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OZET

Akalin, R.B. Multipl Myelomah Hastalarda Lenfosit ve Alt Gruplarinin
Immiinfenotipik Analizleri, Tekirdag Nammk Kemal Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi Anabilim Dal Yiiksek
Lisans Tezi, Tekirdag, 2019. Multip] miyelom (MM), kemik iliginde malign
plazma hiicrelerinin biiyiimesiyle karakterize hematolojik bir malignitedir. Tim
malignitelerin %1’ini, hematolojik malignitelerin %15’ini olusturur. MM un nedeni
tam olarak bilinmemekle birlikte, kemik iliginde klonal proliferasyona ugrayan
plazma hiicreleri tarafindan salgilanan paraproteinler araciligi ile olusan fonksiyon
bozuklugunun neden oldugu immiin yetmezlige bagli semptomlarla Kkarakterize
neoplastik bir hastaliktir. Son yillarda MM nin biyolojisinin daha iyi anlasilmaya
baslanmasiyla hastaligin patogenezinde Onemli bir rol oynayan kemik iligi
mikrogevresini ve myelom hiicrelerini  hedefleyen talidomid, lenalidomid ve
bortezomib gibi giincel tedavilerin gelistirilmesinin 6nii acilmistir. Bu ¢alismamizda
MM hastalarinda daha ¢ok kullanilan immiinomodiilator ajanlardan (IMA)
Lenalidomid’in, kan T lenfosit alt gruplar1 (CD4+ ve CD8+), dogal 6ldiirticii hiicre
(NK) ve dogal oldiirticii T hiicre (NKT) tizerindeki etkilerini akim sitometrisiyle
degerlendirmeyi amacladik. Calismaya 64 hasta katildi. Hastalarin ortanca yas1 64 yil
(33-79) olup erkeklerin oran1 (%59) kadinlardan (%41) bir miktar daha yiiksekti. 34
(%53) lenalidomid tedavisi alan 30 (%47) lenalidomid tedavisi almayan MM
hastasinin periferik kan Ornekleri toplandi. Anti-CD3, CD4, CD8 ve CD56
monoklonal antikorlar1 kullanilarak T lenfosit alt gruplari, Dogal 6ldiiriicti hiicre
(NK) ve Dogal oldiiriicii T hiicre (NKT) sayilar1 saptandi. Calisma neticesinde
lenalidomid tedavisi alan hasta grubunda lenalidomid tedavisi almayanlara gore, total
lenfosit sayis1t ve CD8+ T hiicrelerin sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edildi. CD4+ T hiicre, NK ve NKT hiicre sayilarinda ise istatistiksel olarak
anlamli bir degisim saptanmadi. Sonu¢ olarak MM hastalarinda Lenalidomid’in

etkilerinin literatiir ile benzer oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Multipl myeloma, Lenalidomid, Akim sitometri
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ABSTRACT

Akahn, R.B. Immunophenotypic Analysis of Lymphocytes and
Subgroups in Patients With Multiple Myeloma, Tekirdag Namk Kemal
University, Institute of Health Sciences, Department of Tumor Biology and
Immunology Master Thesis, Tekirdag, 2019. Multiple myeloma (MM) is a
hematologic malignancy characterized by the growth of malignant plasma cells in the
bone marrow. It constitutes 1% of all malignancies and 15% of hematological
malignancies. Although the cause of MM is not known exactly, it is a neoplastic
disease characterized by symptoms of immune deficiency caused by dysfunctional
paraproteins secreted by clonal proliferating plasma cells in the bone marrow. A
better understanding of the biology of MM has led to the development of current
therapies such as thalidomide, lenalidomide and bortezomib targeting the bone
marrow microenvironment and myeloma cells, which play an important role in the
pathogenesis of the disease. In this study, we aimed to evaluate the effects of
Lenalidomide, an immunomodulatory agent (IMA) used in MM patients, on blood T
lymphocyte subgroups (CD4+ and CD8+), natural killer cell (NK) and natural Kkiller
T cell (NKT) by flow cytometry. 64 patients participated in the study. The median
age of the patients was 64 years (33-79) and the proportion of men (59%) was
slightly higher than women (41%). Peripheral blood samples of 34 MM patients
(34%) who received lenalidomide treatment and 30 (47%) patients who did not
receive lenalidomide treatment were collected. Anti-CD3, CD4, CD8 and CD56
monoclonal antibodies were used to detect T lymphocyte subgroups, Natural killer
cell (NK) and Natural killer T cell (NKT) counts. As a result of the study, there was a
statistically significant increase in total lymphocyte count and CD8 + T cells count in
the patient group receiving lenalidomide treatment compared to those without
lenalidomide treatment. There were no statistically significant changes in CD4+ T
cells, NK and NKT cells. As a result, the effects of lenalidomide in MM patients

were found to be similar to the literature.

Key words: Multiple Myeloma, Lenalidomide, Flow cytometry
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1. GIRIS

Multipl miyeloma (MM), kemik iliginin immiinoglobulin iireten plazma
hiicrelerinin malign transformasyonundan kaynaklanan hematolojik bir kanserdir.
MM, hematolojik kanserlerin yaklasik % 15'ini (tiim kanserlerin % 1'ini) olusturur ve
Avrupa'daki insidansi her yil yaklasik 27.500 yeni vakaya karsilik gelen 100.000'de
5.72'dir. Avrupa’da yaslanan niifusla birlikte, insidans oranlarinin olduk¢a artmasi
beklenmektedir. Hastaligin ortalama baslangi¢ yasi genellikle 65 yas ve {izeridir ve
siklig1 yas ilerledikge artis gosterir. Hastalarin sadece %2’ si 40 yas ve altindadir
(Mortensen ve Salomo 2016).

MM’da, kemik iligi mikrogevresi ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesimler
siklikla kemik yikimlariyla sonuglanir. Tiimoriin kendisi, tiriinleri ve konagin yaniti
myelom ig¢in karakteristik olan kemik agrilari, litik kemik bolgeleri, kolay
infeksiyona yakalanma, kanda yiiksek diizeyde kalsiyum ve monoklonal (M) protein

seviyesi, bobrek yetmezligi ve anemi gibi semptom ve disfonksiyonlara sebep olur.

MM’nin biyolojik yapisinin daha iyi anlasilmaya baslanmasiyla hastaligin
patogenezinde Onemli bir rol oynayan kemik iligi mikrogevresini ve myelom
hiicrelerini hedefleyen talidomid, lenalidomid ve bortezomib gibi giincel tedavilerin
gelistirilmesinin 6nii agilmistir. Talidomid, lenalidomid ve bortezomib gibi yeni anti-
miyelom ajanlar1 timor rediiksiyonu ve siipresyonuna yol acarak miyelom tedavisini

onemli 6l¢iide etkilemektedir (Catley vd. 2005, Ander 2007, Ciolli 2013).

Immiinfenotipik degerlendirme multipl miyelomda tan1 igin ¢ok degerli veri
saglamaktadir. Bir¢cok c¢aligma, malign plazma hiicrelerinin (PC) analizinde,
geleneksel morfolojiyle karsilastirildiginda akis sitometrisinin  yiiksek  Kklinik
duyarliligin1 gostermistir. Son yillarda, hem tam1 hem de izleme amaciyla
hematolojik malignitelerin klinik tedavisinde multiparametre akim sitometrisi (MFC)
immiinofenotiplemesi zorunlu hale gelmistir. Klonal PC hastaliklar1 i¢cin MFC,
bircok durumda agik ve kesin bir klinik dneme sahiptir. MM ile diger PC ile ilgili

hastaliklar arasindaki ayirict tanisi, yiiksek riskli Onemi belirsiz monoklonal



gammopati (MGUS) ve sessiz MM'nin tanimlanmasi ve tedaviden sonra minimal
rezidiiel hastalik arastirilmasi bu durumlara 6rnek olarak verilebilir. Ayrica, prognoz
ile iliskili antijenik profillerin tanimlanmasi ve yeni terapdtik hedeflerin belirlenmesi

i¢in de yararli olabilir (Paiva vd. 2010).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak yapilan ¢alismamizda, MM hastalarinda
cogunlukla iImmiinomodiilatr Ajan (IMA) olarak kullanilan lenalidomidin, kanser
hiicrelerine kars1 savagsan major immiin sistem hiicrelerinden T lenfosit ve alt gruplari

tizerindeki etkilerinin akis sitometrisi yontemiyle belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Multipl Myeloma

Multipl miyeloma (MM) olarak bilinen myelom hastaligi, kemik iliginde
klonal plazma hiicrelerinin ¢ogalmasi ile goriilen bir kanser tiriidiir. Bu malign
hastalik, tipik olarak serumda veya idrarda saptanabilen monoklonal
immiinoglobulinlerin salgilanmasi ile karakterizedir ve tiim hematolojik kanserlerin

yaklasik % 10-15'ini olusturmaktadir (Ekinci ve Ozkan 2017, Réllig vd. 2014).

