 | %
K tut. 6.88
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7.1.2. Otolog kemik ilifyi transplantasyonu Alan Qfgufara Gene! Bakis:
Otolog kemik ilii transplantasyonu alan 11 olgunun 5 tanesi kadin {%45,5), 6
tanesi erkektir (%55,5). Otolog kemik ilidi transplantasyonu alan 11 algunun 5 i
K (%45,5), 5 ‘i L (%45.5) hafif zincir tagimakta olup 1 olgunun ilgili verisine
ulagilamanmstir. Immianglobalin adir zincir tiplerine gore OKIT alan 11 olgunun 7
5119 (9663,56), 2 ‘sl 1gA {(%%18,2) olup 2 olgunun ilgili verisine ulagilamarmigtir.
1SS evreleme sistemine gore OKIT alan 11 olgunun 2 “si 1SS evre 1 (% 18,21, 5 i
155 evre 2 (%%d45.5) ve 2 'si 155 evre 3 {%18,2) olup 2 clgunun ilgili verlerine
ulagilamamigtir. Durie-Salmon evreleme sistemine gore ise OKIT alan 11
olgunun 1 1A (%91}, 3“0 A (%27.3), 30 A {3273y ve 3 "0 IIB [%27,3) olup
1 olgunun ilgili verisine ulagilamamigtir. OKIT alan 11 olgunun kemik iligi
biyopsisi deferlendirmelering gére 5 ' difiz tutulum {%455), 5 I noddler
tutulum {FH455) wve 1 1 yer yer difiz yer yer neddler tutulum  {%%9,1)
gostermektedir. QKIT alan 11 olgunun ilk tedavilerine bakildifinda 6 's1 VAD
(%54.56), 4 '0 CYP + DEX (%364 olarak belidenmis olup 1 olgunun ilgili
verilerine  ulagilamamigtr.  OKIT  alan 11 olgunun  tedavi  yanitlarn
dederendirildiginde 11 CR {%9.1], 6 ‘51 PR {%54.3), 2 "si stabil hastalik (SD)
(%018.2), 1 i refrakter (38,1} olarak belirlenmig olup 1 elgunun ilgili venlenne
ulagilamamigtir. OKIT alan 11 clguda izlem sOreci icinde ex oclan olgu
goriimemistir. Bu olgulara ait venler Tablo 9 'da belirtiimektedir,
Tablo 9. OKIT alan olgulann genel verileri

