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OZET

En sik rastlanilan ikinci hematolojik kanser olan Multiple Myeloma (MM),
kanser kaynakli 6liimlerin %2’sinden sorumludur. Pek ¢ok kanser olgusunda oldugu
gibi MM hastalarinda da progresif (ilerleyici) immiin yetmezlik s6z konusudur.
Saglikli bir bagisiklik sistemi, tiimor hiicrelerine karsi bir gdzetim mekanizmasi
gelistirerek kanserlesmeyi engelleyebilir. Bagisiklik sisteminin bu amag¢ icin
kullandig1 yollardan birisi, 6liimciil ligand aracili apoptoz uyarmmidir. Oliimciil ligand
aracili apoptoz uyarmminin gerceklesmesi i¢in Oliimciil ligandlarin hedef hiicre
yiizeyindeki 0liim reseptorlerine baglanmasi ve Oliim reseptOrlerinin de hiicre igi
apoptotik sinyallesmeyi uyarmasi gerekir. Myeloma hiicrelerinin yiizeyinde 6lim
reseptorleri sentezlendigi ve bu hiicrelerin in vitro ortamda Oliimciil ligandlar
araciligiyla apoptoza yonlendirilebildigi bilinmektedir. Buna ragmen MM hastalarinda
myeloma hiicrelerinin sag kalip ¢ogalabilmesi, ortamda o6liimciil ligand eksikliginin
s6z konusu olabilecegini disiindiirmektedir. MM hastalarina ait  sitotoksik
lenfositlerde saglikli kontrol lenfositlerine nazaran azalmig FasL ve TRAIL
ekspresyonu gozlenecegine dair hipotezimizi test etmek i¢in periferal kan 6rneklerini
akis sitometri yontemiyle analiz ettik. Sonuglarimiz, MM hastalarinin  CD3+,
CD3+CD4+, CD3+CD8+ ve CD3- lenfositlerinde FasL ve TRAIL protein
diizeylerinde azalmayi isaret etmekte iken, CD4+CD25+ hiicrelerde ise protein
diizeyinde belirgin bir degisiklik gozlenmemistir. Sasirticit bigimde, iki grup arasinda
pozitif / negatif hiicre oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamaistir. Sonuglarimiz, éliimciil ligand eksprese eden lenfosit sayilarinda fark
olmamasina karsin bu hiicrelerin yiizey ligand sentez seviyelerinde azalma oldugunu
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Oliimciil Ligandlar, FasL, TRAIL, Multiple Myeloma, T
lenfositleri



ABSTRACT

Multiple Myeloma (MM), the second most common hematologic malignancy,
is responsible for 2% of all cancer-related deaths. Like most of the cancer cases, MM
patients also suffer from progressive immunodeficiency. Normally, “immune-
surveillance” mechanism, if not disturbed, is the default strategy of body to prevent
expansion of tumor cells. One of the strategies immune system cells use in this process
is the death-ligand mediated apoptosis induction. Myeloma cells have death receptors
on their surface; yet, for induction of apoptosis through these receptors, death ligands
should be present in the vicinity of the receptors. The main sources for death ligands
are the cytotoxic lymphocytes of the immune system. Thus, we hypothesized that, one
of the reasons why myeloma cells survive may be the absence of the death ligands, as
those cells escape from apoptosis despite the death receptor expression on their
surface. In order to test our hypothesis, we studied peripheral blood samples of MM
patients to investigate surface FasL and TRAIL expression. Then we compared FasL
and TRAIL surface expression patterns on MM patient peripheral blood lymphocytes
with those of the healthy age/sex matched volunteers. Our results indicated reduced
numbers of FasL and TRAIL proteins on CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ and CD3-
lymphocytes of MM patients, although CD4+CD25+ cells did not exhibit a similar
phenotype. Intriguingly, the positive/negative cell ratio was not statistically different
between two groups. Thus, our results show that, although death ligand expressing
lymphocyte numbers do not change between two groups, surface ligand expression on
these positive cells gets downregulated. This, indeed, may represent a possible
pathway used by myeloma cells to escape from the anti-tumor immunity.

Key Words: Death Ligands, FasL, TRAIL, Multiple Myeloma, T lymphocytes, Anti-
tumor immunity
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GIRIS VE AMAC

Oliimciil ligandlar, bagisiklik sisteminin anti-timér etkinliginde dnemli bir role
sahiptir. Grubumuz tarafindan daha 6nce yapilan ¢alismalarda, bir¢cok farkli kanser
tipinde tiimor hiicrelerinin yiizeyindeki TRAIL ve TRAIL reseptdr ekspresyon
profillerinin hastalik gidisat1 hakkinda bilgi verebilecegi gosterilmistir. Diger gruplar
tarafindan yapilan ¢aligmalar sonucunda da, ayn1 durumun Fas ve FasL i¢cin de gegerli
oldugu belirlenmistir. Tiimdr hiicrelerinin yiizeyindeki 6liimciil ligand ekspresyonu
metastaza yatkinhik ve bagisiklik sisteminden kagisa yol agmak suretiyle hastalik
gidisatin1 negatif yonde etkilerken; 6liim reseptorlerinin varligi bu hiicrelerin apoptoza
yatkinligini temsil eder. Timor hiicrelerinin yiizeyindeki 6liim reseptorleri iyi prognozla
iligkendirilse de, bu reseptorler aracilifiyla apoptozun indiiklenebilmesi i¢in, savasgi
lenfositlerin ylizeyinde de oOliimciil ligandlarin sentezleniyor olmasi gerekir. MM
hiicrelerinin yiizeyinde, Fas ve TRAIL reseptorlerinin sentezlendigi bilinmektedir.
Fakat MM hastalarina ait bagisiklik sistem hiicrelerinin yiizeyindeki 6limciil ligand
profilleri hakkinda herhangi bir bilgi heniiz mevcut degildir. Bu nedenle biz de
calismamizda MM hastalarina ait sitotoksik lenfositlerde FasL ve TRAIL ekspresyon
profillerini belirlemeyi hedefledik. Hipotezimize gore, myelom hiicrelerinin 6liim
reseptOrlerini sentezliyor olmalarina ve in vitro ortamda 6liimciil ligand aracili apoptoza
yatkimliklarina ragmen viicut igerisinde sag kalabilmesi, MM hastalarina ait lenfositlerin
Olimcil ligand yiizey ekspresyonunun saglikli kontrollere nazaran azalmis olmasindan
kaynaklanabilir.



GENEL BiLGILER

2.1.  Multiple Myeloma

2.1.1. Tarihsel Siirecte Multiple Myeloma:

Multiple Myeloma (MM), antik ¢aglardan bu yana insanoglunun yiizlesmek
zorunda kaldig1 6liimciil bir hastaliktir. 1932 yilinda Ritchie ve Warren tarafindan,
milattan dnce 800’li yillara kadar uzanan insan fosillerinde yapilan incelemeler,
muhtemel MM vakalarinin saptanmasini saglamistir. Bu yayimni takiben 1941 ve 1967
yillarinda yapilan ¢aligmalarda da Amerika kitasindaki birgok farkl bolgede, M.O.
1300’1ii yillara kadar bu hastaligin kalintilar1 bulunmustur. Elde edilen bilgiler, 10
yasindan 61 yasina kadar degiskenlik gosteren, 6zellikle de 40’1 yaslara ait bireylerin
fosillerinde MM benzeri semptomlar gozlendigini ortaya ¢ikarmistir ki bu da, MM
goriilme yasinin zamanla artig gosterdigini diisiindiirmektedir[1].

Yiizyillardir insanlarin hayatin1 zorlastiran bu hastalik, 1800’Li yillarda tip
doktorlarinin dikkatini ¢ekmeye baglamistir. MM iizerine yapilan ¢alismalarin miladi
sayilabilecek olay, 1845 yilinda 46 yasindaki hasta Alexander McBean’in idrar
orneginin doktoru Thomas Watson tarafindan, taninmis bir kimyager olan Henry Bence
Jones’a gonderilmesidir. Bence Jones, opak bir goriiniime sahip olmasi, asidik 6zellik
gostermesi ve 1,035°lik yogunlugu nedeniyle Watson’un incelenmesini istedigi bu idrar
orneginde 60g/dl civarinda bir proteinin varhigim1 saptamis ve bu proteinin de bir
albumin oksidi (hidrate albumin deutoksit) oldugunu belirlemistir. Bu protein, onlarca
yil sonra MM tanisinda bir belirteg olarak kullanilacak ve “Bence-Jones proteini” olarak
adlandirilacaktir. 1 Ocak 1846’da McBean’in hayatin1 kaybetmesini takiben yapilan
otopside “kaburgalarin bistiiri dkgesi ile dokununca bile kirildig1”, “kaburgalarm ig¢
kismmin kan kirmizis1 ve kaygan jelatinimsi bir madde ile kapli oldugu” ve “kirilgan
sternum” saptanmis, yani kemik tutulumu goézlenmistir. Jelatindz madde iizerinde
yapilan incelemede ise [2], bu maddenin igerisinde alyuvarlarin 1,5-2 Kkati
biiyiikliglinde ve oval yapida ¢ekirdekli hiicreler bulundugu saptanmistir. Ayrica
karacigerinde de 6dem saptanan McBean’in 6liim nedeni ise kayitlara “albuminiiriye
bagli atrofi” olarak ge¢mistir.

McBean hastaligi olarak bilinmeye baslanan bu semptomlara sahip bir diger
hasta 1867 yilinda Hermann Weber tarafindan rapor edilmistir. Bu raporda bahsedilen
40 yasmdaki hasta, McBean’in sikayetlerine benzer bir sekilde siirekli tekrarlayan
soguk alginliklar1 ve gogiis kafesinde agr1 ile konsiiltasyon istemis, ilerleyen
donemlerde ise bel agris1 (lumbar agr1), sternumda deformasyon, kamburluk ve kiiclik
bas hareketleri ile bile siddetlenen omuz ve ense agrisi ortaya ¢ikmistir. Doktora
bagvurduktan 3,5 ay sonra kaybedilen hastanin post-mortem analizinde sternumun
sarkoma benzeri kirmizi/gri bir madde ile kapli oldugu, bu durumun pelviste, bircok
kaburga ve omurda da s6z konusu oldugu, ayrica bobrek ve dalakta amiloidoz
gozlendigi fark edilmistir.



Bes sene sonra, 1872’de William Adams tarafindan sunulan bir vaka raporunda
ise list ve alt ekstremitelerdeki uzun kemiklerde agri, ates ve kilo kaybi sikayetleri ile
doktora bagvuran bir hastadan bahsedilmektedir. Post-mortem inceleme igin hasta
masaya almirken yapilan kii¢iik temasla bile sol femur kirilmis; kemik korteksinin
yerini homojen, yumusak bir jelatindz maddenin aldigi belirlenmistir. Bu jelatindz
maddenin mikroskobik incelemesi sonucunda kiiresel ve oval hiicreler ile kapl oldugu
fark edilmistir. Raporda bahsedilen bir diger 6nemli nokta ise karaciger ve bobreklerde
gbzlenen amiloidozdur.

“McBean’in hastali§1” olarak uzun bir siire tanman hastaligin “Multiple
Myeloma” olarak adlandirilmas: ise 1873 yilinda J. von Rustizky tarafindan
gerceklestirilmistir. Von Rustizky, 47 yasindaki hastasmin sakaginda Mayis 1972°den
itibaren biiylimeye baslayan ve yumruk biyiikligiine erisince goz felcine
(oftalmoflejiye) neden olan bir kitleden bahsetmistir. Hastanin 6liimiinden sonra yapilan
otopside, vertebraya yerlesik 8 farkli tiimor bulunmus ve bunlar von Rustizky tarafindan
“yumusak ve kirmizi birgok myelom” olarak tanimlanmistir. Mikroskobik inceleme
sonrasinda ise daha once rapor edilen vakalarda oldugu gibi bu vakada da gozlenen
jelatindz maddenin tek ¢ekirdekli yuvarlak hiicrelerden olustugu ve bu hiicrelerin
cekirdeginin membrana yakin bir sekilde, periferde durdugu belirlenmistir.

1883 yilinda W.Kiihre, akut kemik yumusamasi (osteomalazi) oldugu diisiiniilen
40 yasmdaki hastasinin idrar yogunlugunun da daha 6nce bahsedilen MM vakalarma
benzer oldugunu fark etmis ve idrar o6rnegindeki proteini izole etmistir. Elde ettigi
“albumosurie” proteininin Bence Jones proteini ile benzer atom oranlar1 igermesinden
dolay1 kamburluk, ¢igneme giicliigii ve paraliz sikayetleri ile gelmis olan bu hastanin da
bir MM vakasi oldugu sonucuna varmustir.