Tarihte kayitlara gecen ilk myelom vakasi 1844 yilinda Samuel Solley
tarafindan bildirilen Sarah Newbury’dir. Ancak Solly’nin bildirdigi bu vaka detayl
bir idrar incelemesi icermemektedir. 1945°de ingiliz Profesér Henry Bence Jones’un
idrarda anormal protein olan Bence-Jones proteiniirisini tanimlamasi MM
konusundaki bilimsel ¢aligmalar1 hizlandirmistir. 1873 yilinda Rustizky ¢oklu kemik
tiimorii olan bir hasta i¢in “Multipl Myeloma” terimini kullanmistir. 1890°da Cajal,
plazma hiicrelerinin ilk mikroskobik tanimin1 yapmis ve 1900’de Wright, MM
hiicrelerinin plazma hiicreleri oldugunu kesfetmistir (Kyle 1991, Kyle 1996).

Multipl myeloma tanis1 koymak, genellikle zor olmamakla beraber, zaman
zaman giicliiklerle karsilagilmaktadir. Bu nedenle, MM tamist kemik iligi
aspirasyonu, kemik iligi biyopsisi ve immiinohistokimyasal incelemenin yani sira

klinik ve laboratuvar bulgular 1s1ginda konmalidir (EKuklu 1998).

2.1.1. Epidemiyoloji

Multipl miyelom, tiim hematolojik malignitelerin yaklasik %10-15"ini, tiim
kanserlerin % 1'ini olusturur ve Birlesik Krallik'ta yaklagik 2 / 100.000 oraninda
goriilmektedir (Cartwright vd. 1990, Cartwright vd. 1997). Uluslararasi olarak,
miyelom insidans1 Afrika kokenli Amerikalilar arasinda en yiiksektir, bunu Maoriler,

Hawaililer, Israilli Yahudiler, Kuzey Avrupalilar, ABD ve Kanadali beyazlar



izlemektedir (Blattner vd. 1978). En diisiik oranlar Orta Dogu, Japonya ve Cin'de
goriilmektedir (Bowden vd. 1993).

MM, yasl niifusun bir hastaligidir ve Afrika kokenli Amerikalilarda goriilme
sikligr Avrupa kokenli Amerikalilarin iki katidir. Yapilan ¢alismalarda ABD’de 69
ortalama yas olarak belirlenmistir (Kazandjian 2016).

2.1.2. Etiyoloji

Etiyoloji tam olarak anlagilamamistir. Bu kismen tiitiin tiiketimi ve beslenme
gibi genel olarak malign hastaliklarda 6nemli rol oynayan risk faktorlerinin, multipl
miyeloma etiyolojisinde giiglii bir sekilde yer almamasina baghdir (Becker 2011).

MM ’un etiyolojisinde rolil oldugu diisiiniilen faktorler asagida verilmistir.

Radyasyon: Multipl miyeloma insidansi ile atom bombasina maruz kalma
arasinda bir iliski oldugu diistinlilmiistiir. Hirosima ve Nagazaki’de atom bombasina
maruz kalip kurtulanlar arasindan olusturulan c¢alisma gruplarinda standardize
edilmis bagil riskin, ilik tarafindan emilen radyasyon ile arttigi gosterilmistir
(Ichimaru vd. 1982). Baska bir ¢alismada UV’ye maruz kalmadaki artisin MM
riskindeki artigla tutarli oldugu gosterilmistir (Boffetta vd. 2008).

Mesleksel ve cevresel faktorler: Yapilan mesleki ¢aligmalarda, ¢ogunlukla
bocek ilacina maruz kalan ciftgiler arasinda asiri risk tespit edilmistir (Khuder ve
Mutgi 1997, Baris vd. 2004). Kuaforler, sprey boyacilari, itfaiyeciler, kimyasal,
petrol, kereste, ayakkabi, kauguk ve plastik endiistrilerindeki is¢iler ve iyonlastirici
radyasyona, asbeste, metallere, motor egzozlarina ve benzen gibi 6zel solventlere
maruz kalan isciler arasinda daha az tutarli sonuglar ortaya ¢ikmistir (morgan vd.

2002, De Roos vd. 2006).

Yapilan baska bir ¢alismada, tarim / ormancilik / balik¢ilik sektoriinde ve
pastacilik yapan asgilarda multipl miyeloma insidansinin yiiksek oldugu

gosterilmistir. Yiiksek molekiil agirlikli ve hassaslastirict maddelere maruz kalan



isciler, ozellikle de firincilar ve hamur isi ag¢ilarinin, zaman zaman yogun bir sekilde
pestisitlere maruz kalan mesleklerde oldugu gibi yiiksek risk altinda oldugu

gosterilmistir (Lope vd. 2008).

Multipl miyeloma nadir goriilen bir timdr olmasi nedeniyle, ¢ogu meslek
grubunda topluluk ¢aligmasi yapmak istatistiki olarak giictlir. Yapilan vaka kontrol
caligmalar1 belirli mesleklerde veya kimyasal maruziyet kategorilerinde az sayida

maruz Kalan c¢alisan1 bildirmektedir (Alexander vd. 2007).

Infeksiyonlar ve diger kronik hastahklar: Kronik olarak stimiile edilen
immiin sistem ve otoimmiin hastaliklar ile MM arasindaki iliski, yapilan
epidemiyolojik caligmalarla arastirilmistir. Tiiberkiiloz gibi kronik infeksiyonlar ve
asilar ile MM arasinda herhangi bir bag kurulamamistir (Kart1 2013). Baz1 otoimmiin
hastaliklarin MM riskini arttirdigin1 belirten c¢aligmalara karsin, boyle bir risk
olmadigini belirten yayinlarda mevcuttur (Prior vd. 1984). Yapilan bazi ¢alismalarda
AIDS’li ve hepatit C viriisii tarafindan enfekte kisilerde MM riskinin dikkat ¢ekici
diizeyde arttig1 belirtilmistir. (Grulich vd. 1999, Duberg vd. 2005).

Sigara ve alkol: Alkol ve sigara tiiketimiyle ilgili ¢aligmalar yapilmig ancak
MM ile kayda deger bir iligki tespit edilememistir (Brown vd. 1992, Friedman 1993).

2.1.3. Patogenez ve Patofizyoloji

Multipl Myelomada patogenez halen tam olarak belirlenememis olmakla
birlikte, hastaligin patogenezinde basta sitogenetik anormallikler olmak iizere kronik

antijenik stimiilasyonun ve birgok sistem bozuklugunun rol aldig: diistiniilmektedir.

MM patogenezinde bircok molekiiler degisikligin yani sira kemik iligi
mikrogevre iliskileri de onemli rol oynamaktadir (Cao vd. 2010). Rapor edilen birkag
calisma, MM patofizyolojisinin klonal plazma hiicreleri ve ¢evresindeki kemik iligi
mikro ortami arasindaki gii¢lii bir etkilesim ile desteklendigini agik¢a gdstermistir

(Manier vd. 2012).



Kemik iligi mikrocevresinin MM ‘deki rolii: Multipl myelom hiicreleri ve
kemik iligi mikrogevresi arasindaki etkilesimle ilgili giincel aragtirmalar, hiicre-hiicre
ve hiicre-matris, etkilesimlerine, biiylime faktorlerine ve sitokinlere odaklanir.
Mikrogevrenin hiicresel bilesenleri arasinda kemik iligi stromal hiicreleri,
osteoblastlar, endotel hiicreleri ve regiilator T hiicreleri de olmak lizere dogal ve

adaptif bagisiklik sisteminin hiicreleri bulunur (Réllig vd. 2014).

