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OZET

Multiple miyelom (MM), antikor iireten plazma hiicrelerinin kanserdir. DEK
geni, MM hastalarimin yaklagik %]16’sinda amplifikasyon goézlenen 6p22.3
kromozom bolgesinde bulunmaktadir. Bazi epitelyal kanserlerde kromozomal
amplifikasyonlarla DEK’in ifadesinde artis meydana gelmektedir ancak bu durumun
MM igin gegerli olup olmadig1 bilinmemektedir. ilk olarak laboratuvarimizda MM
hastalarinda DEK geninin kopya sayisi arastirilmis ve hastalarin yaklagik %10’ unda
DEK geninde amplifikasyon tespit edilmesine ragmen, bu hastalarda DEK mRNA
ifadesinde artis goriilmedigi; DEK ifadesinin normal ve kanserli plazma hiicrelerinde
2 ile 30 kat azaldig1 tespit edilmistir. Bu doktora tezi kapsaminda, MM hiicrelerinin
(RPMI-8226 ve U266) biyolojik ozelliklerinin DEK ifadesindeki artis veya
azalmadan nasil etkilendigi, hiicrelerdeki DEK ifadesi lentiviral shRNA’lar ile
susturularak ya da retroviral transdiiksiyonla asir1 DEK ifadesi saglanarak
aragtirilmustir.

DEK ifadesinin kalict olarak susturuldugu RPMI-8226 hiicrelerinde, plazma
hiicresi belirteci olan CD138’in mRNA ifadesinde kontrole oranla 2 katlik artig
oldugu belirlenmistir. Immunositokimyasal boyama ve akim sitometrisi analizleri
CD138 ifadesindeki bu artisin protein seviyesinde de gergeklestigini géstermistir.
DEK’in agir1 ifade edildigi MM hiicrelerinin proliferasyonunda kontrol hiicrelerine
gore belirgin bir fark goriilmemistir, ancak DEK’e 6zgiin shRNA’lardan birinin
RPMI-8226 hiicrelerinin boliinme siirelerinde 15 saatlik uzamaya sebep oldugu
gozlenmistir. Kemoterapotik ilag olan melphalan MM hiicre hatlarinin canliliklarinda
diislise ve hiicre dongiisiinde tutuluma neden olsa da, DEK ifadesindeki kalic1 artis
veya azalisin bu durumu degistirmedigi saptanmistir. Bu tez kapsaminda ilk defa
DEK ifadesinin MM hiicre hatlariin biyolojsi tizerindeki etkileri arastirilmis ve elde
edilen sonuglar DEK’in 6zellikle plazma hiicresi farklilasmasindaki olasi rollerinin
arastirillmasini saglayacak projeler iiretilmesi i¢in temel olusturmustur. Doktora tez

calismas1 TUBITAK-1001 (KBAG 212T108) projesi ile desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Multiple Miyelom, DEK, CD138, RPMI-8226, U266.



SUMMARY

Multiple myeloma (MM) is a hematological cancer resulting in invasion of
bone marrow by rapidly proliferating plasma cells. DEK is one of the genes locating
on 6p22.3 chromosomal region, which is amplified in approximately 16% of MM
patients. DEK expression is increased in certain hematological and solid cancers and
this increase is associated with malign transformation of epithelial cells. We showed
previously that increase in the copy number of DEK gene, which was observed in
about 10% of the analyzed patients, doesn’t increase the expression level of DEK
mRNA or protein in CD138-positive MM cells, which is opposite to carcinomas. In
this PhD thesis, DEK expression was stably knocked down by two different lentiviral
shRNAs (shDEK-B, shDEK-C) and overexpressed by retroviral vectors (MSCV-
DEK-IRES-GFP) in order to invesitgate the effects of modified DEK expression on
biology of MM cell lines.

While any difference in proliferation capacity of DEK overexpressing RPMI-
8226 and U266 cells was not detected, there was a 15-hour prolongation in doubling
time of RPMI-8226-shDEK-C cells. Melphalan sensitivity of the DEK
overexpressing or DEK-knockdown cells was not changed profoundly. Interestingly,
RT-gPCR analysis revealed 2-fold increase in expression level of plasma cell marker
CD138 in DEK-knockdown RPMI-8226 cells compred to control cells.
Immunocytochemistry and FACS analysis confirmed a moderate increase in
expression of CD138. Effects of DEK expression on MM cell biology was evaluated
first time in this doctorate thesis and our results provide a basis for future projects
that aim to investigate potential roles of DEK in plasma cell development. This thesis
study was supported by TUBITAK grant KBAG 212T108.

Keywords: Multiple Myeloma, DEK, CD138, RPMI-8226, U266.
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1. GIRIS

Multiple Miyelom (MM), habis plazma hiicrelerinin anormal olarak ¢ogalmasi
ve kemik iligini istilas1 ile sonuglanan, genetik olarak olduk¢a karmasik bir tiimdrdiir
[Kuehl and Bergsagel, 2002]. Amerika’da tiim kanser Oliimlerinin %2 ’sini,
hematolojik  kanserlerden = kaynaklanan  Oliimlerinse  yaklasik ~ %20’sini
olusturmaktadir [Agarwal and Ghobrial, 2013]. Kromozomal delesyonlar, nokta
mutasyonlari, translokasyonlar ve 6p22.3, 1q gibi baz1 kromozom bdlgelerinde
meydana gelen kopya sayisi artiglart MM hastalarinda siklikla rastlanan genetik
degisiklikler arasinda yer almaktadir [Chapman et al., 2011].

MM hastalarinin %16,6’sinda kopya sayisinda artis oldugu tespit edilen 6p22.3
bolgesinde yer alan yaklasik 600 genden biri, tiirler arasinda korunmus olan DEK
genidir ve 375 amino asitlik (yaklasik 45 kDa) niiklear bir protein kodlamaktadir
[Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010]. DEK’in farkli hiicre tiplerinde farkli
fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir. Kromozom topolojisi ve yapisinin
modifikasyonu, mRNA kirpilmasi, transkripsiyonun pozitif veya negatif
regiilasyonu, DNA hasar tamiri, replikasyon kontolii ve miyeloid hiicre farklilagmas1
DEK’in bilinen 6nemli iglevlerindendir [Alexiadis et al., 2000], [Kavanaugh et al.,
2011]. Bununla birlikte DEK geni kopya sayisinda ve/veya ifadesinde AML, CLL,
retinablastom, hepatoseliilerkarsinom gibi bazi kanserlerde artis oldugu ve melanom,
meme kanseri gibi bazi kanserlerde DEK’in onkogen fonksiyonu goérerek habis
transformasyona neden oldugu bildirilmistir [Khodadoust et al., 2009], [Privette
Vinnedge et al., 2015], [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010].

Yukarida bahsedildigi iizere, MM vakalarinin yaklasik %16’sinda 6p22.3
kromozom bdlgesinde tespit edilen kopya sayisindaki artisin DEK geninin kopya
sayisint ve ekspresyonunu nasil etkiledigine ve DEK-MM iligkisine dair literatiir
bilgisi bulunmamaktadir. DEK’in 6nemli biyolojik siire¢lerdeki ve hematopoetik
sistemdeki islevlerine ek olarak ALL, CLL gibi hematopoetik kanserlerin yani sira
bazi solid tiimodrlerde onkogenik 6zelliklere sahip olmasi verilerine dayanarak, DEK
geninin ifadesinde olusacak degisikliklerin MM hiicrelerinin biyolojisi (¢ogalma,
canlilik vb.) tlizerinde etkili olabilecegi diistiniilmiistiir. Bu hipotezi test etmek
amaciyla laboratuvarimizda yiiriitiilen yiiksek lisans tez galismalar1 kapsaminda ilk

olarak MM hastalarinda DEK geninin ekspresyon seviyesi analiz edildi ve gerek



normal gerekse kanserli plazma hiicrelerinde (MM hiicrelerinde) DEK ifadesinin
(mRNA ve protein) kontrol kemik iligi hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli
seviyede azaldig1 tespit edildi [Cakar, 2014], [Ozdilek, 2013]. Bu ¢alismalarin
devami olarak, tamamlanan bu doktora tezi kapsaminda, DEK ekspresyonundaki
artis ya da azalmanin MM hiicre hatlarinin (RPMI-8226 ve U266) ¢ogalma, canlilik
ve kemoterapiye cevaba olan etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.,

Bu amagla, MM hiicre hatlarinda endojen DEK ekspresyonu lentiviral sh-RNA
aracilifiyla susturuldu veya retroviral vektorler kullanilarak DEK’in asir1 ifadesi
saglanmigtir. DEK ekspresyonu modifiye edilmis olan bu hiicre hatlarinin ¢ogalmasi,
canliligi, melphalan hassasiyeti ve plazma hiicresi yiizey belirteci olan CD138
ifadesinde meydana gelen degisimler test edilmistir. Elde edilen veriler literatiirde
konuyla ilgili boslugu doldurarak DEK ekspresyonunun MM hiicre hatlarinin temel
biyolojik 6zellikleri lizerindeki etkilerini ortaya koymustur. Tamamlanan doktora tez
calismast TUBITAK KBAG 212T108 ve GTU BAP 2015-A-14 nolu projeler ile
desteklenmistir. Tez kapsaminda elde edilen veriler 30 Mayis 2017 tarihinde PLOS
ONE dergisinde yaymlanan “DEK Protein Level is a Biomarker of CD138Positive
Normal and Malignant Plasma Cells” baslikli makale ile literatlire kazandirilmistir

[Caliskaner et al., 2017].



2. HEMATOPOETIK SISTEM VE HEMATOPOEZ

Kan, plazma ve sekilli elemanlardan (kan hiicreleri) olusmus kendini yenileme
kapasitesi oldukga yiiksek bir dokudur. Su, proteinler ve kiigiik molekiiller plazmay1
meydana getirirken, kirmizi kan hiicreleri (red blood cells, RBCs), beyaz kan
hiicreleri (white blood cells, WBCs) ve trombositler (platelet) kanin sekilli
elemanlarin1 olusturmaktadir. Kan sisteminin (hematopoetik sistem) devamliligi ve
yenilenmesi i¢in saglikli bir insan viicudunda giinde yaklagik 102 kan hiicresi
tiretilmektedir [Doulatov et al., 2012], [Smith, 2003]. “Hematopoez” olarak
adlandirilan bu biyolojik siire¢, kemik iliginde bulunan multipotent 6zellikteki
hematopoetik kok hiicrelerin (HKH, HSC) hiyerarsik olarak farklilasmasi sonucu
Ozellesmis islevlere sahip farkli kan hiicrelerinin tretilmesi ile sonu¢lanmaktadir
[Warr et al., 2011]. Hematopoetik kdok hiicrelerden meydana gelen multipotent dnciil
hiicreler (multipotent progenitor cells, MPP), boéliinerek daha az farklilasma
kapasitesine sahip genel miyeloid onciil hiicreler (CMPs) ve genel lenfoid onciil
hiicreler (CLPs) olmak iizere iki temel oligopotent onciil hiicre serisini
olusturmaktadir. Meydana gelen bu oligopotent Onciil hiicreler ise farklilasma
siireglerine devam ederek kan dokusunda yer alan her bir hiicreye nihai olarak
farklilasacak daha 6zellesmis hiicreleri (lineage-commited effector cells) meydana
getirirler. Miyeloid hiicre serisinden koken alan megakaryosit/eritrosit onciillerinden
(MEPs) eritrositler ve megakaryositler (platelet 6nciil hiicresi); graniilosit/makrofaj
onciillerinden (GMPs) makrofajlar ve graniilositler meydana gelirken; T lenfositleri,
B lenfositleri, dentritik hiicre ve dogal katil hiicreleri (Natural Killer, NK) ise lenfoid
onciil hiicre serisinden (CLPs) koken almaktadir [Seita and Weissman, 2010].
Hematopoezin hiyerarsik yapis1 Sekil 1.1°de ayrintili olarak gosterilmistir [Ratliff et
al., 2014].



Sekil 2.1: Hematopoezin hiyerarsik yapisinin sematik gosterimi.



3. B LENFOSITLERI

Hematopoetik sistemin 6nemli hiicreleri arasinda yer alan B lenfositleri, klonal
olarak farkli antijenik epitoplara 6zgiin ylizey immunoglobulinleri (Ig) ifade eden
bagisiklik sistemi hiicreleridir [LeBien and Tedder, 2008]. B lenfositleri ve bu
hiicrelerden salgilanan antikorlar hiimoral ve adaptif bagisikligin 6nemli elemanlari
arasinda yer almaktadir; dolayisiyla bu hiicrelerin islevleri, gelisimi, secilmesi ve
aktivasyonu sirasinda meydana gelen hasarlarin immiin ve otoimmiin hastaliklar ile
kanser gibi farkli hastaliklara neden oldugu goriilmiistiir [Pieper et al., 2013]. Bu
nedenle gerek dogrudan B lenfositlerinde meydana gelen hastaliklar gerekse dolayl
olarak bagisiklik siteminden etkilenen hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in B hiicre

farklilagmasiyla ilgili slireclerin anlasilmasi 6nem arz etmektedir.
3.1. Kemik Iliginde Erken B Lenfosit Gelisimi

HKH’lerden koken alan B lenfositlerinin gelisim siireci birden fazla
farklilagma basamagi seklinde ilerler ve farkl safthalardaki 6zellesmis B hiicre tipleri,
ylizey belirtecleri, hiicre morfolojisi, gen ifadesi vb. gibi fenotipik ve islevsel
ozellikleri sayesinde ayirt edilirler [Carsetti, 2000], [LeBien and Tedder, 2008]. B
lenfositlerinin gelisim siireci fetal karaciger (fetal donem) ve kemik iligi
(eriskinlerde) gibi primer lenfoid organlarda baglar [Chotinantakul and
Leeanansaksiri, 2012]. Bu organlarda yerlesmis olan HKH’lerden kdken alan CLP
hiicreleri boliinerek B220, CD43 gibi yiizey proteinlerini ifade eden atasal B
hiicrelerini meydana getirirler. Bu onciil hiicreler de tasidiklar1 yilizey proteinlerinin
ekspresyon profillerine gore farkli hiicre fraksiyonlar1 (A, B, C ve D) seklinde,
hiyerarsik olarak smiflandirilirlar [Nagasawa, 2006]. Fraksiyon-A hiicreleri tespit
edilebilen ilk B hiicre onciilleridir ve in vitro’da diger fraksiyonlara farklilasabilme
kapasitelerinden dolay1 pre-pro-B hiicreleri olarak adlandirilirlar [Allman et al.,
1999]. B hiicre gelisimi sirasinda goriilen immiinoglobulin gen diizenlenmesi, pre-
pro-B hiicre popiilasyonunda baglar ve bu siire¢ pro-B olarak da adlandirilan mitotik
olarak daha aktif ve biiyiikk B/C hiicre fraksiyonlarinda ve pre-B olarak tanimlanan
nispeten daha kiicik ve dinlenme evresindeki fraksiyon-D hiicrelerinde

kombinasyonel olarak devam eder [Nagasawa, 2006]. Immiinoglobiin genlerindeki



diizenlenmenin tamamlanmasiyla ylizeylerinde olgun IgM tasiyan ve pro-B
hiicrelerinden farklilasan olgunlagsmamis (immature) B hiicreleri primer lenfoid
organlardan periferik kan dolasimina gegerler. Kan dolasiminda antijenle
karsilagilmasi durumunda, olgunlagsmamis B lenfositleri lenf diigiimii gibi sekonder
lenfoid dokularda bir takim genetik degisimler sonucu gelisimini tamamlayarak
olgun B lenfositleri ve son olarak antikor salgilayan plazma hiicrelerine farklilagirlar
[Oracki et al., 2010]. HKH’den plazma hiicresi farklilagsmasi siirecinde B
lenfositlerinin gectigi hiicresel asamalar Sekil 3.1°de sematize edilmistir [Nagasawa,
2006].
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Sekil 3.1: B hiicre gelisim sathalarinin sematik gdsterimi.
3.1.1. immiinoglobulin Gen Diizenlenmesi

B lenfosit gelisimi sirasinda hiicre yiizeyinde ifade edilen immiinoglobulinler
(1g), B hiicre reseptorii (BCR) olarak gorev yaparak bakteri, parazit, polipeptid gibi
oldukga farkli antijenik yapilarin taninmasinda rol oynarlar. Dogada bulunan farkli
antijenlere 6zgiin BCR (antikor) ¢esitliligi ise Ig kodlayan gen kiimelerinde meydana
gelen yeniden diizenlenmeler (rearrangement) ile saglanmaktadir [Zhang et al.,
2004]. Insanlarda BCR, temelde agir (H) ve hafif (L) olmak iizere iki farkl
polipeptid zincirinden ve her bir zincirde bulunan sabit (conctant, C) ve degisken

(variable, V) bolgelerden meydana gelmistir [Treanor, 2012], [Wang and Clarke,



2007]. Bu zincirlerin ve bolgelerin sentezi ve gesitliligi, ti¢ farkli lokusta yerlesmis
olan degisken (variable, V), ¢esitlilik (diversity, D) ve birlesme (joining, J) gen
segmentlerinin somatik rekombinasyon mekanizmasi ile farkli kombinasyonlarda bir
araya getirilmeleri ile saglanir [Vettermann and Schlissel, 2010].

Genetik diizenleme ilk olarak pre-pro-B hiicrelerinde lg Du—=>Ju gen
segmentlerindeki rekombinasyon ile baslar ve pro-B hiicrelerinde V segmentinin
yeni diizenlenmis olan DnJu fiizyon segmentine katilmasiyla (VH—=>DnlH) 1g agir
zincirini kodlayan genlerdeki kombinasyonel diizenlenme tamamlanmis olur. Agir
zincir sentezi tamamlanan ve Onciil B hiicre reseptorii (pre-BCR) olarak adlandirilan
Ig molekiiliiniin pre-B hiicre yiizeyinde sunulmasiyla fonksiyonel bir sinyal iletim
mekanizmasi islemeye baslar [Jung et al., 2006]. Hiicre ylizeyine gelen sinyallerin
algilanmasi sayesinde erken sathadaki bu hiicreler mitotik olarak aktif hale gelerek
proliferatif kapasiteleri artar. Pre-B  hiicre sathasinin ge¢ donemlerinde
proliferasyonun durmasiyla rekombinasyon mekanizmasi tekrar akitf hale gelerek Ig
hafif zincirini kodlayan segmentlerdeki genetik diizenlenme (ViJL) tamamlanir
[Zhang et al., 2004]. Hafif zincirin pre-BCR yapisina katilmasiyla olusan olgun IgM
molekiiliiniin olgunlasmamig B hiicre yiizeyinde ifade edilmesiyle, Sekil 3.2°de

gosterilen gelisim siireci tamamlanmis olur [Murphy et al., 2008].
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Sekil 3.2: B hiicre gelisimine paralel olarak immiinoglobiilin genlerinde meydana
gelen genetik diizenlemeler.

3.1.2. Oto-Reaktif B Lenfositlerinin Elenmesi

B lenfositlerinin  gelisimi  sirasinda  immiinoglobulin  kodlayan gen

segmentlerinin farkli kombinasyonlarla bir araya gelmesiyle farkli antijenleri



tantyabilecek antikor repertuart olusturulmus olur. Fakat bu siirecte organizmanin
kendi hiicreleri veya makromolekiillerine antijenik afinitesi (self/oto-reaktif) olan
antikorlar da tretilebilmektedir [Chan et al., 2012], [Goodnow et al., 2005]. Bu
sekilde antikor tasiyan self reaktif B hiicrelerinin organizmada neden olabilecegi
zararlar ve otoimmiin hastaliklarin engellenmesi amaciyla olgunlasmamis B
lenfositlerinin, kemik iliginden kan dolasimina ge¢cmeden once oto-reaktiviteleri
kontrol edilir [Pillai et al., 2011]. Viicudun kendi antijenlerine 6zgiin BCR tasiyan B
lenfositleri, oto-reaktif antikor iiretilmesinin engellenmesi amaciyla ii¢ farkli siirece
tabi tutularak olasi zararlar engellenmis olur [Cambier et al., 2007], [Luning Prak et
al., 2011]:

Reseptor diizenlenmesi (editing): Ig gen segmentleri arasinda meydana gelen
ikinci bir somatik rekombinasyon ile oto-reaktif BCR ortadan kaldirilmaktadir.

Anerji: Viicudun kendi antijenlerine diisiik afinite gosteren B hiicreleri antijene
duyarsiz hale getirilerek aktivasyonu engellenmektedir.

Klonal Delesyon: Giiglii oto-reaktif B hiicreleri, oto-antikorlar iliretilmemesi

amaciyla apoptoz ile ortadan kaldirilmaktadir.

3.1.3. B Lenfositlerinin Aktivasyonu

Farklilasma siirecini takiben kemik iliginden kan dolagimina gegerek ikincil
lenfoid dokulara (dalak, lenf diigiimleri, mukozal dokular vb.) gb¢ eden [Chung et
al., 2003] ve yiizeyinde olgun IgM tasiyan (self-reaktif olmayan) B lenfositleri,
morfolojilerine ve immiinfenotiplerine gore {i¢ gegici (transitional) hiicresel asamada
simiflandirilirlar [Palanichamy et al., 2009]. T1 B hiicresi olarak tanimlanan gog
ederek dalaga yerlesen hiicreler sonrasinda T2 B hiicre evresine gegerler. T2 B
hiicreleri ise naif B hiicrelerinden 6nce bir ge¢is formu olan T3 B hiicrelerine
[Bemark, 2015] ve sonrasinda yiizeylerindeki BCR ve diger reseptorler araciligiyla
alman farkli sinyallere bagli olarak folikiiler (FO) veya marjinal zon (MZ) B
hiicrelerine farklilagirlar [Pillai and Cariappa, 2009]. Heniiz antijen ile karsilasmamis
bu hiicreler naif (naive) veya olgun (mature) B hiicresi olarak tanimlanir [Allman and
Pillai, 2008]. Olgunlasmamis B hiicresi ile naif B hiicre evreleri arasindaki geg¢ici B

hiicre popiilasyonlar1 Sekil 3.3°te gosterilmistir [Web 1, 2018].
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Sekil 3.3: Gegici B hiicrelerinin MZ ve FO B hiicrelerine farklilagsmasi.

Naif B lenfositlerinin ikincil lenfoid dokularda antijen ile karsilagsmasi, bu
hiicrelerin aktive olarak plazma hiicresine farklilasma siirecini tetiklemis olur
[Harwood and Batista, 2010]. B hiicre aktivasyonu ve hiimoral yanitin baslatilmasi T
hiicre-bagimli (TD) ve T-hiicre bagimsiz (T1) olmak tizere iki farkli mekanizma ile
gerceklesir [Betts et al., 2013] ve bu siirecler immiin yanit olusturan naif B hiicre
popiilasyonu ve siiresi, iiretilen antikorun izotipi ve antijen afinitesi ile bagisiklik
hafizasimin uzunlugu gibi temel farklar ile sonuglanir [Naradikian et al., 2014].

Bazi antijenler yalnizca organizmada T lenfositlerinin varligina bagh olarak (T
cell-dependent), birkag giin i¢erisinde immiin yanit olusmasini tetikleyebilir [Murphy
et al., 2008]. TD antijen olarak adlandirilan bu molekiiller hiicre yilizeyinde bulunan
BCR tarafindan taninmasinin ardindan reseptor-aracili endositoz ile hiicre igerisine
almarak yikima ugratilir. Degredasyonu takiben olusan peptid parcalari olgun B
hiicre membraninda bulunan MHCII (Major Histocompatibility Complex I1)
molekiilleri vasitasiyla yardimci T lenfositlerine (Tw) sunulurlar [Blum et al., 2013].
MHC ll-antijen kompleksinin TH hiicre yiizeyinde bulunan T hiicre reseptorii (TCR)
tarafindan taninmasi, bir yiizey proteini olan CD40L’nin ekspresyonunun yani sira
interlokin-4 (IL-4) ve interlokin-21 (IL-21) gibi sitokinlerin Tw hiicrelerinden
salgilanmasini uyarir. Yardimei uyarict (co-stimulatory) faktér olan CD40L’nin B
hiicre ylizey reseptorii olan CD40’a; salgilanan sitokinlerin de 6zgiin reseptorlerine
baglanmasi, hiicre proliferasyonu, Ig izotip degisimi (class switching) ve somatik
hipermutasyonu (SHM) tetikleyerek B lenfositlerinin aktivasyonu ve uzun omiirlii

(long-lived) plazma hiicrelerine veya hafiza (memory) B hiicrelerine farklilagmas ile
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sonuglanir [Crotty, 2015], [McHeyzer-Williams and Ahmed, 1999]. TD-B hiicre
aktivasyon asamalar1 Sekil 3.4’te gosterilmistir [Parker et al., 2016].
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Sekil 3.4: B lenfositlerinin TH hiicreleri araciligiyla aktivasyonu.

