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OZET

Multiple Miyelom (MM), plazma hicrelerinin klonal olarak anormal
cogalmastyla olusan, 6. kromozomun 6p22.3 bdlgesinin amplifikasyonunu da igeren
cok sayida kromozomal anomalinin goriildiigii bir kanser tiirtidiir. 6p22.3 bolgesinde
yerlesim gosteren DEK onkogeni, bu kromozom bdlgesinin amplifikasyonu
sonucunda bazi solid kanser tiirlerinde asir1 miktarda ifade edilmektedir. Daha 6nceki
caligmalarimizda, analiz ettigimiz MM hastalarmm CD138°#%" MM hiicrelerinde
DEK ifadesinin 2-30 kat arasinda azaldig tespit edildi [Cakar T., 2014]. ilave olarak,
analiz edilen MM hastalarmin yaklasik %10’unda DEK geninin amplifiye olmasina
karsin DEK ifadesinin bu amplifikasyondan etkilenmedigi ve bu hastalarda da DEK
ifadesinin azaldig1 belirlendi [Cakar T., 2014]. Bu tez g¢alismasinda, DEK geni
ifadesinin lentiviral yontemle kalic1 olarak baskilanmasinin U266 MM hiicre hattinin
morfolojisine, canlilifina, ¢ogalmasina ve kemoterapi ilact Melphalan’a olan
hassasiyetine etkileri analiz edildi.

Elde edilen sonuclar, iki farkli lentiviral shRNA ile DEK ifadesi baskilanan
hiicrelerde, kontrol grubu hiicrelerine gore boliinme siiresinin yavasladigint ve
kontrol hicreleri (sh-negatif) boélunmelerini 43 saatte tamamlarken, bu sirenin
shDEK-B hiicrelerinde 45 saate, shDEK-C hcrelerindeyse 51 saate uzadigini
gosterdi. Sadece shDEK-C hiicrelerinde gozlenen boliinme siiresindeki bu uzamanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (P<0.05). Giemsa ile boyanmis
hiicrelerin 151k mikroskobu analizleri hiicrelerin benzer morfolojiye sahip olduklarini
gosterdi. Kontrol hiicreleri ve DEK ifadesi baskilanmig hiicrelerde, MM hastalarinin
tedavisinde kullanilan Melphalan’a hassasiyetin degismedigi ve hiicrelerin
Melphalan varliginda ¢ogalmalarint durdurduklart tespit edildi. Bu veriler
dogrultusunda, DEK ifadesinin U266 MM hiicre hattinda baskilanmasinin, zaten
yavas olan hiicre boliinme siiresini biraz daha yavaslattig1 ancak hiicre morfolojisi ve
Melphalan hassasiyetini etkilemedigi sonucuna varildi. Bu tez c¢aligmasi Tiibitak

tarafindan KBAG 212T108 no’lu 1001 projesi ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Multiple Miyelom, DEK, CD138, Lentiviral
Transdiksiyon, Melphalan.



SUMMARY

Multiple myeloma (MM) is characterized by abnormal expansion of malignant
plasma cells, representing several chromosomal abnormalities including the
amplification of 6p22.3 chromosome region. DEK oncogene, located on
chromosome 6p22.3, is overexpressed in several solid tumors due to amplification of
chromosome 6 or 6p region. We previously showed that DEK expression is
downregulated by 2-30 fold in CD138°*""¢ MM cells in our cohort of MM patients,
without being affected by the amplification of DEK gene, which is observed in about
10 % of our cohort [Cakar T., 2014].

In this thesis, we aimed to analyze the affect of DEK knock-down on the
biology of U266 MM cell line. Silencing of DEK expression by two different
lentiviral sh-RNA contracts (shDEK-B and shDEK-C) resulted in about 2 hours
(shDEK-B) to 8 hours (shDEK-C) increase in the doubling time, the later increase
was statistically significant (P<0.05). Light microscopy analysis of Giemsa stained
cells did not show any difference in morpghology of shDEK-B or shDEK-C cells
compared with control sh-Negative cells. Melphalan treatment resulted in a similar
response in the control and sh-DEK cells and induced growth arrest in all treated
cells. In summary, our results suggest that the down regulation of DEK expression in
U266 MM cells slightly increase the dobling time of the cells whereas it does not
affect their morphology and Melphalan response. This work was supported by the
Scientific and Technological Research Council of Turkey (TUBITAK) 1001 Grant
(KBAG 212T108).

Key Words: Multiple Miyeloma, DEK, CD138, Lentiviral Transduction,
Melphalan.
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Kisaltmalar
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CD22 B-Cell Receptor CD22

CD38 ADP-Ribosyl Cyclase 1

CO, Karbondioksit

H,O Su

Ig Immiinoglobiilin

IGF-1 Insiilin Benzeri Biiylime Faktor

IL-3 Interlokin-3

IL-4 Interlokin-4

IL-5 Interlokin-5

IL-6 Interlokin-6

IL-10 Interlokin-10

kDa Kilodalton

ml Mililitre

ACTB Actin-Beta

AID Activation-induced Cytidine Deaminase
AML Akut Myeloid Losemi

B220 Receptor-Type Tyrosine-Protein Phosphotase C
BACH2 Transcription Regulator Protein BACH2
BCL6 B-Cell Lymphoma 6 Protein

BCMA B-Cell Maturation Protein

BCR B Hiicresi Reseptori

BLIMP1 B-Lymphocyte-induced Maturation Protein 1
BMSCs Bone Marrow Stromal Cells

BSA Bovine Serum Albumin

CDKN1A Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1
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1. GIRIS

Multipl Miyelom (MM), anemi, kemik lezyonlari, bobrek hasari ve immiin
yetersizlikle iliskilendirilmis 6liimciil bir plazma hiicresi kanseridir [Shapiro-Shelef
and Calame, 2004]. MM, monoklonal immunoglobulin salgilayan plazma
hlcrelerinin kemik iliginde birikmesi ile karakterize edilmistir [Leung-Hagesteijn et
al., 2013]. Bunun yanisira, MM hastalarinin %90’indan fazlasinda kromozomal
anormallikler belirlenmistir ve spesifik kromozom bdlgelerinde siklikla
translokasyonlar gozlemlenmektedir [Laubach et al., 2011].

Plazma hiicresi gelisimi sirasinda immiinoglobiilinlere (Ig) o6zgli gen
segmentleri ¢esitliliginin olusturulmasi sirasinda DNA ¢ift zincir kiriklart olusur. Bu
DNA kiriklarinin tamir edilemedigi durumlarda hasarli genoma sahip, fakat klonal
avantaj kazanan hiicreler olusabilir. MM’de sik karsilasilan t(4;14), t(14;16), t(11;14)
ve t(6;14) translokasyonlariin bu sekilde olustugu 6ne siiriilmektedir [Morgan et al.,
2012], [Raab et al., 2009]. Bu translokasyon boélgelerinin proto-onkogenler igerdigi
ve bazi B hiicre kanserlerinde fazlaca eksprese edildigi bilinmektedir [Mahindra et
al., 2010]. DEK proteini de MM’de amplifikasyonuna rastlanan 6. kromozomun kisa
kolunun 2. boélge 2. bant 3. alt-bant (6p22.3) bolgesinde yerlesim gostermektedir.
DEK proteininin birgok kanser tiiriinde fazla eksprese olmasinin yanisira, yiiksek
DEK ifadesinin timor hiicresi olusumuna ve yasamasina katki sagladigi
gosterilmistir [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010], [Saha et al., 2013].

Laboratuvarimizda daha 6nce ylriittiiglimiiz ¢alismalarimizda, analiz ettigimiz
MM hastalarinin (n=41) yaklasik %10’unda (4/41) DEK geninin spesifik olarak
CD138"°2" MM hiicrelerinde amplifiye oldugunu, DEK mRNA ve protein ifadesinin
bu amplifikasyondan etkilenmeyerek DEK mRNA’sinin MM hiicrelerinde
istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldigim ve CD138"“" MM hiicreleri ve
normal plazma hicrelerinde DEK proteininin immunohistokimyasal yontemle tespit
edilecek diizeyde ifade edilmedigini tespit ettik [Ozdilek A., 2013], [Cakar T., 2014].
Daha 6nceki galigmalarimizin devami olarak bu tez ¢calismasinda, lentiviral yontemle
DEK geni ifadesinin baskilanmasinin U266 MM hiicre hattinin ¢ogalma, béliinme ve

morfolojik 6zelliklerine olan etkilerinin tespit edilmesi amaglanmistir.



2. HEMATOPOETIK KOK HUCRELER

Hematopoetik kok hiicreler (HKH), organizmanin yasami siiresince ihtiyag
duydugu biitiin kan hiicresi tiplerini meydana getirebilen kok hiicrelerdir. HKH’lerin
kendilerini yenileyebilme 6zellikleri sayesinde, organizmadaki HKH sayisinin sabit
tutulmasi saglanmaktadir [Beerman et al., 2010].

Farklilasmasii tamamlamis efektor kan hiicreleri kisa Omiirlii hiicrelerdir.
Yetiskin bir insanda giinliik yaklagik 10** kadar kan hiicresi tretilir. Bu kadar ok
miktarda gereksinim olan ve kisa dmre sahip kan hiicrelerin siirekli olarak tretilmesi
gerekmektedir. HKH’ler tarafindan c¢ok miktarda kan hiicresi iiretilmesi yogun
homeostatik kontrol mekanizmalar1 gerektirmektedir [Beerman et al., 2010], [Bryder
et al., 2006].

HKH’lerden efektor kan hiicresi olusumu hiyerarsik bir diizende
gerceklestirilmektedir. HKH’ler bulunduklar1 cevreden Interlokin-3  (IL-3),
Interlokin-6 (IL-6) veya platelet-derived growth factor (PDGF) gibi sitokinlerden
aldiklar1 sinyallerle farklilasma siirecine girerler. HKH’lerin ilk driinii olarak
multipotent éncii hiicreler (MOH) iiretilir. MOH’ler HKH’ler gibi biitiin kan hiicresi
tiplerine farklilasma potansiyeline sahiptir ancak HKH’lere gore kendini
yenileyebilme kapasiteleri daha siirli olan hiicrelerdir [Bryder et al., 2006], [Cabrita
et al., 2003].

MOH’lerin farklilagmasi ile oligopotent &ncii hiicreler meydana gelir. Bu
hiicreler  MOH’lere goére daha kisith farklilasma potansiyeline sahiptirler.
MOH’lerden oligopotent hiicrelere gecisteki hiyerarsik diizende dallanmalar
gerceklesir. MOH’lerin farklilagmasi sonucu “Common lymphoid progenitor (CLP)”
ve “common myeloid prgenitor (CMP)” olarak adlandirilan iki tip oligopotent hiicre
meydana gelir. Sonraki agamalarda CLP hiicreleri, B, T, dentritik ve dogal 6ldiiriicti
hiicreleri (NK); CMP’ler ise eritrosit, trombosit, graniilosit ve makrofajlari

olustururlar [Bryder et al., 2006].
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Sekil 2.1: Hematopoetik hiicre gelisiminin hiyerarsisi.

HKH’lerden itibaren baslayarak farklilasma hiyerarsisi siiresince olusan
hlcrelerin mitotik aktiviteleri artarken, kendilerini yenileme kapasiteleri azalir.
Boylece oldukca cok sayida ihtiya¢ duyulan olgunlasmis kan hiicrelerinin liretimi
kolaylagtirilir. Bu sekilde HKH’ler fazla ¢ogalmaya zorlanmadiklarindan dolay1
DNA’da olusabilecek mutajenik hasarlara karst korunmus olurlar ve sonradan
uretilecek olgun kan hucrelerinde meydana gelebilecek hasarlar en aza indirilir
[Bryder et al., 2006], [Cabrita et al., 2003]. Sekil 2.1’ de hematopoetik hiicre
gelisiminin hiyerarsisi gosterilmistir [Bryder et al., 2006].



3. BHUCRESI

3.1. B Hucresi Gelisimi

B hicreleri, HKH’den koken alan ve bir program iginde olgunlasarak
yiizeyinde antijene 0zgli ¢cok cesitli Ig reseptorii bulunduran humoral immiinite ve
adaptif immunitede gorev alan hicrelerdir [LeBien and Tedder, 2008], [Pieper et al.,
2013].

Hematopoietik kok hiicrelerden B hiicresi gelisimi birincil lenfoid organlarda
fetal zamanda karaciger ve kemik iliginde, yetiskin donemde ise kemik iliginde
baslar. Bu siiregte fonksiyonel Ig gen segmentleri diizenlemeleri gergeklesir [Pieper
etal., 2013].

B hiicresi gelisiminin {ic adimda tamamlandigi belirlenmistir. Ik adim,
HKH’lerin pro-B hiicresine farklilasma siirecidir. Bu agsamada “recombination-
activating (RAG1/2) ” geni araciligiyla Ig proteinlerinin agir (heavy-H) zincirlerine
6zgii V,D ve J zinciri gen segmentleri diizenlenir. Ikinci adimda, pro-B hiicrelerinden
pre-B hiicreleri gelisimi saglanir. Bu asamada gelisimin devaminda 6nemli rolii olan
“surrogate L chains (SLC)” olarak adlandirilan heterodimer yapida bir protein
olusturulur. Bu heterodimer yapis1 A5 ve V-preB ismi verilmis iki dimerden meydana
gelir. SLC proteini pre-B cell receptor (BCR) formuna doniistirek, RAG1/2 geninin
aktivitesine son verir. Bu sayede hiicrede gen segment diizenlemeleri durur ve
hiicrenin ¢ogalmasi indiiklenir. Bunun sonucunda bir veya iki kez boliinme gegiren
hicrelerde tekrar RAG1/2 geni aktive olur ve hafif (Light-L) zincire 6zgu V,D,J gen
segmentlerinin duzenlenmesi gergeklesir. Ayn1 zamanda RAG1/2 aktivitesi ile V-
preB/A5S yapisinin yerini x veya A L zinciri alir. Bu sekilde tamamlanan pre-B
hiicrelerinin gelisiminin ardindan hiicreler IgM salinimi yaparak IgM reseptoriinii
hiicre yuzeyine gonderir. Yuzeyinde IgM reseptorii bulunduran hiicreler artik
olgunlasmamis B hiicreleri (immature B cell) olarak adlandirilir. Olgunlasmamis B
hiicrelerinin kemik iligini terkedip dalak gibi ikincil lenfoid organlara gog¢mesi ile B

hiicre gelisimi devam ettirilir [LeBien and Tedder, 2008], [Pieper et al., 2013].
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Sekil 3.1: B hiicre geligimi.