Myelom hiicreleri bir¢ok adezyon molekiilii sayesinde kemik iligi stromal
hiicreleri ile etkilesim ic¢indedir (Sekil 2.1). Bunlar CD56/CD56; Syndecan-1
(CD138) / kollajen; intraseliiler adezyon molekiilii (ICAM) -1 / I6kosit ile iligkili
antijen (LFA)-1; CD49d/ vaskiiler hiicresel adezyon molekili (VCAM)-1 veya
fibronektin ve CD38/CD31 molekiillerini igerir. CD49d/VCAM-1 biiyiik olasilikla,
kemik iligi i¢inde myelom hiicrelerinin etkili olmasini saglayabilen en 6nemli yoldur.
Bu adezyon molekiillerinin yaninda myelom hiicreleri tarafindan salgilanan CCLI,
myelom hiicrelerinin bir araya toplanmasina neden olur. Stromal hiicreler ile myelom
hiicrelerinin etkilesimi kemik yikimi, myelom hiicrelerinin yasami, proliferasyon,

ilag direnci ve genetik instabiliteye yol acar (Zhou vd. 2005).

Sitokinlerin MM’deki rolii: Bir¢ok c¢alisma multipl miyelomda biiylime
faktorlerine odaklandigindan, sitokin aginin calismast bu amac¢ icin yararh
goriinmektedir. Interlokin-6 (IL - 6) ve IL - 2 ile diger ¢dziinebilir reseptorler (IL-3,
IL-4, IL-10 ve IL-11) incelenmistir. Plazma hiicreleri, otokrin mekanizma ile IL-6
uretebilirken, parakrin mekanizma ile de miyelom plazma hiicrelerinde bulunan
adezyon molekiilleri ile kemik iligi stromal hiicrelerinde bulunan ilgili reseptorler
arasindaki bir etkilesim yoluyla, kemik iligi stromal hiicrelerinin IL-6 {iretimine
katildig1 diistiniilmektedir. IL-6 normal ve miyelom plazma hiicrelerinin biiylimesini
desteklerken ayn1 zamanda miyelom plazmablastik hiicrelerinin olgun plazma
hiicrelerine farklilasmasini da indiikler. Bu son etki ayn1 zamanda IL-3, IL-4 ve
biiyiikk olasilikla IL-8 tarafindan da paylagilmaktadir. 1L-6, C reaktif protein,
¢oziinebilir IL-6 reseptorii (sIL-6R) ve ¢oziinebilir IL-2 reseptoriiniin (sIL-2R)
serum seviyesinin, IL-3 ve IL-4 tarafindan uygulanan aktivite ile birlikte

degerlendirilmesi, baz1 hiicresel altkiimelerde, sinir vakalarin ayirict tanisinda ek bir



unsur olabilir. Bununla birlikte, tim immiinolojik parametrelerin birlikte

degerlendirilmesi, tek bir IL degerinden daha faydali olabilir (Lauta 2003).
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Sekil 2. 1 Kemik iligi mikrogevresinin multipl myelomanin patogenezindeki rolii.
BMSC: Kemik iligi stromal hiicreleri; PC: Plazma hiicreleri; ECM:
Ekstraseliiler matriks; OC: Osteoklast (Zhou vd. 2005).

2.1.4. Klinik

MM’da plazma hiicrelerinin kemik iligi ve organ filtrasyonu, kan veya
idrarda monoklonal protein iretimi, malign plazma hiicrelerinin salgiladig
paraproteinlerin fonksiyon bozuklugunun neden oldugu immiin yetmezlige baglh

semptomlar goriiliir ( Sekil 2.2) (Fairfield vd. 2016).
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Disease manifestations in myeloma. LCDD, light-chain deposition disease.

Sekil 2. 2 MM’da klinik bulgular (Williams Hematology Eight Ed.).

Hastaligin baslarinda herhangi bir sikayet olmasa da MM gelistikce bircok
belirti ortaya ¢ikmaya baslar. Ozellikle sirt, kaburga ve bazen de kollarda olusan
kemik agrilari miyelom hiicrelerinin kemikte harabiyete sebep olacak kadar fazla
biriktigine isarettir (Yeh ve Berenson 2006). Normalde kemik iliginde %5 ‘in altinda
bulunan plazma hiicreleri, MM’da > %10 gibi bir degerde klonal kemik iligi plazma
hiicresi olarak ortaya ¢ikar. Kemik iliginde asir1 monoklonal plazma hiicre birikimi
hematopoez isleyisini bozarak anemiye yol acar. Hastada normal hemoglobin
miktarna sahip normal boyali eritrositi ifade eden normokromik veya hemoglobin
degeri > 2 g/dL olan normositer (normal eritrosit) veya hemoglobin degeri < 10 g/dL
olan anemi durumlar1 gozlenebilir (San Miguel ve Gracia-Sanz 2005). Malign
plazma hiicreleri tarafindan salinan sitokinler (interlokin) nedeniyle kemik yikimim
saglayan osteoklastlarin miktarindaki artis sonucunda ciddi osteopeni veya patolojik
kiriklarin eslik ettigi osteolitik kemik lezyonlart meydana gelir. Manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) veya bilgisayar tomografisi (CT) ile bu lezyonlar goriilebilir.
Asirt monoklonal protein iiretimi nedeniyle diger Ig tiplerinde meydana gelen azalma
enfeksiyon duyarliligini arttirarak hastada on iki ayda 2‘den fazla olmak {izere sik sik
enfeksiyonlara yakalanma sikayeti ile kendini gdsterir. Ayrica serum ve/veya idrarda

monoklonal protein varligt serum elektroforez paterninde belirgin bir pik ile gozlenir.



En sik karsilasilan belirtilerden biri de bobrek yetmezligidir. Bunun miyelom bobrek
yapist ve hiperkalsemi olmak iizere iki 6dnemli nedeni vardir. Bir biitiin halinde
bulunan immiinglobiilinler yap1 olarak biiyiik olduklar1 i¢in bobreklerdeki glomeriiler
filtreden gegemezler. Ancak IgG ve IgA’ya bagli miyelomlarin ¢ogunda idrara
gecebilecek kadar kiigilk monoklonal serbest hafif zincirler de firetilir. Bu hafif
zincirlere Bence-Jones proteinleri denir. Bu proteinler renal tiibiillerden gegerken
cokerler ve etrafin1 ¢ok cekirdekli dev hiicreler sararak miyelom bobrek yapisina
dontisiir. Boylece renal tiibiillerde genlesme ve atrofi meydana gelerek tiim nefron
fonksiyon gosteremez hale gelir (San Miguel ve Gracia-Sanz 2005, Katzel vd. 2007).
Kemik yikimindaki artisin yol agtigt > 11,5 mg/dL degerindeki yiiksek serum
kalsiyum diizeyi (hiperkalsemi) olmasi ciddi bobrek hasarina yol agar. Bunlardan
baska oOzellikle burun ve disetlerinde kanamaya egilim artar ¢iinkii M proteini
koagiilasyon faktorlerini ve trombosit fonksiyonlarini etkileyebilir ve ilerlemis
hastalikta trombositopeni meydana gelir. Buna ek olarak ¢ogu kez kanamayla
iligkilendirilen hiperviskozite ile 6zellikle IgM miyelom vakalarinda karsilasilir. MM
hastalarinin %10‘undan daha azinda goriilen bu durum serum viskozitesi 6lgiilerek
anlagilabilir. Tim bu belirtilerden bagka hasta viicutta kolayca meydana gelen
clirikler, halsizlik, zihin bulanikligi, ciltte genel bir hissizlik, tat alma duyu kaybi
gibi yakinmalarla doktora basvurabilir (San Miguel ve Gracia-Sanz 2005, Yeh ve
Berenson 2006, Katzel vd. 2007).

