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OZET

MULTIPL MYELOM HASTALIGINDA BCMA CAR, CD16, IL12 EKSPRESE EDEN
NK92 HUCRELERININ (BCMA CAR HASHASIN) PREKLINIK ETKINLIK
CALISMASI

Amac: Multipl miyelom (MM), hematolojik kanserlerin yaklasik %10'unu olusturan ve
kemik iliginde klonal, malign plazma hiicrelerinin g¢ogalmasi ve birikmesi ile karakterize
neoplastik bir hastaliktir. MM hastalig1 gelistirilen yeni terapotik ajanlarin etkisiyle hastalarinin
sagkaliminda artisa ragmen, kiir ihtimali ¢ok azdir. Bu sebepten hastaligi kontrolde tutabilecek
yeni ilaglar arastirlmaya devam edilmektedir. Son yillarda, miyeloma kars1 farkl
mekanizmalara sahip; proteazom inhibitdrleri, monoklonal antikorlar, immiin modiilator ilaglar
ve histon deasetilaz inhibitorleri gibi yeni ilaclar gelistirilse de bilim diinyast hem yeni tedavi
ajanlari, hem de varolan ilaglarin etkisini artiracak ve yan etkilerini minimalize edecek
yenilikler arayisindadir. Bu nedenle BCMA CAR, CD16, IL12 eksprese eden NK92
hiicrelerinin (BCMA CAR HASHASIN) H929 myelom hiicre hattinda in vitro olarak
etkinligini arastirdik.

Gerecler ve yontemler: Model olarak miyelom hiicre hattt H929 kullanildi. Kiiltiir
sartlarinda 1:1, 5:1 ve 10:1 Hashasin, CAR Hashasin, NK-92, CAR NK-92 inkiibe edilerdi. 72
saat sonra myelom hiicrelerinin 6liimleri flow sitometrik olarak test edildi.

Bulgular: Baslangigta hiicre canlilik orani saf H929 myelom hiicre hattinda %95,25,
H929+PBMC hiicre hattinda %92,16 olarak olciildi. Her iki grupda da BCMA CAR
Hashaginin 10:1 oranda daha etkili oldugu (%10,12 ve %13,57) tespit edildi. PBMC eklenen
gruplarda myelom hiicre 6liimlerinde diger gruba kiyasla artis olmadi.

Sonug¢: Yapilan ¢alismamizda NK92 hiicrelerinin Myelom iizerinde etkili oldugu tespit
edildi. Elde ettigimiz bu deyerler klinik ¢aligmalarda gdsterilmig NK92 antimyelom etkisi ile
dogru orantili bulunmustur. Fakat ¢alismamizdaki BCMA NK92, HASHASIN ve BCMA CAR
HASHASIN’in myelom hiicrelerine etkisi istatistiksel olarak belirgin bir iistiinliik
saglayamamigtir. Bunun sebebi olarak kulandigimiz konstraktin tam c¢aligmamasi olarak
diistiniilmiistiir. Konstraktin yeni dizayni ile bu ¢aligmanin tekrar yapilmasi planlanmakta ve

daha etkili bir sonug elde edilmesi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Multipl Miyelom, NK92, CAR-T, BCMA CAR, BCMA CAR

Hashasin, in vitro etkinligi



ABSTRACT

PRECLINICAL EFFECTIVENESS STUDY OF NK92 CELLS EXPRESSING
BCMA CAR, CD16, IL12 (BCMA CAR HASHASIN) IN MULTIPLE MYELOM
DISEASE

Objective:Multiple myeloma (MM) is a neoplastic disease that accounts for 10% of
hematological cancers and is characterized by proliferation and accumulation of clonal,
malignant plasma cells in the bone marrow. Despite the increase in the survival of patients with
the effect of new therapeutic agents developed for MM disease, the probability of cure is very
low. For this reason, new drugs that can keep the disease under control continue to be
researched. In recent years, it has different mechanisms against myeloma; Although new drugs
such as proteasome inhibitors, monoclonal antibodies, immunomodulatory drugs and histone
deacetylase inhibitors have been developed, the scientific world is seeking both new treatment
agents and innovations that will increase the effect of existing drugs and minimize their side
effects. Therefore, we investigated the in vitro efficacy of NK92 cells (BCMA CAR
ASSASSIN) expressing BCMA CAR, CD16, IL12 in H929 myeloma cell line.

Materials and methods: Myeloma cell line H929 was used as a model. They were
incubated in culture conditions 1:1, 5:1 and 10:1 Hashasin, CAR Hashasin, nk-92, CAR nk-92.
After 72 hours, the death of myeloma cells was tested flow cytometrically.

Results: Initially, cell viability was measured as 95.25% in the pure H929 myeloma cell
line and 92.16% in the H929+PBMC cell line. In both groups, it was determined that BCMA
CAR Hashasin was more effective at a ratio of 10:1 (10.12% and 13.57%). There was no

increase in myeloma cell death in the PBMC added groups compared to the other group.

Conclusion: In our study, it was determined that NK92 cells were effective on Myeloma.
These values we obtained were found to be directly proportional to the NK92 antimyeloma
effect shown in clinical studies. However, the effect of BCMA NK92, HASHASIN and BCMA
CAR HASHASIN on myeloma cells in our study did not provide a statistically significant
advantage. We think that the reason for this is that the construct we use does not work properly.
With the new design of the construct, this study is planned to be done again and we are expected

to obtain a more effective result.

Keywords: Multiple Myeloma, NK92, CAR-T, BCMA CAR, BCMA CAR HASHASIN,

in vitro activity



1.GIRIS
Multipl miyelom (MM), tiim malignitelerin %]1’ni, hematolojik kanserlerin yaklasik

%10'unu olusturuyor. MM kemik iliginde klonal, malign plazma hiicrelerinin birikmesi ile

karakterize edilen neoplastik bir hastaliktir (1).

Monoklonal plazma hiicrelerinin kemik iliginde kontrolsiiz ¢ogalmas1 ve immiinglobiilin

(1g) zincirlerinin asir1 olusumuyla hastalik olusur (2).

Plazma hiicre diskrazilerinde (PHD) ¢ok sik olarak goriilen erken donem bulgusu
genellikle, paraprotein veya M proteini olarak isimlendrilen, monoklonal agir ve hafif zincir
antikoru varligidir. Bu bulgu genellikle hastalikla ilgili herhangi bir klinik semptom vermeden
once ortaya cikar. PHD alt tipleri: Onemi Bilinmeyen Monoklonal Gammopati (MGUS), Sessiz
Multiple Myelom (SMM), Asemptomatik Myelom, Multiple Myelom, Plazma hiicreli 16semi

ve Amiloidoz olarak gosterilir (3).

Genelde ileri yaslarda goriilen bir hastaliktir ve tan1 60’11 yaslarda aliyor hastalar. Vakalarin

%?2’si daha geng yaslarda (40 yasin alt1) tan1 aliyor (7).

MM etiyolojisinde kesin olarak suclanan tek neden bilinmemektedir. Genetik ve ¢evresel
faktorler, gesitli enfeksiyon olusturan etkenler, radyasyona maruz kalma, kimyasal maruziyeti,
anlami bilinmeyen monoklonal gamopati (MGUS), smoldering myelom (SMM) etiyolojide 6n

planda diisiiniilen sebepler arasinda gosterilmistir (6).

Malign plazma hiicreleri yani miyelom hiicreleri, germinal merkezde Ig sinif degisimine
ve dogal mutasyona yatkin olan IgH geninin somatik hipermutasyonu sirasinda meydana gelen
ilk onkojenik olaylar sonucunda olusur. Bu hiicreler, M proteinleri olarak da bilinen

fonksiyonel olmayan immiinoglobulinler iiretir (14).

MM patogenezinde bir¢ok molekiiler degisiklikle birlikte kemik iligi mikrogevre iliskileri

de 6nemli rol oynamaktadir (17).

MM’li hastalarin ¢ogu semptomatik donemde daha siklikla plazma hiicrelerinin kemige
veya diger organlara infiltrasyonu sonucu anemi, litik kemik lezyonlari, enfeksiyon ve Ig
birikiminden kaynaklanan bobrek fonksiyonlarini etkileyen semptom ve sikayetlerle hastaneye

bagvururlar (30).

MM hastaliginin tedavisinde immiinmodiilator ilaglar ve Proteozom inhibitdrleri ilaglarm

kullanilmaya baslanmadan once 5 yillik genel sagkalim %25-34 iken son yillarda uygulanan



tedavilerle birlikte bu oran %49-56’ya ¢ikmistir. Giiniimiizde verilen tedavilerin gelismesi ile
MM hastalarinin medyan sagkalim siirelerinin 7 yilin tizerine ¢iktig1 bildirilmektedir. Tedavide
yasanan bu kadar olumlu siirece ragmen MM heniiz tam kiir saglanabilen bir hastalik

kategorisinde degildir (11).

CAR T-hiicre tedavisinin etkinligi biiyiik olclide, hedef dis1 tiimor toksisitesini dnlemek
icin normal hiicrelere goére kanser hiicrelerinde genel ve 06zel olarak belirlenen hedefi
tamimlamaya baghdir (151; 152). Cogu miyelom CAR T hiicre iiriinii, B hiicresi olgunlasma
antijenini (BCMA) hedefler (153).

CAR-T hiicrelerinin ¢ok sayida toksisitesi tanimlanmistir. Bu nedenle, bazi ¢alismalar,
minimum toksisite ile daha iyi etkinlige ulasmak icin baska bir sitotoksik hiicre olan NK-92
hiicresine bagvurmustur. Preklinik caligmalar, genetigi degistirilmis NK-92 hiicrelerinin in vitro
ve in vivo olarak oldukca spesifik sitotoksisiteye sahip giivenlik ve uygulanabilirligini
dogrulamistir. Bu nedenle, NK-92 hiicresinin, birincil NK hiicreleri, ebeveyn NK-92 hiicreleri
ve otolog T hiicreleri iizerindeki benzersiz avantajlar1 nedeniyle CAR icin baska bir ideal
tastyict haline gelmesi beklenmektedir (142). CAR ile modifiye edilmis NK-92 (CAR-NK-92)
hiicreleri, gii¢lii antitimor etkileri gostermistir (143). CAR-NK hiicreleri, CAR-T hiicreleri igin
potansiyel rakiplerdir. CAR-NK-92 hiicreleri GVHD'ye neden olmaz ve daha fazla
sitotoksisiteye sahiptir (144, 145).

MM tedavisinde hem tam kiir saglayacak tedavilerin olmayis1 nedeniyle hem de yeni
hiicresel tedavilerin yan etkilerini minimalize etmek i¢in bir c¢ok yeni arastirmalar
yapilmaktadir. Biz de bu ¢alismamizda H929 insan myelom hiicre hatti iizerinde BCMA CAR,
CD16, 1L12 eksprese eden NK92 hiicrelerinin (BCMA CAR HASHASIN) in vitro etkinligini

arastirmayi planladik.



2. Genel Bilgiler

2.1. Tanim

Multipl miyelom (MM), hematolojik kanserlerin yaklasik %10'unu olusturan ve kemik
iliginde klonal, malign plazma hiicrelerinin birikmesi ile karakterize edilen neoplastik bir

hastaliktir (1).

Monoklonal plazma hiicrelerinin kemik iliginde kontrolsiiz ¢ogalmasi ve immiinglobiilin

(Ig) zincirlerinin asir1 olusumuyla karakterizedir (2).

Normal plazma hiicreleri, [gG-gamma ( vy ), IgA-alfa ( a ), [gM-mii (n), IgD-delta (3 ) ve
IgE-epsilon ( €) gibi farkli agir zincir ve kappa (k) ve lambda (1) gibi hafif zincir 6zelliklerinde
bir gok ¢esit antikor tiretirler. Plazma hiicre diskrazilerinde (PHD) ¢ok sik olarak goriilen erken
doénem bulgusu genellikle, paraprotein veya M proteini olarak isimlendrilen, monoklonal agir
ve hafif zincir antikoru varligidir. Bu bulgu genellikle hastalikla ilgili herhangi bir klinik
semptom vermeden Once ortaya ¢ikar. Monoklonal gammopati, kanda veya idrarda klonal M
proteininin bulundugu ve klonal plazma veya lenfoid hiicre proliferasyonunu yansittigi
herhangi bir durum olarak tanimlanir. Hem PHD hem de lenfoproliferatif bozukluklar M
proteinleri Uiretebildiginden, M proteininden hangi tip bozuklugun sorumlu oldugu arasindaki
ayrimi yapmak ¢ok onemlidir ve akis sitometrisi bu siirece yardimci olabilir. PHD alt tipleri:
Onemi Bilinmeyen Monoklonal Gammopati (MGUS), Sessiz Multiple Myelom (SMM),
Asemptomatik Myelom, Multiple Myelom, Plazma hiicreli 16semi ve Amiloidoz olarak

gosterilir (3).

Plazma hiicrelerindeki kontrolsiiz artig sonucu ayni tipte olan antikorlar asir1 miktarda
tiretilir. Uretimi normal antikora kiyasla hatali olusan bu antikorlar serumda ve/veya idrarda

monoklonal M proteini seklinde tespit edilirler (4).

Serumda immunglobulin miktarinin belirlenmesi serum protein elektroforezi ile saglanir.
Farkli immunglobulin tiplerinin elektrikli bir ortamda hareketleri heterojendir ve gamma
bolgesinde keskin bir pik olustururlar. Serum protein elektroforezinde gamma bolgesinde

olusan bu keskin pike M proteini denir (5).

MM vakalarinin neredeyse tiime yakint MGUS 6ncii asamasindan gelistigi belirlenmistir;

fakat MGUS vakalarinin ¢cogu malign bir neoplazmaya ilerlememektedir. MM disinda bazilari
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Waldenstrom makroglobulinemisine, birincil AL amiloidozuna veya bir lenfoproliferatif
bozukluga donlismektedir. MM’ye veya baska bir malign bozukluga ilerleme riskinin yilda %1
oldugu tahmin edilmektedir (6).

2.2. Epidemiyolojisi

Multiple myelom c¢ogunlukla ileri yaslarda goriilen bir hastaliktir. Hastalar genellikle
alimigli yaslarinda tani1 almaktadir. Tim malignitelerin tahmini %1’ini ve hematolojik
malignitelerin %10’unu olusturmaktadir. Tan1 alan hastalarin ¢ok az bir kismi1 (%2) 40 yastan
gengdir (7). MM kadinlara kiyasla erkeklerde daha sik goriilmektedir (8). MM insidansi siyah
irkta beyaz 1rka oranla 2-3 kat daha yiiksektir (9).