Organizma dis1 polisakkaritler, metillenmemis CpG DNA gibi T hiicre-
bagimsiz (TI) antijenler ise T lenfosit varligmma ihtiyag duymadan dogrudan B
lenfositlerini aktive edebilirler [Nutt et al., 2015]. Meydana gelen hiimoral yanit, TD
aktivasyonun aksine oldukg¢a hizli gelisir ve fliretilen antikorlarin antijen afinitesi
daha diisiik olmasinin yan1 sira, daha kisa siirelidir [Naradikian et al., 2014]. Patojen-
baglantili molekiiler bilesenlerin (pathogen-associated molecular patterns, PAMPS)
dogrudan B hiicre yiizeyinde bulunan Toll-like reseptorler (TLR) [Pone et al., 2012]
veya BCR’ler tarafindan taninmasi B lenfosit aktivasyonunu baslatir [Mogensen,
2009], [Pone et al., 2012]. TI aktivasyonu sekonder lenfoid dokularda
gerceklesmesine ragmen stire¢ lenfoid folikiilii disinda (extrafollicular) tamamlanir.
Hiicre proliferasyonu, Ig izotip degisimi ve SHM’nun ardindan naif B hiicreleri,

genellikle kisa omiirlii (short-lived) plasmablastlara farklilasirlar [MacLennan et al.,
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2003], [Pone et al., 2012]. Sekil 3.5’te TI B hiicre aktivasyonu gorsel olarak
Ozetlenmistir [Parker et al., 2016].
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Sekil 3.5: B lenfositlerinin T hiicrelerinden bagimsiz aktivasyonu.
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4. PLAZMA HUCRESI

Kemik iliginden koken alarak sekonder lenfoid dokularda devam eden B hiicre
gelisim siireci, immiinolojik agidan fonksiyonel olan plazma hiicrelerinin terminal
farklilagsmasi ile sona erer. Sonug olarak, tiretilen olgun plazma hiicreleri, farklilagsma
slireci sirasinda karsilagilan antijene 6zgiin antikor iireten ve salgilayan bir beyaz kan

hiicresi olarak immiin sistemdeki yerini almis olur [Nutt et al., 2015].
4.1. Plazma Hiicresinin Gelisimi

Karsilagilan yabanci antijenle aktivasyonun (TD) ardindan baz1 6zel kemokin
reseptorlerinin artan ifadesinden dolay1 naif B hiicreleri sekonder lenfoid organlarin
folikiiler yapilar1 igerisindeki T hiicrelerce zengin (T-hiicre zonu) boélgelere goc
ederler [Allen et al., 2007]. Bu bolgede T lenfositleri ve dentrit hiicresi gibi antijen
sunan hiicreler (APC) ile baglant1 kuran B lenfositleri, ylizey reseptorlerinin karsilikli
olarak etkilegsmesi ve salgilanan sitokinlerin indiiklemesi sonucu fizyolojik olarak
tamamen aktive olurlar [Klein and Dalla-Favera, 2008]. Gelisimin bu asamasinda,
IgM*/1gD* B hiicrelerinin birkag giin siiren yogun proliferasyonu sonucunda folikiil
icerisinde germinal merkez (germinal center, GC) ad1 verilen histolojik yapilar ayirt
edilmeye baslar [Zhang et al., 2016]. Germinal merkez dokusal ve hiicresel bazda
incelendiginde, sentroblast ad1 verilen proliferatif kapasitesi yiiksek B lenfositlerinin
klonal ¢ogalmasiyla olusan karanlik (dark) zon ile T hiicreleri, folikiiler dentrit
hiicresi (FDC) ve makrofajlarla etkilesim halinde bulunan sentrosit olarak
adlandirilan daha kiigilk ve proliferatif aktivitesi durmus B lenfositlerinin
olusturdugu aydinlik (light) zon adi verilen iki bdlgeden olustugu goriilmiistiir
[Oracki et al., 2010]. Karanlik bolgedeki sentroblastlarin yogun bir sekilde
boliinmesi ve klonal ¢ogalmasiyla antikor salgilayacak hiicre sayisinin ve somatik
hipermutasyon (SHM) ile antikor ¢esitliligi ve antijen afinitesinin artirilmasi saglanir
[Li et al., 2004]. SHM, ilgili gen segmentlerinde bulunan sicak mutasyon
noktalarinda tek niikleotid degisimi, kisa delesyonlar veya duplikasyonlar seklinde
gercekleserek immiinoglobiilin degisken bolgesinin (IgV) yeniden diizenlenmesine
imkan saglar [Papavasiliou and Schatz, 2002]. Sentrositlere farklilagan hiicreler

germinal merkezin aydinlik bolgesine dogru ilerler [Klein and Dalla-Favera, 2008].
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Koken aldiklar1 sentroblastlara ve post-GC hiicrelere (hafiza B hiicreleri ve
plazma hiicreleri) farklilagma kapasitelerinden dolayr aydinlik bolgeye yerlesen
sentrositler olduk¢a heterojen bir popiilasyon olustururlar [Klein and Dalla-Favera,
2008]. Aydinlik bolgede gergeklesen gelisim basamaginin ilki SHM mekanizmasi ile
yeni sentezlenen antikorlardan yiiksek afiniteli olanlarin se¢ilmesi ve oto-reaktif
olanlarin elenmesidir [Mesin et al., 2016]. Afinitesi diisiik veya self-reaktif antikor
tasiyan sentrositler apoptoz ile ortadan kaldirilirken, afinitesi test edilmis diger
sentrositlerde izotip degisim rekombinasyonu (class switch recombination, CSR)
gerceklesir [Stavnezer and Schrader, 2014]. Sentrositlerin, yardimci immiin
hiicrelerle etkilesimi sonucu Ig agir zincirini kodlayan genlerde gerceklesen CSR,
serbest uglarin homolog olmayan sekilde birlestirilmesiyle (non-homologuous end
joining, NHEJ) antikor izotipini (sinifi) belirleyen sabit bdlgenin degistirilmesini
saglar [Stavnezer et al., 2008]. Bu sayede, baslangigta naif B lenfositlerinde taginan
IgM/IgD izotipinin, etki mekanizmasi birbirinden farkli olan IgA, IgE, 1gG gibi diger
siiflara doniisiimiine imkan saglanmis olur [Hoffman et al., 2016], [Shapiro-Shelef
and Calame, 2005]. Gelisimin son asamasinda izotip degisimi gerceklesen hiicreler,
cevresel sinyallerin ve transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle plazmablastlara ve
sonrasinda antikor salgilayan olgun plazma hiicrelerine veya hazifa B hiicrelerine
terminal olarak farklilagirlar [Fairfax et al., 2008]. Germinal merkezde gergeklesen
farklilasma basamaklar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir [Klein and Dalla-Favera, 2008].

Site of somatic hypermutation - _Site of class-switch recombination

O\ /
O*@@‘*f” '(m A‘“ —

~ D.uk zone

-~ r’h
| Light zone

Germinal centre

Sekil 4.1: Plazma hiicrelerinin germinal merkezdeki gelisim evreleri.
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4.1.1. Plazma Hiicre Gelisiminin Transkripsiyonel Kontrolii

Hematopoetik kok hiicreden plazma hiicresi farklilagmasi siireci tlimiiyle
karmasik bir transkripsiyonel agin kontrolii altindadir. Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te
gosterildigi lizere birbirleri ile etkilesim icinde olan bu transkripsiyon faktorlerinin
bazilar1 erken B hiicre karakterinin ortaya c¢ikisinda rol oynarken, bazilari ise
gelisimin son asamalarinda aktive olarak plazma hiicresinin terminal farklilasma

stirecinde etkin rol alir [Nutt et al., 2011].

Activated B cell

Naive B cell Plasmablast Plasma Cell
early late

Pax5
Bach2
PU.1
Bclé

Obf1
Irf8

Irf4
Xbp1
Blimp1

low Intermediate  high
B

Sekil 4.2: B lenfositleri ve plazma hiicrelerindeki transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyon seviyelerinin gosterilmesi.

Transkripsiyonel aktivatdr veya represdr olarak gorev yapan Paired Box
Protein 5 (PAXS5), B hiicre gelisiminin anahtar diizenleyicisi olarak rol oynar [Nutt et
al., 2011]. Hematopoez sirasinda CLP hiicrelerinin erken B hiicre karakterine
yonelmesini saglayan PAXS, gelisim siiresince B hiicre karakterinin ortaya ¢ikisinda,
korunmasinda ve plazma hiicre farklilasmasini engellemekle gorevlidir [Cobaleda et
al., 2007]. PAXS5, B hiicre gelisimi boyunca BCR {initelerini kodlayan genlerin (Iga),
CDI19, CD21 gibi immiin reseptorlerin ve Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4),
IRF8, BTB and CNC Homologue 2 (BACH?2), Aiolos (IKZF3), SPIB gibi B hiicre
fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesinde rol
alirken, olgun antikorun sentezlenmesi i¢in gerekli IgH, IgL, IgJ segmentlerinin

ekspresyonunu ve X-Box-binding Protein 1 (XBP1), FMS-related Tyrosine Kinase 3
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(FLT3), CC-chemokine Receptor 2 (CCR2), CD28 gibi plazma hiicre gelisiminde
etkin olan proteinleri baskiladig1 gosterilmistir [Nutt et al., 2015], [Pridans et al.,
2008]. Bu nedenle B hiicre gelisim evrelerinde yiiksek seviyede ifade edilen
PAXS5’in, plazma hiicresi farklilasmasi igin baskilanmasi gerekmektedir [Nera and
Lassila, 2006].

PAXS5’in pozitif kontrolii altinda olan BACH2, B hiicrelerinde yiiksek seviyede
ifade edilirken, plazma hiicre farklilagsmasi sirasinda baskilanmaktadir. BACH2,
Aicda gen ifadesini diizenleyerek GC olusumu, SHM ve CSR mekanizmalarini
kontrol etmesinin yani sira, onemli plazma hiicresi transkripsiyon faktorlerinden olan
BLIMP-1"1 baskilayarak plazma hiicre farklilasmasini engellemektedir [Kallies and
Nutt, 2010].

B hiicre gelisiminde gerekli diger bir transkripsiyon faktorii olan ve B hiicre
lenfomasinda (BCL) onkogenik 6zelliklere sahip olan B-cell Lymphoma 6 (BCL-6),
transkripsiyonel bir represor olarak gorev yapar [Basso and Dalla-Favera, 2010].
Ozellikle GC B hiicrelerinde ifadesi oldukga yiiksek olan BCL-6, Myc, Bcl-2 gibi
onkogenlerin ifadesini diizenleyerek bu hiicrelerin proliferasyonunu artirmakla
beraber BLIMP-1’i baskilayarak plazma hiicre farklilasmasindan 6nce GC olusumu
ve iglevleri i¢in zaman kazandirilmasini saglamaktadir [Huang and Melnick, 2015].
Bununla birlikte BCL-6, GC B hiicrelerinde p21, p53 gibi hiicre dongiisiinii
diizenleyen proteinlerin ifadesini kontrol ederek DNA hasar yanitin1 baskilar ve
somatik hipermutasyonun gergeklesmesine imkan saglar [Basso and Dalla-Favera,
2012].

Microphthalmia-associated Transcription Factor (MITF), IRF4’ii baskilamasi
sonucu plazma hiicre farklilagmasini inhibe ederek olgun B hiicre karakterinin
korunmasini saglayan transkripsiyon faktoriidiir [Lin et al., 2004]. Buna ek olarak,
Octamer-binding Factor 2 (OCT2), IRF8, MTA3, PU.1, SPIB gibi transkripsiyon
faktorleri de GC ve MZ olusumu, CSR, SHM gibi 6nemli siire¢lerde yer alarak B
hiicre gelisiminde rol oynamaktadir [Nutt et al., 2015].
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Sekil 4.3: Farkli hiicre karakterlerinin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan transkripsiyon
faktorlerinin birbirleri lizerindeki diizenleyici etkileri.

B hiicrelerinin plazma hiicrelerine terminal farklilagsmasi ve antikor
salgilanmasi i¢in gerekli transkripsiyon faktorii olan B-Lymphocyte-Induced
Maturation Protein 1 (BLIMP1)’in ekspresyonu ilk olarak plazmablast hiicrelerinde
goriilmeye baglar, antikor salgilayan uzun Omiirli plazma hiicrelerinde en {ist
seviyeye ulasir [Recaldin and Fear, 2016]. Yapilan genetik analizler BLIMP1’in ii¢
farkli gen ekspresyon programini diizenleyerek plazma hiicre gelisiminde rol

oynadigini ortaya koymustur [Martins and Calame, 2008]:

e BLIMP1, MYC ve E2F1 gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu
dogrudan veya dolayli olarak azaltarak hiicre boliinmesi ve hiicre dongiisiine girisi
baskilar [Martins and Calame, 2008], [Shaffer et al., 2002].

e BLIMPI, olgun plazma hiicrelerinde B hiicre karakterinin olusmasinda rol
oynayan PAX5, BCL-6, SPIB gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini negatif
olarak diizenleyerek B hiicre gelisimi ve proliferasyonunun durmasinin ardindan
hiicrelerin terminal farklilagmaya yonelmesini ve plazma hiicre karakterinin
devamliligin1 saglar [Shaffer et al., 2002], [Shapiro-Shelef and Calame, 2005].

e BLIMP1, endoplazmik retikulum stres cevabinda gorev alan XBP1, ATF4 ve
ATF6 gibi aracilarin aktivitesini diizenleyerek Ig sentezi ve salgilanmasinda rol

oynar [Tellier et al., 2016].

Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4), gelisim siirecinde hem B hiicre hem de
plazma hiicre evrelerinde rol oynayan bir transkripsiyon faktoridiir ve aktivitesi

konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir [Ochiai et al.,, 2013]. IRF4,
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konsantrasyonunun diisiik oldugu B hiicrelerinde PU.1 ile birlikte Pax5 geninin
diizenleyici bolgesine baglanarak bu genin ekspresyonunu kontrol eder ve Aicda,
Bcl-6 gibi genleri aktive ederek GC olusumunu ve CSR’u artirir; plazma
hiicrelerinde  konsantrasyonunun artmasiyla birlikte Bcl-6 geninin ifadesini
baskilayarak BLIMP1’in aktivasyonunu saglamaktadir [Alinikula et al., 2011], [De
Silva et al., 2012].

X-Box-binding Protein 1 (XBP1), plazma hiicrelerinde fonksiyonel
transkripsiyon faktorlerindendir ve asir1 protein sentezine bagli olarak katlanmamais
protein ylikiinden kaynaklanan endoplazmik retikulum (ER) stresinin tetikledigi
“katlanmamis protein cevab1” (Unfolded Protein Response, UPR) yolaklarinda araci
molekiil olarak gorev yapar [Janssens et al., 2014]. XBP1 ifadesi, B hiicre gelisimi
stiresince PAXS tarafindan baskilanir. Terminal farklilasmayla birlikte PAXS5’In
negatif regiilasyonuna bagli olarak XBP1’in plazma hiicrelerindeki aktivitesi artar
[Delogu et al., 2006]. Yapilan ¢aligmalar XBP1’in plazma hiicre farklilagmasinda
dogrudan fonksiyonel olmasa da, artan Ig sentezine bagli olarak meydana gelen UPR
yolaginda gorev alarak antikor sentezi ve salgilanmasi i¢in gerekli oldugunu ortaya
koymustur [Todd et al., 2008]. B hiicre ve plazma hiicre gelisiminde rol oynayan
faktorler ve islevleri bir biitiin olarak Sekil 4.4’te 6zetlenmistir [Shapiro-Shelef and
Calame, 2005].

B cell Plasma cell
e [ B O Bl =
Proteins lgo | |igH MYC
encoded | |Coia||igL Eé—g“m - SPIB B ‘
by target BLNK| | J chain p27 7 ID3
genes AID XBP1 o CIITA
IgH
oL
J chain I
B-cell and germinal-centre functions Proliferation and survival Immunoglobulin secretion
* CSR and SHM: * Call-cycle progression: * uM to uS
AID, STATE, DNA-PKcs, KU70, KUS0D MYC, E2F1 * ER targeting and/or membrane franslocation:
* BCR signalling: * Replication: SRP54, RPN1, SSR1, SSR3, SSR4,
Igae, CD19, BLNK, SYK, BTK PCNA, DNA polymerase TRAM1, SEC61a, SECE1Y
* T-cal-B-call interactions: * Anti-apoptosis: * Protein cieavage, folding and degradation:
MHC class Il, CD86 Al DNAJB9, ERP70, GRPS8, EDEM, SEL1H
* Homing: * Immunoglobulin chaperone complax:
CXCRS ERP72, HSP40, PDI, PPIB, BIP
* Organelle biogenesis
* Cell size

Sekil 4.4: B hiicre ve plazma hiicre gelisiminde rol oynayan faktorler ve islevleri.
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4.2. Plazma Hiicre Gelisiminde ve Sag Kaliminda Rol
Oynayan Faktorler

Plazma hiicre gelisimi, eriskin kemik iligi gibi primer lenfoid dokularda baslar
ve lenf diigiimleri ve dalak gibi sekonder lenfoid dokularda devam eder. Sekonder
lenfoid dokularda farklilagmasi tamamlanan plazma hiicreleri, kan dolagimi
araciligiyla tekrar kemik iligine (BM) go¢ ederek burada yasamaya ve antikor
salgilamaya devam ederler [Nagasawa, 2006]. Kemik iligi mikrogevresi olarak da
tanimlanan ve “nis (niche)” adi verilen 6zel hiicresel bolgelere yerlesen antikor
salgilayan plazma hiicreleri, kemik iligi dokusunun sayica %0,1 ila %]1’ini olusturur
ve cevrelerinde bulunan kemik iligi destek hiicreleri (stroma hiicreleri) tarafindan
salgilanan yasam (survival) sinyalleri sayesinde aylarca canliliklarin1 devam
ettirebilirler [Oracki et al., 2010], [Terstappen et al., 1990]. Gerek plazma hiicresinin
kemik iligindeki gelisim siireci gerekse uzun Omiirlii plazma hiicrelerinin kemik
iligindeki stirekliligi, nigleri olusturan stroma hiicreleri, kemik iligi endotel hiicreleri,
osteoblastlar ve farkli tipte kan hiicreleri ile plazma hiicrelerinin dogrudan etkilesimi
ve salgilanan faktorlerin dogrudan veya dolayli otokrin/parakrin etkileri ile
saglanmaktadir [Nagasawa, 2006], [Tellier and Kallies, 2014]. Plazma hiicre gelisimi
ve sag kaliminda etkili olan cevresel faktorler Sekil 4.5’te sematize edilerek,

bagliklar halinde 6zetlenmistir [Nutt et al., 2015].
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;3)
*BLIMP1 | o -
* 7ZBTB20

(o)

Stromal cell

Sekil 4.5: Plazma hiicre gelisimi ve sag kaliminda rol oynayan ¢evresel faktorler.
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4.2.1. Sitokinler

Sitokinler, sinyal iletiminde rol oynayarak hiicre-hiicre etkilesimi ve iletisimini
(otokrin, parakrin, endokrin) saglayan ve salgilandiklari hiicre tipine gére monokinler
(monositlerden salgilanan), lenfokinler (lenfositlerden salgilanan) ve interlokinler
(I6kositlerden salgilanan) olarak smiflandirilan kiigiik (5-20 kDa) proteinlerdir
[Zhang and An, 2007]. A proliferation-inducing ligand (APRIL), B-cell activating
factor (BAFF), interlokin-21 (IL-21), interlokin-7 (IL-7), interlokin-4 (IL-4),
interlokin-6 (IL-6) ve interlokin-10 (IL-10) B hiicre gelisiminde 6nemli rol oynayan
sitokinlerden bazilaridir [Chu and Berek, 2013], [Vazquez et al., 2015].

APRIL ve BAFF, TNF siiper ailesinin bir iiyesidir ve BAFF-R (BAFF
reseptorii), TACI (Transmembrane activator and calcium-modulating and cyclophilin
ligand interactor), BCMA (B cell maturation antigen) gibi yiizey reseptorleri ile
etkileserek, kemik iliginde B hiicre gelisiminde, aktivasyonunda, farklilagsmasinda ve
sag kaliminda rol oynar [Chu and Berek, 2013]. BAFF, her ii¢ reseptore baglanabilir
ve genellikle plazmablast farklilasmasinda etkiliyken, APRIL plazma hiicrelerinde
ifade edilen TACI ve BCMA reseptorleri tarafindan taninir ve plazma hiicrelerinin
kemik iliginde uzun siire yasayabilmeleri i¢in gereklidir [Bossen and Schneider,
2006].

B hiicre farklilasmasinda gorev alan IL-21, ¢ogunlukla FO ve GC Tn hiicreleri
tarafindan yogun bir sekilde ifade edilmektedir [Moens and Tangye, 2014]. 1L-21
etkisini Janus kinaz (JAK/STAT) sinyal yolaginda bulunan transkripsiyonel
aktivatorleri aktive ederek gosterir [Habib et al., 2003]. B hiicre gelisiminde IL-21’in
rol oynadigi bazi fonksiyonlar maddeler halinde listelenmistir [Moens and Tangye,
2014]:

e CD40L ile birlikte B hiicre proliferasyonunu artirir.

e Olgunlasmamis B hiicrelerinde BCR agir ve hafif zincirlerinin flizyonunu
uyarir.

e BCL-6, Blimp-1, XBP-1, AICDA gibi onemli transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunu artirir.

o IL-4 ile birlikte CSR’i uyararak, segici olarak IgGi, 19Gs, IgA1 izotiplerinin

olugmasini ve hiicrelerden IgE salgilanmasini saglar.
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e B hiicresinden, IgM, IgG, IgA ve IgE salgilayan plazma hiicrelerinin
farklilagmasini ve plazma hiicrelerine 0zgli ylizey proteini olan CDI38
(Syndecan-1) ifadesini artirir.

e ikincil lenfoid dokularda farklilasmasi heniiz tamamlanmis plazma hiicrelerinin

sag kalimini uyarir.

IL-7, Pax5, E2A, EBF gibi transkripsiyon faktorleri ile birlikte calisarak
lenfoid seri hiicrelerinin B hiicre Onciillerine farklilasmasinda ve preB-proB hiicre
gecisinde gorev alarak pro-B hiicre serisinin olusmasinda fonksiyoneldir. Farklilasan
B lenfositlerinin ¢ogalmasinin yani sira pro-B hiicrelerinin sag kaliminda (survival)
farkli faktorlerle birlikte sinerjistik rol oynayan IL-7, ayn1 zamanda bu hiicrelerde B
hiicre reseptorlerinin  yeniden diizenlenmesi (rearrengement) igin  gerekli
faktorlerdendir [Corfe and Paige, 2012].

Ozellikle TH hiicrelerden salgilanan IL-4, B hiicre proliferasyonunu
tetikleyebilme kapasitesinden dolay1 B hiicre biiylime faktorii olarak tanimlanmistir
[Tadmori et al., 1989]. Dinlenme evresindeki B hiicrelerinin hacminin artmasini
saglayan IL-4, CD40L ile birlikte aktive olmus B hiicrelerinin béliinmesi, sag kalimi
ve farklilasmasim tetiklemektedir [Rush and Hodgkin, 2001]. Bununla birlikte IL-
4’lin etkileri arasinda, olusturulan immiin cevaba bagh olarak IgG1 ve IgE gibi bazi
Ig izotiplerinin salgilanmasi ve B hiicrelerinde MHC II eskpresyonunun uyarilmasi
da yer almaktadir [Lombard-Platet et al., 1997].

IL-6 lenfositler, fibroblastlar ve periferal kan mononiikleer hiicreleri (PBMC)
gibi bircok hiicre tipinden salgilanmaktadir [Van Snick, 1990]. B hiicrelerinin
uyarilmasimi takiben IgG, IgM gibi immiinoglobiilinlerin salgilanmasini
artirabilmesinden dolay1 B cell stimulation factor 2 (BSF-2) olarak da adlandirilan
IL-6’nin kemik iliginde plazma hiicrelerinin sag kalimini artirdigr gosterilmistir
[Vazquez et al., 2015].

[ltihap engelleyici (anti-inflammatory) sitokinler arasinda yer alan IL-10, B
hiicre gelisiminde oldukca onemli bir konuma sahiptir. Erken B hiicre gelisiminde
CDA40L ile birlikte proliferasyonu artiran IL-10, olgunlagsmamis B lenfositlerinde agir
ve hafif zincirlerin baglanarak BCR olgunlagsmasini saglar ve farklilasma siiresince
Blimp-1, AICDA gibi transkripsiyon faktdrlerinin ekspresyonunu indiikler [Moens
and Tangye, 2014]. IL-10, CSR mekanizmasi ile 6zellikle IgGi, 1gGs, 1ga gibi Ig

20



izotiplerinin ortaya ¢ikmasini saglamasinin yani sira, B hiicrelerinin IgM, IgG veya

IgA salgilayan plazma hiicrelerine farklilasmasini uyarir [Heine et al., 2014].

4.2.2. Interferonlar

Interferonlar (IFNs) viriis, bakteri, parazit gibi patojenlerin ve timor
hiicrelerinin varligia cevap olarak konak hiicreden salgilanan sinyal proteinleridir
[Stark et al., 1998]. Tip 1 IFN ailesi i¢inde yer alan IFN-a ve IFN-B, kemik iligindeki
hiicreler tarafindan siirekli ifade edilirler ve saglikli B hiicre popiilasyonlarinin
seleksiyonunda fonksiyoneldirler [Vazquez et al., 2015]. Olgun B hiicrelerinin IFN-
a/B ile uyarilmasi, BCR fiizyonunu indiikleyerek B hiicrelerinin immiin uyarilara
kars1 hassasiyetini ve cevabini artirir [Braun et al., 2002]. Ozellikle IFN-a, B hiicre
aktivasyonunu uyararak hiicre proliferasyonunu ve farklilagsmasini artirir [Demengeot
etal., 1997].

Tip 2 IFN {iyesi olan IFN-y, Tn ve NK hiicreler tarafindan iiretilir [Vazquez et
al., 2015]. IFN-y, IgM tastyan onciil B hiicre sayisindaki diisiise bagli olarak IgM
tiretimini inhibe ettigi i¢in B hiicre cevabinin olugmasinda baskilayici rol oynar
[Abed et al., 1994]. Bununla birlikte IFN-y, dogrudan IgG alt tipleri ve IgE gibi
immiinoglobiilin izotiplerinin {iretimini kontrol ederek hiimoral yanitin olusmasinda

diizenleyici rol oynar [King and Nutman, 1993].

4.2.3. Kemokinler

Kimyasal yonlendirici sitokinler (kemotaktik ajan) olarak da bilinen
kemokinler, plazma hiicrelerinin gelisimleri siiresince dogru lokasyonlara
yonlenmelerini ve yerlesmelerini saglarlar [Griffith et al., 2014]. CXC-chemokine
ligand 12°nin (CXCL12), 6zgiin hiicre yiizey reseptoriine (CXC-chemokine receptor
4, CXCR4) baglanarak erken B hiicre (pre-pro-B hiicresi) gelisiminde ve
farklilagmasin1 tamamlayan plazmablastlarin sekonder lenfoid dokulardan kemik
iligine go¢ ederek nislerdeki lokalizasyonunda rol oynadigi gosterilmistir [Karpova
and Bonig, 2015]. CXCRA4, G protein ile eslesmis (G-coupled) reseptor ailesindendir
ve stromal cell-derived faktér 1 (SDF1) olarak da bilinen CXCLI2’nin
baglanmasiyla yapisindaki heterotrimerik Gxi iiniteleri aktive olarak Sekil 4.6°da

goriilen hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive eder [Pawig et al., 2015].
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Sekil 4.6: CXCL12’nin, 6zgiin ylizey reseptorii CXCR4’e baglanmasi sonucu aktive
olan hiicre i¢i sinyal yolaklari.

Enflamasyonu artiran kemokinler (inflammatory chemokines) olan CXCLDJ9,
CXCLI10 ve CXCLI1 ise CXCL12’nin aksine, hiicre yiizeyinde bulunan CXCR3
reseptoriine baglanarak plazmablastlarin ikincil lenfoid dokulardan iltihabin gelisitigi

bolgeye go¢ etmesini uyarir [Nutt et al., 2015].

