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OZET

Amag: Multipl Miyelom (MM), plazma hiicrelerinin ve plazma hiicresi onciilerinin
malign proliferasyonu ile karakterize olan bir hematolojik kanserdir. Diizenleyici T
hiicreler (Treg) organizmanin kendisine ait ve yabanci antijenlere kars: verdigi immiin
yanitt kontrol ederek, immiinite ve tolerans arasindaki dengeyi saglamaktadirlar.
Immiinsiipresif CD4+CD25+FOXP3+ Tregler MM’'de yiiksek diizeylerde goriilmek-
tedir. Galektin-1 (Gal-1) hiicre gelisiminin inhibisyonunu indiiklemekte ve dinlenme
halinde olmayan, aktif immiin hiicrelerin apoptozunu ilerletir ve aktivasyonun
ardindan Treglerde asir1 ekspresyonu goriilmektedir. Bu calismanin amac1t MM’de Gal-
1 ekspresyonunun CD4+CD25+Foxp3+ Treg hiicreler ve Otolog Kemik fligi
Transplantasyonu (OKIT) ile iligkisini aragtirmaktir.

Gereg ve Yontem: Periferik kan 6rnekleri 19 MM hastasindan toplanip OKIT varhigma
gore iki grup olarak alt siniflandirildi. Periferik Kan Mononiikleer Hiicreleri (PKMH)
Biocoll soliisyonunda yogunluk gradiyenti santrifiijii ile izole edilip Tregler i¢in hemen
akim sitometri analizi yapildi. Gal-1 ekspresyonu PKMH yaymalarinda immiino-
sitokimya ile tespit edilerek semikantitatif olarak diisiik, orta ve yiiksek ifadeleri ile
degerlendirildi. Bulgular nonparametrik testler ile istatistiksel olarak analiz edildi.
Bulgular: Bu galisma 7 tanesi OKIT (+) olan toplam 19 MM hastas1 icermektedir. Gal-1
ekspresyonu olgularin = %52,6'sinda orta veya yiiksek olarak saptanmustir.
CD4+CD25+Foxp3+ Tregler miktar:t OKIT (+) grupta daha yiiksek bulunmustur. Treg
yiizdeleri ve Gal-1 ekspresyonu istatistiksel anlaml bir iligki (p>0,05) gostermemistir.
Buna ek olarak Gal-1 ekspresyonu OKIT varligi ya da prognoz (p>0,05) ile de
istatistiksel anlamlilik gostermemistir.

Sonug: Bu calisma ile Gal-1 ekspresyonu MM'da PKMH'lerinde Tregler, OKIT ve
prognoz ile iliskisi acisindan ilk defa sorgulanmustir. Gal-1 ekspresyonu ile Tregler,
OKIT ve prognoz arasinda hicbir istatistiksel anlamli iliski saptanmamustir. Sinirl
sayida olgu bulunmasi bu duruma neden olmus olabilir. Bundan sonraki adimimiz
Gal-1"in MM “da kemik iligindeki ekspresyon diizeyini ortaya koymak olabilir.
Anahtar sozciikler: Galektin-1, diizenleyici T hiicreler, multipl miyelom, otolog kemik
iligi transplantasyonu
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SUMMARY

Objective: Multiple Myeloma (MM) is a hematological cancer which is characterized
with malignant proliferation of plasma cells and their precursors. Regulatory T cells
(Tregs) control immune responses to self-and foreign-antigens and maintain the
balance between immunity and tolerance. Immunosuppressive CD4+CD25+FOXP3+
Tregs shows high levels in MM. Galectin-1 (Gal-1) induces the inhibition of cell growth
and promotes the apoptosis of activated, not resting, immune cells and it is
overexpressed in Tregs after activation. The aim of this study is to determine Gal-1
expression in MM and its relation with CD4+CD25+Foxp3+ Tregs levels and
autologous bone marrow transplantation (ABMT).

Material and Method: Peripheral blood samples were collected from 19 MM patients
and sub-classified into two groups according to presence of ABMT. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density gradient centifugation on Biocoll
solution and underwent immediate analysis by flow cytometry for Tregs. Gal-1 was
determined by immunocytochemistry on imprints of PBMCs and scored as low,
medium and high expression semiquantitatively. Results were statististically analyzed
by nonparametric tests.

