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TESEKKUR

I¢ Hastaliklar1 Hematoloji egitimim boyunca yakin destek ve ilgisini gordiigiim

tiim hocalarima, hematoloji bilim dali ¢alisanlarina;

Calismamin her asamasinda destek olan ve yol gosteren tez danigsmanim Prof. Dr.
Giilsan SUCAK ve histopatolojik incelemeleri yapan Dog¢. Dr. Nalan

AKYUREK ’e;

Tim egitimim ve calisma hayatim boyunca bana verdikleri destek icin aileme

tesekkiir ederim.

Dr. Elif Suyam



ICINDEKILER

Simgeler ve Kisaltmalar

Sekiller

Tablolar

1.GIRIS

2. GENEL BILGILER

2.1. Miiltipl Myelom

2.1.1. Tanim, Epidemiyoloji
2.1.2. Klinik, Tan1 Olciitleri
2.1.3. Evreleme, Prognoz

2.1.4. Tedavi

2.1.5. Yanit Degerlendirmesi
2.1.6. Miiltipl Myelom ve Mikrogevre
2.2. Tiimér Iliskili Makrofajlar
2.2.1. Makrofajlar

2.2.2. Tiimér Iliskili Makrofajlar

2.2.3. Tiimér Iliskili Makrofajlarin Fonksiyonlari

12

13

17

20

20

22

24



2.2.4. Timor iligkili makrofaj ve NF-kB yolag: iliskisi

2.2.5. Tedavide makrofaj

2.2.6. Tumdr iligkili makrofajlarin histopatolojik olarak tespit edilmesi
3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar

3.2. Immunhistokimyasal olarak makrofajlarm tespit edilmesi

3.2.1. Immunhistokimyasal boyama

3.2.2. CD68 ile immiinhistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi
3.2.3. CD163 ile immiinhistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi
3.3. Morfolojik degerlendirme

3.3.1. Barthl derecelendirmesi

3.3.2. Plazma hiicre infiltrasyon patterni

3.4. Istatistiksel degerlendirme

4. BULGULAR

5. TARTISMA

6. SONUC

7. KAYNAKLAR

26

27

28

31

31

31

32

33

34

34

34

35

38

39

55

66

68



8. OZET
9. INGILIZCE OZET

10. OZGECMIS

76

7

78



SIMGELER VE KISALTMALAR

Alb

Ca++

CD

CRAB

CRP

CSF-1

CXCL12

DNA

EGF

ESH

FGF

Hb

HGF

HIF

IFN

Albumin

Kalsiyum

Yiizey farklilagsma antijeni

Hiperkalsemi, Renal yetmezlik, Anemi, Kemik lezyonu

C-reaktif protein

Koloni stimiile edici faktor 1

Stromal kaynakli biiylime faktorii

Deoksiriboniikleik asit

Epidermal biiyiime faktorii

Eritrosit sedimentasyon hizi

Fibroblast bliylime faktorii

Hemoglobin

Hepatosit biiylime faktorii

Hipoksinin uyardig1 faktor

Interferon

Immunglobulin



IGF Insulin benzeri biiyiime faktorii

IL Interlokin

IL-1ra Interlokin reseptdr antagonisti
IMiD Immunmodiilatér ilaglar

IMWG Uluslararast myelom ¢alisma grubu
ISS Uluslararasi evreleme sistemi

IiF Idrar immun fiksasyonu

iNO Indiikte edilebilir nitrik oksit sentaz
ISK [lerlemesiz sag kalim

Kre Kreatinin

KY Kismi yanit

LDH Laktat dehidrogenaz

M Monoklonal

MGUS Anlam1 belirsiz monoklonal gamopati
MM Miiltipl myelom

MMPs Metalloproteinazlar

MP Melfalan/prednizolon



MRI

MRNA

MVD

OKHN

PDGF

SDF

SHZO

SIF

SPE

TGF

THZO

TiM

TNF

Treg

TSK

TY

VAD

Manyetik rezonans goriintiileme

Messenger riboniikleik asit

Mikrodamar yogunlugu

Otolog kok hiicre nakli

Platelet kaynakli biiytime faktorii

Stromal kaynakli bliylime faktorii

Serbest hafif zincir orani

Serum immunfiksasyon

Serum protein elektroforezi

Degistirici biiyiime faktorii

Total hafif zincir oran1

Tiumor iliskili makrofaj

Tumor nekroz faktori

T regiilatuar

Toplam sag kalim

Tam yanit

Vinkristin/adriamisin/deksametazon

Vi



VEGF Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

VGPR Cok iyi kismi yanit

vii



SEKIiLLER

Sekil 1 CD68 negatif kemik iligi kesiti

Sekil 2 CD68+ hiicrelerin izlendigi kemik iligi kesiti

Sekil 3 CD163 negatif kemik iligi kesiti

Sekil 4 CD163+ hiicrelerin izlendigi kemik iligi kesiti

Sekil 5 Tiim hastalarin Kaplan Meier sag kalim egrisi

Sekil 6 CD163+ hiicre sayis1 ile CD68+ hiicre sayisi arasindaki ilgilesim
Sekil 7 Hastalarm CD68+ hiicre sayisina (< 1 ve > 1) gore Kaplan Meier

sag kalim egrileri

Sekil 8 Hastalarm CD163+ hiicre sayisina (< 7 ve > 7) gore Kaplan Meier

sag kalim egrileri

viii



TABLOLAR

Tablo 1 Plazma hiicre hastaliklarinda tani 6lgiitleri

Tablo 2 Durie-Salmon Evreleme Sistemi

Tablo 3 Uluslararas1 Evreleme sistemi

Tablo 4 FISH ve konvansiyonel sitogenetik kullanilarak yapilan MM risk
degerlendirmesi

Tablo 5 Hastalarin genel 6zellikleri

Tablo 6 Hastalarin M protein 6zellikleri

Tablo 7 Hastalarin kemik iligi biyopsi 6zellikleri

Tablo 8 Hastalarin tedavi 6zellikleri

Tablo 9 Hastalarin CD68+ hiicre sayisia (< 1 ve > 1) gore dzellikleri

Tablo 10 Hastalarin CD68+ hiicre sayisma (< 1 ve > 1) gore kemik iligi

biyopsi 6zellikleri

Tablo 11 Hastalarin CD163+ hiicre sayisma (< 7 ve > 7) gore 6zellikleri

Tablo 12 Hastalarm CD163+ hiicre sayisina (< 7 ve > 7) gore kemik iligi

biyopsi 6zellikleri



GIRIS

Miiltipl myelom (MM), plazma hiicrelerinin klonal olarak c¢ogalmasi
sonucu olusan ve standart kemoterapi protokolleri ile sifa saglanamayan bir
hastaliktir. Miiltipl myelom, kotiiciil hematolojik hastaliklarm yaklasik olarak
%10-15’ini olusturmaktadir (1-4). Tirkiye Cumhuriyeti Saglk Bakanligi
verilerine gore, Tiirkiye’de yillik goriilme insidansi %1,6 ile %]1,8 arasinda
degismektedir (5). Miiltipl myelom hastalar1 siklikla halsizlik, kemik agrilar1 ve
tekrarlayan infeksiyonlar ile bagvurmaktadir. Tan1 aninda hastalarda hiperkalsemi,
bobrek fonksiyonlarinda bozukluk, anemi ve litik kemik lezyonlarindan bir veya
daha fazlas1 bulunmaktadir (1,2). Miiltipl myelom tanis1 klinik bulgularin yani sira
kemik iliginde en az %10 klonal plazma hiicresi ya da dokuda plazmasitom varligi

ile serum ve/veya idrarda monoklonal (M) proteinin gosterilmesi ile konmaktadir.

Genetik mutasyonlarin plazma hiicrelerine kotiiciil karakter kazandirmasi
ile MM gelismektedir. Kotiiciil plazma hiicreleri kemik iligi mikrogevresinin de
katkilar1 ile yasamini devam ettirmekte ve c¢ogalmaktadir (6-8). Kemik iligi
stromal hiicreleri, myelom hiicresinin yasamasinda mikrogevrenin en Onemli
komponenti olarak kabul edilmektedir (6,7,9). Kemik iligi stromal hiicreleri,
hematopoetik ~ kok  hiicreler, fibroblastlar, osteoblastlar, osteoklastlar,
kondroblastlar, endotelyal hiicreler, T lenfositler, makrofajlar ve mast hiicreleridir
(9,10). Myelom hiicresinin, kemik iligi stromal hiicrelerine adezyonu sayesinde
proliferasyonu ve yasamasi miimkiin olmaktadir (6-8). Stromal hiicrelerden biri
olan makrofajlarin, myelom hiicresinin dmrii ve kemoterapiye yanitina etkisinin
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incelendigi bir in vitro c¢alismada; makrofajlarla kiiltire edilen myelom
hiicrelerinin deksametazon ve melfalanin indiikledigi apoptozisten korundugu

gosterilmistir (11).

Insan tiimérlerinde 16kositlerin de bulundugu ilk kez Virchow tarafindan
1963 yilinda gosterilmistir (12). Giiniimiizde, tiimér dokusunda bulunan 16kosit
infiltrasyonunun biiyiik bir kismint makrofajlarin olusturdugu bilinmektedir (12-
15). Bir¢ok tiimdrde artmus tiimor iliskili makrofaj (TIM) infiltrasyonu ile kotii
prognoz arasinda bir iligki gdsterilmistir (15-17). Tiimor iliskili makrofajlar;
tiimOr hiicrelerinin yasamasini, ¢ogalmasmi, migrasyonunu ve metastazini
desteklemektedir (15,17,18). Timor iliskili makrofajlar tiimoriin biiylimesi ve
progresyonunda ¢ok onemli bir yere sahip olan anjiogenez ve dokunun yeniden

yapilandirmasinda da etkin rol oynarlar (12-21).

Bu calisma ile MM tanis1 alan hastalarin tan1 am1 kemik iligi biyopsisinde

makrofaj infiltrasyon derecesi ve bunun prognozdaki énemini saptamak amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Miiltipl Myelom

2.1.1. Tanum, Epidemiyoloji

Miiltipl myelom, plazma hiicrelerinin klonal olarak c¢ogalmasi sonucu
olusan ve standart kemoterapi protokolleri ile sifa saglanamayan bir hastaliktir.
Miiltipl myelom, kétiiciil hematolojik hastaliklarim yaklasik olarak %10-15ini
Olusturmaktadir (1-4). Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi verilerine gore,
Tirkiye’de yillik goriilme insidansit %1,6 ile %1,8 arasinda degismektedir (5).
Ortanca goriilme yas1 yaklasik 66-70 yil olup (1-4), hastalarin sadece %2’si 40

yasin altinda bulunmaktadir (1,3).

Miiltipl myelom postgerminal merkez B hiicrelerinden koken alan plazma
hiicrelerinin, premalin proliferasyonu ile baslamaktadir (2,22). Cok basamakl
olarak gelisen genetik ve mikrogevre degisiklikleri ile bu hiicreler kotiictl bir
doniisime ugramaktadir (2,22). Diger post germinal B hiicre malinitelerinde
oldugu gibi, immunglobulin agir zincir (IgH) lokusu (14932) veya immunglobulin
hafif zincir (IgL) lokusunu (kappa, 2p12, lamda 22q11) igeren translokasyonlara
siklikla rastlanmaktadir (22). Miiltipl myelom tanili hastalarin geriye doniik olarak
elde edilen serumlarmin biiyilkk c¢ogunlugunda anlami belirsiz monoklonal
gamopati (MGUS) varhigi tespit edilmistir (23-25). Dolayisiyla giiniimiizde
MM’nin, premalin bir plazma hiicre bozuklugu olan MGUS’tan gelistigi kabul

edilmektedir (1,3,4,25). Anlami belirsiz monoklonal gamopati, 50 yas ve iizerinde



%1 ile %3,2 oraninda goriilmekle birlikte, MGUS’u olan her hastada MM
gelismemektedir (4,26-28). Anlami belirsiz monoklonal gamopatiden, MM ve
benzeri bir hastaliga donisiim riski yillik %1°dir (4,25,26,27). Genetik
degisiklikler, myelom kemik hastaligi sirasinda ortaya ¢ikan sitokinler, anjiogenez
ve infeksiydz ajanlar MGUS’tan MM’ye donisiimde suglanmakta ancak

doniisiime tam olarak neyin sebep oldugu bilinmemektedir (1,22,25,27).

2.1.2. Klinik, Tan1 Olgiitleri

Miiltipl myelomlu hastalar siklikla halsizlik, kemik agrilar1 ve tekrarlayan
infeksiyonlar ile basvurmaktadir. Hastalarm tani aninda, dortte birinde
hiperkalsemi (1), yaklasik %20-50’sinde bobrek fonksiyonlarinda bozukluk (1,2),
%70’inde anemi (1,2) ve %80’inde konvansiyonel yontemlerle goriilebilen kemik
lezyonlari (1,2) tespit edilmektedir. Kisaca CRAB (hiperkalsemi, renal yetmezlik,
anemi, kemik lezyonu) olarak tanimlanan ve son organ hasari olarak da

adlandirilan bu durumda;

- Hiperkalsemi: Serum kalsiyum (Ca*™")> 11.5 mg/dl

-Renal yetmezlik: Serum kreatinin (kre)> 2 mg/dl

-Anemi: Normokrom, normositer anemi, hemoglobin (Hb) degeri

alt limitin>2 g/dl altinda veya Hb< 10 g/dI



-Kemik lezyonu: Litik lezyon veya agir osteoporoz veya patolojik

fraktiirler vardir.
Ek olarak bu bulgular1 agiklayabilecek baska bir sebep bulunmamalidir (4,29).

Miiltipl myelom tanisi i¢in yukaridaki klinik bulgularin yaninda kemik
iliginde en az %10 klonal plazma hiicresi ya da dokuda plazmasitom varhig: ile
serum ve/veya idrarda M proteinin gosterilmesi gerekmektedir. Ancak plazma
hiicre hastaliklart MGUS’tan MM ve plazmasitoma kadar degisen bir spektrum
gostermektedir ve plazma hiicre hastaliklarinin  tanist ile ilgili  Slgiitler

belirlenmistir (Tablo 1) (30).