o Kadir: 5 %45,5
Cinsiyet 1 ek 6 | %545
. Kappa (K): 5 %45,5
Haﬂf Zincir Tipi 10 Lamda (L): 5 %45 5
Imrndnglobdlin Agir Zincir 9 IgG: 7 %63,6
Tipi IgA: 2 %18,2
ISS evre 1: 2 %18,2
ISS Evresi 9 ISS evre 2: 5 %45,5
ISS evre 3: 2 9%18,2
IA: 1 %9,1
. . IA: 3 %27,3
Durie-Salmon Evresi 10 A: 3 %27.3
I1B: 3 %27,3
Cifaz tutulum: 5 %45,5
Kam k g Biyopsisi 11 | Medller tutulum: 5 %45,5
Cifaz ve MNadoler tutulum: 1 9%9,1
: . ) VAD: 6 %54,5
[k Tedavi Sakli 10 CYP + DEX. 2 %36.4
CR: 1 %9,1
. PR: 6 %54,5
Tedavi taniti 10 SD: > %18.2
Refrakter: 1 %9,1
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7.1.3. Otolog Kemiik ffigi Transplantasyonu Almayan Olgulara
Genel Bakes: OKIT almayan 17 olgunun 5 tanesi kadin {%29.4) ve 12 tanesi
arkektir [%70.68). CKIT almayan 17 olgunun 14 ‘0 K [%:82,4), 2 'si L hafif zingir
{%11,8) tagimakta clup 1 olgunun ilgili verising ulagilamamistir. immanglobulin
agir zingir tiplering gére OKIT almayan 17 olgunun 12 ‘si 1gG (%70,68) 3 ‘0 Igh
{(%17.8) alup 2 olgunun ilgill varising ulagilamamigtir. 135 evreleme sistemine
gtire OKIT almayan 17 olgunun 7 ‘si ISS evre 1 (%412), 3 ‘0 1SS avre 2
{(%178) ve 3 U0 IS8 evre 3 (%178) olup 4 olgunun ilgili werlerine
ulagilamarmigtir. Durie-Salmon evrelems sisteming gére ise QKIT almayan 17
olgunun 7 'si |A (%41.2), 5 1A (%29.4), 2 'si lIB (%11.8) ve 1 i 1A {%5.8) olup
2 olgunun ilgili verilerine ulagilamamigtir. QKIT almayan 17 olgunun kemik iligi
biyopsisi degerlendirmelering gdre ise 8 ‘u difliz tutulum (%52.9), 3 '0 nodller
tutulum (%6178 we 3 "0 yer yer diflz yer yer noddler tutulum (%17.8)
gostermekte olup 2 olgunun ilgili verilerine ulagilamammigtir. OKIT almayan 17
olgunun ilk tedavilering bakildifinda 3 '0 VAD {(3%17.6). 2 'si MP {%11.8). &
CYP + DEX (%471} olarak belidenmig oclup 4 clgunun ilgli wvenlerine
ulagilamarmigtir. OKIT almayan 17 olgunun tedavi yanitlanndan 3 ‘0 CR
(178, 7 'si (Y%41.2), 11 5D (%:5.9), 2 'si refrakter {%11,8) olarak belidenmig
olup 4 olgunun ilgili verilering ulagilamarmigtir. OKIT almayan 17 olgunun 2

'sinde ex (%118 gérdmistir. Bu olgulara ait wenler Table 10 ‘da

belirtiimektedir.
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Tablo 10. QKIT almayan olgularin genel verileri