MM olan hastalar i¢in ortalama 5 yillik sagkalim oran1 %54'tiir. MM hastalarinin sadece
%b5'i erken evrede tespit ediliyor ve bu hastalar i¢in 5 yillik sag kalim oran1 %75'tir. Ileri evrede
teshis edilen hastalarin 5 yillik sag kalim orani1 %53'tlir. Vakalarin yaklagik %95'i bu asamada
tan1 almaktadir (10).

MM’da ailesel olgular nadiren raporlanmis olsa da bir genetik kalitsal hastalik oldugu
sdylenemez. MM hastaligmin tedavisinde Immiinmodiilatdr ilaclar ve Proteozom inhibitérleri
ilaglarin kullanilmaya baslanmadan 6nce 5 yillik genel sagkalim %?25-34 iken son yillarda
uygulanan tedavilerle birlikte bu oran %49-56’ya ¢ikmistir. Glinlimiizde verilen tedavilerin
gelismesi ile MM hastalarinin medyan sagkalim siirelerinin 7 yilin {izerine ¢iktig1
bildirilmektedir. Tedavide yasanan bu kadar olumlu siirece ragmen MM heniiz tam kiir

saglanabilen bir hastalik kategorisinde degildir (11).

2.3. Etiyoloji

Multipl Myelom kesin olarak sebebi bilinmeyen bir hastaliktir. Diger malignitelerde
oldugu gibi radyasyon, meslek ve yasam tarzi ile baglantili oldugu iligkilendrilse de, burada

celiskili veriler s6z konusu olmustur (12).

Genetik ve gevresel faktorler, ¢esitli enfeksiyon olusturan etkenler, radyasyona maruz
kalma, kimyasal maruziyeti, anlam1 bilinmeyen monoklonal gamopati (MGUS), smoldering

myelom (SMM) etiyolojide 6n planda diisiiniilen sebepler arasinda gosterilmistir.



Multipl Myelom tanisindan 6nce, hastalarin neredeyse tiimiinde asemptomatik iyi huylu
bir evre olan 6nemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS) oldugu kabul edilmektedir. MGUS
beyaz irkta, 50 yas iizeri kisilerde %4, 70 yas {lizeri kisilerde yaklasik %35 oraninda
saptanmaktadir (6).

2.4. Patogenez

Immiin sistem hiicrelerinin hepsinde oldugu gibi, B hiicreleri de dncelikle kemik iliginde
veya fetal karacigerde olusan hematopoetik kok hiicrelerden gelisir. Hematopoietik kok
hiicreler sirasiyla multi-potent progenitorlere, yaygin lenfoid progenitorlere ve nihayetinde
prepro-B, pro-B, pre-B, olgunlasmamis B ve gegis B hiicreleri asamalar1 yoluyla olgun B
hiicrelerine farklilagabilir. Bu, 6nce immiinoglobulin agir zincirinde (IgH) D — J
segmentlerinde (pre-pro-B) ve ardindan V — DI segmentlerinde (pro-B) ilerler. Uretken
(¢cerceve ici) bir IgH geni yeniden birlestirilirse, daha sonra kopyalanir, ¢evrilir ve ylizeyde V
— J segmentlerinde hafif zincir rekombinasyonunu tetikleyen bir vekil hafif zincir (VPREB ve
IGLL1'den olusur) ile eksprese edilir (hafif zincirler ¢esitlilik segmenti igermez) 6n B asamasini
isaretler. Bu, once kappa hafif zincirinde ve iiretken alel yapilmazsa lambda hafif zincirinde
meydana gelir. B hiicresi reseptorii (BCR) olarak adlandirilan ¢iftli agir ve hafif zincirlerin
ylizey ekspresyonu, olgunlasmamis B hiicreleri asamasini isaretler, bundan sonra B hiicreleri
kemik iliginden perifere ve olgunlastiklari ikincil lenfoid dokulara gegebilirler (13). Spesifik
antikorlar {iretmek i¢in Immiinoglobulin agir zincirin (IgH) hiperdegisken bdlgelerini kodlayan
DNA'nin, somatik hipermutasyona ugramasini gerektirmektedir. Malign plazma hiicreleri yani
miyelom hiicreleri, germinal merkezde Ig siif degisimine ve dogal mutasyona yatkin olan IgH
geninin somatik hipermutasyonu sirasinda meydana gelen ilk onkojenik olaylar sonucunda
olusur. Bu hiicreler, M proteinleri olarak da bilinen fonksiyonel olmayan immiinoglobulinler

tiretir (14).

MM patogenezinde bir¢ok molekiiler degisiklikle birlikte kemik iligi mikrogevre iliskileri

de 6nemli rol oynamaktadir (17).

Son yillarda kemik iligi mikrogevre ile myelom plazma hiicreleri arasinda sinerjistik
patolojik bir iligki oldugu gosterilmistir. IL-6, MM'de O6nemli bir biiyiime ve apoptozu
baskilayic1 faktordiir. Miyelom hiicrelerinin BMSC'lerle yapismasi, 1L-6 ekspresyonunu
indiikleyen klonal NF-kB yolunu aktive eder. Ayni zamanda bir NF-kB hedefli gen tarafindan

kodlanan miyelom hiicresinden tiiretilen IL-1, BMSC'lerde klonal NF-kB sinyalini
7



indiikleyerek IL-6 iiretimini tesvik eder. Ek olarak, IL-6, timor mikrogevresinde anjiyogenezi
ve neovaskiilarizasyonu destekleyen vaskiiler endotelyal bityiime faktoriiniin (VEGF) iiretimini

indiikler (18).

Myelom hiicrelerinin hematopoetik ve stromal hiicreler adezyonu sonrasinda IL6, VEGF,
insiilin like biiyiime faktorii 1’1 kapsayan biiyiime faktorleri ve TNF, transforming growt faktor

B3, interlokin 10 siiper ailesinin {iyeleri dahil sitokinlerin salgilanmasinda rol alir (19).

Miyelom hiicreleri, birbirlerine ve stromal hiicrelere tutunmalarini saglayan CD56, ¢cok geg
antijen (VLA-4, VLA-5) ve B1 integrin gibi adezyon molekiillerini eksprese ederler. Bunlar
arasinda P1 integrinleri, miyelom hiicrelerinden salgilanan MIP-1a ve IL-1f ile birlikte

osteoklastlart aktive ederek kemik rezorpsiyonuna ve litik kemik lezyonlarina neden olur. (20).

MM vakalarinin gelisimi ile iliskili olast birincil genetik olaylar, kromozomal
translokasyonlar ve angploididir. MGUS ve SMM'den myeloma gegisi gosteren spesifik bir
genetik olay olmamasina ragmen, DNA metilasyonu ve mikro RNA ekspresyonu dahil olmak
tizere belirli genetik ve epigenetik anormallikleri olan hastalarin MM’ye ilerleme sansi daha
yiiksektir (21).

MGUS zamanla myelom veya diger plazma hiicrelerine farklilasmaktadir. MGUS
hastalarinin her yil %1 oraninda MM’ye doniisme riski vardir. Monoklonal gamopati
sonrasindaki siire¢ kemik iliginde plazmasitozisin %10 un {istiinde olmasi1 ve M proteinin 3 g/dl
iistlinde olmas1 ile birlikte kalsiyum yiiksekligi, anemi, kemikte litik lezyonlar, bobrek
yetmezligi goriilmesi ile semptomatik MM’ye doniistim gergeklesmektedir. Bazi hastalarda ise
kemik iliginde plazmasitozisinin %10’un tizerinde tespit edilmesi ve M proteinin 3 g/dl
tizerinde olmasina ragmen semptom goriilmeyebilir. Bu sekilde sessiz miyelom tanisi

konulmaktadir (22).



Baslangic ilerleme

Germinal merkez (GM) Kemik iligi Periferik kan

GM sonrast MGUS SSM Myelom PH Lésemi
B hiicre
L

o Vet N0 s Vo

0 0 o

Genetik degisiklik

Tiimér Hiicre Cesitliligi

Sekil 1: MM Olusumunun Baslatilmasi ve Ilerlemesi: Onemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS), yilda %1
oraninda miyelomaya doniisen, yavas, asemptomatik bir durumdur. Smoldering miyelom klinik o6zelliklerden
yoksundur; aksine semptomatik miyelom, topluca kalsiyum, bobrek, anemi ve kemik anormallikleri (CRAB) olarak
adlandirilan ve tedavinin gerekli olduguna dair bir gosterge saglayan cesitli klinik 6zelliklere sahiptir. Daha sonra
hastalik progresyonunda, miyelom plazma hiicreleri artik kemik iligi icinde biiyiimeye kisitlanmaz ve ekstramediiller
bolgelerde ve dolasimdaki losemik hiicreler olarak bulunabilir. Bu farklh durumlardan gecisin, miyelomun biyolojik
ozelliklerinin gelismesine yol acan genetik anormalliklerin edinilmesini gerektirdigi diisiiniilmektedir. MGUS dan PHL

e dogru genetik degisiklikler ve tiimor hiicre cesitliligi artmaktadir. (15,16)’dan modifiye edilmistir.

2.5. Genetik Faktorler

2.5.1.Myelomada Birincil Genetik Olaylar

Genelde MM hastalarindaki birincil sitogenetik bozukluklarin %40'1 ya translokasyon ya
da trizomiler olusturur. Birincil translokasyonlar %90 oraninda 14. kromozom {izerindeki
immiinoglobulin agir zincir (IgH) gen lokusunun ve 4, 6, 11 ve 20 numaral partner
ktomozomlardan birini igerir. Birincil translokasyonlar genellikle bir hipodiploid karyotip ile
iligkilidir. Birincil trizomiler tipik olarak %45 oraninda tek numaral 3, 5, 7, 9, 11, 13 ve 15
numarali kromozomlar1 icerir ve bu da hiperdiploid karyotipe neden olur. Hem IgH
translokasyonu hem de bir veya daha fazla trizomi vakasi hastalarin yaklasik %10'unda

tanimlanmistir(23, 24).



2.5.2. Myelomada ikincil Genetik Olaylar

Hastaligin ilerlemesinde ikincil genetik olaylarin etkisi yiiksektir ve sirastyla SMM, MM
ve PCL'de yiikseklik oranlari daha fazladir. Birincil olaylar ile isbirligi yaparak malign
fenotipli Myelom {iretmek igin ortam yaratmaktadir. Bu ikincil olaylar translokasyonlari,
heterozigotluk kaybini, kopya sayis1 varyasyonlarini, epigenetik modifikasyonlari ve edinilmis

mutasyonlart igerir (33).

Ikincil olaylardan, 8q23'te onkojen c-Myc'yi aktive eden translokasyon t (8; 14) MM'nin
%15'inde goriilse de MGUS'ta enderdir veya yoktur. Ayrica MGUS'ta 1g21 amplifikasyonunun
varlig1 saptanmamis ve SMM'nin %45'inde, yeni tan1 konan MM'nin %43'iinde ve relaps
MM'nin %72'sinde goriilmiistiir. MM hastalarinin %11'i ve PCL'de yaklasik %40'1 del (17p) ile
etkisizlestirilmesi sonucunda P53 tiimor baskilayici geni 17p13'te alelini kaybeder. TP53
mutasyonlart siklikla MM'nin ileri evrelerinde goriiliir. Cogunlukla mutasyon olmus genler
arasinda K-RAS, N-RAS ve FGFR3 bulunur. MikroRNA ekspresyonundaki degisiklikler gibi
epigenetik diizensizlikler genetik anomalilerden bir digeridir (25, 26, 27, 28).

Diger hematolojik malignitelerin aksine, semptomatik myelomda ikincil genetik olaylarin

gelismesi, kemik 1ligi yapisi ve tiimori destekleyen bir mikro ¢evrenin varligi ile miimkiindiir.

DNA onarimi, RNA diizenleme ve hiicre farklilagsmasi1 gibi diger hiicresel siireclerdeki

anormal islevler de miyelom gelisimine katkida bulunabilir.

Kemik iliginin mikrogevresindeki kemik iligi stromal hiicreleri (BMSC'ler), osteoklastlar,
osteoblastlar ve endotel hiicreleri dahil olmak iizere bir ¢ok yardimci hiicrelerle miyelom
hiicreleri etkilesime girer. Hem DNA onarimi, hem de RNA diizenlemesi ve hiicre farklilagsmasi

gibi diger siireglerde anormal mekanizmalar da miyelom gelisimine katki saglar (29).

2.5. Klinik Bulgular

MM’li hastalarin ¢ogu semptomatik donemde daha siklikla plazma hiicrelerinin kemige
veya diger organlara infiltrasyonu sonucu anemi, litik kemik lezyonlari, enfeksiyon ve Ig
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birikiminden kaynaklanan bobrek fonksiyonlarini etkileyen sikayetlerle hastaneye bagvururlar.
Retrospektif bir ¢galismada MM tanisi alan hastalarda semptom ve bulgularin oranlar: tablo 1

de 6zetlenmistir (30).

Tablo 1: MM tanili hastalarda semptom ve bulgu oranlari

Semptom ve Bulgular

Oran %
Anemi(kansizlik) 73
Kemik Agrist 58
Serum kreatinin yiiksekligi 48
Yorgunluk/Halsizlik 32
Hiperkalsemi(Ca yiiksekligi) 28
Kilo kaybi1 24
Parastezi 5
Hepatomegali 4
Splenomegali 1
Lenfadenopati 1
Ates 0.7

2.6.1. Anemi

MM hastalarinda tan1 aninda yaklasik %73 ve hastalik siirecinde herhangi bir zamanda ise
%97 oraninda anemi saptanmaktadir. Neoplastik plazma hiicrelerinin kemik iligini infiltre
etmesi, kemik iligi mikrogevresinin bozulmasi, eritropoetin (EPO) eksikligi (bobrek yetmezligi
sebebiyle), kemoterapinin kemik iligini baskilayici etkisi aneminin etiyolojisindeki 6nemli
nedenlerdir (31). Anemiye katki yaptig1 diigiiniilen bir diger faktor agir1 IL-6 Giretimi sonucunda
makrofajlardan demir salinmasini bloke eden ve bagirsaktan demir emilimini engelleyen

hepsidinin hepatik tiretimini artirmasidir (32).

