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V.OZET

MULTIiPLE MYELOMALI HASTALARDA XPD, XRCC1 VE XRCC4 GEN
POLIMORFIZMLERININ KLiNiK PARAMETRELERLE iLiSKiSI VE
PROGNOZ UZERINDEKI ETKILERININ KARSILASTIRILMASI
Dr. Sami CIFCI
Uzmanhk Tezi, i¢c Hastaliklar1 Anabilim Dal
Tez Damismani: Do¢. Dr. Mehmet YILMAZ

Eyliil 2009, 64 sayfa

Bu c¢alismada, Multipl Myeloma’li hastalarda XRCC1-399, XPD-751, XRCC4
intron3 ve XRCC4-1394 gen polimorfizmleri ile klinik parametrelerin iligkisi ve
prognoz iizerindeki etkileri degerlendirildi. Calismaya Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Hematoloji Bilim Dalinda multipl myeloma tanis1 konulan 63
hasta dahil edildi. Kontrol grubu olarak hematolojik malignitesi olmayan saglikli 70 kisi
alindi. XRCC1 kodon 399 gen polimorfizmi dagilimi AA: 25(%39.7), AG: 21(%33.3),
GG: 17(%27.0), XPD kodon 751 gen polimofizmi dagilimi AA: 27(%42.8), AC:
25(%39.7), CC: 11(%17.5), XRCC4intron3 gen polimorfizmi dagilimi DD: 1(%1.6),
DI: 38(%60.3), II: 24(%38.1), XRCC4-1394 gen polimorfizmi dagilimi TT:14(%?22.2),
TG:29(%46.0), GG:20(%31.2) oranlarinda tespit edildi. XRCC1-399 ve XPD-751 gen
polimorfizmleri ile MM arasinda iliski tespit edilmedi. XRCC4 intron3 gen
polimorfizminde D alleli (p=0.03) ve DD genotipi (p=0.007) ile XRCC4-1394 geninde
TT genotipinin (p=0.04) MM hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak diigiik
oldugu saptandi.

Sonug olarak, XRCC1-399 ve XPD-751 gen polimorfizmi ile MM arasinda bir
iliski kurulamayacagi, XRCC4 intron3’de D alleli ve DD genotipinin azalmasi,
XRCC4-1394 genin de ise TT genotipinin azalmasi ile multipl myelomaya yatkinligin
arttig1 dlistintildii.

Anahtar kelimeler: Multipl myeloma, XPD , XRCC1, XRCC4
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VI. ABSTRACT

RELATIONS OF CLINICAL PARAMETERS AND EFFECTS ON PROGNOSIS
OF GENOMIC POLYMORPHISMS IN XPD, XRCC1 VE XRCC4 IN PATIENTS
WITH MULTIPLE MYELOMA
Dr. Sami CiFCi, MD
Residency Thesis, Department on Internal Medicine
Supervisor: Assos. Prof. Mehmet YILMAZ
September 2009, 64 pages

In this study, relations of clinic parameters and effects on prognosis of genomic
polymorphisms in XRCC1-399, XPD-751, XRCC4 intron3 and XRCC4-1394 are
assessed in patients with multiple myeloma. Sixty patients with multiple myeloma in
Haemotology department in Internal Medicine of Gaziantep University hospital are
included. Healty 70 people without any heamotological malignancies are icluded as
control group. Distribution of XRCC1 codon 399 gene polymorpism is AA: 25(39.7%),
AG: 20(33.3%), GG: 17(28.3%), distribution of XPD codon 751 gene polymorpism is
AA: 27(%A42.8), AC: 25(%39.7), CC: 11(%17.5), distribution of XRCC4intron3 gene
polymorpism is DD: 1(1.6%), DI: 38(60.3%), II: 24(38.1%) and distribution of
XRCC4-1394 gene polymorphism is TT:14(%22.2), TG:29(%46.0), GG:20(%31.2). No
significant relation is found between XRCC1-399 and XPD-751 gen polymorphisms
and MM. D allel (p=0.03) ve DD genotype (p=0.007) in XRCC4 intron3 gene
polymorphism and TT genotype (p=0.04) in XRCC4-1394 gene are significantly

decreased in patients with MM in comparison with control group.

As a result, there cannot be any relation between XRCCI1-399 and XPD-751
gen polymorphisms and MM, however, decreases in D allel and DD genotype in
XRCC4 intron3 and decreases in TT genotype in XRCC4-1394 gene thougt as

increasing the tendency in multiple myeloma.

Key words: Multiple myeloma, XRCC1, XPD, XRCC4
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1. GIRIS VE AMAC

Multipl Miyelom (MM), anormal miktarda immiinglobulin sentezleyen ve kemik
iligini infiltre eden plazma hiicrelerinin artisindan kaynaklanan malign bir tiimordiir.
Klinik olarak hastalar asemptomatik olabilecekleri gibi anemi, renal tutulum,
kemiklerde litik lezyonlar, sik enfeksiyon hikayesi ve hiperviskosite ile iliskili sorunlar
geligebilir. Hastaligin ortalama sagkalimi 3-4 yil iken son yillarda periferik kok hiicre

tedavileri ve yeni nesil ilaglar ile bu siire ortalama 5-6 yila ¢gikmistir.

Her bir insan hiicresinin DNA'sinda kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden
olan hasarlar meydana gelmektedir. Normal hiicreler DNA dizisinde olusan bu hatalari
saptayan mekanizmalara sahiptirler. DNA hasarlandigit zaman bir grup tamir
mekanizmas1 hasarli niikleotidleri normal niikleotitlerle degistirir. Bu mekanizmalar
olusan iki yeni hiicredeki genetik materyalin ana hiicredeki materyalle kesinlikle ayni
olmasmi saglarlar. Baz-eksizyon tamir (BER) sisteminde 6nce DNA glikozilazlar
vasitastyla hatali baz ¢ikarilarak abazik yerler olusturulur ve daha sonra bu boélgeler
dogru niikleotitler eklenerek tamir edilir. Niikleotid-eksizyon tamir (NER) sistemi,

DNA’nin heliks yapisinda biiyiik degisiklik olugturan hasarlari tamir eder.

Baz eksizyon tamir (BER), mismatch tamir, niikleotid eksizyon tamir (NER)
sistemlerinin ilag¢ direnci ile iliskili olduklar1 bildirilmistir (1,2). Fankoni anemisi ve
Ataxia telanjektazi gibi hastaliklarda ortaya c¢ikan 16semi ve lenfoma gibi hematolojik
kanser gelisiminin sebebi bozuk DNA tamir sistemidir (3,4). Son yillarda DNA tamir
genlerinde tespit edilen polimorfizmlerin, DNA tamir fonksiyonunu etkileyerek kisilerin

hastaliklara egilimlerinde 6nemli rol oynadiklari tespit edilmistir (5).

XPD (Xeroderma pigmentosum group D) proteini hem bazal transkripsiyonda
hem de NER’de 6nemli rol oynayan proteinlerden biridir. XPD geninde meydana gelen
mutasyonlar genetik bir hastalik olan xeroderma pigmentosuma neden oldugundan,
XPD genindeki polimorfizmler genetik yatkinlik faktorii olarak goriilebilir. XPD
lokusunda bir ¢ok tek niikleotid polimorfizmi (SNP) tespit edilmistir.



Kodon 751 polimorfizmi, poli (A) sinyalinin 50 baz yukarisinda yer almaktadir.
Yapilan ¢alismalarda, bu polimorfizm ile kromatid kiriklarinin yiiksek seviyeleri ve

cesitli kanser tipleri (6-8) arasinda iligki tespit edilmistir.

BER sisteminde yer alan XRCC1 (X-ray repair cross-complementing group 1)
iyonizan radyasyon ve alkilleyici ajanlarin yol actigi hasarlarin tamirinde rol oynar.
Tamir siirecinde 6nemli bir role sahiptir, DNA ligaz III, DNA polimeraz beta, poli
(ADP-riboz) polimeraz (PARP) ile etkilesime girer (9). XRCC1 gen polimorfizmleri
sonucu diger proteinler ile olusturdugu kompleksin stabilitesi ve dolayisiyla tamir
kapasitesi etkilenebilir. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda, cesitli kanser tipleri ile bu

polimorfizmler arasinda iliski ortaya konmustur (10-12).

X-ray cross-complementing group 4 (XRCC4) BER mekanizmasi alt grubunda
bulunan bir DNA tamir genidir. XRCC4 o6zellikle B hiicrelerinin erken evre
gelisimlerinde ve immiinglobulin kombinasyonlar1 sirasinda olusan DNA hasarlarinin
ve iyonize radyasyonun olusturdugu DNA hasarlarinin tamirinde goérev almaktadir.
Immiinglobulin rekombinasyonu sirasinda olusan DNA hasarlarinin B-hiicreli lenfoma

ve 16semilerin patogenezinde ¢ok 6nemli rol oynadigi diistintilmektedir (13).

DNA tamir genlerinin bir¢ok hematolojik maligniteye sebep olabilecegi
konusunda giderek artan bir bilgi birikimi ve deneyimi olugsmasina ragmen, bu bilgilerin
MM’da kullanimi hala ¢ok smurli diizeydedir. Ortalama yagam Omrii 3-5 yil kadar
olabilen MM hastaliginda, etyolojik ve prognostik faktorlerin iyi belirlenmesinin
hastaligin patogenezinin aydinlanmasina, uygun tedavi rejimlerinin olusmasina
yardimda bulunacagi ve hastalarin yasam siirelerini arttirmaya katki saglayabilecegini

diisiinmekteyiz.

Tirkiye'de ilk defa yapilan bu ¢alismada Multipl Myeloma’li hastalarda XPD,
XRCC1 ve XRCC4 gen polimorfizmleri ile klinik parametrelerin iligkisi ve prognoz

tizerindeki etkilerinin karsilastirilmast amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tanim

Multipl Miyelom (MM), kemik iliginde malign plazma hiicrelerinin artisi ile seyreden
asir1 miktarda monoklonal immiinglobulin {iretiminin oldugu, genel olarak osteolitik
lezyonlar, hiperkalsemi, anemi, monokolonal protein artisi ve renal yetmezlik ile karakterize

B hiicreli lenfoproliferatif bir hastaliktir (14,15).
2.2. Epidemiyoloji

Tim hematolojik malignitelerin yaklasik %10’unu olusturur (14,15). Myelomun
yaklagik insidansi yilik 100000°de 4.5’dir. Siyah 1irkta beyaz wkin 2 kati siklikta
goriilmektedir. Erkeklerde kadinlardan biraz daha siktir. Tan1 konuldugu donemde ortalama
yas 70°dir. Hastalarin sadece %5°i 40 yasin altindadir (16). Mortalite oranlar1 da erkeklerde
kadinlara gore, siyah irkta beyaz irka gére daha fazladir (17).

2.3. Etiyoloji

MM etyolojisi heniliz tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte literatiirde, MM
olgularinin bir kisminin etyolojisinde genetik, radyasyon, viral, kronik antijenik uyarinin ve
cevresel faktorler gibi etkenlerin rolii oldugunu bildiren yayinlar bulunmaktadir. Iyonize
radyasyon maruziyeti en onemli risk faktoriidiir. Kisa siirede yiiksek doz veya uzun siire

diisiik doz radyasyon maruziyetinden sonra MM agisindan artmis bir risk oldugu gézlenmistir

(18).

Cevresel faktorlerinde MM gelisimi iizerinde etkilerinin oldugunu gosteren bircok

calisma mevcuttur.

Tarim is¢ilerinde giibre ve hububat tozlarina maruziyet sonrast MM gelisme riskinin
arttig1 belirtilmektedir (19). Petrol endiistrisinde ¢alisan ve benzen maruziyeti olan kisilerde
MM riskinin attig1 (20), yine ozellikle erimis metal is¢ilerinde’de agir metallere maruziyet

sonrast MM riskinin arttig1 belirtilmektedir (21).



Human Herpes Viriis (HHV-8) ve Human Immunodeficiency Virus (HIV)
enfeksiyonlarinda MM hastalig1 daha sik goriilmektedir (22).

Retikiiloendotelial sistemin kronik antijenik stimiilasyonu sonucu’da MM gelisme
riskinin oldugu (23), romatoid atrit, gauche hastaligi, kronik osteomiyelit ve tiiberkiiloz gibi
kronik seyirli hastaliklarda MM goriilme sikligimin normale goére daha yiiksek oldugu
belirtilmektedir (24).

2.4. Patogenez

Multipl miyelom gelisiminde bir¢ok sistem bozuklugunun rol aldig1 diisiiniilmektedir.
Sinyal ileti sistemi, apopitoz, kemik iligi mikrogevresi ve hiicre siklusu bunlar arasindadir.
Malign plazma hiicreleri olusumunda hiicre siklusunda yer alan gen ekspresyon bozukluklari

rol almaktadir.

Interldkin-6 (IL-6)’nin myelom hiicreleri igin cok 6nemli bir yasamsal ve biiyiime
faktorii oldugu ortaya konmustur (25). Plazma hiicreleri i¢in en énemli biiyiime faktorii ve
anti-apopitotik faktor IL—6dir. IL-6, myelom hiicrelerince otokrin olarak salgilansada baglica
kemik iligi mikro ¢evresindeki stromal hiicrelerinden salgilanir (26). IL-6 diizeyleri hastaligin
aktivasyonu ile yakin iliskilidir. Erken evrede serum seviyeleri diisiik, ileri evrede ise yliksek
olarak bulunur (27). Birgok miyelom hiicresi; CD 56, very late antijen (VLA)-4 ve VLA-5 ve
B1 integrin gibi adezyon molekiillerini eksprese ederler. Miyelom hiicreleri bu molekdiller ile
bir taraftan birbirlerine, diger taraftan stromal hiicrelere tutunurlar ve stromal hiicrelerden IL-

6 salinimina yol acarlar (28).

