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OZET

ALSAADONI H. MiR-21, MiR-32 ve MiR-181’a/b’nin Multipl Myelom’da
Tedaviye Yanit Acisindan Arastirilmasi. Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2018.

Multiple miyeloma (MM) kemik iliginde klonal malignant plazma hiicrelerinin
cogalmast ile karakterize edilen B-hiicre neoplazmadir. insidans orani 16semiden daha
yiiksektir ve hematolojik sistem malignant tiimorleri arasinda lenfomadan sonra ikinci
sirada olan MM tiim hematolojik kanserlerin yaklasik %15’ini olusturmaktadir. MM
tedavisinde yiiksek tam cevap orani ve daha uzun yasam siiresi saglayan thalidomid,
bortezomib ve lenalidomide gibi yeni ilaglarin tanimlanmasina ragmen MM hala tedavi
edilemeyen bir hastaliktir.

MikroRNA (miRNA)’lar kanserde hiicre farklilasmasi, apoptoz ve hiicre
cogalmast gibi kritik biyolojik siireclerde rol oynamaktadirlar. Son yillarda yapilan
calismalarla insan miyeloma hiicre hatlarinda ve primer hasta 6rneklerinde miRNA
profilleri tanimlanmig ve ekspresyon paternleri spesifik genetik anomaliler ve hastanin
surveyanst ile iligkilendirilmistir.

Tez ¢aligmamizda tedaviye yanitla iliskili oldugu tahmin edilen 4 miRNA'nin
ekspresyon diizeyleri (miR-21, miR-32, miR-181a ve miR-181b) hastaligin farkli
gruplarinda incelenerek MM patogenizindeki etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir. 38
MM hastas1 (tedavi Oncesi ve sonrasi) ve saglikli kontrol grubunun tam kan
orneklerinden elde edilen RNA o&rneklerinde Gergek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu teknigi kullanilarak ekspresyon seviyeleri arastirildi.

Sonuglarimiz kemoterapi tedavisine baslamadan once 4 miRNA’nin kontrole
gore daha yiiksek oranda eksprese oldugunu ve tedaviden sonra bu ekspresyon
seviyelerinin tedaviye yanitla azaldigini, ancak bazi hastalarin tedaviye yanitsiz
kaldigin1 gosterdi. Kemoterapi yanit veren grupta MM hastalifindan bagimsiz olarak
gegen siire, tedaviye yanitin bir sonucu olarak azalmis miR-32 ekspresyon seviyeleri ile
iliskili bulundu.

Anahtar Kelimeler: Multipl Myelom, kanser, mikroRNA, plazma Hiicre, real-
time PCR

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 56338.



XVi

ABSTRACT

ALSAADONI H. Investigation of MiR-21, MiR-32 and MiR-181a/b in terms of
Treatment Response in Multiple Myeloma. Istanbul University Institute of Health
Sciences, Department of Molecular Medicine. Doctoral Thesis. Istanbul. 2018.

Multiple myeloma (MM) is a B-cell neoplasm characterized by the proliferation
of clonal malignant plasma cells in the bone marrow. The incidence rate is higher in
leukemia and hematologic system comes second after lymphoma among malignant
tumors and constitutes about 15% of all haematological cancers. Despite the
identification of new drugs such as thalidomide, bortezomib, and lenalidomide, which
result in a higher overall response rate and longer life span in MM treatment, MM is
still an untreatable disease.

MicroRNAs (miRNAs) play a role in critical biological processes such as cell
differentiation, apoptosis and cell proliferation in cancer. Recent studies have identified
miRNA profiles in human myeloma cell lines and primer patient specimens, and these
mIiRNA expression patterns have been associated with specific genetic anomalies and
the patient's surveillance. The aim of this thesis work was to examine that difference in
expression levels of the 4 miRNAs (miR-21, miR-32, miR-181a and miR-181b)
associated with response to treatment.

RNA samples that obtained from whole blood samples of 38 MM patients (pre-
treatment and post-treatment) and healthy control groups were investigated the
expression pattern of miRNAs using Real-Time PCR technique.

The comparison of MM group with healthy controls revealed upregulation of 4
miRNAs levels before starting of chemotherapy treatment, and after treatment there
were decreased in these levels as response in treatment but some patients showed non-
response effect to treatment. In chemotherapy response group, the length of time free
from MM disease was associated with decreased miR-32 Expression levels as a result of
treatment response.

Keywords: Multiple myeloma, cancer, microRNA, plasma cell, real-time PCR
The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 56338.



1. GIRIS VE AMAC

Kanser, viicuttaki hiicrelerin anormal hale gecerek kontrolsiiz bir bigimde
cogalma gdsterdigi bir hastalik grubudur. Kanserli hiicreler, yakindaki diger dokular
istila edebilir ve ayn1 zamanda kan dolagimi ve lenfatik sistem araciligi ile viicudun

diger bolgelerine yayilabilir.

Kanser hastaligi, hem gelismekte olan hem de gelismis iilkelerde, yiiksek
insidansi, maliyeti ve mortalite nedeniyle en Onemli saglik sorunlarindan birini
olusturmaktadir. Diinya genelinde kanser, morbidite ve mortalite acisindan en Onde
gelen nedenlerden birisidir. 2012 yilinda yaklasik 14 milyon yeni kanser vakasi ortaya
ctkmistir (1). Oniimiizdeki 20 yil icerisinde yeni vakalarin %70 oraninda artmasi
beklenmektedir. Tiim diinyada kanser hastaligi, en yaygin 6lim nedenleri arasinda
ikinci siradadir ve 2015 yilinda 8,8 milyon insan kanser nedeniyle hayatin1 kaybetmistir.
Diinya capinda neredeyse 6 Oliimden biri kanser hastaligina baglidir. Kansere bagh

oliimlerin yaklasik %70’1, diisiik ve orta gelir diizeyindeki iilkelerde gergeklesmektedir

(1).

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2011 yili degerlendirmelerine gére kanser,
biitlin koroner kalp hastaliklarina veya biitiin inmelere bagli olarak gerceklesen
Oliimlere kiyasla daha fazla sayida oliime sebebiyet vermektedir (2). Tiim diinyada
kanserle ilgili demografik ve epidemiyolojik degisikliklerin olusturdugu tablo,
ontimiizdeki yillar icerisinde diisiik ve orta gelirli iilkeler basta olmak iizere kanser
hastaliginin giderek biiyiiyen bir sorun olusturacagina isaret etmektedir ve 2025 gibi

yakin bir tarihte 20 milyon yeni kanser vakasinin goriilmesi beklenmektedir (3).



Multipl myelom (MM) biitiin kanserlerin %1’ini ve hematolojik malignitelerin
ise %10’unu olusturmaktadir (4, 5). Amerika Birlesik Devletleri’nde her yi1l 20,000°in
tizerinde yeni tant konulmaktadir (6). Yasa gore diizeltilmis yillik insidans, Amerika
Birlesik Devletleri’'nde on yillardir sabit bir seyir gdstermektedir ve 100,000’de 4
civarindadir (7). Multipl myelom, erkeklerde kadinlara oranla biraz daha sik
goriilirken; Afrika kokenli Amerikalilarda beyaz irka kiyasla iki kat daha sik

goriilmektedir (8). Medyan tan1 yasi ise yaklasik 65°tir (9).

Multipl myelom hastalarinin neredeyse tamaminda, hastalik, énemi belirsiz
monoklonal gamopati (MGUS) olarak adlandirilan premalignant bir evreden gelisim
gostermektedir (10, 11). MGUS, 50 yas ve iizeri popiilasyonun %3’iinden daha
fazlasinda goriilmekte iken; MGUS un multipl myelom veya iligkili malignitelere dogru
ilerleme gosterme orami yilda %1°dir (12-15). MGUS asemptomatik oldugundan,
MGUS’Iu bireylerin %50’sinden daha fazlasi, klinik tan1 konulmasinin 6ncesinde 10
yildan daha fazla siireyle bu duruma sahiptirler (16). Bazi hastalarda ise, sessiz
(smoldering) multipl myelom (SMM) adi verilen, asemptomatik ancak daha ileri bir
premalign ara evre klinik olarak gézlemlenmektedir (17). SMM, taniy1 takip eden ilk 5
yil igerisinde yilda %10 oraninda, daha sonraki 5 yil igerisinde yilda %3 oraninda ve
daha sonraki yillarda ise yilda %1,5 oraninda multip] myeloma dogru ilerleme

gostermektedir.

Multipl myelom i¢in tedavi, hastada semptomlarin goriiliip goriilmemesine ve
hastanin genel saglik durumuna baghh olmaktadir. Tedavi i¢in hedef, myelom
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi, timor biiylimesinin kontrol altina alinmasi, agri

kontrolii ve hastanin aktif yasamina devam edebilmesini saglamaktir. Multipl myelom



icin bir tedavi bulunmamakla birlikte, bir¢ok hastada kanser yillarca basarili bir bigimde

yonetilebilmektedir.

Glintimiizde, yeni tan1 alan MM hastalarinin tedavisi, yeni terapotik ajanlar olan
proteozom inhibitorleri (bortezomib), immiinomodulator ajanlar (IMiDs) (lenalidomid
ve talidomid), kortikosteroidler (deksametazon ve prednizolon) ve alkilleyici ajanlarin
(siklofosfamid ve melfalan) kombinasyonuna dayanmaktadir (18-20). Bu tedavi
stratejileri hastalarin medyan sagkalim siiresi iizerinde olumlu sonuglar saglamakla
birlikte, MM hastalarinin ¢ogunlugunda hastalik niiks etmektedir. Bu nedenle MM hala
tedavisi olmayan bir hastalik olarak kabul edilmektedir ve daha gelismis tedavilerin

gelistirilmesi zorunlu bir ihtiyag haline gelmistir.

Myelom, genellikle 6nemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS) olarak
adlandirilan ve asemptomatik prekanserdz bir asama olan klonal plazma hiicre
proliferasyonundan gelismektedir. MGUS, 50 yas ve lizeri popiilasyonun %3’iinden
daha fazlasinda bulunmaktadir ve myelom ya da iliskili malignetelere yilda %]l
oraninda ilerleme gostermektedir (21). MGUS’un bir varyanti, asemptomatik veya
sessiz plazma hiicresi myelomu olarak adlandirilmaktadir. Sessiz plazma hiicresi
myelomunda, multipl myelom tanis1 i¢in gerekli klinik kriterler bulunmakla beraber,
organ veya dokularda iligkili bir bozukluk goériilmemektedir (22). Multipl myelom,
cesitli sitogenetik anormalliklerle karakterizedir. Bu anormalliklerin bazilar1 prognostik
Ooneme sahip olabilmektedir. Ancak bu kromozom anormallikleri ve hastalik
progresyonu arasindaki iliskiler net degildir ve sagkalimla ilgili giivenilir bir 6ngorii
saglayamamaktadir (21). MGUS’ un myeloma dogru ilerleyip ilerlememesi ile ilgili tek
bir etkenin belirleyici olmamasindan dolayi, hastalarin diizenli araliklarla kontrol

edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, kanser progresyonu i¢in yiiksek risk altinda olan



hastalar1 belirleyebilecek bir tani yontemi, hastalar i¢in biiylik fayda saglayacaktir ve

erken tedavi ile daha iyi bir prognoz i¢in de zemin olusturabilecektir.

Son zamanlarda, kodlama yapmayan ve gen ekspresyonunu diizenledigi bilinen
kiiglik RNA parcalart olarak tanimlanan mikroRNA’larin (miRNA), prognostik ve
tanisal biyobelirte¢ olarak etkinligi lizerine bir ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (23).
Gliniimiizde, insan genomunda 2042 miRNA’nin yer aldigi bilinmektedir (miRBase
19.0, Agustos 2012) ve bunlarin g¢ogu belirli dokulara 6zgli bigimde eksprese
olmaktadir. miRNA’lar, hedef mRNA’larin genellikle 3' cevrilmemis bdlgelerine
(untranslated region, 3’UTR) baglanarak, translasyonun baskilanmasina veya hedef
mesajct mRNA’larin kesimi ve degradasyonuna neden olarak protein ekspresyonunun
down-regiilasyonuna yol agmaktadir (24). miRNA’larin  kan dolasiminda da
bulunmasinin kesfinden sonra biyobelirte¢ olarak kullanimlari olduk¢a artmistir. Kan
dolagimindaki bazi miRNA alt gruplarinin seviyelerinin c¢esitli kanserlerle iligkili

oldugu kaydedilmistir.

MikroRNA’lar (miRNA); dogal olarak olusan, evrimsel olarak korunmus,
proteine translasyonu olmayan ancak gen ekspresyonunun negatif olarak
diizenlenmesinde onemli rol oynayan biiyiik bir RNA smnifidir. miRNA’lar, mesajc1
RNA (mRNA)’larin  komplementer bolgelerine spesifik olarak  baglanarak
degradasyonuna yol acgarlar ve/veya translasyonu inhibe ederler (25). Hedef
mRNA’larin  degradasyonunu veya translasyonunu durduran miRNA’lar, insan
genomundaki protein kodlayan genlerin yarisindan fazlasinin ekspresyonunu
diizenlemektedir (26). Genomik ve biyoinformatik analiz c¢aligmalari, miRNA’larin
hiicre biiyiimesi, farklilagmasi, gelisimi ve apoptoz gibi bir¢ok farkli biyolojik siirecte

gen ekspresyonunun diizenlenmesinde temel rol oynadigini gostermektedir (27). Bu



nedenle, tek bir miRNA’nin deregiilasyonu, her bir miRNA’nin birgok mRNA’ya

baglanip kontrol edebilmesinden dolay1 oldukc¢a 6nemli etkilere neden olmaktadir.

Son zamanlarda yapilan Dbirgok c¢alismada, miRNA’larin  anormal
ekspresyonunun bir¢ok solid tiimdr ve hematolojik malignitenin patogeneziyle iligkisi
gosterilmektedir (28-30). Timor baskilayict miRNAlarin igerige bagl olarak kaybi
sonucunda hedef onkogenlerin ekspresyonu artis gosterirken, onkojenik miRNAlarin
ekspresyonundaki artig, hedef tiimor baskilayici genleri baskilamaktadir (Sekil 1.1) (29-
31). miRNA’lar, insan genomu igerisinde dagmik bir diizende yer almakla birlikte,
miRNA’larin neredeyse yarisi, kanserlerde degisik ekspresyon gosteren kirilgan bdlge
veya alanlarda yer almaktadir (32). Ayni1 zamanda, 6nemli sayida miRNA’nin kanserle
iligkili genomik bolgelerde kodlanmis olmasi, ekspresyondaki degisikliklerin tiimor
olusumu ile bir nedensellik iliskisi i¢inde oldugunu diisiindiirmektedir. Ozet olarak,
miRNA’larin asir1 ekspresyonu, amplifikasyonu ve/veya delesyonu ve miRNA’lar
tarafindan gergeklestirilen epigenetik susturma, onkogeneze katkida bulunabilecek

olaylar tizerinde etki gostermektedir (33).
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Sekil 1.1: miRNA'larin terapotik uygulamalari (29)

Glinlimiizde, talidomid, bortezomib ve lenalidomid gibi yeni ilag¢ tedavileri, tam
yanit oranini ve progresyonsuz sagkalimin yiikselmesini saglasa da; MM hala tedavisi
olmayan bir hastaliktir (34-36). Tedaviye yamit ve hastalik progresyonunun
degerlendirilmesi, kemik iliginin incelenmesi igin yapilan girisimsel islemler ile
gerceklesmektedir, zira tiimor hiicreleri kemik iliginde yer almaktadir ve genellikle kan

dolasiminda yer almamaktadir.

Epigenetik degisiklikler, tiimdr olusumunda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir ve
miRNA’lar epigenetik degisimlerin temel bilesenleridir. MikroRNA’lar (miRNA’lar),
hiicre farklilagmasi, kendini yenileme, apoptoz, stres yanit1 ve hiice metabolizmasi gibi
cesitli hiicresel siireglerde gorev alan temel diizenleyici molekiiller olarak son
zamanlarda ortaya c¢ikmustir. Insan genlerinin  %30’undan daha fazlasinin
postranskripsiyonel olarak miRNA’lar tarafindan diizenlendigi tahmin edilmektedir
(30). MM’de plazma hiicrelerindeki genetik degisiklikler, siklinler, miRNA’lar ve CD

markerlar1 gibi ylizey molekiillerinin ekspresyonunun normalden farkli olmasina neden



olmakta ve sonug¢ olarak kemik iligindeki myelom hiicrelerinin biiyiime ve sagkalimini
arttirmaktadir. Yukarida bahsedilen molekiillerin ekspresyonundaki degisikliklere
iliskin bilgi edinilmesi ve bu degisiklikllerin MM’deki genetik degisimlerle iliskisinin
belirlenmesi, bu hastalifin tanisi, prognozu, patogenezi ve tedavisi i¢in dnemli katkilar
saglayabilecektir. miRNA’lar, hematopoezde ve  hematolojik  kanserlerin

diizenlenmesinde onkogen veya tiimor baskilayicilar olarak rol oynamaktadirlar.

Kan dolasiminda yer alan miRNA’lar {izerine yogun bir bi¢imde arastirmalar
yapilmaktadir ve bu arastirmalar sonucunda insan kan dolagiminda yer alan miRNA’a
iligkin bir veri tabani gelistirilmistir. Son yillarda, insan myeloma hiicre hatlar1 ve
primer hasta orneklerinden miRNA profilleri belirlenmistir be miRNA ekspresyon

paterni spesifik genetik anormallikler ve hasta sagkalimi ile iliskilendirilmigtir.

MM hastalarinin ve kontrol gruplarinin kanlarindan elde edilen RNA
orneklerinde, gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) kullanilarak miR-
21, miR-32, miR-181a ve miR-181b’nin ekspresyon paternleri arastirilmistir. Bu
bilgilere dayanilarak, bu 4 miRNA’nin ekspresyon diizeyleri, tedavi oncesi ve tedavi
sonrasinda ve ayni zamanda kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Arastirmada, bu 4
miRNA’nin ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin, tedaviye yanitla olan iligkisinin

degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Bu yaklasim ile, kanser tanisinin daha dogru bir bigimde saglanmasi, hastalarin
en iyi yanit alabilecekleri spesifik tedaviye ideal bir bigcimde yonlendirilebilmesi, etkin

tedavilerin gelistirilmesi ve hasta sagkaliminin iyilestirilmesi amag¢lanmaktadir.

Mevcut calismada, multip] myelom hastalarindan, MGUS hastalarindan ve
kontrollerden alinan kandan elde edilen serumlarda miRNA ekspresyon paternleri

degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, bir grup hiicrenin kontrolsiizce biiylime ve bdliinmesi, ayrica
yayilimi sonucunda primer tiimoriin yakinindaki dokulara yayilimi ve tahribati ile
karakterize olan hastaliklar grubu i¢in kullanilan ortak terimdir. Kanser, ayrica metastaz
ad1 verilen ve kansere bagli 6liimlerin %90’1nin sebebi olan bir siire¢ yoluyla viicutta
bagska bolgelere de yayilabilmektedir (37). Gilinlimiizde kanser hala en zorlu
hastaliklardan birisidir ve kanser insidansi yaglanan niifusa bagl olarak ¢ogu iilkede,
ozellikle de gelismis tllkelerde artis gostermektedir. Kanser genellikle etkilenen
hiicrelerin genetik materyalindeki anormalliklerin sonucunda ortaya c¢ikmaktadir.
Tiimdr olusumu, onkogenlerin ve baskilayict genlerin birbirini izleyen mutasyonlarin
birikimi sonucunda hiicre dongilisiinde deregiilasyonunu kapsayan c¢ok asamali bir
stiregtir. Timor olusumuna neden olan olaylar igerisinde, nokta mutasyonlar1 gibi DNA
sekansindaki kiiciik Olgekli degisiklikler ve daha biiyiik Olgekli olan translokasyon,
delesyon ve amplifikasyon gibi kromozomal bozukluklar ile kromatin yapisini etkileyen
degisiklikler yer almaktadir. Ayni zamanda, DNA metilasyonunda ve histon
asetilasyonundaki anormallikler gibi epigenetik kontroliin bozuldugu durumlar da tiimor
olusumu ile iligkilidir (38). Gen transkripsiyonunun diizenlenmesinde ve bu
diizenleyicilerin aktivitelerini diizenleyen kompleks sinyal yolaklar ile iligkili yaklagik
2,000-3,000 proteinin olas1 bir rolii oldugu tahmin edilmektedir. Kanser sadece hiicresel
bir hastalik olmayip, ayn1 zamanda epitel hiicreler ve onlarin altinda yer alan stroma
hiicreleri arasindaki normal iliskinin bozuldugu bir doku hastaligidir (39). Giiniimiizde
kanser, gelismis iilkelerdeki oOliimlerin %25’inden; diinya genelindeki Gliimlerin ise

%15’inden sorumludur. Her yil yaklastk 1,45 milyon yeni kanser vakasinin



Ongorildigi goz oOniline alindiginda kanser, en Onemli saglik sorunlarindan birini
olusturmaktadir (37). Sonug olarak kanser; yliksek insidansi, olusturdugu maliyet ve
mortalite dolayisiyla, hem gelismekte olan hem de gelismis tilkeler i¢in en biiylik saglik

sorunlarindan biri olarak kabul edilmektedir.

2.2. Multipl Myelom
Multipl myelom (MM), malignant bir plazma hiicresi bozuklugu olup, biitiin

kanserlerin %1’ini, hematolojik malignitelerin ise %10’unu olusturmaktadir. Diinya
genelinde yillik MM insidansi, 100.000 kiside yaklasik olarak 0.4-5 arasindadir. Kuzey
Amerika, Avustralya/Yeni Zelanda, Kuzey Avrupa ve Bati Avrupa’da, Asya iilkelerine
kiyasla daha yiiksek insidans orani goriilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde MM
insidansi, Afrika kokenli Amerikalilarda beyaz irka kiyasla yaklasik iki kat daha yiiksek
iken; Japon ve Cin kokene sahip insanlarda daha diisiik insidans goriilmektedir (40).
Hollanda’da, MM insidans1 100.000’de 5°tir. Bu oran, yasla birlikte kademeli bir artis

gostermektedir ve ortalama tani yas1 70’dir (41).

MM, kemik iligindeki malign plazma hiicrelerinin klonal ekspansiyonu ile
karakterize bir hastaliktir. Myelom plazma hiicresi; somatik hipermutasyon ve
immunglobulin smif degisimi gerceklestiren bir post germinal merkez plazma
hiicresidir. MM hiicreleri, serum ve/veya kanda tespit edilebilen bir monoklonal protein
(M-protein) liretmektedir. M-proteini hastalarin %50 sinde IgG, %30’unda IgA’dir veya
hafif zincirden olusmaktadir (%15). Nadir vakalarda, IgD (%1-2), IgM (%0,2) ve daha
seyrek rastlanmakla birlikte IgE sekresyonu veya sekresyon olmadigi durumlar

(sekresyon yapmayan MM) goriilmektedir (42, 43).