Anemi c¢ogu hastada normokrom normositik olmakla birlikte Vitamin B12 eksikligine

bagli makrositik anemi de hastalarin yaklasik %9-10’unda gozlenebilir (33).
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2.6.2. Kemik Agrilar

Kemik agrilart MM da osteolitik lezyonlara ve patalojik kiriklara baglidir genellikle.
Osteolitik lezyonlar MM nin patognomik bir 6zelligidir ve tani aninda hastalarin yaklagik
%80'inde mevcuttur (34). Patolojik fraktiirler MM hastalarinin yaklasik %40-50’sini
etkilemektedir. Bu hastalarda kirigi olmayan hastalara gore oliim riski %20°den fazla
arttirmaktadir. Patolojik kiriklar hem myelom hiicrelerinin kemik icerisinde dogrudan
birikiminden, hem timdr hiicrelerinden ve ayni zamanda kemik mikroortamindan salgilanan
sitokinlerden kaynaklanir. Bu durum osteoklast aktivitesinin uyarilmasina ve kemik
rezorbsiyonuna sebep oluuyor (35). Osteoklast aktivasyonundan ve farklilagmasindan RANK,
RANK-L, osteoprotegerin (OPG), MIP-1 alfa ve aktivin-A gibi sitokinler sorumlu
tutulmaktadir (36). MM’de hem RANKL diizeyinin yiikselmesi, hem de OPG diizeyindeki
azalmanin bir sonucu olarak RANKL/OPG orani artar ve bu artmis kemik yikimi ile sonuglanir.
Artmig RANKL/OPG orani kemik hastaliginin evresi ve genel sagkalim ile iligkili bulunmugtur
(37; 38). Kuriklar en ¢ok torakal ve lomber vertebralarda olusmaktadir. Vertebral fraktiirlere
saglikli bireylere kiyasla MM hastalarinda ti¢ kat daha fazla rastlanmaktadir (39).

2.6.3. Bobrek Hasar

MM’de bobrek hasari siklikla cast nefropatisi (yaklasik %90) seklindedir. Cast nefropatisi
yiiksek serum konsantrasyonuna sahip monoklonal hafif zincirlerin Tamm-Horsfall proteini ile
etkilesime girerek distal tiibiil icerisinde fazla birikimi ve buna bagl olarak obstriiktif

nefropatiye yol agmasindan kaynaklanir. Sonug olarak tiibiiler atrofi ve fibrozis gelisir (34).

MM bobrekte glomeriiler bir hastaliktan ziyade Oncelikle tiibiiler bir hastalik
olusturmaktadir. Baslangigta glomeriiler fonksiyon korundugu icin glomeriiler hastalikta
gbzlenen spesifik olmayan protein kaybi yerine idrarda Ig hafif zincir baskinligi olusuyor.
Fonksiyonel bozukluga neden olan monoklonal IgG proksimal tiibiillerin yeniden absorbe etme
kapasitesini bozup hipofosfatemi, hiperiirisemi, glukoziiri ve aminoasidiiri ile seyreden Fanconi
Sendromuna neden olabilir. IgG'ye kiyasla ¢ok daha biiyiik bir molekiil olan IgM, glomeriiler
kilcal damarlar1 tikayan birikintiler olusturabilir ve hiperviskozite ile iliskili bobrek

yetmezligine neden olabilir (34, 40).
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Miyelomda hiperkalsemi, hiperiirisemi ve enfeksiyonlar bobrek yetersizligine yol acan
diger nedenlerdendir. Dehidratasyon, nefrotoksik ilaclar ve kontrastli ajanlarin kullanimi

MM’da monoklonal hafif zincirlerin toksik etkilerini siddetlendirir (41).

Tan1 aninda hastalarin yaklasik olarak yarisinda serum kreatinin yiiksekligi goriilmekte ve
%30 hastada serum kreatinin degeri 1,5 mg/dlI’nin {izerinde saptanmaktadir (42). Tim
myelomlu hastalarin tan1 ve hastalik degerlendirmesinde serum kreatinin, tahmini glomeriiler
filtrasyon hiz1 ve elektrolit 6l¢limlerinin yani sira, 24 saatlik idrarda serbest hafif zincir ve idrar

elektroforezi olmalidir (43).

2.6.4. Hiperkalsemi

MM’da en sik goriilen metabolik komplikasyon hiperkalsemidir ve gelisiminde IL-6,
hepatosit biiylime faktorii, lenfotoksin ve niikleer faktor kappa B ligandinin reseptor aktivatorii
(RANKL) gibi osteoklast aktive edici faktorlerin rolii vardir (44). Ayrica MM hastalarinda
bobrek hasarina bagl olarak azalmis glomeriiler filtrasyon ve intravaskiiler sivi azalmasi da

hiperkalsemiye neden olan faktorler arasindadir (45).

M proteininin kalsiyuma baglanmasi nedeniyle MM hastalarinin serum kalsiyum
konsantrasyonunda yiikselme meydana gelebilir. Hastanin serum kalsiyum diizeyi yiiksekse
fakat hiperkalsemi semptomu yoksa iyonize kalsiyum Olg¢iilmesi gerekir. Hiperkalsemik
hastalarda semptom olmayabilir veya bulanti, kusma, konflizyon, giigsiizliik, polidipsi, poliiiri,
kabizlik gibi semptom ve bulgular goriilebilir. Hiperkalsemi artmig hastalik yiikii ile dogru

orantili olup myelomlu hastalarin %30-40°da goriiliir (46, 47).

2.6.5. Norolojik Bulgular

MM hastalarinda norolojik bulgular birgok nedenle ortaya ¢ikabilmektedir. Bunlardan
hiperkalsemi, liremi ve hiperviskozite gibi metabolik nedenlerle gelisen, otoimmun veya sitokin
aracili olarak gelisen, tedavide kullanilan ajanlara baglh gelisen, radikiilopati ve spinal kord
basis1 sonucu sinir kompresyonuna bagli norolojik semptomlar gézlenebilir. En sik goriilen iki
norolojik olay radikiilopati ve tedaviye sekonder gelisen periferik ndropatidir. Radikiilopati

paravertebral plazmasitoma bagli sinir sikistirilmast veya vertebral cisminde olusan
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kompresyon kirigindan kaynaklanabilir. En sik torasik kord tutulumu goriilmekte olup

paraplejiye neden olabilir (48).

MM hastalarinda periferik noropati (PN), hastaligin kendisinden kaynaklanabilecegi gibi
tedavide kullanilan talidomid ve bortezomib igerikli ilaglarin kullanimia bagl olarak da
gelisebilmektedir. Talidomide bagl gelisen PN tedavi kesilmesinden sonra da ortaya ¢ikabilir
ve genellikle kalici olsa da borzetomib ile indiiklenen PN genelde geri doniisiimliidiir. Bu
ilaglarin myelin kilifi ve Schwann hiicrelerini etkiledigi ve aksonal bir néropatiye sebebiyet
verdigi distiniilmektedir (49; 50). Periferik noropatide semptomlar genelde simmetrik olup,

agri, giicsiizliik, duyu kaybi, parestezi, yanma hissi, disestezi, uyusma goriilmektedir (51).

Merkezi sinir sistemi tutulumu MM’da nadir olarak goriiliir. Daha ¢ok hastaligin ileri
evrelerinde tan1 almaktadir ve genellikle yiiksek riskli sitogenetik ile iligkilendirilir. Tan1
aldigindan itibaren OKIT dahil agresif tedaviye ragmen genel sagkalim siiresi ¢ok kisadir (52;
53).

2.6.6. Hiperviskozite

Hiperviskozite MM tanili hastalarda yiiksek miktarda iiretilen M proteinine bagl
gelismektedir. MM’nin ¢ok sik goriilmeyen bir komplikasyonu olsa da, semptomatik
hiperviskozite acil miidahele gerktirecek tibbi bir durum olarak degerlendiriliyor. Genelde
burun ve ag1z mukozasinda kanama, bulanik gérme, bas agrisi, konfiizyon ve kalp yetmezIligi
bulgulart gibi semptomlarla goriilebilir. Hastanin mevcut semptomlarinin hiperviskozite ile

iliskli oldugu diistiniilityorsa terapotik plazma degisimi yapilmalidir (54; 55).

2.6.7. Enfeksiyonlar

MM hastalarinda enfeksiyon riski artmis olup yiiksek mortalite nedenleri arasinda ilk

siradadir.

MM'de enfeksiyonlara karst artan duyarlhilik ¢ok faktorliidiir ve ana neden, bozulmusg
antikor Uretimine baglh hastalikla iliskili olmayan immiinoglobulinlerin sentezinde azalmadir

(56).

Multipl miyelomda enfeksiyon nedenleri:

14



-Hastalikla iligkili olmayan immiinoglobulinlerin sentezinde azalma;
-CD4/CDS8 oraninda dengesizlik;

-Kusurlu opsonizasyon;

-Azalmis graniilosit yapiskanlig;

-Bozulmus 16kosit gogii;

-Bobrek fonksiyon bozuklugu;

-Kemoterapiye bagli graniilositopenti;

-Glukokortikoid tedavisi (6zellikle yiiksek doz deksametazon).

En sik solunum yolu ve iriner sistem enfeksiyonlart olugsmakta. Solunum yolu
enfeksiyonlarina neden olan en yaygm ajanlar Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae ve Haemophilus influenza iken, tiriner sistemde ise Escherichia coli, Proteus sp,
Pseudomona sp, Klebsiella ve Enterobacter gelisen enfeksiyonlarin olagan nedenleridir (56;
57).

MM ve komplikasyonlarina bagli immiin yetmezlige ek olarak, kullanilan antimyelom
ilaglar da enfeksiyonun gelismesinde rol oynar. Bortezomib ile tedavi Herpes simplex ve
Herpes zoster virlislerinin reaktivasyon riskinde artisa neden olurken, kok hiicre
transplantasyonu uygulamasi Clostridium difficile ve sitomegaloviriis enfeksiyon riskinde
artisa neden olmaktadir. Enfeksiyon yonetiminde spesifik risk faktorlerinin ve hastalarin risk
altinda oldugu dénemlerin belirlenmesi ¢ok 6nem arz etmektedir. Bu olas1 patojenlerin tahmin

edilmesine ve riske gore ayarlanmis tedavi stratejilerinin uygulanmasina olanak saglar (58; 59).

Enfeksiyon siiphesi olan MM hastalarinda hem kapsiillii bakterilere hem de gram negatif

bakterilere etki edecek genis spektrumlu bir ampirik antibiyotik tedavisi hemen baslanmalidir.

Myelom hastalarinda enfeksiyonu oOnleyerek sagkalimi artirmak i¢in proflaksi
yontemlerine basgvurulabilir. Antiviral ajanlar, antibiyotikler, intravendz
immiinoglobiilin(IVIG) ve asilar myelom hastalarinda kullanimi miimkiin olan proflaktik
yaklagimlardir. Aile bireyleri ile birlikte tim myelom hastalarina yillik grip asisi yapilmaldir.
Hastalarin Streptokokkus pnomonia, Hemofilus influenza ve Hepatit B’ye kars1 as1 yaptirmasi
da onerilmektedir. IVIG myelom hastalarinda enfeksiyon riskini azaltabilir ve proflaktik
amagcla kullanimi antibiyotikle profilaksi yapilmasina ragmen tekrarlayan ciddi enfeksiyon

tablosu olusan hastalarda diistintilmelidir (60).
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2.7. Tanm

2014 Uluslararast Myelom Calisma Grubu (IMWG) Kriterlerine Gére Multipl Myelom
Tanimi:

Klonal kemik iligi plazma hiicreleri >%10 veya biyopsi ile kanitlanmis kemik veya
ekstramediiller plazmasitoma varlig1 ve asagidaki miyelom tanimlayan olaylardan herhangi biri

veya daha fazlasi:
* Miyelom tanimlayan olaylar:

* Altta yatan plazma hiicresi proliferatif bozukluguna atfedilebilecek u¢ organ hasarinin

kaniti, CRAB belirti ve bulgulart:

* Hiperkalsemi: serum kalsiyumu >0-25 mmol/L (>1 mg/dL) normalin iist sinirindan

yiiksek veya >2-75 mmol/L (>11 mg/dL);

* Bobrek yetmezligi: kreatinin klerensi <40 mL/dk veya serum kreatinin >177 pmol/L (>2
mg/dL);

» Anemi: Normal hemoglobin alt sinirinin >2 g/dL altinda deger veya emoglobin degerinin

<10 g/dL olmast;

» Kemik lezyonlar1: iskelet sistemi radyografisinde, Bilgisayarli Tomografide (BT) veya

PET-CT'de bir veya daha fazla osteolitik lezyon varlig;
* Asagidaki malignite biyobelirteglerinden herhangi biri veya birkaci, SLiM Kriterleri:
* Klonal kemik iligi plazma hiicre yiizdesi >60% ;

« Hastalikla iligkili/hastalikla iligkisi olmayan serum serbest hafif zincir oran1 >100 olmasi

(Hastalikla iligkili hafif zincir diizeyi 10 mg/dL nin istiinde olmalidir);
* MRI caligsmalarinda >1 fokal lezyon;

2014 Uluslararast Myelom Calisma Grubu (IMWG) MM i¢in giincellenmis tam
kriterlerinde tedavi gerektiren myelomu tanimlayan CRAB (Hiperkalsemi, Bobrek yetmezligi,
Anemi, Kemik hastalig1) bulgularina SLiM kriterleri (kemik iliginde %60°1n {izerinde klonal
plazma hiicre varligi, Hastalikla iligkili/hastalikla iliskisi olmayan serum serbest hafif zincir
oraninin 100°iin {izerinde olmasi ve tiim viicut manyetik rezonans goriintiilemede (MRGQG)
birden fazla odaksal lezyon varligi) eklenmis ve tedavi gerektiren myelomu tanimlayan

bulgular biitiinline Myelom Tanimlayict Olaylar (MTO) ad1 verilmistir. MTO, MM’ nin MGUS
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ve SMM gibi diger plazma hiicre bozukluklarindan ayirt edilmesi i¢in ¢ok dnemli gostergedir

(61). MGUS, SMM ve MM birbirinden ayirici 6zellikleri tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. MGUS, SMM ve MM nin ayirict ozellikleri

MGUS SMM Semptomatik MM
Kemik iliginde plazma <10% >10% > 10% veya biyopsi ile
hiicrelerinin orani dogrulanmis plazmositom
Serumdaki M proteini <30 g/L >30g/L Serum  velveya idrarda
saptanabilir
MTO varligi Yok Yok Mevcut

2.7.1. Labaratuar Bulgular:

MM ‘nin klinik degerlendirmesi i¢in tam kan sayimi, periferik kan yaymasi, karaciger ve
bobrek fonksiyon, kantitatif serum immiinglobulin diizeyleri (IgA, G, M), beta-2 mikroglobulin
ve monoklonal protein diizeyleri degerlendirilmelidir (62). Serum beta-2 mikroglobulin, laktat
dehidrogenaz (LDH) ve albiimin diizeyleri MM nin evreleme sistemi i¢in bu mutlak gereklidir
ve bu sebeple klinik degerlendirmenin de énemli bir pargasidir (63).

