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OZET

MULTIPL MiYELOM HASTALARINDA KEMOTERAPI UYGULAMALARININ
NOTCH SINYAL YOLAGI UZERINE ETKiSiNIN ARASTIRILMASI

ASICI O. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok hiicre ve
Rejeneratif Tip Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Multipl Miyelom-Notch sinyal yolagi arasindaki iliskinin belirlenmesi ve ilgili
mekanizmalariin netlestirilmesi i¢in yogun caligilan arastirma konularindandir. Yapilacak
bu calisma ile multiple myelom ve notch sinyal yolagi arasindaki iliskiyi kemoterapi
tedavisi boyunca belirlemek amaglanmaktadir. Béylece bu ¢alisma ile hastaya uygulanmasi
planlanan kemoterapi tedavi rejimi kombinasyonunu belirlemede ve tedavi siiresince
hekimlere yarar saglayacag diistiniilmektedir. Calisma sonuglariin anlamli ¢ikmasi halinde
giiniimiizde uygulanan kanser direncine karsi yararli oldugu diisiiniilen c¢oklu ilag
kombinasyonlarinin tercih edilmesi egilimini arttirmasi planlanmaktadir. Calisma icin
Aydin Adnan Menderes Universitesi T1ip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan 10.08.2017 tarihinde onay alinmistir. Calismada 04.12.2017-1.07.2019
tarihleri arasmmda Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Aragtirma ve
Uygulama Hastanesi Hematoloji Polikinligi tarafinca multiple myelom tanisi1 konulan,
kemoterapi tedavisine baslanilan hastalardan kemoterapi 6ncesi ve sonrasit her ay olmak
lizere 4 ay boyunca 5’er ml serum tiipiine kan alinmistir. Calismamizda elde edilen; Notchl,
Notch2, Jaggedl, Jagged2’nin kemoterapi dncesi ve sonrast 4 ay boyunca dlgiilen diizeyler
SPSS analiz programina girlerek paired samples t test te degerlendirildiginde sonuglarimizin
anlamsiz ¢iktigr goriilmiistiir. Bunun nedenleri arasinda N sayimizin (22) diisiik olmasi,
bagimli degisken sayilarimizin ¢esitli nedenlerden dolayi esit olmadig1 ve kontrol grubunun
caligmaya dahil edilmedigi gosterilebilir. Notchl, Notch2, Jaggedl, Jagged2 diizeylerin
ortalamalar1 alindiginda aylar arasindaki azalis ve artiglar fark edilmistir. Sonuglar
korelasyon analizi ile degerlendirildiginde bazi1 aylar arasindaki diizeylerde korelasyon
anlamli ¢ikmistir. Ayrica myelomun farkli alt tiplerine sahip hastalarda ayri ayri

degerlendirme yapilarak daha spesifik sonuglar elde edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Jagged, kemoterapi, multipl miyelom, notch.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CHEMOTHERAPY APPLICATIONS ON
NOTCH SIGNAL ROAD IN MULTIPLE MYELOMA PATIENTS

ASICI O. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences, Master's
Thesis in Stem Cell and Regenerative Medicine Program, Aydin, 2019.

Multiple Myeloma is one of the most researched topics to determine the relationship
between Notch signaling pathway and clarify the related mechanisms. The aim of this study
is to determine the relationship between multiple myeloma and notch signaling pathway
throughout chemotherapy treatment. Thus, it is thought that this study will help physicians
to determine the combination of chemotherapy treatment regimen planned to be
administered to the patient and during treatment. If the results of the study are significant, it
is planned to increase the tendency to use multiple drug combinations that are thought to be
beneficial against cancer resistance applied today. Approval was obtained from Aydin
Adnan Menderes University Faculty of Medicine, Non-Interventional Clinical Research
Ethics Committee on 10.08.2017. In this study, between the dates 04.12.2017-1.07.2019,
Aydin Adnan Menderes University Faculty of Medicine Research and Application Hospital
by the Hematology Polyclinic patients diagnosed with multiple myeloma and chemotherapy
treatment was started before and after chemotherapy every month for 4 months, 5 ml of
serum tube. Obtained in our study; When the levels of Notchl, Notch2, Jaggedl, Jagged2
were measured for 4 months before and after chemotherapy by entering the SPSS analysis
program, paired samples t test showed that our results were meaningless. The reason for this
is that our N number (22) is low, our dependent variable numbers are not equal for various
reasons and the control group is not included in the study. When the averages of Notchl,
Notch2, Jaggedl, Jagged2 levels are taken, decreases and increases are observed between
the months. When the results were evaluated by correlation analysis, there was a significant
correlation between the levels in some months. In addition, more specific results can be

obtained by evaluating separately in patients with different subtypes of myeloma.

Keywords: Chemotherapy, Jagged, multipl miyelom, notch.
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1. GIRIS

Biyolojik sekilleri olusturabilme yetenegi c¢ok hiicreli yasamin diizenli ve
tekrarlanabilir gelisimi i¢in anahtardir. Bu molekiiler olusum hiicrelerin birbirlerinin
kaderini ve davraniglarini etkilemesine izin veren hiicre sinyallesmesinin molekiiler
mekanizmalariyla miimkiin kilimmustir (Eric, 2004). Hiicre sinyallemesinin en O6nemli
mekanizmalarindan biri, Notch yolu olarak bilinen ve bir sinyalleme sistemini koordine
eden bir transmembran reseptdrii olan Notch tarafindan saglanmaktadir (Morgan, 1917).
Notch hiicre yiizeyinde hiicre disi sinyalleri alan ve cekirdekte gen ifadesini diizenleyen
fonksiyonel bir proteindir.

Cok hiicreli organizmalarin embriyonik gelisimi i¢in gerekli olan Notch yolu hiicre
farklilasmasini, apoptozu, proliferasyonu ve morfogenezi diizenler (Lai, 2004). Ozellikle
memelilerde Notch vaskiilojenez, miyogenez, gliogenez, nérogenez ve hematopoez gibi
cesitli siirecleri diizenleyebilir. (Kopan ve Ilagan, 2009). Ayrica Notch yolu ayn1 zamanda
hiicre farklilasmasini (Lai, 2004) diizenleyerek, kok hiicrelerin kendi kendini yenilemesini
(Bigas ve ark, 2012) tesvik ederek ve doku gelismesinde T ve B hiicre soylart (Yin ve ark,
2010) ile baglantili hiicre kaderi se¢imini belirleyerek yetiskin dokularin homeostazinda rol
oynar. Notch sinyallemesinin bu 6nemli siireglerin diizenlenmesindeki rolii, solid (gdgiis
kanseri, melanom, kolorektal kanser, glioblastoma, pankreatik kanser) (Mirandola ve ark,
2011) ve hematolojik tiimorler (T-ALL, B-ALL, AML, B-CLL, MM) (Colombo ve ark,
2013) dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiirlerinde Notch reseptorlerinin veya ligandlarinin up
regiilasyonunun ortaya ¢ikisini agiklayabilir.

Notch ve kanseri birbirine baglayan ¢ok sayida caligma vardir. Yabanil tip Notch
reseptorlerinin, ligandlarinin ve hedeflerin asir1 ekspresyonu giderek artan sayida solid
timorlerde gozlenmektedir (Dang ve ark, 2000; Leethanakul ve ark, 2000). Benzer
ekspresyon Hodgkin ve non-Hodgkin lenfoma, akut miyeloid l6semilerin alt kiimeleri, B-
hiicresi kronik lenfoid 16semi ve MM gibi hematolojik malignitelerde ifade edilmistir (Jundt
ve ark, 2002; Hubmann ve ark, 2002; Tohda ve Nara, 2001).

Notch sinyalizasyonunun MM hiicrelerinde aktivasyonu apoptozu inhibe etmistir
(Jundt ve ark; 2004). Bir baska calismada MM hiicrelerinde Notch sinyalizasyonunun

aktivasyonu apoptozun inhibisyonuyla sonuglandi (Jia ve ark; 2004). Notch ligandlarindan



Jagged 2'nin ekspresyonu MM hiicrelerinde gozlendi. Bu asir1 ifade, interlokin-6 (IL-6),
vaskiiler endotelyal biliylime faktorii ve instilin benzeri biiyiime faktoriiniin salgilanmasina
neden olmustur (Houde ve ark; 2004). Bu bilgiler Notch sinyalizasyonunun MM'nin hayatta
kalmasi ve biliyiimesinde 6nemli bir rol oynadigim1 gostermektedir. Notch ligandlart MM
hiicrelerinde tespit edilebilmesine ragmen bunlar kemik iligi stromasi ve kemik iligi
makrofajlar tarafindan eksprese edilir (Nefedova ve ark, 2004; Bertrand ve ark, 2000; Felli
ve ark, 1999). Bu da p2l'in up-regiilasyonundan ve MM hiicrelerinin kemoterapotiklere
kars1 duyarliliginin azalmasindan kaynaklanan Notch aktivasyonu ve biiylimenin durmasiyla
sonuglanir (Nefedova ve ark, 2004). Bu veriler tiimor-stroma etkilesiminin Notch
sinyallemesi ve MM hiicrelerinin kemoterapotik ilaglara duyarliligii modiile ettigini
gostermektedir.

Son yillarda, miyelom hiicrelerinin molekiiler, sitogenetik ve genomik
caligmalarindaki Onemli ilerlemeler MM patogenezinin anlagilmasinda, molekiiler
prognostik siniflandirmanin ve yeni potansiyel terapdtik hedeflerin  tanimlanmasinin
temelini saglayan 6nemli bir ilerlemeye olanak saglamistir. MM hem kromozom sayist hem
de yeniden diizenlemeleri iceren siddetli bir genomik kararsizlik ile karakterizedir
(Colombo ve ark, 2015).

MM hastalarinin % 80’inden fazlasinda hiperkalsemi, osteoporoz, kemik agrisi, kemik
kiriklar1 ve osteoklast aracili kemik yikimi nedeniyle kemik hastalign goriiliir. Ozellikle,
hastalarin % 70'ine kadar olanlarda yasam kalitesi, morbidite ve mortalite ile iligkili omurga
kiriklar1 vardir (Borggrefe ve ark, 2015). Kemik erimesi sadece hastalarin yasam kalitesi
icin ilgili bir sorun degildir. Ayni zamanda tiimoriin biiylimesini ve hayatta kalmayi
destekledigi ve bunun sonucunda ilag direncinin gelismesine katkida bulundugundan dolay1
bu hastaligin gelisiminde kritik bir adim1 temsil etmektedir (Abe, 2011 ve Anderson ve ark,
2002).

Bununla birlikte, MM tedavisindeki son gelismelere ve arastirma merkezlerinin
multidisipliner ¢alismalar gelistirilmesine ragmen edinilmis ila¢ direnci nedeniyle tam
olarak tedavi edilememektedir. Ayrica, tan1 konan hastalarin yaklagik yiizde yirmisi,
prognostik belirtegler tarafindan tanimlanan tedavi basarisizlig1 veya Plazma hiicreli 16semi
olarak tedavi edilmesi nedeniyle yiiksek risk altindadir (Mitsiades ve ark, 2007).

Kemoterapi uygulamalarinda kullanilan ilk ilaca kars1 hizli bir direncin ortaya ¢ikmasi
ve bunun daha sonra kullanilan yeni ilaglara da kolaylikla aktarilmas1 glinlimiizde en 6nemli
klinik problemlerden olup bu konuda preklinik deneysel arastirmalarin yapilmasina ihtiyag

vardir. Yeni tedavi protokollerinin arastirilmasi, kemoterapilerin etkinligini arttiric



mekanizmalarin  bulunmasina ihtiya¢ vardir. Bu aragtirma etkin kemoterapi tedavisi
siiresinde Notch sinyal yolaginin etkisinin azalmasindan dolayr Notch diizeyinin tedavi
etkinliginin belirlenmesinde belirteg olarak kullanilabilmesi i¢in fikir verebilir.

Multiple Myelom-Notch sinyal yolagi arasindaki iliskinin belirlenmesi ve ilgili
mekanizmalariin netlestirilmesi i¢in yogun calisilan arastirma konularindandir. Yapilan
literatlir tarama c¢alismalarimizda kemoterapi Oncesi ve sonrasi Notch diizeyine iliskin
karsilastirilmali bir calismaya rastlanmamustir. Yapilacak bu ¢alisma ile multiple myelom ve
notch sinyal yolagi arasindaki iliskiyi belirleme amaglanmaktadir. Boylece bu ¢alisma ile
hastaya uygulanmasi planlanan kemoterapi tedavi rejimi kombinasyonunu belirlemede ve
tedavi siiresince hekimlere yarar saglayacagi diistiniilmektedir. Caligma sonuglarinin anlaml
cikmast halinde giinlimiizde uygulanan kanser direncine karsi yararli oldugu diisiiniilen

coklu ila¢ kombinasyonlarinin tercih edilmesi egilimini arttirmasi planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Miyelom

Plazma hiicreleri farklilasan B lenfosit hiicrelerinin en son halidir. Multipl Miyelom
kemik iligindeki plazma hiicrelerinin tek klonun proliferasyonudur ve kana veya idrara asiri
miktarda monoklonal Ig ya da Ig pargalar1 salinimi ile karakterize, hematolojik bir
malignitedir (Kyle ve ark, 2003). Bu hiicrelerin enerjilerini monoklonal immunoglobulin
(M-protein, M-komponent, paraprotein) iiretmeye harcadigi, diger normal “poliklonal”
immunoglobulinlerin iiretiminin baskilandigi disiiniilmektedir. M-proteini IgG, IgA, IgM,
IgD ve IgE olarak bir agir, kappa (k) ya da lambda (1) olarak bir hafif zincir sinifi
icermektedir. Plazma hiicreleri normal sartlarda boliinemezler ve sinirli bir yasam dongiileri
vardir (Ozcan ve ark, 2012; Siegel ve ark, 2015).

Yapilan calismalar degerlendirildiginde MM ig¢in risk faktérleri yas, cinsiyet, etnik
koken, ailede multipl miyelom ve/veya lenfohematopoetik kanser goriilmesi, MGUS varlig
sayilabilir (Alexander ve ark, 2007; Sergentanis ve ark, 2015).