MM hastaligmin, giinlimiizde patogenezi biiyiik Olglide bilinen hastaliklar
arasma katilmasinda belki de en biiyiilk paya sahip olan isim, Otto Kahler ise,
konsiiltasyonu altindaki bir tip doktorunda goézledigi semptomlar1 genis bir sekilde
Ozetleyerek, bugiin MM tanisinda kullanilan tabloyu ortaya koymustur [3].

2.1.2. Myeloma Tanimi, Biyolojisi ve Mikrocevre

Multiple Myeloma, hematolojik kanserlerin yaklasik %10 unu olusturur ve tiim
kanser Oliimlerinin %2’sinden sorumludur [4]. 2010 kanser istatistiklerine gore, 2010
yilt igerisinde 20180 Amerika Birlesik Devletleri vatandasmin multiple myelomaya
yakalanacagi ve 10650 kisinin de bu hastalik nedeniyle hayatini kaybedecegi tahmin
edilmekteydi [5]. 2012 yilinda ise bu rakamlar 21700 yeni vaka ve 10710 MM kaynakl1
oliim olarak dngorilmiistiir [6].

Multiple Myeloma hakkinda yillarca siiren deneyimden sonra elde edilen
gozlemlerden biri, MM goriilme sikhigmm wklara baglhh olarak degisiklik
gosterebildigidir. MM vakalarina sirasiyla en sik siyahilerde, Havai yerlilerinde, Israil
Yahudilerinde, Kuzey Avrupa’li ve Amerikal/Kanadali bireylerde rastlanirken;
Ortadogu iilkelerinde, Japonya ve Cin’de hastalik insidansi en diisiikk olarak rapor
edilmistir [7-10]. Bundan bagimsiz olarak, biitiin wrklarda erkeklerde MM goriilme
ihtimalinin kadinlara nazaran daha yiiksek oldugu bilinmektedir [4, 5].
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Multiple Myeloma, genellikle orta yasin iizerindeki bireylerde ortaya
cikmaktadir. Tan1 konma yasi erkeklerde ortalama 62, kadinlarda ise ortalama 61°dir.
Hastaliga 40 yasin altindaki bireylerde de rastlanabilmesine ragmen bu olasiligin yaslh
populasyona nazaran diisik oldugu bilinmektedir[11]. Bu durumun altinda yatan
muhtemel nedenlerden birinin, MM Onciilii sayilan ve 25 yas iistii bireylerin %1 inde
goriilen Onemi Bilinmeyen Monoklonal Gamopati (MGUS)’nin senede %0,5-3 hizla
MM ’ye ilerlemesi olabilecegi iddia edilmektedir [12].
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Sekil 2.1. MM nedenli 6liim riskinin cinsiyet ve wrka gore dagiim (a) ve M goriilme sikhidimin
cinsiyet ve yasa gore dagilimi. Tablolar US National Cancer Institute’s Surveillance
Epidemiology and End Results (SEER) Veritabani’ndan alintidir.

Bir monoklonal gammopatinin MM olarak tanimlanabilmesi i¢in hastalarin
kemik iliginde %10’dan fazla klonal plazma hiicre birikiminin ve serum ya da idrar
orneklerinde monoklonal protein varliginin gdosterilmesi gerekmektedir. Bu nedenle
MM’den siiphelenilen durumlarda, serum kalsiyum, kreatinin, laktat dehidrojenaz
(LDH), beta-2 mikroglobulin, ve albumin parametrelerinin de Ol¢iildiigii tam kan
saymmini takiben; elektroforez yontemi ile kan veya 24 saatlik idrar orneklerinde M
protein var olup olmadiginin (eger varsa seviyesinin) belirlenmesi gerekmektedir.
Nitekim MM hastalarmin yaklasik %93’tinde serum, %75’inde ise idrar M proteinine
rastlanmaktadir [13]. Hastalarin %2’sinin ise serum yahut 24 saatlik idrar 6rneklerinde
M proteinine rastlanmamaktadir. Bu durumda, immiinofiksasyonlu serum serbest hafif
zincir analizi ile k/A oraninin belirlenmesi ile hastalarin yaklagik %98’inde monoklonal
paraproteinlerin  saptanabildigi  bilinmektedir [14]. Bu tetkiklerin ardindan
gerceklestirilecek olan kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi ile hem kemik iligindeki
plazma hiicre birikim oranmin saptanmasi, kemik iligi hiicrelerinin histolojik ve
sitogenetik analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Sekil 2.2’de, 6rnek bir kemik iligi
yaymast gosterilmistir. Kemik iligi yaymas: ile es zamanli olarak, iskelet MR
goriintileme yontemi gibi radyolojik analizlerle de litik kemik lezyonlari
belirlenmelidir.



Sekil 2.2. Ornek bir MM kemik iligi yaymas::
Multiple Myeloma, kemik iliginde monoklonal plazma hiicre birikimi sonrasinda ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle, MM tanisi koyulabilmesi igin hastalardan kemik iligi aspirasyonu
yapilmali ve kemik iligi yaymasi ile myelom hiicre oran1 belirlenmelidir.

Bahsedilen tetkiklerden sonra, 3g/dL’den diisik serum M protein
konsantrasyonu, kemik iliginde %10’dan az klonal plazma hiicre oran1 belirlenen, diger
B hiicre proliferatif hastaliklarina dair herhangi bir belirtiye rastlanmayan ve u¢ organ
hasar1 gézlenmeyen bireylere Onemi Bilinmeyen Monoklonal Gamopati (MGUS) tanist
konur. M protein konsantrasyonunun 3g/dL’nin {istiinde, kemik iligindeki monoklonal
plazma hiicrelerinin ise %10’dan fazla oldugu bireylerde ise tant MM olacaktir. MM,
semptomatik ve asemptomatik olabilmektedir. Hastalarda hiperkalsemi (serum
kalsiyum >11,5 mg/L), bobrek yetmezligi (serum kreatinin > 1,73mmol/L), anemi
(hemoglobin < 10g/dL) veya kemik lezyonlarinin (CRAB) varligi, semptomatik MM’1
asemptomatik (smoldering) formdan ayirt etmektedir [15].

MM evrelendirmesinde temel olarak kullanilan iki metottan ilki, 1975 yilinda
Durie ve Salmon tarafindan gelistirilmis olan Durie-Salmon evrelendirmesidir [13].
Dolagimdaki immiinoglobulin konsantrasyonundan yola ¢ikarak toplam myeloma hiicre
sayisinin elde edilmesine ve belirlenen tiimor kitlesinin kemik lezyon sayisi, serum
kalsiyum/ kreatinin konstantrasyonu ve serum ya da iire M protein konsantrasyonu ile
iliskilendirilmesine dayanan bu yontem MM vakalarini ii¢ temel gruba ayirir. Buna ek
olarak her ii¢ grup da 2mg/dL kreatinin esik konsantrasyon degerine gore A ve B olarak
iki gruba ayrilir. Tablo 1°de Durie-Salmon siniflandirmasi verilmistir.

Tablo 2.1. Durie-Salmon Siniflandirma Sistemine Gore MM Evreleri



Kemik Lezyonlari, | Hemoglobin Kalsiyum | Kreatinin | M Protein

Myelom Oram
Diisiik

0-1 Lezyon, >10g/dL Normal <2mg/dL | (lgG<5g/dL

<0,6x10°myelom !gA<3g/dL,

hiicresi/m? Idrar M
protein>4g/24h)
Diisiik
(lgG<5g/dL

0-1 Lezyon >10g/dL Normal >2mg IgA<3g/dL;

6 .
<9,6x;0 r?yelom idrar M
hiicresi/m protein>4g/24h)

Evre 1 veya Evre 3 olarak smiflandirilamayan 2mg/dL’den diisiik kreatinin
seviyeli vakalar; 0,6x10° — 1,2x10" myelom hiicresi /m*

Evre 1 veya Evre 3 olarak simiflandirilamayan 2mg/dL’den yiiksek kreatinin
seviyeli vakalar; 0,6x10° — 1,2x10" myelom hiicresi /m*”

Yiksek
Artmug Lezyon, | < 8,5 g/dL Yiiksek <2mg/dL | (lgG>7g/dL
>1,2x10%  myelom IgA>5g/dL;
hiicresi/m® idrar M

protein>12g/24h)

SVECECIS Artmis ; Lezyon, | < 8,5 ¢g/dL Yiiksek >2mg/dL | Yiiksek
>1,2x10™ myelom (IgG>7g/dL

. . 2
hiicresi/m IgA>5g/dL;

Idrar M
protein>12g/24h)

Durie-Salmon evrelendirme sistemi her ne kadar biyolojik durum ve timér ytiki
hakkinda gerekli bilgileri verse de, radyografi sonuglarmm gore litik lezyonlarin
yorumlanmasinda 6znel farkliliklarin s6z konusu olabilmesi nedeniyle yeni bir
evrelendirme sistemi gelistirilmesi gerekmistir. Bu nedenle, 1981-2002 yillar1 arasinda
Kuzey Amerika ve Asya’daki 15 farkli merkeze bagvurmus olan toplamda 10750
semptomatik MM hastas1 beta-2 mikroglobulin ve serum albumin konsantrasyonlarina
gore ayrilarak Uluslar Arast Siniflandirma Sistemi (ISS) gelistirilmistir [16]. Kolay bir
sekilde uygulanabilen tetkiklerden yola c¢ikarak hasta sag kalimi hakkinda bilgi
verebilen bu sistem, son donemde Durie-Salmon sisteminin yerini almigtir. Durie-
Salmon evreleme sistemine nazaran tekrar edilebilirligi yiiksek olan bu sistemin en
ciddi dezavantajlarindan biri ise tiimor yiikii hakkinda yeterli fikir verememesidir. ISS’e
gore MM evreleri, Tablo 2’de 6zetlenmistir.



Tablo 2.2. Uluslar arasi Evrelendirme Sistemi’ne (ISS) Gore MM Evreleri

EVRE p2-mikroglobulin | Albumin Ortalama Sag
Kalm
Evre | <3,5mg/L >3,5g/dL 62 ay
Evre Il | Kategoril | <3,5mg/L <3,5mg/dL
Kategori 2 | 3,5 mg/L —5,5mg/L | >0 44 ay
Evre 111 > 5,5mg/LL >0 29 ay

2.1.3. Multiple Myeloma Etiyolojisi

Bir¢ok farkl: kanser tipi gibi, multiple myeloma da kompleks bir hastalik olarak
degerlendirilmekte; kalitsal risk faktorlerinin ¢cevresel etmenlerle bir araya gelmesi
sonrasinda plazma hiicrelerinin kanserlesmesi siirecinin basladig: diisiiniilmektedir.

MM riskinin kalitsal yoniine dair ¢galismalardan biri 2005 yilinda yayinlanan ve
218 MM hastasinin birinci derece yakimlarini inceleyen arastirmadir. Bu calismani
sonuclarina gore MM hastalarinin birinci derece yakinlarinda MGUS goriilme riskinde
anlamli bir artis saptanamamigsken MM goriilme riskinde belirgin bir artis oldugu
belirlenmistir [17]. Yine ayni senede yayinlanan baska arastirmalar da MM hastasi
bireylerin yakinlarinda hem MM, hem de diger kanser tiirlerinin gdriilmesi riskinin
artmus oldugu gostermistir [18]. Tiirkiye’de yapilan bir arastrmada da, MM hastasi
bireylerin yakinlarinda MM gelistirme olasiliginin yiiksek oldugu belirlenmis, hatta bu
kalitsal aktarimin otozomal dominant bir sema sergiledigi ifade edilmistir[19].

Kalitsal aktarimdan da ziyade, MM patogenezinde en cok dikkati ¢eken
hususlardan biri c¢evresel etmenlere bagl olarak gelisen molekiiler degisikliklerdir.
Bahsedilen molekiiler degisiklikler; kromozomal yeniden diizenlenmeler, belirli
genlerde sonradan kazanilan mutasyonlar ya da epigenetik degisiklikleri kapsayabilir.

Yapisal ya da sayisal kromozom bozukluklarma, MM tiimorlerinin biiyiik bir
cogunlugunda rastlanir [20]. Sayisal anormallikler bazinda bakildiginda, MM
hastalarinda hiperdiploidi, hipodiploidi, psddodiploidi ya da tetradiploidi gibi
durumlarla karsilasilabildigi gorilir [21]. Hipodiploidi vakalarinda goriilen 13q
delesyonlari, hatta bazi vakalarda karsilagilan 13. kromozom monozomileri, yaygin
olarak kotii prognozla iligskilendirilmektedir [22]. 13q delesyonlar1 sonucunda, timor
baskilayici genler RB1 ve D13S319’un susturulmasi s6z konusu olmakta ve bu durum
kotii prognozla iliskilendirilmektedir.