o kadin: 5 %29,4

Cinsiyet = 12 | %706

o Kappa (K): 14 %82,4

Hafif Zincir Tipi 16 Lamda (L); 5 %11.8

: ; L L IgG: 12 %70,6

[rmiaglobdlin Agir Zincir Tipi 15 oA 3 %17.6

ISS evre 1: 7 %41,2

ISS Evresi 13 | ISS evre 2: 3 %17,6

ISS evre 3: 3 %17,6

IA: 7 %41,2

. . IA: 5 %29,4

Durie-Salmon Evresi 15 IB: > %118
A: 1 %5,9

Difoz tutulum: 9 %52,9

Kemik iligi Bivopsisi 15 | Moddler tutulum: 3 %17,6

Oifoz wa Medolar tutulum: 3 %17,6

_ VAD: 3 %17,6

[k Tedavi Sekli 13 | CYP + DEX: 8 %47,1

MP: 2 %11,8

CR: 3 %17,6

) PR: 7 %41,2
Tedavi Yanitl 13 SD: 1 %59

Refrakter: 2 %11,8

7.2. Akim Sitometxi Bulgulan

Akim sitornetri analizler ile uygun pencereleme stratejileri sonucunda
olgulanin pedferik kan mononikleer hicrelerinde CD4+ CD25+ Foxp3+ T
hicreler, CO200+ T hicreler wa PD-1+ T hdcrzler saptanmigtir. Buna gére
olgulann timdnde CD4+ CD25+ Foxp3+ Ty hicreler %0 ile %11 arasinda
degiskenlik gdsterirken, OKIT almig olgularda %007 ile %9 arasinda ve OKIT
almarmis olgularda %0 ile %11 arasinda degiskenlik gosterirler (Jekil 7).
CD200+ hicrelere kakildifinda ise olgulann taminde %0,1 ile %7,08 arasinda
degiskenlik gasterr. QKIT almig olgularda bu rakam %0,1 ile %6.72 arasinda
degiskenlik gosterirken OKIT almarig clgularda ise %01 ile %7.08 arasinda
dediskenlik gdsterir (Sekil 8). Qlgulann timindeki PD-1+ T hicreler %0 ile
%53,02 arasinda degiskenlik gésterirken bu rakam OKIT almig olgularda %0 ile
%6066 arasinda, OKIT almamis olgularda ise %01 ile %53,02 arasinda
degiskenlik gostermektedir (Sekil 9). OKIT alan olgulardaki OKIT almayan
olgulara kiyasla daha yiksek CD4+ CD25+ Foxp3+ T, hilcralerin varidina dair
bir érnek 3ekil 10 'daki akim sitometri sonucunda gésteriimektedir. Sekilde de
gorildaga gibi CO4+ T hilcre dederlen de OKIT alan hastalarda daha fazladir.
CD4+ hicrelerin segildidi pencereden tammlanan CD23+ Foxp3+ hicrelerin

bakildig alanda da OKIT alan olguda daha yiiksek oran gérilmeaktedir
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Sekil 7. OKIT Alan ve Almayan Qlgularda CD4+ CD25+ Foxp3+ Treqg
Hicrelerin Bulumma Yizdeleri
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Sekil 8. OKIT Alan_ve Almayan Olgularda CD200+ Hiicrelerin Bulunma
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Sekil 9. QKIT Alan ve Almayan OQlgularda PD-1+ Hiicrelerin Bulunma
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Sekil 10. CD4+CD25+Foxp3+ Treg hicrelerin OKIT alan ve almayan
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7.3. istatistik Bulgular

Mann Whitney U nonparametrik testinde tom seride CD4+ QD25+
Foxp3+ Ty hiicrelerin seviyeleri ortalama 2,11 + 2,76 {0,00- 11,00) olarak
saptanmistir. CKIT alan grup ve almayan grup arasinda ise CD4+ CD25+
Foxp3+ Ty hicrelerin seviyelerinde istatistiksel anlamh fark saptanmigtr
{p=0.041). Bu fark OKIT alan grup lehinedir. OKIT yapilan grupta crtalama
CD4+ CD25+ Foxp3+ Tie hilcreler 3,04 iken {0,07-900 £2 773, OKIT almayan
grupta ortalama 1.51 ‘dir (0,00-11.00 £ 2 67).

Mann Whitney U nonparametrik testinde tiim seride CD200+ T hicrelenn
seviyeleri ortalama 2,40 + 223 (0,10- 7,08) olarak saptanmigtir. QKIT alan ve
almayan grup arazinda ise CD200+ T hicrelarin seviyelennde istatistiksal
anlaml fark saptanmamigtir (p=0,689). OKIT alan grupta ortalama CD200+ T
hicreler 2,85 + 2 87 {(0,10- 6,72) iken OKIT almayan grupta ortalama 7,10 *
1,93 (0,10- 7,08) dir.

Mann Whitney U nonparametrik testinde tOm seride PD-1+ T hiicrelerin
seviyelari ortalama €,15 + 15,35 (0,00- 53,02} olarak saptanmigtir. OKIT alan ve
almayan grup arasinda ise PD-1+ T hidcrelerin seviyelerinde istatistiksel anlamh
fark saptanmarigtir (p=0384) OKIT alan grupta ortalama PD-1+ T hicreler
7.31 + 14,80 (0,00- 50,66) iken CKIT almayan grupta ortalama 1034 + 15,03
(0,10- 53,02) dir.