MM etiyolojisi bilinemeyen bir kanser tiiriidiir ve tiim plazma hiicresi hastaliklarin
%1’ini olusturken, hematolojik kanserlerin ise %10’{inii temsil eder (Siegel ve ark, 2015).
Bat1 iilkelerinde yillik insidansi 5,6/100.000°dir. MM genel olarak yash bireylerde goriiliir
Bu nedenle tan1 konulan hastalarin ortalama yas1 70’dir (Anderson, 2001; Palumbo ve
Anderson, 2011; Rajkumar ve ark, 2014). Bu hastalarin %3 gibi diisiik bir oran1 da 40 yasin
altindadir. 65 yas Ustiinde goriilme riski ise 12-16 kat artmaktadir (Alexander ve ark, 2007;
Sergentanis ve ark, 2015). Yetigkinlerde kemik iliginin aktif oldugu ve kemik iligince
zengin olan omurga, kafatasi, pelvis, gogiis kafesi, omuz etkilenirken, eller, ayaklar, kollarin
ve bacaklarin alt bolgelerinde rastlanmaz (Moehring, 1982). Otuz yas altindaki geng
hastalara ise tani1 konulmadan once tiim klinik bulgular alaninda yeterli deneyime sahip
uzman hekimlerce degerlendirilmelidir (Phekoo ve ark, 2004).

MM tim wrklarda ve tiim cografi bolgelerde ortaya cikar (Cowan ve ark, 2018).
Insidans etnik kokene gore degismektedir; Afro Amerikalilarda goriilme sikligi,
beyazlardakinin 2-3 katidir (Kyle ve ark, 2003; Waxman ve ark, 2010; Shirley ve ark,
2013). Buna karsilik, Japonya’dan ve Meksikalilardan gelen Asyalilarda risk daha diisiiktiir
(Huang ve ark, 2007; Waxman ve ark, 2010; Shirley ve ark, 2013). MM erkeklerde



kadinlardan biraz daha sik goriiliir (yaklasik 1.4: 1). MM gelisme riski viicut kitle indeksi ile
artar (Lauby-Secretan ve ark, 2016; Kyrgiou ve ark, 2017; Islami ve ark, 2018). MM
gelisme riski birinci derece yakinlarda iki veya daha fazla kiside goriildiiglinde genetik
yatkinliktan dolay1 3,7 kat daha yiiksektir (Bourguet ve ark, 1985; Lynch ve ark, 2001).
MGUS’un varlig1 s6z konusu ise MM goriilme riskinin 25,0 kat artirdig bilinmektedir. MM
goriilme riskinin diyete bagl olarak degistigi, balik ve yesil sebze tiikketiminin az oldugu
durumlarda 1,1-2,5 kat arttig1 bildirilmistir. AIDS varligi da olas1 risk faktorleri arasinda
olup MM goériilme olasiligin1 4-12 kat arttirirken, herpes zoster enfeksiyonu 1,2-2,6 kat risk
artisina neden olmaktadir (Alexander ve ark, 2007; Sergentanis ve ark, 2015). Diger kanser
tirleri gibi sigara alkol kullaniminin, radyasyona yada kanserojen etkisi olan pestisit,
organik ¢ozgenlere maruziyet risk artigina neden olmamaktadir (Sergentanis ve ark, 2015).
Tiirkiye’de TUIK’in 2015 yili verileri degerlendirildiginde erkeklerde MM insidansi
2,5/100.000 iken kadinlarda ise 1,8/100.000°dir. MM’ nin erkelerde goriilme insidansi
kadinlara gore daha yiiksektir. Ulkemizde MM’nin hem kadmn (14,9/100.000) hemde

erkekler (24/100.000) icin insidansinin en yiiksek oldugu yas araligi 70-74 tiir.

2.2.1. Multipl Miyelom Tarihc¢esi

Sadece klinik tabloya dayanan ilk bildirilen multipl miyelom vakasi, “Mollities ve
fragilitas ossium” olarak 1844’te Londra’da seckin bir cerrah olan Solly tarafindan
tanimlanmistir. Hasta, Sarah Newbury, sirt agrist ¢eken 39 yasindaki bir ev hanimiydi.
Semptomlarin baglamasindan 4 yil sonra 6ldii ve postmortem muayenesinde kirmizi bir
maddenin sternumun siingerimsi kisminin yerine her iki femurun yerini aldigini ortaya
koydu (Solly, 1844 ve Ribatti, 2017).

Multipl miyelomun erken evresi olarak en bilinen vakasi, hastalandiginda 45 yasinda
olan Londrada saygin bir tliccar olan Thomas Alexander McBean’dir (Kyle ve Steensma,
2011). Hastada yorgunluk belirtileri oldugu ve idrarin tarafindan ¢amasirlarinda sertlesmeler
meydana geldigi kaydedilmistir. Cesitli destekleyici ve palyatif tedavilere ragmen
sikayetleri devam eden Mr. McBean 1845 yilinda Harley Street danigmani olan Dr. William
Macintyre (c.1791-1857) tarafindan muayene edilerek, idrar 6rnegi alinmistir. Alinan idrar
ornegini sahsen inceleyen Dr. William Macintyre idrarin yiiksek dansiteye sahip oldugunu,
isitildiginda opaklastigini, nitrik asit ilave edildiginde ise kopiirerek, kirmizimsi bir renk

aldigin1 belirterek, St. George Hastanesi’nde kimyager olarak ¢alisan Henry Bence



Jones’tan hastanin idrar analizini yapmasini istemistir (Macintyre, 1850; Kyle ve Steensma,
2011). Bence Jones, Macintyre’in bulgularint dogrulayarak, hasta idrarindaki proteiniiri
tiirinii tanimlanimlayarak, kemik yumuslamasi ile iligkisini vurgulamis ve tanidaki dnemine
ilk kez dikkat ¢cekmistir (Jones, 1847; Kyle ve Steensma, 2011). Fakat Bence Jones protein
terimi ilk kez 1880 yilinda kullanilmistir (Fleischer, 1880). Bayne-Jones ve Wilson 1922°de
iki grup Bence Jones proteini tamimlamistir (Bayne ve Wilson, 1922). Geschickter ve
Copeland report 1848-1928 yillar1 arasinda literatiirde bulunan 412 MM vakasini
incelemisler, Patolojik kirik, Bence Jones proteiniiri, anemi ve kronik bobrek hastaliginin
varligint vurgulamiglardir (Kyle ve Rajkumar, 2008). Longsworth ve arkadaglar1 1939°da
MM c¢alismalarinda elektroforezi kullanmiglardir (Longsworth, 1939). Grabar ve Williams
1953’te, multip] miyelom tanisin1 kolaylastiran immiinoelektroforezi tanimlamislardir.
Korngold ve Lipari 1956 yilinda Ouchterlony testini kullanarak, Bence Jones proteinini
kappa ve lambda seklinde farkli siniflarimi tanimladilar. Jan Waldenstrom 1961 yilinda
monoklonal ve poliklonal gamopatiler fikrini ortaya koydu ve monoklonal proteinlere sahip
olanlarda multip] miyelom oldugu, ancak bazilarinin olmadigina dikkat ¢ekti (MGUS).
Edelman ve Gally (1962) serumda IgG monoklonal proteininden hazirlanan hafif zincirinin
ve ayn1 hastanin idrarindan elde edilen Bence Jones proteininin bir¢cok 6zelligi kadar benzer
amino asit kompozisyonuna sahip oldugunu gostermistir. Hafif zincirlerinin, Bence Jones
proteini ile ayni 1s1 0zelliklerine sahip olmasi, Henry Bence Jones'un ¢alismasindan 115 yil
sonra bu essiz proteinin kdkeninin gizeminin ¢dziilmesi neden olmustur.

Ik miyelom hastas1 1844 yilinda Samuel Solley tarafindan bildirillirken, multiple
miyelom terimi ise 1873 yilinda multiple tiimorii olan hasta i¢cin Von Rustizky tarafindan
kullanilmistir. Plazma hiicresi terimi her ne kadar 1875 yilinda Waldeyer tarafindan
tanimlansa da muhtemelen plazma hiicreleri yerine doku mast hiicreleri tanimladigi icin
plazma hiicresini tanimlayan ilk kisi Noroanatomist Ramon y Cajal’dir (Kyle ve Rajkumar,
2008).

MM ile ilgili ayrintili klinik arastirma kemik agrisi, proteiniiri ve anemisi olan 46
yasindaki MM’lu hastada Dr. Otto Kahler tarafindan 1889 yilinda gergeklestirilmistir. MM
bu nedenle “Kahler hastaligi” olarak da anilmaktadir (Dispenzieri ve ark, 2004).

Marschalko, 1895 yilinda published the best description of plasma cells, which
included blocked chromatin, eccentric position of the nucleus, a perinuclear pale area (hof),
and a spherical or irregular cytoplasm. Wright (1900) multipl miyelom hiicrelerinin plazma
hiicrelerinden yada plazma hiicrelerine yakin bir soydan olustugunu diislindiigiinii ifade

etmistir.



MM’da hiperproteinemi Perlzweig ve ark (1928) tarafindan gosterilmistir. 1929°da
Arinkin’in kemik iligi aspirasyonuna baslamasi multip] miyelomun tanisini arttirmistir.
Ornegin, Rosenthal ve Vogel 1938 yilinda yayimladiklar1 ¢alismalarinda, 1916°dan 1935°¢
kadar New York Mount Sinai Hastanesinde yalnizca 3 multip] miyelom vakasinin
tanindigini, ancak sonraki 2,5 yilda 13 vakanm bulundugunu bildirmistir. Tiselius 1930
yilinda yaptig1 doktora tezinde elektroforez yontemini kullanarak serum globiilinlerin
homojenligini gdstermis ve goézlemlerini 1937 yilinda serum globulinlerini alfa, beta ve
gama olarak adlandirdig1 3 bilesene ayirmistir. Saglikli insanlarda bes farkli ¢esit agir zincir
(IgH) varken, iki farkli ¢esit hafif zincir (IgL) bulunmaktadir. MM hastalarinda ise bu
izotiplerin (IgE hari¢) herhangi birinde monoklonal immunoglobulinler (Ig) iiretebilir. IFE
serum (SPEP) ve idrar protein elektroforezinden (UPEP) daha hassastir ve diisiik seviyede
monoklonal Ig olan hastalarda bile saptanabilir (Sekil 1).

Son yillarda, miyelom hiicreleri ile ilgili sitogenetik ve genomik ¢alismalardaki
onemli molekiiler gelismeler MM patogenezinin anlasilmasini, molekiiler prognostik
siniflandirma i¢in temel olusturmay1 ve yeni potansiyel terapotik hedeflerin tanimlanmasini

saglamistir (Colombo ve ark, 2015).
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g Otolog transplantasyon
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Talidomid (S. Singhal ve B. Bariogie)
Bartezomib (R.Z. Orlowski)

TedaVl Lenalidomid ( P.G. Richardson ve K. C. Anderson)

Sekil 1. Multipl miyelomun tarihcesi (Kyle ve Rajkumar, 2008).



2.2.2. Multipl Miyelom Klinik Bulgular

MM olduk¢a zengin klinik bulgulara sahiptir. MM'li hastalarin ¢ogu, plazma
hiicrelerinin kemige veya diger organlara sizmasi veya asirt M proteininden kaynaklanan
bobrek hasarina bagli belirti veya semptomlar gosterir. Ornek olarak 2003 yilinda tek bir
kurumda MM tanis1 alan 1027 ardisik hastanin retrospektif analizi yapilmis ve klinik
bulgular1 maddelendirilerek goriilme siklig1 oranlanmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin
%73 linde anemi, %58’inde yiiksek kreatinin, %32’sinde yorgunluk ve genel zayiflik,
%28’inde hiperkalsemi, %?24’tinde ise kilo kaybi (hastalarin yarist >9 kg kilo kaybi)
goriilmistiir (Kyle ve ark, 2003).

MM hastalarinin % 80’inden fazlasinda osteoklast aracili kemik yikimi nedeniyle
hiperkalsemi, osteoporoz, genellikle sirt ve kaburgalarda goriilen kemik agrisi en sik
goriilen bulgulardir. Ozellikle hastalarin %70’inde yiiksek yasam kalitesi, morbidite ve
mortelite ile iligkili vertebral kiriklar vardir (Borggrefe ve ark, 2015). Kemik erimesi
hastalarin yasam kalitesini etkilemenin yani sira tiimoriin biiyiimesini ve hayatta kalmay1
destekledigi ve nihayetinde ila¢ direncinin gelismesine katkida bulundugundan, bu
hastaligin gelisiminde kritik bir adimi temsil etmektedir (Anderson ve ark, 2002; Abe,
2011). Bunlarin disinda immiin paralizin yol agtig1 sik enfeksiyon meydana gelmesi ve ates,
homeostatik dengenin bolzulmasi1 nedeniyle kanama egiliminin artmasi diger klinik
bulgulardir. Ayrica ¢ok susama hissi, bulanti, kabizlik ve sik idrara ¢ikma da MM
hastalarinda goriilen bulgular arasindadir (Aydin, 2005).

2.2.3. Multipl Miyelom Tanisi ve Tam Yontemleri

MM miyelom hiicrelerinde iiretilen ve kana/idrara salinan MM’li hastalarin biiyiik
cogunlugunda (%97) sekrete oldugu bilinen mononklonal protein (M proteini) varligi
karakterizedir (Kyle, 1975; Kyle ve ark, 2003). Monoklonal protein bir immunoglobulindir
ancak miyelo hiicrelerinde  iiretiminden sorumlu genlerde meydana gelen
mutasyon/mutasyonlardan dolay1 normal bir immunoglobulin fonksiyonunu kaybetmistir. M
proteinin varligt serum ve 24’lik saatlik idrarda protein elektroforezi ile saptanir.
Immiinofiksasyon elektroforez ise daha duyarli bir yontemdir. Serum elektroforezi ile serum

immunoglobulinlerin kantitatif 6l¢iimii gerceklestirilir. Bdylece hastalik tam1 ve takibi



acisindan 6nemli serum immiinoglobulin (Ig) diizeyi, serum ve idrar hafif zincir miktari,
kappa/lamda oranlar1 belirlenir (Kyle ve ark, 2003).

Saglikli insanlarda normal Ig’ler gamma bolgesinde genis tabanli ve diizensiz bir bant
(Poliklonal bant) ve albumin, al, a2, p bolgesinde zirveler gozlenir. Aksine MM’li
hastalarda ise elektroforez sonucu elde edilen monoklonal bant seklinde goriilen
monoklonal gammapatinin dansitometrede okutulmasi sonucu y bdlgesinde asir1 Ig’nin
gostergesi olan belirgin albiimin (alb)inkine benzer M komponenti denilen dar ve yiiksek
pik (M pik, monoklonal bant) olusur (Sekil 2) ve normal poliklonal gama bandinda bir
azalmaya sahiptir (Sekil 3) (Ribatti, 2017; Alshehri, 2019). Bu proteinler idrarda “Bence
Jones Proteini” olarak gézlemlenir. Nadir de olsa iki M proteini (biklonal gamopati) bandina

rastlanir (Sekil 4) (Rajkumar, 2019).
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Sekil 2. MM’li hastalarin serum protein elektroforezinin dansitometrede degerlendirilmesi
(Ribatti, 2017).