Periferik kan yaymasi degerlendirilmesinde en sik goriilen bulgular rulo formasyonu
(>%150), 16kopeni (%20), trombositopeni (%5)’dir (33). Plazma hiicreleri g¢evresel kan
yaymasinda nadiren goriiliir. MM 'nin nadir ama en agresif formu olan bPHL’de dolagan plazma
hiicre oran1 %20 veya dolagan plazma hiicre sayis1 b2000/uL nin iizerinde goriilmektedir.

Monoklonal protein diizeylerinin 6lgiilmesi, agir ve hafif zincir tiplerinin ayriminin
yapilmast i¢in serum protein elektroforezi (SPE), (SIE), serumda serbest kappa ve lambda hafif
zincir diizeyleri ve orani, 24 saatlik idrarda total protein miktar1 ve total hafif zincirler, idrar

protein elektroforezi, idrar immiinfiksasyon elektroforezi (I1iE) degerlendirilmelidir. Serum ve
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idrar immiinfiksasyon testi monoklonal proteinin varligin1 dogrulamaya, agir ve hafif zincir
tiplerinin ayrimini yapmaya olanak saglar.

MM tanili hastalarin %80°de SPE’de lokalize bir band ve pik goriilmektedir (33). SIE’nin
eklenmesi duyarliigi %90’nin iizerine, ek olarak IIE ve serum hafif zincir dl¢iimlerinin de
yapilmas1 duyarliligi %97°e ¢ikarmaktadir (33). SPE, SiE, IiE ve hafif zincir dlgiimleri ile
saptanabilir. M proteini olmayan hastalar non-sekretuvar myelom olarak tanimlanmaktadir.
Oligosekretuar ve non-sekretuar myelomun 6zellikleri asagidaki tabloda 6zetlenmisdir (Tablo
3).

Tablo 3. MM’da Olgiilebilir Hastalik Kriterlerini Karsilamayan Hastalik Tamimlar

Multipl Myelomda | Serum M Idrar M Serbest Hafif Zincir | Hafif
Olgiilebilir Hastalik | Protein degeri Protein degeri (SH2) Zincir  Tutulumu
Kriterlerini (g/dL) (mg/giin) (mg/dL)

Karsilamayan
Hastalik Tanimlar

Oligosekretuar <1 <200 Normal/ Anormal <10
Myelom

Non-sekretuar IF negatif IF negatif Normal Normal
Myelom

SHZ o6l¢ciimii ile serumdaki kappa ve lambda hafif immiinoglobulin zincirleri Slgiiliir.
Normal SHZ orami 0,26-1,65 arasindadir. Son donem bobrek yetmezliginde kullanilmasi
oOnerilen referans degerler 0,37-3,1 araligidir (60). MM'li hastalarin %90'na yakin anormal SHZ
oranlar1 gériilmektedir (64; 65).

Kemik iligi biyopsisi ve kemik iligi aspirasyonu MM tanisi i¢in mutlak gereklidir ve kemik
iliginde >% 10 klonal plazma hiicre infiltrasyonu ve bir MTO ile tani1 dogrulanmaktadir (21).
Plazma hiicre infiltrasyon oram1 hem aspirasyon hem de biyopsi materyelinden
degerlenidirilebilir ama oranlar arasinda farklilik olur ise yiiksek olan oran esas alimmalidir
(66). Aspirasyon Orneginden bakilan akis sitometrik inceleme ile hiicrelerin
immiinofenotiplendirilmesi de klonaliteyi tanimlamak miimkiindiir. Plazma hiicrelerinin

ayrilarak ¢alisildigr interfaz FISH teknigi ile hastaligin genetik 6zellikleri incelenmektedir.
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2.7.2. Radyolojik Degerlendirme

PET-BT, tim viicut diisik doz BT ve tim viicut MRG sik kullanilan goriintiileme
yontemleridir ve her ticlinin de MM’de kemik lezyonlarmi saptamaktaki basarisi yiiksektir
(60). MRG PET/BT ve BT’e kiyasla fokal kemik lezyonlarmi saptamada daha duyarhidir ve
radyasyon maruziyeti olmamasi nedeniyle daha avantajlidir ancak yiiksek maliyet ve ¢ekimin
uzun siirmesi gibi dezavantajlart da vardir. PET/BT taramasi, kemik lezyonlarinin saptanmasi
icin olduk¢a duyarli ve spesifikti., IMWG MM’de tani aninda kemik sagkalimini
degerlendirmek amaciyla tim viicut MRG ve EMH’ni degerlendirmek amaciyla PET-BT

goriintiilemesi 6nermektedir (67).

2.8. Tedavi

2.8.1. Tedavi Se¢enekleri

MM'de etki gostermis birgok ilag giiniimiizde klinik kullanim i¢in mevcuttur. Sonug olarak
farkli durumlarda MM tedavisi icin mevcut olan bu aktif ilaglardan iki veya daha fazlasinin
kullanimina olanak saglayan ¢ok sayida rejim vardir. Ana gruplar, alkilleyici ajanlari
(melphalan, siklofosfamid), immiinomodiilator ilaglar (talidomid, lenalidomid, pomalidomid),
kortikosteroidleri (deksametazon, prednizon), ve proteazom inhibitdrlerini (bortezomib,
karfilzomib, ixazomib) igerir. Daratumumab ve isatuksimab, CD38'i hedefleyen monoklonal
(M) antikorlardir ve MM tedavisinde giderek daha 6nemli bir rol oynamaktadir. Diger aktif
onayli ajanlar arasinda SLAMF7 antijenini hedefleyen bir M antikoru olan elotuzumab, bir
histon deasetilaz inhibitorii olan Panobinostat ve bir exportin-1 (XPO1) inhibitorii olan
selinexordur. Elotuzumab, panobinostat ve selinexor, onemli tek ajan aktivitesine sahip
goriinmilyor, ancak terapétik etkilerini diger aktif ilaglarla kombinasyon halinde gosteriyor gibi
goriinliyor. Antrasiklinler (doksorubisin ve lipozomal doksorubisin) MM'de minimum tek ajan
aktivitesine sahiptir. Diger aktif ajanlarin mevcudiyeti g6z oniine alindiginda, MM tedavisinde
nadiren kullanilirlar. Bununla birlikte, doksorubisin agresif veya refrakter MM i¢in baz1 ¢oklu

ajan kombinasyon rejimlerine dahil ediliyor (68).
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Tablo 4: Multipl Miyelomlu Hastalarin Tedavisinde Kullanilan ilaglar

ilag Uygulama Yolu Dozu Siire
Immiinomodiilator ilaclar
Thalidomide Agizdan 50-200 mg Giinliik
Lenalidomide Agizdan 5-25 mg Giinliik (21/28 giin)
Pomalidomide Agizdan 1-4 mg Giinliik (21/28 giin)
Proteazom inhibitorleri
Bortezomib Subkutan/intranen6z 0.7-1.6 mg/m2 Haftada bir veya iki kez
Carfilzomib intravenoz 20-70 mg/m2 Haftada bir veya iki kez
(3 veya 4 hafta)
Ixazomib Agizdan 2.3-4 mg Haftalik (3 veya 4 hafta)
Monoklonal antikorlar
Daratumumab intravendz 16 mg/kg Haftalik—2 haftada bir— aylik
Elotuzumab intravenoz 10 mg/kg Haftalik—2 haftada bir— aylik
Alkilatorler
Cyclophosphamide Agizdan 50 mg Giinliik
Cyclophosphamide Agizdan 300-500 mg/m2 Haftahik
Melphalan Agizdan 9 mg/m2 Giinliik x 4 giin/dongii
Melphalan intravenoz 140-200 mg/m2 Bir kez nakil igin
HDAC(Histon
deasetilasyon)
inhibitorleri
Panobinostat oral 10-20 mg haftada ti¢ kez -2 veya 3
hafta boyunca
Steroidler
Dexamethasone oral 20-40 mg Haftalik
Prednisone oral 25-50 mg Giin agir1
Antrasiklinler
Doxorubicin HCI liposomal | intravendz 30 mg/m2 3 haftada bir

2.8.2. Yeni Teshis Edilen Miyelomun Tedavisi

Yeni teshis edilen MM'ye yaklagimimizi yonlendiren iki ana faktor, otolog kok hiicre

transplantasyonu (OKHT) i¢in uygunluk ve risk smiflandirmasidir. Bu iki faktoére dayali
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semptomatik yeni tan1 konmus MM'nin tedavisi i¢in mevcut algoritmalar Sekil 1'de

gosterilmektedir.

Genel olarak, OKHT i¢in uygunluk yas, performans durumu ve komorbiditelerden
etkilenir. Modern tedaviler derin tepkiler iiretebilir ve bazi hastalar minimal kalint1 hastalik
MKH negatif durumuna ulasabilir. MKH negatif durumu, progresyonsuz sagkalim (PS) ve
genel sagkalim (OS) ile iliskili olsa da, tedavinin amaci bu degildir. MKH pozitif hastalarda
tedaviyi MKH negatif yapmak amaciyla degistirmenin daha iyi sonuglara yol acacagina dair
randomize ¢aligmalardan elde edilen hicbir veri yoktur. Devam eden randomize ¢alismalar,
MKH sonuglarina dayali tedaviyi degistirmenin MM'de sagkalimi iyilestirip
tyilestiremeyecegini arastirtyor. Bu tiir verilerin yoklugunda, yiiksek riskli MM'li geng hastalar,
ozellikle c¢ift veya l¢lii vuruslu MM'u olan geng hastalar disinda, MRD sonuglarina gore

tedavinin degistirilmesi klinik uygulama igin 6nerilmez (68).

a
Yeni Tami Myelom: Transplanta Uygun |
| Standart Risk | | Yiksek Risk |
L !
[ VRd x 3-4 siklus | VRd veya Dara-VRd" x 34 siklus |
Kok hiicre toplama ve
Erken OKHT kriyoprezervasyon; Erken OKHT
ardindan VRd x 5-8 ek
siklusa devam edin
Lenalidomid
Lenalidomid tedavisi Bortezomib bazh
tedavisi tedavi
Miikste gecil OKHT
b .
Yeni Tam Myelom: Transplanta Uygun Olmayan
| Standart Risk | | Yiiksek Risk

VRd x 8-12
siklus

DRd VRd x 8-12 siklus
Progresyona
kadar

Lenalidomid Bortezomib bazh tedavi
tedavisi |

Sekil 1. Yeni Tami Myelom icin Giincel Tedavi Algoritmalan. Transplant i¢in uygun (a) wve transplant i¢in uygun olmayan (b)
hastalarda yeni tani myelom tedavisine yaklasim. VRd, Bortezomib, lenalidomid, deksametazon; DRd, daratumumab, lenalidomid,
deksametazon; Dara-WRd, daratumumab, bortezomib, lenalidomid, deksametazon; OKHT, otolog kik hiicre transplantasyonu.

Sekil 2:Yeni Tani Myelom icin Giincel Tedavi Algoritmasi  (68) den uyarlanmustir.
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2.8.3. Transplantasyon I¢in Uygun Hastalarda Baslangi¢c Tedavisi

Sekil 1'de 6zetlendigi gibi, OKHT i¢in aday olan hastalar, 3-4 dongii indiiksiyon tedavisi
ve ardindan kok hiicre toplanir. Kok hiicre hasatindan sonra ¢ogu hasta OKHT ve ardindan

idame tedavisi uygulanmalidir.

Ancak standart riskli MM olan segilmis hastalarda OKHT relapsa kadar ertelenebilir.
Niikse kadar OKHT'"yi erteleyen bu tiir hastalara kok hiicre hasatini takiben indiiksiyon tedavisi

verilmeli ve ardindan birka¢ dongii daha devam etmelidir.

OKHT aday: hastalar igin tercih edilen baslangi¢ tedavisi bortezomib, lenalidomid,
deksametazondur (VRd). VRd, uzun bir gecmise sahip iyi tolere edilen bir rejimdir. Yiiksek
genel ve tam yanit (TY) oranlar ile iligkilidir. Bir Southwest Oncology Group (SWOG)
randomize c¢aligmasinda, VRd ile tedavi, lenalidomid art1 deksametazon (Rd) ile

karsilastirildiginda daha iistiin PFS ve OS sagladigi goriilmiistiir (69).

Yeni tan1 konmus MM'de VRd'ye 6nemli bir alternatif daratumumab, lenalidomid ve
deksametazondur (DRd). DRd, Rd ile karsilastirildiginda gelismis PFS ile, transplantasyona

uygun olmayan hastalarda yiiriitiilen randomize bir ¢alismada 6nemli etkinlik gostermistir (70).

Genel maliyete ve uzun vadeli verilere dayanarak ¢ogu hasta i¢in VRd'yi DRd'ye tercih
ediyoruz (71). Ancak DRd, 6nceden noropatisi olan veya VRd'ye karsi intoleransi olan hastalar
icin uygun bir alternatiftir. Yiiksek riskli hastalarda, 6zellikle ¢ift vuruslu MM veya iiglii
vuruslu MM'li hastalarda, standart VRd rejimine (Dara-VRd) daratumumab eklenmesi
onerilmekte. Randomize bir faz II denemesinde, Dara-VRd, VRd'ye kiyasla daha 1yi sonuglar
vermistir (72). Umut vaat eden bir diger dortlii rejim daratumumab, bortezomib, talidomid,
deksametazondur (Dara-VTd) (73).