Ikincil lenfoid organlara g6¢ eden olgunlasmamis B hiicreleri burada naif,
follikller veya marjinal zon (MZ) B hiicrelerine farklilasarak plazma hiicresi geligimi
siirecine girerler [Pieper et al., 2013]. Sekil 3.1°de B hiicre gelisimi sematik olarak
anlatilmistir [Pieper et al., 2013].



4. PLAZMA HUCRESI

4.1. Plazma Hiicresinin Gelisimi

Plazma hicresi, B hucrelerinden (B lenfositlerden) kdken alan ve antikor
salgilayan hiicrelerdir. Bu hiicreler bagisiklik sisteminin 6nemli bir parcasi olan
humoral cevabin son halkasini olugtururlar. [Calame, 2001], [Oliva and Cenci, 2014].
Follikiler B hiicreleri, antijenle karsilasilmasi sonucu, ikincil lenfoid organlarda
plasmablast olarak adlandirilan ve antikor salgilayan hiicrelere farklilagir. Olusan
plazmablastlar, ¢esitli dokularda farklilasmasini tamamlayarak antikor salgilayan,
fakat boliinme o6zelligini kaybetmis plazma hiicrelerini meydana getirir [Alinikula
and Lassila, 2011], [Oliva and Cenci, 2014]. Plazma hiicrelerinin yasam dongiisi,
hiicrelerin yer aldigi ve hayatta kalmasmma yardimer olan mikrogevre gibi
etmenlerden etkilenerek farkliliklar gosterebilir [Alinikula and Lassila, 2011], [Nutt
etal., 2011], [Oliva and Cenci, 2014].

Plazma hiicresi gelisimi tiretimi iki basamakta gergeklesir [Nutt et al., 2015].
Follikiil dist cevap (Extrafollicular response) olarak bilinen ilk basamakta,
antijenlerin Toll-Like Reseptér (TLR) veya B hicre reseptorlerine (BCR)
baglanmasiyla olusan sinyaller B hiicrelerini aktive eder. Aktive olmus B hiicreleri
cogalarak diisiik afiniteli IgM antikoru salgilayan kisa-6murli hiicreleri meydana
getirir. Bu kisa Omiirlii hiicreler antijene karsi yapilan ilk savunmada goérev alan
hicrelerdir [Chu et al., 2011], [Nutt et al., 2015], [Shapiro-Shelef and Calame, 2004].
Ikinci basamakta ise, 6zellesmis T yardimci hiicreleri araciligi ile B hiicreleri aktive
edilir. Bu hucreler B hiicre follikillerine geri donerek ¢ogalir ve germinal merkez
(GM) denilen yapiin olusmasini saglar. GM, bu hiicrelerin farklilasmadan 6nceki
cogalmasimn tetikleyici reaksiyonlara ev sahipiligi yapan bir bolgedir. Cogalmanin
ardindan, GM’de V-bolgesel genlerdeki niikleotid degisimlerinin meydana getirdigi
Somatik Hipermutasyon (SHM) ile antijen reseptorleri modifiye edilir. Bu sekilde
farklilagmasini tamamlamis olan hiicreler, ¢ok sayida, yiksek afiniteli ve fazla
miktarda antikor salgilama yetenegine sahip uzun O6murli plazma hucrelerini
olustururlar. GM’de plazma hiicrelerinin yani sira hafiza-B (memory B cell)

hiicreleri de tiretilir. Hafiza-B hiicreleri, B hiicresi fenotipi gdstermesine ragmen,



ayn1 antijenle tekrar karsilagilmasi durumunda ¢ok hizli bir sekilde plazma hiicresine
doniisebilme yetenegine sahiptir [Chu et al., 2011], [Nutt et al., 2015].

Uzun Omiirlii plazma hiicreleri ¢ogunlukla kemik iliginde lokalize olurlar.
Kemik iligi, plazma hicreleri icin 6zellesmis bir yasam nisi olusturur ve bu
hiicrelerin aylarca hatta yillarca antikor iireten hiicreler olarak hayatta kalmasini
saglar [Chu et al., 2011], [Shapiro-Shelef and Calame, 2004]. Sekil 4.1°de plazma
hiicresi gelisiminin hiicresel asamalari ve molekiiler aracilar1 gosterilmistir [Nutt et
al., 2015].
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Sekil 4. 1: Plazma hiicresi gelisiminin hiicresel agamalar1 ve molekiiler aracilart.

4.2. Plazma Hiicresinin Gelisiminde Etkili Transkripsiyon
Faktorleri

Plazma hiicresi gelisiminde bazi transkripsiyon faktorleri olduk¢a 6nemli bir
yer tutar. Bu transkripsiyon faktorleri birbirine paralel veya zit mekanizmalarla
calisarak, hiicrenin uzun vadede B hiicresi veya plazma hicresi 6zelligi kazanmasini
saglayan genlerin ekspresyon programini diizenlerler [Nutt et al., 2015], [Shapiro-
Shelef and Calame, 2004].



Bir grup transkripsiyon faktori olgun B hiicrelerinde eksprese olarak, B
hlcresi gen ekspresyon programini devam ettirir ve plazma hiicresine farklilasma
programini durdurur [Nutt et al., 2015].

Bunlardan biri olan Paired box protein-5 (PAX5) transkripsiyon faktorl, B
hiicresi gelisimi boyunca eksprese edilen bir proteindir. Pre-pro B hicreleri gibi
lenfoid progenitor hiucrelerde indiklenerek, B hiicresi gelisiminin baslangicinda etkin
rol alir. PAX5’in inaktivasyonu sonucu olgun B hicrelerinin, B hiicresi kimligini
kaybettigi ve projenitor hiicrelere dontistiigl goriilmiistiir [Nutt et al., 2015]. PAXS5,
bitun B hicresi alt-tiplerinde hucrenin B hicresi kimligini devam ettirmesini saglar.
An1 zamanda PAXS5, olgun B hiicrelerinin plazma hiicresine farklilagmasinda
baskilayici bir faktordiir. B hicrelerinde X-box-binding protein 1 (XBP1) proteini
hicrenin 1g salgilatan yapilarin yayilmasini saglar. PAX5, XBP1 proteinin ifadesini
baskilayarak bir nevi bu hiicrelerin plazma hiicresi 6zelligi kazanmasina engel olur.
Ayrica PAXS5, plazma hiicresi gelisiminin 6nemli olaylarindan olan Ig afinitesinin
arttirilmast ve “class-switch recombination (CSR)” olaymin gergeklesmesi icin
GM’de plazma hiicresi gelisiminin geciktirilmesini saglayan proteinlerden biri olarak
da iki yonlu etki gosterir [Alinikula and Lassila, 2011], [Calame, 2001], [Nutt et al.,
2015], [Oracki et al., 2010], [Shapiro-Shelef and Calame, 2005].

Bu grupta yer alan diger bir protein olan B-cell lymphoma 6 protein (BCL6)
transkripsiyon faktorii, GM’de bulunan B hicrelerinde meydana gelen ylksek
orandaki SHM toleransini1 arttirarak ve olusabilecek DNA hasar cevabini inhibe
ederek hiicrelerin apoptoza ugramasini engeller ve bu hiicrelerin hizlica ¢ogalmasini
kolaylastirir. BCL6 proteini Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 (CDKN1A), p53
(TP53) ve Myc proto-onkogen proteini (MY C) gibi hiicre déngusi dizenleyicilerinin
ifadesini kontrol eden birgok gene baglanarak bu islevi yerine getirir. Bu protein
CSR ve SHM olaylarinin gergeklestigi bolge olan GM olusumunda da Kritik bir rol
oynar. BCL6 geninin ¢ikarildigi (knock-out) farelerle yapilan deneylerde, plazma
hiicresi olusumunun gozlendigi, fakat GM’de ve plazma hiicresi olusumunda
eksiklikler oldugu goriilmistiir [Alinikula and Lassila, 2011]. BCL6 proteini B-
Lymphocyte-Induced Maturation Protein 1’i (BLIMP1) baskilayarak GM’ de
bulunan B hcrelerinin plazma hticrelerine farklilasmasini bloke eder. BCL6’nin
baska faktorlerce baskilanmasi sonucunda ise plazma hiicresi farklilagmasimin 6nu
acilmaktadir. Ilging olarak, kemik iliginde bulunan plazma hiicrelerinde BCL6

ifadesinin var olmasi; BCL6 proteininin, GM B hcreleri haricindeki B hiicre alt-
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tiplerinin farklilasmasinda kisitli rolii olduguna isaret etmektedir [Alinikula and
Lassila, 2011], [Nutt et al., 2015], [Nutt et al., 2011], [Oracki et al., 2010], [Shapiro-
Shelef and Calame, 2004], [Shapiro-Shelef and Calame, 2005].

Bagka bir faktor de, B hiicresi farklilasmasi boyunca ifade edilen ve ifadesi
PAXS tarafindan pozitif olarak diizenlenen, transkripsyonel baskilayici olarak
fonksiyon gdren transcription regulator protein BACH2’dir (BACH2). [Nutt et al.,
2011]. Yapilan bir ¢alismada, BACH2 ifadesi bakimindan yoksun farelerde GM
olusumu, CSR ve SHM igin gerekli araci protein “Activation-Induced Cytidine
Deaminase (AID)” ifadesinin az oldugu goriilmiistiir [Muto et al., 2004]. BACH2’nin
baskilanmasi hafiza B hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilagsma egilimini arttiran
bir faktordir. Plazma hicrelerinde BACH2 ifadesinin az olmasi da bu yargiyi
kuvvetlendirmektedir. Bazi ¢alismalarda BACH2’nin BCL6 ile birlikte BLIMP1
ifadesini baskiladigi bildirilmistir [Nutt et al., 2015]. Bu yizden BACH2’nin bu
mekanizmalarla B hiicresinden plazma hiicresine gegisi geciktirdigi veya engel
oldugu, hiicrenin B hiicresi 6zelliklerinin siirdiiriilmesinde rol aldigi séylenmektedir
[Nutt et al., 2015], [Oracki et al., 2010], [Shapiro-Shelef and Calame, 2005].

Octamer-Binding Transcription Factor (OCT) ve onun koaktivatori OCT-
Binding Factor 1 (OBF1), MZ B hucrelerinin ve B1 B hiicrelerinin (sadece OCT2)
gelisimi i¢in gerekli faktorlerdir. T hiicresi bagimli B hiicresi cevabinda OBF1’den
yoksun fareler {iizerinde yapilan c¢alismada, B hicrelerinin GM olusumunu
gerceklestiremedigi  goriilmiistiir, bunu takiben de farelerde plazma hicresi
olusumunda hatalar saptanmigtir [Nutt et al., 2015]. Diger bir g¢alismada ise,
OBF1°den yoksun B hiicrelerinde plazma hiicresi yuzey belirteci olan Syndecan-1
(CD138) ve BLIMP1 proteinlerinin erken sentezlendigi dolayisiyla farklilagmasini
tamamlamamig plazma hicresi olusmasina neden oldugu belirtilmistir [Nutt et al.,
2011].

B hiicrelerinin  farklilasarak plazma hiicresine gegisleri li¢  6nemli
transkripsiyon faktoriiniin etkisiyle gerceklestirilir [Nutt et al.,, 2015]. Bu
faktorlerden birisi olan “Interferon regulatory factor 4 (IRF4)” bir multi-fonksiyonel
transkripsiyonel diizenleyicidir ve birgok acidan B hiicresi farklilasmasini kontrol
eder. IRF4’iin fonksiyonu doza bagimli olarak degisim goOstermektedir. Diisiik
seviyede IRF4 wvarligt bazi genlerin aktivasyonu ile birlikte GM yapisinin
strdurtlmesine ve bu bolgede bulunan B hiicrelerinin plazma hiicrelerine gegisinin

geciktirilmesine neden olur. Hiicrede yiiksek seviyede IRF4 bulunmasi sonucunda
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ise BCL6’nin baskilanmasi ve BLIMP1’in aktivasyonu saglanarak plazma hicresi
olusumu kolaylastirilir [Alinikula and Lassila, 2011], [Nutt et al., 2015], [Nutt et al.,
2011].

Transkripsiyonel baskilayict BLIMP1 proteini, B hiicresinden plazma hiicresi
gelisiminde anahtar bir faktordiir. Bu protein plazma hiicresi olusumunun ileri
basamaklarinin tamamlanabilmesi ic¢in gereklidir. Plasmablastlar bdliinebilme
yetenegi gosteren hiicrelerdir, fakat plazma hiicrelerinde hiicre dongiisii programi
susturulmustur. B hiicresinden plasma hiicresine gegiste bir ara basamak olarak
olusturulan plasmablastlarda BLIMP1 ifadesi plazma hicrelerindeki BLIMP1
Ifadesinden daha azdir [Nutt et al., 2015]. BLIMPI’in seviyesinin artmasiyla,
Transcription factor E2F1 (E2F1) ve MYC gibi hiicre dongiisiinde ve ¢ogalmasinda
rol alan faktorler, yada PAX5 ve BCL6 gibi B hicresi aktivasyonunda kilit gorevleri
olan proteinler direk olarak baskilanarak hiicre boliinmesinin susturulup hiicrenin
plazma hiicresi gelisimi yoluna girmesi saglanir. Bunun yaninda BLIMP1, XBP-1
gibi Ig salgilanmasinda 6nemli bir proteinin ifadesini da arttirarak plazma hiicresi
gelisiminin tamamlanmasina yardim eder [Nutt et al., 2015], [Nutt et al., 2011],
[Shapiro-Shelef and Calame, 2004].

