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KISALTMALAR
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OZET
13q DELESYONLU MULTIPL MiYELOMLU HASTALARDA BORTEZOMIB ETKI
MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Zeynep Filiz ZADEOGLULARI

Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii, 35340 Inciralti-izmir

Multipl miyelom (MM), malign plazma hiicrelerinin klonal proliferasyonu ile
karakterize malign hematolojik bir hastaliktir. Multipl miyelomdaki en 6nemli sorunlardan
biri ortalama sagkalimin 3-7 yil ile smirli olmasidir. Ayrica, konvansiyonel ve yiiksek doz
terapilerin siklikla uygulanmasina ragmen, tiimor hiicrelerinin cesitli tedavilere karsi direng
gelistirmesi etkin tedavi i¢in diger onemli sorunu olusturur. Multip miyelomda kazanilmis
tedavi direncinin patogenezini agiklayan mekanizmalarin  anlasilmasi i¢in ayrintili
calismalara gereksinim vardir.

Yapilan calismalarda 13.’cii kromozomda gdzlenen anomalilerin kisa yasam siiresi,
kotii prognoz ve konvansiyonel kemoterapdtiklere yanit azhigr ile iligkisi bildirilmis ve
Interselliiler Adezyon Molekiilii ICAM) ve Niikleer Faktér Kappa B (NF-kB) molekiiliiniin
MM’da gelisen kazanmilmis ilag direncinde etkin rol oynayabilecegine dair sonuclar
bulunmustur.

Bu calismadaki amacimiz, multipl miyelom tedavisinde umut vaad eden bir ajan olan
bortezomibin, 13q delesyonu, ICAM ekspresyonu ve NF-kB aktifligi ile iliskisini
inceleyebilmektir.

Calismamizda, tedavisinde bortezomib kullanilmamis 18 multipl miyelom hastasinin
kemik 1iligi aspirasyon Orneklerinden Ficoll yontemiyle izole edilen mononiikler hiicreler
kiiltiire edildi ve bortezomib uygulandi. Kiiltiir oncesi ve sonrasi ICAM diizeyleri
immunohistokimyasal olarak ve NF-kB seviyeleri ELIZA yontemi ile incelendi. Ayrica FISH
yontemi ile 13q delesyon incelemesi yapildi.

Sonuclarimiza gore, 13q delesyon pozitifligi %44 olarak bulunmustur. 13q delesyon
varligi ile NF-kB aktifigi karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunamamisken, 13q delesyonu
negatif hastalarda ICAM Kkiiltiir 6ncesi degerlerin kiiltiir sonras1 degerlere gore yliksek oldugu
bulunmustur. Diger yandan 13q delesyonu pozitif hastalarda kalsiyum, C- reaktif protein ve

kemik iligi plazma hiicre ylizdeleri anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur.



Bu calisma sonucunda elde ettigimiz veriler, ile 13q delesyon varliginin ilag direnci
gelisiminde ICAM iizerinden iliskisinin olabilecegini diisiindlirmektedir. Ayrica, NF-kB
aktifliginin, ICAM ekspresyonun daha fazla sayidaki hasta serileri ile ayrintili incelenmesi

gerektigini diisiindiirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Multipl miyelom, 13q delesyonu, ICAM, NF-kB, ilag¢ direnci



ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF BORTEZOMIB ACTIVATION MECHANISIM IN 13q
DELETION POSITIVE MULTIPLE MYELOMA PATIENTS

Zeynep Filiz ZADEOGLULARI
Dokuz Eyliil University, Institute of Oncology, 35340 Inciralti-izmir/TURKEY

Multiple myeloma (MM) is a malignant hematological disorder characterized by the
clonal proliferation of malignant plasma cells. Despite conventional and high dose therapies
MM remains incurable disease with a median survival of 3-7 years and resistance of tumor
cells to various treatments. Developing drug resistance in MM represents the main obstacle to
satisfactory treatment. In order to clarify the pathogenesis of acquired drug resistance in MM,
further detailed studies should be performed.

Study findings have shown that abnormalities of chromosome 13 are associated with
reduced life span, poor prognosis and lower responses to conventional therapies. Also recent
studies suggest that ICAM and NF-kB molecules are important factors in the pathogenesis of
acquired drug resistance in MM.

The aim of this study is to evaluate the interaction between bortezomib, which is the
promising novel agent for multiple myeloma treatment, and 13q deletion, the expression of
ICAM and the activation of NF-kB.

In this study, bone marrow samples from 18 patients with MM were used.
Mononuclear cells were isolated by Ficoll separation and cultured overnight. Before and after
treating bortezomib, ICAM levels are evaluated by immunohistochemistry and the activation
of NF-kB was investigated by ELISA. In addition, 13q deletion was detected by FISH.

According to our results, 44% of MM patients were positive for 13q deletion. The
relation ship between the presence of 13q deletion and the activation of NF-kB was not
significant. But, before treatment, the expression levels of ICAM were higher than after
treating bortezomib in patients with 13q deletion negative. On the other hand, in patients with
13q deletion positive, the level of calcium, CRP and plasma cells in bone marrow were

significantly higher.



Our study findings suggest, there can be association between the presence of 13q
deletion and acquired drug resistance. Furthermore, NF-kB activation and the expression of

ICAM should be investigated in large patient series studies.

Keywords: Multipl myeloma, 13q deletion, ICAM, NF-kB, Drug resistance



1. GIRIS ve AMAC

Multipl miyelom (MM), post germinal merkezli B hiicrelerinin plazmoblast (plazma
hiicreleri- difreransiye olmus B hiicreleri) ile karakterize malign hematolojik bir hastaliktir
(1). Malign plazma hiicrelerinin kemik iligini infiltre etmesiyle ortaya ¢ikar. Erigkinlerdeki
tim malignansilerin %]1’ini olusturur. Multipl miyelom insidans1 yasa bagl olarak artar (2).
Multipl miyelomda B hiicreleri lenf nodlarinin germinal merkezine gog ettikleri zaman,
plazma hiicrelerindeki immunglobulin degisken bodlge genlerinde somatik hipermutasyon
gelisir bu mutasyon sonucunda da B hiicrelerinin malignant degisimi gozlenir (3).

Multipl miyelomdaki en 6nemli sorunlardan biri ortalama sagkalimin konvansiyonel
tedavi ya da yiiksek doz KT’yi takiben otolog kok hiicre transplantasyon tedavisi sonrasinda
3-7 wyil ile sinirli olmasidir. Ayrica, konvansiyonel ve yliksek doz terapilerin siklikla
uygulanmasina ragmen, timor hiicrelerinin ¢esitli tedavilere karsi direng gelistirmesi etkin
tedavi i¢in diger 6nemli sorunu olusturur (4).

Son yillarda yapilan ¢calismalar MM’da sinirlayict bir basamak olarak karsimiza ¢ikan,
ortalama sag kalim siirelerini kisaltan, kemoterapi sonrasi gelisen relapslarin ana nedenini
olusturan, gelistirilmis tedavi direncinin patogenezini agiklayan mekanizmalari anlamaya
yonelik olmustur. Caligmalarda kemik iligi mikro ¢evresi ile miyelom plazma hiicreleri
arasinda sinerjistik patolojik bir iliski oldugu ortaya konmustur. MM hiicreleri ve kemik iligi
mikro ¢evre elemanlar1 arasindaki direk etkilesimler hiicre ylizey proteinleri ve hiicre adezyon
molekiilleri ile saglanmaktadir, bu direkt etkilesimlerin, kemoterapdtik ajanlara direng
gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir (5,6).

Interselliiler Adezyon Molekiilii (ICAM) immun gobulin siiper ailesine dahil adezyon
molekiilleri grubunda yer almaktadir. Yapilan bir¢cok ¢alismada ICAM molekiiliiniin MM’da
gelisen ilag direncinde etkin rol oynayabilecegine dair sonuglar bulunmustur (7).

Diger yandan, MM patogenezini agiklamaya yonelik bircok genetik caligma
yapilmustir. Interfaz asamasinda Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yéntemi kullanilarak
yapilan incelemelerde 13.’cli kromozomdaki anomalilerin plazma hiicreli neoplazimlarin her
asamasinda bulundugu saptanmistir. Bir¢ok hastada 13.’cii kromozom monozomileri, ve
siklikla 13q14 bandinda gozlenen intersisyel delesyonlar saptanmistir (8-10). Yapilan
caligmalarda 13.’cli kromozomda goézlenen anomalilerin kisa yasam stiresi, kotii prognoz ve

konvansiyonel kemoterapotiklere yanit azligi ile iligkisi bildirilmistir.



Multipl miyelomda 6zellikle konvansiyonel kemoterapdtiklere karsi ilag direnci
gelistiren hastalarda proteozom inhibitorii olan bortezomib ile tedavi son yillarda umut vaad
eden bir gelisme olmustur (11).

Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB), aralarinda biiyiime faktorleri, anjiogenez
modiilatorleri, hiicre adezyon molekiilleri ve anti-apoptotik faktorlerinde bulundugu birgok
gen icin transkripsiyon faktorii olarak islev goren kritik regiilatuar proteindir. NF-kB ilk
olarak B lenfositlerde immunglobulin kappa hafif zincir geninin transkripsiyonu i¢in gerekli

niikleer faktor olarak tanimlanmistir (12).

Bu c¢aligmadaki amacimiz, MM hastalarinda tedavisinde kisitlayic1 bir asama olan
birinci sira tedaviye gelistirilen ila¢ direnci i¢in umut vaad eden bir ajan olan bortezomibin,
ilag direnci gelismesinde yiiksek risk olarak tanimlanmis 13q delesyonu ile ilag direnci
mekanizmasinda 6nemli yeri olan ICAM ekspresyonu ve NF-kB aktifligi ile iliskisini
inceleyebilmektir. Boylece 13q delesyonlu MM hastalarda ilag direnci gelismesinde onemi
belirlenmis ICAM ve NF-kB molekiillerinin diizeyleri incelenebilecek ve gelecekte bu
hastalarin tedavilerinin planlanmas1 asamasinda daha etkin ve hedefe yonelik tedaviler
gelistirilmesine katki saglanabilecektir. Bu amacla MM’da koétii prognoz ve ilag direnci
gelisiminde onemli bir faktor olarak tanimlanan 13q delesyon varligi ile ilag direnci
gelisiminden sorumlu molekiiller olarak belirlenen ICAM ve NF-kB ekspresyon
degisikliklerini invitro olarak bortezomib ile kiiltiire edilmis kemik iligi mononiikleer

hiicrelerinde kiiltiir oncesi ve sonrasi ekspresyon degisiklikleri iliskisi incelenmistir.




2. GENEL BILGILER

2.1. MULTIPL MIYELOM

Multipl miyelom (MM), kemik iliginde B hiicrelerinden kdken alan plazma
hiicrelerinin monoklonal ¢gogalmasi ile karakterize malign hematolojik bir hastaliktir (1).

Bu hiicreler terminal olarak farklilasmis olgun B hiicreleridir. Hiicrelerin kaynaklari
postfolikiiler B hiicreleri ya da kemik iligi kaynakli pre-B hiicreleridir. Multipl miyelomda B
hiicreleri lenf nodlarmin germinal merkezine go¢ ettikleri zaman, plazma hiicrelerindeki
immunglobulin degisken bolge genlerinde somatik hipermutasyon gelisir bu mutasyon
sonucunda da B hiicrelerinin malignant degisimi gozlenir. Malignant plazma hiicrelerinin
kemik iligini infiltre etmesiyle ortaya ¢ikar. (2, 3).

Hastaligin en sik gozlenen klinik sendromu; plazma hiicre diskrazileri ya da
monoklonal gammopatilerdir. Bu degisikliklerden en sik gézleneni immunglobulin salgilayan
hiicrelerin monoklonal proliferasyonu ve bunun sonucunda da tek bir immunglobulin (Ig)’in
serum seviyesinin artisidir. Monoklonal protein serum ve idrar elektroforezinde ve/veya daha
duyarl bir teknik olarak immunfiksasyon elektroforezi ile tespit edilir (4).

Diger karakteristik bulgular; ilgili doku ve organ hasari, hiperkalsemi, renal yetmezIik,
anemi, kemik lezyonlar1 ve tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar ile tanimlanabilir (5).

Iskelet belirtileri hiperkalsemi ve kemik agris1 ile daha sonraki donemlerde osteolitik
kemik rezopsiyonu ve osteoblastik kemik yapisinin inhibe edilmesi ile ortaya ¢ikan patolojik
fraktiirler ile karakterizedir. Direkt grafilerde 6zellikle yass1 kemiklerde tipik olarak osteolitik
lezyonlar ve/veya osteoporoz goriiliir. Tanisal deger tasiyan bu bulguyu saptamak iizere her
miyelomlu hastaya kemik taramalari yapmak gerekir. Osteolitik lezyonlar kafa, pelvis,
vertebra, kosta, klavikiila, humerus basi ve diger uzun kemiklerde goriiliir. Miyelomlu
hastalarin %3’iinde kemik lezyonlar1 ostoesklerotik olabilmektedir (POEMS-Polindropati,
organomegali, endokrinopati, monoklonal gammopati, deri degisiklikleri-sendromu ) (5-7).

Renal yetmezlik genellikle ‘Bence Jones’ proteiniirisi ile ortaya ¢ikmaktadir, fakat
ikincil olarak amiloidoz ya da enfeksiyonlar sonucunda da gelisebilir. Bircok hasta
hipogamma globulinemi goéstermektedir (normal serum Ig diizeyi < %50). Tani sirasinda
miyelomlu hastalarin %25’inde serum kreatinin seviyesi > 2 mg/dl’nin iizerinde, %25’inde

ise daha hafif kreatinin artis1 mevcuttur. Bobrek yetersizligini arttiran risk faktorleri; hafif



zincir hastaligi, IgD miyelom, hiperkalsemi, hiperiirisemi, dehidratasyon, nefrotoksik ilag¢
kullanimi ve bifosfanatlardir (6).

Miyelomda goriilebilecek diger bir bulgu da hiperkalsemidir. Serum kalsiyum
diizeyinin > 11 mg/dI’nin lizerinde olmasi olarak tarif edilen bu durum, miyelomda %18-30
oranda goriilmekte, klinik olarak yorgunluk, kabizlik, bulanti, dehidratasyon ve konfiizyon ile
kendini gostermektedir (4-6).

Miyelomda en sik goriilen periferik kan bulgusu renal yetmezlik ve kemik iligi eritroid
elementlerin azalmasi ile ortaya c¢ikan anemidir. Anemi normokrom normositer, nadiren
mikrositer 6zelliktedir. Multipl miyelom’lu hastalarin periferik kan yayma preparatlarinda
%1-2 kadar plazma hiicresi goriilebilir. Periferik yaymalarda goriilen rulo formasyonu
paraproteinin yol actig1 diger bir bulgudur. Multipl miyelomda sedimentasyon, paraproteinin
eritrosit yiizeyindeki negatif ylikleri bloke etmesi nedeni ile daima ¢ok yiiksektir. Ancak non
sekretuar miyelomlarda, hafif zincir hastalig1 ve kryoglobinemide sedimentasyon yiiksek
olmayabilir. Miyelomlu hastalarda ¢esitli tipte hemostatik bozukluklara bagli olarak kanama
egilimi olusabilir. Hemostatik bozukluk tipine bagli olarak trombositopeni, trombosit
agregasyon bozukluklari, koagiilasyon ve fibrinolitik testlerde uzama, D-dimer’de artma
goriiliir. Serum B2 mikroglobulin (B2MG), C reaktif protein (CRP), laktik dehidrogenaz
(LDH) seviyelerinde artma, albumin seviyesinde azalma prognostik deger tasiyan diger
laboratuvar bulgularidir (6).