Osteolitik kemik lezyonlari, MM’nin ayirict 6zelligidir. MM’ye o6zgli diger

klinik o6zellikler arasinda; bobrek hasari, anemi, hiperkalsemi ve tekrarlayan
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enfeksiyonlarla birlikte immiin yetmezlik yer almaktadir. Bu durumlar, dogrudan
plazma hiicrelerinin dokularda toplu birikiminden (plazmasitom) kaynaklanabilecegi
gibi dolayli olarak M-proteininin ve/veya plazma hiicrelerinin salgiladig sitokinlerin
etkisi sonucunda da gelisebilmektedir. Buna ek olarak yiiksek seviyelerde M-proteini,

hiperviskoziteye, bobrek yetmezligine ve ndropatiye neden olabilmektedir.

2.3. Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri
Multipl myelom (MM), en yaygin ikinci hematolojik kanser olup, Amerika

Birlesik Devletleri’nde yeni tan1 konulan malignitelerin %2’sini olusturmaktadir. 2014
yilinda, 24.000 yeni MM vakast oldugu ve MM’e bagl olarak 11.000 o6lim
gerceklestigi tahmin edilmektedir (44). MM, ortalama tan1 yas1 69 olmak {izere biiyiik
cogunlukla yaslilikta goriilen bir hastaliktir. MM insidans orani, erkeklerde 100.000
kiside 7,7 iken; kadinlarda ise 100.000’de 4,9’dur. Beyaz irkla kiyaslandiginda, hastalik
siyah wrkta 2 ila 3 kat daha sik goriilmektedir. Mortalite oranlar1 da siyah irkta
erkeklerde 100.000°de 7,9, kadinlarda 54 iken, beyaz irkta erkeklerde 100.000°de 4,0 ve

kadinlarda 2,5 olmak tizere siyah irkta beyaz irka gore 2-3 kat daha yiiksektir (45).

2.3.1. Risk faktorleri

MM olusumuna neden olan etyopatogenez tam olarak bilinmemekle birlikte,
cesitli risk faktorleri belirlenmistir. Cevresel ve mesleki maruziyetler agisindan, niikleer
radyason ve petrol iiriinleri bilinen tek risk faktorleri olmakla birlikte, epidemiyolojik
calismalar, MM insidansinin c¢iftcilerde, ahsap ve deri imalat¢ilarinda yiiksek oldugu
goz Oniline alindiginda, pestisitler gibi baska diger ¢evresel maruziyetlerin de etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Aile gegmisinde dnemi belirsiz monoklonal gamopati
(MGUS), sessiz (smoldering) multip]l myelom (SMM) veya diger B hiicresi
malignitelerinin bulunmasi, elli yildan uzun bir siiredir bir risk faktorii olarak

bilinmektedir. MM ve/veya MGUS’un oldugu ailevi vakalarin parametrik olmayan
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analizler ve parametrik baglanti analizleri sonucunda; 1q ve 4q lokuslari, germinal
genetik mutasyonlarda ilgili bolge olarak belirlenmistir (43). MM ve MGUS’ un ailesel
vakalarinda, islevi bilinmeyen bir protein olan Paratarg-7’nin (P-7) hiperfosforile
formu, otozomal dominant sekilde kalitilmaktadir ve bu nedenle patojenitede olas1 bir
roliinlin olabilecegi diisliniilmektedir (44-47). Kiside MGUS veya SMM hikayesinin

olmasi ise MM gelisimi i¢in oldukga bilinen bir risk faktoriidiir.

2.4. Multipl Myelom Biyolojisi - Etyopatogenez

Multipl myelomun, antikor iireten bir plazma hiicresi alt grubu olan ve kemik
iligine (Ki) yerlesen ve orada yillarca yasayarak immunolojik hafizaya katkida bulunan
uzun Omirlii plazma hiicrelerinin (PH) transformasyonundan ortaya c¢iktigina
inanilmaktadir (48, 49). Antijenik profilin analizi ve immunglobulin (Ig) degisken
bolgelerinin sekanslanmasi sonucunda, MM hiicrelerinin (MMh) postgerminal
merkezden, pre-B hiicresi evresinde erken genetik mutasyonlara ugrayan ortak bir
onciil (progenitor) hiicreden ve daha sonrasinda PH asamasinda gerceklesen onkojenik
olaylardan koken aldigr gosterilmistir (Sekil 2.1) (50, 51). MGUS, tutarl1 bir oran olarak
yilda %]1 oraninda MM’ye progresyon gosterebilmektedir, bu durum ise kanserdz

doniistime dogru hayat boyu taginan bir risk olusturmaktadir (52, 53).
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2.5. Multipl Myelomun Biyolojisi

MM, postgerminal merkez B hiicreleri kdkenli
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asemptomatik premalign

proliferatif klonal plazma hiicrelerinin (PH) malignant déniisiimii ile sonug¢lanan ¢ok

asamal1 bir siirecler dizisinin son agsamasi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Neredeyse biitiin

MM vakalari, premalign benign bir asama olan, 6nemi belirsiz monoklonal gamopati

(MGUS) olarak adlandirilan bir asamadan gelisim gostermektedir. MGUS ise daha

sonra premalign ve asemptomatik bir agama olan sessiz multipl myeloma (SMM) ve son

olarak semptomatik MM’e dogru progresyon gosterebilmektedir. (Sekil 2.2). MM ise

sonrasinda Plazma Hiicreli Losemi (PHL) olarak adlandirilan yaygin bir forma ilerleme
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gosterebilmektedir (51, 52, 53). MM’ nin ¢ok asamali gelisim siireci iki ana etkene
baghdir: 1) PH’de hastalik siirecinde gergeklesen genetik ve epigenetik degisimleri
iceren i¢ faktorler (54) ve 2) MM plazma hiicrelerinin KI mikrogevresinde

gerceklestirdigi etkilesimleri igeren dis faktorler (55).

MM’de goriilen genetik anormallikler iki ana gruba ayrilmaktadir: Primer erken
donem kromozomal sapmalar ve sekonder gec¢ baslangi¢hi kromozomal mutasyonlar ve
gen mutasyonlari. Bu genetik lezyonlar; hiicre proliferasyonu, sagkalimi, farklilagmasi
ve transformasyonunu diizenleyen Onemli genlerin ekspresyonunu ve iglevini
etkilemelerinden dolayr MM olusumunda biiyiik 6neme sahiptir. Primer genetik olaylar
acisindan MM, hiperdiploid ve hiperdiploid olmayan bi¢iminde iki gruba
ayrilabilmektedir. Hiperdiploid grup, tek sayili kromozomlardaki trizomi ile karakterize
iken, hiperdiploid olmayan formda immunglobulin agir zincir (IgH) bolgelerinde

translokasyonlarinin yer aldigi bilinmektedir (53, 56).

Baslangic Progresyon

GErmMingl merkez — se— Kemik iligi P Periferik kan

Post- germinal Sessiz ' )
merkez B hiicresi » » myelom ’

Kalitilan varyantlar
Sekonder genetik olaylar:
- Kopya sayisinda anormallikler
- DNA hipometilasyonu
- Mutasyon kazanimi

Primer genetik olaylar:
- IgH geninde mutasyonlar
- Hiperdiploidi

Sekil 2.2:MM asamalarinin sematik modeli ve molekiiler patogenez (57).
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25.1. Tam

MM tanisi, M-proteini seviyesi, kemik iliginde plazmasitoza ve genellikle
CRAB (hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi ve kemik lezyonlar1) olarak
adlandirilan iliskili organ ya da doku bozukluklari (ROTI) temel alinarak yapilmaktadir.
Tablo2.1’de, Uluslararasi Myelom Calisma Grubu (IMWG) tarafindan 2003’de
belirlenen (58) ve sonrasinda 2009’da giincellenen tani kriterleri verilmistir (59). Tablo
2.1°de, yalnizca 6nemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS), sessiz multipl myelom

(SMM) ve multipl myeloma iliskin tan1 kriterlerine yer verilmistir.

Tablo 2.1:Plazma hiicresi bozukluklari i¢cin 2009’da giincellenen IMWG tani kriterleri
(58, 59). MGUS, SMM ve MM ig¢in tani kriterleri.

Onemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS)

3 kriterin de saglanmis olmas1 gerekmektedir:
- Serum monoklonal protein < 3 g/ 100 ml
- Klonal kemik iligi plazma hiicreleri < 10% ve

- Hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi ve kemik lezyonlar1 (CRAB) gibi
plazma hiicresi proliferatif bozukluguna iligkin hedef organ hasarinin

bulunmamasi

Sessiz multipl myelom (SMM) veya diger yaygin adiyla asemptomatik multipl myelom

2 kriterin de saglanmis olmasi gerekmektedir:

- Serum monoklonal protein (IgG veya IgA) > 3 g/ 100 ml ve /veya klonal kemik

iligi plazma hiicreleri > 10% ve

- Litik kemik lezyonlari, anemi, hiperkalsemi veya bdbrek yetmezligi gibi
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plazma hiicresi proliferatif bozukluguna iliskin hedef organ hasarinin

bulunmamast

Multipl Myelom

3 kriterin de belirtilen istisnalar haricinde saglanmis olmasi gerekmektedir.
- Klonal kemik iligi plazma hiicreleri > 10%

- Serum ve/veya idrarda monoklonal protein varligi (sekresyon yapmayan multipl

myelom hastalarinda harig) ve

- Plazma hiicresi proliferatif bozuklugu ile iliskili olabilecek hedef organ

hasarmin varligi, 6zellikle:
o Hiperkalsemi: serum kalsiyumu > 11,5 mg/ 100 ml veya
o Bobrek yetmezligi: serum kreatinin seviyesi > 11,5 mg/ 100 ml

o Anemi: Hemoglobin degeri normal degerin >2 g/ 100 ml altinda olan
veya hemoglobin degerinin < 10 g/ 100 ml oldugu normokromik ve

normositer anemiler

o Kemik lezyonlar: Agir osteopeni veya patolojik kiriklar
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2.6. Evreleme ve Prognoz

Multipl myelom igin iki evreleme sistemi mevcuttur. Bunlar 1970’lerin
ortalarinda gelistirilen ve timor yiikiinin oOlglimlendirilmesi olan Durie-Salmon
evreleme sistemi ve hastalar1 f2-mikroglobulin ve serum albumin diizeylerine gore 3
gruba ayiran Uluslararast Evreleme Sistemi (ISS)’dir. Yeni tedavi ajanlarinin
(bortezomib ve immiinomodulatdr ilaglar (1IMiDs) kullanilmaya baslanmasi ile birlikte

sadece ISS prognostik olarak gegerli evreleme sistemi olmustur (Tablo 2.2.2) (60, 61).

Hasta veya tiimore ait kotii prognozla iliskili olan faktorler, yeni tan1 alan hastalarin
%15 - %20’sini olusturan yiiksek risk altindaki MM hastalarinin belirlenmesi i¢in
kullanilmaktadir (Tablo 2.3) (62). Hasta ile iliskili faktorler genellikle asir1 toksisitenin
Onlenmesi ic¢in tedavi yogunlugunun azaltilmasimi gerekli kilarken, tiimdrle iligkili
faktorler, tiimoriin biyolojik agresiflik derecesini veya yiiksek hastalik yiikiini

yansitmaktadir (63).

Tablo 2.2: Multipl Myelom Igin Evreleme Sistemleri

ISS’e
gore
Evre Durie-Salmon evreleme sistemi ISS Genel
Sagkalim

(ay)

Asagidaki kriterlerin hepsi saglanmis olmalidir: | Serum B2-
Hemoglobin > 10 g/dl, Serum kalsiyum | mikroglobulin
seviyesi < 12 mg/dl, kemik hastaligi ya da | diizeyi < 3,5 mg/dl
| soliter plazmasitomun bulunmamasi, M | ve serum albumini 62
proteini seviyesi IgG i¢in < 5 g/dl veya IgA | > 3.5 g/dl
i¢cin < 3g/dl ise, ve/veya Bence-Jones
proteiniirisi < 49/24s

Evre | ya da lll'e a4

I -
Evre | ya da Ill'e uymayan durumlar uymayan durumlar

Asagidaki kriterlerden en az biri saglanmis

olmalidir:
Hemoglobin <8,5 ¢g/dl, Serum kalsiyum
11 seviyesi > 12mg/dl, biiylik kemik lezyonlari, M 29

proteini seviyesi IgG i¢in > 7 g/dl, IgA igin >
5g/dl, velveya Bence-Jones proteiniirisi > 12
0/24s
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Hasta ile iliskili faktorler arasinda, bobrek fonksiyonlarinin sitorediiktif tedaviye
ragmen siirekli bozuk olmasi MM hastalar1 igin kotii bir prognostik faktordiir (65).
Bobrek bozuklugunun belirlenmesinde genel olarak, serumda 2 mg/dL iizerinde
kreatinin seviyesi esik deger olarak belirlenmistir (66). Bununla birlikte serum kreatinin
seviyesi, yasa, irka, kas kiitlesine bagli olarak degisim gosterebilmektedir ve ayni
zamanda Ozellikle zayif olan yaglilarda bobrek fonksiyonunun oldugundan daha iyi
degerlendirilmesine sebep olabilmektedir. MDRD (Modification of Diet in Renal
Disease) formiiliine gore belirlenen tahmini glomeriiler filtrasyon hizi (GFR), bobrek
fonksiyonunun degerlendirilmesi i¢in daha iyi bir 6lgiit olup, KDIGO (Kidney Disease
Improving Global Outcomes) smiflandirilmasina goére 5 ayri evreye siniflandirma
yapilabilmesini saglamaktadir (67, 68). MM’ de laktat dehidrogenaz (LDH) seviyesinin
iist limitin iizerinde olmasi, diger faktorlerle birlestiginde yiiksek hastalik yiikii ve daha
kot genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim ile iligkili bir etkendir (69). ISS ve
Durie-Salmon evreleme sistemine gore Evre III hastalik, daha kotii sonlanimla iligkilidir

(70).
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Tablo 2.3: Multipl Myelom prognozunda hasta ile iliskili ve tiimorle iligkili kotii
prognostik faktorler

Hasta ile iligkili faktorler
Bobrek fonksiyonlarinda bozukluk
lleri yas (> 75)
Zayif performans durumu (ECOG > 2)
Tiimor ile iligkili faktorler
fleri evre
Yiiksek risk tasiyan sitogenetik
o t(4:14),t(14:16), t(14:20) translokasyonlar1

e del (17) ve del (17p) delesyonlari

Hiperdiploid olmayan karyotip
Primer plazma hiicreli 16semi
Kotii gen ekspresyon profili
LDH artisi

2.7. Multipl Myelomda Kemik Hastaliklari

Hastalarin yaklasik %80’inde goriilen osteolitik kemik lezyonlari, multipl
myelomda en sik goriilen ve en sarsict komplikasyonlardan biridir (71) ve ¢ogunlukla
patolojik kiriklar, kemige radyasyon veya cerrahi tedavi gerekliligi, omurilikte sikisma
ve hiperkalsemi gibi iskeletle iligkili durumlara neden olmaktadir. Osteoklastlar
tarafindan gerceklesen kemik rezorpsiyonu (geri emilimi) ve osteoblastlar tarafindan
gerceklesen kemik olusumu arasindaki dengenin kemik rezorpsiyonu yoniinde

bozulmasi sonucunda, osteotik kemik lezyonlar1 olusmaktadir (72).

Osteoklastlar tarafindan gergeklesen kemik rezorpsiyonun artisi lizerinde farkl
mekanizmalar etkili olmaktadir. Osteoklast aktivasyonu i¢in en temel bilesenlerden biri,
myelom hiicresi kokenli makrofaj Makrofaj Inflamatuar Protein-la (MIP-la) ve
RANK/RANK-L/OPG sistemidir. Myelom hiicreleri, MM hastalarmnin kemik iligi
mikro ¢evresinde, NF-kB ligandi niikleer kappa B ligand reseptor aktivatoriiniin

(RANK-L) ekspresyonunu arttirabilmektedir (73). RANK-L, myelom hiicrelerinde ve



19

osteoblastlarda eksprese edilmekte olup, ayn1 zamanda IL-17 aracili gerceklesen bir
stire¢ sonucunda T hiicrelerinde de eksprese edilebilmektedir (74). RANK-L, osteoklast
hiicrelerindeyer alan reseptoriine (RANK) baglanarak direkt olarak osteoklast
farklilasmasi ve aktivasyonuna neden olabilmektedir (73). Bununla birlikte tuzak
(decoy) reseptor osteoprotegerin (OPG) ise azalan bir ekspresyon gostermektedir. OPG,
osteoblastlar tarafindan kemik kiitlesini korumak igin {iretilen ¢oziinebilir bir
reseptordiir. Normalde OPG, RANK-L ve RANK arasindaki etkilesimi engelleyerek
RANK-L’in etkisini bloke etmektedir (75). Bozulan OPG-RANK-L orani, RANK ve
RANK-L etkilesiminde artisa sonucunda osteoklastlarin farklilasmasi ve aktivasyonuna

neden olmaktadir (73).

Multipl myelomda goriilen kemik hastaliklarinda etkili olan 6nemli bir diger
faktor ise MIP-10’dir (76). MIP-1a, bir osteoklast kemokini olan CXCR5 ve RANK-L’I
aktive ederek osteoklast RANK’inin aktivasyonuna ve OPG ile yarisima neden
olmaktadir (77). Osteoklast aktivitesi sonucu gergeklesen kemik rezorpsiyonu
bifosfonatlar tarafindan bloke edilmekle birlikte (78), osteolitik lezyonlarda iyilesmenin
gerceklesememesi; osteoblast farklilasmasi ve aktivitesi bakimindan énemli bir sorun
oldugunu gostermektedir. Son zamanlarda yapilan caligmalarda, osteolitik kemik
lezyonlarmin gelisiminde myelom plazma hiicrelerinin 6nemi vurgulanmistir. Tian vd.,
gen ekspresyon profili (GEP) c¢alismalari sonucunda, MM hastalarinda CD-138
saflastirilmis kemik iligi aspiratlarinda, Dickkopf-1 (DKK-1) gibi WNT sinyal yolu
inhibitorlerinin fazla ekspresyonunu, fokal kemik lezyonlarinin varlhigr ile iligkili
bulmustur (79). WNT sinyal yolu, farkli gelisimsel siireglerde etkili olan bir mekanizma
olup, osteoblastlarin bilylime ve farklilagsmasi iizerinde 6nemli etkilere sahiptir (80).

DKK-1, bir WNT sinyal yolu inhibitoriidiir ve osteoblast farklilasmasi ve islevini inhibe
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ederken ayn1 zamanda osteoklast aktivitesini arttirmaktadir (81). Giliniimiizde multipl

myelomda kemik hastaliklarinin gelisimi ve tedavisi, biiyiik bir sorun olusturmaktadir.

2.8. Prognostik Faktorler

Serum B2 —microglobulin (B2M) ve albumin seviyelerini temel alan Uluslararasi
Evreleme Sistemi (ISS), yeni tan1 alan MM hastalarinin prognostik olarak ii¢ sinifa
ayrilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (82). ISS’nin, bir prognostik faktoér olarak
givenilirligi ~ klinik ¢alismalar ile dogrulanmistir (83). Ek olarak, serum laktat
dehidrogenaz diizeyi (LDH), serum monoklonal IgA izotipi, ekstramediiller
hastaliklarin varligi, tan1 aninda bobrek yetmezliginin olmasi, plazmablastik hastalik
morfolojisi ve plazma hiicreli 16semi, prognoz i¢in diger olasi belirteglerdir (84, 85).
ISS evrelemesine ek olarak, myelom hiicrelerinde goriilen sitogenetik bozukluklar,
prognoz lizerinde bagimsiz bir etkiye sahiptir. MM hastalarinda siklikla
13.kromozomda bozukluklar goriilmektedir. Geleneksel sitogenetik yontemlerle, bu
kromozomal bozuklugun hastalarin yaklasik %15’inde goriildiigii kaydedilmistir. Ancak
yapilan interfaz floresan in situ hibridizasyon (FISH) calismalar1 ile, ¢ogunlukla
monozomi 13 (%85), geri kalan hastalarda (%15) ise kromozom 13’de delesyon
(del(13)) olmak iizere hastalarin yaklasik %50’sinde 13.kromozomda anormallikler
bulundugu kaydedilmistir. Metafaz FISH ve geleneksel karyotipleme yontemleri ile
belirlenen kromozom 13 monozomisi ve del(13), daha kot prognoz ile
iliskilendirilirken (86); interfaz FISH ile bakildiginda t(4;14)’in olmamas1 halinde

sagkalim tlizerindeki olumsuz etki ortadan kalkmaktadir (87, 88).

Baz1 caligmalarda ise t(4;14) ve t(14;16) translokasyonlari, daha diisiik
sagkalim ile iliskili bulunmustir (87, 88, 89). Bunun aksine t(11;14) olmas1 durumda,

prognoz i¢in ya olumlu ya da 6nemi olmayan etkiler goriilmektedir (87, 88).
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MM ile iliskili diger olumsuz sitogenetik faktorler, del(17p) ve Iq
kazanimidir. MM hastalarinin yaklasik %10’unda hemizigéz del(17p) goriilmektedir ve
bu durum da p53 mutasyonlarinda artigla iliskilidir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda, del(17p)’ye sahip hastalarin %27 ila %37’sinde p53 mutasyonu
gosterilmigken, delesyon bulunmayan hastalarda bu oran %]1°den daha az olarak ifade
edilmistir (90, 91). Del(17p) goriilen ancak mutasyon olmayan hastalarda islevsel
pS3’lerin bulunup bulunmadigr ise gosterilmemistir. Geleneksel kemoterapi veya
yiiksek dozla tedavi olan MM hastalarinda, del(17p), daha agresif bir hastalik ve ¢ok
daha kisa sagkalim ile iligkilidir (87, 89). Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda,
translokasyonlar t(4;14), t(14;16) ve delesyon del(17p) ile iliskili kotii prognozun,
hastalarda hiperdiploid 6zellik gosteren trizomi bulunmasi durumunda goriilmedigi

kaydedilmistir (92).

