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V.OZET

MULTIPLE MYELOMALI HASTALARDA NOS3 ve TNF ALFA GEN
POLIMORFIZMLERININ KLiNIK PARAMETRELERLE iLiSKiSi VE
PROGNOZ UZERINDEKI ETKILERININ KARSILASTIRILMASI

Dr. Cem BASMACI
Uzmanlik Tezi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Mustafa PEHLIVAN
Ocak 2010, 56 sayfa

Bu caligmada, Multipl Myeloma’l1 hastalarda NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-
308, -238 ve -857) gen polimorfizmleri ile klinik parametrelerin iligkisi ve prognoz
lizerindeki etkileri degerlendirildi. Calismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Hematoloji Bilim Dalinda multipl myeloma tanis1 konulan 77 hasta dahil
edildi. Kontrol grubu olarak hematolojik malignitesi olmayan saglikli 77 kisi alindi.
NOS3 (+894) gen polimorfizmi dagilimi GG: 37 (%48.1), GT: 25 (%32.5), TT: 15
(%19.4), NOS3 (VNTR) gen polimofizmi dagilimi AA: 40 (%51.9), AB: 28 (%36.4),
BB: 9 (%11.7), TNFa (-308) gen polimorfizmi dagilimi AA: 0, AG: 18 (%23.4)), GG:
59 (%76.6), TNFa (-238) gen polimorfizmi dagilimi AA: 0, AG: 13 (%16.9), GG:64
(%83.1), TNFa (-857) gen polimorfizmi dagilimi TT: 16 (%20.8), TC: 28 (%36.4), CC:
33 (%42.8) oranlarinda tespit edildi. TNFa (-238 ve -857) gen polimorfizmleri ile MM
arasinda iligki tespit edilmedi. TNFa (-308) gen polimorfizminde GG genotipi
(p=0.012) ile NOS3 (+894) geninde TT genotipinin (p=0.008) MM hastalarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek oldugu, NOS3 (VNTR) gen polimorfizminde AA
genotipi (p=0.007), NOS3 (+894) gen polimorfizminde GG genotipinin (p=0.004) MM
hastalarinda kontrol grubuna gore diisiik oldugu saptandi.

Sonug¢ olarak; NOS3 (+894) polimorfizminde TT genotipinin, TNFa (-308)
polimorfizminde ise diisiik ekspresyonla iliskili GG genotipinin MM’l1 hastalarda
yiiksek olmasi bu polimorfizlerin MM hastalig1 etyopatogenezinde rolii olabilecegini
gostermektedir. Ayrica, MM’da TNFa (-238) geninde GG genotipi ilk sira tedavi
seceneklerinden (OPKHT, bortezomib, talidomid bazli) etkilenmeksizin erken
progresyon ile iligkili olup total sagkalim siirelerini etkilememektedir.

Anahtar kelimeler: Multipl myeloma, NOS3 (+894, VNTR), TNFa (-308, -
238 ve -857)



VI. ABSTRACT

RELATIONS OF CLINICAL PARAMETERS AND EFFECTS ON PROGNOSIS
OF GENOMIC POLYMORPHISMS IN NOS3 AND TNF ALPHA IN PATIENTS
WITH MULTIPLE MYELOMA

Dr. Cem BASMACI, MD
Residency Thesis, Department on Internal Medicine
Supervisor: Assos. Prof. Mustafa PEHLIVAN
January 2010, 56 pages

In this study, relations of clinic parameters and effects on prognosis of genomic
polymorphisms in NOS3 (+894, VNTR) and TNFa (-308, -238 and -857) are assessed
in patients with multiple myeloma. Seventy seven patients with multiple myeloma in
Haemotology department in Internal Medicine of Gaziantep University Hospital are
included. Healty 77 people without any heamotological malignancies are icluded as
control group. Distribution of NOS3 (+894) gene polymorpism is GG: 37 (48.1%), GT:
25 (32.5%), TT: 15 (19.4%), distribution of NOS3 (VNTR) gene polymorpism is AA:
40 (51.9%), AB: 28 (36.4%), BB: 9 (11.7%), distribution of TNFa (-308) gene
polymorpism is AA: 0, AG: 18 (23.4%), GG: 59 (76.6%), distribution of TNFa (-238)
gene polymorphism is AA: 0, AG: 13 (16.9%), GG: 64 (83.1%) and distribution of
TNFa (-857) gene polymorphism is TT: 16 (20.8%), TC: 28 (36.4%) CC: 33 (42.8%).
No significant relation is found between TNFa (-238 and -857) gene polymorphisms
and MM. GG genotype in TNFa (-308) gene polymorphism (p=0.012) and TT genotype
in NOS3 (+894) gene polymorphisms (p=0.004) are significantly increased in patients
with MM in comparison with control group. However AA genotype in NOS3 (VNTR)
gene polymorphism (p=0.007) and GG genotype in NOS3 (+894) gene polymorphisms
(p=0.004) are significantly decreased in patients with MM incomparison with control
group. As a result, TT genotype in NOS (+894) polymorphism and GG genotype in
TNFa (-308) polymorphism which related to decreased expression are increased in
patients with MM, thus, this may play a role in etiopathogenesis of multiple myeloma.
Moreover, GG genotype in TNFa (-238) gene is not affected whatever the first-line
therapy (OPKHT, bortozomibe, thalidomide) is, but related with early progression not
affecting total survival.

Key words: Multipl myeloma, NOS3 (+894, VNTR), TNFa (-308, -238 ve -
857)
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1. GIRIS VE AMAC

Multipl myelom (MM) kemik iliginde malign plazma hiicrelerinin birikimi ve
asir1 miktarda monoklonal protein sentezinin goriildiigii B hiicreli lenfoproliferatif bir
hastaliktir. Kemik iligi mikrogevresi ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesimler siklikla
kemik yikimiyla sonuglanir. Tiimoriin kendisi, iirlinleri ve konak yamiti MM igin
karakteristik olan kemik agrisi, renal yetmezlik, enfeksiyon yatkinligi, anemi ve
hiperkalsemi gibi genis semptom ve organ disfonksiyonlarina neden olur. Tan1 aninda

ortanca yas 66’dir (1).

Hastalikk rutin taramalar sirasinda tesadiifen saptanabilirse de genellikle
enfeksiyonlar, kemik yakinmalar1i veya renal yetmezlikle bagvuran hastalarda
belirlenebilir. Myelom hiicreleri soliter plazmositom veya Onemi bilinmeyen
monoklonal gammopati (MGUS) denilen serumda izole monoklonal paraprotein
varhiiyla karakterli bir premyelomatdoz durumdan gelisebilir. Hastalarin ¢ogu tam
sirasinda tedavi gerektirecek sekilde semptomatiktir. Son 10 yilda MM tedavisinde
biiyiikk degisiklikler olmus ve standart tedavi destek tedavisinin yam sira inflizyonel
kemoterapi kiirlerini takiben geng hastalarda yiliksek doz melfalan ile otolog periferik
kok hiicre transplantasyonu (OPKHT) yapilmaktadir. Altmis bes yasinin altindaki
hastalarin ortanca sagkalim olasili§i kemik iligi transplantasyonu 2 katina ¢ikarmis

olup, %50 tam morfolojik ve biyokimyasal remisyon elde edilebilmektedir (1).

Tiimor nekrozis faktor alfa (TNFa) enflamasyonun ana sitokinidir. Dokularin
yikim ve tamirinde (doku sekillenmesi) etkilidir. Enflamasyon bolgesindeki hastalikli
hiicrelerin 6liimiiniin uyarilmasi sirasinda TNFa fibroblast biiylimesini ve anjiyogenik
faktorleride uyarir (2). Ayni sekilde malign dokularda bulunan yiiksek miktardaki
TNFa, selektif olarak tiimdr anjiyogenezisini baskilar. Fakat bu sitokin uzun siireli
tiretildiginde, endojen tiimor destekleyicisi gibi davranabilir, timor biiyiimesi ve
yayilimi i¢in gerekli doku sekillenmesine ve stromal gelisiminede katkida bulunabilir.

TNFa geni 6. kromozomda MHC lokusunda 6p21.3 bolgesinde yer alir.



Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L.arginin aminoasidinin
oksidasyonu ile sentez edilir (3,4). NO sentezine araci olan NOS enziminin ndronal
(nNOS), endotelyal (eNOS) ve immunolojik (iNOS) olmak iizere ii¢ izoformu vardir
(3). Endotel hiicrelerinde eNOS aktivitesi sonucu iiretilen NO, endotel tabakasi
altindaki diiz kas dokusuna difiizyon ile ulasir ve gevsemeye yol acgarak vaskiiler tonus
ile kardiyovaskiiler hemoastazin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (5). eNOS geni
kromozom 7q 35-36’da bulunur ve 21 kb’lik 26 ekson igerir (6). Bu gende meydana
gelecek bir varyasyon NO sentezinin azalmasina yol acar ve devaminda bir hastalik

geligebilir (3).

TNFa ve NOS3 genine ait polimorfizmlerin MM gelismesinde, takibinde ve
tedavisinde oOnemli etkilerinin oldugu, hastaligin prognozu ile dogrudan iligkili
olabilecegini gosteren c¢alismalar mevcuttur. MM’da etyolojik ve prognostik faktorlerin
iyi Dbelirlenmesi hastaligin patogenezinin aydinlanmasina ve en uygun tedavi
rejimlerinin se¢imine yardim ederek hastalarin yasam siirelerini arttirmaya katki

saglayabilmektedir.

Bu calismanin amaci; Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
Klinigince takip ve tedavi edilen hastalarin NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238
ve -857) gen polimorfizmlerinin saglikli ve MM hastalar1 arasinda bir farkliligin olup
olmadigini belirlemek ve hastalara ait klinik parametrelerle (cinsiyet, yas, evre A/B,
ECOG, LDH, CRP, baglangi¢ tedavisi, baglangic tedavisine cevap) karsilastirarak tedavi

ve prognoz tizerine bir etkilerinin olup olmadigini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tanim

MM genellikle monoklonal immiinglobulin veya immiinglobulin pargasi iireten tek bir
plazma hiicresi ve plazmasitoid hiicre klonunun neoplastik proliferasyonu ile karakterize bir
hastaliktir. Bu plazma hiicre proliferasyonu genellikle osteopeni, osteolitik lezyonlar ile
yaygin iskelet hasari, hiperkalsemi, anemi ve bazen farkli organ ve dokularda plazma hiicresi
infiltrasyonuna neden olur. M proteininin fazla miktarda tretilmesi tekrarlayan bakteryel
infeksiyonlar, renal yetmezlik ve nadiren hiperviskozite sendromuna yol acgabilir. Ilk kez
1844°te Solly ve ardindan 1850°de Maclntyre tarafindan tanimlanmissa da 1889°da Kahler bir
olgu tanimlayana kadar seyrek olarak taninmistir (1). Kahler aslinda kendinden neredeyse 50
yil 6nce Henry Bence Jones tarafindan tanimlanmis olan idrar proteinini tanimis ve bu
bulguyu klinik sendromla korele etmistir. 1890’da plazma hiicresinin bulunmasini takiben
1900°de multiple myelom kemik iligindeki plazmositozla iligskilendirilmistir. Serum ve idrar
protein elektroforezi ilk olarak 1939°da yapilabilmis ve bunu 1953’te immiinoelektroforez

izlemistir (7,8).
2.2. Epidemiyoloji

MM ABD’deki tiim malign hastaliklarin yaklasik %1’ini  ve hematolojik
malignitelerin yaklagik %10’unu olusturur (9). Erkeklerde kadinlardan biraz daha sik ve
zencilerde beyazlarin iki kat1 siklikta gortiliir. Bir seride tanida ortanca yas 66 (20-92 arasi)
olarak saptanmistir (10). Baska bir seride 5, 10 ve 20 yillik sagkalimlar sirastyla %31,%10 ve
%4 olarak bildirilmistir (9).

2.3. Etiyoloji

MM nedeni tam olarak bilinmemektedir. Radyasyon, benzen ve diger organik
coziiclilere maruziyetin veya bocek ilaglarmin rolii olabilecegini bildiren ¢alismalar
mevcuttur. Ornegin 50 raddan fazla radyasyona maruz kalan atom bombasi kurbanlarinda

(11) uzun dénem yiiksek doz radyasyona maruz kalan radyologlarda, niikleer santrallerin



yakinlarinda yasayanlarda degil ama niikleer santrallerde ¢alisanlarda ve bocek ilaci kullanan
ciftcilerde multip] myelom riskinde artis gozlenmistir. Fakat bu olgularin sayilar1 az
oldugundan veriler ¢ok ikna edici degildir (12). Genetik faktorlerin rolii kesin degildir. Cogu

ayn1 monoklonal paterne sahip MM kiimelenmesi olan aileler bildirilmistir (13).
2.4. Patogenez

MM gelisiminde bir¢ok sistem bozuklugunun rol aldig: diistiniilmektedir. Sinyal ileti
sistemi, apopitoz, kemik iligi mikrogevresi ve hiicre siklusu bunlar arasindadir. Malign
plazma hiicreleri olusumunda hiicre siklusunda yer alan gen ekspresyon bozukluklari rol

almaktadir (14).

