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OZET

MULTIPL MiYELOMDA PUMA VE P53 UN PROGNOSITIK ONEMININ
DEGERLENDIRILMESI

Multipl myelom (MM) anemi, tekrarlayan enfeksiyonlar,serum ve/veya idrarda monoklonal
protein,osteolitik kemik lezyonlari,hiperkalsemi ve bobrek yetmezligi ile karakterize
neoplastik bir plazma hiicre diskrezisidir. Myelom patogenezi tam olarak bilinmeyen bir
hastaliktir. Konuyla ilgili farkli hipotezlerde ileri siiriilse de son zamanlarda apopitozis
yolaklarindaki mutasyonlar 6n plana ¢ikmaktadir. Apopitozis programli hiicre 6liimiidiir. Bu
stirecte rol oynayan PUMA bcl-2 protein ailesinin bir tiyesi olup bcl-2 baglayici komponent 3
olarak da bilinir. PUMA ekspresyonu bir tiimor siipresor gen olan p 53 tarafindan diizenlenir.
PUMA p53 ile iliskili veya iliskisiz olarak transkripsiyon faktorlerince diizenlenen ¢esitli

sinyallerle apopitozisde rol alabilir.

Amagc: Bu ¢alismada; p53 ve PUMA ekspresyonlarini ¢alisilmis ve p53-PUMA ekspresyonu
ile hastalik progresyonu arasinda bir iliski aranmustir.

Yéntem: p53 ve PUMA ekspresyonlar1 immunhistokimyasal yontemle degerlendirildi. Islem
p53 ve PUMA’ya kars1 spesifik antikor kullanilarak gergeklestirildi. MM hastalarinin tani
anindaki kemik iligi biyopsiler ornekleri (n=31) calisma grubu olarak alindi. Normal
hematopoez tespit edilen kemik iligi biyopsileri (n=12) kontrol grubu olarak alindi.
Boyandiktan sonra pozitif boyanan her bir 6rnegin boyanma kuvveti ve yayginligi hesaplandi.
Bulgular: MM hastalarinin  kemik iliklerinde PUMA ekspresyonu gosteren hiicrelerin
ylizdesi, normal bireylerin kemik iliklerine gore dnemli Olgiide yiiksekti (p=0.000). Plazma
hiicre yiizdesi ile PUMA boyanma yayginlig1 arasinda istatiksel olarak olmasada anlamli bir
iliski mevcuttu (p=0.385). PUMA ekspresyonlari ile hastaligin evresi arasinda bir iligki yoktu.
Sonu¢: Sonuglarimiz, MM hastalarinin - kemik iligi orneklerinde 6zellikle PUMA
ekspresyonunun, saglikli kontrollere gore dnemli Slgiide daha yiiksek oldugunu gosterdi.
PUMA pozitifliginin p53° e oranla daha fazla olmasi tan1 aninda PUMA’ nin nongentoksik
nedenlerle indiiklendigini diislindiirdii. p5S3 ve PUMA pozitifliginin kontrol grubuna gore
yiiksek olmas1 miyelom patogenezinde apopitozisin rol oynadigini diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Multipl miyelom, p53, PUMA



SUMMARY

EVALUTION OF THE PUMA AND P53 PROGNOSTIC SIGNIFICANCE IN
MULTIPLE MYELOM
Multiple myelom (MM) is a plasma cell malignancy and is characterized by anemia, recurrent
infections, serum and/or urine monoclonal protein, osteolytic bone lesions, hypercalcemia and
renal failure. Myeloma is a disease of unknown pathogenesis. Although there was a different
hypotheses on the subject, recently mutations in the pathway of apoptosis come to the fore.
Apoptosis is programmed cell death. PUMA is a member of the bcl-2 protein and that play a
role in this process is known as BCL-2 binding component 3 and. PUMA expression is
regulated by a tumor suppressor gene, p53. PUMA may play a role in apoptosis, bound or

unbound p53. The role is regulated by various signals of transcription factors.

Aim: 1n this study; the expressions of p53 and PUMA in bone marrow hematopoetic cells of
have been worked and the relationship between myeloma prognosis with p53- PUMA was

serached

Method: The expression of p53 and PUMA was evaluated using immunohistochemistry. The
procedure was carried out using specific antibodies against p53 and PUMA. Bone marrow
biopsies of MM patients at the time of diagnosis (n=31) were included in the study group.
Bone marrow biopsies from individuals who had normal hematopoiesis (n=12) were included
as control. After staining, strength and prevalence were calculated of each positively staining
cells.

Findings: The percentage of cells showing PUMA expression was significantly higher in
bone marrows of MM patients as compared to normal bone marrow samples (p=0.000). We
found a correlation between the percentage of plasma cells with staining prevalence of
PUMA, but it was not statistically significant (p=0.385). There was no correlation between
the stage of the disease with PUMA expression.

Results: Our results showed that specially PUMA expression is significantly higher in bone
marrow cells of MM patients compared to healthy controls. Higher positivity of PUMA
suggested that, PUMA induced nongenotoxic reasons at the time of diagnosis. The lack of
p53 and PUMA positivite suggests that, apoptosis play a role in myeloma pathogenesis.

Key words: Multiple myeloma, p53, PUMA
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MULTIPLE MiYELOMDA PUMA VE p53° UN PROGNOSTIK ONEMININ
DEGERLENDIRILMESI
1.GIRIS VE AMAC

Multiple miyelom anemi, serum ve/veya idrarda monoklonal protein artisi, osteolitik
kemik lezyonlari, hiperkalsemi, tekrarlayan enfeksiyonlar ve bobrek yetmezligi ile
karakterize neoplastik bir plazma hiicre diskrezisidir. Lenfomadan sonra en sik goriilen

hematolojik neoplazmdir.

Miyelom patogenezi tam olarak bilinmeyen bir hastaliktir. Konuyla ilgili farklh
hipotezlerde bulunsada son zamanlarda apopitozis yolaklarindaki mutasyonlar 6n plana
cikmaktadir. Bu siiregte rol oynayan p53 ve PUMA, Bcl- 2 araciligi ile fonksiyon
gosterir ve temel olarak apopitozisin gerceklesmesini saglar. PUMA p53 iligkili ve

iligkisiz olarak apopitozisi indiikleyebilir.

Apopitozis programli hiicre dliimiidiir. Asir1 apopitotik hiicre 6liimii sitopenilere ve
kemik iligi yetmezligine yol agarken, yetersiz apopitozisin de 16semi gibi neoplazilerin
gelisimi ile sonuglanabildigi ¢alismalarda gosterilmistir. Multipl miyelomda apopitozis

ile ilgili calismalar bulunsa da daha 6nce PUMA ile ilgili bir ¢calisma bulunmamaktadir.