Results: This study included 19 MM patients and 7 of them were ABMT (+). Moderate
or high levels of Gal-1 expression were detected in 52.6 % of all cases.
CD4+CD25+Foxp3+ Tregs were shown to be higher in ABMT (+). Tregs percentage
and Gal-1 expression did not show statistical significance (p>0.05). In addition Gal-1
expression did not show statistical significance with ABMT presence or prognosis
(»>0.05).

Conclusion: In this study Gal-1 expression in PBMCs was the first time questioned for
the relation of Tregs, ABMT and prognosis in MM. Gal-1 did not show statistical
relation with any. Limited number of cases might be the reason. Our next step shall be
determining its expression in bone marrow.

Key words: Galectin-1, T regulatory cells, multiple myeloma, autologous bone marrow
transplantation

Multipl Miyelom (MM), plazma hiicrelerinin ve
plazma hiicresi Onciilerinin malign proliferasyonu ile
karakterize olan bir hematolojik kanserdir (1). Tiim yetis-
kin malignitelerin %1’ini, hematolojik malignitelerin
ise %13’tinii olusturan bu kanser tipi konvansiyonel
kemoterapi ve yiiksek doz terapilere ragmen tamamen
tedavi edilememektedir (2,3). Kontrolsiiz ¢ogalan klonal
plazma  hiicrelerinin neden oldugu baskilanmis
immiinoglobiilin ekspresyonlar1 ve fonksiyon gosterme-

yen T-hiicre yanitlari s6z konusudur.

Diizenleyici T hiicreleri (Tdiiz, Treg) immiinsupresyon
ile oto-immiin kontrolde, T-hiicre homeostazisinde,
transplantlara ve tiimoér hiicrelerine karsi tiim immiin
yanitin modiilasyonunda o6nemlidir (4,5). Bu negatif
diizenleyici aktivite farkli gercekleserek tiimorlere karsi
normalde olmas1 gereken immiin yamniti baskilayabilir.
Timus kdkenli dogal bulunan CD4+ CD25+ Treg hiicreler
total periferik CD4+ T hiicrelerin %5-10'unu olusturan
immiinsiipresif etkili T hiicre populasyonudur (6,7).
Foxp3 transkripsiyon faktoriiniin Treg hiicreleri tanimla-

yia Ozel bir belirte¢ oldugunu ortaya konmustur. CD4+

CD25+ Treg hiicrelerin gelisimi ve fonksiyonu igin Foxp3
oldukca énemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Foxp3 ‘{in
fonksiyonunu kaybetmesi sonucunda gelisen mutasyonlar
Treg hiicrelerin eksikligine ve bundan kaynaklanan ciddi
bazi otoimmiin bozukluklara yol agmaktadir. T hiicrelerde
Foxp3'iin ektopik ekspresyonu bu hiicrelerin regiilator
fenotip ve siipresif fonksiyon kazanmasina neden olmak-
tadir. Ayrica Foxp3 bir Rel ailesi transkripsiyon faktorii
olan aktif T- hiicrelerin Niikleer Faktorii (NFAT) ve aktif B
hiicrelerinin NFkB hafif zincirlerinin hedef genlerini
indiikleme 6zelliklerini engellemektedir (4-10). Bunun so-
nucunda IL-2 ve diger sitokin genlerinin (IFNYy, IL-4 gibi)
transkripsiyonel bir baskilayicis1 6zelligini kazanir. Tiim
bunlara ek olarak Foxp3 devam etmekte olan immiin
yanutlarin kontrolii icin aktif T hiicrelerine negatif geri

besleme yoluyla etki etmektedir (9,11).