Baslangig tedavisi olarak carfilzomib, lenalidomid, deksametazon (KRd) dnerilmiyor.

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) tarafindan yakin zamanda yapilan bir
randomize ¢alismada, standart riskli yeni tan1 konmus MM hastalarinda KRd ile VRd {izerinde

anlamli istiinliik saglanmamstir (74).

KRd daha pahalidir ve VRd'den daha yiiksek ciddi kardiyak, renal ve pulmoner toksisite
riski ile iligkilidir.

Primer plazma hiicreli 16semi veya 6nemli ekstramediiller hastalig1 olan hastalarda, hizl

hastalik kontrolii saglamak i¢in baslangigta bortezomib/ deksametazon/ talidomid/ sisplatin/
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doksorubisin/  siklofosfamid/ etoposid (VDT-PACE) gibi c¢oklu ajan kombinasyon
kemoterapisine ihtiya¢ duyulabilir (75).

2.8.4. Transplantasyon I¢cin Uygun Olmayan Hastalarda Baslangic Tedavisi

OKHT i¢in uygun olmayan hastalarda baglangi¢ tedavisi i¢in iki ana se¢cenek VRd ve
DRd'dir (Sekil 1). Kok hiicre hasari, sekonder miyelodisplastik sendrom ve akut 16semi ile ilgili
endiseler nedeniyle artik melfalan bazli rejimler Onerilmemektedir. VRd, Rd ile
karsilastirildiginda gelismis OS gostermistir ve baslangic tedavisi i¢in tercih ettigimiz se¢imdir
(69). VRd ~8-12 dongii boyunca uygulanir, ardindan idame tedavisi yapilir. Kirtllgan yash
hastalarda, daha diisiik dozda lenalidomid ve deksametazon kullanilmalidir. Parenteral
uygulama i¢in seyahat edememe nedeniyle VRd ile tedavi miimkiin degilse, bortezomib yerine

iksazomib diisiiniilebilir.

Nakil i¢cin uygun olmayan hastalarda baslangi¢ tedavisi i¢in VRd'ye ana alternatif DRd'dir.
DRd, PFS'nin Rd'den 6nemli 6l¢iide iistiin oldugu bir randomize calismanin sonuglarina

dayanarak Amerika Birlesik Devletleri'nde yeni tan1 konmus MM'li hastalar i¢in onaylanmistir

(70).

DRd'nin en biiylik dezavantaji, {i¢lii rejimin yalnizca smirli bir siire (8-12 dongil) icin
kullanildig1 VRd'den farkli olarak, DRd tedavisinin hastalik progresyonuna kadar ii¢ ilacin
timi ile tedavi gerektirmesi ve uzun vadede ¢ok daha pahali ve maliyetli bir rejimle

sonuclanmasidir (71).

Daratumumab'in deri alt1 uygulanabilirligi rahatsizlig1 azaltabilir ancak yine de VRd'ye

kiyasla bir¢ok dezavantaji bulunmaktadir (76).

2.8.5. Tla¢ Dozlar1 ve Proflaktik Onlemler

VRd ve diger bortezomib iceren rejimler ile dnemli bir periferik ndropati riski vardir. Bu,
bortezomib'i haftada bir kez (77,78) kullanarak ve ilacin deri altindan verilmesiyle en aza
indirilebilir (79). Tiim rejimler i¢in haftada bir kez deksametazon kullanilmalidir (diisiik doz
deksametazon) (80).

Akut hafif zincirli “cast’” nefropatisi olan hastalarda deksametazon giinliik olarak ve

ardindan haftada bir kez uygulanabilen tedavinin ilk 4 giinii bir istisnadir. Uzun siireli
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lenalidomid tedavisi alan hastalarda yeterli kok hiicre mobilizasyonu i¢in pleriksafor

gerekebilir (81).

Lenalidomid ile tedavi edilen tiim hastalarda derin ven trombozu ve pulmoner emboli
profilaksisi gerekir. Aspirin ¢cogu hasta i¢in yeterlidir, ancak tromboz riski yiiksek olan hastalar

diisiik molekiil agirlikli heparin, varfarin veya direkt trombin inhibitorleri almalidir (82, 83, 84).

Proteazom inhibitdrleri alan tiim hastalarin herpes zoster profilaksisine ihtiyaci vardir.
Deksametazon kullanan tiim hastalara pneumocystis jiroveci'ye karsi profilaksi dnerilmekte.
Ayrica yeni tan1 konmus MM'li tiim hastalarda ilk iki siklus i¢in giinliik olarak levofloksasini

Oneriliyor (85).

2.8.6. Kok Hiicre Nakli

2.8.6.1. Otolog Kok Hiicre Nakli (OKHT)

OKHT, MM'de iyilestirici degildir, ancak medyan OS'yi ~12 ay kadar iyilestirir (86-90).
Tedaviye bagli 6lim oran1 %1-2'dir. Hastalarin ~%50'sinde OKHT ayaktan tedavi bazinda
yapilabilir (91). OKHT igin tercih edilen sartlandirma rejimi melfalan, 200 mg/m2'dir. Daha
once tartisildigi gibi, OKHT'nin erken yapilmasi tercih edilir, ancak standart riskli MM'li bazi
hastalarda, oncelikle hasta seg¢imine bagl olarak OKHT ilk relapsa kadar ertelenebilir (92).
VRd rejiminin baslatilmasindan 6nce yiriitilen ii¢ randomize g¢alisma, OKHT'nin erken
(baslangi¢ tedavisinin 3-4 siklusundan sonra) veya gecikmeli (kurtarma tedavisi olarak niiks

sirasinda) yapilip yapilmadigina bakilmaksizin OS'nin benzer oldugunu gostermistir (93, 94).

VRd'yi baslangi¢ tedavisi olarak kullanan yakin tarihli bir randomize ¢alisma, PFS'yi
tyilestirdigini, ancak ilk niiks aninda gecikmis OKHT ile karsilagtirildiginda erken OKHT ile
OS'de bir fark olmadigini buldu (95).

Bu nedenle, 6zellikle standart riskli hastalarda OKHT'nin zamanlamasina karar vermede
hasta ve hekim tercihi 6nemli bir rol oynamaktadir. Diisiik riskle yapilabildigi, lojistik agidan
daha kolay oldugu ve en uzun remisyon siiresini sagladigi i¢in ¢ogu hastada hala erken OKHT
tercih edilmektedir. OKHT’da tedaviyle iliskili sekonder miyelodisplastik sendrom ve akut

l6semi agisindan kii¢lik bir riski vardir.
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2.8.6.2. Tandem Nakli

Tandem (¢ift) OKHT, ilk transplantasyondan iyilesmeden sonra ikinci bir planlit OKHT'yi
ifade eder. Tandem OKHT'nin miyelomdaki rolii sinirlidir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
Kemik iligi Nakli Klinik Arastirmalar Ag1 (BMTCTN) tarafindan vyiiriitiilen randomize bir
calismada tandem OKHT ile hi¢bir fayda saglamadigi (96), buna ragmen Avrupa Miyelom Ag1
tarafindan yiiriitiilen randomize bir ¢alismada hayatta kalmada yararli oldugu bulunmustur (97,

98).

Bu denemelerdeki ¢eliskili sonuglarin kurtarma ortaminda yeni tedavi segeneklerine
erisimi ve kullanilabilirligi yansitmast muhtemeldir. Su anda, bir klinik deney ortaminin

disinda, yalnizca del 17p'li secilmis geng hastalarda tandem OKHT'yi diigiiniiliiyor (68).

2.8.6.3. Allojenik Transplantasyon

Allojenik transplantasyon MM'de arastirma asamasindadir. Kullanimi1 6ncelikle klinik
arastirmalarla ve ilk niiksde olan yiiksek riskli MM'li gen¢ hastalarla (<60 yas)
siirlandirilmalidir. Bu hastalara, prosediirle iliskili, tedaviyle iligkili yliksek 6liim orani ve

kesin yarar kanitinin olmamasi konusunda danismanlik verilmelidir.

2.8.6.4. Pekistirme Tedavisi

BMTCTN tarafindan yapilan randomize bir ¢alisma, OKHT sonras1 pekistirme tedavisinin
uygulanmasinda higbir fayda bulamadi (96). Sonu¢ olarak, OKHT'yi takiben ek VRd
kemoterapi veya diger pekistirme tedavileri onerilmiyor. OKHT'den sonra, énemli rezidiiel

hastalik yoklugunda dogrudan idame tedavisine ge¢gmeyi tercih ediyoruz.

2.8.6.5. idame Tedavisi

Lenalidomidin OKHT'yi takiben OS'yi iyilestirdigi gdsterilmistir ve ¢ogu hasta i¢in
onerilen idame seklidir (88, 99, 100, 101, 102, 103). SWOG g¢alismasinin sonuglarina
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dayanarak, OKHT uygulanmamis ancak VRd gibi bir ti¢lii ile baslangi¢ tedavisini tamamlamis
hastalara da lenalidomid idamesi onerilmektedir (69).

Lenalidomid ile tedaviye bagli miyelodisplastik sendrom da dahil olmak {izere ikinci

kanser riskinde iki ile {i¢ kat artis vardir ve bu hasta ile tartisilmalidir (99; 100).

Yiiksek riskli hastalarda bortezomib bazli idame tercih edilir. Bir randomize c¢alismada,
nakil sonras1 idame olarak iki haftada bir uygulanan bortezomib, talidomid idamesinden daha

Iyi OS sagladi (101).

Bortezomib, bortezomib ve lenalidomidin yararli etkilerini birlestirmek igin iki haftada bir
tek basina veya diisiik yogunluklu VRd'nin bir pargasi olarak verilebilir (104). Bortezomib'e
erisemeyen veya bunu tolere edemeyen hastalarda, ixazomib, plasebo kontrollii randomize bir

caligmada fayda gosteren makul bir alternatiftir (105).

Optimum bakim siiresine iliskin mevcut veriler eksiktir. Uzun siireli belirsiz bakim
maliyet, toksisite ve rahatsizlik ile iligkilidir. Bir¢ok hasta ilagsiz bir donemden yararlanabilir.
Halihazirda bir ECOG randomize ¢alismasi, 2 y1llik sinirli bir siire ile progresyona kadar verilen
lenalidomid idamesini karsilastirmaktadir. Denemeler ayrica bakim siiresinin MRD sonuglarina
gore degistirilip degistirilemeyecegini de inceliyor. Su anda, toksisite yoklugunda ilerlemeye

kadar idame devam ediyoruz.

2.8.7. Niikseden MM Tedavisi

MM'li hemen hemen tiim hastalar sonunda niiks eder. MM ¢oklu remisyon ve relapslarla
karakterize bir hastaliktir. Giincel tedavi rejimleri ile, MM'nin ilk niiksd, ilk tanidan ~3-4 yil
sonra ortaya ¢ikar. Sonraki her remisyon daha kisa stirelidir. MM'li birgok hasta, birkag yil
boyunca ardigik bir sekilde bes veya daha fazla tedavi hatt1 alir. Nitkseden MM'de remisyon

stiresi her rejimde azalmaktadir (106).

Her niikste tedavi se¢imi bir¢ok faktdrden etkilenir. Bunlar, niiksiin zamanlamasini, 6nceki
tedaviye yaniti, niiksiin agresifligini ve performans durumunu igerir. OKHT i¢in uygun
hastalar, prosediirii ertelemeyi se¢mislerse veya idame ile 36 ay veya daha uzun bir remisyon
olarak tanimlanan ilk OKHT ile miikemmel remisyon siiresi elde etmislerse, transplantasyon
icin diisliniilmelidir. Genelde {i¢lii rejim tercih edilir. Her niikste, hastanin direngli olmadigi en

az iki yeni ilac1 igeren bir rejim diisiiniilmelidir. Niikseden MM tedavisi i¢in algoritmamiz Sekil
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2'de verilmistir. Bu 6neriler birkag biiyiik randomize ¢alismanin sonuglarina dayanmaktadir

(107-116).

Ne yazik ki bu ¢alismalarin ¢ogunda lenalidomid igeren rejimler, esas olarak daha 6nce
lenalidomide maruz kalmamis hasta popiilasyonlarinda test edilmistir. Ancak mevcut klinik
uygulamada ¢ogu hasta baslangi¢ tedavisi olarak lenalidomid almistir, bu da bu verilerin

genellestirilebilirligini bir dereceye kadar sinirlandirmaktadir.

da
| Niiks Myelom: ilk Niiks |
iIkNiks |
I
) | \ '
Lenalidomid direngsiz Lenalidomid direngli
I |
/—I—'\ - I - -~ I -
[ I [ | ( | [ Alternatif: KPd, VCd,
Alternatif: KRd Dvd, DPd, veya
DRd lzaPd DKd
L Kinlgan: IRd, ERd Kinlgan: IPd, EPd
- A A e AN !
b - - "
| Niiks Myelom: ikinci veya daha fazla niiks |
ilk Niiks Tedavilerinden biri Diger Segenekler
. -
Hastamin direncli olmadigi en az 2 Dartlii rejim;
yeni ilag igeren ilk niiks igin VCd; Selinexor bazlh rejim;
listelenen se¢eneklerden birini Bendamustin bazl rejimler;
diisiiniin. Proteazom inhibit&rii iceren rejime
eklenen panobinostat;
t(11;14) myelom igin Venetoklaks;
Antrasiklin igeren rejim
$ekil 2. Niiks Myelom icin Giincel Tedavi Algoritmalarn. Birinci niikste (a) ve ikinci veya daha fazla niikste (b) multipl miyelom tedavisine
yaklasim. DRd daratumumab, lenalidomid, deksametazon; KRd carfilozomib, lenalidomid, deksametazon; IRd iksazomib, lenalidomid,
deksametazon; ERd elotuzumab, lenalidomid, deksametazon; DVd daratumumab, bortezomib, deksametazon; DPd daratumumab, pomalidomid,
deksametazon; KPd carfilzomib, pomalidomid, deksametazon; VCd bortezomib, siklofosfamid; DKd daratumumab, karfilzomib, deksametazon;
IPd iksazomib, pomalidomid, deksametazon.

Sekil 3: Niiks Myelom igin Giincel Tedavi Algoritmasi. (68)den uyarlanmustir.