Miyelom hiicreleri, vaskiiler endoteliyal biliyiime faktorii (VEGF), insiilin benzeri
bliylime faktorii-1 (IGF-1), timor nekroz edici faktér o (TNF-0) ve az miktarda IL-6
salgilarlar. IGF-1 myelom hiicrelerinin yasaminda, proliferasyonunda ve ila¢ direncinde rol
oynar. VEGF tiimor hiicrelerinin biiyiime, migrasyonunda ve angiogenezisinde rol alirken,
TNF-o ise Niikleer faktor kB (NF-kB)’y1 aktive ederek myelom hiicrelerinin yasam siirelerini
arttirir (29). Multipl Myeloma’da gerek sitokinler araciligi ile gerekse genetik faktorlerin rol
oynamas1 sonucu apopitotik kontrol bozuklugu meydana gelebilir. Apopitozis defektinin’de
multipl myeloma patogenezinde ve tedaviye direng te kritik dneminin oldugu belirtilmektedir

(30).

Kemik iligi mikrogevresi ile myeloma hiicreleri arasinda sinerjistik bir etkilesim vardir

ve MM patogenezinde 6nemli rol aldiklar1 ortaya konmustur. Bu etkilesim sonucu stromal



hiicrelerden salinan IL-6, myeloma hiicrelerinden IL-1B, VEGF ve makrofaj inflamatuar
protein-1a salinimina neden olarak osteoklast aktivasyonuna ve bunun sonucu olarakta kemik
rezorbsiyonuna neden olduklar1 gosterilmistir (23). Kemik iligi stromal hiicrelerince salinan
bu sitokinler myelom hiicrelerinin yagaminda, proliferasyonunda ve angiogenezisinde 6nemli

roller oynarlar (25).

Multiple myeloma etiolojisinde rol oynadig1 ve prognostik faktor olarak diisiintilen bir
cok genetik caligma vardir. Bunlardan en 6nemlileri kromozom 1 anomalileri, kromozom 13
anomalileri ve 14q32 immiinglobulin lokusundaki anormalliklerdir (31). P53 tiimdr siipresyon

geninin mutasyonu ileri evre ve hizli ilerleyen miyelom hastalarinda tespit edilmistir (32).

Genel olarak myeloma hiicreleri CD45 negatif ve CD38 ve CD138 pozitiftir (33).
Normal plazma hiicrelerinde CD13, CD16 ve CD33 gibi belirli miyeloid antijenler tespit
edilebilmektedir. Miyelom hiicrelerinde CD19, CD20 ve CD22 gibi cesitli B hiicre
isaretleyicilerin ekspresyonunda Onemli derecede heterojenite bulunmaktadir. MM’da
plazmasitoid hiicrelerde CD10 ekspresyonunun kotii prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir
(34). CD56 olgularin %55-78’inde belirgin olarak pozitiftir ve negatif olan olgularda kotii
prognoz gostergesidir (35)(Tablo 1).

Tablo 1. MM Fenotipik 6zellikleri

Primitif plazma hiicreleri | CD45++, CD38++, CD19+, CD10+, CD56+, VLAS+

Immatiir plazma hiicreleri | CD45+, CD38++

Matiir plazma hiicreleri CD45-, CD38++, CD19-

2.5. Klinik Ozellikler

Multiple Myelomanin klinik 6zellikleri basta kemikler olmak iizere organlarin
neoplastik plazma hiicreleri tarafindan infiltre edilmesine, ¢ogu kez anormal fizikokimyasal

ozellikler tastyan asir1 Ig liretimine ve normal humoral immunitenin baskilanmasina baglidir.
2.5.1. Kemik Tutulumu

Multiple Myelomanin en sik belirtisi osteolizise bagli kemik kayb1 ile alakalidir, tani

asamasinda bile hastalarin yaklasik %75’de yaygin osteoporoz veya tiimdral tutulum nedeni



ile patolojik durumlar goriiliir (36). Kemik agrilar1 en sik bulunan semptomdur ve olgularin
yaklasik %75’inde goriiliir. Agr1 daha sik olarak, sirt, bel ve gogiis bolgelerinde olup ve
hareketle siddeti artar. Osteoklastik aktivite artisi lokal osteolitik alanlar olusturur. Bu
osteolitik lezyonlar daha sik olarak kafa, pelvis, kostalar ve vertebralar gibi yass1 kemiklerde
goriliir (37). MM da osteoklastik aktivite artis1 plazma hiicreleri ve stromal hiicrelerden agiga
cikan birgok sitokin neticesinde meydana gelmektedir. Bu sitokinlerden 6zellikle NF-«f3
preosteoklastlarin farklilasmasina, olugsmasina ve yagsam siirelerinin uzamasina neden olarak

kemik yikimini arttirmaktadirlar (38).
2.5.2. Bobrek Tutulumu

Multipl Myelomada bobrek tutulumu siklikla renal yetmezlik ve proteiniiri seklinde
kendini gosterir, bazen ise hastalik kendini renal tiibliler disfonksiyon, asidifikasyon ve
konsantrasyon defekti, nadirende fankoni sendromu bulgulan ile gdosterebilir (39). Renal
yetmezlik (kreatinin>1.3 mg/dlt.) hastalarin yaklasik %350’de goriiliirken, siddetli renal
yetmezlik yaklasik olarak hastalarin %15-20’de goriiliir (37). Myeloma bobregi distal ve
toplayict tiibiillerde genis, mumsu silendirlerin bulunmasiyla karakterizedir. Bu silendirler
baslica presipite monoklonal hafif zincirler ve etrafin1 kusatan multiniikleer epitelyal hiicreler
tarafindan olusturulur. Silendirler renal tiibiillerin atrofi ve dilatasyonunda olusur. Sonunda
tim nefron nonfonksiyone olur ve intersitisyel fibrozis olusabilir (40). Bunun disinda,
hiperiirisemi, hiperviskozite, amiloidozis, nefrotoksik antibiyotikler ve sitotoksik ilag
kullanim1 da bobrek fonksiyon bozukluklarina neden olabilen diger etkenlerdir (41). Bobrek

fonksiyon bozukluklar1 enfeksiyonlardan sonraki en 6nemli mortalite nedenidir (42).
2.5.3. Enfeksiyonlar

Enfeksiyon, MM’de mortaliteyi ve morbiliteyi etkileyen major komplikasyondur (43).
Myelomlu hastalarin primer immiin cevabi ve antijenlere sekonder antikor cevabi
bozulmugtur. MM’11 hastalarda %70’e varan bir mortalite nedenidir. Enfeksiyona predispozan
faktorler olarak normal immiinglobulinde seviyesine ve fonksiyonlarinda azalma, hastaliga ve
verilen kemoterapilere bagli olusan kemik iligi rezervinde azalma, notrofil opsonizasyonu,
fagositozda bozulma, ayrica kemik hastaligina ve agriya bagli immobilizasyon sayilabilir
(44). Streptokok pnémoni ve Haemophilus influenza major enfeksiyon etkenleridir. MM’da T
ve B hiicrelerinin miktar ve kalitesinde bozukluklar mevcuttur. Bununla beraber esas defekt

intrinsik B hiicre anormalligidir (45).



2.5.4. Hiperkalsemi

Myelom hastalarinda hiperkalsemi genel olarak tiimoriin indiikledigi kemik
destriiksiyonudur. Bu primer olarak malign plazma hiicreleri ve stromal hiicrelerce salgilanan
potent sitokinlere bagli olusan osteoklastik kemik rezorbsiyonu sonucu olusur ve bu
sitokinlerde en Onemlileri, (receptor activator of nuclear factor — xf ligand (RANKL),
macrophage inflamatuar protein (MIP)-la ve tiimor nekrozis faktor (TNF)’diir (46).
Hiperkalsemi, %18-30 oraninda gozlenmektedir. Hiperkalsemik hastalarda yorgunluk,
konstipasyon, letarji, poliiiri, polidipsi, bulanti ve konfiizyon yakinmalar1 gelisebilmektedir

(47).
2.5.5. Norolojik semptomlar

Norolojik semptomlar genel olarak, metabolik nedenler, sinir basisina bagli sorunlar,
tedavide kullanilan ilaglara ve hastaliga baglh periferik ndropatiye bagl olusurlar. Myeloma
bagl hiperviskozite durumlarinda vertigo, isitme kaybi, ataksi, parestezi, ataksi, konflizyon
gibi semptomlar goriilebilir (48). Ayrica hiperkalsemide yukarida belirtildigi gibi letarji,
konfiizyon gibi semptomlara neden olabilmektedir. Vertebral plazmositomun direkt yayilimi
ile, osteoporoz veya litik lezyonlara bagli spinal kord basisina bagl olarak gelisen sirt agrist
genel olarak ilk semptom olup hastaligin ilerlemesi ile norolojik defisitler olusabilir (49).
Multipl myelomada periferik néropati patogenezi net olmamakla beraber neden olarak,
tiimore bagli hiimoral nedenler, hafif zincire bagl etkiler, plazma hiicre ve amiloid
infiltrasyonu sonucu olabilir. Hastalarda daha ¢ok progressif, simetrik, sensorimotor distal
tipte noropati gorilir (50). Myelom tedavisinde kullanilan bir ¢ok ila¢g ndropatiye yol acar.
Vinka alkoloidleri sinirlerde mikrotiibiillerde kirilmalara neden olarak polindropatiye sebep
olur (51). Talidomid’in ndropati yapma mekanizmasi net olarak belli olmamakla beraber doz
ile iligkisi tartigmalidir (52). Bortezomib tedavisine bagli doza bagl olarak %35 oranlarinda

polindropati goriilmektedir (53).
2.5.6. Hiperviskozite

Multipl myelomda tabloya eklenebilen hiperviskozite sendromu, immunglobulin G ve
A'nin kontrolsiiz sentezine bagli olarak, immunglobulin konsantrasyonunun 5g/dl'nin iizerine
cikmastyla kendini gosteren yorgunluk, konfiizyon, basagrisi, bagdonmesi, diplopi, gegici

gérme bozukluklari ve kanama egilimine neden olan bir durumdur.



Normal serum viskozitesi 1.4-1.8 U iken, multipl myelomda bu semptom ve bulgular
serum viskozitesi 4 U'in iizerindeyken goriilebilir. Sendromun tiim bulgularinin ortaya
cikmasi i¢in serum viskozitesinin 5-6 U'in iizerinde olmasi gerekmektedir. Semptomatik
hiperviskozite sendromu multip] myelomlu olgularin sadece %2-6 sinda izlenir. Kan
viskozitesini azaltmak, hiperviskozite sendromu gelisen hastalarda semptomlar1 azaltmaya
yonelik acil tedavidir (54). Hiperviskozite sendromu gelisen hastalarda tedavi plazmaferezdir.
Hidrasyon, hiperkalsemiye yonelik dilirez, anemiye yonelik kan transfiizyonlari, altta yatan

maligniteye yonelik kemoterapi de diger tedavi segenekleridir (55).
2.5.7. Kanama ve Anemi

Ciddi kanama bulgulari, miyelomlu hastalarda nadirdir. Ancak, terminal donem
hastalarda artmis kemik iligi plazma hiicresi infiltrasyonuna bagl olarak agir trombositopeni
ve asirt  yiksek M proteinine bagli hiperviskosite sonucu mukozal kanamalar
gelisebilmektedir. Amiloidozla seyreden miyelomlu hastalarda, vaskiiler hasara bagl olarak
kanamalar ortaya c¢ikabilmektedir. Kanama platelet disfonksiyonu veya kazanilmis
koagiilopatiye bagli olarakta goriilebilir. Trombositopeni, hastaligin erken doneminde kemik
iliginin siddetli tutulumda bile nadirdir (56). Anemi patogenezinde eritropoetine azalmis
cevap, azalmis eritrosit yasam siiresi ve azalmis demir kullanilabilirligi anemi patogenezine
katkida bulunur. Tan1 sirasinda olgularin 2/3’tinde normokrom normositer anemi bulunurken,
olgularin ancak %?20’sinde anemi ile iligkili semptomlar 6n plandadir. Etyolojide ayrica
plazma hiicre infiltrasyonu, bobrek yetersizligi varliginda eritropoetin saliniminda yetersizlik

ve TNF-a ve IL-1 gibi sitokinlerin varlig1 su¢lanmaktadir (57).
2.5.8. Venoz tromboemboli

Multipl myelomda vendz tromboembolizm (VTE)’de belirgin bir yatkinlik
bulunmaktadir, bu yatkinligt aciklayan birkag mekanizma bulunmaktadir. Yiiksek
immiinglobulin diizeyleri fibrinojen yapisinda degisikliklere neden olarak fibrinolizi
azaltabilir (58). MM’da gerek immiinglobulinlein kendisinin gerekse hafif zincirlerin lupus
antikoagulan etki gosterdikleri bildirilmistir (59). Son zamanlarda yapilan calismalarda
koagulasyon sisteminde olusan defektlerinde MM’da VTE riskini arttirdig1 belirtilmektedir.
Edinsel aktive protein C rezistansinin MM’da VTE riskini arttirdigi n1 gosteren galismalar
mevcuttur (60). MM’da tedaviye bagli VTE’de goriilebilir, Thalidomid gibi immiinmodiilatér
ilaglarin tek basina kullanimina nazaran antrasiklin i¢eren kemoterapiler veya dexametazon

ile birlikte kullanim1 VTE riskini belirgin bir sekilde arttirmaktadir (61).



2.5.9. Amiloidoz

Plazma hiicre diskrazilerine bagl olarak gelisen primer sistemik amiloidoz ile multipl
myelomda, immiinglobiilin hafit zincirleri ile idantik olan amiloidin dil, kalp, gastrointestinal
sistem, diiz kas, iskelet kasi, sinirler, deri gibi mezenkimal dokularda depolanma egilimi
vardir (62). Amiloidoz tanist subkutandz yag aspirayonu, rektal ve kemik iligi biyopsisi ile
konur. En yaygin klinik bulgu karpal tiinel sendromu veya nefrotik sendroma bagli jeneralize
0dem, daha az siklikla kardiyomyopati, makroglossiye rastlanir. Yaklasik olarak yeni tanili

MM hastalarin %31 belirgin amiloidoza sahiptir (63).
2.6. Genetik

MM’da yapilan klasik sitogenetik ve molekiiler sitogenetik calismalarda pek c¢ok
tekrarliyan genetik anomali bildirilmistir. Akut ya da kronik I8semilerle karsilastirildigt
zaman MM’da konvansiyonel sitogenetik analiz, olduk¢a zordur. MM’da sitogenetik bulgular
l6semi ve lenfomalar kadar karakteristik degildir. Gilinlimiizde konvansiyonel sitogenetik
sonras1t klonal kromozom anomalisi insidanst %40 olarak bildirilmekle birlikte cesitli
caligmalar da bu oran %20-50 arasinda degismektedir. FISH yontemi ile yapilan analizlerde

bu oran %80’e kadar ¢ikabilmektedir (64).