Bu c¢aligmada, p53 ve PUMA gen mutasyonlarinin Multipl miyelom prognozu
lizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi planlanmustir. Ingilizce literatiir taramasinda
MM ve PUMA ve/veya p53 iliskisini degerlendiren bir ¢alisma olmadig1 izlenmistir.
Calismanin sonucunda apopitozis yolaklarindaki degisikliklerin ve 6zellikle PUMA gen
mutasyon varliginin multipl miyelom gelisim mekanizmasi hakkinda yeni bir bakis agis1
elde edilmesi ve belki de yeni bir hedefe yonelik tedavi secenegi olasiliginin glindeme

gelmesi hedeflenmistir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. MULTIiPL MiYELOM
2.1.1 Tamim ve insidans :

Multipl miyelom (MM) plazma hiicreleri olarak da bilinen diferansiye B-lenfositlerinin
kanseridir. Kemik iliginde monotipik plazma hiicresi sayisinda artig, serum ve / veya
idrarda monoklonal immiinglobulin artis1 ve osteolitik lezyonlar ile karakterizedir. Tiim
malignitelerin %1’ ini hematolojik malignitelerin % 10’ unu olusturmaktadir. ABD’ de
insidans1 yiliz binde 4- 5 dir (Siegel 2014). MM erkeklerde daha sik goriilmekte olup
(yaklasik 1,4/ 1), tan1 aninda ortalama yas erkeklerde 69 kadinlarda 72’ dir. Hastalarin
%35’ 1 65 yasin altinda, %28’ 1 65-74 yas, %37’ si 75 yasin tizerindedir (Ciolli 2012).

Birinci derece akrabalarinda multip] miyelom &ykiisii olanlarda hastalik riski
yaklagik 3,7 kat artmaktadir (Lynch 2001). MM o&ykiisii olan 15 ailede yapilan
calismada 10 ailede multipl miyelomun kardeslerde goriildiigli, 7 ailedeki hastalarda ise
ayn1 IgG kappa monoklonal paterni gosterdigi bulunmustur (Grosbois 1999). Ayrica
genis kapsamli bir genom ¢aligmasinda 1675 multiple miyelom hastas1 5903 kontrol
grubu ile karsilagtirllmig ve 3p22.1 veya 7pl15.3 genetik varyasyonlari olan bireylerde
MM gelisme riskinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Broderick 2012).

2.1.2. Tanm:

Tani, hastaligin klinik ve laboratuar 6zelliklerine dayanilarak konulur. Tani aninda
hastalarin yaklasik %73’ linde anemi, %58’ inde kemik agrisi, %48’ inde kreatinin
degerlerinde yiikselme, %32’ sinde istahsizlik ve halsizlik, %28’ inde hiperkalsemi ve
%24’ iinde kilo kayb1 goriilir (Kyle 2003). Extramediiller plasmasitoz tani aninda
hastalarin yaklasik %7’ sinde goriiliirken hastalik yaklasik %6’ sinda ilerleyen donemde
gelisebilmektedir (Blade 2011).

Tan1 i¢in tam kan sayimi, periferik yayma, sedimentasyon, serum kalsiyumu ve
kreatinini icerek sekilde biyokimya, idrar tahlili, beta 2 mikroglobulin, protein
elektroforezi, immunfiksasyon, immunglobulinlerin nefelometrik 6l¢iimii, serbest hafif
zincir Ol¢limii, kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi, sitogenetik incelemeler ve

radyolojik iskelet taramas1 yapilmahidir (Bird 2011) (Tablo 1).



Multipl miyelom, genellikle tedavi gerektiren aktif ve tedavi gerektirmeyen sessiz

miyelom (smoldering multiple myeloma- SMM) olmak {izere siniflandirabilir. Genel

olarak hastalarin MM tanis1 almadan Once selim bir evre olan belirsiz monoklonal

gamopati (Monoclonal gammopathy of undetermined significance-MGUS) oldugu

kabul edilmektedir (Tablo 2-3) (NCCN 2015).

Tablo 1: Multipl miyelom tanisi i¢in onerilen incelemeler

Tarama testleri

Tam koydurucu
Testler

Tiimor yiikiinii
olcen testler

Organ hasarim
saptayan testler

Bazi hastalar icin
gerekli testler

Kan sayimi
Sedimentasyon
Plazma vizkositesi
Ure
Kreatinin
Urik asit
Serum ve
elektroforezi
Semptomatik
alanlara X-ray

idrar

Kemik iligi biopsi
ve aspirasyonu
Serum ve idrar
immunfiksasyon
elektroforezi
Kemik survi

Kemik iligi
sitogenetik  veya
FISH incelemesi
Serum ve idrar
monoklonal
protein tayini
Kalsiyum
Albumin

B2 mikroglobulin
Labelling indeks
Kemik survi

Kan sayimi

Ure ve kreatinin
klirensi

Kalsiyum
Albumin

Ldh

Crp

Kemik survi

Kemik iligi immun
histokimya

Flow sitometri
Sitogenetik

Vit B12

Folat

MR, BT

PET CT

Tablo 2: Smoldering ( asemptomatik) multipl miyelom tan1 kriterleri

Serumda M protein

Ig G >3 gr/dl
Ig A>1 gr/dl

Veya

ve/veya

Bence- Jones proteini >1 gr/24 s

Kemik iliginde>%10 plazma hiicresi

Organ hasari, kemik lezyonu ve semptom yoklugu

Tablo 3: Aktif multipl miyelom tani kriterleri

Asagidakilerden bir yada daha fazlasinin olmasi
e Kalsiyum yiiksekligi (>11.5 mg/dl
e Bobrek yetmezligi (kreatinin >2 mg/dl)
e Anemi (hgb< 10 g/dl veya normalden 2g/dl azalma)
e Kemik hasar (litik veya osteopenik)

2.1.3. Evreleme:

Durie-Salmon evreleme sistemi miyelomda tiimdr yiikiinii belirlemek igin

standart

evreleme sistemi olarak 30 yildir kullanilmaktadir (Tablo 5). Durie-Salmon sisteminde




litik kemik lezyonlarinin belirlenmesi ¢ok objektif olmadigindan IMWG tarafindan
sadece P2 mikroglobulin ve albiiminin parametre olarak kullanildigi daha basit bir

prognostik sistem olan Uluslararasi Evreleme Sistemi (International Staging

System/ISS) Onerilmistir (Tablo 4).

Tablo 4: Uluslararasi evreleme sistemi

Evre Beta 2 mikroglobulin Albumin
Evre 1 <35 >3.5
Evre 2 <35 <35
Veya
3.5-5.5
Evre 3 >5.5

Tablo 5: Durie Salmon evreleme sistemi

EVRE KRITERLER
1 | Asagidakilerden hepsi
1)Hb>10

2)Serum kalsiyumu normal
3)Normal kemik tarama(osteoporoz da yok)
4)M komponenti diizeyi diisiik
IgG<5g/dl
Ig A<3g/dl
Idrar hafif zinciri <4/g/24 saat

2 1 VE 3’ E UYMAYANLAR

3 | Asagidakilerden 1 veya daha fazlasi
1)Hb< 8.5
2)Serum kalsiyum artmis
3)Yaygn iskelet hasar1(>3 litik lezyon) ve major
kiriklar
4)M komponenti diizeyi yiiksek
Ig G >7 g/dl
Ig A >5 g/dl
Idrar hafif zinciri >12g/24 saat

A:Serum kreatinin <2 mg/dl B:Serum kreatinin > 2 mg/dl

2.1.4. Prognoz:

Miyelom tanisi konan biitiin hastalarda FISH, metafaz sitogenetik ve imkan varsa
plazma hiicre proliferatif indeksi ile risk siniflamasi yapilmalidir. Prognostik faktorler
arasinda hastaligin evresi, sitogenetik 6zellikler, kemik iliginde plazma hiicre sayis1 yer

alir (Lai 1995) (Tablo 6). Durie-Salmon ve Uluslar Arasit Evreleme Sistemi hastalik




prognozu agisindan bilgi vermekle birlikte risk tayini acisindan yeterli
goriilmemektedir. Mayo klinik grubu miyelomu genetik 6zelliklere ve plazma hiicre

proliferasyon hizina gore risk gruplarina ayirmistir (Kumar 2009) (Tablo 7).