Pearson karelasyon analizinde OKIT almayan grupta CD4+ CD25+
Foxp3+ Ty hicreler CD200+ ve PD-1+ T hicreler il korelasyon
géstermemistir {(p=0.03). Ancak CD200+ we PD-1+ T hdcreler arasinda
korelasyon gorilmugtor {p=0,005). OKIT alan grupta ve tim seride ise her g
parametre arasinda korelasyon saptanmamistir (p>0,05).
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8. TARTISMA

Bu galigsmada plazma hdcre diskrazilerinin boylik bir godunlugunu
olusturan MMda dazenleyici T (T g} hicrelerin periferik kandaki yazdeleri akim
sitometn ile degedendinlmig ve CD200+ hicreler ve PD-1+ hiacreler ile iligkisi
aragtinimigtir. Olgulann klinik Szellikleri ile aragtirdi§imiuz bu molekiler Gzellikler
ve klinikte rutin olarak aragtinlan laboratuar &Szellikler istatistiksel olarak
karsilagtnimistir. Duzenleyici T hiecreler gincel bir galisma konusu olup timér
hicreleri ile iligkisi kirgok timérde aragtinlmig ya da aragtinlmaktadir. Mid “da
da bu konuda wvar olan az sawida ¢alisma ile calsmanmizin bulgulan
iligkilendinimigtir. MM ‘da T, hicreleri PBMC’ lerde incelememizin nedeni bu
hicrelerin dolagimda yer almasidir. Literatarde de var clan ¢aligmalarda PBMOC
ile ¢aligilmasi bizim metodolojimizi desteklemektedir. Inceleme yontemi clarak
akim sitometriyi segmemizin nedeni GDd+ CD25+ Foxpd+ Ty hlcreleri es
zamanli tamiyabilme olanad vermesidir. Bu ¢l kormbinasyon gincel literatirde
en dnemli Ty hicre tipini tamimlayici olarak yer almaktadir. CD200 yeni
tanimlanan bir biyolojik beliteg olup T hicre proliferasyonunu kostimile ettigi
bilinmektedir. Miyeloid hdcre aktivitesini regale edici etkisinin bulunmasi
hematopoetik kékenli birgok hiicrede ekspresyon gdstermesi ve MMda yeni bir
prognostik faktdr olarak tanmlanmas bu ¢ahgmada T, hlcrelerle iligkisini
arastirmamizda rol aynamistir. FD-1 ise T hiere akbivasyanu tolerans, immaon
patolojisi arasinda denge saglamak Uzere inhibitdr sinyaller olugturmakia
oldugu bilinmektedir. MM ‘da  cahsimamig olmasi wve T,y hicralenn
aktivasyonunu Baskiladig) ydninde bulgular iceren [iteratir bulunmaktadir (61).

Bu galismada 28 adet MM olgusu yer almigtir. Kadin erkek dadilinm
literatirle wyumludur. BEvre dadgihm 1A ile A aras) olup literatirle uyumlu ve
homojendir. 41-¥& yas arasinda olan clgulanrmizin dagihm  literatar ile
uyumiudur. Bu uyumlar calismamizda yar alan olqu sayis az olsa da MM
popllasyenunu temsil edic dzellikte diagdndlmagtar. Qlgulardan 11 i otolog
kemik iligi nakli almig olup bu sayl QKIT alan ve almayan clgular arasinda
kargilagtirma yapma olanad saglamigtir. Qlgularimizin tedavi yamitlar farkh
dzelliklerde olup parametrelerimizi tedaw yamtlan ile karsilastirmada giglik
yaratmaktadir. Ortalama takip siresi 23 ay olup sad kalim analizler igin kisa bir
sdredir. Akim  sitometri periferikc kan, kemik iligi veya solid dokulardan
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hazirlanan suspansiyonlarda hlcre sitoplazmik ya da nikleer reseptdriering
qére hicre tiplerini belinemede hizh kolay givenilir ve rutinde de kullanilan
dnemli bir testtir. Basanl bir laboratuar uygulamasinn yam sira akim
sitometnde en dnamli ézellik uygun pencereleme stratejilerinin gelistinlmesidir.
alismamizda penfenk kandan izole edilen menenikleer hicrelerden binnci
adimda lenfesitlen tammlayan alan pencere olarak alinrmg daha senra bu
alanda CD200+ ve PD-1+ hlcrelerin tanimlanacad ikinci pencerelemeler
yapimigtir. CD4+ CD25 + Foxpd+ T,y hilcreler igin ise lenfositler birinci
pencerelemeda tanimlandikian sonra CD4+ lenfositlen tanimlayan  alan
pencerelenmig olup daha sonra bu alanda CD25+ Foxp3+ T hicrelenn bakildigi