Miyelomda paraprotein yapimini azaltmak {izere baskilatic1 T lenfositlerde artma olur
ve bu artmis baskilayici T lenfosit faaliyeti normal immunglobulin azalmasina yol agar. Bu
durum miyelomda goriilen sik enfeksiyonlarin ana nedenini olusturur (6,7).

Plazma hiicreleri, ¢esitli plazma hiicre iliskili ya da diger antijenleri eksprese ederler.
CDA45 negatif, CD38, CD138 pozitif, son donem hastalik ve plazma hiicreli 16semi disinda
CD56 pozitif, CD19 ve CD20 pozitifdir. Az sayidaki hastada CD10, CD28 ve c-kit pozitif

saptanabilir. MM tanisinin dogrulanmasi i¢in kemik iligi aspirasyonu ve biopsisi gereklidir(8)



Tablo1: Multiple miyelomda klinik belirtiler

Klinik Klinik Bulgu Nedenleri ve Patogenezi
Bulgular
Hiperkalsemi, o Tiumor yiiki
osteoporoz, o Tiimdr hiicreleri tarafindan salgilanan osteoklast aktive
patolojik edici faktoriin tiretimi
fraktiirler, o Osteoblast inhibitor faktorleri
litik kemik
lezyonlari,
kemik agrisi
o Hiperkalsemi
Bobrek o Hafif zincir birikimi
yetmezligi o Amiloidozis
o Nefropati
o llag toksisitesi
o Kemik iligi infiltrasyonu
o Inhibitdr faktor iiretimi
Anemi o Hemoliz
o Kirmizi kan hiicrelerinin {iretiminin azalmasi
o Eritropoetin diizeylerinin azalmasi
o Hipogamaglobiilinemi
Tekrarlayan o Disiik CD4 diizeyleri
Enfeksiyonlar o Notrofil migrasyonun azalmasi
o Hiperviskozite
o Krioglobiilinemi
Norolojik o Amiloid birikimi
Semptomlar o Hiperkalsemi
o Sinir basisi
o Antindronal antikorlar
o POEMS sendromu
o Tedavi iligkili toksisite
Bulanti ve o Bobrek yetmezligi
Kusma o Hiperkalsemi
Kanama ve o Pihtilagsma faktdrlerinin inhibisyonu
Koagiilasyon o Endotelin amiloid hasari
Bozukluklar: o Trombosit disfonksiyonu
o Tedavi iliskili hiperkoagiilasyon bozukluklari

Plazma hiicresi “labelling index” kemik iligindeki plazma hiicre klonalitesi ve
boliinme hizin1 gosterir. Prognostik dnemi de olan bu 6nemli laboratuvar incelenmesi 5-
bromo-2 deoksiiiridin immunfloresan boyama, timidin isaretleme veya flow sitometri ile tayin
edilir. Kemik 1ligi aspirasyonlarinda atipik 6zellikler de i¢eren plazma hiicrelerinde %10 veya
daha fazla artma, kemik iligi biyopsilerinde ise interstisyumda miyelom plazma hiicreleri ile

infiltrasyon goriiliir (5).



Tablo 2: Plazma hiicre diskrazileri tani kriterleri

Plazma Hiicre

Tam Kriteri

Diskrazisi
Asagidakilerden en az 3 kriterin varligi:
o Serum M protein < 3 gr/dl
MGUS tam o Kemik iliginde sitolojik anomali gosteren plazma hiicresi < %10
kriterleri o Idrarda Bence- Jones proteini < 1 gr/ 24 s
o Normal poliklonal Ig
o Kemik lezyonu yok (BT veya MRI ile kanitlanmis)
o Anemi, hiperkalsemi, bobrek yetmezligi yok
Smoldering Asagidakilerden hepsinin varligi:
Miyelom (SMM)- | o Serum monoklonal protein > 3 gr/dl veya
Asemptomatik | o Kemik iliginde > %10 plazma hiicresi veya
MM o Kemik iligi biyopsisinde agregatlar veya ikisi birden
O

tan1 Kriterleri

Anemi, bobrek yetmezligi veya hiperkalsemi yok

Multipl Miyelom
tam kriterleri

o O

Asagidakilerden 3 kriterin varligi:
Serum ve idrarda monoklonal protein
Kemik iliginde > %10 plazma hiicresi veya plazmasitom
Ek olarak asagidakilerden bir veya daha fazlasi
Anemi
Litik kemik lezyonu ve/ veya osteoporoz
Kemik iligi plazma hiicre labeling indeks > %1
Kemik iliginde >- 30 plazma hiicresi

Bobrek yetersizligi
Hiperkalsemi
Waldenstrom’s Asagidakilerden hepsinin varlig::
Makroglobiilinemi | o IgM monklonal gammopati
tam1 Kkriterleri o Kemik iliginde >~ %10 lenfoplazmasitik infiltrasyon
Soliter Asagidakilerden hepsi nin varligi:
Plazmasitom o Kemikde biopsi ile kanitlanmis soliter lezyon ya da yumusak

tan1 Kriterleri

dokuda klonal plazma hiicreleri varligi

Klonal plazma hiicresi bulunmayan normal kemik iligi
Normal kemik surveyi

Uc organ hasar varligi

Sistemik
AL*Amiloidozis
tan1 Kriterleri

Asagidakilerden hepsinin varlig:
Amiloid iligkili sistemik sendrom varlig1
Herhangi bir dokuda Kongo kirmizisi ile positif amiloid isaretleme
Direk amiloid incelemesi ile amiloidin hafif zincir oldugunun
kanitlanmasi
Monoklonal plazma proliferatif hastalik varlig

POEMS
sendromu
tan1 Kriterleri

(@)

Asagidakilerden hepsinin varligi:
Monoklonal plazma hiicre hastalik varligi
Periferal noropati
Osterosikleratik kemik lezyonu, Castleman hastaligi, organmegali,
endokrinopati, 6dem, tipik deri degisiklikleri ve papilla 6demi
bulgularinda en az birinin varligi

* Amiloid hafif zincir
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Tablo 3: Multiple miyelom tani kriterleri

Multiple Miyelom Tam Kriterleri*

o Doku biyopsisinde plazmositom varlig1

o Kemik iliginde > %10 plazma hiicresi

) ) o Serum elektroforezinde monoklonal globiilin pik seviyesi IgG >3.5
Major Kriterler g/dl ya da IgA >2.0 g/dl veya 24 saatlik idrar elektroforezinde k ve A
hafif zincir sekresyon seviyesi 1.0g/24 h

o Kemik iligi plazmasitozu %10-30

o Monoklonal globiilin pik seviyesi varligi fakat diizeyinin major
kriterlerdekinden daha az olmasi

Minor Kriterler | o Litik kemik lezyon varlig

o Normal IgM <0.05 g/dl, IgA <0.1g/dl ya da [gG<0.6 g/dl

*MM tamsi semptomatik hastada en az bir major ve bir mindr kriter oldugunda ya da en az 3 minér kriter

varliginda konur.

2.1.1 Epidemiyoloji

Miyelom ileri yas hastaligi olup, tan1 yas1 erkekler icin ortalama 62, kadinlarda ise
61°dir. Hastalarin %2’sinde tan1 yas1 40 yas altindadir. Erigkinlerdeki tiim malignansilerin
%1’ini ve hematolojik malignansilerin %]13’linli olusturur. MM insidans1 yasa bagli olarak
artar. Gelismis iilkelerde insidans 4:100000°dir. Sagkalim oranlar1 konvansiyonel tedavi
sonrasinda 3-4 yil, yiiksek doz kemoterapi (KT) sonrasi otolog kdk hiicre transplantasyon
tedavisinden sonra 3-7 yildir (9).

Multipl miyelom etyolojisi bilinmeyen bir hastaliktir. Diger malignitelerde oldugu gibi
radyasyon, calisma alanlari, hayat tarzi ile iliskilendirilmek istenmistir, fakat bu gruplarda
celigkili veriler s6z konusudur. Multipl miyelom etyolojisinde dncii medikal problemlerin rolii
tizerinde c¢ok eski tarihlerden beri durulmustur. Gegirilmis enfeksiyonlar, inflamasyonlar,
otoimmun ve alerjik hastaliklarin miyeloma yol agabilecegi diisiiniilmiistiir. Hi¢ kuskusuz
miyelom etyolojisi i¢in en dnemli dncii medikal problem MGUS (monoclonal gammapathy
undetermined significans — Sebebi bilinmeyen monoklonal gammopati)’dur (6).

MGUS; Multipl miyelom, makroglobinemi, amiloidoz ve diger proliferatif plazma

hiicre hastaliklar1 olmaksizin monoklonal protein varligidir (6).
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Tablo 4: MGUS tan kriterleri

MGUS - Sebebi Bilinmeyen Monoklonal Gammopati Kriterleri

Serum M protein diizeyi < 30 g/I

Kemik iligi klonal plazma hiicresi <%10

Bagka bir B hiicreli proliferatif hastaligin bulunmamasi

Miyelom iliskili u¢ organ ve doku hasariin bulunmamasi

2.1.2 Patogenez

Bir ¢ok B hiicre kokenli malignitede oldugu gibi miyelom plazma hiicreleri de
germinal merkez veya post germinal merkez kaynakli hiicrelerdir. Multipl miyelom
patogenezinde bir¢ok molekiiler degisikligin yani sira kemik iligi mikro cevre iliskileri de
onemli rol oynamaktadir (9).

Son yillarda kemik 1lg1 mikro ¢evre ile miyelom plazma hiicreleri arasinda sinerjistik
patolojik bir iligki oldugu ortaya konmustur (Sekil 1). Miyelom plazma hiicreleri i¢in en
onemli bliylime faktorli ve antiapoptotik faktor interlokin-6 (IL-6)’dir. IL-6 ise baslica mikro
cevre stromal hiicrelerinden salgilanir. Miyelom hiicreleri interlokin 18 (IL-1B), makrofaj
inflamatuar protein la (MIP-1a), vaskiiler endotel growth faktor (VEGF), insiilin growth
factor (IGF), timor nekrosis faktor o (TNF-a) ve az miktarda IL-6 salgilar. Bu sitokinler
stromal hiicreleri uyararak stromal hiicrelerden IL-6 salinimina yol acar. Diger taraftan
miyelom hiicrelerinden salgilanan VEGF endotel hiicrelerini prolifere ederek anjiogeneze

sebep olurken, ayn1 zamanda endotel hiicrelerinden IL-6 salinimina sebep olur (10).
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Hicresel hemapoetik Hilcresel non-hemapoetik

Sekil 1: Multipl miyelom hiicresi ve kemik iligi stroma hiicre iliskisi *(9)

*BMSC: Kemik iligi stromal hiicresi, CEP: Sirkulatuar endotelial progenitér, DC: Dendritik hiicre, EC:
Endotelial hiicre, ECM: Ekstraselliiler matriks, HSC: Hemapoetik kok hiicre, MMSC: Multipl miyelom kok
hiicre, NK: Dogal 6ldiiriicii

Multipl Miyelom .
Husros [t |—»-[wiEK | o2
Sitokin-Aracili STAT3 B,:::I-_}:L

Sinyal yolaklari

Adezyon-Aracili
Sinval yolaklari

VEGF
TGFp
L6 THFe
VEGF
1GF-1
SDF-1¢
Kemik il

Siroma Hicresi

Sekil 2: Multipl miyelom hiicresi ve sinyal yolaklari iligkisi (11)
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Miyelom patogenezinde adhezyon molekiillerinin de onemli yeri vardir. Bir ¢ok
miyelom hiicresi CD56, very late antijen 4-5 (VLA4-5) ve Bl integrin gibi adhezyon
molekiilleri eksprese eder. Miyelom hiicreleri bu molekiillerle bir taraftan birbirlerine, diger
taraftan stromal hiicrelerle tutunurlar ve stromal hiicrelerden IL-6 salinimina yol agarlar.
Kemik iligi ekstraselliiler matriks de salgiladigi hyaluronin ile stromal hiicrelerden IL-6
salgilanmasimna yol acgar. Boylece stromal hiicre ve endotel kaynakli IL-6 miyelom
hiicrelerinin apopitozunu Onleyerek miyelom hiicre kitlesinin genislemesini saglar. CD56
pozitif miyelom hiicrelerinin osteoblastlarla interaksiyonu osteoblastlarin inaktivasyonuna yol
acarak yeni kemik olusumuna engel olur. Miyelomdaki osteoporoz bu sekilde gelisir.
Adhezyon molekiillerinden B1 integrin miyelom hiicrelerinden salgilanan MIP-1a ve IL-1f ile
birlikte osteoklastlar1 aktive ederek kemik resopsiyonuna, yani litik kemik lezyonuna yol agar

(9-11).

2.1.3 Tam

Multipl miyelomda tan1 miyelomu, MGUS ve smoldering miyelom (SMM)’dan
ayirarak yapilir. Miyelom tanisi i¢in serum ve/veya idrarda monoklonal protein varligi, kemik
iliginde >- %10 plazma hiicresi (Sekil 2) veya plazmositom ve ek olarak; anemi, litik kemik
lezyonu ve/veya osteoroz, kemik iligi plazma hiicre labelling indeks >%1, bobrek yetersizligi

ve hiperkalsemiden biri ve daha fazlasinin varlig1 gerekmektedir (12).

Resim 1: Kemik iligi miyelom hiicre morfolojisi (11)
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2.1.4 Evreleme

Multipl miyelom evrelendirmesi i¢in iki ¢esit sistem kullanilmaktadir. Bunlardan ilki
miyelom hiicre sayisi, hemoglobin degeri, serum kalsiyum degeri, kemik lezyon
degerlendirilmesi, M proteini degerleri, elektroforozde hafif zincir degeri ve serum kreatinin
degerlerinin baz alindigi Durie Salmon (DS) evreleme sistemidir (13). Diger sistem ise
serum -2 mikroglobulin ve serum albumin miktarlarina gore ayrimin yapildigi uluslararasi

evrelendirme sistemidir (ISS) (14).

2.1.4.1 Durie-Salmon Evreleme Sistemi

Bu sistemde miyelom hiicre sayisi, hemoglobin degeri, serum kalsiyum degeri, kemik
lezyon degerlendirilmesi, M proteini degerleri, elektroforezde hafif zincir degeri ve serum
kreatinin degerleri evreleme agisindan 6nemlidir (13).