2.8.7.1. ilk Niiks Tedavisi

ASCT i¢in uygun olan hastalar, daha once hig¢ transplant yapmamigslarsa veya ilk OKHT
ile uzun siireli remisyonlart olmussa, ilk niiksde OKHT'yi kurtarma tedavisi olarak
diisiinmelidir. Tiim tedavi durdurulduktan 6 ay sonra niiks meydana gelirse, baslangicta MM'yi

basartyla kontrol eden ilk tedavi rejimi, miimkiin oldugunda yeniden baslatilabilir. Diger tiim
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hastalar i¢in, ilk relapsta tedavi stratejisi asagida aciklanmistir. Nitkseden MM tedavisi tipik
olarak hastalik progresyonuna kadar siirdiiriiliir. Bununla birlikte, tolere edilebilirlik ve yanita
bagl olarak, tedavi gerektirmeyen araliklarin yani sira dongiiler arasindaki araligi artirmayi
diisiiniiyoruz. Genelde ii¢lii rejimler tercih edilir, ancak bazi1 yash zayif hastalarda indolent

relapsli hastalarda pomalidomid, deksametazon gibi ikili rejimler diisiiniilebilir.

[1k niiksde, lenalidomide direngli olmayan hastalarda, DRd, KRd, iksazomib, lenalidomid,
deksametazon (IRd) ve elotuzumab, lenalidomid, deksametazon dahil olmak tizere ¢oklu {i¢li
rejimler diistiniilebilir. Bu rejimlerin her biri randomize ¢aligmalarda Rd'ye gore iistiinliik

gostermistir (108, 110, 111, 117).

Ancak klinik uygulama i¢in en etkili kombinasyonu belirlemek i¢in higbiri birbiriyle

kiyaslanmamugtir (118).

Bu tiir verilerin yoklugunda, etkinlik ve tolere edilebilirligin randomize olmayan
karsilagtirmalarina glivenmek zorundayiz. Rd'ye kiyasla ilerleme riskinde en iyi azalmay1
sagladigindan ve tolere edilebilirligine dayali olarak tercih ettigimiz se¢enck DRd'dir.
Daratumumab, inflizyonla iligkili yan etkileri azaltan ve uygulama siiresini kisaltan bir deri alt1
formiilasyonu olarak da mevcuttur. Daratumumab mevcut degilse veya hasta daha Once
daratumumab ile tedavi edilmigse KRd tercih edilen alternatifimizdir. Kirilgan hastalar i¢in oral

IRd, relaps i¢in makul bir ilk tercih olacaktir.

Lenalidomide direngli hastalarda, ilk relapsta tedavi se¢enekleri birka¢c pomalidomid bazl
veya bortezomib bazli kombinasyonlardan olusur. Pomalidomid bazli kombinasyonlar arasinda
daratumumab, pomalidomid, deksametazon, karfilzomib, pomalidomid, deksametazon (KPd),
isatuximab, pomalidomid, deksametazon, KPd ve elotuzumab, pomalidomid, deksametazon
bulunur (116, 119, 120, 121).

Bortezomib bazli kombinasyonlar arasinda daratumumab, bortezomib, deksametazon
(DVd), VCd ve bortezomib, pomalidomid, deksametazon (112, 122, 123) bulunur.
Daratumumab, carfilzomib ve deksametazon da diisiiniilebilir. Ne yazik ki, bu rejimlerin higbiri
randomize ¢aligmalarda bire bir karsilastirilmamistir. Etkinlik verilerinin randomize olmayan
karsilastirmalarina dayanan tercihimiz DVd'dir. Ancak daha once daratumumab ile tedavi

edilmis hastalarda KPd tercihimiz olacaktir.
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Diger rejimlerden herhangi biri de kullanilabilirlige ve komorbiditelere bagli olarak makul
alternatifler olacaktir. Yeni teshis edilen MM'de oldugu gibi, VRd ve VTd de niiks eden
hastalikta kullanim i¢in mevcut aktif rejimlerdir (124,125).

Bir ilaca direncli hastalarin ayn1 siiftaki farkli ilaca direngli olmalart muhtemel olsa da,
iki 6nemli istisna mevcuttur. Pomalidomid, lenalidomide direngli hastalarda klinik aktiviteye
sahiptir (126), karfilzomib ise bortezomib'e direngli hastalarda aktiviteye sahiptir (127).
Carfilzomib tipik olarak 27 mg/m2'lik bir dozda haftada iki kez, ancak haftada bir kez 56-70
mg/m2'lik bir program esit derecede etkili ve giivenli ve daha uygun olabilir (128). Carfilzomib,
bortezomib'den daha diisiik bir ndrotoksisite riskine sahiptir, ancak hastalarin ~%>5'i ciddi

kardiyak yan etkiler yasayabilir.

2.8.7.2. ikinci ve Sonraki Niikslerin Tedavisi

Ikinci ve sonraki relapslar igin algoritma Sekil 2'de verilmistir. Her relapsta, hastanin
direncli olmadig1 en az iki yeni ilaca sahip olmak amaciyla, ilk relapsta kullanim i¢in belirtilen
rejimlerden herhangi biri diisiiniilebilir. Iki ve tercihen farkli bir ila¢ smifindan. Bircok
durumda bu, bir dordiiz rejim olusturmak igin iigliilerden birine bir M antikorunun eklenmesi
gerekliligi anlamma gelebilir. Onemli olarak, bu asamada alkilator iceren rejimler

diistintilmelidir.

Ikinci veya daha yiiksek relapslar icin ek secenekler arasinda, proteazom inhibitorii igeren
bir rejime panobinostat eklenerek (113) veya selinexor, bortezomib, deksametazon gibi
selinexor igeren bir rejim kullanilabilir (129; 130). Uygun dondrii olan geng yiiksek riskli
hastalar igin, allojenik transplantasyon da bir se¢enektir (131-79).

Venetoclax, MM'de kullanim i¢in onaylanmamistir, ancak ticari olarak mevcuttur ve

MM'nin t (11; 14) alt tipi olan hastalarda tek ajan aktivitesine sahip oldugu gériilmektedir (132).

Her remisyon bir dncekinden daha kisa olabilir. Bununla birlikte, miimkiin olan ¢esitli
seceneklerin ve kombinasyonlarin dikkatli analiziyle, hastanin iyi performans durumunda
kalmas1 ve tedaviye devam etmeye istekli olmasi kosuluyla, yaratici stratejilerle birden ¢ok kez
remisyon saglayabiliriz (133). Se¢ilmis hastalarda kullandigimiz bir strateji, bir remisyon
saglamak icin VDT-PACE gibi coklu ilag rejiminin bir ila iki dongiisii ve ardindan daha

yonetilebilir bir {i¢li rejimle bunu siirdiirmeye calismaktir. Her adimda klinik deneyler igin
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firsatlar ortaya ¢ikabilir ve bunlar degerlendirilmelidir. Uygun donér hiicrelerin mevcut oldugu,

niikseden veya direncli MM'li se¢ilmis geng hastalarda allojenik transplantasyon diisiiniilebilir.

2.8.8. Arastirmaci Tedavi Yaklasimlari

MM ig¢in birkag umut verici tedavi arastirilmaktadir. En heyecan verici segeneklerden biri
bb211 gibi B hiicresi olgunlagsma antijenini (BCMA) hedefleyen kimerik antijen reseptor T
hiicreleridir (CAR-T) (134). Simdiye kadar yapilan calismalarda hastalarin %80'inden

fazlasinin yanit verdigi goriilmektedir ve medyan yanit siiresi ~12 aydir.

Amerika Birlesik Devletleri'nde yakin zamanda onaylanan bir baska umut verici tedavi, bir
mikrotiibiil bozucu ajan olan monometil auristatin-F'ye konjuge edilmis hiimanize bir anti-
BCMA antikoru olan belantamab mafodotin'dir (135). Bir diger umut verici yeni strateji, AMG
701 gibi bispesifik T-hiicre angajesinin kullanilmasidir (136; 137).

MM tedavisinde Cereblon E3 ligaz modiilatorleri de umut verici goriinmektedir (138).

2.8.9. NK 92 ve CAR-T Hiicre Tedavisi

Dogal oldiiriici (NK) hiicreler, insan l6kosit antijeni (HLA) molekiillerini tanimadan
hematolojik malignitelerde (16semi ve lenfoma) giiglii bir sitotoksik aktiviteye sahiptir. Kimerik
antijen reseptorii ile tasarlanmis NK hiicreleri (CAR-NK hiicreleri), malign tiimor hiicrelerinin
immiinoterapisi i¢in NK92 hiicre hattindan, periferik kandan, kordon kanindan ve uyarilmis
pluripotent kdk hiicrelerden iiretilebilir (139).

Dogal oldiirticii (NK) hiicre tedavileri potansiyel olarak genis capta uygulanabilir ve T
hiicre benzerlerinden farkli olarak graft-versus-host hastaligina neden olmaz. Bununla birlikte,
birincil NK hiicrelerinin etkinligi ve klinik in vitro veya in vivo geniglemesi, dondrlerin veya
hastalarin bireysel farkliliklar1 nedeniyle her zaman degisken kalacaktir (140).

Gigclii bir antildsemi/lenfoma etkisine ve ciddi yan etkiler olmaksizin daha 1yi proliferatif
kapasiteye sahip CAR-NK hiicrelerinin 6zellikleri, kullanima hazir bir allojenik hiicresel tedavi

olarak inatg1 hematolojik malignitelerin iistesinden gelmek i¢in umut verici olabilir (139).
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Yapilan bir ¢aligmada CS1 (SLAMF7)'ye 6zgii CAR-NKO92 hiicrelerinin uyarlanabilir
transferi, insan IM9 ¢oklu miyelom hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledi ve farelerin daha uzun
hayatta kalmasini sagladi (141).

CAR-T hiicrelerinin ¢ok sayida toksisitesi tanimlanmistir. Bu nedenle, baz1 ¢alismalar,
minimum toksisite ile daha iyi etkinlige ulagsmak i¢in baska bir sitotoksik hiicre olan NK-92
hiicresine bagvurmustur. Preklinik ¢alismalar, genetigi degistirilmis NK-92 hiicrelerinin in vitro
ve in vivo olarak oldukga spesifik sitotoksisiteye sahip gilivenlik ve uygulanabilirligini
dogrulamistir. Bu nedenle, NK-92 hiicresinin, birincil NK hiicreleri, ebeveyn NK-92 hiicreleri
ve otolog T hiicreleri iizerindeki benzersiz avantajlari nedeniyle CAR icin baska bir ideal
tastyict haline gelmesi beklenmektedir (142). CAR ile modifiye edilmis NK-92 (CAR-NK-92)

hiicreleri, giiglii antitimér etkileri gostermistir (143).

CAR-NK hiicreleri, CAR-T hiicreleri i¢in potansiyel rakiplerdir. CAR-NK-92 hiicreleri
GVHD'ye neden olmaz ve daha fazla sitotoksisiteye sahiptir (144; 145).

Aslinda, CAR-NK-92 hiicrelerinin asagidaki gibi bir¢ok avantaj1 vardir:

1. CAR-NK-92 hiicreleri, tiimor hiicrelerini hedefleyebilir ve hedef hiicreleri 6ldiirmek i¢in
NK-92 hiicrelerini dogrudan aktive edebilir;

2. Timor tizerindeki hedeflenen antijen hizla kaybolsa bile, CAR-NK-92 hiicreleri, aktive edici

reseptorleri tarafindan yine de aktive edilebilir (146);

3. Inhibitér reseptorler yiizeyde diisiik seviyelerde eksprese edilir (147) ve inhibitor
reseptorlerin silinmesi NK-92 hiicrelerini diger immiin hiicrelere gore kat1 tiimorlere kars1 daha

direngli hale getirir.

4. NK-92 hiicreleri, cogalmalari i¢in uzun bir siire in vitro kiiltiirlenmelerine izin veren, tek tip
bir fenotip ile Oliimsiizlestirilmis hiicre hatlaridir. CAR-NK-92 hiicreleri de ileri kanserli
hastalarda bagisiklik hiicresi canliligindaki diisiisii telafi edebilen bu avantaja sahiptir. Tiimdriin
tipine bagh olarak, ilgili CAR-NK-92 hiicreleri tedavi i¢in dogrudan genisletilebilir, boylece

tedavi dongiisii kisaltilir ve tedavi maliyeti diisiiriiliir (148).
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2.8.9.1. CAR T Hiicre Tedavisi

Antijene Ozel tasarlanmig T hiicrelerinin uyarlamali transferi, monoklonal antikorlarin
hedef oOzgiilliigiinii T hiicrelerinin sitotoksisitesiyle birlestirir. Bu T-hiicreleri, bir CAR
kodlayan geni tasiyan bir lentiviral veya retroviral vektor ile doniistiiriiliir, ardindan hastalara
infiize edilmeden Once birden fazla genisletilirler. Hastalara infiize edildiginde, bu CAR
hiicreleri antijenle karsilasir ve yanit olarak sitokinleri serbest birakir, hedef hiicreleri lize eder

ve in vivo ¢ogalir (149).

CAR T-hiicresi, genellikle bir monoklonal antikorun tek zincirli bir degisken fragmanindan
(scFv) tiiretilen, MHC olmayan hiicre dis1 bir kisithh hedefleme alanindan, bir aralayici
bolgeden, bir transmembran alanindan ve CD3( aktivasyon alanini igeren hiicre i¢i sinyallesme

alanlarimdan ve CD28 veya 4-1BB gibi bir ortak uyarici alanlardan olusur (150).
MM klinik denemelerinde, cogu CAR yapist ikinci nesil CAR'lardan tiiretilir.

CAR T-hiicre tedavisinin etkinligi biiyiik olclide, hedef dis1 tiimor toksisitesini 6nlemek
icin normal hiicrelere gore kanser hiicrelerinde genel ve 06zel olarak belirlenen hedefi
tanimlamaya baglidir (151; 152). Cogu miyelom CAR T hiicre iiriinii, B hiicresi olgunlasma
antijenini (BCMA) hedefler (153).

2.8.9.2. B Hiicresi Olgunlasma Antijeni (BCMA)

Bir tip III transmembran reseptorii olan BCMA, CD38 ve SLAMF7 gibi diger immiin
hedeflere kiyasla neredeyse tamamen plazma hiicrelerinde eksprese edildiginden immiinoterapi

icin mikkemmel bir hedeftir (154). Ayrica timor nekroz faktorii reseptorii siiper aile liyesi 17
(TNFRSF17) veya CD269 olarak da bilinir.