Uluslararas1 myelom g¢alisma grubu (IMWG) MM tanisinda en az, tam kan
sayimi, serum biyokimya testleri (serum elektrolitleri, Ca**, albumin (alb),
karaciger ve bobrek fonksiyon testleri), serum protein elektroforezi (SPE), serum
immunfiksasyon (SIF), nefelometrik olarak immunglobulin (Ig) G, M ve A
diizeyleri, serum serbest hafif zincirleri (SHZ), idrar analizi, 24 saatlik idrarda
protein miktari, B, mikroglobulin, laktat dehidrogenaz (LDH) diizeylerine
bakilmasmi ve kemik iligi biyopsisi, diiz kemik grafileri, torakolomber magnetik
rezonans goriintilleme (MRI), kemik iliginden FISH ve sitogenetik inceleme

yapilmasmi 6nermektedir (31).



Tablo 1. Plazma hiicre hastahklarinda tam olgiitleri (30)

MGUS (3 dlgiit de
olmalidir)

1) Serum monoklonal protein< 3 g/dl
2) Klonal kemik iligi plazma hiicre orani< %10

3) Son organ hasarmin olmamast

Yavas Seyirli MM
(Asemptomatik MM)
(2 6lgiit de olmalidir)

1) Serum monoklonal protein (1gG veya IgA)> 3 g/dl
ve/veya kemik iligi klonal plazma hiicre orani> %10

2) Son organ hasarinin olmamasi

MM (3 dlgiit de

1) Kemik iliginde klonal plazma hiicre orani> %10

olmalidir) 2) Serum ve/veya idrar M proteinin olmasi (non
sekretuar myelom disinda)
3) Altta yatan plazma hiicre proliferasyonuna bagl
olugmus olan son organ hasar1
Waldenstrom’s 1) 1gM monoklonal gamopati varligi (M proteinin
Makroglobulinemisi biiyiikliigiinden bagimsiz)
(2 6l¢iit de olmalidir)

2) Kemik iliginde genellikle intertrabekiiler alanda olan
plazmasitoid veya plazma hiicre diferansiyasyonu
gosteren lenfositlerden olusan lenfoplazmasitik hiicre
infiltrasyonu (> %10) ve diger lenfoproliferatif
hastaliklar1 ~ dislayan ~ immunfenotipik  boyanma
gostermesi (yiizey IgM +, CD5 +/-, CD10 -, CD19 +,
CD20 +, CD23 -)

Soliter Plazmasitom

1) Kemik veya yumusak dokuda biyopsi ile klonal

(4 6l¢iit de olmalidir) plazma hiicrelerden olusan soliter lezyonun
gosterilmesi
2) Normal kemik iligi (klonal plazma hiicrelerin
olmadiginin gosterilmesi)
3) Normal kemik survey, spinal ve pelvik MRI
(primer soliter lezyon disinda)
4) Son organ hasarinin olmamasi
Sistemik AL 1) Amiloid iliskili sistemik sendrom varligi (bobrek,

Amiloidoz (Tim
Olciitlerin olmasi
gerekmekle birlikte
yaklasik %2-3 hastada
tiim olgtitler

karaciger, kalp, gastrointestinal veya periferik sinir
tutulumu gibi)

2) Dokuda (yag dokusu, kemik iligi veya organ
biyopsisi) kongo kirmizisi ile amiloid boyanmasi

3) Amiloidin direk olarak incelenmesi ile amiloidin
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saglanmayabilir)

hafif  zincir  iligkili ~ oldugunun  gosterilmesi
(immunhistokimyasal boyama veya direk sekanslama
gibi yontemlerle)

4)  Monoklonal  plazma  hiicre  proliferatif
bozuklugunun gosterilmesi (serum veya idrar M
proteini, anormal serum serbest zincir orani, veya
kemik iliginde klonal plazma hiicrelerin gosterilmesi)

POEMS sendromu

1) Monoklonal plazma hiicre bozuklugunun olmasi
2) Periferik noropati

3) Osteosklerotik kemik lezyonu, Castleman hastaligi,
organomegali, endokrinopati (diabetes mellitus ve
hipotiroidi disindakiler), o6dem, deri degisiklikleri,
papilddem’den en az birinin olmasi

2.1.3. Evreleme, Prognoz

Miiltip] myelomda evreleme ve risk degerlendirmesi tedavi stratejisi

belirlemek agisindan 6nemlidir. Miiltipl myelom hastalarinda ortanca sag kalim 3

yil iken son yillarda gelistirilen yeni ajanlarla hastalarin sag kaliminda belirgin

iyilesmeler saglanmustir (1,2,4,32). Toplam sag kalim (TSK) hastaligin evresi ile

yakin iligkilidir. 1975 yilindan bu yana Durie-Salmon evrelemesi kullanilmakla

birlikte (Tablo 2) (33), son yillarda gelistirilmis olan uluSlararasi evreleme

sisteminin (ISS) (Tablo 3) (34) MM’da bagimsiz bir risk faktorii oldugu

gOsterilmistir.




Yas, Hb, hiperkalsemi, serum alb diizeyi, renal yetmezlik, M protein alt

grubu, kemik iligi plazma hiicre orani prognostik 6neme sahip olsalar da bagimsiz

birer risk faktorii olduklari gosterilememistir (1,3).

Tablo 2. Durie-Salmon Evreleme Sistemi (33)

Evre Olgiitler
Evre | Kemik lezyonu sayisi< 1
Hb> 10 g/dl
Serum Ca"*< 12 mg/d|
Diisiik M proteini (serum IgG< 5 g/dl,
IgA< 3 g/dl; idrar M proteini< 4000 mg/
24 saat).
Evre 1l Evre I ve III 6lciitlerini karsilamayan
Evre Il Kemik lezyon sayisi> 3
Hb< 8,5 g/dI
Ca""> 12mg/dl
Yiiksek M protein
(serum IgG> 7 g/dl, IgA> 5 g/dl; idrar
M proteini>12000 mg/ 24 saat).
Alt gruplan
A Serum kre<2 mg/dlI
B Serum kre>2 mg/dl




Tablo 3. Uluslararasi evreleme sistemi (34)

Evre Olgiitler Ortanca sag kalim
(ay)
Evre | Serum B2 mikroglobulin<3,5 62
mg/L ve
Alb>3,5 g/dI
Evre 11 Evre 1 ve III olgiitlerini 44
karsilamayan
Evre 111 Serum [, mikroglobulin>5,5 29
mg/L

Miiltipl Myelomda Tanimlanmis Bagimsiz Risk Faktorleri:

1. Performans durumu

2. ISS’ye gore evre

3. Konvansiyonel sitogenetikte 13. kromozom delesyonu, hipodiploidi

4. FISH ile t(4;14), 1(14;16), 17p delesyonu

5. LDH

6. Plazmablastik morfoloji

7. Plazma hiicresi sentez dongusiidiir (1,35).

Son yillarda, tani swrasinda kemik iligi Orneginden yapilan FISH ve

konvansiyonel sitogenetik incelemeler hastanin risk degerlendirmesinde oldukga
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onemli bir hale gelmistir (2,3,4,35,36). Uluslararas1 myelom ¢alisma grubu
yaptig1 uzlasi toplantisinda, sitogenetik olarak hipodiploidi, 13q delesyonu,
t(4;14), 17p delesyonunu, FISH ile yapilan incelemelerde t(4;14), t(14;16), ve
17p delesyonunu kotii prognostik faktor olarak kabul etmistir. FISH ile saptanan
13g delesyonunu ise, ancak diger anormallikler esliginde kotii bir prognostik
faktor olarak kabul etmistir. Kromozom 1 ile ilgili anormalliklerin koti
prognostik faktor olarak kabul edilmesi noktasinda yeterli veri bulunmadigi
kanaatine varimis ve t(11;14) varhgmni ise iyi bir prognostik gosterge olarak
kabul etmemistir (35). Mayo Kliniginde ise yeni tan1 konulan hastalarda riske
uyarlanmig tedavi yaklasimi dogrultusunda FISH ve konvansiyonel sitogenetik
bulgulara gore risk degerlendirmesi gelistirilmistir (Tablo 4) ve bu merkezde
tedavi bu dogrultuda planlanmaktadir (37). Son yillarda gen ifadelenme profili,
dizi karsilastirmali genomik hibridizasyon ve tek gen polimorfizmi gibi yontemler
risk degerlendirmesi agisindan giindeme gelmis, ancak heniiz rutin kullanimda yer

bulamamustir (35,36,38).
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Tablo 4. FISH ve konvansiyonel sitogenetik kullanilarak yapilan MM risk
degerlendirmesi (37)

Standart risk
- Hiperdiploidi
- 1(11;14)
- 1(6;14)

Ortarisk
- 1(4;14)

- Konvansiyonel sitogenetik yontemi ile 13q delesyonu veya hipodiploidi

Kaotii risk
- 17p delesyonu
- 1(14:16)
- 1(14:20)

- Yiiksek riskli gen ifadelenme profili olmas1

Giiniimiizde, talidomid, lenalidomid ve bortezomib gibi etkili, yeni
ajanlarin kullanima girmesi ile tedavide 6nemli asamalar kaydedilmis ve tedaviye
alinan yanit da 6nemli bir prognostik belirleyici haline gelmistir (3,4,39,40,41,42).
Gerek indiiksiyon tedavisi sonrasi gerekse otolog kok hiicre nakli (OKHN) sonrasi
hastalarda tam yanit (TY) elde edilmesi ve bu yanitin siirdiiriilmesi, uzun dénem
sonuglar1, TSK, ilerlemesiz sag kalimi (ISK), olaysiz sag kalimi, etkileyen 6nemli

belirleyicilerden olmustur (39,40,42).
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2.1.4. Tedavi

Miiltipl myelom, hastalarin yaklagik %15’inde asemptomatik olup, bu
hastalarin tedavi edilmeksizin 3 ayda bir takipleri onerilmektedir (27). Tedavi
gerektiren MM hastalarinin TSK’lar1, talidomid, bortezomib ve lenalidomid’in
kullanima girmesi ile belirgin olarak artmustir (32,37,39,40). Miiltip] myelom
tedavisinde, indiiksiyonda VAD (vinkristin, adiramisin ve deksamtezon) yerine
yeni kusak ilaglarm yer aldigi rejimlerin kullanilmasi ve sonrasinda OKHN
yapilmasi standart tedavi yontemi olarak onerilmektedir (2,3,37,43,44). Otolog
kok hiicre nakli yapilamayan ileri yas hastalarda hastanin genel durumu ve eslik
eden komorbiditelerine gore myelom ilaglarinda doz ayarlamasi yapilmasi
gerekmektedir (2,32). Mayo Kliniginde MM hastalarinda riske uyarlanmis tedavi
uygulanmaktadir. Riske uyarlanmis tedavide, hastanin 6ncelikle risk durumunun
(standart, orta veya yiiksek riskli), ve nakil aday1 olup olmadiginin belirlenmesi ve
tedavinin bundan sonra planlanmasi sz konusudur. Otolog kok hiicre nakli aday1
olan hastalarda: Standart riskli ise 4 kiir lenalidomid/diisiik doz deksametazon,
OKHN ve sonrasinda hasta TY ya da ¢ok iyi kismi yanit (VGPR) degil ise
lenalidomid idame ile devam edilmesi; orta riskli ise 4  kir
bortezomib/siklofosfamid/deksametazon, OKHN  (gerekirse 2. OKHN),
sonrasinda 2 yil bortezomib idame ile devam edilmesi; yiiksek riskli ise 4 kiir
bortezomib/lenalidomid/deksametazon, OKHN ve sonrasinda bortezomib iceren
bir idame tedavi ile devam edilmesi 6nerilmektedir. Otolog kok hiicre nakli aday1

olmayan hastalarda: Standart riskli ise 1 yil lenalidomid/diisiik doz deksametazon
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verilmesini, sonrasinda deksametazonun Kkesilerek hasta tolere ettigi siirece
lenalidomid  ile  devam  edilmesini; orta riskli ise 1  yil
bortezomib/siklofosfamid/deksametazon verilmesini, sonrasinda 2 yil bortezomib
idame ile devam edilmesini; yiuksek  riskli ise 1 yil
bortezomib/lenalidomid/deksametazon verilmesini, sonrasinda da bortezomib
idame ile devam edilmesini énermektedir (37). Mayo Kliniginin tedavi onerileri
disinda genel olarak kabul goren yontem hastalarm OKHN aday1 olup
olmamasima gore tedavi planmin diizenlenmesidir. Otolog kok hiicre nakli aday1
olan hastalara 2’li ilag (bortezomib/deksametazon ya da
lenalidomid/deksametazon) ya da 3’li ilag (bortezomib/deksametazon+
siklofosfamid ya da lenalidomid ya da talidomid) ile indiiksiyon verilmesi
onerilmektedir. Daha sonra ise OKHN ve ardindan talidomid veya lenalidomid
idamesi onerilmektedir. Otolog kok hiicre nakli adayr olmayan hastalarda ise 2’li
(bortezomib/deksametazon ya da lenalidomid/deksametazon) veya 3’li
(melfalan/prednizolon/talidomid ya da melfalan/prednizolon/bortezomib ya da
melfalan/prednizolon/lenalidomid) kombinasyon tedavileri ile indiiksiyon

onerilmektedir (2,43).

2.1.5. Yanit degerlendirmesi

Miiltipl myelom hastalarinda yeni ajanlar ile daha derin yanitlar elde
edilmeye baglanmistir. Son yillarda kullanilmaya baslanan molekiiler ve akim

sitometrik yontemlerle bu yanitlar1 tespit etmek miimkiin olmaktadir. Bu
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gelismeleri goz Oniine alan IMWG, MM yantt 6lgiitlerini yeniden diizenlemistir

(29,45). Buna gore:

Tam Yanit:

- Serum ve idrar immunfiksasyonda monoklonal gamopati olmamasi.

- Plazmasitom var ise kaybolmasi.

- Kemik iliginde plazma hiicre orani< %5 olmasi.