Plazma hicrelerinin ¢ok miktarda Ig proteini sentezleyen hiicreler olmasi, bu
hiicrelerde Endoplazmik Retikulum (ER) stresine bagh olarak katlanmamis protein
cevabimin (Unfolded protein response; UPR) ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu
cevapta yer alan Endoplasmic Reticulum To Nucleus Signaling 1 (IRE1), XBP-1’in
mRNA’smin kirpilmasini saglayarak hem daha aktif hem de daha stabil formda bir
protein sentezlenmesini saglar. Bu protein, diger proteinlerin katlanmasinda ve
olgunlagmasinda gorevli genleri aktive eder ve hiicrelerde olusabilecek hasarlarin
engellenmesini saglar. Ek olarak, plazma hiicrelerindeki yiksek miktarda XBP1
ifadesi, bu proteini kodlayan XBP1 genini MM’ ye yonelik tedavilerde hedef bir gen
haline getirmistir. Son yapilan ¢alismalarda ise, XBP1’ in MM’ de tiimor baskilayici
bir fonksiyonu oldugu soylenmektedir [Nutt et al., 2015], [Nutt et al., 2011],
[Shapiro-Shelef and Calame, 2004]. Sekil 4.2°de plazma hiicresi gelisiminde rol alan

transkripsiyon faktorleri arasindaki iletisim ag1 gosterilmistir [Nutt et al., 2011].
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Sekil 4. 2: Plazma hiicresi gelisiminde rol alan transkripsiyon faktorleri arasindaki
iletisim ag1.

4.3. Plazma Hiicresinin Yasam Alani ve Plazma Hiicresinin
Sagkaliminda Etkili Genetik Mekanizmalar

Saglikli bireylerde ¢ok az sayida dalakta goriilebilse de, plazma hiicrelerinin
temel yasam alani kemik iligidir. Hastalik durumlarinda lenfoid ve lenfoid olmayan
organlarda da plazma hiicresi bulundugu bildirilmistir. Plazma hiicreleri kemik iligi
mikrogevresinden uzaklastiklarinda hizla Gliirler, ama sartlar uygun oldugunda bu
bolgede aylarca hatta yillarca canli kalabilirler [Nutt et al., 2015]. Plazma
hiicrelerinin kemik iligine go¢li ve orada muhafaza edilme mekanizmasi hala tam
olarak anlagilamamistir [Nutt et al., 2015]. Plazma hicrelerinin kemik iliginde
kalmasi ve orada muhafaza edilmesi i¢in Stromal cell-derived factor 1 (CXCL12) ve
onun reseptorii C-X-C chemokine receptor type 4 (CXCR4) oldukca 6nemli
faktorlerdir. Kemik iligindeki plazma hiicreleri asfi-integrin eksprese eder ve bu
integrin stroma hicresi ylzeyinde bulunan Vascular cell adhesion protein 1’e
(VCAML1) baglanir, ayrica stroma hiicresi yiizeyindeki E-selektin’in de plazma
hiicresi ylizeyindeki polisakkaritlere baglanmasi yoluyla plazma hiicresinin kemik
iliginde kalmas1 desteklenir [Nutt et al., 2015], [Shapiro-Shelef and Calame, 2005].
Sekil 4.3’te plazma hucrelerinin kemik iliginde muhafaza edilmesi sematize
edilmistir [Shapiro-Shelef and Calame, 2005].
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Sekil 4. 3: Plazma hiicrelerinin kemik iliginde muhafaza edilmesi.

Plazma hiicrelerinin kemik iliginde sag kalimi i¢in bir¢ok faktdriin aracilik
ettigi bildirilmistir. Kemik iligi mikrogevresi bu faktorlerin plazma hiicresine
ulagsmasin1 saglar. Bu bolgede yer alan stroma hiicreleri ile plazma hiicrelerinin
fiziksel temasi1 sonucu salinimi gergeklesen komponentler plazma hiicresinin sag
kalimin1 giiglendirir. Bu komponentlerin en 6nemlilerinden olan “Tumor necrosis
factor ligand superfamily member 13 (TNFSF13,APRIL)” ve onun reseptori B-Cell
Maturation Protein (BCMA\) etkilesimi ile ortaya ¢ikan sinyaller, plazma hiicrelerinin
sag kalimi i¢in vazgecilmez bir unsur olan “anti-apoptotik protein Induced myeloid
leukemia cell differentiation protein Mcl-1’in (MCL1)” ifadesini saglar [Nutt et al.,
2015], [Oracki et al., 2010], [Shapiro-Shelef and Calame, 2005].

Plazma hiicresinin sag kalim siiresinin uzamasinda interlokin 4 (1L-4),
interlokin 5 (IL-5) veya interlokin 10 (IL-10) gibi sitokinler, Tumor necrosis factor
(TNF) ve CD44 ligandi da bulunmaktadir [Chu et al., 2011], [Shapiro-Shelef and
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Calame, 2005]. Plazma hiicresinin sag kalimi i¢in gerekli bu faktorler kemik iligi
mikrogevresinde yer alan birgok kaynaktan saglanmaktadir [Chu et al., 2011]. Sekil
4.4, plazma hiicresinin sagkalimi i¢in gerekli faktorler ve kaynaklarin sematik
gosterimidir [Chu et al., 2011].
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Sekil 4. 4. Plazma hiicresinin sagkalimi i¢in gerekli faktorler ve kaynaklari.

4.4. Plazma Huicresinin Fizyolojik Ozellikleri

Plazma hiicreleri farkilagmasini tamamlamis ve boliinme 6zelliklerini
kaybetmis hiicrelerdir. Bu hiicrelerde immiinoglobiilin agir zinciri, hafif zinciri ve J
zincirinin sentezinde kullanilmak iizere mRNA seviyesi onemli Olgiide artmustir.
Oldukga fazla olan mRNA’larin transkripsiyonuna ve olusan iiriinlerin salinimina yer
saglamak i¢in plazma hiicrelerinin sitoplazmik alanlar1, graniilli endoplazmik
retikulum miktar1 ve vakuollerin hacimleri de artmsitir [Calame, 2001].

Plazma hcresi ylzeyinde, B hiicresine 6zel olan major histocompatibility
complex (MHC) class |1, Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C (B220) , B-
lymphocyte antigen CD19 (CD19), Complement receptor type 2 (CD21) ve B-cell
receptor CD22 (CD22) gibi birgok proteininin ifadesi azalmis veya yok olmus;
CD138, ADP-ribosyl cyclase 1 (CD38) ve Very Late Antigen-4 (VLA-4)
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proteinlerinin ise miktar1 olduk¢a artmistir. Hiicre ylizeyinde ¢ok miktarda
bulunmasindan 6tiirii CD138 plazma hiicresi yiizey belirteci olarak kullanilmaktadir.
Bunlara ek olarak, plazma hiicrelerinde B hiicresi gelisiminin erken safthalarinda
gerekli bircok transkripsiyon faktorinin ifadesi ya ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur
[Calame, 2001], [Caraux et al., 2011], [Jourdan et al., 2011].

4.5. Plazma Hiicresinin Immiinitedeki Rolii

Plazma hiicresi tarafindan tretilen antikorlar spesifik olarak hedef patojene
baglanir. Antikorun patojene baglanmasiyla patojenin ilk olarak enfeksiyon 6zelligi
ortadan kaldirilir. Bu yolla nétralize olan patojenler ayn1 zamanda fagositoz araciligi
ile yok edilmeleri i¢in isaretlenmis de olurlar. Humoral immunitenin son halkasi olan
plazma hicreleri sayesinde vicut igindeki patojenler etkin bir sekilde elimine
edilirler [Abbas et al., 2010].

4.6. Plazma Hiicresi Tuimoru Kaynakh Hastahklar

Plazma hiicrelerinin bazi hastaliklarin olusumunda etkili oldugu bilinmektedir.
Bu hastaliklarin bir boliimiinli iceren otoimmdiin hastaliklarin, kronik inflamasyon
bolgelerinde bulunan ve kendi kendine aktivite gosteren hasarli plazma hiicrelerinin
otoantikor liretimi sonucu ortaya ¢iktigi savunulmaktadir. Bir otoimmiin hastalik
olan Systemic lupus erythematosus’de (SLE), hasarli plazma hiicreleri tarafindan
uiretilen otoantikorlar viicutta dolasip akciger ve karacigere gecerek bu organlarda
hasara yol acarlar [Oracki et al., 2010], [Shapiro-Shelef and Calame, 2004]. Plazma
hlcrelerinin tiimor hiicresine doniismesi sonucunda ortaya ¢ikan hastaliklar ise dort
grupta kategorize edilmistir. Solitary plasmacytomas of the bone (SPB) ve
extramedullary plasmacytomas (EMP) olarak adlandirilan iki grup hastalik toplam
plazma hiicresi neoplazmalarimin %5-8 kadarim1 kapsamakta ve az siklikta
gorilmektedir. Bu iki grup hastalik viicudun belli alanlarinda lokalize olmus hiicre
topluluklar1 seklinde kendini gostermektedir. Diger iki grubu olusturan multiple
miyelom ve plazma hucreli I6seminin (plasma cell leukemia (PCL)), SPB ve
EMP’nin devami olarak ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir ve bu iki hastalik da yayilmis
lezyonlar seklinde tanimlanmaktadir [Nolan et al., 2005].
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MM hicrelerinin yuzeylerinde bulunan CD38 ve plasma cell membrane
glycoprotein pc-1 (PCA-1) gibi antijenlerin aynt zamanda normal plazma
hlcrelerinde de bulunmasi, hastaligin plazma hiicrelerinden kaynaklandigi teorisini
desteklemektedir. Farkli ¢alismalarda ise MM hiicrelerinde bulunan bazi ylizey
antijenlerinin, B hiicresinin plazma hiicresine faklilagmadan onceki sathalarinda da
bulundugu belirtilmekte olup MM nin hiicresel kokeni hakkindaki tartismalar devam
etmektedir [Mahindra et al., 2010], [Shapiro-Shelef and Calame, 2004].
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5. MULTIPLE MIiYELOM

5.1. Epidemiyolojisi

MM, tiim kanser oOliimlerinin %2’ sini, hematolojik kanserlerden kaynakli
oliimlerinde %19 unu olusturan bir kanser tiiriidiir [Mahindra et al., 2010]. MM
hastaliginin goriilme orani yasa bagli olarak artmaktadir. Teshis konulan hastalarin
ortalama yas1 65 civart olup, %10 kadar1 50 yas alt1 ve ancak %2 kadar1 40 yas
altindadir. MM’nin gelisme riski, hastaliga sahip kisilerin birinci dereceden
akrabalarinda diger kisilere nazaran 3.7 kat daha fazladir [Mahindra et al., 2010].
Hastaligin goriilme sikligi kadinlara oranla erkeklerde daha fazladir ve Afrika
kokenli Amerikalilarda farkli kokenli kisilere gore 2 kat yiiksektir [Kuehl and
Bergsagel, 2002]. Klasik tedaviler sonrasi hastalarin ortalama yasama siireleri 3-4 yil
kadar iken, yiiksek doz tedavileri takiben yapilan kok hiicre nakli ile bu siire 5-7 yila
kadar uzayabilmektedir [Raab et al., 2009].

5.2. Seyri, Belirtileri ve Teshisi

MM’de birbirinden farkli, ¢esitli klinik fazlar goriilse de hastaligin ¢cogunlukla
Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance (MGUS) ve Smouldering
Multiple Myeloma (SMM) olarak adlandirilan rahatsizliklardan kaynaklandigi
diistintilmektedir [Mahindra et al., 2010], [Morgan et al., 2012]. 50 yas tizeri kisilerin
yaklagik %3-4’tinde MGUS 6zellikleri goriilmektedir [Rajkumar et al., 2014].

MM’nin 6n asamasi kabul edilen MGUS ve SMM’de, MM’de goriilen klinik
belirtiler gorilmez, fakat t¢ klinik fazda da benzer genetik bozukluklar ve kemik
iligindeki plazma hiicre sayisinin artist  goze carpmaktadir. Kromozamal
anormallikler gibi genetik bozukluklarin ve kemik iligindeki plazma hiicresi
sayisinin MGUS’tan MM’ye dogru arttigi belirlenmistir [Mahindra et al., 2010],
[Morgan et al., 2012], [Rajkumar et al., 2014], [Shapiro-Shelef and Calame, 2004].

MGUS ve SMM teshisinde, intramediiller bolgelerdeki monoklonal plazma
hicresi, kandaki M-proteini, kandaki kalsiyum oranlart ve anemi kriterleri g6z
oniinde bulundurulur. Bu bélgelerde %10’un altinda tiimor hiicresi bulunduran ve

klinik belirti géstermeyen hastalara MGUS, %10’dan fazla tiimor hiicresi olan ve
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Klinik belirti géstermeyenlere SMM (%60 tizeri yiiksek risk ve 2 yil iginde %95
oraninda MM olusumu var) teshisi konulur. %10’dan fazla tiimor hiicresi
bulundurmasinin yaninda osteolitik lezyonlar gibi komplikasyonlar gosteren hastalar
ise MM hastas1 olarak degerlendirilir. Bunlarin disinda son yillarda gelistirilen;
serumda immunoglobulin serbest zincirleri (FLC), immunofiksasyon elektroforezi,
B2- microglobulin, laktat dehidrojenaz analizleri, MRI, FISH dual enegy X-ray
(DEXA) gibi ileri teknikler kullanilarak hastaligin asamasi hakkinda daha detayl
bilgiler elde edilmektedir [Dimopoulos and Terpos, 2010], [Kuehl and Bergsagel,
2002], [Laubach et al., 2011], [Rajkumar et al., 2014]. MGUS ve SMM teshisi
konulan hastalarin takibi calismalarinda, MGUS hastalarinin yaklasik %]1’inde,
SMM hastalariin da yaklasik %10’unda ileri donemlerde MM’nin gelistigi
gorilmistir [Laubach et al., 2011].

