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OZET

YENIi TANI MULTIPL MiYELOM HASTALARINDA KEMIK iLiGINDE
CD4+CD25+ FoxP3+ PD-1+ REGULATOR T HUCRELERIN DUZEYININ VE
PD-1, PD-LI mRNA IFADESININ ARASTIRILMASI

Deniz EKINCI

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Aysun OZKAN
Ocak 2020; 91 Sayfa

Multipl miyelom (MM) habis bir plazma hiicre kanseridir. Yeni tedavi
secenekleri ve kok hiicre nakline ragmen hemen hemen her zaman hastalarda niiks
geli sir . Gerek yeni tan1 MM gerekse tedavi almis MM hastalarinda regiilator T hiicre
(Treg) artis1 koti klinik seyir ile iliskilendirilir. Tregler immiin yanit1 baskilayan bir T
hiicre alt popiilasyonudur. Programlanmis hiicre 6liimii proteini 1 (PD-1) sinyal yolagi
Treg gelisimi ve fonksiyonunda 6nemli rol oynar. PD-1 bir immiin kontrol noktasi
olarak kabul edilir ve hem antijene spesifik T hiicrelerinde apoptoz indiiklenmesi hem
de Treg hiicrelerinde apoptozu inhibe etme yoluyla otoimmiin tepkilere karsi korur.
MM'da PD-1 ve ligandi PD-LI 'e yo6nelik inhibitor ilaglarin kullanildigi klinik
calismalarin sayis1 hizla artmaktadir. MM' da bu klinik ¢aligmalarin varligina karsin
kemik iligi mikrogevresinde Treg hiicrelerinin dagilimi konusunda bilgiler yetersizdir.
Calisgmada MM hastalarinda kemik iligindeki PDI+ Treg hiicre dagilimlar1 ve PDI/PD-
LI genleri ifade seviyelerinin incelenmesi amaglanmistir.

Calismada yeni tanili 20 MM olgusu ve kontrol grubu olarak idyopatik
trombositopenik purpura (ITP) ile takip edilen 9 olgu degerlendirilmistir. Kemik iligi
orneklerinden fikol ayristirma yontemiyle elde edilen mononiikleer hiicrelerde CD4,
CD25, Foxp3 ve PDI(CD279) proteinlerinin ifadesi akis sitometri yontemiyle
incelenmigtir . PDI (PDCDI) ve PD-LI (CD274) genleri mRNA ifadelerinin
belirlenmesi amaciyla kemik iligi orneklerinden silika kolon yontemi ile total RNA
elde edilmistir. Reverse transkriptaz PCR ile mRNA'dan cDNA sentezlenmis ve
kantitatif PCR yontemi kullanilarak hedef genlerin goreli ifade seviyeleri
belirlenmistir.

Calismada MM hastalarinda PD-1 ve PD-LI mRNA ifade seviyeleri daha yiiksek
diizeyde bulunmustur. MM hastalarinda CD4 CD25 FoxP3 PD- 1 Treg hiicreleri
(%) Olciimleri daha yiiksek diizeyde tespit edilmistir. Hastalarin evrelerine goére CD4
CD25 FoxP3 PD-1 Treg hiicreleri (%) ve PD-1 mRNA 6l¢timlerinin farkli diizeylerde
olmadig1 goriilmektedir. Hastalarin evrelerine gore PD-LI mRNA o6l¢timlerinin farkl
diizeylerde oldugu ve farkin evre I olan hastalarin PD-LI mRNA



Olctimlerinin Evre II ve 111 hastalarina gore daha yiiksek diizeylerde olmasindan
kaynaklandigi gortilmiistiir .

Bu calisma yalnizca hasta tedavisinde terapdtik seceneklere kilavuzluk ettigi
igin degil ayn1 zamanda da bu ilaglarla tedavi edilen hastalarda alinan yaniti
gliclendirme stratejilerini bulmak agisindan da énemlidir .
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE LEVEL OF CD4+ CD25+ FoxP3+ PD-1+
REGULATOR T CELLS AND PD-1, PD-LI mRNA EXPRESSION iN BONE
MARROW iN NEW DIAGNOSIS MULTIPLE MYELOMA

Deniz EKINCI

PhD Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Aysun OZKAN
January 2020; 91 Pages

Multiple myeloma (MM) is a cancer that plasma cells. in almost all patients
may be develop relaps although new treatment options and stem cell transplantation.
Increased regulatory T cell (Treg) has been associated with poor clinical outcome in
which both newly diagnosed and treated MM patients. Treg cells are a T cell subgroup
that suppressing immune response. Programmed cell death protein 1 (PD-1) signalling
pathway play essential role in Treg function and development. PD-1 is accepted as an
immune check point which protects against autoimmune responses by both inducing
apoptosis in antigen-specific T cells and inhibiting apoptosis in Treg cells. In literature
knowledge is insufficient about Treg cell distribution in the bone marrow
microenvironment despite the presence of these clinical studies in MM. in this study,
we aimed to investigate PDI+ Treg cell distribution and PDI/PD-LI gene expression
levels in MM patients bone marrow.

in the study, twenty patients newly diagnosed MM cases and as control group
nine patients with Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) were included.
Mononuclear cells were isolated from bone marrow by using density gradient
centrifugation method. CD4, CD25, Foxp3 and PD1(CD279) protein expressions were
evaluated flow cytometry on mononuclear cells. in order to determine mRNA
expression of PDI (PDCDI) and PD-LI (CD274) genes, total RNA was obtained from
bone marrow samples by silica column method. cDNA has been synthesized from
MRNA through reverse transcriptase PCR. The relative expression levels of target
genes were determined using the quantitative PCR method.

The study, PD-1 and PD-LI mRNA expressions were higher in MM patients. CD4
CD25 FoxP3 PD-1 Tre g cells (%) measurements were found to be higher in
MM patients. CD4 CD25 F oxP3 PD-1 Treg cell (%) and PD-1 mRNA levels were
not being show difference according to stage of patients. PD-LI mRNA expressions
were different according to the stage of the patients and the difference was due to the
higher levels of PD-L1 mRNA expression of the stage | patients compared to Stage 11
and Il patients.
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This study is important not only because it guides therapeutic options in patient
treatment, but also in finding strategies to enhance response in patients treated with

these drugs .
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ONSOZ

Multipl miyelom (MM) hematolojik kanserlerin yaklasik% li'unu olusturan,
tiim kanserlerin yaklasik % 1 'ini temsil eden genetik olarak heterojen malign bir
plazma hiicresi hastaligidir. Lenfomadan sonra en yaygin ikinci hematolojik
malignitedir. Periferik kandaki CD4 hiicrelerin % 5-10 kadar regiilator T
hiicreleridir. Kisaca Treg hiicreleri olarak adlandirilir. Treg hiicreleri immiin
homeostazinin  saglanmasinda kanserde dahil inflamasyonda ve otoimmiin
hastaliklarda 6nemli rol oynar. Yapilan pek ¢ok arastirmada MM'da Treg hiicrelerinin
artis1 s6z konusudur. PD-1 yolagi yardime1 T hiicre popiilasyonunu Treg hiicre
gelisimi yoniinde uyarmaktadir. Ozellikle Treg hiicreleri PD-1, CTLA-4 ve LAG3 gibi
kontrol noktas1 molekiillerinin ¢ogunu eksprese eder ve bu nedenle dogrudan immiin
kontrol noktasi inhibitorlerinin immiinoterapi hedefini temsil eder. Solid tiimorlerden
sonra Mayis 2016'da FDA hodgkin lenfomada nivolumab't (PD-1 inhibitorii)
onaylamistir. MM' da PD-1 ve ligand1 PD-L 1'e yonelik inhibitorlerin kullanildig:
klinik ¢aligmalarin sayisi hizla artmaktadir. Buna paralel olarak hastalarda kemik iligi
mikrogevresinde hem Treglerin hem de bu hiicrelerin etkin kullandigi1 PD-1/PD-LI
MRNA ekspresyonuna yonelik arastirma alanindaki biiyiik eksiklik bizleri bu
calismaya itmistir.

Bu baglamda planlanan tez ¢alismamin sonuglarinin MM tedavisine katkilan
olmas1 dilegiyle basta 6grencisi olmaktan onur duydugum, doktora egitimim ve tez
calismam siiresince bilgi birikimi ve fikirleri ile her zaman yanimda olan danismanim
ve degerli hocam Saym Prof.Dr. Aysun Ozkan'a, doktora egitimim ve tez ¢alismam
stiresince gostermis oldugu yakin ilgisi, destegi ve yol gostericiligi i¢in Prof.Dr.
Levent Undar'a, Do¢.Dr.Ozan Salim'e, tez deneylerimde tiim ictenlikleri ile destek
veren degerli hocam Dr.Ogr. Uyesi Aslhi Toylu'ya ve ekibine, degerli arkadasim
Biyolog Melike Ulubahsi 'ye, yol arkadasim, hayat paylasanim, sevgili esim Nurten
Sayin Ekinci 'ye, ¢cocuklarim Tuna ve Batu Ekinci 'ye, egitimim siiresince varliklari
icin akil hocam babam Murtaza Ekinci ve annem Sevil Ekinci'ye en icten
tesekkiirlerimi sunarim . Bu tezi FDK-2017-2382 nolu proje ile destekleyen Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yonetim Birimine de tesekkiir ederim .



AKADEMIK BEYAN

Doktora Tezi olarak sundugum 'Yeni Tant Multipl Miyelom Hastalarinda Kemik
iliginde CD4 CD2% FoxP3 PD-%} Regiilator T Hiicrelerin Diizeyinin ve PD- 1, PD-LI
mRNA Ifadesinin Arastirilmasi' adli bu ¢alismanin, akademik kurallar ve etik
degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez calismasinda bana ait olmayan tim
bilgilerin kaynagini gosterdigimi beyan eder i m.
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Deniz EKINCI
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AP-1
APC
B-ALL
BATF
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DLBCL
FDA
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HCC
HNSCC
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ITP
ITSM
iTreg
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KISALTMALAR

: Aktivator protein 1

. Antijen sunan hiicreler

. B hiicreli akut lenfoblastik 16semi

: Bazik 16sin fermuar transkripsiyon faktorii benzeri
: B lymphocyte-induced maturation protein-!

: Cytotoxic T lymphocyte associated 4

. Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

: ABD gida ve ilag idaresi

: Forkhead winged helix P3

: Glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor family-
related gene

. Hepatoseliiler karsinom

: Bag ve boyun skuamoz hiicreli karsinomu

- Intercellular adhesion molecule 1

- Indiiklenebilir T hiicre costimiilatorii

: Indoleamine

- Interferon

 Insiilin growth faktor

. Interldkin-10

. Interlokin-IP

- Interl6kin-2

- Interl6kin-35

- Interl6kin-6

. Uluslararasi evreleme sistemi

: Idyopatik veya immiin trombositopenik purpura
: Immiino-reseptdr tirozine bazli anahtar motifi

: Indiiklenmis Treg hiicreleri

: Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri
: Kronik lenfositik 16semi
: Kronik miyeloid l6semi

: Lymphocyte function-associated antigen 1
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MGUS : Monoclonal gammopathy of undetermined significance

MHC . Major histokompatibilite molekiilii

MIPla : Makrofaj inflamatuar protein la

MM - Multipl miyelom

NF-KB : Niikleer faktor-kB

nTreg : Natura! Treg hiicreleri

PBK : Fosfoinositid 3-kinaz

pMHCI : Peptid-MHC sinif I kompleksi

RCC - Renal hiicreli karsinom

SCCHN . Metastatik bir skuamdz hiicreli karsinom formundan kdken alan
karsinom

SMM : Smoldering multipl miyelom

SWOG : Southwest oncology group

TCR : T hiicre reseptorii

Tfb : Follikdiler T hiicreleri

TFs : Transkripsiyon faktorleri

TGF-B : Transforme edici biiyiime faktorii-B

Th : Yardimer T

TNF-a : Timor nekrozis faktor a

Treg : Regiilator T hiicreleri

TSLP : Timik stromal lenfoprotein

VEGF - Vaskiiler endotelyal growth faktor

VLA 4-5 : Very late antijen 4-5
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1. GIRIS

Multipl miyelom (MM) sitogenetik olarak heterojen bir klona! plazma hiicresi
proliferatif bozuklugudur. Hemen hemen her zaman "belirlenemeyen monoklonal
gamopati” "(Monoclonal gammopathy of undetermined significance)" (MGUS) olarak
adlandinlan klona! plazma hiicre ¢ogalmasinin asemptomatik premalign asamasindan
geligir. Klinik olarak heterojen bir hastalik olan MM genellikle tedavi gerektirmeyen
premalign bir evre olan "asemptomatik (smoldering) multipl miyelom” (SMM) olarak
adlandinlan ve tedavi gerektiren aktif MM olmak {izere siniflandirilabilir (Rajkumar vd.
2014).

Periferal kandaki CD4+ hiicrelerin %5-10 kadan regiilatér T hiicreleridir. Kisaca
Treg hiicreleri olarak adland irilir . Treg hiicrelerinin primer islevi baslangicta kendi
kendine toleransi koruyarak otoimmiin hastaliklann 6nlenmesi olarak tanimlanmis tir.
Treg hiicrelerinin bagisiklik sisteminde gercekte ne yaptiginin sorusunun cevabi
onemlidir. Treg fonksiyonlarini asagidaki gibi 6zetleyebili riz;

1. Immiinolojik kendi kendine tolerans1 kurarak ve koruyarak otoimmiin
hastaliklann 6nlenmesi.

2. Alerji ve astimin baskilanmasi.

3. Diyet antijenlerine kars1 toleransin indiiksiyonu, yani oral tolerans.

4. Fetusa matemal tolerans ind iiksiyonu .

5. Patojen kaynakli immiinopatolojinin baskilanmasi.

6. Immiin cevabin efektdr simifinin diizenlenmesi .

7. Zayif uyaranlarla tetiklenen T hiicre aktivasyonunun baskilanmasi.

8. Bagisiklik tepkisi biiytlikliigiiniin efektor T hiicreleri tarafindan gen bildirim
kontrolii.

9. Kommensal bakterilerin bagisiklik sistemi tarafindan elimine edilmesine karsi
koruma.

Diger taraftan patojenik durumlarda Treglerin azligi otoimmiin rahatsizliklara
neden olurken artis1 kanser gelisimine veya var olan kanserin ilerlemesine neden oldugu
disiiniilmektedir (Corthay 2009).

Tregler immiin yanitlari dendritik hiicre (DC) fonksiyonunun veya
olgunlagmasinin modiilasyonu, inhibe edici sitokin salinimi, sitoliz ve metabolik
bozulma ile baskilar (Kawai vd. 2018).

Programlanmis hiicre 6liimii proteini 1 (PD-1) 288 aminoasit uzunlugunda tip 1
transinembran proteindir. T ve B lenfositler, dendritik hiicreler, monositler ve
makrofajlar da dahil olmak tizere gesitli immiin hiicrelerde ifade edilen CD28 ailesinden
bir inhibitdr reseptordiir. T hiicrelerinin aktivitesini baskilayarak ve Treglerin
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farklilasmasini tesvik ederek immiin tepkilerin azaltilmasinda ve kendi kendine
toleransi arttirmada 6nemli bir rol oynar. PD-1 bir immiin kontrol noktas1 olarak kabul
edilir ve hem antijene spesifik T hiicrelerinde apoptoz indiiklenmesi hem de Treglerde
apoptozu inhibe etme yoluyla otoimmiin tepkilere karst korur. PD-1 monoklonal
antikorlarini ve ayrica diger immiin kontrol noktas1 blokajlarin1 uygulayan ¢esitli klinik
calismalar timor immiinoterapisinde ¢ok iyi sonuglar dogurmus ve yeni ufuklar agmistir
(Ishida vd. 1992). PD-1'in ligand1 PD-LI (CD274, B7-HI) ve PD-L2 (CD273, B7-DC)
antijen sunan hiicreler tizerinde (makrofajlar ve dendritik hiicreler), aktive edilmis B
hiicrelerin bir alt kiimesinde ve mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerde ifade edilir. Aynca,
PD-LI c¢esitli dokularin hiicrelerinde (6rnegin kalp, akciger, karaciger, pankreatik
adacik hiicreleri, astrositler) ifade edilir (Jelinek vd. 2017).

PD-1 ve PD-LI inhibitorlerinin hematolojik kanserlerde klinik calisma
sayilarinin artmast N1M Treg iliskisinin daha da sorgulanmasini ve yeni arastirma
stratejileri ve yeni parametrelerin gelistirilmesini gerektirmistir. Literatiirde N\1M
hastalarinda kemik iliginde Treglerde PD-1 oranim1 gosteren sinirli sayida calisma
bulunmaktadir. PD-LI ekspresyonunun daha fazla analiz edilmesi MM'da PD-1
tedavisine tepkiyi degerlendirmekte faydali olabili. MM'da PD-1 ve PD-LI
inhibitorlerinin hizla artan klinik ¢aligmalar1 ile birlikte PD-1. Treglerin ayni
calismalara paralel olarak dahil edilmesinin bu g¢aligmalardan faydalanacak hastalara
151k tutabilecegini diisiinliyoruz . Bir hastanin bu tedavilere yanit verip vermeyecegini
hangi faktorlerin belirledigini anlamak bu tedavilerin kullanimini gelistirmek igin
atilacak hayati oneme sahip bir sonraki adimdir. Mevcut ¢aligmalar ve gelecekteki
calismalar bu gostergeleri ve onlarin goreceli nemini ele alacaktir. Bu ¢alisma yalnizca
hasta tedavisinde terapdtik seceneklere kilavuzluk ettigi icin degil ayn1 zamanda da bu
ilaglarla tedavi edilen hastalarda alinan yaniti giiclendirme stratejilerini bulmak
acgisindan daonemlidir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Multipl Miyelom

"Multipl miyelom (MM), plazma hiicrelerinin malign bir hastaligidir. Goéreceli
nadir bir hastaliktir. Tiim kanserlerin % 1 'ini ve hematolojik malign hastaliklarin %
[0'unu olusturur. Tan1 aninda ortanca yas 66'dir. Hastalarin yalnizca %?2'sine 40 yas
altinda tant konulmaktadir. Genellikle klona! plazma hiicre artisinin asemptomatik
premalign asamasindan (MGUS) gelisir. MGUS 50 yasin iizerindeki niifusun %3’
tinden fazlasinda bulunur ve miyeloma veya ilgili maligniteye yilda %1 oraninda
ilerleme kaydeder. Baz1 hastalarda semptomatik olmayan ancak daha ileri premalign bir
evre olan "asemptomatik (smoldering) multipl miyelom" (SMM) olarak adlandirilan
klinik bulgular bilinmektedir (Kyle ve Rajkumar 2008). Yillik olarak 2000 ABD
niifusuna gore ayarlanan miyelom insidansi 100000'de 4.3' tiir. Miyelom ve MGUS,
beyazlara gore siyahlarda iki kat daha fazla, erkeklerde ise kadinlardan iki kat daha
fazladir (Kyle vd. 2006)".