*

Sekil 3. Saglikli ve MM’li hastalarin serum elektroforezlerinin goriintiisii A: saglikli B:
MM’li hasta (Kyle ve Rajkumar, 2004).



Alb Beta Gamma

Sekil 4. Biklonal gamopati durumunda elektroforez goriintiisii ve dansitometre O6l¢iimi

(Rajkumar, 2019) A: Dansitometrede verilerin degerlendirilmesi, B: Elektroforez goriintiisii

Monoklonal protein varligi ile MM tanist konulmada yararlanilmasinin yani sira
timor yikiinii ve tedavi yanitin1 belirlemede yardimcr olan bir marker olarak
kullanilmaktadir. Bu immunoglobulin proteninin tipine gére miyelomun farkli tip ve alt
tipleri tanimlanmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucu MM’de immunoglobulin proteinlerinin
dagilimi degerlendirildiginde %52 IgG orani ile en sik goriilen tipi MM dir. IgA tipli MM
%21, « veya A hafif zincirli (Bence Jones proteinleri) %16 oraninda goriilmektedir. Nadirde
olsa IgD (%2), biklonal (%2), IgM (%0,5), IgE tipleri goriilir (Kyle ve ark, 2003). Serum

immiinofiksasyonu ise M-proteinin varligini dogrular ve tipini belirler (Sekil 5).
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Sekil 5. Multipl miyelom serum immiinofiksasyonuna 6rnek (Kyle ve Rajkumar, 2004). ()

Sadece serum eletroforezinde ayrilmis bantlar gosterilmis («); sadece antiserum IgG’ye

tepki veren bant; («) IgG kappa monoklonal proteininin gostergesi olan kappa hafif zinciri
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Hafif zincirli miyelom serum veya idrarda hafif zincir ile karakterizedir ve
immiinoglobulin agir zincirinin ekspresyonu gerceklesmez. Serum ve idrarda olgiilebilir M
proteini yoktur. Bu hastalarda tani serbest hafif zinciri (FLC) ve idrar proteini elektroforezi
(UPEP) ve idrar immiinofiksasyonundan yararlanilarak konulur (Larson ve ark, 2012).
FLC’ler toplam protein diizeyini nadiren etkiler. Bu nedenle bu hastalarda serum toplam
protein diizeyi normaldir. Serum FLC diizeyi ise >10 mg/dL bulunur. Bu gibi hastalarda
FLC seviyeleri, her tedavi dongiisiinde tiimor yiikiiniin belirlenmesi amaciyla kullanilir.
Hafif zincirli miyelomda bdbrek yetmezligi insidanst ¢ok yiiksektir. Ciinkii basvuru
sirasinda bu hastalarin yaklasik iicte birinde serum kreatinin diizeyi >2 mg/dL (177
micromol/L)’dir (Appel ve ark, 2019; Rajkumar, 2019).

Hastalarin bir boliimiinde ise saptanamayacak kadar diisitk miktarda M proteini ve
FLC mevcut oldugunda kemik iligi (=% 30 plazma hiicreleri) degerlendirmesi yapilir. Bu
hastalarin tiimor yiikii ve takibi periyodik iligi aspirasyonu ve biyopsisi ile yapilir (Cavo ve
ark, 2017).

Bir kemik iligi aspirati ve biyopsisi ile kemik iliginde miyelom plazma hiicrelerinin
yiizdesinin belirlenmesi MM tanisinda anahtar bir bilesendir (Rajkumar ve ark, 2014).
Kemik iligi aspirasyonunda miyelom plazma hiicreleri bir arada, gruplasmis, koyu bazofil
sitoplazmal1, ekzantrik c¢ekirdekli, ¢ekirdek anomalileri (¢ift g¢ekirdek) gosteren atipik
plazma hiicreleri ve/ veya atipik plazmoblastlar seklinde goriiliir. Miyelom plazma hiicreleri
kemik iligine tutugundugu icin kemik iligindeki plazma hiicrelerinin sayis1 artar. Plazma
hiicrelerinin sayist normalde %1-2 iken multipl miyelomlu olgularda bu oran %10’un
lizerine ¢ikar.

Miyelom olgularinda, aspirasyon yaymalarindaki plazma hiicrelerinin oran1 %10’dan,
%090’1ara kadar biiylik degiskenlik gosterebilmektedir. Miyelom plazma hiicre morfolojisi
farklilik gosterebilir. Ayni1 zamanda sitoplazmasinda ¢ok sayida Ig inkliizyonu igeren
“Mott” hiicrelerinin neden oldugu iiziim salkimi benzeri hiicreler veya ‘“Russell”
cisimcikleri olarak adlandirilan tekli inkliizyon cisimcikleri (Ig birikimleri) igeren plazma
hiicreleri saptanabilir (McKenna ve ark, 2008 ve Jaffe ve ark, 2011).

Klonal &zellikte olmayan plazma hiicreleri normal bir kemik iliginin arterioller
cevresine kiigiik gruplar halinde yerlesirler. Klonal plazma hiicreleri miyelom olgularinda
ise interstisiyel alana yayilmis olabilece8i gibi fokal nodiiller ve/veya diffiiz tabakalar
halinde bulunabilirler. ligin diffiiz tutulumu ileri evrelerde gériilen bir klinik bulgudur. MM
da kemik iligindeki plazma hiicre morfolojisi, normal plazma hiicrelerinden ayrilamayacak

kadar matiir goriinlimde olabilecegi gibi atipik (pleomorfik, multiniikleer) ve immatiir
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hiicrelerden de olusabilir. Pleomorfik/multiniikleer hiicrelerden olusan, anaplastik morfoloji
ile karakterli MM formlarina anaplastik veya plazmablastik MM adi verilmektedir
(McKenna ve ark, 2008; Strand ve ark, 1984; Greipp ve ark, 1985).

2.2.4. Multipl Miyelomun Evreleri

Plazma hiicreli neoplazma bozukluklari, 6nemi belirsiz monoklonal gamopati
(MGUS), Waldenstrom makroglobulinemisi (WM), amiloidoz ve multipl miyelom (MM)
gibi cesitli hastaliklar1 kapsar (Grogan ve ark, 2001). MM biyolojik ve klinik agidan
incelendiginde oldukga heterojen bir neoplazidir fakat her hastada fark edilmese de ayirt
edilebilen 4 klinik faz bulunur (Sekil 6). Kemik iligi i¢indeki kiigiik bir klonal popiilasyon
(<% 10) ile karakterize, asemptomatik, premalign bir faz olan énemi belirsiz monoklonal
gamopati (MGUS) MM’den once gergeklesmektedir. Sessiz-sinsi myelom (SMM)
asemptomatik olarak var olabilir veya hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi ve kemik
hastaligin1 igeren organ islevlerinin bozuklugu ile iliskili olabilir. Her yil MGUS’Iu
hastalarin %1°i, SMM’li hastalarinin ise %10’unun MM’ye ilerleme riski vardir (Kyle ve
ark, 2010). Yapilan calismalarda MGUS ve SMM tanili hastalarda hastalikla iliskili
olmayan immiinglobulin diizeylerindeki baskilanmanin semptomatik MM’ye ilerleme

riskini arttirdig1 gosterilmistir (Cesena ve ark, 2002; Katzmann ve ark, 2013).
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Normal Plazma hiicresi Anlami bilinmeyen Sessiz-sinsi Multipl Mivelom Plazma hiicre 16semi
monoklonal gamopati miyvelom
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Sekil 6. Dort klinik asamada MM progresyonunun ve onkojenik olaylarin sematik
gosterimi: MGUS, SMM, MM, PCL (Colombo ve ark, 2015).



Plazma hiicreli 16semi (PHL) MM’nin son asamasidir ve kanda Idkositlerin
differansial hiicre sayiminda 20’den fazla klonl plazma hiicresi goriinmesi ya da
sirkiilasyondaki klonal plazma hiicrelerinin 2 x 10%L’den fazla bulunmas1 olarak tanimlanir.
Immunglobulin (Ig) sekrete eden, agir zincir yapisinda sinif degisimi gdsteren, maturasyon
basamagiin son asamasindaki B hiicrelerin (plazma hiicreleri) klonal proliferasyonudur.
Primer veya tedaviye cevap vermeyen MM’ye bagli sekonder olarak gelisir. Ayn1 zamanda
akut PHL olarak da adlandirilan ¢ok nadir ratlanan primer PHL hizli ilerleyen, 6liimciil bir
hastaliktir. (Albarracin ve Fonseca, 2011; Fernandez ve ark, 2013; Gundesen ve ark, 2019).

MM, hem ploidi hem de yapisal diizenlemeleri iceren genomik dengesizlik ile
karakterizedir. MM tiimorlerinin yaklasik yarisi, tek kromozomlarin trizomileri ile iliskili
hiperdiploid (HD) olarak tanimlanir (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 ve 21 dahil). Geriye kalan
tiimdrler hiperdiploid olarak adlandirilir ve IGH translokasyonlarinin bir sonucu olarak
CCND1 (11g13), CCND3 (6p21), MAF (16923), MAFB (20ql11) veya FGFR3 / MMSET
(4p16.3) genlerinin yapisal aktivasyonu ile iligkilidir. Genel olarak HD hastalar1 daha iyi
prognoza sahiptir. Tiim exome / genom dizilemesine dayanan son veriler, MM'de, siklikla
ERK yolunun (NRAS, KRAS veya BRAF) iiyesini ve daha az dl¢lide, DIS3 veya FAM46¢
gibi diger genleri iceren heterojen bir gen mutasyonlart modeli gosterir (Colombo ve ark,
2015).

MM hastalarinda yiiksek kemik lezyonlar1 insidansi, malign plazma hiicrelerinin
osteoklastlar (OCL'ler) ve osteoblastlar (OBL'ler) arasindaki oranin, osteoklastlar lehine
degismesidir (Abe, 2011 ve Bataille ve ark, 1989). Bu etki, kemik ligi ile iliskili DKKI,
IL3, IL7 ve TGF-B gibi anti-osteoblastojenik faktorlerin veya TNFa ve RANKL gibi pro-
osteoklastojenik faktorlerin artmasina aracilik eder. MM hiicreleri kemik hastaliklarini
dogrudan veya dolayli olarak uyarmada onemli bir rol oynarlar. MM hiicreleri RANKL'1
bagimsiz olarak iretebilir veya RANKL ve osteoklast farklilasmasini destekleyen diger
¢oOziiniir faktorleri serbest birakmak i¢in ¢evreleyen kemik 1ligi hiicrelerini uyarir. OCL'ler
hastalik progresyonuna yol agan, MM hiicresi proliferasyonunu ve sagkalimini dogrudan
destekler ( Jurisi¢, 2002; Lai ve ark, 2004; Giuliani ve ark, 2004).

Bu nedenle, MM'de malign transformasyon, plasma hiicre'lerin genetik ve epigenetik
degisimlerinin yani sira kemik iligi mikrogevresine olan anormal etkilesimleri nedeniyle ¢ok

agsamal1 bir siireci temsil etmektedir.
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2.2.5. Multipl Miyelom Tam Kriterleri

Kemik iliginde plasma hiicresi artisi ( > %10), litik kemik lezyonlar ile serum ve/veya
idrarda M-komponent varligi klasik miyeloma triadin1 olusturur. Yakin zamanda tani
kriterleri tam anlamiyla standardize edilmediginden veya degisik kriterler kullanildigindan
hastalarin tan1 ve evreleri kullanilan sisteme gore degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin
MGUS, SSM ve kemik ya da ekstramediiller plasmasitom vakalar1 da miyelom tanisi
almaktadir. Bu nedenle Uluslararas1 Miyeloma Calisma Grubu (International Myeloma
Working Group/IMWG) 2003 yilinda miyelom ve plasma hiicre hastaliklarinin tani
kriterlerini standardize etmis ve bunu bir rapor halinde yayimlamistir. Tabloda Durie

Salmon tani1 kriterleri gosterilmistir (Durie ve ark, 2006).
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Tablo 1. Durie-Salmon Tani Kriterleri (Durie ve ark, 2006).

Major kriterler Mindr kriterler

* Kemik iliginde plazmositoz ( < %30 ) * Kemik iliginde plazmositoz (%10-30)

* Biyopside plazmositoz *M komponent var, ancak daha diisiik
* M komponenti: diizeyde

Serum Ig G > 3.5 g/dL, * Litik kemik lezyonlari
IgA > 2g/dL * Azalmis normal Ig diizeyi
veya ( Normalin < %50’si)
Idrarda Bence-Jones proteini > 1 g/24 saat  1gG < 0.6 g/dL veya IgA < 0.1 g/dL veya
IgM < 0.5 g/dL

Tani1 i¢in; en az 1 major ve 1 mindr ya da 3 mindr kriter (ilk ikisi sart) gereklidir.

Tablo 2. Uluslararas1t Myelom Calisma Grubu (IMWG) Aktif Multipl Miyelom, MGUS ve
SMM Tani Kriterleri (2003).

MM

«Serum ve/veya idrarda M protein ve kemik <Hiperkalsemi ( >11.5 mg/dl - >2.65 mmol/L
iliginde klonal plazma hiicreleri ve/veya <Renal yetersizlik ( kreatinin>2 mg/dl — 177

dokiimante edilmis plazmasitom ve mmol/L
yandakilerden bir veya daha fazlas1 *Anemi (<10 gr/dl ya da normalden 2 gr/di
diisiik

*Kemik hastaligi (litik lezyonlar ya da osteopeni

MGUS

*Serumda ve/ veya idrarda diisiik diizeyde monoklonal protein (*)

*Kemik iliginde klonal plazma hiicre miktar1 < %10

*Serum Ca+t+, kreatinin ve hemoglobin diizeyleri normal kemik lezyonu yok (direkt graft ve/
veya diger goriintiileme teknikleri ile

Amiloidoz veya hafif zincir birikim hastaligina ait klinik ve laboratuvar bulgulari yok.

Ucii de bulunmalidir.
(*) Serum IgG< 3 g/dl, IgA< 2 g/dl, idrar monoklonal kappa veya lambda <1 g/24 saat

SMM

*Serumda ve/ veya idrarda diisiik diizeyde monoklonal protein
*Kemik iliginde ve/ veya doku biyopsi dérneginde monoklonal plazma hiicreleri
* MGUS, miyeloma ya da soliter plasmasitoma kriterlerine uymama

(*) Bu kriterler Durie- Salmon evre IA miyelomu tanimlamaktadir.