Myelom hiicreleri, vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (VEGF), insiilin benzeri
biiylime faktorii-1 (IGF-1), tiimor nekrozis faktér a (TNFa) ve az miktarda IL-6 salgilarlar
(Sekil 1). IGF-1 myelom hiicrelerinin yagaminda, proliferasyonunda ve ila¢ direncinde rol
oynar. VEGF tiimor hiicrelerinin biiyiime, migrasyonunda ve angiogenezisinde rol alirken,
TNFa ise Niikleer faktor kB (NF-kp)’y1 aktive ederek myelom hiicrelerinin yagam siirelerini
arttirir (15). MM’da gerek sitokinler araciligl ile gerekse genetik faktorlerin rol oynamasi
sonucu apopitotik kontrol bozuklugu meydana gelebilir. Apopitozis bozuklugununda MM

patogenezinde ve tedaviye direng te kritik oneminin oldugu belirtilmektedir (16).
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Sekil 1. TNFa’ nin MM patofizyolojisindeki rolii



2.5. Klinik Ozellikler

Ozellikle sirt ve gogiiste kemik agrisi tan1 aninda hastalarin yaklasik %60’ mnda
bulunur. Halsizlik siktir (%32) ve siklikla anemi ile iliskilidir. Kilo kaybi hastalarin %24 iinde
mevcuttur. Hastalarda myelom komplikasyonlarina ait hiperkalsemi, renal yetmezlik veya

amiloidozla iligkili yakinmalar da olabilir (14).
2.5.1. Kemik Tutulumu

MM’ nin en sik belirtisi osteolizise bagli kemik kaybr ile iligkilidir. Tan1 asamasinda
bile hastalarin yaklasik %75’de yaygin osteoporoz veya tlimoral tutulum nedeni ile patolojik
durumlar goriliir (17). Kemik agrilar1 en sik bulunan semptom olup ve olgularin yaklasik
%75 inde goriliir. Agr ise sik olarak, sirt, bel ve gogiis bolgelerinde olup ve hareketle siddeti
artar. Osteoklastik aktivite artis1 lokal osteolitik alanlar olusturur. Bu osteolitik lezyonlar daha
sik olarak kafa, pelvis, kostalar ve vertebralar gibi yass1 kemiklerde goriiliir (10). MM’da
osteoklastik aktivite artis1 plazma hiicreleri ve stromal hiicrelerden agiga ¢ikan birgok sitokin
ile meydana gelmektedir. Bu sitokinlerden 6zellikle NF-«kf3 preosteoklastlarin farklilasmasina,

olugmasina ve yasam siirelerinin uzamasina neden olarak kemik yikimini arttirmaktadir (18).
2.5.2. Bobrek Tutulumu

Tanida hastalarin neredeyse yarisinda serum kreatinini yiiksektir ve yaklasik
%20’sinde 2 mg/dI’nin tizerindedir. Renal yetmezlik myelomun baslangi¢ goriintiisii olabilir.
Renal yetmezligin iki major nedeni myelom bobregi (cast nefropatisi olarak ta bilinir) ve
hiperkalsemidir. Cast nefropatisi ana olarak distal ve toplayici tiibiillerde presipite olmus
monoklonal hafif zincirlerden olusan genis, mumsu, katmanli cast’lerin varlig1 ile
karakterizedir. Dipstick idrar tetkiki protein i¢in negatiftir. Ayrica baz1 farkli renal hastalik
tirleri de myelomda goriilebilir. Bunlar primer amiloidoz ve hafif zincir depolanma
hastaligidir. Kontrast madde sonrasi akut bobrek yetmezligi ve hafif zincirlerin proksimal
tiibiil disfonksiyonuna neden olmasi ile Fanconi sendromu da bunlarin arasinda sayilabilir

(10,19).
2.5.3. Enfeksiyonlar

Infeksiyon, MM’da mortaliteyi ve morbiliteyi etkileyen major komplikasyondur (20).
MM’da dliimlerin en sik (yaklasik %50) nedenidir (21). infeksiyona egilimi artiran en énemli

faktor, normal immunglobulin (Ig) sentezinde azalma, Ig katabolizmasinda artis ve bozulmus



antikor Uretimidir. Ayrica bobrek yetmezligi ve kemoterapi MM hastalarinda infeksiyon

gelisimine katkida bulunur (20,22,23).
2.5.4. Hiperkalsemi

Myelom hastalarinda hiperkalsemi genel olarak timoriin  indikledigi kemik
destriiksiyonudur. Bu primer olarak malign plazma hiicreleri ve stromal hiicrelerce salgilanan
potent sitokinlere bagli olusan osteoklastik kemik rezorbsiyonu sonucu olusur ve bu
sitokinlerde en Onemlileri, receptor activator of nuclear factor — kf ligand (RANKL),

macrophage inflamatuar protein (MIP)-1a ve tiimor nekrozis faktor alfa (TNFa)’dir (24).
2.5.5. Kanama ve Anemi

Ciddi kanama bulgulari, myelomlu hastalarda nadirdir. Ancak, terminal dénem
hastalarda artmis kemik iligi plazma hiicresi infiltrasyonuna bagli olarak agir trombositopeni
ve asir1 yiksek M proteinine bagli hiperviskosite sonucu mukozal kanamalar
gelisebilmektedir. Trombositopeni, hastaligin erken doneminde kemik iliginin siddetli
tutulumda bile nadirdir (25). Anemi patogenezinde eritropoetine azalmis cevap, azalmis
eritrosit yagsam siiresi ve azalmis demir kullanilabilirligi anemi patogenezine katkida bulunur.
Tani1 sirasinda olgularin 2/3’tinde normokrom normositer anemi bulunurken, olgularin ancak
%20’sinde anemi ile iligkili semptomlar 6n plandadir. Etyolojide ayrica plazma hiicre
infiltrasyonu, bobrek yetersizligi varliginda eritropoetin saliniminda yetersizlik ve TNF-a ve

IL-1 gibi sitokinlerin varlig1 su¢lanmaktadir (26).
2.6. Laboratuar

Normokrom normositer bir anemi (Hb<12gr/dl) tanida hastalarin %78’inde varken
hastalik seyrinde herhangi bir zamanda %97 hastada goriiliir. Rulo formasyonu hastalarin
yaridan fazlasinda bulunurken eritrosit sedimentasyon hizi %84 hastada >20 mm/saat, iicte
birinde >100 mm/saat’tir. Lokopeni (beyaz kiire sayis1 <4000/mm3) %29, trombositopeni
(trombosit <100.000/mm3) %S5 hastada gortiliir (10).

MM en Onemli tanisal bulgu monoklonal bir M proteininin serum ve idrarda
gosterilmesidir (%97 hastada). Bir seride serum protein elektroforezinde lokalize band veya
pik %82 hastada, idrar immiinfiksasyonda M proteini yaklasik %75 hastada gozlenmistir (10).
Yine ayni seride serumda M ptoteinleri %51 Ig G, %21 IgA, %16 hafif zincir, %2 IgD, %2
biklonal, %0.5 IgM ve %7 nonsekretuar olarak saptanmistir. Myelomda Kappa hafif zincir



lambda’ya gore 2 kat daha sik goriiliir. Ilgili olmayan immiinglobulinlerin (6rnegin IgG
myelom i¢in A ve M) diizeylerinde diisme %91 hastada goriiliir. Renal yetmezlik insidansi
yalnizca hafif zincir sekrete eden myelomda diger alt gruplara gore artmis iken, nonsekretuar

myelomda hafif zincir olmadig1 i¢in myelom bobregi de goriilmez (10).

MM tanist tipik olarak kemik iligi incelemesiyle dogrulanir. Kemik iligi tutulumu
diffiizden ziyade fokal de olabilir ve bu nedenle bazi hastalara tekrar veya multiple alanlardan
kemik iligi aspirasyon ve biopsisi gerekebilir. Plazma hiicrelerindeki monoklonal
immiinglobulinin immiinperoksidaz boyama ile tanimlanmasi otoimmiin hastaliklar,
metastatik  karsinom, AIDS, karaciger hastaligi veya enfeksiyonlara bagli reaktif

plazmositozdan ayrimda 6nemlidir (27).
2.7. Tam

MM tanisindan siklikla asagida belirtilen klinik prezentasyonlar nedeniyle

stiphelenilir (1):
o Kemik agrisi ile ¢ekilen grafilerde saptanan litik lezyonlar

e Artmig serum total protein konsantrasyonu ve/veya idrar ve serumda

monoklonal protein varligi
e Aciklanamayan anemi gibi malignite diisiindiiren sistemik belirti ve bulgular

e Semptomatik veya insidental olarak bulunan hiperkalsemi

Akut bobrek yetmezligi

2.7.1. Tam Kriterleri

Uluslararast Myelom Calisma Grubu semptomatik MM tanisi i¢in asagidaki 3
basitlestirilmis kriter iizerinde uzlasmistir (27) (Tablo 1).



Tablo 1. MM igin International Myeloma Working Group (IMWG) kriterleri

Multipl Myeloma (3 kriter de tutmal)

1.Serum veya idrarda monoklonal protein varligi
2.Kemik iliginde klonal plazma hiicrelerinin varlig1 veya plazmositom*
3.Plazma hiicre diskrazisiyle iligkili oldugu diisiiniilen u¢ organ hasart:
a. Hiperkalsemi
b. Litik kemik lezyonlar1
c. Anemi

d. Renal yetmezlik

Asemptomatik (smoldering) multiple myelom (SMM, her iki kriter de tutmali)

1. Serum monoklonal protein diizeyi > 3 g/dL ve/veya kemik iligi plazma
hiicreleri =z %10
2. Ug organ hasar1 yok

Onemi bilinmeyen monoklonal gammopati (MGUS, 3 kriterin tiimii)

1. Serum monoklonal protein diizeyi <3 g/dL
2. Kemik iligi plazma hiicresi <%10

3. Plazma hiicre diskrazisi veya B hiicreli lenfoproliferatif hastalikla iligkili u¢ organ

hasar1 yok

*Yiizde belirtilmemis. Hastalarin %5’inde %10’dan az olabilir, fokal tutulum olabilir, en iyi MR veya

PET ile gosterilebilir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterleri yukaridaki IMWG kriterlerinden biraz farklidir
(Tablo 2);




Tablo 2. MM tanisi i¢in WHO Kriterleri

Major kriterler

1. Kemik iligi plazma hiicresi >%30
2. Biopside plazmositom
3. Serum veya idrarda monoklonal protein(M komponent) varlig
Serum IgG >3.5 g/dL, veya
Serum IgA >2 g/dL, veya
Idrar Bence-Jones proteini >1g/24 saat
Mindr kriterler
a. Kemik iligi plazma hiicreleri %10-30 aras1

b.Yukarda belirtilen miktarlardan daha  diisik monoklonal protein

konsantrasyonlari
c. Litik kemik lezyonlariin varligi
d. Normal immiinglobiilin diizeylerinde normalin %50’sine kadar olan azalma
IgG <600 mg/dL, veya
IgA <100 mg/dL, veya

IgM <50 mg/dL

Tan1 i¢in: 1 majér+1 mindr kriter veya a ve b’nin mutlaka dahil oldugu 3 mindr kriter. Bu kriterler

semptomatik, progresif hastalig1 olan hastalarda bulunmalidir.

2.8. Evrelendirme ve Prognostik faktorler

Evrelendirme prognoz, uzun doénem sagkalimi oOzellikle tedaviye yaklasimi

belirlemede temel olusturmaktadir. Tablo 3’de evrelendirme 6zetlenmistir.
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Tablo 3. MM evrelendirmesi (Durie-Salmon evreleme sistemi) (10)

Evre-1
Asagida tanimlananlarin hepsi;

* Hemoglobin > 10 gr/dl

* Normal kalsiyum diizeyi (< 12 mg/dl)

* Normal kemik grafileri veya soliter kemik plazmasitomu veya sadece osteoporoz varligi

* Diisiik M komponent (IgG < 5gr/dl, IgA < 3gr/dl, idrar hafif zincir M komponenti < 4 gr/dl)

Evre-11
Bulgular evre I.dekiler kadar diisiik ve evre II1.teki kadar yliksek degil

Evre-III

Asagida tanimlananlardan bir veya daha fazlasinin varligi

* Hemoglobin < 8.5 gr/dl

* Serum kalsiyum > 12 mg/dl

» {lerlemis litik kemik lezyonu, 3 veya daha fazla

» Artmis M komponent varligi

IgG > 7 gr/dl

IgA > 5 gr/dl

Elektroforezde idrar hafif zincir M komponenti >12gr/dl/24 h
Alt simiflandirma

» A= relatif olarak normal bobrek fonksiyonlari

* B=anormal bobrek fonksiyon testleri (serum kreatinin > 2 mg/dl)

Durie Salmon evreleme sistemine ek olarak MM hastalarinin b2 mikroglobulin ve
albiimin diizeylerine gore yapilmis uluslar arasi evreleme sistemi (International staging
system-ISS=International pognostic index-IPI) de kullanilmaktadir. Bu evreleme sistemine

gore;
Evre I: b2 mikroglobulin < 3.5 mg/L ve serum albumini > 3.5 g/dL
Evre II: Evre I veya III’e uymayanlar
Evre III: b2 mikroglobulin > 5.5 mg/L olarak tespit edilmistir.

ISS, MGUS ve SMM’u multiple myelomdan ayirtetmeye yaramaz. Bu nedenle MGUS
veya SMM’da degeri yoktur. Durie-Salmon evrelemesinin aksine ISS tiimor yiikiiniin
giivenilir bir gostergesi degildir. Fakat ISS’in de prognostik énemi vardir. ISS evre I igin

median sagkalim 62, Il i¢in 44, I1I i¢in 29 aydir.

1027 hastalik bir seride sagkalim i¢in kotii prognostik faktorler (10):
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Performans statusu ECOG 3 veya 4
Serum albiimini <3 g/dl

Serum kreatinini >2 mg/dl
Trombosit sayis1 <150.000/ul
Yas>70

Beta-2-mikroglobulin >4mg/I
Plazma hiicre isaretleme indeksi >%1
Kalsiyum >11 mg/dl

Hb<10g/dl

Kemik iliginde plazma hiicre yiizdesi>%350 olarak bulunmustur.
2.9. Tedavi

Multipl myeloma’da agresif tedavi yaklasimlari olmasina ragmen, halen kiir elde
edilebilmis bir hastalik degildir. Bununla birlikte uygun tedavi ile hastalarin yasam siiresi ve
kalitesi artmaktadir. MM’da tedavi; spesifik antitimor tedavi ile birlikte, bobrek yetmezligi,
kemik agrilari, kirik, anemi, enfeksiyon ve hiperviskozite gibi komplikasyonlarin destek

tedavisinden olugsmaktadir (14).