Tablo 5: Durie- Salmon evreleme sistemi

Evre Parametre

Hemoglobin > 10 gr/dl

Serum kalsiyum < 12 mg/dl

Kemik lezyonu yok veya soliter kemik plazmositomu
IgG <5 gr/dl, IgA <3 gr/dl

Idrar hafif zincir < 4 gr/24 saat

Evrel

O O O O O

Evre 11 Evre I ve III disinda kalanlar

Asagidakilerden bir veya daha fazlasi mevcut:
Hemoglobin < 8.5 gr/dl
Serum kalsiyum > 12 mg/dl
Litik kemik lezyonlar1
IgG > 7 gr/dl, IgA > 5 gr/dl
Idrarda hafiif zincir >_ ‘3f 12 gr/24 saat
It grup
o A. Serum kreatinin <2 mg/dl
o B. Serum kreatinin > 2 mg/dl

Evre 111

>0 0 O O O

2.1.4.2 Uluslararasi Evreleme Sistemi
Uluslararas1 evrelendirme sisteminde (ISS) ise serum -2 mikroglobulin ve serum

albumin miktarlarina gore ayrimin yapilir (14).

15



Tablo 6: Uluslararasi evreleme sistemi

Evre Parametre
Evre 1 o B2 MG <3.5 mg/dl
o ALB>_3.5g/dl
Evre 2 o B2 MG <3.5 mg/dl
o ALB<3.5 g/dl
veya
o P2 MG 3.5-5.5 mg/dl
Evre 3 o P2 MG > 5.5 mg/dl
2.1.5 Prognoz

Multipl miyelom i¢in belirlenmis prognostik faktorler; Evre II ve III hastalik,
B2 MG >- 3 mg/dl, CRP >- 6 mg/dl, artmig LDL degeri, kemik iliginde plazma hiicre sayis1
ve immatiir plazma hiicreleri ve plazmoblastlarin bulunmasi, plazma iicre labeling indeksin
>_ %] olusu ve sitogenetik Ozellikler olarak siralanabilir. Tablo 4’de prognostik faktorler
Ozetlenmigtir (15).

Tablo 7: Multipl miyelomda prognostik faktorler

Prognostik Faktorler
Evre o Evre Il ve III hastalik

Laboratuar Bulgular: o P2 MG:>- 3-8 mg/dl
o CRP:>- 6 mg/dl
o LDH: Olgularin % 7-11’inde artis

Plazma Hiicre Bulgular o Immatiir plazma hiicreleri ve plazmoblastlar

o Plazma hiicre labeling indeks: >= %1

Sitogenetik Bulgular o Sitogenetik: del 13q ve t(4:14)

Miyelomlu hastalarin % 18-30’unda delesyon (Del), anaploidi ve translokasyon
seklinde sitogenetik anomaliler bulunur. Del 13q ve t(4: 14) tiim tedavi secenekleri ile kotii
prognoz gosterir. p53 gen kaybi da kdtii prognostik bir sitogenetik anomalidir. Del 13q varligi
B2 MG miktar1 ve plazma hiicre “labelling indeks” artis1 ile korelasyon gostermektedir (6).
2.1.6 Tedavi

Multipl miyelom ilk kez 1844 yilinda Ingilterede bir cerrah olan S. Silly tarafindan
tanimlanmistir. Bu gline kadar gecen siire icerisinde tedavisinde degisik ajan ve yontemler

kullanilmistir. MM hastalarinin %10’u yillar i¢inde yavas progresyon gosterir. Bu hastalar
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antitimor tedaviyi hastaliin anemi, hiperkalsemi, progresif litik kemik lezyonlari, serum
miyelom protein diizey artisi, tekrarlayan enfeksiyonlar gelistirip semptomatik hale
dontstiirdiigiinde gerektirir. Soliter kemik plazmasitomu ya da ekstramediiller plazmasitom
lokal radyasyon terapisinden sonra uzun hastaliksiz sagkalima ulasir (16).

Semptomatik ve/veya progresif miyelom hastalar1 terapdtik miidahale gerektirir.
Genellikle bu tedaviler ikiye ayrilir; birincisi MM un progresyonunu kontrol eden sistematik
terapi digeri ise, semptomatik destek tedavisidir (11,12).

Yeni tan1 almis MM hastasinin tedavisinin planlanmasi hastaya yiiksek doz KT
sonras1 otolog kok hiicre transplantasyonu yapilip yapilamayacagina baghidir. Transplant
aday1 hastada hematopoetik kok hiicre hasarmi engelleyebilmek i¢in indiiksiyon tedavisi
hematopoetik kok hiicre toksik rejimleri icermez. Ornegin; melphalan gibi alkilleyici ajanlar
kok hiicre hasarina neden olduklart i¢in kullanilmazlar. Yiiksek doz glukokortikoidler tek
basina ya da VAD (Vinkristin, Doksorubisin, Deksametazon), deksametazon ile thalidomid
kombinasyonu, DT-PACE (Deksametazon, Thalidomid, Sisplatin, Doksorubisin,
Siklofosfamid, Etoposid) kombinasyon terapileri sitorediiksiyon i¢in  kullanilir.
Transplantasyon sonrasi idame tedavisi hastaligin kontrolii ve sagkalimi i¢in gereklidir
(11,12,17).

Transplant aday1 olmayan hastada, tedavi i¢in alkilleyici ajanlar, L-fenilalanin mustard
(L-PAM- melphalan) ve prednizon kullanilir. Kullanilan ila¢ dozlar1 hasanin yararlanimi ve
kemik iligi toleransina baghidir (12).

MM’da standart bir idame tedavisi bulunmamaktadir. Aylik bifosfanat tedavisi
MM’da kemik hastaliginin yonetimi i¢in onemlidir. IFN kullaniminin yararlanimi fazla
olmasmin yani sira bircok yan etkisi bulunmaktadir. Oral prednizon kullanimin idame
tedavisinde yararl olabilecegini gosteren klinik caligmalar vardir. Devam eden c¢aligmalarda,
thalidomid ve lenalidomid’in idame tedavisi i¢in kullanim1 incelenmektedir (16-18).

Relaps MM hastalari, hem tiimor hiicresini hem de tiimor hiicresi ile kemik iligi
etkilesimini, kemik iligi mikrogevresini hedef alan yeni ajanlar kullanilmaktadir. Daha 6nce
tedavi edilmis MM hastalar1 i¢in yeni ajanlardan lenalidomid ve/veya bir proteozom
inhibitorii olan bortezomib ile tedavi edilebilir. Bu ajanlarin deksametazon ile kombinasyonu
relaps MM hastalarinda %10-15 oraninda tam yanit saglamaktadir. Bortezomib’in melphalan
ve doksorubisin ile kombinasyonunun relap MM’da etkili oldugunu kanitlayan klinik

caligmalar bulunmaktadir. 1999 yilinda thalidomid’in refrakter ve ileri evre miyeloma igin
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etkin oldugu bildirilmistir. Thalidomid ve deksametazon arasindaki invio sinerji klinik olarak
kanitlanmistir ve ototransplantasyon sonrast idame tedavisinde bu kombinasyon oldukca
yararlidir. Thalidomid kemoterapi ile kombine edilebilir ¢iinkii miyelosupresif degildir.
Hastalarin %50-80’in1 etkileyen doz ve siire bagimli olarak gelisen periferik ndropati
thalidomid’in tedavi sinirlayici toksisitesidir (19,20).

Yeni terapOtik ajanlardan biri olan Revlimid (CC-5013); immunmodiilatuar bir
ajandir. Sedatif etki gdstermez fakat norotoksik yan etkileri bulunmaktadir. Ileri evre ya da
refrakter MM hastalarinin  1/3’ilinde etkin yanit olusturmaktadir. Thalidomid’in aksine
revlimid miyelospresyona neden olmaktadir. Revlimid’in tek bagina ya da deksametazon ile
kullanimini inceleyen devam eden klinik ¢aligmalar bulunmaktadir (20).

Miyelomda tedaviye yanit; tam remisyon (CR), objektif yanit (nCR), kismi yanit (PR),
plato (MR) olarak degerlendirilir. Cesitli gruplarin bu tanimlamalar i¢cin koydugu degisik
kriterler mevcuttur, ancak genellikle Avrupa’da ve iilkemizde EBMT (European Group for
Blood and Marrow Transplantation- Kan ve Ilik Transplantasyonu i¢in Avrupa Grubu)
kriterleri kullanilmaktadir (11,12,15).

EBMT tedavi yanit kriterlert;
e Tam remisyon: 6 hafta ara ile bakilan
o Kemik iligi plazma hiicre oraninin < % 5
o Serum ve idrarda immunfiksasyon elektroforozinde M protein olmamasi
* Kismi yanit: 6 hafta ara ile bakilan
o Serum M proteininde >- %50 azalma
o Idrar M proteininde >~ % 90 azalma
* Plato hastalik:
o Serum M proteininde %25-49 azalma
o Idrar M proteininde % 50- 89 azalma
* Progresif hastalik:
o Serum M proteininde > % 25 artig
o Idrar M proteininde > % 25 artig
o Kemik iligi plazma hiicrelerinde > %25 artis (en az %10 plazma hiicresi)
o Litik kemik lezyonlarinda veya yumusak doku plazmositomlarinda artig
o Yeni kemik lezyonlar1 veya yumusak doku plazmositomlarinin olusmasi

o Hiperkalsemi
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2.2.13q DELESYONU

Multipl Miyelom’da en sik rastlanan genetik degisikliklerden biri 13. kromozomdaki
anomalilerdir. Bu anomaliler 13. kromozomun tamamen (-13) ya da kismen uzun kolu (q)
delesyonu (13g-) seklinde gézlenmektedir (21).

Yapilan caligmalarda konvansiyonel sitogenetik yontemler ile incelendiginde
kromozom 13’deki anomalilerin multipl miyelom hastalarinin %50’sinde goriildiigii ve tiim
kromozom kayiplarinin %10-12’sini olusturdugu bildirilmistir (22). t(4;14) (p16.3;q32) ya da
t(14;16) (q32;q23) sitogenetik anomalilerine sahip hastalarda -13/ 13q- goriilme orani
yaklasik %90°dir. Interfaz asamasinda Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yéntemi
kullanilarak yapilan incelemelerde kromozom 13’deki anomalilerin plazma hiicreli
neoplazimlarin her asamasinda bulundugu saptanmistir. MGUS hastalarindaki delesyon
varlig1 ve orani ¢eliskili olarak bildirilmistir, fakat bu durumu agiklamak i¢in yapilan biiyiik
bir FISH taramasi ile (n=147) 13q delesyonunun varligt %21 olarak belirlenmistir (23).
MGUS’da 13g- sikliginin az olmast -13 ya da 13g-‘nun MM gelisiminde rol oynayabilecegini
diisiindiirmiistiir. Iki ya da daha fazla 13q probu kullanilarak yapilan ¢alismalarda 13q
anomalilerinin siklig1 %40-50 olarak bildirilmistir. Kromozom bantlama c¢alismalarinda
kromozom 13 delesyonu, monozomi 13 ile uyumlu bulunmustur (24).

Incelemeler ile parsiyel kayiplarin 13ql4 bolgesinde oldugu belirlenmistir.
“Overlapping DNA” problari kullanilarak yapilan DNA bantlamasinda 13q14-q21 bdlgesinde
distalde 350 Kb’lik RB1 genini kritik bir bdlge olarak tanimlamislardir. ileri asamalarda
yapilan mikro array ¢aligmalarinda da 13q14 bolgesinin delesyonlar i¢in kritik bdlge oldugu
kanitlanmistir (21-24).

Tiim calismalarda 13qg- negatif prognostik faktér olarak tanimlanmig, kisa yasam
siiresi ve konvansiyonel kemoterapdtikler ya da yiiksek doz kemoterapiye diisiik yanit ile
iligskilendirilmistir (23). Bu durum konvansiyonel kemoterapdtik tedavisi alanlarin yani sira
yiksek doz kemoterapi alan ve kok hiicre nakli yapilmis hastalar i¢cin de gecerlidir.
Allogeneik kok hiicre nakli yapilmis hastalarda -13 / 13q- varlig1 nadir olarak bildirilmesine
ragmen delesyon varligi negatif prognostik faktor olarak tanimlanmistir. Diger yandan
proteozom inhibitdrii bortozomib ile tedavi edilen relaps ya da refrakter hastalarda bu

aberasyondan 6nemli dl¢lide etkilenmedigi gozlenmistir (23,24) .
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Kromozom 13 anomalileri ile f2 MG kombinasyonlar1 bulunan hastalar “Intergroup
Francophone du Miyeloma” (IFM) tarafindan klinik ¢aligmalara alinirken agresif grup olarak
ayrilmaya baglanmistir. “Eastern Cooperative Oncology Group” ve IFM tarafindan
yayinlanan retrospektif karsilastirmali sonuglar yiiksek doz kemoterapiye cevabin kromozom
13 delesyonu olmayan hastalarda daha yiiksek oldugu, kromozom 13 delesyonu olan

hastalarda ise klinik yanitin daha sinirli oldugunu belirtmistir (21).

2.3. NUKLEER FAKTOR KAPPA B (NF-kB)

Niikleer faktor kappa B (NF-kB), ilk kez 1986 yilinda B hiicrelerinde kappa immun
globulin hafif zincirinin ‘enhancer’ bolgesindeki 10 bp’lik DNA elementine baglanan
transkripsiyon faktorii olarak tanimlanmistir. Memeli NF-kB ailesi 5 tiyeden olusur: NF-kBI1
(p50/p105), NF-kB2 (p52/p100), cRel, RelA (p65) ve RelB. RelA, cRel ve RelB olgun
formlarindan sentezlenir. Diger yandan NF-kB1 ve NF-kB2 C terminal bolgesinde ankrin
tekrarlar1 iceren proteozom tarafindan proteolize edilen onciil form (pl100 ve pl105)’dan
sentezlenir ve proteolitik kesimden sonra olgun protein halleri olan p50 ve p52°ye doniisiirler.
NF-kB proteinleri uyarilmamis hiicrelerde spesifik inhibitér olarak bilinen IkB (Inhibitor
kappa B) proteinine bagli sekilde bulunurlar. N terminal bdlgelerinde DNA baglanmasi,
dimerizasyon ve IkB’ye baglanmadan sorumlu 300 aa’lik Rel homoloji bolgesi varligr ile
karakterizedir (25).

Nukleusda aktif olan NF-kB, sitoplazmada inhibitorii olan IkB tarafindan inhibe edilir.
IkB, NF-kB’ye baglanir ve niikleer lokalizasyon dizilerini bozarak fonksiyonunu inhibe edip
uyarilmamis hiicrelerde sitoplazmada tutulumuna neden olur (25,26).

IkB kinaz (IkK) ¢ok alt iiniteli bir protein kinazdir ve IkB’yi fosforile eden 2 homolog
katalitik alt birimden olusur. IkB’nin N terminal bolgesindeki 2 kritik serin rezidiilerinin
fosforilasyonu, poliubikitinasyon ve 26S proteozom tarafindan degregasyonuna neden olur.
Serbest kalan NF-kB dimerleri nukleusa gecer. NF-kB sitokinler, biiyiime faktorleri, hiicre
adezyon molekiilleri ve pro antiapoptotik proteinleri kodlayan g¢esitli genlerin
transkripsiyonunu regiile eder. Aktive edilmis NF-kB “feedback” mekanizmasi ile yeniden
sitoplazmaya ¢ikartilir (26-28).