Siki tam yanit:

- Tam yanit olgiitleri

ve

- Normal serum serbest hafif zincir oran1 (SHZO) olmasi.

- Kemik iliginde immunhistokimyasal veya immunfloresans ile klonal plazma

hiicresi saptanamamasi.

Cok iyi kismi yanit:

- Serum veya idrar M proteininin SPE’de tespit edilememesine ragmen

immunfloresan ile tespit edilmesi.
veya

-Serum M proteininde > %90 azalma ve idrarda M proteinin< 100 mg/24 saat

olmasi.
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Kismi Yanit:

- Serum M proteininde > %50 azalma ve 24 saatlik idrarda M proteininde > %90

azalma veya 24 saatlik idrarda M proteini< 200 mg olmasi.
Eger serum ve idrar M proteini 6l¢iilemiyor 1se

-Serum serbest zincirlerin (hastaliga katilan ve katilmayan) diizeyleri arasindaki

farkta
>%350 azalma olmasi.
Eger hem serum ve idrar M protein hem de SHZ miktari ol¢iilemiyor ise

-Kemik iligi plazma hiicre oraninda > %50 azalma olmasi (bazal plazma hiicre

oraninin> %30 olmasi gerekir).

Bu dl¢iitlere ek olarak

-Eger var ise plazmasitom boyutunda > %50 azalma olmasi.
Kararh Hastahk:

Tam yanit, VGPR, kismi yanit (KY) veya ilerleyici hastaliga uymayan durumlar.
Tlerleyici Hastahk:

Asagidakilerden 1 veya daha fazlast olmalidir

- Serum M proteininde > %25 artis (mutlak artis > 0,5 g/dl) olmasi.

- Idrar M komponentinde > %25 artis (mutlak artis > 200 mg/24 saat) olmasi.
15



- Olgiilebilir hastalig1 olmayanlarda hastaliga dahil olan veya olmayan SHZ aras:

farkta > %25 artis olmasi.
- SHZ diizeylerinde > %25 artis olmasi.
- Kemik iligi plazma hiicre ylizdesinde > %25 artis olmasi.

- Yeni kemik lezyonu veya yeni plazmasitom veya kemik lezyonlarinda artis

veya
plazmasitom boyutlarinda artis olmasi.

- Plazma hiicre hastaligina baglanan hiperkalsemi olusmas1 (diizeltilmis Ca™" >

11,5 mg/L).

*Yeni bir tedaviye baglanmadan Once biitiin yanit kategorileri kemik iligi
biyopsisi hari¢ ardisik 2 kez degerlendirilmelidir. Kemik iligi biyopsisi tekrara
dahil degildir.

**Klonal hiicrelerin olup olmamasi kappa/lambda orani temel alinarak yapilir.

Anormal bir kappa/lambda orani i¢in en az 100 hiicre incelenmelidir. Anormal bir

klon oldugunun séylenebilmesi i¢in kappa/lambda > 4:1 veya < 1:2 olmalidur.
Baz1 Ozel Durumlarda Yamit Olgiitleri
Yinelemis myelom:

Onceden en az 1 kemoterapi rejimi almis; yinelemis ve direngli hastahik tani
olgtitlerine uymayan.
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Direncli ve yinelemis miyelom:

Kurtarma tedavisinde iken hastaligin yinelemesi veya en son tedavi sonrasi ilk 60

giin i¢inde ilerleyici hastalik olmasi.

Direncli ve yinelemis hastalarda Minor Yanit:

-Serum M proteininde > %25, < %50 azalma ve 24 saatlik idrarda M proteininde

%50-89 azalma, ancak halen > 200 mg/24 saat’in iizerinde olmasi.

- Plazmasitom var ise bazal biiyiikliigiine gore %25-49 azalma olmasi.

Kemik lezyonlarmin say1 ve biiyiikliiglinde artis olmamasi (kompresyon fraktiirii

yanit1 diglamaz).

2.1.6. Miiltipl Myelom ve Mikrogevre

Miiltip] myelomda, genetik mutasyonlar sonucunda plazma hiicreleri
kotiiciil karakter kazanmaktadir. Kotiiciil karakterdeki plazma hiicrelerinin
yasamimi devam ettirebilmesi i¢in kemik iligi mikrocevresinin de katkisi
gerekmektedir (6-8). Kemik iliginde yer alan ekstraseliiler matriks ve stromal
hiicreler, myelom hiicresinin biiylimesi, yasamasi, migrasyonu ve ilag¢ direnci
gostermesinde yardimci olmaktadir (6,7). Myelom hiicresinde, PI-3K/Akt, NF-
kappaB, Ras/RaffMAPK ve JAK/STAT3 gibi yolaklar proliferasyonu
desteklerken, apoptozis karsit1 gorev almaktadir (6,7,8,46). Bu yolaklar, myelom

hiicresi ekstraseliller matriks proteinlerine ve stromal hiicrelere baglandiginda
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devreye girmektedir. Bunun disinda kemik iligi mikrogevresinde yerel olarak
tiretilen sitokin ve biiyiime faktorleri de bu yolaklar1 aktive etmektedir (7,8,46).
Interlokin (I1L)-6, insulin benzeri biiyiime faktorii (IGF), IL-1a, IL1-B, hepatosit
biiyiime faktorii (HGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF), stromal
kaynakli bliylime faktorii (SDF-1, CXCL12 olarak da bilinir), timor nekroz
faktorii (TNF)-a ve Notch ailesi bu sitokin ve faktorlerden en iyi bilinenleridir (7,

8,46).

Kemik iligi stromal hiicreleri, myelom hiicresinin yasamasinda
mikrogevrenin en 6nemli komponenti olarak kabul edilmektedir (6,7,9). Kemik
iligi stromal hiicreleri; hematopoetik kok hiicreler, fibroblastlar, osteoblastlar,
osteoklastlar, kondroblastlar, endotelyal hiicreler, T lenfositler, makrofajlar ve
mast hiicreleridir (9,10). Myelom hiicresinin kemik iligi stromal hiicresine
adezyonu; proliferasyonuna ve yasamasina katkida bulunmaktadir (6-8). Stromal
hiicreler bu destegi iki mekanizma ile saglamaktadir: 1) Dogrudan integrinler
araciligi ile hiicre-hiicre adezyonu olusmakta; bunun sonucunda myelom
hiicresinde hiicre i¢i sinyal mekanizmalar1 aktive olmaktadir. 2) Hiicre-hiicre
adezyonu sonucunda parakrin (stromal hiicre kaynakli) ve otokrin (myelom
hiicresi kaynakli) sitokin ve biiyiime faktorlerinin sekresyonu baslatilir (7,46).
Stroma hiicrelerinden birisi olan makrofajlarin, myelom hiicresinin yasami ve
kemoterapiye yanitina da etkisi bulunmaktadir. Nitekim, bir in vitro ¢aligmada
makrofajlarla kiiltiire edilen myelom hiicrelerinin deksametazon ve melfalanin

baslattig1 apoptozisten korundugu gosterilmistir (11). Saglikli osteoklastlar ile
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myelom hiicreleri kiiltiire edildiklerinde myelom hiicrelerinin canliliklarinin

arttig1 ve daha uzun siire yasadiklar1 gosterilmistir (47).

Kemik iligi mikrogevresi ile myelom hiicre etkilesmesi sirasinda ortaya
¢ikan O6nemli bir asama da kemik iligi anjiogenezidir (9,48,49). Mikrodamar
yogunlugunun (MVD) MM hastalarinda MGUS’a gore artmis oldugu
gozlenmistir (48,49). Ayrica kemik iligi MVD artis1 ile kotii prognozun iliskili
oldugu gosterilmistir (48,50). Myelom hiicreleri, anjiogenez igin gerekli olan
fibroblast biiyiime faktori (FGF) (9,48,51,52,53), doniistiiriici biiyiime faktori
(TGF) (49,53), VEGF (9,48,51,53), HGF (49,51) gibi biliytime faktorleri, 1L-6
(9,48), TNF-a. (9,48,49,52) gibi sitokinleri ve ekstraseliiler matriksi sindirmek igin
metalloproteinaz (38,39), iirokinaz tip plazaminojen aktivator (48,49) gibi enzim
ve inhibitorleri; dogrudan kendileri tirettikleri gibi, kemik iligi stromal hiicrelerini
uyararak da bu hiicrelerin de anjiogenetik faktorler ve pargalayici enzimler

iiretmelerini saglamaktadir.

Miiltipl myelomda mikrogevrenin Oneminin anlagilmasi ile sadece
myelom hiicresini degil mikrogevreyi de hedef alan tedaviler giindeme gelmistir.
Dogrudan kemik iligi stromal hiicrelerinin hedef alinmas1 normal hematopoezi de
etkileyebileceginden, esas itibariyla anormal olarak aktivasyon gosteren sinyal
yolaklar1 ve biiylime faktérlerinin hedef alindigi tedaviler gelistirilmeye
calisilmigtir (8). Son yillarda yogun olarak kullanilan Bortezomib gibi proteozom
inhibitorleri, immunomodiilator ilaglar [IMID (thalidomide ve lenalidomid)]
myelom hiicresinin yan1 sira mikrogevre tizerinde de etki gostermektedir.
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Bortezimib NF-xB yolagmni inhibe ederken, IMiID anjiogenezi inhibe etmektedir
(54,55). Her iki grup ilag baska mekanizmalarla da etki gostermektedir. IMiD
anjiogenezi inhibe etmenin yani sira; adezyon molekiillerini azaltarak myelom
hiicresinin stromal hiicrelere ve ekstraseliiler matriks proteinlere adezyonunu
bozmakta, dogrudan apoptozisi baglatmakta ve sitokin sentezini azaltmakta ayrica
T ve NK hiicrelerini myelom hiicresine yanit vermek lizere uyarmaktadir
(54,55,56). Bortezomib de IMiD gibi sadece anjiogenezi inhibe etmekle kalmaz;
adezyon molekiillerini azaltarak myelom hiicresinin stromal hiicrelere ve
ekstraselliiler matriks proteinlere adezyonunu bozmakta, dogrudan apoptozisi
baglatmakta ve sitokin sentezini azaltmaktadir (54,55) Myelom hiicresi ve
mikrogevre etkilesimini hedef alan bir ¢ok yeni ilacin da in vitro ve klinik

caligmalar1 devam etmektedir. (8,55,57).

2.2. Tiimér Iliskili Makrofajlar
2.2.1. Makrofajlar

Insan tiimorlerinde 16kositlerin de bulundugu ilk kez Virchow tarafindan
1963 yilinda gosterilmistir (12). Gliniimiizde, tiimér dokusunda bulunan 16kosit
infiltrasyonunun biiyiik bir kismin1 makrofajlarin olusturdugu bilinmektedir (12-
15). Monositler makrofaja doniistirken, dokudaki yerel 6zgiil sinyaller arasindaki
dengeye gore, 2 farkli fonksiyona sahip makrofaja (M1 ve M2) doniismektedir

(13,16,18,19,20). interferon (IFN)- v ile klasik olarak aktive olan M1 makrofajlar,
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mikroorganizmalart ve tiimor hiicrelerini  6ldiiren, fazla miktarlarda
proinflamatuar ~ sitokinler salgilayan giiglii  etkilere sahip hiicrelerdir
(13,15,16,17,18,21).  interlokin-4, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinler ve
glukokortikoidler ile karsilasan makrofajlar ise alternatif olarak M2 hiicresine
doniisiirler (13,15,17,18). Interlokin-4 uyaris1 ile aktive olan M2 makrofajlar
cogunlukla doku tamiri, dokunun yeniden sekillendirilmesi, immunregiilasyon ve
tiimor hiicrelerinin desteklenmesinde rol oynamaktadir (49,56). M1 ve M2 olarak
polarize olan makrofajlar irettikleri sitokin ve kemokinler ile fonksiyonlari
acisindan da farkliliklar gostermektedir (15,18). M1 makrofajlar yiikksek miktarda
IL-12, IL-23 ve TNF-a iretirken, M2 makrofajlar IL-10, IL-1, reseptor
antagonisti (IL-1ra) ve tip II decoy reseptorii tretmektedir (15,18,21). M1
makrofajlarda arginin metabolizmasi yiiksek indiikte edilebilir nitrik oksit sentaz
(INO) tretimi ile karakterize iken, M2 makrofajlarda ornitin ve poliamin tiretimi

6n plandadir (15,18).

M1 ve M2 makrofajlar etkilesim halinde bulunduklar1 T lenfositler
acisindan da farklilik gostermektedir (15,21). Tyl lenfositleri IFN-y salgilayarak
M1 polarizasyonunu (15,21), M1 makrofajlar1 aktive olduktan sonra IL-12,
CXCL9 ve CXCL10 gibi baz1 sitokin ve kemokinleri salgilayrak Ty1 hiicrelerinin
aktivasyonu ve bolgeye toplanmasmi saglamaktadir (21). M2 makrofaj
polarizasyonu ise Tu2 hiicrelerinin salgiladgi IL-4 ve IL-13 araciligi ile
olugsmaktadir (15,21). Aktive olan M2 makrofajlar da salgiladiklar1 CCL17,

CCL22 ve CCL24 araciligi ile Th2 hiicrelerinin bolgeye toplanmasini saglayarak
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yanit1 arttrmaktadirlar (21). Regiilatuar T (Treg) hiicreleri de makrofaj
fonksiyonlarmi dnemli 6lciide etkilemektedir (21). Insan monosit kiiltiiriinde
CD4"CD25"Foxp3* Treg hiicrelerinin monositleri M2 makrofajlara doniistiirdiigii
gosterilmistir (21). Bu makrofajlar artmig CD163, CD206 ve CCL18 ekspresyonu
ile karakterize olup daha sonra CCL22 iireterek Treg i¢in giiglii bir kemoatraktan

etki gostermektedir (21).