Kromozom sayisal bozukluklarinin yani sira, daha da sik rastlanan bir diger
kromozomal yeniden diizenlenme grubu ise translokasyonlardir. Kanser hiicrelerinde
biriken mutasyonlar [23], DNA’da kiriklara yol agarak immunoglobulin bdlgesi basta
olmak ftizere birgok gen bolgesinde parca degisimlerine yol agabilir. Bu degisiklikler,
post-germinal B hiicrelerinin kemik iligine gocilinden Once gerceklesir ve somatik
hipermutasyon biriktirmis B hiicrelerinin kemik iliginde stromal hiicrelerle karsilagmasi
sonrasinda hiicreler olgunlagarak plazmablastlara doniisiir [24]. Olusan plazmablastlarin
serum elektroforezinde tespit edilebilecek miktarda M protein iliretebilmesi i¢in, kemik




iliginde yaklasik bir milyar (10°) hiicrenin birikmesi gerekir.

Beklenebilecegi lizere, MM gelisimi esnasinda plazma blastlarinda meydana
gelen genetik tabanli molekiiler degisikliklere en ¢ok immunoglobulin gen lokusunda
rastlanir. Ornegin IgH geni lokusu olan 14. kromozomun q32 bdlgesi, kromozomal
translokasyonlara en ¢ok maruz kalan bdlgedir. Ozellikle hiperdiploid olmayan MM
hiicrelerinin yaklasik %84’linde bu bolgeyi de i¢ine alan kromozomal translokasyonlar
rapor edilmistir [25].

IgH lokusu 14q32 ile birgok farkli kromozomal bdlge arasinda translokasyon séz
konusu olabilmektedir. Ozellikle en sik rastlanan translokasyonlar; 4p16, 6q21, 11q13
ve 16923 bolgeleri ile 14q32 lokusu arasinda gergeklesmektedir. Bu translokasyonlar
sonucu ekspresyon seviyesi degisen genler ve bu translokasyonlarin prognoza
yansimasi, tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. MM’de en sik karsilasilan sitogenetik bozukluklar

Translokasyon Etkilenen gen Ploidi Goriilme Prognoz
Sikhig
t(4;14)(p16;932) | FGFR3/MMSET | Diploid %15 Kot [26,
27]
t(14;16)(g32;923) | c-maf Non- %5 Kot [28,
hiperdiploid 29]
t(6;14)(921;q32) | CCND3 Non- %3 Iyi [30]
hiperdiploid
t(11;14)(913;932) | CCND1; Diploid %16 Iyi [31]
MYEOV non-
hiperdiploid

Kromozomal translokasyon sonrasi ekspresyon seviyesi degisiklik gdsteren
genlerin yami sira, bazi genlerin ifadesinde translokasyon olmaksizin da degisiklik
olusabildigi bilinmektedir. Ornegin MM vakalarinin %10-40’inda K-Ras ve N-Ras
genlerinde nokta mutasyonlarina rastlanmakta ve bu mutasyonlardan dolayr Ras
proteinlerinin asir1 ekspresyonu kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir [32, 33]. Ras
genlerinin yani sira, DAPK, SOCSI1, p15 ve pl16 basta olmak iizere 120 genin, nokta
mutasyonlarina yahut epigenetik degisikliklere bagl olarak ekspresyon seviyeleri
degismektedir. Bu degisikliklerden pek c¢ogunun prognoz ile alakali bulunmasi
nedeniyle [34, 35], gen ekspresyon profilleme (GEP) hastalik prognoz belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Yalniz bu noktada bariz bir sorun, 120 genlik bir panelin her hasta i¢in
taranmasinmn  yiiklii maliyetidir. Ustelik saghkli plazma hiicrelerinin de myelom
hiicrelerine kontamine olup sonucu degistirebilmesi riski de elde edilecek olan
sonuglarin giivenilirligini etkilemektedir.

MM hastalarinda genomik ve kromozomal bozukluklarin yani sira karsilasilan



bir diger sorun ise, bagisiklik sisteminde karsilasilabilen kusurlardir.

2.2.  Multiple Myeloma ve Bagisiklik Sistemi

Bagisiklik sistemi, organizmalarin patojenlere, herhangi bir enfeksiyon sonrasi
yabancilagmis hiicrelere yahut kanserleserek morfolojik degisiklik gegirmis hiicrelere
kars1 viicudumuzun savunma mekanizmasidir. Cogu kanser tipinde kanserli hiicrelerin
sag kalabilmesi bagisiklik sistemi tarafindan cevap uyandirilamamasina baghdir.

Timor hiicrelerine karsi bagisik sistem ataginin s6z konusu olduguna dair ilk
hipotez, 1908 yilinda Paul Ehrlich tarafindan ortaya atilmistir. Ehrlich tezinde, kanser
hiicrelerine ya da parazitik enfeksiyonlara kars1 diren¢ mekanizmasinda; yani bagisiklik
sisteminde kusur bulunan organizmalarda spontan timor olusumunu gostermistir [36].
Hipotezini desteklemek i¢in yaptigi calismada, 60 nude fare jenerasyonuna timor
hiicrelerini subkutan olarak enjekte etmis ve bu yolla transplante edilen hiicrelerin farkl
dokulara go¢ ederek morfolojik degisim gosterdigini ortaya koymustur. Bu ¢calismadan
49 yil sonra ise, Southam ve arkadaslari, kanser hastalarina ve saglikli bireylere timor
hiicre hatt1 naklettiklerinde saglikli bireylerde inflamasyon kaynakli hiicre reddi
olusabildigini, bu sayede saglikli bireylerin bu hiicrelere kars1 direng olusturarak kanser
olusumundan kurtulabildigini gostermislerdir. Kanser hastalarina ise saglikli epitel
hiicre hatlar1 nakledildiginde bile, bu hiicrelerin neoplastik goriiniim kazanarak timor
olusumuna yol a¢tig1 yine aymi c¢alismada belirtilmisticr [37]. 1964 yilinda, Sir
MacFarlane Burnett, timore karsi bagisiklik direnci konseptini tanimlayip “immune
surveillance” admi1 vermis ve bu denetim mekanizmasini etkileyen faktorleri
gruplandirmistir [38]. 2000 yilinda ise, Hanahan, bagisiklik sistem kusurlarini, kanseri
ayirt etmede kullanilabilecek 7. nitelik olarak olarak tanimlamistir [39]. Bugiin ise;
kanser ve  bagisiklik  sistemi  arasindaki  iliski  “immunosurveillance”,
“immunosubversion” ve “immunoselection” olmak iizere 1i¢ alt grupta
tamimlanmaktadir [40]. Immuno-surveillance ise zaman bazli degerlendirildiginde;
eliminasyon, denge ve kagis fazlarina ayrilmaktadir [41]. Eliminasyon fazi, esasen Sir
MacFarlane Burnett tarafindan tanimlanan kistaslardan olusmaktadir. Bu fazda
bagisiklik sistemi, timor 6zgiil antijenler ya da hiicre morfolojisindeki degisimler
sayesinde kanser hiicrelerini tanir ve bu hiicreleri yok etme yoluna gider. Bagisiklik
sisteminin bu esnada yeterli aktivite gosterememesi, timor hiicrelerinin zamanla
bagisiklik sistem hiicrelerine karsi direng kazanmasi, dolayisiyla da denge fazmna
gecilmesine neden olur. Denge fazmnin tiimorii destekler bicimde siirmesi, zamanla
birgok farkli tiimor varyantinin olusumuna; bagisiklik sisteminden tam olarak kagmay1
basarabilen herhangi bir tiimdr varyantinin cogalarak ortama regiilator hiicreleri
cagirmasi ve bagisiklik sisteminin bdlgede tam olarak baskilanmasina yol agar. Esasen
hastalara kanser tanisimnin konabilmesi, bu doneme tekabiil eder.

Gerek solid gerekse hematolojik kanserlere sahip bireylerin ¢ogunda oldugu
gibi, MM hastalarmin da bagisiklik sistemlerinin tiimor denetim mekanizmalarinda
cesitli bozukluklara rastlanmaktadir. Aslinda MM hiicrelerinin biriktigi kemik iligi, ayn1
zamanda bir¢ok bagisiklik sistem hiicresine de ev sahipligi yapmaktadir ki bu da MM
hiicrelerine  karst  bagisiklik  sistem  savunmasmin  olugmasi  gerektigini
diigiindiirmektedir. Nitekim kanserin yedinci aywrt edici Ozelligi olan bagisiklik
baskilayic1 mikrogevre, MM hastalarmin kemik iliklerinde de s6z konusudur [42].



MM hastalarinin  bagigiklik sistemlerindeki en belirgin  kusur, dendritik
hiicrelerde (DC) gozlemlenmektedir. Kemik iliginde bulunan hiicrelere goz atildiginda,
osteoblastlar, osteoklastlar, stromal hiicreler, endotelyal hiicreler, adipositler, eritroid
hiicreler, hematopoetik kok hiicreler ve 16kositlere rastlanmaktadir. Bu hiicrelerin yan1
sira mikrogevrede bu hiicreleri bir arada tutan ekstraseliller matriks proteinleri
fibronektin, kolajen, laminin ve osteopontin de yiliksek oranlarda bulunmaktadir [43].
MM hiicreleri kemik iliginde birikip oradaki mikrogevre ile iliskiye girdiginde, yukarida
belirtilen BM hiicreleri, insiilin benzeri bliylime faktorii (IGF-1), Stromal Koékenli
Faktor 1- alfa (SDF-1a), tiimor nekroz faktori alfa (TNF-a) ve IL-6 gibi sitokinleri
salgilar [44]. Bu proteinler, MM hiicre sag kalimi, hiicre ¢gogalimi, migrasyonu ve ilag
direngliligi gibi ¢ok onemli kanser destekleyici durumlara yol agarlar [45]. Kanser
destekleyici bu etkilerin yani sira yine ayni sitokinler, bagisiklik sistem baskilanmasina
da yol acabilmektedir. Kemik iligindeki dendritik hiicre aktivitesinin baskilanmasinda
en onemli rol, MM mikrocevresinde, gerek osteojenik hiicreler, gerekse MM hiicreleri
tarafindan salgilanabilen IL-6’ya bi¢ilmistir.

Bahsedilen faktorler, dendritik hiicrelerde hem hiicre sayisindaki azalma, hem de
fenotipik/fonksiyonel bozukluklara yol acabilmektedir. Bu durum, MM hastalarina ait
dendritik hiicrelerin T hiicreleri uyarma kapasitesinin saglikli bireylere nazaran c¢ok
daha diisiik hale gelmesine neden olmaktadir [46]. Dendritik hiicreler tarafindan T
hiicrelerine antijen sunumu ve bu yolla T hiicre uyarimindaki kusurlar, dendritik
hiicrelerin IL-6 antikorlar1 ile muamele edilmesiyle normale donmektedir. Bu durum,
kemik 1iligindeki yiliksek IL-6 konsantrasyonunun dendritik hiicre fonksiyonelligi
tizerindeki etkisini belirgin bir sekilde ortaya koymaktadir [47, 48]. IL-6 ayn1 zamanda,
MM hiicrelerinde Bel-xL ve Mcl-1’in asir1 ekspresyonuna yol agarak, MM hiicrelerinin
apoptozunu engellemektedir [49]. Her ne kadar DC aktivitesini baskilayan en dominant
faktor IL-6 olsa da, MM hastalarimin kan dolasiminda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan Beta-2 mikroglobulin de yine DC aktivitesinde diisiise yol agcabilmektedir [50].

DC’lerin azalmis antijen sunum kapasitesinin yani sira, bu hiicreler tarafindan
salgilanan sitokinlerin ve MM-DC hiicresel baglanmasi sonrasmda MM hiicre i¢i
sinyallesmesinde meydana gelen degisikliklerin myeloma hiicre klonal c¢ogalimini
arttirdig1 bilinmektedir [51]. Ayrica MM-DC etkilesiminin bir diger etkisi de DC
morfolojisi tizerinde gerc¢eklesmekte ve bu hiicreler osteoklast-benzeri morfolojiye
farklilasim gecirerek myeloma ilintili kemik lezyonlarmi; dolayisiyla da hastalik
ciddiyetini arttrmaktadir [52, 53].