2.2.6. Multipl Miyelom Tedavi

1947-1962 Uretan, tek bir hastadaki gelismelere dayanarak miyelomu tedavi etmek
i¢in kullanilir. Ancak ileriki ¢alismalarda, tiretan kullanimi ile kiraz ve kola aromali bir
surup olan plasebo kullanim1 arasinda bir etkinlik olmadig1 gosterilmistir.

1957 - Harvard'daki ASH konferansinin bir boliimii kok hiicre nakli tartismasina
ayrilmistir. Ayni1 yil Thomas, kok hiicre nakli yapilan 6 hastay1 tedavi etmistir (1 hastada

miyelom vardi).
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1957 - Talidomid bir Alman ila¢ firmasi tarafindan yatistirici olarak tanitildi. 1960'a
gelindiginde 40'tan fazla iilkede satildi ve hem sabahlar1 hem de hamilelik mide bulantisi
i¢in bir tedavi olarak popiiler hale geldi.

1958 - Melphalan ilk multipl miyelom hastasinda kullanilda.

1961 - Talidomid, Widukind Lenz tarafindan ciddi dogum kusurlarina neden oldugu
kesfedildi. 1961 nin sonunda, ¢ogu lilkede talidomid piyasadan c¢ekilmistir. Ancak yaklagik
10.000 bebek etkilenmistir. ABD, ilag¢ FDA tarafindan onaylanmadigi icin bu olaydan
sorumlu tutulmamastir.

1962 - Edelman ve Gally tarafindan Bence Jones proteininin gizemi ¢oziildii; bu, hafif
zincirlerin, Bence Jones proteininin ayni 1s1 6zelliklerine sahip oldugunu gosterdi.

1962 - Prednisone multipl miyelom tedavisinde kullanildu.

1962 - Talidomid’in anti-kanser kullanim1 incelendi.

1964 - Talidomid clizzam1 tedavi etmek i¢in kullanildi.

1966 - Immonofiksasyon Wilson tarafindan tanitildu.

1969 - Melphalan ve prednisone birlestirildi.

1974 - Carmustine, cyclophosphamide, melphalan, vincristine ve prednisone mm
tedavisi i¢in birlestirildi (Lee ve ark).

1975 - Durie-Salmon evreleme sistemi gelistirildi.

1979 - Thalidomide Behget hastaligini tedavi etmek i¢in kullanildi.

1983 - McElwain ve Powles, plazma hiicreli 16semili bir hastada otolog kemik iligi
nakli yapildigini bildirdi.

1987 — Barlogie kemoterapiye direngli multipl miyelomlu 6 hastada melphalan ve
total viicut 1s1nlamasini ardindan otolog veya allojenik kemik iligi nakli se¢enegini kullandi.
Daha sonra, Barlogie otolog transplantasyon (“total terapi”) kullanan ve miyelom igin
standart terapi olarak yliksek doz tedavi ve kok hiicre kurtarilmasinda biiyiik rol oynayan
programlar gelistirdi.

1988 - Talidomid, graft-versus-host hastaligini tedavi etmek igin kullanildi.

1989 - Thalidomide, HIV tedavisinde kullanildi.

1994 - D’Amato ilk kez talidomidinin antianjiyogenik ozelliklerini tavsan kornea
mikropocket testi ile agikladi.

1997 - Talidomidinin bir anti-anjiyojenik ajan olarak kullanimina olan ilginin
artmasina bagl olarak Barlogie ve Arkansas Universitesi'ndeki meslektaslar bir miyelom

3

hastasinin esini *“ anti-anjiyogenik tedavi denemesi” kullanimi igin ikna etti. Barlogie ile

yapilan bir telefon goriismesinde Talidomidi bu ortamda kullanma fikri anjiyogenez onciisii
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Folkman'dan geldi. Barlogie 84 hasta iceren bir deneme yapti ve hastalarin % 32'si yanit
verdi. Bu da 3 yildan uzun bir siire miyelomlu hastalar i¢in tek ajan aktivitesi olan ilk yeni
ila¢ oldu.

1999 - Protesazom inhibitorleri kanser hiicreleri de dahil olmak iizere hiicrelerdeki
proteinleri par¢alama yetenegini engeller. Bu kanser hiicrelerinin 6lmesine neden olan ve
potansiyel olarak kanserin ilerlemesini yavaslatan proteinlerin birikmesine neden olur.
Bir¢ok proteazom inhibitorii gelistirildikten sonra, Adams ve arkadaslar1 proteazom yolunu
spesifik bir sekilde inhibe eden birkag¢ boronik asit tiirevi bilesik tasarladi ve gelistirdi. Test
icin Bortezobmib (Velcade) secildi.

2002 - Robert Orlowski, babast Marian Orlowski’nin ¢alismasini takiben (Sherwin
Wilk ile ilk proteazom inhibitériinii gelistirdi), ilk klinik ¢alismay1 bortezomib (Velcade) ile
yapti.

2002 - Lenalidomid (bir talidomidin yeni nesil versiyonu, immiinomodiilator ilag
olarak adlandirilir) Dana-Farber'de iiretici tarafindan test edildi. Ticari ismi Revlimid.

2003 - FDA Mayis ayinda bortezomib'i onayladi.

2005 - Greipp ve arkadaslar tarafindan Uluslararasit Evreleme Sistemi gelistirildi.

2006 - FDA bir onceki tedavide basarisiz olan miyelom hastalarinin tedavisi igin
lenalidomid/ deksametazonu onayladi.

Melfalan’in kesfinden sonra, diger sitotoksik ilaclar ve farkli kombinasyonlar tedavide
kullanilmakta olup bu tedaviler tiim yasam siiresi lizerine ¢ok az iyilesme saglamistir.
Halen, yaklasik 40 y1l gectigi halde miyelom hastalarinin yasam stiresi 1970’11 yillardaki 3-4
yildan pek farkli degildir. Hastaligin temel biyolojisinin anlasilmasi ile son yillarda etkili
tedavi yontemlerinde kayda deger ilerleme olmustur. Bu alanda en 6nemli ilerlemelerden
biri hastalifin altinda yatan ve miyelomlu hastalarin akibetini etkileyen genetik
heterojenitenin dneminin belirlenmesidir (16). (248639).

Immiinomodiilatdrler (6rn. Talidomid ve lenalidomid) ve proteazom inhibitorleri
(bortezomib) gibi yeni terapdtik ajanlarin yani sira yiiksek doz kemoterapi ve otolog kok
hiicre transplantasyonu 65 yasina kadar olan MM hastalarda mevcut tedavi se¢eneklerini
olusturur. Yeni terapétik ilaclar ile kombine edilmis konvansiyonel kemoterapi (melphalan
gibi) genellikle 65 yasindan biiyiik veya uygun olmayan hastalarda uygulanir (Palumbo ve
Anderson, 2011; Avigan ve Rosenblatt, 2014; Cavo ve ark, 2011).

Son zamanlarda, iki farkli yeni nesil ilag grubu gelistirildi; bunlar arasinda yeni
proteazom inhibitorleri (carfilzomib, ixazomib and marizomib) ve monoklonal antikorlar,

sinyal yolaklar1 ve kinazlarin spesifik inhibitorleri, deasetilaz inhibitorleri, 6zellikle Hsp90
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inhibitorlerini aktive eden maddeler gibi yeni etki mekanizmalaria sahip ilaglar yer alir
(Palumbo ve ark, 2014). Giiniimiizde, MM hastalarinin medyan genel sagkalimi 7-8 yildir
(Palumbo ve Anderson, 2011).

Bununla birlikte, hastalarin tedavisindeki son gelismelere ve arastirma merkezlerinin
gelistirilmesine ragmen, MM esas olarak edinilmis ila¢ direnci nedeniyle tedavi
edilememektedir (Mitsiades ve ark; 2007). Ayrica, tan1 konan hastalarin yaklasik yiizde
yirmisi, prognostik belirtegler tarafindan tanimlanan tedavi basarisizligi veya plazma hiicreli
l6semi olarak tedavi edilmesi nedeniyle yiiksek risk altindadir. Asagidaki kromozomal
anormallikler olumsuz bir sonugla iliskilendirilmistir: 1)% 15 hastada t (4; 14)
translokasyon, ki bu da FGFR3 (bir reseptor tirozin kinaz) ve multipl miyelom SET
domainin (MMSET; transkripsiyonel bir ¢ekirdek baskilayici olarak etki yapan bir histon
metiltransferaz) ekspresyonunu bozar. ii) yaklasik % 6 hastay1 etkileyen t (14; 16) ve t (14;
20) translokasyonlari, sirasiyla c-MAF ve MAFB onkojenlerinin yukari regiilasyonuna
neden olur; Yeni teshis edilen MM hastalarinin% 10'unda goriilen kromozom 17 (dell7p)
kisa kolunun silinmesi ve MM progresyonu ile birlikte artmasi, TP53'lin hiicre dongiisii ve
sagkalim kontroliindeki roliinii engellemesine neden olur; iv) baslangictaki hastalarin
yaklasik% 40'inda bulunan ve PDZKI1, CKS1B ve ADARI1 gen amplifikasyonu ile
sonuc¢lanan kromozom 1'in uzun kolunun artmasi. PDZK1'in MM hiicrelerine ilag direnci
kazandirdig1 gosterilmistir, buna karsin CSK1B, JAK / STAT3 ve MEK / ERK ile MM
hiicresi proliferasyonunu ve ilag direncini arttirir. ADARI RNA diizenleme, mikroRNA
isleme ve RNA gen susturma teknikleri ile malign yeniden programlamaya yol agarak timor

progresyonunda 6nemli bir rol oynayabilir.

2.2. Notch Sinyal Yolag

Notch, hiicre hiicresi iletisimine aracilik eden ve bugiine kadar c¢alisilan canli
tirlerindeki sinyallesme zincirini koordine eden bir transmembran reseptoriidir (Eric,
2004). Notch kenarlar1 “gentikli” kanatlarla karakterize edilen bir Drosophila susunda
1919'da kesfedilmistir (Grimwade ve ark, 1985). Notch, solucanlardan insanlara kadar ¢ok
sayida canlida gelisim ve molekiiler paternleme i¢in ¢ok 6nemli bulunmustur. (Morgan,
1917).

Notch sinyallemesi Drosophila kanat biiylimesini destekler. CSL transkripsiyon

faktoriintin kayb1 ve buna bagli Notch olusumundaki basarisizlik nedeni ile Su (H) mutant

18



klonlarinda kanat kenarlarinda basarisiz olunmustur. Mutan sus Delta'y1 yanlis ifade etmistir
ve kanadin agir1 biiylimesine neden olmustur.

Notch’in, hiicre kaderi, ¢ogalma ve hiicre 6liimii lizerindeki sayisiz etkisi ile hayvan
tiirlerin ¢ogunda dokularin gelisiminde rol oynadigi yapilan caligmalar ile gosterilmistir.
Notch farklilasmay1 engelleyebilir, geciktirebilir veya indiikleyebilir ve apoptozu, hiicre

boliinmesini veya statik bir durumu ¢esitli sekilde tesvik edebilir (Tablo 3).

Tablo 3. Farkl: tiirlerde Notch sinyal yolagi ile diizenlenen gelisimsel siireglerin kapsamli

olmayan bir listesi (Eric, 2004).

C. elegans D. Melanogaster Omurgalilar
*Erken blastomerin diizenlenmesi *Norogenezisin inhibisyonu *Norogenezisin inhibisyonu
*AC/VU kararlanmasinin diizenlenmesi *Glikogeneozis diizenlenmesi oi¢ kulaktaki diizenlenmeler
*Vulval prekiirsor kaderlenmenin *Kanat yerlesimi indiiklenmesi *Non-noral ektodermal tiirevlerinin
diizenlenmesi *Miyogenezisi ve kardiyogenezis inhibisyonu
*Sag ve sol asimetrinin indiiklenmesi *Orta bagirsak inhibisyonu *Sag ve sol asimetrinin indiiklenme
*Germline proliferasyonun indiiklenmesi *Meszodermin indiiksiyonu *Uzuv gelisiminin diizenlenmesi
*Kanat kenar1 indiiksiyonu *Somatogenezisin diizenlenmesi
*Bacak segmentlerinin indiiksiyonu  eLenfopoezin diizenlenmesi
*G6z dorsaventralnin indiiksiyonu *Damar gelisimin diizenlenmesi
*G0z koni hiicreleri indiiksiyonu *Bobrek gelisiminin diizenlenmesi

*Hematopoezin diizenlenmesi

2.2.1. Notch Sinyal Yolaginin Temel Bilesenleri

Notch, liganlar aracilifiyla komsu hiicreler ile homotipik iletisim kurarak hiicrelerin
farklilasmasinda ve ¢ogalmasinda rol alan bir proteindir. Delta ve Jagged olmak lizere 2
Notch ligand ailesi tanimlanmistir (Osborne ve Miele, 1999). Notch reseptdr ailesinin
Notch1-4 olmak iizere 4 tane liyesi vardir (Tablo 4). Her bir iiye hiicre dis1, zar gegisli ve
hiicre i¢i (ICN) alt birimlerden olusan genis, tek bir heterodimerik proteindir (Kopan ve
Goate, 2000).

Sineklerde Notch, nérojenik mutantlarin en 6nemli bir {iyesidir. Bunlar epidermiste
dikkate deger bir miktarda noron iirettikleri icin adlandirilmistir (Poulson, 1945; Lehmann
ve ark, 1983). Nematodlarin hiicre hatlarin1 ve germ-line ¢ogalmasini etkileyen mutasyonlar
tarafindan tanimlanan iki homolog (Lin-12 ve GLP-1) vardir. Lin-12/glp-1 ¢ifti mutanti,
solucandaki Notch aktivitesinin tam kaybi ile olusturan bir agregat fenotipini goriintiiler. Bu
fenotip solucanlarda kiigiik bir ‘lin ve GLP* veya ‘LAG’ mutantlarmin karakteristigidir

(Lambie ve Kimble, 1991). Notch sinyal yolaginin temel bilesenleri; Notch reseptorii, DSL

19



(Delta ve Serrate Benzeri) Ligandlar ve CSL (omurgalilarda CBF1/RBPJK-kappa,
Drosophila'da Su(H), C. elegans'ta Lag 1) DNA baglayici proteinlerdir. Notch reseptdriiniin
ligandlar1 Delta benzeri liganlar (DLL1, DLL3 ve DLL4) ve Serrate Benzeri liganlar (JAGI
ve JAG2) olmak {izere iki gruba ayrilir (Tablo 4).