2.1.5. Multipl myeloma ve immiin sistem iliskisi

Immiin sistem, organizmalarin patojenlere, herhangi bir infeksiyon sonrasi
yabancilagsmis hiicrelere yahut kanserleserek morfolojik degisiklik gecirmis hiicrelere
kars1 viicudumuzun savunma mekanizmasidir. Antijen sunan hiicre tarafindan
baslatilan immiin yanit hiimoral ve hiicresel bagisiklik, hiicre-mediator etkilesimleri
ve immiin sistemi diizenleyici sinyal iletici fonksiyona sahip bir polipeptit olan
lenfokin iiretimi ile aktive edilmektedir. Bunun sonucunda sitotoksik efektor T
hiicreleri olusarak antijene 6zgiil yanit olusturacak antikorlar salinir. Immiin sistemin
viicudun kendi antijenlerini taniyarak zarar vermeden sadece patojen tiirevli enfekte

molekiilleri yani yabanct antijenleri yok etmesi olduk¢a hassas bir denge
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gerektirmektedir. Olusan bu dengeli sisteme immiin tolerans denir. Immiin toleransin
bozulmast halinde organizmanin kendi antijenlerine immiin yanit olusturmasi
durumunda ortaya ¢ikan hastaliga otoimmiin hastalik denir. Bunun yanisira immiin
yanitin azalmasi halinde immiin sistem ¢okebilir veya immiin yanittaki dengesizlikler
alerjiye sebep olabilir (Larche 2006, Akdis 2008). Bu durumlarin ortaya ¢ikmasini
kontrol ederek immiinregulasyonu saglayacak bazi sistemler mevcuttur. immiin
tolerans klonal delesyon yoluyla gergeklesen merkezi tolerans ve periferal tolerans
mekanizmalarina sahiptir. Merkezi toleransta T hiicrelerinin timustaki gelisme
stirecinde viicudun kendi antijenlerine karst reseptor tasiyan hiicreler yikima
ugramaktadir. Boylece daha lenfositlerin olgunlagma siirecinde negatif seleksiyon
gercekleserek klonal bir delesyon meydana gelmektedir (McCaughtry 2008, Saurer
ve Mueller 2009). Periferal toleransta antijen sunan hiicrelerin antijen sunumu
sirasinda ikinci bir sinyal iletmesi bozularak klonal anerji adi verilen durum
olusturulur. Klonal anerjide siklikla gérev yapan B7 ailesi molekiillerinin etkilesimi
onem tagir. Olgunlagsmis bir dendritik hiicre veya antijen sunan hiicre lizerindeki B7
reseptoril ile aktif haldeki bir T hiicresinin i{izerindeki CD28 ‘in ya da sitotoksik T-
lenfosit antijen 4 (CTLA4)‘in etkilesimi sonucunda ikincil sinyal iletimi
engellenebilmektedir (Seliger vd. 2008, Liu vd. 2009). Periferal toleransin en 6nemli
pargasi olan bir diger sistem ise diizenleyici T hiicreleridir (Treg). Diizenleyici T
hiicreler immiin sistemi baskilayic1 yonde etki ederek otoimmiiniteyi ve graft
rejeksiyonu Onlemekte olup azalan Treg fonksiyon aktivitesi ise otoimmiin
hastaliklara duyarlilig1 arttirmaktadir. Ancak Treg hiicrelerinin infeksiy6z ajanlara ve
timor hiicrelerine karst tiim immiin cevaplari module ederken anormal
immiinsiipresif fonksiyon gdstermesi sonucunda infeksiyon veya malign durumlar da
ortaya c¢ikabilmektedir. Monoklonal immiinglobiilin {iretimi ile karakterize olan
MM’da baskilanmis diger immiinglobiilin ekspresyonlariyla birlikte fonksiyon
gostermeyen T hiicre yanitlari da mevcuttur. Bu immiin fonksiyon bozuklugunun
temelindeki sebeplerden birinin Treg hiicrelerinin anormal aktivitesi oldugu
bilinmektedir (Ozer vd. 1981, Lehner 2008, Rosenblatt ve Avigan 2008, Saurer ve
Mueller 2009).



11

Miyelom timor hiicreleri, bazen pek ¢ok malign hastalikta ortak olan,
bazende daha spesifik olan potansiyel mekanizmalarin zenginligi yoluyla bagisiklik

sistemini alt edebilir (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3 Tiimor hiicreleri ve konuk¢u immiin sistem arasindaki etkilesim. Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktérii (VEGF), Interlokin 6 (IL 6), Indoleamin 2,3-
dioksijenaz (IDO), B 2 mikroglobulin (B 2M), Déniisiim faktorii B (TGF B),
Interl6kin-10 (IL 10), Tiimdr nekroz faktérii o (TNF o), Stromal - tiiretilmis
faktér 1 a (SDF - 1 a), Insiilin bilyiime faktérii (IGF), Hepatosit bilyiime
faktoric (HGF), Matris metaloproteazlar (MMP), Toll benzeri reseptorler
(TLR) (Pratt vd. 2007).

Multipl miyelomdaki kemik iligi mikrogevresi, gesitli ¢Oziiniir faktorlerin
asir1 liretimi nedeniyle immiin baskilayicidir. Miyelom plazma hiicrelerinin antijeni
sunma kapasitesi azalmis olmasina ragmen belirsizdir. Dentritik hiicre (DC)
fonksiyonu miyelomda bozulmustur. Co-sitiimiilator yolaklarda bozukluklar ve ¢oklu
miyelomda T hiicrelerinde, B hiicrelerinde ve NK hiicrelerinde kantitatif, fenotipik
ve fonksiyonel kusurlar vardir. Bu degisikliklerin ne kadar geri doniislii oldugu

heniiz tam olarak ele alinmamustir (Pratt vd. 2007).
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Dentritik hiicre disfonksiyonu: Dendritik hiicreler (DC), antijene 6zgii
tepkilerin aktivasyonunda ve kuvvetlendirilmesinde kritik bir rol oynayan, ¢ok 6zel
antijen sunan hiicrelerdir. Bir dizi kanserli hastada DC disfonksiyonu gosterilmistir.
Ancak bu defektlerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar genellikle yeterince

anlagilamamistir (Pratt vd. 2007).

Kemik iligi mikrogevresi, DC-MM ve T lenfosit etkilesimlerinin yeni bir
modelinde, MM plazma hiicreleri iizerindeki ortak uyarict molekiil CD28'in
ekspresyonu ve kemik iligi DC'ler iizerindeki CD80 / CD86 ligandlarinin eksprese
edilmesi, hem IL-6 hem de immiinosiipresif enzim indoleamin 2,3 dioksijenaz (IDO)
tiretmesi icin DC'leri indiikledigi goriilmiistiir. IL-6, MM hiicrelerinin hayatta
kalmasina yardimci olan en 6nemli faktorlerinden biridir; IDO, aktive T hiicrelerinin
T hiicre anerjisini ve T hiicrelerinin baskilayict CD25high / FOXP3 +/ CD4 + Treg
hiicrelerine farklilagsmasini indiikler. CD28'in tikanmasi, DC'ler tarafindan IL-6 ve

IDO iiretimini inhibe eder, boylece DC'lerin MM hiicreleri iizerindeki koruyucu

etkisini iptal eder (Nair vd. 2012).