DC hiicrelerindeki fonksiyonel kusurlarm MM hastalarinda bu kadar bariz olusu,
ila¢c direncli ve tekrarlayict MM hastalarmin tedavisinde bu hiicrelerdeki kusurlarin
diizeltilmesine  yonelik  caligsmalara kapt agmustir. DC  antijen  sunum
mekanizmalarindaki bozukluklarin iistesinden gelmek admna gelistirilmeye caligilan
stratejilerden biri; dendritik hiicreleri antijen yiiklenerek gergeklestirilecek adjuvan
immiinoterapidir. [54-56]. DC bazlit MM immiinoterapisinde gelistirilmeye ¢alisilan bir
diger yaklagim ise, myeloma-DC fiizyon hiicreleri tarafindan anti-timér etkinligin
uyandirilmasidir [57].

Tahmin edilebilecegi iizere, MM siddetini etkileyen immunojenik faktorler

sadece DC kokenli degildir. Zira dendritik hiicrelerin fonksiyonelliginin azalmasi, bu
hiicrelerin antijen sunum yetenegindeki, dolayisiyla da T hiicre uyarimindaki
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bozunumlari ile karakterizedir.

Beklenebilecegi tlizere, bagisiklik sisteminin efektor lenfositleri olan T ve NK
hiicrelerinde olusan bozukluklar; malign hale gelmis hiicre klonunun yayilimini
kolaylastirarak kanserlesmede rol oynayabilmektedir; bu nedenle de kanser prognozu
tizerinde etki gostermektedir [58].

2.2.1. T Lenfositleri ve MM

T hiicrelerini diger lenfositlerden ayiran en 6nemli 6zelliklerinden biri,
olgunlasma siireglerini timusta tamamlamalaridir [59]. Kazanilmis (adaptif) bagisiklik
sistemine mensup T hiicreleri, kansere yahut diger patojenlere kars1 viicut savunmasinin
en onemli elemanlarindandir. Kemik iligindeki ortak lenfoid progenitérden kdken
alarak timusta gelisen T hiicreleri; iki farkli soya ayrilarak, reseptor tiplerine gore af3 ve
vo T hiicreleri seklinde gelisimlerini stirdiiriirler. Kan dolasimidaki T hiicrelerinin
yaklasik %95’ini teskil eden off T hiicreleri, yiizeylerindeki CD3 proteini ile diger
lenfositlerden ayrilirlar ve bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde farkli roller oynayan
alt gruplar1 kapsarlar. Bu gruplar, hiicre yiizeyinde CDS proteini sentezleyen
CD3+CD8+ sitotoksik T lenfositleri (CTL),CD4 proteini sentezleyen CD3+CD4+
yardime1 T hiicreleri (Th1,Th2, Th17 ve folikiiler T hiicreleri), CD56 proteini
sentezleyen CD3+CD56+ NKT hiicreleri ve diisiik afiniteli IL-2 reseptorii CD25°1
sentezleyen CD3+CD4+CD25+ regiilator T hiicreleri (Treg)’dir. Thl hiicreleri, IFN-y,
TNF-a, IL-2 gibi sitokinleri salgilayarak inflamasyon olusturmak suretiyle hiicresel
immiiniteyi aktive etmek; Th2 hiicreleri IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 gibi inflamasyon
durdurucu sitokinleri salgilamak ve antikor tiretimine yardimci olmaktan sorumluyken
[60]; Th17 hiicreleri ise IL-17 salgilayarak inflamasyon tabanli doku hasar1 ve
otoimmiin reaksiyonlara sebep olmaktadir [61].

vo T hiicrelerinin aksine, aff T hiicreleri Major Histokompatibilite Kompleksleri
(MHC) tarafindan tanitilan antijenleri taniyarak aktive olur ve tepki gosterirler [62].
CD4+ yardimc1 T hiicreleri MHC-II smifi tarafindan tanitilan peptidleri, CD8+
sitotoksik T lenfositleri ise MHC-I smifi tarafindan tanitilan peptidleri tanirlar. Klasik
MHC molekiillerinin yan sira, klasik olmayan MHC proteinleri de hiicresel bagisiklik
sistemine antijen sunumunda gorev alabilirler; nitekim NKT hiicreleri klasik olmayan
MHC molekiilit CD1d tarafindan sunulan antijenleri tantyarak aktive olurlar [63].

Sitotoksik T lenfositleri, hedef hiicreyi, perforin ve granzim A/B igeren
graniillerin kalsiyum bagimli salimimi ile ya da 6liimciil ligand (6zellikle FasL) aracili
apoptoz indiikksiyonu ile oOldiirebilirler [64][14]. Perforin/granzim bagimli graniiler
sitotoksisitenin gerceklesebilmesi, TCR’ler tarafindan hedef hiicre yiizeyinde bulunan
MHC (diger adiyla insan l6kosit antijeni, HLA) proteinlerinin ya da bunlar tarafindan
sunulan peptidlerin taninmasina baghdir. Hedef hiicre yiizeyinde HLA (MHC)
sentezinin yeterli seviyelerde olmamasi durumunda ise, T hiicreleri graniiler
sitotoksisite gosterememektedir.

2.2.1.1. Multiple Myeloma’da Goézlenen T Hiicre Bozukluklar:

T hiicre fonksiyonlarindaki bozulmalar, ¢ogu kanserin ortak noktasini
olusturmaktadir. MM hastalarinin T hiicrelerine bakildiginda da, gerek yardimci T
hiicrelerinin, gerekse sitotoksik T hiicrelerinin sag kalimlarinda ya da aktivasyonunda
kusurlara rastlanabilmektedir. Dendritik hiicre aktivasyonunda oldugu gibi, T hiicre
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aktivasyonunda da MM mikrogevresi engelleyici rol oynayabilmektedir. Ornegin MM
kemik iliginde yliksek konsantrasyonda bulunan TGF-beta, T hiicre proliferasyonunu
baskilayan ve T hiicrelerinin IL-2’ye cevabini engelleyen en dnemli faktorlerden biridir
[65].

MM hastalarinin T hiicreleri, bu hastaligin onciilii sayllan MGUS hastalarina
nazaran bozulmus fonksiyon gostermektedir [66-68]. Her ne kadar 6nceleri aktivasyon
bozuklugunun hiicre i¢i gen ekspresyon profillerinden kaynaklanmadigi diistiniilmiis
olsa da [66]; Mozaffari ve arkadaslarmin 2004 yilinda yaptigi ¢alismada, MM
hastalarmin T hiicrelerinde, hiicre aktivasyonunda da rol oynayan ylizey belirtegleri
CD28, CD152, CD3¢ ve hiicre i¢i sinyallesmenin en 6nemli elemanlar1 olan p56Ick,
p59fyn, PI13-k, Zap70 gibi proteinlerin azalmis ekspresyon seviyeleri rapor edilmistir
[69]. Bu durum ise, T hiicre reseptoriiniin sunulan antijeni tanimasindan sonra ikincil
sinyallerin olusumunu, dolayisiyla da T hiicre aktivasyonunu engellemektedir [70].

Hem CD4+ yardimc1 T hiicrelerinde, hem de CD8+ sitotoksik T hiicrelerinde;
fonksiyonel bozukluklarin yani swra sayisal degisimler olusabilmekte; bu durum ise
bagisiklik sisteminin dogal dengesinin bozulmasina yol agabilmektedir [71]. Mariani ve
arkadaslar1 tarafindan yayinlanan ¢aligmada, T hiicre reseptorleri analiz edildiginde,
global T hiicre ¢esitliliginin MM hastalarinda ciddi bir bozuluma ugradig1 belirlenmistir
[72]. Kimi MM hastalarinda CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin oligoklonal yayilimlar1
gozlenmekte [73]; oligoklonal hiicre yayilimmin sitotoksik T lenfositlerinde baskin
olmasi durumunda [74] hasta sag kalim siiresinde artis goriilebilmektedir [75, 76].
Oligoklonal T hiicre yayilimi her ne kadar saglikli bireylerde de yasa bagl olarak artis
gosterebilse de, paraproteinemisi olan hastalarda bu durumun daha belirgin oldugu
rapor edilmistir [73]. MM hastasi bireylerde CD4+ T hiicre sayisinin azaldigi, CD8+
hiicre sayisindaysa bir degisiklik olmadigi, dolayisiyla sitotoksik T lenfositlerinin sag
kalimmdan ziyade bu lenfositlerdeki fonksiyon kaybinin MM patogenezinde rol
oynadigini gosteren yayinlar da mevcuttur [13].

T hiicrelerinin anti-tiimor aktivitesinde rol oynayan bir diger yolak, Oliimciil
ligand aracili hedef hiicre apoptozu ile multiple myeloma prognozunun iliskisi ise
bilinmemektedir. Halbuki kanser, apoptoz mekanizmalarinin bozulmasi nedeniyle
ortaya ¢ikan bir bozukluktur ve TNF sitokin ailesine mensup 6liimciil ligandlar, timor
hiicrelerini etkin bir sekilde apoptoza yonlendirebilmektedirler.

2.3.  Oliimciil Ligandlar: FasL ve TRAIL

Tiim6r Nekroz Faktorii (TNF) ligand protein ailesi olarak da bilinen 6liimciil
ligandlar, viicut savunmasmin 6nemli bir kismini olustururlar. TNF ligand ailesinin
bilinen en 6nemli elemanlar1 TNF a, lenfotoksin B (LT-B), FasL (CD95L), ve TRAIL
(TNF-iligkili Apoptoz Indiikleyici Ligand)’dir [77]. TNF ligand ailesinin ismini de
aldigt TNF, ilk olarak 1975 yilinda, farelere nakledilen sarkomalarin hemorajik
nekrozuna yol agmasi sayesinde fark edilmistir [78]. Bundan 10 y1l sonra ise TNF geni
klonlanmugtir [79, 80].

TNF ligand ailesinin bir diger 6nemli eleman:1 olan FasL, 1923 bdlgesinde
yaklasik 8kb’lik bir alan kaplayan CD95L geni tarafindan kodlanrr [81]. 40kDa
biiyiikliiglindeki bu proteinin Ozellikle dalak, timus, testis, bobrek ve akciger
dokularinda sentezlenebildigi bilinmektedir [82]. TRAIL ise, 281 aminoasitlik bir
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protein olarak [83]; 3q26 bolgesindeki 20kb’lik TRAIL geni tarafindan sentezlenir [84].
Oliimciil ligandlarm ekstraseliiler bolgeleri birbirine benzerlik gosterirken, sinyal
yolaklarmmi da etkileyen intraseliiler bolgelerinde onemli farkliliklar s6z konusudur.
Hiicre ici sinyallesmeyi saglayan intraseliiler bolgenin uzunlugu FasL’de 80aa, TNF’de
35aa, LT-B’da 18aa, TRAIL’de ise 17aa’dir [85].

Oliimciil ligandlarm etkinlik gdsterebilmesi igin, hedef hiicre yiizeyinde bu
ligandlar1 taniyan reseptorlerin bulunmasi gerekir. Oliimciil ligandlarin her biri,
homotrimer hale geldikten sonra kendilerine 6zgli reseptorlere baglanabilirler [86, 87].
TNF’in iki reseptorii bulunmaktadir. Bunlardan ilki olan TNFR1 (CD120a, p55/60),
birgok farkli dokuda eksprese olabilirken; TNFR2 (CD120b, p75/80) sadece
hematopoietik hiicrelerde sentezlenmektedir [88]. TNF reseptorlerinin bir¢ok farkli
dokuda sentezlenebilmesi, TNF’in anti-timor etkinliginin spesifisitesini azaltmakta ve
bu sitokini daha ziyade inflamatuvar tepkimelerde 6nemli kilmaktadir. Zira TNF ve
TNFR knock-out farelerin mikrobiyal enfeksiyonlara yatkin oldugu gozlenmis ve
bakteriyal endotoksin verildiginde inflamatuvar cevabin olmasi gerekenden daha diistik
oldugu tespit edilmistir [89].