4.2.4. Hiicre-Hiicre Etkilesimleri

Plazma hiicre gelisiminde ve sag kaliminda parakrin sinyallerin yani sira
hiicreler arasinda dogrudan gelisen baglantilar da olduk¢a 6nemlidir. Bu etkilesimler
genellikle yiizey proteinleri, integrinler ve membran karbonhidratlari gibi adezyonda
gorev alan molekiiller araciligiyla saglanmaktadir [Shapiro-Shelef and Calame,
2005]. Integrinler hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonunda rol oynayan
heterodimerik yiizey reseptor ailesidir [Barczyk et al.,, 2010]. Plazma hiicre
yilizeyinde ifade edilen iki biiylik integrin grubundan biri olan Very Late Antigen 4
(VLA4, a4Pi-integrin), kemik iligi stroma hiicreleri, endotel hiicreleri, antijen sunan
hiicreler gibi farkl tipteki hiicre ylizeyinde ifade edilen 6zgiin ligand1 Intercellular
Adhesion Molecule 1 (VCAMI) ile baglanarak plazma hiicre gogilinii ve antijen

tanima gibi siirecleri uyarmaktadir [Arana et al., 2008]. Plazma hiicre yiizeyinde
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bulunan polisakkaritler ile kemik iligi stroma hiicresi yiizeyinde bulunan E-cadherin
etkilesimlerinin yan1 sira CD28, CD38, CD44, CD93, CDI138 gibi yiizey
proteinlerinin hiicre-hiicre ve hiicre-matriks baglantilarin1  saglayarak plazma
hiicresinin kemik iligi mikrogevresinde tutunarak uzun siire hayatta kalmasini tesvik
etmektedir [Nutt et al., 2015], [Shapiro-Shelef and Calame, 2005]. Kemik iligi
stroma hiicresi ile plazma hiicresi arasinda gergeklesen etkilesimler Sekil 4.7°de

sematik olarak gosterilmistir [Shapiro-Shelef and Calame, 2005].
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Sekil 4.7: Stroma hiicresi ve plazma hiicresi arasinda farkli adezyon molekiilleri
vasitasiyla gerceklesen hiicresel etkilesimler.

4.3. Plazma Hiicresinin Immiinfenotiplendirilmesi

Hematopoetik kok hiicrelerin olgun plazma hiicrelerine farklilasmasi hiyerarsik
bir siiregtir ve bu gelisim basamaklar1 farkli fentotipte hiicre popiilasyonlarinin
ortaya c¢ikmasina neden olur [Uckun, 1990]. Hiicre igerisinde ifade edilen
transkripsiyon faktorleri ve diger proteinlerin yani sira BCR, 1g izotipleri, membran
proteinleri gibi hiicre yiizeyinde bulunan veya hiicre disina salgilanan proteinler ve
bunlarin ekspresyon seviyeleri, bu hiicre gruplarinin birbirinden ayirt edilmesinde

kullanilabilir [Hardy and Hayakawa, 2001]. Ozellikle 1980°li yillarda
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siiflandirilmast yapilan ve Clusters of Differentiation (CD) olarak adlandirilan
yluzey belirtegleri, gelisimin farkli evrelerindeki hiicrelerin 0zgiin antikorlar
kullanilarak karakterizasyonunun (immiinfenotiplendirme) daha dogru ve standart bir
zeminde yapilmasina imkan saglamigtir [LeBien and Tedder, 2008]. Gelisimin farkli
evrelerindeki plazma hiicrelerinin immiinfenotiplendirilmesinde kullanilan hiicre igi
proteinler ve yiizey belirtecleri Sekil 4.8’de sematik olarak gosterilmistir [Dullaers et
al., 2012].
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Sekil 4.8: Farkli yiizey belirtecleri tasiyan plazma hiicre popiilasyonlarinin
immiinfenotipik 6zellikleri.

Giemsa boyama sonrast 1sik mikroskobunda, terminal farklilagmasini
tamamlamis olgun plazma hiicrelerinde artan salgi kapasitesini karsilayabilmek igin
gelisen endoplazmik retikulum-golgi sisteminden dolay1 sitoplazmanin genis,
niikleusun ise kiiciik ve hiicrenin periferine dogru itilmis oldugu goriiliir (Sekil 4.9)
[Ribourtout and Zandecki, 2015]. Plazma hiicrelerinin akim sitometrisi veya
immiinohistokimyasal yontemlerle (IHK) tespitinde ise siklikla, hiicre yiizeyinde
ifadesi yiiksek seviyede olan CD138 (Syndecan-1), CD27 ve CD38 gibi proteinler
pozitif belirteg olarak kullanilirken, ifadesi olduk¢a diisiik olan veya hi¢ olmayan
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CDI19, CD20, CD45 gibi membran proteinleri negatif belirteg olarak
kullanilmaktadir [Robillard et al., 2014].

,
b

%@ = 't
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Sekil 4.9: Plazma hiicresine ait Giemsa boyama sonrasi 151k mikroskobu (solda) ve
elektron mikroskop (sagda) goriintiileri.

4.3.1. CD138 (Syndecan-1)

CD138, insanda SDC1 geni tarafindan kodlanan, syndecan proteoglikan
ailesinden bir transmembran (tip 1) heparan siilfat proteoglikandir (HSPG)
[O'Connell et al., 2004]. integral membran proteini olan CD138, proliferasyonda,
hiicre gogiinde, sitokinlerle baglanarak hiicre sag kaliminda ve ekstraseliiler matriks
(ECM) proteinlerine baglanarak hiicre-yiizey etkilesiminde rol oynar [Gharbaran,
2015], [McCarron et al., 2017], [Zong et al., 2011]. Epiteliyel hiicrelerde ve
plazmablastlarda ekspresyonu bulunmasina ragmen CDI138 ifadesi, antikor
salgilayan plazma hiicrelerinde yiiksek seviyede bulunur [Szatmari and Dobra,
2013]. Bu sayede CD138, saglikli ve habis plazma hiicrelerinin tespitinde en ¢ok
kullanilan yiizey belirtecidir [O'Connell et al., 2004]. Borset ve arkadaslarinin yaptigi
calisma CDI138’in farkli MM hiicre hatlarinin yiizeyindeki dagilimmin bazi
hiicrelerde polarizasyon (kutuplagma) gosterdigi ve uropod adi verilen membran
yapisinda lokalize oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte CDI138’in
yerlesiminde goriilen polarizasyon fenotipi ile miyelom hiicrelerinin migrasyonu ve
hareket potansiyelinin pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir [Borset et al.,
2000].
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4.4. B Lenfosit ve Plazma Hiicresi Kokenli Kanserler

Plazma hiicreleri, HKH’den koken alip farkli gelisim basamaklarindan (B
hiicre tipleri) gegerek terminal olarak farklilasirlar ve belirli bir siire canliliklarini
devam ettirdikten sonra yasam dongiileri tamamlanir [Nagasawa, 2006]. Gelisimin
farkli evrelerinde bulunan hiicre tipleri, farkli B hiicre ve plazma hiicre tiimdrlerini
meydana getirme potansiyeline sahiptir ve meydana gelen bu habis (malign) hiicreler
genellikle koken aldiklari hiicre tipinin temel karakterlerini sergilemeye devam
ederler [Seifert et al., 2013]. Asirt BCR/Ig aktivasyonuna bagli olarak mikrogevreden
gelen yasam ve proliferasyon sinyallerine olan hassasiyetin artmasi, hiicre i¢i sinyal
yolaklarinin bozulmasi, yogun klonal proliferasyon, hiicre 6liim ve seleksiyon
mekanizmalarinin sekteye ugramasi, viral enfeksiyonlar, SHM mekanizmasindaki
aksakliklar sonucu kuvvetli promotore sahip Ig gen segmentleri ve onkogenler
arasinda gerceklesen resiprokal translokasyonlar ve DNA’da meydana gelen diger
mutasyonlara bagli olarak B lenfositlerinin ve plazma hiicrelerinin malign
transformasyonu sonucu ortaya ¢ikan hematolojik kanserler, temel olarak 16semiler,
lenfomalar ve miyelomlar olmak iizere ii¢ grupta siniflandirilir [Kuppers, 2005],
[Rossi et al., 2005]. B hiicre ve plazma hiicre kanserlerinin gelisim sirasinda kdken
aldig: hiicre serileri Sekil 4.10°da gosterilmistir [Blanc et al., 2011].

Losemiler, kemik iliginde bulunan miyeloid veya lenfoid seri hiicrelerinden
(I6kositler) koken alarak kemik iligi ve/veya kan dokusunu etkileyen timorlerdir
[Pokharel, 2012]. Erken B hiicre serilerinden kdken alan B-hiicre akut lenfoblastik
l6semi (B-ALL), naif B veya hafiza B hiicrelerinden koken alan B-hiicre kronik
lenfositik 16semi (B-CLL) ve hafiza B hiicrelerinden koken alan B-hiicre
prolenfositik 16semi (B-PLL) B lenfositlerinin malign transformasyonu sonucu
meydana gelen 16semilere 6rnektir [Mitchell et al., 2012], [Taylor et al., 2017].

Lenfomalar, lenfositlerin (T, B ve NK hiicreler), normal lenfositlere gére daha
hizli ¢ogalmalar1 veya daha uzun yasamalar1 sonucu lenf dokularinda meydana gelen
habis tiimorlerdir [Kuppers, 2005]. Lenf folikiiliiniin dis kisminda yerlesmis olan naif
B hiicrelerinden koken alan mantle zon B-hiicre lenfomas: (MCL), marjinal zonda
bulunan B hiicrelerinin olusturdugu marjinal zon lenfoma (MZL), germinal

merkezde bulunan heterojen B hiicre popiilasyonlarindan kéken alan diffiiz biiyiik B

26



hiicreli lenfoma (DLBCL) ve Burkitt’s lenfoma (BL) diinya genelinde sik goriilen
lenfomalardir [Kuppers, 2005], [Ondrejka and Hsi, 2015].

Olgun plazma hiicreleri (CD138") veya onlarin Onciil hiicreleri olan
plazmablastlardan koken alan hematolojik kanserler ise miyelom olarak adlandirilir
[Paino et al., 2014]. Habis plazma hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi sonucu kemik
iligini istila etmesinden dolayr meydana gelen multiple miyelom veya kemik iligi
kanseri olarak bilinen bu tiimérler genellikle yavas ilerler ve yasa bagl olarak ortaya
¢ikarlar [Agarwal and Ghobrial, 2013], [Matsui et al., 2004].
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Sekil 4.10: B lenfositlerinin farklilasmasi sirasinda ortaya ¢ikan B/plazma hiicre
kaynakli hematolojik kanserler ve hiicresel kokenleri.
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5. MULTIPLE MiYELOM

Multiple miyelom (MM), terminal farklilagmasini tamamlamis plazma
hiicrelerinin  kemik iliginde anormal c¢ogalmast sonucu degisen kemik iligi
patolojisiyle tanimlanan genetik olarak karmagik bir timordir [Agarwal and
Ghobrial, 2013], [Kuehl and Bergsagel, 2002]. MM, Amerika’da Non-Hodgkin
lenfomadan sonra ikinci sirada goériilen hematolojik kanser tiiridiir [Siegel et al.,
2018]. Habis plazma hiicreleri, cogunlukla kemik iliginde yerlesmis olsa da 6zellikle
hastaligin ilerleyen donemlerinde metastatik faaliyetlerin artmasiyla periferik kanda
veya yumusak doku ve organlarda da MM hiicrelerine rastlanabilmektedir. MM
hiicrelerinin sitolojik ayirimi farkli yiizey belirtecleri kullanilarak yapilirken; MM
teshisi ve takibinde anormal plazma hiicreleri tarafindan salgilanan islevsiz bir
monoklonal antikor olan paraproteinin (M-protein) kandaki seviyesinin yani sira
farkli klinik ve genetik belirtilerden faydalanilmaktadir [Gerecke et al., 2016],
[Maniatis, 1998]. Onkogenler ve gii¢lii promotorlere sahip Ig gen kiimeleri arasinda
meydana gelen kromozomal translokasyonlar [Bergsagel et al., 2005], [Gonzalez et
al., 2007], Retinoblastoma 1 (RB1) gibi tiimor baskilayict genlerde heterozigotluk
kaybina (LOH, Loss of Heterozygosity) neden olan kromozomal delesyonlar
[Morgan et al., 2012], [Walker et al., 2010], baz1 kromozom bdélgelerinde (6p22.3, 1q
gibi) meydana gelen kopya sayisi artiglari ve Onemli sinyal yolaklarinda yer alan
baz1 proteinleri kodlayan genlerde meydana gelen nokta mutasyonlar1 MM
hastalarinda siklikla goriilen genetik degisiklikler arasinda yer almaktadir [Chapman
et al., 2011]. Plazma hiicrelerinde meydana gelen ¢ok sayidaki genetik degisiklik,
heterojen tiimor hiicresi popiilasyonlarinin yani sira birbirinden farkli MM hasta
profillerinin ortaya ¢ikmasimna neden olmakta ve hastaligin tedavisiyle ilgili ortak
stratejiler gelistirilmesine engel olmaktadir [Kyle and Rajkumar, 2009], [Matsui et
al., 2008].

5.1. MM Epidemiyolojisi

MM, Amerika’da goriilen tiim kanserlerin yaklasik %1,7’sini ve kanser
kaynaklt oOlimlerinin  %2’sini; hematolojik kanserlerin ise %13’tinii ve bu

kanserlerden sebeplenen 6limlerin  ise yaklastk %20’sini  olusturmaktadir
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[Zweegman et al., 2014]. Nedeni heniiz bilinmemekle birlikte, MM goriilme
sikligmin  (insidans) Amerika’da yasayan beyaz tenlilere kiyasla siyah tenli
insanlarda daha yiiksek, diinya genelinde ise bati {ilkelerine oranla Asya
popiilasyonlarinda daha diisiik oldugu goriilmiistiir [Huang et al., 2007], [Waxman et
al., 2010]. Sekil 5.1’de MM’un diinya genelinde goriilme sikligi harita lizerinde
gosterilmistir [Kumar et al., 2017]. MM bir ileri yas kanseridir ve Avrupa’da
erkeklerde ortalama goriilme yasinin 71, kadinlarda ise 72 oldugu rapor edilmistir
[Turesson et al., 2010]. MM hastalarinin geleneksel ilag tedavilerinden sonraki
ortalama yasam stireleri 3-4 yil, otolog kok hiicre transplantasyonundan sonraki
ortalama yasam siireleri ise 5-7 yildir [Raab et al., 2009]. MM seyri ve tedavisi ile
ilgili hiicresel mekanizmalarin ve ilaclarin bulunmasi; bulunan bu ilaglarin tek basina
veya diger ilaclarla kombinasyonel klinik uygulamasi, MM hastalarinin tedavi ve

yasam siirelerini degistirebilmesi a¢isindan 6nem arz etmektedir.

Annual incidence
per 100,000 people
W =240
W 160-2.40
M 0.96-1.60
0.35-0.96
<0.35
Data not available

Sekil 5.1: 2012 yilina ait MM insidansinin diinya genelindeki dagiliminin
haritalanmas.

5.2. MM Gelisim Evreleri ve Teshisi

MM genetik degisimlerin zaman igerisinde biriktigi, seyri yavas ve buna bagl
olarak ge¢ yaslarda ortaya ¢ikan bir hematolojik kanserdir. Yasa bagli olarak goriilen
klinik belirtilere bagli olarak MM, {i¢ farkli gelisim evresinden gegerek olusur.
Hastaligin  seviyelendirilmesinde ve simiflandirilmasinda iki  farkli  sistem

kullanilmaktadir [Gerecke et al., 2016], [Kyle and Rajkumar, 2008]. Durie-Salmon
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seviyelendirme sisteminde; kemik lezyonlarinin varligi ve derecesi, kandaki M-
protein miktari, kandaki hemoglobin ve kalsiyum seviyesi olmak tizere dort farkli
kriter kullanilirken, uluslararasi seviyelendirme sisteminde (ISS) yalnizca kandaki
beta 2-microglobulin (B2-M) ve albiimin miktarlarina gore seviyelendirme
yapilmaktadir [Greipp et al., 2005], [Kyle and Rajkumar, 2009].

Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance (MGUS), birincil
(primer) genetik varyasyonlarin gergeklesti§i ve klinik semptomlarin daha az
goriildiigii baslangic evresidir. MM gelisiminin oncii hastalig1 olarak kabul edilen bu
safha iyi huylu (benign) olmasina ragmen, genetik varyasyonlari tastyan hiicrelerin
avantaj elde ederek klonal olarak ¢ogalmasi miyeloma zemin hazirlar [Wadhera and
Rajkumar, 2010]. Ameika’da yapilan ¢alismalar MGUS goriilme sikiliginin 30-49
yas bireylerde %0,1-0,2, 50-79 yas bireylerde %1,1-2, 80 yas istii bireylerde ise
%S3,7 oldugunu ortaya koymustur [Landgren et al., 2006]. MGUS’tan MM olusma
oraninin senede %1 oldugu ve totalde MGUS hastalarinin yaklasik %15’inde
ilerleyen yaslarinda MM olustugu rapor edilmistir [Landgren et al., 2006], [Therneau
et al., 2012]. Kemik iliginde plazma hiicre oraninin -normalin (%0,1-%1) iistiinde
olsa da- %10’dan az olmasi, klonal cogalmaya bagl olarak Ig sentezinin
tamamlanamamasi sonucu meydan gelen monoklonal antikorun (paraprotein, M-
proteini, miyelom proteini) serumdaki miktarinin 3 g/dL’den az olmasi ve anemi,
bobrek yetmezligi, kemik yikimi gibi organ hasarlarmin baslamamis olmasi
MGUS’un klinik belirtileri arasindadir [van de Donk et al., 2016].

Smoldering Multiple Myeloma (SMM), MGUS ile MM arasinda bir ara gecis
evresidir ve MM’un belirtileri tiimiiyle goriillmedigi i¢in asemptomatik miyelom
olarak da adlandirilir [Zingone and Kuehl, 2011]. SMM evresindeki hastalarda
kandaki M-protein seviyesi 3 g/dL’nin, kemik iligindeki plazma hiicre oran1 %10 un
tizerine ¢ikar ve hafif derecede anemi olusabilse de heniiz bobrek yetmezligi, kemik
yikimi, hiperkalsemi gibi belirtiler goriilmez [van de Donk et al., 2016].

Genetik varyasyonlara ek olarak kemik iligi mikrogevresi ile bozulan
etkilesimlerin de katkisiyla malignant transformasyona ugramis plazma hiicrelerinin
klonal ¢ogalma avantaji baskin hale gelir ve tiimor olusumu hiz kazanir [Hallek et
al., 1998], [Zingone and Kuehl, 2011]. Kontrolsiiz ¢ogalmanin sonucu olarak habis
plazma hiicrelerinin kemik iligini istilasiyla teshis edilen MM patolojisi olusur ve
hastalarda buna bagli CRAB (Calcium increase, Renal insufficiency, Anemia, Bone

lesions) adi verilen semptomlar goriilmeye baslar [Gerecke et al., 2016]. MM
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hastalar1, belirtilerin siddetine ve seyrine bagli olarak ti¢ farkli klinik evrede (I, 11,
IIT) degerlendirilir ve tedavi stratejisi uygulanir [International Myeloma Working,
2003]. Bozulan hiicresel ve parakrin etkilesimlere bagli olarak kemik yikimindan
sorumlu olan osteoklastlarin aktivasyonu sonucu meydana gelen litik kemik
lezyonlar1 [Papadopoulou et al., 2010], kemik yikimina bagli olarak kandaki
kalsiyum seviyesinin artmasi (hiperkalsemi) [Oyajobi, 2007], kemik iliginde artan
plazma hiicre oranina bagl olarak (> %10) kan hiicrelerinin {iretiminin aksamasi
sonucu goriilen orta ve agir siddette anemi [Mittelman, 2003], M-ptotein seviyesinin
serum ve idrardaki artist gibi semptomlar MM teshisinde kullanilan klinik
belirtilerdir [Dispenzieri et al., 2009]. MM asamalar1 ve belirtileri Sekil 5.2’de
Ozetlenmistir [Ghobrial and Landgren, 2014].

MGUS Smoldering Myeloma Myeloma
* M spike <3 gm/dL ¢ Mspike 23 g/dL * Any M spike or urinary M
¢ PC<10% ¢ Orurinary M protein >500mg/ protein
e No CRAB criteria 24 hrs and/or *  PC210% or plasmacytoma
¢ PC210% * CRAB criteria
¢ No CRAB criteria *  New criteria of MDE including

clonal plasma cells>60, involved/
uninvolved SFLC >100, 2 or more
focal lesion on MRl or CT

vessel

Sekil 5.2: MM seyri boyunca hastaligin seviyesine bagli olarak ortaya ¢ikan klinik
belirtiler.

5.3. MM Patogenezi ve Molekiiler Mekanizmalar
MM, genetik ve g¢evresel faktorlerin olusturdugu karmasik bir ag tarafindan
kontrol edilen ¢ok basamakli bir gelisim siirecinden gegerek farklilasan olgun plazma

hiicrelerinden (CD138%) koken alan bir kanserdir [Matsui et al., 2004]. Bu nedenle

31



bastan sona plazma hiicre gelisim siireci, MM patogenezinin baslamasina neden olan
ve ilgili molekiiler mekanizmalari tetikleyen faktorleri barindirmaktadir [Kumar et
al., 2017]. Germinal merkezde Ig agir zincirindeki genetik diizenlenmelere ve izotip
degisimine izin veren CSR, antjenik afinitenin arttirilmasini saglayan yogun somatik
mutasyonlar, olgunlasan B lenfositlerinin segilmesinde ve klonal delesyonunda
apoptoz-proliferasyon  arasindaki  hassas  dengenin  bozulmasi, terminal
farklilasmadan 6nce durdurulmasi gereken hiicre dongiisii kontroliiniin ortadan
kalkmasi, kemik iligi mikrogevresinden gelen yogun sag kalim sinyalleri gibi
etkenler MM patogenezine neden olan oOnemli plazma hiicresi gelisim
basamaklarindandir [Morgan and Kaiser, 2012], [Raab et al., 2009]. Birincil (primer)
genetik varyasyonlar veya ilk vurus (hit) olarak adlandirilan degisimler genellikle
GC B hiicrelerinde meydana gelir ve terminal farklilagmanin hemen ardindan
degisen plazma hiicre karakteri nedeniyle MGUS olusmasi patogenezin ilk asamasini
olusturur. Plazma hiicrelerinde meydana gelen ikincil (sekonder) genetik
varyasyonlar ve cevresel faktorlerin etkisiyle SMM olusumuyla kademeli olarak
devam eden patogenez, MM olusumu ile tamamlanmis olur [Fairfield et al., 2016],
[Hallek et al., 1998].

Birincil genetik varyasyonlar arasinda kalitilmis SNP’ler (tek niikleotid
polimorfizmleri), hiperdiploidiler ve IgH yeniden diizenlenmesi (CSR) sirasinda
meydana gelen kromozomal translokasyonlar yer alirken, kromozom kopya
sayilarinda meydana gelen degisimler, hiicre dongiisii kontroliiniin ortadan kalkmasi,
proliferasyon ve apoptozla ilgili sinyal yolaklarinda meydana gelen mutasyonlar,
kromozomal translokasyonlar ve delesyonlar plazma hiicrelerinde meydana gelen
ikincil genetik varyasyonlart olusturur [Bianchi and Munshi, 2015], [Kuehl and
Bergsagel, 2002]. MM patogenezinin ilerlemesinde lineer ve dallanmis olmak tizere
iki farkli yolagin etkili oldugu diisiiniilmektedir [Morgan and Kaiser, 2012].
Hiyerarsik bir yapiya sahip olan lineer yolakta birincil varyasyonlarin meydana
geldigi tek bir hiicrede, ilerleyen asamalarda meydana gelen ikincil varyasyonlar
MM olusumu ile sonuglanir. Daha ¢ok kabul goren dallanmis yolakta ise, birincil
varyasyonun meydana geldigi hiicreden yeni alt popiilasyonlar meydana gelir
[Morgan and Kaiser, 2012]. Bu alt popiilasyonlar1 olusturan hiicrelerde gelisimin
ilerleyen evrelerinde yeni varyasyonlarin meydana gelmesiyle farkli mutasyonlar
tagtyan yeni alt popiilasyonlar olusur. Sonu¢ olarak, ortak ve farkli genetik

varyasyonlarin biriktigi popiilasyonlardan koken alan habis plazma hiicreleri
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heterojen bir MM hiicre popiilasyonun ¢ogalmasina neden olur [Bianchi and
Ghobrial, 2014], [Furukawa and Kikuchi, 2015]. MM patogenezi ve MM
heterojenitesi Sekil 5.3’te sematize edilmistir [Morgan et al., 2012].

Initiation Progression |

Germinal centre s Bone marrow Feripheral blood

Post-germinal- . . Smouldering Myeloma 5ma o
centre B call myeloma kas

Inherited variants

Primary genetic events:

s [GH@ translocations
* Hyperdiploidy

Secondary genstic events:

* Copy number abnormalities
= DNA hypomethylation

* Acquired mutations

Migration and

Competition selection for bone marrow niche
founder effect

Tumour cell diversity

Genetic lesions

Sekil 5.3: MM patogenizi sirasinda hiicre heterojenitesine neden olan mekanizmalar.

5.3.1. Kahtilmis Genetik Degisiklikler

Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi kalitilan bazi genetik degisimlerin MM’a
yatkinlig1 artirdigr gosterilmistir [Landgren and Morgan, 2014]. Yapilan galismalar
ozellikle 2p, 3p ve 7p olmak iizere li¢ kromozom bdlgesinde meydana gelen
degisimlerin MM riskini artirdigin1 ortaya koymustur. MM patogenezindeki
fonksiyonel rolleri bilinmemesine ragmen bu kromozom bolgelerindeki degisimlerin
DNMT3A-DTNB (2p), ULK4-TRAK1 (3p), and DNAH11-CDCATL (7p) gen ¢iftlerini
etkileyebilecegi ortaya konulmustur [Broderick et al., 2011].
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5.3.2. Kromozom Translokasyonlar:

MM  olusumunu baslatan genetik  faktorlerin  ilkinin  kromozomal
translokasyonlar oldugu diisiinilmektedir [Morgan et al., 2012]. Translokasyonlar,
normal plazma hiicresi gelisimi sirasinda GC B hiicrelerinde IgH zincirini kodlayan
gen kiimeleri arasinda (CSR) gergeklesir ve antikor izotipinin degistirilerek farkli
immiin cevaplarin olusturulmas: saglanir. Bazen CSR mekanizmasindaki hatalar
translokasyonlarin, giiclii promotorlere sahip Ig genleri ve malign transformasyona
neden olabilecek Onemli genleri igeren kromozom segmentleri arasinda
gerceklesmesine neden olur [Stavnezer et al., 2008]. Bu sayede hiicrede ekspresyonu
belirli bir seviyede tutulan veya aktif olmayan genler kuvvetli Ig promotoriiniin
transkripsiyonel kontrolii altina girerek asir1 ifade edilirler ve hiicre karakterinin
degismesine neden olurlar [Gonzalez et al., 2007].