2.1.1. Multipl miyelom tam Kriterleri

"Miyelom tanisi i¢in serum ve/veya idrarda monoklonal protein, kemik iliginde
%10'un tizerinde atipik klona! plazma hiicresi ve/veya klonal plazmositom olmalidir.
Bunlarin yaninda hastalarda gozlemlenen kemik lezyonu, anemi, bobrek yetersizligi,
hiperkalsemi gibi organ hasarini gosteren bulgulardan herhangi birinin varlig yeterlidir.
Cizelge 2.1'de miyelomu MGUS ve SMM'den ayiran 6zellikler 6zetlenmistir. Cizelge
2.2" de uluslararasi miyelom calisma grubunun (Intemational Myeloma Working
Group/INIWG) tedavi gerektiren multipl miyelom tani kriterleri 6zetlenmistir (Durie vd.
2006)".

Cizelge 2.1. Miyelomu MGUS ve SMM' den ayiran 6zellikler (Durie vd. 2006)

Tam Kriteri MUGUS SMM MM
Serum M-protein nS3gr >3 gr var
idrar M-protein <1 gr/24 saat +/- +/-
Kemik iligi plazma hiicresi <% 10 >%10 >%10

Kemik lezyonu
Anemi
Bobrek yetersizligi Yok yok var

Hiperkalsemi
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Cizelge 2.2. Uluslararasi miyelom ¢alisma grubunun (Intemational Myeloma Working
Group/IMWG) tedavi gerektiren multipl miyelom tan1 kriterleri (Durie vd. 2006)

Serum ve/veya idrarda M protein ve ilikte klonal plazma hiicreleri ve /veya dokiimante
edilmis plazmositom ve asagidakilerden bir ya da fazlasi

Hiperkalsemi (>11.5 mg/dl - >2.65 mmol/L)
Renal yetersizlik (kreatinin > 2 mg/dl - > 177 mmol/L)
Anemi (<I tigr/dl ya da normalden 2 gr/dl diisiik)

Kemik hastalig1 (litik lezyonlar ya da osteopeni)

Miyelom hastalarinin karakteristik 6zelligi monoklonal proteinin iiretilmesi ve
bunun kan ve/veya idrara salinmasidir. Monoklonal protein ya bir immiinglobulindir ya
da bir immiinglobulin parcgasidir. Miyelom hiicrelerinde immiinglobulin iiretiminden
sorumlu genlerde bir ya da daha fazla mutasyon meydana gelmektedir. Bir
immiinglobulinin molekiil yapist sekil 2.1.'de gosterildigi gibidir . Miyelomda meydana
gelen mutasyonlara aynca deginilecektir. Hatali iiretilen immiinglobulin hafif zincirleri
Bence Jones proteinleri olarak adlandirilir. Bence Jones proteinleri capraz baglar
yaparak bobrek, sinirler veya kalp dokusu gibi ¢esitli dokularda depolanir ve miyelom
hastalarinda amiloidoz olarak isimlendirilen hastalik durumu ortaya cikar. Miyelom
hiicreleri tarafindan {iretilen monoklonal protein miktar1 hastalara gore oldukca
degiskenlik gostermektedir. Monoklonal protein miktar1 ile kemik iligindeki miyelom
timor yiikiinii anlamak miimkiin olmaktadir. Monoklonal proteinin varlig1r serum ve
idrar protein elektroforezi yontemi ile ortaya ¢ikarilir (Kyle 1975; Kyle vd. 2003).
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NH2
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Sekil 2.1. immiinglobulin molekiiliiniin yapisi

1. Fab bolgesi, 2. Fc bolgesi, 3. Bir degisken (V H ) alanina sahip agir zincir
(mavi), ardindan bir sabit alan (C H 1), bir mentese bolgesi ve iki daha sabit (C H 2 ve
C H 3) alanlar, 4. Bir degisken (V L ) ve bir sabit (C L ) alanh hafif zincir (yesil), 5.
Antijen baglanma yeri (paratop), 6. Mentese bolgeleri.

https://en.wikipedia.org/wiki/Antibody#/media/File:lmmunoglobulin basic unit.sv

2.1.2. Multipl miyelomda immiinfenotipik ozellikler

Immiinfenotipik degerlendirme miyelomda tan1 1¢in ¢ok degerli veri
saglamaktadir. Immiinohistokimya ve akis sitometri metodlar1 degerlendirme amaglh
kullanilmaktadir . Fakat rutinde daha c¢ok akis sitometri metodu kullanilma ktadir.
Multipl miyelomda akis sitometri ile degerlendirmede CD38, CDI138 antikorlarinin
pozitifligi, CD19 negatifligi ve CD56 aberran pozitifligi goriliir. CD56 negatifligi
l6semik transformasyon ihtimalinin daha yiiksek goriilmesi nedeniyle olumsuz
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prognostik faktordiir. Miyelom hiicrelerinde seyrek olarak CDIO, CD28 ve c-kit
pozitifligi goriilebilir (Supkanichant vd. 1994).

2.1.3. Multipl miyelomda saptanan genetik anormallikler

B hiicre kokenli malignitelerde oldugu gibi miyelom plazma hiicreleri de
germinal merkez veya post germinal merkez kaynakli hiicrelerdir. Miyelom
patogenezinde cyclin-d ifadesinde artis, P 16 ve P 15 hipermutasyonu, ras mutasyonu,
c-myc asin ifadesi gibi hiicre dongiisiinii ilgilendiren genlerde degisiklikler goriiliir.
Miyelomda saptanan genetik anormalliklerin bashcalart 1., 13., 14. ve 17.
kromozomlarda gozlemlenmektedir. Hastalarin yaridan fazlasinda Ig agir zincir
lokusunu ilgilendiren kromozomda (14g32) translokasyonlar goriilmektedir. P 53
geninde (I 7pl13) meydana gelen mutasyonlar da hastalarda goriilen genetik
anormallikler arasindadir. Del 13q ve t(4:14) tiim tedavi segenekleri ile kotii prognoz
gosterir. P 53 gen kayb1 da kotii prognostik anomalidir (Avet vd. 2002; Bergsagel ve
Kuehl 2005).

2.1.4. Multipl miyelomda kemik iligi mikro cevresi

Miyelom plazma hiicreleri i¢in en 6nemli biiylime faktori interlokin-6 (IL-6) dir.
IL-6'nin en 6nemli kaynagi mikro ¢evre stromal hiicreleridir . Miyelom hiicrelerinden
salinan baglica faktorler interlokin-IB (IL-IB), makrofaj inflamatuar protein la
(MIPla), vaskiiler endotelyal growth faktér (VEGF), insiilin growth faktoér (IGF), timor
nekrozis faktér a (TNF-a) ve IL-6'dir. Bu sitokinlerin tamami stromal hiicreleri I1L-6
yapimi i¢in uyarir. Miyelom hiicrelerinden saliman VEGF anjiyogeneze neden olur.
Ayrica adezyon molekiilleri CD56, very late antijen 4-5 (VLA 4-5) ve B 1 integrin ile

hem kendilerine hem de stromal hiicrelere tutunurlar. Adezyon molekiillerinden B1
integrin, MIPI a ve IL-IB ile osteoklast aktivitesini artirir ve kemik lezyonlarma neden

olur. Miyelom mikro ¢evre iliskisi Sekil 2.2' de 6zetlenmistir (Bingham vd. 2017).

Kemik iligindeki uzun Omiirlii plazma hiicreleri enfeksiyon veya asilamadan
sonra kritik bir antikor kaynagidir. Sistemik enfeksiyonun kemik iligini degistirdigini,
plazma hiicreleri ve kemik iligininde bagisikliga katkida bulunan bir popiilasyon olan
Treg hiicrelerini biiylik 6lciide azalttig1 gosterilmistir (Zaretsky vd. 2017).

Raja ve arkadaslar1 malign dncesi ve malign miyelom hastalarinda periferik kan
ve kemik iligi 6rneklerini calismislar ve de artmis Treg ifadesinin kotii klinik seyrin ve
progresyon tahmininde kullanilabilecegini gostermislerdir (Raja vd. 2012). Braga ve
arkadaglar1 Tregleri miyelom hastalarinda kemik iliginde incelemistir. Kontrollere gore
MM hastalarinda FoxP3 ifadesi 6 kat yiiksek bulunmustur (Braga vd. 2014). Bu durum
MM' da Treglerin kemik iliginde lokal birikimini desteklemektedir.
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Sekil 2.2. Miyelom mikro ¢evre iliskisi (Bingham vd. 2017)

2.1.5. Multipl miyelomda evreleme

Multipl miyelomda prognoz hastaligin tani sirasindaki evresiyle tanimlanir.
Hastaligin evrelendirilmesi tedavi stratejisi gelistirmeye olanak saglar. Hastalik evresi
belirlemede amag¢ basittir. Hekimler tarafindan kullanim kolaylig1 olan, tedavi
yaklasimini yonlendirecek ortak dil olusturmaktir. Multipl miyelomda bu nedenle en sik
kullanilan evreleme sistemi 1975 yilinda Durie ve Salmom tarafindan ortaya konulan
Durie-Salmom evrelendinne sistemidir. Durie-Salmom evreleme sistemi Cizelge 2.3'de
Ozetlenmistir (Durie ve Salmon 1975). 2003 yilinda 'Southwest Oncology Group'
(SWOG) evreleme sistemi ortaya konmustur. Daha 6nce tedavi almamisg 1555 miyelom
hastasi calismaya dahil edilmistir. SWOG evreleme sistemi Cizelge 2.4'de 6zetlenmistir
(Jacobson vd. 2003). Son olarak uluslararast miyelom calisma grubu 10750 hastay1
analiz ederek 2005 yilinda bir evreleme galismasi yapmistir. Miyelom igin uluslararasi
evreleme sistemi Cizelge 2.5." te 6zetlenmistir (Greipp vd. 2005).
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Cizelge 2.3. Durie-Salmom evreleme sistemi (Durie ve Salmon 1975)

Evre Kriterler

Evre | Hemoglobin> 10g/dL
Serum kalsiyum diizeyi normal sinirlarda
Kemik taramasinda osteoporoz dahil normal sinirlarda
M-Protein diizeyi diisiik (1gG <5 g/dL, IgA <3 g/dl, idrar hafif
zinciri<4g/giin)

Evreil Evre 1 ve Evre 2'ye uymayanlar

Evre Hemoglobin <8,5 g/dL

111

Serum kalsiyum diizeyi artmis
Yaygin iskelet hasan (3'ten fazla litik lezyon) ve major kink

M-protein diizeyi yiiksek (IgG >7 g/dL, IgA >5 g/dl, idrar hafif zinciri
>12g/giin)

A: Serum kreatinin diizeyi< 2 mg/dL, B: Serum kreatinin diizeyi > 2mg/dL

Cizelge 2.4. 'Southwest Oncology Group' (SWOG) evreleme sistemi (Jacobson vd.

2003)

Evre Hastalarin oram  Kriter Sagkahm (ay)
1 %14 SP2M<2,5 mg/1 55

2 %43 2,5:SSP2M <5,5 mg/L 40

3 %32 SP2M 2:5,5 mg/1 ve albumin 2:3,0 g/dI 24

4 %11 SP2M2:5,5 mg/1 ve albumin <3,0 g/dl 16

SP2M: Serum p2 mikroglobulin
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10° CD34+ / kg otolog kok hiicre gereklidir . Kok hiicre toplandiktan sonra yiiksek doz
kemoterapi 200 mg/ m? melfalan olarak verilir (Baldomero vd. 2011).

Multipl miyelomda anemi Onemli bir sorundur. Aneminin diizeltilmesinde
transflizyon, eritropoetin, demir, vitamin B12 ve folik asit kullanilir. Enfeksiyon riskine
kars1t ise mutlaka grip, influenza, pnomokok, menengokok asilarini yapmak ve sik
enfeksiyon gegiren hastalarda intravendz immiinglobulin (0.4 gr/kg/ay) uygulamak
gerekir. Hiperviskozite sendromunda plazmaferez yapilabilir (Rajkumar ve Kyle 2005;
Harousseau vd. 2004). Kemik lezyonlarinin tedavisi osteoklast inhibitorleri
bifosfanatlar, radyoterapi, analjezikler ve kifoplasti operasyonlari ile yapilir. Klodronat,
zoledronat ve pamidronat miyelomda kullanilan bifosfanatlardir. Yan etkileri renal
toksisite , hipokalsemi ve mandibiiler osteonekrozdur (Yeh ve Berenson 2006).

2.2. Idyopatik Trombositopenik Purpura

"Idyopatik veya immiin trombositopenik purpura (ITP) immiin sistemin
trombositleri yabanci olarak goriip isaretlemesi ve imha etmesi sonucu olusan bir
hastaliktir. ITP diisiik trombosit sayilariyla karakterize (periferik kan trombosit <100 x
10° / L) kompleks bir otoimmiin hastaliktir. Antikor aracili ve / veya T hiicre aracili
trombosit yikiminin anahtar siire¢ olmasina ragmen, ITP patogenezi belirsizligini
korumaktadir. Buna ek olarak, T hiicrelerinde dengesizlik, sitokin dengesizlikleri ve
kemik iligi nisinin katkis1 artik 6nemli olarak kabul edilmistir. Hem yetiskinlerde hem
de c¢ocuklarda goriilebilir. Her iki cinsiyet de etkilenir. Bununla birlikte, pediatrik
ITP'nin yetiskin ITP'ye kiyasla altinda yatan mekanizmalar1 farkli olabilir. Bagka bir
hastalik bulunamayan bir kiside kanda trombosit orami diisiikk oldugu halde, kemik
iliginde anormal hiicreler goriilmemesi ve megakaryositlerin bulunmasi ile ITP tanisi
konur. Trombosit sayist 50.000/mm3 altina diismedik¢e genellikle klinik bir belirti
vermez. Bu degerin altinda oldugunda darbelerden sonra ¢abuk morarma meydana
gelebilir. Trombosit sayist 30.000/mm3 altina indiginde kendiliginden dis eti, burun
kanamalar1 ortaya ¢ikabilir. Kadin hastalarda uzamis adet kanamalar1 goriilebilir.
Trombosit 10.000/mm3 ve altinda oldugunda kendiliginden ciltte nokta seklinde veya
genis morartilar seklinde kanamalar goriilebilir. Bagka hastaliklarin seyrinde de
(sistemik lupus eritematozus-SLE , lenfoma, hepatit ve HIV virlisi ile olusan
enfeksiyonlar gibi) ortaya ¢ikabilir. Tedavide kortikosteroid ilaclar (kortizon),
intravendz immiinglobulin, Anti-D kullanilir. {laglarla kalic1 bir etki elde edilemezse ve
uzun siireli, sik, ciddi kanamasi olan olgularda bazi 6zel sartlar altinda, trombositlerin
baslica pargalandigi yer olan dalagin ¢ikartilmasi gerekebilir (Liu ve Hou 2016)".

2.3. Regiilator T Hiicreler

Regiilator T hiicreleri (Treg), immiin yanit1 baskilayan, boylece homeostazi ve
kendi kendine toleransi koruyan 6zel bir T hiicre alt popiilasyonudur. Treglerin T
hiicresi proliferasyonunu ve sitokin liretimini inhibe edebildigi ve otoimmiiniteyi
onlemede kritik bir rol oynadigi gosterilmistir. (Joshua vd. 2008 ; Belkaid 2007). Treg
hiicreleri ilk kez 1970 yilinda baskilayici hiicreler olarak tanimlanmistir. 1995 yilinda
Sakaguchi'nin interlokin-2 (IL-2) reseptorii a zincirinin CD4 Treg hiicreler igin
fenotipik bir belirte¢ oldugunu bulmasiyla birlikte Tregler tizerine olan ¢alismalar hizla
artmustir. Treg hiicreleri esas olarak FoxP3 "(forkhead winged helix P3)"+CD4 CD25
fenotipi sergileyen bir T hiicre alt grubudur. Bununla birlikte FoxP3 ekspresyonu yapan

10



KAYNAK TARAMASI D.EKINCI

CD8 ve dogal oldiriici (NK) Treg fonksiyonu gosteren hiicreler mev cuttur. Bu
hiicrelerin temel gorevi bireyin kendisine ait olan 6z antijenlerine immiin cevap
olusturmamast ve immun homeostazisin saglanarak idame edilmesinde rol almasidir
(Hori vd. 2003).