MM’nin klinik belirtileri; kemik lezyonlari, kan hiicresi yapiminin bozulmasi
ve hiperviskozite, bobrek yetmezligi, infeksiyon, periferal ndropati gibi ¢ok farkli

sekillerde kendini gosterebilir [Dimopoulos and Terpos, 2010].

5.3. Gelisimi

MM’nin tam olarak nedeni bilinmemekte olup, normal B hiicresi gelisiminin
anlasilmasi, adezyon molekiilleri, sitokinler ve kemik iligi stroma hiicrelerinin
fonksiyonlarma dair molekiiler detaylarin belirlenmesine yonelik arastirmalar
MM’nin patogenezinin anlasilmasinda oldukga biiyiikk 6neme sahiptir [Mahindra et
al., 2010].

MM hicrelerinin yizeyinde, normal plazma hucrelerinin ylzeyinde bulunan
CD38 ve PCA-1 gibi ylizey antijenlerinin bulunmasi, MM nin plazma hiicresinden
kaynaklandigin1  diisiindiirmektedir. Buna karsiilk MM hiicrelerinde o6ncii B
hicrelerindeki belirteclerden de bulunmasi, MM gelisimindeki onkogenik olaylarin
oncli B hiicrelerinden itibaren ortaya c¢iktigini akla getirmektedir. Bir glikoprotein
antijen olan Mucin-1’in (MUC-1) ise sadece MM hiicrelerinde bulunmaktadir.
Sonu¢ olarak hastaligin orijini hakkinda tartigmalar halen devam etmektedir
[Mahindra et al., 2010].

Insan, yasami boyunca efektif bir immiin sistem sayesinde enfeksiyonlara kars1

korunmaktadir. Bu efektif immiin sisteminin sonucu olarak ortaya ¢ikan genetik
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diizenlemelerin yasam boyu birikmesi ile B hiicresi timori riski de artmaktadir. 50
yas tlzeri kisilerin %3’linden fazlasinin MGUS 0zelligi gostermesi bu teoriyi
destekler niteliktedir [Merlini, 2014].

Plazma hiicrelerinin olusumu asamasinda meydana gelen DNA ¢ift zincir
kiriklarinin ¢ogu dogru sekilde tamir edilse de, bazi DNA pargalart genomda
herhangi bir yere yerlesebilir. Bu sekilde olusan hasarli genoma sahip hiicrelerin
bazilar1 onkogenik diizensizliklerle klonal ¢ogalma avantaji kazanabilmektedir .
MM’de siklikla goriilen genetik bozukluklardan olan translokasyonlarin bu sekilde
olustugu disiiniilmektedir [Morgan et al., 2012].

MM hastalarinda siklikla IgH translokasyonlari bulunmaktadir. Bu
translokasyonlar 14. kromozom iizerinde yogunlasmistir. En sik karsilagilan
translokasyonlar t(4;14), t(14;16), t(11;14) ve t(6;14) translokasyonlaridir [Raab et
al., 2009].

MM hastalarinda karsilasilan bazi translokasyon bélgelerinin proto-onkogenler
icerdigi ve bu proto-onkogenlerinde B hiicre kanserlerinde fazla ifade edildigi
bulunmustur. Bu nedenle MM olusumunda bu translokasyonlarin rol alabilecegi
diistiniilmektedir [Mahindra et al., 2010].

GM’deki B hiicrelerinin plazma hiicresine farklilagmasi siirecinde hiicreler
boliinemeyen hiicrelere dontisiirler. Bu doniisiim hiicre dongiisiiniin durdurulmast,
kromatin yogunlasmast ve hiicresel fonksiyonlarin susturulmasi anlamina
gelmektedir. Bu sireclerde bir ¢cok genin ve protein yolaklarmin diizenlenmesinin
bozulma riskinin artmasi kotii huylu tiimor olusma olasiligini arttiran bir faktordiir
[Morgan et al., 2012].

MM’de yapilan gen sekans analizlerinde XBP1, IRF4 ve BLIMP1 genlerinin
Uclinde de sasirtct bigimde mutasyon gorlilmiistiir. Mutasyona ugrayan bu ii¢
faktorin - MM  tiimor hiicrelerinin  yasamasi i¢in gerekli faktorler oldugu
distintilmektedir [Leung-Hagesteijn et al., 2013], [Nutt et al., 2015].

Plazma hiicresi gelisiminde etkili olan transkripsiyon faktorii XBP1’in timor
hiicresi olusumunda rolii oldugu bildirilmistir. Yapilan arastirmalarda daha agir
Klinik belirtiler gosteren hastalarda XBP1 proteinin fazla eksprese oldugu
gosterilmistir [Carrasco et al., 2007].

IL-6, TNFa, vaskiiler endotelyal biyume faktori (VEGF), instlin benzeri
buyume faktord (IGF-1) gibi sitokinler, kanserli hicrelerin proliferasyonunu,

yasamasini, ilag direncliligini, kemik iliginde olusan kemik lezyonlarini indiikleyerek
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MM’nin gelisiminde anahtar role sahiptirler [Shapiro-Shelef and Calame, 2004].
MM’nin gelisimi sirasinda MYC,NRAS,KRAS,FGFR3,TP53,RB1,CDKN2A ve
CDKN2C gibi bircok gende mutasyonlar da goriilmektedir [Raab et al., 2009].
Hastaligin baglamasinin ardindan hastaligin gelisiminde gerekli molekiiler
olaylar diiz bir rotada degil, Darwin’in agikladig tiirlerin evrimlesmesi modeli gibi
dallanarak bir rota izlemektedir. Bu modele gore, rastgele olusan mutasyonlar
sayesinde klonal avantaja sahip hicreler meydana gelerek secilir [Anderson et al.,
2011]. Sekil 5.1° de sematize edilen bu model ayn1 zamanda hastaligin tedavisinde
farkl kisilerde farkli cevaplar olugsmasini veya ilaglara karsi diren¢ kazanilmasini da

aciklayabilir [Morgan et al., 2012].

a Linear P
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Sekil 5. 1: MM nin gelisim yolagi.

MM hicrelerinde, VEGF gibi kan damari olusumunda yer alan Oncii
molekiillerin indiiklendigi goriilmiistiir. Bu molekiiliin hastaligin ilerlemesi ile
iliskilendirilmis olan kemik iligi dokusunun yogunlasmasina neden oldugu
bulunmustur [Raab et al., 2009].

MM hiicreleri kemik iliginde lokalize olmustur. Kemik iligindeki MM
hiicreleri kemik iligi stroma hiicreleri (bone marrow stromal cells; BMSCs) ile hiicre
yiizeyi proteinleri araciligi ile etkilesime girer [Raab et al., 2009]. Plazma hicresi
yiizeyindeki o4fi-integrin ile stroma hucresi yuzeyindeki VCAML proteinin

etkilesime girmesi sonucu, plazma hiicresindeki hiicre dongiisii diizenleyicisi CCND
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proteini, anti-apoptotik BCL2 proteini ve telomeraz aktivitesi artar. Bu etkilesimle
BMSCs’lerde de IL-6, TNF ve NF-kB ligandlarinin salinimi artar. Boylece MM
hiicrelerinin ¢ogalmasi hizlanir, apoptoza girmesi engellenir, ila¢ direngliligi artar
[Dimopoulos and Terpos, 2010], [Raab et al., 2009]. Sekil 5. 2°de MM hiicresinin

mikrogevresi ile etkilesimi sematize edilmistir [Raab et al., 2009].

L6, VEGF, KGF:
OXCL12, TNFSFI36R,
ThNF-a, HGF, COL3

Sekil 5. 2. MM hiicresinin mikrogevresi ile etkilesimi.

5.4. Tedavisi

MM tedavisinde kullanilacak yontemlerin belirlenmesinde hastanin yasi, saglik
durumu, kok hiicre nakline uygunlugu, hastaligin klinik 6zellikleri ve evresi gibi
faktorler 6nem tasimaktadir [Laubach et al., 2011].

MM’ye sebeb olan plazma hiicreleri homojen 6zellikte olmadigindan MM’de
tek-tip hiicreden  ziyade farkli karakterdeki hiicreleri hedefleyen tedaviler
kullanilmasi 6nem kazanmaktadir [Morgan et al., 2012].

MM tedavisinde yiiksek doz ilag uygulamasi ile birlikte kok hiicre nakli
olduk¢a basarili sonuglar verebilmekte ve bu hastalarin yasam siireleri klasik
kemoterapi tedavisi alan hastalara gére daha uzun oldugu bildirilmektedir [Raab et
al., 2009].
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MM’de optimal tedavi, risk durumuna bagli olusturulan tedavilerdir. Optimal
tedaviler, spesifik molekiiler lezyonlar belirlenerek kisiye 6zel olarak dizayn
edilerek bagarilabilir. Bu tiir uygulamalarda ortaya ¢ikabilecek en 6nemli sorun, klon
i¢i ¢esitliligin tedaviye direng gostermesidir. Bu sorun goz oniinde bulundurularak,
baslangi¢ tedavisiyle azaltilan hastaligin siddeti, baslangic¢ sonrasi tedavilerle birlikte
minimum diizeyde tutulmalidir [Morgan et al., 2012].

Diisiik risk grubundaki hastalarda uygulanan immiino modiilator ilaglarin
(IMIDs) etkili oldugu ve hastalarin yasam siirelerini biiylikk oranda arttirdig
goriilmustiir. Yiiksek risk gruplarinda ise IMIDs’ler ¢ok fazla yarar saglamamaktadir
[Morgan et al., 2012].

Son zamanlarda, MM tedavisinde MM hiicrelerinin yaninda BMSCs’ler,
endotelyal hiicreler, sitokinler, biiylime faktorleri ve 6zel sinyal yolaklar1 da terapotik
hedefler olarak belirlenmektedir [Raab et al., 2009]. Thalidomide, lenalidomide ve
botezomib gibi ilaglarin, kemik iligi mikrogevresinin MM hiicrelerine sagladigi
avantaji1 azalttigi gosterilmistir [Raab et al., 2009]. Bu ilaglardan tahlidomide anti-
anjiyojenik o6zellik gostererek kemik iligi yogunlugunu azaltir. Lenalidomide,
thalidomide’e benzer kimyasal yapidadir ve daha az yan etkiye sahip oldugu
sOylenmektedir. Lenalidomide, MM hiicrelerinde apoptozu indiikler, kemik iligi
yogunlugunu azaltir ve tiimor baskilayict CD4°/CD8" T hiicrelerini aktive eder.
Lenalidomide kullaniminda hastalarin kan seviyeleri rutin olarak takip edilmelidir.
Bortezomib, ubikitin-proteozom yolagin1 inhibe ederek hiicre dongiisiinii kontrol
altina alir, apoptozu indiikler ve IL-6 salimimini azaltir [Laubach et al., 2011], [Raab
et al., 2009].

MM tedavisinde kullanilan proteozom inhibitérleri (PI), dogru katlanamamus
proteinlerin bir araya gelerek hiicrenin ER stresi olusturmasina sebep olurlar. PI’lar
ayni zamanda hiicrede ER stresine karsi ortaya ¢ikan katlanmamig protein cevabini
(UPR) inhibe edebilirler. UPR’de gorev alan IRE1 ve XBP-1 faktorlerinin bir Pl olan
PS-341 tarafindan baskilanmasi buna 6rnek olarak gosterilebilir. Bu tip ilaglarla, ER
stresi ve UPR inhibisyonu araciligiyla MM hiicrelerinin apoptoza girmesi ve 6lmeleri
hedeflenerek tedavi olusturulur [Shapiro-Shelef and Calame, 2004].

MM’nin oOnciisii olarak kabul edilen SMM hastalarinda erken tedavi
uygulamalar1 hastaligin gelisimini geciktirmek i¢in kullanilabilmektedir [Morgan et
al., 2012]. Yeni teshis konulmus hastalarin tedavisinde genellikle anti-anjiyojenik

aktivitesinden dolay1 thalidomide tercih edilmektedir. Niikseden MM vakalarinda

21



genellikle dexamethasone kullanilmaktadir. Dexamethasone’un  melphalan,
cyclophophomide ve thalidomide gibi ilaglarla kombinasyonunun tedavinin
etkinligini arttirdig1 s6ylenmektedir [Laubach et al., 2011], [Morgan et al., 2012],
[Raab et al., 2009].

Uluslararas1  Kanser Enstitiisii’'niin  (NCI) tanimma gore; melphalan,
antineoplastik aktivite gosteren fenilalanin tlirevi bir kemoterapi ilacidir.
Melphalanin 2 boyutlu kimyasal yapisi Sekil 5.3’ te gosterilmistir [Webl].
Melphalan DNA’da yer alan bazlardan biri olan guanini N7 pozisyonundan
alkilleyerek DNA zincirleri arasina yerleserek DNA ve RNA sentezini inhibe eder ve
hicreler tizerinde sitotoksik bir etki gosterir [Web 2].