Oral melfalan, MM tedavisine 50 yil kadar Once girmis ve o zamandan beri
prednisolonla kombine halde bazi (6zellikle yasli) hastalarin standart tedavisi olmustur. Yanit
oran1 %40-60’tir. Hicbir hastada tam remisyon saglanamaz ve ortanca sagkalim 24-30 aydir.
Vincristin ve adriamisin’in siirekli inflizyonlar1 dahil c¢esitli kombinasyon kemoterapi
rejimleri  gelistirilmistir. Fakat melfalan-prednisolon (MP)’a  sagkalim istiinligi
gosterilememistir. Yirmiyedi randomize calismadaki 6633 hastay1 iceren bir meta-analizde
kombinasyon kemoterapisi MP ile karsilastirilmistir. Yanit oranlari kombinasyon tedavisiyle
daha yiiksek bulunmakla beraber (%60’a karsilik %53, p<0.0001) sagkalim siireleri arasinda
fark saptanmamistir. Tek basina deksametazon da %43’liikk yanit oran1 ve VAD’a benzer

sagkalim stiresi ile hizl1 yanit saglayabilir (28).
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Pratikte 65 yasin altindaki hastalara standart tedavi indiiksiyon tedavisini takiben
periferik kan kok hiicre transplantasyonu ile yiiksek doz melfalan’dir (200 mg/m2). Kok
hiicre transplantasyonu oncesi; hizli yanit elde edilmesi nedeniyle vinkristin, adriablastin,
deksametazon (VAD) siklikla remisyon indiiksiyonunda kullanilir. OPKHT ile tedavi iliskili
mortalite %10’un altindadir. Artik bu prosediir renal yetmezlikli veya 65 yasin tizerindeki
hastalar i¢in de genisletilmektedir. OPKHT ile cesitli ¢calismalarda %21-44 arasi tam yanit
oranlari; 41-84 ay arasi ortanca total sagkalim ve 21-42 ay arasi ortanca olaysiz sagkalim
stireleri elde edilmistir (29). Uygun hastalarda indirgenmis doz (RIC) allogeneik periferik kok
hiicre transplantasyonu (APKHT) yapilabilmektedir. OPKHT/APKHT yapilan hastalarda en

uzun yasam siireleri elde edildigi bildirilmektedir.

MM’un biyolojisinin daha iyi anlasilmaya baslanmasi hastalik patogenezinde kritik rol
oynayan, myelom hiicresi ve kemik iligi mikrogevresini hedef alan talidomid, lenalidomid ve
bortezomib gibi biyolojik tedavilerin gelistirilmesinin 6nilinli a¢cmistir. Bu tedavilerin
kullanima girmesinden once relaps veya refrakter hastalarda ortanca total sagkalim en fazla 4-

6 ay idi (1).

Talidomid ve analoglar1 kemik iligindeki artmis mikrodamar dansitesini hedefler. Tek
ajan olarak relaps veya refrakter MM hastalarinda %37°lik bir yanit oran1 ve 2 yillik %60
total sagkalim orani elde edilmistir (30). Yeni tam1 hastalarda da tek ajan olarak %36;

deksametazonla kombine olarak %72’lik yanit orani (%16 CR) elde edilmistir (30).

Talidomid analogu lenalidomid relaps ve refrakter hastalarda 9%38’lik toplam yanit

oranina (%6 CR) ve %47 hastada hastalik stabilizasyonuna ulastirmistir (31).

Proteazom inhibitorii bortezomib ile relaps veya refrakter myelom hastalarinda faz 2
caligmalarda %4’ CR; %6’s1 near CR olmak {izere %35’lik toplam yanit oranina ulasilmistir
(32). Faz 3 caligmalarinda tek ajan olarak %38’lik toplam yanit orani olusturmustur (%18 CR
veya nCR). Ortanca total sagkalim 16.6 ay bulunmustur (33). Talidomid ve/veya lenalidomid,
bortezomib, siklofosfamid, melfelan ve deksametazon iceren liglii ve dortlii tedavi rejimleri

ile OPKHT ye esdeger yasam siireleri elde edildigi son ¢alismalarda bildirilmektedir.
2.10. Tedaviye Yanit

Timor yanitinin degerlendirilmesi serum M protein ve/veya idrar hafif zincir

ekskresyonundaki degisikliklere dayanarak yapilir.
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Ek olarak klinik yanit yeni hi¢bir myelom iligkili organ veya doku hasariin
gelismemesini gerektirir. Uluslararas1 myelom ¢aligma grubunun yanit kriterleri Tablo 4’te

verilmigtir (34).

Tablo 4. Uluslararasi myelom ¢alisma grubu tedavi yanit kriterleri

Yanit kategorisi  Yanit Kkriterleri!

Siki tam Tam yanit’a ek olarak normal serbest hafif =zincir oram1 ve

yanit(sCR) immiinhistokimya veya immiinfloresanda®> kemik iliginde klonal
hiicrelerin yoklugu?

Tam yanit(CR)

Serum ve idrar immiinfiksasyon negatif ve yumusak doku
plazmositomlarinda kaybolma ve kemik iliginde <%5 plazma hiicresi

Cok iyi kismi Elektroforez negatif ancak immiinfiksasyonda saptanabilen serum ve idrar
yanit(VGPR) M proteini veya serum M proteininde >%90 azalma ve idrar M protein
diizeyi <100 mg/24 saat

Kismi yanit(PR) Serum M proteininde >%50 azalma ve idrar M proteininde >%90 azalma
veya <200 mg/24 saat diizeyine diisme. Serum-idrar M proteinleri
oOlgiilemezse etkilenen ve etkilenmeyen serbest hafif zincir diizey farkinda
>%50 azalma veya bunlar da olgiilemiyorsa kemik iligi plazma
hiicresinde >%50 azalma.

Stabil hastalik CR,VGPR,PR veya progresif hastalik kriterlerine uymayanlar

Progresif hastalik Serum veya idrar M komponentinde >%25 artis. Yeni kemik lezyonlari
veya yumusak doku plazmositomlart ortaya ¢ikmasi veya varolan
plazmositom boyutlarinda artisi; bagka nedene baglanamayan
hiperkalsemi (diizeltilmisserum kalsiyum>11,5 mg/dl) gelismesi

Klinik relaps Yeni yumusak doku plazmositomlar1 veya kemik lezyonlarin ortaya
cikist; varolan litik lezyonlarda veya plazmositonlarda artis, hiperkalsemi
(>11,5 mg/dl), hemoglobinde >2 g/dl diisiis, serum kreatinininde >2 mg/dl
yiikselme

CR’dan relaps Serum veya idrar M proteininin immiinfiksasyon veya elektroforezde
tekrar saptanmasi; kemik iliginde >%5 plazma hiicresi; diger progresyon
bulgularinin ortaya ¢ikmast

I: Tim yanit veya relaps kategorileri yeni tedavi baslanmasindan 6nce yapilmis iki ardisik degerlendirmeyi
gerektirir.

2: Klonal hiicrelerin varligi/yoklugu kappa/lambda oranina dayanir. Anormal kappa/lambda orani analiz igin
minimum 100 plazma hiicresi gerektirir. Anormal oran >4:1 veya <1:2 dir.

3: Tekrar kemik iligi yapilarak dogrulama gerekli degildir.
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2.11. Tiimor Nekrozis Faktor alfa (TNFa)

TNFa (diger isimleri kasektin, lenfotoksin) ilk olarak 1975 yilinda tanimlanmig bir
sitokindir. Bu sitokin ¢esitli tiimorlerde hemorajik nekroza yol actigindan bu ismi almustir.
Insan TNFa geni 6. kromozomda MHC lokusunda 6p21.3 bélgesinde yer alir (Sekil 2,3).
TNFa basta 212 aminoasit uzunlugunda stabil homotrimer yapisinda tip II transmembran
proteini olarak Ttretilir. Membranda bulunan protein, metalloproteaz TNFa doniistiirticii
(converting) enzimin (TACE) proteolitik yikimi ile ¢oziinlir homotrimerik sitokin dolagima

salmir. 17 kD’ luk TNFa protomerleri ise iki antiparalel beta pileli tabaka ve antiparalel beta

zincirden olusur (35).

zozd g-=
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Sekil 2. 6. kromozom ve MHC lokusu (6p21.3)

Promotor
Bilgesi Intron Intran fintron fidion
DNHI- 1 ITIT_L-*-R"
5 . 3
Elzon 1 Ekzomn 2 Ekzon 3 Ekzon 4
170-355 0621007 1195-1242 1544-1965

Sekil 3. TNFa geninin intron ve ekzonlari
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TNFa; TNF reseptor ailesine ait olan iki tip hiicre yiizey reseptoriine yiiksek afinite ile
baglanir; TNF R1 ve TNF R2. TNF R1 bir¢ok dokuda bulunur, membrana baglh ve ¢dziiniir
trimer yapida olan TNFa ile aktive olur, TNF R2 ise sadece immiin sistemde bulunur ve

membrana bagli TNFa homotrimere yanit verir (36).

TNFa, gram negatif bakteri ve diger enfeksiydz mikroorganizmalara karsi iiretilen
temel medyatordiir. Inflamasyon ve apoptozisde rol oynayan TNFo, makrofaj/monosit,
notrofil, aktive T hiicreleri, NK (Natural killer), endotel hiicreleri ve mast hiicreleri tarafindan
tiretilmektedir. TNFa kan akimini ve vaskiiler endotel hiicrelerinin adhezyon molekiil
ekspresyonunu arttirarak notrofil ve monositlerin inflamasyon sahasina gogiinii ve makrofaj
hiicrelerin kemokin (IL1gibi) salgilamasini saglar. Ciddi enfeksiyonlarda TNFa yiiksek
miktarda iiretilir ve sistemik klinik ve patolojik anormalliklerle seyreder. Hipotalamus
tizerindeki etkisiyle ates, karacigerden akut faz protein yapimi, kas ve yag dokusunda
katabolik aktivite artigina yol acar. Yiiksek konsantrasyonda kanda trombozise yol agar,
miyokard kasilmasini azaltir, vaskiiler genislemeye yol agar ve kan basincini disiirir.
Bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) uyarimi sonrasi makrofajlar tarafindan salgilanan yiiksek
konsantrasyondaki TNFa, diisiik kan basinci, dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve
metabolik bozukluk ile karakterize septik sok tablosuna yol a¢ar. TNFo’nin birgok otoimmiin

ve inflamatuar hastalikta rol oynadig1 bilinmektedir.

TNFa, hiicre yiizeyinde bulunan reseptdrlerine baglanmasi ile hiicre i¢inde yer alan
cok sayida sinyal ileti mekanizmasini tetikler ve sonugta apoptoz, nekroz, anjiyogenez,
immiin hiicre aktivasyonu, diferansiyasyonu ve hiicre migrasyonunu uyarir. Bu etkiler timor
gelisiminde ve progresyonunda ve tiimore karsi immiin yanit olusumunda 6nemli rol oynar

(37).
TNFa’ nin bahsedilen etkilerine aracilik eden 6nemli sinyal mekanizmalar1 (37,38);

1. NF- kB aktivasyonu: Niikleer faktor- kB (NF- «B) heterodimer transkripsiyon faktoriidiir.
Hiicre sag kalimi, proliferasyon, inflamatuar yanit ve antiapoptotik faktorlerle iligkili ¢esitli

proteinlerin transkripsiyonuna aracilik eder (37).

2. MAPK vyolunun aktivasyonu: Ug¢ 6nemli mitogen-activated protein kinase (MAPK)
kaskatinda; stres ile iligskili Jun N-terminal kinase (JNK) grubunu gii¢lii aktive eder, p38
MAPK’ de orta derece yanit olusturur ve extracellular signal regulated kinaase (ERK)
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sisteminde ise minimal aktivasyon yapar. JNK sisteminin aktivasyonu hiicre farklilasmasinda,

proliferasyonunda rol alir ve genelde proapoptotik etki gosterir (38).

3. Oliim sinyali olusturulmasi;; TNF R1 araciligiyla 6liim sinyali olusturur fakat diger

antiapoptotik mekanizmalar bu etkinin gerceklesmesini onler (39).

TNFa etkisiyle neoplastik transformasyon egilimini azaltan mekanizmalar yaninda
neoplastik transformasyon egilimi olusturan mekanizmalar uyarilir (Sekil 4). Yapilan
calismalarin bir kisminda TNFa’ nin kansere karsi koruyucu etkisi oldugu gosterilmisken
digerlerinde ise kanser gelisim riskini arttirdigi ve progresyonunu hizlandirdigi, metastaz

egilimini arttirdig1 belirtilmektedir (36).

Spesifik kanser tiplerinin gelisimi ve progresyonunda TNFa etkisinin (olumlu veya
olumsuz) daha kesin bir bi¢imde belirlenmesi; hastalik gelisme riskini degerlendirmede,
hastaligin takibinde, hastaligin progresyonu ile prognozunu Ongdérmede ve yeni tedavi

alternatiflerinin gelistirilmesinde etkili olabilir.
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Hemorajik ve iskemik nekroz
¢ Trombosit adezyonu
¢ Entrosit birikimi

h 4

Immiin sistem uyarilmasi
¢ LAK
e Sitotoksik T hticre

h 4
¢ e o o o

Tumor lizisi ve Apoptoz
Lizozomal enzim artisi
ATP artig1

Reaktif oksijen radikalleri
Hidroksil radikalleri

P53 ekspresyonu
Mitokondriyal sitokrom ¢

e Indiklencbilir NOS ve NO
e  (lutatyon diizeyinde azalma

ANTITUMOR ETKI

Sekil 4. TNFa’nin karsinogenez iizerine etkileri (Kaynak :Waterston A ve ark. TNF and cancer: good

or bad? Cancer Therapy 2004;2:131-148. den yararlanilmistir)
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TNFa -308 ve -238 promotor dizi degisikligi beyaz irkta en sik goriilen
polimorfizmlerdir. TNFa polimorfizmi ile bir ¢ok hastalik arasindaki iliski (Alzheimer,
sizofreni, parkinson, astim, atopi, kronik obstruktif akciger hastaligi, organ nakilleri, greft
versus host reaksiyonu, metabolik hastaliklar, siroz, ankilozan spondilit, Behget gibi
otoimmiin hastaliklar, multip] myelom, septik sok vb) incelenmis, hastaliga yatkinligi
arttirdig1, ve/veya hastaligin seyrini degistirdigi gosterilmistir. Fakat bazi arastirmacilar, bu
bolgedeki polimorfizmlerin aslinda sessiz oldugunu ve belirli HLA allelleri (HLA-A1, B8,
DR3) ile birlikte olduklarinda fonksiyonda degisiklige yol agtigin1 savunmaktadirlar (40).