Bu hatali translokasyonlardan en oOnemlileri t(4;14), t(6;14), t(11;14) ve
t(14;16) kromozomal translokasyonlardir [Pratt, 2002]. Translokasyon t(4;14),
4p16.3 kromozom bolgesinde yerlesmis olan hiicre biiyiimesi ve boliinmesinde rol
oynayan FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3) ve transkripsiyon
kontroliinde histon metiltransferaz olarak gérev yapan MMSET (MM SET Domain
Containing) genlerinin asir1 ifadesine neden olur [Kalff and Spencer, 2012].
Translokasyon t(6;14) ve t(11;14), CCND3 (Cyclin D3) veCCND1 (Cyclin D1)
protoonkogenlerinin aktivasyonu ve G1/S gecisindeki kontroliin ortadan kalkmas ile
sonuglanir [Bergsagel et al., 2005]. Enzimatik aktivite i¢in diizenleyici proteinler
olan Cyclin D1 ve Cylin D3, CDK4/6 (Cyclin-Dependent Kinase 4/6) ile kompleks
olusturarak pRb’nin fosforilasyonuna ve E2F transkripsiyon faktoriiniin serbest
kalmasia neden olur. Serbest kalan E2F, siklinlerin ve boliinme i¢in gerekli bazi
proteinlerin transkripsiyonunu gerceklestirerek hiicre dongiisiiniin ilerlemesini saglar
[Giacinti and Giordano, 2006]. Translokasyon t(14;16) ise bir diger protoonkogen
olan MAF geninin asir1 ifadesine ve dolayli olarak (dogrudan siklin translokasyonuna
neden olmadan) hiicre dongiisii kontroliiniin ortadan kalkmasina neden olur [Avet-
Loiseau et al., 2011], [Bergsagel et al., 2005]. Maf (c-maf), Cyclin D2, Integrin 7 ve
CCR1 (C-C Kemokin Reseptor 1) gibi MM gelisiminde rol oynayan genlerin
ifadesinde gorev alan bir transkripsiyon faktoriidiir. Cyclin D2 de pRb’nin
aktivitesini  kontrol eden Cyclin D-CDK4/6 kompleksine katilarak plazma

hiicrelerinin proliferasyonu artirirken; Integrin-f7 ve CCRI1’in habis plazma
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hiicrelerinin kemik iligine adezyonunu ve mikrogevre ile arasindaki sinyal iletiminde
rol oynayarak sag kalimi ve proliferasyonu artirdig1 gosterilmistir [Annunziata et al.,
2011], [Hurt et al., 2004]. Ikincil genetik varyasyonlar arasinda gosterilen ve MM
hastalarmin %10’dan azinda tespit edilen t(8;14) translokasyonun ise MYC
onkogeninin asir1 ifadesine neden olarak proliferasyona ve transformasyona neden
oldugu gosterilmistir [Bergsagel and Kuehl, 2001], [Dib et al., 2008].

5.3.3. Nokta Mutasyonlari

Hematolojik kanserlerde de tespit edilen p53, p21, pRb, myc gibi timor
baskilayic1 genlerdeki ve onkogenlerdeki mutasyonlara ek olarak, tiim genom
dizileme (WGS) calismalari, MM hastalarinin farkli gen mutasyonlar tasidigini da
ortaya koymustur [Chapman et al., 2011]. Bu mutasyonlardan en sik rastlanani hiicre
biiylimesi ve proliferasyonunda rol oynayan MAPK/ERK sinyal yolaginda Kkritik
oneme sahip RAS onkogenindeki mutasyonlardir [Lionetti et al., 2015]. MGUS
hastalarinda tespit edilememesine ragmen, MM olgularmin yaklasik %30’unde
NRAS, %26’sinde KRAS ve %?22’sinde BRAS genlerinde (siklikla 12, 13 ve 61.
kodonlarda) tespit edilen mutasyonlar, Ras’in siirekli aktif formda kalmasina neden
olarak proliferasyonu artirmakta ve MAPK/ERK yolagi {izerinden malign
transformasyona neden olmaktadir [Kim et al., 2016]. Bu nedenle RAS
mutasyonlarmin  6zellikle MGUS-MM  gecisinde  fonksiyonel olabilecegi
distiniilmektedir [Chng et al., 2008]. Bununla birlikte MM hastalarinin %13’tinde
mRNA stabilitesinde ve transkripsiyon regiilasyonunda gorev alan bir poly(A)
polimeraz kodlayan FAM46C geninde ve RNA islenmesinde, degredasyonunda ve
olgunlasmasinda rol oynayan Dis3 ekzoniikleaz1 kodlayan DIS3 geninde meydana
gelen mutasyonlarin da MM patogenezi ve teshisinde fonksiyonel olabilecegi yapilan

calismalarda rapor edilmistir [Weissbach et al., 2015], [Zhu et al., 2017].

5.3.4. Kromozom Kopya Sayis1 Anomalileri

Bazi kromozom bdlgelerinin kaybi1 veya yeni kopyalarinin olusmast bu
bolgelerde yerlesmis olan DNA dizilerinin kopya sayisinda degisikliklere yol agar ve
tim kanserlerde oldugu gibi kopya sayis1 degisimleri MM’da da siklikla goriilen
anomaliler arasindadir [Munshi and Avet-Loiseau, 2011], [Shlien and Malkin, 2009].
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MM hastalarinda tespit edilen bu kromozom anomalileri hastaligin patogenezinde,
iyl veya kotii prognozunda ve teshisinde siklikla belirteg olarak kullanilmaktadir
[Munshi and Avet-Loiseau, 2011].

Kromozomal delesyonlar, ilgili segmentte lokalize olan genlerin kopya say1sini
ve gen ekspresyon seviyelerini negatif etkileyerek genin fonksiyonun ortadan
kalkmasiyla sonuglanir [Cai and Sablina, 2016]. Hastalarin hemen hemen yarisinda
tespit edilen ve tiimor baskilayict gen olan RB1’in fonksiyonunun ortadan kalmasiyla
sonuglanan 13q14 ve CDK’lar1 inhibe ederek hiicre dongiistiniin durmasini saglayan
CDKN2C (Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor C) geninin lokalize oldugu 1p32
delesyonlar1 en 6nemli kromozomal parga kayiplar1 arasindadir [Leone et al., 2008],
[Zojer et al., 2000]. 6q, 8p, 11q, 14q, 16q ve TP53 geninin lokalize oldugu 17p
kromozom delesyonlart da MM vakalarinda siklikla goriilen diger parca kayiplaridir
[Lode et al., 2010], [Morgan et al., 2012].

Bazi durumlarda kromozomun bir parcast bulundugu bolgede tekrarlar
olusturur. Bu durumda tekrarlayan segmentte lokalize olmus ve normalde hiicrede iki
kopya (allel) olarak bulunmasi1 gereken genlerin kopya sayisinda artis meydana gelir.
Kopya sayisinda meydana gelen artis, gen ifadesinin artmasiyla sonuglansa da bazi
durumlarda gen ekspresyon diizeyi ve fonksiyonunu etkilememektedir [Durrbaum
and Storchova, 2016], [Potapova et al., 2013]. MM hastlarinda (>%40) en sik
karsilasilan 1g21 kromozom parcasindaki kopya sayisi artisidir [Hanamura et al.,
2006]. Tam olarak fonksiyonu bilinmese de MGUS hastalarinda tespit edilemeyip
sadece SMM ve MM hastalarinda tespit edilmesi bu artisin hastaligin ilerlemesinde
fonksiyonel olabilecegi diistiniilmektedir [Hanamura et al.,, 2006], [Rajan and
Rajkumar, 2015]. Daha 6nce yapilan karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH)
caligmalari, hastalarin %20’sinde 11q, yaklagik %10’unda ise 9q, 12q24, 15923,
17q922-24, 22q kromozom bolgelerinde de kopya sayisi artist oldugunu ortaya
cikarmistir [Cigudosa et al., 1998], [Kuehl and Bergsagel, 2002]. Yakin zamanda
yapilan genom tabanli ¢aligmalarla 6. kromozomda da kopya sayisinda artig oldugu
tespit edilmistir. Birlesik Krallik’ta (UK) yapilan ¢alismada, 114 MM vakasinin
19’unda (%16,6) 6p22.3-p21.31 kromozom bolgesinin (20,5 Mb, 657 gen) kopya
sayisinin arttigl; Cek Cumhuriyeti’nde yapilan CGH temelli ¢aligmada ise taranan
MM hastalarinin  %8,7’sinde (9/91) 6pter-6p22.3 kromozom bolgesinde kopya
sayisinda artis tespit edildigi bildirilmistir [Smetana et al., 2014], [Walker et al.,
2010].
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5.4. MM Tedavisi

MM tedavi stratejisine hastanin yasi, hastaligin evresi, CRAB belirtilerinin
siddeti, varsa daha once uygulanmis tedavilerin etkinligi gibi kriterler kullanilarak
belirlenen risk sinifina (standart, orta, yiiksek) gore karar verilmektedir. Son elli y1l
icerisinde yeni ilaglarin kesfedilmesi ve tedavi yoOntemlerinin gelismesi MM
tedavisinde de yeni uygulamalarin ortaya ¢ikmasina katki saglasa da kemoterapi
ilaglarinin tek basina veya birlikte kullanilmasi halen MM’un en etkin tedavi
yontemleri arasindaki gegerliligini korumaktadir [Kumar et al., 2017]. Giiniimiizde
yeni teshis edilmis MM tedavisinde siklikla uygulanan yodntem proteozom
inhibitorleri ve bagisiklik sistemini diizenleyen ilaglarin birlikte kullanilmasidir. Bu
kemoterapi kombinasyonuna en 1yi Ornek Bortezomib’in, Lenalidomide-
Dexamethasone  kombinasyonu (VRd) veya Thalidomide-Dexamethasone
kombinasyonu ile kullanilmasidir [Gerecke et al., 2016]. Bu ilag kombinasyonundan
sonra kok hiicre nakli (Autologous Stem Cell Transplantation, ASCT) uygulamasinin
hastalardaki tedavi etkinligini artirdigi bulunmustur. MM tedavisinde kullanilan
etkili ila¢ gruplarindan bir digeri DNA alkilleyici ilaglardir [Gerecke et al., 2016],
[Kyle and Rajkumar, 2009]. Melphalan ve Cyclophosphamide gibi kemoterapi
ilaclarinin gerek proteozom inhibitorleri gerekse bagisiklik sistemini diizenleyici
ilaglar ile birlikte kullanilmas1 da MM tedavisinde etkin sonuglar ortaya koymaktadir
[Miguel et al., 2013], [Richardson et al., 2010]. MM tedavisinde kullanilan ilaglarin
kategorileri ve klinikte kullanilma kronolojileri Uluslararas1t Miyelom Kurulusu’nun
(International Myeloma Foundation) internet sayfasindan alintilanan Sekil 5.4’te

Ozetlenmistir [Web 2, 2018].
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Alkylator Proteasome inhibitor (“mib”) Antibody (“mAbs”) 2015 Daratumumab
Steroid Immunomodulator (“imid") HDAC inhibitor 2015 Ixazomib
Anthracycline 2015 Elotuzumab
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2015 Panobinostat

2003 Bortezomib
1958 MeIFhalan 2013 Pomalidomide
1962 Prednisone 2006 Lenalidomide 2012 Carfilzomib
| 1983 Auto Transplantation 2006 Thalidomide
1986 High-Dose Dex 2007 Doxorubicin

Auto = Autologous; Dex= Dexamethasone

Sekil 5.4: MM tedavisinde kullanilan ilaclarin kategorilendirilmesi ve klinikte
kullanimu ile ilgili zaman ¢izelgesi.

Bir DNA alkilleyici ajan olan Melphalan (Alkeran®), ilk sentezlenen (1953) ve
elli yilt agkin siiredir MM ve over kanseri tedavisinde kullanilmaya devam eden bir
kemoterapi ilacidir [Bayraktar et al., 2013], [Falco et al., 2007]. Gliniimiize kadar
gecen siirede proteozom inhibitorleri, monoklonal antikorlar, ASCT gibi ilaglar ve
tedavi yontemleri gelistirilmis olsa da bazi nedenlerden dolayr Melphalan, MM
tedavisinde siklikla tercih edilen kemoterapi ilaglar1 arasindaki yerini korumaktadir.
Bunlardan ilki alkilleyici 6zelliginden dolayr 6zellikle hizli béliinen hiicrelerde
DNA’y1 hasara ugratarak timor hiicreleri tizerindeki yiiksek sitotoksik etkisi, bir
digeri IL-6 ve dentritik hiicre etkilesimlerini baskilayarak tiimor mikrogevresi
tizerindeki bagisiklik sistemini diizenleyici etkisidir [Esma et al., 2017], [Kuczma et
al., 2016]. Bunlarin yani sira heterojen bir profile sahip olan MM un tedavisinde,
daha hassas fakat secici ilaglarin her zaman basarili sonu¢ vermemesi, Klinik
giivenilirliginin kanitlanmig olmasi ve diigiilk maliyet gibi faktorler de Melphalan’in
kemoterapi stratejilerinde siklikla kullanmasinin nedenleri arasindadir [Esma et al.,
2017], [Rajkumar and Harousseau, 2016].

Kimyasal formiilii 4-[bis(2-kloretil)amino]-L-fenilalanin (C13H1sCi2N202) olan
Melphalan bir fenilalanin amino asidi tiirevidir ve bu sayede L-amino asit transport
sistemi ile kolayca hiicre igerisine alindiktan sonra yapisindaki kloretil grubu ile,
guanin (G) bazinin 7. pozisyonunda bulunan (imidazol halkasi) azota kovalent olarak
baglanir [Millar et al., 1989], [Polavarapu et al., 2012]. Alkilasyon (alkil grubu
ekleme) olarak tanimlanan bu reaksiyon sonucunda DNA’nin ¢ift sarmal yapisi

deformasyona ugrar. Bozulan ii¢ boyutlu yapidan ve alkil gruplarmin varligindan
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dolay1 polimerazlarin (DNA/RNA polimeraz) DNA’ya baglanamamasi sonucunda
replikasyon ve transkripsiyonun sekteye ugramasiyla Melphalan, hiicreler lizerinde
sitotoksik etki gostermis olur [Gkotzamanidou et al., 2014], [Polavarapu et al., 2012].
Melphalan’in guanin bazimin 7. pozisyonundaki azot molekiiline baglanma

reaksiyonu Sekil 5.5’te gosterilmistir [Esma et al., 2017].
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Sekil 5.5: Melphalan araciligiyla ger¢eklesen alkilasyonun kimyasal gosterimi.
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6. DEK PROTEINI

DEK geni, tiirler arasinda korunmus olan 375 amino asitlik niiklear bir protein
kodlamaktadir ve MM hastalarinin yaklasik %16’sinda kopya sayisinda artig oldugu
tespit edilen 6p22.3 bolgesinde lokalizedir [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010],
[Walker et al., 2010]. Ilk olarak akut miyeloid I16semide (AML) t(6;9)(p23;q34)
translokasyonu sonucu olusan DEK-CAN fiizyon proteinin partneri olarak
karakterize edilen DEK, cogunlukla ¢ekirdekte yerlesim gostermektedir [Saha et al.,
2013], [von Lindern et al., 1992]. Bazi otoimmiin hastaliklarda hiicre digina
salgilandig1 gosterilen DEK, kromozom topolojisi, mRNA kirpilmasi, transkripsiyon
kontrolii, DNA hasar tamiri ve replikasyon gibi bircok oénemli hiicresel siirecte rol
almaktadir [Alexiadis et al., 2000], [Dong et al., 1998], [Kavanaugh et al., 2011].
AML, retinoblastom, hepatoseliiler karsinom gibi bazi solid tiimorlerde gen kopya
sayisinda ve/veya ifadesinde artis oldugu bildirilen DEK geni, melanom, meme
kanseri gibi bazi kanserlerde de onkogen olarak tanimlanmistir [Khodadoust et al.,
2009], [Privette Vinnedge et al., 2015], [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010].

6.1. DEK Proteininin Yapis1 ve Lokalizasyonu

Molekiiler agirlig1 yaklasik 45 kDa olan DEK’in (375 amino asit) organizmalar
arasinda korunmus farkli fonksiyonel domenleri (yapisal alt birim) kesfedilmistir
[Sanden and Gullberg, 2015]. DEK’in orta bolgesinde (87-187 amino asit) SAP-box
domeni bulunur. Sarmal-doniis-sarmal (helix-turn-helix, HTH) motifi igeren ve
DNA’ya baglanan proteinlerde bulunan bu domen DEK’in kromatine
baglanmasindan sorumludur [Kappes et al., 2004b]. Buna ek olarak DEK’in karboksi
ucunda bulunan (270-350 amino asit) DNA-baglanma domeni de proteinin kromatine
baglanmasinda fonksiyonel diger yapisal alt birimdir. Karboksi ucunda bulunan ve
DNA-baglanma domeni ile Ortlisen multimerizasyon domeni ise DEK’in birbiri
(izoformlar1) ile baglanarak protein dimeri (DEK-DEK) olusumunda rol
oynamaktadir [Kappes et al., 2004b], [Sanden and Gullberg, 2015]. DEK proteinin
yapisinda bulunan fonksiyonel alt birimler Sekil 6.1°de gosterilmistir [Waldmann et
al., 2004].
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Sekil 6.1: DEK’in yapisinda bulunan fonksiyonel alt birimlerin protein iizerindeki
yerlesimlerinin gdsterilmesi.

DEK’in, yapisinda bulunan niiklear yerlesim sinyali sayesinde (NLS) hiicre
¢ekirdeginde lokalize oldugu gosterilmistir [Kappes et al., 2001]. Yapilan ¢alismalar
DEK’in hiicre dongiisii boyunca ¢ekirdekten ve kromatinden ayrilmadigini, mitotik
kromozomlarda yerlesmis histon-olmayan (non-histone) protein oldugunu ortaya
koymustur [Kappes et al., 2001], [Krithivas et al., 2002]. DEK’in 6nceden DNA
tizerinde 0zgilin niikleotid dizilerini secerek baglandigi diisiiniilse de son yapilan
calismalar DEK-DNA etkilesiminin niikleotid dizisinden bagimsiz oldugunu fakat
DNA’nin ti¢ boyutlu yapisi ile baglantili oldugunu gostermistir [Waldmann et al.,
2003]. Bu c¢alismaya gore DEK’in gevsek ve lineer DNA bolgelerinden ziyade siiper
doniim (supercoiled) olusturmus siki bolgeleri tercih edip baglandigi sonucuna
vartlmistir [Pease et al., 2015], [Waldmann et al., 2003]. U937 miyeloid hiicre
hattinda yapilan bir baska c¢alismada ise DEK’in H3K4 histon metilasyonunun
oldugu o6kromatin bdlgelerinde ve buna paralel olarak farkli hiicre tiplerinde ve
dokularda siirekli ve ¢okca ifade edilen genlerin transkripsiyon baslama noktasina
yakin bolgelerde biriktigi gosterilmistir. Yapilan kromatin immiin ¢oktiirme (ChIP)
deneyleri, bu bolgelerin DEK’e 6zel bir baglanma motifi igermedigini gostermesinin
yani sira bazi transkripsiyon faktorlerine 6zgiin baglanma motiflerinin yakininda
yogunlagsmasimnin DEK’in kromatin iizerindeki yerlesiminin baska proteinler ile

diizenlenebilecegini diisiindiirmiistiir [Sanden et al., 2014].
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6.2. DEK Aktivitesinin Diizenlenmesi

6.2.1. Transkripsiyonel Kontrol

Altinc1 kromozomun kisa kolunda (6p22.3) yer alan DEK geni, 11 ekzon ve
TATA dizisi bulunmayan promotér bolgesi icermektedir. DEK’in transkripsiyonu,
CpG adalarinca zengin bu transkripsiyon baslama bolgesine bazi transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasiyla kontrol edilmektedir ve DEK ifadesinin hiicrenin
fizyolojik durumuna bagli olarak degistiginin yani sira transforme edilmis veya
kanser hiicrelerinde DEK MRNA seviyesinin daha yiliksek oldugu gosterilmistir
[Waldmann et al., 2004].

DEK’in promotdér bolgesi kullanilarak yapilan caligmalar, transkripsiyon
baglama noktasindan 170 ve 135 baz uzaklikta sirastyla Nuclear Transcription
Factor-Y (NF-Y) ve Yin Yang 1 (YY1) transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma
dizileri bulundugunu ve DEK transkripsiyonunda rol oynadigini ortaya koymustur
[Sitwala et al., 2002]. DEK’in ifadesinin proliferasyon ve transformasyondaki rolleri
ortaya konulmus olan bu iki transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edilmesi,
DEK’in asir1 ifadesi ve timor gelisimi arasinda mekanistik bir baglanti olabilecegini
diisindiirse de, kanserlerde hangi iist sinyal yolaklarinin NF-Y ve YY1 proteinlerini
aktive ederek DEK ifadesini gergeklestirdigi heniiz bilinmemektedir [Riveiro-
Falkenbach and Soengas, 2010]. Insan papilloma viriis-pozitif (HPV-pozitif) serviks
kanser hiicreleri ve E7’nin asir1 ifade edildigi primer insan keratinositleri ile yapilan
caligmalar DEK transkripsiyonunun HPV onkogeni olan E7 tarafindan da aktive
edildigini gostermistir [Wise-Draper et al., 2005], [Wise-Draper et al., 2009].

Yapilan bir diger ¢alismada, Rb kayb1 olan retinablastom ve kiiciik hiicreli
akciger kanserinde DEK seviyesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir [Grasemann et al.,
2005], [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010]. Buna ek olarak, farkli timor hiicre
hatlarinda yapilan ChIP deneyleri, aktivitesi Rb tarafindan kontrol edilen endojen
E2F transkripsiyon faktorlerinin DEK promotériine baglandigi in vivo olarak
gosterilmistir. Ayni calismada DEK’in kolon, larinks, idrar kesesi kanserleri ve
melanom gibi solid tiimorlerde de asir1 ifade edildigi mikrodizin deneyleri ile ortaya

konmustur [Carro et al., 2006].
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6.2.2. Translasyon Sonras1 Modifikasyonlar

DEK’in aktivitesi ve fonksiyonun diizenlenmesindeki Onemli post-
translasyonel modifikasyonlar fosforilasyon, ADP-ribozilasyon ve asetilasyondur.
Boliinen HeLa hiicrelerinde hiicre dongiisii boyunca DEK protein seviyesinde
degisiklik olmamasina ragmen, G1 fazindaki DEK fosforilasyonunun S fazindakine
gore iki kat daha fazla oldugu bulunmustur [Kappes et al., 2004a]. Yapilan analizler
DEK’in C-terminal ucunda bulunan dimerizasyon bolgesinde fosforilasyon bdlgeleri
(serin ve treonin bakiyeleri) bulundugunu ve Casein Kinase 2’nin (CK2) DEK
fosforilasyonundan sorumlu en 6nemli kinaz oldugunu a¢iga ¢ikarmistir [Kappes et
al., 2004a]. Fosforilasyonun, DEK’in DNA’ya baglanmasini inhibe ederken, RNA
kirpilmasinda gorevli faktorlerle ve diger niiklear proteinlerle etkilesimini artirdigi
gosterilmistir [Kappes et al., 2004a], [Soares et al., 2006]. Sirke sineginde yapilan
calismada CK2 tarafindan fosforlanmis DEK’in, DEK-CK2 kompleksi seklinde H3.3
histon ile birlikte bulundugu ve saperon gibi ig gorerek niikleozom paketlenmesinde
rol oynadig1 ve bdylece tiikiiriik bezi hiicrelerindeki politen kromozomlarinin
paketlenmesi i¢in gereken ilmek olusumunda etkili oldugu gdosterilmistir
[Sawatsubashi et al., 2010].

DEK’in islevlerini kontrol eden bir diger post-translasyonel modifikasyon olan
ADP-ribozilasyonun, genotoksik ajanlarla muamele sonucu apoptoza girmis
hiicrelerde arttig1 tespit edilmistir [Kappes et al., 2008]. Toksik kimyasallarin Jurkat
hiicrelerinde  olusturdugu DNA hasar1 ve strese cevaben c¢oklu DEK
ribozilasyonunun Poly (ADPribose) polymerase 1 (PARP1) tarafindan
gergeklestirildigi ve ribozillenmis DEK’in kromatinden ayrilarak hiicreler arasi
bosluga salinarak otoantikor {iretimini tetikledigi gosterilmistir [Gamble and Fisher,
2007], [Kappes et al., 2008].

Asetilasyonun da DEK’in DNA afinitesini azaltan modifikasyonlar arasinda
yer aldig1 yapilan c¢alismalarla gosterilmistir. Fosforilasyonun aksine DEK
asetilasyonu, proteinin C-terminal ucunda degil, N-terminalinde bulunan yaklasik 70
amino asitlik bir bolgedeki lizin bakiyelerinde gergeklesir [Cleary et al., 2005].
Histon asetiltranferaz (HAT) domeni ve aktivitesi tasiyan CREB-Binding Protein
(CBP), p300 ve p300/CBP-Associated Factor (P/CAF) tarafindan asetillenen
DEK’in, bagli bulundugu promotdr bolgelerinden ayrilarak, RNA kirpilmasinda

gorevli olan proteinlerin ve transkripsiyon faktorlerinin yogunlasti§i kromatin igi
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graniillere (Interchromatin Granule Clusters, IGCs) go¢ ettigi tespit edilmistir
[Cleary et al., 2005]. Sonug olarak post-translasyonel modifikasyonlarin ¢ok farkli
hiicresel siiregte gorev alan DEK’in DNA’ya baglanma afinitesi ve fonksiyonlarinin

diizenlenmesinde bir anahtar gibi 6nemli rol oynadig1 goriilmektedir.
6.3. DEK’in Hiicresel Islevleri

DNA’ya baglanan ve genellikle c¢ekirdekte lokalize olan DEK’in farkli hiicre
tiplerinde birbirinden farkl: hiicresel siireglerde rol oynadigi tespit edilmistir. DEK’in
bu islevlerden bazilariin birbiri ile ¢elismesine ve bazilarinin ise hangi sinyallere
bagli olarak fonksiyonunu mekanistik olarak nasil yerine getirdigi bilinmemesine

ragmen DEK ile ilgili yapilan ¢aligmalarin sayis1 giin gegtikce artmaktadir.
6.3.1. DNA Topolojisi ve Kromatin Yapisinin Degistirilmesi

DNA’ya baglanan protein olan DEK’in akla gelen fonksiyonlarmin ilki
DNA’nin ve kromatin yapisinin degistirilmesidir. Yapilan caligmalar DEK’in DNA
tizerinde farkli yapisal bolgelerde lokalize olabildigini ve DNA topolojisi ile
yakindan ilgili olabilecegini gostermistir [Waldmann et al., 2003]. DEK’in DNA
topolojisi tizerindeki etkileri ile ilgili yapilan ilk ¢alismalarda, HeLa hiicrelerinden
izole edilen DEK’in SV40 minikromozomlarinda (22-25 histon oktomeri ile
paketlenmis 5 kb viral genom) bulunan negatif ve pozitif siiper doniimleri 6karyotik
DNA topoizomeraz | varliginda ortadan kaldirilmasinda rol oynadig: in vitro olarak
gosterilmistir [Alexiadis et al., 2000], [Waldmann et al., 2002]. Ayrica farkli histon
kombinasyonlar1 ile paketlenmis DNA’lar kullanilarak yapilan deneyler sonucunda,
H2A/H2B histon dimerinin niikleozomlarda bulunmasinin DEK’in DNA’daki negatif
stiper dontimleri ortadan kaldirmasi igin gerekli oldugu tespit edilmistir [Alexiadis et
al., 2000].