Harici yolakla apoptozu indiikledigi fark edilen ilk 6liim reseptorii, Fas (Apol,
CD95)’dir [90, 91]. Fas, TNFR gibi, birgok farkl hiicre tipinde sentezlenir [92] fakat in
vivo ortamdaki temel rolii tehlike sinyali veren (viriis enfekte ya da transformasyon
gecirmis) hiicrelerin yok edilmesi lizerinedir. Nitekim Fas mutasyonu olan (gld)
farelerde ve FasL mutasyonu olan (lpr) farelerde lenfoproliferatif bozukluklar
gozlenmektedir [93]. Diger 6nemli 6liimciil ligand olan TRAIL ise daha karmasik bir
reseptor silsilesine sahiptir. Insanda TRAIL’i taniyan 5 farkli reseptdr bulunmaktadr.
Bunlardan; DR4 (TRAIL-R1, Apo-2) ve DR5 (TRAIL-R2) 6liim reseptorleri; DcR1 ve
DcR2 hiicre zarina baglh yalanci reseptorler; osteoprotegrin (Opg) ise ¢oziiniir yapida
bir yalanci reseptordiir. Oliim reseptdrleri olan DR4 ve DRS, sitoplazmik bdlgelerinde
olim bolgesi (Death domain, DD) bulundurur [89, 94]. TRAIL’in, DR4 homotrimeri,
DR5 homotrimeri veya DR4-DRS5 heterotrimerine baglanmasi sonucu benzer apoptotik
sinyaller olusur [95]. TRAIL’in diger reseptorleri ise hiicre i¢i apoptotik sinyal
gonderemedikleri i¢cin “yalanci reseptorler” (decoy reseptorler) olarak adlandirilirlar.
DcR2 (TRAIL-R4), sitoplazmik bolgesi oldugu halde DD’i giidiiktiir ve fonksiyon
gosteremez [96]; DcR1 (TRAIL-R3)’in ise sitoplazmik bolgesi, dolayisiylu DD’i yoktur
[97]. DcR1 ve DcR2’nin fonksiyonel 6liim bolgelerinin olmamasi, bu reseptorlerin
herhangi bir apoptotik sinyal gonderememesine; hatta bazi durumlarda 6liim reseptorleri
ile yarisa girerek apoptozu engellemelerine neden olur [98]. Osteoprotegrin (OPG,
DcR3) ise ¢oziiniir yapidadir ve bu nedenle herhangi bir hiicre i¢i sinyal gdndermesi s6z
konusu degildir [99, 100].

Oliimciil ligandlar, hem hiicre zarmdan gecen (transmembran) proteinler olarak,
hem de ¢Oziinebilir yapida etkinlik gosterebilirler. Coziinebilir ligand yapisi, 6zel bir
kisim proteolitik islem sonucunda olusur [86, 101]. Her ne kadar ¢oziinebilir ligandlar
da viicut savunmasinda onemli rol oynuyor olsa da, hiicre zarma bagl Oliimciil
ligandlarm, ¢6ziinebilir olanlara nazaran ¢ok daha etkin oldugu bilinmektedir [102].
Bunun nedeni, Oliimciil ligand-6liim reseptdrii iliskisinin transmembran proteinler
tarafindan, ¢dziinebilir proteinlere nazaran daha etkin olmasidir. Ornegin membrana
bagli TNF-alfa hem TNF-reseptor 1 (TNFR1), hem de TNF-reseptor-2 (TNFR2)’yi
tantyabilirken ¢ozilinebilir TNF (sTNF), TNFR2’yi aktive etmek hususunda yeterince
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etkili degildir. Benzer sekilde, ¢Oziinebilir FasL’nin Fas reseptoriinii tetikleyebilmek
hususunda membrana bagli formdan daha az etkin oldugu gosterilmistir. TRAIL i¢in de
ayni durum s6z konusudur; hiicre zarma bagli TRAIL hem TRAIL-R1, hem de TRAIL-
R2’yi etkin bir sekilde aktive ederken, ¢oziinebilir protein séz konusu oldugunda
TRAIL-R2’nin uyariminda etkinlik kaybi s6z konusu olmaktadir [103-105]. Bu
nedenle, viicut tarafindan kansere karsi verilen tepkide, ¢Oziiniir ligandlardan ziyade
membran-bagli ligandlar daha biiylik 6nem arz etmektedir.

Kanser hiicrelerinin 6liimciil ligandlara verecegi cevabi belirleyen Onemli
parametrelerden biri bu hiicrelerin yiizeyindeki dliimciil ligand ve reseptor profilleridir
[106]. Gen Tedavi Unitemiz tarafindan yaymlanmis olan bir¢ok c¢alismada, 6liimciil
reseptor ve ligand profillerinin kanser prognozu ile iliskilendirilebilecegine dair veriler
elde edilmistir. 2007 yilinda yayinladigimiz bir ¢alisma, TRAIL ve TRAIL reseptor
profillerinin invaziv duktal meme karsinomlu bireylerde tiimor derecesi hakkinda bilgi
verebildigini gostermistir [107]. Yine grubumuz tarafindan, TRAIL ligand ve reseptor
profillemenin, pankreatik duktal adenokarsinomali dokularin saglikli dokulardan [108];
prostat kanserinin ise iyi huylu prostat hiperplazisinden ayriminda kullanilabilecegi
belirlenmistir [109]. Bu reseptér ve ligand profilleme yontemi, ayn1 zamanda prostat
kanserli bireylerde hastalik prognozu ve hastalarin sag kalim siireleri ile ilgili 6n bilgi
verebilmektedir [110]. Elde etmis oldugumuz bu veriler, TRAIL ligand ve reseptor
profillerinin, saglikli dokular ile tiimér dokularinin ayriminda, kanser prognozunun ve
hasta sag kaliminin erken evrede belirlenmesinde kullanilabilecegine isaret etmektedir.

Grubumuz tarafindan solid tiimorlerde elde edilmis olan verilere ek olarak, diger
gruplar tarafindan hematolojik kanserler iizerinde yapilan bazi ¢aligsmalarda ise, AML
blastlarinda CD95 (Fas) ekspresyonunun [111], diffiiz biiyiik B-hiicre lenfomasinda
(DLBCL) ise Fas ve FasL sentez seviyelerinin [112] sag kalim siiresiyle dogrudan
iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica, KML blastlarinda yiiksek FasL [113] ve DLBCL
hastalarinda diisik DRS [114] ekspresyonlarinin kotii prognoza isaret ettigi de
bilinmektedir. Dolayisiyla, 6liim ligand ve reseptorler profilleri, solid tiimorlerin yani
sira, hematolojik malignansilerde de hastalik seyrinin takibinde kullanilabilecek 6nemli
bir parametredir.

Kanser dokularindaki 6liimciil ligand ve reseptor sentez profilleri ile kanser
prognozu arasindaki baglanti bilinmesine ragmen, kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesinden
sorumlu bagisiklik sistem hiicrelerinin 6liimciil ligand sentez miktarmin prognostik bir
oneminin olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir. Halbuki 6liimciil ligandlarin in vivo
anti-timor etkinligi, bu sitokinlerin en 6nemli kaynagi olan T ve NK lenfositlerine
baglidir. T ve NK lenfositlerinin fonksiyonunun MM prognozu ile iliskili olabilecegine
dair veriler gbéz Oniine alindiginda, bu hiicrelerin yilizeyindeki Olimciil ligand
profillerinin arastirilmasi, MM prognoz takibine katki saglayabilir. Bu nedenle biz de
calismamizda dncelikle bagisiklik sisteminin sitotoksik lenfositlerinde FasL ve TRAIL
ekspresyon profillerinin MM hastalar1 ve saglikli bireyler arasinda farklilik gdsterip
gostermedigini belirlemeyi hedefledik.
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Sekil 2.3. Oliimciil Ligand Reseptorleri

TNF reseptorlerinden biri olan TNFR1 sitoplazmik bdlgesinde bulunan 6liim bolgesi sayesinde
apoptotik sinyal olusturabilirken, TNFR2 hiicre proliferasyonunu arttiran NF-kappaB yolagini
uyararak anti-apoptotik etki saglar. Fas (CD95) FasL tarafindan uyarilan ana reseptordiir ve
hiicre igi apoptotik yolaklari uyarir. FasL’nin baglanabilecegi bir diger reseptor ise apoptoz
yolagi uyandiramayan DcR3’diir. TRAIL’i taniyan 5 reseptorden iigii yalanci reseptorler, ikisi
ise Oliim reseptorleridir. Ekstraseliiler bolgeleri Fas ile yiiksek homoloji gésteren DR4 ve DRS
olim reseptorleri sitoplazmik bolgelerinde bulunan 6lim bdlgesi (DD, kirmizi) sayesinde
hiicre i¢i apoptotik sinyalleri uyarirlar. Yalanct TRAIL reseptorlerinden DcR2, giidiik DD
nedeniyle apoptotik sinyal olusturamazken DcR1’de DD yoktur ve bu reseptor transmembran
degil, membran-kenetli yapidadir. Bir diger yalanci TRAIL reseptorii osteoprotegerin (OPG)
¢oziinlir yapidadir ve TRAIL’e afinitesi olduk¢a diisiiktiir. Sekil uyarlanarak ¢izilmistir [86,
115].
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GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Orneklerinin Elde Edilmesi:

Akdeniz Universitesi T1ip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dal’nda veya Antalya
Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Hematoloji Boliimii’nde Multiple Myeloma
(MM) tanisini yeni almis ve heniiz higbir tedavi gormemis hastalardan periferal kan
ornekleri heparinize (yesil kapakli) tiiplere alindi. Hastalara MM tanis1 konurken goz
oniine alman parametreler, kemik iliginde %10’dan yiiksek oranda plazma hiicresinin
gbzlenmesi, serum elektroforezde monoklonal bant saptanmasi, normal degerlerin
iizerinde beta-2-mikroglobulin seviyesi ve CRAB (Hiperkalsemi, Bobrek Yetmezligi,
Anemi, Litik Kemik Hastalig1) semptomlarinin mevcut olmasidir. MM disinda herhangi
bir bagka malinitesi olan, otoimmiin hastalif1 ya da tip 2 diyabeti olan ve koroner arter
hastalig1 (yahut myokard enfarktiis ge¢misi) olan hastalar arastirma disinda tutuldu.

3.2.  Kontrol Grubu Orneklerinin Elde Edilmesi:

Kontrol grubu bireyler, hasta grubu ile yas ve cinsiyet eslestirmeli olarak segildi.
Kontrol grubu saglkli bireylerin tip 2 diyabet hastast olmamasi, koroner arter
hastaligimm bulunmamasi, herhangi bir seye alerjisinin olmamasi, otoimmiin
hastaliginin bulunmamasi, statinler de dahil olmak iizere herhangi bir ila¢ kullanmiyor
olmasi sartlar1 arandi. Hastalar gibi, kontrol grubu bireylerin de periferal kan 6rnekleri,
heparinize tiiplere (BD) alindiktan sonra boyama islemleri gergeklestirildi.

Deneyimize dahil edilmis olan hasta/kontrol dagilimi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.4: Calismaya Dahil Edilen Hasta ve Kontrol Profilleri

Hasta Kontrol
Cinsiyet Erkek Kadin Erkek Kadin
Say1 7 7 5 4
Yas Ortalamasi 55,14 67 55,8 67,2

3.3.  Akis Sitometrisi

Akis sitometri analizi, BD FACScanto II cihazinda FACS Diva yazilimi
kullanilarak gerceklestirildi. Hiicre popiilasyonlar1 CD3+, CD3-, CD3+CD4+,
CD3+CD4+CD25+, CD3+CD8+ hiicreler ve total lenfositler olarak degerlendirildi.
Popiilasyonlar ayrilirken izotip kontrollerden faydalanildi.

3.3.1. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi:
1X lizis tamponu: 10X lizis tamponu (Becton Dickinson) 1:10 oranina steril distile su
ile karistirilarak hazirlandi:
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%]1°1lik Paraformaldehit Cozeltisi: 0,1g PFA (Sigma Aldrich) tartilip 10ml PBS
icerisinde karistirilarak ¢ozdiiriildi.

Hiicre Yikama Tamponu: Becton Dickinson firmasindan hazir olarak satin alinan “Cell
Wash” soliisyonu kullanildi.

QuantiBrite PE Boncuklar: QuantiBrite PE (Becton Dickinson) boncuklar1 igeren tiipler,
500uL Cell Wash soliisyonu eklenerek vorteksleme yontemi ile ¢ozdiirtildii.

3.3.2. Akis Sitometri Analizi icin Boyama Protokolii:

Her bir &rnek igin FasL, TRAIL, CD107a ve Izotip Kontrol olmak iizere dorder
tiip hazirlandi. Her bir tiipe 100uL periferal kan 6rnegi alindi. FasL, TRAIL ve CD107a
tiiplerine 18ulL CD3-FITC, 4,5 uL CD4-APC-Cy7, 18 uL CD8-PerCP, 4,5 uL CD25-
PE-Cy7, 18 uL CD56 APC antikorlar1 eklendi. Sonrasinda FasL tiiptine 4,5 pL FasL-
PE, TRAIL tiipiine 4,5 puL TRAIL-PE, CDI107a tiipiine ise 18 uL CD107a-PE
antikorlar: ilave edildi. Izotip kontrol tiipii, 18 uL FITC, 4,5 uL APC-Cy7, 18 uL
PerCP, 4,5 uL PE-Cy7, 18 uL APC ve 4,5 uL PE izotip kontrolleri ile muamele edildi.