2.2.2. Tiimér Iliskili Makrofajlar

Tiimdr dokusunda yer alan tiimor iliskili makrofajlar (TIM) cogunlukla
M2 makrofaj yapisindadir (12-15). Timor hiicre triinleri, ekstraselliiler matriks
komponentleri, IL-10 ve kemokinler; makrofajlar1 aktive ederek onlar1 timor
koruyucu M2 makrofajlar haline doniistirmektedir (13,15). Melanom, meme,
over, kolorektal, pankreatik ve mesane kanseri gibi bir¢ok tiimdrde artmus TIM
infiltrasyonu ile kotii prognoz arasinda bir iliski gosterilmistir (15-17). Timor
iliskili makrofajlar genellikle tiimor dokusunun damarsiz, nekrotik ve hipoksik

bolgelerini infiltre etmektedir (12,17,18).

Monositlerin  dolasimdan tiimér dokusuna cekilerek burada TiM’e
doniisimiinden kemokinler sorumlu tutulmaktadir (12,13,18). Monositlerin kan
akimmdan c¢ekilmesinden sorumlu tutulan kemokinler 4 gruba ayrilmaktadir:
CXC, CC, C ve CXC3 (12). Bazi CC kemokinler (12,13,18), 6zellikle CCL2

(MCP-1 olarak da bilinir.) (12,18,16,20) ve CCL5 (RANTES) (12,20) 6zel olarak
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monositlerin timor bolgesine ¢ekilmesinde ve aktivasyonunda gorev yapmaktadir.
CCL2 ve CCL5, timér hiicreleri (12,18), fibroblastlar, endotel hiicreler, hatta
TIM (12,18), tarafindan iiretilmekte olup tiimdr dokusunda bulunan TIM
infiltrasyonu ile pozitif bir ilgilesim gostermektedir (12). CCL2 ve CCL5, monosit
toplanmasinda 6nemli olmakla birlikte baz1 kanserlerde arttig1 gosterilememistir.
Ornegin prostat kanserinde CCL2 mRNA sentezinin benin prostat hiperplazisine
gore azaldig1 godsterilmistir (12). Ayrica, TIM diisiik oranda CXCR1 ve CXCR2
ve onlarin baglandigi CXCLS ifade etmektedir. CXCL8 ise tiimor dokusu
tarafindan monositlerin bolgeye ¢ekilmesinde rol oynamaktadir (12,18). Bunun
disinda bir¢ok degisik kemokinin (CXCL12, CXCL1, CXCL13, CCL5, CCL17,

CCL22) neoplastik dokularda ve stromal hiicrelerde varlig1 tespit edilmistir (18).

Kemokinlerin yani sira bazi sitokinler de monositlerin tiimér dokusunda
toplanmasinda rol oynamaktadir. Bu sitokinler arasinda yer alan koloni stimiile
edici faktor 1 (CSF-1), monosit ve makrofaj olmak iizere pek c¢ok hiicreden
salgilanip; mononiikleer hiicre biiylimesini, farklilasmasini ve hiicre yasamini
diizenlemektedir (12,18). Koloni stimiile edici faktor-1 ve reseptoriiniin
ifadelenmesinin degisik timor dokularinda arttigi gosterilmistir. Koloni stimiile
edici faktor-1 ifadelenmesi ile TIM infiltrasyonu arasinda giiclii bir ilgilesim

oldugu gosterilmistir (12,15).

Monositlerin tiimor dokusunda toplanmasinda 6nemli olan bir diger sitokin
VEGF’tir (12,18). Yakin zamanda VEGF ekspresyonu ile TIM infiltrasyonu
arasinda pozitif bir ilgilesim oldugu gosterilmistir (17,18).
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Daha az tanimlanmis olan endotelyal monosit-aktive edici polipeptid 11
(EMAP 11) mRNA’s1 ve oOnciiliiniin birgok tiimor dokusunda ifadelenmesinin
arttig1 gosterilmistir. Endotelyal monosit aktive edici polipeptid Il°nin iiretilmesi,

makrofajlarin apoptoz ve nekroz alanlarina toplanmasini saglamaktadir (12).

Kiigiik vazojenik ve mitojenik peptid olan endotelin 1-3 degisik
hiicrelerden salgilanmaktadir. Bunlardan endotelin-1’in reseptorii monositlerde

bulunup, kemoatraktan 6zellige sahiptir (12).

2.2.3. Timdr iliskili makrofajlarin fonksiyonlar

Tiumor iliskili makrofajlar; epidermal biiyiime faktorii (EGF), IL-6 ve
TNF-a gibi sitokinler ve CXCL12 gibi kemokinler salgilayarak dogrudan tiimor
hiicrelerinin ~ yasamasini,  ¢ogalmasini, migrasyonunu ve  metastazini

desteklemektedir (15,17,18).

Timor iligkili makrofajlarm 6nemli fonksiyonlari; tiimor biiylimesi ve
ilerlemesinde ¢ok 6nemli bir yere sahip olan anjiogenez ve dokunun yeniden
yapilandirilmasindaki etkileridir (12,21). Timor iliskili makrofajlar genellikle
tiimor dokusunun avaskiiler, nekrotik ve hipoksik bdlgelerini infiltre etmektedir
(12,15,17,18,20). Hipoksinin uyardigi faktér (HIF)-2a ve HIF-1 ifadelenmesi
TIM’de ve tiimér hiicrelerinde artarak bu hiicreleri hipoksik strese karsi dayanikh
hale getirmektedir (15,19). Bir¢ok kanserde MVD ile makrofaj infiltrasyonunun
ilgilesim gosterdigi gozlenmistir (15,58). Tiumor iliskili makrofajlar, kotiiciil
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hiicrenin  proliferasyonunu, neoanjiogenezi, bag dokusunun eritilmesi ve
depolanmasimi saglayacak bircok biiyiime faktorii dretmektedir (18,17).
Epidermal biiyiime faktori (16,17,19,20,21), FGF (15,17,19,20), TGF (15,17,20),
VEGF (15,16,19,20,21), platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) (15,17,20) bu
faktorler arasinda yer almaktadir. Ayrica ekstraseliiler matriksi sindirmek i¢in
enzim ve inhibitorler tretirler. Bunlardan bazilar1 metalloproteinazlar (MMPs),
plazmin, iirokinaz tip plazaminojen aktivatordiir (15-19). Biitiin bu mekanizmalar
aracilig1 ile bazal membran par¢alanmakta; diger ekstraseliiler matriks elemanlari
yikilmakta; yerel wvaskiiler sistem destabilize olmakta; bdylece endotelyal
hiicrelerin migrasyonu ve proliferasyonu saglanarak yeni damar yapilar1 meydana
getirilmektedir. Ayrica bu proteolitik aktivite, metastaz sirasinda timor
hiicrelerinin migrasyonuna ve damar disina ¢ikmasina katkida bulunmaktadir

(15,19).

Tiumor iliskili makrofajlar prostaglandinler, 1L-10 ve TGF-p salgilayarak

efektor T hiicre aktivasyonu Ve proliferasyonunu inhibe ederken, Treg hiicrelerini

uyarmaktadir (17,18).

Infeksiyon sirasinda, makrofajlarda ferroportin sentezi azaltilip ferritin
sentezi arttirilarak  demir salinimi  azaltilmaktadir. Bu sekilde demirin
mikroorganizmalar tarafindan kullanimi 6nlenmektedir (21,59). M2 makrofajlar
ise ferroportin sentezini arttirip, ferritin sentezini azaltarak demir salmim
arttirmaktadir (21,59). Demir hiicrede, oksijen transportunda, hiicre solunumunda,
DNA replikasyonunda ve hiicre biiyiimesinde gerekli olan demir igeren
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proteinlerde kullanilir (21,59). Tiumor iliskili makrofajlar yilizeyinde hem
yakalayicis1 olarak bilinen CD163 reseptor araciligi ile haptoglobin-hemoglobin
kompleksini hiicre igerisine alarak, timor hiicreleri igin gerekli olan demir

kaynagini olusturmaktadir (21,59).

2.2.4. Tumor iligkili makrofaj ve NF-xB yolagu iliskisi

NF-xB yolaginm aktivasyonu, mikrobiyal veya inflamatuar uyarilara karsi
makrofajlarin yanit vermesinde (TNF-alfa, IL-1, IL-12 ve NO iiretimi gibi) kritik
oneme sahip olup, NF-kB’nin aktive olmasi klasik M1 polarizasyonu ile
sonuglanmaktadir (13,60). Bunun i¢in p50/p65 NF-kB heterodimerleri inflamatuar
genlere baglanarak, onar1 aktif hale getirmektedir (60). Tiumér iliskili
makrofajlarda ise NF-kB aktivasyonu kusurlu olup, NF-kB bagimli inflamatuar
fonksiyonlar (NO iiretimi, TNF-a, IL-1 ve IL-12 gibi sitokinlerin iiretimi) yerine
getirilememektedir (13,17,60). Tiumor iliskili makrofajlardaki kusurlu NF-xB
aktivite, P50 NF-xB homodimerlerinin hiicre i¢inde birikmesi sonucunda
olugmaktadir (61). P50’nin eksik oldugu farelerde ise, M1 makrofaja polarizasyon
ve bununla iliskili olarak inflamasyonda artis oldugu gosterilmistir (61,62).
Ayrica NF-xB yolagi TiM’de aktive edildiginde, TiM’lerin tiimorisidal bir
fonksiyon kazanarak, timor regresyonu sagladigi gosterilmistir (63). Biitiin bu
calismalar, tiimér tedavisinde TIM’de NF-kB yolagmi ciddi bir hedef haline

getirmektedir
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2.2.5. Tedavide makrofaj

Timor iligkili makrofajlarin; timor hiicrelerinin yasamasi, ¢ogalmast,
tiimdr dokusunun anjiogenezi ve yayilmasindaki rolii diisiiniilecek olursa, TIM’i
hedef alacak olan tedaviler kanser tedavisine dnemli bir katki saglayabilir. in vitro
ve in vivo c¢alismalarda TIM’i hedef alan molekiiller ile ilgili iimit veren

calismalar vardir.

CCR1 ve CCR5; monositlerin kan akimindan cekilerek TIM’e
doniisiimiinden sorumlu tutulan kemokinlerden biri olan CCL5’in reseptoriidiir
(12,20). Met-CCL5 ise CCR1 ve CCR5 antagonistidir (64). Met-CCL5, 410.4
kodlu tiimor dokusu inokiile edilen farelere 5 giin intraperitoneal olarak verilmis
ve bunun sonucunda makrofaj infiltrasyonunda ve timér dokusunda belirgin bir

azalma oldugu gozlenmistir (64).

Trabectedin, TIM’e dogrudan toksik oldugu, TIM’den CCL2 iiretimini
azalttig1 ve monositlerin TIM’e farklilasmasini inhibe ettigi gosterilmis olan,
denizde yasayan Ecteinascidia turbinata kaynakli dogal bir molekiildiir (65).
Timor iligkili makrofajlar tizerinden, etki eden trabectedinin in vivo olarak da
yumusak doku sarkomu, meme ve over kanseri gibi kanserlerde etkili oldugu

gosterilmistir (66).

Bu konuda en umut verici gelisme ise MM tedavisinde siklikla kullanilan
bifosfonatalarm TIM iizerinde etkili olmalaridir. Bifosfanatlar apoptozisi

uyararak, tiimor hiicrelerinde proliferasyonu azaltmaktadir. Ayrica timor
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hiicrelerinin  adezyon, migrasyon Ve invazyonunu azaltip, anjiogenezi
azaltmaktadir. Bifosfonatlarin, tiimor hiicrelerinin yani swra makrofaj benzeri
hiicrelerde de proliferasyon, migrasyon ve invazyonu azalttigi bu hiicrelerde de
apoptozise sebep oldugu gosterilmistir (67). Bazi deneysel ¢aligmalarda lipozomal
Klodranatin tek basmma (68) ya da anti-VEGF antikorlar (69) ile birlikte
kullanildiginda TIM’de ve dolayisiyla tiimdr dokusunda azalamaya sebep oldugu
gosterilmistir. Bifosfanatlar hiicreler tizerindeki dogrudan toksistesi disinda,
MMP-9, VEGF ve PDGF gibi anjiogenezde rol oynayan molekiillerin sentezini de
azaltmaktadir (67). Ayrica zoledronik asitin M2 makrofajlari, M1 makrofajlara

dontistiirerek tiimor dokusunu azalttigi gosterilmistir (67).

Makrofaj polarizasyon mekanizmasinin anlagilmaya baslanmasiyla, M2
TIM’lerin anti tiimdral makrofaj tipine ddniismesi giindeme gelmistir (17). Toll-
bezeri reseptor 9 ligandi1 CpG ve anti IL-10 reseptor antikoru ile tiimor dokusunda
M?2’den M1 ’e polarizasyon saglandiginda, tiimor dokusunda 16 saat gibi ¢ok kisa

bir siirede gerileme saglandig1 gosterilmistir (70).

2.2.6. Tumor iligkili makrofajlarin histopatolojik olarak tespit edilmesi

Monosit/makrofaj hiicrelerin saptanabilmesi i¢in bir¢ok ylizey farklilasma
antijeni (CD)’ine karst monoklonal antikor gelistirilmistir. Ancak formolin ile
fikse edilerek; parafin bloklama yapilan dokuda bu antikorlarin birgogu

calismamaktadir (71). Bu monoklonal antikorlardan en sik kullanilan1 CD68’e
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kars1 olusturulan monoklonal antikordur. Diger yiizey antijenlerinden farkli olarak
CD68 molekiilii heterojen olup Y2/131, Y1/82A, EBM11, Ki-M6, KiM7, KP1 ve
PG-M1 monoklonal antikorlar1 tarafindan taninir (71,72). Parafin bloklama
yapilan dokularda, PG-M1 monoklonal antikor sadece monosit/makrofaj sistemi
hiicrelerini boyarken, 6rnegin KP1 ve EBM11 monoklonal antikorlar graniilosit
ve myeloid prekiirsorleri de boyamaktadir (71,72). Dolayisiyla 6zgiil ve giiglii bir
boyama yapmasi1 ve drneklerin hazirlanmasi sirasinda uygulanan islemlerde ¢ok
hassas olmamasi sebebi ile monosit/makrofaj sistemi hiicrelerinin tespitinde
C68’e karsi olusturulan antikorlardan PG-M1 monoklonal antikoru daha uygun

bulunmaktadir (71).

