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1. GIRIS VE AMAC

Multiple myeloma (MM), immunglobulin (Ig) molekiillerinin (6zellikle monoklonal
IgA veya IgQG) asir1 yapimu ile karakterize plazma hiicrelerinin kional ¢ogalmasidir (9).
Hematolojik habis hastaliklarin %10°unu olusturur. Hastalifin etyopatogenezi tam olarak
bilinmemekle birlikte, benzen, iyonize 1ginlara maruz kalma, tarim is¢ilerinde artmig siklik
gibi nedenler ¢evre faktori iligkisini glindeme getirmistir. Ancak, hastaliin Afrika kékenli
Amerikan toplumunda beyaz wrka gore iki kat daha sik saptanmasi, baz1 ailelerde artmig
siklikta gbzlenmesi ve hayvan ¢aligmalarinda 19. kromozom tizerinde hastalifa yatkinlik
ile iligkili gen varliginin gosterilmesi etyolojik olarak genetik yatkinlik stiphesini
uyandirmaktadir. Ancak, halen tipik kromozom anomalisi saptanamamisgtir (14,93,122).

MM patogenezinde tiimdr genleri, adhezyon molekiilleri ve sitokinlerin birbirleri ile
etkilesimleri ya da bagimsiz olarak yer aldiklar1 bilinmektedir. Sitokinler, intraseliiler
sinyal kaskadini aktive eden reseptorlerine baglanarak bir¢ok biyolojik fonksiyonda gérev
alirlar (128). Sitokin aracili sinyaller degiskendir ve farkli hiicre tipleﬁ tizerine etkilidirler.
Interlokin-6 (IL-6), plazmablast asamasinda gogalma ve son asama farklilasmas: ile ilgili
sitokin olup MM’de olgun olmayan plazma hiicreleri i¢in gogalma fakt6rii gérevi goriir.
IL-6, MM hiicrelerinin kemik iliginde stroma hiicrelerine tutunmasini saglarken hem
stroma hiicrelerinden hem de MM hiicrelerinden salinarak parakrin ve otokrin etki gésterir.
Fosforillenmemis Retinoblastoma (Rb) proteini hiicrelerin G, fazindan S fazina gegisini
engellemektedir (36). IL-6, Rb proteininin fosforilasyonunu saglayarak, MM hiicresinin
kontrolsiiz ¢ogalmasina yol agmaktadir. IL-6 disinda IL-3, IL-5, Graniilosit Makrofaj
Koloni Stimiile Edici Faktér (GM-CSF), Onkostatin-M (OSM), Lésemi Inhibe edici Faktor
(LIF), IL-10 gibi sitokinler de myeloma hiicrelerinin biiylimesini uyarmaktadir. Yapilan
caligmalar IL-6, Tiimdr Nekroz Faktdrii-o. (TNF-a), IL-la ve g¢dziniir Interlokin-2
Reseptorii (sIL-2R) serum diizeylerinin MM’li hastalarda timoér belirleyicisi olarak
kullanilabilecegini gdstermiglerdir (41,56).

Bu ¢alismada, hastaligin etyopatogenezine 151k tutabilecegi amaciyla, Istanbul Tip
Fakiiltesi kliniklerine MM tamisi ile bagvuran hastalarda, sitokin gen polimorfizminin
aragtiriimas: planlandi. Kullamlan kit, 10 sitokin, 1 reseptér ve 2 adet de reseptdr
antagonistinin polimorfik Bélgelerini icermektedir. Calisma, MM hastalarinda yapilmig 13

sitokine ait gen polimorfizmini icermesi nedeniyle bu alanda yapilmig en genis kapsamli



projedir. Bu nedenle 80 MM hastasi ile 70 saglikh kontrol grubundan 10 ml ¢evre kam
alimip Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile testledikten sonra ¢ikan sonuglari, hastalik
tipi, evresi, Bo-mikroglobulin ve LDH diizeyleri ile ki kare ve “fisher” kesin olasilik testleri
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaglanmigtir,



2. GENEL BILGILER

2.1 MULTIPLE MYELOMA

Multiple Myeloma (MM), plazma hiicrelerinin kemik iligi, lenfoid dokular ve ¢evre
kaminda birikmesidir. Bu birikim plazma hiicrelerinin uzamig yasam siirelerinden
kaynaklanmaktadir (21).

2.1.1 EPIDEMIYOLOJI

Myeloma, hematolojik habis hastaliklarin %10-15’ini, biitiin kanserlerin %1 ’ini
olusturmaktadir. MM, daha ¢ok orta ve ileri yaglarda ortaya ¢ikar. Teshis konuldugunda
yag ortalamasi 60 civarindadir. Klrk yasin altinda nadirdir (%2) (13). Yas ile birlikte
goriilme siklif1 artar, Yillik siklik orani 100000 kiside 6.3°dtir. Goriilme siklig1 erkeklerde
kadinlara gore daha yiiksektir (E:K; 1.5-2:1) (102). Afrika kokenli Amerikan toplumunda
siklik 100000 kigide '10°lara gikmaktadir.

2.1.2 ETYOLOJI

MM’nin etyolojisi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ancak genetik faktorler,
radyasyon, benzen ve siirekli antijenik stimiilasyon gibi bazi predispozan fakttrlerin varlig
yapilan c¢aligmalarda dikkat g¢ekmisgtir (49). Myelomali hastalarin birinci derece
akrabalarinda hastaligin sik olmasi, Japonya’da atom bombasindan sonra myelomadan
Olimiin fazlahigt ve kronik enfeksiyonu olan hastalarda (Gzellikle Romatoid Artritli
hastalarda) myelomanin sik gdzlenmesi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (65,66,68).

2.1.3 PATOGENEZ

2.1.3.1 Plazma Hiicre Geligimi
Dolagimda aktif hale gelmemis B lenfositlerinin yasam stireleri yaklasik 1 haftadir.
Antijen ile aktiflesmis B lenfositleri plazma hiicrelerine doniistir (Sekil 1).



Bir antijen viicuda girdigi zaman, bolgesel lenf diigtimlerine ulasir (116). Lenf

diigiimlerinde medullada makrofajlar, kortikal bolgede dendritik hiicrelerce yakalanirlar.

IgG,A,M,D,E
IgM ve IgD Bellek B hiicresi
Kok hiicre  Antijen bagimsiz Antijen suramli Plazma hicresi
B-hucresi B-hicresi

Sekil 1. B hiicresinin bellek ve plazma hiicresine olgunlasma asamalari

Bazi antijenler lenf diigiimlerinden kagabilirler. bdyle durumlarda dalak ve karacigerde
islenirler. Lenf diigiimleri primer folikiilleri, yardimer T (Th) hiicreleri ve B lenfositlerini
icerir. Antijen ile uyarildigi zaman B lenfositleri blast haline doniistir, boliiniir ve germinal
merkezleri olusturur. Bu asamadan sonra primer folikiil, sekonder folikil olarak
adlandinlir. Antijen, B lenfositlerinin yiizeyinde bulunan IgM molekiillerine baglanir.
Baglanma, B hiicrelerinin immunglobulin salgilayan plazma hiicrelerine doniismesi ve
medullar korda hareket ctme siirecini  baslatir (48.58). Antijenik uyarilma, hiicre
boliinmesine giden yolda Ig haberci RNA (mRNA)’sinm ekspresyonunun artmasi ve genis
endoplazmik retikulum ve Golgi gelismesi ile sonuglanan sinyal yolunun aktivasyonuna
yol agar (Sekil 2b) (69,87). B lenfositlerinin sitoplazmasi genisler, plazmablastlarin (Sekil
2a), olgun plazma hiicrelerine farklilasmasi ger¢eklesir. Yeni gelisen s6z konusu hiicreler,
immunglobulin sentez eden ve salgilayan plazma hiicreleri klonudur.