Kromozom anomalilerinin  progresyonu  goésteren bir parametre oldugu
diistiniilmektedir. MM olgularinin sadece %10’unda yapisal kromozom anomalileri
bulunurken (65). Kromozom 13q delesyon oran1t MM da anormal karyotiplerin yaklasik %40-
50°ni olusturur ve literatiirde kotli prognostik faktor olarak degerlendirilmektedir (31).
Kromozom 14932 immiinoglobulin agir zincir lokusundaki anormalliklerin immiinglobulin
cevabr ve matiirasyonunda anormallige neden oldugu ve bununda MM patogenezinde rol
alabilecegi belirtilmistir (66). t(4;14) sitogenetik olarak olduk¢a zor tanimlanir, olgularin
yaklasik %15-20’de rastlanir ve kotii prognostik olup, kemoterapi direnci ve kisa yasam
stiresi  bildirilmektedir (67). Timor siiprese edici p53 genindeki mutasyonlar, 6zellikle
ilerleme goriilen ve ileri evredeki MM hastalarinda ortaya g¢ikmakta ve %50 olguda

goriilmektedir (68).
2.7. Laboratuar

Anemi hastalarin ortalam %80’de tan1 sirasinda saptanir yada hastaligin seyrinde
ortaya cikar. Morfolojik olarak normokrom normositik 6zelliktedir. Trombosit ve lokosit

sayist genellikle normaldir, ilerlemis hastalikta bazen l6kopeni ve trombositopeni goriilebilir.
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M-proteinlerinin eritrosit yiizeylerini kaplamasi sonucu eritrositlerin birbirlerinin iistiine

yigilarak olusturduklari “rulo formasyonu ” periferik yaymanin tipik bulgusudur.

B2 mikroglobulin tanisal agidan bir Oneme sahip olmamasina ragmen, diizeyi
hastaligin prognozu ve uygulanan tedaviye alinan cevabin takibi i¢in 6nemli bir kriterdir.
Hastalarda artmis hiicre yapim ve yikimina bagli hiperiirisemi goriilebilir. Serum LDH

diizeyinde artma tespit edilebilir.

Eritrosit sedimantasyon hizi, serumda M protein olan hastalarda yiiksektir ve siklikla
>100 mm’dir. Serum rotein elektroforezinde M proteini goriilmeyen hastalarda
sedimantasyon hizi1 daha diisiik tespit edilebilir. Krioglobulineminin oldugu hastalarda

sedimantasyon hizi sifir tespit edilebilir.

Myelomadaki plazma hiicreleri ii¢ morfolojik tipe ayrilabilir; matiir, immatiir veya
plazmablastik. Matiir tipteki plazma hiicreleri eksantrik niikleuslu, yogun niikleer kromatinli,
niikleolusu belirsiz veya bulunmayan, iyi sekillenmis bir Hof’a sahip kiigiik hiicrelerdir.
Immatur tipteki plazma hiicreleri daha biiyiik, eksantrik niikleusa, daha az kondanse bir
kromatin yapisina, belirgin niikleoluslara ve genis sitoplazmaya sahip olurlar.
Plazmablastlarin niikleositoplazmik oranlar1 nispeten yiiksektir, niikleuslar1 merkezi
yerlesimli, niikleer kromatinleri daginik, niikleoluslar1 belirgin olur. Siklikla birden fazla
hiicre tipi bulunur. Genellikle hakim olan hiicre tipi prognozu belirler; plazmablastik tip

genellikle saldirgan bir seyrin gostergesidir (Resim 1,2,3).
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Resim 2. Immatiir plazma hiicresi Resim 3. Plazmablast hiicresi

Igne biyopsilerinde myelomatdz infiltrasyon diffuz, fokal, interstisiyel veya bu
sekillerin kombinasyonu halinde gorulebilir. Kemik iligi tutulumu yama tarzinda olabilir ve

degisen derecelerde fibrozis bulunabilir.

Plazma hiicre lezyonlar1 siklikla patolojik kiriklara yol acarlar; bu kiriklar en cok
vertebral kolonda gorulur ama kortikal kisminda erozyon ve tahribat olan herhangi bir
kemikte de olabilirler. Klasik olarak direk filmlerde yuvarlak, sabun koptigii gibi bir manzara
olusturan zimba ile delinmis tarzda defektler goriiliir fakat yaygin osteoporoz da gozlenebilir

(69).

Multipl myelomali hastalarin elektroforetik incelemelerde kan ve/veya idrarda artmis
Ig hafif zincirleri (Bence Jones proteinleri) tespit edilir. Serum veya idrar elektroforezi

yapildiginda monoklonal Ig sivri bir ¢ikis gosterir.

Monoklonal Ig'in tabiatini belirlemek i¢in immunoelektroforez veya immunofiksasyon
uygulanir (Sekil 1,2). Hastalarin %97’inde protein elektroforezi ile serum veya idrarda intakt

Ig veya serbest hafif zincir varlig: tespit edilebilmektedir (70).
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Sekil 2. Serum protein immiinfiksasyon elektroforezi, IgG Kappa paraproteini.
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Yaklagik 984 hastalik bir ¢calismada tespit edilen immiin fenotipleme asagidaki sekilde
gosterilmistir (Sekil 3).

Lambda only 7%
— Negative 6.5%
Kappa only 9%
N
1M O0S%. —IgG 529%
Biclonal 1% ——
IgD 2%
1A 2297

Sekil 3. Mayo klinik’te 1982-1994 yillar1 arasinda multipl myeloma tanili 984 vakanin serum

monoklonal protein tipleri.
2.8. Multipl Myelom Alt Tipleri

Ig G Myeloma: En sik goriilen tiptir. Immiinglobulinler en c¢ok bu tipte

baskilanmistir. Bu nedenle enfeksiyon diger tiplere gore daha fazla goriiliir.
Ig A Myeloma: Hiperkalsemi ve hiperviskozite diger tiplere gére daha siktir.

Ig D Myeloma: Serumda M protein diisiik diizeydedir. Erkeklerde daha siktir.

Hepatosplenomegali ve lenfadenopati, amiloidoz, ekstraosseoz lezyonlar daha fazla goriiliir.

Hafif zincir hastahi@i: Hafif zincir hastaligi bir monoklonal gammopatidir. Burada
kappa ya da lamda monoklonal hafif zincirleri ya da Bence Jones Proteinleri olugmustur.
Hafif zincir hastaligt monoklonal gammopatilerin %10-15 ‘ini olusturur. Diger tiplere gore
daha agresif bir seyir izler. Hiperkalsemi, osteolitik lezyonlar ve bobrek yetmezligi oldukca

stk goriiliir

Non-Sekretuar myelom: Bu tipte serum veya idrarda M-proteini tespit edilemez.
MM olgularmin %1’ini olusturur. Idrarda veya serumda M-proteini bulunmamasi ile

karakterize bir multiple myeloma varyantidir.
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2.9. Tam

Hastalardan aliman Oyki, fizik muayene ve laboratuar degerlendirmeleri tani igin
gereklidir. MM tanisinda laboratuar ¢alismalar1 temeli olusturmaktadir. Multipl myelom ile
ilgili tani kriterleri yillar boyunca siiren arastirmalar ve tecriibe neticesinde degisiklige
ugramistir. Giliniimiizde myelomlu hastalarda ana yaklagim 6nemi bilinmeyen monoklonal
gamapati (MGUS), asemptomatik ve semptomatik myelom arasinda ayirim yapilmasina
dayanmaktadir. Myelomlu hastalarin tamis1 Iskandinav Myelom Clisma Grubu ve Ingiliz
Hematolojide Standart Cemiyetinin Onerdigi kriterler baz alinmaktadir. Tablo 2’de tam

kriterleri 6zetlenmistir.

Tablo 2. MGUS, asemptomatik ve semptomatik myelom tani kriteri (71)

MGUS

*M protein <3 gr/dl

*Kemik iligi plazma hiicre <%10

*Trefin biyopside diisiik oranda plazma hiicresi

*Myelom iliskili organ ve doku hasarinin olmamasi (kemik dahil)

*Diger B hiicre proliferatif hastaliklar1 veya hafif ya da agir zincir hastalig1 veya immiinglobulin iliskili
doku hasar1 olmamas1

Asemptomatik myelom

*M potein >3 gr/dl
*Kemik iligi plazma hiicre >%10

*Myelom ile iligkili organ ve doku hasarinin olmamasi (kemik dahil)

Semptomatik myelom

sIdrar/serumda M protein*
*Kemik iliginde klonal plazma hiicresi varligi
*Biyopsi ile plazmositoma

*Myelom iligkili organ ve doku hasari varlig1 (kemik dahil)**

*Tani i¢in bir diizey gerekli degildir. Nadiren hastalarda idrar veya serumda M protein saptanamayabilir ancak
myelom iliskili organ-doku hasari mevcuttur ve kemik iliginde plazma hiicre orani artmistir (non sekretuar
myelom)**Myelom iliskili organ/doku hasari Serum Ca artisi: Diizeltilmis Ca artisinin normal diizeyden >0.25
mmol/L veya Ca >2.75 mmol/L. Myelom ile iliskili bobrek yetmezligi. Anemi: Hb <10 gr/dl veya alt limit
degerlerinden <2 gr/dl olmasi. Kemik lezyonlari: Litik lezyonlar veya CT ya da MR ile ispatlanmis kompresyon

fraktiirii. Diger: Semptomatik hiperviskozite, amiloidoz, tekrarlayan bakteriyel enfeksiyon (2 kez > yil).
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2.10. Evrelendirme ve Prognostik faktorler

Evrelendirme prognoz, uzun donem sagkalimi Ozellikle tedaviye yaklagimi

belirlemede temel olusturmaktadir. Tablo 3’de evrelendirme 6zetlenmistir.

Tablo 3. M. Myelomada evrelendirme (Durie ve Salmon evreleme sistemi) (37)

Evre-1

Asagida tanimlananlarin hepsi;

* Hemoglobin > 10 gr/dl

» Normal kalsiyum diizeyi (< 12 mg/dl)

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

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

Evre-11

Bulgular evre I.dekiler kadar diisiik ve evre I11.teki kadar yiiksek degil

Evre-111

Asagida tanimlananlardan bir veya daha fazlasinin varligi

* Hemoglobin < 8.5 gr/dl

* Serum kalsiyum > 12 mg/dl

» {lerlemis litik kemik lezyonu, 3 veya daha fazla

* Artmig M komponent varligi

IgG > 7 gr/dl

IgA > 5 gr/dl

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

» A= relatif olarak normal bobrek fonksiyonlari
* B= anormal bobrek fonksiyon testleri (serum kreatinin > 2 mg/dl)

MM’da yasam siiresi birka¢ ay ile yillar arasinda degisir. Ancak %S5 hasta 10 yildan
daha uzun bir siire yasayabilir. Ancak son yillarda nispeten daha gen¢ hastalara uygulanan
periferik kok hiicre destekli yiiksek doz melphalan tedavileri ile bu oran daha yiikseklere
cikarilmistir. Multipl myelomlu hastalarda ¢ok sayida prognostik parametre tanimlanmistir,
bu prognostik parametreler 1s18inda hastaligin nasil seyredecegi ongoriilmeye calisilir. Timor
yiikiinii  belirlemede Durie-Salmon evresi ve P2 mikroglobulin, proliferasyon hizinin
tespitinde ise plazma hiicrelerinin morfolojik 6zellikleri (plazmablast), labeling indeksi ve
serum CRP diizeyleri en yararli bilgilerdir. B2 mikroglobulin ve labeling indeksi

kombinasyonu klinik evrelemeden daha 6nemli prognostik degere sahiptir (72).

Durie-salmon evrelemesinde esas olarak tiimor yiikii ve renal fonksiyonlar gz oniine

alimmaktadir ve Evre-1A’da ortanca sag kalim 5 yildan fazla iken, Evre-B’de 15 aya kadar
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inmektedir (73). Serum B2 mikroglobulin tek basina sagkalimi ongérmede cok giiclii bir
belirtectir. Serum diizeyi <0.004 g/I’den az olanlarda ortanca yasam 43 ay iken bu degerin

iistiinde olanlarda ortanca yasam 12 aya inmektedir (74).

Plasma cell labeling index: PCLI giiclii bir prognoz belirleme indeksidir ¢ogalma
stirecinde olan hiicre yiizdesini dlger ve tiimoriin ne kadar agresif oldugunu gdsteren bir
belirtectir. 2001 yilinda yapilmis olan bir ¢alismada PCLI degeri diisiik olan hastalar ile
ylksek olan hastalar arasinda yasam siiresi ve progresyon oranlari arasinda belirgin bir fark

tespit edilmistir (75).

Miyelomlu hastalarda delesyon, anaploidi ve translokasyon seklinde sitogenetik
anomaliler bulunmaktadir. 13q del ve t(4;14) ve P 53 gen kayb1 kotii prognoz ile iligkilidir
(76).

2.11. Ayirici tami
Plazmasitom

Plazma hiicre neoplazmlarinin %3 kadar1 kemik yada yumusak dokularda soliter bir
lezyon seklinde goriiliirler. Lezyonlar ¢ogunlukla akcigerler, orofarinks veya nazal sinuslere
yerlesirler (77). Plazmasitomlar genellikle yerlesimlerine gore, kemigin soliter plazmasitomu
veya ekstra meduller plazmasitom olarak siniflanirlar. Baslangigta hastalarin ¢ogunun serum
veya idrarinda tespit edilebilen bir monoklonal protein bulunmaz. Tam i¢in kemik iliginde
hastalik bulunmadiginin gosterilmesi gerekir. Kemikte soliter plazmasitomu bulunan

hastalarin yaklasik %75'inde 10 y1l icinde multipl myeloma gelisir.