TNFa polimorfizmleri ile hematolojik malignensiler arasinda yapilmis bircok
calismada bu polimorfizmlerin hematolojik malignensilere yatkinlig1 atttirmadigi yoniinde
sonuglar elde adilmigsede yapilan bazi caligmalarda bu polimorfizmler ve hastaliklar arasinda
bir iligkinin oldugu gdzlenmistir. Jevtovic ve ark (41) yaptig1 bir ¢aligmada TNFa -308 GA
genotipinin ve A allelinin Non-Hodgkin lenfoma gelismesine yatkinligi arttirdigi
gbzlenmigtir. Wihlborg ve ark (42) yaptig1 ¢aligmada ise 36 Hodgkin lenfomali ve 49 kronik
lenfositik 16semili hastalardaki TNFa -308 promotor bolgesindeki polimorfizmler arastirilmis
ve bu polimorfizmin Hodgkin lenfomali ve konik lenfositik 16semili hastalarda kontrol grubu
ile kiyaslandiginda anlamli derecede bir sikliga neden olmadigi goézlenmistir. Zhoa ve ark
(43) yaptig1 diger bir ¢alismada ise Cinli akut lenfoblastik 16semili 29 hasta ile 72 kontrol
grubundaki TNFa -308 polimorfizmi arastirilmis, hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
istatiksel fark saptanmamistir. Bu ¢alismanin sonucunda TNFa -308 polimorfizminin akut
lenfoblastik 10semi patogonezinde, klinik seyrinde ve prognozunda 6nemli olmadig: tespit
edilmistir. Gyulai ve ark (44) yaptig1 diger bir calismada ise 55 myelodisplastik sendromlu
hasta ile 74 kontrol grubundaki TNFa -308 polimorfizmi arastirilmis ve bu polimorfizmin
myelodisplastik sendrom gelismesinde katkida bulunmadig: tespit edilmistir. Seidemann ve
ark (45) yaptig1 Almanya Avusturya Isvigre iilkelerinin katildig1 cok merkezli ¢aligmada ise
488 cocuk ve adolesan Non-Hodgkin lenfomali hastada TNFa -308 polimorfizmi arastirilmis
ve -308 GA genotipinin ¢ocukluk donemi Burkitt’s lenfomali ve B hiicreli lenfoblastik
16semili hastalarda negatif prognostik faktdr oldugu gozlenmistir. Takeuchi ve ark (46)
yaptig1 diger bir calismada ise 214 ¢ocuk akut lenfoblastik 16semili hastanin TNF haplotipleri
ile cinsiyet, 10kosit sayisi, santral sinir sistemi tutulumu, immiinofenotipi, tedaviye cevabi ve

olaysiz sagkalimi karsilastirilmis ve aralarinda anlamli bir iligski olmadigi tespit edilmis.
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Iokopava ve ark (47) yaptig1 calismada ise 69 MM hastas1 ile 102 kontrol grubunda
TNFa -308 polimorfizmi hastalik siddeti ile karsilastirilmis ve TNFa -308 polimorfizmi ile
MM ve klinik varyantlar1 arasinda predispozan bir iligki bulunamamis. Gareth ve ark (48)
yaptig1 calismada ise 181 MM hastast ve 233 kontrol grubunda TNFo genini 5’promotor
bolgesindeki -1031, -863, -857, -308 ve -238 tek niikleotid polimorfizmleri karsilastirilmis ve
TNFa -308 promotor bdlgesinde A varyanti tasiyan kisilerde MM riskinin agik olarak azaldigi

gbzlenmistir.
2.12. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit (NO), 1979°da siklik guanozin monofosfat (cGMP) {izerinden etki
gosteren potent bir periferik vaskiiler diiz kas gevsetici olarak tanimlanmistir (49). NO, hiicre
ici ve hiicre disinda diizenleyici islev goren kiiciik, reaktif bir serbest radikal molekiildiir (49).
Bir¢ok hiicresel islem; endotel, trombosit, vaskiiler diiz kas hiicreleri, noronlar ve diger NO
ireten hiicrelerden salinan NO tarafindan diizenlenmekte ve bircok dokuda
sentezlenmektedir. NO, endojen L-argininden Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzim sistemi
tarafindan sentezlenir ve islev sonrasinda hizli ve kararli bir sekilde okside edilerek inaktif
bilesikler olan nitrit ve nitrat gibi son iirlinlere doniisiir. Hemoglobin NO’yu inaktive eder.
NO’nun en Onemli fizyolojik hedefi, ¢Oziinebilir guanilat siklaz (sGC) enziminin hem
grubudur. Diiz kas hiicresine gecen NO, guanilat siklazi uyararak, guanozin trifosfatin
cGMP’ye dontigiimiinii saglar. Artan cGMP de protein kinazi ve iyon kanallarini aktif hale
getirir. Sekestrasyon ve hiicre disina ¢ikarilma yolu ile hiicre i¢i kalsiyum azalir ve gevseme
saglanir. cGMP’nin fizyolojik etkisi 3’5 bagmin fosfodiesteraz enzimi tarafindan hidrolize
edilmesi ile sonlandirilir. NOS’un néronal (nNOS veya NOS-1), indiiklenebilir (iNOS veya
NOS-2), endotelyal (eNOS veya NOS-3) olmak iizere 3 farkli formu vardir. Endotelyal ve
noronal siirekli bulunan, iNOS ise uyarima bagl olarak yapilan NOS’tur (49,50).

Viicutta NO konsantrasyonu diizenli olarak diisiik seviyelerde olup ve eNOS ve
nNOS tarafindan kontrol edilir (51). Bu iki enzimin sentezi posttranskripsiyonel seviyede
kontrol edilirken, iNOS uygun uyar1 veya NFKB gibi transkripsiyonel faktorlere cevap olarak
sentezlenir (49). Bu sentezi tetikleyen, NFKB’ye yanit veren elemanlarin iNOS promotor gen
bolgesini aktive etmesidir (49). Enfeksiyon, enflamasyon veya vaskiiler travma durumlarinda
diger iki NOS formunun iirettiginin 100-1000 kat1 kadar daha fazla NO {iretir. Ayrica iNOS,
kalsiyum ve uyarici ajanlardan bagimsiz c¢alistigi icin, aktivitesi daha uzundur. Bunlara bagl

olarak, iNOS’un irettigi NO seviyesi, fizyolojik sinirlarin tstiindedir. Bu durum, hiicresel
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stiperoksit anyon (O2 ) varliginda ileri derecede toksik olan peroksinitrit molekiiliiniin
olugmasina neden olur. Bunun sonucunda da lipid peroksidasyonu, DNA fragmentasyonu,
plazma antioksidanlarinin azalmasi, protein hasari ve endotelyal diiz kas gevsemesinin
engellenmesi gibi nedenlerle hiicresel hasar olusabilir. Peroksinitrit olusumu; siiperoksit ile
stiperoksit dismutaz (SOD) tiretimi ve NO iiretimi/harcanmasi arasindaki dengeye baghdir.
Sonu¢ olarak, diisik konsantrasyondaki NO, hiicresel fonksiyonlar1 pozitif olarak

diizenlerken, yiiksek konsantrasyonlarda hiicre iizerinde toksik etkiler yaratabilir (51,52).

Ayrica NO’ in anjiogenezdede onemli etkileri oldugu gdzlenmistir. Anjiogenezde en
onemli rol oynayan faktorlerden biri VEGF ’tir . Giiglii bir eNOS ve iNOS indiikleyicisi olan
VEGF’in anjiogenezdeki etkilerine NO’nun aracilik ettigi ortaya konmustur. Anjiogenez,
mevcut kan damarlarindan yeni kapillerlerin gelismesi olarak tanimlanir. Anjiogenez yara
iyilesmesi, fertilizasyondan sonra plasenta gelismesi ve menstruasyondan sonra uterus i¢
tabakasinin yenilenmesi gibi fizyolojik olaylarda son derece onemlidir. Proanjiogenik ve
antianjiogenik faktorler arasindaki denge bozuldugunda anjiogenez kontrol edilemez. Artrit,
kronik inflamasyon, c¢esitli bagirsak hastaliklari, psoriazis gibi inflamatuvar hastaliklarda;
meme, mesane, kolon, akciger, noroblastom, melanom, bdbrek, pankreas, uterus, serviks,
glioblastom gibi kanser tiirlerinde ve yasla iligkili makiiler dejenerasyon, proliferatif

retinopati gibi oftalmolojik rahatsizliklarda anjiyogenez patolojik bir rol iistlenmektedir (53).

2.12.1 Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (NOS3)

Endotelyal nitrik oksit sentaz geni 7 q 32-7 q terminal bdlgesinde yer alir. NOS3 geni
26 ekson igerir ve yaklasik olarak 21 kilobazlik genomik DNA’dan olugur. NOS3 geninin
kodladigt mRNA 4052 niikleotid igerir ve haploid genomda tek kopya olarak bulunur (54).
Ayni tiir organizmalar genellikle birbirinden farkli fenotip gosterirler. Bir ¢ok gen lokusunda
iki allel yer alir. Mutasyonlarin fenotipe farkli yansimalarinin nedeni ¢oklu allerin
varligindandir. Genetik polimorfizm, bir populasyonda farkli allelere bagli, genetik olarak
belirlenmis iki ya da daha cok alternatif fenotipin goriilmesidir. Coklu allel iceren bir bolge
polimorfiktir. Bir gen veya DNA dizisinin alternatif formlarindan (allel) birinin toplumda
%1’den fazla bulundugu durumlar polimorfizm olarak adlandirilmaktadir. NOS3 geninde
bugiine kadar tanimlanmis olan yaklasik 161 tek nukleotid polimorfizmi (TNP) bulunmasina

ragmen fonksiyonel 6nemi olan polimorfizmler (Sekil 5) sunlardir:
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a) Intron 4, 27 bp’lik variable number tandem repeat (VNTR) (4b/4a)

b) Ekson 7, missense Glu298Asp (+894)

¢) Intron 13, CA repeat

d) Intron 18, Ala27Cys (A-C nukleotid degisimi, TNP)

e) Intron 23, Gly10Thr (G-T nukleotid degisimi, TNP)

f) Promotor bolgesinde 3 tane TNP tanimlanmistir. Thr786Cys, Ala922Gly, Thr1468Ala (13).

Bunlarin sonucunda normal fonksiyonel bir enzim olugsa da polimorfizmler
transkripsiyon islev ve hizlarinda degisime sebep olabilmektedir. Ornegin intron 13’de
polimorfizmi olan bireylerde artmis koroner arter hastaligi riski oldugu, intron 4’de

polimorfizmi olan bireylerde ise artmis diyabetik nefropati riski oldugu saptanmistir (55,56).

Promoter  Promoter
region recion Exon 7 Iniron 18
Ti-14681K T(-T&51C Ga94T AZTC
# +F\UG1 23 4 S*B‘Z] 1012 1416 1?4‘ 2022 23 24 26
5‘ "r"' — - o — — . — — - '—'J.
f iy 1 f } s 'T' ;
Promcter Intron 4 Intron 13 Inron 23
region VNTR (CAN, G10T
A=922)0G (27 bp), . repeat
TRENDS In Frarmamogical Scences

Sekil 5. NOS3 Geni ve Calisilan Polimorfizm Bolgeleri

Otoimmun hastaliklarin NOS3 gen polimorfizmi ile iliskili olduguna dair calismalar
vardir. Sistemik lupus eritematozus tanili olgularda yapilan bir ¢alismada NOS3 gen

polimorfizm varliginin SLE ve otoimmiin hastaliklara yatkinlig1 arttirdigi belirlenmistir (57).
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Romatoid artrit ve SLE tanili olgularda yapilan genis populasyonlu bir caligmada ise
NOS3 gen polimorfizmin varliginin hastalifa bagli gelisen glomerulonefrit olusumunu
belirgin arttirdig1 gosterilerek NOS3 gen polimorfizmin varliginin hastaligin seyrinde

olumsuz etkilerinin bulundugu belirtilmistir (58).

NOS3 gen polimorfizmleri ile g¢esitli hastaliklar arasinda iligki olup olmadigi farkl
hastalik gruplarinda calisilmigtir. NOS3 geni +894 polimorfizmi; kronik glomerulonefrit,
diyabet, hipertansiyon, polikistik bobrek hastaligi, interstisyel nefrit gibi renal hastaliklar
sonucu son donem bdbrek yetmezligi gelisen ve hemodiyalize giren hastalarda kontrol
grubuna gore belirgin yiiksek bulunmustur. Bu calismalarda +894 polimorfizminin kotii
prognoz gostergesi oldugu, son donem bobrek yetmezligi icin bir risk olusturdugu ve olasi bir

prognostik faktor oldugu gosterilmistir (59-61).