Ochnel pencereleme yapilmistir.

Atanackovic ve arkadaglan, CDd4+ QD25+ Foxp3+ T hlcrelennin MM
hastalarinda allojenik kemik iligi transplantasyonu islemi sonrasinda kemik
iliginde yeniden kurulup cogaldidim boylelikle graft kargiti kenakcl hastaliginin
(graft versus host disease, GVHD) ortaya ¢ikigin imminsdpresif etkiyle
onlediklerni gostermiglerdir {57). Bizim cgalismamizda CKIT aimig olgularda
CD4+ CD25 + Foxp3+ Tg hicrelerin daha ylksek saptanmasi CKIT nun
imminiteyi Ty hdcreler lehinde stimile  edici  rol  oynayabilecegini
dagindarmigtar. OKIT =lan ve almayan grup arasinda CD200 wve PD-1
arasinda istatistiksel anlaml fark saptanmamasi QKIT ’in bu parametreler
Gzennde bir etkisinin olamayabilecegini gdsterirken Ty hlcrelerde bu ik
parametrenin etki mekanizmasina kablma olasihgin istatistik bulgulanimiz

desteklemeamistir.

Treg hicrelerin baghica bir fonksiyonu, self taleransin saglanmasinda
onemli ral Ostlenmelendir. T hicre homeostazl icin esastidar. Otoimmiiniteyi
dnlerler ve allojenik dondr graft toleransim saglarlar. Ty hlcrelerin allo-
antijenlere yarmtinda PD-1 yolaginin etkisinin sorgulandidn bir calismada, PD-
1/PD-L1 yolaginin bloklanmasi T, aracili immdn dizenlenigi iptal ettidi
Qoriimistir. Bu hulgunun gésterdidi dzere PD-1/PD-L1 yolad CO4+ CD25-T
hicrelerin alloreaktif yamtlanmin Ty hilcreler tarafindan baskilanmasinda
gerekli bulunmustur (81} PD-1 hicre dl0md ile inddklenmig T hilcre hatlanndan

subtraktif hibridizasyon ile izole edilen bir kostimile edici molekildir. PD-1
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CD2E gen azilesinin bir Oyesi olup aktif haldski T, B we miyeloid hicreler
Gzennde eksprese edilmektedider. PD-1 ‘in PD-L1 ve PD-L2 oclmak Uzere her
ikisi de BY slper ailesi Uyesi olarak bilinen iki ligandi mevcuttur. PD-L1 T, B,
dendntik, endotelyal ve timér hicreleri gibi pek gok hicre fipinde eksprese
edilmektedir. Bunun aksine PD-LZ pek yaygin almamakla bidikte APC ‘ler
Ozennde eksprese edilmektedin. PD-1 lenfopeni gewrssinden izole edilen
homeostatik bir gsekilde akut prolifere olan hicrelenn genis bir alt grubunda
eksprese edilmektedir. Bu hicreler oligoklonal yayginlagma géstermekle
beraber disfonksiyonal bir haldedirer. Apoptoz indikatdnl olan Annexin 'V ile
reaksiyan gistererek ortadan kaybolurlar. Bu durum PD-1 vari§inin otorealktif
D8+ T hacrelerin eliminasyonunda rol alarak ot immdniteyi de engelledidini

dagindirmektedir.