MM’de T hiicreler: T hiicrelerini diger lenfositlerden ayiran en 6nemli
ozelliklerinden biri, olgunlagma siireglerini timusta tamamlamalaridir (Miller 1961).
Kazanilmis (adaptif) bagisiklik sistemine mensup T hiicreleri, kansere yahut diger
patojenlere kars1 viicut savunmasinin en énemli elemanlarindandir. Kemik iligindeki
ortak lenfoid progenitérden koken alarak timusta gelisen T hiicreleri; iki farkli soya
ayrilarak, reseptor tiplerine gére aff ve yd T hiicreleri seklinde gelisimlerini
stirdiiriirler. Kan dolasimindaki T hiicrelerinin yaklasik %95’ini teskil eden aff T
hiicreleri, yiizeylerindeki CD3 proteini ile diger lenfositlerden ayrilirlar ve bagisiklik
sisteminin dlizenlenmesinde farkli roller oynayan alt gruplar1 kapsarlar. Bu gruplar,
hiicre yiizeyinde CDS8 proteini sentezleyen CD3+CD8+ sitotoksik T lenfositleri
(CTL), CD4 proteini sentezleyen CD3+CD4+ yardimci T hiicreleri (Th1,Th2, Th17
ve folikiiler T hiicreleri), CD56 proteini sentezleyen CD3+CD56+ NKT hiicreleri ve
diisiik afiniteli IL-2 reseptorii CD25°1 sentezleyen CD3+CD4+CD25+ regiilator T
hiicreleri (Treg)’dir. Thl hiicreleri, IFN-y, TNF-a, IL-2 gibi sitokinleri salgilayarak

inflamasyon olusturmak suretiyle hiicresel immiiniteyi aktive etmek; Th2 hiicreleri
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IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 gibi inflamasyon durdurucu sitokinleri salgilamak ve
antikor tretimine yardimci olmaktan sorumluyken (Romagnani 1999); Thl7
hiicreleri ise IL-17 salgilayarak inflamasyon tabanli doku hasar1 ve otoimmiin

reaksiyonlara sebep olmaktadir (Weaver vd. 2006).

CD4 T hiicrelerinin gelisimi, mikrogevre ortaminin sitokinlerinden etkilenen
sekillenebilir bir islemdir. Edinsel bagisikligin tipik bir drnegi, spesifik ¢6ziinebilir
faktorlerden dolayr Th1l/Th2 CD4 alt popiilasyonlar1 arasindaki dengeyi ayrintili
olarak tarif etmektedir. MM'deki Th1/Th2 dengesi, Th2 sitokinleri IL-10 ve IL-4'in
ekspresyonunun artmasi ve Thl sitokinleri IL-2 veya IFN-y gibi sitokinlerin

tiretiminin azalmasiyla degismistir (Romano vd. 2014).

MM’da NK ve NKT hiicreleri: Dogal oldiiriici (NK) hiicreler, timor
hiicrelerinin veya viral olarak enfekte olmus hiicrelerin lizisinde 6nemli bir role
sahiptir ve baskin olarak, insan 16kosit antijeni (HLA) sinif I ekspresyonunun asagi

regiilasyonunun taninmasiyla aktive edilir (Pratt vd. 2007).

Dogal oldiirticti (NK) ve CDS8 T hiicreleri gibi sitotoksik lenfositler, tiimoriin
bagisiklik siirveyansinin  6nemli aktorleridir. NK hiicreleri, graniile bagh
sitotoksisite, TNF-a ve IFN-y gibi sitokinlerin salgilanmasi ve immiin yanitlart
sirasinda belirgin rolleri olan CCL3-5 kemokinlerin salgilanmasi dahil olmak iizere
cesitli antitiimor fonksiyonlarina aracilik eder. NK hiicreleri, tiimor hiicrelerini,
aktiflestirici veya inhibe edici reseptorleri sayesinde tanir. Ayrica, immiinoglobulin
G'nin Fc fragmenti i¢in diisiik afiniteli aktive edici reseptorii olan CD16 vasitasiyla
antikor kapli hedef hiicreleri taniyabilir ve dldiirebilirler. Bu siirece antikora bagiml
hiicre aracili sitotoksisite (ADCC) adi verilir (Moretta ve Moretta 2003, Vivier vd.
2008).

NK hiicreleri anti - miyelom aktivitesine sahiptir ve talidomid ve buna bagh
immiinomodiilator ilaglar (lenalidomid vb.) bu etkiyi artirabilir. Bununla birlikte,

timor hiicrelerinde kagis mekanizmalari bulunabilir (Pratt vd. 2007).
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Dogal oldiiriicii T (NKT) hiicreleri, CD1d molekiilleri baglaminda glikolipid
ligandlarin1 taniyan NK markorlerini tasiyan T lenfositlerdir. NKT hiicreleri, tiimor
ve patojenlere kars1t korunmada ve immiin diizenlemede 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bu hiicreler, gii¢lii sitokin {iretimi, antianjiyogenez ve diger hiicrelerin, 6zellikle NK
hiicrelerinin ve dendritik hiicrelerin aktivasyonu gibi g¢esitli mekanizmalarla
antitimor etkilere aracilik eder. Talidomid ve analogu lenalidomid, miyelom ve
miyelodisplastik sendromda (MDS) klinik aktivite gdstermistir. Bununla birlikte,

gozlenen antitiimor etkilerinin mekanizmasi belirsizligini korumaktadir.

Yapilan bazi ¢alismalar talidomidin, insan T hiicrelerini stimiile edebilecegini
gosterirken, immiin modiilatér bir tiirev olarak da lenalidomidin (LEN)
gelistirilmesini saglamistir. Miyelomda talidomid ile yapilan ilk ¢aligmalarda NK
hiicreleri iizerinde etkinligi tanimlanmis olmasina ragmen daha sonraki calismalar
NK hiicreleri iizerinde goézlenen etkilerin dolaylt oldugunu gostermistir. Dogustan
CDI1d ile kisitlanmig NKT hiicrelerinin, LEN'in proksimal bir hiicresel hedefi
olabilecegi varsayilarak LEN’nin, insan NKT hiicreleri tarafindan ligand bagiml
aktivasyonunu, proliferasyon ve sitokin iiretimini ve ayrica in vivo olarak NKT

hiicrelerinin gelisimini biiyiik 6l¢iide arttirdig1 gosterilmistir (Chang vd. 2006).

2.2. Lenalidomid Nedir?

Talidomid’in (Thal) MM dahil ¢esitli hastaliklarda faydali oldugu
gosterilmistir; ancak, giiclii bir teratojendir ve periferik néropati dahil bir ¢cok yan
etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle, daha gii¢lii ve daha az yan etkisi olan Thal analogu
gelistirme caligsmalar1 yapilmistir. Lenalidomid, bu ¢alismalar sirasinda gelistirilen

immiinomodiilator ilaglar sinifina (IMiD'ler) ait bir analogdur (Hideshima vd. 2008).
2.2.1. Lenalidomid’in etki mekanizmasi
Kapsamli olarak yapilan klinik 6ncesi arastirmalar sayesinde, lenalidomidin,

konak¢1t mikrogevre iizerindeki dogrudan tiimor oOldiirlicii ve immiinomodiilator

etkilerini iceren benzersiz bir etki mekanizmasma sahip oldugu goriilmiistiir.
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Dogrudan tiimdr sitotoksisitesi, aktin polimerizasyonuna ve hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesine yol acan zar proteinlerinin yer degistirmesine, hiicre donglistiniin
durdurulmasina, otokrin sitokinlerin inhibisyonuna, (IRF4) ve C-MYC gibi timor
onkogenlerinin inhibe edilmesine ve ayrica tiimor baskilayici genlerin birlikte

indiiklenmesine neden olur (Sekil 2.4) (Zeldis vd. 2011).

Stromal hiicre Imman fonksiyonu
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Sekil 2. 4 Lenalidomid’in immiinmodiilator ve tiimorosidal etkileri.

MM'de, lenalidomid kaynakli tiimor sitoksisitesi, kaspazlarin ve sonugta
ortaya ¢ikan apoptozun aktivasyonuna yol agar. Lenalidomid ve deksametazonun (Dex)

birlikte verildigi tedavilerde sinerjistik sitotoksisite goriiliir (Sekil 2.5).

Konake¢1 mikrogevrenin etkileri, bagisiklik sinaps olusumunun (hematolojik
kanserli hastalarda genellikle kusurlu olan) restorasyonunu, dogal oldiiriicii hiicre
sitotoksisitesinin arttirilmasini ve diizenleyici T hiicrelerinin inhibisyonunu igerir.
Ortaya c¢ikan immiin aracili tiimor hiicresi oOldiiriilmesi, siddetli immiin
baskilanmasiyla sonuclanabilen kemoterapdtik ajanlarin  dogrudan karsitidir.