Sirke sineginde (Droshopila melanogaster) yapilan ¢alismada, DEK’in
Heterochromatin Protein 1 o (HP1la) ile dogrudan etkilesime girerek bu proteinin
heterokromatik bolgelerin olusmasinda 6nemli olan metillenmis H3K9 (H3K9me3)
histonuna baglanmasini artirdigit ve bu sayede heterokromatin yapisinin
korunmasinda fonksiyonel oldugu gosterilmistir [Kappes et al., 2011]. Bununla

birlikte ayni1 calismada yapilan ChIP deneyleri HeLa S3 ve HEK293 hiicrelerinde

44



DEK’in 6zgiin shRNA’lar ile kalic1 olarak susturulmasinin genel kromatin yapisinda
susturulmus genlere ait promotorlerin yakininda bulunan H3K9me3 histonunu
azalttig1, dolayisiyla DEK’in epigenetik susturma ilmeklerinin (epigenetic silencing
loop) olugmasinda énemli bir role sahip oldugu bulunmustur [Kappes et al., 2011].

DEK’in DNA topolojisi ile ilgili bir diger onemli fonksiyonu kromatin
modifiye edici komplekslerin aktivitesi tizerindeki diizenleyici roliidiir. Bunlardan en
onemlisi DEK’in histon asetiltranasferaz (HAT) komplekslerinin 6énemli parcasi olan
p300 ve P/CAF proteinleri iizerindeki baskilayici etkisidir. DEK’in histonlara
baglanarak p300 ve P/CAF kompleksleri tarafindan gergeklesen asetilasyonu inhibe
ettigi ve bu sayede 6zellikle H3 ve H4 histonlarinin hipoasetilasyonu sonucunda bazi
genlere ait promotdr bdlgesini i¢eren kromatin bolgesinin yeniden diizenlenebildigi
gosterilmistir [Ko et al., 2006]. Farkli c¢alismalarda yapilan immiin ¢oktiirme
deneyleri DEK’in, kromatinin yeniden diizenlenmesini saglayan WICH kompleksine
(WSTF-SNF2h) baglanan niiklear proteinlerden biri oldugunu ve fonksiyonu tam
olarak bilinmese de DEK’in asetilenmis H3, H4 histonlar1 ve histon deasetilaz II’nin
(HDAC 1) de yer aldig1 transkripsiyonel inhibitdr kompleksi igerisinde yer aldigin
ortaya koymustur [Cavellan et al., 2006], [Hollenbach et al., 2002].

6.3.2. Transkripsiyon Kontrolii

Bazi transkripsiyon diizenleyicileri ile birlikte dogrudan veya kromatin yapisini
degistirerek dolayli olarak transkripsiyonun diizenlenmesi DEK’in 6nemli islevleri
arasindadir. Yapilan ¢aligmalar DEK’in hiicrelerde hem bir transkripsiyonel aktivator
hem de inhibitdr olarak gorev yaptigimi ortaya koymustur [Sanden et al., 2014].
Ozellikle bir dnceki baslikta anlatilan DEK’in kromatin organizasyonu ile ilgili
fonksiyonlariin, promotdr bolgelerindeki yapisal degisiklige bagli olarak bazi
genlerin transkripsiyonunu etkiledigi goriilmistiir. Bu dolayli etkilere ek olarak
DEK’in, U-87 MG glioblastom hiicre hatt1 kullanilarak yapilan ¢aligmalarda hiicre
farklilagmasi ve gelisiminde transkripsiyonel aktivatdr olarak gorev yapan Activating
Enhancer-Binding Protein 2 Alpha (AP-2a) ile baglandigini ve transkripsiyon
faktoriiniin aktivitesini artirdigi tespit edilmistir [Campillos et al., 2003]. Bunun yani
sira DEK’in, miyeloid hiicre farklilasmasinda rol oynayan CCAAT-enhancer-binding
Proteina (C/EBPa) transkripsiyon faktdorii ile birlikte ilgili genlerin ifadesinde gorev
aldig bildirilmistir [Koleva et al., 2012].
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6.3.3. DNA Onarimmi ve Hiicre Oliimii

Birgok kanser tiiriinde DEK’in ifadesinin fazla oldugu ve ve tiimorlerin
genotoksik ilaglara direncinden dolay1 apoptozdan kagtigi goriilmiistiir [Kavanaugh
et al., 2011]. Bu bilgiyle baglantili olarak yapilan ¢alismalar DEK’in DNA onarimi
ve apoptozda da rol oynadigini ortaya koymustur. Kanser hiicre hatlar1, embriyonik
fare fibroblast hiicreleri (MEFs) ve fare modeli kullanilarak yapilan ¢alisma DEKin,
homolog olmayan ug birlesmesi (NHEJ) siirecinde DNA tamir proteini olan Ku70/80
dimerinin DNA-dependent Protein Kinase (DNA-PK) araciligiyla yolaga dahil
edilmesi igin gerekli oldugunu gostermistir [Kavanaugh et al., 2011], [Pease et al.,
2015]. Ayrica DEK’in ¢ift zincir kiriklarinin (DSB) onariminda goérevli RADS1 ile
kompleks olusturarak NHEJ siirecinde rol oynadig1 ve apoptoza hassasiyetinin arttig1
bildirilmistir [Smith et al., 2017].

HeLa hiicre hatti ve primer insan keratinositlerinde DEK ifadesinin 6zgiin
shRNA’lar ile susturulmasimmin tlimor baskilayict  protein  olan  p53’iin
stabilizasyonunu ve boylece p53-bagimli apoptozu artirdigi tespit edilmistir [Wise-
Draper et al., 2006]. Diger taraftan insan melanosit ve melanom hiicrelerinde yapilan
caligmalar DEK’in p53 seviyesini etkilemedigini fakat antiapoptotik MCL-1’in
ifadesini artirarak p53°ten bagimsiz olarak apoptozu engelledigini gostermistir

[Khodadoust et al., 2009], [Pease et al., 2015].

6.3.4. Hiicre Disina Salgilanan DEK ve Kemoatraksiyon

Niiklear bir protein olan DEK bazi durumlarda hiicre digina
salgilanabilmektedir. Jiivenil artrit hastalarinda CK2 tarafindan fosforlanan DEK’in,
serbest formda veya vezikiil icerisinde makrofajlardan sinoviyal siviya salgilandigi
ve notrofiller, CD8" T lenfositleri ile NK hiicrelerinin gog¢iinii saglayan bir
kemotaktik ajan olarak rol oynadigi bildirilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006],
[Withrow et al., 2016]. Bir diger ¢alismada DNA onariminda rol oynayan DEK’in,
apoptotik Jurkat hiicrelerinde poli-ADP ribozilasyonu sonucu kromatinden ayrilarak
hiicreler arast bosluga salgilandigi ve saflastirllan modifiye DEK’in jilivenil
romatoit/idiopatik artrit hastalarmin sinoviyal sivilarindan elde edilen otoantikorlar
tarafindan tanindigr bulunmustur [Kappes et al., 2008]. Hiicre digina salgilanan

DEK’in komsu hiicreler tarafindan nasil alindig1 ve islevini koruyup korumadigi da
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yapilan caligmalarla test edilmistir. Besi ortamina eklenen ve HeLa hiicreleri
tarafindan heparan siilfat proteoglikan (HSPG) molekiilleri vasitasiyla hiicre i¢erisine
alimnan rekombinant DEK proteininin, DNA onariminda ve kromatin

organizasyonunda rol oynayarak islevini korudugu gortilmistiir [Saha et al., 2013].
6.4. DEK’in Hematopoezdeki Rolii

Transkripsiyon kontrolii, kromatin yapisi ve NHEJ gibi temel ve 6nemli hiicre
ici islevlere sahip olan ve DEK-CAN fiizyon proteininin akut miyeloid 16semi
patogenezinde rol oynayan DEK’in, normal hematopoez stirecinin belli asamalarinda
ve Ozellikle miyeloid hiicre farklilagsmasinda da etkin rol oynadigi gorilmistiir
[Logan et al., 2015], [von Lindern et al., 1992]. Yapilan analizler AML hastalarinda
ifadesi konrtol kemik iligine gére daha diisiik seviyede olan DEK’in saglikli kan
hiicrelerindeki ekspresyonunun degiskenlik gdsterdigini ortaya ¢ikarmistir. Periferik
kanda ve kemik iliginde bulunan HKH’lerde yiiksek olan DEK ekspresyonunun,
progenitor hiicrelerin miyeloid seri hiicrelerine farklilagmasi sirasinda belirgin bir
sekilde azaldig1 tespit edilmistir [Logan et al., 2015]. Miyeloid hiicrelerinin
farklilasmasindaki O6nemli transkripsiyon faktorlerinden olan C/EBPa, hiicre
dongiistinii diizenleyen proteinlerle (CDK2/4, p21, E2F ve pRb gibi) etkilesime
girerek proliferasyonu inhibe ederken, ayni zamanda miyeloid seri hiicrelerinde
onemli olan hedef genleri (CEBPE, GCSFR3, MPO, ELA, LF, mim-1, miR34avb.)
aktive ederek miyeloid hiicre farklilasmasini kontrol eder [Cammenga et al., 2003],
[Porse et al., 2005]. DEK’in kromatin {izerinde C/EBPua ile baglanarak hedef genlerin
transkripsiyonunda rol oynadigi ve multipotent CD34" progenitor hiicrelerinin
farklilagmasin1 uyararak graniilositik hiicre kolonilerinin (CFU-G) olugmasi i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir [Koleva et al., 2012]. Broxmeyer ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada, DEK’in HKH’lerin proliferasyonunu artirdigi; CFU-GM (colony
forming unit-granulocyte macrophage, BFU-E (burst forming unit-erythroid) ve
CFU-GEMM  (colony  forming unit-granulocyte  erythroid  macrophage
megakaryocyte) gibi farklilasma seviyesi ilerlemis hematopoetik progenitor
hiicrelerinin fare kemik iligi ve dalaginda sayisini ve yerlesimini azalttigi tespit
edilmistir [Broxmeyer et al., 2012], [Broxmeyer et al., 2013]. Sadece hiicre i¢i degil,
hiicre disina salgilanan DEK’in kemotaktik islevi sayesinde nétrofiller, CD8" T
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lenfositleri ile NK hiicreleri gibi enflamasyonla ilgili kan hiicrelerinin gogiinii

sagladig1 da bilinmektedir [Mor-Vaknin et al., 2006].

6.5. DEK ve Kanser Iliskisi

Kanser bilindigi lizere hiicrelerin kontrol disi ¢ogalmasi sonucu invazyon ve
metastazla sonuglanan bir hastaliktir. Hiicrelerin biiyiime ve ¢ogalmasinin kontrolii
proto-onkogen adi verilen ve hiicre dongiisii/proliferasyon, hiicre 6liimii, DNA tamiri
veya gen ifadesi gibi 6nemli siireglerde gorev alan sinyal molekiilleri ve diizenleyici
proteinler tarafindan saglanir. Ilgili genlerde meydana gelen mutasyonlar veya
fonksiyonel aktivitenin degismesine neden olan faktdrler bu proteinlerin onkogenik
karakter kazanarak tiimoriin baslamasina neden olurlar [Lee and Muller, 2010].
Bahsedildigi {izere kromatin organizasyonu ve transkripsiyondaki diizenleyici
fonksiyonlari, DNA tamiri tiizerindeki pozitif etkisi ve apoptozu inhibe edici
rollerinin yan1 sira bazi kanserlerdeki yiiksek ekspresyonu ve transformasyonu
indiiklemesinden dolayr DEK, literatiirde onkogen olarak tamimlanmistir [Pease et
al., 2015]. DEK’in hiicresel islevleri ve kanser ile iligkisi Sekil 6.2’de sematik olarak

Ozetlenmistir [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010].
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Sekil 6.2: DEK’in kromozomal lokasyonu, yapisi ve fonksiyonlarinin sematik 6zeti.
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Hepatoseliiler karsinom, beyin kanseri, idrar kesesi kanseri, retinoblastom,
meme kanseri, serviks kanseri, melanom, kolon kanseri, skiiamoz hiicreli bas/boyun
karsinomlar1 ve prostat kanserigibi farkli solid kanserler ile kronik lenfosittik 16semi
ve T-hiicreli biiyiik graniiler lenfosittik 16semi gibi hematolojik kanserlerde DEK
ifadesinin arttifi ve bu kanserlerden bazilarinda DEK’in tiimor gelisimi ve ilag
direnci ile ilgili hiicresel siireglerle iliskili oldugu bildirilmistir [Pease et al., 2015],
[Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010].

Khodadoust ve arkadaslari, 6p kromozom duplikasyonu olan farkli metastazik
ve agresif melanom hiicre hatlarinda DEK ifadesinin de arttigini tespit etmiglerdir.
Melanom hiicre hatlarinda DEK ifadesinin 6zgiin shRNA’lar ile baskilanmasinin
hiicrelerin proliferasyonunu azaltarak senesensi tesvik ettigi ve kullanilan genotoksik
ilaclara olan hassasiyete bagli olarak hiicre Olimiinii artirdigr gosterilmistir.
Hiicrelerdeki p53 miktariin DEK ifadesinden etkilenmemesine ragmen anti-
apoptotik protein olan MCL-1 ekspresyonunu artirarak apoptozu engelledigi
goriilmiistiir [Khodadoust et al., 2009].

Cocukluk ¢agi retinoblastom hastalarinda RB1 kaybinin yani1 sira 6p21—pter ve
193132 gibi kromozom bdlgelerinde tespit edilen kopya sayisi artiglarina baglh
olarak DEK ve E2F3 gibi onkogenlerin ifadesinde meydana gelen artigin timor
gelisimiyle ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir [Grasemann et al., 2005]. HN12 hiicre
hattinda (skiiamoz hiicreli karsinom) yapilan ¢aligmalarla DEK’in hiicre invazyonu
ve cisplatin direncinde rol oynadig1 gosterilmistir [Sansing et al., 2011].

Wise-Draper ve arkadaslarmin yaynladigi calismada, Dek” fare modelinde
papillom olusumunun yabanil tip (WT) fareye gore daha ge¢ oldugu, dolayisiyla
DEK’in cilt tiimorlerinin erken sathalarinda etkin olabilecegi kanisina varilmistir.
Yalnizca HPV16 E6/E7 ve hRas ile infekte edilen insan keratinositlerine (NIKs)
oranla bu onkoproteinler ile birlikte asir1 ifadesi saglanan DEK’in hiicrelerin
proliferasyonunu tesvik ederek koloni olusumunu artirdigi; DEK’i asir1 ifade eden
(E6/E7+hRas+DEK) keratinositlerin enjekte edildigi farelerdeki tiimor olusma orani
ve hacminin yalmizca E6/E7+hRas ekspresyonu olan keratinosit enjeksiyonuna
oranla daha fazla oldugu, dolayisiyla DEK ekspresyonunun epiteliyal
transformasyonu artirdigi in vitro ve in vivo olarak gosterilmistir [Wise-Draper et al.,
2009].

Akciger noroendokrin tiimorlerinde 6p22.3 lokusunun kopya sayisinin ve

beraberinde DEK ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir. Bu ¢alismada kiigiik hiicreli
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akciger karsinom hiicre hatlarinda (SBC3, SBC5) DEK ifadesinin susturulmasinin
(KD), in vitro deneylerde proliferasyonun ve koloni olusumunun azalmasina, ilag
hassasiyetinin artmasina; fareye enjekte edilen DEK KD hiicrelerinin kontrol
hiicrelerine oranla in vivo timor olusumunda ise diisiise neden oldugu gosterilmistir.
Yapilan genetik analizler, bu hiicrelerde DEK’in susturulmasi ile birlikte degisen
(artan/azalan) genlerin  sterol/lipit ~ metabolizmasi,  niikleozom/kromatin
organizasyonu ile ilgili diizenleyiciler ve transkripsiyon faktorleri oldugunu ve
bunlarin bazilarinin 16semilerle ilgili genler oldugunu ortaya ¢ikarmistir [Shibata et
al., 2010].

Meme kanseri DEK’in ifadesinde artig tespit edilen bir diger kanserdir. Timor
kokenli olmayan meme epitel hiicre hattinda (MCF10A) DEK’in asir1 ekspresyonu in
vitro proliferasyon, sag kalim, hiicre gocii ve invazyonu artirirken, habis karakterde
olan farkli meme kanseri hiicre hatlarinda (MDA-MB-468 ve MCF7) DEK’in
lentiviral sShRNA’lar ile baskilanmasi hiicrelerin bu 6zelliklerinde ve kanserin ortaya
citkmast ve tekrar etmesinde Onemli olan kok hiicre kiimelerinde (mamosfer
olusumu) azalmaya neden olmustur. Elde edilen in vitro bulgularla uyumlu olarak,
farelere enjekte edilen DEK ifadesi baskilanmis MDA-MB-468 hiicrelerinin kontrol
grubuna gore timor gelisimi ve hacminde azalmaya neden oldugu gosterilmistir.
Ayrica bu ¢alismada DEK’in invazyon ve metastaz ile iliskisine molekiiler diizeyde
151k tutan bulgular da elde edilmistir [Privette Vinnedge et al., 2011]. E-cadherin
(CDH1) hiicre-hiicre adezyonunda rol oynayan bir tiimor baskilayici gendir ve
transkripsiyonel olarak Wnt/p-catenin sinyal yolagi tarafindan baskilanmasi veya
fonksiyon kaybina ugramasi hiicre gogii, malighant transformasyon, metastaz veya
invazyon ile sonuglanmaktadir [Pecina-Slaus, 2003]. DEK ekspresyonu baskilanan
MDA-MB-468 ve MCF7 hiicrelerinde nukleusta lokalize olan aktif B-catenin
miktarinin azaldig1 ve buna paralel olarak CDH1 gen ifadesinin arttigi; DEK’i asir
ifade eden MCF10A hiicrelerinde ise bu profilin tam tersi oldugu tespit edilmistir.
Dek” MEF hiicrelerinde de MDA-MB-468 ve MCF7 hiicrelerindekine benzer
durumun olmast DEK’in E-cadherin iizerindeki negatif regiilasyonunun agresif
kanserlerdeki metastazik ve invazif karakterin ortaya c¢ikmasina katki
saglayabilecegini diisiindiirmektedir [Privette Vinnedge et al., 2011].

DEK’in hepatoseliiler karsinom (HCC) tiimdrogenezi ve metastazinda da rol
oynadigi Yu ve arkadaslarinin yakin zamanda yaptigi bir calismayla ortaya

konulmustur. Ilk olarak yapilan ekspresyon analizi HCC tiimér dokusunda ve farkli
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HCC hiicre hatlarinda kontrollerine gore DEK gen ifadesinin daha yiiksek oldugunu
gostermistir. DEK’in lentiviral shRNA’lar ile susturulmasi agresif invazif karaktere
sahip olan SMMC7721 hiicrelerinin proliferasyonunda ve in vitro migrasyonunda
onemli Olcilide azalisa, hiicre dongiisiinde tutulmaya (arrest) ve bu hiicrelerin enjekte
edildigi farelerde tiimor olusumunda kontrole gore diisiise neden olmustur. Bununla
birlikte DEK ifadesindeki baskilanmanin mezenkimal morfolojide olan SMMC7721
hiicrelerinin epitel benzeri bir goriinim kazanmasi DEK’in epiteliyel-mezenkimal
geciste (EMT) etkili olabilecegini diisiindiirmiistiir. Invazyon potansiyeli daha diisiik
olan MHCCO97L hiicrelerinde DEK’in tanimlanan iki izoformunun ayri ayri
ekspresyonu, hiicrelerin in vitro proliferayonunda, invazyonunda ve CDK1, CDK2,
CDK4, PCNA gibi hiicre dongiisiinde rol oynayan genlerin ifadesinde artisa neden
olmustur. SMMC7721 hiicrelerinde DEK’in baskilanmasi aktif f-catenin seviyesinde
diisiis ve CDH1 gen ifadesinde artigla;, MHCCO7L hiicrelerinde her iki DEK
izoformunun ifadesi ise tam tersi bir profille sonuglanmistir [Yu et al., 2016].

Matrka ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma bir¢ok kanserde artan ve timor
gelisimiyle iligkili olan DEK’in hiicre metabolizmasi {izerindeki etkilerine 1s1k
tutmustur. Biiylime ve ¢ogalma hizindaki artisa bagl olarak tiimdr hiicrelerinin enerji
ve makromolekiil ihtiyacinin da artmasi kanserin en tipik o6zelliklerindendir.
Keratinosit (NIKs) ve bas/boyun skiiamoz hiicreli karsinom hiicre hatlarinda (C-
SCC1) DEK’in agir1 ifadesinin NAD", laktat, alanin gibi glikoliz ve fumarat, siiksinat
gibi TCA donglisii iriinlerinin artisina neden oldugu gosterilmistir. Enerji
metabolizmasinin yani sira glutaminoliziz metabolitleri olan glutamin ve glutamat;
membran yapilarinda yer alan myo-inositol, GPC ve kolin; hiicresel redoksta rol
oynayan glutatyon; niikleotid sentez yolaklarinda yer alan glisin, aspartat, glutamin
ve format; protein ve lipid biyosentezinin yapi taslart olan diger amino asitler ve
TCA ara molekiilleri gibi kritik 6neme sahip hiicre i¢i metabolitlerin de DEK
ekspresyonundan etkilendigi rapor edilmistir. Boylece bu giincel ¢alismayla, DEK’in
onemli metabolik yolaklar1 degistirerek tlimor hiicrelerinin bilylimesi ve ¢ogalmasina
katki saglayabilecegi ile ilgili yeni ve farkli bir model ortaya konulmustur [Matrka et
al., 2017].
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6.6. DEK ve Multiple Miyelom iliskisi

MM hastalarinin yaklasik %16’sinda 6p22.3 kromozomal bolgesinde kopya
sayis1 artist oldugu tespit edilmesine ragmen literatiirde DEK’in lokalize oldugu bu
kromozom bdlgesindeki artisin DEK geninin kopya sayisint ve/veya ekspresyonunu
etkileyip etkilemedigine dair bir bilgi mevcut degildi [Walker et al., 2010]. Daha
once laboratuvarimizda yiriitilen yiiksek lisans tezleri kapsaminda yapilan
calismalarda, taranan MM kemik iligi kesitlerinin yaklasik %10’unda (4/41)
CD138P2T plazma hiicrelerinde DEK kopya sayisinda artis olmasina ragmen mRNA
seviyesinin bu artistan etkilenmedigi ve saglikli veya neoplastik CD138P°%t plazma
hiicrelerinde IHK yontemiyle tespit edilebilecek diizeyde DEK proteini bulunmazken
B hiicre kokenli tiimor hiicrelerinde DEK proteinin varligi tespit edilmistir [Cakar,
2014], [Ozdilek, 2013].

Normal plazma hiicre gelisiminde terminal farklilagma oncesinde hiicre
boliinmesinin durdurulmasi igin Blimp-1 tarafindan baskilanan E2F1’in DEK geninin
promotoriine baglandigi bilinmektedir [Carro et al., 2006], [Shaffer et al., 2002].
Plazma hiicre gelisimi ve hiicre proliferasyonu i¢in 6nemli olan bu transkripsiyonel
ag, DEK onkoproteini ile MM hiicrelerinin anormal ¢ogalmasi arasinda dolayli bir
iligski olabilecegini diigiindiirmektedir. Bununla birlikte DEK’in gerek hematopoezin
erken sathalarindaki proliferatif etkisi ve miyeloid hiicre farklilasmasindaki rolii
gerek AML, CLL gibi hematopoetik kanserlerin yani sira solid kanserlerdeki artan
ifadesi ve onkogenik 6zellikleri, DEK’in MM’da da muhtemel bir onkogen olarak rol

oynayabilecegi kanisini desteklemektedir.
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7. MATERYAL

Tablo 7.1: Hiicre hatlar.

Hiicre Hatti Firma Katalog Numarasi
RPMI 8226 ATCC CCL-155
U266 ATCC TIB-196
293T Dr. Gerard Grosveld
Tablo 7.2: Plazmitler.
Uriin Firma Katalog Numarasi
pGFP-C-shLenti-shDEK p. | Origene TL313507
MIG Retroviral vektor Addgene 27490
Paketleme vektorleri Dr. Gerard Grosveld -

Tablo 7.3: Tagman Primer-Prob Setleri.

Uriin Firma Katalog Numarasi

DEK, human Applied Biosystems Hs00180127_m1

CD138, human Applied Biosystems Hs00896423 m1

ACTB, human Applied Biosystems Hs01060665 gl
Tablo 7.4: Antikorlar.

Uriin Firma Katalog Numarasi

Fare anti-insan DEK antikoru BD 610948

HRP-konjuge anti-fare 1gG antikoru Cell Signaling 7076S

Tavsan anti-insan GAPDH antikoru Cell Signaling 5174P

HRP-konjuge anti-tavsan 1gG antikoru | Cell Signaling 7074P2

Anti-fare 1gG Fab2 AlexaFlour 555 Cell Signaling 4409S

Fare anti-insan CD138-PE antikoru BD 552026

Fare anti-insan CD138 antikoru (IHC) | Biocare Medical CM167B

AP-konjuge anti-fare 1gG antikoru Biocare Medical MALP521G

Tablo 7.5: Kitler, Kimyasallar.