NF-kB proinflamatuar sitokinler, T ve B hiicre mitojenleri, bakteriler,
lipopolisakkaritler, viriisler, viral proteinler, ¢ift iplikli RNA ve hiicresel stres gibi ¢esitli

uyarilar ile aktive edilebilir (27). U¢ NF-kB aktivasyon yolag bulunmaktadir: Birincisi;
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klasik yolak. Mikrobial ve viral enfeksiyonlar ya da pro inflamasyon sitokinleri maruziyeti
IkK kompleksini aktive eder ve fosforilasyon ile IkB’nin degregasyonu gercgeklesir. Bu yolak
genellikle p50:RelA ve p50: cRel dimerlerini hedef alir. Bu klasik yolagin aktivasyonu, dogal
immunite ve apoptozun cesitli kosullardaki inhibisyonunda goriiliir. ikinci yolak: alternatif
yolaktir. p100 prokiirsor proteinin islenmesi ile p52: RelB dimerlerinin selektif aktivasyonunu
igerir. Bu yolak TNF sitokin ailesi ile olur. Alteratif yolak ikincil lenfoid organ gelisimi ve
adaptif immun cevap i¢in énemlidir. Ugiinci sinyal yolagi atipik olarak tanimlanir ¢iinkii
IkK’den bagimsiz olarak DNA hasarina yol agan UV ve doksorubisin ile aktive edilir. UV
radyasyon, IkB alfa degregasyonunu p38 tarafindan aktive edilen kazein kinaz ile indiikler
(25).

NF-kB’nin hiicresel hedefleri sitokinler (IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a), kemokinler (MIP-
lalfa, MCP1) adezyon molekiilleri (ICAM, VCAM, E selektin), efektor proteinler ve apoptoz
regiilasyonunda yer alan hiicresel proteinlerdir. Birgok calismada NF-kB’nin hematolojik ve
solid tiimdrlerin bircogunda aktive oldugu gosterilmistir. Ornegin: B hiicreli lenfomada
bozulmus IkK aktivitesi IkB a’nin yarilanma siiresi kisalir. Hodgkin lenfomada 1kB o
mutasyonu ile NF-kB’nin niikleer aktivesinin bozulmasina neden olur (26, 27).

NF-kB’nin kanserdeki roliine baktigimizda apoptoz regiilasyonunda birgok
antiapoptotik proteinin ekspresyonunu indiikleyerek ve proapoptotik proteinlerin aktivite ve
ekspresyonlarin1 diizenleyerek apoptozu suprese eder. Tiimor hiicrelerinin invazyon ve
anjiogenezinde onemli rol oynayan matriks metalloproteinaz 2 (MMP2), MMP9 ve serin
proteaz lrokinaz tipi plazminojen aktivator (uPA) NF-kB tarafindan regiile edilir. Ayrica,
tiimOr metastaz1 ve kotii prognoz ile iliskili olan interselliiler adezyon molekiilii 1 (ICAM-1)
ve vaskiiler hiicre adezyon molekiili 1 (VCAM-1)’in ekspresyonu da NF-kB tarafindan
regiile edilir (27). Hiicre sikliisiinde G1°deki kontrol noktasindan S fazina gecis siklin bagimli
kinazlarin aktivasyonuna ihtiya¢ duyar. NF-kB hiicre sikliisiinii S fazina gecisteki gerekli olan
siklinlerin gen ekspresyonlarin1 kontrol ederek regiile eder. TNF-a indiiklii apoptozun
yanisira, NF-kB DNA hasarina neden olan kemoterapdtik ajanlar ve ionizan radyasyon
indiiklii apoptozu da inhibe eder. NF-kB radyasyon ya da kematerapotik ajanlar ile artan
antiapoptotik aktivitesi ile tiimor kemo ya da radyo rezistans gelistirir. Bazi ¢aligsmalarda
multi drug rezistance 1 (MDR-1) geninde NF-kB baglanma bdlgeleri oldugu bulunmustur
(25-28).
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2.4. INTERSELLULER ADEZYON MOLEKULU (ICAM)

Adezyon molekiilleri, hiicrelerin 6zgiil olarak dokulara yonlenmelerinde, birbirlerini
tanimalarinda, embriogenez, hiicre biiylimesi, hiicre farklilasmasi ve inflamasyon gibi
olgularin diizenlenmesinde gorev alirlar. Adezyon molekiilleri bugiin dort ana sinifta
incelenmektedirler; integrinler, selektinler, immun globulin siiper ailesine dahil adezyon
molekiilleri ve kaderinler (29).

Interselliiler Adezyon Molekiilii-1 (ICAM-1), l6kositler, endotel hiicrelerinde ve daha
bircok hiicrede eksprese edilen immunglobulin (Ig) benzeri hiicre adezyon molekiiliidiir.
ICAM-1 ve ICAM -2, CD11/18 integrinlerinin karsit reseptorleridir (29).

ICAM-1, tip 1 transmembran proteinidir. Molekiil agirligr glikolizasyon diizeyine
bagli olarak degisim gostermekle birlikte 80-114 kDa arasindadir. ICAM-1"in ekstraselliiler
kismi 5 immnunglobulin benzeri kisimdan olusur, tek hidrofobik transmembran bolgesi ile
tutunur ve kisa sitoplazmik kuyrugu vardir (30). ICAM-1 hem dogal hem de adaptif immun
yanitta Onemli role sahiptir. Lokositlerin inflamasyon bdlgesine dogru transendotelial
migrasyonunda, antijen sunan hiicreler (APC) ve T hiicreler ile etkilesiminde rol oynar.
Transendotelial migrasyonda, g¢esitli kemokinler tarafindan aktive edilen 16kositler ICAM-1
aracilifiyla epitele adezyonlarini gerceklestirirler. ICAM-1’in ayrica, immunolojik sinaps
formasyou olusumunda da rolii vardir. Baglanma asamasinda ICAM-1’in LFA (Lenfosit
fonksiyon iliskili molekiil)’e baglanmast APC hiicreleri ile T hiicre arasinda yakin iligki
olmasini saglar ve T hiicre reseptorii (TCR) ile MHC class I ya da MHC class [I’ye 6zgii
antijen sunumu sirasinda kositiimiilator ligand olarak yer aldigin1 gostermistir. [CAM-1"1n dis
sinyalleri doniistiirme fonksiyonu reseptdr multimerizasyonu ile gerceklestirir. ICAM-1’in
16kosit migrasyonundaki roliine ek olarak 16kosit diapedezinde yardimci aktin sitoiskeletinin
yeniden diizenlemesine neden olan ve proinflamatuar yanitta devam eden proinflamatuar

kaskadlarin aktivasyonunda da rol aldig1 gosterilmistir (30,31).

2.5. PROTEOZOM VE PROTEOZOM iNHiBITORLERI

Proteozom, intraselliiler proteolizde yer alan niikleus ve sitoplazmada bulunan hedef
proteinlerin hizli degregasyonunu selektif bir sekilde gergeklestiren multikatalitik enzim
kompleksinden olugmus intraselliiler proteolitik sistemdir (32,33).

Proteozom, 20S ana ve 19S regiilatuar partikiilden olugmus 2 biiyiik alt tiniteli 2.4

Mda'luk bir komplekstir (Sekil 2) . Protein homeostazini saglamasinin yani sira, ubiquitin-
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proteozom yolag: hiicre sikliisiiniin kontrolii, proapoptotik uyariin cevabi i¢in 6nemli bir
mekanizmadir. Sinyal molekiilleri, tiimor supresorler, hiicre siklus regiilatorleri,
transkripsiyon faktorleri, inhibitér molekiiller ve anti apoptotik proteinler proteozom

degregasyonuna ugrarlar (32-34).

26 S Proteozom

198

Regiilatuar

20S

Ana

198
egiilatuan

Sekil 3: Proteozom (33)

Son yillarda proteozom inhibisyonu kanser ve ilag direnci arastirmalarinda énemli bir
yere sahip olmustur. Okaryotik hiicrelerde proteolizisin regiilasyonunu saglayan ubiquitin-
proteozom yolaginin inhibisyonu MM, non-Hodgkin lenfoma ve bazi solid tiimorler igin
onemli bir strateji olusturur. Tiimor hiicrelerinde ubiquitin- proteozom yolaginin inhibisyonu
tiimdr supresor ve proapoptotik proteinlerin birikimine neden olacaktir. Bu nedenle kanser
tedavisinde bu yolagin hedef alinmasi gegerli bir segcenektir (34,35).

MM'da ila¢ indiiklii apoptoza gelisen direncin ana nedenlerinden birisi antiapoptotik
proteinler olan bcl-xl, bcl-2 ve mcl-1'in artan ekspresyonudur. Ayrica, bu direncin
gelismesinde bliylime ve sagkalim transkripsiyon faktorii olan NF-kB’nin aktivasyonu,
mitojen aktivated protein kinaz (MAPK) yolag: ile fosfoditilinositol-3 (PI13) kinaz sinyal
yolaginin aktive edilmesi de 6nemli rol oynar (35).

Son yillarda, MM’da hastalifin biyolojisine uygun tedavi yOntemleri
gelistirilmektedir. Proteozom inhibitdrleri, thalidomid ve thalidomid’in immun modiilatuar
analoglari, relaps ve refrakter MM tedavisinde énemli bir etki gdstermistir. ik proteozom
inhibitorii sonradan Bortezomib olarak adlandirilan boranik asit dipeptiddir. Bortezomib hem
MM hiicrelerine hem de kemik iligi mikrogevresine etki ederek ilag direncini ortadan
kaldirabilir (Sekil 3). Bortezomib, MAP kinaz sinyal yolagini, MM hiicre proliferasyonunu
inhibe eder, kaspaz bagimli apoptozu indiikler ve ilag direncini NF-kB’yi inhibe edip,
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adezyon molekiil ekspresyonunu ve MM hiicrelerinin BMSC’ye baglanmasinin azalmasina
yol acarak ortadan kaldirir. Ayrica, BMSC’den IL-6 salimmimi bozar ve IL-6 reseptor
ekspresyonunun azalmasina neden olur. Bortezomib relaps ve refrakter MM tedavisinde su

ana kadar anlamli aktivite gosteren tek ajandir (33).

! Proteozom N,®. Degrage
“ Proteinler

_J’ Degragasyon igin

" isaretli proteinler ' Bortezomib

Sekil 4: Bortezomib etki mekanizmasi* (36)

*1: Proteozomlar hem saglikli hem de kanser hiicrelerinde intraselliiler proteinleri degrade eden enzim
kompleksleridir. 2: Kanser hiicreleri proteozomlar tarafindan regiile edilen proteinlere proliferasyon, metastaz ve
sagkalim i¢in bagimlidirlar. 3: Proteozomun bortezomib ile inhibisyonu intraselliller proteinlerin
degradasyonunu ve hiicreler arasindaki ¢oklu sinyal yollarini etkiler. 4: Kanserde sinyal yollarinin hasarlanmasi

kanser hiicrelerinin dliimiine ve tiimdr biiyiimesinin inhibisyonuna neden olur.

Bu c¢alismadaki amacimiz, MM hastalarinda tedavisinde kisitlayic1 bir asama olan
birinci sira tedaviye gelistirilen ila¢ direnci i¢in umut vaad eden bir ajan olan bortezomibin,
ilag direnci gelismesinde yiiksek risk ve kotii prognoz belirteci olarak tanimlanmis 13q
delesyonu ile ilag direnci gelisiminden sorumlu molekiiller olarak belirlenen ICAM ve NF-kB
ekspresyon degisikliklerini invitro olarak bortezomib ile kiiltiire edilmis kemik iligi
mononiikleer hiicrelerinde ICAM ve NF-kB kiiltiir 6ncesi ve sonrasi ekspresyon degisiklikleri

iliskisinin incelemektir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tezde yapilan ¢caligmalarin akis semas1 Sekil 5’te verilmektedir.
Hasta Grubu
n: 18

[ Kemik ilifii aspirasyon ]

dmefi alim

Mononiikleer hilere
{MMNC) izolasyonu

arotta saklanmas

!

{ S1v1 azotta saklanam ]

MNC hiiarelerin s ]

hilcrelerin pziilmesi

Hilcre: kiiltikrik

dmeesi ICAM ve
NFKB analizi

13g delesyonu
igin FISH
analizi

Hiliere il tikrii
sonrast ICAM ve
NFKB analizi

[statistikscl
analiz

Sekil 5: Kullanilan yontemlerin akis semast

3.1. CALISMA MATERYALI

Calismada kullanilan kemik iligi aspirasyon drnekleri Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi (DEUTF) Hastanesi, Hematoloji Bilim Dal1 Poliklinigine Kasim 2008 - Nisan 2009
tarithleri arasinda bagvuran multipl miyelom tanis1 konmus, birinci sira tedaviye ilag direnci
gelismesi ile ikinci sira tedavisine gecilmis hastalardan alindi. DEUTF Klinik ve Laboratuvar
Arastirmalart Etik Kurulu’nun 05.Haziran.2008 tarih ve 225/2008 sayili izni (Ekl) ile
hastalardan aydinlatilmis onam (Ek2) alindiktan sonra standart protokollere gore sivi azotta
mononiikleer hiicre (MNC) arsivi olusturuldu. Calismaya ikinci sira tedavisine gecilmis,
bortezomib almamis 18 multipl miyelom hastasinin kemik iligi aspirasyon ornekleri dahil

edildi.
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3.2. ORNEK TOPLANMASI

3.2.1. Kemik iliginden Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Kemik 1iligi aspirasyon oOrneginden standart yontemlerle MNC izolasyonu yapildi. Bu

yontemde yogunlugu 1,077 g/ml’ye ayarlanmis polisiikroz ve sodyum diatrizoat soliisyonu

(Biocoll-Ficoll, Biochrom L6115) kullanildi. 1:2 oraninda antikoagiilanli kan 6rnegi Ficoll

lizerinde tabakalandirildiktan sonra 1650 rpm’de 15-20 dakika santrifiij edildi. Santrifiij

sonrast olusan interfaz tabakasindaki MNC’ler alindi. Fosfat tamponu (PBS, Biochrom AG,

L1825) ile yikama sonras1 6rneklerden hiicre sayimi gerceklestirildi.

Yontem:

1. Dibi konik santrifiij tiipiine 4.0 ml Ficoll ilave edildi.

2. Ficoll iizerine 8.0 ml kemik iligi aspirasyon ornegi tiip 45”lik ag1 ile egilerek
tabakalandirildi.

3. Oda 1s1sinda 20 dakika 400 x g’de (1650 rpm) santrifiij edildi.

4. Santrifiijden sonra dikkatlice bir pastor pipetiyle mononiikleer hiicre igeren opak interfaz

tabakasi toplandi.

Opak interfaz tabaka dibi konik temiz bir konik santrifiij tiipiine aktarildu.

Bu tiipe 8 ml %10 FBS’li RPMI-1640 ilave edilip, yavasca karistirildi.

250 g’de (1200 rpm) 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant1 gekilip atild1 (Ficoll-paque’in tamamen uzaklagtirilmast).

A R AN

Yikama islemi tekrarlandi.

3.2.2. Mononiikleer hiicrelerin dondurulmasi

MNC’ler daha sonra yapilacak deneyler i¢in dondurma ortaminin i¢inde s1v1 azotta saklandi.
Gereg ve Soliisyonlar:

1. Istile inaktive edilmis f6tal dana serumu (FBS / Gibco, 10108)

Dimetilsiilfoksit (DMSO, D-2650, Sigma Chemical Co.)