Kromozom 1°de goriilen anormallikler, MM’de en yaygin olarak bulunan
yapisal anormallik olup, cogunlukla 1p’de delesyonlar ve 1q’da amplifikasyonlar
goriilmektedir. Hastalarin yaklagik %35’inde 1q21 amplifikasyonu goriilmekte olup, bu
durum kot prognoz ile iliskilendirilmistir (93, 94). 1q21 bolgesinde, asir1 ekspresyonu
myelom hiicrelerinin biiyiime ve farklilagsmasina neden olan CKS1B gibi genler ve
PSMD4 yer almaktadir (95, 96). Yaygin olarak goriilen bir diger anormallik ise
1.kromozomun kisa kolunda goriilen delesyondur (del(1p)). Bu durumda 1p13-1p31
arasindaki bolgede interstisyel delesyonlar goriilmekte olup, kotii bir prognozla

iligkilidir (97, 98).

2.9. Tedavi

Kanser tedavisi, temel olarak miimkiin olan durumlarda basarili bolgesel

miidahaleler ile cerrahi yontemler ve radyoterapi ile sistemik kemoterapi yoluyla
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gerceklesmektedir.  Hastalarin  yaklagik  yarisi, bu yontemler ile iyilesme
gosterememektedir ve sadece sag kalimlari uzamaktadir veya hicbir fayda
gorememektedir. Giiniimiizde klinikte kullanilan ¢ogu kanser kemoterapi ilaglarinin
hedefi, hiicre boliinmesinde yer alan baz1 mekanizmalarin inhibisyonudur ve bu amacla
gelistirilen antitiimor bilesenleri sitostatik veya sitotoksik etkilere sahiptir (99). Tedavi,
kanda total beyaz hiicre sayis1 (WBC), hiicrelerin morfolojisi, sitogenetik analizler,
kanserin tipi, tedaviye yanit ve hastanin yasi gibi prognostik etkenlere yapilmaktadir.
Birgok multipl myelom hastasi i¢in kemoterapi tedavisi daha yaygindir. Cogu sitotoksik
kemoterapi kanser ilaci, kanser hiicrelerinin biiyiime ve bdoliinme yeteneginin
engellenmesi yoluyla calismaktadir. ilaglar farkli yollarla uygulanmaktadir. Agiz
yoluyla alindiginda, ilaglar bagirsaklardan hizli bir emilim gostererek kan dolagimina
katilmaktadir ve kanser hiicrelerine ulasmak iizere tasinmaktadir. Iyi emilim
gostermeyen ilaclar ise yag veya kas dokusuna subkutanoz yolla enjekte edilmekte veya
damar yoluyla verilmektedir. Bu sayede, ilaglar kanser hiicrelerine gecikme

gostermeksizin hizli bir yolla ulasabilmektedir (99).

2.9.1. Kemoterapi

Kemoterapi, ozellikle kanser tiimorleri olmak iizere iy1 ya da koti
ozellikteki hiicreleri oldiiren kimyasallar yolu ile tedavi olarak tanimlanmaktadir.
Yaygin kullanimiyla kemoterapi, kanser tedavisi i¢in kullanilan antineoplastik ilaglar
veya bu ilaglarin kombinasyonuyla standardize sitotoksik tedavi rejimleri olarak
bilinmektedir. Kemoterapi, temel 6zelliklerinden biri hizli bir bicimde boliinmek olan
kanser hiicrelerinin 6ldiirilmesi yoluyla islev saglamaktadir. Bu durumda kemoterapi,
normal kosullarda da hizli boliinen kemik iligi hiicreleri, sindirim kanal1 hiicreleri ve sag

folikiilleri gibi hiicrelere de zarar verebilmektedir (100).
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A. Antineoplastik ilaclar

Neoplastik (kanser) hiicrelerini kontrol eden veya dldiiren ilaglar, antineoplastik
ilaglar olarak tanimlanmaktadir. Bu grup ilaclarin tamami, bulanti, kusma, sag
dokiilmesi ve kemik iligi islevlerinin baskilanmasi gibi istenmeyen yan etkilere sahiptir
(101). Antineoplastik ilaglara 6rnek olarak hidroksidaunorubisin adiyla da bilinen
doksorubisin veya hidroksidaunorubisin (ticari adiyla Adrimisin) verilebilir (Sekil 2.3).
Doksorubisin, bir antrasiklin antibiyotiktir ve dogal bir iirlin olan daunomisin ile yakin
iligkilidir. Biitiin antrasiklinler gibi doksorubisin de interkalasyonu ve makromolekiil
biyosentezinin inhibisyonu yoluyla DNA interkalasyonu yaparak etki gostermektedir

(102).

Sekil 2.3:Doksorubisinin kimyasal yapist (102).

Doksorubisin, DNA sarmalini transkripsiyon i¢in agan topoizomeraz II
enziminin ilerlemesini inhibe etmektedir. Doksorubisin, DNA zincirini replikasyon i¢in
actiktan sonra topoizomeraz II kompleksini stabil hale getirerek DNA ¢ift sarmalininin

serbest kalmasmi Onleyerek replikasyon siirecini durdurmaktadir (102). Hematolojik
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maligniteler, birgok tipte karsinom ve yumusak doku sarkomlar1 olmak iizere bircok
kanserin tedavisinde kullanilmaktadir. Ila¢ hidroklorid formunda, intravendz yoldan

uygulanmaktadir.

Sitotoksik kemoterapi ilaglarin hepsinin kendine 6zgii bir etki mekanizmasi
vardir. Bazi ilaglar kanser hiicrelerini sadece c¢ogalirken oldiirlirken, bazilari biitiin
kanser hiicrelerini o6ldiirmektedir. Ilaclar tek olarak veya kombinasyon kemoterapi
olarak birlikte islev goren ilaglarla birlikte kullanilabilmektedir. Hematolojik kanser
tedavi planlarinin ¢ogunda, kemoterapi ilaglarinin kombinasyonu, bazi durumlarda
radyasyon terapisi, immiinoterapi, ve daha yeni bir tedavi olan monoklonal antikor
tedavisi yer almaktadir. Hematolojik maligniteler icin ila¢ tedavisi plani yapilirken,

birgok faktdr goz ontinde bulundurulmaktadir.

Bu faktorler; hastaligin siddeti, hastanin durumu, viicudun tedaviye yaniti, yas,
kilo, organ islevlerinde degisiklik, toksisite riski ve beyaz kan hiicresi (WBC) sayisi ile
iligkilidir (103, 104). Bu kanser ilaglarinin ideal bir bi¢imde kullanimi igin gerekli
onemli bilgiler arasinda: a. Etki mekanizmasi; b. ilacin biyoyararlanimi, eliminasyonu
ve Onemli ilag etkilesimleri vb. farmakolojik bilgiler ve c. toksisite sayilabilir. Tablo

2.4’de bu degiskenler gosterilmistir (101).
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Tablo 2.4: Kemoterapi ajanlarinin siniflandiriimasi

flag Ad flag Sinifi Etki Klerens yolu  Temel Toksisite
Daunorubisin Antibiyotik ~ Topoizomeraz Safra salgilari, Myelosupresyon,
(Cerubidine) (antrasiklin)  inhibisyonu, DNA  karaciger N&V,
interkalasyonu, metabolizmas1 ~Kardiyomiyopati,
serbest radikal vezikan,kirmizi
olusumu idrar, mukozit
Busulfan Alkilleyici DNA'da ¢apraz Metabolizma  Myelosupresyon,
(Myleran) ajan baglar olusturur hepatotoksisite
(Venookliisif
hastalik),
pulmoner
fibrozis
Siklofosfamid Alkilleyici DNA zincirlerini Karaciger Myelosupresyon,
(Cytoxan, ajan ¢apraz olarak metabolizmast  N&V, Sistit,
Neosar) baglar (renal) kardiyak (ytiksek
dozda)
Sitarabin Antimetabolit DNA igerisine Karaciger Myelosupresyon,
(Cytosar, Ara-C, = (pirimidin yerlesir, DNA metabolizmast  N&V, mukozit,
cytosine analogu) polimerazi inhibe oktiler, hepatik
Arabinoside) eder
Dosetaksel Bitkisel Mitotik igcik Safra salgilari, Myelosupresyon,
(Taxotere) alkaloid inhibisyonu karaciger hipersensitivite
metabolizmasi
Klorambusil Alkilleyici DNA'da ¢apraz Metabolizma  Myelosupresyon,
(Leukeran) ajan baglar olusturur pulmoner
toksisite,

hepatotoksisite

Antineoplastik bir ilacin aktif olabilmesi i¢in a) kanser hiicresi igerisine alinmasi b)
aktif ajana doniistiiriilmesi ¢) metabolik olarak inaktive olmasi d) kimyasal olarak
inaktive olmasi veya e) hiicreden ekskresyonunun gergeklesmesi gerekmektedir (101)

Sekil 2.4.
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Sekil 2.4:Tiimor hiicrelerinde ilacin islenisi ile iligkili potansiyel yolaklar (101).

B. Antineoplastik ilacin etki mekanizmasi

Antineoplastik ajanlar, hiicre biiylimesi ve boliinmesine iligkin bazi temel
asamalar ile etkilesime girmektedir. Antineoplastik ilaclarin baslangic hedefi, DNA
olusumunun engellenmesine kadar uzanan biiyilk bir c¢esitlilik gostermektedir.
Antineoplastik ajanlarin tamami, normal hiicresel siire¢lerde bozulmalara neden olarak,
hiicrenin ya hasar1 hizli bir sekilde tamir etmesini ya da apoptoz (programli hiicre
Oliimti) siirecine girmesini zorunlu kilmaktadir. Boylece bu ilaglarin tamami1 apopotozun
baslamas1 yoluyla hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Apoptoz, hiicresel intihar olup;
biitlin yasayan organizmalarda istenmeyen, anormal iglev goren veya zararli hiicrelerin

yok edilmesi i¢in ger¢eklesen normal bir fizyolojik siirectir (105).
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C. Sitotoksik ilaclar, apoptozu baslatmaktadar.

Bu ilaglarin etki mekanizmasinin anlasilmasi i¢in normal hiicre dongiisiiniin
isleyisinin bilinmesi onemlidir. Hiicre dongiisii, hiicrenin hazirlik siirecini ve mitozu
kapsayan 4 ayr1 evreden olusmaktadir. Gl evresi, bolinmeyi yakin zamanda
gerceklestirmis ve proliferasyona hazir hiicrelerden olusmaktadir. Hiicreler, degiskenlik
gosteren stirelerin sonunda DNA sentezine baslamaktadir, bu asama S evresinin
baslangicidir. S evresi bitiminde DNA sentezinin tamamlanmasini takiben, hiicre mitoz
Oncesi bir ara dinlenme evresi olan G2 evresine girer. Son olarak, M evresinde
kromozom kondensasyonu ve hiicre boliinmesi gergeklesmektedir. Mitoz evresi (M-
evresi), hiicre dongiisiiniin ¢ok kiiclik bir kismint olusturmaktadir. Bircok hiicrede,
hiicre dongiisii G1-S ve G2-M evreleri arasinda gegici olarak durmaktadir. Bu aralik
evrelerinde, hiicrede S-evresine devam edilip edilmeyecegi, apoptoza ya da DNA
tamirine gegilip gecilmeyecegi belirlenmektedir (106). Hiicre dongiisiiniin yeni bir
evresine devam edilebilmesi, siklin-bagimli kinazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimin aktivasyonuna gerek duymaktadir. Bu enzimler ise diger bir grup enzim olan

siklinleri aktive etmektedir (107).

Hiicrelerde kemoterapi ajanlarmin olusturdugu hasarin tamir edilemedigi
durumlarda, G1-S ve G2-M evreleri arasinda apoptoz ile ilgili mekanizmalarin yer
almast durumunda hiicre apoptoz siirecine girmektedir. Apoptotik proteinlerin
bulunmas1 ya da bulunmamasi, tiimor hiicresinde Oliimiin gerceklesmesi agisindan
sitotoksik ilacin baglangigta efektorii ile etkilesim siireci kadar onemli bir faktordiir.
Antineoplastik ajanlar, programli hiicre 6limii yolaginin baglangici igin tetikleyici

gorevi gormektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5:Kemoterapi tarafindan tetiklenen sitotoksisite ile iliskili potansiyel yolaklar (101).

D. fla¢ Aktivitesini etkileyen faktorler

[lacin uygulanma anindan itibaren viicutta hedef bolgeye ulasmadan &nce
birikimine kadar olan siirecte, ilacin hiicre ig¢indeki fonksiyonunu etkileyen bir¢ok
faktor vardir. Bu faktorler, antitimor yanitin alinmasinda kritik 6neme sahiptir. Bir
ilacin fonksiyon gorebilmesi i¢in, viicuda alinmasi ve viicuttan metabolizma veya
ekspresyon yoluyla temizlenmesinin dnlenmesi gerekmektedir. Ila¢ hedef bolgeye aktif
formunda iken ulagmali ve bu esnada protein baglanmasi yoluyla inaktiflestirilmemis
olmahdir (Sekil 2.4). Farmakokinetik, hastanin belirli dozda verilen ilac1 nasil

isleyecegi ile ilgilidir (108).
En 6nemli dort farmakokinetik parametre:

a. Biyoyararlanim (ilag emilimi): Ilaglar, viicutta plazmada yer alan ilag dozunun
yiizdesi olan biyoyararlanim agisindan farkliliklar gostermektedir. Ornek olarak;

intravendz olarak uygulanan bir ilacin biyoyararlanimi %100’ djir.
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b. Dagilim hacmi: Ilag kan dolasiminda girdikten sonra, dokulara dagilim
gdstermektedir. ilacin plazma proteinlere (genellikle albumin veya a-asid glukoprotein)

baglanimi, dagilimi etkilemektedir.
c. Klerens: ilacin belirli bir zaman biriminde viicuttan uzaklastiriimasi
d. ilacin yarilanma émriidiir (109-115).

Kemoterapotik Ila¢ Cesitleri

Kemoterapdtik ajanlar, etki mekanizmalarina gore siniflandirilmaktadir.
Kemoterapdtik ajanlarin ¢ogu; alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, bitkisel alkaloidler,
topoizomeraz inhibitorleri ve antitiimor antibiyotikler olmak {izere baz1 genel gruplara
ayrilmaktadir: Bu ilag gruplari, hiicre boliinmesini veya DNA sentezini etkileyerek

kanser hiicrelerinin 6liimiine neden olmaktadir (100).
A.Alkilleyici ajanlar

Alkilleyici ajan grubundaki ilaglar, hiicre i¢i kosullarda (sulu ¢ozelti, 37°C, pH
7.4) birgok elektronegatif gruba alkil grubu ekleyebilme yeteneklerinden dolayr bu ismi
almiglardir. DNA alkilleyici ajanlar, hiicre dongiisliniin herhangi bir evresindeki
dinlenen veya ¢ogalmakta olan hiicrelerle etkilesime girebilmekle birlikte, ge¢ G1 ve S
fazlar1 daha c¢ok sitotoksik etkiye sahiplerdir. Alkilleme, DNA replikasyonunu
engellemekte ve etkilenen DNA’dan RNA transkripsiyonunun gerceklesmesini
onlemektedir. Ayn1 zamanda hidrolitik reaksiyonlar yoluyla ve alkillenen bazlar1 tamir
ile gorevli tamir enzimlerinin aktivitesi sonucunda DNA’da pargalanmalara neden

olmaktadir (99).

Bu grup ilaglar, DNA’ya dogrudan saldirida bulunarak cift sarmal iizerinde yer

alan guanin bazlarinin ¢apraz baglanmasi sonucunda timdr biiyiimesini durdurmaktadir.
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Bu durum, DNA zincirlerinin replikasyon i¢in a¢ilmasini ve ayrilmasini engelledigi i¢in
hiicre boliinmesini gerceklestirememektedir. Bu ilaglar genellikle nonspesifik olarak
calismaktadir ve bazilarinin (6rn; siklofosfamid) in vivo ortamda aktif maddelere
dontigmesi gerekmektedir. Bu tiir ajanlara Ornek olarak; sisplatin, karboplatin,

ifosfamid, klorambusil, busulfan ve tiyotepa verilebilir (102).
B. Antimetabolitler

Antimetabolitler, dogal olarak bulunan bilesiklerin analoglar1 olarak
tanimlanmaktadir ve olusumu ya da kullanimlar1 yoluyla temel metabolik yolaklari
engellemektedirler. DNA’nin temel yapi taglari olan piirin veya pirimidin bazlar
analoglar1 olarak etki edebilmektedirler. Boylelikle hiicre dongiisiiniin S evresinde bu
bilesiklerin DNA’da yer almasini engelleyerek normal hiicre gelisimi ve boliinmesini
durdurmaktadirlar. Bu grup ilaglar arasinda, timidilat sentetazi inhibe eden 5-
Fluorourasil (5-FU) 6nemli bir 6rnektir. Fludarabin, ¢oklu olarak DNA polimerazlari,
DNA primaz ve DNA ligaz I’in islevlerini engellemektedir ve bu enzimlerin DNA
replikasyonu esnasinda yiiksek aktivite gdstermesinden dolayr S evresine 0zgii
caligmaktadir. Bir folat antagonisti olan metotreksat; piirin ve pirimidin sentezi igin

gerekli olan dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe etmektedir (100).
C. Bitkisel Alkaloidler

Bu alkaloid grubu, bitkilerden elde edilmektedir ve mikrotiibiil sentezini ve
mitotik igcik olusumunu engelleyerek hiicre bdliinmesini  durdurmaktadirlar.
Mikrotiibiiller, sitotoksik dogal iiriinlerin ana hedefidir. Mikrotiibiiller iizerinde etki
eden ilaglar, tiibiilin iizerinde bir¢ok bdlgeye ve mikrotiibiillerin farkli pozisyonlarinda
baglanarak metafaz/anafaz gecisi esnasinda mitozu durdurarak hiicre 6liimiine neden

olmaktadir. Bu gruptaki ilaglara 6rnek olarak Vinca bitkisinden elde edilen alkaloidler
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olan ve tiiblilin {iizerinde spesifik bolgelere baglanarak tiibiilinlerin mikrotiibiil
olusturmasi engelleyen vinkristin, vinblastin ve vinorelbin verilebilir. Taksanlar
icerisinde ye alan yeni bir grup olan ve Taxus brevifolia bitkisinden elde edilen
paklitaksel, sentetik tiirevi olan dosetaksel, tubilinlerin polimerlesmesini arttirarak
mikrotlibil formasyonunu ve stabilizasyonunu saglayarak hiicre bdliinmesini

engellemektedir (100).
D. Topoizomeraz inhibitorleri

Farkli sayida burguya sahip es DNA dongiilerine topoizomer adi verilmektedir.
Bir baska deyisle, ayn1 formiile sahip ancak farkli topolojide molekiillerdir ve
birbirlerine ¢evirimleri i¢cin DNA zincirlerinin kesilmesi gerekmektedir. DNA
topoizomerazlar, DNA’nin ii¢ boyutlu geometrisini (topoloji) diizenleyen enzimlerdir.
Bu sayede topolojik izomerlerin doniisiimiinii ve agilmasini saglamaktadirlar. Bu durum
DNA sarmalinin transkripsiyon ve replikasyonda gerekli enzimatik diizenegin diizgiin
bir islev gosterebilmesi i¢in ac¢ilmasmin gerekli oldugu, DNA siiper sarmalinin

diizenlenmesi siireci ile iligkilidir (116).

Topoizomerazlar, DNA’nin topolojisini diizenleyen temel enzimlerdir. Tip I
veya tip II topoizomerazlarin inhibisyonu, DNA’nin siiper sarmal yapisini etkileyerek
hem transkripsiyon hem de replikasyonu engellemektedir. Tip | topoizomeraz
inhibitdrlerinin bir grubu, irinotekan ve topotekanin yer aldigi kamptotekanlardir. Tip II
inhibitorlere 6rnek olarak ise; amsakrin, etoposid, etoposid fosfat ve tenoposid
sayilabilir. Bu grup, mayis elmasi (Podophyllum peltatum) bitkisinin kokiinden elde

edilen alkaloidler olan epipodofilotoksinlerin yar1 sentetik tiirevleridir (117).
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E. Antitiimor Antibiyotikler

Klinikte kullanilan pek c¢ok kanser ilact (antrasiklinler, mitoksantron,
daktinomisin vb.) DNA ile interkalasyon yoluyla etkilesime girmektedir. Interkalasyon
ise, Watson-Crick baz eslesmesinin diizenini degistirmeksizin, diizlemsel aromatik veya
heterosiklik halka sistemlerinin, komsu baz ¢iftlerinin arasina DNA sarmalinin eksenine

dik bir bicimde yerlesmesi olayidir.

Antitiimor antibiyotik ilaclarin bir¢ok grubu bulunmaktadir ancak genel oalrak
hiicre boliinmesini ¢esitli yollarla engellemektedirler: (1) DNA’da iki koms1 niikleotidin
arasina interkalasyon gerceklestirerek ayrilmanin engellenmesi (2) riboniikleik asidi
(RNA) inhibe ederek enzim sentezinin engellenmesi ve (3) hiicrenin replikasyon
siirecinin bozulmasi. Bu grup, bir toprak mantari olan Streptomyces’in ¢esitli
tiirlerinden elde edilmektedir. Ornek olarak antrasiklinlerden doksorubisin ve ayni
zamanda topoizomeraz II’yi inhibe eden daunomisin, aktinomisin, bleomisin, mitomisin
ve plikamisin verilebilir. Bleomisinin kendine has bir etki mekanizmasi vardir. Fe(II)
bleomisin kompleksinin oksidasyonu ile serbest radikallerin olusumu sonucunda

hiicrede hasar ve kromozomal anormallikler ger¢eklesmektedir (100).

2.9.2. Multipl Myelom Tedavisi

MM tedavisinde hedef, hastaligin kontrolii, hastanin hayat kalitesinin korunmasi
ve sagkalimin uzatilmasidir. Birkag istisna disinda, yalnmizca semptomatik hastaliga
sahip bireyler tedaviye ihtiya¢ duymaktadir. Tedavi icin yas, performans durumu ve
komorbiteler goz iinline alinmaktadir. En uygun tedavi sirast ve kombinasyonunun
secimi ise hala tartisma konusudur. Bu nedenle hastalar, uygun durumlarda klinik
arastirmalara katilim i¢in yonlendirilmektedir. Temel soru, hastanin otolog kok hiicre

nakli (OKHN) i¢in uygun olup olmadigidir. Yapilan ¢aligmalarda, transplantasyonun
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yapildigi ve yapilmadigi durumlar arasinda yapilan ilk tedavi sonrasinda maksimal yanit
ve uzun donem sonlanim arasinda bir baglanti gézlemlenmistir (118, 119). Bu nedenle

tedaviye yanitin etkinliginin arttirilmasi, en biiyiik hedeftir.

Onemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS) ve asemptomatik myelom
hastalar1, diizenli olarak takip edilmektedir ancak semptomatik myelom gelisinceye
kadar tedavi edilmemektedirler. MGUS un myeloma progresyonunu geciktirecek veya
engelleyecek bir miidahale yontemi heniiz bulunmamaktadir (120, 121). Asemptomatik
myelom hastalarinin, uzman bir hematolog tarafindan diizenli takip edilmesi
gerekmektedir. Randomize kontrollii c¢aligmalarda, asemptomatik myelomun
kemoterapi ile tedavisinin sagkalim {lizerinde higbir etkisinin bulunmadig1 gosterilmistir
(120). Glinlimiizde yapilan ¢alismalarda, semptomatik myeloma dogru progresyon riski
altinda bulunan hastalarin tedavisi i¢in yeni tedavi ajanlarinin  kullanimi
arastirilmaktadir ve uygun hastalara klinik c¢aligmalara dahil olmalar1 6nerilmektedir
(120). BCSH (British Committee for Standards in Haematology) kilavuzlari;
progresyon acisindan diisiik risk altindaki MGUS hastalarinin birinci basamak saglik
hizmetlerindeki doktorlar tarafindan takibini Onerirken, yiiksek risk altinda olanlarin

uzman bir hematologun danigmanlig1 altinda takibini onermektedir.

Gectigimiz on yilda, bortezomib, talidomid ve lenalidomidin (immiinomodulator
ajanlar) kullanilmaya baglanmasi ile birlikte, semptomatik myelom tedavisinde
benzersiz bir ilerleme gergeklestirilmistir. Bu ilaglar, glinlimiizde tedavinin temelini
olusturmaktadir. Bir¢ok hasta, ilk tedaviye yanit vererek hastaligin stabil oldugu bir
doneme girmektedir, bu durum da daha iyi bir hayat kalitesi ile iliskilidir (122-126).
Hastalig1 iyilestirecek bir tedavinin bulunmamasindan 6tiirii, hastalikta niiks kaginilmaz

olarak gerceklesmektedir. Yine de, hastalarin en az yarisi, benzer ya da farkl ilaglarla
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ikinci defa uygulanan kemoterapiye yanit verebilmektedir. Tedaviye yanit, birbirini
takip eden niiksler boyunca giderek zayiflamaktadir. Bu durum, refrakter son evre
hastaliga kadar devam etmektedir, bazen ekstramediiller tablolar ve sitopeni de eslik
edebilmektedir. Tedavinin ¢ogu asamasina iliskin klinik ¢aligmalar bulunmaktadir ve

kriterleri uygun olan hastalar bu ¢aligmalara yonlendirilmelidir.

Yani tan1 alan semptomatik myelom hastalari i¢in tedavi yaklasimi hastanin yasi
ve komorbiditelere bagli olarak planlanmaktadir. Baslangictaki kemoterapi rejimleri, en
diistik toksisite ile en biiyiik yanit alinimin1 hedeflemektedir. Geng (genelde 65 yas alt1)
ve iyi durumdaki hastalarda, bu tedaviye yiiksek doz kemoterapi ve otolog kok hiicre
nakli ile devam edilmektedir. Otolog transplantasyon i¢in uygun olmayan daha yash
veya agir komorbiditelere sahip hastalarda ise yalnizca kemoterapi uygulanmaktadir.
Tedaviye yanit, paraproteinler veya hafif zincir diizeyindeki azalmaya gore

evrelendirilmektedir (Tablo 2.5).
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Tablo 2.5:Myelomda hastalik yanit1 veya progresyonun siniflandirilmasi (127)

Siiflandirma, paraproteinlerdeki artis veya azalnaya dayanarak gergeklestirilmektedir.
Ancak kemik iligindeki plazmasitozun derecesi, kemik lezyonlarinin progresyonu, ve
yumusak doku plazmasitomunun varligi gibi faktorler de degerlendirmede
kullanilmaktadir. Kemik iligindeki rezidiiel myelom hiicrelerini belirlemek i¢in
kullanilan teknikler gelistikce, yanita iliskin 6rnek olarak siddetli tam yanit gibi farkl

yanitlar teshis edilebilmektedir.

Tam yamt

Paraprotein tespit edilmemesi ve yumusak dokularda plazmositomlarin yok olmasi ve
kemik iliginde plazma hiicresi sayisinin < %5 olmasi.

Cok iyi kismi yamit

Paraprotein seviyelerinde % 50’den daha fazla diisiis veya paraproteinlerin
Olciilemeyecek kadar diisiik seviyede olmasi.

Kismi Yamt

Paraprotein seviyelerinde %90’dan daha fazla azalma
Stabil hastahk

Hastalik yanit1 veya progresyonuna iliskin herhangi bir kriterin saglanamamasi
Progresif hastalik

Paraprotein seviyelerinde en az %25’lik artig ( en az 5 g/L ‘lik bir artig), yeni kemik
lezyonlarinin olusumu veya (diizeltilmis serum kalsiyum seviyesi >2.65 mmol/L)

Son zamanlarda yapilan bazi ¢aligsmalardan elde edilen O6nemli bulgular, MM
biiyiimesinde ve sagkalim ile iligkili olan molekiiler yolaklarin daha iyi anlasilmasin
olanakli kilmistir (128, 129). Ek olarak, kodlama yapmayan RNA’lar alanindaki
calismadan elde edilen bulgular sonucunda hastaligin tedavisinde cigir agabilecek
gelismeler olmasi beklenmektedir. Kodlama yapmayan RNA’lar igerisinde yer alan

miRNA’lar, gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel diizenlenmesi ile ilgili oldukca
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onemli gorevlere sahiptirler (128, 130, 131) ve protein sentezinin engellenmesine veya
mRNA degradasyonuna neden olabilmektedirler. miRNA’lar onkogen olarak
(onkomiRNA’lar) veya timor baskilayici  (TS-miRNA’lar) olarak  etki
gosterebilmektedir (132, 133) ve kanser olusumunun kilit agamalarinda biiyiik rol
oynamaktadirlar (134, 135). Biitiin bu bilgiler 1s18inda, kanser olusumunu saglayabilen
veya baskilayabilen bir¢cok geni hedefleme yetenegine sahip miRNA’lar, potansiyel
kanser hiicresi hedefleri/antikanser ajanlar1 olarak arastirmacilardan biiyiik ilgi
gormektedir (136). MM hastaliginda g¢esitli miRNA’larin diizenlenmesinde bozulmalar
oldugu bulunmustur (128). MM patogenezinde miRNA’larin rol oynadigi net bir
bicimde gosterildigi halde, miRNA temelli tedavi i¢in c¢aligmalar heniiz baslangi¢
asamasindandir ve MM tedavisinde miRNA’larin potansiyel klinik uygulamalarina
iliskin ¢ok az calisma bulunmaktadir (137, 138). miRNA’lar kullanilarak etkili bir
tedavinin gelistirilebilmesinin 6niindeki en 6nemli engel, uygun miRNA’larin kemik
iligi mikrogevresine ulastirilmasi ve hedef disinda etkilere yol agmaksizin malignant

plazma hiicreleri tarafindan alinabilmesinin saglanmasidir (136).

2.10. MikroRNA’lar
MikroRNA’lar (miRNA’lar), kisa, kodlama yapmayan 22 niikleotidden olusan

RNA’lardir ve fizyolojik ya da hastalikla iligkili siireclerde 6nemli islevlere sahiptirler.
Hedef genlerin mRNA’larina baglanabilme 06zelligine sahiptirler. Bu sayede
translasyonun baskilanmasina neden olmaktadirlar. RNA interferansi yoluyla post-
transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunun potansiyel diizenleyicileridirler (139).
miRNA’larn, transkripsiyonu, RNA polimeraz II veya III tarafindan gergeklesmektedir
ve sa¢ tokasi seklinde bir yapiya sahiplerdir. Daha sonra, nukleusta bir RNAz enzim
kompleksi olan Drosha ve ¢ift zincirli RNA’ya baglanan bir domain proteini olan

DGCR&/Pasha tarafindan iglenirler ve pre-miRNA’lara doniisiirler (Sekil 2.6).
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Sonrasinda ise pre-miRNA’lara Exportin-5 proteini ile sitoplazmaya aktarilir ve Dicer
enzimi ve birlikte gorev alan TRBP/PACT proteinleri ile cift zincirli miRNAlara
dondstiirtiliirler. Daha sonra yer alan olgunlasma siirecinde ise iki miRNA zinciri
birbirinden ayrilarak zincirlerden bir tanesi, RISC (RNA-induced silencing complex)
kompleksinde yer alan Argonaut 2 (AGO2) proteini ile baglanti kurarak, burada hedef

mRNA’larin baskilanmasi i¢in bir rehber gorevi goriir (140).

MiRNA’lar, gelisim sirasinda lineajin belirlenmesi ve ydnetiminde Onemli
gorevlere sahiptir ve ¢ogu embriyonik kok hiicrede sentezlenmemekle birlikte gelisim
sirasinda dokuya 6zgii bir bicimde olugsmaktadirlar. Hayvan evrimi siirecinde fenotipik
varyasyonlarla iligkilidirler ve miRNA hedef genlerinin diizenlenmesindeki
degisikliklerin insanlarda bazi hastaliklara karsi hassasiyet gibi fenotipik varyasyonlar

tizerinde etkili olabilecegi diisliniilmektedir (141).
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Sekil 2.6: miRNA biyogenezinin ve translasyonel diizenlemenin sematik gosterimi (142).

2.10.1. MikroRNA’lar ve Kanser
Kronik lenfositik 16semi (KLL), akut promyelositik 16semi (APL), akut myeloid

l6semi (AML) 6nemi belirsiz monoklonal gamopati (MGUS), multipl myelom ve non-
Hodgkin lenfoma, meme kanseri, 6zofagus kanseri, gastrik kanser, berrak hiicreli
bobrek kanseri, serviks kanseri gibi bir¢ok kanser tiirlinde, miRNA’larda c¢esitli
degisiklikler goriilmektedir (143). miRNA’lar, c-MYC, p53, RAS, BCR/ABL ve
TWIST1- miR10b-HOXD10 gibi onkojenik, tiimor baskilayict ve metastatik yolaklarin
diizenlenmesinde yer alabilmelerinden dolayi, tim6r olusumunda bir¢ok role sahiptir.
Ayrica miRNA’larin ekspresyonu da onkogenlere ve tiimor baskilayicilara gore
sekillenebilmektedir (143, 144). Neoplastik hastaliklarda goriilen anormal miRNA

diizeyleri, genetik ve epigenetik mekanizmalarin birlikte veya ayr1 ayri etkileri ile
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transkripsiyonel ve postranskripsiyonel —modifikasyonlarin sonucunda ortaya
¢ikmaktadir ve hiicrede homeostazin bozulmasina ve kanserin temel 6zelliklerinden biri
olan daha az farklilagmis bir hiicresel duruma neden olmaktadir (145, 146). miRNAlar,
onkogen olarak etki gostererek; neoplastik hiicrelerin digsal biiyiime sinyallerinden
bagimsiz hale gelmesi, kontrolsiiz proliferasyon ve sagkalim gibi kansere 6zgii olaylara
etki edebilmektedir ve tiimor hiicrelerinin biiylime karsiti sinyallere hassasiyetsiz hale
gecmesine neden olabilmektedir. Klinik uygulamalarda miRNA’lar prognostik bir
faktor olarak gosterilmistir. Ornek olarak, KLL hastalarinda miRNA’larin ekspresyon
seviyeleri, ilk tedaviye kadar gecen siire igin belirleyici olabilirken; bilinen bazi
molekiiler prognostik faktorlerinin mutasyonu ile de iliskili bulunmustur (147).
miRNA’larin ekspresyon diizeylerinin, ayn1 zamanda hepatoselliiler karsinom, pankreas
kanseri, kolon adenokarsinomu, akciger kanseri, 6zofagus kanseri ve melanom gibi
cesitli kanserlerde hastalarin genel sagkalimi ile iligkili oldugu kaydedilmistir (148). Ek
olarak miRNA’lar, hastalarin bireysel olarak kimyasal yanitlarinin degerlendirilmesi
amaciyla hem in vitro hem de in vivo ortamlarda incelenmistir (149). miRNA’larin
serum veya plazmada Olgiilebilmesi, onlar1 kolorektal, akciger, prostat ve bdbrek
kanserleri gibi solid tlimoérlerin tanist i¢in kullanigh bir biyobelirte¢ haline getirmistir
(148, 150). Kan dolasimindaki miRNA seviyeleri, tiimor kokenli olabilmekte veya
sistemik yaniti yansitabilmektedir. Ancak miRNA paternlerinin belirlenebilmesi
acisindan serum, plazma veya periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC) arasindan
hangisinin ¢aligma ic¢in en uygun Ornek oldugu heniiz net olarak belirlenememistir
(151). miRNA’larin kanser iizerindeki 6nemli etkileri, onlari terapdtik bir hedef aday1
olarak c¢ekici hale getirmektedir. miRNA’larin tedavi etkilerinin diizenlenmesi ile

klinikte kanser i¢in faydali olabilecek uygulamalar gelistirilebilecektir.
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2.10.2. Multipl Myelom’da MikroRNA’lar
Ik olarak 2004 yilinda Chen ve arkadaslari, miRNA’lar ve hematopoez

diizenlenmesi arasindaki iliskiyi gostermistir (152). Boylelikle, biitiin hiicre hatlarinda
aynt miRNA’larin her zaman eksprese edilmedigi gz oniine alindiginda, hematopoetik
hiicre c¢esitlerinden her birisinin farkli sekillerde miRNA ekspresyonu yaptigi
belirlenmistir. Non-Hodgkin lenfoma , Hodgkin lenfoma, , KLL, AML, APL, ALL ve
MM gibi hematolojik kanserlerin hemen hemen tamaminda, miRNA ekspresyon

profillerinde ¢esitli anormallikler gézlenmistir.

MM, malignant plazma hiicrelerinin klonal proliferasyonu ile karakterize, kronik
ve glinlimiizde hala tedavisi olmayan bir hastaliktir. Sayisal kromozom anomalileri,
translokasyonlar, gen mutasyonlari, epigenetik degisikliler ve kemik iligi
mikrocevresinde malignant plazma hiicreleri ile stroma hiicrelerinin dogrudan etkilesimi
gibi faktorler, MM patogenezinde rol oynamaktadir (153). MM patogenezi, ¢ok
basamakli bir siirectir ve 14q32.33 ile 4pl6.3 primer erken kromozomal
translokasyonlar1 sonucunda MMSET ve FGFR3 genlerindeki deregiilasyon, bu siirecte
rol oynamaktadir. Bu erken kromozomal degisiklikler, hem MM’de hem de MGUS’da
goriilmektedir. Hastalik ilerledik¢e; KRAS ve NRAS’in aktivasyonu, MYC geninde
kompleks karyotipik anormallikler, TP53 ve FGFR3 genlerinde mutasyonlar ve
CDKN2A ve CDKN2C’nin inaktivasyonu gibi ¢esitli sekonder kromozomal
translokasyonlar ve gen mutasyonlarina rastlanmaktadir. MM  biyolojisinde
miRNA’larin olas1 etkileri, MM patogenezinin aydinlatilmasi i¢in gerceklestirilen

caligmalar i¢in vaat edici bir alan olusturmaktadir.

2.10.2.1. MM’de miRNA deregiilasyonu
Su ana kadar pek ¢ok arastirmaci tarafindan MM’de miRNA ekspresyon

paternlerinin detayl analizi gergeklestirilmistir. MGUS’ tan MM’ye dogru progresyonun
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¢ok asamali dogasin1 géz Online alarak, Pichiorri ve arkadaslar1 farkli MM soylarinda,
saglikli insanlardan elde edilen CD138+ primer plazma hiicrelerinde ve MGUS olan
veya mediiller/ekstramediiller MM hastalarinda miRNA ekspresyon analizi
gerceklestirmiglerdir (154). Saglikli insanlardan ve MGUS hastalarindan elde edilen
plazma hiicreleri (PH) kiyaslandiginda, 48 miRNA’nin up regiilasyon veya down
regiilasyon yoluyla deregiile oldugunu bulmuslardir. MM o6rnekleri ve saglikli PH
karsilastirildiginda, deregiile olan miRNA sayis1 37 tanesinde up regiilasyon ve 37
tanesinde down regiilasyon olmak {izere 74’e¢ yiikselmistir. Bu sonuglar, miRNA
deregiilasyonunun hastalik progresyonu ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. lging
bir bigimde, MM hiicre hatlarindan elde edilen miRNA ekspresyon paternleri MM
hastalarindan elde edilenlerdekine ¢ogunlukla down-regiile olanlardan ziyade (%30
uyumluluk) up-regiile olan miRNA’lar (%90 uyumluluk) olmak iizere benzer profiller
sergilemistir. Zhou ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bir baska caligmada ise,
yeni tant almig 52 MM hastast ve 2 saglikli donériin miRNA ekspresyon profilleri
karsilastirilmistir (155). Analiz edilen 464 insan miRNA’s1 igerisinde, arastirmacilar
MM orneklerinde saglikli dondrlerinkine kiyasla 95 miRNA’nin ortalama ekspresyon
diizeyinin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Yapilan gen kiimesi zenginlestirme
analizi (GSEA; gene set enrichment analysis) ile, daha yiiksek seviyelerdeki total
miRNA ekspresyon diizeyinin, kanserin baglangici ve progresyonu ile iligkili genlerin
ekspresyonu ile anlamli diizeyde iliskili oldugu kaydedilmistir (156). Denetimsiz
hiyerarsik kiimeleme analizi ile, eksprese olan 95 miRNA, iki farkli ekspresyon
kiimesine ayrilmistir. Birinci kiimedeki hastalarin, ikinci kiimedeki hastalara kiyasla gen
ekspresyonuna dayali risk skoru anlamli derecede daha yiiksek olarak bulunmustur. Bu
durum, toplam miRNA ekspresyonu ile risk skoru arasinda pozitif bir korelasyon

olabilecegini diisiindiirmektedir (157). MM’de miRNA ekspresyon profilinin
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arastirtlmasi i¢in Lionetti ve arkadaslari, alternatif bir yontem denemistir (158).
Calismada, 48 MM ve PHL Hastasi, translokasyon/siklin (TC) siniflandirilmasina gore
ayrilmigtir (159). Buna gore, ayr1 karyotipik anormalliklere sahip 5 ayri altgrup
belirlenmistir. 74 miRNA igerisinde, ekspresyon diizeyi veri seti icerisindekilerin
ortalamasina kiyasla iki kat degisiklik gosteren 26 miRNA; ¢oklu sinif analizine gore 5
translokasyon/siklin (TC) grubu igerisinde yliksek derecede farklilasmis bicimde
eksprese edilmektedir. Daha sonrasinda bu kritik miRNA’lar, 1q kazanimi, 13 ve 17
delesyonu ve hiperdiploidi gibi genetik degisikliklerin tiplerine gore siniflandirilmigtir.
Bu ¢aligmalarda benimsenen yaklasim, miRNA ekspresyonlar1 ile MM patogenezinde
etkili temel kromozomal degisiklikler arasinda korelasyon kurulabilmesine olanak
saglamistir. Bu sayede miRNA paternleri ile gen ekspresyon profilleri ve karyotipik
imza arasinda bir iliski kurulabilecektir. Elde bulunan genomik veri ile miRNA
profillerini birlestirme yaklasimi, tercih edilebilir olmakla birlikte; analizi yapilan total
miRNA sayisinin siirekli giincellenmesi gibi, kullanilan mikroarray platformlarinin
farklilig1 nedeniyle tam olarak kiyaslama yapabilmek miimkiin olmayabilmektedir. Ozet
olarak, bu c¢aligmalarin sonucunda MM gelisiminde kritik rol oynayan genlerin

kontroliinii saglayabilecek bircok miRNA kesfedilmistir.

2.10.3. MM tedavisinde miRNA’lar

miRNA’larin kesfi yeni olmamasma ragmen, miRNA’larin tedavi edici
oOzellikleri {izerine son birkac yil icerisinde ¢alisilmaya baslanmistir. miRNA’lar gen
ekspresyonunun posttranskripsiyonel diizenleyicileridir ve normal ve anormal hiicrenin
karmasik biyolojisi icerisinde temel gorevler almaktadirlar. Tiimorlerde genetik
degisikliklerle ilgili diger alanlara iligkin uzun siiredir bazi bilgiler mevcutsa da; kanser
gelisiminde bir aract olarak miRNA regiilasyonundaki bozukluklar yeni taninmaya

baslanmistir. Bu molekiillerin nasil c¢alistigt ve ¢esitli hedefleri diizenlediginin
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anlasilmasindan sonra, miRNA’lar transkriptom ve proteom {izerinde ince diizenlemeler
yapma imkani saglayacaktir (160). Her bir miRNA molekiilii, birgok hiicresel
fonksiyonu diizenleyen bir agin uyumlu bir parcasi olarak yiizlerce mRNA’y1
hedefleyebilmektedir. Gliniimiizde, bir¢ok hastaligin aslinda miRNA ekspresyonundaki
bozukluklarla iligkili oldugu anlasilmaktadir. Bu nedenle, insanda kanser hastaliginin
tedavisi i¢in, eksik olan miRNA’larin takviyesi veya asir1 eksprese olan miRNA’lar i¢in
antagonistik bir tedaviyi temel alan bir yaklasim, mantikli bir yontem olabilir. Hizla
gelismekte olan bu yeni alan, “miRNA hedefli terapi” olarak tanimlanabilir ve
hedeflenen tedavi plani igerisine dahil edilebilir. Insanda kanser hastalig1 i¢in molekiiler
hedefli bir¢cok tedavi ajani gelistirilmesine ragmen ¢ogu durumda tedaviye yanit siiresi
istenilen diizeyde olamamaktadir. miRNA terapisi, tek bir hedeften ¢oklu hedefe dayali
bir yaklasima gecilmesi gibi oldukca faydali bir imkan saglayabilecektir ve boylelikle

timor hiicrelerinde 6nemli zararlar olusturma potansiyeline sahiptir.

Son zamanlarda, MM’de genetik siniflandirilmanin saglamis oldugu bilgiler
1s181inda spesifik miRNA imzalar1 tanimlanmistir ve hastaligin farkli alt gruplan ile
iligkilendirilmistir (161-163). PH’lerin malignant transformasyonu {iizerindeki olasi
etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla pigenetik diizenleyicilerin bu smifinin gorevleri
aragtirtlmaktadir. Seckinger ve arkadaslari, normal ve malignant PH arasinda miRNA
profillerinde bazi farkliliklar tespit etmislerdir ve farkli eksprese edilen bu miRNA’lar

MM’de sagkalimi kuvvetli bir bigimde etkilemektedir (164).