3. MATERYAL VE METOD

3.1. Orneklerin Secimi

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Hastanesi Hematoloji kliniginde
Multiple Myeloma (MM) tanisi konan 77 hasta ¢alismaya alindi. MM tanisi klinik bulgular,
kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi, serum ve idrar immiinfiksasyon elektroforezi, serum
protein elektroforezi ile konuldu. Yetmis yedi saglikli kontrol grubundan olusan bireylerden,
kontrol grubu i¢in EDTA’] tiiplere kan 6rnekleri alindi. Hasta grubu i¢in kan 6rneklerinden
ve ulasilamayan hastalardan kemik iligi yayma preparatlarindan DNA’lar1 izole edildi. Bu
calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulu 04.09.2009 tarih ve 09-2009/2

say1 numarali onay1 alinarak yapildi.

3.2. Kemik iligi Yayma Preparatlar1 i¢cin DNA izolasyonu
3.2.1. Gerekli Alet ve Kimyasallar

e Invitrogen Pure Link (Katolog No: K1820-01)
e Fitreli tiipler

e Receiver tiipleri

e Eppendorf tiipleri

e Proteinaz K

e Lysis Buffer A

¢ Binding Buffer B6

e Wash Buffer I

e Wash Buffer II

e Elution Buffer D

e Etanol (%95-99)

e Otomatik pipetler (1-100 pl ve 1-1000 pl)
e Steril pipet uglar

e 1.5 ml Eppendorf tiip

e Santrifii

e Subanyosu
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3.2.2. DNA izolasyonu

Hasta grubundan kemik iligi yayma preparatlart steril olarak kazinarak 1,5 ml’lik
ependorf tiiplere pipet yardimiyla alind1. Uzerine 200 pl Lysis Buffer A ve 20 pl Proteinaz K
ilave edildi. Kisa siireli vorteksle karigtirma islemi yapildiktan sonra 56°C’de 10 dakika su
banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 400 ul Binding Buffer B6 ilave edilip
pipet yardimiyla karistirildi. Kit i¢indeki 2.0 ml’lik ependorf tastyici tiiplere filtreli tiipler
yerlestirildi ve 6rnekler bu filtreli tiiplere transfer edildi. 12.000 rpm’de 2 dakika 6rnekler
santrifiij edildikten sonra alttaki tasiyict siipernatanth tiipler yenileri ile degistirildi (DNA
filtrede) ve iizerine 500 pl Wash Buffer I ilave edildi. 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapildiktan sonra alttaki tastyici tiiplerin igindeki siipernatant atildi. 800 pul Wash Buffer II
ilave edildi ve 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Tekrar alttaki tasiyici tiipteki
slipernatan atildi, filtredeki etanol’ iin tamamen uzaklagmasi i¢in 14.000 rmp’de 4 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 2.0 mI’lik alttaki tasiyici tiip 1.5 mI’lik ependorf tiip ile
degistirildi. 56°C’deki su banyosuna 6nceden birakilmis Elution Buffer D’den 200 pl filtrenin
tam ortasina gelecek sekilde ilave edildi ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra, filtreli tiipler atildi
(DNA 1.5mI’lik ependorf tiipte). Ependorf tiiplerin kapaklar1 kapatilip, parafilm ile izole
edildikten sonra ectiketleme islemi yapildi. PCR islemi yapilan kadar -20°C’de derin

dondurucuda muhafaza edildi.

3.3. Tuzla Coktiirme Yontemi Ile DNA Izolasyonu

1. EDTA’l tlipte bulunan 2 ml periferik kan 15 ml’lik falkon tiipline aktarilarak
iizerine 1:3 oraninda eritrosit lizis tamponu (0.155M NH4Cl; 10mM KHCOs;
0.1mM Na, EDTA; pH 7.4) eklenir. +4°C’de 20 dakika bekletilip, 1500 rpm’de 10
dakika santrifiij edilir.

2. Ornek santrifiijden aliarak iizerindeki siipernatant atilir. Pellet {izerine 2 ml eritrosit
lizis tamponu eklenir. Tekrar 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir ve siipernatant

atilir.

3. Pelet tizerine 200 pl %10’luk SDS (Sodium dodecyl sulphate), 20 pl proteinaz K
(20mg/ml) ve 1 ml WBL (White Blood-Cell Lysis) tamponu (75mM NaCl; 25 mM
Na, EDTA; pH 8.0) eklenerek 56°C’de su banyosunda gece boyunca bekletilir.
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Inkiibasyon sonrasi iizerine 400 pl Amonyum asetat (9.5 M) eklenip iyice

karigtirilir. 20 dakika +4°C ve 4500 rpm’de santrifiij edilir.

Stipernatant yeni bir falkon tiipe alinir, pellet atilir. Ayr tiipe aktarilan supernatantin
tizerine -20°C’de beklemekte olan %99’luk etanol’den 2 ml eklenir ve DNA’nin

ylizeyde toplanmasi saglanir.

Toplanan DNA pipet yardimiyla alinarak, 100 ul %70 etanol iceren bir eppendorf

tiiptine aktarilir.

Maksimum hizda (13.000 rpm) 10 dakika santrifiij edilerek DNA c¢oktiiriiliir ve

siipernatant atilir.
Etlivde kapaklarin agz1 agik birakilarak DNA iizerinde kalan alkol uzaklagtirilir.

Elde edilen DNA’nin miktarina gére 100-300 pl kadar TE (Tris-EDTA) tamponu
(1M Tris-HCI; 0.5M EDTA; pH 8.0) eklenir.

10. 56°C’de 1 saat bekletilerek DNA’nin TE tampon igerisinde iyice ¢6ziilmesi saglanir.

11. Elde edilen stok DNA’lar -20°C saklanir.

3.3.1. Tuzla Céktiirme Yontemi ile Kandan DNA izolasyonu isleminde Kullanilan Arag
ve Kimyasallar

8.

9.

15 mI’lik Falkon Tiip

EDTA

SDS

Amonyum Asetat

Meziir

Erlen

Etanol

Mikropipetler (1-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 ul)

Steril sar1 ve beyaz pipet uglari

10. 1.5 mI’lik Eppendorf tiipleri

11. Eppendorf tiip tasiyicilari
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12. Vorteks
13. Santrifiij Aleti
14. Su banyosu

15. Steril lateks eldiven

3.4. DNA Amplifikasyonu
3.4.1. PCR Kimyasal Konsantrasyonlari

PCR karisimlar1 asagidaki gibi hazirlanmistir (6rnek basina):

e ddH,O : 14.2 mikrolitre

e Buffer : 2.5 mikrolitre (10xTaq Buffer, Fermantes)

e MgCl, : 2.5 mikrolitre (25 mM MgCl,, Fermantes)

e dNTP : 1.5 mikrolitre (10 mM dNTP, Sigmo)

e primer 1 : 0.6 mikrolitre (20 pmol konsantrasyonda)

e primer 2 : 0.6 mikrolitre (20 pmol konsantrasyonda)

e Taq : 0.1 mikrolitre (Taq DNA polymerase, Fermantes)
e DNA : 3 mikrolitre (150-200 ng)

Polimeraz zincir reaksiyonu toplam 25 pl hacimde gergeklestirildi. NOS3 (+894,
VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) polimorfizmi analizinde kullanilan bolgelere ait
dizi, amplifikasyon ve kesim kosullar1 (Tablo 5).
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Tablo 5. NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) polimorfizmi analizinde kullanilan
bolgelere ait dizi, amplifikasyon ve kesim kosullari.

Analiz edilen Primer dizisi Primer baglanma Kesim enzimi ve kosullar
bolge sicakhgi
TNF alfa (-308) GAG GCA ATA GGT TTT GAG GGC CAT 56.3 °C ve 30 siklus Necol, 37°C ve
GGG ACACACAAGCATCAAG ON inkiibasyon
TNF alfa (-238) AAA CAG ACC ACA GAC CTG GTC 63.4 °C ve 30 siklus Mspl, 37°C ve
CTC ACA CTC CCC ATC CTC CCG GAT ON inkiibasyon
TNF alfa (-857) AAG TCG AGT ATG GGG ACC CCC CGT TAA  65.8 °C ve 30 siklus Hinc 11, 37°C ve
CCC CAG TGT GTG GCCATATCTTCT T ON inkiibasyon
NOS3 (+894) F:5>CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3’ 58 °C ve 35 siklus Mbol, 37°C ve
R:5’AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC-3’ ON inkiibasyon
NOS3 intron 4 VNTR  F:5’AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT-3’ 58 °C ve 35 siklus -

R: 5’>-TCTCTTAGTGCTGTGGTCAC-3’

Amplifikasyon kosullarinda hazirlanan karisim daha sonra PCR aletine konularak,

istenen TNFa (-308, -238, -857) ve NOS3 (+894, VNTR) gen golgeleri cogaltilmistir.

3.5. PCR Amplifikasyonu Sonuclarinin Goriintiilenmesi ve Degerlendirilmesi

3.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi (Yatay Jel Elektroforezi)

TNFa (-308, -238, -857) ve NOS3 (+894, VNTR) geni PCR iiriinleri amplifikasyonun
kontrolii  %2.5’luk agaroz jelde yapildi. NOS3 VNTR polimorfizmi agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilerek analiz edildi (Sekil 7).

3.6. DNA’nin Enzimatik Kesim islemi
TNFa (-308, -238, -857) ve NOS3 (+894) PCR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezinde amplifikasyonun olusumu kontrol edildikten sonra restriksiyon endoniikleaz

enzimleri ile kesimleri yapildi (Sekil 6-10).

3.6.1. DNA’nin Enzimatik Kesim Isleminde kullanilan Alet ve Enzimler:
e Subanyosu
e Etiv
e 0.5 ml.’lik eppendorf tiipler
e Pipetler (1-10 pl. ve 10-100 pl)
e Steril beyaz ve sar1 pipet ucu
e 0.5’lik eppendorf
e Orange G
e Goriintiileme cihazi

e Kesim enzimleri (Resriksiyon endoniikleaz enzimleri).
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3.6.2. Enzim Kesimi ve Degerlendirilmesi
TNFa (-308, -238, -857) ve NOS3 (+894) genlerinin PCR iiriinlerinin enzim kesimi
olup olmadig1 %3.5’luk agaroz jelde kontrol edildi.

Sekil 6. NOS3 (+894) gen polimorfizmine ait jel goriintiisii M:Marker, 1,3,4,7: GG genotipi, 2: GT
genotipi, 5-6: TT genotipi.

Sekil 7. NOS3 (VNTR) gen polimorfizmine ait jel goriintiisi M:Marker, 6,8:AA genotipi, 1,3,7: AB
genotipi, 2,4,5: BB genotipi (27 kb’lik tandem tekrarlari).

Sekil 8. TNFa -308 gen polimorfizmine ait jel gorilintiisii. M:Marker. 2,3: AG genotipi, 4,5: GG
genotipi, 1,6: AA genotipi.
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Sekil 9. TNFa -238 gen polimorfizmine ait jel goriintiisii. M:Marker. 4,5: CT genotipi, 2,6: CC
genotipi. 1,3: TT genotipi.

Sekil 10. TNFa -857 gen polimorfizmine ait jel goriintiisii. M:Marker: 6,7: AG genotipi, 2,3,5,: G/G
genotipi. 1,4: AA genotipi.

3.7. Istatistiki analiz

Calisma sonugclarinin istatistiksel analizi icin SPSS 11.5 paket programi i¢inde olaysiz
sagkalim ve total sagkalim ile klinik parametrelerin karsilastirilmasinda Log Rank Test,
polimorfizmlerin klinik paremetreler ile karsilastirilmasinda pearson Ki-Kare testi kullanildi.
Ayrica, Logistic regression modeli olan; Odds ratio (OR), %95 confidence interval (CI)’de
hesaplandi. OR (%95CI) yas ve cinsiyete gore ayarlandi. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

Elde edilen sonuglar hem kendi i¢inde hem de klinik parametrelerle (Salmon-Drue ve
IPI evrelemesi, Ig Subtipleri, ECOG, trombosit sayisi, LDH ve CRP degerleri, baslangic
tedavisi, baslangi¢c tedavisine yanit, 6 yillik total sagkalim ve 6 yillik olaysiz sagkalim)

karsilastirilarak analiz edildi.



4. BULGULAR

Hastalarin klinik 6zellikleri ve tedavi rejimleri Tablo 6’de goriilmektedir.
Calismaya alinan 77 hastanin 46’s1 erkek, 31°1 kadin olup medyan yas1 59 (31-81)’ dur.
Kontrol grubuna alinan hematolojik malignitesi olmayan 77 saglikli goniillii kiginin
39’u erkek, 38’1 kadin olup medyan yas1 45 (20—66)’ dir. Hastalarin tespit edilen Ig
subtipleri; Hafif zincir: 14 (%18), IgA: 15 (%20), 1gG: 48 (%62), Kappa: 54 (%70),
Lambda: 23 (%30) olarak belirlendi. Salmon-Durie siniflamasina goére hastalarin 12
tanesi evre 11 (%16), 65 tanesi evre 111 (%84), 55 tanesi evre A (%71) ve 22 tanesi evre
B (%29) idi. International Prognostic Index (IPI) degerlendirmesine goére hastalarin 19
tanesi 1. (%25), 36 tanesi II. (%46), 22 tanesi III. (%29) evrede yer aliyordu. Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) performans skalas1 1 den biiyiik olan hastalarin
sayist 32 (%42) idi (Tablo 7). Hastalarin ortalama hemoglobin miktari, 16kosit sayisi,
trombosit sayisi, CRP, LDH, b2-mikroglobulin ve albumin degerleri sirasi ile 9,8 (6.0—
14.8) gr/dL, 6500 (1290-17300) pL, 170 (26-700) 10°/uL, 6.25 (2.9-70) mg/dL, 390
(164-2540) IU/L, 4.2 (1.7-27) mg/L, 3.3 (1.6-5.2) gr/L olarak tespit edildi (Tablo 6).