Iki majér Treg popiilasyonu vardir. Natura! Treg hiicreleri (nTreg) timusta
gelisir ve Ozellikle self antijenlere karsi periferal toleransin aktif mekanizmalarinin
kritik kolunu olusturur. Timustaki medullar ve kortikal dentritik hiicrelerinin
olusturdugu mikro ¢evre Tregler i¢in 6nemli rol oynamaktadir. Tregler bagisiklik
sistemini baskilayarak self toleransin devam etmesine yardimei olmaktadir. Bu hiicreler
bircok agidan klasik @ CD4+ T hiicrelerine benzemektedir, fakat icerdikleri FoxP3 ve
konstitiitif CD25 molekiilii ile ayrilmaktadir. Treg hiicresinin gelisimi diger AP T
lenfositlerinin gelisiminden faklidir. Bunlarin gelisimi goreceli olarak ge¢ ve negatif
secilim olaylarindan etkilenmemektedir (Fontenot ve Gawin 2003). Hassal cisimcikleri
spesifik mikro c¢evre olusturarak Treglerin gelisiminde katki saglamaktadir. Hassal
cisimciklerinde bulunan bir grup ozellesmis epitelyal hiicreler interleukin-7 benzeri
sitokin olan timik stromal lenfoprotein (TSLP) iireterek, medullar dendritik hiicrelerin
fonksiyonlarini diizenlemektedirler. TSLP ile uyarilan dendritik hiicrelerde  yiiksek
miktarda yardimci ligand olan CD80 ve CD86 ylizey reseptorii bulunmaktadir . Bu hiicreler
MHC'ye bagimli CD4 CD8-CD2" timositleri, FoxP3 CD4 CD 2% Treg hiicrelere
doniistiirmektedirler.

Bunlara ek olarak normal timusun boliimleri incelendiginde Treg hiicre
fenotipine sahip olan hiicrelerin TLSP igeren hassal cisimciklerine yakin oldugu
bildirilmistir (Leonard 2002). FoxP3 Treg hiicrelerinin timik gelisminde CD28, CD40L
ve "lymphocyte function-associated antigen | ™in (LFA-1) (CD1 la-CD18) yani sira
ilgili etkilesim partnerleri timik stromal hiicreleri iizerinde CD80 ve CD86, CD40 ve
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) (CD54) Treg hiicre gelisimini etkiler.
Nitekim CD28, CD40, CDlla, CD18, CD80 ve CD86 e¢ksikligi timiisdeki Treg
hiicrelerinin sayisinin azalmasina neden olur (Sakaguchi 2005). Natural Treg hiicreleri
baglica CD25 (interlokin-2 reseptorii), "Glucocorticoid-Induced Tumor Necrosis Factor
Receptor Family-Related Gene" (GITR), "Cytotoxic T Lymphocyte Associated 4" (CTLA-
4) ve FoxP3 molekiillerini ifade ederler. FoxP3, CD4 CD25% natural Treg
hiicrelerinin gelisimi ve islevi i¢in ¢ok Onemli bir role sahiptir. FoxP3, Treglerin
aktivasyonunu diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidir . Treg biyolojisinde FoxP3
geninin 6neminin kesfi ile birlikte natural Tregler hakkindaki bilgilerimiz daha da artmistir .
Farelerde hem timus hem de periferdeki CD4 CD25% T hiicre popiilasyonunda yiiksek
sekilde ifade edilir ve ifadesi T hiicre aktivasyonundan bagimsizdir. FoxP3, periferal CD4
CD25 T hiicreler ve CD4 CD25 ¢ n s timositler tarafindan ifade edilir. Insanlarda ve
farelerde CD8 T hiicrelerin ve CD25" T hiicrelerin ¢ok kiigiik kisminin FoxP3 ifade
ettigi gosterilmistir (Lianjun ve Yong 2007 ; Mantel vd. 2006 ; Ziegler ve Buckner 2009).
Interlokin-2 baskilama fonksiyonu igin gereklidir. Bu durum CD25'in bu hiicrelerde
fonksiyonel bir rolii oldugunu isaret eder (Mays ve Chen 2007).

Ikincisi indiiklenmis Treglerdir -(iTreg) . Bu hiicreler konvansiyonel CD4+ T
hiicrelerinden kokenlenir . Periferal lenfoid organlarda CD25 onciillerinden ortamdaki
uyarim sonrast CD4 CD25 FoxP3 fenotipi kazanan naif T hiicreleridir. IL-2 ve TGF-P
ile indiikklenen iTreg hiicreleri, nTreg hiicrelerinden farkli olarak, naif CD4+ T
hiicrelerden olusurlar ve bellek belirteglerini gelistirebilmek i¢in ek uyaranlara
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gereksinim duyarlar. iTreg hiicreleri bir kez uyarildiginda FoxP3, CTLA-4, TGF-B ve
IL-10 ifade ederler. IL-2 ve TGF-B, iTreg hiicrelerinin indiiklenmesi i¢in ortamda
mutlak bulunmalidir. Geleneksel T hiicrelerine benzer sekilde, lenfoid organlarda Treg
hiicrelerinin ¢ogunlugu CD62L ve kemokin CC reseptorii (CCR) 7'yi ifade eder ve bu
durum Treg hiicrelerinin lenfoid dokular yoluyla tekrar dolagima girmesine izin
verir. CD44"i orta diizeyde eksprese etmelerine ragmen, bu hiicrelerin bir cogunlugu saf
timus tiirevli Treg hiicreleri gibi gériinmektedir. Buna ek olarak lenfoid organlarda Treg
hiicrelerinin bir kism1 ve lenfoid olmayan organlardaki Treg hiicrelerinin cogu CD62L,
CD44, indiiklenebilir T  hiicre costimiilatori (ICOS), GITR ve  FoxP3
ifadesini muhafaza ederken bir efektor fenotipi ile tutarli bicimde CD69, CD103 ve
CD38 gibi belirteclerin degisen ifadesini gosterir. Yakin zamanda efektor Treg (eTreg)
hiicreleri olarak adlandirilan bu hiicrelerin biiyiik bir bolimiiniin "B lymphocyte-
induced maturation protein-1" (Blimp-1) transkripsiyon faktoriinii ve anti-inflamatuvar
sitokin interlokin (iL) -10'u ifade ettigi gosterilmistir (Cretney vd. 2013). Yardimer T
hiicrelerin alt gruplara farklilasmasi Sekil 2.3' de 6zetlenmistir (Liang vd. 2009).

: :
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Sekil 2.3. Yardimci T hiicrelerin alt gruplara farklilagsmasi (Liang vd. 2009)

Sitokin ortaminin CD4+ yardime1 T (Th) hiicre farklilagmasi iizerindeki etkisi iyi
bilinmektedir. Interferon (IFN)-y ve IL-12, hiicre i¢i patojenlere karsi konakg1
savunmada 6nemli olan naif CD4+ T hiicrelerinin Thl hiicrelerine farklilasmasini
uya rir . IL-4 , hiicre dis1 parazitlerin yok edilmesi i¢in Onemli olan Th2 hiicre
farklilagmasini tesvik eder ve IL-6 ve TGF-B maya, mantarlara ve hiicre dis1 bakterilere
karsi savunmada Onemli rol oynayan Th17 hiicrelerinin farklilasmasini yonlendirir.
Follikiiler T hiicreleri (Tfl1), B hiicrelerine germinal merkez yanit1 ve etkili plazma
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hiicre farklilasmasi i¢in yardim saglar. Treg hiicreleri ayn1 diizenleyici ortami veya doku
nigini kaplayan konvansiyonel T hiicrelerinin farklilasma durumuyla yakindan paralellik
gosteren kapsamli fenotipik ve fonksiyonel ¢esitlilik sergiler (Feuerer vd. 2009 ; Zheng
vd. 2009). IL-6, nTreg hiicrelerini Th17 hiicrelerine doniistiirebilirse de iTreg hiicreleri
bu sitokine kars1 direnglidir. Bu nedenle iTreg hiicreleri inflamasyon alanlarinda
baskilayicit fonksiyonunu yerine getirmeye devam edebilir. nTreg ile iTreg hiicreleri
arasindaki bu farkin iTreg hiicrelerinin nTreg hiicrelerine oranla belirgin derecede
azalmis IL-6 reseptorii (CD126) ifadesi gostermesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir
(Hori vd. 2003).

2.3.1. Regiilator T hiicrelerin etki mekanizmasi

Treglerin etki mekanizmasi iizerine baslica iki goriis vardir. Treglerin baskilayict
fonksiyonlarin1 gostermek igin hiicre-hiicre temasi yaptiklari ya da IL-10 veya
transforming growth faktor gibi sitokinleri salgilayarak uzaktaki hiicreleri dahi
etkileyebildigi diisiiniilmektedir. PD-1 ve CTLA-4lUn T hiicreleri inhibe edici etkisi
bilinmektedir. Bununla birlikte IL-10 ve TGF-b, Thl tip sitokinlerden IL-2 ve IL-12'nin
ifadesini baskilamaktadir. Diger mekanizmalar ise natural Treglerin indoleamine 2,3
(IDO) veya siklik AMP ile T hiicre aktivasyonunu inhibe ettikleri ve T hiicre
apoptozunu uyarmalari ile ortaya g¢ikan etkidir (Miyara! ve Sakaguchi 2007). Hiicre-
hiicre temasinda Treglerin, CD39, CD73 ve LAG-3 vasitasiyla, antijen sunan hiicreleri
veya yanit veren T hiicreleri granzim ve perforin kullanarak 6ldiirdiikleri gdsterilmistir.
Bununla birlikte ¢oziinebilir faktorlerin aracilik ettigi IL-10, TGF-, 1L-35 ve galektin-1
gibi sitokinler veya IL-2 yoksunlugu Treglerin etki mekanizmalarindandir (Shevach
2009; Tang ve Bluestone 2008). Bu nedenle birka¢ mekanizma sinerjik bir sekilde
calisabilir. Insanlarda yiiksek CTLA-4 ifade eden FoxP3i CD2b CD4 Tregler in vitro
yiiksek supresif kapasiteye sahiptir (Miyara vd. 2009). Bu verilerin 1s18inda CTLA-4
aracilt supresyonun temel mekanizma olabilecegi diisiinlilmektedir. FoxP3 diger
transkripsiyon faktorleri ile birlikte ctla4 geninin promotdr bdlgesine baglanarak CTLA -
4 ifadesini Treglerde artirir. Ustelik 6zellikle Treg hiicrelerinde CTLA-4'ten yoksun
olan fareler lenfoproliferasyon, ¢esitli otoimmiin hastaliklar gosterirler ve FoxP3 eksik
farelerle benzer sekilde IgE asiri dretilir. Bu farelerden hazirlanan Treg hiicreleri ciddi
sekilde bozulmus baskilayicit 6zellikler gostermektedir (Wing vd. 2008). CTLA-4'in
CD80 ve CD86'ya ligasyonu dendritik hiicrelerde indoleamine 2,3 (IDO) deoksijenaz
yolagini aktive eder. Ayrica immunsupresif kynurenin iiretimine Onciiliik eder veya
Foxo3 transkripsiyon faktoriinii aktive eder. Bu da dendritik hiicrelerde sitokin
iiretiminin baskilanmasina neden olur (Grohmann vd. 2002 ; Dejean vd. 2009). Treg
hiicreleri ile antijen sunan hiicreler arasindaki bu etkilesim Sekil 2.4' de 6zetlenmistir
(Kajsa ve Sakaguchi 2010).
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Sekil 2.4. Treg hiicreleri ile antijen sunan hiicreler (APC) arasindaki etkilesim (Kajsa ve
Sakaguchi 2010)

Treg hiicrelerinin biyolojik ¢evreye verdigi tepkiler de farkliliklar gosterir.
Ornegin, IL-10 iireten FOXP3 Treg hiicreleri dalakta nadirdir fakat bagirsagin lamina
propriasinda bol miktarda bulunur. Treg hiicresine 6zgii IL-10 eksikligi bagirsak
mukoza! yiizeyinde ve akcigerde immiinopatolojiye neden olur (Maynard vd. 2007 ;
Rubtsov vd. 2008) . Perforin veya granzim ifade eden FoxP3+ Treg hiicreleri dalakta
nadir de olsa timor ortaminda bol miktarda bulunur (Cao vd. 2007). Benzer sekilde
FoxP3+ Treg hiicreleri fonksiyonel olarak THI, TH2 veya TH-17 bagisiklik tepkilerini
spesifik olarak kontrol etme yetenegini TH serisine 6zgii transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarint degistirerek (6rnegin; T-bet, IRF-4 ve RORyt) gosterir . Bu
transkripsiyon faktorleri 6rnegin, kemokin reseptorii ekspresyon modelleri ile Treg
hiicrelerinin belirli bir iltihap bdlgesine gogiinii kolaylastirir (Koch vd. 2009 ; Zhou vd.
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2008). Treg fonksiyonuna birincil derecede katkida bulunan sitokinlere ayrica deginmek
gerekir;

Interldkin-10 (IL-10): i1k kez 1988 yilinda tanimlanmis, 260 aminoasitten olusan
bir sitokindir (Burmnester ve Pezzutto 2003). IL-10, Th2 hiicrelerine ek olarak,
makrofajlar, dendritik hiicreler, B hiicreleri, keratinositler, mast hiicreleri, Tregler ve
Th17 hiicreleri de iceren T hiicresi alt gruplar tarafindan tretilir . Tregler IL-10'u birgok
immiinsupresif aktivitelerinden biri olarak serbest birakirlar. IL-10, supresif
aktivitelerinin ¢ogunu APC'ler iizerindeki etkiler yoluyla dolayli olarak uygular. IL-10,
mMajor histokompatibilite molekiiliini (MHC) ve B7 ile birlikte uyarict molekiil
ekspresyonunu indirger ve APC'lerde inhibitér B7-HI ekspresyonunu ilerletir. Bu
durum APC proinflamatuar sitokin ve kemokin ifadesini smirlandirir. Fakat aym
zamanda dogrudan CD4+ hiicrelerin aktivasyon, proliferasyon ve sitokin {iretimini
sinirlar (Wilke vd. 2011).

Transforme edici biiylime faktorii-B (TGF- B) : TGF-B sistemi, morfogenez,
embriyonik gelisme, yetigkin kok hiicre farklilagmasi, immiin regiilasyon, yara
iyilesmesi ve iltihap dahil olmak tizere biyolojik siirecleri diizenlemek igin protein kinaz
reseptorleri ve Smad aracilar1 yoluyla sinyal verir. Buna ek olarak, TGF-B sinyal
yolunun spesifik komponentlerindeki degisiklikler, kanser, kardiyovaskiiler patoloji,
fibroz ve konjenital hastaliklar gibi genis bir patoloji alanina katkida bulunabilir. TGF-
B, homodimerik yapida, 112 aminoasitten olusan bir sitokindir. TGF-WIar arasinda
yalnizca degisken TGF-Bl, TGF-B2 ve TGF-B3 izoformlari memelilerde eksprese
edilmekte ve insan genlerinde sirasiyla 14q24, 19q13, 1qg41 kromozomlar: iizerinde yer
alirken degisken homologluk derecesine sahip alti farkli izoform kesfedilmistir
(Santibafiez vd. 2011). immun sistem hiicreleri baslica TGF-BI sentezler. Immiin
sistemdeki temel etkisi; lenfositlerin ve diger l6kositlerin aktivasyonunu ve ¢ogalmasini
inliibe etmektir. TGF-B, endotel hiicrelerini ve notrofilleri de etkileyerek
proinflamatuvar sitokinlerin etkilerine biiyiikk o6l¢iide karsi koyar. TGF-Wnin T
hiicrelerinin in vitro antijen uyarimi ile FoxP3 ekspresyonu ve Treg hiicre
farklilagmasini uyardig1 gosterilmistir (Li vd. 2007).

Interlokin-35 (IL-35): IL-35, IL-12 sitokin ailesinin nispeten yeni kesfedilmis bir
iyesidir ve iki alt birim tarafindan olusturulan bir dimer olmasi bakimindan essizdir . IL-
35, diger IL-12 pro-inflamatuar sitokinlerin aksine benzersiz sekilde anti-inflamatuar
sitokindir. 1L-35, Treg hiicreleri tarafindan 6zel olarak {iretilebilen yeni bir 6nleyici
sitokindir. Treg'in azami baskilayict aktivitesi i¢in gereklidir. Buna ek olarak IL-35,
hiicre boliinmesinin G1 fazinda erken T hiicre dinlenmesini sinirlandirarak Thl ve Thl 7
hiicrelerinin  proliferasyonunu bloke edebilir. 1L-35, Thl ¢ogalmasini inhibe
edebilmesine ragmen Thl'den IFNy ile Ebi3 ve p35 transkripsiyonunun giicli bir
sekilde inhibe edilmesine bagli olarak Treg doniisiimiine direnclidir. Ustelik IL-35,
GATAS3 ve IL-4 ekspresyonunu bastirarak ve Th2 c¢ogalmasimi smirlandirarak Th2
gelisimini engeller. 1L-35, Th2 hiicrelerinin Treg'e doniisiimiine aracilik edebilir ancak
IFN-y tarafindan bloke edilebilir (Huang vd. 2017).

Tregler kanserde iki ucu keskin bir kilig gorevi gorur. Tumorii tesvik eden
makrofajlar ve nétrofiller IL-6, 1L-23, IL-1 ve TNFa iiretir ve 1L-17, IL-21 ve IL-22
iretimi i¢in Thl 7 lenfositleri aktive eder. Bu sitokinler ¢cogalma ve hayatta kalmalari
i¢in kanser hiicrelerine etki eder. Ote yandan dendritik hiicreler IL-12 {iretimi ve antijen
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sunumu ile kansere karst T hiicresi aracili immiiniteyi kolaylastinr. Thl hiicreleri ayrica
IFN-y salgilayarak dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri ve CTL'leri aktive eder. NK hiicreleri
ve CTL'ler imha icin kanser hiicrelerini hedefler. Tregler temasa baghi ve bagimsiz
mekanizmalarla hem pro- hem de anti-kanser bagisikligint inhibe eder. Regiilator T
hiicrelerin kanser hiicreleri tizerine etki mekanizmasi Sekil 2.5' de 6zetlenmistir (Wang
ve Vella 2016).