B lenfositler tarafindan salgilanan baslangi¢ antikorlari 6ncelikle IgM dir (primer
immiin cevap). Daha sonra [gM salgilanmasi I1gG salgilanmasina doniisiir. Baglangi¢ 1gM

antikoru yaklasik | hafta igin yapihr. IgG antikoru smif degisiminden sonra 4-7 giinde



salgilanir. Bu sinif degisimi eger antijenik uyarim devam ediyorsa primer cevap boyunca

olabilir. Bazi B lenfositleri bellek B hiicrelerine dontsiir (2).

Sekil 2. a) Plazmablast, b) Plazma hiicresinin elektron mikroskop goriintiisii.

ER: Endoplazmik retikulum, GA: Golgi aygiti, M: Mitokondri

Daha sonra ayni antijen ile tekrar karsilagilinca bellek B lenfositleri aktive olur ve
sekonder immiin cevap olarak tanimlanan daha izl ve daha biiytik cevap olusur. Sekonder
immiin cevap genellikle 1gG tipindedir ancak uyaran antijenin tipine bagh olarak 1gA veya
IgE tipinde de olabilir.

Bellek hiicreler yillarca dolagimda kalirlar. Son zamanlarda yapilan calismalar,
CD40-CD40L. OX-OX40L, sitokinler (IL-4.-5.-6.TGF-P) ve intraseliiler transkripsiyon
faktorlerinin B lenfositlerinin plazma hiicresi veya bellek hiicresine doniisiimiine katkida
bulunduklarini gostermistir (86). B hiicresinin plazma hiicresine dontistimiinde rol alan
sitokinler Sekil 3°te gosterilmistir. Ayrica, B lenfositleri, Antijen Sunan IHiicre (ASH)
gorevi ile protein yapisinda antijenleri peptidlere parcalar, bunlart Biiytik Doku Uygunluk
Kompleksi (Major Histocompatibility Complex-MHC) st Il molekiilleri ile hiicre
yiizeyine sunarlar.

B lenfositlerinin antijen ile aktivasyonu, ayni antijen ile aktif olan Th hiicreler ile
ctkilesimi kapsar. Cesitli T hiicre sitokinleri (IL-3. [L-4, 1L-5, Transforming Growth
Faktor-B (TGF-B) ve Interferon-y (IFN-y)), B hiicre olgunlagsmasinda gorev alir. Bu

sitokinler immunglobulin - simif degisiminde Gnemli rol oynarlar. Bakteri duvar



lipopolisakkariti (LPS) gibi antijenler T hiicreden bagimsiz olarak B hiicrelerini aktive
ederler. Genelde protein antijenlere karsi immiin yanitin olusabilmesi i¢in ortamda T hiicre
ve salgilarinin olmast zorunludur. Bu antijenlere karst immiin yamt olugsmasinda B ve T

hiicre etkilesimine ihtiyag vardir (92).

Aktivasyon J

Klonal
proliferasyon

Sekil 3. B hiicresini plazma hiicresine doniisiimiinde rol alan sitokinler

Plazma hiicrelerinin baslica gorevi, hiimoral cevapta gorev alan immiinglobulin
iiretimi ve salinimidir. Plazma hiicreleri farklilagmis hiicrelerdir ve dustik miktarda DNA

sentezine sahiptir.

2.1.3.2 Plazma Hiicre Yapi ve Morfolojisi

Normal olgun plazma hiicresi oval sekli, hiicre duvarma yakin yerlesmis cekirdegi
ve bazofilik sitoplazmasi ile kolaylikla taninir. Biytkligi 9-20 pm ¢apmdadir (69).
(ekirdegin hemen iizerinde immiinglobulinlerin dretildigi iyi gelismis Golgi aygit

goriiliir. Niikleer kromatini yogundur ve niikleolus goriilmez (Sekil 4).



Plazma
hiicresi

Plazma
hiicresi

» e
Sekil 4. Olgun plazma hiicresi

Myelomada plazma hiicre morfolojisi ¢ok degiskendir. Cogu hastada, birgok hiicre
kiigiik, olgun hiicre goriintimiindedir. Diger hastalarda, olgunlasmamis, atipik formlarn
bulunur. Bu hiicreler, biiyiik olabilir, bir veya daha fazla ¢ekirdek ile az sitoplazmah
olabilir veya iyi bir niikleer kromatin paterni olabilir. Anormal immiinglobulin birikmesi,
asidofilik yuvarlak cisimciklerin (Russel cisimcikleri) olusmasina neden olur. Cogu zaman
morfoloji, daha ¢ok lenfoid veya lenfoplazmositikdir.

Myclomalt birgok hastada, kemik iliginde plazma hiicresi %10°dan fazladir
(ortalama %30-40) (77). Hiicreler siklikla tabakalar, topluluklar ve klonlar halindedir.
Onemi bilinmeyen monoklonal gamapatide (MGUS-Monoclonal gammopathy of
undetermined significance). plazma hiicreleri sikhkla myelomadaki hiicrelerden daha az
atipiktir fakat morfolojisi olgunlasmamis olabilir. MGUS"da plazma hiicreleri kemik iligi

hiicrelerinin %10’ undan daha azdir (77).

2.1.3.3 Plazma Hiicresinin immiinofenotipik Ozellikleri

Plazma hiicreleri ¢esitli yiizey molekiilleri cksprese ederler (92,131,133). Plazma
hiicreleri tipik olarak CD38 antijeni ve negatif veya belirsiz CD45 kolu eksprese ederler
(83). CD38, hematopoietik sistemde gesitli hiicrelerce eksprese edilir ve plazma hiicreleri
i¢in spesifik degildir. Bununla birlikte CD38, plazma hiicrelerinde diger hiicrelere oranla
daha fazla eksprese edilir. CD38 pozitif ve negatif veya belirsiz CD45 kolu kombinasyonu,
plazma hiicrelerinin immiinofenotipik belirleyicisidir (Tablo 1).

Plazma hiicreleri tipik olarak plazma hiicre antijeni-1 (PCA-1), CD28, CD31, CD54
(Hiicre i¢i adhezyon molekiili-ICAM-1), CD24, CD40 ve CD44 (Hiyaltironik hiicre
adhezyon molekiili-HCAM) eksprese ederler (51.133). Periferik B lenfositlerinden farkh



olarak sitoplazmik immiinglobulin eksprese ederler, ancak yiizey immiinglobulinlerinden
yoksundurlar. Plazma hiicreleri bazen myeloid ve ko&k hiicre belirleyicilerine karsi
antikorlar ile hafif reaksiyon gdsterirler. Myelomada, plazma hiicreleri, 1L-6, IL-1,

Bstrojenler ve glukokortikoidler gibi bityiime faktorleri igin reseptdrler eksprese ederler.

Tablo 1. Plazma ve myeloma hiicrelerinin immiinofenotipik ozellikleri

Plazma Hiicresi| CD38 | CD45-CD54 CD44 | CD24 | CD56 | CD58
Normal ve + -/dim + * + - -
MGUS
Myeloma +: -/dim  + + + + +

B lenfositlerinden farkli olarak plazma hiicreleri, CD20, CD21 ve insan Lokosit
Antijen (Human Leukocyte Antigen-HLA) smif II icin negatiftir, CD28 ve PCA-1 igin
pozitiftir. Her zaman CD2 negatiftir. Bununla birlikte, vakalarm %20-30’unda myeloma
hiicreleri CD20 eksprese ederler.