Galektin-1 (Gal-1), karbohidrat baglayan galektin pro-
tein ailesinden olan beta-galaktozidaz spesifitesine sahip
homodimerik yapida bir lektindir (12). Hiicre iginde
karbohidrat bagimsiz etkilesimler ile hiicre sinyal yolakla-

rinda rol alirken, karbohidrat motiflerini tanima 6zelligi
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ile ekstraselliiler fonksiyonlara da sahiptir. Yapilan arastir-
malar sonucu, Gal-1'in hiicre adhezyonunda ve gelisi-
minde, apoptozda, immiinmodiilasyonda, metastazda,
inflamasyonda ve bunlara ek olarak mRNA kirpilmasinda
(mRNA splicing) rol aldig1 bilinmektedir (12,13). Kolon,
akciger, meme, bobrek, over, pankreas gibi solid tiimorle-
rin yan sira B hiicreli ve Burkitt lenfoma ile MM 'da Gal-
1’in normal dokuya kiyasla artmis ekspresyon gosterdigi
ve bu durumun metastaz ve kotii prognoz ile iligkilen-
dirildigi literatiirde yer alan calismalarla aydimnlatilmigtir
(13-16). Gal-1 ve Gal-3, K-Ras ve H-Ras gibi onkogenik
Raslar ile etkileserek neoplastik hiicre transformasyonunu
diizenleyebilmekte ve Ras aracili sinyal iletimini ilerlete-
bilmektedir (12,15). Tiimor hiicreleri tarafindan ekspres-
yonu gerceklesen Gal-1'in aktin hiicreiskelet elemanlari-
nin organizasyonunu saglayarak hiicre motilitesini arttir-
makla birlikte integrinler ile ekstraseliiler matriks hiicre
komponentlerinden laminin ve fibronektinin ¢apraz
baglanmasini etkileyerek tiimor hiicrelerinin adhezyonu-
nu arttirdigi bilinmektedir (15,16). Immiin regiilasyon
tizerine de etkisi olan Gal-1 dinlenme halindeki ve tiimor
infiltre edici T lenfositlerin de CD95/ Fas aracili apoptoza
ugramasini indiiklemektedir (17,18). Tiim bunlara ek ola-
rak normal epitel hiicrelerde az eksprese edilen Gal-1'in
ozellikle meme ve kolon kanserinde anjiyogenez siire-cin-
deki etkinligi ile iliskili olarak epitel hiicreler tara-findan
asir1 ekspresyonu tespit edilmistir ve bu nedenle
antianjiyogenik terapiler igin hedef tegkil edebilecegi
diistintilmektedir (19,20).

Bu calismada tiimor hiicrelerine karsi yetersiz T hiic-
reli immiin yanitin ortaya ¢iktig1 bilinen MM olgularinda
immiinregiilasyonda negatif yonde etkinlik gosteren Gal-
1’'in immiinsiipresif etkili CD4+CD25+Foxp3+ Treg hiicre-
ler ile iligkisi arastirilirken, Gal-1 ekspresyonunun Otolog
Kemik ligi Transplantasyonu (OKIT) olan olgulardaki
diizeyleri degerlendirilerek prognozla iliskisi arastiril-

magtir.
GEREC VE YONTEM

Bu calisma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan onay almistir. Calisma materyali olarak
hastanin rutin tetkikleri sirasinda bir tiip periferik kan

alinmigtir. Kan orneklerinin alinmasi goniilliiliik esasla-

rina uygun sekilde hastalardan kan alinmadan 6nce go-
niillii onam formlar1 okutulup imzalatilarak gerceklestiril-
migtir. Calisma sirasinda iyi klinik ve laboratuvar
uygulamalar: esaslarina uyulmus, Helsinki Bildirgesi dik-

kate alinmis ve etik standartlara uyulmustur.
Olgularin Ozellikleri

Bu ¢alismaya 2001-2009 yillar1 arasinda tani almais, te-
davi edilmis ve izlenmekte olan yaslari 41-78 arasinda
degisen 5 kadin 14 erkek olmak iizere toplam 19 OKIT
olan veya OKIT olmayan ve yeni tam1 MM olgusu dahil
edilmistir. Olgularin 7’si OKIT olmustur. Olgular Dokuz
Eylil Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Hemato-
loji servisi ve poliklinigince izlenmektedir. Olgular MM
icin Uluslararas1 Evreleme Sistemine (ISS) gore evrelen-
mistir. Olgulara ait arsiv dosyalar1 yeniden incelenmis,
tan1 dogrulanmistir. Dokuz Eyliil Universitesi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Hematoloji poliklinigine gelen ve
servisinde yatan hastalara goniillii bilgilendirme formlar:
verilip imzalatildiktan sonra rutin prosediirler sirasinda