Melphalanin vicuttaki yarilanma 6mrii 1.3 ile 2.3 saat arasindadir [Taha et al.,
1983]. Melphalanin prednisone ile birlikte kullanimi yeni teshis konulmus MM
hastalarinda standart bir terapi uygulamasidir [San Miguel et al., 2008]. Melphalan
kok hiicre nakli yapilacak hastalarda nakil dncesi kemoterapik ajan olarak da siklikla
kullanilmaktadir [Rellick et al., 2012].

Rellick ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, melphalana maruz kalan kemik
iligi stroma hiicreleri ve osteoblastlarda IL-6 sitokini seviyesinde azalma tespit
edilmistir. MM tiimor hiicresi sag kaliminda 6nemli bir eleman olan ve kemik iligi
mikrogevresinden salinimi gergeklesen IL-6 sitokinin eksikligi tiimor hiicrelerinin
cogalmasina ve hastaligin ilerlemesine engel olan bir faktdr olmasindan dolayr MM
tedavisinde melphalan kullaniminin bu yonden de yarali olabilecegi belirtilmistir
[Rellick et al., 2012].

Melphalan ilacinin yan etkilerinden biri olarak hastalarin kemik iliginin saglikli
calisgamamasi rapor edilmistir [Betcher and Burnham, 1990]. Rellick ve
arkadaslarinin ¢aligmasinda da, melphalan maruziyeti sonucu olusan IL-6

eksikliginin hematopoeze ve kan Oncii hiicrelerine zarar verebilecegi belirtilmistir

[Rellick et al., 2012].
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Sekil.5.3: Melphalanin kimyasal yapisi.
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6. DEK PROTEINI

DEK proteini, 6p22.3 kromozom bdlgesinde yerlesmis olan DEK geninin
urinudur [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010]. DEK proteini ilk olarak Akut
Myeloid Losemi (AML) hastalarinda goriilen 6. ve 9. kromozomlar arasi
translokasyon (t(6;9)) sonucunda NUP214 (CAN) proteini ile fiizyon halinde
tanimlanmistir [von Lindern et al., 1992]. insanda bulunan DEK proteini 375
aminoasitten olusur ve 43 kDa boyutunda olup genellikle hiicre cekirdeginde
bulunan niklear bir proteindir [Carro et al., 2006], [Oancea et al., 2010].

DEK proteininin SAP-box ve C-terminal DNA baglanma bdolgesi olarak
adlandirilan iki adet DNA’ya baglanma bdlgesi mevcuttur. Bu iki bolge araciligiyla
DNA’ya baglanan DEK proteini, histon asetil tansferaz enziminin aktivitesini
bozarak transkripsiyon baskilayici, AP2-o proteininin DNA’ya baglanmasini
saglayarak ise transkripsiyon indiikleyici olarak iki yonlii isleve sahiptir [Logan et
al., 2015], [Oancea et al., 2010].

DEK proteini, normal kosullarda biiylik oranda hiicre ¢ekirdeginde lokalize
olsa da, DNA hasari, apoptoz ve inflamasyon durumlarinda hiicre dis1 bolgeye
salinimi yapilabilmektedir. Hiicre disindaki DEK’in kemo-atraktant fonksiyonlar
gostererek immiin sistemde gorevli bazi hiicrelerin inflamasyon bdlgesine
yonelmesinde rol aldig: bildirilmistir [Logan et al., 2015], [Saha et al., 2013].

Son zamanlarda, DEK’in HKH’lerin fonksiyonlarina etki edebilecegi One
stirilmektedir. DEK’in hematopoetik Oncii hiicrelerin ¢ogalmasina negatif bir etki,
HKH’lerin ise saglikli bir sekilde yasamlarini siirdiirmelerine pozitif etki ettigi
belirtilmistir [Broxmeyer et al., 2013], [Logan et al., 2015].

Ageberg ve arkadaglarinin yaptigt c¢aligmada, kemik iliginde bulunan
olgunlasmamis CD34 pozitif (CD34") kan hiicresi onciilerindeki DEK mRNA
oraninin, periferal kandaki olgunlasmis kan hiicrelerinden 10 kat daha fazla oldugu
gosterilmistir. Hucre kultlrinde IL-2 araciligr ile gogalmasi tetiklenen hiicrelerde de
kontrol grubuna oranla 2-3 kat daha fazla DEK ifadesi oldugu bulunmustur. Bu
sonuclara dayanarak, DEK’in olgunlasmamis hiicrelerdeki ifade seviyesinin
farklilasma ve olgunlasma siirecinde azaldigi ileri sitirilmektedir [Ageberg et al.,
2006]. Bu goriise paralel olarak, farklilagmamis hiicrelerde DEK ifadesinin hcre
farklilagsmasini inhibe ederek hiicre transformasyonuna yol agan bir faktor olabilecegi
iddia edilmektedir [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010].
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Koleva ve ekibinin yiiriittiigli diger bir ¢alismada, C/EBPa ve DEK’in
birlikteligi ile myeloid gen ifadesini aktive ederek hematopoetik Oncili hicrelerin
farklilasma kapasitesini diizenledigi bildirilmistir. Bu sonu¢ DEK’in eksikliginde
CD34" 6ncii hiicrelerinin graniilositlere farklilasmasinin inhibe edildigi gosterilerek
de desteklenmistir [Koleva et al., 2012].

Retinoblastoma (Rb) proteini tiimor baskilayict bir proteindir ve bu islevini bir
yolak tizerinde yerine getirir. Bu yolagin en 6nemli parcalarindan biri olan E2F’de
olusan mutasyonlar kanser olusumunda rol alan en 6nemli genetik olaylardan biridir.
Yapilan bir ¢calismada, DEK geni ifadesinin E2F transkripsiyon faktortinin kontroli
altinda oldugu ve E2F proteinin DEK geni promotoruna baglanarak DEK proteini
ifadesini arttirdigi gosterilmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda DEK ifadesinin E2F
tarafindan diizenlenmesinin bir¢cok kanser tiiriinde fazla DEK ifadesi goriilmesine
aciklama sagladig ileri stiriilmistiir [Carro et al., 2006].

DEK proteininin hepatoseltler karsinom, glioblastom, melanom, mesane
kanseri, retinoblastom, gdgiis kanseri, kolon kanseri ve larinks kanseri gibi bir¢cok
kanser tiriinde asir1 ifade edildigi bildirilmistir [Carro et al., 2006], [Saha et al.,
2013]. Yiiksek seviyede DEK ifadesinin tiimor olusumu oniindeki apoptoz ve
senesens gibi engelleri kaldirdigir ve timorlii hiicrelerin yasamasina katki sagladigi

diistiniilmektedir [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010], [Saha et al., 2013].
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7. MATERYAL ve YONTEM

7.1. Materyal

Tablo 7.1: Hiicre hatlari.

Hiicre Hatti

Katalog Numarasi

Firma

U266 Multipl Miyelom

TIB-196

ATCC

293 T Insan embriyonik

Dr. Gerard Grosveld

Tablo 7.2: Plazmitler.

Uriin

Katalog Numarasi

Firma

pGFP-C-shLenti-shDEK p.

TL313507

Origene

Paketleme plazmitleri

Dr. Gerard Grosveld

Tablo 7.3: Primer Problar.

Uriin Katalog Numarasi Firma
DEK, human HS00180127-M1 Applied Biosystems
ACTB, human HS01060665-G1 Applied Biosystems

Tablo 7.4: Antikorlar.

Uriin Katalog Numaras1 | Firma

Fare anti-insan DEK antikoru | 610948 BD
HRP-konjuge anti-fare 7076S Cell Signaling
Tavsan anti-insan GAPDH 5174P Cell Signaling
HRP-konjuge anti-tavsan 7074P2 Cell Signaling
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Tablo 7.5: Kitler, Kimyasallar.

Uriin Katalog Numarasi Firma

RPMI Medium 22400-089, Gibco Life Technologies
RPMI Medium SH30027.01 Hyclone

DMSO BP231-1 Fisher Scientific
FBS 26140-111,Gibco Life Technologies
2-Propanol 24137-2.5L-R Sigma-Aldrich
Polybrene H-9268 Sigma-Aldrich
Kloroform 24216-2.5L-R Sigma-Aldrich
PBS 14190094 Gibco

DMEM 41966029 Gibco
Penicilin/Streptomycin 151401 Gibco

Pierce BCA Pro.Ass.Kit. 23227 Thermo Scientific
Transfeksiyon Kiti E1200 Promega

Sodyum Chloride S7653-250G Sigma-Aldrich
Sodium Phosphate Di. S7907-100G Sigma-Aldrich
HEPES H4034-25G Sigma-Aldrich
Calcium Chloride Dihyd. C7902-500G Sigma-Aldrich
Sodium deoxycholate D6750-10G Sigma-Aldrich
Trizma Base Reagent T1503-1KG Sigma-Aldrich
SDS L3771-100G Sigma-Aldrich
NaCl S7653-250G Sigma-Aldrich
BSA A2153-10G Sigma-Aldrich
NP-40 A1694,0250 Applichem
Formaldehit (%37) TK.060162.05000 Teknokim

EDTA BP118-500 Fisher Chemical
7TAAD 420403 Biolegend
Beta-mercaptoethanol A1108.0100 Applichem
Nikleaz icermeyen su AM9932, Ambion Life Technologies
High capacity cDONA Reverse | 4368814 Applied Biosystems
2X Tagman Universal Master | 4324018 Applied Biosystems
Ecomount Kapatma Maddesi | EM897L Biocare

Absolut Etanol 32221 Sigma

Ksilol 16446 Sigma

Tryphan Blue T10282 Invitrogen
Tripure Isolation Reagent 11667157001 Roche

YUritme Tamponu 161-0732 Biorad

Yikleme Tamponu 161-0747 Biorad

Marker 26616 Thermo Scientific
TBS TBS999 ScyTek Laboratories
Tween P9416-50ML Sigma Aldrich
Kemiluminisan 32132 Thermo Scientific
Melphalan M2011-100MG Sigma Aldrich
Metanol (%99.9) 34885-2.5L-R Sigma Aldrich
Proteaz/Fosfataz 2551G Ambion
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Tablo 7.6: Cam, Plastik ve Sarf Malzemeler.

Uriin Katalog Numarasi Firma

gPCR 96 kuyulu plaka 321-75-051 AXxygen

6 kuyulu plaka 92006 TPP

Petri (10020 mm) 93100 TPP

Flask 25/75/150 cm* 90026/90076/90151 | TPP

Thoma Lamu 1.075.03.002 Isolab

Mr. Frosty 5100-0001 Nalgene

Filtre (40pm) 352340 BD

Pozitif yukli lam 9991001 Thermo Scientific
lamel (24 x 50 mm - superior | 12-540-A Fisher Scientific
Yapigkan Film 4306311 Applied Biosystems
Siringa ucu filtre (0.45 um) 4614 Life Sciences
Siringa ucu filtre (0.22 um) 99722 TPP

PCR tlpleri PCR-02-C AXxygen
Ependorf Tip MCT-060-C, MCT- | Axygen

Pipet ucu BT10XL,20,200,1250 | Axygen
Parafilm 058.01.001 Isolab

Sale 073.01.001 Isolab

Kriyotiip 89012 TPP

Hazir Western Blot Membran1 | 170-4159 Biorad

Hazir Western Blot Jeli 456-9033 Biorad
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Tablo 7.7: Cihazlar.

Uriin Katalog Numaras1 | Firma

CO;, Inkiibatdr HF90 Heal Force

gPCR makinesi Stratagene Agilent Technologies
PCR makinesi MJ-Mini PTC1148 | Bio-Rad

Nanodrop 206-26300-48 Shimadzu Biotech
Cytospin CY9064 Thermo Scientific
Etlv 466-3510 VWR

Calkalayici S52025-B-230V Labnet International
Multi rotor Multi RS-60 Biosan

FACS Jazz 655487 BD

Transblot Tranfer Sistemi Biorad

Varioskan 3001-1571 Thermo Scientific
Floresan mikroskobu Eclipse Ti-S Nikon

Chemi Doc XRS+ 721BR04545 Biorad

S1v1 azot tanki LS4800 Taylor Wharton
Ters mikroskop Eclipse TS100 Nikon

Su banyosu 0400702135J036 Wisd Lab. Ins.
Worteks 444-1372 VWR International
Sentrifij 1-14 Sigma

Ters Florasan mikroskobu Eclipse 80i Nikon

Isik mikroskobu Eclipse, E100 Nikon

Micro pipet F167300 Gilson

Isitic1 blok BSH1002-E Benchmark
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7.2. YOntem

7.2.1.Hiicre Kiiltiirii ve Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

Sivi azot tankindan alindiktan sonra 37°C’deki su banyosunda ¢6zilen ve 20
ml medyum ile 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek yikanan hiicreler, 25cm? lik
alanda (T-25 flask) 5 ml glutamin ilave edilmis RPMI 1640 medyumunda (%15 FBS,
%1 penisilin/streptomycin) ~2x10%anl hiicre olmak iizere, 37°C %5 CO, ortaminda
inkiibe edildi. Hiicre hatlar1 her {i¢ glinde bir pasajlanarak hiicre kiiltiiriiniin devam
etmesi saglandi.

Hicreler dondurulmak istenildiginde gerekli miktarda hiicre alinip (1ml’lik
“cryo” tiipler i¢in ~6x10°%anl1 hiicre) 1000 rpm’de 10 dk santrifijj edildi ve pellete
1ml %10 DMSO igeren FBS eklendi. Elde edilen hiicre ve medyum karigimi “cryo”
tiipe aktarildi ve i¢inde isopropanol bulunan kap ile -80° C’de bir giin bekletildikten
sonra “cryo” tiipler, hiicreleri uzun siire muhafaza etmek icin sivi azot tankina

aktarildi.