Yash hastalar ve performans durumu kotii olan grupta, infeksiyon ve tromboz
gelisim riski daha fazla oldugundan bu hasta grubunda yiiksek doz kemoterapiden
kacinilir. Geng yastaki MM hastalarinda yiiksek doz tedaviler miimkiin olabilecegi igin
yas bir prognostik faktor olarak kabul edilmektedir (Alexanian 1990).

C- reaktif protein, hepatositlerden IL-6 vasitasiyla ortama verilen bir akut faz
reaktan proteinidir. Diizeyi serum IL-6 diizeyini yansitan bir molekiildiir. IL-6 ise MM
patogenezinde hiicre ici yolaklara aktive ederek; plazma hiicrelerinde proliferasyona,
angiogenik ve anti-apopitotik aktivasyona yol acan Onemli bir protein oldugu
calismalarda gosterilmistir (Sirohi 2004). Bundan dolay1 hastalardaki CRP
yiiksekliginin kotli prognostik faktor olarak kabul edilmesi ileri siiriilmiistiir (Barlogie
2006).

Ig alt grublarinin evreleme sistemleri ve bagimsiz prognostik faktorlere anlamli
katkis1 yoktur. Ig A alt tipinde 40 ay, Ig G alt tipinde yaklagik sag kalim siiresi 49 ay,
sadece hafif zincir hastalig1 olanlarda ise 35 aydir (Rajkumar 2005).

Idrarda hafif zincir atilimm fazla olanlarda ise prognoz kotii olup ozellikle artan
serum hafif zincir oran1 akut bobrek yetersizliginin habercisidir (Kyritsonis 2009). Yine
anormal k/A serbest hafif zincir oran1 k6tii prognoz belirtecidir (Snozek 2008).

Tiimor yikiini belirlemede Durie- Salmon evrelemesi ve -2 mikroglobulin
diizeyleri en yararli belirteglerdir. -2 mikroglobulin tek basina en giiglii sagkalim
belirleyici faktordiir. 4 gr/dl’nin altindaki degerlerde median sagkalim 43 ay iken,
tizerindekilerde 12 aydir (Longo 2001).

Tablo 6: Prognostik faktorler

- Evre 2-3 hastalik

- Beta 2 mikroglobulin :>3-8 mg/dl
- LDH ytiksekligi

- IL-6 ve CRP artis1

- Plazma hiicre sayis1

-Yas

- Performans




Tablo 7: Mayo risk siiflamasi

Yiiksek Risk:
1) FISH
-del 17 p
-t (14;16)
-t (14;20)
-t (4;14)

2) Sitogenetik del 13q
3) Sitogenetik hipodiploidi

4) PCLI >%3

Ara Risk:

Standart Risk:
1) Hiperdiploidi
2) t(11;14)
3) t(6;14)

- Beta 2 mikroglobulin <4 mg/dl
- Hgb >10 gr/dl

2.1.5. Tedavi:

Yeni tani MM hastasinin tedavi planim1 yapilirken ilk degerlendirilmesi gereken

hastanin otolog kok hiicre nakline aday olup olmadigidir. Multipl miyelomlu geng

hastalarda yiiksek doz kemoterapi ve otolog kok hiicre nakli genellikle uygulanan tedavi

seklidir. Geng hasta terimi genellikle 65 yasini gegcmemis hastalar i¢in kullanilmakla

beraber 65 yas iistiindeki performansi iyi, koroner hastalig1 olmayan, 6zellikle istekli ve

uyulu hastalarda da otolog kok hiicre nakli yapilabilmektedir.

Kok hiicre nakline uygun olmayan hastalarin fiziksel durumlarina ve spesifik

komplikasyonlarina gore farkli tedavi segenekleri verilebilir (Tablo 8).

Tablo 8: Multipl Miyelom tedavi (NCCN 2015)

Tercih edilen tedavi

Diger tedavi

Nakil adaylari
icin birinci
basamak tedavi
(2 siklusta bir

-Bortezomib/dexamethasone
Bortezomib/siklofosfamid/dexamethasone
-Bortezomib/doxorubicin/dexamethasone
Bortezomib/lenalidomide/dexamethasone
-Bortezomib/thalidomide/dexamethasone

Carfilzomib/lenalidomide/dexamethasone
-Dexamethasone

-Liposomal
doxorubicin/vincristine/dexamethasone
-Thalidomide/dexamethasone

cevap -Lenalidomide/dexamethasone

degerlendir)

Nakil aday: -Bortezomib/dexamethasone -Dexamethasone

olmayan -Lenalidomide/diisiik doz dexamethasone | -Liposomal

hastalar i¢in -Melphalan/prednisone/lenalidomide doxorubicin/vincristine/dexamethasone
tedavi -Melphalan/prednisone/bortezomib -Melphalan/prednisone

(2 siklusta bir
cevap
degerlendir)

-Melphalan/prednisone/thalidomide

-Thalidomide/dexamethasone
-Vincristine/doxorubicin/dexamethasone




2.1.6. Yamit Degerlendirme :

Multiple miyelomda tedaviye yanitin degerlendirilmesinde giiniimiizde Uluslararasi

Miyelom Calisma Grubunun olusturdugu kriterler kullanilmaktadir (NCCN 2015)

(Tablo 9).

Tablo 9: Yanit degerlendirme

Komplet remisyon

Idrar ve serumda negatif immunfiksasyon
Plazmositom yoklugu
Kemik iliginde %5’ in altinda plazma hiicresi

Siki komplet remisyon

Komplet remisyon yanitlarina ek olarak
Immunhistokimyasal olarak plazma hiicre yoklugu

Immunfenotipikkomplet
remisyon

Sik1 komplet remisyon yanitlarina ek olarak
Flow sitometri ile en az bir milyon kemik iligi hiicre
analizinde plazma hiicre yoklugu

Molekiiler komplet remisyon

Komplet remisyona ek olarak PCR ile negatif alle
spesifik oligoniikleotid

Cok iyi kismi yanit

Elektroforez tespit edilemeyen fakat immunfiksasyonla
tespit edilen serum ve idrar Mprotein veya M protein
%90 azalma ve idrar M protein <100 mg/24s

Parsiyel yanit

Serum M protein % 50 azalma ve 24 saatlik idrar M
proteininde %90 azalma veya <200 mg/24s

Komplet, ¢ok iyi kismi yanit, kismi yanit, parsiyel yanit

Stabil hastahk kriterlerini karsilamayan
Hastaligin progresyon gosterdigine dair herhangi bir
bulgunun olmamasi
Serum ve idrar M proteininde %25 artis olmasi
Progresif hastalik Yeni gelisen kemik lezyonu veya plazmasitom
Yeni gelisen hiperkalsemi
2.2. APOPITOZIS

2.2.1 Tanim :

Apopitozis biyolojik sistemlerde yaygin olarak meydana gelen, fazlalik halindeki veya

istenmeyen hiicreleri kontrol altinda tutan, programli hiicre oliimiidiir. inflamatuar

reaksiyona yol agan bir lizozomal veya graniil icerigi salinimi olmaksizin apopitotik

hiicre yikim1 meydana gelir. Kompleks olaylar serisi, caspase proteazlarin aktivasyonu,

DNA fragmantasyonu ve makrofajlar tarafindan apopitotik cisimlerin fagositozu ile

sonlanir (Yoshida 2009).