Tablo 4. Notch sinyal yolagi ¢ekirdek bilesenleri

Temel Bilesenler C. elegans D. melanogaster Memeliler
Ligand LAG-2 Delta Delta-like (DLL1)
Delta-like (DLL2)
APX-1 Delta-like (DLL3)
Jagged 1 (JAG1)
ARG-2 Jagged 2 (JAG2)
Receptor (Notch) F16B12.2 Notch Notchl
Notch2
Notch3
Notch4
Transkripsiyon ~ LIN-12
Faktori (CSL) Suppressor of Hairless [Su(H) ] CBF1/RPBJk/RPBL
GLP-1
LAG-1

Notch reseptorii hiicre ici, hiicre dis1 ve zara gomiilii kisimlar olmak {izere ii¢
kisimdan olusur. Her bir liyesinde farkli sayida tekrar igeren ekstraseliiler bolge 36 ardigik
EGF (Epidermal Growth Factor) benzeri tekrar ve 3 sisteince zengin LIN 12 tekrari igerir.
EGF tekrarlar1 Notch reseptoriiniin ligandlarla baglanmayi1 saglar. Notch reseptoriiniin hiicre
ici kismina Notch hiicre i¢i bolge (Notch Intraseliiler Domain: NICD) de denir. Hiicre ici
bolgede; 6 ardigik ankirin tekrari, RAM 23 bolgesi, bir glutamin zengin bolge (opa) ve
prolin, glutamat, serin ve treonince zengin PEST boélgesi bulunur (Sekil 7). RAM 23
domaini ve ankirin tekrarlar1 Notch reseptoriiniin niikleustaki transkripsiyon faktorleri ile

baglantisini gii¢lendirir
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Sekil 7. Notch reseptorleri ve DSL ligandlari (Dallman ve ark, 2005).

2.2.2. Notch Sinyal Yolag1 Aktivasyonu

Notch'in ligand: ile aktivasyonu Notch’un iki proteolitik bolinmesini (S2 ve S3)
tetikler. S3 boliinmesi, gekirdege transloke olan Notch hiicre i¢i domainini (Notch-intra)
serbest birakir. Notch-intra CSL’yi aktive eder. CSL co-represdr kompleksi Notch-intra
hedef gen aktivasyonuna aracilik eden Notch-intra (Co-A, yesil simgeler) igeren bir ko-
aktivator kompleksi ile yer degistirmistir. Niikleer Notch-intra'nin yoklugunda, CSL, Notch
hedef genlerin transkripsiyonunu aktif olarak baskilayan bir ortak baskilayict kompleksi

(Co-R, kirmizi ikonlar) ile iligkilendirir.
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Sinyal alan hiicre

Sekil 8. Notch yolaginin temel ¢alismasi (Eric C.L. 2004).

2.2.3. Multipl Miyelomda Notch Sinyal Yolag Degisiklikleri

MM’da hem reseptorlerin hem de ligandlarin asir1 ekspresyonu Notch yolaginda
diizensizligine neden olur (Tablo 5). Ozellikle immiinohistokimyasal analizler Notchl,
Notch2 ve Jaggedl’in, neoplastik olmayan seviyelere kiyasla birincil MM hiicrelerinde
yiiksek oranda eksprese oldugunu ortaya ¢ikarmistir. (Jundt ve ark, 2004) Ayrica, Notchl ve
Jaggedl ekspresyonunun artist MGUS'den MM'ye hastalik ilerlemesi iizerine rapor edildi
(Skrtic ve ark, 2010). MM hastalarinda (yaklasik % 6) t (14; 16) (q32; g23) ve t (14; 20)
(q32; qll1) translokasyonlarin1 tasiyan grupta NOTCH2 gen ekspresyon seviyeleri ve
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir. Bu translokasyonlar, NOTCH2 transkripsiyonundan
sorumlu iki transkripsiyon faktoriiniin (sirasiyla C-MAF ve MAFB) aktivasyonu ile

sonuglanir (Van Stralen ve ark, 2009). Jagged2 deregiilasyonu, MM ekspresyonunda iyi
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huylu MGUS fazinda meydana gelen erken bir olay oldugu icin MM patogenezinde daha
onemli bir adim gibi goriinmektedir. Jagged2 disregiilasyonunda yer alan mekanizmalar
karmasiktir ve Jagged2 promoter hipometilasyonunu (Houde ve ark, 2004), Skeletrofin'in
anormal ekspresyonunu, Jagged2 aktivitesi i¢in gerekli olan bir Ubiquitin-ligazin1 ve
Jagged2 promoter asetilasyonu (Takeuchi ve ark, 2005) ile sonuglanan ve transkripsiyona
neden olan SMRT / NCoR2 ¢ekirdek baskilayicisinin kaybini igerir (Ghoshal ve ark, 2009).

Tablo 5. Multipl miyelomda notch sinyal yolag1 degisiklikleri

Deregiilasyon Tiirii Faz Mekanizma
Notch1/Jaggedl ekspresyonu MGUS tan MM ilerleme Bilinmeyen
Notch2 agir1 ekspresyonu MM (14; 16) (g32; g23) ve t (14; 20)

(932; gl1l1) nedeniyle MAF
genleri ile transaktivasyon
Jagged?2 asir1 ekspresyonu MGUS tan beri Skeletrofin'in anormal
ekspresyonunu, Jagged?2
aktivitesi igin gerekli olan bir
Ubiquitin-ligazin1  ve Jagged2
promoter  asetilasyonu ile
sonuglanan ve transkripsiyona
neden olan SMRT / NCoR2

cekirdek baskilayicisinin
kaybini igerir

Hes5 agin1 ekspresyonu MM (LB alt grubu) Bilinmeyen

Notch yolu tiyelerinin artmig MM (HY alt grubu) Mekanizma:kromozom trizomisi

kopyasi

2.2.4. MM Hiicrelerinde Notch Sinyallemesinin Homotipik ve Heterotipik Aktivasyonu

MM hiicrelerindeki Notch sinyallemesi ¢evredeki kemik iligi hiicrelerinin yiizey
membraninda ifade edilen Notch ligandlar1 tarafindan da aktive edilebilir (Sekil 9). Xu ve
arkadaslar1 kemik iligi stromal hiicrelerin DLL1 ifade ettigini ve MM hiicrelerinde Notch2
ile birlesebildigini gostermistir. Notch2 aktivasyonu bortezomib karsi tedaviye direncin
gelismesine katkida bulunan CYP1Al'in (sitokrom P450, aile 1, alt aile A, polipeptit 1)
artmasina neden olmustur (Xu ve ark, 2012). In vivo MM modelinde Notch-bloke edici ajan
ve bortezomib ile combine tedavi genel sagkalimda belirgin bir iyilesme ile sonuglanan

bortezomib'e karst duyarliligt arttirmistir (Colombo ve ark, 2015).
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MIYELOM HUCRESI Proliferasyon (SDF1a)

Jagged Hayatta Kalma
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Kendini Yineleme
Jagged
Osteoklastogenezis (RANKL)

®_
>¢  CXCRa _

Kemik iligi stromal hiicresi

DL

Sekil 9. MM hiicrelerinde Notch sinyallemesinin homotipik ve heterotipik aktivasyonu
(Colombo ve ark, 2015).

2.2.5. MM hiicrelerinde Notch sinyallemesinin Bmsc aracili heterotipik aktivasyonu

MM’deki Notch reseptorleri ve ligandlar disregiilasyonunun ikinci ve Onemli bir
sonucu, MM hiicrelerinin kemik iligi nisini sekillendirebilme yetenegi ile ilgilidir (Sekil 10).
Jagged2, kemik iligi stromal hiicrelerden interlokin 6 (IL6), vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) ve insiilin benzeri biliylime faktorii 1 (IGF1) dahil olmak iizere ¢6ziinebilir
faktorlerin salinimini artirir (Houde ve ark, 2004). IL6, in vitro olarak deksametazona (Liu
ve ark, 2013) kars1 direncin gelistirilmesinde rol oynayan MM hiicreleri (Anderson ve
Carrasco, 2011) i¢in ana biliylime faktoriidir. Anti-IL6 monoklonal antikor olan
Siltuximab'in, refrakter(tedaviye cevap vermeyen ya da inat¢1) MM hastalari {izerinde faz 2
klinik denemesinde tek basina veya deksametazon ile kombinasyonu iimit verici sonuglar
verdigi dogrulanmaktadir (Voorhees ve ark, 2013). VEGF, neo-anjiyogenezin Liu ve ark,
2014) yan1 sira, MM hiicre biiyiimesini (Podar ve ark, 2001) saglayarak timor yiikiinii ve
MM'nin ilerlemesini dogrudan ve dolayl olarak tesvik eder (Giuliani ve ark, 2011). IGF1,
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MM hiicresinde hayatta kalmay1 ve bortezomib direncinin gelisimini destekler (Kuhn ve
arki 2012).

I MM hiicre proliferasyonu
i IL6, VEGF, SDF1a)

BMSC tiiretilen ilac
direnci
_»" (GF,IL6)

Anjiyogenezis (VEGF)

Kemik iligi stromal hiicresi

Sekil 10. MM hiicrelerinde Notch sinyallemesinin BMSC aracili heterotipik aktivasyonu
(Colombo ve ark, 2015).

2.2.6. Notch Sinyallenmesinin MM ile Tliskili Kemik Hastahg

MM’de Notch sinyallemesinin diizensizligi ayni zamanda OCL’ler ve OBL’ler
arasindaki dengesizlige katkida bulunarak MM ile iligkili kemik hastalifinda da rol oynar
(Sekil 11). MM hiicrelerinde yiiksek Notch sinyallemesi major osteoklastojenik ¢oziinebilir
faktor RANKL'in salinimint uyarir. MM hiicre kaynakli Notch ligandlar1 (Jaggedl ve 2),
kemik iligi stromal hiicrelerde Notch sinyallemesini aktive ederek RANKL salgisini
giclendirir. RANKL, OCL progenitorleri iizerinde RANK ile birlesir. Boylece
osteoklastojenik NF-kB yolagini aktive eder ki bu da Notch2 ekspresyonunu tesvik ederek
osteoklastojenik Notch sinyalini uyarir. MM hiicre tilirevli Jagged ligandlari, Notch2 ile
etkilesime girerek OCL progenitorlerinde Notch sinyalini daha da artirir. Ozellikle, Jagged|1
/ Jagged2’yi susturma bu tiir etkileri geri alabilir (Colombo ve ark, 2014).

MM’deki Notch hiperaktivitesi osteoblast gelisimini etkileyebilir. Zanotti ve
arkadaslar1 (2008) transgenik farelerde selektif Notch aktivasyonunun osteoblast

progenitdrlerinde farklilagmasini engelledigini gostermistir. Bu, MM hiicre kaynakli Notch
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ligandlarinin, osteoblast progenitorlerinin farklilagmasin1 engelleyen Notch aktivitesini

uyararak osteoblast’larin azalmasindan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kemik iligi stromal hiicresi

Miyelom hiicresi

Sekil 11. Notch hiperaktivasyonu (Colombo ve ark, 2015).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Gruplar ve Materyallerin Toplanmasi

Calisma icin Aydin Adnan Menderes Universitesi T1p Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 10.08.2017 tarihinde onay alinmistir. Calismaya
katilan her hastaya bilgi verildigine ve c¢alismaya katilmayr kabul ettigine dair
bilgilendirilmis goniillii olur formu imzalatilmistir. Calisma siiresince kullanilan kimyasal
ve sarf malzemeler Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri (BAP)
TPF-18027 numarali proje kapsaminda saglanmistir. Calismada 04.12.2017-1.07.2019
tarihleri arasinda Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Hematoloji Polikinligi tarafinca multiple myelom tanisi1 konulan,
kemoterapi tedavisine baslanilan hastalardan kemoterapi Oncesi ve sonrasi aylarda
kemoterapi sonrasi olacak sekilde 5’er ml serum tiipline kan alinmistir.

Hastalarin calismaya dahil edilme kriterleri ilk kez Aydin Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Hematoloji Poliklinigince MM
tanis1 almasi yada bagka bir dis merkezde tanis1 konmus fakat kemoterapi siireci baglamamaig
ve 18 yas lizerinde olmasidir. Calismadan ¢ikarilma kriteri ise sadece hastanin goniillii olup
olmadigidir. calismamiza katilmay1 kabul ettikten sonra, ¢alismanin her asamasinda hasta

istedigi zaman ¢ikabilir ve bu durumda her hangi bir prosediir yoktur.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Bu c¢alismada Aydin Adnan Menderes Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesinde bulunan santirfiij, -80 °C derin dondurucu, kullanildi. ELISA analizleri igin
Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda
bulunan ELISA okuyucusu (Optic IvyMen system, 20100-C, ispanya) (Sekil 12), ELISA
plaka inkiibatorii kullanildi.
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Sekil 12. ELISA okuyucusu (Optic lvyMen system, 20100-C, Ispanya).

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Analizler i¢in serum, plazma, doku homojenati diger biyolojik sivilar ve hiicre
kiiltiirleri i¢in uygun insan spesifik ticari ELISA test kiti (Bioassay Technology Laboratory,
Cin) kullanild: (Sekil 13).

R i
Uife Sclence F0

¢ o Brpas A I

£ momst

Sekil 13. Bioassay elisa Kiti

3.4. Kan Orneklerinin Alimmasi ve Hazirlanmasi

[k kez multiple myelom tanis1 konulan hastalardan serum tiipiine alinan kan érnekleri

30 dakika oda sicakliginda 6rneklerin pihtilagmasi i¢in bekledikten sonra 3000 RPM’de 15
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dakika santrifiijlendi. Elde edilen serum Ornekleri (Sekil 14) aliquatlanarak, kayit altina

alind1 ve analizler yapilincaya kadar -80 °C’de saklandi.
T

Sekil 14. Serum 6rnekleri

3.5. Serum Notchl Diizeyinin Belirlenmesi

Alinan serum Orneklerindeki Notch1 diizeyleri serum, plazma, doku homojenat1 diger
biyolojik sivilar ve hiicre kiiltiirleri i¢in uygun insan spesifik ticari ELISA test kiti (Bioassay
Technology Laboratory, Cin) kullanilarak belirlendi. Notch 1’in ELISA ydntemi ile analizi,
kantitatif sandvi¢-enzim immiinoassay prensibine dayanir. Bu analizde insan Notchl
antikoru ile kapl ticari plaka kullanildi. Analiz edilecek 6rnegin i¢inde bulunan Notchl
plakada kapli bulunan antikorlara baglandi. Ardindan biyotin ile konjuge antikor ilave
edilerek Ornekte bulunan Notchl’lere baglanmasi saglandi. Streptavidin-HRP ilavesi
edilerek olusan antikor-antijen konjugatina baglanmasi i¢in inkiibe edildi. Yikama isleminin
ile reaksiyon ortaminda bulunan baglanmayan Streptavidin-HRP uzaklastirildi. Substrat
soliisyonun ilave edilmesi ile 6rnekte ne kadar Notchl varsa diizeyine paralel olarak renk
olusur. Reaksiyonun asidik durdurma solusyonu ilave edilerek inkiibasyon siiresi sonunda
durdurulmasi ile olusan sar1 rengin optik dansitesi (O.D.) 450 nm’de ELISA okuyucusunda

spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Kitin icinden ¢ikan ayiraclar:
1. Insan Notchl antikorlar ile kapli ELISA plakasi
2. Notch1 standart solusyonu (192 ng/ml)
3. Standart dilusyon tamponu
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Streptavidin-HRP solusyonu (1x)
Asidik durdurma solusyonu (1x)
Substrat solusyonu A (1x)
Substrat solusyonu B (1x)

L N o g B

Konsantre yitkama tamponu (25X)
9. Biotin ile konjuge Notchl antikoru
Hazirhk:

1. Tim ornekler ve ayiraglar oda 1sina getirildi.

2. Standartlarin hazirlanigi: kullanima hazir 192 ng/ml konsantrasyonunda olan
standart soliisyonundan 120 pl alinarak ayni miktarda standart diliienti ile
seyreltildi. Elde edilen standart ana stok (96 ng/ml) seklinde kullanilarak bundan
1:2 oraninda dilusyonlar ile 48 ng/ml, 24 ng/ml, 12 ng/ml ve 6 ng/ml
konsantrayonlarinda standart cozeltiler elde edildi. Standart diliienti zero

standart olarak (0 ng/ml) hazirland1 (Sekil 15).