Ik sira tedaviye yamit degerlendirmesi yapilan en az 6 aydir yasamda olan
hastalar tedaviye yanit ve sagkalim anaizine alinmistir. Bu hastalardan 1. sira tedavisini
alan 60 hasta vinkristin adriamisin deksametazon (VAD) tedavi rejimi, 6 hasta melfelan
prednizolon (MP) tedavi rejimi almistir. 2. sira tedavi alan hastalardan 18 hasta otolog
periferik kok hiicre transplantasyonu (OPKHT), 21 hasta bortezomib deksametazon
siklofostamid (BODEC), 15 hasta talidomid deksametazon (TD) tedavi rejimi almustir.
3. sira tedavi alan hastalardan ise 8 hasta OPKHT, 15 hasta BODEC, 3 hasta TD tedavi
rejimi almistir. Hastalar ortalama olarak 26.4 (6.1-85.2) ay takip edilmis, mortalite
oran1 %32 olarak tespit edilmistir. MM hastasi grubunda olan 77 hastanin TNFa (-308, -
238 ve -857), NOS3 (VNTR ve -894) gen polimorfizmleri ile kontrol grubuna ait

karsilastirmal1 sonuglar Tablo 7 ve Tablo 9°da verilmistir.



Tablo 6. MM hastalarinin klinik 6zellikleri ve tedavi rejimleri
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Multiple Myeloma Kontrol
medyan n' (%) n' (%)

Yas 59 (31-81) 45 (20-66)
Cinsiyet Kadimn/Erkek 31/46  (40/60) 38/39 (49/51)
Ig subtipleri K/A 54/23  (70/30)

G/A 48/15 (62/20)

Hafif zincir 14 (18)
Evre (Salmon-Durie) II/101 12/65 (16/84)

A/B 55/22  (71/29)
IP1 I 19 (25)

1I/11T 36/22  (46/29)
ECOG >1 32 (42)
Hemoglobin gr/dL 9.8 (6.0-14.8)
Lokosit ny 6500 (1290-17300)
Trombosit 10°/uL 170 (26-700)
C-reaktive protein mg/dL 6.25 (2.9-70)
LDH IU/L 390 (164-2540)
b2-mikroglobulin mg/L 42 (1.7-27)
Albumin gr/L 3.3 (1.6-5.2)
Tedavi (n=66) 1. sira (VAD, MP) 60/6

2. sira (OPKHT/T, BODEC, TD) 18/21/15

3. sira (OPKHT/T, BODEC, TD) 8/15/3
Mortalite 21 32)

Ortalama takip (ay)

26.4 (6.1-85.2)

n=77; VAD, vinkristin, adriamisin ve deksametazon; MP, melfelan, prednizolon; BODEC, bortezomib, deksametazon,
siklofosfamid; TD, talidomid, deksametazon; OPKHT, otolog periferik kok hiicre transplantasyonu; ECOG, performans durumu ;

LDH, laktik dehidrojenaz, IPI; Uluslararas1 prognostik indeksi

Tablo 7. NOS3 (+894 ve VNTR) gen polimorfizmlerine ait sonuglarin MM hastalar1 ve saglikli

kontroller ile karsilagtirilmasi

Genotip MM Saghikh Kontrol OR %95 CI P
n’ (%) n’ (%)
NOS3 (VNTR) AA 40 (51.9) 57 (74.0) 0.075*  0.011-0.499* 0.007*
AB 28 (36.4) 18 (23.4) 0.167*  0.024-1.165* 0.071*
BB 9 (117 2 (2.6) 0.201%  0.042-0.965% 0.056%
NOS3 (+894) GG 37 (48.1) 51 (66.2) 0.041*  0.005-0.365* 0.004*
GT 25 (32.5) 25 (32.5) 1.000“  0.509-1.963% 1.000%
TT 15 (19.4) 1 (13) 0.049*  0.005-0.450* 0.008*

*n=77, *:0R (%95CI) yas ve cinsiyetle diizeltilmis, “Fisher's Exact Test.

NOS3 genine ait VNTR polimorfizmi genotiplerinin degerlendirilmesinde AA

genotipinin kontrollere gore MM hastalarinda anlamli sekilde diistik oldugu (p=0.007,
OR=0.075) tespit edildi (Tablo 7). NOS3 genine ait VNTR polimorfizminde hem hasta

grubunda hem de kontrol grubunda Hardy-Weinberg Esitsizligi (HWE)’den sapma
gbzlenmedi (Tablo 8).
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Tablo 8. NOS3 (+894 ve VNTR) gen polimorfizmlerine ait sonuglarin MM hastalar1 ve saglikli

kontroller ile Hardy-Weinberg esitsizligi ile karsilastiriimasi

Genotip MM Saghkh Kontrol HWE p
n’ (%) n’ (%) n* n?
NOS3 (VNTR) AA 40 (51.9) 57 (74.0) 0.246 0.689
AB 28 (36.4) 18 (23.4)
BB 9 (11.7) 2 (2.6)
NOS3 (+894) GG 37 (48.1) 51 (66.2) 0.010 0.281
GT 25 (32.5) 25 (32.3)
TT 15 (19.4) 1 (13)

HWE; Hardy-Weinberg esitsizligi

NOS3 genine ait (+894) polimorfizmi genotiplerinin degerlendirilmesinde ise,
GG genotipinin kontrollere gore MM hastalarinda anlamli sekilde diisiik oldugu
(p=0.004, OR=0.041), TT genotipinin ise anlaml sekilde yiiksek oldugu (p=0.008,
OR=0.049) tespit edildi (Tablo 7). NOS3 genine ait (+894) polimorfizminin
degerlendirilmesinde hasta grubunda HWE’ den sapma gozlenirken, kontrol grubunda
sapma gozlenmedi (Tablo 8).

TNFa genine ait (-308) polimorfizmi genotiplerinin degerlendirilmesinde GG
genotipinin kontrollere gére MM hastalarinda anlamhi sekilde yiiksek oldugu (p=0.012,
OR=0.368), TNFa (-238) ve TNFa (-857) polimorfizmlerine ait genotiplerin
degerlendirilmesinde ise hem hasta hem kontrol grubunda anlamli bir fark olmadig:

tespit edildi (Tablo 9).

Tablo 9. TNFa (-308, -238 ve -857) gen polimorfizmlerine ait sonuglarin MM hastalar1 ve
saglikli kontroller ile karsilagtirilmasi

Genotip MM Saghkh Kontrol OR %95 CI P
n’ (%) n‘ (%)

TNFa (-308) A4 - 0 - O

AG 18 (23.4) 35 (45.6)

GG 59 (76.6) 42 (54.4) 0.368*  0.169-0.803* 0.012%
TNFa, (-238) AA - (0) - O

AG 13 (16.9) 10 (13.0)

GG 64 (83.1) 67 (87.0) 0.883*  0.311-2.507* 0.815%
TNFo. (-857) T 16 (20.8) 11 (14.3) 0.635%  0.274-1.476% 0.387%

TC 28 (36.4) 25 (32.5) 0.985*  0.349-2.778* 0.977*

cc 33 (42.8) 41 (53.2) 1.137%  0.407-3.181* 0.806*

*n=77, *:0R (%95CI) yas ve cinsiyetle diizeltilmis, “Fisher's Exact Test.
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TNFa genine ait (-308) polimorfizminin degerlendirilmesinde hasta grubunda
HWE’ den sapma gozlenmez iken, kontrol grubunda sapma gézlendi. TNFa genine ait
(-238) polimorfizminde hem hasta grubunda hem de kontrol grubunda HWE’den sapma
gbozlenmedi. TNFa genine ait (-857) polimorfizmin ise hem hasta grubunda hem de

kontrol grubunda HWE’den sapma gozlendi (Tablo 10).

Tablo 10. TNFa (-308, -238 ve -857) gen polimorfizmlerine ait sonuglarin MM hastalar1 ve
saglikli kontroller ile Hardy-Weinberg esitsizligi ile karsilastirilmasi

Genotip MM Saghkh Kontrol HWE p
n* (%) n’ (%) n* n’
TNFa (-308) AA - ) - () 0.245 0.009
AG 18 (23.4) 35 (45.6)
GG 59 (76.6) 42 (54.4)
TNFo. (-238) A4 - ) Y 0.418 0.542
AG 13 (16.9) 10 (13.0)
GG 64 (83.1) 67 (87.0)
TNFa (-857) T 16 (20.8) 11 (14.3) 0.038 0.039
TC 28 (36.4) 25 (32.5)
cc 33 (42.8) 41 (53.2)

HWE; Hardy-Weinberg esitsizligi

Calismaya alinan 66 hastada 6 yillik toplam sagkalim 65 ay, 6 yillik olaysiz
sagkalim 34.5 ay olarak bulunmustur (Sekil 11). 6 yillik toplam sagkalimi etkileyen
faktorlerden cinsiyet, yas, evre A/B, ECOG, LDH, CRP, baslangi¢ tedavisi, baglangic
tedavisine cevap, NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) gen
polimorfizmleri degerlendirildiginde istatistiksel bir anlam bulunamamustir. 6 yillik total
sagkalimi etkileyen faktorlerden Salmon-Durie evre II olan 26 hastada total sagkalimi
%84, Salmon-Durie evre III olan 40 hastada ise total sagkalimi 56,3 ay saptandi
(p=0.055). IPI’ e gore evre I olan 19 hastanin total sagkalimi %70, evre II olan 27
hastanin total sagkalimi %61, evre III olan 20 hastanin total sagkalimi1 56.3 ay saptandi
(p=0.033) (Sekil 12). ECOG < 1 olan 53 hastanin total sagkalimi 73.2 ay, ECOG>1 olan
23 hastanin total sagkalimi 53.2 ay saptandi (p=0.018). Trombosit sayis1 < 150 x103/L
olan 19 hastanin total sagkalimi 34.1 ay, trombosit sayis1 > 150 x103/L olan 47 hastanin
total sagkalim1 73.2 ay saptandi (p=0.013) (Tablo 11) (Sekil 13).
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Tablo 11. MM’11 hastalarda prognostik faktorler ile NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238
ve -857) gen polimorfizmlerinin total sagkalim ve olaysiz sagkalim iizerine etkisi (Tek

degiskenli analiz/ Logrank test)

n Medyan TS Log Rank Medyan OS Log Rank
ay (6 yil %) p-value ay (6 yil %) p-value
66 65 345

Cinsiyet Kadin / Erkek 25/41  (56)/65 0.970 30.1/47.8 0.106
Yas <65/>65 47/19  65/53.2 0.359 30.5/35 0.888
Evre (Salmon-Durie) /i 26/40  (84)/56.3 0.055 33.5/34.5 0.765

A/B 46/20  67.1/65 0.331 38.8/30.5 0.295
IPI (ISS) 1 19 (70) 48.7

11 27 (61) 16.8

1 20 56.3 0.033 29.7 0.004
Ig subtipleri KA 46/20  67.1/34.1 0.085 34.5/20.6 0.179

G 39 65 35

A 13 67.1 67.1

Hafif zincir 14 73.4 0.839 20.6 0.088
ECOG <1/>1 53/13  732/53.2 0.018 33.5/35 0.872
Trombosit (x103/L) <150/=150 19/47  34.1/732 0.013 24.6/38.8 0.479
LDH (IU/L) <480/>480 51/14  53.2/67.1 0.171 34.5/57.3 0.049
CRP (mg/L) <5/=5 24/39  67.1/56.3 0.970 35/33.5 0.464
BaslangicTedavisi VAD + OPKHT 18 73.4 38.8

VAD or M + BODEC 20 (62) 232

VAD or M +TD 15 65 0.178 335 0.183
Baslandi¢ Tedavisine CR 16 73.2 62.7
Yamt VGPR 10 (89) 345

PR 21 37.9 24.6

SD+PROG 6 56.3 0.055 14.8 0.066
NOS3 (+894) GG 32 732 335

GT 19 56.3 29.7

T 15 532 0.536 48.7 0.975
NOS3 (VNTR) AA 36 732 345

AB 21 65 30.5

BB 9 67.1 0.963 57.3 0.393
TNFa (-308) AA

AG 16 35 30.1

GG 50 67.1 0.197 38.8 0.320
TNFa (-238) AA

AG 10 53.2 47.8

GG 56 65 0.971 30.1 0.043
TNFa (-857) T 13 65 48.7

IC 24 67.1 335

CC 29 73.4 0.830 30.5 0.951

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; Uluslararasi
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

6 yillik olaysiz sagkalimi etkileyen faktorlerden cinsiyet, yas, evre, ECOG, Ig
subtipleri, trombosit sayisi, CRP, baslangi¢ tedavisi, baslangi¢ tedavisine cevap, NOS3
(+894, VNTR) ve TNFa (-308 ve -857) gen polimorfizmleri degerlendirildiginde
istatistiksel bir anlam bulunamamigstir. IPI” e gore evre III olan 20 hastanin 6 yillik
olaysiz sagkalimi1 29.7 ay saptandi1 (p=0.004). LDH < 480 IU/L olan 5 hastanin 6 yillik
olaysiz sagkalimi 34.5 ay, LDH > 480 IU/L olan 14 hastanin 6 yillik olaysiz sagkalimi
57.3 ay saptandi (p=0.049). TNFa (-238) gen polimorfizmi GG genotipi olan 56
hastanin 6 yillik olaysiz sagkalimi 30.1 ay saptandi (p=0.043) (Tablo 11) (Sekil 14).
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Degerlendirmeye alinan tek degiskenli analizde 6 yillik total sagkalimi anlamli
olarak etkileyen evre (Salmon-Durie) II/III, IPT I/I/III, Ig subtipleri x/A, ECOG,
trombosit sayist ¢ok degiskenli analizde degerlendirildiginde (Cox proportional hazard
model backward); IPI I/I/III (p=0.035, RR=3.667) ve trombosit <150 / >150 (p=0.015,
RR=0.265) anlaml1 olarak kalmistir (Tablo 12).