7.2.2. Lentivirus Uretilmesi ve Transdiksiyon

7.2.2.1. Transfeksiyon

Transfeksiyon islemi igin kalsiyum-fosfat yontemi kullanildi. 293T hiicre hatti,
%10 FBS+glutamin+pen/strep iceren DMEM medyumu kullanilarak Kkaltlr
ortaminda (37°C / %10 CO,) ¢ogaltildi. Hiicreler transfeksiyondan bir giin 6nce 10
cm’lik petrilere %10 oraninda inaktive edilmis FBS (55°de 1 saat) ve %1 oraninda
glutamin+pen/strep.’in DMEM ile karistirilmasiyla hazirlanmig virlis hazirlama
medyumu iginde 4x10° hiicre / 9ml olacak sekilde ekildi. Plazmit transfeksiyonu (10
Mg lentiviral plazmit (sh-RNA plazmiti) ve 6 pg GPI-R, 2ug RTR-2, 2ug VSV-G
paketleme plazmitleri) promega kalsiyum fosfat transfeksiyon kit’inin (E1200,
Promega) onerdigi metod kullanilarak uygulandi. Transfeksiyondan 18 saat sonra
petrilerdeki medyum vakum ile gekildi. Her petri 5ml PBS ile iki defa yikand: ve her
bir petriye 5ml taze viriis hazirlama medyumu eklenerek hiicreler 24 saat slreyle

37°C / %10 CO; ‘de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda transfeksiyonun calisip
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calismadigr ters floresan mikroskop ile teyit edildi (GFP pozitif hicreler
transfeksiyonu ger¢eklesmis hiicreler olarak kabul edildi). Transfeksiyondan 48 saat
sonra viriis igeren medyum petrilerden toplanip 0,45um’lik filtreden gecirildikten

sonra hedef hiicrelerin infekte edilmesi (transdiiksiyon) i¢in kullanildu.

7.2.2.2. Transdiksiyon

Transdiiksiyon 6ncesinde 5x10° U266 hiicre hatti 1000 rpm’de 10 dakika
santriftj edildi ve pellete 8 ml hicre biyime medyumu (RPMI 1640), 16pl
polybrene (1pg/ pl) ve 8ml de virls eklendi. U266 hiicreleri ve viriis karigimi her
flaskta 5,3 ml olacak sekilde 3 adet ‘T-25’ flaska transfer edildi (her bir flaskta ~1,6
x 10° hiicre). Ertesi giin PBS ile yikanan hiicrelere taze biiyiime medyumu eklenerek

hiicrelerin kiiltiirde devamliligi saglandi.

7.2.3. Transdiikte Olmus Hiicrelerin FACS ile Ayristirilmasi

Transdiiksiyon sonrasinda GFP sentezleyen ve GFP sentezlemeyen hiicreler
akim sitometrisi (FACS) kullanilarak  ayristirildi.  Hucrelerin  birbirinden
ayristirilmast igleminde her bir hiicre grubundan yaklagik 10x10® hicre santrifij
edildi ve Gzerine %2 BSA ve 4mM EDTA igeren 10 ml PBS (ayristirma soliisyonu)
eklendikten sonra 40um’lik filtreden (352340, BD) gegcirildi. GFP pozitif hicrelerin
FACS sonrasinda -20°C’ de dondurulmus %50 FBS iceren 1 ml RPMI 1640
medyum igeren falkonda toplandi.. Toplanan hiicrelerin yaklasik %10’ u alinarak
GFP pozitif hucre safligi FACS ile tespit edildi. Geri kalan hiicreler 1000 rpm’ de 10
dakika santrifiij edildi ve pellete buyime medyumu eklenerek hicrelerin kilttrde

devamlilig1 saglandi.
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7.2.4. RT-gPCR

7.2.4.1. Total RNA izolasyonu

Infekte olmamis (U266) ve FACS ile izole edilmis (GFP pozitif olan) sh
negatif (sh-neg), shDEK-B , shDEK-C hiicrelerinden yaklasik 1,5x10° canli hiicre
1000 rpm’de 10 dakika +4 °C’de santrifiij edildi. Santriftij sonrasi hiicreler 5ml
soguk PBS ile yikand1 ve pelletin {izerine 1 ml ‘Trizol’ eklenip karistirildiktan sonra
hiicrelere 0,2 ml kloroform eklendi ve yaklasik 3 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bu
ornekler 14000 rpm’de 15 dakika +4 °C’ de santrifij edildikten sonra 3 katmanli bir
soliisyon elde edildi. Bu 3 katmanin en iistiinde yer alan aqueuous katman pipet
yardimiyla almarak yeni ependorflara aktarildi. Orneklerinin {izerine 0,5 ml
%100’1iik isopropanol eklendi ve 10 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra 14000
rpm’de 10 dakika +4 °C’ de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda pellet 2 kez %75’lik
etanol ile yikanarak, +4 °C’ de 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Kurumasi
saglanan pellet iizerine 30 pul RNase-free su eklendi ve ‘nanodrop’ cihazi ile

konsantrasyon 6l¢timii yapildi.
7.2.4.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin kitle (4368815, Applied Biosystems) gelen metod
kullanild1. Kisaca, her 6rnek i¢in 2ul RT buffer, 2ul random primer, 0.8ul ANTP mix,
1ul Reverse Transkriptaz, 1ul RNAse inhibitor ve 3,2 pl niikleazsiz H,O kullanilarak
10ul hacimde master mix hazirlandi. Bu mix ile, 200ng/10ul konsantrasyona sahip
RNA ornekleri karistirilarak elde edilen 20ul’lik karisimda cDNA sentezi yapildi
(25°C’ de 10 dakika, 37°C’de 120 dakika ve 85°C’de 5 dakika). Sentezlenen cDNA
ornekleri -20° C’de saklanda.

7.2.4.3.qPCR

DEK mRNA ifadesinin seviyesini belirlemek amaciyla RT-gPCR yontemi
kullanildi. Her o6rnek icin 10ul 2XTagman Master Mix, 7ul NF-H,O, 1ul
primer/probe karisimi ve 2ul ¢cDNA kullanildi. Ornekler 3’er tekrar olacak sekilde
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hazirland1 ve gPCR cihazinda 1 dongii olacak sekilde 50°C’de 2 dakika ve 95°C’de
10 dakika inkiibasyon ve ardindan 40 dongii olacak sekilde 95°C’de 15 sn, ,60°C’de
1 dakika olacak sekilde qPCR reaksiyonu gergeklestirildi. RT-qPCR reaksiyonu
sonucu DEK ve ACTB (referans gen olarak kullanildi) genleri i¢in ayr1 elde edilen
“Ct (threshold cycle)” degerlerinin aritmetik ortalamasi alind1 ve her bir 6rnekteki
DEK Ct degerinden ayni 6rnegin ACTB Ct degeri c¢ikarilarak (DEK-ACTB) ACt
degeri hesaplandi. Ardindan her bir 6rnegin ACt degerinden, Kalibrator olarak
belirlenen kontrol 6rneginin (infekte olmamis U266) ACt degeri ¢ikarilarak AACt
degeri hesaplandi. 2¢*2Y formilii kullamlarak DEK gen ifadesi kalibratore gore
goreceli olarak belirlendi.

7.2.5. Western Blot Yontemi ile Protein Analizi

7.2.5.1. Protein izolasyonu

Yaklagik 3x10° canli hiicre 1000 rpm’de 10 dakika +4° C’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda hiicreler 6ml soguk PBS ile yikandi (1500 rpm’de 10 dakika +4°
C’de santrifiij). Pellete 99ul RIPA buffer ve 1ul proteaz/fosfataz inhibitori
eklenerek 6rnekler 30 dakika buz iizerinde inkiibe edildi.Ardindan 15 sn sonikasyon,
20 sn bekleme ve yeniden 15 sn sonikasyon uygulandi. Ornekler son olarak 13000
rpm’de 10 dakika +4° C’de santrifiij edildikten sonra siipernatan (iist sivi) yeni

ependorflara aktarildi ve Western blot deneylerinde kullanildi.

7.2.5.2. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein miktar1 Pierce BCA Protein Assay Kiti ve firma tarafindan tavsiye
edilen metod kullanilarak tespit edildi. Kisaca; her bir kuyuya (96 kuyulu plaka) 50:1
oraninda karistirilan A ve B ¢0zeltisinden (200ul) ve konsantrasyonunu bildigimiz
standartlardan veya orneklerden 25ul eklendi. Aliiminyum folyo ile iizeri kaplanan
plaka, calkalayici Uzerinde 30 sn inkiibe edildi ve 562 nm’lik absorbans degerinde

6l¢lim aliarak protein miktarlari belirlendi.
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7.2.5.3. SDS Jel Elektroforezi

Protein Jel Elektroforezi igin %10’luk mini protean hazir jel (456-9033,
Biorad) kullanildi. Jel dikey elektroforez sistemine yerlestirilerek 1X yiirlitme
tamponu (10X hazir tampon (161-0732, Biorad) 1/10 oraninda sulandirild) ile yeterli
miktarda dolduruldu. Orneklerin her birinden 30ug alinip 4X LB (%10 beta
merkaptoetanol iceren) ile karistirildi ve dH,O ile 20ul ye tamamlandi. Hazirlanan
ornekler 95° C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra marker ile birlikte jele yiiklendi
ve 80 V’de, yaklasik 2 saat yiiriitiildii.

7.2.5.4. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi

Proteinleri jelden membrana transfer etmek igin hazir nitroseliilloz membran
(170-4159, Biorad) kullanildi ve transblot cihazinda (170-4155, Biorad) 100 V’de 7
dakika sureyle (the MIXED MW programi) transfer gerceklestirildi.

7.2.5.5. Antikor Uygulamasi

Transfer sonrast membran 1-2 dakika kadar yaklasik 10ml 1000/1 oraninda
Tween (P9416-50ML, Sigma Aldrich) iceren TBS (TBS999, ScyTek Lab.)
solusyonu (TBS-T) ile yikand1 ve TBS-T ile hazirlanan %5'lik BSA (A2153-10G,
Sigma Aldrich) ¢ozeltisinde 1 saat inkube edildi. Ardindan 2:1000 oraninda %5’lik
BSA soliisyonu ile sulandirilan primer antikordan (Mouse anti-human DEK, 610948,
BD) (50 mI’lik falkonda 5ml olacaka sekilde) eklendi ve gece boyu +4° C’de rotorda
inkiibasyona birakildi. Membran oda 1sisinda 4 kez TBS-T soliisyonu ile 10’ar
dakika yikandi ve 3:10000 oraninda %5°’lik BSA ile sulandirilan sekonder antikordan
(HRP-konjuge anti-fare, 7076S, Cell Signaling) 5ml eklenip, oda 1sisinda 1 saat
inkiibe edildi. Tekrar 4 kez 10’ar dakika TBS-T soliisyonu ile yikanan membran
kemiluminisan goriintiilleme i¢in hazir hale getirildi. Proteinlerin jele yiiklenme
oranini tespit etmek amaciyla, ayni membran, 1:2000 oranda sulandirilmis GAPDH
primer antikoru (Tavsan anti-insan GAPDH, 5174P, Cell Signaling) ve ardindan
1:3000 oranda sulandirilmis sekonder antikor (HRP-konjuge anti-tavsan, 7074P2,

Cell Signaling) ile inkiibe edilerek gorintilendi.
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7.2.5.6. Goruntuleme

Kemiluminisan goriintiilemede kullanilmak tizere 1ml zenginlestirilmis
kemiluminisan sollisyonu (32132, Thermo Scientific) hazirlandi ve membran
goriintiileme cihazina (Chemi Doc XRS+, 721BR04545, Biorad) yerlestirildikten
sonra soliisyon membran (zerine biitiin alan1 kaplayacak sekilde damla damla

dagitildi ve Image Lab. 4.0.1 programi kullanilarak goriintii alindi.

7.2.6. Proliferasyon Analizi

7.2.6.1. Trypan Mavisi ile Hiicre Sayis1 ve Canhihigimin Tespiti

Olii ve canli hiicreleri birbirinden ayirt etmek icin hiicreler ‘trypanblue’ boyast
ile boyandi. Bu yontemle, canli hiicrelerde hiicre zar1 saglam oldugundan boyanma
gozlenmemektedir, ancak olii hiicreler hiicre zarlarinin segici gegirgen o6zelliginin
kaybolmasindan dolay1 koyu mavi renkte boyanmakta ve mikroskopta canli hiicreler
boyasiz parlak, olii hiicrelerse mavi ve mat olarak goériinmektedir. “Tyrpan blue” ve
“Thoma” lamu kullanilarak sayilan hiicrelerin canlilik oranin1 tespit etmek i¢in:

(canli hiicre sayisi / toplam hiicre sayis1)x100 formiilii uyguland1 (Toplam hiicre

sayisi=canl1 hiicre say1s1 + 6lii hiicre say1s1).

7.2.6.2. FACS ile Aynistirllmamis Hiicrelerde Periyodik GFP Analizi

Periyodik GFP analizi, ilk analiz virtsle infeksiyondan 3 giin sonra olacak
sekilde, ‘FACSJazz’ cihazi kullanilarak gerceklestirildi. Bu amacla, 1x10° hiicre
1000 rpm’de 10 dakika 22 °C’de santrifiij edildi ve pellete 100ul PBS ve 5ul 7AAD
(420403, Biolegend) (50ug/ml) boyasi ilave edilip 20 dakika buz Uzerinde inkibe
edildikten sonra Gzerine 1 ml soguk PBS eklenerek filtreden gegcirilip hlcrelerdeki
GFP orani analiz edildi. Deney her {i¢ giinde bir tekrarlanarak (toplam 25 giin
boyunca) infekte edilmis hiicrelerdeki GFP pozitif hiicre orani periyodik olarak

izlendi.
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7.2.6.3. FACS ile Aynistirilmis GFPP“"" Hiicrelerde Proliferasyon
Analizi

6 kuyulu plakalara 2’ser tekrar olmak tizere (toplam 5 ayr1 giin igin) 2x10°
hiicre/ml (her kuyucuga toplam 3ml) yogunluk elde edilecek sekilde hiicre ekildi (bu
asamada hiicreler sayilarak 0.gilin verileri alindi). Her 24 saatte bir, o giin i¢in ekilmis
olan kuyulardan hiicreler alinip sayilarak, toplam ve canli hiicre sayilar i¢in iki
tekrarin aritmetik ortalamasi, hesaplandi. Her giin i¢in elde edilen veriler biiyiime
egrisi ve hiicre bolinme zamanmin (doubling time) tespit edilmesi i¢in kullanildi
[Web 3].