Immiinofenotipik bulgular prognozla iligkilidir. CD20" plazma hiicrelerinin oldugu
MM’de hastaligin seyri daha agresif yine CD10 veya yiizey Ig’nin ekspresyonu koti
prognoz gostergesidir. Myeloma hiicrelerinin sadece %15’i CD10 pozitiftir. Yizey
immunglobulinin ekspresyonu olgunlagmamis plazma hiicre klonlarmimn gdstergesi olabilir.

CD56 ve diger adhezyon molekiillerinin ekspresyonu, kemik lezyonlarinin
patogenezinde 6nemli gibi durmaktadir.

Plazma hiicreleri, fibroblast biiyiime faktér (Fibroblast Growth Factor-FGF) icin
diisitk afiniteli bir reseptér olan syndecan-1 (CD138)’i eksprese ederler. Plazma ve
myeloma hiicresinin diger yiizey reseptorleri Sekil 5 verilmistir. Dolagimda ve kemik
iligindeki plazma hiicrelerinin belirlenmesinde ¢nemlidir (164). Buna kargihk Kronik
Lenfositik Losemi (KLL) hastalarindaki B lenfositler syndecan-1 eksprese etmezler.
Cahigmalarda, syndecan-1’in apoptoza yol agtigi, myeloma hiicrelerinin biiylimesini inhibe
ettigi, osteoklast farklilagmasinin azalmasma ve osteoblast farklilagmasinin artmasina

aracilik ettigi gosterilmistir (32).



Agresif seyir > D20 PCA-1

D28
D10
Kotu prognoz (D31
Yiizey Ig (D34 (ICAM-1)
D36 D24
CD40

D38
CD44 (HCAMN)
CD138 (Syndecan-1)

Sekil 5. Plazma hiicresi ve myeloma hiicresinin immiinofenotipik 6zellikleri

2.1.3.4 Tiimor Baskilayic1 Genler

Bel-2

Bel-2, anti-apoptotik aktivitesi ile ilk tammlanan onkogendir (60.142). Apoptotik
kaskadin inhibitorii olarak gorev goren bel-2, 25 kDa agirhginda mitokondrial membranda
lokalize bir proteindir (124).

Bel-2 translokasyon t(14:18) sikhg myelomada diger B hiicre neoplazilerine gore
daha diisiiktiir (%5-15). Bununla birlikte myelomali hastalarin ¢ogunda bel-2 proteininin
fazla eksprese edildigi gosterilmistir (%80-100) (52.53,119).

Apoptoz, proteolitik enzim aktivasyonu ile karakterizedir ve DNA pargalanmasi ve
hiicre 6liimii ile sonuglamir. Bel-2 mitokondri membraninda iyon kapist gibi fonksiyon
goriir ve kalsiyum gibi iyonlarin gegisini kontrol eder, mitokondrinin ve membran
porlarinin agilmasini inhibe eder.

Bel-2’nin fazla ekspresyonu mitokondrial membrandaki proteini homodimer hale
doniistiiriir. Boylece sitokrom-c’nin salgilanmasint 6nler ve apoptotik kaskadin terminal
adimlarim inhibe eder. Ek olarak, bel-2 proteininin yiiksek diizeyleri bel-2 ailesinin, pro-
apoptotik iiyeleri (Bad, Bax) ile heterodimer olusumunu durdurur. Bel-2, fizyolojik

aracilarla (sitokin, TNF-c, fas) programlanmis hiicre 6ltimiinii inhibe eder (159).



Bel-2, hiicre déngiisiiniin ilerlemesinde diizenleyici molekiil gorevi goriir (97,153).
Asirt ekspresyonu, farkli hiicre tiplerinde G, fazinin %30-60 oraninda uzamasi ile
sonuglanir. Bel-2 ekspresyonu ile normal ve habis plazma hiicrelerinin ¢ogalma indeksi
arasinda iligki vardir (123).

Bel-x;,

Anti-apoptotik fonksiyonu ile bel-2 ailesinin ikinci tiyesi Bel-x; "dir (147). Bel-xp
myelomali hastalarin ¢ogunda ekprese edilir. Bel-2'nin fazla ekspresyonuna zit olarak, Bel-
x1. ekspresyonu éncelikle hematopoietik hiicrelerde sitokin ilerleticileri (promoterleri) ile
kontrol edilir. 11.-6, myelomada ana biiyiime faktorii olarak diistiniiliir ve sagkalim igin
myeloma hiicreleri 1L-6"ya ihtiya¢ duyar. IL-6 reseptériinden sinyal iletisi Bel-x "nin
ekspresyonuna neden olur (136).

U266, 1L-6 bagimhi myeloma hiicre soyudur ve otokrin olarak [L-6"min yiiksek
diizeylerde iiretilmesini saglar. Janus Kinaz (Jak) 2 inhibitorii veya dominant negatif
Transkripsiyonun sinyal iletici ve aktivatorii 3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription-STAT3) ekspresyonu ile [L-6-Jak/STAT in inhibe edilmesi, bir anti-
apoptotik gen olan Bel-x; nin ekspresyonunun azalmasi ile sonuglanir. Béylece Fas aracih
apoptoza bu hiicrelerin direnci saglanir. Bel-x; 'nin STAT3 aracili ekspresyonu myelomada

tiimor hiicre sagkaliminin genel mekanizmasidir (Sekil 6).

IL-6R

i Bekx, i

Anti-apoptoz Proliferasyon

Ty g

Malign ilerleme

Sekil 6. Myeloma tiimor ilerlemesine katilan sitokin reseptor sinyal iletim yollar



FGFR3

Myelomada STAT3 aktivasyonunun yiiksek sikligina ek olarak, STATI baz
hastalarda aktive edilir. STAT1 ve STATS, mutant FGF reseptér 3’iin (FGFR3) agir
ekspresyonu ile aktive edilir (84).

Myeloma patogenezinde, myeloma hiicre soyunun yaklagtk %25’inde goriilen IgH
lokusu translokasyonu, FGFR3’in ekspresyonunun artmasi ile sonuglanir (6,26).
FGFR3’de t(4;14) diginda bagka mutasyonlar da gosterilmistir. FGFR3 normalde akciger,
bibrek ve kondrositlerde eksprese edilir. FGFR3iin fazla ekspresyonu, STATI, STAT5a
ve STATSb’nin aktivasyonuna neden olur (84,143).

STAT1 ve STAT5 aktivasyonu, diger hematopoietik hiicrelerde sitokin ile
olusturulan sagkalim sinyalleri ile baglantilidir. STAT1, Interferon ile muamele edilen
hiicrelerde ligand ile olusturulan transkripsiyon faktorii gibi tammlanmugtir (29,30). STAT
aktivasyonu, IFN-o, -B, -y, IL-2, -7, -9, -10, -13, -15, Eritropoetin (Epo), Biiyiime
Hormonu (GH-Growth Factor) ve dier peptidlerce olur (31,60,81,104,109,139).
Transkripsiyonel aktivatorlerden STAT ailesi tarafindan diizenlenen genler, yiiksek oranda
hiicre tipine dzgiildiir ve farkli hiicrelerin 6liim (veya biiytime) sinyaline farkli sekillerde

cevap verirler.