Ekstrameduller plazmasitomlarin kiiciik bir kismi multip] myelomaya ilerler,
hastalarin %30 undan azinda MM veya multipl ekstramediiller tiimor gelisir (78). Tedavide

lokal radyoterapi tercih edilir.
MGUS/ Asemptomatik (Smoldering) multipl myelom

Morfolojik ve radyolojik olarak multipl myeloma bulgular1 olmayan monoklonal
gammopatili hastalar1 i¢ine alan bir gruptur. 70 yasin iizerindeki kisilerin yaklasik %3'iinde
belirlenebilen bir hastalik olmaksizin tespit edilebilir bir monoklonal immunoglobulin
bulunur. Baslangigtan yirmi yil kadar sonra hastalarin {i¢te bir kadarinda asikar myeloma,

amiloidoz veya lenfoproliferatif bir hastalik ortaya cikar.
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MGUS tam kriterleri (79)

Monoklonal immunoglobulin var fakat <3 g/dL

Kemik iliginde belirgin ada olusturmayan %10> plazma hiicreleri
Normal Hb, Ca iyonu ve bobrek fonksiyonlari

Litik kemik lezyonu yok

Idrarda monoklonal immunoglobulin yok veya minimal
Amiloidoz bulgular1 yok

Plazmasitom yok

POEM sendromu

POEM sendromu monoklonal plazma hiicre diskrazisi ile iligkili nadir bir
paraneoplastik hastaliktir. Polindropati, organomegali, endokrinopati, monoklonal gamapati
ve deri degisikliklikleri ile karakterizedir. Patogenezi tam anlagilmamustir. Bildirilen vakalarin
cogu IgA ya da IgG lambda hafif zincirdir (80). Genellikle baskin klinik goriintii tiim
hastalarda goriilen periferik noropatidir. Endokrinopatinin nedeni tam anlagilamamustir.
Kemik iligi siklikla hiperselliilerdir, hastalarin ¢ogunda osteosklerotik myeloma olmasina

ragmen plazma hiicre sayis1 %5’den daha azdir.
Amiloidoz

Amiloidozis, cesitli organ ve dokularda erimez nitelikte fibriler protein yapisinda bir
maddenin birikmesine bagli olarak ilgili organlarda fonksiyon bozuklugu ile seyreden bir
hastaliktir. Mutipl myelom yoklugunda goriilen sistemik amiloidoza, idiopatik (primer)
amiloidoz adi verilir. Primer ve Multip] myeloma amiloidinin, immiinglobulin hafif
zincirlerinin tiimiinden veya bir pargasindan olustugu anlasilmistir. AL amiloidozun ayirimi
her zaman kesin degildir. Litik kemik lezyonlari, hiperkalsemi, anemi yoksa, serum ya da
idrar monoklonal komponenti diisiikse veya kemik iligi plazma hiicreleri %25’in altindaysa

multipl myeloma olmadig1 diigiiniiliir (81).
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Plazma hiicreli 10semi

Multiple myelomali olgularin takibinde %1-2'sinde plazma hiicreli 16semi gelisebilir.
Bu terim plazma hiicre sayis1 2x10°/L veya periferal beyaz kiire hiicre sayismm %20’sini
astig1 durumlarda kullanilir. Klinik tablo, klasik multipl myelomadan akut fulminan 16semi
tablosuna kadar degiskenlik gosterebilmektedir. Hastalarda en sik rastlanan semptom,
genellikle vertebral kollapsa bagli bel agrisidir. Plazma hiicre losemili hastalar MM la
karsilastirildiginda daha yiiksek tiimor yiikiine, yiliksek ekstramediiller tutuluma ve
trombositopeniye, yiikksek LDH ve B-2m seviyesi, daha yiiksek proliferatif potansiyele ve
hipodiplopiye rastlanir (82).

2.12. Tedavi

Multipl myeloma’da agresif tedavi yaklasimlart olmasina ragmen, halen kiir elde
edilebilmis bir hastalik degildir. Bununla birlikte uygun tedavi ile hastalarin yasam siiresi ve
kalitesi artmaktadir. MM da tedavi; spesifik antitiimor tedavi ile birlikte, bobrek yetmezligi,
kemik agrilar1, kirik, anemi, enfeksiyon ve hiperviskozite gibi komplikasyonlarin destek

tedavisinden olusmaktadir.
2.12.1. Baslangic tedavisi

Asemptomatik ve evre I olgularda sistemik tedavi 6nerilmemektedir, bu hastalarin 2-3
aylik araliklarla izlenmesi en ufak bir belirtide tedaviye baslanmasi gerekmektedir. Erken
tedavinin yanit oran1 ve sagkalim {izerine bir etkisi bulunmamistir (83). Semptomatik veya

evre II ve III olan olgularda ise beklenilmeden tedaviye baglanmalidir.

Tedavi endikasyonu konulan hastalarda risk faktorleri belirlenmeli ve kok hiicre
desteginde tedaviye uygunluk acisindan degerlendirilmeli. Gliniimiizde 65 yasin altinda,
performans durumu uygun olan tiim hastalarda standart tedavi bir veya ardisik iki kez yapilan
otolog kok hiicre transplantasyonudur. Ileri yasta, performans durumu kotii olan, birlikte
bagka ciddi sorunlari bulunan hastalara yiiksek risk nedeni ile otolog transplant

onerilmemektedir (84).

Baslangic kemoterapi segimi bilyiik oranda hastanin otolog KIT (kemik iligi

transplantasyonu) aday1 olup olmamasina gore yapilir.
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a-) Otolog kok hiicre nakli diisiiniilmeyen olgular.

Bu grupta en sik kullanilmakta olan ve yaklasik 40 yildan bu yana uygulanan
melfalan/prednison (MP) tedavisi ile hastalarin yaklasik %50-60°da M protein diizeyinde
%350°den fazla azalma olmakta ancak sadece %5’den azinda tamamen kaybolmaktadir. MP
tedavisi en az 1 yil olmak {izere plato fazina ulagincaya kadar devam edilmelidir. Ug aylik
tedaviye ragmen M proteininde azalma olmayan hastalar tedaviye direngli kabul
edilmektedirler. Kombine kemoterapi segeneklerininde MP tedavisine karst yanit oranini
arttirabilecegi ancak yasam siiresini uzatmadigir kabul edilmektedir (85). Yakin donemde
Italyan (86) ve Ingiliz (87) myelom rehberlerine gére otologa uygun olmayan hastalarda
standart tedavi MP olmalidir. Mayo klinige gore ise standart riskli hastalarda baglangic
tedavisi olarak 12 kiir MP-talidomid, sitogenetik yiiksek riskli olgularda ise alternatif olarak
doruk yanita ulagana kadar MP-bortezomib onerilmektedir (88).

b-) Otolog kok hiicre nakli diisiiniilen olgular.

Kok hiicre toplanmasina olumsuz etkilerinden dolay1 yiiksek doz planlanan hastalarda
alkilleyici ajan kullanilmamalidir. Bu hastalarda otolog oncesi 3 veya 4 kiir Vikristin-
Doksorubisin-Deksametazon (VAD) protokolii standart tedavi olarak kullanilmaktadir. VAD
tedavisi ile %60-70 yanit alinmasina ragmen tiim sagkalim tizerine ek yarari bulunmamustir.
Icerdigi deksametazonun hizl etkisi nedeni ile hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, agrili kemik
lezyonlar1, medulla basisi gibi durumlarda 6zellikle yararhidir (89). Talidomid-Deksametazon
(TD) kombinasyonun otolog Oncesi yanit orant %63 olarak tespit edilmis ve bu
kombinasyonda klavuzlara ge¢mistir. Ancak TD kombinasyonu yan etkiler yoniinden

dezavantajlar saglamaktadir (90).

Lenalidomid-Deksametazon (LD) uygulanan bir ¢alismada yanit oran1 %90, hastalik
ilerlemesi olmadan sagkalim %359 bulunmus olup transplant Oncesi standart indiiksiyon

tedavisi olmas1 gerektigi belirtilmektedir (91).

Italyan (86) ve Ingiliz (87) myelom rehberlerine gére otologa uygun olan 65 yasin
altindaki hastalarda baslangi¢ olarak VAD veya benzeri bir rejim Onermektedir. VAD’1n
uygun olmadig1 hastalarda tek basina dexametazon veya TD kombinasyonu alternatif olabilir.

Mayo klinik 6nerisi ise lenalidomid ile diisiik doz dexametazon kombinasyonudur (88).
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Otolog Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu

Son yillarda Otolog Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu (OHKHT) MM’da yeni
tanili uygun hastalarin baslangic tedavisinin standart bir parcasit haline gelmistir.
OHKHT’nun hem tam ve toplam yanit oranlari, hem de progresyonsuz ve toplam yasam

stireleri lizerine olumlu etkileri prospektif randomize ¢aligmalar ile gosterilmistir (92).

MM’da erken veya relaps/refrakter donemde yapilan otolog transplantasyonda toplam
yasam siireleri acgisindan bir farklilik olmamasina karsin, tanida uygulanan hastalarda
semptomsuz, tedavisiz ve tedavi iligkili toksisitesiz gecen donemin ge¢ donemde uygulanan
hastalara gore anlamli olarak daha uzun olmasi nedeniyle, erken dénemde uygulanmasi

Onerilir (93).
2.12.2. idame tedavi

Kemoterapi hasta plato fazina (serum ve idrarda stabil M protein ve progresyon
bulgusunun olmamasi) ulasana kadar siirdiiriilmelidir, bu donem tiimér progresyonunun
olmadig1 en az 4-6 ay kemoterapiden sonra hastalik stabilitesinin saglandig1 period olarak
tanimlanir. Bu noktadan sonra hastalar ya tedavisiz olarak izlenmeye devam edilmekte ya da
herhangi bir idame tedavisi uygulanabilmektedir. idame tedavisinde cesitli segenekler

bulunmaktadir.

Kortikosteroidlerle idame: VAD tedavisine yanit alinan bir hasta grubunda giinasir1
10 ya da 50 mg prednizon ile idamenin karsilagtirlmasinda yiiksek doz kolunda hem
progresyonsuz sagkalim hem de genel sagkalim istatistiksel olarak anlamli uzun bulunmustur

(94).

Interferon ile idame: VAD’1 izleyerek platoya giren hastalarda rekombinan
interferon-o sagkalimi uzatmasa da, platoya giren hastada yasam kalitesinin arttig1

gosterilmistir. Genel kullanim dozu 3 milyon iinite /m2 x 3 giin/hafta olacak sekildedir (95).

Talidomid ile idame: Retrospektif bir ¢aligmada transplantasyon sonrasi talidomid
kullananlarin genel sagkalimlarinin daha uzun oldugu, kullanim endikasyonu niiks yerine

sadece idame amacli olanlarda farkin daha belirgin oldugu belirtilmistir (96).
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2.12.3. Proteozom inhibitorleri

Proteozom inhibitorlerinin antikanser etkileri; Myelom hiicrelerindeki ve kemik iligi
stroma hiicrelerindeki adezyon molekiillerinin ortaya ¢ikisini engeller, NF-kBaktivasyonunu
ve IL6 salgilanmasini engeller, Apopitosisi indiikler, Anjiyogenezi engeller, P53’{in

stabilizasyonu ve birikimi gibi etkileri vardir (37).

Yeni tant MM hastalarinda Bortezomib-Deksametazon (BD) kullanimi ile VAD
kullanimi1 arasinda tam remisyon agisindan bortezomib lehine anlamli fark tespit etmislerdir
(97). National Comprehensive Cancer Center Network (NCCN) klavuzu yeni tan1 MM

hastalarinda BD kombinasyonunu kabul edilebilir bir kombinasyon olarak gérmiistiir.

Ikinci sira tedavi olarak bortezomib kullanilan 202 hastalik bir ¢alismada, hastalarin
%64°ne kok hiicre nakli yapilmis, ayrica %91°1 tiim tedavilere direncli imis. Tam yada kismi
yanit alinan hastalarin oram1 %27 olarak tespit edilmis, tam yanit elde edilen hastalarin

%89’nun bortezomib Oncesi aldig1 tedavilere direngli oldugu goriilmiis (98).
2.12.4. Talidomid

Myelom ve kanser tedavilerinde kullanilan talidomid’in etkisini degisik mekanizmalar
ile gosteir. Anjiyogenezisi inhibe eder, TNF alfa yapimini engeller, T hiicre ¢ogalmasini
uyarir, interferon-y ve IL-2 sekresyonunu uyarir, Adezyon molekiillerini yeniden diizenler

(37).

Relaps veya refrakter myelomali hastalarda giiniimiizde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu hastalardatalidomid’in tek basina kullanildigi zaman %25 ile %48

arasinda degisen oranlarda yanit alinabildigi belirtilmektedir (99).

Yeni tan1 myelom’lu hastalarda talidomid ve deksametazon kombinasyonun baslangi¢
tedavisinde basar ile kullanilabilecegi yoniinde yapilmis bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir ve bu
calismalarda %48 ile %80 arasinda degisen yanit oranlari izlendigi ve bu yanitlarin %4-

16’sinin tam veya tama yakin yanit seklinde oldugu bildirilmektedir (100).
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Tablo 4. Remisyon kriterleri

Komplet remisyon (tiim kriterleri icermeli)

Immiinfiksasyonla serum ve idrarda monoklonal protein yoklugu
Kemik iligi aspirasyon ve biyopside <%5 plazma hiicresi
Litik kemik lezyonlarinin say1 ve boyutunda artig olmamasi

Yumusak doku plazmasitomalarinin kaybolusu

Parsiyel cevap (tiim Kriterleri icermeli)

Serum monoklonal paraproteinde >%50 azalma
24 h lik idrarda hafif zincir atiliminin >%90 azalmasi
Yumusak doku plazmositom boyutunda >%50 azalma

Litik kemik lezyonlarinin say1 ve boyutunda artis olmamasi

Minimal cevap (tiim kriterleri icermeli)

Serum monoklonal paraproteinde %25-49 oraninda azalma

24 h lik hafif zincir atilim1 %50-89 oraninda azalma

Nonsekretuar myelom: kemik iligi plazma hiicresinde %25-49 azalma
Yumusak doku plazmositom boyutunda %25-49 azalma

Litik kemik lezyonlarinin say1 ve boyutunda artis olmamasi

2.13. DNA tamir mekanizmalari

Bir canliya ait tim genetik bilgiyi tasiyan DNA molekiilii dogal olarak veya ¢evresel
faktorlerin etkisiyle siirekli hasara maruz kalmaktadir. Genomdaki hasar ve tamir aragtirmalari
birgok genetik hastaligin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasina da yardimecr olmaktadir.
Kiiciik hasarlar ¢ogunlukla DNA onarim sistemleri tarafindan diizeltilir. Yiiksek diizeydeki

hasarlar apopitozisi uyararak hiicre 6liimiine yol acar (101).
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DNA hasari, hiicre i¢i Ca seviyesinde artis, hiicre i¢i pH’da diisme, metabolik ve/veya
hiicre siklus bozukluklar1 hiicreyi apopitoza gotiiren merkezi hiicre 6liim sinyallerini
baslatabilmektedir. DNA hasar1 olustugunda aktive olan bazi genler, hiicrenin apopitozuna
neden olabilir. Bu genlerden en 6nemlisi p53 genidir. Normalde inaktif durumda bulunan p53
geni, DNA hasar1 olustugunda aktifleserek p21 genini harekete gecirir. p21 geni hiicrenin geg
G1 fazinda kalarak, S fazina gegmesini engeller. Bdylece hiicre siklusu durdurularak olusmus
olan DNA hasarli hiicrenin ¢ogalmasi engellenir. p53 geni DNA tamiri yapan proteinlerin
transkripsiyonunu saglar. Bu proteinler DNA hasarin1 tamir edebilirse, hiicre siklusundaki

blok kalkar (102).