Lenalidomid ayrica konak¢1r mikrocevreyi, antianjiyogenik bir etki ve parakrin
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salgisinda bir azalma ile degistirir. Lenalidomidin aktivitesi, immiin fonksiyon
bozuklugunun restorasyonu nedeniyle siklikla devam eden gelismis ve hizli klinik
tepkilerden sorumlu olabilir. Lenalidomidin pleiyotropik etkileri, belki de hiicresel
fizyolojinin kilit diizenleyicileri olan spesifik bir gen veya protein kiimesinin
hedeflenmesinin veya c¢esitli yollara ters baglanmasinin sonucu olabilecegi

diistiniilmektedir (Zeldis vd. 2011).

y Lenalidomide l
=
% :
7
Bid, 1
,4
s

Smac

’ |
. o

Sekil 2. 5 Lenalidomid’in apoptotik mekanizmasi. Lenalidomid, kaspaz-8'e bagli
apoptozu tetiklerken, Dex, kaspaz-9'a bagli apoptozu tetikler. Bu
nedenle kombinasyon, ¢ift apoptotik sinyallesme  kaskadini
tetiklemektedir (Hideshima vd. 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Tekirdag Namik Kemal Universitesi (TNKU) Hematoloji Bilim
dalinda Subat 2018 - Mart 2018 tarihlerinde vyiiriitildii. Calisma Helsinki
Deklarasyonu Kararlarina, Hasta Haklar1 Yonetmeligine ve etik kurallarina uygun
olarak yapilmis olup TNKU Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan onay aldi (Ek 1). Calismaya baslamadan once ¢alisma gruplari sozlii ve
yazili olarak bilgilendirildi ve yazili onaylar1 alind1 (Ek 2). Hematoloji Bilim Dalinda
takip edilen, 18-85 yas arasi, 10-25 mg lenolidomid tedavisi alan 34 (16 k, 18 e) ve
lenalidomid tedavisi almayan 30 (10 k, 20 e) MM hastas1 g¢alismaya alindi.

Calismada kullanilan arag¢ ve geregler tablo 3.1. de verilmistir.

Tablo 3. 1 Calismada kullanilan ara¢ ve geregler

CiHAZ MARKA

Akim Sitometri Cihazi Beckman Coulter Navios, USA
Santiftij Niive NF800

Vortex WiseMix VM-10

Otomatik Mikropipet (100ul) Eppendorf Plus Otomatik Pipet
Otomatik Mikropipet (10ul) Eppendorf Plus Otomatik Pipet

Akim sitometrik analiz kan Ornekleri hastalardan sabah saat 08.00-10.00
arasinda, a¢ karnma, antekubital brakiyal venden 2 ml %7,5 etilendiamin-
tetraasetikasit (EDTA) igeren vacutainer tiiplere (BD Vacutainer K 3E) alindi. Kan

ornekleri alindiktan sonra 2 saat iginde ¢alisildi.

3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Lenfosit alt tipleri, hastalardan alinan ven6éz kan Orneklerinde akim
sitometrisi yontemiyle degerlendirildi. Florokrom ile isaretlenmis monoklonal
antikorlar kombinasyonlar halinde kullanilarak T lenfosit (CD3+CD56-), NK (CD3-
CD56+), NKT (CD3+ CD56+), T helper (CD3+ CD4+) ve T sitotoksik (CD3+
CD8+) sayilar1 saptandi.
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CD3+ lenfositlerin analizinde; fluorescein isothiocyanate (FITC) ile konjuge
monoklonal anti-CD3, CD4+ lenfositlerin analizide; T4-ECD ile konjuge
monoklonal anti-CD4, CD8+ lenfositlerin analizinde; Pacific Blue ile konjuge
monoklonal anti-CD8 ve CD56+ lenfositlerin analizinde; PC5 ile konjuge
monoklonal anti-CD56 kullanildi (Sekil 3.1).

CYTO-STAT / O

(o

A07746
® cp3-FAITC

Sekil 3. 1 Boya ile konjuge monoklonal antikorlar.

3.1.1. Ornek hazirlama protokolii

1- Numaralandirilmis tiiplere antikorlar (10ul) pipetlendi.
2- Uzerine 100 ul kan &rnegi pipetlenip vortekslendi.

3- 15 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.

4- Tiiplere 500 pul Optilyse C eklenip vortekslendi.

5- 10 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.

6- Tiiplere 500 ul PBS (IsoFlow) eklenip vortekslendi.

7- 10 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildi.

8- 1300 rpm’de 5 dk santifriij edildi.

9- Siipernatant yavasca dokiildii.

10- Uzerine 2 ml PBS eklenip vortekslendi.
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11- 1300 rpm’de 5 dk santiftriij edildi.
12- Siipernatant yavasc¢a dokiildii.

13- Tiiplere 500 ul PBS konuldu ve 6rnekler akim sitometri cihazinda galisildi (Sekil
3.2).

Sekil 3. 2 Akim sitometri cihazi (Beckman Coulter Navios, USA).

3.2. Verilerin Analizi

Verilerin analizi igin Kaluza kullanildi. Forward scatter-ileriye sa¢ilim (FS)
ve side scatter-yana sagilim (SS) olglimleri igin lineer yiikselticiler, florosan
Olglimleri i¢in ise logaritmik yiikselticiler kullanildi. Kaluza tarafindan FS ve SS
parametrelerinin  kullanimi ile olusturulan; 16kositleri lenfosit, monosit ve
graniilositler olarak ayiran histogramda, lenfositler etrafindan manuel olarak kapi
alindi. Bu kapinin tanitildigi, Kaluza tarafindan olusturulan ve 2 parametreyi ayni
anda gosteren, dot plotlar ile immunfenotipik analizler yapildi. Pozitiflik siniri,
izotipik kontrollerle pozitif hiicre oran1 %2’den daha az olacak sekilde ayarland.
Total lenfosit populasyonu tizerinde CD3, CD4, CD8 ve CD56 oranlar1 belirlendi.

Kan sayimlar1 sonuglarindan elde edilen lenfosit ylizdesi ile toplam l6kositler
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icindeki mutlak lenfosit sayis1 bulundu. Akim sitometrisi ile elde edilen lenfosit alt

tiplerinin yiizdesi ile bulunan mutlak lenfosit sayisindan lenfosit alt tiplerinin mutlak
sayis1 hesaplandi (Sekil 3.3).

[Ungated] F5 INT £ 55 INT . ' [B] COB&PCS / COIFITC . [C] CDEPCT / CD4ECD
1ooa-] s G-+: [G=+:2.37% D-+: 17.82% D++: 1.37%
74.64%
] 17 1w
L o] s EJ )
=z E oy
a g
103 10 o
o vl
SRR _ e
G--: 8.18%|| ©[G+-: 14.81% 2.83%)
4 s B0 00 W o 13 1 o 0
FS INT CDR&ePCH CDEPCT

Sekil 3. 3 ileriye sagilim (FS) ve yana sacilim (SS) dl¢iimleri.

3.3. istatiksel Analiz

Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bilgi Islem Daire Baskanliginda bulunan
SPSS PASW STATISTISC 18.0 paket programi kullanilarak yapildi. Nicel veriler
i¢in iki grup ortalamasinin karsilastirilmasi normal dagilim gosterenler student t testi
ile normal dagilim gostermeyenler Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Biitiin

analizlerde p<0,05 deger anlamli kabul edildi.
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Lenalidomid alan ve almayan gruplarin demografik verileri Tablo 4.1’de

gosterilmistir.