2.1.3.5 Pro-Apoptotik Genler

Anti-apoptotik genlerin fazla ekspresyonu myelomanin patogenezine katkida
bulunur. Pro-apoptotik genlerde meydana gelen inaktive edici mutasyonlar veya bu
genlerin smurh ekspresyonu da benzer bir etkiye sahiptir. Apoptozun Fas/FasL sistemi,
immun cevabi takiben aktive lenfositlerin ve kendine kars reaksiyon olusturan lenfositlerin
elenmesiyle homeostazin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar (Sekil 7). Fas antijeninin
fonksiyonu veya anormal ekspresyonu, lenfadenopati (LAP), hipergamaglobulinemi ve
otoimmunite ile birliktedir (43,127).

Fas antijeni myeloma hiicreleri tizerinde eksprese edilir. Biitiin myeloma hiicreleri

anti-Fas antikoruna cevapta apoptoz yetenegine sahip degildir (138,160).

2.1.3.6 Biiyiimeyi Arttirict Onkogenler
Myelomada siklikla tanimlanan translokasyonlardan birisi de t(11;14)’dir. Bu,

hiicre dongii diizenleyicisi siklin D1%in fazla ekspresyonuna neden olur (12,46). Normal



hiicrelerde D tipi siklinlerin fonksiyonu biiyiime faktorii gibidir ve hiicre siklus
mekanizmasi ile mitojenik baslangiglar arasinda ihtiya¢ duyulan sinyali saglar. Siklin
D1’in fazla ekspresyonu veya mutasyonlarla D tipi siklin yolunun aktivasyonu, myeloma

hiicrelerinin timér olusumunun artmasi ve biiyiime faktoriine bagimhhktan kagist icin bir
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Sekil 7. TNF reseptor ailesinin 6liim reseptorleri ile apoptotik sinyal iletimi

Sessiz hiicreler, hiicre siklusuna girdikleri zaman D tipi siklinleri kodlayan genler
mitojen sinyallere cevap verirler. Hiicreler G, fazindan ilerlediklerinde siklinler, katalitik
proteinleri olan siklin bagimh kinaz (Cdk)4 ve Cdké6 ile birlesirler (135). Birlesen siklin D-
Cdk kompleksleri hiicre niikleusuna girerler. Burada Rb baskilayicr timor geni protein
substratlari Cdk aktivasyon kinazi (CAK) tarafindan fosforillenir. G fazinin baslangicinda
D tipi siklinler, Rb proteininin fosforilasyonunu baglatirlar ve b tipi siklinlerce hiicre
siklusu boyunca devam ettiritler. Myeloma hiicrelerinde [L-6, Rb proteinini defosforile
formundan (aktif) fosforile formuna (inaktif) ¢evirir. Boylece G1 fazindan S fazina gegisi
kaginilmaz olur.

Fosforillenmemis halde Rb, mitoz i¢in gerekli genlerin  E2F  bagimh
transkripsiyonunu onleyen transkripsiyon faktor E2F ile birliktedir. Rb’nin fosforilasyonu
siklin D tarafindan baglatlir ve siklin E tarafindan devam ettirilir. Boylece Rb-E2F

etkilesimi engellenir (Sekil 8).
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Sekil 8. Rb fosforilasyonu

Transforme olmamis hiicrelerde, siklin D ekspresyonunun uyarilmasi ve bunlarin
Cdk’lar ile birlikteligi, siklin D aktivitesi {izerinde 2 kontrol noktasi saglayan mitojenle
olusturulan kinazlar tarafindan bagimsiz olarak diizenlenir. Siklin D’nin fazla ekspresyonu
ve translokasyon ile myeloma hiicresi, siklin D {izerindeki kontrol noktalarmdan birini yok
eder. Sinyal iletim yolunda veya biiyiime faktorii reseptorlerindeki mutasyonlara ek olarak
ikinci gerekli sinyalden kaginilabilir. Bu transforme fenotip ile sonuglanir. Tiim
kanserlerde sik¢a tanimlanan en Snemli mutasyonlardan biri transdiiksiyon proteini olan

ras’dir (42,95).

2.1.3.7 Ras mutasyonlari

Ras protoonkogeni insan kanserlerinden elde edilen ilk gendir. Okaryotik genom,
farkli kromozomlar iizerinde yerlesmis, transforme olmamus 3 Ras gen homologu igerir. Bu
3 fonksiyonel gen (H-ras, K-ras, N-ras) ¢ok benzer yapi ve fonksiyonlara sahiptir fakat
intron biiyiikltigiinde ve yapisinda cesitlilik vardir (7).

Bu genlerin her birinin protein iriinii yaklagik 21 kDa biiytikligtindedir. Hiicre
yiizey reseptorleri intrinsik tirozin kinaz aktivitesi yoluyla p21 proteinini aktive eder. Bu
olaylar MAPK kaskad (Mitogen Activated Protein Kinase-mitojenle aktive protein kinaz-
MAPK) olarak bilinen olaylar dizisini baslatir ve Siklin D171 de igeren gesitli genlerin

transkripsiyonel aktivasyonu ile sonuglamir (163).



Ras-MAPK yolunu aktive eden hiicre yiizey reseptorlerinden biri IL-6 reseptoriidiir.
IL-6/Jak/STAT sinyal transdiiksiyon yoluna ek olarak anti-apoptotik faktorlerin
ekspresyonunu saglar. IL-6, Ras-MAPK yolu ile myeloma hiicre gogalmasim saglar
(107,110).

Ras mutasyonlari, myeloma hastalarimin %30-47’sinde K veya N-ras aktivitesi ile
iligkilidir. K-ras mutasyonlu hastalarin ortalama sagkalim siiresi 2 yildir, mutasyonsuz
hastalar icin ise bu siire 3.7 yildir. Bu bilgi, ras mutasyonlarmin myeloma hastalarmda

prognozu belirleyici faktor olabilecegini gostermektedir (27,121).

2.1.3.8 Adhezyon molekiilleri

Myeloma hiicrelerinde kemik iligi mikrogevresi ile iligkiyi yonlendirecek adhezyon
molekiilleri vardir. Bunlar B1 integrin ailesinden VLA-4 (Cok ge¢ antijen-4, CDA49d),
VLA-5 (CD49) ve B2 integrin ailesinden Lokosit fonksiyon iligkili antigen (LFA)-1"dir
(151). VLA-4, fibronektin ve aym zamanda vaskiiler adhezyon molekiili-1 (V-CAM-1;
CD106) igin bir reseptdrdiir ve myeloma hiicrelerinde oldukea fazla eksprese edilir. VLA-4
ve V-CAM-1 arasindaki etkilesim B hiicrelerinin kemik iligi mikrogevresine adhezyonunu
yonlendirir (132). VLA-4 ve fibronektin etkilesimi ise plazma hiicrelerinin uyarilmasi i¢in
gereklidir (130). VLA-4 ile benzer H-CAM (CD44) stroma hiicrelerinden IL-6 salinimini
uyanr (88,152). VLA-5 ile fibronektin etkilesimi ise difer hematopoietik hiicrelerin
apoptozuna yol acar. Olgun olmayan plazma hiicreleri VLA-5 agisindan negatiftir (144).
Bu nedenle VLA-5 plazma hiicreli myeloma, apoptotik 6lim olmayacagindan daha
saldirgan bir seyir gostermektedir. Fibronektin ile laminin etkilesimi myeloma hiicrelerinin

yayilmasina ve gdgiine yol agar (137).