MM hiicrelerinde  disreglile olan miRNA ekspresyonu, sitogenetik
anormalliklerle iligkilidir ve MM genetik alt gruplarina 06zgii bicimde gen
ekspresyonunda degisiklikler ile baglantilidir. Bu durum, hastaliga kars1 yeni tedavi

stratejilerinin  belirlenmesi igin bir zemin saglamaktadir (165-168). Aslinda, son
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zamanlarda yapilan g¢alismalarda MM de dahil olmak iizere bircok malignitede,
onkojenik miRNAlarin (onkomiRler) baglantis1 gosterilmistir ve bu bulgular dogrudan
bu onkomiRleri hedefleyen terapétiklerin tasarlanmasina neden olmustur. “Bir ilag
olarak miRNA’lar” olarak tanimlanabilecek bu alternatif yaklasim, sentetik olgun
miRNA  kopyalarinin ~ uygulanmast  yoluyla tiimor  hiicrelerinin  yeniden
programlanmasini hedeflemektedir. Ornek olarak MM’de tiimér hiicrelerinde birgok
miRNA biiyiik dl¢iide up regiile veya down regiile olmaktadir ve bunlarin inhibisyonu
(169, 170) veya ekspresyonlariin yeniden olusturulmasi durumunda (171, 172) hiicre

prolifersyonu ve sagkaliminin etkilendigi gosterilmistir.

2.10.4. MiR-21
MiR-21, antiapoptotik oOzelliklere sahip bir onkojenik miRNA olarak

tanimlanmistir. miRNA’larin MM’deki roliinti gosteren ilk ¢alisma, 2007 yilinda iki
HCML hatt1 (insan myelom hiicre hatt1) ile gerceklestirilmistir. Calismada (173), miR-
21’in IL-6/STATS3 yolag: ile upregiile oldugu ve asir1 ekspresyonunun IL-6’nin yoklugu

durumunda bile apoptozun inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: miRNA yolaklar1 ve multipl myelom patogenezi (174).

MiR-21’in kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin da dahil oldugu birgok
patolojide up regiile oldugu gésterilmistir (175). MiR-21in up regiilasyonuna iliskin
transkripsiyonla iligkili olmayan bir mekanizma olarak promotor hiperaktivasyonundan
ziyade gen amplifikasyonu Onerilmistir (176). Ancak mevcut verilerin ¢oguna gore
miR-21  ekspresyonu  transkripsiyonel ~ ve  posttranskripsiyonel  olaylarla

diizenlenmektedir (177, 178).

Cesitli biyolojik siireglerde genis rollere sahip miRNA-21, son zamanlarda
ozellikle kanser ve diger hastaliklar i¢in ilgi ¢ekici bir konu olusturmaktadir. Kromatin
Immiinopresipitasyon ¢alismalarinda, insan myelom hiicrelerinde IL-6’ya yanit olarak
STAT3’lin miR-21 upstream bolgesine katildigr gosterilmistir. MM hiicre hatlarinda
miRNA-21 transkripsiyonunun IL-6 tarafindan kontrol edildigi ve STAT3 aktivasyonu

ile yonlendirildigi ve bu sayede malignant hiicre sagkalimini destekledigi
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diistiniilmektedir. IL-6’nin  bulunmadigi ve miR-21’in ektopik ekspresyonunun
gerceklestigi durumlarda, apoptotik olmayan hiicre diizeylerinde anlamli bir artig
goriilmiistiir. Bu durum, miR-21’in STAT3’in anti-apoptotik islevlerine katki
sagladigin1 gostermektedir (Sekil 2.8). Bu sonuglar, miR-21’in STAT3’{in onkojenik
aktivitesi iizerinde Onemli bir role sahip oldugunu ve myelom olusumunda etkili

oldugunu gostermektedir (179).
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Sekil 2.8: miR-21transkripsiyonu, STAT3 iizerinden IL-6 tarafindan kontrol edilmektedir (180).

Yapilan bircok genom capinda miRNA profilleme calismasi ile, MM’de miR-
21’in bir onkomiR oldugu dogrulanmistir (181-184). Munker ve arkadaslari, (Insan
myelom hiicre hatlarinda (HCML) miR-21"in up regiilasyonunun, melfalan direnci ile
iliskili oldugunu gostermistir (185). Wang vd. ise tek basina kiiltiire edilen HMCL

hatlarinda miR-21’in ekspresyonunun diisiik oldugunu, buna karsiik HMCL kiiltiirleri
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ile kemik iligi stroma hiicreleri birlikte kiiltiire edildiginde miR-21’in yiiksek diizeyde
eksprese edildigini bulmuslardir (186). Bu sonuglar, myelom hiicrelerinde miR-21’in up
regiilasyonunun kemik iligi mikro ¢evresindeki etkilesimler araciligryla gerceklestigini
ifade etmektedir (Sekil 2.8). Ayni ¢alismada, bortezomibin myelom hiicrelerinde miR-
21 ekspresyonunu azalttigr kaydedilmistir. Ayn1 zamanda bir antagomiR ile miR-21
ekspresyonunun down regiilasyonu sonucunda, deksametazon ve doksorubisine
hassasiyetin arttig1 gosterilmistir. Arastirmanin sonuglari, miR-21 ekspresyonunun ilag
direnci ile iliskili oldugunu 6nermektedir (186). Baska ¢alismalarda da miR-21’in down
regiilasyonunun, in vivo ortamda myelom hiicrelerinin apoptozuna neden oldugunun
gosterilmesi sonucunda miR-21, tedavi i¢in potansiyel bir hedef olarak goriilmeye

baglanmistir (187-189).

Meme kanserinde ise miR-21’in over ekspresyonunun mastektomi insidansi,
daha biiyiik tiimor, daha yiiksek derecelendirme, daha yiiksek evre, ER-negatif, HER2-
pozitif meme kanseri alt tipi, Ki-67 ekspresyonu ile iliskisi oldugu (190) ve invazif ve
metastaz potansiyeli oldugu kaydedilmistir (191, 192). Bu faktorlere ek olarak, miR-21

seviyelerindeki artis ile hastaligin kotii prognozu iliskili bulunmusgtur (190).

2.10.5. MiR-32

Yapilmakta olan arastirmalarda, miRNA’larin insanda kanser biyolojisinde
temel gorevlere sahip oldugu gosterilmektedir. Bu sayede kanser hastaliginin
tedavisinde yeni ve umut verici gelismeler saglanabilecektir (193-195). Kanserde
miRNA ekspresyonunda disregiilasyona sik¢a rastlanirken ayni zamanda timor
baslangici, gelisimi ve progresyonu ile de iligkilidir. miR-32 insanda bir¢ok
malignitenin patogenezinde rol oynamaktadir. miR-32 ekspresyonu, kolorektal kanserde

(196), bobrek kanserinde (197), prostat kanserinde (198) ve multipl myelomda (199) up
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regiilasyon gostermekte olup, bu tiimorlerde potansiyel bir onkogen iglevi géormektedir.
Bununla birlikte, miR-32 ekspresyonu, mide kanserinde ve osteosarkomda anlamli
derecede diisiis gostermektedir ve bu durumda bir tiimor baskilayici adayidir (200, 201).
Yanaihara ve arkadaglarinin gerceklestirdigi bir ¢alismada, akciger kanserinde miR

mikroarray analizi ile miR-32’nin down regiile oldugu gosterilmistir (202).

Kanser biyolojisinde, miRNA ekspresyonundaki bozulmalar, timoér olusumu,
progresyonu ve gelisimi ile iligki gostermektedir (203-206). miR-32, cesitli kanser
tiplerinde farkli sekillerde ¢alisan bir miRNA’dir. miR-32, mide kanserinde ve
osteosarkomda (207, 208) anlaml1 derecede diisiis gosterirken; kolorektal kanser, (209)
bobrek kanseri (210) ve prostat kanseri (211) gibi diger birgok kanser tiirtinde up regiile
olmaktadir. Ozellikle MM hastaliginda miR-32, over ekspresyon gostermektedir ve
hastalik patogenezi ile iliskilidir (212). MM hastalarindan elde edilen kanser
hiicrelerinin global miRNA ekspresyon profili analizi sonucunda; miR-21, miR-106b
kiimesi, miR-181a, miR-181b, miR-32 ve miR-17 kiimesinin MM hastalarinda upregiile

oldugu tespit edilmistir (212-214).

FBXW?7 (F-box and WD repeat protein containing 7); c-Myc, c-Jun, rapamisinin
memelideki hedefi ve myeloid hiicreli 16semi (MCL) gibi onkoprotein substratlarinin
stabilitesini diizenleyen 6nemli bir gen olarak bilinmektedir (215-217). Birgok miRNA,
gen dizilerinin baz1 bdlgelerinde hizalanmalarimin eslesmesi nedeniyle FBXW?7
tarafindan potansiyel olarak diizenlenebilmektedir. Ayni1 zamanda, yakin zamanda
gerceklestirilen bazi calismalarda FBXW?7 genindeki degisiklerin kanser gelisimine

neden olabilecegi gosterilmistir.

Bir calismada, FBXW7°nin kolon kanserinda kotii prognoz ile iliskili oldugu

gosterilmistir (218). Ayrica bazi ¢alismalarda gliomada (219, 220), gastrik kanserde



49

(221) ve meme kanserinde (222) FBXW7 kaybi ile kotii prognoz arasinda korelasyon
gozlenmistir. Bununla birlikte MM’de FBXW7°nin ekspresyon diizeyleri {izerine ¢ok az
calisma gerceklestirilmistir. FBXW7’nin kanser gelisimindeki Onemi gbéz Oniine
alindiginda, bu genin MM hastaligindaki rolii ve 6zellikle de miR-32 ile iligkisinin

arastirilmasi ilgi gekmektedir.

MiR-32 ve miR-17-92 kiimesi, sadece MM’de upregiile olup; MGUS’da
olmamaktadir. Bu durum, hastaligin MGUS’tan MM’e progresyonunda olasi bir etkiye
sahip olduklarmi diistindiirmektedir ve bu olay muhtemelen MM hastalifina 6zgii
genetik degisiklikleri yansitmaktadir. miR-32, miR-181a, miR-181b, ve miR106b-25
kiimelerinin, p53’iin asetilasyonunda yer alan histon asetiltransferaz P300/CBP-iliskili
faktorii (PCAF) hedefleyerek negatif bir bicimde diizenledigi ve MM hastaliginda

dolayli olarak p53 aktivitesini kontrol ettigi kaydedilmistir (223).

2.10.6. MiR-181a

Insanda miR-181a, 1q31.3’de yer alan miR-181 ailesinin bir iiyesidir. Bu aile 4
miRNA’dan olugsmaktadir: miR-181a, miR-181b, miR-181c, ve miR-181d. Bu
MiRNA’larin tamami, “seed region sequence” igerisinde yiiksek oranda korunmustur,
bu da miR-181 ailesinin gen hedeflemede fazla miktarda kullanildigi anlamina
gelmektedir (224). miR-181a’nin ekspresyonundaki degisiklikler, bir¢ok kanser tipinde
gozlemlenmistir. Caligmalarda, birgok kanserde anormal diizeyde yiiksek miR-181a
ekspresyonunun hiicre dongiisiinii, apoptozu, proliferasyonu ve metastazi diizenliyor

olabilecegi ifade edilmistir (225).

MM patogenezinde miRNA’larin roliinii arastirmak iizere Pichiorri ve
arkadaglar tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, smirli sayida saglikli kontrolde,

MGUS ve MM orneklerinde ve bir dizi insan myelom hiicre hattinda (HCML) plazma
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hiicrelerinin  (PH) miRNA ekspresyon profili olusturulmustur (226). Analizler
sonucunda, anormal plazma hiicrelerinde tiimor progresyonuyla iliskili olan farkli
miRNA’larin ekspresyon imzalar1 belirlenmistir. Ozellikle de; B ve T hiicrelerinin
farklilagsmasinda gérev alan miR-181a, onkojenik kiime miR-106b25 (6zellikle de miR-
93, miR-106b ve miR-25), ve miR-21’in ; MGUS ve MM o&rneklerinde up regiile
oldugu belirlenmistir. Buna karsilik, miR-32 ve miR-17-92 kiimesi (6zellikle miR-19a
and miR-19b) ise sadece MM orneklerinde anlamli seviyelerde up regiilasyon
gostermistir ve bu durum hastalik progresyonu ile iligkili olabileceklerini dnermektedir.
HCMVL’ler ile gergeklestirilen fonksiyonel degerlendirilmelerde, bu miRNAlardan
bazilarimin ekspresyonlarmin bozulmasi ile MM patogenezi ile iliskili biyolojik
stireclerin baglantili oldugu goriilmiistiir: miR-181a ve miR-181b, miR-106b25 kiimesi
ve miR-32, myelom hiicrelerinde TPK3 aktivitesini diizenleyen PCAF geninin 3’UTR
ucu ile etkilesime gegmektedir (Sekil 2.9). Diger yandan, miR-19a ve miR-19b ise IL-
6R/STAT3 yolaginin negatif bir diizenleyicisi olan SOCS-1’i; hedeflemektedir ve bu

yolla IL-6 tarafindan baglatilan antiapoptotik sinyal iizerinde rol oynayabilmektedirler.

miR-9
miR-150 miR-17-92 miR-30b, miR-30d miR-125b miR-155
MYB BIM PTEN BLIMP1 IRF4 PU.I
pro-B l J_ J_ o pre-B . olgunB N l l _|_ plazma
ficresi " hiicresi e . F ? hiicresi
hiicresi t miR-17-92 t miR-150 hiicresi 1 miR-223 1 miR-20b 1 miR-15b | miR-9 hiicresi
{ miR-1252 t miR-93 | miR-29a | miR-30 family
tmiR-125b t miR-28 t miR-25 | miR-17-5p
t miR-99b 1t miR-16 t miR-130b | miR-20b
tlet-Te 1 miR-181b | miR-320 | miR-28
tmiR-17-5p t miR-15a | miR-150 | miR-93
t miR-106a | miR-181b

Sekil 2.9:B hiicresi gelisiminde mikroRNA’larin rolii (227).
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2.10.7. MiR-181b
MiR-181 ailesi, yiiksek oranda korunmus 4 olgun miRNA’dan olusmaktadir:

miR-181a, 181b, 181c and 181d (228). Bu miRNA’lar, ti¢ kromozom iizerinde yer
alan alti prekiirsérden koken almaktadirlar. miR-181a 1 ve 181b 1, 1.kromozomda,
miR-181a 2 ve 181b 2 kromozom 9'da, miR-181c ve 181d kromozom 19’da yer
almaktadir. miR-181b 1 ve 181b 2 olgun formlarinda ayni diziye sahiplerdir ancak
farkli kromozomlar {izerinde yer almaktadirlar (229). miR-181’lerin tiimor dokularinda
anormal bir bigimde eksprese edildigini gosteren bulgular, bu miRNA’larin tiimor
gelisimi  ve/veya  progresyonunda oOnemli  gorevlere sahip  olabilecegini
diistindiirmektedir (230, 231). MiR 181b’in pankreas (230, 232), bas ve boyun (233) ve
mesane (234) kanserlerinde yiiksek oranda eksprese edildigi kaydedilmistir. Tersine,
gastrik (235) ve prostat kanserlerinde (236) ise down regiile edilmektedir. Bu sonuglar,
mMiR-181b’nin timor tipi ve hiicresel igerige gore spesifik etki gosterebildigini ifade
etmektedir (237-239). Daha 6nce, miR-181b’nin iflamasyon ve malignant doniisim
arasinda kritik bir baglant1 oldugu gosterilmistir (240). STAT3, IL-6 tarafindan aktive
edilen bir transkripsiyon faktoriidiir (241-243) ve miR-21 ile 181b 1’yi dogrudan aktive
etmektedir (244). Bir diger 6nemli bulgu da, miR-181b’in kisa siireli ekspresyonunun
epigenetik degisimi tetikleyerek, miR-181b’nin hedefi olan cylindromatosis (CYLD)
tiimor supresorlerini NF-kB aktivitesini negatif olarak diizenleyerek inhibe etmektedir.
Sonu¢ olarak, miR-181b ve CYLD, inflamasyon ve kanser arasindaki epigenetik
degisimde yer alan negatif feedback dongiisiiniin bir parcasidir (244, 245). Mevcut

bilgilere dayanarak tiimor olusumunda miR 181b’in rolii Sekil 2.10°de gosterilmistir.
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CBX7 p27, BCL2, TIMP3, p53, diger hedefler

1
1
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hicre dongisa ]
kontrol I
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Hiicre proliferasyonu, hiicre adezyonu, hiicre dongisi kontrold, hiicre sinyali, kemosensitivite, apoptoz

Sekil 2.10:miR-181b tarafindan etkilenen hedefler ve yolaklar (246).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
Bu c¢aligmada 20 kisi saglikli kontrol, 38 multipl miyelom hastasi iki grup vardir

(tedavi oOncesi ve tedavi sonrasi) 01/2016-09/2017 tarihleri arasinda Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali’nda
muayene amactyla bagvuran bireylerden alinana periferik kan Orneklerinden
olusturulmustur. Kontrol grubu ise herhangi hastalifi olmayan, yas ve cinsiyet
bakimindan diger hasta grubuna uygun olan 20 kisiden aliman kan Orneklerinden
olusturulmustur. Calismaya dahil edilen biitiin bireylerden bilgilendirilmis onam formu
almmustir. Calismaanin etik acildan uygunlugu Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu

26.06.2015 tarih ve 1309 sayli etik kurul karar ile teyit edilmistir.

3.2. Kimyasal Maddeler ve Diger Geregler
PAXgen blood RNA tiip (QIAGEN, kat. No: 762165)

PAXgen blood miRNA kit (QIAGEN, kat. N0:763134)
miScript Il RT Kit (QIAGEN, kat. N0:218161)

miScript SYBR Green PCR Kit (QIAGEN, kat. N0:218073)
miScript Primer Assay (QIAGEN, kat. N0:218300)

RNaz icermeyen su (QIAGEN, kat. No:129112)

Kloroform (Merck kat. N0:102445,2500)

Etanol %99 ( Merck kat. N0:100983,2500)

Izopropanol %100 ( Merck kat. No:100995,2500)

Mikropipet (0-10ul, 20-100ul, 100-1000u1) (AXYGEN)
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Filtreli pipet ucu (10 pl, 100 pl, 1000 ul) (AXYGEN)

3.3. Cihazlar
Derin Dondurucu (-80°C) (Esco Lexicon Il ULT Freezer)

Derin Dondurucu (-20°C) (Profilo)

Vortex (VWR International)

Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-30R)

Masaiistii Mini Santrifiij (Beckman Coulter, Inc.Allegra 16)

PZR Cihaz1 (BioRad T100 Termal Cycler)

Gergek Zamanli PZR Cihazi (BioRad CFX Connect™ Real-Time PCR)
Otoklav (Nuve)

Spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop 2000)

Saf Su Cihaz1 (ELGA Millipore)

Hepa Filtreli Laminar Flow Kabin (Thermo Scientific)

3.4. Yontem
Hasta ve kontrol bireylerden alinan PAXgene RNA tiiplerinde alinan 5-10cc kan

ornekleri kullanildi. Gelen kanlar miRNA izolasyon kiti ile miRNA izole edildi ve
saklanmak {izere -80°C'de muhafaza edildi. Total RNA miktar1 spektrofotometre (ND-

1000k; Nano-Drop Teknolojileri) ile 6lgilidir.

3.4.1. Kandan mikroRNA izolasyonu
Kan 6rneklerinden miRNA izolasyonu igin PAXgen Blood miRNA Izolasyon

Kiti kulllanildi. izolasyon isleminde ilk olarak donmus kan drnekleri ¢ozdiiriildii.
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PAXgene kan RNA tiipleri, sogutmali santrifiij kullanilarak 3000-5000xg'de 10
dakika santrifiij edildi. Siipernatan (istteki sivi) atildi ve 4 ml RNaz igermeyen su,
tipiin dibinde kalan pellete (dipte kalan c¢okelti) eklendi. Olusan pellet, “RNaz
icermeyen su”da ¢ozlinene kadar vortekslendi. Bu asamadan sonra, tiipler tekrardan
3000-5000xg'de 10 dakika santrifiij edilerek olusan siipernatan atildi. Tiipiin dibinde
kalan pellet {izerine Tampon BM1'den 350 pl ilave edildi ve pellet ¢oziilene kadar
vortekslendi. Karisim 1,5 ml steril tiipe aktarildi, daha sonra Tampon BM2’den 300 pl
ve 40 ul proteinaz K ilave edildi. 5 saniye boyunca karigim vortekslendi ve 10 dakika
calkalayicilt inkiibatorde 55°C'de 400-1400 rpm'de inkiibe edildi. Karisim, mor renkli
PAXgene spin kolonuna eklendi ve 3 dakika siireyle tam hizda santrifiij edildi. Olusan
siipernatant, steril olan 1,5 ml eppendorf tiipline aktarildi ve iizerine

%100’liikizopropanolden 700 pl vorteks ile karistirilarak ilave edildi.

Karigim kirmizi renkli ikinci spin kolona eklendi ve 8.000-20.000xg'de 1 dakika
santrifiij edildi. Spin kolonu, yeni bir 2 ml’lik ependorf tiipiine yerlestirildi. Spin kolon
tizerine 350 ul BM3 tamponu eklendi ve 15 saniye 8.000-20.000 xg'de santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 spin kolon yeni bir steril tiipe yerlestirildi ve lizerine 80 ul DNasel

eklenerek 15 dakika boyunca, oda sicakliginda (20-30°C) inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra, BM3 tamponundan 350 pl spin kolon iizerine eklendi ve
15 saniye boyunca 8.000-20.000xg'de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 spin kolon yeni
bir 2 mI’lik ependorf tiipe yerlestirildi ve {izerine BM4 tamponundan 500 pl eklendi ve
tekrardan 15 saniye siireyle 8.000-20.000 xg'de santrifiij edildi. Spin kolonu iki defa 500
ul, BM4 tamponu ile yikandi ve 8.000-20.000xg'de 2 dakika santrifiij edildi. Spin
kolon, yeni bir 2 ml’lik steril tiipe yerlestirildi ve 8.000-20.000xg'de 1 dakika siireyle

santrifiij edildi.
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Alttaki tiip atilarak, spin kolon yeni bir 1,5 mI’lik tlipe yerlestirilip {izerine 40 pl
BRS5 tamponundan eklendi ve 1 dakika siire ile 8.000-20.000xg'de santriflij edildi.
Santrifiij sonrasi tistteki spin kolon atilarak, alttaki 1,5 ml’lik tiip 65°C'de 5 dakika
boyunca 1 inkiibe edildi ve inkiibasyon sonrasi hemen buz iizerinde kisa bir siire

bekletildi. Son olarak 6rnekler, -70°C derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.4.2. Eslenik DNA (cDNA) Sentezi
Eslenik ¢cDNA sentezi i¢in miScript RT II kiti kullanilmistir. Bu kit igerisindeki

iki farkli tampon ile tercihe gore total RNA'nin veya sadece miRNA'larin eglenik
DNA'ya doniisiimii saglanabilmektedir. Bu c¢alismada sadece miRNA analizi
gerceklestirilecegi icin arka plan sinyallerini miimkiin oldugunca azaltmak amaciyla
sadece miRNA'lardan cDNA sentezi gergeklestirildi. Tez calismasinda cDNA sentezi
gerceklestirilirken son hacim 20 pl olarak ayarlandi ve 6rnek basina 4 pl Hispec
tampon, 2 pl Nucleic Mix, 2 ul Revers Transkriptaz, 10 ul RNaz igermeyen su ve her
biri 50 ng RNA igerecek sekilde seyreltilmis RNA o6rneklerinden 2 ul kullanildi.
Hazirlanan 6rnekler 37°C'de 60 dk inkiibe edilerek cDNA sentezi gerceklestirildi. Daha
sonra, 95°C'de bekletilerek enzim inaktivasyonu saglandi ve cDNA oOrnekleri sonraki

asamaya kadar -20°C'de saklandi.