Meme kansennde, Wimar infilire edici lenfositlerde FOXP3 ve FD-1
pozitt dzellikteki Wamér infiltre edici lenfositlenn farkh hocreler cldudu ancak
paralel ekspresyon gosterdiklen saptanmigtir. Sinerjistik clarak birlikte yliksek
tamér derecesi ile uyumiu bulunmustur (77). Periferik kanda aragtirdi§irmiz
Rizim ¢aligmamizda ise Ty hcre sayisi ile PD-1 eksprese eden hicre sayis
paralel ve uyumlu bulunmarmistir. Bunun nedsni PD-1 'in thmdr dokusu ile
parakrin  etkilegmesi e say artig gdsteriyor olmasi olabilir. Ty ve
imminregulatdr rolll olan T hilcre alt gruplannin, periferik kandaki sayilanmi,
tamdér gevresindeki sayilanmi prognostik agidan dnemli ve lzerinde galisilan bir
sorudur. Yoksa iki lokalizasyon dederleri paralel mi seyreder, ya da periferik
kanda azalmas) tOmor cevresinde artigl mi gésterir sorgulanmaktadir. Solid
timérierde mikrogevre daha Snemli olabilecekken, hematolojik malignitelerde
dolagimdaki saylarn daha &nemli olacad dngdrist agiktir. Raimondi ve
arkadaglan, fare lenf dogumi ve daladindan elde ettikleri hicrelerde bulunan
Treg Nidcrelerin PD-1 eksprese etmedigini gdstermislerdir (82).

D200 Un T hicre proliferasyonunu kostimile ettiinin bilinmesi,
hematopoetik kdkenli hdcreler Ozerinde kuwvweth bir immonsupresit etkinhidi
bulundugu bilgisi, kendi reseptérl olan CD200R ile etkilegimi Gzerinden T hicre
aracll immdn yanitin baskilanmasina yel a¢gmas literatlirde tammlanmis
dzelliklerdir. Bunun yan sira CD200 "in lmor spesifik efektdr T hdcrest imman
yarutlarin baskilayan T.q hlcrelerini indakledigi dasiniimektedir. Buna kargin
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bizim galigmarmzda T, hiicre sayisi ile CD200 pozitif hicre sayisi korelasyon
gostermemektedir.  Caligmamizin agidr bu ekspresyonlann  tOmor
mikrogevresinin daha iyi yorumlanacad kemik iliginde aragtinimams olmasidir.
Yine de bulgulanmiz MM ‘da CD200 Gn artmig ekspresyon gdéstermesine

kargin, T.eg NOCrelerin say sim belirleyici olmadigr yonandedir.

Mareaux we arkadaglan CD200 eksprese etmeyen MM olgulanmm
edenlere gdre istatistiksel anlaml daha fazla olaysiz safkalim gédsterdiklerni
saptamiglardir. Ancak bizim senmizde CD200 ekspresyonu prognostik agidan
dnemli saptanmanmistr. Moreaux ve arkadaslarimin galismasi 112 olguluk iken
bizim ¢alismamiz 26 olgu igermektedir. Kemik i1ligi kdkenli hdcrelerde malign
plazma hicrelenndeki  ekspresyonu  aragtinlmistir  {70).  Ancak bizim
caligmamizda CD200 pezitif T hicreler periferik kanda aragtinimaktadir.
Periferik kandaki CD200 eksprese eden T lenfositlenn sayisi ile yine panferik
kandaki Treg hlcre sayis korele bulunmamigtir. Miyeloid hicrelerden monasit,
makrofa] fonksiyonunda kamitlanmig reld ile &n planda olan ve inflamatuar
hastaliklann tedavisinde hedef tedavi aday olarak gdsterilen CD200 (64), bizim
calismamizda MMda Teg hlcreler ile iligkisiz saptanmistir.