RPMI-1640 medium (Gibco, 31870)

S1v1 azota dayanikli dondurma tiipleri (Greiner bio one, 122278)

Steril, dibi konik 15 ml’lik tiip (CellStar, Grenier bio one, 188271)

Santrifiij, J6-MI (Beckman)

S1v1 nitrojen tanki1 (MVE Cryo System 4000, USA)

e A A R e R
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Dondurma ortami (Freezing medium): %10 DMSO, %20 FBS igeren RPMI-1640.

Dondurma ortam1 +4°C’de sogutulup kullanildu.

Yontem:

1) MNC izolasyonunda en son yikamada iist faz atildiktan sonra dipte kalan hiicre pelleti 2
ml +4°C’de sogutulmus dondurma ortamiyla (%70 ortam,%20 FBS,%10 DMSO)
resiispanse edilerek, dondurma tiiplerine 1’er ml olacak sekilde porsiyonlandi.

2) Dondurma tiipleri kontrollii sogutucu i¢inde -80°C’lik dondurucuya konup, ertesi giin sivi

azota (-196°C) kaldirildu.

3.2.3. S1v1 Azotta Dondurulan Hiicrelerin Coziilmesi

S1v1 azot arsivinden ¢ikarilan hiicreler, hizla 37°C su banyosunda (Niive, BM 420)
hafifce sallayarak hizli bir sekilde ¢oziildii. Hiicreler 15 ml’lik steril dibi konik tiipe aktarildi
tizerine RPMI-1640 ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 200 g’de 10 dakika santrifiijde
dondiiriildii. Siipernatant dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. FISH ve IHK preparatlari i¢in
kullanilacak hiicreler PBS’de, kiiltiire edilecek hiicreler DMEM’de resiispanse edildi.

3.2.4. Tripan Mavisi ile Hiicre Canlihg Testi

Hiicreler kiiltiire edilmeden 6nce % 0.4’liik tripan mavisi ile canliliklar kontrol edildi.
Test, canli hiicrelerin boyayr membranlarindan igeri gecirmeme prensibine dayanir. 20 pl
%0.4 tripan mavisi boyasi, bire bir oraninda hiicre siispansiyonu ornegi ile lam iizerinde
hafifce karistirildi. Yaklasik 2-3 dakika bekletildikten sonra 151k mikroskobunda 300 hiicre
sayildi. Tripan mavisi ile boyanmayan hiicrelerin yiizdesi hesaplandi. Tiim hiicrelerde canlilik

testi % 95’in {lizerindeydi.

3.3. MONONUKLEER HUCRE KULTURU

Kemik iligi aspirasyon Orneklerinden izole edilen mononiikleer hiicreler, standart
siispansiyon hiicre kiiltiirii yontemine gore kiiltiire edildi. Hiicreler sivi azottan g¢ikartilip
¢oziildiikten sonra, % 83 DMEM, % 15 FBS, % 1 Penisilin-Streptomisin, %1 L- glutamin
olarak hazirlanan hiicre kiiltiir ortam1 igerisine, slispansiyon kiiltiir i¢cin uygun 6 kuyucuklu
platelere ekildi. Herbir platede bortezomib eklenmesi sonrasinda 10° hiicre kalacak seklide
baslangi¢ hiicresi 2 x 10° olarak hiicre ekildi. Hiicreler ekildikten 8 saat sonra literatiir ile

uyumlu optimize doz olan 5Nm bortezomib (37) her bir kuyucuga eklendi ve 37 C°, %5
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COy'li inkiibatorde 24 saatlik inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklardaki ortam ¢ekilip 15 ml'lik tiiplere alind1. 250 g’de (1200 rpm) 10 dakika santrifij
edildi. Siipernatant atildi. Hiicre pelleti PBS ile resiispanse edildi. IHK deneylerindeki
bortezomib sonrasi grub igin preparat hazirland ve kalan hiicreler ELIZA deneyi icin niikleer
ekstraksiyonda kullanildi.

Mononiikleer Hiicre Kiiltiirii Sirasinda Kullanilan Gereg ve Solusyonlar

1. DMEM Medium (Gibco, 41965)

Is1 ile inaktive edilmis fotal dana serumu (FBS / Gibco, 10108)

Penisilin-Streptomisin (Gibco, 15140)

L-Glutamin (Gibco, 25030)

Fosfat Tamponu (PBS/ Biochrom AG, L1825)

Stispansiyon Hiicre Kiiltiirii Plaklar1 (Grenier bio one, 665-102)

Steril 15 ml’lik tiip (CellStar, Grenier bio one, 188271)

Cell scraper (Grenier bio one, 541070)

%5 CO,’li Inkiibatdr (Thermo Form 381, 302444295)

10. Santrifiij (Sigma, 3 — 16 K)

A T A e B

3.4. IMMUNHISTOKIMYA

Immunhistokimya deneyleri i¢in herbir hastadan mononiikleer hiicre kiiltiirii dncesi ve
sonrasi  olacak  sekilde lamlar hazirlandi.  Immunboyama  streptavidin-biotin
immiinoperoksidaz yontemi kullanilarak yapildi.

Yontem:

1. Ornekler lamlara yayma yapildiktan sonra lamlarin {izerini kaplayacak sekilde sekilde
aseton (Merck, K38554213 815) eklendi ve kurumaya birakildi.

2. Hiicrelerin bulundugu alanlar sinirlama kalemi ile ile sinirlandiktan sonra %95°lik ve
%80’lik alkolde (Etanol, Riedel de Haen, 32221) hiicrelere zarar verilmeyecek sekilde
rehidratasyon saglandi.

3. Daha oOnce belirlenen alanlarinin {izerinden sinirlama kalemi ile tekrar gecildi ve bu
alanlarin tizerine distile su damlatildi.

4. Ardindan PBS damlatildi ve 5 dk bekletildi.

5. Hiicrelerin endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla %3’liik Hidrojen peroksit

(Merck,1.08597.1000 Darmstadt, Germany) uygulandi ve oda 1sisinda 5 dk bekletildi.
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6. Fosfat tampon soliisyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda 1sisinda bloklama solusyonu
(Invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile inkiibe edildi.

7. Ardindan yikama yapilmadan I[CAM (MAB2130, Mouse Anti-Human CD54 (ICAM-1),
Chemicon) antikoru ile bir saat +4°C’de enkiibe edildi.

8. Fosfatli tampon soliisyonu ile 3 defa dikkatlice yikanan hiicreler biyotinlenmis sekonder
antikor (Invitrogen- Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile 30 dk inkiibe edildi.

9. PBS solusyonu ile yikama yapildiktan sonra enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin
kompleksi (streptavidin) (Invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum, 85-9043) 30
dakika uygulandu.

10. Reaksiyonun goriiniir hale getirilmesi i¢in Diaminobenzidin (DAB) (Roche, 1718096)
kullanildi.

11. Zemin boyamas1 Mayer’s hematoksilen (Applichem, A4278 0500) ile yapildi.

12. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen hiicreler ksilol (Saf Kimya) ile
seffaflastirma isleminden geg¢irildikten sonra entellan ile kapatildi.

Immnunhistokimyasal degerlendirme su sekilde yapilds; her preparattan 5 alan, bu 5'er alanda

100'er hiicre sayildi. 100 hiicreden pozitif boyanma gdsteren hiicreler belirlendi. 5'er alanin

ortalamalar1 alindi.

3.5. FLORESAN INSITU HiBRIDiZASYON
Siv1 azotta dondurulup ¢oziilen hiicreler FISH preparatlart i¢in PBS’de resiispanse
edildi. Ozel lizinli lamlara 10 uL damlatild1 ve cell scraper yardimi ile lama yayildi. Hiicre
yogunlugu inverted mikroskopda kontrol edildi. 20 dakika -20 C” de metanol (Riedel de
Haen, 24229) i¢inde bekletildi ve ¢ikartilip kurutuldu. Hiicre alanlari cam cizer ile ¢izilip
sinirlandi. Hibridizasyon asamasina gecildi.
Yontem:
1. Hazirlanan preapratlar 37 C”deki su banyosunda bulunan %5 NP40’l1 2 X SSC yikama
solusyonuna konuldu 20 dakika bekletildi.
2. Yikama solusyonundan ¢ikan preparatlar artan ( % 70 etanol, % 85 etanol, %96 etanol)
sicak alkol serilerinden gegirildi. Her bir alkolde 2 ser dakika bekletildi.
3. Preparatlar1 72 C"deki formamid solusyonuna konup 2 dakika bekletildi.
4. Formamid solusyonunda ¢ikan preparatlar artan ( % 70 etanol, % 85 etanol, %96 etanol)

soguk alkol serilerinden gecirildi. Her bir alkolde 2 ser dakika bekletildi.
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10.
1.
12.

13

14.
15.
16.
17.

Su banyosu probun denatiire olamsi igin gerekli sicakliga ayarlandi ve prob su
banyosunda 90 C”de 5 dakika denatiirasyon i¢n bekletildi.

Lamellerin tlizerine 7 puL prob konuldu ve lameller cam cizer ile simirlanmis alana
yapistirildi.

Lam- lamel alaninin ¢evresi Fixo gum yapistirict ile yapistirildi.

Preparatlar i¢inde 4 ml su bulunan i¢i ve dis1 alimiinylim kapli kutuya konup, istii
kapatilip, 36 C"deki etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi.

24 saatlik inkiibasyon sonrasinda preparatlarin lamelleri ¢ikartildi, fixo-gum kalintilari
temizlendi.

37 C”deki 0.5 SSC / % 0.1 SDS yikama solusyonuna konuldu. 2 dakika bekletildi.

0.5 SSC /% 0.1 SDS yikama solusyonu 65 C”ye 1sitild1.

Preparatlar 65 C%deki 0.5 SSC / %0.1 SDS yikama solusyonuna alindi ve 5 dakika
bekletildi.

. Oda 1sisindaki 1 X PBD ( 50 puL NP40 ve 100 pL Twin 20 iceren) yikama solusyonuna

konuldu. Burada 5 dakika bekletildi. Kurutucuya alindi.

24 x 32’ lik lamellere DAPI niikleus boyasindan 8 pL konuldu

Cam ¢izer ile siirlanan alana lameller kapatildi.

Aliminyiim folyoya sarilip 5 dakika bekletildi.

Analiz asamasma gegildi. Analiz yapilana kadar preparatlar karanlikta + 4 C”de

saklandi.

FISH analizi 13q14 bdlgesine ait probun delesyonlu hastalarda tek kirmizi sinyal, delesyonu

olmayan hastalarda iki yesil sinyal vermesi prensibine dayanarak analizi yapildi.

Gereg ve Soliisyonlar:

1. Fosfat Tamponu (PBS/ Biochrom AG, L1825)

Non iyonik P40 (NP40 / Igepal - Kreatech-Poseidon, LK069A)

Formamidin disiilfit (SSC) (20 X SSC, Stok solusyon, Kreatech-Poseidon, LKO61A)
Etanol (Riedel de Haen, 32221)

Formamid (Riedel de Haen, 47630)

13q prob (Kreatech-Poseidon, PKB 10102)

Sodyum dodesil siilfat (SDS/ Biochemika Applichem, A2572 1000)

Etliv (Thermo Heraeus, T12)

Su banyosu (Niive, BM 402)

 ® N bk wN
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10.
11.

Tween 20 (Applichem, A4974)
Nukleus boyasi antifade/ DAPI (Kreatech-Poseidon, LK067A)

3.6. NUKLEER EKSTRAKSIiYON

Kemik iligi aspirasyon Orneklerinden izole edilen hiicrelerden kiiltiir dncesi ve

sonrasinda ELIZA deneylerini galisabilmek igin niikleer ekstraksiyon yapildi. Niikleer

ekstraksiyon 'Chemicon Nuklear Extraction Kit (Millipore, 2900)' ile gerceklestirildi.

Yontem:

1.

S

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.

ml'de 1,5 x10° hiicre bulunan hiicre siispansiyonu 50 ml'lik santrifiij tiipiine konuldu,
Uzerine 10 ml PBS eklendi.

250 g x 5 dk, 4 C”de santrifiij edildi. Siipernatant atild1.

Pellet buzda sogutulmus 40 ml PBS ile resiispanse edildi.

250 g x 5 dk, 4 C"de santrifiij edildi. Siipernatant atildi.

50 mikrolitre 1X Cytoplasmic Lysis Buffer (sitoplamik lizisyon tamponu) eklendi.
Hiicreler restispanse edildi.

Hiicre stispansiyonu 15 dk. Buz iizerinde bekletildi.

250 g x 5 dk, 4 C”de santrifiij edildi. Siipernatant atildi.

100 mikrolitre 1X Cytoplasmic Lysis Buffer (sitoplazmik lizis tamponu) eklendi. 1.5
ml'lik ependorflara aktarildi.

Insiilin ignesi ile 5 kere cekilip birakildi.

8000g x 20 dk, 4 C"de santrifiij edildi. Siipernatant atildu.

50 mikrolitre Nuklear Extraction Buffer (Niikleer ekstraksiyon tamponu) eklendi .
Insiilin ignesi ile 5 kere ¢ekilip birakild.

4 C"de, salimml calkalayicida 60 dk calkalandi.

16000 g x 5 dk, 4 C"de santrifiij edildi.

Niikleer ekstrat santrifiij sonrasindaki siipernatant kisminda kaldi. Siipernatant

alikotlanarak -80 C”de ELiZA deneylerinde ¢alisilmak i¢in saklandi.

Gereg ve Soliisyonlar:

1.
2.
3.

50 ml'lik steril tiip (Grenier bio one, 227261)
1,5 ml'lik ependorf ( Axygen Scientific, MCT-200-C)
Fosfat tamponu (PBS / Biochrom AG, L1825)
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4. Sitoplazmik Lizis Tamponu (Chemicon Nuklear Extraction Kit, Millipore, 2900 Part
no: 90497)

5. Nikleer ekstraksiyon tamponu (Chemicon Nuklear Extraction Kit, Millipore, 2900

Part no: 90498)

Santriflij (Sigma, 3 — 16 K)

Salinimli galkalayict (IKA HS 260)

Mikro santrifiij (Thermo microlite, 35810153)

-80 C° dondurucu (Sanyo Ultra Low, MDF- U40860S)

A S

3.7. ELIZA ANALIZI

NF-kB konsantrasyonu ‘“sandwich” enzim immunoassay yontemiyle tayin edildi.

Kemik iligi aspirasyon orneklerinden izole edilen hiicrelerden kiiltlir oncesi ve sonrasinda

elde edilen niikleer ekstraktlar ile ELIZA analizi yapildi. ELIZA analizi 'NF-kB p50 / p65 EZ-

TFA Transcription Factor Assay (Millipore, 70-510°) kiti ile gerceklestirildi.

Yontem:

1.

10.
1.
12.
13.

Kuyucuklara sirasiyla 1 X TFA tamponu, oligoniikleotid problar ve niikleer ekstrakt
100’er pL eklendi

Plak kapatici film ile kaplanarak +4 C° ‘de 90 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar ii¢ kez 1 X Enhanced TFA tamponu ile yikandi.
Kuyucuklara 1 X Enhanced TFA tamponu ile 1:500 oraninda diliie edilmis primer
antikordan 100’er pL eklendi.