2.1.3.9 Sitokinler

Plazma hiicre farklilagmasinin son asamasinda, antikor iiretiminde CD40-CD40L
etkilesimi dnemlidir. CD40 ile aktif hale gelmis B hiicreleri ardi sira 1L-1B, IL-6, IL-10 ve
TNF-o, gibi immiinglobulin iiretimine yardimei olan sitokinleri iiretir (16,20).

IL-10 plazma hiicre farklilasmasi ve immunglobulin iiretiminde Gnemli bir
sitokindir. Monosit ve T hiicre aktivasyon asamasinda tiretilir. Fitohemaglutinin ya da anti-

CD3 antikorlar1 ile IFN-y, TNF-o, GM-CSF ve lenfotoksin {iretiminin yani sira



monosit/makrofaja bagl T hiicre ogalmasi ve sitokin iretimini nler (103,154). IL-10,
insan B hiicre cogalmasinda kostimiilatuar bir sinyal gérevi gormektedir.

Myeloma hiicreleri kemik iliginde yavasca cogalirlar ve in vivo apoptotik indeksleri
cok diisiiktiir. IL-6, myeloma hiicreleri i¢in en iyi sagkalim faktorii olarak bilinir ve
hiicreleri farkli uyaranlara (deksametazon, CD95, radyasyon) kars: apoptozdan korur. IL-6,
lenfoid organlarin homeostazisinde, immun cevapta ve cesitli organlarin gelisimi ve
fonksiyonunda gorev alan pleiotropik bir sitokindir. Normal plazma hiicresi progenitor ve
prokiirsdrlerinin  gogalmasim ve sagkalumm  saglar. Aktivitesi i¢in hiicre yiizeyinde
bulunan 80 KDa agirhgindaki ligand baglayan molekiil (IL-6Ra, CD126) ile 130 KDa
agirhgindaki sinyal ileten molekiilden olusan reseptore ihtiyag duyar. IL-6’min IL-6Ra’a
baglanmasi gp130’un homodimerizasyonuna yol acar (4). Gp130’un homodimerizasyonu
tirozin kinazin Jak ailesinin (Jak1, Jak2 ve Tyk2) aktivasyonu ile sonuglamr (106,140).
Aktif Jak tiyeleri gp130°u fosforiller. Bu tirozin kinazlarn aktivasyonunu takiben 3 yol
agilir (71,72).

i, Fosforillenmis gp130, sinyal ileticidir. Hizhca niikleusa go¢ eder ve IL-
6’ya baglanan transkripsiyon faktorii STAT3’lin aktivatoriine baglanir.

2 Tirozin ile fosforillenmis STAT1 ve STAT3 heterodimerleri nitklear DNA
tizerinde IFN-y aktive eden diziyi baglar (18).

3 IL-6, Ras-bagimli MAPK kaskadim aktive eder. Bu kaskadda siras ile She
(Src homologu2/a-kollajen iliskili), Grb2, Sosl, Ras, Raf, MEK ve MAPK’y1 aktive eder.
Ayrica transkripsiyon faktor NE-IL-6 veya AP1 komplekslerinin aktivasyonunu saglar.

Gp130’un aktivasyonu 2 yolu aktifler. Bunlardan biri Ras/MAPK yolu ki bu yol
ELK-1, AP-1 ve NF-IL-6 gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu salar ve digeri
de JAK/STAT vyoludur. Sitokin reseptdrlerinin ¢dziintr formu ligand igin yarismali
inhibitor olarak ¢aligir. IL-6Ra’nin ¢oziinir formu, IL-6 ile birlestigi zaman IL-6’y1in vivo
ve in vitro aktive eder ve sadece gp130 reseptdr alt iinitesini bulunduran hiicrelerde sinyal
olusturabilir.

Kemik iligi tarafindan iiretilen IL-6'mn myeloma hiicrelerinin biytimesi ve
sagkaliminda ana sitokin oldugu ¢ok iyi bilinmektedir. Myeloma hiicrelerinde IL-6
proliferasyonu MAPK  sinyal kaskadinin aktivasyonu ile meydana gelir. Bu She’nin
fosforilasyonu, Sosl ile fosforile She’nin birlesmesi ve Erk2’nin fosforilasyonu ile

kanitlanir (110,111). IL-6’min  anti-apoptotik etkileri aracihii ile olugturulan sinyal



kaskadlari biiyiimeye aracihkta farkliliklar gosterir. Ornegin: Stres Aktive Protein Kinaz
(SAPK) ve p38 kinazda serin/treonin aktivasyonunun, deksametazon ile degil de anti-FAS
antikorlart veya y radyasyon ile saglanan myeloma hiicrelerinin apoptozu siiresince
gergeklestigi  bildirilmistir. Anti-Fas’in Jak/SAPK  yolunun inhibisyonu ile sagladig
apoptozda IL-6'min  koruyucu rolti goriliir (24,165). 11.-6, myeloma hiicrelerinde
radyasyonla saglanan apoptozu inhibe etmez. Deksametazonun sagladigi apoptoz. MAPK
ve p70°in aktivitesinde azalma ile birliktedir. 11.-6, deksametazonla saglanan apoptozu
inhibe eder ve MAPK seviyesini azaltir (Sekil 9).

Dcksametazonun sagladigi apoptoz, prolinden zengin tirozin kinaz 2 (PYK2)'nin
tirozin fosforilasyonu ve kinaz aktivitesi ile birliktedir. 1L-6. deksametazonun sagladig:
PYK2 tirozin fosforilasyonunu, dolayisi ile apoptozu bloke eder ve Src homologu protein

tirozin kinazi aktifler.
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Sekil 9. IL-6 sinyal iletim yolag

Myelomada apoptoz igin iki sinyal kaskadi agiklanmistir. Bunlardan biri, sitokrom ¢
ile ilgili, digeri ise sitokrom ¢’den bagimsiz I1L-6 ile ilgilidir (Sekil 10).

IL-6’min gpl30 proteini. siliar norotropik faktor (CNTF), OSM, LIF, IL-11 ve
kardiotropin-1 gibi diger sitokinler igin iletici olarak gérev goriir. Bu sitokinlerin birgok

ozellikleri IL-6 ile ortaktir (145).



sll.-6Ra, myeloma hiicrelerinin  1L-6"ya proliferatif cevabim arttirir.  Koti
prognozlu multiple myeloma hastalarinda serum sIL-6Ra diizeylerinin arttigi gosterilmistir
(47). slL-6Ra., hastah@in ilerleyisi ile baglantili olarak mycloma hiicrelerince sahmr. 11.-
6Ra’nin bu salinimi, iki mekanizmanin sonucudur. Biri metaloproteinaz tarafindan hiicre
yiizey 1L-6Ra’nin proteolitik yaritklanmasi, digeri ise transmembran bélgesinden yoksun
sIL-6Ro. formunun dretimidir (91,105,146). sIL-6Ro salinimi, hidroksamat tabanh
metaloproteinaz inhibitdrleri, Protein Kinaz C (PKC) ve TIMP (Matriks metaloproteinaz
doku inhibitorii)-3 tarafindan inhibe edilir (55). Bu olusum i¢in endojen membran
metaloproteinaz sorumludur. sIL-6Ro sahmmi PMA  (Forbol 12-miristat 13-asctat)

tarafindan arttirilir.
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Sekil 10. Myeloma apoptoz modelinde IL-6"nin rolii