Tablo 4. 1 Lenalidomid alan ve almayan gruplarin demografik verileri

Degisken N (Say1) % (Yiizde)
Lenalidomid Tedavisi
Alan 34 53,1
Almayan 30 46,9
Cinsiyet,
Kadin 26 40,6
Erkek 38 59,4
Yas,
18-45 5 7,8
46-65 28 43,8
66-85 31 48,4

Lenalidomid alan ve almayan gruplardaki total lenfosit ve alt gruplarina ait

bulgular Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4. 2 Lenalidomid alan ve almayan gruplardaki total lenfosit ve alt gruplarina

ait bulgularin istatistiksel karsilastirilmasi

Degisken N (say1) Mean+SS (%0) P
Total Lenfosit Degeri,
Lenalidomid Alan 34 30,134+9,85 0,002t
Lenalidomid Almayan 30 21,15+12,65
CD3+CD56-,
Lenalidomid Alan 34 60,82+15,41 0,279!
Lenalidomid Almayan 30 64,79+13,48
CD3-CD56+,
Lenalidomid Alan 34 18,90+12,50 0,0972
Lenalidomid Almayan 30 14,25+10,87
CD3+CD56+,
Lenalidomid Alan 34 6,51+4,91 0,545
Lenalidomid Almayan 30 8,41+8,86
CD3+CD4+,
Lenalidomid Alan 34 38,33+16,20 0,119*
Lenalidomid Almayan 30 44,55+15,17
CD3+CD8+,
Lenalidomid Alan 34 57,18+15,11 0,021*
Lenalidomid Almayan 30 48,55+13,87

1 Student t testi, 2 Mann whitney u, p<0.05

Istatistiksel analizlerde lenalidomid alan ve almayan grupta total lenfosit,
CD3+CD56-, CD3+CD4+ ve CD3+CD8+ lenfosit degerleri normal dagilim
gostermigtir.  CD3-CD56+ ve CD3+CD56+ lenfositler ise normal dagilim
gostermemistir. Lenalidomid alan ve almayan gruplar Kkarsilastirildiginda
CD3+CD56-, CD3-CD56+, CD3+CD56+ ve CD3+CDA4+ lenfosit sayilar1 agisindan
istatistiksel farklilik saptanmamustir (sirasiyla p= 0,279, p= 0,097, p= 0,545, p=
0,119). Lenalidomid alan grupta lenalidomid almayan gruba gore total lenfosit sayisi
ve CD3+CDS8+ lenfosit sayis1 daha yiiksek saptanmis, aradaki farklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (sirasiyla p= 0,002, p=0,021)(Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1 Lenalidomid alan ve almayan gruplarda total lenfosit degeri ve CD3+CDS8+

lenfositlerin kargilagtiriimasi.

MM hastalarindan lenalidomid tedavisi alanlarin cinsiyetlerine gore
karsilastirilmast Tablo 4.3’de ve almayanlarin cinsiyetlerine gore karsilagtirilmasi

Tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4. 3 Lenalidomid tedavisi alanlarin cinsiyetlerine gore karsilastirilmasi.

Degisken . N (say1) | N-meanss (%) P degeri
Total Lenfosit Degeri,
Kadn 16 31,15+7,56 0,575*
Erkek 18 29,21+11,67
CD3+CD56-,
Kadmn 16 62,64+15,85 0,524
Erkek 18 59,20+15,27
CD3-CD56+,
Kadin 16 14,54+9,16 0,1122
Erkek 18 22,76£13,99
CD3+CD56+,
Kadin 16 5,44+5,15 0,078?
Erkek 18 7,46+4,62
CD3+CD4+,
Kadin 16 40,11+15,73 0,553
Erkek 18 36,74+16,89
CD3+CD8+,
Kadin 16 57,60+15,19 0,880"
Erkek 18 56,81+15,47

1 Student t testi, 2 Mann whitney u, p<0.05

Lenalidomid alanlar cinsiyetlerine gore karsilastirildiginda total lenfosit sayis1
CD3+CD56-, CD3-CD56+, CD3+CD56+, CD3+CD4+ ve CD3+CD8+ lenfosit
sayilar1 agisindan istatistiksel farklilik saptanmamistir (sirastyla p= 0,575, p= 0,524,
p= 0,112, p= 0,078, p=0,553, p=0,880).
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Tablo 4. 4 Lenalidomid tedavisi almayanlarin cinsiyetlerine gore karsilastiriimasi.

Degisken | N (say1) | Mean:ss (%) P degeri
Total Lenfosit Degeri,
Kadin 10 17,33+7,96 0,249!
Erkek 20 23,06+14,24
CD3+CD56-,
Kadin 10 65,05+12,71 0,943t
Erkek 20 64,67+£14,17
CD3-CD56+,
Kadin 10 13,54+8,88 0,7252
Erkek 20 14,60+11,95
CD3+CD56+,
Kadin 10 4,64+2,64 0,1042
Erkek 20 10,30£10,27
CD3+CD4+,
Kadin 10 51,95+13,74 0,057*
Erkek 20 40,86+14,79
CD3+CD8+,
Kadin 10 41,32+10,53 0,041!
Erkek 20 52,17+14,14

1 Student t testi, 2 Mann whitney u, p<0.05

Lenalidomid almayanlar cinsiyetlerine gore karsilastirildiginda total lenfosit
sayisi, CD3+CD56-, CD3-CD56+, CD3+CD56+ ve CD3+CDA4+ lenfosit sayilari
acisindan istatistiksel farklilik saptanmamistir (sirasiyla p= 0,249, p= 0,943, p=
0,725, p= 0,104, p=0,057). Lenalidomid almayan grupta erkelerde kadinlara gére
CD3+CD8+ lenfosit sayis1 daha yiiksek saptanmis, aradaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p= 0,041).
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5. TARTISMA ve SONUC

Transforme plazma hiicrelerinin klonal asir1 ¢ogalmasi ile seyirli bir
hematolojik malignite olan Multipl Myelom (MM) ¢esitli  immiinolojik
disregiilasyonlarla beraber seyredebilen bir hastaliktir (Romano vd. 2014). Bu
ozellik, diger pek ¢ok solid ve non-solid tiimoérlerde de oldugu gibi MM*“da da major
mortalite ve morbidite nedeni olan enfeksiyonlara egilimin, hastalik progresyonu ve
kemoterapi direncinin olduk¢a 6nemli bir nedenidir. MM‘de immiin sistem ile ilgili
cok sayida defekt tanimlanmakla beraber klinik 6nemi hakkinda aydinlatilacak pek
cok yon bulunmaktadir. MM hastalarinda B hiicrelerini ilgilendiren belirgin bir
immiin disregiilasyonun yani sira NK hiicreleri, T hiicresi ve dentritik hiicre gibi
immiin sistemin diger hiicrelerinde de disregiilasyon gosterilmesiyle birlikte ileri
evre MM hastalarinda hastalik progresonunda rolii olan Treg, Breg ve myeloid
kokenli supresor hiicreler (MKSH) gibi immiin supresor hiicrelerde de sayisal artis

gosterilmistir (Tamura 2018).

B hiicresinden koken alan plazma hiicre malignitesi olan MM’da T
hiicrelerinde hem kantitatif hem de fonksiyonel anormallikler gosterilmistir (Pratt
2007). Mills ve ark. T hiicre alt gruplarinda siklikla anormalliklerin saptandigini ve
CD4/CDS8 oraninin ters dondiigii gdzlemlemistir (Mills ve Cawley 1983). Ek olarak
Ogawara ve arkadaglari MM hastalarinda anormal Th1/Th2 CD4+ oranini
gostermiglerdir (Ogawara vd. 2005). CD4+ ve CD8+ T hiicrelerindeki sayica
azalmanin hastalik siirvisi ile ters iligkili oldugu ve bu durumun immiin sistemin
seliller komponentlerinin hastalik kontroliindeki potansiyel rolii Kay ve ark.
tarafindan ortaya konmustur (Kay vd. 2001). Artan miktarda literatiir bilgisi NK
hiicrelerinin MM*‘de predominan bir rol sahibi oldugunu gostermistir. Myeloma
hiicreleri NKG2D (MHC-I polipeptid iliskili sekans (MIC) A/B ve retinoik asit erken
transkript), NKp30(B7-H6), DNAM1 (CD112/nektin 2 ve CD155/necl5) gibi ¢esitli
ligandlar1 eksprese ederek NK hiicre yiizeyinde ekprese olan sinyal molekiillerine
baglanip aktive eder. Boylelikle NK hiicreleri DNA hasar1, mitokondrial ve diger
immiinoenzimatik apoptotik kaskatlar1 indiikleyen sitotoksik molekiilleri salgilar

(Liu vd. 2018). Pek ¢ok diger T hiicre alt grubu gibi NKT hiicrelerinde de



27

degisiklikler goriilmektedir. Fakat hastalik durumu ile iligkileri ve prognozla iliskili
olup olmadiklarina dair literatiir bilgileri celigkilidir. Ciinkii tedavisiz MM
hastalarinda belirgin bir say1 degisikligi goézlemlenmemistir (Chan vd. 2014).
Dhodapkar ve ark. yaptiklar1 ¢alismada NKT hiicrelerindeki reversibl defektin
prognoz ile iliskili oldugunu ileri stirmiis (Dhodapkar vd. 2003), Chang ve ark. NKT
hiicrelerinin alfa galaktozilseramid ( a-GalCer) yiikli dentritik hiicreler ile invivo
indiiksiyonunun ve benzer sekilde Nur ve arkadaslarinin 5T33 fare modelinde yaptigi

caligmalar bu hiicrelerin stimiilasyonunun potansiyel protektiv roliinii gdstermistir

(Chang vd. 2005, Nur vd. 2013).