Plak kapatici film ile kaplanarak oda 1s1sinda 60 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar ii¢ kez 1 X Enhanced TFA tamponu ile yikandi.
Kuyucuklara 1 X Enhanced TFA tamponu ile 1:500 oraninda diliie edilmis IgG- HRP
konjuge sekonder antikordan 100’er uL eklendi

Plak kapatici film ile kaplanarak oda 1s1sinda 30 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda kuyucuklar dért kez 1 X TFA tamponu ile yikandi

Daha 6nceden oda sicakligina getirilmis olan 100°er pL. TMB substrat1 pipetlendi.

Plak kapatici film ile kaplanarak oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi

Kuyucuklara 100’er pL stop soliisyonu pipetlendi.

Absorbanslar spektrofotometrik plak okuyucu ile 450 nm’de 6l¢iildi.
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Konsantrasyonlar1 0,15 - 10 pg / ml arasinda olan NF-kB standartlar1 kullanilarak olusturulan
standart egri ile kantitasyon yapildi.

Gereg ve Soliisyonlar:

1. Transcription Factor Assay (TFA) Buffer (Millipore, 90272)

Substrate TMB (Millipore, 90348)

Primer antikor (Millipore, 90274)

Stop solution (Millipore, 6013)

Gt x RB HRP Secondary antibody (Millipore, 2003482)

Blocking Reagent (Millipore, 90273)

Transcription factor assay plate (Millipore, 90268)

Spektrofotometrik plak okuyucu (Thermo Multiscan Ascent, 354)

1 X Enhanced TFA tamponu: Herbir well i¢in 1,5 ml TFA buffer + 0,09 Blocking

o ®» 2o v bk WD

Reagent

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel degerlendirmeler “SPSS for Windows 11.0” ticari programlar kullanilarak
yapildi. Istatistiksel degerlendirmelerde; grup ortalamalarini karsilagtirmak igin non-
parametrik bir test olan “Mann Whitney U testi’, FISH sonuglarinin cinsiyet ile
karsilastirilmasinda ‘Pearson Chi-Square' ve 'Fisher's Exact Test ‘kullanildi. Tiim analizlerde

p degerinin 0,05’ten kii¢iik oldugu degerler anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Hasta Grubu: Caliymamizda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi (DEUTF)
Hastanesi, Hematoloji Bilim Dali Poliklinigine Kasim 2008 - Nisan 2009 tarihleri arasinda
basvuran multipl miyelom tanis1 konmus yaslar1 47-89 arasinda degisen 18 hastadan onam
formu imzalatildiktan sonra rutin kontroller sirasinda alinan kemik iligi aspirasyon 6rnekleri
kullanilmistir. Calismamizdaki olgulara ait demografik Ozellikleri sirasiyla Tablo 8’de
verilmektedir.

Tablo 8: Calismamizdaki olgulara ait demografik 6zellikleri

Ornek No Yas Cinsiyet
Hasta 1 78 E
Hasta 2 69 E
Hasta 3 60 E
Hasta 4 62 K
Hasta 5 47 E
Hasta 6 59 E
Hasta 7 63 K
Hasta 8 76 E
Hasta 9 80 E
Hasta 10 69 K
Hasta 11 62 E
Hasta 12 55 K
Hasta 13 60 K
Hasta 14 57 E
Hasta 15 89 K
Hasta 16 66 K
Hasta 17 60 K
Hasta 18 71 K

E: Erkek, K: Kadin

4.1. FISH BULGULARI

Hasta 6rneklerinden yapilan FISH analizi 13q14 bolgesine spesifik probun delesyonlu
hastalarda tek kirmizi sinyal, delesyonu olmayan hastalarda iki yesil sinyal vermesi prensibine
dayanarak yapildi. Tek kirmiz1 sinyal olan hasta sonuclar1 13q delesyonu agisindan pozitif, iki
yesil sinyali olan hasta sonuclar1 negatif olarak tanimlanmistir (Resim 2, Resim 3, Resim 4).

FISH analiz sonuglari cinsiyete gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildir
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(p> 0.05). Hasta orneklerien ait FISH sonuglar1 tablo 9'da verilmistir. Tablo 10'da FISH

sonugclari cinsiyet ile karsilastirilmistir.

Resim 2: DAPI goriintiisii  Resim 3: 13q del. Negatif hiicre Resim 4: 13q del. Pozitif hiicre

Tablo 9: FISH sonuglar1

Ornek No 13q Delesyon
sonucu
Hasta 1 Negatif
Hasta 2 Pozitif
Hasta 3 Pozitif
Hasta 4 Negatif
Hasta 5 Pozitif
Hasta 6 Pozitif
Hasta 7 Negatif
Hasta 8 Pozitif
Hasta 9 Negatif
Hasta 10 Negatif
Hasta 11 Negatif
Hasta 12 Negatif
Hasta 13 Negatif
Hasta 14 Negatif
Hasta 15 Pozitif
Hasta 16 Pozitif
Hasta 17 Pozitif
Hasta 18 Negatif
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Tablo 10: FISH sonuglarinin cinsiyete gore karsilagtirilmasi:

13 q delesyonu

Negatif Pozitif

Erkek % 44,4 % 55,6

Kadin %66,7 % 33,3

Toplam % 55,6 % 44,4
Pearson Chi-Square p: 0,343
Fisher's Exact Test p: 0,637

4.2. NF-kB ELiZA SONUCLARI

Calismanizda 18 hastanin kemik iligi aspirasyon 6rneklerinden elde edilen mononiikleer

hiicreler ile yapilan hiicre kiiltiirii éncesi ve sonrast NF-kB degerleri ELIZA yontemi ile

Olclilmiistir ve konsantrasyonlart 0,15 - 10 pg/ml arasinda olan NF-kB standartlari

kullanilarak olusturulan standart egri ile kantitasyonlar1 yapilmistir. Sonuglar Tablo 11°de

goriilmektedir. Tablo 12°de NF-kB degerlerinin 13q delesyon sonuglari ile karsilastirilmistir.
Tablo 11: NF-kB sonugclari

[ Ornek No: NF-kB Kiiltiir NF-kB Kiiltiir
Oncesi (mg/ml) | Sonrasi (mg/ml)
Hasta 1 0.46 0.45
Hasta 2 0.52 0.49
Hasta 3 0.29 0.32
Hasta 4 0.61 0.77
Hasta 5 0.55 0.45
Hasta 6 0.76 0.62
Hasta 7 0.65 0.6
Hasta 8 0.74 0.46
Hasta 9 0.31 0.4
Hasta 10 0.74 0.55
Hasta 11 0.6 0.42
Hasta 12 0.52 0.47
Hasta 13 0.35 0.49
Hasta 14 0.82 0.71
Hasta 15 0.07 0.14
Hasta 16 0.44 0.36
Hasta 17 041 0.57
Hasta 18 0.86 0.41
Ortalama 0,53 0,48
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Tablo 12: NF-kB degerlerinin 13q delesyon sonugclari ile karsilastirilmast:

NF-kB Kiiltiir Oncesi NF-kB Kiiltiir
Sonrasi

Ortalama 0,59 0,52

13 q Delesyonu | Say: 10 10
Negatif Standart Sapma 0,18 0,12
Minimum 0,31 0,40
Maksimum 0,86 0,77
Ortalama 0,47 0,42

13 q Delesyonu | Say: 8 8

Pozitif Standart Sapma 0,22 0,15
Minimum 0,07 0,14
Maksimum 0,76 0,62
Ortalama 0,53 0,48

Say1 18 18
Toplam Standart Sapma 0,20 0,14
Minimum 0,07 0,14
Maksimum 0,86 0,77

Mann-Whitney U 27 28
Cift yonlii p 0,24 0,28

degeri

13q delesyonu negatif hastalarda NF-kB kiiltiir 6ncesi degerlerin ortalamasi 0,59, kiiltiir
sonras1 degerlerin ortalamasi 0,52 ve 13q delesyonu pozitif hastalarda NF-kB kiiltiir 6ncesi
degerlerin ortalamas1 0,47, kiiltiir sonras1 degerlerin ortalamasi 0,42 olup fark istatistiksel

olarak anlaml degildir. (»p>0,05)

4.3. IMMUNHISTOKIMYASAL SONUCLAR

Calismanizda 18 hastanin kemik iligi aspirasyon orneklerinden elde edilen mononiikleer
hiicreler ile yapilan hiicre kiiltiirii 6ncesi ve sonrast ICAM degerleri immunhistokimyasal
yontemi ile Slciilmiistiir (Resim 5, Resim 6, Resim 7, Resim 8). Immnunhistokimyasal
degerlendirme su sekilde yapilmustir; her preparattan 5 alan, bu S'er alanda 100'er hiicre
sayildi. 100 hiicreden pozitif boyanma gosteren hiicreler belirlendi. 5'er alanin ortalamalari
alindi. Sonuglar tablo 13'de goriilmektedir. ICAM degerlerinin 13q delesyon sonuclari ile
karsilagtirilmistir (Tablo 14). Tablo 15°de 13q delesyonu negatif hastalarda ICAM ve NF-kB
degerlerinin karsilastirilmistir. 13q delesyonu pozitif hastalarda ICAM ve NF-kB degerlerinin
karsilastirilmast tablo 16’da goriilmektedir. Ayrica, 13q delesyonu pozitif ve negatif
hastalardaki ICAM kiiltiir 6ncesi deger ve ICAM Kkiiltiir sonras1 degerler farki (DICAM) ile
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NF-kB kiiltiir oncesi degerler ile NF-kB kiiltiir sonrasi degerler farklarinin (DNF-kB)
karsilastirilmast yapilmistir (Tablo 17).

Resim 5: ICAM kiiltiir 6ncesi goriintii-1 Resim 6: ICAM kiiltiir 6ncesi goriintii-2

Resim 7: ICAM Kiiltiir sonras1 goriintii-1 Resim 8: ICAM kiiltiir sonras1 goriintii-2
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Tablo13: ICAM sonuglari

Ornek No: ICAM Kiiltiir ICAM Kiiltiir
Oncesi (%) Sonrasi (%)
Hasta 1 34 443
Hasta 2 72.6 75.7
Hasta 3 75 74
Hasta 4 55 60
Hasta 5 0 75
Hasta 6 59.7 61.5
Hasta 7 82.5 85
Hasta 8 50.5 53.7
Hasta 9 46.3 50
Hasta 10 423 67
Hasta 11 60.2 75
Hasta 12 44.6 50
Hasta 13 81.6 80
Hasta 14 54 75
Hasta 15 79.5 75
Hasta 16 63 67.5
Hasta 17 68 69
Hasta 18 66.2 75
Ortalama 57,50 67,37

Tablo 14: ICAM degerlerinin 13q delesyon sonuglari ile karsilastirilmasi:

ICAM Kiiltiir Oncesi | ICAM Kiiltiir Sonrasi
Ortalama 56,67 66,13
13 q Delesyonu  Say: 10 10
Negatif Standart Sapma 16,24 14,21
Minimum 34 44,30
Maksimum 82,50 85
Ortalama 58,53 68.92
13 q Delesyonu  Say: 8 8
Pozitif Standart Sapma 25,38 7,87
Minimum 0,00 53,70
Maksimum 79,50 75,70
Ortalama 57,50 67,37
Say1 18 18
Toplam Standart Sapma 20,14 11,60
Minimum 0,00 44,30
Maksimum 82,50 85
Mann-Whitney U 31 37
Cift yonlii p 0,42 0,78
degeri
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13q delesyonu negatif hastalarda ICAM Kkiiltiir 6ncesi degerlerin ortalamast 56,67,

kiiltiir sonras1 degerlerin ortalamas1 66,13 ve 13q delesyonu pozitif hastalarda ICAM kiiltiir

oncesi degerlerin ortalamast 58,53, kiiltiir sonras1 degerlerin ortalamasi 68,92 olup fark

istatistiksel olarak anlamli degildir. (p>0,05)

Tablo 15: 13q delesyonu negatif hastalarda ICAM ve NF-kB degerlerinin karsilastirilmasi:

13q delesyonu negatif Ortalama Say1 Standart | Wilcoxon Cift
sapma yonlii p
degeri
Grup 1 ICAM 56,67 10 5,13
Kiiltiir
Oncesi 2,70 0.007
ICAM 66,13 10 4,49
Kiiltiir
Sonra
Grup 2 NF-kB 0,59 10 0,05 0.28
Kiiltiir
Oncesi -1,07
NF-kB 0,52 10 0,04
Kiiltiir
Sonrasi

13q delesyonu negatif hastalarda ICAM Kkiiltiir 6ncesi degerlerin ortalamas1 56,67,

kiltlir sonrast degerlerin ortalamast 66,13 olup fark istatistiksel olarak anlamlidir (p< 0.05).

13q delesyonu negatif hastalarda NF-kB kiiltiir oncesi degerlerin ortalamast 0,59, kiiltiir

sonrast degerlerin ortalamasi 0,52 olup fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p> 0.05).

Tablo 16: 13q delesyonu pozitif hastalarda ICAM ve NF-kB degerlerinin karsilagtirilmast:

13q delesyonu pozitif Ortalama Say1 Standart | Wilcoxon Cift
sapma yonli p
degeri
Grup 1 ICAM 58,53 8 25,38
Kiiltiir
Oncesi -1,40 0,16
ICAM 68,92 8 7,87
Kiiltiir
Sonra
Grup 2 NF-kB 0,47 8 0,22
Kiiltiir
Oncesi -0,91 0.36
NF-kB 0,42 8 0,15
Kiiltiir
Sonrasi
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13q delesyonu pozitif hastalarda ICAM kiiltiir 6ncesi degerlerin ortalamas1 58,53, kiiltiir

sonras1 degerlerin ortalamas1 68,92 olup fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p> 0.05).

13q delesyonu pozitif hastalarda NF-kB kiiltiir oncesi degerlerin ortalamasi 0, 47, kiiltiir

sonrasi degerlerin ortalamasi 0,42 olup fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p> 0.05).