3.4.3. Nicel Ger¢cek Zamanh PZR

Gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile kantitatif tayin islemi
i¢cin, miScript Primer Assay ve miScript SYBR green PCR kit kullanildi. cDNA
sentezinden sonra QIAGEN miScript SYBR® Green PCR kiti ile Real -Time PCR
analizi yapildi. Her bir 6rnek PCR uygulamas: i¢cin 20ng/reaksiyon olacak sekilde

sulandirilarak siirece uygun hale getirildi.
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Oncelikle bes ayr1 tiipe sirastyla RNU6 2(kontrol gen), miR-21, miR-32, miR-

181a ve miR-181b primerleri i¢in ayr1 ayrt Tablo 3,1'de belirtilen miktarlar temel

alinarak karisim hazirlandi ve kalip RNA'lar eklenmeden her bir primer karigimi 96'lik

plakalara her bir kalip i¢in ikiser 6l¢iim yapilacak sekilde dagitildi.

En son kalip RNA karisimi plakaya eklendikten sonra Tablo 3.2'deki dongii

kosullariyla real-time PCR analizi yapildi.

Tablo 3.1:Kantitatif PZR bilesenleri

Reaksiyon Bileseni

2 X SYBR Green Karigimi

10 X miScript Universal Primer

10 X miScript Primer Assay

Kalip cDNA

RNaz igermeyen su

Miktar

10 ul

2l

2ul

2l

4 ul

Hazirlanan plakalar Bio-Rad CFX Connect Real-Time PCR” cihazina

yerlestirilmis ve reaksiyonlar Tablo 3.2'de belirtilen kosullarda gergeklestirilmistir

(Sekil 3.1).
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Tablo 3.2:Kantitatif PZR kosullari

Asama Sicakhik = Siire = Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95°C 15 dk 1
Denatiirasyon 94°C 15 sn
39
Baglanma 55°C 30 sn
Uzama 70°C 30 sn
Amplification
700 § g
oo
o §
s
" .
4

300 &
200 &

100 +

Sekil 3.1: Amplifikasyon Egrileri

3.4.4. istatistiksel Analiz
Istatistiksel verilerin analizi i¢in SPSS 21.0 yazilimindan faydalanildi. miRNA

ifade seviye degisimlerinin istatistiksel anlamliligi her miRNA igin replika 2-deltaCT

degerlerinin t-testi analizi ile belirlendi.Siirekli degiskenlerin analizinde, ilk olarak
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Shapiro-Wilk testi ile normallik ve varyans homojenligi incelendi. Bu analize gore
parametrik olan degiskenlerin ikili grup karsilastirmalar1 icin t-testi, daha ¢cok grubun
karsilastirilmast icin ANOVA testi kullanildi. Parametrik olmayan degiskenlerin ikili
karsilagtirmalart Mann-Whitney U testi ile, daha ¢ok sayida grubun karsilagtirmasi ise
Kruskal-Wallis testi ile gerceklestirildi. Ikiden fazla grubun karsilastirildigi durumlarda
anlamli farklilik goriildiigii takdirde, bu farkliligin yoni ve biyiikliglii Tukey testi
kullanilarak belirlendi. Kategorik degiskenlerin analizinde ki-kare testlerinden ve
lojistik regresyon analizinden faydalanildi. Klinik parametreler ile tez ¢alismasinda elde
edilen veriler arasindaki korelasyon, Pearson korelasyon kat sayisinin hesaplanmasi ile
belirlendi. ifade seviyelerinin anlamli farklilik gosterdigi belirlenen miRNA'larin ayirici
giicii alict isletim karakteristigi (receiver operator characteristic) analiziyle tespit edildi.
Biitiin analizler i¢in alfa yanilma diizeyi 0,05 olarak alindi. Yiiksek ifade gosteren
miRNA'larin hedef genlerinin ve yolaklarinn belirlenmesi icin bilinen biitiin miRNA ve

yolak veri bankalarindan faydalanan bir web servisi olan miRSystem kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calismanin Popiilasyonu

4.1.1. Cinsiyet Dagilim
Toplam 58 ornek caligilarak iki gruba ayrilmistir: Birinci grup (olgu) yeni tani

almis 38 multip] myelom hastasindan (24 olgu erkek %63,2; 14 olgu kadin %36,8)
olusmaktadir (Sekil 4.1). Ikinci grup ise (kontrol) normal saglikli deneklerden 20 6rnek
(12 olgu erkek %60; 8 olgu kadin %40) icermektedir (Sekil 4.2). Olgu grubunun yas

ortalamasi 60,4 + 10,5 yil, kontrol grubunun yas ortalamasi 38,4 + 4,98 yil idi.

63.2%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%
Erkek Kadm

Sekil 4.1: Olgu grubunun cinsiyete gore dagilima.
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Sekil 4.2: Kontrol grubunun cinsiyete gore dagilimu.

Hasta ornekleri Durie-Salmon (S-D) Sisteminde hemoglobin degeri, kandaki
kalsiyum miktar1, osteolitik madde sayisi ve M proteini {iretim oranini igeren dort
Olclime gore Ui¢ evrede siniflandirildi: Evre VI (18 olgu, % 47,4) ve evre 111 (20 olgu, %
52,6) (Sekil 4.3). Miyelom (ISS) uluslararasi evreleme sisteminde ise iki kan testi,
Beta2-Mikroglobulin ve albiiminin degerlendirilmesine dayali olarak hasta 6rnekleri
evre | (12 olgu, % 31,6), evre 1l (6 olgu,% 15,8) ve evre 11l (20 olgu,% 52,6) olmak

iizere siiflandirildi ( Sekil 4.4).
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Sekil 4.3: Olgularin Durie-Salmon (S-D) Sistemine gore siniflandiriimast.

52.6%
60.00% -

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%

0.00%

Evrel Evre Il Evre III

Sekil 4.4: Olgularin Uluslararasi Evreleme Sistemine (ISS) gore siniflandiriimasi.

Orneklerin, kan yayma preparati ve kemik iligi aspirasyonu, diger hematolojik
(CBC) ve biyokimyasal incelemelerle degerlendirildi ve elde edilen sonuglara gore

miyelom tiplendirmesi yapild1 (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: (A) (B) Multipl Myelom (MM) olgusunda kan filmi, eksantrik ¢ekirdekli
plazma hiicreleri, koyu mavi sitoplazma, hof, niikleol. Multipl Myelomda
(C) (D) Kemik Tligi.

4.1.2. Miyelom Orneklerinin Sitogenetik Siniflandirmasi.

Multipl Miyelom (MM) oOrneklerinin sitogenetik anormalliklerini belirlemek
icin; 38 vaka mikrofluoresan in situ hibridizasyonu (FISH) kullanilarak 13q delesyonu,
(8:14) ile (4:14) translakosyonu ve immiinoglobulin agir zincir geninin (IGH) yeniden

diizenlenmesi incelendi ve sitogenetik siniflandirma yapildi.

Multipl miyelom 38 olgunun 1l'inde 17p13.1 pozitif, ikinci olguda translokasyon
(4:14) pozitif bulunurken 36 multipl miyelom hastasinda normal FISH (46 XY veya 46
XX) gozlendi. 38 MM hastalarinin sitogenetik anormalliklerin dagilimi Tablo 4.1'de

Ozetlendi.



Tablo 4.1:MM hastalarinin klinik 6zellikleri ve tedavi rejimleri.
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Multipl Miyeloma Kontrol
Medyan n? (%) n° (%)

Yas 60 (41-82) 38 (30-47)
Cinsiyet Kadin/Erkek 14/24(36,8/63,2)  8/12(40/60)
Ig subtipleri K/h 23/15(60,5/39,5)

G/A 25/8(65,8/34,2)

Hafif zincir 5(18)
Evre (Salmon-11/111 18/20 (16/84)
Durie)

A/B 31/7 (71/29)
IPI I 12 (31,6)

/11 6/20(15,8/52,6)
ECOG >1 14 (31,6)
Hemoglobin gr/dL 10.5(7,4-17)
Lokosit uL 7125 (3680-

16800)

Trombosit 10%/uL 159 (37-680)
C-reaktive protein mg/dL 9(2,1-82)
LDH IU/L 380(151-2300)
Karyotip

17p13.1 1

t(4:14) 1

Normal FISH 36
B2-mikroglobulin  mg/L 5.7 (1,4-59)
Albumin gr/L 3.4 (1,9-4,7)
Tedavi VCD, APBSCT, LD 22 (57,9)

VCD, LD 16 (32,1)
OS (2-years, %) 75
PFS (2-years, %) 66
Mortalite 10 (26,3)
Ortalama  takip 19,4 (4,1-34,2)
(@y)

n? = 38; n° = 20; bortezomib, siklofosfamid, deksametazon ,; LD, lenolidomid, deksametazon; APSCT,
otolog periferik kan kok hiicre transplantasyonu; ECOG, performans durumu; LDH, laktik dehidrojenaz;
IP1, Uluslararas1 Prognostik Indeks; PFS, ilerlemesiz sagkalim, OS: Genel sagkalim.

* = medyan

4.1.3. MM hastalarinin klinik 6zellikleri ve tedavi rejimleri

MM hastalarmin klinik 6zellikleri Tablo 4.1'de verilmektedir, medyan takip

stiresi 19,4 ay (dagilim 4,1-34,2), % 26,3 mortalite orani, PFS ise 66 ay bulundu (Tablo

4.1).Tam sirasinda Salmon-Durie evreleme sistemine gore yirmi hasta evre 111 (% 52.6)

ve evre II olarak 18 (% 47.4) olarak belirlendi. MM'li 38 hastanin 12'si IPI I, 6's1 IPI II
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ve 20'si IPI III idi. Ortalama hemoglobin diizeyleri, 16kosit sayilari, trombosit sayilari,
c-reaktif protein (CRP), laktat dehidrojenaz (LDH), B2-mikroglobulin ve albiimin
seviyeleri 10,5 g / dl (dagilim 6-14,8 g / dl), 7125 mm3 (dagilim 1290-17,300 mm3),
159 x 103 (aralik 26—700 x 103), 9 mg / dl (aralik 3-193 mg / dl), 380 1U / L (126—
2540 1U / L araliginda), 5,7 mg / L (1,5-28,7 mg / L araliginda) Sirasiyla 3,4 g/ L (1.6-
52 g / L araliginda) ve MM hastalarinin diger klinik 6zellikleri Tablo 4.1'de

gosterilmistir.

[k sira tedaviden sonra en az 6 ay takip edilen hastalar yanit durumu ve genel
sagkalim (OS) igin analiz edildi. MM hastalarinda ilk sira tedavi olarak, 16(%42,1)
hastaya VCD bazli rejimler (Bortezomib, Siklofosfamid ve Deksametazon), ve / veya
(Lenalidomid ve Deksametazon) verildi (EK 1). 22(%59,9) hasta Lenalidomid ile VCD
bazli rejimler aldi ve Otolog Periferik Kan Kok Hiicre Transplantasyonu (APSCT)

uygulandi,ve bunu yiiksek dozda Melfalan aldi (200). mg / m2) (sekil 4.6).

/, 57.9%
60.00% 1~ 42.1%
50.00% - ///
40.00% /1/
30.00% - /
20.00% // pd
10.00%
0.00% T .
Kemoterapi kemoterapi & Otolog
Periferik Kan Kok Hiicre
Transplantasyonu

Sekil 4.6:Vakalarin tedavi durumu.
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4.2. MikroRNA ifadesinin Nicel Degerlendirmesi

4.2.1. SYBR Green Kantitatif Deneylerin Validasyonu.
Tiim SYBR green kantitatif deneylerinde oldugu gibi, nicelik degerlerinde bir

yanliligt temsil edebilecek spesifik olmayan amplifikasyonu azaltmak igin
reaksiyonlarin siklig1 artirllmalidir. Bu nedenle, primerler konsantrasyon ve kalip
miktar1 optimize edildi ve her bir hedef {iriin i¢in erime egrileri degerlendirildi (Sekil
4.7-4.11). Son reaksiyonlarda belirgin non-spesifik amplifikasyon mevcut degildi.
Bununla birlikte, bu yiiksek zorunluluk kosulu testin azalmig duyarliliklarina yol

acmistir.

Melt Peak

180 +
140
120
100 3

0 1

~d(RFU)/dT

Temperature, Celsius

Sekil 4.7: Orneklerin miR-21 geninin ayrisma egrileri: x ekseni Sicaklik °C ve y ekseni floresan
degerini temsil eder.
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Melt Peak

-d(RFU)/dT

Temperature, Celsius

Sekil 4.8: Orneklerin miR-181a geninin ayrisma egrileri: x ekseni Sicaklik °C ve y ekseni
floresan degerini temsil eder.

Melt Peak

-d(RFU)/dT

Temperature, Celsius

Sekil 4.9: Orneklerin miR-181b geninin ayrisma egrileri: x ekseni Sicaklik °C ve y ekseni
floresan degerini temsil eder.
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Sekil 4.10: Orneklerin miR-32 geninin ayrisma egrileri: x ekseni Sicaklik °C ve y ekseni
floresan degerini temsil eder.

Melt Peak
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120 -_:
100 .::

80 ::
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Sekil 4.11: Orneklerin U6 geninin ayrisma egrileri: x ekseni Sicaklik °C ve y ekseni floresan
degerini temsil eder.
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4.3. Tedavi Yaniti
Uluslararas1 Miyelom Calisma Grubu (IMWG) tarafindan belirlenen standart

cevap kategorileri, zorlu tam yanittan (sCR) stabil hastaligima (SD), kan ve idrarda
paraprotein seviyeleri, kemik iligi trefin biyopsisindeki yiizde plazma hiicreleri ve

sitoma (lar) yoklugu ile tanimlanmaktadir.

Hassas biyokimyasal teknikler ve klonal serum FLC'sinin yoklugu mevcudiyeti
nedeniyle sCR kategorisi saptanabilmektedir. Kategoriler: Zorlu Tam Yanit (sCR); Tam
Yanit (CR); Cok Iyi Kismi Yanit (VGPR); Kismi Yamt (PR); Minimum Yanit (MiR);

Stabil Hastalik (SD).

Hastalar tam yanit, kismi yanit ald1 ve ¢ok iyi kismi yanit ¢alismaya dahil edildi.
38 MM hastalardan 9'u (%23,7) yanit veren ve iyl prognozlu tam remisyon gosteren
(CR), 9 olgu (%23,7) ¢ok iyi kism1 cevap veren (VGPR). 7 olgu (%18,4) kismi yanit
gostereldi (PR). 12 olgu (%31,6) stabil hastalik (SD) ve 1 olgu (%2,6) kotii progresyon
gosteren (Prog.) kategorideydi. Yirmi bes(%65,8) hastaya tam yanit, kismi cevap verildi
ve caligmaya cok iyi bir kismi yanit alindi. Takip sirasinda MM'li 13(%34,2) hastada

stabil ve kotii prognoz vardi, (Tablo 4.2) ve (Sekil 4.12).
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(CR/'VGPR/PR) vermeyen (SD/PROG)

Sekil 4.12:

Multipl miyelom vakalarinda remisyon dagilimi.
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Tablo 4.2: MM'li 38 hastada prognostik faktorlerin tek degiskenli analizi (Logrank

testi).
N 2 -yl Log Rank 2 -yil Log Rank
PFS (%) p-deger 0OS (%) p-deger
38 66 75

Cinsiyet Kadin / Erkek 14/24 86 /53 0,177 84 /45 0,251
Yas <65 /265 24/14 62177 0.,733 46 / 77 0,695
Evre (Salmon- /11 20/18 78/51 0,223 76132 0,323
Durie)

A/B 31/7 66/71 0,724 57169 0,472
IPI (ISS) I 12 91 91

Il 6 100 100

Il 20 42 0,013 25 0,012
IPI (ISS) 11 18 93 93

Il 20 42 0,006 25 0,007
Ig subtipleri K/ 23/15 76157 0,122 73147 0,126

G 25 69 54

A 8 45 43

Hafif zincir 5 80 0,487 80 0,432
ECOG <1/>1 24/14 66 /69 0,712 57169 0,624
Trombosit <150/ >150 6/32 40/71 0,542 42 /74 0,528
(x103/L)
LDH (1U/L) <480/ >480 26/12 66/73 0,885 52/71 0,912
CRP (mg/L) <5/>5 13/25 81 /60 0,195 68/ 66 0,135
Ik sira tedavi VCD, APBSCT, 22 80 69

LD

VCD+ LD 16 46 0,005 41 0,003
Ik sira tedaviye CR/VGPR/PR 25 100 100
yamt

SD+PROG 13 0 0,001 0 0,001
miR21* Azalan 24 78 63

Degismeyen 14 51 0,096 48 0,094
miR18la* Azalan 30 68 72

Degismeyen 8 63 0,491 51 0,403
miR181b* Azalan 30 71 68

Degismeyen 8 50 0,365 44 0,531
miR32* Azalan 23 80 80

Degismeyen 15 37 0,044 22 0,026

* ilk sira tedavi sonrasi, VAD, vinkristin, adriamisin and deksametazon; MP, melfelan, prednizolon; BODEC,
bortezomib, deksametazon, siklofosfamid; TD, talidomid, deksametazon; OPKHT, otolog periferik kok hiicre
transplantasyonu; ECOG, performans durumu ; LDH, laktik dehidrojenaz, IPI; Uluslararas: prognostik indeksi = ISS ;
International staging system OS; toplam sagkalim, EFS; olaysiz sagkalim, CR; tam yanit, VGPR; ¢ok iyi kismi yanit,
PR; kismi yanit, SD; stabil hastalik, PROG; progresif hastalik

Not. Kalin degerler istatistiksel olarak anlamli degerler gostermektedir.

OS, genel sagkalim; PFS, ilerlemesiz sagkalim; ECOG, performans durumu; LDH, laktik dehidrojenaz; IPlI,
Uluslararasi Prognostik indeks; ISS, Uluslararasi Evreleme Sistemi. * Medyan (ay).

38 hasta 2 yillik OS ve 2 yillik EFS i¢in analiz edildi. 2 yil bu 38 hastada OS 75

ay ve 2 yillik PFS 66 ay idi. Tek degiskenli analizlerde, daha iyi OS i¢in 6ngoriilen {i¢
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faktor, tanida IPI III (p = 0,007), birinci basamak tedavisi (VCD rejimi ve / veya LD) (p
= 0,003), ilk sira tedavi cevab1 (SD + PROG) idi.) (P = 0,001), miR-32 geninin

ekspresyon seviyeleri (ortalama kat degisikligi) (p = 0,026).

Daha iyi PFS i¢in 6ngoriilen dort faktor, tanida IPI 11T (p = 0,006), ilk sira tedavi
(VCD rejimi ve / veya LD) (p = 0,005), ilk sira tedavi cevabi (SD + PROG.) (P = 0,001)
ve miR-32 geninin ekspresyon seviyeleri (ortalama kat degisikligi) (p = 0,044) (Tablo

3).

Tablo 4.3: 38 MM hastasinin ¢ok degiskenli analizi (Cox orantisal risk modeli geriye

dogru).
OS PFES
Exp (B) %95 ClI p Exp (B) %095 ClI P
Relative Relative
risk risk
IP1L I/11-111 0,182 0,022- 0,111 0,125 0,016- 0,050
1,482 0,998
11k sira tedavi 24,604 2,164- 0,010 10,537 1,802- 0,009
VCD, APBSCT, LD/ VCD 279,678 61,620
+L.D
miR21* 3,072 0,720- 0,130 1,668 0,441- 0,451
13,108 6,307
miR32* 14,553 1,578- 0,018 8,044 1,433- 0,018
134,212 45,149

0S, overall survival; PFS, progresion-free survival; IPI, International Prognostic Index; APSCT, autologous
peripheral blood stem cell transplantation.

Ug faktdr- tanida IPI I/11-111, ilk sira tedavisi (VCD rejimi ve / veya LD) ve miR-
32 geninin ekspresyon diizeyleri (ortalama kat degisikligi)- tek degiskenli analizde 2
yillik PFS'yi anlamli olarak etkiledigi bulundu. Cok degiskenli analiz (Cox orantisal risk
modeli geriye dogru) ve tanidaki IPI I/11-111 (p = 0,050), ilk sira tedavisi (p = 0,009) ve
miR-32 geninin ekspresyon diizeyleri (p=0,018) istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. Iki faktor- ilk sira tedavisi (VCD rejimi ve / veya LD) ve miR-32 geninin

ekspresyon diizeyleri (ortalama kat degisikligi)- tek degiskenli analizde 2 yillik OS'yi
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anlamli olarak etkiledigi bulundu. Cok degiskenli analiz (Cox orantisal risk modeli
geriye dogru) ve ilk sira tedavisi (p = 0,010) ve miR-32 geninin ekspresyon diizeyleri (p

= 0,018) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4.3).