Tablo 12. MM’ 11 66 hastanin ¢ok degiskenli analizi (Cox proportional hazard model backward)

TS [o ]

Exp (B) %95 CI P Exp (B) %95 CI P

Relative risk Relative risk
Evre (Salmon-Durie) TI/ITII 0.866 0.175-4.294 0.860
TPI I/TI/IIT 3.667 1.099-12.235 0.035  2.106 0.952-4.656 0.066
Ig subtipleri k/A 0.551 0.189-1.604 0.274
Ig subtipleri G/A/Hafif zincir 0.693 0.231-.2.086 0.515
ECOG=<1/>1 3.127 0.663-14.755 0.150
Trombosit (x103/L) <150 / >150 0.265 0.091-0.774 0.015
LDH (IU/L) <480 / >480 2.079 0.751-5.758 0.159
TNFa (-238) AG/GG 0.257 0.060-1.090 0.065

OS: olaysiz sagkalim, TS: total sagkalim.

Degerlendirmeye alinan tek degiskenli analizde 6 yillik olaysiz sagkalimi
anlaml olarak etkileyen IPI I/II/III, Ig subtipleri G/A/Hafif zincir, LDH (IU/L) <480 /
>480, TNFa (-238) AG/GG ¢ok degiskenli analizde degerlendirildiginde (Cox
proportional hazard model backward); parametreler istatistiksel anlamin1 kaybetmis
olmakla birlikte (p>0.05) sadece TNFa (-238) (p=0.065, RR=0.257) anlaml1 degere en
yakin olarak saptanmigtir.

MM’11 hastalardaki NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) gen
polimorfizminin baslangi¢ tedavisine yanit ile karsilastirilmasinda baslangic tedavisine
yanitsiz olan 6 hastada TNFa (-238) GG genotipinin %100 oldugu saptandi ancak diger

polimorfizmler ile tedaviye yanit arasinda anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 13).



Tablo 13. MM’1 hastalardaki NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) gen
polimorfizminin baslangi¢ tedavisine yanit ile karsilastiriimasi

Genotype *QObjektif yanit + *Yanit yok OR %95 CI P
n® (%) n’ (%)

NOS3 (VNTR) AA 29 (61.7) 3 (50) 1.611% 0.293-8.863% 0.671%

AB 14 (29.8) 3 (50) 2.357% 0.423-13.138% 0.372%

BB 4 (8.5) 0 (0 1.093¢ 1.002-1.193% 1.000%
NOS3(+894) GG 26 (55.3) 2 (33.3) 1.028* 0.070-15.089* 0.984*

GT 11 (23.4) 3 (50) 3.590* 0.260-49.525% 0.340*

TT 10 (21.3) 1 (16.3) 0.740% 0.077-7.076% 1.000%
TNFa, (-308) AA

AG 10 (21.3) 2 (33.3)

GG 37 (78.7) 4 (66.7) 1.577* 0.219-11.372% 0.651*
TNFa, (-238) AA

AG 8 (17) 0 (0)

GG 39 (83) 6 (100) 1.205% 1.059-1.372% 0.574%
TNFo, (-857) TT 9 (19.1) 3 (50) 0.191%* 0.020-1.859* 0.154*

TC 18 (38.3) 1 (16.7) 0.161%* 0.014-1.844* 0.142%

CC 20 (42.6) 2 (33.3) 1.481% 0.247-8.901% 1.000%

®n=47, °n=6, *:0OR(95%CI) yas ve cinsiyet ile diizeltilmis, &Fisher's Exact Test, Objektif yanit= CR, VGPR, PR, Yanitsiz=
SD, Progresif hastalik, *: baslangi¢ tedavisi

OPKHT tedavisi uygulanan 26 hastanin 6 yillik total sagkalimi 61.2 ay, 6 yillik

olaysiz sagkalimi 28.1 ay tespit edildi. OPKHT tedavisi uygulanan hastalardaki NOS3
(+894, VNTR) ve TNF a (-308, -238 ve -857) polimorfizmlerine ait genotiplerin tek

degiskenli analizinde anlamli bir fark olmadig1 gézlendi (Tablo 14).

Tablo 14. OPKHT tedavisi uygulanan MM’l1 hastalarda NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -

238 ve -857) gen polimorfizmlerinin sagkalim iizerine etkisi (Tek degiskenli analiz/ Logrank

test)
n Medyan TS LogRank Medyan OS Log Rank
ay (6 yil %) p-value ay (6 yil %) p-value
26 61.2 28.1
NOS (+894) GG 14 61.2 35
GT 5 26.3 22.2
TT 7 (63) 0.165 22.8 0.569
NOS (VNTR) AA 18 (65) 28.1
AB 6 (80) 0.776 35
BB 2 (100) 16.8 0.796
TNFa (-308) AA
AG 8 26.3 22.8
GG 18 61.2 0.126 28.1 0.724
TNFa (-238) AA
AG 3 22.8 22.8
GG 23 61.2 0.472 28.1 0.820
TNFa (-857) TT 3 (100) 35
TC 11 (70) 28.1
cC 12 (66) 0.738 22.8 0.951

TS: total sagkalim, OS: olaysiz sagkalim

Talidomid tedavisi uygulanan 39 hastanin 6 yillik total sagkalimi 50.2 ay, 6

yillik olaysiz sagkalimi 23.2 ay tespit edildi. Talidomid tedavisi uygulanan hastalardaki
NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) polimorfizmlerine ait genotiplerin

tek degiskenli analizinde anlamli bir fark olmadig1 gozlendi (Tablo 15).
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Tablo 15. Talidomid tedavisi uygulanan MM’l1 hastalarda NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-

308, -238 ve -857) gen polimorfizmlerinin sagkalim iizerine etkisi (Tek degiskenli analiz/

Logrank test)
n Medyan TS Log Rank Medyan OS Log Rank
ay (6 y1l %) p-value ay (6 y1l %) p-value
39 50.2 23.2
NOS (+894) GG 20 61.2 23.2
GT 11 26.3 22.2
TT 8 41.0 0.585 36.5 0.620
NOS (VNTR) AA 23 61.2 244
AB 13 50.2 244
BB 3 (68) 0.963 16.8 0.619
TNFa (-308) AA
AG 8 26.3 22.8
GG 31 50.2 0.740 24.4 0.979
TNFa (-238) AA
AG 5 228 22.8
GG 34 50.2 0.185 23.2 0.792
TNFa (-857) TT 9 41 244
TC 15 (52) 23.2
CcC 15 50.2 0.655 22.8 0.370

TS: total sagkalim, OS: olaysiz sagkalim

Bortezomib tedavisi uygulanan 32 hastanin 6 yillik total sagkalimi 50.2 ay, 6
yillik olaysiz sagkalimi 15.5 ay tespit edildi. Bortezomib tedavisi uygulanan
hastalardaki NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) polimorfizmlerine ait
genotiplerin tek degiskenli analizinde anlamli bir fark olmadig1 gézlendi (Tablo 16).

Tablo 16. Bortezomib tedavisi uygulanan MM’l1 hastalarda NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-
308, -238 ve -857) gen polimorfizmlerinin sagkalim iizerine etkisi (Tek degiskenli analiz/
Logrank test)

n Medyan TS Log Rank Medyan OS Log Rank
ay (6 yil %) p-value ay (6 yil %) p-value
32 50.2 15.5
NOS (+894) GG 18 (55) 13.3
GT 9 26.6 17.2
TT 5 5.3 0.096 5.3 0.135
NOS (VNTR) AA 21 (53) 13.0
AB 11 26.6 0.616 17.2 0.429
BB
TNFa (-308) AA
AG 7 (57) 12.3
GG 25 26.6 0.541 15.5 0.359
TNFa (-238) AA 70
AG 3 (68) (68)
GG 29 26.6 0.893 5.5 0.610
TNFa (-857) TT 9 (52) 15.5
TC 9 13.3 13.3
cc 14 26.6 0.836 17.2 0.490

TS: total sagkalim, OS: olaysiz sagkalim
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MM hastalarinin total ve olaysiz sagkalimi (Sekil 11). MM’l1 hastalarin IPI
evrelemesi ile total sagkalim arasindaki iliski (Sekil 12). MM’l1 hastalarin trombosit
sayist ile total sagkalim arasindaki iliski (Sekil 13). MM’l1 hastalardaki TNFa (-238)
alleleri ile olaysiz sagkalim arasindaki iligki (Sekil 14).
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Sekil 12. MM 11 hastalarin IPI evrelemesi ile total sagkalim arasindaki iliski
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Sekil 14. MM’11 hastalardaki TNFa (-238) alleleri ile olaysiz sagkalim arasindaki iligki



5. TARTISMA

MM plazma hiicrelerinden kaynaklanan serum ve/veya idrarda monoklonal
protein, kemik lezyonu, renal yetersizlik, anemi, enfeksiyonlara yatkinlik ve
hiperkalsemi ile karakterize malign bir hastaliktir. MM’da 1980’lerin basina kadar
ortalama yasam siiresi yaklasik 2 sene iken birlesik ilag kemoterapileri, kok hiicre
destekli yiliksek doz kemoterapi ve talidomide, lenolidomide ve bortezomib gibi yeni
tedavi se¢eneklerinin ortaya ¢ikmasiyla 10 yili asan yasam siireleri elde etmek miimkiin
olmustur.

Bu ¢alismada MM’ 11 hastalarin NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -
857) genlerine ait polimorfizmleri ve prognoza etkili olan faktdrlerden evre, ECOG,
trombosit sayisi, LDH, CRP ve albiimin miktar ile baslangi¢ tedavisi ve baslangi¢
tedavisine yanit1 degerlendirilerek MM hastalarinda bu genlere ait polimorfizmlerin
prognoz ve tedaviye yanittaki 6nemi belirlenmeye calisildi. NOS3 (+894, VNTR)
genine ait polimorfizmler ile meme, over, kolorektal, prostat ve vulvar kanser iliskisini
arastiran calismalar yapilmig ve bu polimorfizmler ile kanser riski arasinda bazi
caligmalarda iliski saptanmis bazi c¢alismalarda ise anlali iligki saptanamamistir.
Ghilardi ve ark (62) yapmus oldugu bir ¢alismada 71 hasta, 91 kontrol grubunda NOS3
(+894) genine ait polimorfizm arastirilmis ve bu polimorfizm ile meme kanseri arasinda
bir iligki saptanmamustir. Hefler ve ark (63) yaptig1 bir ¢alismada ise 269 meme kanserli
hasta ile 244 kontrol grubu karsilagtiriimis ve NOS3 (+894) genine ait polimorfizmin
meme kanseri riskini 2 kat arttirdig1 ancak klinik parametrelerle bir iliskisinin olmadig1
tespit edilmigtir. Ayni1 ¢alismada NOS3 (VNTR) genine ait polimorfizmler ile meme
kanseri arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir. Eva-Katrin ve ark (64) yaptigi
calismada ise 68 vulva kanserli ve 227 kontrol grubunda NOS3 (+894, VNTR) genine
ait polimorfizmler; timor evresini etkileyen klinik parametreler, lenf nodu tutulumu,
timor derecesi ile karsilagtirllmig +894 polimorfizminin hastaliksiz sagkalim ile
iligkisinin olmadig1 ancak VNTR polimorfizminin hastaliksiz sagkalim ile anlamli

sekilde iligkili oldugu saptanmstir (p=0.03).
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NOS3 (+894, VNTR) genine ait polimorfizmlerin kan basinci, koroner arter
hastaligi, preeklempsi ve Alzheimer hastaligi ile iligkili olduguna dair caligmalar
mevcuttur (67-70). NOS3 (-786T, VNTR) genine ait polimorfizmlerin lenf nodu
tutulumu olan over kanseri ve yiiksek histolojik dereceli (Gleason > 7) prostat kanseri
ile iligkili oldugu saptanmistir (71,72). Lee ve ark (73) yaptig1 diger bir ¢calismada ise
1385 meme kanseri hastasi ile 968 kontrol grubunun NOS3 (-786, +894) genine ait
polimorfizmler karsilagtirllmis ve tiim genotiplerde meme kanseri ile bir iligki
bulunamamigtir. Ancak -786C alelinin marjinal olarak meme kanserinin lenf nodu
tutulumunu azalttigr, GT-GT tasiyanlarda ise lenf nodu tutulumlu invaziv meme kanseri
ile anlaml1 bir iligki oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde hematolojik maligniteler ve NOS3 (+894) genine ait polimorfizmler
arasindaki iligkiyi inceleyen sinirl sayida ¢alisma mevcuttur. Lan ve ark (65) yaptig1 ve
Wang ve ark (66) yaptigi ¢alismada NOS3 (+894) polimorfizmi ile Non-Hodgkin
lenfomal1 hastalar arasinda yatkinlik yoniinde iligki saptanmamastir.

Yaptigimiz ¢alismada MM tanisi ile takip edilen 77 hastanin NOS3 (+894)
genine ait polimorfizm dagilimi GG: 37 (%48.1), GT: 25 (%32.5), TT: 15 (%19.4)
olarak saptandi. NOS3 genine ait (+894) polimorfizminin degerlendirilmesinde hasta
grubunda HWE’ den sapma gozlenirken, kontrol grubunda sapma goézlenmedi. GG
genotipinin MM da anlamli oranda azalmasi (p=0.004), TT genotipinin ise artmasi
(p=0.008) bize TT genotipinin MM gelismesinde yatkinlik ile iligkisinin olabilecegini,
GG genotipinin ise koruyucu rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. NOS3 (+894)
polimorfizminde T allelinin (mutant) bulunmasinin degisen protein fonksiyonu ile
iligkili oldugu bildirilmistir (74). MM’da TT genotipinin anlamli oranda artmasi
(MM’da %19.4, kontrolde %1.3) MM etyopatogenezinde NOS3‘iin rolii olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ancak baslangi¢ tedavisine yanit, OPKHT tedavisi uygulanan
hastalarin sagkalimi, talidomid tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, bortezomib
tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, 6 yillik total sagkalim ve 6 yillik olaysiz
sagkalim ile karsilastirildiginda bu gene ait polimorfizmlerin etkisi olmadig: tespit
edilmistir.