Genomik biitiinliigii saglamak amaci ile gorevli 130 dan fazla DNA tamir enzimi tespit
edilmistir . Hiicre, DNA hasarlarin1 DNA tamir mekanizmalar ile tamir edebilir. Bu tamir
mekanizmalarinin en 6nde gelenleri eksizyon tamir mekanizmalaridir. Bunlar; Niikleotid
eksizyon tamiri (nucleotide excision repair - NER), Baz eksizyon tamiri (base excision repair-

BER) ve Yanlig eslenme tamiri (mismatch repair - MMR)’dir (103).

Eksizyon tamiri sirasinda kimyasal olarak degismis, yanlis eslesmis veya uygun
olmayan bazlar genomdan kesilerek yerlerine dogru dizideki bazlar konur. BER sirasinda
hasarli bazlar serbest baz olarak kesilir ve ¢ikartilir, NER’de ise hasarli bazlar oligoniikleotid
pargalar1 olarak kesilir. NER mekanizmasi daha cok ultraviyole 15181 ve polisiklik
hidrokarbonlara bagli DNA hasarinda, BER mekanizmas1 X 1sinlar1, oksijen radikalleri ve
alkilleyici ajanlara bagli DNA hasari, MMR ise replikasyon hatalarinin tamirinde gorev alir

(101).

Tablo 5. DNA tamir genleri

NER Genleri: ERCC2 (XPD), XPC, XPA , ERCC3 (XPB), ERCC5 (XPG), ERCCI,
ERCC4 (XPF), ERCC6 (CSB), RPA1-2-3

BER Genleri: XRCC1, XRCC4, UNG, MBD4,SMUG1, TDG, NEIL1, NEIL2

MMR Genleri: MSH2, MSH3, MSH4, MSH5,MSH6, PMS1, PMS6

DNA hasar1 replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug¢ olarak
genomik kararsizliga neden olur. DNA’da bircok 0zgiin degisimi igine alan genomik

kararsizlik, hem kanserin hem de yaslanmanin 6nemli bir belirtisidir (104).
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XRCCI1: X-ray repair cross-complementing group 1 (XRCC1), DNA tamirinde gérev
alan bir enzimdir. Baz hasarlar1 ve tek iplikli DNA kiriklarinda DNA Ligaz III’tin karboksili
ile DNA polimeraz b’nin ve poly (ADP-riboz) polimerazin hasarli DNA kismina baglanarak
is goriir (105). XRCCI1 geni 19q13.2 bolgesinde, 17 ekzonlu 2087 baz ¢ifti (b¢) uzunlugu olan
transkripsiyon {riinline sahiptir. Son yapilan c¢aligmalarda XRCCI1 geninde cesitli
polimorfizmler tespit edilmis olup, bu genin kodon 399°daki °’Arjinin/Glutamin (Arg/Gln)”’
polimorfizminin pek ¢ok epidemiyolojik calismada cesitli kanserlerle iliskili oldugu

gosterilmistir (106).

XRCC4: X-ray cross-complementing group 4 (XRCC4) 16p.13.12 gen bolgesinde

bulunan, BER mekanizmasi alt grubunda bulunan bir DNA tamir genidir.

B-hiicrelerinin erken gelisme doneminde immiinglobulin agir (Vh) zincirinin
V(variable) ve D(diversity) gen boliimleri, J (joining) boliimiiyle kendine 0Ozgi
rekombinasyon yapar ve her lenfosit yeni bir V(D)J genetik yap1 yaratarak farklh
immiinglobulinlerin sentezini saglar. V(D)J rekombinasyonu B ve T lenfositlerini kodlayan
genlerin diizenlenmesi esnasinda DNA ¢ift zincir kiriklart olusur (107). XRCC4 geninin iki
temel bolimi vardir, V(D)J rekombinasyonundaki defektleri tamamlayicit olan bolim ve

radyosensitif XR-1 hiicre serisinde DNA onarimi yapan DNA ligaz [V boliimiidiir (108).

V(D)J rekombinasyonu sirasinda olusan DNA hasarlarinin B-hiicreli lenfoma ve

16semilerin patogenezinde ¢ok dnemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (109).

ERCC2 (XPD): XPD (Xeroderma pigmentosum group D) geninin polimorfizmidir.
XPD geni, niikleotid kesim-onarim islevi i¢in esansiyel olan bir helikazi kodlar. Bu gendeki
polimorfizm ise DNA onarim kapasitesinde 6nemli degisikliklere neden olur. XPD geninin
751. kodonundaki lizinin glutamine doniistimii tedaviye yaniti degistirmektedir. Kolorektal
kanserli 73 hasta ile yapilan bir ¢calismada, lizin i¢cin homozigot olan (lizin/lizin) bireylerin
%?24’tniin, heterozigot (lizin/glutamin) ya da glutamin i¢in homozigot olan
(glutamin/glutamin) bireylerin ise %10’nun tedaviye iyi yanit verdigi gorlilmiistiir (110).
Ayrica 2006 yilinda yapilmis olan bir calismada XPD 751 polimorfizminin 6zefageal

adenokarsinoma yatkinlik olusturabilecek bir genetik markir olabilecegi belirtilmistir (111).



3. MATERYALVE METOD
3.1. Orneklerin Sec¢imi

Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Hastanesi Hematoloji kliniginde
multipl myelom tanisi konulan 63 hasta ¢aligmaya alindi. Multipl myelom tanis1 klinik
bulgular, kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi, serum ve idrar immiinfiksasyon elektroforezi,
serum protein elektroforezi ile konuldu. 70 saglikli kontrol grubundan olusan bireylerden,
kontrol grubu i¢in EDTA’l1 tliplere 2 cc kan 6rnegi ile hasta grubu icin kemik iligi yayma
preparatlar1 hazirlandi. DNA’lar1 izole edildi. Bu c¢alisma Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulu 02.07.2007 tarih ve 07-2007/40 say1 numarali onayr alinarak
yapildi.

3.2. Kemik iligi Yayma Preparatlari icin DNA izolasyonu
3.2.1. Gerekli Alet ve Kimyasallar

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

e Receiver tiipleri

e Eppendorf tiipleri

e Proteinaz K

e Lysis Buffer A

¢ Binding Buffer B6

e Wash Buffer |

e Wash Buffer II

e Elution Buffer D

e Etanol (%95-99)

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

e 1,5 ml Eppendorf tiip

e Santrifiij

e Subanyosu
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3.2.2. DNA izolasyonu

Hasta grubundan kemik iligi yayma preparatlart steril olarak kazinarak 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere siteril pipet ucu yardimiyla alindi. Uzerine 200ul Lysis Buffer A ve 20 ul
Proteinaz K ilave edildi. Kisa siireli vorteksle karigtirma islemi yapildiktan sonra 56°C’de 10
dakika su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 400 pl Binding Buffer B6
ilave edilip pipet yardimiyla karistirildi. Kit igindeki 2.0 ml’lik ependorf tastyici tiiplere
filtreli tiipler yerlestirildi ve drnekler bu filtreli tiiplere transfer edildi. Ornekler 12.000 rpm’de
2 dakika santrifiij edildikten sonra alttaki tasiyici siipernatantl: tiipler yenileri ile degistirildi
(DNA filtrede) ve tizerine 500 pnl Wash Buffer I ilave edildi. 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapildiktan sonra alttaki tastyici tiiplerin igindeki siipernatant atildi. 800 pul Wash Buffer II
ilave edildi ve 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Tekrar alttaki tasiyici tiipteki
siipernatan atildi, filtredeki etanol’ {in tamamen uzaklagmasi i¢in 14.000 rmp’de 4 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 2.0 mI’lik alttaki tasiyici tiip 1.5 ml’lik ependorf tiip ile
degistirildi. 56°C’deki su banyosuna 6nceden birakilmis Elution Buffer D’den 200 ul filtrenin

tam ortasina gelecek sekilde ilave edildi ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildiktan sonra, filtreli tiipler
atild1 (DNA 1.5ml’lik ependorf tiipte). Ependorf tiiplerin kapaklar1 kapatilip, parafilm’de izole
edildikten sonra ectiketleme islemi yapildi. PCR islemi yapilan kadar -20°C’de derin

dondurucuda muhafaza edildi.
3.3. Kandan DNA izolasyonu
EDTA’l1 tiiplere alinmis kandan DNA izolasyonu ticari kit ile yapildi

Calismamizda, kandan DNA izolasyonu Invitek (Katalog No: CA070023) ticari kiti ile
yapilarak elde edilen DNA materyali daha sonra kullanilmak iizere -20°C’de saklandi. Bu

islemde uygulanan prosediir;

1. Kandan 200 pl alinir (200 pl’den az kan materyali 200 pl’ye tamamlanir), 1.5 ml’lik tiipe
aktarilip tizerine 200 pl Lysis (eritme) Tamponu ve 20 ul Proteinaz K eklenir. Vortex
sonrasinda 56°C’de 10 dakikalik inkiibasyona birakilir.

2. 400 pl Binding (baglama) Tamponu pipetlenerek ilave edilir.

3. Hazirlanan karigim, filtrelere sahip 2.0 ml’lik tiiplere konur ve 1 dakikalik inkiibasyon

sonrasinda da 2 dakika santrifiij edilir (12.000 rpm).
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4. Filtreden gegen ve altta biriken karisim dokiilerek, filtreler tizerine 500 upl yikama
tamponu [ ilave edilir. 1 dakika santrifiij edilip filtreden gegen tampon dokiiliir.

5. Yikama tamponu II’den 800 pl filtre lizerine ilave edilip, tekrar 1 dakika santrifiij edilir.
Tiipler santrifiij sonrasinda tampondan arindirilir ve filtreler takilarak 4 dakika 15.000 rpm
‘de santrifiij edilir.

6. Sonrasinda filtreler yeni tiiplere yerlestirilir, 200 pl Elution (ayristirma) Tamponu eklenir
ve muhafaza edilmek tizere -20°C’ye alinir.

3.3.1. Kandan DNA izolasyonu isleminde Kullanilan Arag¢ ve Kimyasallar

1. Invitek DNA izolasyon kiti Filtreli tiipler (Katalog No: CA070023)
e Proteinaz K
e Lysis (Lizis Soliisyonu)
e Wash A buffer (Yikama Tamponu I)
e Wash B buffer (Yikama Tamponu II)
e Elution buffer (Eliisyon Tamponu)
2. Etanol (Sigma)
3. Mikropipetler (1-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 Scorex, Rainin,Ependorf)
4. Steril sar1 ve beyaz pipet uglar1 (Eppendorf)
5. 1.5 mI’lik Eppendorf tiipleri (Axygen)
6. Eppendorf tiip tasiyicilari
7. Vorteks (Heidolph Reaks Top)
8. Santrifiij Aleti (Sigma 1-15)
9. Su banyosu (Niive BM 302)
10. Steril lateks eldiven

3.4. DNA Amplifikasyonu
3.4.1. PCR Kimyasal Konsantrasyonlari

PCR karigimlart asagidaki gibi hazirlanmistir (6rnek basina):

XPD- icin:
e ddH,O : 11.3 mikrolitre
e Buffer : 2.5 mikrolitre

o MgCl, : 2 mikrolitre



Polimeraz zincir reaksiyonu toplam 25 pl hacimde gergeklestirildi.

XRCC1-399 icin:

Polimeraz zincir reaksiyonu toplam 25 pl hacimde gergeklestirildi.

XRCC4’ler i¢in:

Polimeraz zincir reaksiyonu toplam 25 pl hacimde gergeklestirildi.

dNTP
primer 1
primer 2
Taq
DNA

ddH,0O
Buffer
MgCl,
dNTP
primer 1
primer 2
Taq
DNA

ddH,O
Buffer
MgCl,
dNTP
primer 1
primer 2
Taq
DNA

XRCC1 Geni

: 2 mikrolitre

: 1 mikrolitre (20 pmol konsantrasyonda)
: 1 mikrolitre (20 pmol konsantrasyonda)
: 0.2 mikrolitre

: 5 mikrolitre (150-200 ng)

: 11.3 mikrolitre

: 2.5 mikrolitre

: 2 mikrolitre

: 2 mikrolitre

: 1 mikrolitre (5 pmol konsantrasyonda)
: 1 mikrolitre (5 pmol konsantrasyonda)
: 0,2 mikrolitre

: 5 mikrolitre (150-200 ng)

: 15.3 mikrolitre

: 2.5 mikrolitre

: 2 mikrolitre

: 2 mikrolitre

: 1 mikrolitre (5 pmol konsantrasyonda)
: 1 mikrolitre (5 pmol konsantrasyonda)
: 0,2 mikrolitre

: 1 mikrolitre (150-200 ng)

XRCCI geni Primer dizileri (Thermo Electron):

Forward: 5> —AGT AGT CTG CTG GCT CTG G -3’

Reverse: 5 — TCT CCC TTG GTC TCC AAC CT-3°

28
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XPD geni
Forward: 5 — ATC CTG TCC CTA CTG GCC ATT C-3°
Reverse: 5° — TGT GGA CGT GAC AGT GAG AAA T-3’
XRCC4-1394 Geni
Forward: 5 — GAT GCG AAC TCA AAG ATA CTG A-3°
Reverse: 5 — TGT AAA GCC AGT ACT CAA ACT T-3
XRCC4-intron 3
Forward: 5 — TCC TGT TAC CAT TTC AGT GTT AT-3"

Reverse: 5° — CAC CTG TGT TCA ATT CCA GCT T-3°

3.4.4. PCR Kosullan

e 94°C — 4 dakika
e 60°C — 30 saniye 1 Déngii
e 72°C — 45 saniye

e 94°C — 30 saniye
e 60°C — 30 saniye 35 Dongii
e 72°C — 45 saniye

e 94°C — 30 saniye
e 60°C — 30 saniye 1 Dongii
e 72°C —  7dakika

e 4°C — sonsuz
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Amplifikasyon kosullarinda hazirlanan karistm daha sonra PCR aletine konularak

(Resim 4), istenen XRCC1, XPD ve XRCC4 gen golgeleri gogaltilmistir.