Cancer-promoting inflammation Anti -cancer Imm un ity

Macrophage Treg DC

NoottophH
. IL-10 12 Thi
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Sekil 2.5. Regiilator T hiicrelerin kanser hiicreleri lizerine etki mekanizmasi (Wang ve
Vella2016)

2.4. PD-1/ PD-LI Yolag:

PD-1 (CD279, programlanmig Oliim-1) 288 amino asit uzunlugunda tip 1
transmembran proteindir . T ve B lenfositler, dendritik hiicreler, monositler ve
makrofajlar da dahil olmak tizere ¢esitli immiin hiicrelerde ifade edilen CD28 ailesinden
bir inhibitér reseptordiir (Ishida vd. 1992). PD-1 reseptorii B7 ailesinden iki liganda
baglanir . PD-LI (CD274, B7-HI) ve PD-L2 (CD273, B7-DC) antijen sunan hiicreler
tizerinde (makrofajlar ve dendritik hiicreler), aktive edilmis B hiicrelerin bir alt
kiimesinde ve mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerde ifade edilir. Aynca, PD-LI cesitli
dokularin hiicrelerinde (6rnegin kalp, akciger, karaciger, pankreatik adacik hiicreleri,
astrositler) ifade edilir. PD-LI ifadesi T lenfosit aktivasyonundan sonra interferon-garna
tarafindan diizenlenir . Fizyolojik kosullar altinda PD-1 / PD-LI sinyal yolag: aktive T
hiicre reseptorii sinyallerini inhibe eder, self toleransta anahtar rol oynar. T hiicrelerinin
asir1 etkinlesmesini ve enfeksiyon sirasinda doku hasarini dnler (Jelinek vd. 2017).

Cesitli tiimorler ve kronik viral enfeksiyonlar (hepatit B, C veya HIV) bu yolu
kotiiye kullanarak bagisikliktan kaginir. Bu kaskadin yiiksek aktivitesi sitokin
iretiminin Ve sitotoksisitenin azalmasi ile T hiicre tiikenmesine 6nciiliik eder, apoptoz
duyarliligmm artin r. Son zamanlarda sadece T hiicreleri degil, aym1 zamanda timor
iligskili makrofajlann da PD-1 / PD-LI yolagim1 kullandigi bulunmustur. Bagisiklik
fonksiyonu ve bu bagisiklik kaginma mekanizmasinin anlasilmasindaki dereceli olarak
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artan bilgi immiin kontrol noktas1 inhibitorleri denilen terapotik mAb'lerin
gelistirilmesine onciiliikk etmistir (Jelinek vd. 2017).

PD-1 / PD-L1 eksenini hedefleyen monoklonal antikorlar mantiksal olarak iki
gruba ayrilmistir: (i) PD-1 reseptoriine karst ve (ii) ligandlara karsi (PD-LI / PD-L2).
Anti-PD-1 mAb'leri agirlikli olarak nivolumab (OPDIVO, MDXI 106, BMS-936558;
Bristol-Myers Squibb, New York City, NY, USA) tamamen insan 1gG4 mADb,
pembrolizumab (KEYTRUDA, MK-3475, Merek, Kenilworth, NJ,ABD) olduk¢a 6zgii
bir hiimanize 1gG4 mAb ve pidilizumab (MDV9300, CT-011; Medivasyon / Pfizer,
New York City, NY, ABD) bir IgGl mAb' dur. Anti-PD-LI mAbs, en umut verici olan
durvalumab (Celgene, Summit, NJ, ABD) ve atezolizumab (Roche, Basel, Isvigre)
heniiz erken faz klinik testler devam etmektedir (Jelinek ve Hajek 2016).

Giiniimiizde bu monoklonal antikorlardaki klinik basar1i ABD Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) onaylarini beraberinde getirmistir ve de melanom, kiiciik hiicreli dis
akciger kanseri, bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomu, boébrek hiicre karsinomu,
hodgkin lenfoma, mesane kanseri, merkel hiicre karsinomu ve mikrosatellit tamir
mekanizmasi bozulmus yetiskin ve pediatrik solid tiimorlerde kullanilmaktadir (Sharpe
ve Pauken 2017). FDA onayli PD-1 / PD-LI inhibitorleri i¢in 2017 yilina kadar yapilan
klinik calisma sayis1 Sekil 2.6' da verilmistir (Alsaab vd. 2017).

Number of Clinical Trials of Checkpoint Inhibitors (PD-1/PDL-1)

Atezollzumab(AntIPD-L1)
Avelumab (Anti PD-L1)
Durvalumab(Antl PD-L1)
Nlvotumab (Antl PD-1)
Pembrollzumab (Antl PD-1)
Pldlllzumab (Antl PD-1)
REGN2810 (Antl PD-1)
AMP-224 (Antl PD-1)
MED106BO (Antl PD-1)
PDRO0O1 (AntlPD-1)
CT--001 (Antl PD-1)

Pembrollzumab Nlvolumab MEDI4736 Atezollzumab
- Melanoma + NSCLC - Urothellla Cencer + solld tumor * Advanced solld and hematologlcal

mallgnancles

Sekil 2.6. FDA onayli PD-1 / PD-LI inhibitorleri i¢in 2017 yilina kadar yapilan klinik
calisma sayisi (Alsaab vd. 2017)
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T hiicreleri i¢in PD-1'in inhibit6r bir sinyal olugturmasi i¢in peptid-MHC simif I
kompleksi (pMHCI) ayni hiicrede ifade edilen PD-1 ligandlari tarafindan sunulmalidir.
PD-1, T hiicre islevlerini PD-1 kuyrugunda SHP2 de dahil olmak iizere fosfatazlari
immiino-reseptdr tirozine bazli sinyal motifine (ITSM) dahil ederek engelleyebilir. Bu
fosfatazlar, T hiicre reseptorii (TCR) tarafindan tetiklenen olumlu sinyal olaylarina karst
(pMHCI ile etkilesen) ve (CD28 (CD80 ve / veya CD86 ile etkilesen)) koyabilir.
Ornegin; ZAP70'i ve fosfoinositid 3-kinaz (PBK)-AKT ve RAS sinyal yolaklarimi
inhibe eder. Toplu halde bu durum transkripsiyon faktorlerinin (TFs) aktivasyonlarinin
azalmasiyla sonuglanir. Ornegin; aktivatdr protein 1 (AP-1), aktive T hiicrelerinin
niikleer faktorii (NFAT) ve niikleer faktor-kB (NF-KB) aktivasyonlar1 azalir. Bu
transkripsiyon faktorleri T hiicresi aktivasyonu, proliferasyonu, efektor fonksiyonlar: ve
sagkalim i¢in 6nemlidir. Buna ek olarak PD-1 bazik 16sin fermuar transkripsiyon
faktorii ATF- benzeri (BATF) gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu arttirarak
T hiicre fonksiyonlarini inhibe edebilir. BATF efektor kopyalama programlarina daha
da kars1 koyabilir. Bazi kanitlar onermektedir ki PD-1 ligandlarinin PD-1 ile olan
ilgisini takiben sinyale yol agilabilir, ancak ilgili sinyal motifleri ve mekanizmalari
heniiz tam olarak bilinmemektedir. Sekil 2.6 ' da sar1 kutuda anahtar transkripsiyon
faktorleri ve anahtar proteinleri gosterilmistir. Alternatif olarak PD-LI CD80'e de
baglanabilir ve PD-L2, RGM ailesinin iiyesi B'ye (RGMB) baglanabilir. Ortaya
¢ikabilecek pek ¢ok olasi etkilesim vardir. PD-1 sinyalizasyonu ve baglanan partnerlerin
cesitliligi Sekil 2.7 de verilmistir. (Sharpe ve Pauken 2017).

a PDI:ignilling in T cell: b Diver:ity of PDI pithway binding partner:
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epithelialcyl
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1Key Tfs induced (&m
byTCR-CD28

tTFBATF
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productlon

1Survival

Nucleus @

Sekil 2.7. PD-1 sinyalizasyonu ve baglanan partnerlerin ¢esitliligi (Sharpe ve Pauken
2017)
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Tanimlanmasi

Calismamiz i¢in Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 16/12/2016 tarihinde etik kurul onayi alinmistir . Bu ¢alismaya
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Poliklinigine basvuran 30 kisi dahil
edilmistir. Calismaya katilan goniillii hasta ve kontrol grubundan aydinlatilmis onam
alinmistir. Multipl miyelom siiphesi ile kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi yapilan
hastalardan akim sitometri ve kemik iligi yaymasi1 degerlendirilmesi sonucunda yeni
tan1 alan yirmi multipl miyelom hastasinin (12 kadin, 8 erkek, 43-75 yas araliginda
hastalar) iliak krestinden tan1 amacli edtali tiipe toplanan (yaklasik 2-3 ml) Ornekler
multipl miyelom tanisinin hemen akabinde ¢alismamiz i¢in kullanilmistir. Dolayist ile
calismaya dahil ettiimiz multip]l miyelom hastalan yeni tanm1 almis ve de daha dnce
tedavi almamis hastalardan olusmaktadir . Ayn1 zamanda boyle bir ¢alisma dizayni ile
hali hazirdaki zaten tan1 amagh aliman kemik iligi numuneleri kullanilacag: i¢in kemik
iligi  hiicrelerinin toplanmasi asamasinda c¢alismamiz ig¢in hastalar maduriyet
yasamamustir. Benzer sekilde ITP 6n tanis1 nedeniyle kemik iligi aspirasyon Ve
biyopsisi yapilan on hastada (7 kadin, 3 erkek, 40-81 yas araliginda hastalar) kontrol
grubu olusturmak icin calismamiza dahil edilmistir.

3.2. Multipl Miyelom Hastalarinin Evrelendirilmesi

Calismaya dahil edilen multipl miyelom hastalarinin National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) kilavuzuna gore ISS (International Stagin System) evresi
belirlenmis ve gruplandirilmistir. Multip]l miyelom hastalar1 arasinda miyelom alt
gruplart (6r; IgA Lambda, 1gG Kappa) ayrica gruplandirilmistir. Ayrica miyelom
hastalarinda ¢alisma i¢in anlamli gérdiigiimiiz tan1 anindaki laboratuar bulgulart da ( Hb
(gr/dl), 16kosit (sayr/mm3), notrofil (sayr/mm3), lenfosit (sayi/mm3 ), trombosit
(sayi/mm3 ), LDH, total protein, albumin, kreatin, kalsiyum, beta 2 mikroglobulin, 1gG,
IgA, IgM, IgE, IgD, s. kappa, s. lambda ) calisma sonunda sunulmus ve de ¢aligmanin
sonuglan ile ili skilendirilmistir .

3.3. Kemik Iligi Hiicrelerinin Degerlendirilmesi

Treg hiicrelerinin kemik iligi hiicreleri arasindaki diizeyinin belirlenmesi i¢in her
iki hasta grubunda da akim sitometrisi kullanilarak immiinfenotipleme yapilmistir. Ayni
edtali tiipte geriye kalan kemik iligi numunesi real time PCR (real-time-polymerase
chain reaction (RT-PCR)) metodu i¢in kullanilmistir.

3.4. Akim (Flow) Sitometri Yontemi

Hastalardan sodyum-heparin iceren tiiplere alinan 2-3 ml kemik iligi 6rneginden
ficoll histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) uygulamasiyla mononiikleer hiicreler ayrildi.
Floresan isaretli antikorlar kullanilarak CD4 CD25 FoxP3 PD-t  hiicreler akim
sitometri yontemiyle incelendi.

Mononiikleer hiicre ayrilmasi agsamalart;
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10.

(FITC-

Sodyum-heparin igeren tiiplere 2-3 ml kemik iligi alinir.

Alman kemik iligi 30 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra {lizerine ayni
oranda PBS eklenir.

Falcon tiiplerine 3,5 ml ficoll histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) koyulduktan
sonra PBS ile sulandirilmis kemik iligi oran1 1:2 olacak sekilde iizerine yavasca
eklenir.

2000 rpm (800g), 30 dk, 20° C de santrifiij (Beckman-Coulter santrifiij cihazi
kullanildr) edili r.

Monontiikleer hiicreler pipet yardimiyla alindi ve iizerine PBS eklendi. Alt-iist
edildikten sonra 2000 rpm (800g),10 dk. 8 ° C de santrifiij edilir.

Stipernatantlar atildiktan sonra iizerine PBS eklenir .
2000 rpm (800g), 10 dk. 8 ° C de santrifiij edilir.

Siipernatantlar atildiktan sonra lizerine PBS eklenir.

. Elde edilen hiicre miktar1 sayilir.

2000 rprn (800g), 10 dk. 8 °c de santrifiij edilir. Elde edilen hiicreler Becton
Dickinson (BD) Pharmingen Stain Buffer ile (FBS) ml 'de 10 milyon hiicre
olacak sekilde sulandirilir.

Floresan isaretli antikorlar; CD45 (APC-H7-560178), CD25 (PE-555432), CD4
555346), CD279 (PDI) (V-450-562516), foxP3 (APC-560045) ve izotipleri

(IGGI); APC-H7-560167, PE-555749, FITC-555748, V-450-562438, APC-560045
olarak secildi ( BD Biosciences, San Jose, CA.)

1.

Antikorlar i¢in hiicre hazirlik ve boyama prosediirleri;

Humar FoxP3 Buffer Set'inin hazirlanmasi :

. FoxP3 Buffer A (10X konsantre) y1 1:10 oraninda oda sicakligindaki
distile su ile sulandirilir.

. Calisma solusyonu Buffer C'yi yapmak i¢in FoxP3 Buffer B
sulandirilmis 1X Buffer A i¢inde 1:50 oraninda sulandirilir (Buffer
B:Buffer A).

Her calisma icin Humar1 FoxP3 Buffer A ve C solusyonlar1 taze olarak

hazirlanma lidir .

2.

Boyama Prosediirii:
. Hazirlanmis bufferlar oda sicakligina getirilir.

. Insan kemik iligi mononiikleer hiicreleri hazirlanir. Elde edilen hiicreler,
BD Pharmingen Stain Buffer ile (FBS) ml'de 10 milyon hiicre olacak
sekilde sulandirilir.
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. Uygun miktardaki yilizey antikorlan (CD4 ve CD25 (20 ul), CD279
(PD1) (5 ul), CD45 (3 nL)) ve izotipleri 12x75mm'lik tiipe pipetlenir .

. Her tipe 100 pl hiicre eklenir, vortekslenir, 20 dakika oda 1sisinda,
karanlikta inkiibe edilir.

. 2ml wash buffer (Stain Buffer (FBS)) eklenir . 250xg hizda, 10 dakika

santrifiij edilir, siipernatant uzaklastirilir.

. Hiicreleri fikse etmek i¢in , tiipte kalan hiicre pelleti nazikce kaldirilir ve
tizerine 2ml IxHuman Foxp3 Buffer A eklenir . Vortekslenir ve 10 dakika
oda 1s1s1inda, karanlikta inkiibe edilir.

. Inkiibasyon sonunda hiicreler 500xg' de 5 dakika santrifiij edilir ve
fiksatif uzaklastirilir. Islem sirasinda pelletin  kalkmamasina 6zen
gosterilir.

. Hiicreleri yikamak igin, tiiplere 2 ml BD Pharmingen Stain Buffer (FBS)

eklenir ve pellet nazikg¢e kaldirilir . 5 dakika siiresince 500xg'de santrifiij
edilen tiiplerden slipernatant uzaklastirilir.

. Hiicreleri gecirgen hale getirmek igin tlipte kalan hiicre pelleti nazikge
kaldirilir ve tizerine 0.5ml Ix working solution Humar1 Foxp3 Buffer C
eklenir . Vortekslenir, 30 dakika oda 1si1sinda karanlikta inkiibe edilir.

. Hiicreleri yikamak i¢in tiiplere 2 mi BD Pharmingen Stain Buffer (FBS)
eklenir, 5 dakika 500xg'de oda 1sisinda santrifiij edilir. Buffer
(stipernatant) uzaklastirildiktan sonra yikama islemi tekrarlanir ve buffer

uzaklastirilir.

. Tiiplere FoxP3 antikoru (20 pL) eklenir, nazik¢e vortekslenir ve 30
dakika oda 1si1sinda karanlikta inkiibe edilir.

. BD Pharmingen Stain Buffer ile yikama islemi tekrarlanir.

. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra tiiplerde kalan hiicre pelleti wash

buffer ile kaldirilir ve en kisa siirede analize gegcilir.

Opsiyonel olarak hiicreler, 300 pL %1' lik formaldehit iceren PBS ilave edilerek
+4°C'" de saklanabilir. Bu hiicreler 24 saat i¢cinde analiz edil me lidi r. Okuma esnasinda en
az 15.000-25.000 CD4 pozitif lenfosit miktarina ulagilmasi 6nerilmektedir .

Ornekler akim sitometrisi (FACSCanto I, Becton Dickinsen, San Jose, CA.) ile
degerlendirildi ve FACS Diva yazilimi ile analiz edildi (Braga vd. 2014 ; Raja vd.
2012).