Bcl-2 ailesi proteinleri apopitozisde Onemli bir yere sahiptir. Bcl-2” nin

proapopitotik iiyeleri, Bax, Bcl-Xs, Bad, Bak ve Bid iken antiapoptotik iiyeleri, Bcl-2,

Bcl-X, Mcl-1" dir. Antiapoptotik iiyelerin proapoptotik iiyelere oranmi hiicre 6liimiine

karar verir(Yoshida 2009).




Apopitozis, hiicre iiretiminin negatif diizenleyicisi olarak diisiiniilebilir.
Hematopoez {izerinde yetersiz apopitozis etkisi 16semi gibi neoplazilerin gelisimine
neden olabilirken, artmis apopitozis kemik iligi yetersizligine ve sitopenilere yol

acgabilmektedir (Gordon 2005).

2.2.2 Apopitoziste p53’ iin Rolii:

P53 tiimor supresor geni apopitoziste onemli bir goreve sahiptir. P53 aracilt apopitozise
yol agan nedenler hiicresel stresler; DNA hasari, onkojen aktivasyonu, hipoksi ve
oksidatif hasardir. Bu durumlarda p53 tiimor supresor geni devreye girmekte ve hiicre
proliferasyonunu durdurmaktadir (Yu 2003).

P53 apopitozis sirasinda ayn1 zamanda Bcl-2 gen ailesinin {irlinlerini de regiile
etmektedir. Bcl-2; 6zellikle mitokondri dis membraninda bulunmakta ve iyon gegisini
diizenleyen bir molekiildiir. Mitokondri ise apopitozisi baglatan yollarin kesisme
noktasidir. Bcl-2’ nin mitokondri ile iliskisi nedeniyle antioksidan bir etkiye sahip
oldugu ve oksidan stresin neden oldugu apopitozisi 6nledigi gdsterilmistir (Tsujimoto
1998). Bu nedenle Bcl-2 apoptotik programda p53” iin tersi etki gosterir. Yapisal olarak
Bcl-2 ile iliskili proteinler Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs, Bcl-X1’ dir. Bunlardan Bax, Bad, Bid,
Bcl-Xs apopitozisi arttirir. Bel-2” nin Bax’a orani hiicre sag kalimini belirler. AML M1
16semik hiicrelerinde p53 overekspresyonu araciligi ile olusan apopitoziste hem mesaj
hem de protein diizeyinde Bcl-2’ de azalma ve Bax’ da artig olusur. Bu da p53’ iin Bcl-
2/Bax oranini etkileyerek apopitozisi regiile ettigini diisiindiirmektedir (Lowe 2000).

P53 apopitozisi, niikleotit kopyalamaya bagimli ve bagimsiz mekanizmalarla saglar.
P53 aracili transkripsiyon bagimsiz apopitotik aktivite biiylik Olgiide p53° {in
mitokondriye transportu ile saglanir. P53 burada Bcl-2 ailesi iiyeleri ile etkilesir. Bu,
mitokondrial dig membranin gegirgenliginin artmasina ve sitokrom c salinimina yol agar
(Sekil 1). P53, proapopitotik Bcl-2 genlerinin transkripsiyonal upregiilasyonu
araciligiyla hiicre siklus 6liimii, DNA onarimi ve apopitozis dahil olmak iizere birkag
yolag: diizenleyici fonksiyon gosterir (Jabbour 2012).

Birgok hematolojik malignenside tiimor supressor p53 fonksiyon kaybi mutasyonu
veya delesyonu s6z konusudur. AML ve KLL’de p53 kayb1 ve bunun sonucunda olusan

17p delesyonu kotii prognoz ve tedavi yetersizligi ile iliskilidir (Jabbour 2010).
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Sekil 1: P53 aracilikli apopitozis modeli (Hofseth 2004)

2.2.3 Apopitoziste PUMA’ nin Rolii:

PUMA, Bcl-2 ailesi iiyelerinden BH-3 subgrubu arasinda bulunur ve en giiglii
Oldiiriictilerden birisidir. P53 tiimor baskilayicisi tarafindan diizenlenen stres — aracili
apopitoziste rol oynar ve diizeyleri arttifinda kanser hiicrelerini birkac saatte oldiiriir
(Yu 2003).

Diger BH-3 proteinlerinden farkli olarak PUMA’ nin aktivasyonu transkripsiyon ile
kontrol edilir. DNA hasar1 gibi genotoksik stres durumlarinda PUMA p53 tarafindan
transaktive edilir. Bunun yaninda growth faktor/sitokin yoksunlugu, endoplazmik
retikulum stresi ve iskemi gibi nongenotoksik uyar1 ile p53 bagimsiz apoptotik yanitlar
ile de uyarilir.

Apopitozis indiiksiyonu p53’ {in 6nemli bir timor baskilayict fonksiyonudur.
PUMA p53’ iin tiim proapoptotik aktivitelerine katkida bulunur (Yu 2008). p53’ {in

antiapopitotik Bcl-XL’den ayrilmasini ayn1i zamanda proapopitotik Bax’ 1 aktive



etmesini saglar. Boylece mitokondri dis membran permeabilitesini arttirilip apopitozis
gerceklestirir (Haupt 2006).

P53’ iin fonksiyon kayip mutasyonlar1 veya delesyonlar1 AML’ de diger tiimorlere
gore relatif olarak nadir goriiliir ve goriildiiglinde kotii prognozla giiglii iliskilidir. Bu
durumun muhtemel nedenlerinden biri, PUMA gibi proapopitotik faktdrlerin,
kemoterapotik ajanlara yanmithiligin 6nemli Ongoriiciileri olmasidir (Ni Chonghaile
2011). Literatiirde PUMA ile ilgili MDS, lenfoma, hepatoseliiler kanser gelisimi gibi
calismalar bulunsa da MM’ de PUMA ile iliskili bir calisma mevcut degildir.
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3.MATERYAL VE METOD
3.1. HASTA SECIiMi

Calisma, 2010-2014 tarihleri arasinda Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Unitesine bagvuran ve MM tanis1 koyulan hastalar ile
yapildi. Multip] miyelom hastalar1 iginden sitogenetik sonuglari veya prognostik
kriterleri mevcut olan ayrica tan1 veya niiks anindaki kemik iligi biyopsileri olan ve
biyopsi 6rneklerinde CD 138 pozitif olan hastalar ¢caligmaya dahil edildi. Kontrol grubu
olarak, kemik iligi yapilmis ve kemik iligi hematopoez bulgular1 normal kabul edilen 12
birey alindi. Calisma protokolii Necmettin Erbakan Universitesi etik kurulunca

onaylandiktan sonra (etik) ¢alisma baslatildi.

3.2. CALISMA PROTOKOLU

Calismaya dahil etme kriterlerine uyan 30 hasta ve kemik iliginde normal hematopoez
saptanan 12 birey kontrol grubu olarak ¢aligsmaya alindi. Hastalarin tan1 anindaki klinik
ve laboratuar bilgileri dosya verilerinden geriye doniik olarak elde edildi. Tan1 anindaki
kemik iligi parafin bloklarma Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Hastanesi  Patoloji  laboratuarindan wulasildi. Her bir kemik iligi ornegi

immiinhistokimyasal olarak p53 antikoru ve PUMA antikoru ile boyandi.