Uriin Firma Katalog Numarasi
RPMI Medium Gibco 22400-089

DMSO Fisher Scientific BP231-1

FBS Gibco 26140-111
2-Propanol Sigma-Aldrich 24137-2.5L-R
Polybrene Sigma-Aldrich H-9268

Kloroform Sigma-Aldrich 24216-2.5L-R

PBS Gibco 14190094

DMEM Gibco 41966029
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Tablo 7.5: Devam

Penicilin/Streptomycin Gibco 151401
Pierce BCA Protein Assay Thermo Scientific 23227

CaCl2 Transfeksiyon Kiti Promega E1200
Sodyum Chloride Sigma-Aldrich S7653-250G
Hydrogen Peroxide Sigma-Aldrich H1009-100ML
Sodium Phosphate Di. Sigma-Aldrich S7907-100G
HEPES Sigma-Aldrich H4034-25G
Calcium Chloride Dihyd. Sigma-Aldrich C7902-500G
Sodium deoxycholate Sigma-Aldrich D6750-10G
Trizma Base Reagent Sigma-Aldrich T1503-1KG
SDS Sigma-Aldrich L3771-100G
NaCl Sigma-Aldrich S7653-250G
BSA Sigma-Aldrich A2153-10G
Fibronektin Sigma-Aldrich S5171-5MG
NP-40 Applichem A1694,0250
Formaldehit (%37) Teknokim TK.060162.05000
EDTA Fisher Chemical BP118-500
Giemsa Azure soliisyonu Merck Millipore 109204
Yagsiz siit tozu Applichem AB0830,0500
Beta-mercaptoethanol Applichem A1108.0100
High capacity cDNA Reverse | Applied Biosystems 4368814

2X Tagman Universal Master | Applied Biosystems 4324018
Ecomount Kapatma Maddesi Biocare Medical EM897L
Warp Red Chromogen Biocare Medical WR806CHE
Warp Red Chromogen Buffer | Biocare Medical WR806BFH
Van Gogh soliisyonu Biocare Medical PD902JJ
Absolute Etanol Sigma-Aldrich 32221

Ksilol Sigma-Aldrich 16446

RNaz Ambion 2272G4
Tryphan Blue Invitrogen T10282
Propodium lodide (PI) Invitrogen P3566
Tripure Isolation Reagent Roche 11667157001
WST-1 Proliferation Reagent Roche 5015944001
SDS Yiiriitme Tamponu Biorad 161-0732

4X Laemmli SDS Tamponu Biorad 161-0747
Protein marker Thermo Scientific 26616

TBS ScyTek Laboratories | TBS999
Tween20 Sigma-Aldrich P9416-50ML
Kemiluminisan (ECL) Thermo Scientific 32132
Melphalan Sigma-Aldrich M2011-100MG
Metanol (%99.9) Sigma-Aldrich 34885-2.5L-R
Proteaz/Fosfataz inhibitorii Thermo Scientific 78440
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Tablo 7.6: Cam, Plastik ve Sarf Malzemeler.

Uriin Firma Katalog Numarasi
gPCR 96 kuyulu plaka Axygen 321-75-051
6 kuyulu plaka TPP 92006
Petri (100x20 mm) TPP 93100
Flask 25/75/150 cm? TPP 90026/90076/90151
Thoma Lami Isolab 1.075.03.002
Mr. Frosty Nalgene 5100-0001
Cell strainer/Filtre (40pm) BD 352340
Pozitif yiiklii lam Thermo Scientific | 9991001
Lamel (24 x 50 mm) Fisher Scientific | 12-540-A
Yapiskan Film Applied 4306311
Siringa ucu filtre (0.45 um) Life Sciences 4614
Siringa ucu filtre (0.22 um) TPP 99722
PCR tiipleri Axygen PCR-02-C
Ependorf Tiip Axygen MCT-060-C / 150-C
Pipet ucu Axygen BT10XL,20,200,1250
Parafilm Isolab 058.01.001
Sale Isolab 073.01.001
Kriyotiip TPP 89012
Hazir Western Blot Membramn Biorad 170-4159
Hazir Western Blot Jeli Biorad 456-9033

Tablo 7.7: Cihazlar.
Uriin Firma Katalog Numarasi
CO2 Inkiibatdr Heal Force HF90
Laminar flow kiiltiir kabini Cryste Puricube 1200
gPCR analiz cihazi Agilent Stratagene
PCR (thermal cycler) cihazi Bio-Rad MJ-Mini PTC1148
Nanodrop Shimadzu Biotech | 206-26300-48
Cytospin4 Thermo Scientific | CY9064
Countess Hiicre Sayim Cihazi Invitrogen 1754B
Calkalayici Labnet S2025-B-230V
Multi rétor Biosan Multi RS-60
FACS Jazz BD 655487
Transblot Tranfer Sistemi Biorad
Varioskan Plate Reader Thermo Scientific | 3001-1571
Floresan mikroskobu Nikon Eclipse Ti-S
Chemi Doc XRS+ Biorad 721BR04545
S1v1 azot tanki Taylor Wharton LS4800
Ters(inverted) 11k mikroskobu Nikon Eclipse TS100
Su banyosu Wisd Lab. Ins. 0400702135J036
Worteks VWR International | 444-1372
Santrifiij Sigma 1-14
Ters Floresan mikroskobu Nikon Eclipse 80i
Isik mikroskobu Nikon Eclipse, E100
Mikropipet seti Gilson F167300

55



8. YONTEM

8.1. Hiicre Kiiltiri

Insan MM hiicre hatlart RPMI-8226 ve U266, ATCC tarafindan 6nerilen kiiltiir
ortaminda (FBS (%15, v/v) ve penisilin/streptomisin (%1, v/v) ilave edilmis RPMI-
1640 besiyeri, %5 CO2, 37°C’de ¢ogaltilarak canliliklar1 devam ettirildi. Retroviriis
caligmalarinda paketleme hiicre hatti olarak kullanilan 293T hiicreleri ise DMEM
besiyeri (FBS (%10, v/v), penisilin/streptomisin (%1, v/v) ilave edilmis) kullanilarak
%10 COz2, 37°C’de nemli inkiibatorde kiiltiirlendi. Yeterli yogunluga ulasan hiicreler
1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek c¢oktiiriildii. Hiicre pelleti taze besiyeri
igerisinde siispanse edildi ve uygun yogunlukta ekilerek pasajlandi.

Dondurulmak istenen hiicreler santrifiij edildikten sonra dondurma besiyeri
(%10 DMSO igeren FBS) ile uygun yogunlukta (maksimum 10x10° hiicre/ml)
siispanse edildi. Cryotiipler icerisine alikotlanan hiicre siispansiyonlar1 “Mr. Frosty”
(Nalgene) kaplari icerisinde 24 saat -80°C’de kademeli olarak dondurulduktan sonra
uzun siire muhafaza edilmek tizere sivi azot tankina (-196°C) aktarildi. Hiicreler
tekrar ¢oziilmek istendiginde, sivi hale gelen siispansiyon iizerine biiyiime besiyeri
(yaklasik 25 ml) kademeli olarak eklendikten sonra santrifiij edildi (1000 rpm’de, 10
dk.). Uygun miktarda taze besiyeri ile siispanse edilen hiicreler inkiibatore kaldirildi.

8.2. MM Hiicre Hatlarina Gen Aktarimi

RPMI-8226 hiicrelerinde endojen DEK ifadesinin baskilanmas1t DEK’e 6zgiin
4 farkli lentiviral kisa RNA (sh-RNA) kullanilarak; RPMI-8226 ile U266
hiicrelerinde DEK’in asir1 ifadesi ise retroviral ekspresyon vektorii kullanilarak
saglandi. Oncelikle bu vektdrler viral paketleme plazmidleri ile birlikte 293T
hiicrelerine transfekte edilerek “self replication” kapasitesi olmayan viriis partikiilleri
iiretildi. Ikinci asamada ilgili geni tasiyan viriisler toplanarak RPMI-8226 ve U266
hiicrelerine viral transdiiksiyon yapildi ve bu hiicrelerde DEK ifadesinin kalic1 olarak
modifikasyonu saglandi. ilgili gen iiriiniiyle birlikte kodlanan ve floresan bir protein
olan Green Fluorescent Protein (GFP) ise, hem asir1 gen ifadesi (overexpression)

hem de gen susturulmasi (knock-down) i¢in kullanilacak olan vektorlerin basariyla
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aktarildig1 ve hedeflenen kalic1 ekspresyonun saglandigi hiicrelerin ayirt edilebilmesi
amaciyla belirte¢ olarak kullanildi. Asir1 gen ifadesi i¢in transkripsiyonel kontroliin
MSCV promotorii altinda oldugu MIG (MSCV-IRES-GFP) vektorii tercih edildi. Bu
plazmitin iskeletinde ¢oklu klonlama bolgesi ve GFP arasina denk gelecek sekilde
IRES (Internal Ribosomal Entry Site) dizisi mevcuttur. Bu sayede sentezlenen
proteinin stabilizasyonu ve fonksiyonunun etkilenmemesi amaciyla plazmit igerisine
klonlanan DEK cDNA’st ve GFP flizyon olarak degil birbirinden bagimsiz

transkriptler olarak ifade edilmektedir.

8.2.1. Viral Vektorlerin Paketleme Hiicre Hattina Transfeksiyonu

Retroviral ekspresyon vektorleri ve DEK’e 6zgiin lentiviral sh-RNA’lar,
oncelikle CaCl2 transfeksiyon metodu kullanilarak viral paketleme hiicre hatti olan
293T hiicrelerine aktarilarak viriis partikiilleri {tretildi (liretilen retroviriis ve
lentiviriisler “self-replication” kapasitesi olmayan, kullanimi giivenli viriislerdir).
293T hiicrelerinin kiiltiirlenmesinden viriis iiretimi ve MM hiicre hatlarinin infekte

edilmesine kadar takip edilen protokol maddeler halinde 6zetlenmistir:

¢ 293T Hiicrelerinin Kiiltirii: 293T hiicreleri, embriyonik (insan) bobrek epiteli
kokenli olup yiiksek gen aktarim verimliliginden dolayr transfeksiyon
calismalarinda siklikla tercih edilen ve yiizeye yapisarak biiyiiyen (adherent) bir
hiicre hattidir. Bu hiicrelerin gogaltilmasinda bir 6nceki baglik altinda belirtilen
kiiltiir kosullar1 kullanilmistir.

e 1. Giin: Transfeksiyondan 24 saat Once, 293T hiicreleri pasajlanarak 10 mi
DMEM (%10 FBS+%]1 Pen/Str) igerisinde 4x10° canl1 hiicre olacak sekilde 10
cm’lik petrilere ekildi.

e 2. Giin: Besiyeri hazirlamak igin kullanilan FBS, 55°C’de 1 saat bekletilerek 1s1
ile inaktive edildi (Heat Inactivated, HI-FBS). Sonrasinda %10 HI-FBS ve %1
Pen/Str eklenerek HI-DMEM hazirlanmistir. Bir 6nceki giin petrilere ekilmis
hiicrelerin besiyeri, transfeksiyondan 3 saat dnce hazirlanan HI-DMEM (5 ml) ile
degistirildi. Ug saatin sonunda aktarilacak plazmid DNA’larmi ve 2X HBS
(Hepes Buffered Saline) igeren iki ayr tiip hazirlandi (Tablo 8.1):
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Tablo 8.1: 293T hiicrelerinin transfeksiyonu igin hazirlanan plazmid karisimlari.

I. Tiip II. Tiip
sh-RNA (shDEK veya sh-Neg) 10 pg X
GplR (Paketleme vektorii) 6 ug X
RTR2 (Paketleme vektorii) 2 pg X
VsVG (Paketleme vektorii) 2ug X
CaCl2 (2,5 M) 50 ul X
2X HBS X 500 pl
Steril dH20 500 pl’ye tamamlanir X

DNA-CaCl2 karigimi (I. tiip) hazirlandiktan sonra, II. tiipte bulunan 2X HBS
tizerine damla damla eklenerek 30 dakika inkiibe edildikten sonra transfekte edilecek
hiicrelerin tizerine damlatildi ve petriler inkiibatére (%10 COz2, 37°C) kaldirildu.

e 3. Giin: Yaklasik 18 saatlik inkiibasyonun ardindan petrilerde bulunan besiyeri
vakumla uzaklastirilarak 2 kez 5’er ml PBS ile yikandi. Sonrasinda her bir petriye
5 ml HI-DMEM eklenerek tekrar inkiibatore (24 saat) kaldirilda.

8.2.2. Viral Transdiiksiyon

Takip eden 4. giinde virilis partikiilleri igeren besiyeri siringa yardimiyla
cekilerek 0,45 pum filtreden gegirildi. Diger taraftan viral transdiiksiyon yapilacak
RPMI-8226/U266 hiicreleri (1,6x108 canli hiicre) santrifiij (1000 rpm, 10 dakika)
edildikten sonra hiicre pelleti 2,5 ml RPMI 1640 besiyeri (%15 FBS+%1 Pen/Str) ile
siispanse edildi. Her bir hiicre siispansiyonuna final konsantrasyonu 8 pg/ml olacak
sekilde Polybrene eklendikten sonra filtrelenmis viriislii besiyerinden 2,5 ml ilave
edilerek T-25 flaska ekildi.

Trandiiksiyon yapilmis hiicreler ertesi giin santrifiij edilerek (1000 rpm, 10
dakika), viriis igeren besiyeri uzaklastirildiktan sonra pellet taze RPMI 1640 besiyeri
ile yikandi1 ve sonrasinda temiz bir T-25 flaska ekilerek kiiltiire devam edildi (%5

CO2, 37°C).
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8.3. GFPPoZtf Hiicrelerin FACS ile Ayristirilmasi

Transdiiksiyonun sonunda hiicre igerisine giren viral plazmidler, yapilarindaki
LTR (Long Terminal Repeat) dizileri sayesinde hiicre genomuna entegre olarak
boliinme sonrasinda yavru hiicrelere aktarilirlar. Bu sayede aktarilan gen {irlinlinii ve
GFP’yi kalict olarak ifade eden GFPPZUf hiicreler akim sitometrisi (FACS,
Fluorescence Associated Cell Sorting) kullanilarak izole edildi.

Kiiltirde cogaltilan hiicreler santrifiij edildikten sonra sort soliisyonu (%2
BSA, 4mM EDTA igeren PBS) icerisinde siispanse edildi (yaklasik 2x10° hiicre/ml)
ve 40 um hiicre siizgecinden (cell strainer) gecirildi. GFPP°?!" hiicreler FacsJazz
(BD) akim sitometri cihazi ile ayristirilarak dondurulmus FBS igeren tiipe toplandi.
Ayrimdan sonra hiicrelerin safligi (GFPP?U" hiicre %’si) kontrol edildi. Santrifiij
edilerek ¢Oktiiriilen hiicreler besiyeri ile yikandiktan sonra uygun yogunlukta
ekilerek kiiltiire alindi.

8.4. RT-qPCR

8.4.1. Total RNA Izolasyonu

FACS ile ayristirilan ve kiiltiirde gogaltilan hiicrelerden 2x10° canli hiicre 1000
rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Hiicre pelleti PBS ile yikandiktan sonra, 1
ml TriPure izolasyon soliisyonunda iyice siispanse edildi. Kloroform (0,2 ml)
eklenerek homojenize edilen 6rnekler oda sicakliginda 2-3 dakika inkiibe edildikten
sonra 12000 xg’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi ayrilan 3
fazdan en lstte kalan seffaf RNA fazi pipet ile ¢ekilerek temiz bir ependorfa aktarildi
ve her tiipe %100 izopropanol (0,5 ml) eklenerek oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildi. Santrifiijiin (12000 xg’de 10 dakika +4°C) ardindan ependorfun dibinde
jelimsi bir pellet olarak kalan RNA 2 kere %75 etanol ile yikanarak 14000 rpm’de 5
dakika +4°C’de santrifiij edildi. Etanoliin iyice uzaklastirilmasi i¢in oda sicakliginda
yaklagik 10 dakika kurutulan RNA pelleti 30 pl RNaz icermeyen saf su ile siispanse
edildi. izole edilen RNA &rneklerinin spektrofotometrik analizi ve miktar tayini
Nanodrop ile yapildiktan sonra RNA bandlarinin biitiinliigii agaroz jel elektroforezi

(%0,8) ile analiz edildi.
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8.4.2. cDNA Sentezi (Ters Transkripsiyon)

Izole edilen total RNA o&rneklerinin icerisinde bulunan mRNA’lardan ters
transkripsiyon reaksiyonu ile cDNA sentezi yapildi. Uretici firma tarafindan énerilen

protokol takip edilerek her bir 6rnek igin Tablo 8.2°de belirtilen reaksiyon karigimlari

hazirlandi.

Tablo 8.2: cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi.
Kimyasal Miktar (1 reaksiyon i¢in)
10X RT Buffer 2 ul
dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10X RT Random Primers 2 ul
Reverse Transcriptase (50 U/ul) | 1 ul
RNase Inhibitor (20 U/ul) 1 ul
RNase-free dH20 3,2 ul
RNA Template (1 pg/10 ul) 10 pl
TOTAL 20 pl

Reaksiyon karigimlar1 buz iizerinde hazirlandiktan sonra Tablo 8.3’te belirtilen
termal PCR kosullar1 kullanilarak ters transkripsiyon reaksiyonu (cDNA sentezi)

gerceklestirildi.

Tablo 8.3: cDNA sentezi i¢in kullanilan termal PCR sartlari.

Sicakhk Siire
25°C 10 dakika
37°C 2 saat
85°C 5 dakika
4°C 0

8.4.3. Es Zamanh Kantitatif PCR (qPCR)

Hiicrelerdeki DEK ve CD138 gen ekspresyon seviyelerini belirlemek amaciyla
Tablo 8.3’te belirtilen reaksiyon karisimlart hazirlandi ve Tablo 8.4’teki termal
kosullar kullanilarak es zamanl kantitatif PCR (Real-Time Q-PCR) yapildu.
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Tablo 8.4: Es zamanli kantitatif PCR i¢in kullanilan reaksiyon karigimiu.

Kimyasal Miktar (1 reaksiyon icin)
2X Tagman Gene Expression Master Mix 10 pl
Tagman Gene Expression Assay n
(DEK/CD138/ACTB Tagman Probe)
RNase-free dH20 2 ul
cDNA Template 1 ul
TOTAL 20 pl

Gen ekspresyon analizi i¢in her bir 6rnek ¢ tekrarli (replika) ¢alisildi. Q-PCR
cihazi (Applied Biosystems) tarafindan belirlenen DEK, CD138 ve referans gen
olarak segilen S-ACTIN (ACTB)’e ait Ct degerleri kullanilarak, her bir 6rnege ait
replikalarin aritmetik ortalamalar1 alindi. Hesaplamalarda AACt metodu kullanilarak
her bir 6rnek i¢in; DEK’e veya CD138’e ait ortalama Ct degerinden, ACTB’e ait
ortalama Ct degeri cikarilarak o drnege ait ACt degeri hesapladi. Elde edilen ACt
degerlerinden, kontrol grubu olarak belirlenen (sh-Negatif veya MIG) 6rneklerin ACt
degerleri ¢ikarildi (AACt) ve 2F4ACH formiilii kullamlarak orneklere ait DEK ve
CD138 mRNA seviyeleri goreceli olarak belirlendi. Sonu¢ olarak, DEK geni
susturulan RPMI-8226 ve asir1 ifade ettirilen RPMI-8226/U266 hiicrelerinde, gen
ekspresyon diizeylerindeki degisim “kat artis” veya “kat azalig” seklinde

hesaplanmustir.

Tablo 8.5: Es zamanli kantitatif PCR i¢in kullanilan termal kosullar.

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
50°C 2 dakika 1
95°C 10 saat 1
95°C 15 saniye
i 40
60°C 1 dakika
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8.5. Western Blot Yontemi ile Protein Analizi

8.5.1. Protein Izolasyonu ve Miktar Tayini

Protein izolasyonu igin yaklasik 2x10° canli hiicre 1000 rpm’de 10 dakika
+4°C’de santrifiij edilerek ¢oktiiriildiikten sonra pellet 10 ml soguk PBS ile yikand:
ve tekrar santrifiij edildi. Ust siv1 iyice uzaklastirildiktan sonra hiicreler 100 ul
tamamlanmis RIPA tamponunda (99 pl RIPA + 1 ul Proteaz/Fosfataz inhibitorii)
stispanse edilerek liziz yapildi. Liziz siiresince Ornekler, 10 dakikada bir
vortekslenerek ve pipetaj yapilarak 30 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Ornekler
13000 rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij edildikten sonra protein igeren tist sivi

pipet yardimiyla ¢ekilerek temiz bir ependorfa alindi.

Tablo 8.6: RIPA tamponu igerigi.

Kimyasal Miktar
Sodyum Kloriir (NaCl) 150 mM
Sodyum Deoksikolat %0,5 (v/v)
NP40 %1 (VIV)
SDS %0,1 (v/v)
Tris-HCI (pH=8.0) 50 mM

Izolasyonun ardindan Pierce BCA Protein Assay kiti kullanilarak protein
miktar tayini yapildi. Firma tarafindan belirlenen protokole gore kit icerisindeki A ve
B soliisyonlar1 50:1 oraninda karistirilarak calisma soliisyonu hazirlandiktan sonra
her bir kuyuya (96-well) 200 ul dagitildi. Calisma soliisyonu dagitilan kuyucuklara
miktar tayini yapilacak Orneklerden veya miktar1 bilinen protein standartlarindan
(albiimin) 25 ul eklendi. Ornekler karanlikta 30 dakika (37°C’de) inkiibe edildikten
sonra plaka okuyucu spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda &lgiim alindi. Iki
replikali ¢alisilan orneklere ait absorbans (Ase2) degerlerinin ortalamalar1 alindiktan
sonra standart grafik hazirlandi. Belirlenen egri formiiliinde miktar1 bilinmeyen
protein orneklerine ait Ase2 degerleri ilgili yerlere yazilarak protein konsantrasyonlari

hesaplandi.
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8.5.2. SDS-PAGE ve Western Blot

Konsantrasyonu belirlenen 6rneklerden 30 pg total protein hesaplanarak 4X
yiikleme tamponu (900 ul Laemmli SDS Tamponu + 100 pl B-ME) ile 1:3 (v/v)
oraninda karistirildi. Denatiirasyon i¢in 95°C’de 5 dakika kaynatilan ornekler,
molekiiler agirlik tespiti icin kullanilan protein marker ile birlikte %10’luk hazir
denatiire edici poliakrilamid jele (SDS-PAGE) yiiklenerek yiiriitildi (100 V, ~1,5
saat).

Molekiiler agirhigina gore ayrilan proteinler Bio-Rad TransBlot® Transfer
sistemi kullanilarak nitroseliilloz membrana aktarildi. Transfer kaseti Sekil 8.1°de
gosterildigi sekilde hazirlanarak cihaza yerlestirildi ve Mixed MW programi (1,3 A,
25 V) kullanilarak membrana transfer yapildi [Web 3, 2018].

Top (-)
cassette

electrode
(cathode) p—

Top ion
reservoir stack
Sal=a I i l
Blotting l “ l
membrane
Bottom ___

ion reservoir
stack s

Bottom (+)
cassette

electrode
(anode)

Sekil 8.1: Bio-Rad transfer kasetinin hazirlanmasi.

Transfer sonrast membran hazirlanan TBS-T (1X TBS igerisinde %0,5’1ik
Tween20) soliisyonu igerisinde 1 dakika kadar bekletilerek durulandiktan sonra
bloklama soliisyonunda (TBS-T igerisinde %5’lik BSA) 1 saat inkiibe edildi.
Membran ilk olarak DEK’e 6zgiin primer antikor ile muamele edildikten sonra TBS-
T ile 3 kez 5’er dakika yikandi ve sekonder antikor (anti-fare IgG) uygulandi. TBS-T
yikamasinin (3x5 dakika) ardindan hazirlanan 1 ml Pierce ECL Plus soliisyonu
(Soliisyon A+Soliisyon B, 40:1) membran {izerine dokiilerek ChemiDoc XRS+

(BioRad) goriintiileme sistemi ve Image Lab yazilimi ile protein bandlar1 tespit
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edildi. Goriintiilemeden sonra membran 5 dakika TBS-T’de calkalanarak yikandi.
GAPDH primer antikoru uygulandiktan ve membran TBS-T ile yikandiktan sonra
sekonder antikor (anti-tavsan IgG) uygulandi. Membran tekrar yikandiktan sonra
aynt sekilde gorlintii alindi. Protein bandlarinin tespit edilmesinde kullanilan

antikorlar ve sulandirim oranlar1 Tablo 8.6’da ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 8.7: Western Blot’ta kullanilan antikor sulandirim oranlari, inkiibasyon
sicakliklart ve stireleri.