3.5. Gercek Zamanh (Real-Tiine) Polimeraz Zincir Reaksiyonu

3.5.1. RNA izolasyonu

Kemik iligi 6rnekleri santrifiij edilerek ¢okertildi . Eritrositler, par¢calama (lysis)
tamponu soliisyonu kullanarak uzaklastirildi ve kalan g¢ekirdekli hiicrelerden silika
kolon yontemi ile total RNA eldesi gergeklestirildi (NucleoSpin® RNA Blood (I\1N-
740200 .50, Germany)). RNA kalitesi ve miktar1 nanodrop spektrofotometre (Nano) ile
spektrofotometrik olarak 6lgiildii. RNA 6rnekleri cDNA sentezi i¢in -20°C'de saklandi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

RNA izolasyonu agamalari;
Edtali tiipe 2-3 ml kemik iligi alinir.

15 ml 'lik fal kon tiipe aktarilir ve iizerine 2 kat1 eritrosit lizis buffer koyularak 10
dk. inkiibasyon i¢in oda 1sisinda bekletilir.

4000 rpm 10 dk. santrifiij edilir.
Stipernatant dokiiliir.

Ikinci bir yikama igin iizerine 1 ml eritrosit lizis buffer koyularak pipetaj yapilir
ve 1,5 ml'lik eppendorf tiipiine aktarilir.

8000 rpm 3 dk. santrifiij edilir.

Siipernatant dokiiliir. Uzerine 150 ul PBS +200uL DL Liziz Buffer koyularak
-20°C'de saklanir.

Uzerine 200 uL DL Liziz Buffer eklenir ve pipetaj yapilir.

Uzerine 5 uL Siv1 Proteinaz K eklenir ve kapagi kapatilir. Oda sicakliginda 3-15
dk. tiip ¢alkalayici tizerinde inkiibasyona birakilir (18-25°C).

Tiipe mevcut hacmin yaris1 kadar %70 ethanol eklenir ve giiclii bir sekilde
karistirilir.

400 pL NucleoSpin® RNA Blood Column igine aktarilir. 11,000 X g'de 30sn
santiflijlenir.

Kalan hacim i¢in islem tekrarlanir.

350 uL :MDB (Membrani tuzdan arindirma) buffer ¢ozeltisi kolona eklenir ve
11,000 x g'de 30 sn santrifiijlenir.

Kolona 95 pL rDNase eklenir. Oda sicakliginda 15 dk. beklenir.

200 pL RB2 buffer ¢ozeltisi NucleoSpin® RNA Blood Column'a eklenir .
11,000 x g'de 30sn santrifiijlenir. S1vi kismi igeren tiipii siviyla birlikte atilir ve
filtreli kolon yeni bir toplama tiipiine yerlesti rilir.

600 uL. RB3 buffer ¢ozeltisi NucleoSpin® RNA Blood Column'a eklenir.
11,000 x g'de 30sn santrifiijlenir. Sivi kismi igeren tiipii siviyla birlikte atilir ve
filtreli kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilir.

250 pL RB3 buffer ¢ozeltisi NucleoSpin® RNA Blood Column'a eklenir.
11,000 x g'de 2 dk. santrifiijlenir. Stv1 kismi i¢eren tiipii siviyla birlikte atilir ve
filtreli kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilir.
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18. 50u.L RNase-igermeyen H>O kolona eklenir ve 11,000 x g'de 30sn
santrifiijlenir. RNA 1.5 mL toplama tiipiine aynsmis olacaktir.

19. Islem tekrarlanir ve ayn1 6rnekten 2. bir eliisyon elde edilir . -20°C'de saklanir
(Braga vd. 2014; Raja vd. 2012).

3.5.2. cDNA sentezi

cDNA sentezine baslamadan 6nce tiim RNA 6rnekleri 100 ng/uL olacak sekilde
ayarlandi. cDNA sentezi i¢in 'EasyScript Plus tm cDNA Synthesis Kit' (ABM-0236,
Canada) kiti kullanildi. -20°C'de muhafaza ettigimiz total RNA 6rnekleri oda 1sisinda
eritildi. Kullanilacak tiim soliisyonlar oda 1sisinda eritlip vortekslendikten sonra buz
tizerine alindi. Ependoif tiiplerine 5 uL total RNA, 1 pL random primer, 1 pL dNTP,
7,5 uL ' nuclease- free H>0 ' ilave edildi. Tekrar kisa bir spinden sonra 65°C'de 5 dakika
thermal cyclerda inkiibe edildi . Sonrasinda 5 dakika +4°C'de bekletildi . Uzerine 4 pL
5X RT tamponu, 0,5 uL ' RNase OFF Ribonuclease Inhibitor', 1 uL '"EasyScript Plus tm
RTase' ilave edil di. Pipetaj ile karistinld1 ve kit prosediiriine uygun olarak sirasi ile
thermal cyclerda 25°C' de 10 dakika, 40°C'de 50 dakika, 85°C' de 5 dakika inkiibe
edildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C' de saklandi.

3.5.3. Kantitatif PCR

Kantitatif PCR 1¢in ' EvaGreen 2X gqPCR MasterMix' (ABM-MasterMix-S,
Canada) kiti kullanildi. Kullanilacak tiim soliisyonlar eritlip vortekslendikten sonra buz
iizerine alindi. Ependorf tiiplerine | O uL EvaGreen 2X qPCR MasterMix, 0,5 pL
forward primer, 0,5 pL reverse primer, 6 pL'nuclease-free H,0 ', 3 pL cDNA ilave
edildi. Pipetaj ile karigtinld1 ve kit prosediiriine uygun olarak sirasi ile thermal cyclerda
(LightCycler® 480 (Roche)) 95°C' de 10 dakika (denatiirasyon), uzama i¢in 95°C'de 10
saniye, 60°C' de 15 saniye, 72°C' de 20 saniye bir dongii olacak bi¢gimde 45 dongii
yapild1 ve erime egrisi LightCycler® 480 Software release 1.5.0 programinda analiz
edildi. Hedef ve referans genlerine ait siklus degerleri RESTO programi kullanilarak
normalize edildi. RPLI 3A geni referans olarak kullanilmistir. Tim hasta ve kontrol
PCR'lar iki kez tekrar edilmistir . Primerlerin sentezi Sentegen Biyoteknoloji (Tiirkiye)
firmasina  yaptinlmistir.  Kullanilan ~ primerler  PD-1 geni 1¢in;  FW:
CCCTGGTGGTTGGTGTCGT, R: GCCTGGCTCCTATTGTCCCTC, PD-LI (CD274)
geni 1¢1n; FW: GGTGCCGACTACAAGCGAAT, R:
ATGGTCACTGCTTGTCCAGATG seklinde dizayn edilmistir (Wang vd. 2017).

3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin analizi konusunda tanimlayici istatistikler frekans, yiizde, ortalama,
standart sapma degerleri ile sunulm ustur. Calismadaki gruplarinin cinsiyet durumuna
gore farkli olup olmadigim tespit etmek amaci ile Ki-kare analizi yapilmistir (Glingor
2008). Hasta ve kontrol gruplarinin Treg ve mRNA oSl¢iimlerinin incelenmesi amaci ile
Mann. Whitney U testi kullanilmistir (Ruxton 2006). Hastalarin evre diizeylerine Treg
ve mRNA Olgiimlerinin farkliliginin incelenmesi i¢in Kruskall Wallis testi
uygulanmistir (Breslow 1970). Treg ve mRNA hiicre dlgiimlerinin hem kendi arasinda
hem de diger kan 6l¢iimleri ile olan iliskilerinin incelenmesi i¢in korelasyon analizi
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yapilmistir (Orhunbilge 2017). Calismada 0,05'den kiiciik p degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. Analizler SPSS 22.0 paket programi ile yapilmstir.
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4.BULGULAR

Akdeniz Universitesi Hastanesi Eriskin Hematoloji Poliklinigine gelen yeni tam
NIM ve ITP &n tanist olan hastalarin kemik iliginde CD4 CD25 FoxP3 PD} Tre g
hiicrelerinin ve toplam PD-1 ve PD-LI mRNA ifadesi diizeyini belirlendi. Asagida bu
hastalara ait demografik, laboratuar, akis sitometri ve kantitatif PCR analiz sonuglari
verilmistir. Caligmada kontrol grubunda secilen hastalardan (n=IO) biri ¢alisma
esnasinda kontrol grubu o6zelliklerini saglamadigindan (calismamizdan bes ay sonra
hasta myelodisplastik sendrom tanis1 almistir) dolay1 ¢alismadan ¢ikartilmistir. Bu hasta
icin tlim veriler tez iginde verilmistir. Kontrol grubu n=9 hasta ve hasta grubu n=20
hasta lizerinden analizlere tabi tutulmustur.

4.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Genel Ozellikleri

Calismaya dahil olan hastalarin %69'u hasta grubu ve %31'i kontrol grubunda
yer almistir. Hastalarin %38'nin erkek ve %62'sinin kadin oldugu tespit edilmistir.
Hasta ve kontrol grubunun genel 6zellikleri (cinsiyet, evre vs) Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3'de
verilmistir.

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubunun genel 6zellikleri

Grup n %
Hasta 20 69
Kontrol 9 31
Cinsiyet N %
Erkek 11 38
Kadin 18 62

Hasta grubunda hastalik alt tipleri %15 ile IgA K (Kappa), %10 ile IgA L
(Lambda), %25 ile IgG K, %35 ile 1gG L, %10 ile K ve %5 il L tipte oldugu
goriilmistiir. Hastalarin hastalik evre diizeyleri %25 ile Evre 1, %15 ile Evre Il ve %60
ile Evre III oldugu goriilmistir. Hasta grubunda alt tip ve evre Cizelge 4.2' de
Ozetlenmistir.
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Cizelge 4.2. Hasta grubundaki (MM) alt tipler ve evreler

ALT TiPi n %
IgAK 3 15%
IgAL 2 10%
IgGK 5 25%
IgGL 7 35%

K 2 10%
L 1 5%
Evre N %
I 5 25%
il 3 15%
111 12 60%
Hasta ve kontrol grubunda kadin ve erkek oranin benzer diizeylerde oldugu,

cinsiyet bakimindan ¢alisma gruplannin homojen oldugu goriilmiistiir (p=0,53,p>0,05).

Cizelge 4.3. Hasta ve kontrol grubunun cinsiyet dagilimi

Cinsiyet
Grup Erkek Kadin P
(n=11) (n=18)
o (n=20) n 8 12
asta (n=
% 40,0% 60,0%
0,53
B n 3 6
Kontrol (n=9) % 33.3% 66.7%

*Ki-kare testi yapilmistir.

Calismaya dahil olan tiim bireylerin yas ortalamasmin 60,59+8,62 oldugu
gotilmistiir. Hastalarin Hb (Gr/DI1) Olgiimlerinin 10,52+2, 72, 16kosit (say/mm3)
Olgiimlerinin 7,043,46, nétrofil dlgiimlerinin 5,0+3,06, lenfosit (sayr/mm3) dlgiimlerinin
1,77+0,94, trombosit (say/mm3 ) Ol¢iimlerinin 154,69+107,09 oldugu goiiilmiistiir.
Hasta ve kontrol gruplannda yas ve biyokimyasal parametreler Cizelge 4.4'de
Ozetlenmistir.
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4.2. Hasta ve Kontrol Grubunun Yas ve Biyokimyasal Parametreler Dagilimi

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol gruplannda yas ve biyokimyasal parametreler

Ol¢iim n X s.S. Min Max

Yas 29 60,59 8,62 40,00 81,00

Hb (Gr/Dl) 29 10,52 2,72 6,20 16,40
Lokosit (say/mm3) 29 7,00 3,56 161 16,55
Notrofil (sayr/mm3) 29 5,00 3,06 0,41 14,53
Lenfosit (say/mm3) 29 1,77 0,94 0,50 4,28
Trombosit (sayr/mm3 ) 29 154,69 107,09 2,00 377,00
Beta 2 Mikroglobulin 20 7,88 6,11 1,09 25,30
19G 20 2325,40 1997,18 198,0 7500,0
IgA 20 495,52 1102,78 25,80 4140,0

IgM 20 47,15 55,65 18,0  218,0

S. Kappa 20 7,23 15,69 0,10 70,12

S. Lambda 20 12,28 15,86 0,37 51,62

Calismaya dahil olan tiim bireylerin Beta 2 Mikroglobulin (evreleme igin)
ortalama Ol¢iimlerinin  7,88+6,11 oldugu goriilmiistir . IgG Ol¢limlerinin
2325,40+1997,18 oldugu, IgA Olgiimlerinin 495,52+1102,78 oldugu, IgM olgiimlerinin
47,15455,65 oldugu gortilmistiir. S. Kappa Ol¢iimlerinin 7,23+15,69 ve S. Lambda
Olctimlerinin 12,28+15,86 oldugu goriilmiistiir. Gruplara gore Ol¢ilimlerin incelenmesi
Cizelge 4.5' de verilmistir.

Calismaya dahil olan tiim bireyler arasinda yas ve biyokimyasal parametreler
bakimindan benzerlik vardir. Bu bakimdan hasta ve kontrol grubunda elde ettigimiz
Treg ve PD-1/PD-LI degerlerini karsilastirmay1 miimkiin kilmaktadir.
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Cizelge 4.5. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda yas ve biyokimyasal parametrelerin
karsilastirmasi

Olgiim Grup N X S.S. p

Hasta 20 60,45 7,72

Yas 0,90
Kontrol 9 60,89 10,87
Hasta 20 9,96 2,48

Hb (Gr/Dl) 0,09
Kontrol 9 11,79 2,95
Hasta 20 591 2,82

Lokosit (Say1’/Mm3) 0,01*
Kontrol 9 9,42 3,98
Hasta 20 4,10 1,96

Nétrofil (Say’/Mm3) 0,01*
Kontrol 9 7,00 4,13
Hasta 20 1,78 0,91

Lenfosit (Say/Mm3) 0,95
Kontrol 9 1,75 1,07
Hasta 20 210,80 76,74

Trombosit (Say/Mm3) 0,01*
Kontrol 9 30,00 28,12
Hasta 20 214,15 85,86

LDH 0,13
Kontrol 9 264,67 65,19
Hasta 20 8,52 1,76

Total Protein 0,16
Kontrol 9 7,63 0,81
Hasta 20 3,79 0,61

Albumin 0,14
Kontrol 9 4,13 0,44
Hasta 20 1,56 1,38

Kreatin 0,14
Kontrol 9 0,85 0,21
Hasta 20 10,01 1,64

Kalsiyum 0,13
Kontrol 9 9,14 0,53

"M ann Whituet U Testi Uygulanmustir. 'Aulaml Diizeyde iliskiyi Gosterir
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Calismada l6kosit (Say1/Mm3) oOlg¢limlerinin kontrol grubu hastalarda daha
yiksek diizeylerde oldugu tespit edilmistir (p=0,01). Calismada nétrofil (Sayr/Mm3)
Olciimlerinin kontrol grubu hastalarda daha yiiksek diizeylerde oldugu tespit edilmistir
(p=0,01). Calismada trombosit (Say/Mm3) Slgiimlerinin hasta grubunda daha yiiksek
diizeylerde oldugu tespit edilmistir (p=0,01). Hastalarin yas ortalamalarinin kontrol ve
hasta gruplarinda farkli diizeylerde olmadig1 goriilmiistiir (p=0,90,p>0,05). Hastalarin
Hb (Gr/Dl) diizeylerinin kontrol ve hasta gruplarinda farkli diizeylerde olmadigi
goriilmistir (p=0,09, p>0,05). Hastalarin lenfosit (Sayi/Mm3) diizeylerinin kontrol ve
hasta gruplarinda farkli diizeylerde olmadig1 goriilmiistiir (p=0,95, p>0,05). Hastalarin
LDH diizeylerinin kontrol ve hasta gruplarinda farkli diizeylerde olmadig1 goriilmiistiir
(p=0,13, p>0,05). Hastalarin total protein Olgiimlerinin kontrol ve hasta gruplarinda
farkli diizeylerde olmadigi goriilmistir (p=0,16, p>0,05). Hastalarin albumin
Olglimlerinin kontrol ve hasta gruplarinda farkli diizeylerde olmadigi goriilmiistiir
(p=0,14, p>0,05). Hastalarin kreatin Ol¢timlerinin kontrol ve hasta gruplarinda farkli
diizeylerde olmadigi goriilmiistiir (p=0,14, p>0,05). Hastalarin kalsiyum O6l¢timlerinin
kontrol ve hasta gruplarinda farkli diizeylerde olmadig1 gorilmistiir (p=0,13, p>0,05).
Hasta ve kontrol gruplarinda Treg Hiicreleri (%) Ol¢limlerinin incelenmesi Cizelge
4.6'da verilmistir.