4.4. Multipl Miyelom Hastalarinda miR-21, miR-32, miR-181a ve miR-181b Gen
Ekspresyon Seviyeleri

Daha once belirtildigi gibi, tiim gen ekspresyon degerleri, gen RNA'nin kopya
sayist ile boliinen hedef gen RNA kopyalarinin sayisi olarak hesaplanan gen RNA'nin

normallestirilmis kopya sayisi olarak temsil edilir. MiR-21, miR-32, miR-181"a ve

miR-181b  geninin  normaliz  edilmis normal kiviim degisimi, kontrolle

karsilastirildiginda vakalarda (tedaviden 6nce) daha yiiksekti, (P = 0,080), (P = 0,0001),

(P = 0,002) ve (P = 0,0001) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: MiRNAlar gen ekspresyonunun ifade diizeylerinin ortalama farki (Kontrol

& Hasta).
Multipl Miyelom Kontrol
GEN N ORTALAMA (KAT ORTALAMA KAT SIG. (*P
DEGISIMI) (KAT DEGISIiMI) | DEGISIKLIGINDE | VALUE)
FARK

miR-21 38/20 3,15 1,63 19 0,080
miR-32 38/20 0,019 0,003 6,3 0,0001

miR-181a | 38/20 0,111 0,041 2,7 0,002
miR-181b | 38/20 0,675 0,163 4,1 0,0001

*P-degeri One-Way ANOVA (SPSS) analizi ile hesapland:.
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4.4.1. Multipl Miyelom Hastalarinda Tedavi Oncesi ve Sonrast miR-21, miR-32,
miR-181a ve miR-181b Gen Ekspresyon Seviyeleri

Multipl Miyelom hastalarinda miR-21, miR-32, miR-181’a ve miR-181b'nin gen
ekspresyon seviyeleri tedaviye baglandiktan sonra ve tedavinin tamamlanmasindan
sonra belirlenmistir. M.M hastalarinda miR-21, miR-32, miR-181’a ve miR-181’b gen
katman1 degisimini tedavi Oncesi ve sonrasi ile karsilastirarak, Tedaviden sonra kat
degisiminin ortalamasi tedaviden daha az bulunmustur ve bu aciga ¢ikma istatistiki
olarak anlamli bulunmustur (miR-21: p = 0,042, miR-32: p = 0,001, miR-181a: p =

0,001). & MiR-181'b: p = 0,044) (Tablo 4.5) (Sekil 4.13).

Tablo 4.5: miR-21, miR-32, miR-181a ve miR-181’b genlerin ekspresyon seviyeleri
arasindaki {lacin Ortalama farki Tedaviden 6nce ve sonra.

Gen Tedavi Once- Ortalama Tedavi Sonra- Ortalama Sig. (*P degeri)
(kat degisimi) (kat degisimi)
MiR-21 3,15 1,96 0,042
MiR-32 0,019 0,012 0,001
MiR-181a 0,111 0,0631 0,001
MiR-181b 0,675 0,264 0,044




Kontrol Tedavi Once MM Tedavi Sonra MM
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0.111
0.12
0.1
0.08
0.06
0.04
0.02
0
Kontrol Tedavi Once MM Tedavi Sonra MM
C
0.675
Kontrol Tedavi Once MM Tedavi Sonra MM
D

Sekil 4.13: Kemoterapiyi takiben, miR-21(A), miR-32(B), miR-181a(C) ve miR-181b(D)
ekspresyon diizeyleri, kemoterapi tedavisi Oncesi ile kiyaslandiginda anlaml1 derecede diisiiktii.
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4.4.2. Remisyon ve Gen ifadesi

Tim hastalara miyeloma tedavisi i¢in kemoterapi protokolleri uygulandi ve 22
hastaya kemoterapi protokoliine ek olarak Otolog Periferik Kan Kok Hiicre
Transplantasyonu (APSCT) uygulandi. Yanit veren ve iyi prognoz gosteren olgu sayist
(remisyon) 22 olgu (%57,9) iken 16 olgu (%42,1) remisyonu olmayan kotii prognoza

sahipti.

Remisyon hastalarinda ortalama miR-21, miR-32, miR-181’a ve miR-181b
goreceli ekspresyon diizeyleri, remisyon olmayan hastalardan daha azdi ve bu azalma
istatistiksel olarak anlamlidir (miR-21: p = 0,060, miR-181’a: p = 0,628, miR-181b: p=

0,225 ve miR-32: p = 0,034) (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Remisyonda miR-21, miR-32, miR-181a ve miR-181b gen ekspresyonunun
ortalama seviyeleri (Azalan veye Degimeyen).

Katlama MM Ilk sira Tedaviye ~ OR 95% Cl p*
degisimi Hasta Yamt Exp(B)
38 Objektif yanit/yanitsiz
miR21*  Azalan 24 18/6
Degismeyen 14 717 6,091 0,928- 0,060
39,995
miR18la* Azalan 30 20/10
Degismeyen 8 5/3 1,557 0,260- 0,628
9,334
miR181b* Azalan 30 22/8
Degismeyen 8 3/5 3,036 0,504- 0,225
18,284
miR32*  Azalan 23 19/4
Degismeyen 15 6/9 6,502 1,154- 0,034
36,636

an= 38 *: OR (% 95 CI) yas ve cinsiyete gore ayarlanmis ve Fisher'in Exact Testi edildi.

Yanit veren grup (azalan ifade) ile yanit vermeyen grup (degismeyen) arasindaki
miR-32 ekspresyon seviyelerini karsilagtirarak anlamli bir fark bulduk (p = 0,034).
Diger miRNA tiirlerinde bulamadigimiz anlamdaki fark, miR-21: P = 0,060, miR-181a:

P =0,628, miR-181b: P = 0,225 dir.
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Kemoterapi tedavisinden sonraki siire boyunca genel sagkalimda (OS) yanit
veren grubu ve yanitsiz grup arasindaki miR-32 ekspresyon seviyelerini (kat degisikligi)
karsilastirarak yanit grubunda yer alan hastalarin %80'1 genel sagkalim1 ve yagsam siiresi
icinde kararli bir durum oldugunu saptadik. Karsilikli olarak, yanitsiz gruptaki hastalar

zamanla %20 genel sagkalim gosterdi (Sekil 4).

1.0
- miR-32 ekspresyonu azalan %380 (n=23)
£ miR;32 ekspresyonu degismeyen({median=25,2 ay) (n=15)
E 0,5~
i
m
o
w
T
L 04
pa- Cox *
p=0,018
00
| I I I
0 i? 24 34

Tani tarihinden itibaren ay siiresi

Sekil 4.14: miR-32 azalan ve degismeyen seviyeleri.
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5. TARTISMA

Multipl Miyelom (MM), immiin sistem lenfositlerinden kaynaklanan malign bir
timordiir. Yaslanan popiilasyonda, MM insidansi her yil artarak en yaygin ikinci
hematolojik malignite haline gelmistir (246). Bati1 iilkelerinde hematolojik

malignitelerin yaklasik % 10'unu ve kanser 6liimlerinin % 1'ini olusturmaktadir (247).

Kemik iligi ve monoklonal immiinoglobulin hiperplazisindeki anormal plazma
hiicreleri siddetli humoral immiin yetersizligine, kemik hasarina ve yiiksek mortaliteye
neden olur (247). MM'nin patogenezi halen belirsizdir ve tedavide bireysel farkliligin
etkisi biiyliktiir. Mevcut prognostik gostergeler, hastaligin  karmasikligint 1iyi
yansitmamaktadir. Patogenezin ve prognostik faktorlerin derinlemesine arastirilmasi, bu

klinik problemi etkili bir sekilde ¢6zmenin anahtari olabilir.

Iyi bir tiimér belirteci non-invaziv olmali ve kolay tespit edilmelidir. MiR-21,
popiiler bir miRNA molekiiliidiir. MiR-21 ekspresyonunun ¢esitli malign tiimorlerde
anormal ekspresyonlar1 gosterilmistir. PTEN, RECK, diger tiimor baskilayici genler ve
apoptoz iliskili molekiiller gibi ¢oklu diizenleyici molekiiler hedeflere sahiptir.
Dolasimda miRNA taramasi yapilirken, arastirmacilar miR-21'in ¢esitli kanser

hastalarinin periferal kaninda tespit etmislerdir (248).

Lawrie ve ark. dolasimdaki miRNA'y1 hastalik prognozu ile iliskilendiren
caligsmay1 yapmuglardir (249). Difliz genis B hiicreli lenfoma hastalarinda miR-21, miR-
155 ve miR-210 ekspresyonunun kontrol grubundakinden anlamli derecede yiiksek
oldugunu bulmuslardir ve miR-21 seviyeleri hastaligin niiks orani ve hastalarin
sagkalim orani ile iliskiliydi (250). 102 meme kanseri hastasinda dolagimdaki miR-21'i
saptamak i¢in gercek zamanli PZR (RealTime PCR) kullanarak; serum miR-21

diizeylerinin meme kanseri metastazi ile yakindan iliskili oldugu bulmustur (250, 251,
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252). Bu caligmalar, dolagimdaki miR-21'in tiimor progresyonu ile yakindan iliskili

oldugunu ve hastalik prognozu hakkinda prediktif deger sunabilecegini gostermektedir.

Caligmamizda miR-21'in yiiksek ekspresyon diizeylerinin multip] miyelom
hastaliginin ortaya ¢ikmasiyla yakindan iligkili oldugu dogrulanmistir. Tedavi Oncesi
miR-21 ekspresyon diizeyinin MM grubunda kontrol grubuna goére karsilastirildiginda
ortalama kat degisiminin tedavi oncesi MM hastalarinda 1,9 kat daha fazla kontrol
grubundan oldugu bulunmustur. Tedavi sonrast miR-21 ekspresyon diizeyinin kontrol
grubuna gore kat degisimi 1,2 bulunmustur. Tedaviden sonra miR-21’in ekspresyon
degerinin azalmasit umut verici bir gelismedir (Tablo 4.4). Tedavi oncesi ve tedavi
sonrasi1 gruplardaki kat degisimleri karsilagtirildiginda ekspresyon diizeylerinin ortalama

fark istatiksel olarak anlamli bulundu (P= 0,042) (Tablo 4.5) .

MM grubunda evre Ill'te, miR-21, Beta2-mikroglobulin (B2-MG) diizeylerinin
ekspresyon diizeyleri, evre I / II'deki degerlerden daha yiiksek bulundu. Sonuglarimiz
B2-MG'min MM'in olusumu ve gelisimi ile iliskili olabilecegini ve MM'nin
patogenezinde dnemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. MM grubunda, B2-
MG > 3.5 oldugunda veya evre II ve III’te, miR-21 ekspresyonu, B2-MG <3.5 veya
evre I’e gore anlamli derecede daha yiiksekti. MiR-21’in ekspresyon seviyesiyle MM
hastaliginin patogenezi arasinda pozitif bir korelasyon bulduk. MM hastalarindaki miR-
21 ekspresyon seviyeleri, paraprotein (x + A), (IgG + IgA) ve B2-MG ile pozitif
korelasyon gostermistir. Bu, miR-21'in yiiksek ifade diizeylerinin MM'in bir
prognostik gostergesi olabilecegini diislindiirmektedir. Bununla birlikte, spesifik

mekanizmalarin daha fazla arastirilmasi gerekmektedir.

Calismamizda, relaps / refrakter grupta dolasimdaki miR-21 ekspresyonunun

yeni tani grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu bulmustur. Kemoterapi
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sonrasit miR-21 ekspresyonu Onceki ¢aligsmalarla tutarli olarak daha diisiiktii (252, 253)
ve bu c¢alismalarda MM' patogenezi ile miR-21 ekspresyonu arasindaki iligkiyi 6ne

stirmiistiir.

Etkin tedavi grubunda miR-21 ekspresyonu progresif gruba gore anlamli olarak
daha digiiktii, bu da MM hastalarinda yiiksek miR-21 ekspresyonunun kemoterapiye
yanit vermeyebilecegini diisiindiirmektedir. Tam remisyonda (CR) ve ¢ok iyi kismi
remisyonda (VGPR) miR-21 ekspresyon diizeylerini, stabil hastalik (SD) ve kismi
remisyoan (VGPR) gore daha diisiik bulduk (Tablo 4.2). Bu sonuglar ayrica miR-21'in
timor hiicre proliferasyonu, metastaz kapasitesi ve MM'nin prognozu ile yakindan
iligkili oldugunu dogrulamistir. Bu nedenle, zayif prognozun bir gostergesi olarak
kullanilabilir. Antisens oligoniikleotid teknolojisi miRNA'min gelistirilmesi ve

uygulanmasi ile miR-21, potansiyel bir MM teshis markeri olabilir.

Kromozom 9q31.2 ilizerinde bulunan miR-32 MM dahil bir dizi kanserde
diizensiz ifadeleri rapor edilmistir ve tiimér olusumu, go¢ ve metastaz gibi kanser
slireglerine dogrudan dahil olmaktadir (255, 256). Caligmalar, p53 regiilasyonunda rol
oynayan p300-CBP-iliskili faktorii (PCAF) hedef alan miR-32'nin MM'de up-regiile
oldugunu ve p53 ekspresyonunu azaltarak tiimdér olusumunu ve ilerlemesini
destekledigini bulmustur (255). Gocek’in arastirmasi, miR-32’nin Bim’i hedefledigini
ve apoptoz inhibisyonuna yol agtigini bulmustur. Dolayisiyla, miR-32 ekspresyonunu
inhibe edebilen ajanlar, terapotik etkinligini artirarak klinik fayda saglayabilirler (257).
Transkripsiyon faktorii E2F1, p21 ve BTG2'min miR-32'nin muhtemel hedefleri
oldugunu gosteren baska g¢alismalar da mevcuttur (256, 258). Dolayisiyla miR-32,
cesitli hedef genleri ayarlayarak hiicrelerin farklilagmasini, proliferasyonunu ve

apoptozunu etkileyebilir. MiR-32 ve olasi etki mekanizmalarinin bu ¢alismalarda MM
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patogenezinde Onemli bir rol oynadigi sonucuna varilmistir. Ancak miR-32
ekspresyonunun degisimi ve Onemi, tedavi sirasinda MM hastalarinda heniiz

arastirilmamagtir.

Bu caligmada, kemoterapiye baslamadan miR-32 ekspresyon diizeylerinin evre
[IT'te, evre I/II'ye gore daha yiiksek oldugunu bulduk. Korelasyon analizi yiiksek miR-
32 ekspresyon diizeylerini P2-mikroglobulin diizeyi ve kanser evreleriyle iliskili
oldugunu gosterdi. Bu sonug, miR-32 ifadesinin hiicre proliferasyonu, MM'nin gogii ve
prognozu ile iliskili oldugunu dogrulamistir. MiR-32'nin yiiksek ifadesi, koti bir
prognozu temsil etmektedir. Calismamiz, miR-32 ekspresyonunun, MM bulgularinda,
diger bulgularla tutarli olarak upregiile oldugunu bulmustur. Kontrol grubundaki
saglikli kisilerle kemoterapi tedavisi oncesi MM hastalarinda miR-32 ekspresyon
seviyeleri (kat degisikligi) Kkarsilastirilldiginda ekspresyon seviyelerinin MM
hastalarinda normal kisilere gore 6,3 kat arttig1 bulunmustur ve sonuglarimiz Zhang et
al. calismasiyla uyusmaktadir (259). Ayrica relaps/refrakter MM hastalarinda miR-32
ekspresyonunun yeni tan1 konulan MM hastalarina gore daha yiiksek oldugunu bulduk.
Bu sonuglar miR-32"nin MM patogenezinde dnemli bir diizenleyici rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir.

Bizim ¢alisgmamizda, miR-32 ekspresyonunun (kat degisim) MM hastalarinda
kemoterapi (6n tedavi) gormeden Once daha yiiksek oldugu bulunmustur ve
sonuglarimiz Pichiorri ve arkadaslarinin (255) calismasiyla tutarhidir. Ayrica yanitsiz
grupta (SD/Prog.) MM miR-32 ekspresyonunun, kemoterapiye yanit veren MM
hastalarina gore anlamli derecede yiiksek oldugunu saptadik (P= 0.034) (Tablo 4.6,
Sekil 4.12). Bu sonuglar miR-32'nin MM patogenezinde dnemli bir diizenleyici rol

oynadigini gostermektedir. Ek olarak, miR-32 ekspresyonu tedaviden sonra etkili tedavi
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grubunda (CR) belirgin olarak azalmistir, fakat stabil hastalik (SD) grubunda bu etki

goriilmemistir.

Kemoterapi tedavisinden sonraki siire boyunca tam sag kalimda (OS) yanit
grubu ve yanitsiz grup arasindaki miR-32 ekspresyon seviyelerini (kat degisikligi)
karsilastirildi. Kemoterapiye yanit veren grupta hastalarin % 80'1 genel sag kalim ve
stabil yasam gosterirken, yanit vermeyen gruptaki hastalar zamanla % 20'lik tam sag

kalim gosterdi (Sekil 4.14).

MiR-181a ve miR-181b'min MM hiicrelerinde miyelom patogenezinde kritik
olan proteinlerin ekspresyonunu modiile eden bir onkomiRNA olarak etki ettigi
gosterilmigtir. MiR-181a ve miR-181b (kat degisiminde) her kemoterapi tedavisinde
ekspresyon seviyeleri ve kemoterapi tedavisinden sonra azaldigi (260) tarafindan
desteklenmistir. MGUS/MM hastalarinda genom c¢apinda miRNA ekspresyon profili
tarandiginda MM ve MGUS'ta normal plazma hiicrelere gore deregiile edilen
miRNA’lar tanimlanmistir (261). Yeni tam1 konulan 52 MM hastas1 ve 2 saglikli
donorden alinan PC'lerde miRNA profillerini incelemistir. Bu ¢aligmalarda elde edilen
sonuglarda miR-181a ve miR-181b seviyelerinin hiicre proliferasyonu, gocii ve MM
prognozu ile iliskili oldugu dogrulanmigtir. Multip] miyeloma hastalarinda son
calismalar1 desteklemektedir; MM'nin gogii ve prognozu. MM'nin olusumu ve
ilerlemesi ile iliskili olan miR-181'in yiiksek ekspresyonu kemoterapi sonrasinda

azalmstir.

Ozet olarak, miR-21, miR-32, miR-181a ve miR-181b hiicre farklilasmasini,
proliferasyonu, apoptozu diizenler ve tiimdr hiicrelerinin vaskiiler invazyonuna ve
metastaza katilirlar. miRNA'larin  tiimor  biiylimesini  diizenledigi molekiiler

mekanizmalar agik¢a anlasilmamasina karsin bu g¢alismada miR-32 ekspresyonunun
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sagkalimla iliskili olmasi, bir biyobelirte¢ olarak diisiiniilebilecegini gostermektedir.
Daha genis hasta grubunda galigilarak bunun anlaliliginin aragtirilmasi hedeflerimizin
basinda yer alacaktir. Gelecekteki deneylerde miR-21, miR-32, miR-181a ve miR-181b
inhibisyonunun antikanser ilaglarla degerlendirilmesi, bu mikroRNA’larin inhibe olmasi
durumunda ilag¢ etkinliginin gelisip gelismediginin arastirilmas: da farmakogenetik

acidan hem hasta yararina hem de literatiire katki saglayabilecegine inanmaktay1z.
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HAM VERILER

EK 1: Multipl Miyelomada Major Tedavi Rejimleri

Deksametazon Deksametazon (dekort 8 mg amp. veya kordexa &4-8
mg tab.} 40 mag/gin POveya IV Dy_g. Dg_17. Dy7.3p veya
sadece D, _,
4i-6 haftada bir

Lenalidomidy Lenalidomid 2% mafgun PO D1-21

deksametazon (Rd} Deksametazon (dekort 8 mg amp. veya kordexa 4-8 mg
tab.) 40 mg/gin PO veya IV Dy, Dg, D5, Dy
4 haftada bir

Melfalan + prednizon Melfalan 8-10 mg/gin PO Dy_;

MP) Prednizon &0 mg/gun PO D4_y & haftada bir

Melfelan + Melfalan 9 mg/m2/gin PO Dy_g

predmizolon + Prednizon 60 mg/m/gin PO Dy _,

bortezomib (MPWV- Bortezomib 1.3 ma/m2/giin IV veya SC bolus 0y Dy Dyc.