Tablo 17: 13 q delesyonu pozitif ve negatif hastalardaki ICAM Kkiiltiir 6ncesi deger ve ICAM
kiiltiir sonras1 degerler farki (DICAM) ile NF-kB kiiltiir dncesi degerler ile NF-kB Kkiiltiir

sonrasi degerler farklarinin (DNF-kB) karsilagtirilmasi

DICAM DNF-kB
Ortalama 9, 46 -0,06
13 q Delesyonu  Say: 10 10
Negatif Standart Sapma 8,40 0,18
Ortalama 10,38 -0,04
13 q Delesyonu  Say: 8 8
Pozitif Standart Sapma 26,26 0,13
Ortalama 9,87 -0,05
Say1 18 18
Toplam Standart Sapma 17,93 0,15
Mann-Whitney U 20 38,50
Cift yonlii p 0,07 0,89
degeri

13q delesyonu negatif hastalarda ICAM Kkiiltiir oncesi degerler ile kiiltiir sonrasi
degerler arasindaki fark (DICAM) ortalamasi 9,46, 13 q delesyonu pozitif hastalarda DICAM
ortalamasi1 10,38 olup fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p> 0.05). 13q delesyonu
negatif hastalarda NF-kB kiiltiir 6ncesi degerler ile kiiltiir sonras1 degerler arasindaki fark
(DNF-kB) ortalamas1 -0, 06, 13 q delesyonu pozitif hastalarda DNF-kB ortalamasi -0,04 olup
fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p> 0.05).
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Tablo 18: Calismada yer alan hastalara ait demografik, klinik veriler

Hasta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 Ortalama
No
Yas
78 69 60 62 47 59 63 76 80 69 62 55 60 57 89 66 60 71 65.72
Cinsiyet
E E E K E E K E E K E K K E K K | K K -
Hb
| (g/dD) 9.6 |1249 ] 102 | 7.7 125 | 11.2 | 11.9 8.3 11.5 13.1 | 11.5] 13 10.5 12 8.6 | 9.6 11.2 9.6 10.80
WBC
(u/l) 4.5 5.6 4.5 6.9 8.1 3.8 2.6 5 49 7.4 5.5 12321 10.1 6.6 79 | 34 12.7 14.6 7.62
PLA
(u/l) 208 157 213 174 383 198 | 102 123 195 325 | 237 | 204 | 333 196 | 319 | 145 393 399 239.11
Cr
(mg/dl) 0.9 142 | 1.08 | 1.25 | 1.27 | 1.51 - 4.67 1.15 ] 0.78 | 1.3210.82 | 1.41 ] 098 | 0.9 | 0.65 9.7 1.63 1.84
Ca
(mg/dl) 7.9 10.8 | 9.02 8 12.8 9.3 8.6 11.5 9.5 9.8 10 8.8 8.6 8.9 9.1 | 9.1 9.5 8.9 9.45
LDH
(u/l) 106 301 263 189 132 108 | 142 161 204 177 158 | 143 | 133 176 | 118 | 192 275 157 174.16
CRP
(mg/dD) | 2.85 | 10.21 | 20.5 | 7.43 | 12.72 | 1.51 | 7.97 ] 9.53 | 13.37]118.09]1.43 | 1.51 ] 3.86 | 3.52 ] 109 ] 184 11.15 - 8.60
32 M >
| (ng/ml) | 3388 | 8087 | 4172 | 9768 | 3417 | 3092 - 20000 | 3682 | 1813 - - 4589 | 2022 - - 2574 - 5550.33
Plazma
Hiicresi | 23 70 70 11 75 85 22 90 26 21 13 17 29 22 80 80 85 85 50.22
(%)

Hb: Hemoglobin
WBC: Beyaz Kan hiicresi

Ca: Kalsiyum
LDH: Laktat dehidrogenaz

Cr: Kreatin
32 M: Beta 2 Mikroglobulin

PLA: Trombosit

CRP: C reaktif protein
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Tablo 19: 13q delesyon varligi ile klinik verilerin karsilastirilmasi

Yas HB WBC PLA Cr Ca LDH CRP 52 M Plazma
Hiicresi
Ortalama 65,70 11,04 8,63 237,30 1,13 8,9 158,50 6 4210 26,90
13q Say1 10 10 10 10 9 10 10 10 6 10
Delesyonu ¢ dart | 8,51 1,69 6,10 88,67 0,28 0,69 29 581 201624 | 21,14
Negatif S
apma
Minimum 55 7,70 2,60 102 0,78 7,90 106 0 1813 11
Maksimum | 80 13,10 23,20 399 1,63 10 204 18,09 9768 85
Ortalama 65,75 10,51 6,37 241,37 2,65 10,14 193,75 11,86 6890,33 | 79,37
13q Sayi 8 8 8 8 8 8 8 8 6 8
Delesyonu —o - qart 12,64 1,61 3,08 108,35 3,11 1,40 76,41 5,79 6720,22 | 7,28
Pozitif
Sapma
Minimum 47 8,30 3,40 123 0,65 9,02 108 1,51 2574 70
Maksimum | 89 12,50 12,70 393 9,70 12,80 301 20,50 20000 90
Ortalama 65,72 10,80 7,62 239,11 1,84 9,45 174,16 8,60 5550,33 | 50,22
Say1 18 18 18 18 17 18 18 18 12 18
Toplam
Standart 10,20 1,63 5 94,87 2,21 1,21 56,34 6,37 513345 | 31,27
Sapma
Minimum 47 7,70 2,60 102 0,65 7,90 106 0 1813 11
Maksimum | 89 13,10 23,20 399 9,70 12,80 301 20,50 20000 90
Mann- 37,50 31 32,50 38 25,50 14,50 32 17,50 14 6
Whitney U
Cift yonlii p 0,82 0,42 0,50 0,85 0,31 0,02 0,47 0,04 0,52 0,002+
degeri
* Cift yonli p degeri anlamlidir p<0,05
Hb: Hemoglobin Ca: Kalsiyum Cr: Kreatin PLA: Trombosit

WBC: Beyaz Kan hiicresi

LDH: Laktat dehidrogenaz

32 M: Beta 2 Mikroglobulin

CRP: C reaktif protein
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13q delesyonu negatif hastalarda kalsiyum diizeyleri ortalamasi 8,9 iken, 13q
delesyonu pozitif hastalarda kalsiyum diizeyleri ortalamas1 10,14 idi ve aralarindaki
fark istatistiksel olarak anlamli saptand1 (p=0,02).

CRP diizeyleri ortalamas1 13q delesyonu negatif hastalarda 6 iken, 13q delesyonu
pozitif hastalarda 11,86 idi ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli saptandi
(p=0,04).

Plazma hiicre ylizdesi ortalamas1 13q delesyonu negatif hastalarda, 13q delesyonu

pozitif hastalara gore diisiiktii ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (»=0,002)
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5. TARTISMA

MM, malign plazma hiicrelerinin proliferasyonu ile karakterize bir hastaliktir. MM’da
ortalama sagkalimin konvansiyonel tedavi sonrasinda 3-4 yil, yiikksek doz KT’yi takiben
otolog kok hiicre transplantasyon tedavisi sonrasinda ise 5-7 yil olmast MM tedavisi icin
onemli bir sorun olusturmaktadir. Ayrica, konvansiyonel ve yiiksek doz tedavilerin siklikla
uygulanmasina karsin, tiimor hiicrelerinin ¢esitli tedavilere karsi direng gelistirmesi etkin
tedavi igin diger 6nemli sorunu olusturur. Boylece MM tedavi edilemez hastalik olarak kalir
(1-10).

MM’da ortalama sag kalimi sinirlayan kemoterapi sonrasi goriilen relapslarda minimal
rezidiiel hastaligin primer kaynagi olarak kemik iligi mikrogevresinin sorumlu oldugu
bildirilmistir. MM hiicreleri ve Ki stromal hiicreler ya da MM hiicrelerinin ekstraselliiler
matriks proteinleri arasindaki direk etkilesimler hiicre yiizey proteinleri ve hiicre adezyon
molekiilleri ile saglanmaktadir. MM hiicrelerinin ekstraselliiller matriks elemanlarina
adezyonunun, kemoterap6tik ajanlara direng gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir. Bu
antiapoptotik durum ‘hiicre adezyon aracili ila¢ direnci’ (CAM-DR) olarak tanimlanir (38).

Hiicre adezyon aracili ila¢ direncinde iki ana etmen yer alir. Bunlardan birincisi, timor
hiicresi ile mikrogcevre elemanlar1 arasindaki fiziksel iliski, digeri ise ¢Oziinebilir faktorlerin
(sitokinler vb.) lokal iiretimidir. MM’da tiimor hiicrelerinin adezyon molekiilleri ile
fibronektine adezyonu ila¢ direncini ortaya ¢ikardigi bulunmustur. CAM-DR de novo ilag
direnci olarak adlandirilmaktadir ve kazanilmis ila¢ direncinden yapi ve genetik olarak
farklidir (39).

Son yillarda MM’nin genetik temelinin anlagilmast yoniinde bir¢ok aragtirma
yapilmustir. Sitogenetik ve FISH yontemleri ile yapilan incelemelerde MM’da bir¢ok genetik
degisikligin oldugunu gostermistir. Yapilan FISH analizleri ile %40 oraninda rastlanan 13.
Kromozom delesyonlar1 kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (21,31).

Yapilan caligmalarda invitro olarak ilag direnci gelistirmis MM hiicrelerinin alfa-4,

B1 integrin eksprese ettikleri ve Ki stromal hiicrelere adezyonunun VLA-4/VCAM ve LFA-
1/ICAM-1 adezyon molekiilleri arasindaki iligki ile saglandigi ve bu molekiillerinin artmis
ekspresyonlarinin ila¢ direncine neden oldugu belirlenmistir. Ayrica ilag direnci gelisiminde
diger bir dnemli mekanizmanin MM hiicrelerinin bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB

aracilifiyla apoptoza direng gelistirdikleri bilinmektedir (19,23,25).
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MM’da hiz siirlayict basamak olan, gelisen ilag direnci, relaps, refrakter ve daha
yasl hastalar igin yeni ilaglarin kullanimimin zorunlulugunu ortaya koymustur. ilag direci ile
kisitlanan tedavi 1990’larin sonunda thalidomid ve onun analogu olan lenalidomid ile
proteozom inhibitorii ailesinin ilk {iyesi bortezomib’in MM’da kullanilmaya baslanmasi ile
yeni bir boyut kazanmustir. ilk ¢alismalarda bortezomib relaps MM hastalarinda klinik olarak
etkili bulunmustur. Bortezomib protein degredasyonunda dnemli rol oynayan 26S proteozomu
geri dontlistimlii olarak inhibe eder. Bu kompleksin inaktivasyonu, transkripsiyon faktorii olan
NF-kB’nin inaktivasyonuna yol acar. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda MM hiicre hattinda
CAM-DR’yi bortezomib’in geri cevirdigini bildirmistir. Bortezomib’in adezyon molekiil
ekspresyonunu etkiledigini bildirmektedir (32,33).

Bu calismadaki amacimiz; MM’da kétii prognoz ve ilag direnci gelisiminde 6nemli bir
faktor olarak tanimlanan 13q delesyon varligi ile ilag direnci gelisiminden sorumlu molekiiller
olarak belirlenen ICAM ve NF-kB ekspresyon degisikliklerini invitro olarak bortezomib ile
kiiltiire edilmis kemik iligi mononiikleer hiicrelerinde kiiltlir 6ncesi ve sonrasi ekspresyon
degisiklikleri iliskisinin incelenmesidir.

Calismamizda 18 MM hastasinin 6rneklerinde FISH ile 13q delesyonu incelendiginde
13q delesyon orani %44,4 olarak bulunmustur. Largo C. ve ark. (40) 26 MM hastasinda
yaptiklar1 FISH analizinde 13q delesyonu oranimi % 38 olarak bildirmislerdir. Agnelli L. ve
ark. (41) 80 yeni tan1 almis MM hastalarinda yaptiklar1 FISH analizi ile 13q delesyon oranini
%53.8 olarak bulmuglardir. Caligmamizda 13q delesyon varligi cinsiyet ile karsilastirilinca
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunamamistir. {lgili literatiirde yapilan FISH tarama
caligmalarinda cinsiyet ile 13q delesyon varligi karsilastirilmamistir ancak Kroger N. ve ark.
(42) 120 MM hastasinda 13q delesyon varlig: ile bir¢cok demografik veriyi karsilagtirdiklari
calismada 13q delesyon oranim1 %45,5 olarak bulmuslardir ve 13q delesyon varligi ile
cinsiyet karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir veri elde edilememistir. Bu anlamda
calismamizdaki 13q delesyon sonuglart literatiir ile uyum gostermektedir.

NF-kB’nin karsinogenesisde Onemli bir rol oynadigi yapilan bir¢ok calisma ile
desteklenmis ve NF-kB’nin hem hematolojik hem de solid tiimorlerde aktive oldugu
bulunmustur. NF-kB’nin aktivasyonu ile kemoterapotik ajanlar ile indiiklenen apoptozu
inhibe ettigine dair bilgiler mevcuttur (27). Calismamizda MM hastalarinin kemik iligi
aspirasyon Orneklerinden elde edilen mononiikleer hiicreler ile yapilan hiicre kiiltiiriinde

kiltir 6ncesi NF-kB ekspresyon degerleri ile kiiltiirde bortezomib eklenmesi sonrasindaki
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ekspresyon degerleri karsilastirildiginda bortezomib eklenmesinden sonra NF-kB degerinin
azaldig1 bulunmustur fakat bu veri 13q delesyon varlig: ile karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli degildir. Cilloni D. ve ark. (43) kronik myeloid 16semi (KML)’de gelisen
imatinib direnci ile NF-kB iliskisini inceledikleri ¢alismada; 19 imatinibe direngli KML
hastasinda elde ettikleri kemik 1iligi mononiikleer hiicrelerde NF-kB aktivasyonu
incelediklerinde aktivasyon oranini %87 oldugunu bulmuslardir. imatinibe direngli ve duyarl
2 KML hiicre hattinda ve imatinibe diren¢li KML hasta ornekleri ile yapilan hiicre kiiltiiriinde
NF-kB’nin inhibitorii olan IKK’y1 etkileyen PS1145 maddesi eklenmesi ile kiiltiir sonrasinda
NF-kB aktifliginin azaldig1 ve imatinib direncinin ortadan kalktigini bildirmislerdir. He H. ve
ark. (44) multipl miyelom hiicre hattinda NF-kB aktivasyonun doksorubisin ve genistein
eklenmesi ile degisimini inceledikleri ¢alismada, NF-kB‘nin doksorubisin eklenemesinden
sonra aktifliginin arttigini, miyelom hiicrelerinde proliferasyon artis1 ve apoptoz
inhibisyonunun oldugunu gézlemlemislerdir. Fakat genistein ile doksorubisin kombine olarak
verildiginde NF-kB’nin etkisinin azaldigi, miyelom hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi ve
proliferasyonun inhibe oldugunu bildirmislerdir. Bu durum MM’da NF-kB aktivasyonunun
ilag indiiklii apoptoza direncden sorumlu olabilecegini ve ilag direnci gelisiminde ana
rollerden birini oynadigmi diisiindiirmektedir. Yapilan literatiir taramasinda ulasilabilen
literatiirde MM’da 13q delesyonu ile NF-kB ekspresyon iligkisinin incelendigi bir ¢aligma
bulunamamustir.