Bu ¢alisma slresince hasta materyali ile ¢ahgirken uygulanmas) gersken
bazi 6nemli prosedirler hakkinda deneyim kazanildi. Ornek alirken hastadan
génilll  bilgilendirme  formu  imzalatiima  sbrecinin baz zoduklan  ils
karsiasilirken bu sorunlan ¢dzme konusunda da densyim kazamld. Alinan
drneklerin veri kayhina neden olmayacak en uygun kosullarda saklanmasi
dgrenildi. Hasta materyali ile galisiimasindan StOrl hastanmin kimligine dair
bilgilenn deneylerin her asamasinda titizlikle gizli tutulmas gerekliligi anlasild.
Fek gok analizde tercih edilebilecek bir yéntem olan akim sitometri uygulamasi
dgrenildi. Bu analizde uygun pencereleme stratejilerinin dnemi ve uygulanma
gekilleri anlagild. CDd4+ CD25+ Foxp3+ Tieg hlicre analizi igin gerakli olan Ggll
boyama kiti ile calisihrken akim sitometride ¢ renkli analiz hakkinda da
deneyim kazanilmig oldu. Ug boyall analiz igin gerekli pencereleme stratejisi ile
genelde kullamlan iki boyah analiz igin gerekli pencereleme stratgjisinin farks
anlasidi. Literatlrdeski dider calismalarda da uygulandi) gibi taze hasta
matervaliyle cahigilmas gerektigi igin gerekli inklbasyon streleri de gdz énlinde
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bulundurularak ¢ok asamal bu densy planlamasinin en uwygun sekilde
yapllmasi égrenildi. Hastamn Smek alimi sirasindaki yag. tani, evre, epiknz wvb.

Bilgilennin o anda toplanmasimin gereklii@inin dnemi anlasgildr.
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9. SONUC VE ONERILER

Treg hicrelerinin wicudun kendi antijenlenne karg gostenlen pernferik

toleransin indlksivonunda ve idamesinde oldukga dSnemli cldugu bilinmektedir.
Bunun yanisira Ty hUcreler timaor antijenlerine kargl venlen immon yaniti da
baskilayabilmektedir. Calismamizda Treg hicreleri OKIT alan hastalarda daha
ylksek sevivede tespit edilmisti. Ancak OKIT olup olmamasi veya Treg
hicrelerin - sewviyelari, CD200 and FPD-1  ekspresyonlan il korelasyon
gstermemistir. Bu ekspresyoniarnn prognoz ile iligkisi daha genis sayida drnek
sarilerivle  yapilacak c¢ahsmalar ile aydinlatlabilic. PD-1/PD-L1  yolagimin
bloklanmas ile Ty aracili immin dizenlenimin iptal oldugunun saptandign ve
bu blokajin CD4+, CD25- T hocrelenn allereaktif yamitlannin T, hicreler
tarafindan bkaskilanmas ile cldugunun saptandidi allojenik aragtirmalarin aksine
otolog transplantasyon olan ve olmayan gruplardaki kargilastirmada PD-1'n
istatistiksel fark géstermemesi PD-1 in immonitedeki raldndin tartigiimasina yeni

bir boyut getirmektedir.

Calismanz Tq hicrelerin MM “daki dnemini bir kez daha vurgularken,
OKIT uygulanmig grupta OKIT uygulanmanmig gruba gére artmig saptanmas,
CD 200 ve PD-1 ile fanksiyonel hir iliski saptanmamas ile literatdre yeni bilgi
eklemektedir. Ty hicreler MM "da reaktif bir artig mi gostermektedir, yoksa
tWmér hicrelering sitotoksik atkisi var midir? Sorusunun bir gsonraki adimda
sorgulanmasi hedeflenmektedir. Aynca T.q hlcrelerinin sitotcksik etkisi MM
tedavisinde uygulanan kemoterapétik ajanlarla stkilesmekte midir? Sorusunun
da arastinlmasi gerskmektedir.
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