Sulandirim
Sicakhik Siire
Oram
Fare anti-insan DEK antikoru 1:1000 +4°C Gece boyu
Anti-fare 1gG (HRP konjuge) antikoru 1:5000 Oda sicakligi 1 saat
Tavsan anti-insan GAPDH antikoru 1:3000 +4°C Gece boyu
Anti-tavsan IgG (HRP konjuge) antikoru 1:5000 Oda sicakligi 1 saat

8.6. Proliferasyon Analizi

Hiicreler, her bir kuyucukta 2x10° canli hiicre/ml olacak sekilde toplam 3 ml
biliyiime besiyeri igerisinde 6-kuyucuklu plakalara ekildi (her ornek igin duplike
olarak ekim yapilmistir). Hiicrelerin ekilmesini takip eden her 24 saatte bir Countess
(Invitrogen) hiicre sayim cihazi ile sayim yapildi. Sayim yapilacak kuyuda hiicrelerin
homojen bir sekilde dagilmast igin kisaca pipetaj yapildi ve 10 pl hiicre numunesi
almarak 10 pl trypan mavisi ile karigtirildi. Sayilar1 ve canlilik oranlari belirlenen
hiicrelerin 5 giin boyunca kiiltiiriine devam edilerek ayni sekilde sayim yapildi. Her
gilin i¢in belirlenen toplam hiicre sayilar1 ekim anindaki (0. Giin) toplam hiicre
sayilarina boliinerek normalizasyon yapildi. Dolayistyla DEK gen ifadesi susturulan
veya agsirt ifade ettirilen RPMI-8226 ve U266 hiicreleri ile kontrol gruplarinin
cogalma kapasitelerindeki zamana gore degisim, birbirinden bagimsiz 4 deneyin
ortalamasi alinarak ‘kat farki” olarak grafige yansitildi. Bununla birlikte hiicre
boliinmelerinin logaritmik fazda oldugu ilk 4 giline ait toplam hiicre sayilar

kullanilarak hiicrelerin boliinme siireleri (doubling time) hesaplandi [Web 4, 2018].
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8.7. Melphalan Toksisitesi Analizi

DEK ekspresyonu modifiye edilmis RPMI-8226 ve U266 hiicreleri literatiirde
bu hiicreler igin belirlenmis olan 10 uM ve 20 uM melphalan [Chen et al., 2005],
[Xie et al., 2014] veya asit-alkol (melphalan’in ¢6ziilmesi i¢in kullanilan “vehicle”
kontrol) varliginda proliferasyon analizinde kullanilan kosullarda (ekilen hiicre
sayi1s1, ekim hacmi vb.) kiiltiir edildi. Belirlenen zaman araliklarinda (0, 48, 72 saat)
Countess hiicre sayim cihazi ile hiicre sayilari (canli, 6li, toplam) ve % canlilik
oranlart (canli hiicre sayisi/toplam hiicre sayisi x100) hesaplandi. Her hiicre
grubunun ilgili saatteki hiicre canliligi oram1 (%), baslangictaki (0.saat) hiicre
canlilig1 oranina boliinerek elde edilen “normalize edilmis hiicre canlilik” oranlar

kullanilarak hiicre biiytime grafikleri olusturuldu.
8.8. Hiicre Dongiisu Analizi

Melphalan sitotoksisite analiziyle es zamanli olarak akim sitometrisi ile hiicre
dongiisii analizi yapildi. Sitotoksisite deneyinin 48. ve 72. saatlerinde hiicre
sayiminin ardindan ayni deney grubuna ait replikalar homojen bir sekilde
karistirlarak 1x10° hiicre falkona aktarild1 ve santrifiij (1000 rpm 10 dakika +4°C)
ile ¢oktiriildli. Yaklasik 10 ml soguk PBS ile yikanan hiicreler, fiksasyon i¢in buz
tizerinde %70 (v/v) etanol ile 30 dk. inkiibe edildi. Etanoliin iyice uzaklastirilmasinin
ardindan PBS ile yikanan 6rneklerin {izerine, 500 pl Propodium Iodide (PI) boyama
soliisyonu (PBS igerisinde 20 pug/ml PI, %0,1 (v/v) Triton X-100 ve taze olarak 10
ug/ml RNaz eklenmistir) eklenerek oda sicakliginda (karanlikta) 30 dk. inkiibe
edildi. Son olarak santrifiij edilerek boyama soliisyonu uzaklastirilan ve yikanan
ornekler, PBS igerisinde silispanse edilerek BD Influx akim sitometri cihazi
kullanilarak analiz edilmistir. Hiicre dongiisii fazlarinin (Sub G1, G0/G1, S ve G2/M)
ayirt edilebilmesi i¢in hiicrelerdeki DNA miktarini gosteren PI floresan siddeti/hiicre

say1s1 histogram grafigi kullanildu.
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8.9. Giemsa Boyama

Giemsa boyama, hiicre gekirdegi (pembe-mor) ve sitoplazmayi (mavi-mor)
farkli renklerde boyamak icin siklikla tercih edilen bir yontemdir. Kiiltiirden alinan
hiicreler sitosantrifiij (Thermo Cytospin 4) kullanilarak lamlara ¢oktiiriildi (1000
rpm, 5 dakika, ACC:1). Oda sicakliginda kurutulan (1 saat) preparatlar, 10 dakika
metanol ile fikse edildi. Giemsa boyama soliisyonu (1:20 oraninda seyreltik) ile 20
dk. inkiibe edilen 6rnekler su ve etanol ile yikandiktan sonra 1-2 dakika ksilol ile
muamele edildi. Iyice kurutulan preparatlar, iizerine lamel kapatildiktan sonra 1s1k

mikroskobu ile incelendi.

8.10. Immiinositokimyasal (ICC) Yontem ile CD138 Tespiti

ICC boyama igin yaklastk 5x10* canli hiicre 1000 rpm’de 5 dakika,
sitosantrifiij (Thermo Cytospind) ile lama yapistirildiktan sonra kurumadan %210
formalinde (oda sicakliginda 10 dk.) inkiibe edildi. Ikiser kez (5 dk.) ultra saf su ve
TBS ile yikanan lamlar hidrofobik kalem ile ¢izildi. Her alana Van Gogh
solisyonunda 1:100 oraninda sulandirilmig 100 pl CD138 antikoru (Biocare
#CM167B) damlatilarak nemli ortamda 1 saat (oda sicakliginda) inkiibe edildi. Ug
kez TBS (5 dk) ile yikanan preparatlara ikiser damla alkalin fosfataz-konjlige
sekonder antikor damlatildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyonun ardindan ultra
saf su ve ti¢ kez TBS (5 dk.) ile yikanan lamlara, 100 ul sulandirilmis Warp Red
Chromogen (32 pul WRC + 2,5 ml tampon) uygulanarak 2-3 dakika (mikroskop
altinda kirmizi boyama gergeklesene kadar) bekletildikten sonra su ile durulandi.
TBS ile yikamanin ardindan Gill’s Hematoxylin soliisyonu ile muamele edilen (3 dk.
kadar) lamlar (su ile durulandiktan sonra), %1 amonyum hidroksite daldirilarak 20-
30 saniye bekletildi. Su ile durulandiktan sonra kurutulan preparatlara az miktarda

kapatma maddesi damlatilarak lamel kapatildi ve tirnak cilasi ile yapistirildi.
8.11. immiinfloresan (IF) Boyama

IF boyama i¢in sitosantrifiij ile lama yapistirilan hiicreler (ICC ile ayni

parametreler kullanilmistir) oda sicakliginda 15 dakika %10 formalinde fikse edildi.
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Hidrofobik kalemle 6rnek alanlari ¢izildikten sonra 3 kez PBS ile (5’er dk.) yikama
yapildi. Ornekler, PBS ile sulandirilmis yagsiz siit tozu (%2, w/v) ile oda
sicakliginda 20 dakika bloklandiktan sonra %1 (w/v)’lik siit tozunda 1:400 oraninda
sulandirilan 100 pl CD138 antikoru ile 1 saat inkiibe edildi. PBS ile sulandirilmis
yagsiz siit tozu (%1, w/v) ile 3 kez (5 dk.) yikandiktan sonra, her bir alana 100 ul
Alexa555-konjiige sekonder antikor (1:400 sulandirilmis) uygulandi (oda
sicakliginda 1 saat). Ultra saf su ile 6 kez durulanan lamlar kurutulduktan sonra
DAPI igeren kapatma maddesi uygulanarak lamel ile kapatildi ve tirnak cilasi ile

yapistirildi.
8.12. Akim Sitometrisi ile CD138 Analizi

Ayni1 hiicre grubundan 1x10° canli hiicre iki ayn tiipte santrifiij (1000 rpm, 10
dk, +4°C) edilerek ¢oktiirtildii. Pelletlerden birisinin tizerine 200 ul soguk tampon
(steril PBS igerisinde %5 FBS, v/v) icerisinde 20 ul CD138-PE antikoru (BD,
347206), negatif (boyasiz) kontrol olarak kullanilacak tiipe ise 220 pl soguk tampon
eklendikten sonra ornekler kisaca vortekslendi. Buz tlizerinde 30 dakika (karanlikta)
inkiibe edilen Orneklerin iizerine 1 ml soguk tampon eklenerek santrifiij edildi.
Tekrar 1 ml soguk tampon ile yikanip santrifiij edilen pellet, 100 pl tamponda
siispanse edildi. Ardindan 3 pl DAPI ile 5 dakika (buz lizerinde ve karanlikta)
boyanan ornekler BD Influx akim sitometrisi cihazindan (Medipol Universitesi,
REMER) gecirildi. Elde edilen sonuglarin analizi FlowJo (FlowJo, LLC) hiicre

analiz yazilim ile yapildu.
8.13. Hiicre Adezyon Deneyi

Oncelikle adezyon deneyinde kullanilacak olan 96-kuyucuklu plakalarin (TPP)
ylizeyi fibronektin ile kaplandi. Bunun ic¢in her bir kuyuya, hazirlanan 20 pg/ml
fibronektin soliisyonundan 100 ul eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Sonrasinda
kuyucuklar steril PBS ile 2 kez yikanarak hiicre ekimine hazir hale getirildi.

Fibronektin kaplanmis kuyucuklara 200 pl besiyeri igerisinde 4x10* canh
hiicre, tiger replika olacak sekilde ekilerek 16 saat nemlendirilmis inkiibatérde (37°C,
%5 CO2) kiiltiirlendi. Ardindan kuyucuklar 2 kez 100 pl PBS ile yikanarak (plaka
orta sertlikte alt-ist edildi) yilizeye tutunmayan hiicreler kuyudan uzaklastirildi.
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Kuyulara 100 pl besiyeri ve 10 ul WST-1 hiicre canlilik boyasi eklenerek 37°C’de 4
saat inkiibe edildikten sonra plaka okuyucu spektrofotometre ile 450 nm dalga
boyunda olgim alindi. Aymi sekilde hazirlanan bir baska 96-kuyucuklu plakaya
deney grubuyla ayni sayida hiicre ekildi. Referans (kontrol) grubu olarak kullanilan
bu plaka yikama (tutunmayan hiicrlerin uzaklastirilmasi) asamasina tabi tutulmadan
dogrudan WST-1 ile inkiibe edildi ve sayede baslangicta ekim yapilan canli hiicre
miktari tespit edildi. Absorbans degerlerinden blank (sadece besiyeri) ¢ikarma islemi
yapildiktan sonra replikalarin ortalamasi alindi. Her bir hiicre grubuna ait hesaplanan
degerler kontrol plakasindan okunan degerlere boliindiikten sonra 100 ile ¢arpilarak

baslangigta ekilen hiicre sayisina gore “% Adezyon Orani” hesaplandi.

8.14. Verilerin Istatistiksel Analizi

Deneysel calismalardan elde edilen verilerin istatistiksel analizi ve grafik
cizimleri GraphPad Prism 6 yazilimi kullanilarak yapildi. Birbirinden bagimsiz
deneylerden elde edilen verilerin istatistiksel anlamliligi, deney tasarimina (replika
sayisi, grup sayisit vb.) uygun olan veri degerlendirme Olgiitii (Student’s t-test,

ANOVA testi vb.) segilerek kontrol edildi.
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9. BULGULAR

9.1. MM Hiicre Hatlarinda DEK ifadesinin Manipiilasyonu

Viral transdiiksiyonun ardindan DEK ifadesi baskilanan RPMI-8226 ve DEK’1
asirt ifade eden RPMI-8226 ile U266 hiicre hatlar1 agiklanan kiltiir kosullarinda
cogaltildi. GFPPOZUT hiicre oranlari belirlendikten ve gerekli sort ayarlar1 yapildiktan
sonra aktarilan vektorleri kalict olarak ifade eden MM hiicreleri FACS (BD
FacsJazz) ile ayristirildi. Ayristirilan GFPPO?Uf hiicreler kiiltiirde ¢ogaltildiktan sonra
akim sitometrisi ile GFP oranlar1 kontrol edildiginde, hiicre ayristirmasinin basaril
bir sekilde gergeklestigi ve GFPP2!" hiicrelerin yiiksek saflikta oldugu goriildii (Sekil
9.1).

A © sh-Negative =~ 7 5= T %784

B

- U266-GFP w918~ U266-DEK %84,2
8, 7S
S ___g i -a&}v

Sekil 9.1: FACS ile ayristirilarak kiiltiirlerine devam edilen hiicre hatlarinin GFPPOZtf
hiicre oranlarmin belirlenmesi. Ustteki ii¢ panel shRNA ile transdiiksiyon sonrasinda;
alttaki dort panelse asirt DEK ekspresyonu saglamak amaciyla uygulanan retroviral
transdiiksiyon sonrasinda FACS’la ayristirilmis hiicrelerdeki GFP oranlarini
gostermektedir.
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Tablo 9.1: FACS ile elde edilen RPMI-8226 ve U266 hiicre popiilasyonlari.

RPMI-8226 U266 Aciklama Kisaltma
MSCV-IRES-GFP MSCV-IRES-GFP Negatif kontrol MIG
DEK’in asir1
MSCV-DEK-IRES-GFP | MSCV-DEK-IRES-GFP MIG-DEK
ekspresyonu
pGFP-V-RS Negatif kontrol sh-Negative
pGFP-V-RS sh-RNA B --- Endojen DEK shDEK-B
ifadesinin
pGFP-V-RS sh-RNA C shDEK-C
susturulmasi

9.2. DEK Ekspresyonunun Dogrulanmasi

9.2.1. mRNA Seviyesinde Dogrulama

FACS ile ayristirilan hiicrelerden izole edilen total RNA’nin safligi ve
bitiinliigii kontrol edildi. Yapilan spektrofotometrik analiz, hiicrelerden izole edilen
RNA o6rnekerinin safliklarinin, konsantrasyonlarmin (Tablo 9.2) ve biitiinliiklerinin

(Sekil 9.2) RT-qPCR igin uygun ve yiiksek kalitede oldugunu gostermistir.

Tablo 9.2: Izole edilen RNA 6rneklerinin spektrofotometrik analizi.

Konsantrasyon (ng/pl) | ODo2sor2s0 | OD260/230

sh-Negative 15,25 1,79 0,47
shDEK-B 1039,21 2,01 2,32
shDEK-C 959,67 2,00 2,19
RPMI MIG 556,27 1,95 2,28
RPMI MIG-DEK 531,30 1,95 2,25
U266 MIG 112,37 1,89 1,28
U266 MIG-DEK 151,74 1,90 1,80
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Sekil 9.2: Total RNA orneklerine ait agaroz jel goriintiisii (1: ShDEK-B, 2: shDEK-
C, 3: shDEK-D, 4: RPMI MIG, 5: RPMI MIG-DEK, 6: U266, 7: U266 MIG, 8:
U266 MIG-DEK).

Total RNA o&rneklerinden ters transkripsiyon (Reverse transcription “RT”) ile
CDNA sentezi yapildiktan sonra viral transdiiksiyon yapilmis hiicrelerde DEK
ekspresyon seviyesi kantitatif PCR (RT-qPCR) kullanilarak mRNA diizeyinde analiz
edildi. Bu sayede knock-down yapilan RPMI-8226 hiicrelerinde DEK ifadesinin
MRNA diizeyinde baskilandig1 (Sekil 9.3A); DEK’i asir1 ifade etmesi amaglanan
RPMI-8226 ve U266 hiicrelerinde ise DEK’in asir1 ifade edildigi dogrulanmistir
(Sekil 9.3B, 9.3C). DEK ekspresyonu susturulan RPMI-8226 hiicrelerinden, sh-
DEK-B ve sh-DEK-C vektorlerinin aktarildigi hiicrelerdeki baskilanmanin yeterli
oldugu goriildii (Sekil 9.3A) ve bu iki hiicre grubu kullanilarak planlanan deneylere

devam edildi.
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Sekil 9.3: RPMI-8226 hiicrelerinde DEK ifadesindeki baskilanmanin (A) ve RPMI-
8266 hiicreleri (B) ile U266 hiicrelerinde (C) asir1 DEK ifadesinin mRNA diizeyinde
RT-qPCR yontemiyle dogrulanmasi.
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9.2.2. Protein Diizeyinde Dogrulama

RT-qPCR analizinin ardindan, FACS ile ayristirilan hiicrelerden protein izole
edilerek Western blot yapildi. Orneklere ait protein bandlari karsilastirildiginda;
yiikleme kontrolii olarak kullanilan GAPDH bandi beklendigi {izere benzer
yogunlukta iken, sh-DEK-B ve sh-DEK-C hiicrelerine ait DEK bandlarinda sh-
Negatif’e gore azalma oldugu tespit edildi (Sekil 9.4). Bununla birlikte, asirt
ekspresyon yapilan RPMI-8226 ve U266 hiicrelerine ait protein bandlari
karsilastirildiginda, MIG-DEK gruplarina ait bandlarin RPMI/U266 MIG kontrol
hiicrelerine ait bandlara gére daha yogun oldugu goriildi (Sekil 9.4). Western blot
analiziyle tespit edilen DEK protein seviyesindeki baskilanmanin veya artisin RT-
gPCR sonucu hesaplanan goreceli mRNA seviyeleriyle (Sekil 9.3) paralel oldugu

goriildil.

1 2 3 4 5 6 7 8

S T T e s s e -GAPDH

Sekil 9.4: Knock-down yapilan RPMI-8226 hiicreleri ile asir1 DEK ifadesi yapilan
RPMI-8226 ve U266 hiicrelerinde DEK ifadesindeki baskilanmanin ve asir1 ifadenin
protein diizeyinde dogrulanmasi (1: sh-Negatif, 2: sh-DEK-B, 3: sh-DEK-C, 4:
RPMI MIG, 5: RPMI MIG-DEK, 6: U266, 7: U266 MIG, 8: U266 MIG-DEK).

Viral transdiisiyon ve FACS ile ayristirmanin ardindan yapilan RT-gPCR
(Sekil 9.3) ve Western blot (Sekil 9.4) analiz sonuglar1 ile shRNA aktarilan RPMI-
8226 hiicrelerinde endojen DEK ifadesinin kalic1 olarak baskilandigi; ektopik DEK
cDNA’s1 aktarilan RPMI-8226 ve U266 hiicre hatlarindaysa kalic1 olarak DEK’in

asirt ifade edildigi (overexpression) RNA ve protein diizeyinde dogrulanmustir.

9.3. DEK Ifadesi Modifiye Edilen MM Hiicre Hatlarinin
Cogalma Kapasitesi ve Boliinme Siirelerinin Belirlenmesi

DEK gen ifadesindeki kalic1 degisimlerin (baskilama veya asir1 ifade) RPMI-
8226 ve U266 hiicre hatlarinin proliferatif 6zellikleri tizerindeki etkilerini belirlemek

amaciyla proliferasyon analizi yapildi. Kontrol grubu (sh-Negative) ile
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karsilastirildiginda, shDEK-B hiicrelerinin biiylime egrisinin 5 giin boyunca benzer
sekilde seyrettigi, shDEK-C hiicrelerinin ¢ogalmalarinda ise sadece 5. giinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriilmiistiir. shDEK-C’de meydana gelen
bu degisimin sh-Negative hiicrelerine oranla yaklasik 1,6 kat ile sinirl kaldigi ve
shDEK-B hiicrelerinin ¢ogalmalarinda bir fark goriilmedigi diistiniildiigiinde, DEK
gen ifadesindeki baskilamanin RPMI-8226 hiicrelerinin ¢ogalmalari tizerinde etkisi
olmadig1 tespit edilmistir (Sekil 9.5).DEK’in her iki hiicre hattinda asir1 ifadesinin
kontrol hiicrelerine gore biiylime egrilerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

olusturmadigi goriilmiistiir (Sekil 9.6).

84 -e- sh-Negative
741 = shDEK-B
-4~ shDEK-C

Toplam Hiicre Sayisi (Kat Farki)

o =

0 1 2 3 4 5
Zaman (Gun)

Sekil 9.5: Endojen DEK ifadesindeki baskilanmanin RPMI-8226 hiicrelerinin
biiyiime egrileri lizerindeki etkisi (Two-way ANOVA, *p<0,05).
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Sekil 9.6: Asirt DEK ekspresyonunun RPMI-8226 (A) ve U266 (B) hiicrelerinin
biiytime egrileri lizerindeki etkisi (Two-way ANOVA, ns; istatistiksel olarak
anlamsiz).
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Hiicre bolinmelerinin logaritmik fazda oldugu ilk 4 giine ait toplam hiicre
sayilar1 kullanilarak hiicrelerin bdliinme siireleri hesaplandi. Biiyiime egrileri ile
tutarh bir sekilde sh-Negative ve shDEK-B arasinda bir fark olmadigi, shDEK-C
boliinme siiresinde, sh-Negative’e gore yaklasik 15 saatlik istatistiksel olarak anlaml
bir uzama oldugu tespit edilmistir (Sekil 9.7). shDEK-C hiicrelerinin biiylime
egrisinde meydana gelen 1,6 katlik hafif diislise, boliinme siiresinde meydana gelen
bu 15 saatlik uzamanin neden oldugu goriilmektedir. DEK’in ektopik
ekspresyonunun U266 hiicrelerinin boliinme siirelerinde istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte yaklasik 5 saatlik bir uzamaya neden olmasina ragmen DEK’in
asirt ifadesinin RPMI-8226 hiicrelerinin boliinme siirelerine bir etkisi olmadig:

goriilmistir (Sekil 9.8).

100 -

[v]

o
1
*

B 2]
o o
1 1

Bolliinme Suresi (Saat)
S

o
1

shNeg shDEK-B shDEK-C

Sekil 9.7: Endojen DEK ifadesindeki baskilanmanin RPMI-8226 hiicrelerinin
boliinme siireleri tizerindeki etkisi (Unpaired t-test, *p<0,05).
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Sekil 9.8: Ektopik DEK ekspresyonunun RPMI-8226 (A) ve U266 (B) hiicrelerinin
boliinme siireleri tizerindeki etkisi (Unpaired t-test, # P>0,05).
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9.4. DEK ifadesi Modifiye Edilen MM Hiicre Hatlarmn
Melphalan Hassasiyetinin Belirlenmesi

MM hastalarinda kullanilan bir kemoterapi ilac1 olan melphalanin RPMI-8226
ve U266 hiicreleri {izerindeki sitotoksik etkilerinin DEK gen ifadesindeki
degisimlerden etkilenip etkilenmedigi test edilmistir. Farkli  melphalan
konsantrasyonlarinda (10 uM ve 20 uM) 72 saat boyunca kiiltiirlenen MM hiicre
hatlarinin hiicre sayilar1 ve canlilik oranlar1 (%) hesaplandi. Besiyerinde ilag
icermeyen (vehicle) kontrol hiicrelerinin sayilarinin beklendigi iizere zamana bagh
olarak arttig1 ve canlilik oranlarinin azalmadig: tespit edildi (Sekil 9.9, Sekil 9.10).
10 uM ve 20 uM melphalan varliginda DEK ifadesi susturulmus ve sh-Neg kontrol
RPMI-8226 hiicre sayilarinin 72 saat boyunca benzer sekilde sabit kaldigi,
canliliklarinin ise zamana bagli olarak diistiigii goriildii (Sekil 9.9, Sekil 9.10).

5~ 1200
= -3- RPMI sh(-) Vehicle
Z 1000+ -~ RPMI sh(-) Melphalan
2 -3- RPMI sh(B) Vehicle
® & RPMI sh(B) Melphalan
S -A- RPMI sh(C) Vehicle
Z -+ RPMI sh(C) Melphalan
£
1]
g
P 0 L] T 1
0 24 48 72
Zaman (Saat)
= 150-
< -3 RPMI shNeg Vehicle
Z E1125.98.¢. RPMI shNeg Melphalan
S 104:54-3- RPMI shDEK-B Vehicle
g 83.58 W RPMI shDEK-B Melphalan
= 7027 A+ RPMI ShDEK-C Vehicle
g " - RPMI shDEK-C Melphalan
N
T 254
£
S o . . .
Z o0 24 48 72
Zaman (Saat)

Sekil 9.9: 10 uM melphalan ile muamele edilen DEK ifadesi susturulan ve kontrol
RPMI-8226 hiicrelerinin biiylime egrileri (A) ve canliliklarina (B) ait grafik
(Birbirinden bagimsiz 4 deneyin ortalamalar1 alinmistir).
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Sekil 9.10: 20 uM melphalan ile muamele edilen DEK ifadesi susturulan ve kontrol
RPMI-8226 hiicrelerinin biiyiime egrileri (A) ve canliliklarina (B) ait grafik
(Birbirinden bagimsiz 2 deneyin ortalamalar1 alinmistir).

Benzer sekilde, kontrol gruplarinda (vehicle) hiicre sayilarindaki beklenen artig
ve sabit kalan canlilik oranlarina ragmen, MIG kontrol hiicreleri ile DEK’i agir1 ifade
eden RPMI-8226 (Sekil 9.11) ve U266 hiicrelerinin (Sekil 9.12) 10 uM ve 20 pM
melphalan ile muamelesi sonucu hiicre sayilarinin ve canliliklarinin 72 saat boyunca

sabit kaldig1 ve bu sonucun biyolojik ve istatistiksel olarak anlamli derecede fark

gostermedigi tespit edildi.
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Sekil 9.11: 10 uM ve 20 uM Melphalan ile muamele edilen RPMI-8226 hiicrelerine
ait biiyiime egrileri (A, C) ve % canlilik oranlar1 (B, D).

A B
U266 - 10 uM Melphalan
(2 Bagimsiz Deneyin Ortalamasi)

&~ 1200 )

e -®- MIG Vehicle

X 10001 -e- MIG Melphalan

2 good @ MIG-DEK Vehicle

©

»n -8 MIG-DEK Melphalan

o

S

=1

T

£

©

5

[

Zaman (Saat)
C U266 - 20 1M Melphalan D
(2 Bagimsiz Deneyin Ortalamasi)

o 1200 )

o -+ MIG Vehicle

X 10007 - MIG Melphalan

% 800] -3 MIG-DEK Vehicle

»n -#- MIG-DEK Melphalan

&

=

I

£

©

=

o

-

Zaman (Saat)

150

125

50+

25+

U266 - 10 uM Melphalan
(2 Bagimsiz Deneyin Ortalamasi)

Normalize Edilmis Canlilik (%)

150+

125+

24 48
Zaman (Saat)

U266 - 20 uM Melphalan
(2 Bagimsiz Deneyin Ortalamasi)

Normalize Edilmis Canlilik (%)

T T 1

24
Zaman (Saat)

Sekil 9.12: 10 uM ve 20 uM Melphalan ile muamele edilen U266 hiicrelerine ait
biiylime egrileri (A, C) ve % canlilik oranlar (B, D).
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Elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde, DEK ifadesindeki
baskilanmanin ve ektopik DEK ekspresyonunun MM hiicre hatlarinin melphalana
olan hassasiyeti iizerinde biyolojik ve istatistiksel olarak anlamli bir degisime neden

olmadig1 sonucuna varilmistir.
9.5. Hiicre Dongiisii Analizi

Melphalan ile muamele edilen RPMI-8226 ve U266 hiicrelerinin 72 saatlik bir
zaman zarfinda ¢ogalmalarindaki durma, hiicre boliinme dongiisiinde bir tutulum
(arrest) oldugunu akla getirmektedir. Hiicre dongiisiindeki bu muhtemel tutulumu
dogrulamak amaciyla, melphalan sitotoksisite deneyi, ayni kosullar kullanilarak
tekrar edilmistir.

Sitotoksisite deneyine (Sekil 9.9, 9.10) paralel olarak hiicre dongiisii analizi, 10
ve 20 uM melphalan muamelesinin, kontrol ve DEK ifadesi susturulmus RPMI-8226
hiicrelerinde hiicre dongiisiinde tutulmaya (cell cycle arrest) neden oldugunu ve
ilagsiz (vehicle) hiicre gruplarina kiyasla melphalan muamelesinin, apoptotik (Sub
G1 fazi) hiicre yiizdesini artirdigin1 dogrulamustir. Kontrol grubu (shNeg) ve DEK
ifadesi baskilanan RPMI-8226 hiicreleri birbiri ile kiyaslandiginda melphalan
muamelesinin 48. ve 72. saatinde, hiicre dongiisiindeki tutulum profili ve Sub G1

popiilasyon oranlarinda anlamli bir fark meydana gelmedigi tespit edildi (Sekil 9.13).
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Sekil 9.13: Melphalan ile muamele edilen ve DEK gen ifadesi baskilanan RPMI-
8226 hiicrelerinin 48. saat (A) ve 72. saatteki (B) hiicre dongiisti histogramlart.