Kontrol grubu olarak belirledigimiz ITP hastaliginin dogasi geregi trombosit
degerleri ITP hastalarinda anlamli diisiiktiir. Fakat ITP hastalarinda akis sitometri ile
kemik ilikleri degerlendirildiginde saglikli insanlardaki gibi bir hiicresel dagilim
goriilmektedir. Bu nedenle trombosit disiikliigii Treg ve PD-1/PD-L1 degerlerini
karsilastirmay1 miimkiin kilmaktadir .
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4.3. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Treg Hiicreleri (%) Diizeyleri

Cizelge 4.6. Hasta ve kontrol gruplarinda Treg hiicreleri (%) diizeyleri

Treg hiic ~-v--\ vy Grup n X S.S. p
diize leri
CD4+CD25+FoxP3+PD- 1518 20 1 0.83 004+
1 Treg hiicreleri (%) Kontrol 9 109 030 ’
CD4+ CD25+ Treg Hasta 20 3,74 2,52
) . 0,32
hiicreleri (%) Kontrol 9 277 211
CD4+CD25+pD-1+ Treg 1258 20 2,38 1,43
hiicreleri (%) 0,22
Kontrol 9 1,65 1,46

**Mann Whitnet U Testi Uygulanmistir. * Anlaml Diizeyde iliskiyi Gosterir

Calismada hasta ve kontrol gruplarinda CD4 CD25 FoxP3 PD-t Treg hiicreleri
(%) diizeyleri gruplara gore farkhidir. Hasta grubu CD4 CD25 FoxP3 PD -1 Treg
hiicreleri (%) kontrol grubuna gore daha yiiksek diizeylerdedir (p=0,01). Calismada hasta
ve kontrol gruplarmin CD4 CD25 Treg hiicreleri (%) benzer diizeylerdedir
(p=0,32). Calismada hasta ve kontrol gruplarinin CD4 CD25 PD-1 Treg hiicreleri(%)
benzer diizeylerdedir (p=0,32). Treg hiicreleri(%) diizeyleri Sekil 4.1'de verilmistir.
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T

Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol
CD4 +CD25+FoxP3 +PD-1+ CD4+CD25+ Treghucreleri CD4+CD25+PD-1+ Treg
Treg hiicreleri (%) {%) hticreleri (%)

Sekil 4.1. Hasta ve kontrol gruplarinda Treg hiicreleri(%) diizeyleri

Her ne kadar CD4 CD25 FoxP3 PD-1 Treg hiicreleri(%) diizeyleri hastalarda
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmus ise de CD4 CD25 ve CD4 CD25 PD-t
Treg hiicreleri(%) dilizeylerinin hastalarda yiiksek oldugu acikc¢a goriinmektedir. Bu
durum hastalarda kemik iliginde Treg hiicrelerinin lokal birikimini desteklemektedir.

4.4. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Géreli PD-1 mRNA ve PD-L1 mRNA ifade
Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol gruplarinda goreli PD-1 mRNA ve PD-LI mRNA ifade
seviyeleri Cizelge 4.7. ve Sekil 4.2.' de verilmistir.

Cizelge 4.7. Hasta ve kontrol gruplarinda goéreli PD-1 mRNA ve PD-LI mRNA
ifade seviyeleri

Ol¢iim Grup n X S.S. p
Hasta 20 2,13 2,28
PD-1 mRNA 0,01*
Kontrol 9 0,67 0,64
Hasta 20 4,28 1,48
PD-LI mRNA 0,02*
Kontrol 9 2,57 3,64

**Mann Whitnet U Testi Uygulannustir. * Anlamh Diizeyde iligkiyi Gosterir
Calismada hasta ve kontrol gruplarinda goreli PD-1 mRNA ifade seviyelerinin

gruplara gore farkli diizeylerde oldugu tespit edilmistir. Hasta grubu PD-1 mRNA ifade
seviyeleri kontrol grubuna gore daha ytiksektir (p=0,01).
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Calismada hasta ve kontrol gruplarinda goreli PD-LI mRNA ifade seviyelerinin
gruplara gore farkli diizeylerde oldugu tespit edilmistir . Hasta grubu PD-LI mRNA
ifade seviyeleri kontrol grubuna gore daha yiiksektir (p=0,02).

Hasta Kontrol Hasta Kontrol

PD-1 mRNA PD-LImMRNA

Sekil 4.2. Hasta ve kontrol gruplarinda goreli PD-1 mRNA ve PD-LI mRNA ifade
seviyeleri
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4.5. Hasta ve Kontrol Gruplarinda Treg Hiicreleri ve mRNA Tliskilerinin
Degerlendirilmesi

Hasta ve kontrol gruplarinda Treg hiicreleri ve mRNA iliskilerinin analizi
Cizelge 4.8. ve Sekil 4.3.'de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.8. Hasta ve kontrol gruplannda Treg hiicreleri ve mRNA iligkilerinin
incelenmesi

CD4+CD2
. + + +po-1+
Oleiim CD4+CD25+Fox CD4+CD25+ S+pPo-1 PD-1 PD-LI
—2g P3+PD-1+ Treg Treg Treg RNA RNA
(n=29) hiicreleri(%) hiicreleri (%) hiicreleri m
0/0
CD4+CD25+FoxP3+p 1 1
D-1+ Treg hiicreleri
(%) p
r 1
CD4+CD25+ Treg
hiicreleri(%
iicreleri(%) b 0,01
r 0,76** 0,88* 1
CD4+CD25+PD-1+
Treg hiicreleri(%)
p 0,01 0,01
r 0,23 0,12 0,17
PD-1 mRNA
p 0,22 0,52 0,37
r 0,23 0,09 0,14 0,67** 1
PD-LI mRNA
p 0,22 0,63 0,47 0,01

*Korelasyon Analizi uygulanmistir.** anlamh diizeyde iliskiyi gostermektedir.

Bireylerin CD4 CD25 FoxP3 PD-t  Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile
CD4 CD25 Treg hiicreleri (%) diizeyleri arasinda pozitif diizeyde ve yiiksek diizeyde
pozitif yonde anlamli iligski oldugu gorilmiistiir (r=0,62,p=0,01,p<0,05).

Bireylerin CD4 CD25 FoxP3 PD-F  Treg  hiicreleri (%) diizeyleri ile
CD4 CD25 PD-1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri arasinda pozitif diizeyde ve yiiksek
diizeyde pozitif yonde anlaml iligki oldugu goriilmiistiir (r=0,76,p=0,01,p<0,05).

Bireylerin CD4 CD25 PD-1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile CD4 CD25 P D-
1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri arasinda pozitif diizeyde ve ¢ok yiiksek diizeyde pozitif
yonde anlamli iligki oldugu goriilmiistiir (r=0,88,p=0,0l,p<0,05).
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Bireylerin CD4 CD25 FoxP3 PD-t Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-1
MRNA ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigr gorilmistiir
(1=0,23,p=0,22,p>0,05).

Bireylerin CD4 C D25 FoxP3 PD- T Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-LI
mRNA ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigi  gorilmistiir
(1=0,23,p=0,22,p>0,05).

Bireylerin CD4 C D25 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-1 mRNA ifade
seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigr goriilmiistiir (1=0,12,p=0,53,p>0,05).

Bireylerin CD4 C D25 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-LI mRNA ifade
seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigi gorilmistiir (1=0,09,p=0,63,p>0,05).

Bireylerin CD4 CD25 PD -+ Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-1 mRNA
ifade seviyesi arasinda anlamli  diizeyde iliski olmadigi  gorilmistiir
(1=0,14,p=0,53,p>0,05).

Bireylerin CD4 CD 25 PD-1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-LI mRNA
ifade  seviyesi arasinda anlamli  diizeyde iliski olmadigr  gOérilmistiir
(1=0,14,p=0,47,p>0,05).

Bireylerin PD-LI mRNA ile PD-1 mRNA ifade seviyesi arasinda pozitif
diizeyde ve yiliksek dilizeyde pozitif yonde anlamhi iliski oldugu goriilmiistiir
(1=0,67,p=0,0 1,p<0,05).
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Sekil 4.3. Hasta ve kontrol gruplarinda Treg hiicreleri ve mRNA iliskilerinin
incelenmesi

Hasta grubunda Treg hiicreleri ve mMRNA iligkilerinin incelenmesi Cizelge 4.9 ve
Sekil 4.4'de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.9. Hasta grubunda Treg hiicreleri ve mRNA iliskilerinin incelenmesi

cD4+CD25+FoxPI+p COT 507 cod+cozstp  PD-1 NG
Grup D-1+ Treg hiicreleri D-1+ Treg mRN
(%) hucroelerl hiicreleri(%) A mRN
(%) A
CD4+CD25+FoxPJ+p r 1
D-1+ Treg hiicreleri
(%) p
47**
CD4+CD25+ Treg 0
. <o
hiicreleri(%) b 0,04
0,61.. **
CD4+CD25+PD-1+ | 0.85 1
. <o
Treg hiicreleri(%) 0,01 0,01
r 0,25 0,11 0,16 1
PD-1 mRNA
p 0,28 0,65 0,51
r 0,33 0,12 0,17 0,66** 1
PD-LI mRNA
p 0,15 0,61 0,47 0,01

*Korelasyon Analizi uygulannustir.** Anlaml diizeyde iliskiyi gostermektedir.

Hasta grubunda CD4 CD25 FoxP3 PD-1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile
CD4 CD25% Treg hiicreleri (%) diizeyleri arasinda pozitif diizeyde ve orta diizeyde
giiglii, pozitif yonde anlamli iliski oldugu goriilmiistir (r=0,47,p=0,04,p<0,05).

Hasta grubunda CD4 CD25% PD- ¥  Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile
CD4 CD25 P D-1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri arasinda pozitif diizeyde ve ¢ok yiiksek
diizeyde pozitif yonde anlamli iligki oldugu gortilmiistiir (r=0,85,p=0,01,p<0,05).

Hasta grubunda CD4 CD25 FoxP3 PD-t Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile
CD4 CD25 P D-1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri arasinda pozitif diizeyde ve yiiksek
diizeyde pozitif yonde anlamli iligki oldugu goriilmiistiir (r=0,61,p=0,01,p<0,05).

Hasta grubunda CD4 CD25 F oxP3+rD-1 Treg hiicreleri(%) diizeyleri ile PD-1
mRNA ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigr goriilmiistir
(r=0,25,p=0,28,p>0,05).

Hasta grubunda CD4 CD25 FoxP3 PD-1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-
LI mRNA ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadig1 goriilmiistiir
(1=0,33,p=0,15,p>0,05).

Hasta grubunda CD4 CD25 Treg hiicreleri(%) diizeyleri ile PD-1 mRNA ifade
seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadig1 goriilmiistiir (r=0,25,p=0,28,p>0,05).
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Hasta grubunda CD4+ CD 25+ Treg hiicreleri(%) diizeyleri ile PD-1 mRNA ifade
seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigi goriilmistiir (r=0,1 1,p=0,65,p>0,05).

Hasta grubunda CD4 CD25 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-LI mRNA
ifade seviyesi arasinda anlamhi  diizeyde iliski olmadigi  gorilmistiir
(r=0,12,p=0,61,p>0,05).

Hasta grubunda CD4 C D25 PD-t Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-1
mMRNA ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigi  goriilmistiir
(r=0,16,p=0,51,p>0,05).

Hasta grubunda CD4 CD25 PD-1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-LI
mRNA ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigi goriilmistiir
(1=0,17,p=0,51,p>0,05).

Hasta grubunda PD-LI mRNA ile PD-1 mRNA ifade seviyesi arasinda pozitif

diizeyde ve yliksek dilizeyde pozitif yonde anlamh iliski oldugu gorilmiistiir
(1=0,66,p=0,01,p<0,05).

Grup: Hasta
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Sekil 4.4. Hasta grubunda Treg hiicreleri ve mRNA iligkilerinin incelenmesi

Kontrol grubunda Treg hiicreleri ve mRNA iliskilerinin incelenmesi Cizelge
4.10 ve Sekil 4.5' de 6zetlenmistir .
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Cizelge 4.10. Kontrol grubunda Treg hiicreleri ve mRNA iliskilerinin incelenmesi

CD4+CD25+F0xP3+P CD:‘;&'DZS cnd+cn2s+p  pp-1 ll’_ll)'
Grup D-1+ Treg hiicreleri creg D-1+ Treg  mRN
%) hiicreleri hiicreleri(%) A mRN
(%) A
CD4+CD25+FoxP3+P r 1
D-1+ Treg hiicreleri
(%) p
r 0,92e-
CD4+CD25+ Treg
. .
hiicreleri (%) 0 0,01
0,97**
CD4+cn2s+pn-1+ '
. <o
Treg hiicreleri(%) D 0,01 0,01
r -0,19 -0,34 -0,28
PD-1 mRNA
p 0,63 0,37 0,46
r -0,06 -0,22 -0,13 1
PD-LI mRNA
p 0,89 0,57 0,74 0,01

*Korelasyon Analizi uygulanmustir. ** anlamh diizeyde iliskiyi gostermektedir.

Kontrol grubunda CD4 C D25 Fo xP3 PD- ¥ Treg hiicreleri (%) dizeyleri ile
CD4+ CD 25+ Treg hiicreleri (%) diizeyleri arasinda pozitif diizeyde ve ¢ok yliksek
diizeyde glicli, pozitif  yonde anlamli iliski oldugu goriilmiistir
(1=0,492,p=0,01,p<0,05).

Kontrol grubunda CD4 CD 25 PD-1  Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile
CD4 C D25 PD-1 + Treg hiicreleri (%) diizeyleri arasinda pozitif diizeyde ve ¢ok yiiksek
diizeyde pozitif yonde anlamli iliski oldugu goriilmiistiir (r=0,97,p=0,01,p<0,05).

Kontrol grubunda CD4+CD25+FoxP3+PD-I+ Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile
CD4+CD25+PD-I+ Treg hiicreleri (%) diizeyleri arasinda pozitif dizeyde ve ¢ok
yiiksek diizeyde pozitif ~ yOnde anlaml iligki oldugu gOrilmiistiir
(r=0,95,p=0,01,p<0,05).

Kontrol grubunda CD4 C D25 Fo xP3 PD- & Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile
PD-1 mRNA ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigi gorilmistir (r=-
0,19,p=0,63,p>0,05).

Kontrol grubunda CD4 C D25 Fo xP3 PD- 1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile
PD-LI mRNA ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iligki olmadig1 gorilmistir (r=-
0,06,p=0,89,p>0,05).
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Kontrol grubunda CD4 CD25 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-1 mRNA
ifade seviyesi arasinda anlaml1 diizeyde iliski olmadig1 goriilmiistiir (r=-0,34,p=0,37,
p>0,05).

Kontrol grubunda CD4 CD25 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-1 mRNA
ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigi gorilmistir (r=-
0,22,p=0,57,p>0,05).

Kontrol grubunda CD4 CD25 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-LI mRNA
ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigr gorilmistir (r=-
0,28,p=0,46,p>0,05).

Kontrol grubunda CD4 CD25 PD-1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile PD-1
mRNA ifade seviyesi arasinda anlamli diizeyde iliski olmadigi gorilmistir (r=-
0,13,p=0,74,p>0,05).

Kontrol grubunda PD-LI mRNA ile PD-1 mRNA ifade seviyesi arasinda pozitif

diizeyde ve cok yliksek diizeyde pozitif yonde anlamli iliski oldugu goriilmiistiir
(r=0,91,p=0,01,p<0,05).

Grup: Kontrol
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Sekil 4.5. Kontrol grubundaTreg hiicreleri ve mRNA iligkilerinin incelenmesi

Hasta grubu Treg hiicreleri (%) ve mRNA ifade seviyelerinin MM biyokimyasal
parametreleri ile iliskisinin karsilastirilmasi Cizelge 4.11'de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Hasta grubu Treg hiicreleri (%) ve mRNA ifade seviyelerinin MM
biyokimyasal parametreleri ile iligkisinin karsilastirilmasi

Beta 2 S. S.
Grup  Treg/PD-1, PD-LI Mikrogl 1gG IgA IgM Kapp Lamb
obulin a da

CD4+CD25+FoxP3+p r -0,15 0,29 -0,30 -0,17 0,29 0,12
D-1+ Treg hiicreleri
(%) p 0,52 0,22 019 0,46 0,22 0,61

-

CD4 CD25 Treg 03 033 -03 017 002  -013

. 0
hiicreleri (%) 0 0,12 0,15 0,19 0,47 0,95 0,59

20)

-

CD4+CD25+PD-|+ '0116 0,44 '0,31 -0,14 0,16 -0,13

=
~— .. 0
g Treg hiicreleri(%) 051 005 019 0,55 050 060
r 036 022 -016  -027 009  -0,08
PD-1 mRNA
o 012 035 0,50 024 069 075
r -028 017 -011  -021  -003 001
PD-LI mRNA

p 0,24 047 0,65 0,38 0,90 0,98

*Korelasyon Analizi uygulanmustir.

Hasta gurubunda CD4 CD25 FoxP3 PD -1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile
Beta 2 Mikroglobulin, 1gG, IgA, IgM, S. Kappa ve S. Lambda Ol¢limleri arasinda
anlamli diizeylerde iliski olmadig: tespit edilmistir (p>0,05).

Hasta gurubunda CD4 CD25 Treg hiicreleri (%)  diizeyleri ile Beta 2
Mikroglobulin, 1gG, IgA, IgM, S. Kappa ve S. Lambda Ol¢timleri arasinda anlamli
diizeylerde iliski olmadig tespit edilmistir (p>0,05)

Hasta gurubunda CD4 CD 25 PD- k Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile Beta 2
Mikroglobulin, 1gG, IgA, IgM, S. Kappa ve S. Lambda Olg¢iimleri arasinda anlamli
diizeylerde iligki olmadig tespit edilmistir (p>0,05)

Hasta gurubunda CD4 CD 25 PD- 1 Treg hiicreleri (%) diizeyleri ile Beta 2
Mikroglobulin, 1gG, IgA, IgM, S. Kappa ve S. Lambda oOl¢limleri arasinda anlamli
diizeylerde iliski olmadigi tespit edilmistir (p>0,05)

Hasta gurubunda PD-1 mRNA ifade seviyesi ile Beta 2 Mikroglobulin, Igg, Iga,
Igm, S. Kappa ve S. Lambda 06lgiimleri arasinda anlamli diizeylerde iliski olmadigi
tespit edilmistir (p>0,05)
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Hasta gurubunda PD-LI mRNA ifade seviyesi ile Beta 2 Mikroglobulin, 1gG,
IgA, IgM, S. Kappa ve S. Lambda 6lgiimleri arasinda anlamli diizeylerde iliski olmadig1
tespit edilmistir (p>0,05).

4.6. Hastalarin Evrelerine Gore Treg hiicreleri (20)ve PD-1, PD-LI mRNA
ifade Seviyeleri

Hastalarin evrelerine gore Treg hiicreleri (%) ve PD-1, PD-LI mRNA ifade
seviyeleri Cizelge 4.12. ve Sekil 4.6.' da verilmistir.