Birgok kanserde oldugu gibi MM’da da 6nemli sorunlardan birini olusturan hiicre
adezyon aracili ilag direncinde adezyon molekiillerinin artmis ekspresyonu direng gelisiminde
ana etmenlerden biri olarak tanimlanmistir (35). Calismamizda 13q delesyon varlig ile kiiltiir
oncesi ve kiiltiir sonras1 ICAM degerleri karsilastirildiginda fark istatistiksel olarak
anlamsizdir. Fakat 13q delesyonu olmayan hastalarda ICAM kiiltiir 6ncesi degerleri ile ICAM
kiiltiir sonras1 degerleri karsilastirildiginda bortezomib eklenmesi ile ICAM ekspresyon
degerlerinin arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir. Schmidmaier
R. (38) ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada klinik ve laboratuvar 6zellikleri ayn1 15 tedavi almis ve
17 tedavi almamis MM hastalarinin kemik iligi aspirasyon orneklerinde adezyon molekiil
ekpresyon incelemesinde tedavi almis gruptaki ICAM ekspresyonun almamis gruba gore ¢ok
yiiksek oldugunu bulmuslardir. Tedavi almis grupta kemoterapiye direng gelistirmis hastalarin
degerleri tedavi almamis ve direng gelistirmemis grup ile karsilastirildiginda ICAM

ekspresyon degerlerinin oldukca yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum ilag direnci

47



gelisiminde ICAM’1n ekspresyonun 6nemini tekrar vurgulamaktadir. Igbal M.S. (46) ve ark.
55 MM hastalarinin kemik iligi aspirasyon Orneklerinden elde ettikleri mononiikleer
hiicrelerde NF-kB aktivasyonu ile ICAM ekspresyonunu karsilastirdiklar: calismalarinda, NF-
kB’nin DNA baglama aktivitesi ile ICAM ekpresyonunun pozitif yonde korelasyon
gosterdigini ve MM hastalarindaki ICAM ekspresyonunun normal kemik iligi plazma
hiicrelerindeki ekspresyona gore oldukca diisiik oldugunu, ekspresyon alaninin perivaskiiler
alanda yogun oldugunu vurgulamislardir. Lin Y.C. ve ark. (45) akciger kanserinde yaptiklari
calismada, 40 akciger kanserli hasta orneklerinde ICAM ekspresyonunu incelemislerdir.
Normal akciger epitelinde ICAM ekspresyonu gozlenmezken tiimor Orneklerinde farkl
derecelerde ekpresyon seviyeleri bulmuslardir, yiikksek ICAM ekspresyonun oldugu grupta
ileri evre hastalik, lenf nod metastaz1 ve kotii prognoz oldugunu goézlemlemislerdir. [CAM
ekspresyonu ile tiimor durumunun iliskili oldugunu vurgulamislardir. Ayrica akciger kanseri
hiicre hattinda plazmit ile ICAM ekspresyonu artis1 yapilan grupta kontrol grubuna gore
artmis NF-kB aktivitesi ve proliferasyon gozlemlemislerdir. Sampaio MS. ve ark. (47)
yaptiklar1 ¢aligmada, 53 MM hastasinin kemik iligi orneklerinden NF-kB ve ICAM gen
ekspresyonu diizeyleri ile hastalik evre, sagkalim ve tedaviye yanit iliskisini incelemislerdir,
ileri evre hastalikta artmis NF-kB ve ICAM ekpresyonu gozlemlerken, sagkalim ve tedaviye
yanit oranlarinin azaldigini gézlemlemislerdir. Bu durum MM hastalarinda NF-kB ve ICAM
ekpresyon diizeylerinin, sagkalim ve tedaviye yanitta Onemli bir faktér oldugunu
kanitlamigtir. Literatiir taramalarimizda MM hastalarinda NF-kB ve ICAM ekspresyonlarinin
13q delesyon varligi ile iliskisini inceleyen ¢alismaya rastlanmamistir.

Bir proteozom inhibitdrii olan Bortezomib’in MM tedavisine girmesi énemli bir sorun
olan tedaviye yanitsizlik ve diisiik sagkalim oranlarinin asilmasi i¢in umut vaad eden bir
gelisme olmustur (33). Calismamizda NF-kB ve ICAM ekpresyon degerlerinin kiiltiire edilen
hiicrelere bortezomib eklenmesi ile azalmasi ila¢ direnci gelisiminden sorumlu olan bu
molekiiller lizerinden etki eden bortezomibin etkinliini vurgulamistir. Fakat 13q delesyon
varlig ile bu degerler karsilagtirildiginda fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Baumann
ve ark. (48), multipl miyelom hiicrelerinde bortozomibin DNA hasar mekanizmasi ile ¢alisan
melphalan ve doksorubisin ile etkilesimlerini incelemislerdir. Melphalan ve doksorubisin ile
inkiibe edilen hiicrelerde ilag direnci gelisiminde 6nemli olan NF-kB’nin ekspresyonunun
arttigin1 fakat bortezomib ile birlikte inkiibasyon sonrasinda melphalan ve doksorubisin ile

indiiklenen NF-kB aktivasyonunun inhibe edildigini bulmuslardir (25). Balsas P. ve ark. (49),
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MM hiicre hatlarinda bortezomibin apoptotik bir yolak olan Apo2L/ TRAIL yolag iizerinden
etkisini incelediklerinde MM hiicre hattinda kiiltiire edilen hiicrelere bortezomib eklenmesi
sonrasinda bu yolagin aktiflestigini, apoptoz oranlarinin arttifin1 bildirmislerdir. Bu durum
bortezomib’in bir¢ok yolakda etkilesim yolu ile apoptozu indiikleyebilecegini ortaya
cikarmistir. Congdon L.M. ve ark. (50), MM hiicrelerinde ila¢ direncinin engellenmesinde
bortezomib’in ilag transportunda Onemli bir molekiil olan topoll iizerinden etkisini
degerlendirmislerdir. Yapilan ¢alismada ilag direnci gelismis MM hiicre hattinda bortezomib
eklenmesi ile topoll aktivitesinin arttigin1 ve bu durumun ilag etkisinin artis1 ile apoptozu
indiikledigini proliferasyon oranlarinin azaldigini belirtmislerdir. Yanamandra N. ve ark. (37)
yaptiklari ¢caligmada ilag direnci gelistirmis MM hiicre hatlarinda ve primer MM hiicrelerinde
tipifarnib ve bortezomibin birlikte verilmesinin hiicre adezyon aracili ilag¢ direncinin
engellenmesinda cok daha etkili oldugunu gostermislerdir. Bu durum MM tedavisinde
bortezomib ile diger kematerapdtik ajanlarin kombine olarak verilmeye baglanmasinin hiicre
adezyon aracilt ila¢ direncinin engellenmesinde daha yarali olacagini vurgulamistir.
Incelenebilen literatirde MM’da bortezomibin NF-kB ve ICAM molekiilleri iizerinden
etkisinin 13q delesyon varligi ile iligkisini inceleyen ¢aligmalar bulunmamaktadir.

Calismamizda 13q delesyon varligi ve klinik veriler incelendiginde 13q delesyonu
negatif hastalarda kalsiyum diizeyleri, 13q delesyonu pozitif hastalara gore istatistiksel olarak
anlamli distiktiir. 13q delesyonu negatif hastalarda CRP diizeyleri, 13q delesyonu pozitif
hastalara gore istatistiksel olarak anlamli diisiiktiir ve 13q delesyonu negatif hastalarda
plazma hiicre ylizdesi ortalamasi, 13q delesyonu pozitif hastalara gore anlamli diisiiktiir.
Huang SY ve ark. (51) yeni tan1 almig 150 multipl miyelom hastalarinda yaptiklar1 ¢calismada,
hastalarin klinik verileri ile 13q FISH analiz sonuclarini karsilastirdiklarinda 13q delseyonu
olan hastalarda kalsiyum ve CRP diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulmamalarina ragmen, 13q delesyonu pozitif hastalarda daha yiiksek plazma hiicre yiizdesi
gbzlemlemislerdir.

Bortezomib’in MM’da kullanilmaya baslanmasi ile MM tedavisi yeni bir boyut
kazanmustir, fakat kullanilan bu ilacin bir¢ok doz sinirlayict etkilerini olusu ve bir¢ok hastada
relapslarin gézlenmesi tedavi i¢in asilmasi gereken yeni sorunlari ortaya ¢ikarmistir. Devam
eden preklinik ¢aligmalarda, MM’ nin patofizyolojik mekanizmasinin tanimlanmasi, timor
sitotoksisitesine etkili, ila¢ direncini, ortadan kaldiran, hasta yararlanimligini arttiran yeni

tedavi segenekleri belirlenmeye calisilmaktadir (35). Ayrica, hiicre adezyonundan sorumlu
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mediatorlerin tanimlanmast CAM-DR’yi yok etmede ve MM tedavisinde yeni hedefler
olusturmada 6nemlidir. MM’da negatif prognostik faktdr olarak tanimlanmis 13q delesyon
varlig1 ve ilag¢ direnci iliskisinin agiklanmasi icin MM patolojisinde yer alan molekiiller ile
yapilan, genis hasta gruplarmi iceren caligmalara gereksinim vardir. Bu g¢ergcevede bizim
calismamiz, ulasilabilen literatiirlerde yapilmamis bir calisma olan 13q delesyon varlig ile
bortezomib etki mekanizmasmin NF-kB ve ICAM molekiilleri iizerinden incelemesi
yoniinden CAM-DR gelisiminde rol oyanayan NF-kB ve ICAM molekiillerini 13q delesyonu
ile iligkisini anlamada yararli olmustur. Fakat yapilan ¢alismamizin daha genis hasta serileri

ile desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda elde ettigimiz sonuclarimiz ozetle sdyledir.

1. FISH bulgularina gore 13q delesyon pozitifligi % 44,4 diir.

2. 13q delesyon varlig1 cinsiyet ile karsilastirilinca istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunamamastir.

3. 13q delesyon negatif veya pozitifligine goére NF-kB kiiltiir 6ncesi ve sonrasi deger
farklar istatistiksel olarak anlamli degildir.

4. 13q delesyonu negatif hastalarda kiiltiir 6ncesi ICAM degerleri kiiltiir sonrasi
degerlere gore istatistiksel olarak anlamli diisiiktiir. 13q delesyonu pozitif olan
hastalarda bu degerlerin farki istatistiksel olarak anlamli degildir.

5. NF-kB degerlerinin kiiltiir dncesi ve sonrasi farki ve ICAM degerlerinin kiiltiir 6ncesi
ve sonras1 farki 13q delesyon pozitifligi veya negatifligine gore incelendiginde
istatistiksel olarak anlamli degildir.

6. 13q delesyonu negatif hastalarda kalsiyum diizeyleri,13q delesyonu pozitif hastalara
gore istatistiksel olarak anlamli diisiiktiir.

7. 13q delesyonu negatif hastalarda CRP diizeyleri,13q delesyonu pozitif hastalara gore
istatistiksel olarak anlamli diisiiktiir.

8. 13q delesyonu negatif hastalarda plazma hiicre yilizdesi ortalamasi, 13q delesyonu

pozitif hastalara gore diisiiktii ve bu fark istatistiksel olarak anlamlidur.

MM tedavisinde 6nemli bir sorun haline gelen kazanilmais ilag direnci gelismesinde
ICAM ve 13q delesyon varliginin rol oynayabilecegi One siirilmistiir. Calisma
sonuglarimizda 13q delesyon varligi ile ICAM ekpresyon degisikliginin gozlenmesi, ilag
direncinde ve 13q delesyon iliskisinin bu asamada bir etki olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Literatiirde bu 3 parametreyi ila¢ direnci gelisimi agisindan ayni anda inceleyen calisma
olmadig1 i¢in ¢caligmamiz bu anlamda dnemlidir.

Verilerimizde NF-kB aktifligi ile 13q delesyon varligimin anlamli yonde iliskili
bulunamamistir. Calismamizda NF-kB aktifligine tek bir yontem ile incelenmis olmasi bu
durumun nedeni olabilir. Bu sebeple ileride planlanan ¢alismalarda NF-kB aktifligini birden

fazla yontem ile degerlendirilmesini 6nermekteyiz.
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Ayrica, calismadaki hasta saymmizin kisith olmasi ve cinsiyet dagilimimin esit
olamamasi bu calisma i¢in kisitlayici bir asama olmustur.

Ileride planlanan ¢alismalarda, 13q delesyon varlig1 ICAM ekspresyon iliskisi ve
NF-kB aktifliginin ila¢ direnci gelistiren daha ¢ok sayida hastada incelenmesi, tedavinin ilk
asamalarinda ve ila¢ direnci gelisiminden sonraki asamalarda NF-kB aktifliginin ve ICAM
ekspresyon seviyelerinin incelenmesi bu iliskiyi genis bir cercevede aciklayabilecegi

ongoriilmektedir.
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EK.2: GONULLU BIiLGILENDIRME FORMU

GONULLU BILGILENDIRME FORMU
Hekiminiz size Multipl Miyelom tanis1 koymustur. Bu hastalik kétii huylu bir kemik iligi

kanseridir. Tedaviniz hekiminiz tarafindan giincel yontemlerle gergeklestirilmektedir.

Bu calismadaki goniillii kisiler Dokuz Eyliil Universitesi Eriskin Hematoloji Bilim Dali
polikliniginde Multipl Miyelom tanisi konumus tedavi protokoliine gdre birinci sira ilag tedavisini

almis ve ilag direnci gelistirmesiyle ikinci ilag tedavisine geg¢ilmis hastalar olacaktir.
Calismamizda hedefledigimiz yaklagik goniillii sayis1 40 hastadir.

Calismamizin siiresi 1 yil ile siirlidir. Ancak, arastirma igin goniilliilerden rutin tanisal
islemler sirasinda bir kere alimacak olan kemik iligi Ornekleri kullanilacaktir. Arastirma igin

goniilliilerden ek bir talepde bulunulmayacaktir.

Bu ¢alismada, birinci sira ilag tedavi almig ve ilag direnci gelistirmesiyle ikinci sira tedaviye
gecilmis multipl miyelom hastalarinda  ilag¢ direnci gelismesinde etkili olabilecegi diistiniilen 13.
kromozom kayiplarina, Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) ve Interseliiler Adezyon Molekiilii (ICAM)
molekiillerinin sentez diizeylerine belirtilen hasta gruplarindan rutin tanisal islemler sirasinda alinan

kemik iligi 6rneklerinde bakilacaktir.

Bu arastirmada hedefledigimiz tibbi yarar; 13. kromozom kayipli MM hastalarinda ilag
direnci gelismesinde &nemli oldugu belirlenmis ICAM-1 ve NF-kB molekiillerinin diizeyleri
incelenmesiyle, gelecekte bu hastalarin tedavilerinin planlanmasi asamasinda 13. kromozom

kayiplarina bakilarak daha etkin, hedefe yonelik tedaviler gelistirilmesine katki saglanmasidir.

Bu calisma sirasinda uygulanacak testlerin ve aragtirma ile ilgili gerceklestirilecek diger
islemlerin masraflar size veya giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya
kurulusa 6detilmeyecektir. Bu ¢aligmaya alinmakla hastaliginizin tani ve tedavisi ile ilgili ek bir iglem

kesinlikle yapilmamaktadir.

Gontlli bu galigmaya katilmayi red etme ya da aragtirma basladiktan sonra devam etmeme
hakkina sahiptir. Bu c¢alismaya katilmaniz veya bagladiktan sonra herhangi bir sathasinda ayrilmaniz
daha sonraki tibbi bakimimiz etkilemeyecektir. Arastirmact da goniilliiniin kendi rizasina bakmadan,

olguyu arastirma dis1 birakabilir.
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Bu calismada yer aldiginiz siire igerisinde kayitlarimzin yam sira iligkili saglik kayitlariniz
kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlarimiz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik
Bakanligimma agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalmizca arastirma amaciyla
toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda
isminiz kullanmilmayacak ve wveriler izlenerek size ulagilamayacaktir. Uygulama sirasinda
karsilasabileceginiz olasi risk ve rahatsizliklar bulunmamaktadir.

Yukarida goniillilye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazil ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya
kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Hastanin;

Adr:

Soyadu :

Tarih :

imza :

Olur Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Tamklik Eden Kurulus Gérevlisinin
Adr:
Soyadu :
Telefon Numarasi :
Tarih :

imza :

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Adr:

Soyadu :

Telefon Numarasi :
Tarih :

imza :
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