kan 6rnekleri alinmisgtir.
Orneklerin Hazirlanmasi

Literattirde yer alan bilgiye gore Gal-1 solid tiimor-
lerde parafin gomiilii bloklarda immiinohistokimyasal
boyama ile analiz edilirken MM gibi hematolojik kanser-
lerde kan 6rneklerinden PKMH’lerin izolasyonu 6n asa-
mas1 gerekmektedir (21). Buna benzer sekilde literatiirdeki
¢alismalarda normalde tiimor dokusunda yiiksek seviye-
lerde oldugu bilinen CD4+CD25+Foxp3+ Treg hiicreler de
MM'’da kan veya kemik iligi 6rneklerinin PKMH’leri izole
edildikten sonra en etkin ve spesifik olarak akim
sitometrik analize tabi tutulmaktadir (5). Bu bilgilere
dayanarak alman taze kan 6rneklerine fosfat tamponu ile
seyrelttikten sonra hemen PKMH ‘lerinin izolasyonu igin
Biocoll (d 1,077g/ml Biochrom) soliisyonunda yogunluk
gradiyenti santrifiijii yapilmistir. Yikama islemlerinin
ardindan PKMH ‘lerden 100 er ul akim sitometri analizi
i¢in ayr1 tiipe alinip kalan kisim ile Gal-1 ekspresyonunun
analizi i¢in de polilizinli lama yayma yapilmistir. Lamlar

boyama islemine kadar -20 °C’de saklanmustir.

Gal-1 Ekspresyon Diizeylerinin immiinositokimyasal

Saptanmasi

Polilizinli lamlara yayilan PKMH'lar -20°C’den ¢ikartil-
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diktan sonra alkol serisinden gegirilerek fikse edilmistir.
Universal boyama kiti (invitrogen) ile yapilan bloklama
ardindan anti-Gal-1 primeri (abcam, ab25138) kullanilarak
Gal-1 eksprese eden PKMH'lerde baglanma saglanmustir.
Daha sonra yikama islemleri ve Diaminobenzidin (DAB) ile
prosediir tamamlandiktan sonra hematoksilen boyama

yapilmistir. Isik mikroskop ile incelenen lamlarda boyanma

ylizdelerine ve yogunluga gore degerlendirmeler yapilmustir.

CD4+CD25+Foxp3+ Treg Hiicrelerin Akim Sitometrik

Analizi

Izole edilen PKMH’lar dért renkli Epics XL (Beckman
Coulter) akim sitometri cihazi kullarularak Expo 32 ADIC
XL 4Color yazilmi ile analiz edilmistir. Bunun igin
PKMH'lere izolasyonlarinin hemen ardindan anti-CD4-
florosein izotiyosiyanat (FITC), anti-CD25-fikoeritrin (PE)
(eBiosci-ence) olarak konjuge edilmis monoklonal anti-kor-
lar (moAb) ve uygun izotipik kontroller (IgG) kulla-
nilarak direkt boyamalar yapilmistir. Akim sitometri
boyamalar1 ve analizi sirasinda donmus ya da bekletilmis
ornek kullanilmamustir. Foxp3 ekspresyon analizi icin
intraseliiler indirekt boyama yapildigindan fiksasyon ve
permeabilizasyon prosediirleri uygulanmustir. Fikoeritrin
siyanin-5 (PE-Cy5) konjuge, PCH101 klonundan anti-
Foxp3 (eBioscience) ve uygun izotipik kontrolii ile anti-CD4
ve anti-CD25 direkt boyama yapilan 6rnekler boyanmuistir.
Tim bu boyamalar sirasinda non-spesifik baglanmalar
normal rat serumu kullanilarak bloke edilmistir. Ticari kit
icerigindeki prosediire gore uygulanan boyama proto-
kollerinin ardindan 6rnekler cihaza verilip, bir dizi kaps-
lama stratejilerinin ardindan Tregler CD4+ CD25+ Foxp3+
T hiicreler olarak tanimlanmis ve bulunma yiizdeleri tes-
pit edilmistir (22).