120 ul 120 ul 120 ul 120 ul 120 pl

% AN TN TR

T

Standart Standart Standart Standart Standart Standart
Konsant. No. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No. 5

=
U

192 ng/ml 96 ng/ml 48 ng/ml 24 ng/ml 12 ng/ml 6 ng/ml

Sekil 15. Notch1 analizinde kullanilan standartlarin hazirlanmasi
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Yapihsi:

1. Analize baslamadan 6nce gerekli sollisyonlar ve standartlar hazirlandi.

2. Standartlarin ve 6rneklerin konulacagi kuyucuklar belirlendi.

3. Kapli ELISA mikroplakasina hazirlanan 96 ng/ml; 48 ng/ml; 24 ng/ml; 12
ng/ml; 6 ng/ml standart solusyonlarindan 50 pl ¢ift tekrarli olmak iizere ilave edildi.

4. Serum oOrneklerinden 6rnek kuyucuklarina 40 ul pipetlenerek tizerlerine 10 ul
biotin ile konjuge Notchl antikoru ilave edildi.

5. Zero standart hari¢ hazirlanan tim standart ve 6rneklere 50 pl Streptavidin-
HRP solusyonu ilave edilerek mikroplaka diisiik devirde ¢alkalandi.

6. ELISA mikroplakasinin iizeri kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

7. Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklar baglanmayan antikorlar:
uzaklagtirmak i¢in 5 defa 350 pl yikama tamponu (1x) ile 1 dakikaya kadar
calkalanarak manuel yikandi. Bu asamada ELISA mikroplakasinin kurumamasina
0zen gosterildi.

8. Tim kuyucuklara 50 pl substrat solusyonu A ve 50 pl substrat solusyonu B
ilave edilerek, ELISA mikroplakasmin {izeri kapatildi ve 37°C’de 10 dakika
karanlikta inkiibe edildi.

9. Her kuyucuga inkiibasyonun ardindan 50 pl reaksiyonu durdurma solusyonu
ilave edilerek, kuyucuklardaki mavi rengin sariya doniismesi takip edildi.

10. Olusan rengin optik dansitesi 450 nm’de ELISA okuyucusunda dl¢iildii.

Hesaplanmasi:

Biitiin 6rneklerin ve standartlarin absorbansi ELISA okuyucusunda belirlendikten
kaydedildi. Standartlarin O.D. ile curve expert 1.4 programi kullanilarak kalibrasyon egrisi
hazirlandi ve 6rneklerin konsantrasyonu (ng/ml) elde edilen egriden yararlanilarak belirlendi
(Sekil 16). Standart grafiginden elde edilen sonuglar sulandirma faktorii dikkate alinarak

hesaplandi.
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Sekil 16. Notchl kalibrasyon egrisi

3.6. Serum Notch2 Diizeyinin Belirlenmesi

Hastalardan alinan serum orneklerindeki Notch2 diizeyleri insan spesifik ticari ELISA
test kiti (Bioassay Technology Laboratory, Cin) kullanilarak belirlendi. Notch2’nin
analizinde kantitatif sandvig-enzim immiinoassay prensibine dayanan ELISA yonteminden
yararlanildi. Analizde ticari olarak satin alinan insan Notch2 antikoru ile kapli ELISA
mikroplaka kullanilir. Orneklerdeki Notch2 plakada kapli bulunan antikorlara baglanmasi
icin inkiibe edilir. Ardindan biyotin ile konjuge antikor Ornekte bulunan Notch2’lere
baglanir. Streptavidin-HRP ilavesi edilerek olusan antikor-antijen konjugatina baglanmasi
icin inkiibe edilir. Reaksiyon ortaminda bulunan baglanmayan Streptavidin-HRP’ nin
uzaklagtirilmasi i¢in yikama islemi gergeklestirilir. Ardindan substrat soliisyonun ilave
edilmesi ile 6rnekte bulunan Notch2 diizeyi kadar renk meydana gelir. Asidik durdurma
solusyonu ilave edilerek substratin enzim tarafindan doniisiimii durdurulur. Olusan sari
rengin optik dansitesi (O.D.) 450 nm’de spektrofotometrik dl¢im yontemine dayali ELISA

okuyucusunda elde edilir.

Kitin icinden ¢ikan ayiraclar:
1. Insan Notch2 antikorlari ile kapli ELISA plakasi
2. Notch2 standart solusyonu (128 ng/ml)
3. Standart dilusyon tamponu
4. Streptavidin-HRP solusyonu (1x)
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Asidik durdurma solusyonu (1x)
Substrat solusyonu A (1x)
Substrat solusyonu B (1x)

Konsantre yikama tamponu (25X)

© © N o O

Biotin ile konjuge Notch2 antikoru

Hazirhk:

1. Tim ornekler ve ayiraglar oda 1sina getirildi.

2. Standartlarin hazirlanist: kullanima hazir 128 ng/ml konsantrasyonunda olan
standart sollisyonundan 120 pl alinarak ayni miktarda standart diliienti ile
seyreltildi. Elde edilen standart ana stok (64 ng/ml) seklinde kullanilarak bundan
1:2 oraninda dilusyonlar ile 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml ve 4 ng/ml
konsantrayonlarinda standart ¢ozeltiler elde edildi. Standart diliienti zero standart

olarak (0 ng/ml) hazirland1 (Sekil 17).

120 ul 120 ul 120 ut 120 pi 120 pl

% N TN T s, T

11T

Standart Standart Standart Standart Standart Standart
Konsant. No. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No. 5

128 ng/ml 64 ng/ml 32 ng/ml 16 ng/ml 8ng/ml 4 ng/ml

Sekil 17. Notch2 analizinde kullanilan standartlarin hazirlanmasi
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Yapihsi:

1. Analize baslamadan oOnce gerekli soliisyonlar ve standartlar hazirlandi.
ELISA mikroplakasina standartlarin ve Orneklerin konulacagi kuyucuklar
ayarlandu.

2.Kapli ELISA mikroplakasina hazirlanan 64 ng/ml; 32 ng/ml; 16 ng/ml; 8
ng/ml; 4 ng/ml standart solusyonlarindan 50 pl ¢ift tekrarli olmak iizere ilave
edildi.

3.0meklerinden kuyucuklara 40 ul pipetlenerek iizerlerine 10 pl biotin ile
konjuge Notch2 antikoru ilave edildi.

4.Zero standart (0 ng/ml ) hari¢ hazirlanan tiim standart ve 6rneklere 50 pl
Streptavidin-HRP solusyonu ilave edilerek, orbital bir sekilde karistirildi.

5.ELISA mikroplakasinin iizeri kapatilarak 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

6.Inkiibasyonun ardindan standart ve &rnekler baglanmayan antikorlari
uzaklagtirmak i¢in 5 defa 350 pl yikama tamponu (1x) ile 1 dakikaya kadar
calkalanarak manuel yikandi.

7. Yikama iglemi esnasinda ELISA mikroplakasinin kurumamasina &zen
gosterildi.

8.Tim kuyucuklara 50 pl substrat solusyonu A ve 50 pl substrat solusyonu B
ilave edilerek, ELISA mikroplakasinin iizeri kapatildi.

O.Substratlarin  enzim tarafindan doniisiime ugratilmast i¢cin ELISa
mikroplakast 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibe edildi.

10. Her kuyucuga inkiibasyonun ardindan 50 pl reaksiyonu durdurma
solusyonu ilave edilerek, kuyucuklardaki mavi rengin saritya donilismesi takip
edildi.

11. Olusan rengin optik dansitesi 450 nm’de ELISA okuyucusunda o6l¢tildii.

Hesaplanmasi:

Biitiin orneklerin ve standartlarin absorbanst ELISA okuyucusunda belirlendikten

kaydedildi. Standartlarin O.D. ile curve expert 1.4 programi kullanilarak kalibrasyon egrisi

hazirland1 ve Orneklerin igerdigi Notch2 proteinin konsantrasyonu (ng/ml) elde edilen

egriden yararlanilarak belirlendi (Sekil 18). Standart grafiginden elde edilen sonuglar

sulandirma faktorii dikkate alinarak hesaplandi.
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Sekil 18. Notch2 kalibrasyon egrisi

3.7. Serum Jagged1 Diizeyinin Belirlenmesi

Jaggedl proteinin ng/ml cinsinden miktari insan spesifik serum, plazma, doku
homojenat1 diger biyolojik sivilar ve hiicre kiiltiirleri icin uygun ticari ELISA test kiti
(Bioassay Technology Laboratory, Cin) kullanilarak belirlendi. Jaggedl’in analizinde,
kantitatif sandvi¢-enzim immiinoassay prensibine dayanan ticari olarak satin alinan insan
Jagged-1 antikoru ile kapli ELISA mikroplaka kullanildi. Orneklerdeki Jagged1’in plakada
kapli bulunan antikorlara baglanmasinin ardindan biyotin ile konjuge antikorun olusan
antikor-antijen kompleksine baglanmasi i¢in inkiibayon islemi gergeklestirildi. Olusan
antijen-antikor kompleksini beliryebilmek i¢in ortama Streptavidin-HRP ilave edildi.
Reaksiyon ortaminda baglanmayan Streptavidin-HRP yikama islemi ile uzaklastirildi.
Ortama substrat soliisyonundan ilave edilerek ornekte bulunan Jaggedl diizeyi belirlendi.
Analizi yapilan ornekteki Jaggedl diizeyine paralel bir sekilde mavi renk meydana geldi.
Asidik durdurma solusyonu ilave edilmesi ile substratin enzim tarafindan dontisiimii
durduruldu ve reaksiyon ortaminin rengi maviden sartya dondii. Olusan sar1 rengin optik
dansitesi (O.D.) 450 nm’de spektrofotometrik Ol¢lim yoOntemine dayali ELISA

okuyucusunda elde edildi.
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Kitin icinden ¢ikan ayiraclar:

Insan Jagged] antikorlar1 ile kapli ELISA plakasi
Jagged1 standart solusyonu (48 ng/ml)

Standart dilusyon tamponu

Streptavidin-HRP solusyonu (1x)

Asidik durdurma solusyonu (1x)

Substrat solusyonu A (1x)

Substrat solusyonu B (1x)

Konsantre yikama tamponu (25X)

© 0 N o g Bk~ w DN PE

Biotin ile konjuge Jaggedl antikoru

Hazirhk:

1. Tim ornekler ve ayiraglar oda 1sina getirildi.

2. Standartlarin hazirlanigi: kullanima hazir 48 ng/ml konsantrasyonunda olan
standart sollisyonundan 120 pl alinarak ayn1 miktarda standart diliienti ile seyreltildi.
Elde edilen standart ana stok (24 ng/ml) seklinde kullanilarak bundan 1:2 oraninda
dilusyonlar ile 12 ng/ml, 6 ng/ml, 3 ng/ml ve 1,5 ng/ml konsantrayonlarinda standart
cozeltiler elde edildi. Standart diliienti zero standart olarak (0 ng/ml) hazirlandi
(Sekil 19).

120 ul 120 ul 120 ul 120 ul 120 pl

% ATNZ TRV ROV N i

Tk

Standart Standart Standart Standart Standart Standart
Konsant. No. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No. 5

G

48 ng/mi 24 ng/ml 12 ng/ml 6 ng/ml 3ng/ml 1,5ng/mi

Sekil 19. Jaggedlanalizinde kullanilan standartlarin hazirlanmasi.
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Yapihsi:
1. Analize baslamadan Once gerekli soliisyonlar ve standartlar hazirlandi.
Mikroplakada standartlarin ve 6rneklerin konulacagi kuyucuklar belirlendi.
2.Standartlar igin belirlenen kuyucuklara hazirlanan 64 ng/ml; 32 ng/ml; 16
ng/ml; 8 ng/ml; 4 ng/ml standart solusyonlarindan 50 pl ¢ift tekrarli olmak tizere
ilave edildi.
3.Serum ornekleri ic¢in belirlenen kuyucuklara ise 40 pl 6rneklerden, 10 pl
biotin ile konjuge Jagged 1 antikoru pipetlendi.
4.Sadece standart diliienti igceren zero standartin diginda hazirlanan tim
kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP solusyonu ilave edilerek, calkalandi.
5.ELISA mikroplakasmin iizeri kapatildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.
Ardindan baglanmayan antikorlar1 ve fazla Streptavidin-HRP soliisyonunu
uzaklastirmak i¢in yikama islemi gergeklestirildi.
6.Yikama islemi 5 defa 350 ul yikama tamponu (1x) ile 1 dakikaya kadar
calkalanarak, ELISA mikroplakasnin kurumamasma &zen gostererek manuel
yapildi.
7.Tiim kuyucuklara 50 pl substrat solusyonu A ve 50 pl substrat solusyonu B
ilave edilerek, 37°C’de 10 dakika karanlikta inkiibasyon gergeklestirildi.
8. Antikor-antijen kompleksine bagli bulunan Streptavidin-HRP  enzim
soliisyonun substrat1 doniigiime ugratmasini durdurmak amaciyla tiim kuyucuklara
50 wl asidik reaksiyonu durdurma solusyonu ilave edildi.
9.Kuyucuklardaki mavi rengin sartya dontismesi takip edildi.
10. Serum Orneklerindeki Jaggedl ile dogru orantili bir sekilde olusan sari
rengin optik dansitesi 450 nm’de ELISA okuyucusunda 6l¢iildii.
Hesaplanmasi:
Analiz sonu elde edilen standartlarin O.D. degerleri ile curve expert 1.4 programi
kullanilarak kalibrasyon egrisi hazirlandi. Her 6rnek i¢in Jagged-1 proteinin konsantrasyonu
elde edilen standart grafiginden yararlanarak ng/ml olarak belirlendi (Sekil 20). Elde edilen

sonuglar sulandirma faktorii dikkate alinarak hesaplandi.
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Sekil 20. Jagged! kalibrasyon egrisi

3.8. Serum Jagged2 Diizeyinin Belirlenmesi

Omneklerdeki Jagged2 proteinin ng/L cinsinden miktarmin tayininde Kantitatif
sandvi¢-enzim immiinoassay prensibine dayanan insan spesifik ticari ELISA test Kiti
(Bioassay Technology Laboratory, Cin) kullanildi. Kitin i¢inden ¢ikan insan Jagged2
antikoru ile kapli ELISA mikroplakasina, 6rneklerdeki Jagged2’nin plakada kapli bulunan
antikorlara baglanmasi i¢in inkiibe edilidi. Olusan komplekse biyotin ile konjuge antikorun
baglanmasi i¢in inkiibe edildi. Ardindan Streptavidin-HRP ilave edilerek, baglanmayanlarin
uzaklastirilmasi i¢in yikama islemi gergeklestirildi. Jagged2 diizeyini belirleyebilmek igin
ortama substrat soliisyonundan ilave edildi. Streptavidin-HRP tarafindan substratlar
dontisiime ugratilarak ornekte bulunan Jagged2 diizeyi kadar mavi renk meydana geldi.
Asidik durdurma solusyonu ilave edilerek, reaksiyon ortaminda sari renk meydana geldi.
Olusan renkoptik dansitesi (O.D.) 450 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yontemine dayali
ELISA okuyucusunda elde edildi.