Ancak PG-M1 monoklonal antikoru ile makrofajlarin boyanmasi 6zgiil
olmayip, makrofajlarin alt gruplarinin tespiti i¢in baska molekiiller giindeme
gelmistir (73). M2 makrofajlar igin CD163 ifadelenmesi oldukg¢a 6zgiil olup, in
vitro olarak, monositler IFN-y, TNF-a ve lipopolisakkarit gibi M1 makrofaj
aktivasyonu saglayan sitokinler ile inkiibe edildiginde CD163 ifadelenmesinin
azaldigi, IL-4, IL-10 ve G-CSF gibi M2 makrofaj polarizasyonu saglayan
sitokinler ile CD163 ifadelenmesinin arttigi gozlenmistir (74). CD163
transmembran  bir protein olup hemoglobin-haptoglobin  kompleksinin
endositozundan sorumludur (75). Tiumér iliskili makrofajlar CD163 reseptor
aracilig1 ile haptoglobin-hemoglobin kompleksini hiicre igerisine alarak, timor

hiicreleri i¢in gerekli olan demir igin kaynak olusturmaktadir (21,59). Parafinize
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edilmis dokularda da CD163’tin monosit/makrofaj sistemine 6zgiil boyama

yaptig1 gosterilmistir (73,75).

Miiltip] myelom patogenezinde mikrogevrenin ve anjiogenezin 6nemi Ve
TIM ile anjiogenez arasindaki iliski g6z oniinde bulundurulur ise, MM’da TIM
infiltrasyonu gerek patogenezde gerekse prognozda 6nemli olabilir. Bu ¢alisma ile
MM tanis1 alan hastalarin tan1 an1 kemik iligi biyopsisinde makrofaj infiltrasyon

derecesini ve bunun prognozdaki 6nemini saptamak amaglanmustir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay1
alindiktan sonra Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dals,
Hematoloji Bilim Dali’'nda Ocak 2000-Ocak 2011 yillar1 arasinda MM tanis1 alan
hastalarm verileri temel alinarak yapilmistir. Patolojik incelemeler ise Gazi

Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.
3.1. Hastalar

Calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari, Hematoloji
Bilim Dalr’nda tam1 almig ve tani an1 kemik iligi biyopsi patoloji bloklarina
ulasilabilen toplam 68 MM hastasi alindi. Hastalarm demografik verileri, MM
evresi, tan1 sirasinda bakilan SIF, IIF, Ig G, M ve A diizeyleri, serum total ve
serbest hafif zincirleri, kemik iligi biyopsi plazma hiicre oranlari, kemik iligi
amiloid varligi, kemik iligi fibroz diizeyi, Hb, beyaz kiire, platelet diizeyleri,
eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), C- reaktif protein (CRP), Ca™, LDH, B.
mikroglobulin diizeyleri, kemik lezyonlarinin durumu ve aldiklar1 tedaviler dosya
bilgilerinden kaydedildi. Hastalarm indiiksiyon sirasinda aldiklar1 tedaviye olan

yanitlart IMWG kritelerine gore degerlendirildi (29,45).
3.2. Immunhistokimyasal olarak makrofajlarin tespit edilmesi

Miiltipl myelom olgularinda makrofaj infiltrasyonunu saptamak i¢in kemik
iligi  biyopsilerinden  hazirlanan  kesitlerde = CD68 ve CDI163 ile

immunhistokimyasal boyama yapilarak degerlendirme yapildi. Bunun i¢cin CD68

31



(PG-M1 klonu, monoklonal, 1gG1 izotipi, Abcam, UK) ve CD163 (10D6 klonu,

monoklonal, Novocastra) antikorlar1 kullanildi.

3.2.1. Immunhistokimyasal boyama

Parafin bloklorda bulunan kemik iligi biyopsilerinden hazirlanan kesitler
CD163 ve CD68 antikorlar1 ile boyanwrken sirasi ile asagidaki yontemler

uygulanmigstir:

1. Polizinli lam tiizerine mikrotom (Leica, Germany) ile aliman 4 mikronluk
kesitler, swas1 ile 65°C’de 30 dakika ve ksilende 30 dakika bekletilerek

deparafinize edildi.

2. Fiksasyon i¢in %96’lik alkolde 20 dakika bekletildi.

3. Kesitler siras1 ile ¢esme suyu ve distile su ile yikandi.

4. Antijen retrival islemi i¢in sitrat buffer (pH=6) kullanild1.

5. Endojen peroksidazin bloke edilmesi i¢in %3’liikk hidrojen peroksitte (H,O2) 15
dakika bekletildi. Ardindan kesitler fosfat ile tamponlanmis salin (PBS) ile

yikand1.

6. Protein bloklama i¢in non-immun protein bloklama serumunda 1 dakika tutuldu

ve ardindan kuruland:.
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7. Primer antikor olan CD163 ve CD68 kesitlere, kapatacak sekilde damlatildi
(Her iki antikor ayr1 lamlara damlatildi). Oda sicakliginda 2 saat bekletildi.

Ardindan kesitler PBS ile yikandi.

8. Baglayic1 (sekonder) antikor ile oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi.

Ardmdan kesitler PBS ile yikandi.

9. Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 30 dakika bekletildi. Ardindan

kesitler PBS ile yikandi.

10. Renk vererek goriintiiyli saglamak amaci ile AEC ile 10 dakika siire ile

inkiibasyon yapildi. Ardindan kesitler distile su ile yikandi.

11. Mayer’s hematoksilen ile zemin boyas1 yapildi.

12. Kesitler PBS yikanarak havada kurutuldu.

13. Su bazl kapatici ile kapatildi.

3.2.2. CD68 ile immiinhistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi:

Mikroskop ile 40’lik biiyiitmede 5 alan degerlendirildi. Her alanda CD68

ile pozitif boyanan hiicreler tek tek sayilarak ortalamasi alindi. (Sekil 1-2)
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3.2.3. CD163 ile immiinhistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi:

Mikroskop ile 40°lik biiyiitmede 5 alan degerlendirildi. Her alanda CD163

ile pozitif boyanan hiicreler tek tek sayilarak ortalamasi alindi. (Sekil 3-4)

3.3. Morfolojik degerlendirme

Plazma hiicre histolojik tipi ve plazma hiicre infiltrasyon patterni,

Hematoksilen-Eozin (H-E) boyali preparatlarda derecelendirilmistir.

3.3.1. Barthl derecelendirmesi

1. Diistik dereceli:

Marshalko: Bazofilik sitoplazmali, ekzantrik yerlesimli araba tekerlegine benzer
kromatin patternine sahip, periniikleer halolu ve az sayida belirsiz niikleolli
niikleus iceren; az mitotik figiir gésteren, primer interstisyel infiltrasyon patterni

ile karakterli hiicrelerdir.

Kiigtik hiicreli: Marshalko’dan kiiglik c¢apta, yuvarlak lenfosit benzeri niikleuslu,

dar bazofilik sitoplazmali hiicrelerdir

2. Orta dereceli:

Centikli: Kiiclik periniikleer halo iceren, degisik biiyiikliikte ¢entikli niikleuslu,

yiiksek niikleus/sitoplazma oranina sahip hiicrelerdir.
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Polimorfoz: Selliller ve niikleer polimorfizm gdsteren, %25 oranda santral

yerlesimli belirgin niikleol igeren hiicrelerdir.

Asenkron: Niikleus-sitoplazma matiirasyonun senkron olmadigi, genis bazofilik
sitoplazmali, >%50 hiicrede santral yerlesimli belirgin niikleol i¢eren, belirgin

periniikleer halo ile karakterli niiklusa sahip hiicrelerdir.

3. Yiksek dereceli:

Blastik: Orta derecede bazofilik sitoplazmali, santral yerlesimli belirgin niikleol

ve belirsiz periniikleer halo i¢eren biiyiik niikleuslu hiicrelerdir. (76)

3.3.2. Plazma hiicre infiltrasyon patterni

1. Dislik dereceli infiltrasyon patterni: Plazma hiicre infiltrasyonu,

interstisyel veya interstisyel tabakalar halinde bulunur.

2. Orta dereceli infiltrasyon: Plazma hiicre infiltrasyonu, interstisyel

nodiiler veya nodiiler olarak izlenir.

3. Yiiksek dereceli infiltrasyon patterni: Plazma hiicre infiltrasyonu

sarkomatoz veya diffliz infiltrasyon patterni gosterir. (76)
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Sekil 1. CD68 negatif kemik iligi kesiti, (x400)

Sekil 2. CD68+ hiicrelerin izlendigi kemik iligi kesiti, (x400)
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Sekil 4. CD163+ hiicrelerin izlendigi kemik iligi kesiti, (x400)
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3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismada elde edilen veriler, SPSS 15 istatistik programinda
degerlendirilmistir. Hasta gruplarinin karakteristikleri i¢in tanimlayict istatistik
yapilmistir. Kategorik degerler ki kare, kategorik olmayan degerler ise Mann
Whitney U testi ile karsilastirilmistir. CD68+ hiicre sayis1 ve CD163+ hiicre sayisi
arasindaki ilgilesimi tespit etmek i¢cin Spearman korelasyon analizi yapildi. Tani
anindan son vizit tarihine kadar gegen siire izlem siiresi olarak belirlendi. Toplam
ve 6 yillik sag kalim olasiliginin hesaplanmasi i¢in Kaplan Meier yontemi
kullanildi. Sag kalim analizinde gruplar arasi farkin belirlenmesi i¢in log-rank
analizi yapildi. CD68 ve CD163 pozitif hiicre sayisinin sag kalima etkisinin
arastirilmasi i¢in Cox-regresyon analizi kullanildi. P degerinde 0.05 anlamlilik

degeri olarak kullanild.
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4. BULGULAR

Calismaya toplam 68 MM tanili hasta alindi. Hastalarin ortanca yasi 60
(min-maks, 40-84) olup, 36’si erkek, 32’si kadin idi. Durie- Salmon evreleme
sistemine gore tan1 an1 8 (%12) hasta evre IA, 8 (%12) hasta evre 1A, 1 (%1,5)
hasta evre 11B, 40 (%58,5) hasta evre I11A ve 11 (%16) hasta evre 11IB idi. 1SS
evreleme sistemine gore ise 25 (%48) hasta evre I, 13 (%25) hasta evre Il ve 14
(%27) hasta evre III olarak degerlendirildi. Hastalarin tan1 an1 ortanca serum alb
diizeyi 3,9 (min-maks, 1,6-6,7) mg/dl, ortanca B-2 mikroglobulin diizeyi 2,04
mg/dl (min-maks, 0,1-38,1), ortanca Hb diizeyi 9,2 g/dl (min-maks, 6-16,6),
ortanca Ca'" diizeyi 9,1 mg/dl (min-maks, 7,6-13), ortanca LDH diizeyi 169 1U
(min-maks, 55-566), ortanca ESH diizeyi 85 mm/st (min-maks, 10-150) olarak
bulundu. Kirk iki (%62 hastanin litik lezyonu ve 18 (%27) hastanin plazmasitomu

vardi. Calismaya alinan hastalarm genel 6zellikleri Tablo 5’te 6zetlenmistir.

Salgilanan M protein tipine gore, 22 (%32) hasta 1gG kappa, 23 (%33)
hasta 1gG lambda, 1 (%1,5) hasta IgM lambda, 7 (%10) hasta IgA kappa, 5 (%8)
hasta IgA lambda, 1 (%1,5) hasta IgD lambda, 5 (%8) hasta kappa hafif zincir ve
4 (%6) hasta lamda hafif zincir tipinde myelom olarak degerlendirildi. Kirk sekiz
(%71) hastanin total hafif zincir (total kappa/total lambda oran1 (THZO) ve 46
(%68) hastanin SHZO’su anormal bulundu. Hastalarm M protein 6zellikleri

Tablo 6°da Ozetlenmistir.

Hastalarun kemik iligi biyopsisindeki ortanca plazma hiicre orant %60

(min-maks, %10-%100) olarak saptandi. Otuzdort (%50) hastanin kemik iliginde
p g
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fibrozis, 3 hastanin (%4) kemik iliginde ise amiloid tutulumu tespit edildi. Bartl
derecelendirmesine gore 26 (%38,5) hasta diisiikk dereceli, 39 (%57) hasta orta
dereceli, 2 (%3) hasta yiiksek dereceli; kemik iligi paternine gore ise 22 (%32,5)
hasta diigilk dereceli, 15 (%22) hasta orta dereceli ve 30 (%44) hasta yiiksek
dereceli olarak degerlendirildi. Hastalarin kemik iligi biyopsi 6zellikleri Tablo

7’de dzetlenmistir.