BCMA igin ligandlar, A Proliferasyon Indiikleyici Ligand (APRIL) ve B-hiicresi
Aktivasyon Faktorii (BAFF) icerir ve bunlar osteoklastlar tarafindan {iretilir. BCMA ile
etkilesimleri plazma hiicrelerinin farklilasmasini indiikler ve ayrica MM patogenezinde rol

oynar (155).

Coziiniir BCMA, tiimor yiikiiniin bir belirteci olarak kabul edilir ve artan seviyeler daha
kotli sonuglarla iliskilidir (156). BCMA hemen hemen tiim plazma hiicreli neoplazmlarda

eksprese edilir, ancak ekspresyonu olduk¢a degiskendir (157).
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2.8.9.3. CAR NK Hiicre Tedavisi

Dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreler dogustan gelen bagisiklik sistemi i¢in kritik dneme sahiptir
ve aynm1 zamanda adaptif bagisiklik sisteminin bir parcasidir. Antikorlarin ve major histo-
uyumluluk kompleksi (MHC) molekiillerinin yoklugunda stresli hiicreleri taniyabilirler, bu da

¢ok daha hizl1 bir bagisiklik tepkisine yol agar (158).
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3. Gerec ve Yontem

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Plazmidler

Sekil 4:A.PsPax: Lentivirisiin transfeksiyonunda gerekli olan viral paketleme igin kullanilan plazmid
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Sekil 5: B. pCMV-VSV-G: zarf plazmidi
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Figure 1. Schematic of Anti-BCMA scFv h(4-18B-CD3-EGFRt CART, pCOCAR1-2



Konstraktimiz 2B4 kostimuilatér ve CD3-z sinyalleme alanlarini iceren bir antiBCMA scFv ile lentiviral
olarak transdiksiyona tabi tutulmustur ve BCMA-CAR arasindaki etkinligi belirlemek ve hicreleri

donistirmek icin MOI kullanildi.

Sekil 7:BCMA CAR dizayninda kullanilan konstrakt dizilimi

(D8a BCMAscFy | CD8hinge /' NKG2DTM o CD3zeta T2A EGFRt

3.2. Yontem

3.2.1. Lentiviriis Uretim Protokolii

BCMA CAR transdiiksiyonunda kullanilacak Lentiviriis tiretimi asagida sematize
edilmistir. Temel prensip: Yapay bir Lentiviriis olusturabilmek i¢in ii¢ plazmidin bir paketleyici
hiicrede birlestirilmesidir. Birinci plazmid PsPax plazmidi olup, bu hiicre i¢inde olusacak yeni
genetik kodun birlestrilmesi-paketlenmesi islemini yapar. Ikinci Plazmid VSVG plazmidi olup
yeni viriisiin en dis tabakasindaki zarfi kodlar. Ugiincii plazmid ise transfer etmek istedigimiz

genetik materyali tagir ki, bu calismada BCMA CAR molekiiliidiir.
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Aday viriis zarf proteini kodlayan ve Viral promotor ve regulatuargen
paketleme igleminiyapan iki ayr plazmit sekanslari ve TCR geni tagtyan plazmit

vy Py ING)) (\M@')
e 8 =

0
Paketleyicihicre O O Q \ / }\,
(HEC 293T) @ @ @

!

@ TCR kodlayan virus

Sekil 8:BCMA CAR sematizasyonu

3.2.2. Uretim

Lentiviriis tiretimi i¢in konake hiicreler olarak HEK293T hiicreleri, transfeksiyondan bir
giin dnce 5 katli flasklara (NEST) ekildi. izole edilmis zarf (vsvg), paketleme (pspax) ve CAR
plazmitleri (1:1:2 orani), %1 penisilin/streptomisin igeren Opti-MEM (serumsuz medium,
Thermo Fisher Scientific) i¢inde lentiviriis iiretimi i¢in FUGENE HD (Promega) transfeksiyon

reaktifi ile karigtirildi.

Paketlenmis rekombinant CAR lentiviriisii (CAR-LV), transfeksiyondan 48 saat sonra
hiicre kiiltiirlerinin siipernatantindan toplandi. CAR-LV'yi igeren supernatant siiziildii (0.45

um) ve Lenti-X yogunlastirici (Takara Bio) ile 100x konsantre edildi.

3.2.3. NK92, Hashasin NK92 Kiiltiir protokoli ve CAR NK92, Hashasin NK92

transdiiksiyon prptokolii

NK92: Bu hat ATCC #CRL-2407 katalog numarali NK hiicreli bir 16semi hattidir.
Normalde klinik c¢alismalarda en ¢ok tercih edilen hiicre hattidir. Bu hiicreler CD16 (Fc
reseptOril) tasimazlar. Bu nedenle direk sitotoksitite yaratirken antikor aracili sitotoksititede yer
almazlar. Bu ¢aligmada klassik NK92 hiicrelerine CAR BCMA transdiiksiyonu sonrasi in vitro
etkinlikleri test edilmek istendi.
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NK92 Hassasin (Assasin): Labcell Laboratuarlarinin kendi sentezledigi (PT2019-01624
(TR)) transgenik IL-12 ve CD 16 eksprese eden NK 92 hattidir. Labcell bu hatt1 daha etkin
olabilmesi amaci1 ile yine lentiviral transdiiksiyon yontemi Kullanarak IL-12 sentez etmesi
saglandi1 (bunun nedeni NK-92’lerin direk toksik etkisinin yaninda diger inflamatuar hiicrelerin
inflamasyon alanina ¢agrilarak reaksiyonun gii¢clendrilmesini hedeflemistir), ikinci basamakta
da ayrica CD16 reseptorii bu hiicreye takildi (CD16 Fc reseptorii olup yeni NK-92’lerin antikor
araciliklr sitotoksitede gorev almalar1 hedeflenmistir). Bu ¢alismada ise Hassasin hiicrelerin
BCMA CAR ile transdiikte edildikten sonra Myelom spesifik etkinlikleri in vitro kosullarda
test edilmek istendi.

NK92 Hassasin (Assasin) Kkiiltiirii ve transdiiksiyonu: Hiicreler %10 fetal bovin serum
alblimini (FBS) (#10500064, Gibco) ve %] penisilin-streptomisin (#03-031-5B, Biological
Industries), 500.000 unit IL-2 eklenmis TexMACS medium igerisinde kiiltiirlendi. Hiicre
canlilig1 pasajlama yoluyla korundu ve 37 °C'de inkiibe edildi. Transdiiksiyon islemi NK92
hiicreleri >%80 konfluense geldiklerinde ortama 6 mcL /ml dozda Protamin Siilfat konduktan
sonra degisik titrelerde (0.03-0.1-0.3-1-3-10 uL x100) CAR Lentiviriis ilavesi ile yapilmis
(Protamin Siilfat virus partikiillerini hiicre membranina yapismasini kolaylastiran ajandir).
Transdiiksiyon islemin 24 saat sonra sonlandirilarak yukarida tanimlanan media icerigi ii¢

giinde bir %50 oraninda degistirilerek kiiltiire devam edildi.

3.2.4. BCMA Lentiviriis Titrasyon

Bu islem hem iiretilen Lentiviriisiin IFU hesabini yapmak, hem de enfeksiyon kapasitesinin

ne kadar oldugunu 6l¢gmek i¢in yapildi.

Jurkat hiicre hatti (ATCC® TIB-152™), 10.000 olarak 96 kuyucuklu plakaya %10 FBS,
%1 pens/strep, %1 esansiyel olmayan amino asitler, %1 sodyum piruvat ve %1 vitamin iceren
glutamin HEPES ile 100 pL. RPMI iginde ekildi. Kuyucuklar, her 50 uL medium i¢inde sirasiyla
10 uL, 3 uL, 1 uL, 0.3 uL, 0.1 uL ve 0.03 uL x100-konsantre CAR-LV soliisyonlarina sahip
olacak sekilde seri diliisyon yapildi. Daha sonra her konsantrasyondan 50 uL viriis seyreltisi
Jurkat kiiltiir kuyucuklarina aktarildi, toplam hacim 150 uL'ye ayarland1 ve hiicreler 3-4 giin
inkiibe edildi. Akis sitometrisi, anti-EGFR (cetuximab) A488 antikoru (R&D Systems) ile
EGFRt ekspresyonu i¢in Miltenyi MACSQuant akis sitometrisi kullanilarak yapildi.
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IFU’nun hesaplanmasi: BCMA lentiviriisiin viral titrasyon analizleri sonrasi akim
sitometrisi ile 6l¢iilen EGFRt ifadesinin %5-10" unun iizerine karsilik gelen diliisyon kat sayis1

olarak hesaplanmaktadir.

3.2.5. BCMA Lentiviriis RCL

Uretilen Lentiviriisin Replikatif Kompetan olmadigmi gdstermek amaciyla bu tez

kurulmustur.

Titrasyon kuyucuklarindaki stipernatanlar uzun siireli kiiltiire alinarak 14. Giin jurkat
hiicreleri lizerine ekildi ve 3-4 giin inkiibasyon sonrasinda yapilan akig sitometri analizinde anti-
EGFR (cetuximab) A488 antikoru (R&D Systems) ile EGFRt ekspresyonu tespit edilmedigi

kontrol edildi ve lentiviriisiin giivenligi gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh Degerlerde Lentiviriis Viral Titrasyon Analizleri

Sekil 9: 10 MOI BCMA Lentiviriis Viral Titrasyon Analizi
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Sekil 10: 3 MOI BCMA Lentiviriis Viral Titrasyon Analizi
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Sekil 11: 1 MOI BCMA Lentiviriis Viral Titrasyon Analizi
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Sekil 12: 0.3 MOI BCMA Lentiviriis Viral Titrasyon Analizi
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Sekil 13: 0.1 MOI BCMA Lentiviriis Viral Titrasyon Analizi
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Sekil 14: 0.03 MOI BCMA Lentiviriis Viral Titrasyon Analizi
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Tablo 5: MOI titrasyonuna gore EGFRt ekspresyon yiizdesi (%0)

MOI EGFRt ekspresyon %
0.03 1.70

0.10 3.38

0.30 8.28

1.00 16.23

3.00 32.48

10.00 47.40

Sekil 15: MOI titrasyonuna gore EGFRt ekspresyon yiizdesi (%)

EGFRt ekspresyon %

50,00
45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00
5,00 .
0,00 — ]
0.03 0.10 0.30 1.00 3.00 10.00

B EGFRt ekspresyon %

EGFR ekspresyonunun %5-10 arasi oldugu konsantrasyon (0.3) kabul alinarak IFU/ML
hesaplanda.

Lentiviris titrasyon sonucu: 2.7x1076 IFU/mI
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Sekil 16: 14.giin EGFRt ekspresyonu
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14.giin EGFRt ekspresyonu %0.78 olarak hesaplandi.

4.2. NK92 ve Hashasin Hiicrelerinin BCMA CAR Ekspresyonlari

Sekil 17: BCMA CAR ekspresyonu

Sonug: Yapilan akim sitometri analizlerinde BCMA CAR ekspresyonunun korundugu

saptanmistir (%96.44).
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4.3. Efektor Hiicrelerin (NK92, BCMA NK92, HASSASIN ve BCMA
HASHASIN) Etkinligi

Tablo 6: Isin+Effektor hiicrelerin etkinligi

H929 NK92 BCMA NK92 | HASHASIN | BCMA SAF
orani HASHASIN H929
1:1 47.93% 49,61% 52,46% 48,57% 95,25%
5:1 30,31% 21,56% 22,31% 21,22% 95,25%
10:1 11,93% 11,41% 12,83% 10,12% 95,25%
Sekil 18: Saf H929 hattinda Effektor hiicrelerin etkinligi
Saf H929 hattinda Effektor hiicrelerin etkinligi(%)
NK92 BCMA NK92 HASHASIN BCMA HASHASIN

e=@==1:]1 Oran e=@==5:1 oran

10:1 oran

Saf H929 hiicre hattimizda baslangigta m-cherry ile isaretlenmis olan myelom hiicrelerinin flow

sitometride canlilik oran1 %95,25 olarak tespit edildi.
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1:1 oranda yaptigimiz ¢calismada NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda canli
myelom hiicre orant %47,93 olarak tespit edildi. Calismamizda (1:1) NK 92 nin myelom

hiicrelerine etkinligi %49,68 olarak hesaplandi.

1:1 oranda yaptigimiz calismada BCMA-NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %49,61 olarak tespit edildi. Calismamizda (1:1) BCMA-NK

92 nin myelom hiicrelerine etkinligi %47,92 olarak hesaplandi.

1:1 oranda yaptigimiz calismada HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda
canli myelom hiicre oram %52,46 olarak tespit edildi. Caligmamizda (1:1) HASHASIN’in

myelom hiicrelerine etkinligi %44,92 olarak hesaplandi.

1:1 oranda yaptigimiz calismada BCMA HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %48,57 olarak tespit edildi. Calismamizda (1:1) BCMA
HASHASIN’in myelom hiicrelerine etkinligi %49 olarak hesaplandi.

5:1 oranda yaptigimiz ¢calismada NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda canli
myelom hiicre oran1 %30,31 olarak tespit edildi. Calismamizda (5:1) NK 92 nin myelom
hiicrelerine etkinligi %68,18 olarak hesaplandi.

5:1 oranda yaptigimiz ¢alismada BCMA-NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %21,56 olarak tespit edildi. Caligmamizda (1:1) BCMA-NK

92 nin myelom hiicrelerine etkinligi %77,36 olarak hesaplandi.

5:1 oranda yaptigimiz galismada HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda
canli myelom hiicre oram %22,31 olarak tespit edildi. Calismanizda (1:1) HASHASIN’in

myelom hiicrelerine etkinligi %76,58 olarak hesaplandi.

5:1 oranda yaptigimiz galismada BCMA HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %21,22 olarak tespit edildi. Calismamizda (1:1) BCMA
HASHASIN’in myelom hiicrelerine etkinligi %77,72 olarak hesaplandi.

10:1 oranda yaptigimiz ¢calismada NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda canli
myelom hiicre orant %11,93 olarak tespit edildi. Calisgmamizda (10:1) NK 92 nin myelom
hiicrelerine etkinligi %87,47 olarak hesaplandi.