VMP) D7 35 giinde bir
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M

+ talidormid +
deksametazon (WTO)

Bortezomib 1.3 ma/m/giin W veya SC bolus Dy Dy,
Dis. D72

Talidormid 100-200 mg PO Dy_54

Deksametazon (dekort 8 mg amp. veya kordexa 4-8 mg
tab.} 40 mao/gin PO veya iV D4. Dg. Dy Dy (alternatif
olarak deksametazon bortezomib uygulanan gunde

we bir sonrakl gunde 20 mg olarak da uygulanabilir) &
haftada bir

Vinkrnistin + adnamisin

+ deksametazon (VA& D)

Vinkristin 0.4 mo/gin IV =30 dak. perfiizyon O g
Doksorubisin {adriamisin} 9 mo/m2/gon IV >30 dak.
[HE'I'fI?ET'CI"I I]-|_‘

Deksametazon (dekort 8 mg amp. veya kordexa 4-8 mg
tab.} 40 mao/gun POwveya IV - Dy_g. Dg 12 Dyy_ag

4 haftada bir

Bartezomib +
adriamisin +
deksametazon (PAD)

Bortezomib (velcade) 1.3 mg/m?/gun IV bolus D;. Dy,
Dga. D14

Deksametazon (dekort 8 mg amp. veya kordexa 4-8 mg
tab.} 40 mg/gin POveya IV Dy 4. Dg 14. Dy5.9g-1- kur.
2-4 korler D,_g

Doksorubisin {adriamisin} £.5-9 ma/m2/giin IV D4_;

3 haftada bir x &4 lkir
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Karfilzomib Karfilzomib 1_ kirde IV Dy, Dy, Dg. Dg. Dys. Dy 20 mg/m2,
sonraki kirlerde 27 mg/m/gun 4 haftada bir

Karfilzomib + Karfilzomib 1_kirde IV 20 mg/m? Dy, D, takiben 27
lenalidomid + mag/m?/giin Dg. Dg. Dys. Dy . sonraki 2-9_ kirlerde 27
deksametazon (KRd) mog/m?/giin Dy, Dy, Dg. Dg. D45
Lenalidomid 25 mg/gin PO Dy_g
Deksametazon (dekort B mg amp.veya kordexa 4-8 mg
tab.) 40 mg/gin PO veya IV D4, Dy, D45, Dyy (alternatif olarak
deksametazon bortezomib uygulanan giunde ve bir sonraki
gunde 20 mg olarak da uygulanabilir} & haftada bir

Pomalidomid + Pomalidomid & mg/gun O4_3q PO, deksametazon {dekort
deksametazon 8 mg amp. veya kordexa 4£-8 mg tab.) 40 ma/hafta &
haftada bir

ixazomib + kazomib & mg PO Dy. Dg. Dy
lenalidomid + Lenalidomid 25 mg PO Dy_54
deksametazon Deksametazon (dekort B mg amp. veya kordexa -8 mg

tab.) 40 mg/gin PO veya IV D,. Dg. Dy & haftada bir

*Dozlar etkinlikte azalmaya sebep olmadan toksisiteyi en aza indirecek sekilde uyarlanmastr.
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Ortalama Esik Dongii Sayis1 Degerleri
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K1
K2
K3
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
K13
K14
K15
K16
K17
K18
K19
K20

kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol
kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

CT
21.1600
21.1600
21.1800
21.2500
21.2800
21.3100
21.3100
21.3200
21.3800
21.4300
21.4500
21.4600
21.6000
21.6400
21.6700
21.7300
21.8200
22.0100
22.0900
22.1400

CT

27.0500

27.1800

MiRNA-21
2A—de|ta delta

Delta CT ot
-1.0200 1.2454
-0.9700 1.2030
-1.4100 1.6320
-0.9400 1.1782
-0.6100 0.9373
-0.8400 1.0993
-0.8700 1.1224
-1.3500 1.5655
-0.7000 0.9976
-0.7600 1.0400
-0.0400 0.6314
-0.0100 0.6184
-0.5700 0.9117
-0.9800 1.2113
-0.7200 1.0116
-0.3600 0.7882
-0.5000 0.8685
0.1600 0.5497
-0.4300 0.8274
0.1300 0.5612

MiRNA-181a
2 A-delta

Delta CT  deltact
4.8700 0.8322
5.0500 0.7346

kat
degisimi

2.0279
1.9588
2.6574
1.9185
1.5263
1.7901
1.8277
2.5491
1.6245
1.6935
1.0281
1.0070
1.4845
1.9725
1.6472
1.2834
1.4142
0.8950
1.3472
0.9138

kat

degisimi

0.0342

0.0302

CT

31.23
30.67
31.17
31.16
30.50
30.37
30.59
31.34
30.77
29.29
29.46
30.51
29.47
31.11
31.26
31.59
29.50
31.02
29.95
31.81

CT

25.62

25.45

MiR-32
A-delta
Delta CT ..« del;;?;imi
9.0500 0.5869 0.0019
8.5400 0.8358  0.0027
8.5800 0.8130 0.0026
8.9700 0.6204 0.0020
8.6100 0.7962 0.0026
8.2200 1.0434 0.0034
8.4100 0.9146 0.0029
8.6700 0.7638  0.0025
8.6900 0.7533 0.0024
7.1000 2.2678 0.0073
7.9700 1.2408 0.0040
9.0400 0.5910 0.0019
7.3000 1.9742 0.0063
8.4900 0.8653 0.0028
8.8700 0.6649  0.0021
9.5000 0.4297 0.0014
7.1800  2.1455 0.0069
9.1700  0.5401 0.0017
7.4300 1.8041 0.0058
9.8000 0.3490 0.0011
MiRNA-181b
A-delta
Delta CT i,ta o I;Z;isimi
3.4400 0.5637 0.0921
3.3200 0.6126 0.1001




114

K3

K4

K5

K6

K7

K8

K9

K10

K11

K12

K13

K14

K15

K16

K17

K18

K19

K20

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

kontrol

26.7600

26.8200

26.0200

26.4600

26.9100

27.3000

25.9500

27.3100

26.6700

27.4600

25.8200

27.2800

27.1800

27.0100

27.2200

26.9000

26.8000

26.9800

4.1700

4.6300

4.1300

4.3100

4.7300

4.6300

3.8700

5.1200

5.1800

5.9900

3.6500

4.6600

4.7900

4.9200

4.9000

5.0500

4.2800

4.9700

1.3519

0.9828

1.3899

1.2269

0.9170

0.9828

1.6644

0.6998

0.6713

0.3829

1.9386

0.9626

0.8797

0.8039

0.8151

0.7346

1.2527

0.7765

0.0556

0.0404

0.0571

0.0504

0.0377

0.0404

0.0684

0.0288

0.0276

0.0157

0.0797

0.0396

0.0361

0.0330

0.0335

0.0302

0.0515

0.0319

23.70

24.92

24.70

24.67

24.71

25.51

24.69

25.47

24.07

24.17

25.42

25.69

25.32

24.94

25.39

24.75

23.83

25.41

1.1100

2.7300

2.8100

2.5200

2.5300

2.8400

2.6100

3.2800

2.5800

2.7000

3.2500

3.0700

2.9300

2.8500

3.0700

2.9000

1.3100

3.4000

2.8344

0.9221

0.8724

1.0666

1.0592

0.8544

1.0021

0.6298

1.0232

0.9415

0.6431

0.7285

0.8028

0.8485

0.7285

0.8196

2.4675

0.5796

0.4633

0.1507

0.1426

0.1743

0.1731

0.1397

0.1638

0.1029

0.1672

0.1539

0.1051

0.1191

0.1312

0.1387

0.1191

0.1340

0.4033

0.0947
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta

Hasta

CT

24.9900

23.1200

23.4400

23.5600

23.0500

23.4400

22.9000

23.4400

23.1800

23.8650

23.0200

22.5700

23.1400

23.1100

23.2500

23.5000

23.3600

23.4600

22.8500

23.2300

23.1300

22.8600

23.3700

22.7900

22.6100

23.7800

23.3500

23.4000

MiRNA-21 T.Once

Delta
CT

-0.2200
-3.1600
-2.8575
-1.1875
-2.7575
-2.6700
-2.6633
0.6625

-0.8725
-1.6850
-1.5000
-2.8575
-2.4800
-3.1000
-0.9900
-2.9200
-2.3600
-1.0375
-0.3100
-0.5900
-0.1400
-2.7500
0.7400

-2.0175
-1.6800
1.0600

0.2200

-1.3575

2A-delta kat
deltact degisimi
0.7153  1.1647
5.4892  8.9383
44509  7.2476
1.3987  2.2776
4.1528 6.7622
3.9085 6.3643
3.8904  6.3350
0.3880 0.6318
1.1244  1.8308
1.9747  3.2154
1.7370 2.8284
44509 7.2476
3.4262 5.5790
5.2656  8.5742
1.2198  1.9862
46480  7.5685
3.1527  5.1337
1.2606  2.0527
0.7613  1.2397
0.9244  1.5052
0.6767  1.1019
41313 6.7272
0.3677  0.5987
2.4865 4.0488
1.9678  3.2043
0.2946  0.4796
0.5273  0.8586
15736 2.5624

CT

24.0400

25.3900

24.7900

23.0100

24.5600

24.9700

22.1200

26.7900

22.8900

27.4300

28.4500

24.1400

24.2300

25.2000

26.2600

21.9900

23.1800

21.9300

20.8100

27.0800

23.7700

25.1800

27.6600

24.9800

30.0100

22.3000

25.0600

29.0300

MiRNA-21 T.Sonra

DeltaCT

24.0400
25.3900
24.7900
23.0100
24.5600
24.9700
22.1200
26.7900
22.8900
27.4300
28.4500
24.1400
24.2300
25.2000
26.2600
21.9900
23.1800
21.9300
20.8100
27.0800
23.7700
25.1800
27.6600
24.9800
30.0100
22.3000
25.0600

29.0300

2A-delta kat
deltact degisimi
0.7470  1.2163
0.5478  0.8919
1.8844  3.0684
1.9008  3.0951
1.6662  2.7132
0.7470  1.2163
8.5738  13.9610
1.0786  1.7563
1.5655 2.5491
0.5075  0.8265
0.0151  0.0246
0.3576  0.5824
0.5810  0.9461
0.1776  0.2892
1.1031  1.7963
14939 24326
0.8160  1.3287
2.9416  4.7899
3.3849 55117
0.0439 0.0714
1.7430 2.8382
1.2804  2.0849
0.2134  0.3475
0.4358  0.7096
0.0836  0.1362
2.8661 4.6670
0.6402  1.0425
0.0582  0.0947
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29, Hasta 229800 -1.3275 15413 25097 24.0200 24.0200 0.8868  1.4439
30, Hasta 22.7800 1.4600 0.2232 0.3635 24.3500 24.3500 0.5459 0.8888
31, Hasta  23.4800 -1.0300 1.2541 2.0420 21.9300 21.9300 2.9827 4.8568
32, Hasta  23.2000 -0.1000 0.6582 1.0718  23.7000 23.7000 1.8360 2.9897
33, Hasta  25.0100 -0.1700 0.6909 1.1251  24.0100 24.0100 0.8103 1.3195
34, Hasta 22.8100 1.4600 0.2232 0.3635 24.3800 24.3800 0.5459 0.8888
35. Hasta  22.9000 -1.7100 2.0092 3.2716 25.1800 25.1800 0.6674 1.0867
36, Hasta  23.4100 0.7600 0.3626 0.5905 27.7000 27.7000 0.2171 0.3536
37. Hasta  25.2000 -0.1000 0.6582 1.0718 24.1000 24.1000 0.7561 1.2311
38, Hasta 22.9500 -1.3700 1.5873 2.5847 24.0500 24.0500 0.8745 14241
MiRNA-32 T.Once MiRNA-32 T.Sonra
Delta 2A-delta  kat 2A-delta  kat

CT CT deltact degisimi CT Delta CT deltact degisimi
1. Hasta 315400 6.3300 3.8672 0.0124 36.0600 6.5075 3.4195 0.0110
2. Hasta 30.8200 4.5400 13.3733 0.0430 32.0700 10.8350 0.1703  0.0005
3. Hasta 30.7700 4.4725 14.0139 0.0450 32.1800 5.6625 6.1423  0.0197
4. Hasta 30.7400 5.9925 4.8865 0.0157 31.0900 7.5400 1.6717  0.0054
5. Hasta 30.3200 4.5125 13.6307 0.0438 33.2300 5.0900 9.1343  0.0294
6. Hasta 30.6700 4.5600 13.1892 0.0424  32.1000 7.9775 1.2344  0.0040
7. Hasta 32.1400 6.5767 3.2594 0.0105 36.4400 6.1767 4.3008 0.0138
8. Hasta 30.3100 7.5325 1.6804 0.0054 33.0900 8.8375 0.6801 0.0022
9. Hasta 30.7000 6.6475 3.1033  0.0100 31.2400 8.8500 0.6742  0.0022
10. Hasta  30.6200 5.0700 9.2618  0.0298 30.5700 4.0850 18.3320 0.0589
11. Hasta  30.7800 6.2600 4.0595 0.0130  34.2200 7.4625 1.7639  0.0057
12. Hasta  30.4400 5.0125 9.6384 0.0310 36.0600 10.8600 0.1674  0.0005
13. Hasta  30.1300 4.5100 13.6543 0.0439 34.2500 11.9100 0.0808  0.0003
14. Hasta  30.5000 4.2900 159037 0.0511  31.4700 10.8400 0.1697  0.0005
15. Hasta  30.3200 6.0800 4.5989 0.0148  33.2800 4.3650 15.0980 0.0485
16. Hasta  30.7200 4.3000 15.7938 0.0508 31.5000 10.0075 0.3022 0.0010
17. Hasta  30.5900 4.8700 10.6390 0.0342 30.5400 7.9100 1.2935 0.0042
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18, Hasta  30.2100 5.7125 59331 0.0191 29.0700 6.3500 3.8140 0.0123
19, Hasta  31.0200 7.8600 1.3391  0.0043 28.8700 5.7975 55936 0.0180
20. Hasta  30.9200 7.1000 2.2678 0.0073  34.1700 5.5975 6.4254  0.0207
21, Hasta  30.7700 7.5000 1.7187 0.0055 35.3500 8.8950 0.6535  0.0021
22. Hasta  30.4000 4.7900 11.2456 0.0361  31.3300 9.1100 0.5630 0.0018
23. Hasta  30.4700 7.8400 1.3578 0.0044 30.3800 5.1950 8.4931  0.0273
24. Hasta  30.3700 5.5625 6.5832 0.0212  34.6500 5.8950 5.2281  0.0168
25, Hasta  30.4600 6.1700 4.3208 0.0139  35.6700 7.5167 1.6989  0.0055
26. Hasta  30.1800 7.4600 1.7670 0.0057 31.2200 11.1475 0.1371  0.0004
27. Hasta  30.7100 7.5800 1.6260 0.0052  30.7600 6.1000 4.5356  0.0146
28. Hasta  30.5000 5.7425 58110 0.0187 324800 5.1300 8.8845  0.0286
29, Hasta  30.6100 6.3025 3.9416 0.0127 321800 7.9300 1.2757  0.0041
30. Hasta  30.1300 8.8100 0.6932 0.0022 30.6200 8.0000 1.2153  0.0039
31, Hasta  30.2200 5.7100 5.9434 0.0191 34.1500 6.4100 3.6586 0.0118
32, Hasta  30.8000 7.5000 1.7187 0.0055  30.9000 8.8700 0.6649  0.0021
33, Hasta 31.5000 6.3200 3.8941 0.0125 32.1500 6.4900 3.4612 0.0111
34, Hasta  30.1500 8.8000 0.6980 0.0022  35.3600 7.9400 1.2669  0.0041
35, Hasta  30.5000 5.8900 5.2463 0.0169  31.8000 10.0600 0.2914  0.0009
36. Hasta  30.5000 7.8500 1.3484 0.0043  30.5300 5.6000 6.4143  0.0206
37. Hasta  31.6000 6.3000 3.9485 0.0127 325000 6.1300 4.4422 0.0143
3g. Hasta 30.7000 6.3800 3.7355 0.0120  30.8000 7.9400 1.2669  0.0041
MiRNA-181a T.Once MiRNA18la T.Sonra
Delta 2A-delta kat 2A-delta  kat
# CT CT deltact degisimi CT Delta CT deltact degisimi
1. Hasta 28.6500 3.4400 2.2423 0.1713 27.4500 3.1275 2.7847 0.1144
2. Hasta 285400 2.2600 5.0806 1.5476 29.6100 4.3850 1.1647 0.0479
3. Hasta 283100 2.0125 6.0314 1.4820 29.0300 2.6225 3.9518 0.1624
4. Hasta 27.3200 25725 4.0911 0.6678 27.9900 3.3500 2.3867 0.0981
5. Hasta 27.7000 1.8925 6.5546 0.7887 28.7600 2.7600 3.5925 0.1476
6. Hasta 28.2100 2.1000 5.6765 1.5369 29.3700 4.1175 1.4020 0.0576
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta

Hasta

27.9500

28.5900

27.9500

28.4200

28.3500

28.0400

28.4400

27.6700

28.2200

28.2300

27.6400

28.0100

28.4900

28.2900

27.6000

27.8600

27.9900

27.9000

27.8700

28.1900

28.8100

28.3000

28.5500

28.0500

28.0600

27.6000

28.6000

28.1000

27.9100

28.1000

28.6500

2.3867

5.8125

3.8975

2.8700

3.8300

2.6125

2.8200

1.4600

3.9800

1.8100

1.9200

3.5125

5.3300

4.4700

4.3300

2.2500

5.3600

3.0925

3.5800

5.4700

5.6800

3.5425

4.2425

6.7300

3.5500

4.3000

3.4200

6.7500

3.3000

5.4500

3.3500

4.6536

0.4330

1.6330

3.3288

1.7112

3.9793

3.4462

8.8459

1.5422

6.9403

6.4308

2.1324

0.6050

1.0981

1.2100

5.1159

0.5925

2.8530

2.0350

0.5490

0.4747

2.0886

1.2857

0.2293

2.0777

1.2354

2.2736

0.2261

2.4708

0.5567

2.3867

1.0234

0.1231

0.3304

2.5491

0.7120

1.1231

1.3195

1.1810

0.2973

1.3566

1.2058

0.3181

0.2300

0.2449

0.1397

2.2815

0.1158

0.4226

0.3439

0.1330

0.1948

0.4168

0.9710

0.1406

0.3209

0.1358

0.1627

0.1387

1.1173

0.1166

0.1756

29.0000

30.0600

29.0500

31.9700

26.2900

28.0000

28.6400

29.9500

31.9700

26.5800

29.0700

27.6000

29.1100

29.3900

30.6500

31.1900

32.2800

31.4900

28.2700

29.0600

36.4900

34.0400

30.1100

31.1300

27.6200

30.6000

27.5000

31.2000

31.2000

32.3000

27.5000

3.0767

2.4575

4.8100

4.8150

3.1825

4.6400

4.4900

6.5400

4.8650

3.3075

5.4800

3.4100

5.8375

6.1175

5.3750

4.9500

6.1450

7.0050

1.1367

4.5375

11.3700

8.4100

5.5600

6.9500

3.4100

5.3200

3.0900

6.9900

5.9000

6.1000

3.1000

2.8845

4.4306

0.8675

0.8645

2.6805

0.9760

1.0830

0.2615

0.8351

2.4580

0.5453

2.2895

0.4256

0.3505

0.5864

0.7873

0.3439

0.1895

11.0681

1.0479

0.0092

0.0715

0.5158

0.1968

2.2895

0.6092

2.8580

0.1914

0.4075

0.3548

2.8383

0.1185

0.1821

0.0356

0.0355

0.1101

0.0401

0.0445

0.0107

0.0343

0.1010

0.0224

0.0941

0.0175

0.0144

0.0241

0.0324

0.0141

0.0078

0.4548

0.0431

0.0004

0.0029

0.0212

0.0081

0.0941

0.0250

0.1174

0.0079

0.0167

0.0146

0.1166
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38, Hasta  28.6100 4.2900 1.2440 0.9395  30.1500 5.5900 0.5052  0.0208
MiRNA-181b T.Once MiRNA181b T.Sonra
Delta o p et kat 2A-delta  Kkat
# CT cT deltact degisimi CT Delta CT  deltact degisimi

1. Hasta 277550 25450 1.0483 0.1713 25.3200 0.9975 3.0642 0.5009
2. Hasta 256500 -0.6300 9.4678  1.5476 26.6400 1.4150 2.2943 0.3750
3. Hasta 257300 -0.5675 9.0664  1.4820 26.5000 0.0925 5.7379 0.9379
4. Hasta  25.3300 0.5825 4.0855 0.6678 25.9600 1.3200 2.4504 0.4005
5. Hasta  26.1500 0.3425 4.8250 0.7887 28.2800 2.2800 1.2597 0.2059
6. Hasta 254900 -0.6200 9.4024  1.5369 27.9300 2.6775 0.9563 0.1563
7. Hasta 255300 -0.0333 6.2608 1.0234 27.0800 1.1567 2.7441 0.4485
8. Hasta  25.8000 3.0225 0.7529 0.1231 27.3900 -0.2125 7.0887 1.1587
9. Hasta 256500 15975 20216 0.3304 27.2500 3.0100 0.7594 0.1241
10. Hasta  24.2000 -1.3500 15.5951 2.5491 30.2200 3.0650 0.7310 0.1195
11, Hasta  25.0100 0.4900 4.3561 0.7120 25.3400 2.2325 1.3018 0.2128
12. Hasta 252600 -0.1675 6.8710 1.1231 25.7100 2.3500 1.2000 0.1961
13, Hasta 252200 -0.4000 8.0726  1.3195 26.3600 2.2100 1.3223 0.2161
14, Hasta ~ 25.9700 -0.2400 7.2251  1.1810 26.6000 3.1900 0.6704 0.1096
15. Hasta 259900 1.7500 1.8188  0.2973 27.6100 0.5050 4.3110 0.7047
16. Hasta 259800 -0.4400 8.2995  1.3566 25.3100 2.0375 1.4902 0.2436
17. Hasta  25.4500 -0.2700 7.3770  1.2058 27,08 0.5050 4.3110 0.7047
18. Hasta  26.1500 1.6525 1.9460 0.3181 26.2200 2.0300 1.4980 0.2449
19, Hasta 252800 2.1200 1.4074  0.2300 35.4800 12.2075 0.0013 0.0002
20. Hasta  25.8500 2.0300 1.4980 0.2449 27.0300 3.7575 0.4524 0.0739
21. Hasta  26.1100 2.8400 0.8544  0.1397 27.7100 2.4350 1.1313 0.1849
22 Hasta 244200 -1.1900 13.9580 2.2815 28.2000 1.9600 1.5725 0.2570
23, Hasta 257400 3.1100 0.7086  0.1158 28.8200 2.6850 0.9513 0.1555
24, Hasta  26.0500 1.2425 25856  0.4226 29.5700 5.0850 0.1802 0.0295
o5 Hasta  25.8300 1.5400 2.1038  0.3439 26.8200 -0.3133 7.6019 1.2426
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta
Hasta

Hasta

25.6300

25.4900

26.0200

24.3500

24.1500

26.1500

26.1800

27.8000

24.2000

24.4500

25.7500

27.8100

24.4100

2.9100

2.3600

1.2625

0.0425

2.8300

1.6400

2.8800

2.6200

2.8500

-0.1600

3.1000

2.5100

0.0900

0.8140

1.1917

2.5500

5.9403

0.8604

1.9630

0.8311

0.9952

0.8485

6.8354

0.7135

1.0740

5.7479

0.1330

0.1948

0.4168

0.9710

0.1406

0.3209

0.1358

0.1627

0.1387

1.1173

0.1166

0.1756

0.9395

27.3900

33.0500

30.0400

31.4700

28.2400

26.2500

27.7200

25.3500

28.3000

28.2500

28.9000

25.3500

31.5100

2.8675

7.9300

4.4100

6.9200

4.0600

2.0400

2.4400

0.9400

4.0900

2.9500

2.7000

0.9500

6.9500

0.8383

0.0251

0.2878

0.0505

0.3668

1.4876

1.1274

3.1888

0.3592

0.7917

0.9415

3.1668

0.0495

0.1370

0.0041

0.0470

0.0083

0.0600

0.2432

0.1843

0.5212

0.0587

0.1294

0.1539

0.5176

0.0081
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FORMLAR
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MULTIPL MIYELOMA ARASTIRMA FORMU
OLGU FORMU

Form No: Protokol No : Tarih :

Adi Soyadi : Yas : Cinsiyet :
Boy / Kilo : Meslek : Kan Grubu:

Memleket: Yasadig: yer:

Hastanin Medikal Bilgileri
1- Multiple Miyeloma Tur(:
2- Teshis Tarihi:
3- Hastaligin Asamast:
4- Risk Faktorleri:

a. Aile Oykusii:

Varsa (kacinci derece, hangi kan hastaligi, hangi kanser):

b. Obezite:

5- Kronik Hastaliklar1 ve Sturesi

6- Eski Kullandigi laglarin Dozlar: :

7- Daha 6nce ameliyat gegirmis mi?:

8- Hastanin Tanis1

9- Tedavi
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10. Hematolojik Degerler

Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi

a. Lokosit Sayimi
b. Platelet Sayimi1

c. Blast Hucre Tiri

11. Tedaviye yanit verme durumu : () Evet ( ) Haymr
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PATENT HAKKI iZNi
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