3.3. MM HASTALARININ KLINIK VE LABORATUAR
DEGERLENDIRILMESI
Hastalarin klinik verilerine hasta dosyalarindaki bilgilerden ulasildi. Laboratuar verileri
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Enlil veri tabanindan
elde edildi. IMWG ve DURIE-SALMON tam kriterlerine gére multiple miyelom tansi
konan her bir hasta ISS ve DURIE-SALMON evreleme sistemlerine gore kategorize
edildi. Hastalarin tani anindaki klinik ve laboratuar bulgular1 SSPS veri tabanina

kaydedildi.

3.4. IMMUNHISTOKIMYASAL METOD

Multipl miyelom hastalarinin tan1 aninda alinmis kemik iligi biyopsi kesitleri parafin

blok halindeki kemik iligi 6rneklerinden hazirlandi.
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Ve orneklerin hepsine immunhistokimyasal boyama uygulandi. Boyama i¢in 5 um
doku kesitleri hazirlandi. Kesitler 6nce deparafinize ve rehidrate edildi. Endojen
peroksidaz aktivitesi 15 dk boyunca %80 metanol, % 0.5 hidrojen peroksit iceren
solusyonda bloke edildi. Ardindan 10 mmol/L sitrat tampon (pH 6.0) ve mikrodalgada
(700 W) 15 dk muamele edildi. Oda 1sisinda 40 dk sogumaya birakildi.
Immunhistokimya islemi dncesinde fosfat tampon tuzunda (PBS) 5 dk yikandi. Her bir
kesit P53 antikoru (A00021.0025 - p53; Clone DO-7, ScyTek) ve PUMA antikoru
([EP512Y], GeneTex, GTX61282) ile 60 dk inkiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra
biotin isaretli sekonder antikor ve ardindan streptavidin + peroksidaz uygulandi.

Kesitler 3,3'diaminobenzidin ve hematoksilen ile boyandi.

Immunhistokimyasal boyama sonras1 pozitif boyanin her kemik iliginin boyanma

yayginligi kuvveti hesaplandi.
3.5. ISTATIKSEL METOD

Stirekli degiskenlerin karsilagtirilmasi i¢in T testi ve ANOVA kullanildi. Siirekli
degiskenler ortalama, standart sapma, (min, max, medyan) seklinde, kategorik
degiskenler yiizdeler kullanilarak verildi. Ki kare testi kullanildi, anlamlilik diizeyi

p<0.05 olarak alindu.
3.6. ETiK KURUL ONAYI

Bu calisma N.E.U.Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'ndan 07.06.2013 tarih ve 2013/437

toplant1 karar sayist ile onay alinarak yapilmistir
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4.BULGULAR

Calismamiza 13 kadin (%42) ve 18 erkek (%58) olmak {izere 31 multipl miyelom
hastas1 dahil edildi. Kontrol grubunda 6 erkek 6 kadin olmak {izere toplam 12 normal
bireyden alinmis kemik iligi 6rnegi mevcuttu. Hastalarimizin tan1 anindaki ortanca yas
69/ y1l (min-max) idi. Calismamizdaki hastalarimizin 3’ i niiks multipl miyelomdu.
Tan1 aninda hemoglobin degerleri 10.092 =+ 1.9525 g/dl, trombosit sayis1 231.42 +
98.415 (WL), 16kosit sayis1 6.684 + 3.2733 (wL) idi. Hastalarimizin kreatinin degerleri
1.4626 + 1.12619 (mg/dl), kalsiyum degerleri 9.1758 + 1.42068 (mEq/L) idi (Tablo
10).

Calismamiza katilan hastalarimizin ikisinde nétropeni (neu<1500 p/L) dokuzunda
trombositopeni (plt<150.000 p/L) ve besinde hipoalbuminemi (albumin<2.5 g/dl) tani
aninda mevcuttu.

Tablo 10: Hasta bilgileri

N Minimum Maximum Ortalama Std. Sapma
Yas 31 45 76 65,74 9,007
Hgb 31 6,0 14,8 10,092 1,9525
Neu 31 1,0 11,8 3,963 2,4338
Whbce 31 2,0 14,7 6,684 3,2733
Plt 31 129 515 231,42 98,415
Sedimantasyon 31 8 130 72,58 41,612
Albumin 31 2,0 4,3 3,213 ,6541
Total protein 31 53 14,2 9,117 2,3890
Kreatinin 31 0,50 5,09 1,4626 1,12619
Kalsiyum 31 7,70 14,05 9,1758 1,42068
Beta2mikroglobulin 29 0,37 23,60 7,1258 6,58243

Durie- Salmon evreleme sistemine; gore hastalarimizin 11°1 (%35) evre 2A, 1’ i
(%3) evre 2B, 12’ si (%39) evre 3A ve 7’ si (%23) 3B idi. Beta 2 mikroglobulin sonucu
bulunmayan 2 hasta ISS evreleme sistemine gore evrelendirilemedi. Diger
hastalarimizin 6’ s1 ( %21) ISS evreleme sistemine gore evre 1, 11’ 1 (%38) evre 2, 12’
si (%41) evre 3 idi (Grafik1- 2).
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Grafik 1: Durie- salmon evreleme sistemine gore dagilim
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Grafik 2: ISS evreleme sistemine gore dagilim

Immunglobulin alt gruplarma gore hastalarimizin 24° i Ig G miyelom, 3’ i Ig A
miyelom, 4 tanesi ise asekretuar miyelomdu. Tam1 aninda immunglobulin diizey
ortalamast 49.642 + 26.19 (mg/dl) idi (Grafik 3).
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Grafik 3: Immunglobulin alt tiplerine gére dagilim

Hastalarimizin serum ve idrar immun elektroforez degerlendirilmesinde 21’ inde
(%68) kappa, 9° unda (%29) lambda monoklonal proteini saptandi. Tani aninda
hastalarimizin 25° inde (%81) litik lezyon, 7 tanesinde (%23) ise plazmasitom
bulumaktaydi. Hastalarimiz bence- jones proteini agisindan tarandiginda 4 hastanin
sonucuna ulasilabildi ve sadece birinde bence- jones protein pozitifligi saptandi.

Hastalarin sitogenetik analizinde 22 hastanin sonucuna ulasilabildi. 20’ sinde
normal karyotip saptanirken 2’ sinde y kromozom kayb1 saptandi. FISH taramasinda ise
24 hastanin sonucuna ulasilabildi. 14 hastanin FISH sonucu normal iken 5 hastada
13q14.3 ve 1 hastada p53 gen bolgelerinde delesyon izlendi. t(4,14) 2, t(6,14) 3,
t(11,14) 4 ve t(14,20) 2 hastada goriildii. Ayrica birer hastada CKSIB gen
amplifikasyonu, IGH/BREAKAPART (14. Kromozom iizerinde yeniden diizenlenme)
ve CBFB/MYHI11 gen fiizyonu tespit edildi.