Multipl miyelomda Galektin-1 ekspresyonunun diizenleyici T hiicreler ve otolog kemik iligi transpalntasyonu ile iligkisi

Istatistiksel Analiz

Bulgular Mann Whitney U non-parametrik testi ve Ki
kare testi ile istatistiksel agidan degerlendirilmis ve p <0,05
istatistiksel anlamli olarak kabul edilmistir. Treg hiicreler
igin yiiksek ve diisiik seklindeki degerlendirme aritmetik
ortalama degeri (mean) iizerinden yapilmistir. Ortalama-
nin {izerinde kalanlar yiiksek, altinda kalanlar diisiik ola-

rak ayrilmustir.
BULGULAR
Olgulara Genel Bakis

Calismaya dahil edilen toplam 19 olgunun 5'i kadin (%
26,3) 14 "t (%73,7) erkektir. Olgularin yas ortalamasi 59 +
10,53 yil (41 - 78) olarak belirlenmistir. OKIT olan 7
olgu %36,8, almayan 12 olgu ise %63,2'lik kesimi olustur-
maktadir. ISS evreleme sistemine gore olgularin 5i ISS
evre 1 (%26,3), 41 ISS evre 2 (%21,1) ve 5'i ISS evre 3
(%26,3) olup 5 olgunun ilgili verilerine ulasilamamustir.
izlem siireci icinde olgularin 13'ii (%68,4) yasamina de-

vam ederken 6 (%31,6) olgu ise ex olmustur.
Immiinositokimya Bulgulart

Gal-1 ekspresyonlar1 boyanma yiizdesine gore %20"nin
altinda negatif, %20 -49 aras: diisiik, %50-89 arasi orta
ve %90 {izeri ise yiiksek seviyeler olarak tanimlanmustir.
Buna gore yapilan degerlendirmelerde tiim olgular iginde
Gal-1 ekspresyon yiizdesi 3 olguda negatif (%15,8), 6 ol-
guda diisiik (%31,6), 7 olguda orta (%36,8) ve 3 olguda
yiiksek (%15,8) seviyelerde tespit edilmistir. Ayrica hiicre
boyanma yogunluguna gore Gal-1 boyamalar1 derece-
lendirildiginde tiim olgular icinde bir olgu negatif (%5,3),
10 olgu + (%52,6) ve 8 olgu ++ (%42,1) seklinde dagilim
gostermistir (Tablo I).

Tablo. Gal-1 ekspresyonunun immiinositokimya bulgular1
Ekspresyon Diizeyi Negatif Diisiik Orta Yiiksek
(< %20) (%20-49) (%50-89 ) (> %90)

Olgu sayist 3 6 7 3
Yiizdesi 15,8 31,6 36,8 15,8
Hiicre Boyanma Yogunlugu - + ++ +++
Olgu sayist 1 10 8 0
Yiizdesi 53 52,6 421 0
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Akim Sitometri Bulgular1

Akim sitometri analizleri ile uygun pencereleme
stratejileri sonucunda olgularm PKMH’lerinde CD4+
CD25+ Foxp3+ Treg hiicreler saptanmigtir. Buna gore
olgularin tiimiinde CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hiicreler %
0 ile %6,6 arasinda degiskenlik gosterirken, OKIT olan
olgularda %0,5 ile %6,6 arasinda ve OKIT olmayan olgu-
larda %0 ile %3,9 arasinda degiskenlik gostermektedir.
OKIT olan olgulardaki OKIT olmayan olgulara kiyasla
daha yiiksek CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hiicrelerin varli-
gina dair bir 6rnek Sekil 1'deki akim sitometri sonucunda
gosterilmektedir. CD4+ hiicrelerin segildigi pencereden
tanimlanan CD25+ Foxp3+ hiicrelerin bakildig1 alanda da

OKIT olan olguda daha yiiksek oran goriilmektedir.
istatistik Bulgular

Gal-1 ekspresyon diizeyleri OKIT olan ve olmayan
distik

ekspresyonlar bir arada, orta ve yiiksek ekspresyonlar bir

gruplar icin degerlendirilirken negatif ve
arada toplanarak iki grup olusturulmustur. Bu sekilde
yapilan Ki-Kare Testi sonucunda OKIT varlig1 ile Gal-1
ekspresyonlar:1 arasinda istatistiksel anlamli bir iligki

saptanmamuistir (p>0,05).