Kitin icinden ¢ikan ayiraclar:

Insan Jagged2 antikorlari ile kapli ELISA plakasi
Jagged2 standart solusyonu (960 ng/L)

1

2

3. Standart dilusyon tamponu

4. Streptavidin-HRP solusyonu (1x)
5

Asidik durdurma solusyonu (1x)
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6. Substrat solusyonu A (1x)

7. Substrat solusyonu B (1x)

8. Konsantre yikama tamponu (25X)

9. Biotin ile konjuge Jagged?2 antikoru
Hazirhk:

1. Tim 6rnekler ve ayiraglar oda 1sina getirildi.

2.Standartlarin hazirlanisi: kullanima hazir 960 ng/L konsantrasyonunda olan
standart soliisyonundan 120 pl alinarak aymi miktarda standart diliienti ile
seyreltildi. Elde edilen standart ana stok (480 ng/L) seklinde kullanilarak bundan
1:2 oraminda dilusyonlar ile 240 ng/L, 120 ng/L, 60 ng/L ve 30 ng/L
konsantrayonlarinda standart ¢ozeltiler elde edildi. Standart diliienti zero standart

olarak (0 ng/ml) hazirland1 (Sekil 21).

120 ul 120 pl 120 ul 120 ul 120 pl

% 7N TN Y, T

TR

Standart Standart Standart Standart Standart Standart
Konsant. No. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No. 5
960 ng/L 480 ng/L 240ng/L  120ng/L  60ng/L 30 ng/L

=
U

Sekil

21. Jagged?2 analizinde kullanilan standartlarin hazirlanmasi

Yapihs::

1. Analize baglamadan 6nce gerekli soliisyonlar ve standartlar hazirlandi.

2.Mikroplakada standartlarin ve 6rneklerin konulacagi kuyucuklar belirlendi.
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3.Hazirlanan 480 ng/L; 240 ng/L; 120 ng/L; 60 ng/L; 30 ng/L standart
solusyonlarindan 50 pl ¢ift tekrarli olmak tizere ilave edildi.

4.Serum Ornekleri icin belirlenen kuyucuklara ise 40 pl Orneklerden
pipetlenerek tizarlerine 10 pul biotin ile konjuge Jagged-2 antikoru ilave edildi.

5.Sadece standart dillienti iceren zero standartin disinda hazirlanan tim
kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP solusyonu ilave edilerek, ¢alkalandi. 37°C’de
60 dakika inkiibe edildi.

6. Inkiibasyonun ardindan baglanmayan antikorlar1 ve fazla Streptavidin-HRP
sollisyonunu uzaklastirmak i¢in 5 defa 350 pl yikama tamponu (1x) ile 1 dakikaya
kadar calkalanarak yikama iglemi gerceklestirildi.

7.Tiim kuyucuklara 50 pl substrat solusyonu A ve 50 pl substrat solusyonu B
ilave edildi (Sekil 22).

8.Substrat soliisyonlarinin ilave edilmesinden sonra 37°C’de 10 dakika
karanlikta inkiibasyon gergeklestirildi.

9. Inkiibasyon siiresinin sonunda tiim kuyucuklara 50 pl asidik reaksiyonu
durdurma solusyonu ilave edildi (Sekil 23).

10.Serum Orneklerindeki Jagged-2 ile dogru orantili bir sekilde olusan sari

rengin optik dansitesi 450 nm’de ELISA okuyucusunda 6l¢iildii.

Sekil 22. Durdurma soliisyonundan 6nce jagged2 ornekleri
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Sekil 23. Durdurma soliisyonundan sonra Jagged2 drneklerinde olusan renk degisimi

Hesaplanmasi:

Analiz sonu elde edilen standartlarin O.D. degerleri ile curve expert 1.4 programi
kullanilarak kalibrasyon egrisi hazirlandi. Her 6rnek i¢in Jagged-2 proteinin konsantrasyonu
elde edilen standart grafiginden yararlanarak ng/ml olarak belirlendi (Sekil 24). Elde edilen

sonuglar sulandirma faktorii dikkate alinarak hesaplandi.

S =0.03615496
r=0.99942178

rL -
2977
A 8% ]

N

Y Axis (units)

o8]

o0 7]

T
0.0 4.4 8.8 13.2 17.6 22.0 26.4

X Axis (units)

Sekil 24. Jagged?2 kalibrasyon egrisi
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4. BULGULAR

4.1. Multipl Miyelom Hastalarinda Kemoterapi Uygulamalarinin Notchl Diizeyleri

Uzerine Etkisi

Aydin Adnan Menderes Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine basvuran
yeni tan1 almig 22 hastanin kemoterapi uygulamalart 6ncesi ve her ay uygulanan kemoterapi
sonrasindaki notchl diizeyleri ELISA yéntemi ile belirlendi. Elde edilen veriler Sekil 25°de

verildi.

35 +
30 -
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\%025 .
520 -
>
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5 15 -
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S 10 -
z
5 .
0 T T T T 1
Kemoterapi 1. Ay 2. Ay 3. Ay 4. Ay
Oncesi Kemoterapi Kemoterapi Kemoterapi  Kemoterapi
Sonrast Sonrasi Sonrasi Sonrast

Sekil 25. Multip] miyelom hastalarinda kemoterapi uygulamalarinin notchl
diizeyleri

Hastalardan alinan orneklerde kemoterapi oncesi notchl diizeyleri 21,25 ng/ml’dir.
Hastalardan kemoterapi tedavi sonrasi alinan 6rneklerde 1. ay notchl diizeyleri 15,08, 2. ay
notchl diizeyleri 29,36, 3. ay notchl diizeyleri 27,75 ve 4. ay notchl diizeyleri 7,99
bulundu. Elde edilen veriler degerlendirildiginde kemoterapi Oncesi notchl diizeyleri
uygulanan kemoterapi tedavisi sonrasindaki l.ay notch diizeyleri ile karsilastirildiginda
sonuglar azalmig gibi goriinse de istatiksel olarak anlamsizdir. Hastalardan kemoterapi
tedavisi sonrasindaki 2. ayda aliman orneklerdeki notchl diizeyleri 1. aydaki notchl

diizeylerine gore artmis gibi goriinse de istatiksel olarak anlamsizdir. 2. aydan sonra notchl

42



diizeyleri diisme egilimindedir. 3. ay notchl diizeyi 2. ay notchl diizeyine gore ve 4. ay
notchl diizeyi 3. ay notchl diizeyine gore degerlendirildiginde sonuglar istatiksel olarak

anlamsizdir.

4.2. Multipl Miyelom Hastalarinda Kemoterapi Uygulamalarinin Notch2 Diizeyleri

Uzerine Etkisi

Hastanemize basvuran yeni tan1 almis 22 hastanin kemoterapi uygulamalar1 6ncesi ve
her ay uygulanan kemoterapi sonrasindaki notch2 diizeyleri ELISA yontemi ile belirlendi.

Elde edilen veriler Sekil 26’da verildi.

N w
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Notch2 Diizeyleri (ng/ml)
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Kemoterapi 1. Ay 2. Ay 3. Ay 4. Ay
Oncesi Kemoterapi  Kemoterapi  Kemoterapi  Kemoterapi
Sonrast Sonrasi Sonrasi Sonrast

Sekil 26. Multip]l miyelom hastalarinda kemoterapi uygulamalarinin notch2
diizeyleri

Hastalardan alinan 6rneklerde kemoterapi oncesi notch2 diizeyleri 16,07 ng/ml’ dir.
Hastalardan kemoterapi tedavi sonrasi alinan 6rneklerde 1. ay notch2 diizeyleri 12,55, 2. ay
notch2 diizeyleri 7,35, 3. ay notch2 diizeyleri 15,79 ve 4. ay notch2 diizeyleri 4,29 bulundu.
Elde edilen veriler degerlendirildiginde kemoterapi Oncesi notch2 diizeyleri uygulanan
kemoterapi tedavisi sonrasindaki l.ay notch diizeyleri ile karsilastirildiginda sonuglar
azalmis gibi gorlinse de istatiksel olarak anlamsizdir. Hastalardan kemoterapi tedavisi
sonrasindaki 2. ayda alinan 6rneklerdeki notch2 diizeyleri 1. aydaki notch2 diizeylerine gore

diismiigse de istatiksel olarak anlamsizdir. 3. ayda notch2 diizeyleri artmistir fakat istatiksel
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olarak anlamsiz c¢ikmistir. 4. ay notch2 diizeyi 3. ay notch2 diizeyine gore

degerlendirildiginde sonuglar istatiksel olarak anlamsizdir.

4.3. Multipl Miyelom Hastalarinda Kemoterapi Uygulamalarimin Jaggedl Diizeyleri

Uzerine Etkisi

Aydm Adnan Menderes Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine basvuran
yeni tan1 almis 22 hastanin kemoterapi uygulamalar1 6ncesi ve her ay uygulanan kemoterapi

sonrasindaki Jaggedl diizeyleri ELISA yéntemi ile belirlendi. Elde edilen veriler Sekil

27°de verildi.
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Sekil 27. Multipl miyelom hastalarinda kemoterapi uygulamalarinin Jagged1 diizeyleri

Hastalardan alinan 6rneklerde kemoterapi 6ncesi Jaggedl diizeyleri 4,90 ng/ml’ dir.
Hastalardan kemoterapi tedavi sonrasi alinan 6rneklerde 1. ay Jagged1 diizeyleri 3,36, 2. ay
Jaggedl diizeyleri 3,12, 3. ay Jaggedl diizeyleri 5,40 ve 4. ay Jaggedl diizeyleri 2,0
bulundu. Elde edilen veriler degerlendirildiginde kemoterapi oncesi Jaggedl diizeyleri
uygulanan kemoterapi tedavisi sonrasindaki 1l.ay notch diizeyleri ile, 2. ay Jaggedl
diizeyleri 1. ay Jaggedl diizeyleri ile karsilastirildiginda sonuglar azalmis gibi goriinse de
istatiksel olarak anlamsizdir. Hastalardan kemoterapi tedavisi sonrasindaki 3. ayda alinan
orneklerdeki Jaggedl diizeyleri 2. aydaki Jaggedl diizeylerine gore artmistir ve fakat

istatiksel olarak anlamsizdir. Tedavi siirecinin 3. Ayinda ise notch2 diizeyleri artmistir fakat
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istatiksel olarak anlamsiz ¢ikmistir. 4. ay Jaggedl diizeyi 3. ay notch2 diizeyine gore

degerlendirildiginde sonuglar istatiksel olarak anlamsizdir.

4.4. Multipl Miyelom Hastalarinda Kemoterapi Uygulamalarinin Jagged2 Diizeyleri

Uzerine Etkisi
Aydm Adnan Menderes Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine basvuran

yeni tan1 almis 22 hastanin kemoterapi uygulamalar1 6ncesi ve her ay uygulanan kemoterapi

sonrasindaki jagged2 diizeyleri ELISA yontemi ile belirlendi. Elde edilen veriler Sekil

28’de verildi.

=
o
)

Jagged2 Diizeyleri (ng/ml)
O P N W b U1 O N 0O O

Kemoterapi 1. Ay 2. Ay 3. Ay 4. Ay
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Sekil 28. Multipl miyelom hastalarinda kemoterapi uygulamalarinin jagged?2 diizeyleri

Hastalardan alinan orneklerde kemoterapi oncesi Jagged2 diizeyleri 6,61 ng/ml’ dir.
Hastalardan kemoterapi tedavi sonrasi alman Orneklerde 1. ay Jagged2 diizeyleri 5,05 2. ay
Jagged2 diizeyleri 4,49, 3. ay jagged2 diizeyleri 5,85 ve 4. ay Jagged2 diizeyleri 2,35
bulundu. Elde edilen veriler degerlendirildiginde kemoterapi Oncesi Jagged2 diizeyleri
uygulanan kemoterapi tedavisi sonrasindaki 1.ay Jagged2 diizeyleri ile, 2. ay Jagged2
diizeyleri 1. ay Jaggedl diizeyleri ile karsilagtirildiginda sonuglar azalmis gibi goriinse de
istatiksel olarak anlamsizdir. Hastalardan kemoterapi tedavisi sonrasindaki 3. ayda alinan
orneklerdeki Jaggedl diizeyleri 2. aydaki Jagged2 diizeylerine gore artmistir ve fakat

istatiksel olarak anlamsizdir. 3. ayda notch2 diizeyleri artmistir fakat istatiksel olarak

45



anlamsiz ¢ikmistir. 4. ay Jagged2 diizeyi 3. ay notch2 diizeyine gore degerlendirildiginde

sonuglar istatiksel olarak anlamsizdir.