Bir talidomid derivesi olan ve bir baska derive olan pomalidomid gibi T
hiicrelerinde IL-2 prodiiksyonunu artirmast ve proinflamatuar sitokinleri azaltmasi
nedeni ile immiin modiilatér ilag olarak dizayn edilen lenalidomidin B hiicre
transkripsyon faktorleri olan IKZF1 ve IKZF3‘un ubikuitinasyonu ve takip eden
proteozomal degradasyonuna yol acarak myeloma hiicrelerinin 6limiinii sagladig
gosterilmistir (Fink ve Ebert 2015). Hasslet ve ark. lenalidomid onciisii olan
talidomid ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada talidomidin insan T lenfosit ve alt gruplari
tizerine etkilerini ve 6zellikle CD8+ alt gubuna ait sitotoksik yanitlar1 irdelemisler,
talidomidin in vitro potent bir insan T hiicre stimiilatorii oldugunu gostermislerdir.
Talidomidin kostimiilator etkisinin CD8+ alt grubunda CD4+ T hiicre alt grubuna
gore daha belirgin oldugunu bulan arastirmacilar, talidomidin CD4+ T hiicre
olmadan allojenik dentritik hiicre ile indiikte CDS8+ sitotoksik T hiicre yanitini
artirdigin1 géstermislerdir. Bu bulguyu, 6zellikle CD8+ alt grubu basta olmak iizere
insan T hiicre kostimiilasyonun talidomid ile farmakolojik olarak basarilabilinecegi
seklinde yorumlamislardir (Haslet vd. 1998). Calismamizda, arastirmacilarin
bulgularmma benzer sekilde talidomid derivesi olan lenalidomid alan hastalar
almayanlar ile karsilastirildiginda T lenfosit ve CD8+ T hiicre sayilarinda belirgin
artis saptanmis ve sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmakla beraber, tedavi
alanlarda CD4+ T hiicre sayisinda artis saptanmamistir. Bu sonug yazarlarin belirttigi
gibi ilacin 6zellikle CD8+ T hiicre grubu iizerindeki etkisinin bir sonucu olabilir.
Malign plazma hiicrelerine karst NK hiicre fonksiyonlarmin azaldign MM

hastaliginda, yaygin olarak lenalidomidin NK hiicre biyolojisi iizerine etkisi pek
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bilinememektedir. Bu konuyu irdeleyen bir ¢alismada Lagrue ve ark. lenalidomidin
NK sayisini artirmadan NK hiicre aktivasyon esigini diisiirdiigiinii; aktivasyon igin
efektif konsantrasyon %350 (EC50)‘i CD16 aracili aktivasyonda %66 oraninda,
NKG2D (NK group 2 member D) aracili aktivasyonda %38 oraninda diisiirdiigiinii
saptamislar ve lenalidomidin daha diisiik ligand dozlarinda yanit vermesini sagladigi
yorumunda bulunmuslardir. Sasirtict sekilde, lenalidomidin interferon-y tireten NK
hiicre oraninda 2 kat artis ve hiicre basina liretilen interferon-y miktarinda 20 kat artig
saptamislardir (Lagrue vd. 2015). Calismamizda arastirmacilarin bulgularina benzer
sekilde lenalidomid alan ve almayan grupta NK hiicre sayisi acisindan fark

saptanmamistir.

CDI1d kisith glikolipid reaktiv T lenfositler olan ve anti timor aktivitesi
bilinen NKT hiicrelerinin pek ¢ok malignitede oldugu gibi MM‘da oOne ¢ikan
aragtirma konusu olmakta ancak immiinmodiilator ilaglardan olan lenalidomidin bu
hiicre grubu iizerine etkilerine dair nadir calisma bulunmaktadir. Bu c¢alisma
orneklerinden birisi olan ve Chang ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada saglikli ve
MM hastalig1 olan katilimcilardan elde edilen monosit derive dentritik hiicrelere
NKT ligand1 olan a-GalCer yiiklenmis, NKT ile kokiiltiire edilme sonucu NKT’lerde
hem aktivasyon hem de ekspansyon elde edilmistir. Hem saglikli hem de MM
hastalarindan elde edilen kiiltiirlere ek olarak lenalidomid eklendiginde NKT
ekspansyonu belirgin sekilde artmistir. Bununla beraber lenalidomidin sadece a-
GalCer stimiile kiiltiir ortaminda NKT hiicre ekspansyonu sagladigi gozlemlenmistir.
Bu sonug lenalidomidin ligand bagimli NKT aktivasyonunun isareti olabilir (Chang
vd. 2006). Calisgmamizda lenalidomid alan ve almayan gruplar arasinda NKT
hiicreleri aras1 fark saptanmamasinin nedeni ligand bagimli indiiksyonun olmayisi

muhtemeldir.

Sonu¢ olarak, calisma sonuglar1 ve literatiir degerlendirmeleri immiin
modiilator bir ilag olan lenalidomidin bilinen IKZF1 ve IKZF3‘un ubikuitinasyonu
ve takip eden proteozomal degradasyonunun yanisira T hiicresi ve alt gruplarinda
cesitli degisikliklere yol actigi, literatiirle uyumlu olarak artmig T hiicre ve CD8+ T

hiicrelerine ek olarak ozellikle NK ve NKT hiicrelerinde sayisal artis olmaksizin
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aktivite artig1 saglayarak antitiimor aktiviteyi artirdigr diistintilebilir. Lenalidomid ile
T hiicre ve alt gruplar ile ilgili yapilacak in vivo ve in vitro aragtirmalar bu ilacin

immiin sistem iligskisini daha ayrintili olarak aydinlatacaktir.
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sistemi hiicrelerinin alt tiplerinin akis sitometrisi (Flow sitometri) yontemiyle analizinin yapilmasidir.
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Bu arastirmanin protokolii, Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi etik degerlendirme komitesi
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Arastirma Sirasinda Karsilasilabilecek Riskler:
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herhangi bir risk olusturacak yontem icermemektedir.

Arastirma ilacinin Olas1 Yan Etkileri:
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Bu aragtirmaya katilmaniz tamamen gizli tutulacaktir. Sizin arastirmaya katilmaniza iligkin
bilgisi olan tek kisi doktorunuz olacaktir. Doktorunuza verdiginiz bilgiler kadar klinik bilgilerde gizli
tutulacaktir. Bununla birlikte yetkili kurumlarin miifettigleri arastirmanin gecgerli yasalar ve saglik
makamlar1 mevzuatina uygun olarak yiiriitiilmesini garantilemek iizere arastirmaya iliskin kayitlarinizi
incelemekle yikiimlii olabilirler. Kayitlarinizdaki bilgiler sadece bu aragtirma amaciyla ve bu
arastirmay1 izleyen yaymlar i¢in kullanilacaktir. Her durumda kimliginiz saklanacaktir. Her durumda
kimliginiz diger amaclar ic¢in kullanilmayacak veya iiclincii sahislara aciklanmayacaktir.
Muayeneleriniz ve diger islemler icin sizden {icret alinmayacaktir.
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Yukarida yer alan ve arastirmaya baglamadan Once goniillilye verilmesi gereken bilgileri
okudum ve sozlii olarak dinledim. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari
okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama agagida
ad1 belirtilen hekim tarafindan yapildi. Aklima gelen tiim sorular arastirictya sordum, yazili ve sozlii
olarak bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay1
isteyip istemedigime karar vermem icin bana yeterli zaman tanindi. Arastirmaya goniillii olarak
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yiriitiiciistine yetki veriyor ve s6z konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini higbir
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