Resim 4. PCR aleti (gene Amp PCR System 9700)
3.5. PCR Amplifikasyonu Sonuclarinin Goriintiilenmesi ve Degerlendirilmesi
3.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi (Yatay Jel Elektroforezi)

XRCC1, XPD ve XRCC4 geni PCR iiriinleri amplifikasyonun kontrolii %2.5’luk
agaroz jelde yapildi.

3.6. DNA’nin Enzimatik Kesim islemi

XRCCI, XPD ve XRCC4 PCR irinlerinin agaroz jel elektroforezinde
amplifikasyonun olusumu kontrolii yapildiktan sonra XRCC1 PCR firiinleri i¢in Mspl kesim
enzimi (restriksiyon endoniikleaz enzimi), XPD PCR iiriinleri i¢in Pstl kesim enzimi ve

XRCC4 PCR iiriinleri i¢in HinclI kesim enzimi kullanildi.
3.6.1. DNA’nmin Enzimatik Kesim Isleminde kullanilan Alet ve Enzimler:

e Su banyosu

e Etiv

e 0.5 ml.’lik eppendorf tiipler

e Pipetler (1-10 pl. ve 10-100 pl)

e Steril beyaz ve sar1 pipet ucu
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e (.5’lik eppendorf

e Orange G

e Goriintlileme cihazi

e Kesim enzimleri (Resriksiyon endoniikleaz enzimleri).
v’ Pstl
v Mspl
v Hincll

3.6.2. Enzim Kesimi ve Degerlendirilmesi

XRCCI1, XPD ve XRCC4 genlerinin PCR fiiriinlerinin enzim kesimi olup olmadigi
%3.5’1uk agaroz jelde kontrol edildi (Sekil 4).

9 10 11 12 N WM

AC AA CC CC AA CC AA AA AA AA AA CC

Sekil 4. Pst I enzim kesimi sonucu genotipleme sonuglari.*M: Markar,

1 2 3 4 56 78 9 1011 1213 14 15 16 1718 19 20 2122 23 2425 26 2728 2930 31 32 33 M

1 A A GIG AIG AL GG GIG AL AMA AIGALL p0G AVA BUA B1G AL 10 AN ANG AIG (16 AIGALL GIG AL AUGAIAGIG GIG AGALL GIGM

Sekil 5. Mspl enzim kesimi sonucu genotipleme sonuglari.*M: Markir,
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TT TT GG GG TG TG

Sekil 6. Hincll enzim kesimi sonucu genotipleme sonuglari.*M: Markir

II'ID DDIDID Il DD DD I

Sekil 7. XRCC4-intron3 genotipleme sonuglar1.*M: Markir

3.7. istatistiki analiz

Siirekli sayisal (kantitatif) degerler ortalama =+ standart sapma (SD) ve katagorik
(nominal) degerler grupta bulunan kisi sayis1 (n) ve/veya ylizde (%) ile ifade edildi. Calisma
ve kontrol grubundaki kategorik degiskenler ki-kare veya Fisher’s exact test, kantitatif

degiskenler Varyans analizi ile Kruskall Wallis Varyans analizi kullanildi.

Her bir allele ait gen frekanslar1 bulunarak ¢alisilan populasyonun denge kontrolii Hardy-
Weinberg esitsizligi de Finetti programi, genotip ve alel frekanslar1 ki-kare testleri ile
belirlendi. Sonuglar %95 giiven araliginda (%CI), anlamliik P<0,05 diizeyinde
degerlendirildi. Tiim istatistiksel hesaplamalar Windows SPSS 16.0 programi kullanilarak
yapildi.









4. BULGULAR

Calismaya alman 63 olgunun 36’s1 erkek, 27’si kadindi. Plazma hiicre hastaliklari
grubunda olan 63 hastanin XRCC1-399, XPD-751, XRCC4 intron3 ve XRCC4-1394
gen polimorfizmleri kontrol grubu ile karsilastirildi (Tablo 6). Bu hasta grubunda 1
hasta MGUS, 2 hasta soliter plazmositom, 60 hasta ise MM taniliydi. Gen
polimorfizmleri ile klinik verilerin karsilastirilmasi i¢in ¢calismaya 60 MM tanili hasta
ile devam edildi. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 7’de goriilmektedir.
Kontrol grubuna alinan hematolojik malignitesi olmayan 70 saglikli goniillii kisinin 35°1
erkek, 35’1 kadin idi. Kontrol grubunun ortalama yas1 54.84 £9.36 ortanca yasi ise 56.00
(34-70) 1di (Tablo 8). Hastalarin tespit edilen paraprotein tipleri; Hafif zincir: 9(%15.0),
IgA:14(%14.0), IgG: 36(%60.0), IgM: 1(%1.7), Kappa: 43(%71.7), Lambda:
17(%28.3) olarak tespit edildi. Durie-Salmon siniflamasina gore hastalarin 2 tanesi evre
1A (%3.3), 4 tanesi evre 2A (%6.7), 4 tanesi evre 2B (%6.7), 38 tanesi evre 3A
(%63.3), ve 12 tanesi de evre 3B (%20.0) idi. Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) performans skalas1 bilinen 50 hastanin 5 tanesi ECOG 0 (%10.0), 15 tanesi
ECOG 1 (%30.0), 17 tanesi ECOG 2 (%34.0), 8 tanesi ECOG 3 (%16.0), 5 tanesi
ECOG 4 (9%10.0) olarak tespit edildi (Tablo 7).

XRCCI1-399 gen polimorfizmlerinin degerlendirilmesinde, hem hasta grubu
(C.1.:%95, p=0.0013) hem de kontrol grubunda (C.1.:%95, p=0.009) Hardy Weinberg
Esitsizligi (HWE)’den sapma tespit edildi. Genotip ve allel frekanslari agisindan
incelendiginde ise hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi
(Tablo 6).

XPD-751 gen polimorfizmlerinde hem kontrol grubunda (C.1.:%95, p=0.12) hem
de hasta grubunda (C.1.:%95, p=0.22) HWE’den sapma tespit edilmedi. Genotip ve allel
frekanslar1 agisindan incelendiginde ise hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli

bir fark tespit edilmedi (Tablo 6).



Tablo 6. Hasta ve saglikli kontrol grubu arasindaki gen polimorfizmlerinin karsilastiriimasi (n, %)
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Hasta (n:63) Kontrol (n:70) p
XRCC1 A399G
AA 25(39.7) 25(35.8)
AG 21(33.3) 24(34.2)
GG 17(27.0) 21(30.0)
p=0.001* p=0.009*
A/G 0.56/0.44 0.53/0.47 0.65!
AA-AG 25(39.7)-21(33.3) 25(35.8)-24(34.2) 0.82!
GG-AG 17(27.0)-21(33.3) 21(30.0)-24(34.2) 0.86"
AA-GG 25(39.7)-17(27.0) 25(35.8)-21(30.0) 0.69!
AA-(AG+GG) 25(39.7)-38(60.3) 25(35.8)-45(63.2) 0.72!
GG-(AA+AG) 17(27.0)-46(73.0) 21(30.0)-49(70.0) 0.74!
XPD751
AA 27(42.8) 37(52.9)
AC 25(39.7) 24(34.3)
CC 11(17.5) 9(12.8)
p=0.12* p=0.22%*
A/C 0.63/0.37 0.7/0.3 0.20"
AA-AC 27(42.8)- 25(39.7) 37(52.9)- 24(34.3) 0.35!
CC-AC 11(17.5)- 25(39.7) 9(12.8)- 24(34.3) 0.76!
AA-CC 27(42.8)- 11(17.5) 37(52.9)- 9(12.8) 0.31!
AA-(AC+CO) 27(42.8)-36(57.2) 37(52.9)-33(47.1) 0.24!
CC-(AA+AC) 11(17.5)-52(82.5) 9(12.8)-61(77.2) 0.45!
XRCC4 intron3
DD 1(1.6) 10(14.3)
ID 38(60.3) 42(60.0)
I 24(38.1) 18(25.7)
p=0.0018* p=0.07*
/D 0.68/0.32 0.56/0.44 0.03!
1I-ID 24(38.1)- 38(60.3) 18(25.7)- 42(60.0) 0.31!
DD-ID 1(1.6)- 38(60.3) 10(14.3)- 42(60.0) 0.01!
DD-1I 24(38.1)- 1(1.6) 18(25.7)- 10(14.3) 0.004!
1I-(ID+DD) 24(38.1)-39(61.9) 18(25.7)-62(74.3) 0.12!
DD-(II+ID) 1(1.6)-62(98.4) 10(14.3)-60(85.7) 0.007!
XRCC4
TT 14(22.2) 27(38.6)
TG 29(46.0) 26(37.1)
GG 20(31.2) 17(24.3)
p=0.57* p=0.043*
T/G 0.45/0.55 0.57/0.43 0.52!
TT/TG 14(22.2)- 29(46.0) 27(38.6)- 26(37.1) 0.07
GG/TG 20(31.2)- 29(46.0) 17(24.3)- 26(37.1) 0.90!
TT/GG 14(22.2)- 20(31.2) 27(38.6)- 17(24.3) 0.07"
TT-(TG+GG) 14(22.2)-49(77.8) 27(38.6)-43(61.4) 0.04!
GG-(TT+TG) 20(31.2)-43(68.8) 17(24.3)-53(75.7) 0.33!

* HWE: Hardy Weinberg Esitsizligi




! Pearson x* (C.1.:95%)
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XRCC4 intron3 gen polimorfizmlerinin degerlendirilmesinde kontrol grubunda

(C.1:9%95, p=0.07) HWE’den sapma gozlenmezken hasta grubunda (C.1.:%95,

p=0.0018) HWE’den sapma tespit edildi. Allel frekanslar1 agisindan incelendiginde ise

D allelinin hasta grubunda saglikli gruba gore anlamli derecede diisiik oldugu (p=0.03)

belirlenmistir. Genotip siklig1 acisindan DD genotipi ile ID ve II genotipleri

karsilagtirildiginda hasta grubunda saglikli gruba gére DD genotipinin anlamli derecede

diisiik oldugu (p=0.007) belirlenmistir (Tablo 6).

XRCC4 intron3 allel frekansi p=0.03

(o]
o

68

~
o

[e2]
o

a
o
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allel dagilimi

OHASTA
BKONTROL

Sekil 8. Hasta ve kontrol grubunda allel frekansinin dagilimi.
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XRCC4-1394 gen polimorfizmlerinin degerlendirilmesinde ise kontrol grubunda
(C.1.:%95, p=0.043) HWE’den sapma gozlenirken hasta grubunda (C.1.:%95, p=0.57)
sapma tespit edilmedi. Allel frekansi acisindan incelendiginde hasta ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark olmadig1 (p=0.52) tespit edildi. Genotip siklig1 agisindan ise
TT genotipinin TG + GG genotipi ile karsilastirilmasi sonucu hasta grubunda TT
genotipinin saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu (p=0.04) tespit
edildi (Tablo 6).

XRCC4-1394 genotip dagilimi p=0.04

90 +
80 -
70 A
60
50 A
40

77,8

61,4

oTT

38,6 OTG+GG

30 22,7
20 1

10

Genotip oranlari (%)

HASTA KONTROL

Hasta ve kontrol grubu

Sekil 9. Hasta ve kontrol grubu arasinda TT ile TG + GG genotiplerinin karsilastirilmasi.