Mann Whitney U nonparametrik testi ile tiim olgu-
larda CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hiicrelerin seviyeleri orta-
lama %2,13 (0 - 6,6) olarak saptanmistir. OKIT olan grup
ve almayan grup arasinda ise CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg
fark
saptanmustir (p=0,041). Bu fark OKIT olan grup lehinedir.

hiicrelerin  seviyelerinde istatistiksel —anlaml
OKIT yapilan grupta ortalama CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg
hiicreler %2,53 iken (0,5 - 6,6) OKIT olmayan grupta orta-

lama %1,94’djir (0,00 - 3,8).

Ayrica Gal-1 ekspresyon diizeyi ile Treg hiicre seviye-
leri arasinda da yapilan Ki-kare analizi sonucunda

istatistiksel anlaml1 bir iliski saptanmamustir (p>0,05).
TARTISMA

Bu ¢alismada tiimor hiicrelerine kars1 yetersiz T hiic-
reli immiin yanitin ortaya ¢iktigi bilinen MM olgularinda
immiinregiilasyonda negatif yonde etkinlik gosteren Gal-
1'in immiinsiipresif etkili CD4+CD25+Foxp3+ Treg hiicre-
ler ile iliskisinin arastirilmasi ve ayrica Gal-1 ekspresyonu-

nun OKIT olan olgulardaki diizeylerinin degerlendiril-

mesi amaclanmistir. Bu amacla OKIT olan ve olmayan
olgulardan periferik kan 6rnekleri toplanarak immiino-

sitokimyasal ve akim sitometrik analizler yapilmistir.

Gal-1 ozellikle solid tiimérlerde anjiyogenezi diizen-
leyerek tiimor hiicreleri icin metastaz yayilim ile potan-
siyel bir kagis yolu olusturmaktadir. Literatiirde meme,
kolon, over, prostat, pankreas, kolanjiyokarsinomlar,
mesane karsinomlari, skuamoz hiicreli karsinomlar ve
Hodgkin lenfoma gibi bir cok malign neoplazmlarda Gal-
1 ekspresyonunun saptandigi calismalar yer almaktadir.
Buna ek olarak kolon karsinomu, prostat kanseri, gliomlar,
bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomlarda Gal-1'in
prognostik belirleyici degeri oldugu ileri siirtilmiistiir (14).
MM’da ise Gal-1 ekspresyonuna yonelik tek calisma
miyelom hiicrelerinin proliferasyonu ve sag kalimindan
biliyiik ol¢iide sorumlu olan kemik iligi mikrogevre
hiicreleri tarafindan Gal-1 saliminin gergeklestiginin sap-
tandig in vitro temelli ¢alismadir (23). Bir baska hema-
tolojik malignite olan Hodgkin lenfomada ise Gal-1 pro-
teomik analizleri sonucunda yiiksek Gal-1 ekspresyonu-
nun relaps ve refrakter Hogkin lenfoma icin prediktif bir
belirte¢ olabilecegini 6ne siirmiistiir (24). Bizim ¢alisma-
mizda MM olgularindan primer c¢alisilarak PBMH’
lerinden alinan yaymalardan yapilan immiinsitokimyasal
boyamalarla ilk kez Gal-1 ekspresyonu OKIT olan ve
olmayan olgular arasinda karsilastirilarak degerlen-
dirilmistir. Ancak bu analiz sonucu OKIT olan ve olmayan
olgularda Gal-1 ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel
anlamli fark bulunamamais ve bu sonucun sinirh sayidaki
olgu sayisindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir. Bir
sonraki ¢alismalarda daha genis olgu serileri ile ¢alisilarak

bu durumun aydinlatilabilinecegi planlanmistir.

Metodoloji olarak c¢alismalarin biiyiikk ¢ogunlugunda
Gal-1 ekspresyonu immunohistokimyasal ya da immuno-
sitokimyasal boyamalar ile tespit edilmistir. Ornek bir
calisma olarak pankreas kanseri g¢alismalarinda timor
dokusunun parafin kesitleri ile ¢alisilmis ve deparafinize
edildikten sonra anti- Gal-1 monoklonal antikoru ile Gal-1
ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir.
Bu ¢alismada kullanulan boyama prosediirii deparafi-

nizasyon disinda bizim ¢alismamiz ile aymdir (25).