Kemik iligi biyopsi Orneklerinde p53 niikleer (Sekil 2) ve PUMA sitoplazmik
(Sekil 3) boyama paterni gosterdi. Kontrol grubunda p53 ve PUMA ile boyama
olmazken hasta grubumuzda 8 hastada p53 ile boyama 28 hastada PUMA ile boyama
saptand1 (Tablo 11). Hastalarin 6’ s1 hem p53 hem PUMA beraber boyanma o6zelligi
gosterdi. PUMA ile boyanan preparatlar boyama kuvvetlerine gore hafif orta ve giigli
olarak siniflandirildi. Ayrica PUMA ve p53 pozitifligi saptanan Orneklerin yayginlik
derecesi belirtildi.
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Sekil 3: PUMA pozitif boyanan MM kemik iligi 6rnegi
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Tablo 11: P53 ve PUMA boyanma siklig1
Siklik Yiizde Gegerli Yiizde Kiimiilatif Yiizde
negatif 23 74,2 74,2 74,2
p53 pozitif 8 25,8 25,8 25,8
Total 31 100,0 100,0 100,04
Siklik Yiizde Gegerli Yiizde Kiimiilatif Yiizde
negatif 3 9,7 9,7 9,7
PUMA pozitif 28 90,3 90,3 90,3
Total 31 100,0 100,0 100,0
MM Kontrol p
negatif 3 12
PUMA pozitif 28 0 0.000
Total 31 12

Hastalarimiz tan1 anindaki Durie- Salmon ve ISS evreleme sistemine gore
siniflandirildiktan sonra PUMA boyanma kuvveti ve oranlan ile karsilastirmak igin
gruplandirildi. Gruplar arasinda boyanma kuvveti ve yaygiligi arasinda anlamli bir
iliski bulunmadi (p=0.771-p=0.936) (Tablo 12).

Tablo 12: PUMA pozitifligi ile hastalik evresi karsilagtirilmasi

Durie-Salmon Total
2a 3a 2b 3b

Sayilan 2 0 1 2 5

zayif ) ]
% evredurie 20,0% 0,0% 100,0% 33,3% 17,9%

PUMA

Sayilan 6 5 0 1 12

kuvvet |orta ]
% evredurie 60,0% 45,5% 0,0% 16,7% 42,9%
Lo Sayilan 2 6 0 3 11

gighi [ .
% evredurie 20,0% 54,5% 0,0% 50,0% 39,3%
Sayilan 10 11 1 6 28

Total ]
% evredurie 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
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ISS Total
bir iki uc
sayif Sayilan 1 1 3 5
%evreiss 20,0% 9,1% 30,0% 19,2%
PUMA Sayilan 2 7 2 11
kuvvet orta % evrelss 40,0% 63,6% 20,0% 42,3%
— Sayilan 2 3 5 10
% evreiss 40,0% 27,3% 50,0% 38,5%
Total Sayilan 5 11 10 26
% evrelss 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
N Ortalama Std. Std. Ortalama igin Minimum [ Maximum
Durie- Sapma Hata Guven aralig1 %95
salmon Alt Sinir Ust Sinir
2a 10 79,00 21,705 6,864 63,47 94,53 30 95
3a 10 86,50 5,798 1,833 82,35 90,65 80 95
2b 1 80,00 80 80
3b 6 81,67 | 16,931 6,912 63,90 99,43 50 95
Total 27 82,41| 15,527 2,988 76,27 88,55 30 95
N Ortalama Std. Std. Hata Ortalama igin Minimum | Maximum
[SS Sapma Guven arahgr %95
Alt Sinir Ust Sinir
bir 5 80,00| 17,321 7,746 58,49 101,51 50 90
iki 10 82,50 19,472 6,158 68,57 96,43 30 95
g 10 83,00 13,166 4,163 73,58 92,42 50 95
Total 25 82,20 16,078 3,216 75,56 88,84 30 95

PUMA pozitif boyanan hastalarin 14’ {inde anemi (hgb<10 g/dl), 2’ sinde nétropeni
ve 9’ unda trombositopeni mevcuttu. Hastalar anemi nétropeni ve trombositopeni
ozelliklerine gruplandirildiktan sirasiyla PUMA boyanma kuvveti ve yaygmligi
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik saptanmadi (p=0.549, p=0.445, p=0.496)

(Tablo 13- 14- 15).
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Tablo 13: Anemi ile PUMA boyanma kuvvet ve yaygimliginin karsilagtirilmasi

Hgb grup Total
10 Alt1 10 Ustii
Sayilan 3 2 5
zayif
% hgb grup 21,4% 14,3% 17,9%
PUMA ) Sayilan 5 7 12
orta
kuvvet % hgb grup 35,7% 50,0% 42,9%
) Sayilan 6 5 11
kuvvetli
% hgb grup 42,9% 35,7% 39,3%
Sayilan 14 14 28
Total
% hgb grup 100,0% 100,0% 100,0%
Hgb grup N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ortalama
PUMA 10 Alta 13 82,69 17,031 4,724
yaygmlik |10 Ustii 14 82,14 14,639 3,912
Tablo 14: Notropeni ile PUMA boyanma kuvvet ve yayginliginin karsilagtirilmasi
Neu grup Total
1500 Alti 1500 Ustii
Sayilan 1 4 5
zay1f
% neu grup 50,0% 15,4% 17,9%
PUMA Sayilan 1 11 12
orta
kuvvet % neu grup 50,0% 42.3% 42.9%
] Sayilan 0 11 11
kuvvetli
% neu grup 0,0% 42.,3% 39,3%
Sayilan 2 26 28
Total
% neu grup 100,0% 100,0% 100,0%
Neu grup N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ortalama
PUMA 1,5 Altt 2 55,00 35,355 25,000
yayginhk | 1,5 Ustii 25 84,60 11,895 2,379
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Tablo 15: Trombositopeni ile PUMA boyanma kuvvet ve yayginliginin karsilagtirilmasi

Plt grup Total
150 Alti 150 Ustii
Sayilan 1 4 5
zayIf
% plt grup 11,1% 21,1% 17,9%
PUMA Sayilan 5 7 12
orta
kuvvet % plt grup 55,6% 36,8% 42,9%
Sayilan 3 8 11
kuvvetli
% plt grup 33,3% 42,1% 39,3%
Sayilan 9 19 28
Total
% plt grup 100,0% 100,0% 100,0%
Plt grup N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ortalama
PUMA 150 Alt1 8 85,63 6,232 2,203
yaygmhik | 150 Ustii 19 81,05 18,072 4,146

PUMA pozitifligi olan hastalar hipoalbuminemi (<2.5 g/dl), kreatinin yiiksekligi
(>1.5 mg/dl) ve beta 2 mikroglobulin (>3.5 mg/L) yiiksekligine gore smiflara ayirildi.
Hipoalbuminemi (p=0.171), kreatinin yiiksekligi (p=0.807), beta 2 mikroglobulin
yuksekligi (p=0.702) PUMA boyanma kuvveti ve yayginligi ile kiyaslandiginda anlamli

farklilik bulunmadi (Tablo 16- 17- 18)

Tablo 16: Hipoalbuminemi ile PUMA boyanma kuvvet ve yaygimliginin

karsilastirilmasi
Alb grup Total
2,5 Alti 2,5 Ustii
Sayilan 2 3 5
zayif
% alb grup 50,0% 12,5% 17.9%
PUMA ) Sayilan 2 10 12
orta
kuvvet % alb grup 50,0% 41,7% 42,9%
. Sayilan 0 11 11
kuvvetli
% alb grup 0,0% 45,8% 39,3%
Sayilan 4 24 28
Total
% alb grup 100,0% 100,0% 100,0%
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Alb grup N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ortalama
PUMA 2,5 Alti 4 72,50 15,000 7,500
yayginhk 2,5 Ustii 23 84,13 15,274 3,185
Tablo 17: Kreatinin yiiksekligi ile PUMA boyanma kuvvet ve yayginliginin
karsilastirilmasi
Kreatinin grup Total
1,5 Alt1 1,5 Ustii
Sayilan 2 3 5
zayif .
% kreatinin grup 10,0% 37,5% 17,9%
PUMA Sayilan 10 2 12
orta
kuvvet % kreatinin grup 50,0% 25,0% 42,9%
) Sayilan 8 3 11
kuvvetli .
% kreatinin grup 40,0% 37,5% 39,3%
Sayilan 20 8 28
Total
% kreatinin grup 100,0% 100,0% 100,0%
Kreatinin N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ortalama
grup
PUMA 1,5 Alt1 19 82,89 16,357 3,752
yayginlik | 1,5 Ustil 8 81,25 14,330 5,067