Tablo 7. Hastalarin klinik ve demografik 6zellikleri (n=60)
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Yas (ortalama+SD)
(ortanca)(minimum-maksimum)

59.92 +10.01
61.00 (36-80)

Cinsiyet (n, %)

Erkek 35 (58.3)
Kadin 25 (41.7)
Paraprotein (n,%)
HZ 9 (15.0)
IgA 14 (14.0)
IgG 36 (60.0)
IgM 1 (1.7)
K 43 (71.7)
L 17 (28.3)
Evre (n:, %)
1A 2(3.3)
1B 0
2A 4(6.7)
2B 4(6.7)
3A 38 (63.3)
3B 12 (20.0)
Performans durumu (ECOG: 0-4), (n:50,
%) 5(10.0)
0 15 (30.0)
1 17 (34.0)
) 8 (16.0)
3 5(10.0)
A Toplam: 50(100.0)
B2MG (ortalama+SD)(mg/dl) 5.77+5.12
(ortanca)(minimum-maksimum) 4.0 (1.67-27)
Tablo 8. Kontrol grubu demografik bulgular1 (n=70)
Yas (ortalama+SD) 54.84 £9.36

(ortanca)(minimum-maksimum)

56.00 (34-70)

Cinsiyet (n, %)
Erkek
Kadin

35 (50)
35 (50)




Tablo 9. DNA tamir gen polimorfizmi ve paraprotein iliskisi (n, %)
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HZ IgA IgG IgM Total x4 p
XRCC1

AA 5(21.7) 4(17.4) 13(56.5) 1(4.3) 23(100.0)

AG 1(5.0) 7(35.0) 12(60.0) 0 20(100.0)

GG 3(17.6) 3(17.6) 11(64.7) 0 17(100.0) | 0.472
Total 9(15.0) 14(23.3) 36(60.0) 1(1.7) 60(100.0)

XPD

AA 4(16.0) 5(20.0) 15(60.0) 1(4.0) 25(100.0)

AC 4(16.7) 7(29.2) 13(54.2) 0 24(100.0)

CC 1(9.1) 2(18.2) 8(72.7) 0 11(100.0) | 0.840
Total 9(15.0) 14(23.3) 36(60.0) 1(1.7) 60(100.0)
XRCC4 intron3

DD 0 0 1(100.0) 0 1(100.0)

ID 7(19.4) 8(22.2) 20(55.6) 1(2.8) 36(100.0)

II 2(8.7) 6(26.1) 15(65.2) 0 23(100.0) | 0.843
Total 9(15.0) 14(23.3) 36(60.0) 1(1.7) 60(100.0)
XRCC4

TT 2(15.4) 4(30.8) 7(53.8) 0 13(100.0)

TG 5(18.5) 7(25.9) 15(55.6) 0 27(100.0)

GG 2(10.0) 3(15.0) 14(70.0) 1(5.0) 20(100.0) | 0.671
Total 9(15.0) 14(23.3) 36(60.0) 1(1.7) 60(100.0)




Tablo 10. DNA tamir gen polimorfizmi ve paraprotein iliskisi (n, %)

Paraprotein Kappa, Lambda
K L Total P
XRCC1
AA 18(78.3) 5(21.7) 23(100.0)
AG 14(70.0) 6(30.0) 20(100.0) 0.630
GG 11(64.7) 6(35.3) 17(100.0)
Total 43(71.7) 17(28.3) 60(100.0)
XPD
AA 20(80.0) 5(20.0) 25(100.0)
AC 15(62.5) 9(37.5) 24(100.0) 0.396
CC 8(72.7) 3(27.3) 11(100.0)
Total 43(71.7) 17(28.3) 60(100.0)
XRCC4 intron3
DD 1(100.0) 0(.0) 1(100.0)
ID 25(69.4) 11(30.6) 36(100.0) 0.763
11 17(73.9) 6(26.1) 23(100.0)
Total 43(71.7) 17(28.3) 60(100.0)
XRCC4
TT 9(69.2) 4(30.8) 13(100.0)
TG 19(70.4) 8(29.6) 27(100.0) 0.91
GG 15(75.0) 5(25.0) 20(100.0)
Total 43(71.7) 17(28.3) 60(100.0)

Hastalarin sahip olduklar1 paraprotein tipleri ile XRCC1, XPD751, XRCC4
intron3 ve XRCC4 gen polimorfizmleri arasinda anlamli bir iliski tespit edilmemistir

(Tablo 9-10).




Tablo 11. DNA tamir gen polimorfizmi ile MM evreleri arasindaki iliski (n, %)
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1A | 2A B 3A 3B Total 7
XRCCI

AA 143) | 2(87) | 0(0) | 14(60.9) | 6(26.1) | 23(100.0)

AG 0(0) | 0(0) | 3(15.0) | 14(70.0) | 3(15.0) | 20(100.0) | 0.455
GG 15.9) | 2(11.8) | 1(5.9) | 10(58.8) | 3(17.6) | 17(100.0)

XPD

AA 28.0) | 3(12.0) | 000) | 13(52.0) | 7(28.0) | 25(100.0)

AC 00) | 000) | 1(42) | 1979.2) | 4(16.7) | 24(100.0) | 0.024*
cC 00) | 109.1) | 327.3) | 6(54.5) | 1(9.1) | 11(100.0)

XRCC4

ntron3 00) | 0C0) | 000) |1(100.0)| 0¢0) | 1(100.0)

- 12.8) | 2(5.6) | 3(83) | 25(69.4) | 5(13.9) | 36(100.0) | 0.873
I 143) | 28.7) | 143) | 12(52.2) | 7(30.4) | 23(100.0)
XRCC4

TT 0 [2054)| o | 753.8) | 430.8) | 13(100.0)

TG 0 0 | 3(11.1) | 20(74.1) | 4(14.8) | 27(100.0) | 0.18
GG 2(10.0) | 2(10.0) | 1(5.0) | 11(55.0) | 4(20.0) | 20(100.0)

Total 233) | 46.7) | 46.7) | 38(63.3) | 12(20.0) | 60(100.0)

* AA-AC p=0.94, AA-CC p=0.61, AC-CC p=0.84

XRCC1, XPD751, XRCC4 intron3 ve XRCC4 gen polimorfizmleri ile hastalik
evreleri incelendiginde, XRCC1, XRCC4 intron3 ve XRCC4 gen polimorfizmleri ile

hastalik evreleri arasinda anlamli bir iligki tespit edilmemistir. XPD gen polimorfizmi

ve hastalik evresi arasinda p degeri anlaminda bir farklilik varmis gibi goriinsede ikili

gen polimorfizmlerinin incelenmesinde hastalik evresi ile XPD gen polimorfizmi

arasinda istatistiki agidan anlamli bir iliski bulunmamistir (Tablo 11).




Tablo 12. DNA tamir gen polimorfizmlerinin f2MG ve PS ile iligkisi
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Ortalama SD p ECOG-PS* (n,%)
0 1 2 3 4
XRCC1
AA 5.67 5.69393 1(20.0) 6(40.0) 8(47.1) 4(50.0) 1(20.0)
HE 52 GEEEPD 0987 1 360.0) 426.7) 6(353) 1(12.5) 3(60.0)
GG 5.73 4.75386
1(20.0) 5(33.3) 3(17.6) 3(37.5) 1(20.0)
p=0.642
XPD
AA 4.44 3.28212 1(20.0) 7(46.7) 6(35.3) 3(37.5) 2(40.0)
AC 6.86 6.73916 0.231 4(80.0) 4(26.7) 8(47.1) 3(37.5) 1(40.0)
CC 6.43 4.10443
0 4(26.7) 3(17.6) 2(25.0) 1(20.0)
p=0.763
XRCC4 intron3
DD 4.00 . 0 1(6.7) 0 0 0
D 2 et L) 5(100.0) 6(40.0) 12(70.6) 5(62.5) 2(40.0)
I 4.07 1.94335
0 8(53.3) 5(29.4) 3(37.5) 3(60.0)
p=0.332
XRCC4
TT 5.84 6.56698 1(20.0) 4(26.7) 4(23.5) 1(12.5) 1(20.0)
TG 6.32 486864 0.686 2(40.0) 4(26.7) 9(52.9) 4(50.0) 4(80.0)
GG 4.99 4.56032
Total 577 512437 2(40.0) 7(46.7) 4(23.5) 3(37.5) 0
p=0.603

*ECOG-PS: Eastern Cooperative Oncology Group-Performans status

XRCCI1, XPD751 ve XRCC4 intron3 gen polimorfizmleri ile hastalarin PS ve

B2MG diizeyleri arasindaki iliski incelendiginde, P2MG diizeyleri ve PS ile gen

polimorfizmleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 12).
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Tablo 13. DNA tamir gen polimorfizmi ve sagkalim iliskisi (n:52)

Sagkalim? Total Sagkalim' Hastaliksiz sagkalim'
3yillik(n,%) Syilik(n,%) | (ortalama/ay) n:19 (ortalama/ay) n:27
XRCC1
AA 8 (42.1) 2 (10.0) 13.38 17.71
AG 6 (31.6) 3(16.7) 8.83 11.54
GG 5(26.3) 2(14.3) 9.50 14.86
p=0.911 p=0.83 p=0.388 p=0.23
XPD
AA 8(42.1) 3 (42.9) 10.9 16.89
AC 8 (42.1) 2 (28.6) 9.5 12.62
CC 3 (15.8) 2 (28.6) 9.92 12.42
p=0.86 p=0.68 p=0.907 p=0.403
XRCC4
intron3
DD 1(5.3) 1(14.3) 18.50 26.5
ID 13 (68.4) 3(42.9) 11.18 14.5
11 5(26.3) 3(42.9) 6.93 11.67
p=0.19 p? p:0.086 p=0.185
XRCC4
TT 3(15.8) 2(28.6) 13.0 23.5
TG 9(47.4) 4(57.1) 9.59 14.46
GG 7(36.8) 1(14.3) 9.10 11.73
p=0.77 p=0.47 p=0.591 p=0.156
Total 19(36.5) 7(13.5) 26.68 SD:23.542 | 27.3 SD:17.466
'Kruskal Wallis test

2Pearson X2
3 Fisher's Exact Test; II-ID p=0.19 , 1I-ID p=0.66, DD-ID p=0.125

Degerlendirmeye alinan 60 hastadan 8’i yatiglarindan kisa bir siire sonra
kaybedilmelerinden dolay1 sagkalim degerlendirilmesine alinmamiglardir. Hastalarin
gen polimorfizmi ile sagkalimlar arasindaki iliski incelendiginde, 3 yillik sagkalim ile

gen polimorfizmleri arasinda istatistiki agcidan anlamli bir fark tespit edilmemistir. 5
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yillik sagkalim incelendiginde XRCC1, XPD ve XRCC4 gen polimorfizmleri ile 5 yillik
sagkalim arasinda istatistiki bir fark tespit edilmemistir. XRCC4 intron3 gen
polimorfizmleri ile 5 yillik sagkalim arasinda anlamli bir fark goriinsede ikili gen
polimorfizmlerinin Fisher’in kesin testi ile incelenmesi sonucunda istatistiki anlamda
bir fark tespit edilmemistir (Tablo 13).

ve total incelenmesi

Hastalarin hastaliksiz sagkalimlarinin

neticesinde XRCC1, XPD, XRCC4intron3 ve XRCC4 gen polimorfizmleri arasinda

sagkalimlari

istatistiki anlamda bir fark tespit edilmemistir (Tablo 13).

Tablo 14. DNA tamir gen polimorfizmleri ve tedavi iliskisi

VAD* (n:43,%) BODEC* (n:18,%) OKIT+TAL* (n:12,%)
CR PR REF CR PR REF CR PR
XRCC1
AA 3(7.0) 4(9.3) 5(11.6) | 5(27.8) 3(16.7) 0 2(16.7) 1(8.3)
AG 8(18.6) 5(11.6) 4(9.3) | 5(27.8) 1(5.6) 1(5.6) 2(16.7) 4(33.3)
GG 2(4.7) 8(18.6)  4(9.3) | 1(5.6) 2(11.1) 0 3(25.0) 0
p=0.256 p=0.423 p=0.152
XPD
AA 4(9.3)  409.3) 6(14.0) | 5(27.8) 3(16.7) 0 2(16.7) 2(16.7)
AC 7(16.3) 9(20.9) 3(7.0) 5(27.8) 0 1(5.6) 4(33.3) 2(16.7)
CcC 2(4.7)  4(9.3) 4(9.3) 1(5.6) 3(16.7) 0 1(8.3) 1(8.3)
p=0.445 p=0.113 p=0.842
XRCC4 intron3
DD 0 0 0 0 1(16.7) 0 0 0
1D 9(33.3) 10(37.0) 8(29.6) | 9(69.2) 4(30.8) 0 6(60.0) 4(40.0)
11 4(25.0) 7(43.8) 5(31.2) | 2(50.0) 1(25.0) 1(25.0) 1(50.0) 1(50.0)
p=0.838 p=0.217 p=0.113
XRCC4
TT 1(2.3) 1(2.3) 4(9.3) | 2(11.1) 2(1L.1) 0 1(8.3) 0
TG 7(16.3) 8(18.6) 6(14.0) | 6(33.3) 2(11.1) 1(5.6) 3(25.0) 2(16.7)
GG 5(11.6) 8(18.6)  3(7.0) | 3(16.7) 2(11.1) 0 3(25.0) 3(25.0)
p=0.284 p=0.761 p=0.64
Total (n) 13 17 13 11 6 1 7 5
% 30.2) 39.5) 30.2) | (61.1) (33.3) (5.6) (58.3) (41.7)

CR: Komplet remisyon

PR: Parsiyel remisyon REF: Refrakter

* VAD: Vincristin 0.4 mg/giin + Adriamycin 9 mg/m2 + Deksamethazon 40 mg/giin.
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BODEC: Bortezomib1.3 mg/m2 + Deksamethazon 20 mg/giin + Siklofosfamid 50 mg/giin.
OKIT+TAL: Otolog kemik iligi transplantasyonu + Thalidomid 100 mg/giin.

Caligmaya alinan tedavi verilebilen ve yanit degerlendirmeleri tam olan hastalarin
incelenmesi sonucu; VAD kemoterapisi sonrast 13 hasta (%30.2) komplet remisyon, 17
hasta (%39.5) parsiyel remisyon, 13 hasta (%30.2) ise tedaviye refrakter olarak
degerlendirildi. BODEC kemoterapi rejimi sonrasi 11 hasta (%61.1) komplet remisyon,
6 hasta parsiyel remisyon (%33.3), 1 hasta (%5.6) ise refrakter olarak degerlendirildi.
OKIT + TAL tedavisi sonras1 7 hasta (%58.3) komplet remisyon, 5 hasta (%41.7) ise
parsiyel remisyon olarak degerlendirildi.

Hastalarda tespit edilen XRCCI1, XPD, XRCC4 intron3 ve XRCC4 gen

polimorfizmleri ile tedavi yanitlari arasinda istatistiki anlamda fark tespit edilmemistir.



5. TARTISMA

Bu calisma Multipl miyelomali hastalarda XRCC1 geni kodon 399, XPD geni
kodon 751, XRCC4 geni intron3 ve XRCC4-1394 gen polimorfizmlerinin tedavi
protokolii, prognoz ve sagkalim {iizerine etkisinin olmadigini, XRCC4 intron3’de D
alleli ile DD genotipinin, XRCC4’de ise TT genotipinin diisik oldugunu
gostermektedir.

Multipl miyelom gelisiminde genetik, radyasyon, viral, kronik antijenik uyar1 ve
cevresel faktorler rol almaktadir. Bu faktorlerin etkisi ile sinyal ileti sistemi, apopitoz,
kemik iligi mikrogevresi ve hiicre siklusunda yer alan gen ekspresyon bozukluklari rol
almaktadir (18). DNA tamir mekanizmasindaki genetik polimorfizmler DNA tamir
kapasitesinde kisisel farkliliklara yol agabilmekte ve kismen de olsa hiicrelerin
genotoksik ajanlara kars1 hassasiyetini degistirerek kanser hiicresine doniismesine sebep
olabilmektedir. DNA tamir sistemlerinin, karsinojen ve antikanser ajanlarin neden
oldugu DNA hasarlarini diizelttigi, yetersiz yada hatali DNA tamir mekanizmalarinin
cesitli maligniteler i¢in bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (112).