Tipler oda sicakligi ve karanlik ortamda 20 dakika bekletildi. 20 dakika
sonrasinda tiipler 100 uL 1X lizis tamponu ile homojenize edilerek tekrar karanlik
ortam ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Bekleme siirecinin ardindan tiipler 3500
rpm hizdaki santrifiijde 5 dakika g¢evrildi. Dokelti atilarak ¢okelti 1000 pL Cell Wash
soliisyonu icerisinde ¢ozdiiriildii ve tekrar 3500 rpm hizda 5 dakika santrifiigasyon
yapildi. Dokelti tekrar atilarak Cell Wash soliisyonu ile yikama asamasi tekrar edildi.
Ardindan elde edilen ¢okelti, 600 pL Cell Wash igerisinde ¢ozdiiriilerek analize hazir
hale getirildi. Gerekli goriildiigii durumlarda (eger akis sitometri analizi giin igerisinde
gergeklestirilemeyecekse) 600 pL %1 PFA eklenerek drnekler +4°C karanlhik ortamda
saklandu.

3.3.3. Akis Sitometri Analiz Protokolii:

Akis sitometri analizine baglanmadan Once, tezimizde kullandigimiz florofor
renklerinden yanlis sinyal gelmemesi i¢in kompanzasyon islemi gergeklestirildi.
Kompanzasyon islemi, oncelikle BD FACScanto II cihazi i¢in iiretilmis olan boncuk
kitiyle, ardindan elimizdeki boyalara 6zel maniiel diizenlemelerle gergeklestirildi.

Her analiz 6ncesinde, QuantiBrite PE tiipii okutularak boncuklara FSC-H/SSC-H
grafiginden kap1 agildi ve PE sinyalleri histogram olarak degerlendirildi. Gozlenen 4
ayr1 popiilasyon sinyal yogunluklarma gére Diisiik (Low), Orta-Disiik (Med-Low),
Orta-Yiiksek (Med-High) ve Yiiksek (High) olarak smiflandirildi. Bu popiilasyonlarin
sinyal degerlerinin geometrik ortalamasi FacsDiva yaziliminin istatistik programi
vasttastyla belirlendi.

17



Specimen, 001-30 ARALIK QUANTIERITE

pecimen 001-30 ARALIK QUANTIBRITE

& EDIUM HIH
MEDIUM Lo

" i Recard Date: Dec 30, 2011 10:05:47 .
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$G 2] Population Geo Mean

= . O e e

e B E] HIzH 131,862
] B MEDIUM HIGH 51,193

B MEDIUM LOWY 11,936

o B Lowy 1,062

Sekil 3.1. QuantiBrite Boncuklar Okutulduktan Sonra izlenen Protokol:
QuantiBrite Boncuklar FSC-H/SSC-H ekseninde okutulduktan sonra boncuk kapisi agilir. Elde
edilen sinyaller PE ekseninde okutuldugunda 4 tepe olustugu gozlemlenir. Bu tepeler, Diisiik
(Low), Orta-Diisiik (MediumLow), Orta-Yiiksek (MediumHigh) ve Yiiksek (High) olarak
gruplandirilir. Bu tepelerden alinan floresan sinyallerin geometrik ortalamalari, yukarida
anlatilmis sekilde oldugu gibi Excel tablosuna girilir ve regresyon egrisi ¢ikartilir.

FacsDiva yazilimi kullanilarak, FSC/SSC ekseninden oncelikle lenfosit
popiilasyonu kapisi a¢ildi. Bu hiicrelerin PE sinyalleri Total Lenfosit PE sinyali olarak
degerlendirildi. Lenfosit kapisindan CD3+ hiicreler (T hiicreleri) ve CD3- hiicreler (T
hiicreleri disindaki lenfositler) belirlendi. CD3+ hiicrelere de bir kapi agilarak bu
hiicreler de CD3+ CD4+ (yardimer T hiicreleri (Th)) ve CD3+ CD8+ (Sitotoksik T
lenfositleri (CTL)) hiicreler olarak ayrildi. CD3+ CD4+ hiicre kapisindan da CD25+ ve
CD25- hiicre popiilasyonlar1 ayirt edildi. Bu hiicre gruplarindaki PE sinyal dagilimlari
histogram analizi ile ¢ikarild1 ve geometrik ortalama degerleri elde edildi.

3.3.4. Sinyal Degerlerinin Analizi ve istatistiksel Degerlendirme:

QuantiBrite PE boncuklar okutuldugunda elde edilen geometrik ortalama
degerleri (FL2) Excel dosyasina girilerek bunlarin LoglO {izerinden degerleri
hesaplandi. QuantiBrite PE tiipleri ile beraber gelen PE/Boncuk degerleri de yine ayni
Excel dosyasinda LoglO iizerinden hesaplandi. PE/Boncuk Logl0 degerleri y ekseni,
FL2 Logl0 degerleri x ekseni kabul edilerek regresyon grafigi ¢ikarildi. Grafik tizerinde
lineer regresyon korelasyon sabiti ve regresyon denklemi c¢ikarildi. Bu denklem
orneklerden elde edilen PE sinyallerinin hiicre basmma diisen antikor seklinde
degerlendirilmesinde kullanildi. Bunun i¢in de, yine hiicre popiilasyonlarindan elde
edilen sinyallerin geometrik ortalamalar1 Logl0 {lizerinden hesaplandi. Log10 degerleri
X ekseni kabul edilerek hiicre basma diisen antikor (APC degerleri) hesaplandi. Nicel
APC degerlerinin yan1 sira, PE+ hiicre popiilasyonlarinin ortalama floresan
yogunluklar1 (MFI) FlowJo programi kullanilarak hesaplandi. Ayni yazilim ile hiicre
popiilasyonlarinin ayrimi FACS Diva yazilimi i¢in tarif edildigi sekilde tekrar edildi ve
dogrulandi. PE sinyal degerleri, hem pozitif hem de negatif hiicrelerin PE sinyal
geometrik ortalamalar1 ve yine MFI degerleri géz Oniine alinarak degerlendirildi. Bu
verilerin yani1 swra ayni yazilim kullanilarak pozitif hiicrelerin ortalama floresan
yogunluklar1 (MFI) hesaplandi ve izotip/deney PE sinyal histogram grafikleri
hazirland.

3.3.4. Istatistiksel Analiz ve Verilerin Hazirlanmasi
Kontrol grubu bireylerin ve deney grubunun lenfosit popiilasyonlarindaki ABC
ve MFI degerleri, SPSS istatistik programi kullanilarak karsilagtirildi. Degerlerin
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normal dagilima uymamasi nedeniyle non-parametrik test olan Mann-Whitney U
testinden faydalamldi. Istatistiksel anlamlilik derecesi p<0,05 olarak kabul edildi.
Bagnt1 (korelasyon) testlerinde ise Spearman Rho testi kullanildi. Noktasal dagilim
grafikleri Graphpad programu ile, kutu grafik c¢izimleri ise SPSS programi ile
gerceklestirildi.
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BULGULAR

4.1. FasL ve TRAIL proteinlerinin lenfositler yiizeyindeki ekspresyonu akis
sitometrisi ile gosterilebilmektedir.

MM hastalar1 ve saglikli bireylerin lenfosit popiilasyonlar1 arasinda yiizey FasL
ve TRAIL ekspresyonlar1 bakimindan farklilik olabilecegine dair hipotezimizi akis
sitometri yontemi ile test ettik. Literatiirde bulunan bilgiler, NK hiicreleri ve T
lenfositlerinde FasL ve TRAIL ekspresyonunun sitokin uyarimi sonrasinda artis
gosterdigi, fakat dinlenme konumundaki ekspresyonun akis sitometri yontemi ile
gosterilemeyecek kadar diisiik olduguna yonelikti [116-118]. Biz ise yaptigimiz
deneyler sonrasinda saglikli bireylere ait lenfositlerin yilizeyinde FasL ve TRAIL
ekspresyonunun lenfosit izolasyonu yapilmaksizin tam kan boyamasi yapildig: takdirde
akis sitometri ile gosterilebildigini belirledik. Elde ettigimiz verilere gore, hem FasL,
hem de TRAIL antikorlarindan alman PE sinyal degerleri, ayn1 renk floroforla isaretli
izotip kontrollere gore belirgin bir farklilik gostermektedir (Sekil 1).

Count

Ll | Ly 0 L | -/1 T T T
5 2 5
0 10 0 10 10° 10* 10
Comp-PE-A
d f
0 0 T
T v rrT T T TreT
2 5 2 3 5 2 5
0 10 10 10 10 0 10 10 10 10 0 10 10 10 10
Comp-PE-A Comp-PE-A Comp-PE-A

Sekil 4.1: FasL ve TRAIL yiizey ekspresyonlar1 akis sitometri yontemi ile gosterilebilmektedir.
52 yasindaki kadm kontrole ait lenfositlerin yiizey FasL (mavi) ve TRAIL (kirmizi) sentez
profilleri izotip kontroller (gri) referans alinarak solda gésterilmistir. a) CD3+; b) CD3+CD4+;
c) CD3+CD8+; d) CD3+CD4+CD25+; e) CD3-; f) Biitiin lenfositler. Sinyal/hiicre sayisi
dagilimini gosteren histogramlar, FlowJo yazilimi kullanilarak analiz edilmis ve ¢alistirilmustir.

4.2. Multiple Myeloma Hastalarina Ait Periferal Kan Lenfositlerindeki TRAIL
ve FasL. Ekspresyonu Saghkh Kontrollere Nazaran Diisiik Gozlenmistir.
Calismamizda elde ettigimiz verilere gére hem MM hastalarmma, hem de
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yas/cinsiyet eslestirmeli saglikli kontrollere ait lenfositlerinin yiizeyinde FasL ve
TRAIL proteinleri sentezlenmektedir. Saglikli kontroller ve MM hastalarinin
FasL/TRAIL ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin belirlenmesi igin ortalama
floresan intensiteleri (MFI degerleri) degerlendirildi. Oncelikli olarak akis sitometri
analizi esnasinda boyut/graniilerite degerlerine bakilarak lenfosit kapisi agildi. Bunun
ardindan CD3+ ve CD3- hiicreler ayr1 ayr1 belirlendi. CD3+ hiicre kapisindan ise CD8+,
CD4+ ve CD4+CD25+ hiicreler saptandi. Her bir hiicre popiilasyonunda FasL+/FasL-
veya TRAIL+/TRAIL- ayrimi yapilmaksizin biitiin hiicrelerin verdigi ortalama PE
floresan sinyal degerleri incelendi.

4.2.1. MM hastalan ve Saghkh Kontrollere Ait Lenfositlerdeki FasL. Ekspresyon

Profillerinin Degerlendirilmesi.

14 hasta ve 9 saglikli kontrole ait T lenfosit popiilasyonlarmin verdikleri FasL
sinyali (MFI degerleri) FlowJo programi ile saptanip SPSS istatistik yazilimi ile
degerlendirildi (Sekil 2). Elde ettigimiz verilere gore, incelemis oldugumuz biitiin
lenfosit gruplarmin yiizeyindeki FasL ekspresyon oranlar1t MM hastalarinda saglikli
kontrollere nazaran daha diisiiktiir. Biitiin lenfositler, CD3+ T hiicreleri ve CD3+CD4+
yardimc1 T hiicreleri incelendiginde saglikli grup ve hasta grubu arasindaki farkin
oldukea belirgin oldugu saptandi (p<0,01). Benzer bir sekilde, CD3+CD8+ sitotoksik T
hiicreleri, CD3- lenfositler ve CD3+CD4+CD25+ hiicrelerde de istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik oldugu belirlendi (p<0,05). CD3+ hiicreler incelenirken
CD3+CD8+ sitotoksik T hiicreleri (CTL), CD3+CD4+ yardimec1 T hiicreler (Th) ve
CD4+CD25+ T hiicreleri ayr1 ayr1 degerlendirildi (Sekil 3). Kontrol grubu bireylere ait
lenfositlerden ve MM hastalarinin lenfositlerinden alinan sinyallerin ortanca degerleri
Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 4.5. FasLL MFI Ortanca Degerleri

Hasta FasL MFI | Kontrol FasL MFI
Ortanca Degerleri Ortanca Degerleri
Lenfositler 387 1422
CD3+ 427 1523
CD3+CD4+ 528 1772
CD3+CD8+ 325 1136,5
CD3+CD4+CD25+ 543,5 2526
CD3- 251 1208
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Sekil 4.2: Kontrol grubu ve hasta grubuna ait lenfosit popiilasyonlarinin FasL ekspresyon oranlari
arasinda belirgin farkhhk gozlenmistir.
Istatistiksel analiz ve kutu-grafigi SPSS yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Incelenen
biitiin lenfosit popiilasyonlarinda MM hastalarimin saglikli kontrollere nazaran daha diisiik
FasL sinyali verdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.3: CD3+ hiicre popiilasyonlarindaki FasL ekspresyonlari.
CD3+ T hiicre popiilasyonlar1 kendi igerisinde ayrilarak yapilan istatistiksel analiz sonucunda,
yardimer T hiicrelerinde (Th, CD4+) (p<.01), sitotoksik T hiicrelerinde (CTL, CD8+)(p<.05)
ve CD4+CD25+ hiicrelerde (p<.05) MFI degerlerinin MM hastalarinda saglikli bireylere
nazaran azalmis oldugu tespit edilmistir.