Benzer sekilde, 48 veya 72 saatlik 10 ve 20 uM melphalan muamelesinin,
hiicre dongiisiinde tutulmaya ve apoptotik hiicre oraninda (sub G1) hafif bir artisa

neden olmasina ragmen kontrol (MIG) ve DEK’i asir1 ifade eden RPMI-8226
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hiicreleri (Sekil 9.14) ile U266 hiicrelerinin (Sekil 9.15) hiicre dongiisii dagilim

profillerinde deney gruplari arasinda belirgin bir farklilik meydana gelmedigi tespit

edildi.
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Sekil 9.14: Melphalan ile muamele edilen ve DEK’i asir1 ifade eden RPMI-8226

hiicrelerinin 48.

ve 72. saatteki hiicre dongiisli histogramlari.
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Sekil 9.15: Melphalan ile muamele edilen ve DEK’i asir1 ifade eden U266
hiicrelerinin 48. ve 72. saatteki hiicre dongiisii histogramlari.

Yapilan hiicre dongiisii analizleri, sitotoksisite deneylerinde zamana bagh
olarak hiicre sayilarinin sabit kalmasinin, beklendigi iizere hiicre donglisiinde
meydana gelen tutulumdan (arrest) kaynaklandigin1 fakat melphalan muamelesine
cevaben hiicre dongiisii dagilimlarinin MM hiicre hatlarindaki DEK ifadesindeki
kalic1 degisimlerden (baskilanma veya asir1 ekspresyon) etkilenmedigini ortaya

koymustur.

9.6. Giemsa Boyama ile Hicre Morfolojilerinin
Karsilastirilmasi

DEK ifadesinde baskilanmanin RPMI-8226 hiicrelerinin morfolojik 6zellikleri
tizerindeki olasi etkilerini gozlemlemek amaciyla Giemsa boyama yapildi. Giemsa
boyama sonucunda 1sitk mikroskobu goriintiileri karsilastirildiginda, MM hiicre
hatlarinin plazma hiicre morfolojisine uygun olarak ¢ekirdeklerinin (mor) biyiik ve
perifere itilmis, sitoplazmalarinin (mavi) ise daha kiigiik oldugu ve hazirlanan

preparatlarin biiyiik ve kiiciik hiicreler olmak iizere heterojen popiilasyonlardan
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olustugu gozlenmesine ragmen DEK’deki baskilamanin RPMI-8226 hiicrelerinin

morfolojisi lizerinde belirgin bir fark olusturmadigi tespit edilmistir (Sekil 9.16).

Sekil 9.16: Giemsa ile boyanan infekte olmamis RPMI-8226 (A), sh-Negative (B),
shDEK-B (C) ve shDEK-C (D) hiicrelerinin 1s1k mikroskobu goriintiileri (40X
bliylitme).

9.7. CD138 Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi

DEK ifadesindeki degisimlerin MM hiicre hatlarinin proliferatif 6zellikleri
tizerinde bir etkisinin olmadigi goriildiikten sonra DEK ifadesindeki degisimlerin
plazma hiicre karakteristigi tizerindeki olasi etkileri arastirilmistir. Bu amagla plazma
hiicrelerinin tanimlanmasinda bir ylizey belirteci olarak kullanilan CD138
(Syndecan-1) ekspresyonunun RPMI-8226 hiicrelerinde, DEK ifadesindeki artis veya

azalisa bagli olarak nasil etkilendigi mRNA ve protein seviyesinde analiz edildi.
9.7.1. RT-gPCR ile CD138 Ekspresyon Seviyesinin Belirlenmesi

RPMI-8226 hiicrelerinde, DEK ifadesindeki baskilanmanin veya asiri
ekspresyonun CD138 gen ifadesi {izerine etkisinin arastirilmasi amaciyla RT-gPCR
yapilmistir. DEK ifadesi baskilanan her iki hiicre grubunda (shDEK-B ve shDEK-C)
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CD138 mRNA seviyesinde negatif kontrole gore (sh-Negative) istatistiksel olarak
anlamh 2 katlik artig tespit edilirken, DEK’in asir1 ifadesinin CD138 ekspresyonunu
etkilemedigi gorillmiistiir (Sekil 9.17).
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Sekil 9.17: DEK geni susturulan (A) ve asir1 ifade ettirilen (B) RPMI-8226
hiicrelerinde DEK ve CD138 mRNA seviyelerinin karsilagtirmali analizi (Bagimsiz

iki deneyin ortalamasi (A) ve tek deneye ait (B) sonuclar kullanilmistir. Two-way
ANOVA, **p<0.01).

9.72. ICC ve IF Yontemleriyle CD138 Protein Varhg ve
Lokalizasyonunun Tespiti

CD138 proteinin RPMI-8226 hiicrelerindeki varliginin, lokalizasyonunun ve
miktariin mikroskobik tespiti ve goreceli karsilastirmasi igin immiinositokimya
(ICC) ve immiinfloresan (IF) boyama yapilmistir. Her iki boyama metodunda CD138
antikoru ile az bir sitoplazmik boyanmanin yani sira beklendigi iizere esas olarak
hiicre membraninda boyanma gostermistir (Sekil 9.18 ve 9.19). IF ve ICC boyama
sonrast mikroskop goriintiilerinin karsilastirilmasi neticesinde shDEK-B ve shDEK-
C hiicre membranlarindaki CD138 boyamasinda, modifiye edilmemis RPMI-8226
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(NI) ve sh-Negative kontrol hiicrelerine kiyasla hafif bir artis oldugu goriilmiistiir
(Sekil 9.18 ve Sekil 9.19). DEK’1 asir1 ifade eden RPMI-8226 hiicrelerinin sagliksiz

morfolojilerinden dolay1 daha diizgiin IF/ICC boyama goriintiileri elde edilememistir.

CD138 DAPI Merged

RPMI-8226

sh-Negative

shDEK-B

shDEK-C

Sekil 9.18: RPMI-8226 hiicrelerinin 20X 151k mikroskobu ile ¢ekilmis IF boyama
goriintiileri (CD138, AlexaFluor-555-konjuge sekonder antikor ile kirmizi; hiicre
cekirdekleri ise DAPI ile mavi renkte boyanmistir).
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Sekil 9.19: DEK geni susturulan RPMI-8226 hiicrelerine ait ICC boyamasi
goriintiileri (A: RPMI-8226, B: sh-Negative, C: shDEK-B, D: shDEK-C, E: Primer
antikor uygulanmamis, sadece sekonder antikor uygulanmis kontrol boyamasi.
CD138 pembe, hiicre ¢ekirdekleri hemotoksilen ile mavi renkte boyanmistir) (20X).

9.7.3. Akim Sitometrisi ile CD138 Analizi

DEK geni modifiye edilen RPMI-8226 hiicrelerinde CD138" ve CD138" hiicre
popiilasyonlarinin saptanmasi ve CD138 protein diizeyindeki muhtemel ekspresyonel
farkliligin hiicreler arasindaki karsilagtirmali kantitatif analizi akim sitometrisi ile
yapilmustir. Kontrol hiicreleri, asirt DEK ifadesi saglanan ve DEK ifadesi susturulan
RPMI-8226 hiicrelerinin tiimiiniin CD138" hiicre popiilasyonundan olustugu
goriilmiistiir (Sekil 9.20). DEK ifadesindeki degisimlerin hiicreler arasindaki
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popiilasyon yiizdelerini etkilemedigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda, analiz edilen
orneklerin hiicre yiizeyinde boyanan CD138 protein miktar1 ile paralellik gosteren
‘Mean Fluorescence Intensity (MFI)’ degerleri karsilastirilmis ve her bir hiicre
grubuna ait MFI degeri negatif kontrollerine ait MFI degerlerine boliinerek CD138
miktarindaki artis kat farki olacak sekilde goreceli olarak hesaplanmistir. DEK geni
susturulan hiicrelerin yiizeyinde ifade edilen CD138 miktarinin (CD138-PE MFI),
negatif kontrole gore (sh-Negative CD138-PE); shDEK-B hiicrelerinde 1,36 katlik
artis (sh-DEK-B MFI (1840) / kontrol MFI (1352)), sh-DEK-C hiicrelerindeyse 1,4
katlik artig (sh-DEK-C MFI (1893) / kontrol MFI (1352)) gosterdigi (Sekil 9.20 A),
ancak DEK genini asir1 ifade eden RPMI-8226 hiicrelerinde (MIG-DEK CD138-PE)
kontrole gore (MIG CD138-PE) CD138 protein seviyesinde bir fark olmadigi
(443/371=1.19) (Sekil 9.20 B) saptanmustir. Elde edilen sonuglarin gerek RT-qPCR

gerekse [F/ICC deneylerinden elde edilen sonuglar ile benzerlik gosterdigi goriildii.

A 00 [] sh-Negative Unstained
O sh-Negative CD138-PE

[] sShDEK-B Unstained
[J shDEK-B CD138-PE
shDEK-C Unstained

] shDEK-C CD138-PE

MFI=1893

Count
—

MFI=1840

MFI=1352

CD138-PE

B 600 ["] RPMI-8226 Unstained

(] RPMI-8226 CD138-PE
ﬁ MIG Unstained
E MIG-DEK CD138-PE
0 MIG Unstained

| MIG-DEK CDI138-PE

Count

:oc-. I’,' ‘\“ L N\“Hm
i )

CD138.PE

Sekil 9.20: DEK geni susturulan (A) ve asir1 ifade ettirilen (B) RPMI-8226
hiicrelerinin ylizeyinde ifade edilen CD138 miktarinin (CD138-PE MFI)
karsilagtirmali analizi (CD138-PE antikor 6zgiinliigii antikorsuz kontrol (unstained)
gruplart ile dogrulanmaistir).
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9.8. Hiicre Adezyon Deneyi

CD138, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM (extra cellular matrix) adezyonunda, hiicre
gociinde rol oynayan bir ylizey proteini oldugundan RPMI-8226 hiicre yiizeyindeki
CD138 ifadesinde meydana gelen DEK eskpresyonunun baskilanmasina bagli artigin
hiicre adezyonu tizerindeki etkileri test edildi. Fibronektin kaplanmamis kuyulara
ekilen RPMI-8226 (No Fibronectin) hiicrelerinin adezyon oranina kiyasla,
fibronektin kapli kuyulara ekilen RPMI-8226 hiicrelerinin adezyon oraninda
meydana gelen anlamli %24,4’lik artis (*p<0,05) deneyin diizgiin bir sekilde
calisngmi ve hiicre adezyonunun fibronektin-bagimli olarak gergeklestigini
dogrulamistir. RPMI-8226/shDEK-B, sh-Negative/shDEK-C, shDEK-C/MIG-DEK,
RPMI-8226/MIG-DEK hiicre ikililerine ait adezyon oranlar1 karsilastirildiklarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemesine ragmen, DEK ifadesi susturulan
(shDEK-B) hiicrelerin adezyonunda; negatif kontrole (sh-Negatif) gore istatistiksel
olarak anlamli olmayan %10’luk, DEK’i asir1 ifade eden (MIG-DEK) hiicrelere
kiyasla ise istatistiksel olarak anlamli %31’lik (*p<0,05) bir azalma oldugu tespit
edildi (Sekil 9.21). sh-Negatif hiicrelerin adezyonunda ise MIG-DEK hiicrelerine
oranla, istatistiksel olarak anlamli olmayan %21.5’lik azalma tespit edilmistir (Sekil

9.21).

*
100- r Em RPMI-8226
@@ sh-Negative
80+ #
g 64.4 — 619 699 Bl shDEK-B
$: 604 485 T £ shDEK-C
o 39 @8 MIG-DEK
°
< 40- RPMI-8226
X (No Fibronectin)
20+
Od
RPMI-8226 Hucreleri

Sekil 9.21: DEK ekspresyonu modifiye edilen RPMI-8226 hiicrelerinin adezyon
oranlarinin (%) belirlenmesi (Bagimsiz iki deneyin ortalamasi alinmistir. T-test,
*p<0.05, # istatistiksel olarak anlamsiz).
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10. SONUCLAR

DEK ifadesinde meydana gelen degisimlerin MM hiicrelerinin biyolojisi
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaciyla RPMI-8226 veya U266 hiicre hatlari
DEK’e 6zgiin sh-RNA’lar tasiyan lentiviral ve DEK cDNA’sin1 iceren retroviral
viriis partikiilleri ile infekte edildi. Akim sitometrisi ile infekte olan GFPPoztf
hiicreler ayristirildiktan sonra DEK’deki baskilanma ve asir1 ekspresyon mRNA ve
protein diizeyinde dogrulandi. RT-qPCR analizi RPMI-8226 hiicrelerindeki DEK
ifadesinin, shNegative’e kiyasla shDEK-B ile yaklasik %80, shDEK-C ile %70 ve
ShDEK-D ile %60 baskilandigini dogrulamistir (Sekil 9.3). En fazla baskilamanin
oldugu shDEK-B ve shDEK-C hiicreleri segilerek deneylere devam edildi. DEK’in
retroviral vektorler araciligiyla ektopik ifadesinin ise RPMI-8226 hiicrelerinde
yaklagik 2,8 kat, U266 hiicrelerinde ise 12,3 kat artisla sonuglandig1 goriildi (Sekil
9.3). DEK gen ifadesindeki baskilamanin ve asir1 ekspresyonun protein diizeyine de
yansidig1 Western Blot ile dogrulanmistir (Sekil 9.4).

shDEK-B ile DEK ifadesi baskilanan RPMI-8226 hiicrelerinin 5 giinliik
bolinme egrisinde sh-Negative’e gore degisim goriilmezken, shDEK-C ile
baskilanan hiicrelerin cogalma kapasitelerinin yaklasik 1,6 kat azaldig: tespit edildi
(Sekil 9.5). Bu azalisa shDEK-C hiicrelerinin boliinme siirelerinde meydana gelen 15
saatlik uzamanin neden oldugu goriildi (Sekil 9.7). ShDEK-B hiicrelerine kiyasla
endojen DEK ifadesinde daha az oranda baskilanmaya sebep olan shDEK-C
hiicrelerinde gozlenen bu fenotipin nedeni acik degildir. Bununla birlikte, her iki sh-
RNA’nin (ShDEK-B ve shDEK-C) DEK’in bilinen iki izoformunun [Yu et al., 2016]
ifadesi lizerindeki susturucu etkisinin farkli olabilecegi ve dolayisiyla sadece shDEK-
C hiicreleride boyle bir fenotipe yol agabilecegi olas1 ihtimaller arasinda
bulunmaktadir. DEK’in RPMI-8226 ve U266 hiicre hatlarinda agir1 ekspresyonun da
hiicrelerin proliferatif 6zelliklerini ve boliinme siirelerini etkilemedigi goriildi (Sekil
9.6, Sekil 9.8). Literatiir incelendiginde HKH’lerdeki proliferatif etkilerinin yan1 sira
AML, CLL gibi hematopoetik kanserler ile bazi solid kanserlerdeki artan ifadesi ve
onkogenik ozellikleri, DEK’in MM’da da muhtemel bir onkogen olarak rol
oynayabilecegini diisiindiirmiistiir. Fakat yaptigimiz proliferasyon analizleri DEK’in,
kalic1 baskilanmasinin ve asir1 ekspresyonunun MM hiicre hatlarinin proliferasyonu

tizerinde anlaml1 bir etkisinin olmadigini ortaya koymustur.
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Klinikte bazi kanserlerin tedavisinde kullanilan melphalanin RPMI-8226 ve
U266 hiicre hatlar1 lizerinde genotoksik etki gosterdigi bilinmektedir. Beklendigi
tizere farkli konstrasyonlarda (10 uM ve 20 uM) uygulanan melphalan, zamana bagl
olarak (0, 24, 48, 72 saat) RPMI-8226 ve U266 hiicrelerinin sayisinda tutuluma ve
canliliklarinda diisiise neden olsa da DEK ifadesindeki artig veya azalis bu sitotoksik
etki tizerinde bir fark meydana getirmemistir (Sekil 9.9-9.12). Akim sitometrisi
analizi, hiicre sayisinin zamana bagli olarak sabit kalmasinin ve canliliklarinin
azalmasinin beklendigi lizere hiicre dongiisiindeki tutulum, yavaslama ve sub G1
fazindaki apoptotik/6lii hiicre popiilasyonundaki artigtan kaynaklandigini fakat hiicre
dongiisii  profillerinin DEK ekspresyonuna bagli olarak belirgin sekilde
degismedigini ortaya koymustur (Sekil 9.13-9.15). Yapilan c¢alismalar DEK
ifadesindeki degisimlerin melanom kanseri gibi bazi timor hiicrelerinin sitotoksik
ajanlara kars1 olan hassasiyetini etkiledigini ortaya koymasina ragmen [Khodadoust
et al., 2009], bu tezde elde edilen veriler, RPMI-8226 ve U266 hiicre hatlarinin
melphalan  hassasiyetinin DEK ifadesindeki degisimden belirgin sekilde
etkilemedigini gostermistir.

Normal ve anormal plazma hiicreleri, mikroskop altinda sitoplazmasi genis ve
cekirdegi perifere itilmis sekilde goriinmektedir. RPMI-8226 hiicrelerinin de benzer
bir morfolojide oldugu; DEK ifadesinin kalic1 olarak susturuldugu RPMI-8226
hiicrelerinin morfolojilerinde kontrol shRNA ile infekte edilmis (sh-Negative)
hiicrelere gore belirgin bir fark olugsmadigi gortildi (Sekil 9.16).

MM hiicrelerinin de normal plazma hiicrelerine benzer sekilde hiyerarsik bir
farklilasma siirecinden gecerek meydana geldikleri disiiniilmektedir. Yapilan
calismalar MM hiicrelerinin genellikle CD138" plazma hiicresi karakterinde
oldugunu gostermektedir. CD138 (Syndecan-1) hiicre-yiizey ve hiicre-hiicre
etkilesimlerinde rol oynayan bir membran proteinidir ve plazma hiicrelerinin
farklilagma siirecinin takibi ile saglikli ve habis plazma hiicrelerinin (olgunlasmis)
tespitinde en sik kullanilan yiizey belirtecidir. Labortauvarimizda daha oOnce
yiriitillen ¢aligmalarda, MM hastalarinin CD138 pozitif kemik iligi hiicrelerinde
DEK ekspresyonun 2 ile 30 kat arasinda azalma gosterdigi tespit edilmistir
[Caliskaner et al., 2017]. Bu veriler dikkate alinarak, bu tez c¢alismasinda DEK
ifadesine bagli olarak CD138 ekspresyonunda degisim olup olmadigi RPMI-8226
hiicrelerinde test edildi. RPMI-8226 hiicrelerinde DEK ifadesinin iki farkli shRNA
(shDEK-B ve shDEK-C) ile kalict olarak susturulmasi, CD138 gen ifadesinde sh-
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Negative kontrole gore 2 katlik artisa neden olurken, bu hiicrelerde DEK’in asir1
ifadesinin CD138 ifadesinde bir fark olusturmadigi RT-qPCR ile tespit edildi (Sekil
9.17). CD138 antikoru kullanilarak yapilan IF ve ICC boyama, beklendigi iizere
CD138 proteininin, RPMI-8226 hiicrelerinin yiizeyinde lokalize oldugunu gosterdi.
Kantitatif PCR sonucu ile uyumlu olarak 6zellikle shDEK-B hiicrelerinde (DEK’in
kalic1 olarak baskilandigi RPMI-8226 hiicrelerinin yiizeyinde) CD138 antikoruyla
daha yogun bir boyanma gozlenmistir (Sekil 9.18, Sekil 9.19). ilave olarak, CD138
ifadesi akim sitometrisiyle de analiz edildi ve literatiirle uyumlu olarak Kkontrol
RPMI-8226 hiicrelerinin tamaminin CD138-pozitif oldugu tespit edildi. Akim
sitometrisinde 6l¢iilen CD138-PE floresan sinyal yogunlugu (MFI) hiicre ylizeyinde
ifade edilen protein miktarima bagl olarak fark gostermektedir. Akim sitometrisi
analizlerinden elde edilen shDEK-B, shDEK-C, MIG-DEK hiicrelerine ait MFI
degerlerini, kontrol gruplarina (sh-Negative veya MIG) ait degerlere bolerek
yaptigimiz analiz, hiicre yiizeyinde ifade edilen CD138 protein miktarindaki goreceli
degisimi ifade etmektedir. Hesaplanan goreceli degerler (shDEK-B/sh-Negative:
1,36; shDEK-C/sh-Negative: 1,4; MIG-DEK/MIG:1,1), RPMI-8226 hiicrelerindeki
DEK baskilamasinin CD138’in yiizey ekspresyonunda hafif bir artisa neden
oldugunu ortaya koymustur (Sekil 9.20). Hiicre adezyonunda rol oynayan CD138’in
ifadesindeki DEK baskilanmasina bagl hafif diisiisiin sadece shDEK-B RPMI-8226
hiicrelerinin ylizey adezyonunda sh-Negative’e gorece %10’luk bir azalmaya neden
oldugu fakat bu degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi (Sekil
9.21).

Literatiir verileri DEK’in farkli hiicre tiplerinde farkli fonksiyonlar iistlendigini
ortaya koymustur. Bazi solid ve hematolojik kanserlerde DEK ifadesinin degistigi ve
DEK ifadesindeki endojen veya ektopik degisimlerin 6zellikle proliferasyon, timdor
gelisimi, ilag direnci basta olmak iizere 6nemli hiicresel fonksiyonlar iizerinde etkili
oldugu bildirilmistir [Riveiro-Falkenbach and Soengas, 2010]. Literatiirdeki
bilgilerden yola ¢ikarak DEK ifadesindeki degisimin MM hiicre hatlarinin biyolojisi
tizerinde olasi etkilerini tespit etmeyi hedefleyen bu doktora tezi kapsaminda, RPMI-
8226 ve U266 hiicrelerinin proliferasyon, melphalan hassasiyeti ve hiicre dongiisii
profillerinin DEK ifadesindeki artis veya azalistan belirgin sekilde etkilenmedigi
tespit edildi. Ancak, hiicrelerin farklilagsma seviyesini yansitan ve adezyonunda rol
oynayan CD138 ekspresyonunun DEK ifadesindeki kalic1 baskilanmaya bagli olarak

RNA ve protein seviyesinde artis gosterdigi tespit edildi. Laboratuvarimizda

90



yiriitiilen yiiksek lisans tezleri kapsaminda arsivlenmis parafin doku orneklerinde
DEK kopya sayis1 ve IHK yontemi ile DEK proteininin ifadesi arastirilmistir. Bu
caligmalarin sonucunda gerek saglikli gerekse neoplastik CD138-pozitif plazma
hiicrelerinde DEK proteininin bulunmadig1 (ya da tespit edilemeyecek kadar az
oldugu) ancak onciil B hiicrelerden kdken alan ve CDI138 antikoru ile boyanma
gostermeyen kanser hiicrelerindeyse DEK proteinin yogun olarak ifade edildigi tespit
edilmistir [Ozdilek, 2013], [Cakar, 2014]. Broxmeyer ve arkadaslarmin yaptig
calisma ise ekspresyonu onciil miyeloid kan hiicrelerinde yiiksek olan DEK’in
hematopoetik kok hiicrelerin proliferasyonunu artirdigini fakat farklilasma seviyesi
ilerlemis miyeloid progenitor hiicrelerin fare kemik iligindeki sayisini azalttigini
ortaya koymustur [Broxmeyer et al., 2012], [Broxmeyer et al., 2013]. Bununla
birlikte HKH’lerde yiiksek olan DEK’in, progenitdr hiicrelerin miyeloid seri
hiicrelerine farklilasmasinda etkin rol oynadigi ve bu siiregte ekspresyonunun
belirgin bir sekilde azaldigi tespit edilmistir [Logan et al., 2014]. Hematopoetik
onciil hiicreler ve CDI138-negatif B hiicrelerdeki yiiksek DEK ifadesinin,
farklilasmanin ge¢ sathalarina dogru hiicrelerin azalan proliferatif aktivitesine baglh
olarak terminal farklilasmasini tamamlayan CD138-pozitif plazma hiicrelerinde
kaybolmas1 DEK’in plazma hiicresi gelisiminde hiicrelerin proliferasyon-farklilasma
dengesinde fonksiyonel olabilecegini akla getirmektedir. Baska bir ifadeyle DEK’in
azalan ekspresyonu ile plazma hiicrelerinin terminal farklilagmasi arasinda pozitif bir
iliski oldugu disiiniilmektedir. Nitekim RPMI-8226 hiicrelerinde var olan DEK
ifadesinin shRNA’lar ile biiyiik oranda ortadan kaldirilmasiin farklilagma belirteci
olan CDI138’in ekspresyonunda hafif bir artisla sonug¢lanmasi bu kaniy1
desteklemektedir. DEK ifadesindeki degisime bagli olarak CD138 ekspresyonunda
goriilen artisin diisitk miktarda olmasi, deneylerimizde kullanilan hiicre hattinin
terminal farklilagsmasin1 tamamlamasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.
Diger taraftan CDI138" plazma hiicrelerinden koken alan hiicre hatlarinin
proliferasyon ve melphalan hassasiyetinin degisen DEK ifadesinden etkilenmemesi
literatiirde onkoprotein olarak tanimlanan bu proteinin, MM patogenizinde tamamen
etkisiz oldugu anlamina gelmemektedir. Plazma hiicrelerinin, DEK ifadesinin
yiiksek oldugu CD138" B hiicrelerinden kdken aldig1 géz 6niinde bulunduruldugunda
DEK ifadesinin terminal farklilasma oncesinde B hiicrelerinin klonal ¢ogalmasini
artirarak kanserlesmeye neden olabilecegi arastirilmaya deger ihtimaller arasindadir.

Tamamlanan doktora tezi ile DEK’in MM hiicreleri tizerindeki farkli etkileri ilk defa
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ortaya konularak uluslarasi literatiire kazandirilmig ve yaymladigimiz sonuglar
DEK’in B lenfositlerin plazma hiicresine farklilasmasi siirecindeki olasi rolleri
hakkinda hipotetik diisiincelerin ortaya ¢ikmasina katki saglayacaktir. Dolayisiyla
DEK’in farkli evrelerdeki B lenfositlerinden elde edilen primer hiicrelerde kalici
olarak susturulmasi ve ektopik ifadesi, bu onkogenin gerek saglikli plazma hiicresi
farklilagsma siirecinde gerekse MM patogenezindeki rollerinin aydinlatilmasinda daha
ayrintil1 bir model ortaya koyacaktir.

Bu doktora tez ¢alismast TUBITAK KBAG 212T108 no’lu 1001 ve Gebze
Teknik Universitesi BAP-2015-A15 nolu projeleri ile desteklenmistir.
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