XRCC1 DNA tamir mekanizmalarindan BER (baz eksizyon tamiri)
mekanizmasi ile DNA tamirinde gorev alan bir gendir. Yanlig yerlestirilen ve hasarl
bazlar1 uzaklastirmak i¢in kullanilan onarim mekanizmasidir. Bir ¢ok arastirmaci
XRCCI1 Arg399GIn polimorfizmi ile kanser riski arasindaki iliskiyi aragtirmistir. Ritchy
ve arkadaglarinin (113) XRCC1 399GIn/GIn genotipinin Prostat kanser riski ile iliskili
oldugunu bildirirken, Sak ve arkadaslarinin (114) yaptiklar1 ¢alismada, XRCC1 kodon
399 polimorfizmi ile Prostat kanseri arasinda herhangi bir iliskinin olmadigin
bildirmislerdir. Meme kanseri riski ve XRCC1 Arg339GIn polimorfizmi arasindaki
iliskiyi arastiran diger bir calismada ise XRCC1 399GIn alleline sahip Afrika kokenli
Amerikali kadinlarin artmis meme kanseri riskine sahip olduklart bildirilmistir (115).
Diger taraftan Sobti ve arkadaslarinin (116) 6zofagus kanserli hastalarda yaptiklar
calismada, XRCC1 399GIn/GIn genotipi kanserden koruyucu genotip olarak
bildirilmistir.
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Literatiirde hematolojik maligniteler ve DNA tamir genleri arasindaki iliskiyi
inceleyen smirh sayidaki calismalar arasinda sonuglari itibariyle birbirleriyle ¢elisen
kimi ¢aligmalar da mevcuttur. Joseph ve arkadaslarinin (117) XRCCI1 polimorfizmleri
(kodon 194, 280 ve 399) ile ¢ocukluk ¢ag1 ALL riski arasindaki iliskiyi aragtirdiklar
calismada, sadece XRCC1 399GIn varyant allelinin ALL i¢in risk olusturdugu tespit
edilmistir. Hill ve arkadaslarinin (118) yapmis olduklar1 bir calismada XRCC1 A194T
allelinin NHL riskinde ¢ok az bir artma ile iliskili oldugunu belirtirlerken, Shen ve
arkadaslarinin (119) yapmis olduklar1 ¢caligmada ise bu allelin diffiiz biiylik B hiicreli
lenfoma riskinde azalma ile iliskili oldugunu bulmuslardir. Matsuo ve arkadaglarinin
(120) Japon popiilasyonu tizerinde yapmis olduklar1 bir ¢calismada XRCC1 Arg339GIn
polimorfizmi ile NHL subtipleri arasinda bir iliskinin olmadigin1 rapor etmislerdir.

Yaptigimiz ¢alismada multipl myelom tanist konan 63 olguda XRCCI1 kodon
399 gen polimorfizmi dagilimi1 AA: 25(%39.7), AG: 21(%33.3), GG: 17(%27.0) olarak
tespit edilmistir. Hem kontrol (p=0.009) hemde hasta (p=0.001) grubunda Hardy
Weinberg Esitsizligi (HWE)’den sapma gozlenmistir. Hematolojik malignitesi
bulunmayan saglikli eriskin kontrol grubu ile karsilastirilmast sonucunda XRCCI1
kodon 399 gen polimorfizmleri ile kontrol grubu arasinda genotip ve allel siklig
acisindan anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.65). Ayrica hastalarin klinik 6zellikleri
incelendiginde paraprotein tipi, hastalik evresi, 2MG diizeyi, performans durumu, sag
kalim oranlar1 ve tedaviye verilen cevap arasinda anlamli bir iligki tespit edilmemistir.

ERCC2 (XPD, Xeroderma pigmentosum group D) niikleotid eksizyon tamiri
(NER) mekanizmasi ile DNA tamirinde gorev alan bir gendir. NER’de hasarli bazlar
oligoniikleotid parcalar1 olarak kesilir ve bu sayede birgok DNA hasarinin 6zellikle de
heliks distorsiyonuna neden olanlarin onariminda etkilidir. NER mekanizmasi daha ¢ok
ultraviyole 15181 ve polisiklik hidrokarbonlara baglit DNA hasarinin tamirinde gorev alir.
Kalitsal sendromlar1 (Xeroderma pigmentosum ‘XP’, Cockayne sendromu ‘CS’,
Trichothiodystrophy ‘TTD’) olan bireylerde NER mekanizmasinda bozukluklar
saptanmistir, bu bireylerde giinese duyarlilik, baz1 dokularda erken yaslanma, nérolojik
bozukluklar ve genellikle UV kaynakli cilt kanseri insidansinda artig gézlenmistir (121).
XPD kodon 751 polimorfizmi ile iliskili ¢alismalarin bazilarinda XPD 751Lys allelinin
akciger kanseri, melanom ve bazal hiicre karsinomu i¢in artmus risk ile iliskili oldugu

bildirilmistir (122). Bu konu ile ilgili diger iki c¢aligma ise AML hastalarinda
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gerceklestirilmistir. Allan ve arkadaslarinin (123) yaptiklar1 ¢alismada, XPD 751GlIn
alleli ile kotii sitogenetik bulgu ve tedavi ile gelisen AML arasinda bir iligki tespit
edilirken, diger prognostik faktorler (yas, cinsiyet, WBC sayisi, FAB smifi) ile XPD
kodon 751 polimorfizmi arasinda bir iligki tespit edilmemistir. Mehta ve arkadaslarinin
(124) yaptiklar1 diger bir ¢alismada ise XPD kodon 751 ile AML etiyolojisi, prognostik
faktorler veya tedaviye yanit arasinda herhangi bir iliski tespit edilmemistir.

Multipl myeloma gibi lenfoproliferatif hastaliklar grubundan olan Follikiiler
lenfomal1 hastalar {izerinde yapilan ve ERCC2 (XPD), ERCC1 ve XRCC3 genlerinin
arastirlldigl, sigara igenler ve igmeyenler olarakta degerlendirilen 430 Follikiiler
lenfoma ve 605 kontrol grubu ile yapilan bir arastirmada, ERCC2 ve ERCC1 gen
polimorfizmlerinin hastalikla iligkisinin bulunmadig1 ancak sigara igen Follikiiler
lenfomal1 hastalar ile XRCC3 gen varyasyonlarmin hastalik ile iligkisinin olabilecegi
belirtilmistir (125).

Calismamizda arastirmaya alinan 63 olguda, XPD kodon 751 gen polimofizmi
dagilimi AA: 27(%42.8), AC: 25(%39.7), CC: 11(%17.5) olarak tespit edilmis olup,
hem kontrol hemde hasta gruplarinda HWE’den sapma tespit edilmedi. MM hasta grubu
(P=0.12) ile kontrol grubu (P=0.22) arasinda genotip ve allel siklig1 acisindan anlamli
bir farklilik tespit edilmedi. Ayrica hastalarin klinik 6zellikleri incelendiginde
paraprotein tipi, hastalik evresi, B2MG diizeyi, performans durumu, sag kalim oranlari
ve tedaviye verilen cevap arasinda anlamli bir iligki tespit edilmedi.

XRCC4, BER mekanizmasi alt grubunda bulunan bir DNA tamir genidir.
XRCC4 gen polimorfizmi ile ilgili sinirli sayida bilgi bulunmaktadir, bu konu ile ilgili
en genis arastirmalar Tayvan’li arastiricilar tarafinca gergeklestirilmistir. Chiu ve
arkadaslarinin Tayvan popiilasyonunda yaptiklar1 bir arastirmada XRCC4 gen
polimorfizmleri ile gastrik kanser arasindaki iliski arastirilmis olup XRCC4 G-1394T
gen polimorfizmlerinden G/G ve G/T gen polimorfizmleri ile gastrik kanser arasinda
iliski bulunmayip, T/T gen polimorfizmi ile gastrik kanser arasinda artmis bir iliski
oldugu tespit edilmis. Ayrica XRCC4 codon 247, intron3 ve intron7 gen
polimorfizmlerinin gastrik kanser ile bir iliskisi olmadigi belirtilmistir (126). Chiu ve
arkadaglarinin XRCC4 gen polimorfizmleri ile oral kanser arasindaki iliskiyi
incelemisler ve XRCC4 intron3 ins / ins gen polimorfizmi ile Oral kanser arasinda

artmus bir risk iligkisi oldugunu bulmuslardir (127).
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XRCC4 geni ile lenfoproliferatif sistem arasindaki iliski incelendiginde, B
hiicrelerinin gelisim doneminde farkli tipte immiinglobulin sentezlenmesi amaci ile
olusturulan genetik farklilagsma esnasinda olusan DNA c¢ift zincir kiriklarinin B hiicreli
16semi ve lenfomalarin gelisiminde ¢ok 6nemli oldugu belirtilmekte ve 6zellikle bu
rekombinasyon esnasinda olusan hasarlarinda XRCC4 geni tarafinca diizeltildigi
belirtilmektedir (108,109). Literatiirdeki nadir ¢alismalardan olan, Hayden ve
arkadaglarinin yapmis olduklar1 MM’I1 hastalarda DNA tamir genlerinden XRCC3,
XRCC4 ve XRCCS polimorfizmlerinin aragtirildigr 307 hasta ve 263 kontrol grubu
arasindaki incelemede, tek niikleotit polimorfizmleri (SNP) incelenmis ve rs963248
numarali SNP’de A allelinin (p=0.0133) ve AA genotipinin (p=0.026) hasta grubunda
kontrol grubuna gore belirgin derecede arttigi belirtilmistir, bu durumunda MM’ya
yatkiligi arttirdigini belirtilmislerdir (128).

Calismamizda arastirmaya alinan 63 olguda XRCC4intron3 gen polimorfizmi
dagilimi, DD: 1(%]1.6), DI: 38(%60.3), 1I: 24(%38.1) olarak tespit edilmistir. Kontrol
grubunda HWE’den sapma gozlenmezken, MM hasta grubunda HWE’den sapma
belirlenmistir (p=0.001). Hasta grubu ile kontrol grubu genotip ve allel frekanslari
acisindan incelendiginde D allelinin hasta grubunda saglikli gruba gore anlamli
derecede diisiik oldugu (p=0.03), genotip siklig1 agisindan ise DD genotipi ile ID ve 11
genotipleri karsilastirildiginda hasta grubunda saglikli gruba gére DD genotipinin
anlamli derecede diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durumunda D alleli ve DD geotipinin
azalmasi ile MM ya yatkinligin arttig1 sdylenebilir.

Aragtirmamizda hasta grubunda XRRC4 gen polimorfizmi dagilim,
TT:14(%22.2), TG:29(%46.0), GG:20(%31.2) olarak tespit edilmistir. Kontrol
grubunda HWE’den sapma gozlenirken (P=0.043), hasta grubunda HWE’den sapma
gozlenmemistir. Hematolojik malignitesi olmayan saglikli kontrol grubu ile
kasilastirildiginda, allel frekansi agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark olmadig1 (p=0.52) tespit edildi. Genotip siklig1 agisindan ise TT genotipinin TG +
GG genotipi ile karsilagtirilmasi sonucu hasta grubunda TT genotipinin kontrol grubuna
gore diisik oldugu (p=0.04) tespit edildi. Bu durumda TT genotipinin azalmasi ile
MM’ya yatkinligin arttig1 sdylenebilir.
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Hastalarin klinik o6zellikleri incelendiginde, paraprotein tipi, f2MG diizeyi,
performans durumu, evre, sagkalim ve tedaviye verilen cevap ile XRCC4 intron3 ve
XRCC4 gen polimorfizmleri arasinda anlamli bir iligki tespit edilmedi.

Sonug olarak; bu calisma ile BER-DNA tamir sisteminde gorevli XRCC1 ve
XRCC4, NER-DNA tamir sisteminde gorevli XRCC2(XPD) genlerine ait toplam 4
farkl1 polimorfizm MM’da birlikte calisilmis ve degerlendirilmistir. XRCC1-399 ve
XPD-751 gen bolgelerinin polimorfizmleri MM hastalarinda anlamli bulunmamakla
birlikte s6z konusu genlerin farkli lokuslart MM patogenezi ile iliskili olabilir. MM’l1
hastalarda XRCC4 intron3 gen polimorfizminde D allelinin ve DD genotipinin diisiik
oldugunu, ayrica XRCC4 gen polimorfizminde ise TT genotipinin diisiik oldugunu
tespit ettik. Kontrol grubunda XRCC4 intron3 gen polimorfizminde D alelinin ve
XRCC4 gen polimorfizmindeki TT genotipinin multipl myelom hastalarina gore yiiksek
bulunmasi tiimore karsi koruyucu bir mekanizma olabilir. Tiim bu veriler DNA tamir
proteinlerini kodlayan genlerdeki varyasyonlarin diger maligniteler gibi multipl
myelomaya da yatkinlig1 arttirdig1 hipotezine katki saglamaktadir.

Calismamiz pub med veri tabanina Multipl myeloma, XPD, XRCC1, XRCC4
anahtar kelimeleri ile girildiginde XRCC1-399 ve XPD-751 gen plimorfizmleri ile
multip] myelom arasindaki iliskiyi inceleyen literatiirdeki ilk calismadir. XRCC4
polimorfizmleri ile multipl myelom arasindaki iliskiyi inceleyen Tiirkiye de yapilmis
olan ilk ¢aligma olmasinin yaninda literatiirde de bu konuda yapilmis olan az sayidaki
calismalardan biridir. Bu ¢alismalarin sonucunda DNA onarim kapasitesinin
degismesine neden olan fonksiyonel polimorfizmlerin belirlenmesi MM etiyolojisi, riski
ve tedavisine verilen yanitta onemli olacaktir, ayrica ¢esitli kanser tiirlerinde ¢aligmalar
yapilarak insanlarin DNA hasarlarina neden olan iyonize radyasyon, UV ve alkilleyici
mutajenlerden korunmasi yoniinde bilgilendirilmesi agisindan faydali olacaktir. DNA
tamir gen polimorfizmleri ile MM arasindaki iligkiyi inceleyen daha genis ¢apli ve daha

fazla hasta sayisina sahip c¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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