IL-6. farkli stimiilasyonlarla (deksametazon, Fas vb) uyarilan myeloma hiicrelerinin
apoptozunu dnlediginden myeloma hiicreleri igin nemli bir sagkalim faktortdir (54.85).
Anti-Fas monoklonal antikorlar, SAPK yolunun inhibisyonuyla IL-6 aracili anti-apoptotik
ctki saglar. Myeloma hiicrelerinin deksametazonla apoptozu ERK1/2ve p70S6 kinaz
aktivitesinin inhibisyonuyla olur (23). IL-6, deksametazonun bu etkisini yok ederck
apoptozu onler. Hiicre sagkalimi anti-apoptotik (Bcl-2, Bel-xi, Mcl-1. Al) veya pro-
apoptotik (Bcl-x, bax,Bad, Bak) molekiiller olarak smiflandirilan Bel-2 ailesinin tyeleri
tarafindan diizenlenir. Myeloma hiicrelerinde anti-apoptotik olan Bel-x;’nin  6nemi

Schwarze tarafindan ortaya atilmistir (136). Bel-x;. myeloma hiicrelerinin sagkalim



siiresini uzatir ve myeloma hiicrelerinin kemoterapiye direncinde rolii vardir (147). Mcl-1,
ozellikle ge¢ donem B hiicre farklilasmasinda ve B hiicre sagkaliminda onemli bir
molekiildiir (89). B hiicrelerinin son farklilasmast IL-6 tarafindan saglanir ve IL-6, Mcl-
1’in sayisini gogaltarak myeloma hiicrelerinin sagkalimmni arttirir. IL-6/IL-6Ra., Mcl-1 ve
Bel-x;’nin arttirlmasinda IL-6’dan daha dnemlidir. Bel-x ve Mcl-1’e sinyal iletim yolu
JAK/STAT yolunu kapsayan bir mekanizma ile olur. JAK2 inhibitorleri ve STAT3 protein
inhibitorleri Bel-x;’nin ekspresyonunu inhibe eder ve apoptozu saglar (22). JAK2
inhibitorleri, IL-6’mn Mcl-1’in gogalmas {izerindeki etkisini yok eder. JAK/STAT yollari,

Bel-x; ve Mcl-1’in diizenlenmesinde ve apoptotik olusumda dnemlidir.

2.1.4 KLINIK OZELLIKLER

Multiple myeloma hastalari, klinige infeksiyon, nefropati, kanama gibi klinik
bulgularla bagvurabilirler (Tablo 2). Cogu hastada klasik olarak birden ¢ok litik kemik
lezyonu, serumda paraprotein varhg ve kemik iliginde plazma hiicre artist (>%30)
belirtileri vardir. Ancak bazen yavas ilerleyen MM tamsi konulmast zor olabilir. Sadece
hafif zincir tiretimi olan olgular vardir. Cok nadir olarak ne serumda ne de idrarda
paraprotein gosterilemez (sekrete etmeyen tip MM) (115,126). MM tams1 Durie-Salmon
tant kriterlerine gore konur (Tablo 3) (114). Multiple myeloma’da en yaygm kullanilan

evreleme sistemi Durie-Salmon sistemidir (Tablo 4) (37).

Tablo 2. MM’de rastlanilan bashca klinik ve laboratuvar bulgular

Klinik Bulgular Laboratuvar Bulgular
Agn Hiperproteinemi
Infeksiyonlar Proteiniiri

Nefropati Hipoalbuminemi
Ekstramediillar hastalik Hipogamaglobulinemi
Noropati Eritrosit sedimentasyon artig
Hiperviskozite Anemi

Kanama ve tromboz Hiperkalsemi




Tablo 3. Durie-Salmon sisteminde kullanilan tam kriterleri

Majir Kriterler
1. Biyopsi 6rneginde plazmasitoma
2. Kemik iligi aspirasyon preparatinda >30 plazma hiicresi varlifi

3. Serum elektroforezinde monoklonal globulin bandi varhgr: IgG>35g/L,

IgA>20g/L, amiloidozun eslik etmedigi >1g/24 saat idrarda hafif zincir atilimi

Minor Kriterler

A. Kemik iliginde plazma hiicre artis1 %10-30

B.Serum elektroforezinde yukarida belirtilen rakamlardan diigitk miktarda
monoklonal globulin band1 varhig

C. Litik kemik lezyonlar varlig

D. Normal IgM>500mg/L, IgG>6g/L ve IgA>1g/L

Tam
1 major + 1 mindr kriter (1+A disinda)
Major kriter olmadig durumlarda, A + B’yi igeren 3 mindr kriter, tam igin

yeterlidir.

2.1.5 LABORATUVAR BULGULARI

Tam swrasinda hastalarn %98’inde ya serumda ya da idrarda M-proteini
(Monoklonal protein izdiigimii) bulunmaktadir. Serum protein elektroforezinde %80
oraninda M-band1 goriilir. Hastalarm %10’unda hipogamaglobulinemi = saptanirken,
9%10’unda ise paraproteinemiye uyan bulguya rastlanmaz. M-proteini olarak IgG %53, IgA
%20, sadece hafif zincir %17, IgD %2, biklonal gammopati %01 sikliginda rastlanmaktadir.
M-proteininin yoklugu %7 oraminda gériilmekiedir. Hafif zincir goriilme sikhigi oram
(kappa / lambda) 2:1"dir (79).

Tam sirasinda hastalarn yarisinda orta derecede normokrom normositer anemi

vardir. Hastalarin %20’sinde agir anemi meveuttur (<8 g/dl). Trombositopeni ise nadirdir.



Lokopeni, ancak ¢ok ileri donemlerde ya da kemoterapi sonrasi ortaya cikar. Periferik
formiilde, rulo formasyonu, zeminin koyu boyanmasi ve seyrek olarak plazma hiicresi
goriilebilir. Cogu hastada sedimentasyon orta derecede (>50 mm/saat) yiiksek, bir kisim
hastada ¢ok yiiksek (>100 mm/saat), az bir kisim hastada ise normaldir (101).

Hastalarin - %25-30’unda, serum kreatinin diizeyi 2 mg/dI'nin {izerindedir.
Hiperkalsemiye benzer siklikta rastlamr. Hastalarin %15’inde sikhiginda serum iirik asit
diizeyi yiksek bulunur. Serum laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyi hticre dontisiim hizi
hakkinda bilgi verir; timor kiitlesi yiiksek hastalarda LDH yiiksektir ve kisa sagkalim
siiresi ile birliktedir. Yalanci hipofosfatemi, hiperinsiilinemi ve hiperamilazemiye
rastlanabilir (134).

Kemik iliginde plazma hiicreleri genellikle %10’dan fazladir. Tutulum diffiiz
olabilir, ancak lokal tutulum olasiligi nedeni ile plazmasitoz saptanmayan hastalarda kemik
iligi incelemesini tekrarlamak  gerekebilir. MM’de plazma hiicresi igerisindeki
immiinglobulin immiinperoksidaz boyalar: ile tespit edilebilir ve monotipik artigtan s6z
edilebilir. Bag dokusu hastalarinda, metastatik kanserlerde, karaciger hastaliginda ve
infeksiyonlarda goriilen reaktif plazma hiicre artis1 politipiktir.

B, mikroglobulin baghca prognostik faktér olup, ya hastaligin ileri evresinde yada
bobrek yetersizligi durumunda yiikselmektedir (10).