Tablo 5: Hastalarin genel ozellikleri

Hasta sayisi n= 68
Ortanca yas y1l (min-max) 60 (40-84)
Cinsiyet (erkek/kadin) 36/32

Durie-Salmon evrelemesi

Evre 1A 8 (%12)
Evre I1A 8 (%12)
Evre 11B 1 (%1,5)
Evre I1IA 40 (%58,5)
Evre 11IB 11 (%16)

ISS evrelemesi

Evre | 25 (%37)
Evre I 13 (%19)
Evre Il 14 (%21)
Bilinmeyen 16 (%23)
Ortanca alb (mg/dl), (min-maks) 3,9 (1,6-6,7)
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Ortanca 32 mikroglobulin (mg/dl), (min-maks)

2,04 (0,1-38,1)

Ortanca Hb, g/dl, (min-maks) 9,2 (6-16,6)
>10.5 g/dl 24 (%35)
< 10.5 g/dI 44 (%65)

Ortanca kre, mg/dl, (min-maks)

1,12 (0,6-12,4)

> 2 mg/dl 12 (%18)
<2 mo/di 56 (%82)
Ortanca Ca'™", mg/dl, (min-maks) 9,1 (7,6-13)
> 11.5 mg/dl 8 (%12)
<115 mg/d| 59 (%85,5)
Bilinmeyen 1 (%1,5)

LDH, (1U/dl) (min-maks)

169 (55-566)

Normal 54 (%80)

Yiiksek 7 (%10)

Bilinmeyen 7 (%10)
ESH 85 (10-150)
Litik lezyon

Var 42 (%62)

Yok 24 (%35)

Bilinmeyen 2 (%3)
Plazmasitom

Var 18 (%27)

Yok 49 (%71,5)

Bilinmeyen 1 (%1,5)
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Tablo 6: Hastalarin M protein 6zellikleri

MM alttipi n (%)
gG-kappa 22 (%32)
IgG-lambda 23 (%33)
IgM-lambda 1 (%1,5)
IgA-kappa 7 (%10)
IgA-lambda 5 (%8)
IgD-lambda 1 (%1,5)
Serbest kappa 5 (%8)
Serbest lambda 4 (%6)

THZO
Normal 7 (%10)
Anormal 48 (%71)
Bilinmeyen 13 (%19)

SHZO
Normal 4 (%6)
Anormal 46 (%68)
Bilinmeyen 18 (%26)
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Tablo 7: Hastalarin kemik iligi biyopsi 6zellikleri

Kemik iligi biyopsi plazma hiicre oran1 | %60 (%10-%100)

Fibrozis
Var 34 (%50)
Yok 30 (%44)
Bilinmeyen 4 (%6)
Amiloid
Var 3 (%4)
Yok 65 (%96)

Bartl derecelendirmesi

Disiik dereceli 26 (%38,5)
Orta dereceli 39 (%57)
Yiiksek dereceli 2 (%3)
Bilinmeyen 1 (%1,5)

Kemik iligi tutulum patterni

Diisiik dereceli 22 (%32,5)
Orta dereceli 15 (%22)
Yiiksek dereceli 30 (%44)
Bilinmeyen 1 (%1,5)

Indiiksiyon tedavisi olarak 37 (%54) hasta VAD
(vinkristin/adraimisin/deksametazon), 10 (%15) hasta MP (melfelan/prednizolon),
11 (%16) hasta talidomid tabanl bir tedavi, 5 (%7) hasta bortezomib tabanli bir
tedavi, 1 (%2) hasta lenalidomid tabanli bir rejim almisken, 4 (%6) hasta tedavisiz

izlenmekteydi. Yirmi sekiz (%44) hastanin indiiksiyon tedavisine yanit1 (TY ya da
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KY) wvar iken 31(%48) hastanin yaniti yoktu. 5 (%8) hastada ise yanit
degerlendirmesi yapilamamisti. Hastalarin tedavi Ozellikleri Tablo 8’de

Ozetlenmistir

Tablo 8: Hastalarin tedavi 6zellikleri

Indiiksiyon tedavisi n (%)
VAD 37 (%54)
MP 10 (%15)
Talidomid tabanl rejimler 11 (%16)
Bortezomib tabanli rejimler 5 (%7)
Lenalidomid tabanli rejimler 1 (%2)
Tedavisiz izlem 4 (%6)

Indiiksiyon tedavisine yanit n (%)
Yanit var (TY veya KY) 28 (%44)
Yanitsiz 31 (%48)
Yanit degerlendirmesi | 5 (%8)

yapilamayanlar

Kohortun ortanca 26,5 (min-maks, 1-108) aylik takip siiresinde, 25 (%37)
hasta eks olmustu ve bu takip siiresi sonunda toplam sag kalim olasiligt %25
(Sekil 5) olarak bulundu. Olen 19 (%76) hastada 6liim sebebi hastalik iliskili, 1

(%4) hastada serbrovaskiiler olay iligkili olarak bulundu. Dért (%16) hastanin 1.
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kiir kemoterapi sirasinda, 1 hastanin ise 2. kiir kemoterapi sirasinda o6ldiigii

saptandi.
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Sekil 5. Tiim hastalarin Kaplan Meier sag kalim egrisi
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Hastalarin CD68+ hiicre sayisi ortanca 1 (min-maks, 0-8) ve CD163+
hiicre sayis1 ortanca 5 (min-maks, 0-13) olarak tespit edildi. CD68+ hiicre sayis1
ile CD163+ hiicre sayisinin ilgilesim gosterdigi saptandi (Sekil 6) (p=0,016).
Ancak CD68+ ve CD163+ hiicre sayisi kemik iligi biyopsi ozellikleri (Barthl,
pattern, kemik iligi biyopsi plazma hiicre orani, kemik iligi fibroz derecesi), ISS

evresi, yas, cinsiyet ile ilgilesim gostermedi.
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Sekil 6. CD163+ hiicre sayisi ile CD68+ hiicre sayis1 arasindaki ilgilesim
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Ortanca CD68+ hiicre sayis1 kesim noktasi olarak alinarak analiz yapildi.
27 (%40) hastanin CD68+ hiicre sayis1 >1, 40 (%60) hastanin < 1 idi. CD68+
hiicre sayist > 1 ve < 1 olan hastalar karsilastirildiginda yas, cinsiyet, ISS
evrelemesi, indiiksiyonda aldiklar1 kemoterapi rejimleri, indiiksiyon tedavisine
alinan yanitlar, THZO, SHZO (Tablo 9) ve kemik iligi patolojik 6zellikleri (Tablo
10) acisindan fark yoktu (p > 0,5). Ortanca sag kalim CD68+ hiicre sayisi >1 olan
hastalarda 10 (min-maks, 1-75) ay, <I olan hastalarda 38,5 (min-maks, 1,5-108)
olarak bulundu (p<0,001). 6 yillik toplam sag kalim olasilig1t CD68+ hiicre sayisi
>1 olan hastalarda %45 iken CD68+ hiicre sayis1 <1 olan hastalarda %57 olarak
bulundu (p=0,009) (Sekil 7). Tek degiskenli ve yas, cinsiyet, ISS evre, indiiksiyon
tedavisi, indiiksiyon tedavisine yanit ile ¢ok degiskenli analiz yapildiginda CD68+
hiicre sayisinin 6 yillik sag kalim tizerindeki etkisinin anlamliligini korudugu

saptandi (p=0,014 v.s. p=0,036).
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Tablo 9: Hastalarin CD68+ hiicre sayisina (< 1 ve > 1) gore ozellikleri

CD68+ hiicre | CD68+ hiicre | P
sayis1 < 1 sayis1 > 1
n=40 n=27
Yas 59 (42-79) 60 (40-84) 0,263
Cinsiyet (E/K) 19/21 16/11 0,455
ISS evrelemesi
Evre | 15 (48) 9 (45)
Evre Il 8 (26) 5 (25) 0,946
Evre 111 8 (26) 6 (30)
Indiiksiyon tedavisi
VAD 25 (62,5) 12 (44,5)
MP 4 (10) 5 (18,5)
Talidomid tabanl | 6 (15) 5(18,5)
rejimler 0,208
Bortezomib tabanl | 1 (2,5) 4 (15)
rejimler
Lenalidomid 1(2,5) -
tabanli rejimler
Tedavisiz izlem 3(7,5) 1(3,5)
Indiiksiyon tedavisine
yanit
Yanit var (TY veya | 19 (54) 8 (35) 0.184
KY) '
Yanitsiz 16 (46) 15 (65)
THZO
Normal 5(17) 2 (8)
Anormal 25 (83) 22 (92) 0,443
SHzO
Normal 4 (14) -
Anormal 24 (86) 21 (100) 0,125
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Tablo 10: Hastalarin CD68+ hiicre sayisina (< 1 ve > 1) gore kemik iligi

biyopsi ozellikleri

CD68+  hiicre | CD68+  hiicre | P
sayis1 < 1 sayis1 > 1
Kemik iligi biyopsi hiicre | 60 (10-95) 70 (15-100) 0,285
orani
Fibroz
Var 17 (47) 17 (63) 0,307
Yok 19 (53) 10 (37)
Amiloid
Var 2 (5) 1(4) 1
Yok 38 (95) 26 (96)
Bartl derecelendirmesi
Derece 1 15 (37,5) 10 (38)
Derece 2 24 (60) 15 (58) 0,945
Derece 3 1(2,5) 1(4)
Pattern
Derece 1 14 (35) 7 (27)
Derece 2 6 (15) 9 (34) 0,178
Derece 3 20 (50) 10 (39)
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Ortanca CD163+ hiicre sayist kesim noktasi olan 5 degeri esas alinarak
analiz yapildi. 30 (%44) hastanin CD163+ hiicre sayis1 >5, 38 (%56) hastanin < 5
idi. Ortanca sag kalim CD163+ hiicre sayis1t >5 olan hastalarda 21 (min-maks, 1-
80 ) ay, <5 olan hastalarda 31,5 (min-maks, 4-108) olarak bulundu (p=0,132). 6
yillik toplam sag kalim olasiligit CD163+ hiicre sayis1 >5 olan hastalarda %35 iken

CD163+ hiicre sayis1 <5 olan hastalarda %60 olarak bulundu (p=0,086).

Kesim noktas1 olarak 7 degeri esas alinarak yapilan analizde CD163+
hiicre sayis1 >7 olan hasta sayis1 17 (%25), < 7 olan hasta sayis1 51 (%75) olarak
bulundu. CD163+ hiicre sayis1 > 7 ve < 7 olan hastalar karsilastirildiginda
cinsiyet, ISS evrelemesi, indiiksiyonda aldiklar1 kemoterapi rejimleri, indiiksiyon
tedavisine alinan yanitlar, THZO, SHZO (Tablo 11) ve kemik iligi patolojik
ozellikleri (Tablo 12) agisindan fark yoktu (p > 0,5). Ancak CD163+ hiicre sayisi
>7 olan hastalarin yaslar1 daha biiyiik bulundu (p=0,036). Ortanca sag kalim
CD163+ hiicre sayist >7 olan hastalarda 9,5 (min-maks, 1-75 ) ay, <7 olan
hastalarda 33 (min-maks, 1,5-108) olarak bulundu (p=0,005). 6 yillik toplam sag
kalim olasiligit CD163+ hiicre sayist >7 olan hastalarda %22 iken CD163+ hiicre
sayist <7 olan hastalarda %57 olarak bulundu (Sekil 8) (p=0,011). Tek degiskenli
analizde CD163+ hiicre sayisi anlamliligini korudugu izlendi (p=0,015). Cok
degiskenli analizde CD163+ hiicre sayist ve yas, cinsiyet, ISS evrelemesi,
indiiksiyon tedavisi ve/veya indiiksiyon tedavisine yanittan bagimsiz olarak 6

yillik sag kalim tizerindeki etkili oldugu bulundu (p=0.039).
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Tablo 11: Hastalarin CD163+ hiicre sayisina (<7 ve > 7) gore ozellikleri

CD163+  hiicre | CD163+  hiicre | P
sayis1 <7 sayis1 > 7
n=51 n=17
Yas 59 (42-77) 64 (40-84) 0,039
Cinsiyet (E/K) 24127 12/5 0,16
ISS evrelemsi
Evre | 22 (56) 3(23)
Evre Il 7 (18) 6 (46) 0,066
Evre Il 10 (26) 4 (31)
Indiiksiyon tedavisi
VAD 30 (58) 7 (40)
MP 7 (14) 3(18)
Talidomid tabanli | 5 (10) 6 (36)
rejimler 0.442
Bortezomib tabanli | 5 (10) -
rejimler
Lenalidomid 1(2) -
tabanli rejimler
Tedavisiz izlem 3 (6) 1(6)
Indiiksiyon tedavisine
yanit
Yanit var (TY veya | 25 (54) 3(23) 0.062
KY) '
Yanitsiz 21 (46) 10 (77)
THZO
Normal 6 (14) 1(8) 1
Anormal 37 (86) 11 (92)
SHzO
Normal 3(8) 1(9) 1
Anormal 36 (92) 10 (91)
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Tablo 12: Hastalarin CD163+ hiicre sayisina (< 7 ve > 7) gore kemik iligi

biyopsi ozellikleri
CD163+ hiicre | CD163+ hiicre | p
sayis1 <7 sayis1 > 7
n=51 n=17
Kemik iligi  biyopsi | 60 (10-100) 70 (20-100) 0,275
plazma hiicre orani
Fibroz
Var 24 (51) 10 (59) 0,777
Yok 23 (49) 7 (41)
Amiloid
Var 3(6) - 0,568
Yok 48 (94) 17 (100)
Bartl derecelendirmesi
Derece 1 18 (35) 8 (50)
Derece 2 31 (61) 8 (50) 0,461
Derece 3 2 (4) -
Pattern
Derece 1 17 (33) 5(31)
Derece 2 11 (22) 4 (25) 0,958
Derece 3 23 (45) 7 (44)
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5. TARTISMA

Miiltip] myelomda; yas, Hb, hiperkalsemi, serum alb diizeyi, renal
yetmezlik, M protein alt grubu, kemik iligi plazma hiicre oran1 gibi faktorlerin
prognostik 6nemi gosterilmis olmakla birlikte, bunlar bagimsiz risk faktorleri
degildir (1,3). Hastanin performans durumu, ISS’ye goére evre, konvansiyonel
sitogenetikte 13. kromozom delesyonu, hipodiploidi, FISH ile t(4;14), t(14;16),
17p delesyonu, LDH, plazmablastik morfoloji, plazma hiicresi sentez dongiisii ise
MM’da tanimlanmis bagimsiz risk faktorleridir (1,35). Miiltiple myelomda risk
degerlendirmesi tedavi stratejisi belirlemek agisindan onemlidir. Son yillarda,
hastalarm  tedavi plan1  swrasinda, risk durumlart da goz Oniinde
bulundurulmaktadir. Ornegin, Mayo Kliniginde yeni tan1 konulan hastalarda riske
uyarlanmig tedavi yaklasimi dogrultusunda, FISH ve konvansiyonel sitogenetik
bulgulara gore risk degerlendirmesi gelistirilmistir (Tablo 4) ve tedavi bu

dogrultuda yapilmaktadir (37).