7.2.7. Kemoterapi (Melphalan) ilacina Direncin Analizi

Hiicreler 4x10° hiicre/ml yogunluk elde edilecek sekilde sulandirildi. Ayri
olarak hazirlanan 20uM Melphalan (M2011-100MG, Sigma Aldrich) iceren besiyeri
1:1 oraninda hiicrelerle karistirildi (2%10° hiicre/ml;10uM Melphalan). Ardindan
hiicreler proliferasyon analizi deneyindekine benzer sekilde sayilarak biiylime

egrileri belirlendi.
7.2.8. Giemsa Boyama

“Giemsa boyama” yontemi ile hiicre morfolojisi analizi yapildi. Boyama igin;
100ul (20000-50000) hiicre ‘cytospin’ cihazinda 1000 rpm’de 5 dakika gevrilerek
lama yapistirildi. Hiicrelerin goriintlisiine mikroskopta bakilip lamdaki yogunlugun
uygun olduguna karar verildikten sonra hiicreler %100 metanolde 10 dakika fikse
edildi. Fiksasyon sonrasinda 10 dakika kurutulan lamlar ‘Giemsa’ soliisyonunda (2,5
ml giemsa ve 47,5 ml tampon kullanilarak hazirlandi) 17 dakika inkiibe edildi. Boya
su ile durulandiktan sonra lamlar hizlica %100 etanolden gegirilip, ksilole alind1 ve 2
kez yaklasik 2 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi lamlar kurutuldu ve kapama
solisyonu (EM897L, Biocare) kullanilarak lamelle kapatildi. Ornekler 151k
mikroskobunda (Eclipse, E100, Nikon) incelenerek fotograflandi.
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7.2.9. istatistiksel Analiz

Biitiin deneylerden elde edilen sonuglarin istatistik analizleri GraphPad Prism
6.01 programi kullanilarak yapildi.
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8. BULGULAR

8.1. U266 Hiicrelerinde Kalica1 Olarak DEK ifadesinin
Susturulmasi

Calismamizda, DEK ifadesinin kalict olarak baskilanmasinin MM hiicre
biyolojisine olan etkilerini incelemek amaciyla, literatiirde siklikla kulanilan U266
MM hiicre hatti ve DEK mRNA’sina 6zgiin short hairpin RNA’lar1 (shRNA)
sentezleyen ve Origene firmasindan satin alinan lentiviral vektorler kullanildi.
Lentiviral transdiiksiyon yontemi, yabanil tip lentiviriislerin yasamsal 6zelliklerinden
biri olan kendi genomunu konak hiicre genomuna aktarma &zelliginden
faydalanilarak istenilen genom pargasini, hedef hiicreye aktarma temeli (zerine
kurulmustur. Lentiviriislerin genom 6zelliklerinden faydalanarak shRNA’larin hedef
hiicrenin genomuna aktarilmasi ile kalict gen baskilanmasi saglanmis olur [Moore et
al., 2010].

DEK ifadesini baskilamak amaciyla, DEK mRNA’sinin 29 bazlik kisimlarina
0zglin dizi iceren 4 ayri lentiviral shRNA vektorii (Origene, TL313507) daha 6nce
laboratuvarimizda test edildi ve etkinligi en yiiksek olan shDEK-B ve shDEK-C
lentiviral vektorleri bu ¢alismada kullanildi. Negatif kontrol olarak, hiicrede etkin
olmadig1 firma tarafindan test edilmis olan “scrambled shRNA” igeren pGFP-C-
shLenti vektorl (sh-neg.) calismaya dahil edildi. Calismamizda kullanilan pGFP-C-
shLenti vektorleri, yapisinda bulunan U6 promoter’t kontrolinde shRNA
molekiillerini, CMV promoter’1 kontroliindeyse transdiikte ya da transfekte olmus
hiicrelerin  ayirt edilmesini saglayan “green fluorescent protein (GFP)”

sentezlemektedirler Sekil 8.1 [Web 4].
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c B -
Targat Sequence rm-: Terget Baquence ARG

AN RPN R RN TTTTTTG GaA

P RS R R N RN

29nt

pGFP-C-shlLenti
(8.7 kb)

cam’*

RC * - reverse complemaent

Sekil 8.1: DEK’e 6zgiin shRNA tastyan vektorlerin genel yapisi.

293T hiicre hattinin viriislerin olusabilmesi i¢in gerekli olan yapisal genleri
tastyan plazmitler ve shRNA (shNeg, shDEK-B ve shDEK-C) plazmitleriyle
transfekte edilmesiyle lentivirusler elde edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra ters
floresan mikroskopta yapilan incelemelerde, 293T hiicrelerinin transfeksiyon

oraninin her ti¢ drnekte de yiiksek diizeyde oldugu tespit edildi Sekil 8.2.
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Sekil 8.2: 293T hucrelerinin lentiviral vektorlerle transfeksiyonu. a) sh-neg., b)
shDEK-B, ve ¢) shDEK-C lentiviral vektorleri ile transfekte edilmis edilmis
hicrelerin transfeksiyondan 24 saat sonraki ters floresan mikroskop géruntleri.
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293T hicrelerinden toplanan virislerle infekte edilen U266 hicrelerinin
infeksiyondan 72 saat sonra yapilan ilk akim sitometrisi (Fluorescence-activated cell
sorting (FACS)) analizi sonucunda, sh-neg., ShDEK-B ve shDEK-C hicrelerinde
GFPP! hiicre oranlarinin yaklasik %16, %43 ve %48 oldugu belirlendi Sekil 8.3.

a) U266 (GFP™=t) Kontrol b) U266-sh-neg.

- o GFP- Control___ e
GFPa

%0

U266-shDEK-C

. u; R

%48

Sekil 8.3: U266 hucrelerinin transdiiksiyondan 72 saat sonra FACS ile GFP analizi.
a) U266 (GFP™" kontrol hiicreleri b) sh-neg., c) ShDEK-B, ve d) ShDEK-C
lentiviriisii ile infekte olmus hiicreler.

Ik GFP analizinin ardindan hiicreler kiiltiir ortaminda yeterli sayrya ulasana
kadar ¢ogaltildi ve DEK ifadesinin baskilanma oranini tespit etmek amaciyla, bu
hiicre hatlarindaki GFPP™" hiicreler aymi kiiltiirde bulunan GFP™®" hiicrelerden
FACS ile ayristirildi Sekil 8.4. Ayristirma isleminin hemen sonrasinda, GFPP4!
hiicrelerin safligin1 test etmek icin yapilan FACS analiziyle 3 hiicre grubunda da

ayristirma isleminin etkinliginin yaklasik % 90 oldugu belirlendi Sekil 8.5.
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U266 (GFP™#"") Kontrol U266-sh-neg.

e u266 SH negatif sort omegi

b) U266 (GFP™=t") Kontrol

Soyasiz
[

%0

U266 (GFPreif) Kontrol

e 8o,

° 00

Sekil 8.4: Transdiiksiyon sonrasi GFPP? hiicrelerinin ayristirilmasinda kullanilan
“gate”ler. a) Kontol ve sh-neg. hiicreleri, b) Kontrol ve shDEK-B hiicreleri, ¢)
Kontol ve shDEK-C hiicreleri.
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a)
U266 (GFP="i") Kontrol U266-sh-neg.
%0 -
:|§ . « w L;’T = - 0
- %88
b) U266 (GFP =iy Kontrol U266-shDEK-B
%0 ’
%94 "
¢)
U266 (GFP=i") Kontrol U266-shDEK-C
- e %0 |
%93

Sekil 8.5: GFPP*" hiicrelerin FACS ile ayristirma sonrasinda safliginin kontrol
edilmesi. a) Kontrol ve GFPP“ sh-neg. hiicreleri, b) Kontrol ve GFPP“"f shDEK-B
hiicreleri, ¢) Kontrol ve GFPP?'" shDEK-C hiicreleri.

FACS ile ayristirilmis olan sh-neg., ShDEK-B ve shDEK-C hiicrelerinden elde
edilen total RNA d&rneklerinin RT-gPCR analizleri sonucunda  DEK ifadesinin
shDEK-B hiicrelerinde negatif kontrole gore yaklagik %60 oraninda azaldigi, ancak
shDEK-C hucrelerinde DEK mRNA seviyesinde bir degisiklik olmadigi gozlendi
Sekil 8.6.
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Sekil 8.6: GFPP/!" U266 hiicrelerinde DEK mRNA seviyesinin RT-qPCR ile
belirlenmesi. Grafik 3 ayr1 deney sonucunun ortalamasini géstermektedir.

Literatiirde, shRNA kullanilan gen baskilanmasi yOntemlerinde bazi
durumlarda shRNA’larin microRNA’lar (miRNA) gibi fonksiyon gostererek mRNA
degredasyonu olmadan protein diizeyinde gen ifadesini baskiladigi bildirilmistir
[Doench et al., 2003]. Bu verilere uyumlu olarak, yapilan Western blot analizi
sonucunda, gerek shDEK-B hicrelerinde gerekse DEK mMRNA seviyesinde
degisiklik tespit edilmeyen shDEK-C hicrelerinde DEK protein miktarinin
baskilandigi tespit edildi Sekil 8.7.

Western Blot
U2§§ sh-neg. sh-B sh-C
—— e S DEK
S S S GAPDH

Sekil 8.7: Western blot yontemi ile GFPP*"" sh-neg, sShDEK-B ve ShDEK-C
hiicrelerinde DEK protein miktarinin belirlenmesi. GAPDH antikoru “loading
control” olarak kullanildi.

Tiim bu deneyler sonucunda, DEK protein ifadesi farkli oranlarda kalici olarak
baskilanmis ve FACS ile ayristirlmis (GFPP'") iki hiicre hatti (U266-shDEK-B ve
U266-shDEK-C) ve kontrol U266-sh-neg hiicre hatlari elde edildi.
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8.2. DEK Geni Susturulan Hiicrelerin Biiyiime Egrilerinin
ve Bolinme Sdrelerinin Belirlenmesi

DEK ifadesi baskilanmis olan hiicrelerin normal U266 hiicrelerine karsi
cogalma avantaji kazanip kazanmadiklarin1 test etmek amaciyla, FACS ile
ayristirilmamis olan GFPP?"" shDEK-B ve ShDEK-C hiicreleri, ayni kiiltiirde
bulunan GFP"™% hiicrelerle birlikte kiltiir edildi (bu siire icinde, U¢ giinde bir
olacak sekilde hiicreler benzer konsantrasyonda seyreltilip yeniden ekilerek kiiltiir
edildi) ve periyodik olarak her bir kiltirdeki GFPP“" hiicre yiizdesi FACS ile
belirlendi. FACS analizi, her ii¢ hiicre hattinda da GFPP**"" hiicre oraninin benzer
sekilde korundugunu, dolayisiyla DEK ifadesinin azalmasim hicrelerin

cogalmasinda ok belirgin bir artis ya da azalmaya yol agmadigini1 gosterdi Sekil 8.8.

Periyodik GFP Analizi

60-
- @ sh-neg
> @8 sh-B
g 404 @8 sh-C
=t
=
2 20-
A
=
&

0-

s © N> D o®
Zaman (Giin)

Sekil 8.8 : Lentiviral infeksiyondan sonra, FACS ile ayristiriimamis U266
hicrelerine 3, 6, 14, 20 ve 28. giinlerde uy_%ulanan periyodik GFP analizi sonuglari.
Grafikte her kiiltiirdeki GFPP*™" hiicre orani gosterilmektedir.

Ayrica, sh-RNA eksprese eden U266 hiicreleri FACS ile ayristirildiktan sonra,
GFPPU™ olan hiicrelerin bilyiime kapasiteleri de analiz edildi. Bu deney icin,
GFPP4™ hiicreler proliferasyon deneyinin ilk guntinde (0. giin olarak kabul edildi)
ayni konsantrasyonda her giin i¢in iki kuyucuk olacak sekilde (toplam 4 gun igin)
ekildi (2x10° hiicre/ml; her kuyucukta 3ml; 6-kuyucuklu plate). Takip eden 4 giin
boyunca hiicreler toplandi ve trypan blue ile boyanip sayilarak hicrelerin bolinme
stireleri (total hiicre sayis1 kullanilarak) web sayfasindaki program kullanilarak analiz
edildi [Web 3].
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Birbirinden bagimsiz 4 deneyin ortalamalari alinarak yapilan analizler
sonucunda, her iki hucre grubunda da (shDEK-B 1.9 saat, ShDEK-C 7.75 saat)
hiicrelerin bolinme zamanlarinin hafif oranda uzadigi, shDEK-C hicrelerinde
gorulen bu uzamanin istatistiksel olarak anlamli oldugu (Unpaired t-test, P<0.05))
tespit edildi Sekil 8.9.

‘@ 100-
.g @ shNeg
) 80- . @ shDEK-B
£ & 604 50,94
=8 43,19 45,09
m g 404
£
o
] 204
1"
S
T 0-
o o
N <& ¥
S S &
° = S

Sekil 8.9: DEK geni baskilanmis U266 hiicrelerinin bélinme sireleri (* P<0.05).