Tablo 18: Beta2mikroglobulin yiiksekligi ile PUMA boyanma kuvvet ve yayginliginin

karsilastirilmasi
Beta2 grup Total
3,5 Al 3,5 Ustii
Sayilan 1 4 5
zayif
% beta2grup 11,1% 23,5% 19,2%
PUMA . Sayilan 5 6 11
orta
kuvvet % beta2grup 55,6% 35,3% 42,3%
Sayilan 3 7 10
kuvvetli
% beta2grup 33,3% 41,2% 38,5%
Sayilan 9 17 26
Total
% beta2grup 100,0% 100,0% 100,0%
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Beta2 grup N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ortalama
PUMA 3,5 Al 9 83,89 13,642 4,547
yaygmlik |35 Ustii 16 81,25 17,654 4414

Litik lezyon ve plazmositom saptanan hastalardan PUMA pozitif boyanma sayis1
sirasi ile 21 ve 7 idi. Litik lezyon ve plazmositom varliliginin PUMA boyanma kuvveti
ve yaygmligi ile karsilastirilmasinda anlamli farklilik saptanmadi (p=0.477, p=0.617)
(Tablo 19- 20).

Tablo 19: Litik lezyon varligi ile PUMA boyanma kuvvet ve yayginliginin

karsilastirilmasi
Litik lezyon
yok var
Sayilan 2 3
zay1f —
% litik lezyon 33,3% 13,6%
PUMA Sayilan 2 10
orta
kuvvet % litik lezyon 33,3% 45,5%
. Sayilan 2 9
kuvvetli —
% litik lezyon 33,3% 40,9%
Sayilan 6 22
Total —
% litik lezyon 100,0% 100,0%
Litik lezyon N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ortalama
PUMA yok 6 78,33 24,631 10,055
yayginlik | var 21 83,57 12,464 2,720
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Tablo 20: Plazmasitom varlig1 ile PUMA boyanma kuvvet ve yayginliginin

karsilastirilmasi
Plazmasitom Total
yok var
Sayilan 4 1 5
zayif
% plazmasitom 19,0% 14,3% 17,9%
PUMA Sayilan 8 4 12
orta
kuvvet % plazmasitom 38,1% 57,1% 42,9%
Sayilan 9 2 11
kuvvetli ]
% plazmasitom 42.9% 28,6% 39,3%
Sayilan 21 7 28
Total ]
% plazmasitom 100,0% 100,0% 100,0%
Plazmasitom N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Ortalama
PUMA yok 20 81,50 17,704 3,959
yayginlik | var 7 85,00 6,455 2,440

Hastalarimizin tanit anindaki kemik iligi biyopsisindeki plazma hiicre oranlar
ortalama 51.42 £+ 27.616 (%) idi. Plazma hiicre oran1 PUMA boyanma kuvveti ve
yayginhigr karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli bir iligkili saptanmasa da
boyanma kuvveti arttikca plazma oraninin arttig1 goriildi (p=0.385) (Grafik 4) (Tablo

21).
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Grafik 4: Plazma orani ile PUMA boyanma kuvvet karsilastirilmasi
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Tablo 21: Plazma oran1 ile PUMA boyanma kuvvet ve yayginliginin karsilagtirilmasi
N Ortalama | Std. Sapma | Std. Hata Ortalama igin Minimum | Maximum
Plazma Guvenli araligi %95
Joran i
Alt Sinir | Ust Sinir
zayif 5 42,80 30,120 13,470 5,40 80,20 12 80
orta 12 47,00 27,977 8,076 2922| 64,78 12 95
kuvvetli 11 60,00 23,664 7,135 44,10 75,90 20 90
Total 28 51,36 26,704 5,047 41,00 61,71 12 95
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5.TARTISMA

Multipl miyelom lenfoplazmaositer hiicrelerin neoplastik monoklonal artis1 ile
karakterize bir hastaliktir. Lenfomadan sonra en sik goriilen hematolojik malignitedir.
Hastaligin patogenezinde sitogenetik anomaliler, kronik antijen sunumu, apopitotik
yoldaki mutasyonlar suclanmasina ragmen halen tam bir netlik s6z konusu degildir
(Loth 1991).

Multipl miyelom gibi hiicre dongiisii yavas tiimorlerin patogonezinde kronik antijen
sunumu 6nemlidir. Romatoid artritte miyelom sikliginin artmasi (Isomaki 1978), HIV
ve HSV gibi viral uyarmin hastaligin patogenezinde rol oynabilecegini gosteren
calismalar bu hipotezi desteklemektedir (Berenson 1999).

MM patogenezinde rolii olan bir diger neden de sitogenetik anomalilerdir.
Hastalarin yaklasik %30-50 kromozamal bozukluk goziikmektedir (Hallek 1998). Bu
oran hastaligin erken evrelerinde daha az ilerleyen evrelerinde daha yiiksek oranlarda
goziikebilmektedir. Olgularin biiyiik bir boliimiinde tek bir kromozomal anormallik
olmamakla beraber, ¢ogunda hiperdiploidi monozomi 13 tetrazomi 9 gibi sayisal
anormallik vardir. Yapisal anormallikler i¢inde ise en sik rastlananlar translokasyonlar;
t(8;14) (q24;q32) ve t(11;14) (q13;932)’ dir. Bunlardan 8q24, cmyc ve 11q13 ise bcl-1
protonkogenlerini tanimlamaktadir. 14q32 ise Ig agir zincir geninin lokusudur
(Taniwaki 1996).

Miyelom etyopatogenezisinde 6n plana ¢ikan nedenlerden biri de apopitotik yolda
ki mutasyonlardir (Feinman 1997). Apopitozis programli hiicre o6liimiidiir. DNA
ve/veya proteinlerde hasar geldigi zaman birincil hiicresel cevap hasarin diizeltilmesidir.
Hasar ciddi ise programli hiicre 6limi ile ortadan kaldirilir. Bu siireci kontrol eden
faktor pS3° tiir. Saglikli bireylerde transkripsiyon faktorii olarak gérev yapan p53° {in

hasar meydana geldigi zaman diizeyi artar ve hiicre apopitozise gider (Ryan 2011).

P53 Bcl-2 araciligiyla apopitozisi gerceklestirmektedir. PUMA ise Bcl-2 ailesi
tiyelerinden BH-3 subgrubu arasinda olup potent oldiiriiciilerinden biridir. PUMA
sitoplazmik p53’iin antiapopitotik Bcl-XL’den ayrilmasini  saglayarak, p53’iin
proapopitotik Bax’1 aktive etmesini saglar ve mitokondri dig membran permeabilitesini
arttirlp apopitozisi gergeklestirir. PUMA p53, iskemi, DNA hasar1 gibi nedenlerle

indiiklenerek saatler igerisinde apopitozise neden olur (Yu 2003).
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P53 mutasyonu multipl miyelomda tani sirasinda nadiren mevcut olup genellikle
yiiksek riskli ve ileri evre miyelom olgularinda goriilmektedir (Liu 1996). Bizim
calismamizda da literatiirle uyumlu olarak tani aninda hastalarin 8’ inde p53 pozitifligi
saptanirken, p53 yayginlig1 bir hastada %80 diger hastalarda %20’ nin altindayd.