Makrofajlar CD34+ kemik iligi onciil hiicrelerinden gelismektedir. Kan
dolasiminda monosit olarak adlandirilan bu hiicreler, inflamasyon durumunda
dokuya gegerek makrofaj adini almaktadir. Tiimor iliskili makrofajlar ise timor
dokusuna go¢ eden M2 yapisindaki makrofajlara verilen isimdir (12-15). Timor
iliskili makrofajlar, tiimor hiicrelerinin yasamasini, ¢ogalmasini, migrasyonunu ve
metastazin1 desteklemektedir (15,17,18). Timér dokusu, 2 mm’nin iizerine
ciktiginda, tiimoriin beslenmesi i¢in basit diflizyon yeterli olmayip ek kan akimm
destegine ve yeni damar olusumuna ihtiya¢ duymaktadwr (67). Timor iliskili
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makrofajlar da anjiogenez i¢in gerekli olan bag dokusunun eritilmesi ve
depolanmasini saglayacak bir¢ok biiylime faktorii (17,18), enzim ve inhibitorler
iiretirler (15-19). Dolayisiyla TIM tiimor bilyiimesi ve ilerlemesinde ¢ok onemli
bir yere sahip olan neoanjiogenez ve dokunun yeniden yapilandirilmasinda 6nemli
bir rol oynamaktadwr (12-21). Pek ¢ok kanser tirinde MVD ile makrofaj
infiltrasyonunun ilgilesim gosterdigi (15,58), bunun yami sra artmis TIM
infiltrasyonu ile kotii prognoz arasinda da bir iligki oldugu gosterilmistir
(15,16,17). Miiltip] myelomda, kétiiciil plazma hiicrelerinin yasamini devam
ettirebilmesi i¢in kemik iligi mikrogevresinin de katkisi oldugu gosterilmistir (6-
8). Kemik iliginde yer alan ekstraseliiler matriks ve stromal hiicreler, myelom
hiicresinin biiylimesi, yasamasi, migrasyonu ve ila¢ direnci gelistirmesinde
yardimci olmaktadir (6,7). Kemik iligi stromal hiicreleri, myelom hiicresinin
yasamasinda mikrogevrenin en Onemli komponenti olarak kabul edilmektedir
(6,7,9). Stromal hiicrelerden biri olan makrofajlarin, myelom hiicrelerini spontan,
deksametazon ve melfalan kaynakli apoptozisten korudugu gosterilmistir (11). Bu

calisma ile MM tanis1 alan hastalarin tanm1 an1 kemik iligi biyopsisinde makrofaj

infiltrasyon derecesi ve prognostik 6nemini saptamak amag¢lanmustir.

Calismamizda CD68+ hiicre sayisi ile CD163+ hiicre sayismin ilgilesim
gosterdigi, ancak beklenenin aksine ortanca CD68+ hiicre sayismnin, ortanca
CD163+ hiicre sayisindan daha az oldugu bulundu (1 v.s. 5). Timor iligkili
makrofaj infiltrasyonunun MM hastalarinda prognostik roli bakimindan hem

CD68 pozitif hiicre sayisinin (> 1 v.s. < 1), hem de CD163 pozitif hiicre sayisinin
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(> 7 v.s. £ 7) 6 yilik TSK’da yas, cinsiyet, ISS evre, indiiksiyon tedavisi,

indiiksiyon tedavisine yanittan bagimsiz bir risk faktorii oldugu bulundu.

CD68, pan-makrofaj bir molekiil olup M1 ve M2 ayrimi olmaksizin tiim
makrofajlarda, CD163 ise sadece M2 makrofajlarda ifadelenmektedir (71-74).
Dolayisiyla bizim sonuglarimizin aksine; CD68+ hiicre sayisnin, CD163+ hiicre
sayisindan daha fazla olmasi beklenmektedir. Anti CD68 ve anti CD163
monoklanal antikorlar ile boyama yapilarak TIM infiltrasyonu arastirilan
caligmalarin 6nemli bir kisminda da ¢alismamiza benzer sekilde, CD163+ hiicre
sayisinin CD68+ hiicre sayisindan daha fazla oldugu bulunmustur. Brokhorst ve
ark. 43 uveal melanomlu hastanin doku 6rneklerini, ayni anda anti CD68 ve anti
CD163 monoklonal antikor ile boyamis ve anti CD163 monoklonal antikorlar ile
boyanan alanalarin anti CD68 monoklonal antikorlar ile boyanan alanlardan daha
fazla oldugunu gostermistir (77). Zaki ve ark. da ayn1 anda anti CD68 ve anti
CD163 monoklonal antikor ile boyama yaparak Hodgkin lenfoma (HL)
hastalarmda TIM infiltrasyonunu incelemis ve CD163+ hiicre sayisinin CD68+
hiicre sayisindan daha fazla oldugunu bulmustur (78). Benzer sekilde Wada ve
ark. 101 difiiz biiyiik B hiicreli lenfoma (DBBHL) hastasinda ayn1 anda anti CD68
ve anti CD163 monoklonal antikor ile boyama yaptiklarinda CD163+ hiicre
sayisinin CD68+ hiicre sayisindan daha fazla oldugunu tespit etmislerdir (79).
Kamper ve ark. ise HL hastalarinda TIM’i degerlendirmek igin, sunulan bu tez
caligmasinda oldugu gibi, anti CD68 ve anti CD163 monoklonal antikorlar1 ayr1

ayr1 kullanarak boyama yapmis ve CD163+ alanlarin CD68+ alanlara gore daha
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fazla oldugunu gozlemlemistir (80). Harris ve ark. ise TIM tespitinde kullanilan
anti CD68 (KP1) ve anti CD163 monoklonal antikorlarin dokudaki boyanma
ozelliklerini 44 HL hastasinin doku orneklerinde incelemek igin; ayri kesitlerde
anti CD68 ve anti CD163 monoklonal antikorlar ile boyama yapmis; anti CD68
ile anti CD163 monoklonal antikor ile boyanma paternlerini karsilastirmistir.
Reed Sternberg hiicrelerinden zengin alanlarda makrofaj infiltrasyonunu
derecelendirmistir. Dokularin anti CD163 monoklonal antikorlar ile boyanma
diizeyinin anti CD68 monoklonal antikorlar ile boyanmasma gore daha diisiik
oldugu ve anti CD163 monoklonal antikorlar ile boyamanin yapildigi 6rneklerde
zeminin daha temiz oldugu izlenmistir. Ayrica anti CD68 monoklonal antikorlar
ile boyanmanin ayni dokuda bile farklilik gosterdigi ve ayn1 dokuda hem 1. derece
hem de 3. derece seviyede boyanmanin oldugu goriilmiistiir. Bunun aksine anti
CD163 monoklonal antikorlar ile boyanmanin daha az degiskenlik gosterdigi
saptanmustir (81). Parafin dokularda KP1 monoklonal antikorlar graniilosit ve
myeloid onciil hiicreleri de boyamaktadir (71,72), dolayistyla Harris ve ark.’nin
yaptig1 ¢alismada KP1 kullanildig1 i¢in zeminde diger inflamatuar hiicrelerin de
boyanmis olma olasiligi bulunmaktadwr. Caligmamizda, 6zgiil ve giiclii bir
boyama yapmasi ve drneklerin hazirlanmasi sirasinda uygulanan islemlerde ¢ok
hassas olmamasi1 sebebi ile monosit/makrofaj sistemi hiicrelerinin tespitinde daha
uygun bulunan PG-MI1 antikoru kullanilmistir.  Fallini ve ark. anti CD68
monoklonal antikorlarin kemik iligi makrofajlarmi gii¢lii bir sekilde boyadigini
gostermis (71) olsalar da, anti CD68 monoklonal antikorlarin fikse ve dekalsifiye

edilen kemik 1iligi biyopsisinde kullanimi ile ilgili yeterli c¢alisma
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bulunmamaktadir. IL-10 ile karsilasan makrofajlar M2 makrofaja doniismektedir
(13,15,17,18). Miiltiple myelomda IL-10 diizeyinin arttig1 diisiiniilecek olur ise
(82,83), myelomlu hastalarda IL-10 sekresyonundaki artis CD163 ifadelenmesini,
dolayisiyla CD163+ hiicre sayisini arttirmis ve bu sirada CD 68 ifadelenmesini de
azaltmus olabilir. CD163 monoklonal antikorlar ile bazi dendritik hiicreler de
boyanmaktadir (78,79). Cahismamizda TIM’de ifadelenen CD206 ve CD204 (78)
icin boyama yapilmamistir. CD163+ hiicrelerin hepsinin TIM oldugunu séylemek
iddiali olacaktir. Bu ¢alisma ile dekalsifiye edildikten sonra parafinize edilmis ve
bazilar1 10 yil 6ncesine ait MM kemik iligi biyopsileri anti CD68 ve anti CD163
monoklonal antikorlar ile boyanarak TIM infiltrasyon derecesi ilk kez
aragtirtlmigtir. Anti CD68 ve anti CD163 monoklonal antikorlar ile boyamanin
TIM infiltrasyonunu gostermekdeki etkisinin baska calismalarla dogrulanmasi

gerekmektedir.

Klinik olarak TIM ile tiimdr prognozu arasindaki iliski ilk kez meme
kanserinde incelenmistir (84). Meme kanserinde artmis TIM’in artmis anjiogenez
ile birlikte oldugu ve bunun sonucunda kétii bir prognostik faktor oldugu birgok
calismada gosterilmistir (84,85). Ancak yakin zamanda 1322 meme kanseri
hastasinin incelendigi bir ¢alismada, tek degiskenli analizde artmis CD68+ hiicre
sayist kotii TSK ve kisalmis hastaliksiz sag kalim ile iligkili bulunmusken, ¢ok
degiskenli analizde bu iliskinin devam etmedigi saptanmustir (86). Benzer sekilde
akciger adeno kanseri (87), prostat kanseri (88,89), hepatoseliiler kanser (90,91)

ve mesane kanserinde (92), yiiksek CD68+ hiicre sayisinin 6nemli bir olumsuz
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prognostik gdsterge oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmalarin tam tersine, Forssel ve
ark. ise 446 kolon kanseri 6rneginde anti CD68 monoklonal antikorlar ile boyama
yapmis ve yiiksek CD68+ hiicre infiltrasyonu olan hastalarda TSK’nin uzadigini
gozlemlemistir (93). Bu ¢eliskili sonug, ¢alismada sadece anti CD68 monoklonal
antikorlar ile boyama yapilmasindan kaynaklanmis olabilir. Clinkii CD68 hem M1
hem de M2 makrofajlarda ifadelenmekte olup, CD68 pozitif hiicre infiltrasyonu,
timorisidal etkiye sahip olan M1 makrofajlarindan ibaret olabilir. Bizim
calismamizda bu tip bir karisikliga sebep olmamak i¢in anti CD68 monoklonal
antikorlar yani sira anti CD163 monoklonal antikorlar ile de boyama yapilarak
TIM degerlendirmesi yapildi. Ancak yine de M1 makrofaj ve dendritik hiicre
ayrimimin yapilabilmesi i¢in anti CD68 ve anti CD163 monoklonal antikorlar ile
es zamanli boyama yapmak ve anti CD206 veya anti CD204 monoklonal

antikorlar ile de boyama yapmak daha belirleyici olabilirdi.

Kurahara ve ark 76 pankreas kanseri hastasinda makrofaj infiltrasyonun
prognostik onemini incelemis ve bunun i¢in anti CD68 monoklonal antikorlarin
yani sira anti CD163 ve anti CD204 monoklonal antikorlar ile de boyama
yapmistir. CD68+ hiicre sayisinin 5 yillik sag kalimda etkili olmadig1 saptanirken,
CD163 ve CD204+ hiicre sayisinin 5 yillik TSK {izerinde olumsuz etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (94). Bu ¢aligmada, ¢alismamizdan farkli olarak anti CD163
monoklonal antikorlar yan1 sira anti CD204 monoklonal antikorlar ile de boyama
yapilmig olmasi dendritik hiicrelerin ayrilmasi bakimindan 6nemlidir. Lee ve ark

leiomyosarkomlu hastalarda anti CD68 ve anti CD163 monoklonal antikorlar ile
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makrofaj infiltrasyonunu incelemis ve jinekolojik olmayan leiyomiyosarkomlarda
CD68+ ve CD163+ hiicre infiltrasyonunun negatif bir prognoz belirleyicisi
oldugunu saptarken, jinekolojik leiyomyosarkomlarda ayn1 etkiyi gésterememistir

(95).

Uveal melanomlu hastalarda da ayni1 anda anti CD68 ve anti CD163
monoklonal antikorlar ile boyama yapilarak TIM’in olas1 prognostik etKisi
degerlendirilmistir (77,96). Brokhorst ve ark. 43 uveal melanomlu hastada,
CD68+/CD163+ pozitif hiicre sayisinin fazla oldugu hastalarda MVD’nin anlaml
yiiksek oldugunu saptamislardir. Ayrica hem CD68+, hem de CD68+/CD163+
hiicre sayisinin yiikksek olmasinin TSK iizerinde olumsuz etkisi oldugunu ancak
cok degiskenli analizde bu etkinin kayboldugunu saptamuslardir (77). Benzer
sekilde Herwig ve ark. da 43 uveal melanomlu hastada diisik CD68+ ve
CD68+/CD163+ hiicrelerin daha iyi TSK ile iliskili oldugunu gostermislerdir

ancak CD163+ hiicre sayisi ile birlikte boyle bir sonug¢ bildirmemislerdir (96).