Diizenleyici T hiicreler giincel bir ¢calisma konusu olup

timor hiicreleri ile iligkisi bir¢ok tiimdrde arastirilmis ya
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da arastirilmaktadir. MM’da da bu konuda var olan az
sayida ¢alisma ile calismamizin bulgular iliskilendirilmis-
tirr. MM'da Treg hiicreleri PKMH’'larda incelememizin
nedeni bu hiicrelerin dolasimda yer almasidir. Literatiirde
de var olan ¢alismalarda PKMH ile ¢alisilmasi bizim meto-
dolojimizi desteklemektedir. Inceleme yontemi olarak
akim sitometriyi segmemizin nedeni CD4+ CD25+ Foxp3+
Treg hiicreleri es zamanli taniyabilme olanag1 vermesidir.
Bu tiglit kombinasyon giincel literatiirde en 6nemli Treg

hiicre tipini tanumlayici olarak yer almaktadir.

Atanackovic ve arkadaglari, CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg
hiicrelerinin MM hastalarinda allojenik kemik iligi
transplantasyonu islemi sonrasinda kemik iliginde yeni-
den kurulup cogaldigin1 boylelikle graft karsiti konakgi
hastaliginin (graft versus host disease, GVHD) ortaya ¢ikisini
immiinstipresif etkiyle onlediklerini gostermislerdir (26).
Bizim calismamizda OKIT olan olgularda CD4+ CD25 +
Foxp3+ Treg hiicrelerin daha vyiiksek saptanmasi
OKIT’nun immiiniteyi Treg hiicreler lehinde stimiile edici

rol oynayabilecegini diistindiirmiistiir.

Immiinregiilatér Gal-1 ve CD4+ CD25 + Foxp3+ Treg
hiicrelerin birbiri ile iligskisi degerlendirildiginde ise
istatistiksel anlamli bir sonuca ulagilamamistir ancak bu
durum oOnceki ¢alismalarda saptandig tizere MM'da ke-
mik iligi mikrogevresi tizerinde yogunlasan Treg hiicreleri
ve Gal-1 nedeniyle bir sonraki calismalarda kemik iligi
materyali ile daha genis olgu serilerinde analiz yapilmasi

planlanmustir.

Bu calisma siiresince hasta materyali ile ¢alisirken
uygulanmasit gereken bazi 6nemli prosediirler hakkinda
deneyim kazamildi. Alinan 6rneklerin veri kaybina neden
olmayacak en uygun kosullarda saklanmasi Ogrenildi.
Immiinositokimya deneyleri ile boyanma derecelerine
gore yorum yapma konusunda deneyim kazamildi. Pek
¢ok analizde tercih edilebilecek bir yontem olan akim
sitometri uygulamas: Ogrenildi. Bu analizde uygun
pencereleme stratejilerinin énemi ve uygulanma sekilleri
anlagildi. CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg hiicre analizi igin ge-
rekli

sitometride ti¢ renkli analiz hakkinda da deneyim kazanil-

olan {glii boyama kiti ile c¢alisilirken akim

mus oldu. Ug boyal1 analiz igin gerekli pencereleme strate-

jisi ile genelde kullanilan iki boyali analiz icin gerekli

Multipl miyelomda Galektin-1 ekspresyonunun diizenleyici T hiicreler ve otolog kemik iligi transpalntasyonu ile iligkisi

pencereleme stratejisinin farki anlagildi.

Sonug olarak bu calisma ile Gal-1 ekspresyonu MM’'da
PKMH’lerinde Tregler, OKIT ve prognoz ile iliskisi agisin-
dan ilk defa sorgulanmistir. Ancak Gal-1 ekspresyonu ile
Tregler, OKIT ve prognoz arasinda hicbir istatistiksel an-
laml iliski saptanmamistir. Bu durum simnirli sayida olgu
bulunmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu c¢alismadan
yola gikarak bir sonraki ¢alismamiz Gal-1'in MM’da ke-
mik iligindeki ekspresyon diizeyini daha genis olgu serile-

rinde ortaya koyacak sekilde planlanabilir.
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