10:1 oranda yaptigimiz calismada BCMA-NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %11,41 olarak tespit edildi. Caligmamizda (10:1) BCMA-
NK 92 nin myelom hiicrelerine etkinligi %88,02 olarak hesaplandi.
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10:1 oranda yaptigimiz ¢alismada HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney

sonunda canli myelom hiicre orani %12,83 olarak tespit edildi. Calismamizda (10:1)

HASHASIN’in myelom hiicrelerine etkinligi %86,53 olarak hesaplandi.

10:1 oranda yaptigimiz ¢alismada BCMA HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney

sonunda canli myelom hiicre oran1 %10,12 olarak tespit edildi. Calismamizda (10:1) BCMA
HASSASIN’in myelom hiicrelerine etkinligi %89,37 olarak hesaplandu.

Tablo 7: PBMC Varhginda Isin+Effektor hiicrelerin etkinligi
H929 NK92 + | BCMA NK92 HASHASiN+ BCMA H929 +
orani PBMC + PBMC PBMC HASHASiN + | PBMC
PBMC
1:1 54.39% 50,55% 49,53% 55,84% 92,16%
5:1 25,58% 24,71% 23,94% 26,33% 92,16%
10:1 14,77% 13,63% 15,23% 13,57% 92,16%

Sekil 19: PBMC+H929 hattinda Effektor hiicrelerin etkinligi (%)

H929+PBMC hattinda Effektor hiicrelerin etkinligi(%)
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H929+PBMC hiicre hattimizda baslangigta m-cherry ile isaretlenmis olan myelom hiicrelerinin

flow sitometride canlilik orani %92,16 olarak tespit edildi.

1:1 oranda yaptigimiz ¢alismada NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda canli
myelom hiicre oran1 %54,39 olarak tespit edildi. Calismamizda (1:1) NK 92 nin myelom
hiicrelerine etkinligi %40,98 olarak hesaplandi.

1:1 oranda yaptigimiz ¢alismada BCMA-NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %50,55 olarak tespit edildi. Calismamizda (1:1) BCMA-NK

92’nin myelom hiicrelerine etkinligi %45,15 olarak hesaplandi.

1:1 oranda yaptigimiz calismada HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda
canli myelom hiicre oram %49,58 olarak tespit edildi. Calismamizda (1:1) HASASIN’in

myelom hiicrelerine etkinligi %46,26 olarak hesaplandi.

1:1 oranda yaptigimiz calismada BCMA HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %55,84 olarak tespit edildi. Calismamizda (1:1) BCMA
HASHASIN’in myelom hiicrelerine etkinligi %39,41 olarak hesaplandi.

5:1 oranda yaptigimiz calismada NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda canl
myelom hiicre oran1 %25,58 olarak tespit edildi. Calismamizda (5:1) NK 92 nin myelom
hiicrelerine etkinligi %72,24 olarak hesaplandi.

5:1 oranda yaptigimiz ¢alismada BCMA-NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oranm1 %24,71 olarak tespit edildi. Calismamizda (5:1) BCMA-NK

92 nin myelom hiicrelerine etkinligi %73,19 olarak hesaplandi.

5:1 oranda yaptigimiz calismada HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda
canli myelom hiicre oran1 %23,94 olarak tespit edildi. Calismamizda (5:1) HASHASIN’in

myelom hiicrelerine etkinligi %74,02 olarak hesaplandi.

5:1 oranda yaptigimz ¢alismada BCMA HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %26,33 olarak tespit edildi. Calismamizda (5:1) BCMA
HASHASIN’in myelom hiicrelerine etkinligi %71,43 olarak hesapland.
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10:1 oranda yaptigimiz ¢alismada NK92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney sonunda canli
myelom hiicre oram1 %14,77 olarak tespit edildi. Calismamizda (10:1) NK 92’nin myelom
hiicrelerine etkinligi %83,97 olarak hesaplandi.

10:1 oranda yaptigimiz ¢alismada BCMA-NKO92 ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %13,63 olarak tespit edildi. Calismamizda (10:1) BCMA-
NK 92 nin myelom hiicrelerine etkinligi %85,21 olarak hesaplandi.

10:1 oranda yaptigimiz calismada HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre orant %15,23 olarak tespit edildi. Caligmamizda (10:1)

HASSASIN’in myelom hiicrelerine etkinligi %83,47 olarak hesaplandu.

10:1 oranda yaptigimiz ¢alismada BCMA HASHASIN ile islem yapilan hiicre hattimizda deney
sonunda canli myelom hiicre oran1 %13,57 olarak tespit edildi. Calismamizda (10:1) BCMA
HASHASIN’in myelom hiicrelerine etkinligi %85,27 olarak hesaplandi.

Sekil 20: 1:1 oraminda Effektor hiicrelerin etkinligi (%)
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5. TARTISMA

Multipl miyelom (MM)), tiim kanserlerin %1 ’ini, hematolojik kanserlerin yaklasik %10'unu
olusturan bir malign plazma hiicre neoplazisidir (1,7). Normalde plazma hiicrelerinden, 1gG-
gamma (v ), IgA-alfa (o), IgM-mii (n), IgD-delta ( 6 ) ve IgE-epsilon (g ) gibi farkli agir zincir
ve kappa () ve lambda (A) gibi hafif zincir 6zelliklerinde bir¢ok gesit antikor tiretilir. Fakat
Plazma hiicre diskrazilerinde (PHD) paraprotein veya M proteini olarak isimlendrilen,
monoklonal agir ve hafif zincir antikoru iiretimi olur ve kontrolsiiz bir sekilde asirt miktarda

birikimi olur (3,4).

MM’1i hastalarin gogunda semptomatik donemde daha siklikla plazma hiicrelerinin kemige
veya diger organlara infiltrasyonu sonucu anemi, litik kemik lezyonlari, enfeksiyon ve Ig

birikiminden kaynaklanan bobrek fonksiyonlarinda bozulmalar oluyor (30).

MM hastaliginda kullanilan ilaglar alkilleyici ajanlar, kortikosteroidler, immiinomodiilator
ilaglar ve proteazom inhibitorleri olarak siniflandirilir (68). Bu ana sinif ilaglar tabloxxx de

belirtilmistir.

MM hastahiginin tedavisinde immiinmodiilator ilaglar ve Proteozom inhibitdrleri ilaglarin
kullanilmaya baslanmadan once 5 yillik genel sagkalim %25-34 iken son yillarda uygulanan
tedavilerle birlikte bu oran %49-56’ya ¢ikmistir. Giiniimiizde verilen tedavilerin gelismesi ile
MM hastalarinin medyan sagkalim siirelerinin 7 yilin tizerine ¢iktigi bildirilmektedir. Tedavide
yasanan bu kadar olumlu siirece ragmen MM heniiz tam kiir saglana bilen bir hastalik

kategorisinde degildir (11).

Yeni teshis edilen MM hastalarina yaklagimimizda baslica iki ana faktor, otolog kok hiicre
transplantasyonu (OKHT) i¢in uygunluk ve risk siniflandirmasidir. Bu iki faktére dayali
semptomatik yeni tan1 konmus MM'nin tedavisi i¢in mevcut algoritmalar Sekil 1'de

gosterilmektedir (68).

OKHT, MM'de iyilestirici degildir, ancak medyan OS'yi ~12 ay kadar iyilestirir (86; 87,
88; 89; 90).
MM'li hastalarin neredeyse tiimii sonunda niiks eder. Aslinda MM, coklu remisyon ve

relapslarla karakterize bir hastaliktir. Modern tedavi ile, MM'nin ilk niiksii, ilk taniy1 takip eden

~3—4 y1l sonra ortaya ¢ikar. Sonraki her remisyon daha kisa siirelidir. MM'li birgok hasta, birkac
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yil boyunca ardisik bir sekilde bes veya daha fazla tedavi semasi alir. Nitkseden MM'de
remisyon siiresi her rejimde azalmaktadir (106). Niiks hastalarina tedavi yaklasimi sekil 2’de

Ozetlenmistir.

Tim tedavilere ragmen kiir saglanamadigi i¢cin MM’da yeni tedavi segenekleri
arastirilmakta ve preklinik ve klinik olarak denenmektedir. Bu se¢enekler arasinda en heyecan

verici segeneklerden biri BCMA hedefleyen CAR-T hiicreleridir (134).

CAR-T hiicrelerinin multipl miyelomda (MM) etkileyici 6n etkinligine ragmen, NK hiicre
miithendisligi rekabet¢i ve daha gilivenli bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir. NK-92, daha dnce
Klinik deneylerde kullanilan evrensel, ucuz ve hizli bir hiicresel tedavidir. MM'de bu hiicrelerle
miitevaz1 tepkiler bildirilmis olsa da, onkolitik potansiyelleri genetik modifikasyonla
arttirtlabilir. Simdiye kadar, CAR NK-92 ile MM'ye karsi, CD138 veya CS1'i (SLAMEF7) hedef
alan iki klinik 6ncesi ¢alisma yapilmistir. Bununla birlikte, sirasiyla hedef dig1 timor etkisi veya
fratrisit (kardes hiicre katli) nedeniyle klinik sonuglar1 hakkinda hala makul siipheler vardir. Bu
nedenle, ¢alismamizin amaci, MM tedavisi ig¢in yeni CAR NK-92 modifikasyonu iiriiniinii

tiretmek ve etkinligini test etmektir.

Bu sebeple biz de calismamizda insan myelom hiicre hattt olan H929 hiicreleri tizerinde
Labcell tiretimi olan BCMA CAR, CD16, IL12 eksprese eden NK92 hiicrelerinin (BCMA CAR
HASSASIN) invitro etkinlik ¢calismasini yaptik.

Calismamizda hem saf H929 myelom hiicre hattina, hem de PBMC eklenmis H929 hiicre
hattina (H929+PBMC) ayri-ayrilikta 1:1, 5:1, 10:1 nispetinde NK92, BCMA+NK92,
HASHASIN, BCMA HASHASIN hiicreleri eklenerek Myelom hiicrelerinin flow sitometri

yontemiyle canlilik oranlarmi tespit ettik.

Saf H929 ve H929+PBMC gruplarimiz arasinda etkinlik kiyaslandigi zaman NK92 ve
HASHASIN etkisi (1:1, 5:1, 10:1) her iki hiicre hattinda da bir birine tam iistiinliik saglayacak
sonuclar vermemistir. Fakat BCMA NK92 ve BCMA HASHASIN saf H929 hiicre hattinda,
H929+PBMC hiicre hattina kiyasla daha etkili olmustur. Bu etkinlik stiinligi 1:1, 5:1, 10:1

oranlarinin hepsinde saglanmistir.

Ik anti-BCMA CAR, Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI) arastirmacilari tarafindan tasarland
ve bir murin tlirevi scFv ve in vivo etkinlik gosteren bir retroviral vektor ile doniistiiriilmiis bir
CD28 kostimiilator alanindan olusuyordu (159). Daha sonra MM'li relaps refrakter hastalarda
BCMA CAR T hiicrelerinin (CAR BCMA) insanda ilk faz I doz yiikseltme klinik denemesini
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gerceklestirdiler. Dort doz seviyesi, 0.3 x 106 ila 9 x 106 hiicre/kg araligindayd. ilk ii¢ doz
seviyesi fazla toksisite veya etkinlik gostermedi. En yiiksek doz seviyesinde 9 x 106 hiicre/kg'da
hem toksisiteler hem de tepkiler goriildi, ilk iki hastada ciddi bir sitokin salma sendromu (CRS)
ve uzun siireli sitopeniler gelisti. Bu 6nemli toksisite ve CRS derecesinin tiimor yiiki ile iliskili
oldugu endisesi nedeniyle, daha sonra < %30 kemik iligi tutulumu olan hastalarda bu en yiiksek
doz seviyesinde uygunlugu sinirladilar. Medyan 9.5 6nceki tedavi hattina sahip toplam 16 hasta,
9 x 106 hiicre/kg ile tedavi edildi. %63 > VGPR ile %81'lik bir ORR (>PR) ve 7.1 aylik medyan
olaysiz sagkalim bildirdiler. Yanit veren (>PR) 11 hasta vardi ve ayrica MKH durumu agisindan
degerlendirildi. Hepsinde kemik iligi MKH negatifti. Bu dozda hastalarin %94'tinde (%60
derece 3-4) CRS gelisti ve bu tiim hastalarda diizeldi. Bu hastalardan alinan periferik kan
analizi, inflizyondan 6-9 giin sonra olduk¢a farklilasmis CD8+ CAR-T hiicrelerinin artisini
gosterdi ve bu daha yiliksek genisleme seviyeleri, anti-MM yanitlan1 ile iliskili oldugu
saptanmistir (160; 161).

Yapilan bir diger calismada NKG2D-CAR NK ve altin standart BCMACAR arasinda,
yiiksek oranda ve benzer BCMA ve NKG2DL ekspresyonuna sahip MM hiicre hatlarina karst
onemli bir fark tespit edilmemistir. Ayrica, hedef ligandlarin tiimdr iizerindeki ekspresyonu ile
her iki CAR'!m etkinligi arasindaki korelasyon da gosterilmistir. CAR NK-92MI iizerinde
calisgilan popiilasyonlarin hicbiri saglikli dondrlerden alinan PBMC'lere karsi toksisite
gostermedigi ve in vivo MM ortotopik ksenograft fare modeli deneyleri devam ettigi
belirtilmistir (162).
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6.SONUC

Yapilan in vitro etkinlik ¢alismamizda en diisiik dozda bile (1:1) NK92 hiicrelerinin
Myelom lizerinde %50 etkili, yiiksek dozlarda (10:1) ise etkinlik oraninin %90’a yaklastig1
tespit edildi. Elde ettigimiz bu degerler klinik ¢alismalarda gésterilmis NK92 antimyelom etkisi
ile dogru orantili bulunmustur. Fakat ¢calismamizdaki BCMA NK92, HASHASIN ve BCMA
CAR HASHASIN’in myelom hiicrelerine etkisi istatistiksel olarak belirgin bir istiinliik
saglayamamistir. Bunun sebebi olarak kullandigimiz konstraktin planlanan etkiyi saglamamast,
ozellikle CD8a, NKG2D TM, 2B4 ve CD3zeta bolgelerinin herhangi birinde veya birkaginda
etkilesimde sorun oldugu diisiinilmektedir. Konstraktin yeni dizayni ile bu ¢alismanin tekrar

yapilmasi planlanmakta ve daha etkili bir sonug elde edilmesi beklenmektedir.
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