4.5. Multipl Miyelom Hastalarinda Notch1, Notch2, Jaggedl Ve Jagged2 Diizeylerinin

Kemoterapi Oncesi Ve Sonrasi Diger Aylardaki Etkilesimi

Tablo 6. Notchl, Notch2, Jaggedl ve Jagged2 diizeylerinin kemoterapi oncesi ve tedavi

stiresince korelasyon analizi sonuglari

Parametre Ornek sayis1  Korelasyon  Sig.
Notchl kemoterapi 6nce & Notchl birinci ay 22 ,925 ,000
Notchl birinci ay & Notchl ikinci ay 20 422 ,064
Notchl ikinci ay & Notchl tigiincii ay 16 147 ,586
Notchl {igiincii ay & Notchl dordiincii ay 9 ,862 ,003
Notch2 kemoterapi 6nce & Notch2 birinci ay 22 ,958 ,000
Notch2 birinci ay & Notch?2 ikinci ay 20 ,654 ,002
Notch?2 ikinci ay & Notch?2 iiciincii ay 16 ,635 ,008
Notch?2 {igiincii ay & Notch2 dordiincii ay 10 ,656 ,039
Jaggedl kemoterapi 6nce & Jagged] birinci ay 22 ,937 ,000
Jagged1 birinci ay & Jagged1 ikinci ay 20 ,915 ,000
Jagged1 ikinci ay & Jagged] {i¢iincii ay 15 ,850 ,000
Jagged1 t¢iincii ay & Jagged1 dordiincii ay 9 ,669 ,049
Jagged2 kemoterapi Once & Jagged2 birinci ay 22 ,848 ,000
Jagged? birinci ay & Jagged? ikinci ay 20 ,899 ,000
Jagged?2 ikinci ay & Jagged?2 {i¢iincii ay 16 ;906 ,000
Jagged? tigiincii ay & Jagged2 dordiincii ay 9 ,865 ,003
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5. TARTISMA

Diizenlenmemis Notch sinyal yolagi MM’nin patogenezinde o©nemli bir rol
oynamaktadir (Leong ve Karsal, 2006). Memeli Notch ailesinin bir iiyesi olan Notchl
hematopoezde Onemli rol oynayan tip I transmembran reseptorii ve transkripsiyonel
diizenleyicidir. Notch sinyallemesi, hematopoietik kok hiicrelerin kendi kendini
yenilemesinde, hematopoietik kok hiicrelerden T hiicre farklilagmasinin diizenlenmesinde,
af T hiicre gelisiminin diizenlenmesinde ve B hiicresi gelisiminde rol oynayan kritik bir
faktordiir (Milner ve Bigas, 1999; Artavanis ve ark, 1999). Ligandin bitisik bir reseptore
baglanmasi, Notchl'in yapisal degisikligini indiikler. Notchl'e benzer sekilde Jagged1, bir
transmembran tip | proteindir ve Memeli Notch ligand DSL'sinin (Delta, Serrate, Jagged)
bir iiyesidir. Jaggedl baglanmadigi durumlarda Notchl reseptori inaktiftir (Milner ve
Bigas, 1999; Artavanis ve ark, 1999). T hiicreli akut lenfoblastik 16semi / lenfoma alt
grubunun gelisiminde aktif Notchl reseptorii oldugu saptanmistir (Leong ve Karsal, 2006).
O zamandan beri bir¢ok solid ve hematopoietik neoplazide Notch sinyalizasyonun rolii
bulunmustur.

MM’li hastalarda tiimér plazma hiicresinde Notchl ve Jaggedl'in ekspresyonu
goriilmiistiir. Her ikisi de neoplastik CDI138 miyelom hiicrelerinde yiiksek derecede
eksprese edildi. Saglikli donorlerin kemik iligi kaynakli izole plazma CD38 *** / CD19 **
hiicrelerinde diisiik ekspresyon veya immiinhistokimyasal boyanma bulunmamaktadir
(Jundt ve Probsting, 2004).

Notch sinyal yolagmin inhibisyonu umut verici bir terapotik strateji olabilecegini
diistiniilmektedir. Son yillarda aragtirmacilar MM'de Notch aktivasyonunu agikladilar
(Nefedova ve ark, 2004). Baska bir ¢calismada, MM hiicrelerinde Notch sinyalizasyonunun
aktivasyonu apoptozu inhibe etmistir (Jia ve ark, 2004). Bir baska c¢alismada, MM
hiicrelerinde Notch sinyalizasyonunun aktivasyonu, apoptozun inhibisyonuyla sonuglandi.
Notch ligandinin Jagged 2'min ekspresyonu MM hiicrelerinde gozlendi. Bu asin ifade,
interlokin-6 (IL-6), vaskiilerendotelyal biiylime faktorii ve insiilin benzeri biiyiime
faktoriiniin salgilanmasina neden olmustur (Houde ve ark, 2004). Bu bilgiler, Notch
sinyalizasyonunun MM'nin hayatta kalmasi ve biiyiimesinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Notch ligandlart MM hiicrelerinde tespit edilebilmesine ragmen, bunlar en

fazla BMS ve BM makrofajlar1 tarafindan eksprese edilir. Bu da, p21'in up-regiilasyonundan
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ve MM hiicrelerinin kemoterapotiklere karst duyarhilifinin azalmasindan kaynaklanan
Notch aktivasyonu ve biiyiimenin durmasiyla sonuglanir (Nefedova ve ark, 2003; Li ve ark,
1998; Bertrand ve ark, 2000; Felli ve ark, 1998). Nefevoda ve arkadaglar1 (2017) ilk defa
Notch sinyalizasyonunun farmakolojik inhibisyonunun MM'de kemoterapotiklerin etkisini
artirabildigini gostermistir. MM hiicreleri oncelikli olarak kemik iligi mikro c¢evre
bilesenleri ile etkilesime giren kemik iligi stromasinda bulunur. Tiimor hiicrelerinin mikro
cevre ile etkilesimi habis hiicrelerin biiyiime, hayatta kalma ve kemoterapi lizerine derin bir
etkisi oldugu fikrini desteklemektedir ( Nefevoda ve ark, 2003; Damiano ve ark, 1999; .
Damiano ve ark, 2001; Hazlehurst ve, Dalton, 2001). Tiimér hiicrelerinin direnci BMS'ye
yapigsmalart  ile kemoterapiye baglanabilir.  Veriler Notch sinyalizasyonunun
engellenmesinin BMS araciligindaki de yeni ilag direncini tersine gevirdigini ve MM
hiicrelerini kemoterapétiklere duyarli hale getirmistir ( Nefevoda ve ark, 2017).

Kanser kok hiicrenin kendini yenilemesinde Notch sinyallemesinin bir bagka énemli
rolii oldugu bildirilmistir (Takabe ve ark, 2015). MM kok hiicrelerinin (MMSC'ler) ilag
direnci, tiimor dormansi ve niiks i¢in belirli MMSC isaretlerinin tanimlanmasi konusunda
arastirmacilarin  dikkatini ¢ekmistir. Gergekten de, MMSC'lerin B hiicrelerinden
kaynaklanip kaynaklanmadig1 ve bu nedenle CD138-CD19 + CD20 + hiicreleri olarak ya da
CD138 + poplilasyonunda bulunabilen olgun plazma hiicrelerinden tiiretildikleri hala
tartisilmaktadir. (Yata K, Yaccob, 2004). MMSC ile c¢alisiimasimnin kesin belirteglerin
olmamasi nedeni ile zorlagsa da MMSC'lerde Notch sinyallemesinin fonksiyonel rolii
analizler temelinde ag¢iklanmistir (Xu ve ark, 2012; Chiron ve ark, 2012). Chiron ve
arkadaslar1 Jagged2'nin MM hiicresinin kendini yenilemesi i¢in kritik oldugunu ve MM
hiicre dizilerinin klonojenik biiylimesinin Jagged2 ekspresyonu ile korelasyon gdsterdigini,
diger taraftan da klonojenik ve in vivo biiylimenin Jagged2 susturulmasi ile bozuldugunu
gosterdigini bildirmistir Chiron ve ark, 2012).

MM’de Notch sinyallemesini inhibe etmeye yonelik bir terapdtik yaklasim, azalmis
MM hiicre proliferasyonu (Nefedova ve ark 2008), kokliiliik (Xu ve ark, 2012 ve Chiron ve
ark, 2012) , migrasyon ve Kemik iligi infiltrasyonu (Mirondola ve ark, 2013), MM ile
iligkili kemik hastaligi (Colombo ve ark, 2014; Zanotti ve ark, 2008; Schwarzer ve ark,
2014) ve farmakolojik tedavilere artmis duyarlilik dahil olmak {izere Notch sinyalleme
inhibisyonunun sonuclarinin daha 6nce ayrintili in vitro ve in vivo kanitlarina dayanir.

Bildirildigi lizere, MM’de tanimlanan Notch sinyal degisiklikleri, reseptorler ve

ligandlar dahil olmak iizere Notch yolu elemanlarinin artan bir ifadesi ile sonuglanmaktadir
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(Takeuchi ve ark, 2005). Ayrica, Notchl ve Jaggedl ekspresyonunun artisi, MGUS'den
MM'ye hastalik ilerlemesi {izerine rapor edilmistir (Skrtic ve ark, 2010).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda elde edilen; Notchl, Notch2, Jaggedl, Jagged2’nin kemoterapi 6ncesi
ve sonrasi 4 ay boyunca dl¢iilen diizeyler SPSS analiz programinda paired samples t test te
degerlendirildiginde sonuglarimizin anlamsiz ¢iktig1 goriilmiistiir. Bunun nedenleri arasinda
N saymmizin (22) diisiik olmasi, bagimli degisken sayilarimizin ¢esitli nedenlerden dolay1
esit olmadigi ve kontrol grubunun calismaya dahil edilmedigi gosterilebilir.

Notchl, Notch2, Jaggedl, Jagged2 diizeylerin ortalamalari alindiginda aylar
arasindaki azalis ve artislar fark edilmistir. Sonuglar korelasyon analizi ile
degerlendirildiginde bazi aylar arasindaki diizeylerde korelasyon anlamli ¢ikmistir. Ayrica
myelomun farkli alt tiplerine sahip hastalarda ayr1 ayr1 degerlendirme yapilarak daha
spesifik sonuglar elde edilebilir.

Hem Notch1-Notch2 hem de Jaggedl-Jagged2 ekspresyonu plazma hiicresinde daha
karmasik degisikliklere neden olabileceginden ve belirli bir siire bu diizeylerin daha biiytlik
bir hasta serisinde dogrulandiginda MM evreleri i¢cin potansiyel belirtecler olabilecegini
diistindiirmektedir.

Diger taraftan, MM’de Notch sinyallemesinin kritik roliine ragmen, genis genetik
heterojenite, anti-Notch tedavisine farkli hassasiyetleri olan MM alt tiplerine neden olabilir.
MM hiicreleri anti-Notch tedavisine karst muhtemel direng gelistirir. Asagi dogru Notch
mediyatorlerinde veya epigenetik mekanizmalarda meydana gelen mutasyonlarin neden
oldugu GSI-direnci, T-ALL'da iyi tanimlanmistir (Hales ve ark, 2014; O’Neil ve ark, 2007,
Knoechel ve ark, 2014), ancak bugiine kadar MM hiicrelerinde bildirilmemistir.

Tiimor-stroma etkilesimi  baglaminda Notch sinyallemesi MM hiicrelerinin
kemoterapoétik ilaglara duyarliligini modiile ettigini gostermektedir. Sonuglarimizdaki aylar

arasindaki notch yolagi elemanlarindaki degisiklikler bunu destekler niteliktedir.
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dosyasinda belirtilen merkezlerde (ADUBAP basvery onay belgesinindosyayn konulmak (zere gelmesi

sastivla) gergeklegtirilmesinde etik ve bilimsel sakinca bulunmadiging oy birligiyle karar vesilmigtir.

Yine sorumlu amagtinciya; Foom 2'nin 14.1.'in son bolamonde tashhin edilen calisma_bittikten
sopra_nihai raporun, [Sonu¢ Raporu {(web'te), BGOF (Bilgilendirilmis Géntlli Ohs Formu-gonallnler
taratindan bizzat kendilerinin kendi adi-soyadini yazmasi ve imzalomasiun saglanmas: ile adreslerinin
cksiksiz olarak formlars yanlmasma dikkat edilmelidic) ve ORF (Qlgu Rapor FormwAnkes)] gonderilmesi
gerektizinip _hatrlaglmasina ve sorumly yonitdcilerinin bu hususa Szen gostermesi gereklifinin bir kez
daha vurgulanmasina oy birligiyle karar verilmigtr,

Adnen Meaderes Cniverssoesi Merkes Kampis Tip Fasilies Merkez Kanpis Kepez Bilgi kin: Nexle Yibdiz
Mevki 09010 Efele/Aydin

Tedelon Noc 0256 235 31 66 /4506 Faks No: 0296 212 25 69
E-Posta: gostikiade odsir [memer Advesic

hepciwrrw akademik adneds i ikt mod!

Linvan: Messar




Ek 2. Olgu Rapor Formu

Notch1 Diizeyi Veri Takip Formu/ Olgu Rapor Formu
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Notch2 Diizeyi Veri Takip Formu/ Olgu Rapor Formu

HASTA
ADISOYADI

YAS

CINSIYET

TANI

Kemoterapi
Oncesi
Notc2
Diizeyi
(ng/ml)

l. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Notch2
Diizeyi
(ng/ml)

1. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Notch2
Diizeyi
(ng/ml)

1. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Notch2
Diizeyi
(ng/ml)

V. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Notch2
Diizeyi
(ng/ml)
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Jagged1 Diizeyi Veri Takip Formu/ Olgu Rapor Formu

HASTA
ADISOYADI

YAS

CINSIYET

TANI

Kemoterapi
Oncesi
Jaggedl
Diizeyi
(ng/ml)

1. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Jaggedl
Diizeyi
(ng/ml)

1. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Jaggedl
Diizeyi
(ng/ml)

1. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Jaggedl
Diizeyi
(ng/ml)

V. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Jaggedl
Diizeyi
(ng/ml)
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Jagged2 Diizeyi Veri Takip Formu/ Olgu Rapor Formu

HASTA

ADISOYADI

YAS

CINSIYET

TANI

Kemoterapi
Oncesi
Jagged2
Diizeyi
(ng/ml)

l. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Jagged2
Diizeyi
(ng/ml)

1. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Jagged?2
Diizeyi
(ng/ml)

1. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Jagged2
Diizeyi
(ng/ml)

1V. Ay
Kemoterap
i Sonrasi
Jagged?
Diizeyi
(ng/ml)
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