Hiicrelerin biiylime/cogalma egrilerini elde etmek amaciyla, bdliinme siiresi
analizinde kullanilan total hiicre sayilart kullanilarak ve 0. giindeki hiicre sayist “1”
kabul edilerek her giin icin hicrelerin 0. giine gore kag kat ¢ogaldigi hesaplandi. Bu
analiz sonucunda, 4 gun sonunda kontrol sh-Negatif hiicrelerinin 4.6 kat, ShDEK-B
hucrelerin 4 kat, ShDEK-C hicrelerinse 3.7 kat ¢ogaldigi, ve kontrol hiicreleriyle
karsilagtirildiginda shDEK-C hiicrelerinde gozlenen farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugu (Two-way Anova, P<0.05) tespit edildi Sekil 8.10. Do6rt bagimsiz
bliylime/cogalma deneyinde her giin i¢in belirlenmis olan hiicre canliliginin ((canl
hiicre sayisi/total hiicre sayis1)x100) ortalama degerleri alindi ve Tablo 8.1°de

gosterildi.
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1-e- U266-shNeg
1= U266-shDEK-B
61-a- U266-shDEK-C

o]~

Total Hiicre Sayisi
Kat Artisi

0 T T L T
0 1 2 3 4

Zaman (Giinler)

Sekil 8.10: DEK geni baskilanmig U266 hiicrelerinin biiylime egrileri (**P<0.05).

Tablo 8.1: Dort bagimsiz biiytime egrisi ve boliinme zamani deneyinden elde edilen
hiicre sayilarinin aritmetik ortalamasi alinarak (Canli Hiicre Sayisi/Total Hiicre
Say1s1x100) formiilii ile belirlenen hiicre canlilik oranlari.

CANLILIK
ORANI Saat
(%)
Hducre
Grubu 9 24 48 72 96
U266-sh- | g7 5 86.7 90.5 92.0 92.7
Negatif
U266-
shDEK-B 84.3 87.2 90.7 92.3 94.2
U266-
shDER.C | 870 88.7 92.5 93.3 93.3

8.3. Kemoterapi Ilaci (Melphalan (10pM)) ile Muamele
Edilen Hiicrelerin Biiyiime Egrilerinin Belirlenmesi ve
Canhliklarimin Karsilastirilmasi

DEK geni baskilanmis U266 shDEK-B, shDEK-C hiicre gruplarinin kontrol
shDEK-neg. hiicrelerine gore kemoterapik ajan olan Melphalan muamelesine karsi
hassasiyetinin belirlenmesi amaciyla, literatiirde MM hiicre hatlar1 i¢in belirlenmis
olan dozda (10 uM) Melphalan ile muamele edilen hiicrelerin biiylime egrileri canli
hicre sayist Sekil 8.11 ve total hiicre sayis1 Sekil 8.12 kullanilarak karsilastirildi.
Analiz sonucunda, Melphalanla inkibasyonun, kontrol sh-neg, sShDEK-B ve shDEK-
C hiicrelerinde benzer sekilde hiicre ¢ogalmasini durdurdugu gosterildi Sekil 8.11 ve

8.12.
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Melphalan (10pM) Uygulanan U266 Hiicre Hatlarinda
Biiyiime Egrisi

#- sh-neg.Kontrol

10004 -= sh-neg Melp.
_ 4- shDEK-B Kontrol
g 80071 = shDEK-B Melphalan i
& +- shDEK-C Kontrol
¢ *%1 — ShDEK-C Melphalan i
=] TS
E =__ TTITIELLA A
o

Saat

Sekil 8.11: Melphalan (10 pM) muamelesi sonucunda kontrol grubu sh-neg., ShDEK-
B ve shDEK-C hiicrelerinin canli hiicre sayisina gore biiytiime egrileri (Kontrol:
melphalan’in ¢6ziildiigi ¢oziicii (vehicle) ile muamele edilmis 6rnekler).

Melphalan (10pM) Uygulanan U266 Hiicre Hatlarmda
Biiyiime Egrisi

sh-neg.Kontrol
sh-neg Melp. ;

-
[=}
[=]
o
I

I B
—-

- shDEK-B Kontrol
goo{ —— shDEK-B Melphalan
~+- shDEK-C Kontrol i

-e- shDEK-C Melphala

TP

Total Hiicre Savis1 (10%)

Saat

Sekil 8.12: Melphalan (10 uM) muamelesi sonucunda sh-neg., ShDEK-B ve shDEK-
C hiicrelerinin total hiicre sayisina gore biiylime egrileri (Kontrol: melphalan’in
¢oziildiigii ¢coziicli (vehicle) ile muamele edilmis 6rnekler).

DEK geni baskilanmis hicrelerde ve kontrol hiicrelerinde, kemoterapi ilaci
Melphalanin, hiicrelerin canliligina etkisinin tespit etmek amaciyla, “((Canlilik
oranlar1/ ilk sayimdaki canlilik oranlar1)x100) formiilii ile elde edilen yiizde canlilik
oranlar1 verileri analiz edilerek karsilagtirildi. Karsilastirma sonucunda gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamlibir farklilik olmadig goriildii Sekil 8.13.
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Melphalan (10pM) uygulanmi§ U266 Hiicre Hatlarinda
Canhhk Oranlarimin Degisimi
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5 +- sh-neg. Kontrol
= -# sh-neg Melp.
£ 66.00 - shDEK-B Kontrol
= 5450 -+ shDEK-B Melphalan
= +- shDEK-C Kontrol
5 20- - ShDEK-C Melphalan
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0 24 48 72 96

Saat

Sekil 8.13: Melphalan (10uM) uygulanmis hiicrelerin canlilik oranlari.

8.4. Giemsa Boyama ile Huicre Morfolojisi Analizi

DEK geni baskilanmis hiicrelerin biiylime egrisi, ila¢ hassasiyeti veya direnci
gibi biyolojik Ozelliklerindeki degisimlerin  yanisira hiicrelerin - morfolojik
ozelliklerinde herhangi bir farklilik olusup olusmadigini belirlemek i¢in, hiicreler
Giemsa boyama yontemi ile boyanarak incelendi. Isik mikroskobunda goriintiisii

alinan hiicrelerin morfolojilerinde belirgin farklilik olmadig: tespit edildi Sekil 8.14.
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Sekil 8.14: U266, sh-neg., ShDEK-B ve shDEK-C hiicrelerinin Giemsa boyama ile
boyanarak ters mikroskopta ¢ekilmis fotograflari (400X). a) U266 hiicreleri, b) sh-
neg. hiicreleri, c) shDEK-B huicreleri, ¢) sShDEK-C hiicreleri.
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9. SONUCLAR ve TARTISMA

MM, plazma hiicrelerinin kemik iliginde ¢ogalmasiyla olusan koétii huylu bir
kanser turudur [Lamy et al.,, 2013]. MM, hematolojik kanserlerden kaynakli
Olimlerin %19’unu, biitlin kanser tiirlerinden kaynakli oliimlerin de %2’sini
olusturmaktadir [Mahindra et al., 2010]. MM’nin baslangic1 ve gelisiminde, plazma
hiicrelerini o6liimsiizlestiren bir genetik degisimin gerekli oldugunu sdyleyen klasik
bir bakis acis1 bulunmaktadir. Son zamanlarda ise, MM nin hiicresel heterojeniteye
sahip olmas1 nedeniyle, MM nin yayilmasimin ve hastaligin devamliligiin timorlii
plazma hicrelerinden ziyade hematopoetik kok hicre ve projenitor hiicrelerde ortaya
¢ikan MM ile alakali onkogenik degisiklerden kaynaklanabilecegi, kromozomal
anomalilerin de hastaligin olusumunda rol alabilecegi diisiiniilmektedir [Mahindra et
al., 2010], [Vicente-Duenas et al., 2012]. Bu nedenle MM gelisiminde rol oynayan
hicresel ve molekiler mekanizmalarin agikliga kavusturulmast MM’ye yonelik daha
etkin tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi agisindan oldukca énemlidir.

DEK proteini hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, senesens ve apoptoz gibi birgok
hiicresel fonksiyonda etkilidir. Epitel hiicreleriyle yapilan farkli ¢alismalarda asiri
DEK ifadesinin hiicre ¢ogalmasini arttirdigi, buna karsiik DEK ifadesinin
susturulmasinin hiicre ¢ogalmasini azalttifi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir
[Sanden and Gullberg, 2015]. HeLa hiicre hattinda DEK ifadesinin baskilanmasi,
timor baskilayict p53 proteinin aktivitesini ve stabilizasyonunu arttirarak apoptozun
indiklenmesi ile sonuglanmistir. Bu bulgular DEK’in epitel hiicrelerinin sag
kaliminda ve ¢ogalmasinda 6nemli bir rol {istlenebilecegi goriisiinii ortaya ¢ikarmistir
[Wise-Draper et al., 2006].

Literatiirde, olgunlasmamis CD34" kan hiicresi onciilerindeki DEK mRNA
oranmin, periferal kandaki olgunlagsmis lenfositlerden 10 kat fazla oldugu ve
cogalmasi tetiklenen lenfositlerde kontrol grubuna gore 2-3 kat fazla DEK
bulundugu gosterilmistir [Ageberg et al., 2006]. Bu veriler, hiicrelerin ¢ogalma
kapasitesi ile DEK ifadesi seviyesi arasinda dogru oranti olabilecegini
diisiindiirmektedir. Literatirle uyumlu olarak, laboratuvarimizda Ahmet Ozdilek’in
GYTE-BAP destekli yaptigi tez calismasinda, MM ve saglikli kemik iligi
dokularindan alinan kesitlerin analizi sonucunda, DEK proteininin farklilasmasini

tamamlamis normal ve neoplastik plazma hicrelerinde (MM hicreleri)
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immunohistokimyasal yontemle tespit edilemeyecek kadar az oldugu ilk defa
gosterilmis olup [Ozdilek A., 2013], bu konuda bizim bilgimiz dahilinde yayinlanmis
literatiir mevcut degildir. Aymi calismada, lenf diiglimii kesitlerinin analizi
sonucunda, plazma hiicrelerini olusturan farklilasmamis ve ¢ogalan sentroblast
hiicrelerinde DEK ifadesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Takip eden
calismalarimizda, MM hastalarinin kemik iligi Srneklerinden izole edilen CD138P*4"
MM hicrelerinde DEK mRNA seviyesinin de hastalarin CD138™% olan kemik iligi
hlcrelerine oranla yaklasik 2-30 kat arasinda azaldig1 belirlenmistir [Cakar T., 2014].
Bu tez ¢alismasinda DEK ifadesinin azalmasinin MM hicrelerinin biyolojisini nasil
etkiledigini tespit etmek amaciyla, ilk olarak kontrol ShRNA (sh-negatif), ve DEK’e
6zgin shRNA (shDEK-B ve shDEK-C) lentiviriisii ile infekte olmus hiicreler, infekte
olmamis hiicrelerle birlikte kiiltiir edilmis ve kiiltiirde infekte olmus hiicrelerin
sayisinda artis olup olmadigi periyodik GFP (FACS) analiziyle incelenmistir. Bu
analiz sonucunda, DEK ifadesinin susturulmasimin U266 hicrelerinin ¢ogalmasinda
cok belirgin bir degisiklige neden olmadig goriilmiistiir.

Bir sonraki adimda, DEK geni baskilanmig U266 hicrelerinin FACS ile
aynistirildiktan sonra bilyliime kapasiteleri incelenmistir. Bu deneyler sonucunda,
kontrol sh-neg. hiicrelerine gore DEK ifadesi susturulan shDEK-B ve shDEK-C
hucrelerinin boliinme siirelerinde sirasiyla 1.9 ve 7.75 saat uzama oldugu, bu farkin
shDEK-C hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda DEK geni susturulan U266 MM hiicrelerinin  bolinme
stirelerindeki uzama literaturde bulunan epitel ve kan hicreleri verileriyle uyumluluk
gostermektedir. Ayrica, U266 hicrelerinde endojen DEK ifadesi oldukga diisiik
miktarda olup (RT-gPCR analizinde ancak 29. siklustan sonra tespit
edilebilmektedir) bu htcrelerin normal bolinme sireleri de diger pek ¢ok hiicre
hattindan oldukca uzundur (yaklasik 43 saat).

Yamazaki ve arkadaslari, DEK proteinini susturduklari epitel hiicre kdkenli
karsinom hcre hatlarinda hiicrelerin gogalmasinin azaldigini ve bir kemoterapi ilaci
olan “carboplatine” hassasiyetinin arttigin1 bildirmislerdir [Yamazaki et al., 2015].
Calismamizda, DEK ifadesi baskilanan U266 hiicrelerinde kisa stireli Kkiiltiir
ortaminda Melphalan’a kars1 direng ya da hassasiyet gelismedigi gosterilmistir.
Melphalan, DNA zincirleri arasia yerlesip DNA ve RNA sentezini inhibe ederek
bolinen hicrelerde sitotoksik etki gostermektedir [Web 2]. Dolayisiyla, zaten yavas

boliinen U266 hiicrelerinin DEK’in baskilanmasi ile hafif oranda daha yavas
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béliiniiyor olmasinin, Melphalan toksisitesini etkilemedigi diisiiniilmektedir. Ozet
olarak, TUBITAK 1001 (KBAG 212T108) projesi destegi ile vyiiriitilen bu tez
calismasinda, U266 MM hiicresinde DEK geninin susturulmasinin, hiicrelerin
blylmesini hafif oranda yavaslattigi ve Melphalan duyarliigi ve hicre
morfolojisinde ¢ok belirgin farkliliklar olusturmadigi tespit edilmistir. Bu tez
caligmasinda DEK ifadesinin normal ya da Kkanserli plazma hucrelerinin
olgunlasmasina olan etkileri arastirllmamis olup, elde ettigimiz veriler DEK’in
plazma hiicresi gelisimindeki rolini anlamayr hedefleyecek gelecekteki

calismalarimizin temelini olusturacaktir.
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