2.1.6 RADYOLOJIiK BULGULAR

Konvansiyonel radyografi hastalarin %75’ inde goriilen litik lezyonlari, osteoporozu
veya kemik kiriklarini ortaya koyar. En stk tutulan yerler; vertebralar, kafatasi, gogus
kafesi, pelvis, proksimal humerus ve femurdur. Teknezyum-99m ile yapilan kemik
sintigrafisi konvansiyonel radyografiye gore lezyonlarn belirlenmesinde daha bagarisizdir
ve tercih edilmemelidir. Eger radyografide anormallik goriilmiiyorsa bilgisayarli tomografi

veya magnetik rezonans ile goriintiileme endikasyonu vardir (67).
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Tablo 4. Durie-Salmon kriterlerine gore evreleme

Evrel
Diisiik derecede tiimér kiitlesi (<0.6x10'*/m”)
o Hb>10.5 g/dl veya Het >%32
o Canormal (12mg/dl)
a Diisiik serum veya idrar M proteini; IgG <5 g/dl
IgA <3 g/dl
Bence Jones proteini miktar: <4 g/giin

o Kemik lezyonu veya osteoporozun olmamast

Evre I1
Orta derecede timdr kiitlesi (0.6-1.2x10%/m?)

0 Tam olarak yiiksek yada diisiik tiimér kiitlesi kategorilerine girmeyen hastalar

Evre Ill
Yiiksek tiimor kiitlesi (>1.2x10'%/m?)
o Hb<8.5 g/dl veya Het <%25
o Ca>12mg/d]
a Cok yiiksek serum veya idrar M proteini; TgG>7 g/dl
TgA>5 g/dl
Bence Jones proteini >12 g/giin

Kemiklerde >3 litik lezyon

a) Serum kreatinin <2 mg/dl
b) Serum kreatinin > 2 mg/dl

2.1.7 PROGNOSTIK FAKTORLER

MM, ilerleyici bir seyir gosterir. Sagkalim siiresi bir yil ile 10 y1l arasinda degisir.

Bu genis zaman aralifi hem hastamn hem de tiimériin bazi ozellikleri ile iligkilidir. Bilinen
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prognostik faktorlerin ¢ogu standart tedaviler icin belirlenmistir. Yiiksek doz kemoterapi
sonrast seyir i¢in prognostik faktorlerin yeniden diizenlenmesine gereksinim vardir.

Yiiksek risk grubunda olan hastalar agagidaki ozelliklere sahiptir:

On iigiincii kromozomda delesyon ve 11.kromozomda herhangi bir translokasyon
ve/veya delesyonun varligi kotii prognoz gostergesidir. Plazma hiicresinin %2’den biiyiik
isaretlenme indeksi, hemolitik anemi yada karaciger hastaligs ile iliskisiz olarak normalden
2 kat daha yiiksek LDH diizeyi, kemik iliginde %50’den fazla plazma hiicre artisi ile
birlikte <8 g/dl hemoglobin degeri, 5000 ng/ml’den biiyiik 3, mikroglobulin (B2M) miktari
ve serum C-reaktif protein (CRP) diizeyinin >4 mg/L, hiperkalsemi yada IgG miktarimin >
g/dl, IgA miktarmm >5 g/dl ve idrarda Bence Jones proteininin 10 g/L’den fazla olmasi
bagimsiz birer kotii prognostik faktordiir. Ote yandan kemik iliginde plazmablastik
morfoloji de kotii prognoz gostergesidir (11,33,155,157).

2.1.8 TEDAVI

MM tamisi kesinlesen hastalarm semptomatik (belirgin anemi, hiperkalsemi, bobrek
yetersizligi, litik kemik lezyonlarimn bulunmasi ve ekstramediiller plazmasitomanin
varhig1) olmalari tedavinin gerekli oldugunu ortaya koyar. Hastah@m tedavisi altta yatan
hastaligin remisyon indiiksiyonu ve destek tedavilerini kapsamaktadir. Diizenli olarak
bifosfat verilmesi ve kemik agirhgma yonelik ilgili alana radyoterapi uygulanmas: bashca
destek tedavi seklini olusturmaktadir. Remisyon indiiksiyonu amaciyla verilecek tedavi
hastaya otolog kok hiicre destegi ile birlikte yitksek doz kemoterapi uygulanmasi karari ile
netlestirilir. Otolog kok hiicre nakli yapilmayacak hasta grubu genellikle ileri yas grubu
olup bu hastalarda siklikla segilen kemoterapi tipi melfalan+prednisolon olmaktadir.
Otolog nakil programina alman hasta grubunda kok hiicre hasarina yol agmayan tedavi
protokolleri tercih edilir. Vinkristin, antrasiklin ve yitksek doz steroidi kapsayan tedavi
protokolleri bu amaca uygundur. Ayrica remisyon indiiksiyonunu hizli yapmaktadir (5).
Otolog nakil grubu ile konvansiyonel kemoterapiyi karsilagtiran randomize prospektif bir
caligmada ortanca hayatta kalma siiresi nakil grubunda daha uzun bulunmustur (78).

Hastaligin tamamen yok edilmesi ancak allogeneik hematopoetik kok hiicre nakli
ile miimkiindiir. Allogeneik nakil grubunda avantaj kék hiicre kaynagnin timor hticresi

icermemesi ve graft versus myeloma etkisidir. Ancak bu iglem erken donem igin %25
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civarinda 6liim olasihg ile birliktedir. Ote yandan HLA uyumlu verici bulunamamas,
hastalarin gogunun ileri yasta olmasi, bobrek, akcifer ve kalp islevlerinin bu nedenle
siklikla uygun olmamasi nedeniyle MM’li hastalarin cogunluguna allogeneik nakil
yapilamamaktadir. Yiiksek doz kemoterapiyi takiben niiks eden olgularda baslica yaklagim
talidomid verilmesidir (8).

Tedaviye yanit durumunun degerlendirilmesinde kullanilan kriterler:

TAM YANIT

o Serum ve idrarda orijinal monoklonal paraproteinin tespit edilememesi ve bu
durumun en az 6 hafta devam etmesi,

o Kemik iligi aspirasyonu ve kemik iligi biyopsisinde plazma hiicresinin %5’in
altinda olmasi,

o Radyolojik tetkiklerde litik kemik lezyonlariin ¢apinda ve sayisinda artma
olmamasi

KISMI YANIT

o Serum M protein seviyesinde %50 ve daha fazla azalma olmasi ve bu durumun
en az 6 hafta devam etmesi,

a 24 saatlik idrar hafif zincir atilimmda ya >%90 yada <200 mg/glin azalma
olmasi ve bu durumun en az 6 hafta devam etmesi,

o Sadece sekrete etmeyen tip myelomali hastalarda, kemik iligi aspirasyonunda ve
kemik iligi biyopsisinde plazma hiicrelerinde >%50 azalma olmasi ve bu durumun en az 6
hafta devam etmesi,

o Radyolojik olarak veya klinik muayene ile yumusak doku plazmasitomunun
capinda >%50 azalma olmasi,

o Radyolojik tetkiklerde litik kemik lezyonlarmm ¢apinda ve sayisinda artma
olmamasi.

MINIMAL YANIT

o Serum M protein seviyesinde %15-49 azalma olmasi ve bu durumun en az 6
hafta devam etmesi,

O 24 saatlik idrar hafif zincir atiliminda %50-89 azalma olmasi ve bu durumun en

az 6 hafta devam etmesi,
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o Sadece sekrete etmeyen tip myelomal hastalarda, kemik iligi aspirasyonunda ve
kemik iligi biyopsisinde plazma hiicrelerinde %25-49 azalma olmasi ve bu durumun en az
6 hafta devam etmesi,

0 Radyolojik olarak veya klinik muayene ile yumusak doku plazmasitomunun
capinda %25-49 azalma olmast,

a Radyolojik tetkiklerde litik kemik lezyonlarimn capinda ve sayisinda artma

olmamasi.