Yeh ve ark (78) yaptig1 calismada ise 727 kolorektal adenokarsinomlu hasta ile
736 kontrol grubunun NOS3 (-786, +894 ve VNTR) polimorfizmlerine bakilmig NOS3
(VNTR) 1n farkli genotiplerini tastyan 60 yasindan kiiciik hastalarda artmis kolorektal
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kanser riski tespit edilmistir. Genotip olarak bakildiginda ise (+894) i¢in GG, (-786) i¢in
CT+TT ve (VNTR) icin ise BA+AA genotipinin kolorektak kanser gelisme riskinin
daha belirgin oldugu tespit edilmistir (75). Ispanya da yapilan bir ¢aligmada ise NOS3
polimorfizmi ile kolorektal kanser gelisim arasinda bir iliski saptanmamigtir (76).
Yapilan bazi caligmalarda ise NOS3 (VNTR) polimorfizminin A allelinin varliginin
prostat kanseri gelisimi ve metastazi ile iligkili oldugu ayrica over kanseri ve vulva
kanserinde de kotii prognoz ile iliskili oldugu tespit edilmistir (71,77-79).

Yaptigimiz calismada MM tanist ile takip edilen 77 hastanin NOS3 (VNTR)
genine ait polimorfizm dagilimi1 AA: 40 (%51.9), AB: 28(%36.4), BB: 9 (%11.7) olarak
saptanmistir. AA genotipinin MM da anlamli oranda azalmasi (p=0.007), AA
genotipinin MM dan koruyucu olabilecegini diisiindiirmektedir. NOS3 genine ait VNTR
polimorfizminde hem hasta grubunda hem de kontrol grubunda Hardy-Weinberg
Esitsizligi (HWE)’den sapma gozlenmedi. NOS3 (VNTR) polimorfizminde B normal
allel iken A mutant alleli gostermektedir. A’nin bulunmasi da degisen mRNA
ekspresyonu ile iligkili olarak bildirilmistir (74). MM’da AA genotipinin kontrolden
anlamli gekilde diisiik olmast NOS3 geninde mRNA ekspresyonunun MM
etyopatogenezinde onemli olabilecegini diisiindlirmektedir. Ancak baglangi¢ tedavisine
yanit, OPKHT tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, talidomid tedavisi uygulanan
hastalarin sagkalimi, bortezomib tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, 6 yillik total
sagkallm ve 6 yillik olaysiz sagkalim ile karsilagtirildiginda bu gene ait
polimorfizmlerin anlamli olmadig: tespit edilmistir.

Iokopava ve ark (46) yaptigi calismada, 69 MM hastas1 ile 102 kontrol
orneginde TNF-a -308 polimorfizmi hastalik siddeti ile karsilastirilmis ve TNF-a -308
polimorfizmi ile MM ve klinik varyantlar1 arasinda predispozan bir iliski
bulunamamustir. Bel Hagj Jard ve ark (80) yaptig1 ¢alismada Tunus populasyonundaki
194 Non-Hodgkin lenfomali (NHL) ve 160 kontrol grubundaki TNFa (-308) gen
polimorfizminin genetik dagilimi belirlenmistir. NHL’ I1 hastalar ve kontrol grubunda
TNFa (-308) genotiplerinin karsilastirilmasi sonucu yiiksek TNFa iiretimi ile iliskili
olan AA genotipinde 6nemli artislar tespit edilmistir (p=0.028). Bu sonuglar TNFa
iiretiminde artisa neden olan TNFa (-308) AA genotipinin NHL gelisimine yatkinlik

yaratabilecegini gdstermistir.
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Katalin ve ark (81) yaptig1 ¢alismada Macar populasyonuna ait 94 MM hastasi
ve 141 kontrol 6rnegi kiyaslandiginda MM hastalarinda TNFa (-308) A allelli
tastyicilarinin azaldig: tespit edilmistir (p=0.027). Bu bulgular sonucunda TNFa (-308)
A allellinin MM gelisiminde koruyucu etkisinin oldugu gézlenmistir. Gareth ve ark (47)
yaptig1 calismada ise 181 MM hastast ve 233 kontrol grubunda TNF-o genini 5’
promotor bolgesindeki -1031, -863, -857, -308 ve -238 tek niikleotid polimorfizmleri
karsilagtirilmis ve TNF-a -308 promotor bolgesinde A varyanti tasiyan kisilerde MM
riskinin agik olarak azaldig1 gozlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada MM tanisi ile takip edilen 77 hastanin TNFa (-308)
genine ait polimorfizm dagilimi AA: 0, AG: 18 (%23.4), GG: 59 (%76.6) olarak
saptandi. GG genotipinin MM da anlamli oranda artmas1 (p=0.012), GG genotipinin
MM gelisimine yatkinlik yaratabilecegini diisiindiirmektedir. TNFa genine ait (-308)
polimorfizminin degerlendirilmesinde hasta grubunda HWE’ den sapma gdzlenmez
iken, kontrol grubunda sapma goézlendi. TNFa (-308) plimorfizminde diisiik ekspresyon
gosteren GG genotipi kontrollere gdére anlamli olarak yiiksek oranda bulundu. Bu
sonuglar MM etyopatogenezinde diisiik TNFa ekspresyonunun rolii olabilecegini
diistindiirmektedir (82). Ancak baslangi¢ tedavisine yanit, OPKHT tedavisi uygulanan
hastalarin sagkalimi, talidomid tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, bortezomib
tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, 6 yillik total sagkalim ve 6 yillik olaysiz
sagkalim ile karsilastirildiginda bu gene ait polimorfizmlerin anlamli olmadig: tespit
edilmistir.

Du ve ark (83) yaptig1 calismada talidomid bazli tedavi alan 168 MM hastasinda
TNFa (-308 ve -238) genine ait polimorfizmler arastirilmis sonucta TNFa (-238) GG
genotipinin daha kisa progresyon ile iligkili oldugu bildirilmistir. Neben ve ark (84)
yaptig1 ¢alismada ise talidomid tedavisi alan 81 refrakter ve relaps MM hastasindaki
TNFa (-308 ve -238) genlerine ait tek niikleotid polimorfizmleri ile TNFa sitokin
diizeyleri 6l¢iilmiis ve TNFa (-238) GG genotipi tastyan MM’l1 hastalarda tedavi
oncesi TNFo diizeyleri daha diisiik bulunmustur (p=0.047). Yine ayni caligmada
talidomid tedavisi sonrasi TNFoa (-238) G alleli tasiyan bu grupta progresyonsuz
sagkalimin TNFo (-238) A allelli tastyan gruba gore daha kisa oldugu tespit edilmistir.
Talidomid bazli rejimde GG alleli erken progresyon ile iligkili bulunup, total yasamla

iligki bildirmemislerdir (84).
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Her iki (83,84) calismada sadece talidomid bazli rejim alan hastalarda bu
polimorfizm ¢aligilmis, bortezomib ve OPKHT yapilanlar ¢calisiimamustir.

Yaptigimiz calismada MM tanist ile takip edilen 77 hastanin TNFa (-238)
genine ait polimorfizm dagilimi AA: 0, AG: 13(%16.9), GG: 64(%83.1) olarak
saptandi. Genotipler MM ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir iliski
saptanmamistir. TNFa genine ait (-238) polimorfizminde hem hasta grubunda hem de
kontrol grubunda HWE’den sapma gozlenmedi. Ayrica baslangic tedavisine yanit,
OPKHT tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, talidomid tedavisi uygulanan
hastalarin sagkalimi, bortezomib tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, 6 yillik total
sagkalim ve 6 yillik olaysiz sagkalim ile karsilastirildiginda da bu gene ait
polimorfizmlerin anlamli olmadig: tespit edildi.

Calismamizda aragtirmaya alinan 77 hastanin TNFa (-857) genine ait
polimorfizm dagilimi TT: 16(%20.8), TC: 28(%36.4), CC: 33(%42.8) olarak saptandi.
Genotipler MM hastalar1 ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir iligki
saptanmadi. TNFo genine ait (-857) polimorfizmin ise hem hasta grubunda hem de
kontrol grubunda HWE’den sapma gézlendi. Ayrica baslangig tedavisine yanit, OKIT
tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, talidomid tedavisi uygulanan hastalarin
sagkalimi, bortezomib tedavisi uygulanan hastalarin sagkalimi, 6 yillik total sagkalim
ve 6 yillik olaysiz sagkalim ile karsilastirildiginda da bu gene ait polimorfizmlerin
anlamli olmadig tespit edildi.

Hastalarin klinik 6zellikleri, prognoz lizerine etki eden yas, evre (Salmon-Durie
ve IPI), Ig subtipleri, ECOG performans skalasi, trombosit sayisi, LDH ve CRP
degerleri ile 6 yillik total sagkalim ve 6 yillik olaysiz sagkalimi karsilastirildi. IPI evre
I/I/IT olan hastalarin 6 yillik total sagkalim olasiligi sirasi ile %70, %61 ve %0
(medyan 56.3 ay) olarak saptandi (p=0.033). Yine IPI evre I/II/III olan hastalarin
medyan olaysiz sagkalim siiresi sirasi ile 48.7 ay, 16.8 ay ve 29.7 ay olarak saptandi
(p=0.004). Cok degiskenli analizle degerlendirildiginde (Cox proportional hazard model
backward) IPI anlamini korumustur (p=0.035). Hastanin prognozu agisinda énemli olan
IPI evrelemesinin ¢aligmamizdaki hastalarla karsilastirilmasinda beklenildigi gibi evre
I olan hastalarin total sagkalimlar1 evre I ve II ye gore azalmis olarak saptandi.

Tedaviye baslangic asamasinda IPI evrelemesinin bilinmesi tedavi se¢imi

acisindan yol gosterici olacak, hastanin prognozu ve sagkalimini degerlendirmede
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kolaylik sagliyacaktir. Yaptigimiz calisma sonucunda ortaya c¢ikan sonuglar IPI
evrelemesinin prognoz agisindan 6nemini bir kez daha ortaya koymustur.

Yine bu g¢alismada trombosit sayist ile total sagkalim ve olaysiz sagkalim
karsilastirildiginda trombosit sayist < 150 x 10°/uL olan hastalarin 6 yillik total
sagkalimi 34.1 ay, trombosit sayis1 > 150 x 10°/uL hastalarmn 6 yillik total sagkalim ise
73.2 ay olarak saptanmis, tek degiskenli analizde anlamli oldugu go6zlenmistir
(p=0.013). Cok degiskenli analizle degerlendirildiginde (Cox proportional hazard model
backward) trombosit sayist anlamint korumustur (p=0.035). Daha oOnce yapilan
calismalarda da trombosit sayisinin prognozda onemli bir belirteg oldugu tespit
edilmisti. Bizim yaptigimiz ¢alismada da trombosit sayisinin prognoz agisindan énemli
bir parametre oldugu bir kez daha gosterilmis oldu.

NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) gen polimorfizmlerinin
total sagkalim ve olaysiz sagkalim iizerine etkisi degerlendirildiginde ise TNFa (-238)
GG genotipinde 6 yillik olaysiz sagkalimin 30.1 ay (p=0.043) oldugu ve tek degiskenli
analizde anlamli oldugu gézlendi.

MM’11 hastalardaki NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) gen
polimorfizminin baslangi¢ tedavisine yanit ile karsilastirilmasinda baslangi¢ tedavisine
yanitsiz olan 6 hastaninda TNFa (-238) GG genotipinde olmasi bu polimorfizme sahip
hastalarin tedaviye cevapsiz ve prognozunun koétii olabilecegini diistindiirmektedir.
Ancak caligmaya alinan hasta sayismin az olmasi nedeni ile bir anlam tespit
edemedigimizi ve hasta sayisinin daha fazla olacagi calismalarla bu verinin
degerlendirilmesinin daha uygun olacagini diistinmekteyiz.

Yaptigimiz ¢alismada OPKHT, bortezomib ve talidomid tedavisi uygulanan MM
hastalarinda NOS3 (+894, VNTR) ve TNFa (-308, -238 ve -857) gen
polimorfizmlerinin sagkalim iizerine etkisi (Tek degiskenli analiz/ Logrank test)
degerlendirildiginde OPKHT yapilan hastalarin sagkaliminin diger tedaviler uygulanan
hastalardan daha uzun olmasina karsin istatistiksel bir farklilik olmadigi tespit
edilmistir. Tedavi maliyetleri ve daha uzun sagkalim gdz oniine alindiginda OPKHT
tedavisinin MM hastalarinin tedavisindeki dnemini bir kez daha gosterilmistir.

Calismamiz pub med veri tabanina MM, NOS3 (+894 ve VNTR) anahtar
kelimeleri ile girildiginde NOS3 gen polimorfizmleri ile MM arasindaki iligkiyi

inceleyen bir makaleye rastlanmamis olup c¢aismamiz literatiirdeki ilk arastirmadir.
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TNFa (-308, -238 ve -857) gen polimorfizmi ile MM arasindaki iliskiyi
inceleyen Tiirkiye de yapilmis olan ilk ¢alisma olmasinin yaninda literatiirde de bu
konuda yapilmis olan az sayidaki ¢aligmalardan biridir.

Sonug olarak; NOS3 (+894) polimorfizminde TT genotipinin, TNFa (-308)
polimorfizminde ise diisiik ekspresyonla iliskili GG genotipinin MM’l1 hastalarda
ylksek olmasi bu polimorfizlerin MM hastalig1 etyopatogenezinde rolii olabilecegini
gostermektedir. Ayrica, MM’da TNFa (-238) geninde GG genotipi ilk sira tedavi
se¢eneklerinden (OPKHT, bortezomib, talidomid bazli) etkilenmeksizin erken

progresyon ile iligkili olup total sagkalim siirelerini etkilememektedir.
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