Tan1 aninda hastalarimizin 28’ inde PUMA ve 8’ inde p53 pozitifligi vardi. PUMA
pozitif boyanan hastalarin sadece 1’ inde PUMA boyanma yayginligi %50’ nin altinda
iken p53 boyanam o6zelligi gosteren orneklerin sadece 1’ inde %50’ nin iizerindeydi.
PUMA pozitifliginin p53 pozitifligine oranla daha yliksek oranda pozitif bulunmas: ise
hastaligin erken evrelerinde p53 bagimsiz nongenotoksik nedenlerle PUMA’ nin
indiiklenerek multipl miyelom patogenezine katkida bulundugunu diisiindiirmektedir.

Normal yasam dongiisiinde kok hiicrelerinin varliginin idame ettirilmesi ve tlimor
olusumunun engellenmesi i¢in apopitozis mutlaka gereklidir. Defektif apopitozis olan
hastaliklarda  6zellikle PUMA aracilikli  apopitozise hiperproliferasyon ve
rejenerasyonlar, malign transformasyon gelisimini kolaylastirabilir. Qui ve arkadaslari
PUMA bagiml apopitozisin, kompansatuar hiperproliferasyon ile hepatokarsinogenezi
arttitdiginmi - gostermiglerdir (Qiu 2011). Yine weber ve arkadaslar1 Bcl-2 ailesi
tiyelerinden antiapopitotik Mcl-1’in farelerde hepatosit spesifik delesyonunun, hiper-
apopitotik bir ortam olusturarak, karaciger hiicrelerinde apopitozisi arttirdigini ve
kompansatuar hiperproliferasyon ile hepatoselliiler kanser gelisimini kolaylastirdigini
gostermislerdir (Weber 2010). Yu ve arkadaslarinin yaptigi calismada PUMA
eksikliginin radyasyona karsi hematopoetik hiicreleri koruyucu etkisi gosterilmistir.
Calismalarinda radyasyon verildikten 24 saat sonra gelisen DNA hasari
degerlendirildiginde, PUMA-/- farelerin PUMA+/+ farelere oranla daha az DNA
hasarina sahip oldugunu o6ne slirmiislerdir (Soenen 1998). Raza ve arkadaslarinin
yaptig1 calisma da MDS’ de kemik iligi parankimal ve stromal hiicrelerde apopitozis
oldugunu fakat 16semik transformasyon gdsteren hiicrelerde olmadigini gostermislerdir
(Raza 1995). Bu da; PUMA’ ya bagl apopitozisin normal hiicrelerde klonal hiicrelere
kiyasla daha fazla oldugunu diisindiirmektedir. Calismamiza katilan hastalarin kemik
iligindeki plazma hiicre yilizdesi ile PUMA boyanma kuvveti arasinda (p=0.385)
istatiksel olarak anlamli olmasa da bir iliski bulunmustur. Bu durum PUMA
ekspresyonlarinin  DNA onarimint  6nleyerek apopitozise direngli plazma hiicre
olusumuna neden olabilecegini akla getirmektedir. Ek olarak apoptitotik hiicre kaybi

nedeniyle olusan bos alana, apopitozisin yok veya az oldugu klonal hematopoetik hiicre
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yerleserek burada ki boslugu doldurmak icin artmis ¢ogalma ile hastaligin ilerleyisine
katkida bulunuyor olabilir.

Coutinho ve arkadaslarin1 yapmis oldugu ¢aligmada oral squamdz hiicreli karsinom
niiksiinde PUMA ekspresyonu yiiksek iken, yine diisiik ekspresyon daha iyi ve
hastaliksiz sag kalim ile iliskili bulunmustur (Coutinho-Camillo 2010). Bu ¢alismada
hastalik evresi ile PUMA boyanma kuvvet ve yayginlig1 karsilastirilmasinda istatiksel
olarak (p=0.771, p=0.936) anlamli bir iligki bulunamamistir. Ancak c¢alismaya dahil
edilen hasta sayisinin az olmasi net bir sonuca ulasamiyor olmamiza ve dolastyla yorum
yapmamiza engel olmaktadir.

Sonu¢ olarak bu g¢alismada multipl miyelomda PUMA ve p53 calisilmistir ve
sonuclarda 6zellikle normal hematopoz iceren kemik iligi 6rneklerine gore hastalara ait
kemik iligi Orneklerinde artmis PUMA ve p53 pozitifligi bulduk. Ayrica PUMA
boyanam kuvveti ile kemik iligi arasinda istatiksel olarak anlamli olmasa da bir iligki
saptadik. Hastalara ait anemi, notropeni, trombositopeni, kreatinin yliksekligi,
hipoalbuminemi, evre, Itik lezyon ve plazmasitom varligi gibi diger ozelliklerle
karsilastirmamizda ise herhangi bir iliski bulamadik. Calismamiz multipl miyelomda
PUMA ekspresyonunu degerlendiren ilk calismadir. MM hastalar1 ve normal
hematopoez olan kemik iligini Orneklerini karsilastirdigimizda PUMA pozitifligini
istatiksel olarak (p=0.000) anlamli bulunmasi apopitozisin miyelom patogenezisine
katkida bulundugunu diistindiirmiistiir. Biitiin bu sonuglar her ne kadar bir iligkiyi
desteklemiyor gibi goriinse de ¢ok daha fazla hasta katilimli bir ¢calisma ile daha net

sonuglar alinacag agiktir.
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6.SONUCLAR VE ONERI

. PUMA oranlar1 miyelom hastalarinda, normale gore anlamli derecede yiiksekti.
Bu, 6zellikle tan1 zorlugu ¢ekilen durumlarda PUMA’ nin immunhistokimyasal
yardimci test olarak kullanilabilecegini diisiindiirdii.

. Multipl miyelomda normal bireylere gore daha yiiksek oranda p53 ve PUMA
pozitifligi bulunmasi, miyelomda artmis apopitozisin bir gostergesi idi.

. PUMA pozitifliginin tan1 aninda p53 pozitifligine kiyasla daha fazla olmasi
miyelomda PUMA’ nin p53 dis1 nedenlerle harekete gegtigini gostermektedir.

. PUMA boyanma kuvveti ile kemik iligi plazma hiicresi arasinda istatiksel olarak
anlamli olmasa da bir iliski mevcuttu. Bu durum apopitotik hiicre kaybina bagh
bos alana, apopitozisin az veya yok oldugu bilinen klonal hematopoetik hiicreler
mobilize olarak burada kompansatuar olarak prolifere olup hastaligin
progresyonuna katkida bulunuyor olabilir.

. PUMA boyanma kuvvet ve yayginhig ile hastaligin evresi, anemi,
trombositopeni, notropeni, litik lezyon, plazmasitom gibi diger klinik bulgularla
istatiksel olarak anlamli bir iliski bulanamamistir ancak hasta sayisimizin az
olmasi1 daha genis katilimli caligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiindiirmektedir.

. Calismamiz miyelomda PUMA ekspreyonu degerlendirilen ilk ¢alismadir.
Onerimiz, daha fazla sayida kemik iligi ve daha spesifik apopitotik calismalar ile

ileri degerlendimeler gerekmektedir.
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