4.2.2. MM hastalann ve Saghkh Kontrollere Ait Lenfositlerdeki TRAIL

Ekspresyon Profillerinin Degerlendirilmesi.

FasL sinyallerini analiz etmekte kullanilan metotlar tekrar edilerek TRAIL
sinyalleri de analiz edildi. Elimizde bulunan verilere gore, FasL gibi TRAIL ortalama
sinyal profilleri de saglikli bireyler ve MM hastalarina ait lenfosit gruplarinda anlaml
bir farklilik gostermektedir (p<0,05). Lenfosit popiilasyonlarmin hasta grubu ve kontrol
grubu olarak ayrilarak TRAIL ortalama sinyal yogunluklarmm degerlendirildigi kutu
grafigi Sekil 4’de gosterilmistir. Ayrica, FasL ortalama sinyalleri analiz edilirken
oldugu gibi, TRAIL sinyalleri de T hiicre popiilasyonlar1 géz 6niine alinarak belirlendi
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(Sekil 5). Lenfositlerin verdigi TRAIL sinyal yogunluklarinin ortanca degerleri Tablo
6’da verilmistir.

Tablo 4.6. TRAIL MFI Ortanca Degerleri

Hasta FasL MFI | Kontrol FasL MFI
Ortanca Degerleri Ortanca Degerleri
Lenfositler 387 1422
CD3+ 427 1523
CD3+CD4+ 528 1772
CD3+CD8+ 325 1136,5
CD3+CD4+CD25+ 5435 2526
CD3- 251 1208
M Lymphocytes
6.000- B CD3pos
[C]cD3cD4
Ml cD3CD4CD25
[JcD3cDs
M cD3neg
5.000
p<0,05
I . 1
4,000
< |
3 3.000 X ok
=
- * *
2,000 i
1.000 l l
0—
1 1
Kontrol Hasta
Grup

Sekil 4.4: Kontrol grubu ve hasta grubuna ait lenfosit popiilasyonlarimn ortalama TRAIL
ekspresyonlar1 arasinda belirgin farkhihk gézlenmistir. istatistiksel analiz ve kutu-grafigi SPSS
yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. incelenen biitiin lenfosit popiilasyonlarimda MM hastalarinin
saglikli kontrollere nazaran daha diisiik TRAIL sinyali verdigi (p<0,05) tespit edilmistir
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Sekil 4.5. CD3+ hiicre popiilasyonlarindaki TRAIL ekspresyonlari.
CD3+ T hiicre popiilasyonlari kendi igerisinde ayrilarak yapilan istatistiksel analiz sonucunda,
yardimer T hiicrelerinde (Th, CD4+) (p<.01), sitotoksik T hiicrelerinde (CTL, CD8+)(p<.05)
ve CD4+CD25+ hiicrelerde (p<.05) TRAIL MFI degerlerinin MM hastalarinda saglikli
bireylere nazaran azalmis oldugu tespit edilmistir.

4.3. MM Hastalan ve Saghkh Kontrollerin Lenfositlerindeki Hiicre Basina
Diisen Oliimciil Ligand Sayis1 Kantitatif Olarak Degerlendirildiginde
Farkhhk Belirlenmistir.

Akis sitometri ¢alismalarinda genel olarak kullanilan yontem ortalama sinyal
intensitelerinin (MFI) degerlendirilmesi olsa da, hiicre basina diisen ligand sayisinin
hiicresel ekspresyon regiilasyonu hakkinda daha gercekgei bilgi verebilecegini diisiindiik.
Bu nedenle ¢alismamizda MFI degerlerinin yani sira hiicre basina diisen antikor
miktarmin (ABC degerlerinin) hesaplanmasima da yer verildi. ABC degerinin tespiti ile
hiicrelerde ekspresyonu gozlenen ortalama ligand sayis1 belirlenebilmektedir.
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FasL ABC

4.3.1. MM hastalan ve Saghkh Kontrollere Ait Lenfositlerin Yiizeyinde
Sentezlenen FasL ve TRAIL Protein Sayilarinin Degerlendirilmesi
Lenfositler tiizerindeki FasL ve TRAIL proteinlerinin kantitatif analizi

QuantiBrite PE boncuklar kullanilarak gergeklestirildi (bkz. 3.3.4). Bu hesaplamalar

icin PE sinyallerinin geometrik ortalamalar1 6rneklerin akis sitometri analizi esnasinda

FACSdiva yaziliminin istatistik programi kullanilarak hesaplandi. Nispeten daha nesnel

bir degerlendirme olan bu yontem uygulandiginda elde edilen sonu¢ MFI degerlerine

benzer olsa da, CD4+CD25+ T hiicrelerinin istisnai bir durum teskil ettigini saptadik.

Elde ettigimiz verilere gore, MM hastalarinda incelenen biitiin lenfositlerde hiicre

ylizeyindeki FasL. ve TRAIL protein sayilar1 azalmig olsa da, bu azalis CD4+CD25+

hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli oranda degildir (Sekil 6). Tablo 7°de FasL ABC
ortanca degerleri, Tablo 8’de ise TRAIL ABC ortanca degerleri verilmistir.

Il cD3pos Il Co3pos
25000 A il CO4pos 20000 B il CO4pos
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] CD3neg CD3neg
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©
p>0,05 j
E 10.000-
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* ) * *
* - * 5.000- *
5.000 g 8 .
! 5 ] ‘ b k i ﬁ : i
i v b i : .
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Kontrol Hasta Kontrol Hasta
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Sekil 4.6. Kontrol grubu ve hasta grubuna ait lenfositler, hiicre basina diisen FasL ve TRAIL
antikor sayisina gore degerlendiginde farkh ekspresyon profilleri gozlendi.
MM hastalarma ve saglikli bireylere ait lenfosit popiilasyonlarinin hesaplanan ABC degerleri
karsilastirildiginda CD3+CD4+CD25+ lenfositler disindaki (p>.05) biitlin lenfositlerin yilizey
FasL (A) ve TRAIL (B) sayisinin MM hastalarinda daha diisiik oldugu belirlenmistir (p< .05).
Istatistiksel analiz ve kutu-grafigi SPSS yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Tablo 4.7. Hasta ve Kontrol Gruplarina Ait Lenfositlerde Bulunan Ortalama FasL Protein

Miktarlan
Hasta FasL ABC | Kontrol FasL ABC
Ortanca Degerleri Ortanca Degerleri
Lenfositler 958 3067
CD3+ 797 3455
CD3+CD4+ 959,5 4354
CD3+CD8+ 806 2496
CD3+CD4+CD25+ 2339 10371
CD3- 2450 576

Tablo 4.8. Hasta ve Kontrol Gruplarina Ait Lenfositlerde Bulunan Ortalama TRAIL Protein

Miktarlar:
Hasta TRAIL ABC | Kontrol FasL ABC
Ortanca Degerleri Ortanca Degerleri
Lenfositler 794 3208
CD3+ 705 4261
CD3+CD4+ 773 4978
CD3+CD8+ 665 3180
CD3+CD4+CD25+ 1731 9003
CDs3- 580 2816
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Sekil 4.7. CD3+ hiicre popiilasyonlarindaki FasL. ABC degerleri
CD3+ T hiicre popiilasyonlar1 kendi icerisinde ayrilarak yapilan istatistiksel analiz sonucunda,
yardimei T hiicrelerinde (Th, CD4+) (p<.05), sitotoksik T hiicrelerinde (CTL, CD8+)(p<.02)

hiicre bagina diisen antikor miktarlarinin degistigi, CD4+CD25+ hiicrelerde ise ekspresyondaki
diisiistin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>.05) saptanmustir.

4.4, MM Hastalan ve Saghkh Kontrollerin Oliimciil Ligand Sentezleyen
Lenfosit Oranlar1 Arasinda Anlamh Bir Farkhilik Gozlenmedi.
Calismamizda, MM hastalarma ait lenfositlerin yiizeyindeki FasL ve TRAIL

ekspresyonunun saglikli bireylere kiyasla diismiis oldugunu belirledik. Lenfositlerin

Oliimciil ligand aracili apoptotik etkisi lizerindeki en 6nemli rol hiicre basina diisen

ligand sayis1 olsa da, bu proteinleri eksprese eden hiicrelerin sayis1 da 6nem arz edebilir.

Bu nedenle, akis sitometri verileri ayn1 zamanda FasL ve TRAIL eksprese eden hiicre

oranlarmm MM hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda degerlendirilmesi i¢in

yorumlandi. Ligand ekspresyon esigi, izotip kontrollere gore belirlendi. Caligmamiza
dahil edilen her bir lenfosit popiilasyonu i¢in esik degeri lizerinde sinyal veren hiicreler
belirlendi ve yiizde degerleri elde edildi. FlowJo programi ile ligand pozitiflik oranlari
belirlenen hiicre popiilasyonlar1 SPSS istatistik programi kullanilarak hasta-kontrol
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% FasL+

gruplart arasinda karsilastirildi. Bu analizler sonrasinda, MM hastalar1 ve saglikli
kontroller arasinda Sliimciil ligand ekspresyonu gosteren hiicre yiizdeleri agisindan

farklilik saptanmadi (Sekil 7).
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Sekil 4.8. Kontrol grubu ve hasta grubuna ait lenfositlerin 6liimciil ligand pozitiflik oranlari
arasinda anlamh bir farkhlhk gozlenmedi. MM hastalarina ve saglikli bireylere ait
lenfositlerde FasL (A) ve/veya TRAIL (B) ekspresyonu gosteren hiicre oranlarinda anlamli
bir farklilik s6z konusu degildir (p>.05).
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Sekil 4.9. Kontrol grubu ve hasta grubuna ait lenfositlerin 6liimciil ligand pozitiflik oranlar:
arasinda anlamh bir farkhihk gozlenmedi. MM hastalarina ve saglikli bireylere ait
lenfositlerde FasL (A) ve/veya TRAIL (B) ekspresyonu gosteren hiicre oranlarinda anlaml
bir farklilik s6z konusu degildir (p>.05).

4.5. Lenfositler Yiizeyindeki FasL. ve TRAIL Ekspresyon Profilleri Birbiri ile

Bagintih Bulundu.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gére, MM hastalarinda saglikli bireylere
nazaran azalmig FasL ve TRAIL ekspresyonu s6z konusudur. FasL ve TRAIL protein
sayillarindaki azalmanin ortak bir denetim mekanizmasmdan gecip gegmedigini
belirlemek icin lenfosit gruplar1 {izerindeki FasL ve TRAIL ekspresyon oranlari
korelasyon testi ile degerlendirildi. Analiz sonuglarimiza gore, FasL ve TRAIL
ekspresyon seviyeleri arasinda belirgin bir baginti s6z konusudur (Tablo 4); yani
ligandlardan birinin ekspresyon seviyesindeki artis ya da azalis, digerinin ekspresyon
seviyesinde de ayni etkinin s6z konusu oldugunu goéstermektedir.
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Hucre Popiilasyonlari Korelasyon Sabiti

Lenfositler 0,791 0,000
CD3+ hiicreler 0,707 0,000
CD3+CD4+ hiicreler 0,664 0,000
CD3+CD8+ hiicreler 0,662 0,001
CD3+CD4+CD25+ hiicreler 0,691 0,000
CD3- hiicreler 0,624 0,000

Tablo 4.9: FasL ve TRAIL’in yiizey ekspresyonu eszamanhdir.
Genel lenfosit popiilasyonunun, CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3+CD4+CD25+ ve
CD3- lenfositlerin tizerlerindeki ligand sayilar1 (ABC degerleri) SpearmanRho korelasyon
testi ile degerlendirildi. Analizimize gore, FasL ve TRAIL’in lenfositler {izerinde ekspresyonu
es zamanli olup, ortak bir regiilasyon mekanizmasi ile denetlenmektedir.
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TARTISMA ve SONUCLAR

Multiple Myeloma, monoklonal plazma hiicrelerinin kemik iliginde birikmesi
sonucu meydana gelen ve ug¢ organ yetmezliklerine yol agan tehlikeli bir hematolojik
kanser tipidir. Birgok farkli kanser tipi gibi, Multiple Myeloma hastalarinin bagigiklik
sistemlerinde de tlimore karsi tepki gosteren mekanizmalarin bozunumu s6z konusudur
[74]. Bagisiklik sisteminin tiimore karsi savas mekanizmalarindan biri, 6liimciil ligand
aracili apoptoz uyarmmidir. In vitro kosullarda, gerek FasL [119], gerekse TRAIL’in
myeloma hiicrelerini 6ldiirebildigi bilinmektedir [120-122]. Hasta myeloma hiicreleri
incelendiginde de, hem TRAIL 6liim reseptorlerinin, hem de Fas antijeninin yiizey
ekspresyonu gosterilmistir  [123]. Tedavi stratejileri  gelistirilmesi  yOniindeki
calismalarda, TRAIL o6lim reseptorlerini hedefleyen agonistik antikorlarin MM
apoptozunu saglayabildigi belirlenmistir [124]. Biitiin bu veriler, MM hastalarinin
FasL/TRAIL aracili apoptoz mekanizmalarinin bozulmus olabilecegini, bunun da MM
hastalarma ait sitotoksik lenfositlerde Oliimciil ligandlarin  ekspresyonlarmin
azalmasindan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle biz de ¢alismamizda
MM hastalarina ait sitotoksik lenfositlerin yiizeyindeki Oliimciil ligand ekspresyon
profillerini belirlemeyi amagcladik. Elde ettigimiz sonuclar, hipotezimizi dogrular
sekilde, 6zellikle CD3+ hiicre popiilasyonlarmin yiizeyinde FasL ve TRAIL ekspresyon
profillerinin degistigini ve hiicre yiizeyine bagli olan ligand sayilarinin azaldigmni
gostermektedir.