Cizelge 4.12. Evrelere gore Treg hiicreleri (%) ve PD-1, PD-LI mRNA ifade
seviyeleri

Evre

Treg/PD-1, PD-L1 1 (n=5) il (n=3) 111 (n=12) p

X S.S X S.S X S.S

CD4+CD25+FoxP3+PD-1+

Treg hiicreleri(%) 153 120 152 055 184 078 036

CD4 CD2% Treg hiicreleri

0 5,22 1,71 2,23 0,67 3,30 2,03 0,01*
(%)

CD4+CD25+PD-1+ Treg
hiicreleri (%)

2,62 2,27 1,75 0,61 2,46 1,26 0,32

PD-1 mRNA 2,94 2,59 2,08 1,06 1,92 2,52 0,24

PD-LI mRNA 9,19 6,06 2,82 2,27 2,82 3,95 0,04*

**Kruskal Wallis Testi Uygulanmigtir. * Anlaml Diizeyde Farki Gosterir

Hastalarin evrelerine gére CD4 CD 25 FoxP3 PD-+ Treg hiicreleri (%) farkli
diizeylerde degildir (p=0,36,p>0,05).

Hastalarin evrelerine gére CD4 CD 25 Treg hiicreleri (%) farkli diizeylerdedir.
Evre | olan hastalarin CD4 CD25 Treg hiicreleri (%) Evre il ve 111 hastalarina gore
daha yiiksek diizeylerdedir (p=0,0 1,p<0,05) .

Hastalarin evrelerine gére CD4 CD 25 PD- k Treg hiicrelerinin (%) farkli
diizeylerde olmadig1 gériilmektedir (p=0,32,p>0,05).

Hastalarin evrelerine gore PD-1 mRNA ifadesinin farkli diizeylerde olmadigi
gorilmektedir (p=0,24,p>0,05).

Hastalarin evrelerine gore PD-LI mRNA ifadesi farkli diizeylerdedir. Evre 1
hastalarin PD-LI mRNA ifadesi Evre il ve 111 hastalarina gore daha yiiksek
diizeylerdedir (p=0,04,p<0,05).
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Sekil 4.6. Evrelere gore Treg hiicreleri(%) ve PD-1, PD-LI mRNA ifade seviyeleri

Hastalarin  minimum diizeyde PD-L1 immiin kontrol noktasi saglayip
saglamadiginin test edilmesi stratejisi bu tedavilerden faydalanabilecek hasta sayisini
azaltmasina ragmen, basar1 oranini artirabilir. Ayn1 zamanda immiinsupresif Treglerin
eliminasyonu i¢in bir strateji olabilir. Her iki durumun tek bir inhibiitdr stratejisi ile
gerceklestirilebilmesi hasta tedavilerinde yeni anlayislar gelistirmemize katkida
bulunabilir.

Bu calismada yeni tanm1 :MM hastalarinda ve kontrollerde kemik iliginde hem
Tregler diizeyinde PD-1 ifadesini hem de mRNA diizeyinde PD-1 ve PD-LI ifadesini
degerlendirdik. Ustelik hastalik evrelerine gére de degerlendirdik. :MM hastalarinda PD-
I Treg hiicrelerinin ve PD-1, PD-LI ifadesinin bu galismada birlikte ele alinmasi
literatiirdeki ilk veridir. Ayrica PD-1 ve PD-LI inhibiitorleri ile devam eden klinik
kombinasyon ¢aligmalar1 ile es zamanli bu ¢alismanin sonuglarinin elde edilmesi devam
eden bu ¢alismalar igin yeni stratejiler gelistirilmesine katkida bulunacaktir .

Asagida hastalara ait demografik, laboratuar, akis sitometri ve kantitatif PCR
analiz sonuglar1 verilmistir.
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Cizelge 4.13. Multipl miyelom hastalarinin biyokimyasal parametrelerle, Treg hiicreleri (%) ve PD-1, PD-LI mRNA
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Cizelge 4.14. Kontrol grubu (ITP) biyokim yasal parametrelerle, Treg hiicreleri

(%)

ve PD-1,

PD-LI
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5. TARTISMA

Bu calisma yeni tan1t MM hastalarinda kemik iliginde CD4 CD25 Fo xP3 PD- 1
Treg, CD4 CD25 PD-1 Treg, CD4 CD25 Treg hiicrelerinin hem de PD-1 mRNA ve
PD-LI mRNA ifadesinin birlikte degerlendirildigi ve aralarinda iliskinin olup
olmadigin1 gosteren literatiirdeki ilk calismadir. CD4 CD25 F oxP3 PD-1 Treg diizeyi
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus olup CD4 CD25 PD-1 Treg ve CD4 CD25
Treg diizeyleri benzer olarak bulunmustur . PD-1 mRNA ve PD-L1 inRNA ifadeleri ise
kontrol grubuna gore yiliksek bulunmustur. Hasta grubunda Treg hiicrelerinin ifadeleri
ile PD-1 mRNA ve PD-L1 mRNA ifadeleri arasinda ise herhangi bir korelasyon
bulunmamasgtir.

Yapilan pek cok arastirmada Treg kanser iliskisi agikg¢a tanimlanmistir .
Immiinosupresyon kanserin ilerlemesine katkida bulunabilir. Bir ¢alismada erken evre
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ve ge¢ evre over kanseri olan hastalardan elde edilen
timor orneklerinden T hiicrelerinin yapisal ve fonksiyonel durumu degerlendirilmistir.
Her ne kadar bazi gruplar diger maligniteleri olan hastalarda TCR'de (T hiicre
reseptorii) yapisal degisiklikleri tanimlamis olsalar da, bu ¢alismada timorle iliskili T
hiicrelerinde CD3 zeta alt {linitesinin ekspresyonunda azalma gézlemlenmistir. Bununla
birlikte kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri timorii ve over kanseri ile iliskili
lenfositlerde artmis CD4+ CD25+ T hiicrelerinin yiizdesi gozlemlenmistir. Aynca bu
CD4+ CD25+ T hiicrelerinin Treg hiicrelerinin fenotipiyle tutarli bir TGF- salgiladigi
bulunmustur (Woo vd. 2001). Benzer bi¢imde 'C-X-C Motif Chemokine Receptor 3'
(CXCR3/ Tregler secici olarak tipl bagisikligim1 smirlamak i¢in insan over
karsinomlarinda birikir (Redjimi vd. 2012). Intraepitelyal CD8 + tiimér infiltre
lenfositleri ve yliksek CD8+ / Treg hiicre orant over kanserinde olumlu prognoz ile
iliskilidir (Sato vd. 2005). Bir diger calismada saglikli dondrler, kronik hepatit B viriisii
ve hepatit C viriisii enfeksiyonu ve viral olmayan karaciger sirozu bulunan hastalar dahil
olmak tizere hepatoseliiler karsinomlu (HCC) 84 hastadan ve 74 kontrolden olusan
gruplarda Treg hiicreleri lizerinde calisilmistir. HCC'li hastalarda periferik kanlarinda
yiiksek seviyelerde HLA-DR (Human Leukocyte Antigen - DR isotype ), GITR
(Glucocorticoid-Induced Tumor Necrosis Factor Receptor Family-Related Gene) ve
distik veya CD45RA ifade etmeyen CD4+ CD25+ Treg hiicrelerinin sayisinda artis
gozlemlenmistir (Ormandy' ye vd. 2005). Mizukami ve arkadaslarinin 2008'de yaptigi
bir diger ¢alismada CCLI 7 ve CCL22 kemokinlerinin erken evre mide kanserinde
meydana gelen Treg popiilasyonundaki artis ile iliskili oldugu gosterilmistir (Mizukami
vd. 2008). Benzer bi¢imde hipoksik intraperitoneal tiimorlerin mukoza ile iliskili epitel
kemokini olarak bilinen CCL28'in indiikksiyonu Yyoluyla CD4 CD25 FoxP3 Tregleri
timor alanina topladigi bildirilmistir (Facciabene vd. 2011). Curiel ve arkadaslari
2004'de 104 over karsinomlu hastada timdr hiicreleri ve mikro ¢evresel makrofajlann
irettigi CCL22 kemokini ile tim6ér mikrogevresinde Treg artisini ve de neticesinde
hastalik sagkaliminda diisiis ile iliskili oldugunu bulmuslardir (Curiel vd. 2004).
Jordanova ve arkadaslar1 2008'de diisiitk CD8+ T-hiicre / Treg oraninin 115 servikal
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kanser vakasinda daha kotl sagkalim ile iligkili oldugunu gdstermistir. Bu ¢alismada CD8

T-hiicre / Treg oranmmin ¢ok degiskenli istatistiksel analizle tek degiskenli
bagimsiz prognostik faktor oldugu gosterilmistir (Jordanova vd. 2008). Plitas ve
arkadaslar1 2016'da tedavi edilmemis insan meme karsinomlarindaki, normal meme
bezindeki ve periferik kandaki Treg hiicrelerinin 6zelliklerini analiz etmisler ve de cogu
sitokin ve kemokin reseptorii genlerinin 6zellikle CCR8'in tiimore yerlesik Treg
hiicrelerinde normal dokuda olanlara kiyasla artmis oldugunu gozlemlemislerdir (Plitas
vd. 2016). Bas-boyun skuamoz hiicreli karsinomlu hastalarda da Treg artis1 s6z
konusudur (Schaefer vd. 2005). Treg prevalansi pankreas ve meme adenokarsinomali
hastalarin periferik kaninda ve timor mikrogevresinde de artmistir (Liyanage vd. 2002).
Treg prevalansi premalign evreden yerlesik kansere kadar pankreas duktal karsinomuna
kars1 immiin yanitin kontroliinde rol oynar. Pankreas duktal karsinomunda yiiksek Treg
prevalansi kotii prognozun bir belirteci olarak goriinmektedir (Hiraoka vd. 2006). Bir
diger ¢alismada mide ve Ozofagus kanserli hastalarda periferik kanda Treglerin ve
timor infiltre lenfositlerin siklig1 degerlendirilmistir. Gastrik ve 6zofagus kanserli
hastalarda periferik kandaki CD4+ CD25+ Tregler ve tiimér infiltre lenfositlerin
poptilasyonlar1 saglikli dondrlere veya normal mukozaya kiyasla anlamli derecede
yiiksek bulunmus tur. (Ichihara vd. 2003). Gastrointestinal maligniteleri olan hastalarda
yapilan bir diger c¢alismada Treglerin hastaligin ilerlemesine katki sagladigini
diisiindiiren bulgular elde edilmistir (Sasada vd. 2003). Kolon kanserinde de durum
benzerdir. Diisiikk bir intraepitelyal CD3+ / FoxP3+ hiicre orani ve azalmig CD3+T
hiicresi sayis1 hastanin sagkalim siiresinin kisalmastyla iligkilidir. Bu durum kolon
kanseri prognozunda efektor Treg hiicre oraninin 6nemini gosterir (Sinicrope vd. 2009).
Saito ve arkadaslar1 2016' da kolorektal kanserlerde Treg hiicrelerinin prognozu belirgin
bir sekilde kontrol ettigini bildirmislerdir (Saito vd. 2016). Melanom kanserinde de Treg
hiicrelerinin etkileri arastirilmistir . Benzer sonuglar melanom kanserinde de vardir
(Hodi vd. 2010; Robert vd. 2011). Yukarida siraladigimiz ¢calismalardan da anlagilacag:
tizerine solid tiimorler ile Tregler arasinda bir iliski s6z konusudur . Treg artist solid
tiimorler kotii prognoz ile iligkil endirilmis tir .

Hematolojik malignitelerde de benzer Treg iliskisi yapilan arastirmalar ile ortaya
konmustur. Diffliz biiyiik B hiicreli lenfoma (DLBCL) hastalarinda serum Tregleri
saglikli goniilliilere kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Kandaki yiliksek Treg
hiicrelerinin diizeyleri DLBCL hastalarinda kotii prognostik faktordiir (Chang vd.
2015). Folikiiler lenfoma (FL) hastalarinda azalmis Treg hiicreleri ile sagkalim arasinda
korelasyon oldugu gosterilmistir (Farinha vd. 2010). Dahas1 timér infiltre FOXP3 Treg
hiicrelerinin sayis1 folikiiler lenfomada genel sagkalim ile iliskilidir (Carreras vd. 2006).
Ayni aragtirmacilarin bir baska c¢alismasinda da PD-t Treg hiicrelerinin sayisinin
folikiiler lenfomada genel sagkalim ile iliskili oldugu gosterilmistir (Carreras vd. 2009).
Diger bir ¢calisma grubu benzer bigimde DLBCL hastalarinda FoxP3 ve PD-1 ifadesinin
prognoz ile iliskili oldugunu gostermektedir (Aheame vd. 2014). Tzankov ve
arkadaslar1 2008'de DLBCL, FL ve de klasik hodgkin lenfoma hastalarinda FoxP3+
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Treg hiicrelerinin sayisi ile sagkalim arasindaki korelasyonu gdstermislerdir (Tzankov
vd. 2008). Bir diger calismada FOXP3 Treg hiicrelerinin granzim B sitotoksik T / NK
hiicrelerine oraninin klasik hodgkin lenfomada prognozu 6ngérmede ve bcl-2 ve MAL
ifadesinden bagimsiz kullanilabilecegi gosterilmistir (Kelley vd. 2007). Dahasi klasik
hodgkin lenfomada artmigs PD-1+ timor infiltre lenfositleri genel sagkalimi
azaltmaktadir (Muenst vd. 2009). Alvaro ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada da
hodgkin lenfomada eslik eden sitotoksik ve Treg hiicrelerinin varligindan hastalik
prognozunun tahmin edilebilecegi gosterilmistir (Alvaro vd. 2005). Kronik Lenfositik
Losemide de (KLL) Treg hiicrelerinin artist s6z konusudur (D'Arena vd. 2013).
Treglerin akut miyeloid ve lenfoid I6semilerdeki roliiyle ilgili az sayida g¢alisma
yaymlanmistir. Bhattacharya ve arkadaslarinin 2013'de yaptig1 bir ¢calismada B Hiicreli
Akut Lenfoblastik Losemili (B-ALL) hastalarda artmis sayida Treg bulunmus ve
hastalik progresyonu ile korelasyonu vurgulanmistir (Bhattacharya vd. 2013). Kronik
Miyeloid Losemi (KML) hastalarinda da Treglerin periferik kanda kontrollere kiyasla
arttig1 gosterilmistir (Zahran vd. 2014).

Multipl miyelom (MM), tim hematolojik kanserlerin yaklasik % 10'unu
olusturan malign bir plazma hiicresi hastaligidir. Yukarida da ifade ettigimiz ilizere
MM'da da diger hematolojik kanserlerde oldugu gibi Treg kanser iligkisi sorgulanmis
ve de aragtirma alan1 olm ustur. Son yillarda PD-1 ve PD-LI inhibit6rlerinin hematolojik
kanserlerde klinik faz calismalarinin artist da MM Treg iliskisinin daha fazla
sorgulanmasina ve de yeni arastirma stratejilerinin, yeni parametrelerin gelistirlmesine
ihtiya¢ dogmustur . Bir ¢alismada Treg hiicreleri CD3+ CD4+ CD25+