Tiumor iliskili makrofaj infiltrasyonunun prognoz iizerine etkileri son
yillarda hematolojik kotiiclil hastaliklarda da incelenmeye baglanmis ve bu
konuda 6zellikle HL tizerine yogunlasilmistr (78,97,98,99,100). Ik genis ¢apli
arastrma Steidl ve ark. tarafindan yapilmis ve anti CD68 monoklonal antikorlar
ile boyama yapilarak, 166 HL hastasinda TIM infiltrasyonu incelenmistir. CD68+
hiicre infiltrasyonunun ilerlemesiz ve hastaliksiz sag kalim iizerinde olumsuz
etkisi oldugu saptanmis ancak sadece hastaliksiz sag kalim iizerindeki etkisi ¢ok
degiskenli analizde anlamliligimi korumustur. CD68+ hiicre skorlamasinda,
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skorun yiiksek oldugu hastalarda 10 yillik sag kalim olasiliginin da daha diisiik
oldugu goriilmiistiir.(97). Tzankov ve ark. ise 105 HL hastasinda CD68+ hiicre
sayist ile TSK arasinda prognostik bir iligki saptarken, ayni iligkiyi hastaliga 6zel
sag kalim ve ISK ile gosterememistir (98). Zaki ve ark. da HL’da TIM’in
prognostik 6nemini ayni anda anti CD68 ve anti CD163 monoklonal antikorlar ile
boyama yaparak incelemis; CD68+/CD163+ hiicre sayismin TSK iizerinde
olumsuz prognostik bir faktor olarak bulurken, sadece CD68+ olan hiicre sayisi ile
benzer bir iliski saptayamamustir (78). Sanchez-Espiridion ve ark. 2 farkli cografik
bolgeden hasta grubu olusturup, anti CD68 ve anti CD163 monoklonal antikorlar
ile boyama yaparak TIM’in prognostik etkisini incelemistir. CD68+ hiicre sayis1
ile hastaliga 6zgiil sag kalim arasinda iliski sadece bir hasta grubunda bulunurken
diger grupta boyle bir iliski gosterilememistir (99). Kamper ve ark. ise HL
hastalarmda TIM’i degerlendirmek igin anti CD68 ve anti CD163 monoklonal
antikorlar kullanmus; tek degiskenli analizde CD68 ve CD163 ifadelenmesini kotii
TSK ve olaysiz sag kalim ile iliskili bulurken, ¢ok degiskenli analizde sadece
CD68 ifadelenmesinin TSK iizerinde belirleyici degerini korudugunu gostermistir
(80). Bu ¢aligmalarin aksine, son donemde Azambuja ve ark 265 HL hastasinda
yaptiklar1 calismada, hem CD68+ hem de CD163+ hiicre infiltrasyonunun iSK ya
da hastaliga 6zgii sag kalimla bir iliskisi olmadigin1 gostermistir. Ancak bu
kohortta yer alan hastalarn ABVD’ye yanit oran1 %88 ve hastaliga 6zgiil 5 yillik
sag kalimlart %91 olup, iyi bir prognostik grubu olusturduklari dikkati
cekmektedir (100). Tiimor iligkili makrofajin prognostik 6neminin incelendigi bir

diger lenfoma da follikiiler lenfomadir. Canioni ve ark. anti CD68 monoklonal
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antikorlar kullanarak yaptiklar1 c¢alismada follikiiler lenfomali hastalarda
intrafollikiiler artmis TIM’in olaysiz sag kalimda olumsuz etkisini gdstermis
ancak bu etkinin Rituksimab kullanilan hastalarda kayboldugunu tespit etmistir
(101). Andjelic ve ark. 50 follikiiler lenfomali hastada yaptiklar1 c¢aligmada
CD68+ hiicre sayismin (> 10) bagimsiz bir risk faktorii oldugunu saptamustir
(102). Diftiz biiyiik B hiicreli lenfomada ise Wada ve ark. artmig CD68+/CD163+
hiicre sayisinin bagimsiz kotii bir prognostik faktor oldugunu saptarken (79),
Hasselblom ve ark. CD68+ hiicre sayisi ile TSK ve ISK arasinda bir iliski
bulamamistir (103). Hasselbaum ve ark’nin yaptigi c¢alismada yalniz anti
CD68/KP1 monoklonal antikorlar kullanilmis olup, bu boyama ile diger myeloid
hiicreler de boyanmaktadir. Dolayisiyla bu calismaya dayanarak TIM’in
DBBHL’da prognoz degerlendirmede etkisiz oldugunu sdylemek uygun
olmayacaktir. Calismamizda anti CD68 ve anti CD163 monoklonal antikorlar ile
ayr1 ayr1 boyama yapilmis ve her ikisinin de 6 yillik TSK’da prognostik bir 6neme
sahip oldugu gorilmiistir. Anti CD68 monoklonal antikor olarak, sadece
monosit/makrofaj sistemine baglanan ve myeloid dnciillere baglanmayan PG-M1
kullanilmistir. Dolayisiyla CD68 pozitifligi monosit/makrofaj sistemine 6zgiil bir
boyama olmustur. Ancak maksimum CD68+ hiice sayisinin 8 ve ortanca sayinin 1
oldugu g6z 6niinde bulundurulur ise, MM’da CD68 ifadelenmesinin azaldig: ya
da dekalsifye edilerek uzun siire beklemis kemik iligi parafin 6rneklerde anti

CD68 monoklonal antikorlar ile boyamanin etkin olmadig: iddia edilebilir.
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CD163+ hiicre sayisinin, pankreas kanserinde (94) ve akciger adeno
kanserinde (87) lenfatik invazyon; follikiiler lenfomada yeni damar olusumu
(104); meme kanseri (84,85) ve mesane kanserinde (92) ise MVD ile ilgilesim
gosterdigi  saptanmustir. Meme  kanserinde, kanser hiicrelerinde CD163
ifadelenmesi incelendiginde; kanser hiicrelerinde artmig CD163 ifadelenmesinin
uzak metastaz olusumunda ve TSK {izerinde olumsuz etkisi oldugu gosterilmistir
(105). Benzer sekilde rektum kanserinde da kanser hiicrelerinde artmig CD163
ifadelenmesinin yerel hastalik yinelemesi riskini arttirdigi ve bu hastalarda
TSK’nin azaldig1 saptanmistir Aymi ¢alismada CD163 ifadelenmesi ile apoptoz
arasinda ters bir iliski oldugu saptanmis buna bagli olarak CD163 pozitif
hiicrelerin radyoterapiye daha direngli olabilecegi distiniilmiistiir (106). Bizim
calismamizda TIM ve anjiogenez arasindaki iliski incelenmedi ancak MM’da
anjiogenezin Onemi goz Onilinde bulunduruldugunda, CDI163+ ve CD68+

hiicrelerin anjiogenez araciligi ile tiimor olusumunu destekledigi iddia edilebilir.

Steidl ve ark. HL hastalarinda TIM infiltrasyonu ile primer ve sekonder
tedavi yanitlarinin iliskili oldugunu gostermistir (95). Ancak bizim ¢alismamizda
indiiksiyon tedavisine yanit ile CD163+ ya da CD68+ pozitif hiicre sayisi arasinda

bir iliski bulunamadi.

Timor ilisikili makrofaj ve hastalik evresi ile ilgli celiskili veriler
mevcuttur. Hodkgin lenfoma (97,78) ve kolon (93) kanserinde artmus TIM sayist
yiiksek evreli hastalarda bulunurken, prostat kanserinde ise diisiik evrelerde artmis
TIM’in oldugu gésterilmistir (89). Bizim ¢aligmamizda prognostik dneme sahip
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olan ISS evresi ile CD163+ ve CD68+ hiicre sayist arasinda bir iliski
bulunamamigtir. Bu durum, ISS’nin HL ve kolon kanseri evrelemesi gibi

patolojik bir evreleme olmayip, klinik bir evreleme olmasi ile agiklanabilir.

Calismamizda anti CD68 ve anti CD163 monoklonal antikorlar ile ayr1
ayr1 boyama yapilarak MM kemik iligi biyopsi drneklerinde TIM infiltrasyonu
incelenmistir. Hem CD68+ hem de CD163+ hiicre sayisinin 6 yillik sag kalimda
prognostik 6nemi oldugu gosterilmistir. CD68+ hiicre sayisinin CD163+ hiicre
sayisindan daha diisiik olmas1 ve tiim kohortta ortanca CD68+ hiicre sayisinin 1
olmasi, CD68 ile ilgili sonuglarin tekrar irdelenmesini, baska ¢aligmalar
yapilmasmi gerektirmektedir. CD163+ hiicre sayismin etkisi ise goz ardi
edilemeyecek diizeydedir. Dolayisiyla kolay bakilabilir olmas1 da g6z onilinde
bulundurulur ise CD163 ifadelenmesi yeni tan1t MM hastalarinda prognostik bir

belirteg olarak kullanilabilir.

65



6. SONUCLAR

Bu c¢alismanin sonuglari asagida 6zetlenmistir.

1.

3.

4.

Hastalarin CD68+ hiicre sayisi ortanca 1 (min-maks, 0-8) ve CD163+
hiicre sayist ortanca 5 (min-maks, 0-13) olarak bulundu. CD68+ hiicre
sayist ile CD163+ hiicre sayisinin ilgilesim gdsterdigi saptandi (p=0,016).
CD68 ve CD163+ hiicre sayist kemik iligi biyopsi ozellikleri (Barthl,
pattern, kemik iligi biyopsi plazma hiicre orani, kemik iligi fibroz
derecesi), ISS evresi, yas, cinsiyet ile ilgilesim gostermiyordu.

Ortanca sag kalim CD68+ hiicre sayis1t >1 olan hastalarda 10 (min-maks,
1-75) ay, <1 olan hastalarda 38,5 (min-maks, 1,5-108) olarak bulundu
(p<0,001). 6 yillik toplam sag kalim olasilig1 CD68+ hiicre sayis1 >1 olan
hastalarda %45 iken CD68+ hiicre sayis1 <1 olan hastalarda %357 olarak
bulundu (p=0,009) (sekil). Cok degiskenli analizde CD68+ hiicre
sayisinin, yas, cinsiyet, ISS evre, indiiksiyon tedavisi, indiiksiyon
tedavisine yanittan bagimsiz olarak 6 yillik sag kalim iizerinde etkili
oldugu saptandi.

Ortanca sag kalim CD163+ hiicre sayisi >7 olan hastalarda 9,5 (min-maks,
1-75 ) ay, <7 olan hastalarda 33 (min-maks, 1,5-108) olarak bulundu
(p=0,006). 6 yillik toplam sag kalim olasilig1 CD163+ hiicre sayis1 >7 olan
hastalarda %22 iken CD163+ hiicre sayist <7 olan hastalarda %57 olarak
bulundu (p=0,011). Cok degiskenli analizde CD163+ hiicre sayisinin, yas,
cinsiyet, ISS evrelemesi, indiiksiyon tedavisi ve/veya indiiksiyon
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tedavisine yanittan bagimsiz olarak 6 yillik sag kalim tizerindeki etkili

oldugu bulundu (p= 0.037).
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8. OZET

Kemik iliginde yer alan stromal hiicreler, myelom hiicresinin biiyiimesi,
yasamasi, migrasyonu ve ila¢ direnci gelistirmesinde de 6nemli bir role sahiptir..
Tiimér iliskili makrofajlarm (TIM); tiimér hiicrelerinin yasamasi, gogalmasi, yeni
damar olusumu ve yayilmasindaki 6nemli rolii vardwr. Bu cercevede MM
patogenez ve prognozunda TIM infiltrasyonu &nemli rol oynayabilir. Bu
calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari, Hematoloji Bilim
Dalr’nda tan1 almis toplam 68 MM hastas1 alindi. Hastalarin ortanca yasi 60 (min-
maks, 40-84) olup, 36°’si erkek, 32’si kadm idi. Makrofaj infiltrasyonunu
saptamak icin tam1 am kemik iligi biyopsilerinde anti CD68 ve CD163
monoklonal antikorlar ile immunhistokimyasal boyama yapilarak degerlendirme
yapildi. Hastalarm CD68+ hiicre sayist ortanca 1 (min-maks, 0-8) ve CD163+
hiicre sayis1 ortanca 5 (min-maks, 0-13) olarak saptandi. CD163+ hiicre sayisi > 7
olan hasta sayis1 17 (%25), < 7 olan hasta sayis1 51 (%75) olarak bulundu.
Ortanca sag kalim CD163+ hiicre sayis1 > 7 olan hastalarda 9,5 (min-maks, 1-75)
ay, < 7 olan hastalarda 33 (min-maks, 1,5-108) olarak bulundu (p=0,005). Alt1
yillik toplam sag kalim olasiligi CD163+ hiicre sayis1 > 7 olan hastalarda %22
iken CD163+ hiicre sayis1 < 7 olan hastalarda %57 olarak bulundu (p=0,011). Tek
ve ¢ok degiskenli analizde CD163+ hiicre sayisinin 6 yillik sag kalim {izerinde
anlamli olarak etkili oldugu saptandi (p=0,015 v.s. 0,039). Kolay uygulanabilir bir
yontem olmast da goz Oniinde bulundurulur ise immunohistokimyasal olarak
CD163 ifadelenmesinin saptanmasi yeni tant MM hastalarinda prognostik bir

belirteg olarak kullanilabilir.
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9. INGILIZCE OZET (The Impact of Tumor Associated Macrophages on

Multiple Myeloma Prognosis)

Bone marrow stromal cells support the growth, survival, migration and
drug resistance of myeloma cells. Tumor associated macrophages (TAM) are also
known to support the survival and proliferation of tumor cells, and neo-
angiogenesis in the tumor tissuesin this respect, we investigated whether TAM
might have a role in pathogenesis and prognosis of MM. Sixty-eight patients who
were diagnosed with MM at Gazi University Faculty of Medicine, Department of
Hematology from January 2000 through January 2011 were included in this study.
Median age of the patients was 60 (range, 40-84) years with 36 males and 32
females. Immunohistochemical staining using anti CD63 and anti CD163
monoclonal anticors were performed on parffin embedded tissue blocks were
analysed retrospectively for the assessment of TAM. Median CD68+ cell number
was found to be 1 (range, 0-8) and median CD163+ cell number was found to be 5
(range, 0-13). Seventeen (25%) of the patients had > 7 CD163+ cells and 51
(75%) had < 7 CD163+ cells. Median survival of the patients was 9.5 (range, 1-
75) months in patients with > 7 CD163+cells and 33 (range, 1.5-108) months in
patients with <7 CD163+ cells (p=0.005). The probability of overall survival at 6
years was 22% in patients with > 7 CD163+ cells and 57% in patients with < 7
CD163+ cells (p=0,011). In univariate and multivariate analysis, CD163+ cell
number had an impact on 6 year survival (p=0,015 v.s. 0,039). CD163 expression

could be used as a prognostic marker in newly diagnosed patients.
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