Oliimciil ligandlarin tiimér hiicrelerinin apoptozuna yol acabilmesi igin, 6liim
reseptoOrleri tarafindan taniabilmesi, yani hiicre yiizeyine ¢ikmis olmasi gereklidir. Bu
nedenle, ligand profillemesi, mRNA ya da hiicre i¢i protein ekspresyonuna gore degil,
hiicre yiizeyinde proteinlerin varligina gore yapilmalhidir. Bu nedenle biz de
calismamizda hem MM hastalarindan hem de saglikli kontrollerden alian periferal kan
orneklerini herhangi bir miidahaleye tabi tutmaksizin akis sitometri yontemiyle analiz
ettik. Bugiline kadar genel kani, periferal kandan alinan lenfositlerin ylizeyinde 6liimciil
ligand ekspresyonlarinin akis sitometri ile belirlenmesi i¢in 6ncelikle sitokin uyarimina
maruz birakilmasi gerektigi yoniindeydi. Literatiirde mevcut yaymnlarda, T ve NK
lenfositlerinde hiicre i¢i FasL ve TRAIL ekspresyonunun oldugu, fakat bu ligandlarin
yalnizca aktivasyon sonrasinda hiicre yiizeyine ¢ikabildigi rapor edilmistir [116-118,
125]. Ozellikle perforin/granzim graniillerinin salmimmin engellenmesi durumunda
FasL ve TRAIL’in hiicre yiizeyine ¢ikamamasi, bu durumu desteklemektedir[126, 127].
Bu calismalarin ortak yonlerinden biri, 6nce lenfositlerin izole edilip sonra akis
sitometrinin yapilmasi, yani hiicrelerin mekanik strese maruz tutulmasi ve ortamdaki
uyarici faktorlerin tamamen arindirilmasidir. Kanimizca, digsaridan sitokin muamelesi
ile lenfositlerin aktive edilmesi ve bu sayede oliimciil ligand yiizey ekspresyonunun
belirlenmesi, hastalarin bagisiklik sistemlerinin viicut igi aktivasyon oranmi degil,
aktive edilebilirlik kapasitesini analiz etmekte kullanilabilir. Hiicre kiiltiir ortam1 ve
viicut i¢i fizyolojik ortam karsilastirildiginda, periferal kan dolasimindaki hiicrelerin
stirekli “tehlike sinyali”’ne maruz kaldig1, dolayisiyla zaten aktif olduklar: diistiniilebilir.
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Bu nedenle periferal kandan alman lenfositlerin yiizey 6liimciil ligand ekspresyonu
herhangi bir miidahale olmaksizin direk degerlendirilmelidir. Nitekim g¢alismamizda
elde ettigimiz sonuglar, periferal kan alinir alinmaz akig sitometri boyamasina maruz
tutuldugu ve sonra lizis uygulamasiyla eritrositlerden arindirildigi takdirde ligand
sinyalinin akis sitometri ile belirlenebildigini gdstermektedir.

Yiizey proteinlerinin ekspresyon profillerinin akis sitometri analizi igin en sik
degerlendirilen parametre ortalama sinyal yogunluklar1 (MFI degerleri)’dir. Nispeten
yeni bir diger analiz metodu ise kantitatif akis sitometri (QFCM)’dir. Kantitatif analiz
icin kullanilmakta olan dort temel metot vardir: Qifikit, CellQuant, QuantiBrite PE ve
Quantum Simply Cellular System. Biz ¢alismamizda hiicre basina diisen antikor sayisini
(ABC) belirlemek i¢in, QuantiBrite PE boncuklardan ve PE isaretli FasL/TRAIL
antikorlarindan faydalandik. Cogu hiicre popiilasyonunun MFI ve ABC degerlerinin
saglikli/hasta karsilagtirmasi birbiri ile tutarh olsa da, CD3+CD4+CD25+ hiicreler igin
durum farkli bulundu. Bu hiicrelerde MFI degerleri saglikli ve hasta bireyler arasinda
bariz derecede farkli iken ABC degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
degildi. MFI, alman ortalama sinyal degerini aritmetik ortalama ile verirken, ABC
hesaplamalarinda sinyal degerlerinin geometrik ortalamasi kullanilir. Hiicre ylizey
proteinlerinin sabit degil, degisken bir alan igerisinde gidip geliyor olmasi; yani
FasL+/TRAIL+ hiicrelerin ayr1 bir popiilasyon olusturmak yerine farkl sinyal degerleri
ile homojen olmayan bir dagilim gdstermesi; bu analiz i¢in geometrik ortalamanin
kullanilmasin1 daha uygun hale getirmektedir. Yani homojen dagilim gostermeyen
ekspresyon profilleri incelenirken QuantiBrite boncuklar ile sayisal analizin yapilmasi,
ortalama sinyal yogunluklarinin degerlendirilmesinden daha hassas sonug¢ verebilir.
Dolayisiyla, CD3+CD4+CD25+ hiicrelerin yiizeyindeki 6liimciil ligand ekspresyon
miktarlarinin saglikli kontroller ve hasta Ornekleri arasinda anlamhi bir farklilik
gostermedigini soylemek daha uygun olabilir.

Calismamiz esnasinda kullandigimiz hasta ve kontrol kan 6rnekleri gontilliiliik
esasina dayanilarak almmustir. Saglikli kontrollerin yani1 sira, MM hastalarinin da,
herhangi bir otoimmiin hastaliktan veya tip 2 diyabetten muzdarip olmamasi, anti-
depresan ila¢ kullanmamasi, kalp krizi hikayesi/koroner arter hastaliginin olmamasi
kriterleri  aranmustir.  Zira bu  hastaliklarda, kan dolasimindaki sitokin
konsantrasyonlarinin degistigi, 6zellikle serum IL-2 ve bazi inflamatuvar sitokinlerin
konsantrasyonlarinin arttigi [128-130], dolayisiyla da FasL/TRAIL ekspresyonu igin
daha uygun ortam olustugu bilinmektedir. Ayrica statin gibi kolesterol ilaglarmin
bagisiklik sistemini etkileyebilecegi diisiiniilmiis ve bu durumda da kontrol kan
ornekleri degerlendirmeye alimmamasgtir.

Tez caliyjmamiz sonucunda elde edilen biitiin veriler gz Oniine alindiginda,
bagisiklik sisteminde herhangi bir kusur ya da fazladan uyarima yol agacak faktdrler
olmayan saglikli kontroller ile yine ayni durumdaki MM hastalarina ait sitotoksik
lenfositler arasinda FasL ve TRAIL ekspresyon profillerinin farkli oldugu gériilmiistiir.
Calisma sonuglarimiza gore bu farklilik, 6liimciil ligand ekspresyonu gdsteren hiicre
sayist/oranindan ziyade, hiicre basina diisen ligand sayisindan kaynaklanmaktadir. FasL
ve TRAIL ekspresyonlarindaki diismeye yol agabilecek muhtemel nedenlerden biri,
Multiple Myeloma hastalarinin serumlarindaki yiiksek IL-6 sitokin konsantrasyonu
olabilir [131]. Zira literatiirde mevcut ¢alismalar, IL-6’nin, IL-2 varliginda dahi FasL
ekspresyonunu ve FasL aracili apoptozu engelleyebildigini gostermistir [119, 132]. MM
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hastalarina ait periferal kan lenfositlerindeki azalmig 6liimciil ligand ekspresyonu,
hastalarin stirekli tekrarlayan enfeksiyonlardan muzdarip olmasmnin altinda yatan
nedenlerden biri olabilecegi gibi, “immune-surveillance” mekanizmasinin kusurlu
noktalarindan birini teskil ediyor da olabilir. Dolayisiyla lenfositlerdeki bu kusuru
diizeltmek adina disaridan FasL/TRAIL gen nakli, MM tedavisinde umut veren bir
strateji olarak degerlendirilebilir.
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OZGECMIS

8 Nisan 1988 dogumlu Fatma Zehra Hapil, lise egitimini Antalya Anadolu
Lisesi’nde tamamlamis, 2004 yilinda Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik boliimiinde lisans egitimine baslamustir. 2007 yilinda Wiirzburg Universitesi
(Almanya) Norobiyoloji ve Genetik Bolimiinde Dog¢.Dr. Bertram Gerber’in
danismanhgr altinda 2 aylik stajim tamamlamistir. 2008 yilinda, seref derecesiyle
Molekiiler Biyoloji ve Genetik bolimiinden mezun olmus, Eyliil-Aralik aylar1 arasinda
Karolinska Enstitiisii Huddinge Hastanesi Hematoloji Boliimii altindaki Gen ve Hiicre
Tedavi Grubu’nda 3 aylik staj yapmustir. 2009 yil1 Ocak aymdan itibaren ise Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Gen Tedavi Unitesi'nde Prof.Dr. Salih Sanlioglu’nun
danigmanlig1 altinda staj yaparak laboratuarda devam etmekte olan projelere istirak
etmistir. Bu donemde, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan
gerceklestirilen Deney Hayvanlar1 Sertifika Programi’na katilarak deney hayvanlar
kullanim sertifikast almistir. Eyliill 2009 tarihinden itibaren yine Prof.Dr. Salih
Sanlioglu’nun danismanlhigi altinda Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Tibbi
Genetik Yiksek Lisans Programi’nda 6grenim gormeye baslamistir. 25 Agustos - 4
Eylil 2010 tarihleri arasinda Finlandiya’nin Kuopio kentinde Avrupa Molekiiler
Biyoloji Organizasyonu (EMBO) denetimi altinda gerceklestirilen Gen Tedavide Viral
Vektorler (Viral Vectors in Gene Therapy) pratik kursuna katilarak, giincel gen tedavi
yaklasimlarini, lentiviral vektér ftretim ve saflastirma metotlarin1  Ggrenmistir.
Akademik kariyerine Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda kayith yiiksek lisans 6grencisi
olarak devam etmektedir.
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EK 1: HEMATOPOEZDE PLAZMA HUCRE GELISIMi
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Ek Sekil: Hematopoezde plazma hiicre farkhilagsmasi:

Hematopoietik kok hiicreler kemik iliginde lenfoid ve myeloid orjinlere ayrilir. B hiicreleri,
plazmasitoid dendritik hiicreler, T hiicreleri ve NK hiicreleri lenfoid orjinden koken alirlar. T
hiicreleri olgunlagma siireci timusta gegirirken, B hiicreleri kemik iliginde olgunlasir. B
hiicrelerinin de olgunlagmasi sonucunda immunoglobulin salgilama kapasitesine sahip plazma
hiicreleri olusur. B hiicrelerinin klonal yayilim1 ve farklilasmasi esnasinda gegirdigi mutasyonlar
sonrasinda plazma hiicre klonlarindan birinin malin hale gelerek kemik iliginde birikmesi
sonucunda MM olusur.