+ CD127 ,ow hiicreleri olarak tanimlanmis, hastalar yaslan eslestirilmis kontrollere veya
diger monoklonal gamopatilere kiyasla Treg / Thl 7 oraninda anlamli bir dengesizlige
sahip bulunmustur. Ustelik bu durumun énemli 6l¢iide daha kétii bir sagkalim ile iliskili
oldugu da gosterilmistir (Favaloro vd. 2014). Benzer bir ¢alismada da MM tanihi
hastalarda yiiksek Treg oranlar1 saptanmistir (Feyler vd. 2009). Raja ve arkadaslar
2012'de malign oOncesi ve malign MM'lu 207 hastanin periferik kan ve kemik iligi
orneklerini ¢alismislar ve de artmis Treg ifadesinin kotii klinik seyrin ve progresyon
tahmininde kullanilabilecegini gostermislerdir (Raja vd. 2012). Raja ve arkadaslarinin
2011" de bir diger c¢alismasinda da MM'da saglikli kontrollere gore Treg artisi
gosterilmistir . Periferik kan Treg ifadesi hastalarda ortalama %5.22 (%0.89 -%12.90)
iken kontrol grubunda %3.96 (%1.47 -%5.90) bulunmustur (Raja vd. 2011).
Giannopoulos ve arkadaslarinin 2012'de yapmis olduklar1 calismada Treg artisinin MM
hastalarinin sagkalimini belirlemede islevsel oldugunu 6ne siirmiislerdir ve de MM' da
immiin durumun detayli karakterizasyonunu yapmislardir (Giannopoulos vd. 2012).
Walter ve arkadaslar1 2014' de Tregleri lokal immiin ¢evrede potansi yel
belirteg/terapotik hedef ve prognostik etkisi bakimindan MM hastalarinda kemik
iliginde incelemistir. Kontrollere gére MM hastalarinda FoxP3 ifadesi 6 kat yiiksek
bulunmustur (Braga vd. 2014). Bu durum MM'da Treglerin kemik iliginde lokal
birikimini desteklemektedir. Diger taraftan 2009'da Galustian ve arkadaslar1 anti-kanser
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ajanlar1 lenalidomid ve pomalidomidin Treg hiicrelerin proliferasyonunu ve
fonksiyonunu inhibe ettigini gostermislerdir (Galustian vd. 2009). Bir diger ¢alismada
MM'da Th1/Th2/Th17/Treg hiicrelerinin degisimi ve Klinik 6nemi degerlendirilmistir.
33 MM hastasinda kontrollere gére Thl ve Th17 hiicreleri artarken Tregler azalmis,
Th2 hiicreleri ayn1 miktarda gézlemle nmistir . YIFN, IL-6 ve IL-17A sitokinleri artarken ,
IL-2, IL-4 degismemis, IL-10 ve TGFB azalmistir (Feng vd. 2015). D'Arena ve
arkadaglarinin 2016'da yapmis olduklar1 bir diger ¢alismada tedavi edilmemis MM'lu
39 hastanin ve monoklonal gamopatili 44 hastanin (MGUS) dolasimdaki Treglerinin
(CD4 CD25+ bi iCD 12TW ) yiizdesi ve mutlak sayis1 test edilmis ve karsilastirilmistir.
Kontrol grubu olarak 20 saglikl birey test edilmistir. MM'lu hastalarda ortalama
dolagimdaki Treg yiizdesi %2.1 + 1.0 (%0.75-6.1); MGUS'ta %2.1 + 0.9 (%0.3-4.4); ve
kontrollerde %1.5 + 0.4 (%0.9-2.1) bulunmustur (D'Arena vd. 2016). Yapmis
oldugumuz bu galismada MM hasta ve kontrol gruplarinda CD4+CD 25+F 0 xP3-+-pD- |+
Treg hiicreleri (%) 6l¢timlerinin gruplara gore farkl: diizeylerde oldugu tespit edilmistir.
Farkin hasta grubu CD4 CD25 FoxP3 PD-t Treg hiicreleri (%) yiizde Olgiimlerinin
kontrol grubuna gore daha yiiksek diizeylerde olmasindan kaynaklandigi tespit
edilmistir (p=0,01) . Bununla birlikte Treg sayilar1 ve fonksiyonlari ile ilgili MM'da
baslangicta literatiirde 6nemli bir anlagmazlik vardir. Prabhala ve arkadaslar1 Treg hiicre
sayilarini kontrol grubuna gore diisiik bulmuslardir (Prabhala vd. 2006). Tersine Beyer
ve arkadaslar1 yliksek Treg sayilar1 ile MGUS ve MM' da giiclii inhibiitdr fonksiyonun
varligini gostermislerdir (Beyer vd. 2006). Bu ¢alismalardaki Treg fonksiyonu ve
sayilarindaki farklilik purifikasyon teknikleri ve degerlendirmedeki farkliliklardan
kaynaklanabilir . Ornegin Prabhala ve arkadaslar1 stimiilasyon deneyleri i¢in periferik kan
mononiikleer hiicreleri kullanmislarken Beyer ve arkadaglari saf CD4 hiicreleri
kullanmiglardir. Bizim ¢alismamizda ise CD4 CD 25 FoxP3 PD- k  Treg hiicreleri
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmakla bereaber CD4 CD25 PD-1+ ve CD 4 CD2 5
Treg hiicreleri kontrol grubu ile benzer diizeyde tespit edilmis tir.

Ulkemizde de MM Treg iliskisi ile ilgili calismalar yapilmistir (Ekinci ve Ozkan
2017). Treglerin MM' da otolog ko6k hiicre nakli sonrasi arttigr 11 hastada gosterilmis ve
otolog nakil, Treg ve galektin 1 ifadesi arasindaki iliski 19 hastada sorgulanmistir
(Ergetin vd. 2011a; Ergetin vd. 2011b).

MM ve diger malignitelerde PD-1 ve PD-LI 'in onemini belirten ¢aligmalar
literatiirde son zamanlarda dikkat ¢ekmektedir . Fizyolojik olarak PD-1 / PD-LI yolu
normal dokuyu hasardan korumak i¢in antijeni ifade eden yerlerde inflamasyon
derecesini kontrol etme ihtiyacinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmistir . Tim aktif T
hiicrelerinin yiizeyinde PD-1 proteininin belirgin bir ifadesi vardir. Bir T hiicresi hedef
hiicrede MHC kompleksi tarafindan eksprese edilen antijeni tanidiginda enflamatuar
islemi baslatarak enflamatuar sitokinler tretilir. Bu sitokinler dokuda PD-LI
ekspresyonu ile sonuglanir. Bazi tiimé rlerde , en belirgin sekilde melanomlarda bu
koruyucu mekanizma PD-LI 'in asin ekspresyonu yoluyla saptirilir. Sonug olarak
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tiimore karsi bir bagisiklik tepkisi olusumunu engeller (Alsaab vd. 2017). 22 Aralik
2014' de FDA (U.S. Food and Drug Administration) Nivolumab't (OPDIVO®, Bristol-
Myers Squibb) (PD-1 inhibitorii) metastatik melanomda onaylamistir (Hazarika vd.
2017). Bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomun (HNSCC) tedavisinde Nivolumab
FDA tarafindan 10 Kasim 2016 tarihinde tekrarlayan veya metastatik bir skuamoz
hiicreli karsinom formundan (SCCHN) koken alan niiks hastalar i¢in FDA tarafindan
onaylandi (Alsaab vd. 2017). NSCLC tedavisinde 4 Mart 2015 tarihinde FDA platin
bazli kemoterapi tlizerinde veya sonrasinda niiks olan ileri (metastatik) yass1 kii¢iik
hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olan hastalarin tedavisinde Opdivo®'nun
onayina yonelik bir genelge yayimladi. Calisma, 135" i Opdivo ve 137" si docetaxel
tedavisi alan 272 katilimcidan olusan randomize bir ¢alismada gergeklestirildi.
Sonuglan analiz ettikten sonra Opdivo' daki hastalar, docetaxeldekinden 3,2 ay daha
uzun bir yasam siiresine sahipti. Renal hiicreli karsinom tedavisinde 23 Kasim 2015'de
FDA ileri derecede metastatik renal hiicreli karsinomali1 (RCC) ve 6nceden anti-
anjiyogenik kanser tedavisi alan hastalarin tedavisi icin Opdivo'yu onayladi. 5 Agustos
2016'da FDA pembrolizumab (Keytruda enjeksiyonu, Merek Sharp & Dohme Corp.)
(PD-1 inhibitorii) igin tekrar HNSCC' de platin igeren veya sonrasinda hastalik
progresyonu olan hastalarin tedavisi i¢in onay verdi. NSCLC tedavisinde 18 EKim
2016'da FDA Atezolizumab'n onayladi (PD-LI inhibitorii). Urotelyal karsinom
tedavisinde FDA 18 May1s 2016'da Atezolizumab'in kullanilmasini onayladi (Alsaab
vd. 2017). Hematolojik malignitelerde de PD-1 ve PD-LI inhibiitorlerine yonelik klinik
caligmalar yapilan arastirmalar ile ortaya konmustur. Bugiine kadar PD-1 / PD-LI
ekseninin blokajinin {imit verici sonuglarinin ancak klasik hodgkin lenfomada (cHL)
oldugu sonucuna varabiliriz . Simdi egilim cHL hastalarinin ilk niiksiinde nivolumab ve
pembrolizumab kullanimina dogru ilerlemektedir. Mayis 2016'da FDA hodgkin
lenfomada nivolumab't onaylamistir. immiin kontrol noktasi inhibitérleri non-hodgkin
lenfoma tiplerinin tedavisinde de kismen etkili olmustur. KLL ve MM hastalarinda PD-
1/ PD-LI inhibitorleriyle yapilan monoterapi sonuglan tatmin edici goriinmemektedir.
MM' da PD-1 / PD-LI inhibitorlerinin sonuglarini iyilestirmek igin bir kombinasyon
yaklasimi gerektigi diisiiniilmektedir (Jelinek vd. 2017). Immiinomodiilatér ilaglarla
(Ienalidomid, pomalidomid) kombinasyon yaklasimi umut vericidir. Bu kombinasyonlar
su anda faz 3 denemelerinde test edilmektedir (Mateos vd. 2016; Wilson vd. 2016).
AML ve MDS hastalarinda da azasitidin kombinasyon yaklasimi1 umut vericidir
(Orskov vd. 2015). Eyliil 2017'de Badros ve arkadaslarinin relaps / refrakter MM'da
pembrolizumab, pomalidomid ve diisiik doz deksametazon kombinasyon calismalarinin
sonuglan yayimlanmistir. Pembrolizumab lenfositlerde bulunan PD-1'e baglanan ve
bloke eden terap6tik bir antikordur. Bu tek merkezli faz 2 ¢alismasinda relaps / refrakter
MM (RRMM) olan 48 hastaya 28 giinliik pembrolizumab dongiisii her 2 haftada bir 200
mg, 21 giin boyunca giinde 4 mg pomalidomid ve haftada 40 mg deksametazon
uygulanmistir. Objektif yanit oran1 % 60 bulunmust ur. Sadece 2 hastada progresyon
gorilmistir. Bu  calismada 29  hastada  kemik iligi  biyopsilerinden
immiinohistokimyasal boyama ile PD-LI| ifadesi pozitif veya negatif olarak
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degerlendirilmis ve de tedaviye yanit ile korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Badros
vd. 2017). Benzer bi¢imde Valentini ve arkadaslar1 2018'de PD-LI ifadesini kolorektal
kanser hastalarinda immiinohistokimyasal boyama ile degerlendirmistir (Valentini vd.
2018). Bertucci ve arkadaslar1 2015'de PD-LI mRNA ifadesini gastrointestinal stromal
timorlerlii hastalarda analiz etmistir (Bertucci vd. 2015). Bir diger ¢alismalarinda 306
meme kanseri Orneginde PD-L1 mRNA ifadesini analiz etmisler ve kemoterapiye
patolojik yaniti 6ngérmede etkin olarak kullanilabilecegini 6ne sitirmiislerdir. Bu
calismada enflamatuar meme kanseri 6rneklerinde PD-LI mRNA ifadesi daha yiiksek
bulunmustur (Bertucci vd. 2015). Eyliil 2019'da Usmani ve arkadaslarinin ¢cok merkezli
yeni tanm1 MM'da pembrolizumab, Ilenalidomid ve deksametazon kombinasyon
calismalarinin sonuglan yayimlanmistir (Usmani vd. 2019). Mateos ve arkadaglarinin
2019'da ¢ok merkezli relaps veya refrakter MM'da pembrolizumab, lenalidomid ve
deksametazon kombinasyon calismalarinin sonuglar1 yayimlanmistir. FDA tarafindan
talep edilen bu gecici analizden elde edilen sonuglar pembrolizumab, pomalidomid ve
deksametazonun yarar riski profilinin relaps veya refrakter MM hastalari i¢in elverissiz
oldugunu gostermistir (Mateos vd. 2019). Bu calismada MM hastalarinda ve
kontrollerde hem Tregler diizeyinde PD-1 ifadesi hem de mRNA diizeyinde PD-1 ve
PD-LI ifadesi degerlendirildi. Ayn1 zamanda hastalik evrelerine gore de degerlendirildi.
Bu ¢alismada hasta ve kontrol gruplarinda PD-1 ve PD-LI mRNA ifade seviyelerinin
gruplara gore yiiksek diizeylerde oldugu tespit edilmistir (p=0,01). Hastalarin evrelerine
gore PD-L1 mRNA ifade seviyelerinin farkli diizeylerde oldugu ve farkin evre I olan
hastalarin PD-L1 mRNA ifade seviyelerinin Evre II ve III hastalarina gore daha yiiksek
diizeylerde oldugu goriilmistiir (p=0,04, p<0,05).

Treg hiicrelerinin ifadeleri ile PD-1 mRNA ve PD-LI1 diizeylerinin birlikte
calisildigr ¢alisma sayisi literatiirde sinirlidir. Malign hastalarda calisildigl sadece 3
calisma mevcut olup MM hastalarinda ise ¢alisiimamistir. DiDomenico ve arkadaslar
glioblastoma multiforme hastalarinda yapmis olduklar1 calismada periferal PD-LI
mRNA artmis ekspresyonunun Treg hiicre diizeyi ile iliskili oldugunu gostermislerdir
(DiDomenico vd. 2018). Du ve arkadaslar ise anaplastik menenjiom hastalarinda PD-
LI ekspresyonunun ve Treg hiicrelerin birlikte arttigini ve bu artiglarin hastalik
agresifligi ile iliskili oldugunu gostermislerdir (Du vd. 2015). Laginestra ve arkadaslari
ise folikiiler dentritik hiicreli sarkomlarda PD-L1 ve Treg hiicrelerinin birlikte arttigini
gostermiglerdir (Laginestra vd. 2017). Bizim ¢alismamizda ise Treg hiicre ifadesi ile
PD-LI ve PD-1 mRNA diizeyleri arasinda pozitif veya negatif yonde herhangi bir iliski
bulunmamastir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada Akdeniz Universitesi Hastanesi Eriskin Hematoloji Poliklinigine
gelen yeni tam1 multipl miyelom hastalarindan tan1 amaghh alinan kemik iligindeki
CD4 CD25 FoxP3 PD1 Treg hiicrelerinin diizeyi ve kemik iligindeki PD-1 ve PD-LI
mRNA ifadesi diizeyi kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Malign olmayan bir
hematolojik hastalik olan ITP 6n tanis1 alan hastalar kontrol grubu olarak segilmistir.

Calismada hasta grubunun PD-1 mRNA ifade seviyeleri kontrol grubuna gore
daha yiiksek diizeylerdedir. Hasta grubu PD-LI mRNA ifade seviyeleri de kontrol
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Bireylerin PD-LI mRNA ile PD-1 mRNA
ifade seviyelerinin arasinda anlamli iliski vardir. Hasta grubunda PD-LI mRNA ile PD-
1 mRNA ifade seviyelerinin arasinda anlamli iligki vardir. Kontrol grubunda PD-LI
MRNA seviyesi ile PD-1 mRNA ifade seviyelerinin arasinda anlamli iligki vardir. Hasta
grubu CD4 CD25 FoxP3 PD-t Treg hiicreleri(%) kontrol grubuna gore daha yiiksek
diizeylerdedir. Hasta grubunda CD4 CD25 FoxP3 PD-1 Treg hiicreleri (%) ile PD-1
MRNA ifade seviyelerinin arasinda anlamli iligski olmadig1 goriilmiistiir. Hasta grubunda
CD4 CD25 FoxP3 PD-1 Treg hiicreleri (%) ile PD-LI mRNA ifade seviyelerinin
arasinda anlamli iliski olmadig1 goriilmustiir. Kontrol grubunda CD4 CD25% F oxP3 PD-
1 Treg hiicreleri (%) ile PD-1 mRNA ifade seviyelerinin arasinda anlaml iliski
olmadig1 goriilmistir. Kontrol grubunda CD4 CD25 FoxP3 PD-t Treg hiicreleri (%)
ile PD-L1 mRNA ifade seviyelerinin arasinda anlamli iligki olmadig1 goriilmistiir. Hastalarin
evrelerine gore CD4 CD25 FoxP3 PD-1 Treg hiicrelerinin (%) farkl diizeylerde
olmadig1 goriilmektedir. Hastalarin evrelerine gére PD-1 mRNA ifade seviyelerinin farkli
diizeylerde olmadigi goriilmektedir. Evre I hastalarin PD-LI mRNA ifade seviyeleri Evre |1
ve III hastalara gore daha yiiksek diizeylerdedir.

Son yillarda PD-1 ve PD-LI inhibitorlerinin hematolojik kanserlerde klinik
calisma sayilarinin artmast MM Treg iliskisinin daha ¢ok sorgulanmasini ve yeni
arastirma stratejileri ve yeni parametrelerin gelistirilmesini gerektirmistir. Literatiirde
MM hastalarinda kemik iliginde Treglerde PD-1 oranini gdsteren sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. PD-LI ekspresyonunun daha fazla analiz edilmesi MM'da PD-1
tedavisine yanitt degerlendirmekte faydali olabilir. MM' da PD-1 ve PD-LI
inhibitorlerinin hizla artan klinik calismalar1 ile birlikte PD-1+ Treglerin ayn
calismalara paralel olarak dahil edilmesinin bu calismalardan faydalanacak hastalara
151k tutabilecegini diisliniiyo ruz. Bir hastanin bu tedavilere yanit verip vermeyecegini
hangi faktorlerin belirledigini anlamak bu tedavileri gelistirmek icin atilmasi gereken bir
sonraki adimdir. Bu ¢aligma yalnizca hasta tedavisinde terapdtik segeneklere kilavuzluk
ettigi icin degil ayn1 zamanda da bu ilaglarla tedavi edilen hastalardan alinan yaniti
gliclendirme stratejilerini bulmak acisindan da onemlidir . MM olgularinda gerek
periferik kan gerekse kemik iligindeki farkl: hiicre gruplarinda PD1/PD-LI proteinlerine
ait verilerin artis1 ile gelecekte bu proteinleri hedefleyen tedavi uygulamalarinin daha
etkin olarak kullanimi miimkiin olabilecektir.
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Bu calismadan elde edilen sonug¢lar PD-1 ve PD-LI1 inhibitorlerinin i\1M
tedavisinde kemik iliginde yiiksek PD-1. Treg hiicreleri ve PD-1 ve PD-LI mRNA
ifadesine sahip hastalarda klinik fayda saglayabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle
yeni tan1 evre I hastalarin PD-LI mRNA ifade seviyelerinin kontrol grubuna gore
yiiksek ifadesi tedavi stratejisi agisindan degerli olabilir. Bu g¢alismadan elde edilen
sonuglar yeni tani i\1M hastalarinda kemik iliginde hem PD-1 Treg hiicrelerinin hem de
PD-1 ve PD-L1 mRNA ifadesinin birlikte degerlendirildigi ilk ¢alismadir. Ilerleyen
yillarda bu tedavi stratejisinden yarar gorecek hastalarin tanimlanmasi i¢in ¢alismamiz
¢ok daha fazla sayida hasta ile yapilacak diger ¢alismalar ile de desteklenmelidir.
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2017'de Myelodisplastik Sendrom (MDS) tanisi1 almistir. Ekim 2018'de Paroksismal
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