2.2 SITOKiIN GEN POLIMORFiZMLERI

2.2.1 SITOKINLER

immiin sistem hiicreleri arasindaki iligkileri kontrol eden ¢oziinebilir aracilardir.
Lokal ve sistemik immun ve inflamatuar cevabi desteklemenin yaninda hematopoez olayim
da diizenlerler. Cogu 6.000-60.000 molekiil agirhiginda olan polipeptid veya glikoprotein
yapisindadirlar. Genel olarak oncii molekiiller olarak depo edilmeyen sitokinler ¢ok kiigiik
konsantrasyonlarda bile spesifik reseptorleri ile hedef hiicreye baglanarak etkilerini
gosterebilirler. Yalmzca birkag sitokin (TGF-B, Epo, Kok hiicre faktorii (Stem Cell Factor-
SCF) ve monosit koloni stimiilan faktdr (M-CSF)) normal olarak kanda saptanabilen
miktarlarda meveuttur (141).

Cok degisik ozellikler gostermelerine karsin her bir sitokin spesifik bir uyarana
karg1 cevap olarak 6zel hiicre tipleri tarafindan sentez edilirler. Hedef hiicrelerin biiyiime,
hareketlilik, farklilasma ve fonksiyonlar: tizerine etkileri vardir. Bu etkileri i¢in hedef, o
sitokini sentez eden aym hiicre (otokrin etki), veya yakindaki bir bagka hiicre olabilir
(parakrin etki), ya da dolasimdaki sitokinler aracihg ile farkli yerdeki bir hiicreyi
etkileyebilir (endokrin etki) (1).

Her biri kromozomlar iizerinde yerlesmis olan farkli genler tarafindan sentez edilen

tiim sitokinler (Sekil 11), fonksiyonlarina gére dort ayr smifta toplanabilirler:
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Hotrofil
metaholik

aktivasyon
kemotaksis

Sekil 11. Sitokinlerin etkiledikleri hiicreler

Lgrup sitokinler: Dogal immiiniteden sorumludurlar. infeksiyoz  ajanlarin
uyarimlart sonucunda mononiikleer fagositler tarafindan sentez edilirler. Bu grup igerisinde

IL-1, TNF, IL-6. IFN ve kemokinler sayilabilir (Tablo 5).

IL-1: T hiicre stimiilatoriidiir. Farkli  uyaranlar aracih@ ile degisik hiicreler
tarafindan sentez edilebilirler. LPS; monosit makrofajlarin, dendritik hiicrelerin, Langerhans
hiicrelerinin, endotelyal hiicrelerin, mikroglial hiicrelerin, epitelyal hiicrelerin ve B hiicre
serilerinin IL-1 sentezlemesini stimiile ederken aliiminyum hidroksit; nétrofillerin, muramil
dipeptid; fibroblastlarin, solid partikiiller, hydroksi iire ve aktif hale gelmis T lenfositler de
monosit/makrofajlarm [L-1 sentez etmelerini stimiile ederler. Calismalar IL-1'in etkisinin
pleiotropik oldugunu ve ¢ok gesitli hiicrelerin etkilendigini gostermektedir (73).

IL-1ow ve IL-1P olarak iki ayri sekilde bulunan sitokin ayni hiicre yiizey reseptoriine

baglanarak benzer biyolojik aktiviteyi gosterir. Baglangigta molekiil agirhigi 31.000 olarak
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sentezlenen IL-a. ve P enzimatik olarak Ozel bir islem sonucunda olgunlagmus sekillerine
doniistirler. Genel olarak ¢oziinir halde bulunmalarina karsmn IL-1o. aym zamanda hiicre
yiizeyinde de saptanabilir. Boylece iki hiicre arasinda iliski icin gerekli etkilenmeyi
saglayabilir.

IL-1, epitelyal hiicrelerin tip TV kollajen yapimi ve proliferasyonunu stimiile
ederken; hepatositlerin  akut faz proteinlerini sentez etmelerini, kas hiicrelerinden
prostoglandin {iretimini etkiler. T ve B lenfositlerini etkileyerek sitokin ve immiinglobulin
sentezini artirir. Santral sinir sistemini etkileyerek anoreksia ve somnolansa neden olur.

IL-1 igin iki farkli membran reseptorii tammlanabilir:

Tip I reseptor (IL-1R 1) : IL-1 ile baglandiktan sonra sitoplazma igine sinyali iletirler.
IL-1'e cevap gelistiren tiim hiicrelerde sinyalden sorumlu oldugu diisiintilmektedir.

Tip II reseptér (IL-IR 1I): Sinyal iletiminde rol oynamayan intraselliiler bir kuyruk ile
ekstraselliiler bir kisimdan olusur. Bu kisim, sistemik inflamasyon esnasnda serum igerisinde
¢oziiniir halde bulunur ve daha gok IL-1f'ya baglamr. Bu reseptorin IL-1 hareketine
aracilik edip etmedigi veya IL-1'e baglanan gekingen bir yarismaci gibi davrandifi da tam
olarak agik degildir.

Tiimor Nekrosis Faktor (TNF): Gram negatif bakterilerin hiicre duvarindan
koken alan LPS’ye karsi konak tarafindan gelistirilen cevabin ana aracisidir. Digiik
konsantrasyonlarda LPS, (farelerde) mononiikleer fagositlerin fonksiyonunu stimiile eder ve
B hiicrelerinin poliklonal aktivitsrleri gibi davranirlar. Yitksek konsantrasyonlarda ise doku
hasarina, yaygmn intravaskiiler koagiilasyona (DIC) ve olimle sonuglanan soka neden olurlar.
TNF, insanlarda TNF-o ve TNF-B olarak isimlenen iki ayr formda bulunur. TNF-a, daha
ok aktiflesmis makrofajlardan ve daha az olarak da diger hiicreler tarafindan tiretilir. TNF-
B ise aktiflesen T hiicreleri tarafindan iiretilir ve lenfotoksin olarak isimlenir (129,141). TNF-
a ve B'nin aminoasit dizileri %28 oraninda benzerlik gdsterir. Insanda 6. kromozom tizerinde
bulunan MHC kompleksi iginde bulunan iki farkli gen tarafindan kodlanurlar. Siif IIT
MHC proteinleri olarak belirtilmelerine karsin, simf I ve II MHC molekiillerine hi¢ bir
yapisal benzerlikleri bulunmaz. TNF'nin iki reseptorii saptanmustir: Tip I ve IL Tip 11, 75.000
molekiiler agirlikta olup, yaklagik 10 kez daha yiiksek afinite ile TNF-o. ve B'ya baglanir.
Rescptorlerin ligandlar1 ile baflanmasi aracihgryla sinyal iletimini baslatarak protein
fosforilasyonunun artmasina neden olur. Bu durum, IL-1 tarafindan meydana gelen gen

aktivasyonuna benzer olarak diigtiniiliir. Her iki tip reseptoriin farkli tip cevaplar olusturur.
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Ornegin, Tip I reseptorii aracihgi ile sitotoksik aktivite ve fibroblast proliferasyonu
yonlendirilirken, Tip Il reseptori ile de T lenfosit proliferasyonu yonlendirilir. Yaklasik 107
gibi diisiik konsantrasyonlarda bile lenfosit ve endotelyal hiicreler {izerinde parakrin ve
otokrin etkisini gdsterebilir

IL-6 : Cok yonlii biyolojik aktiviteye sahip olup bu aktivitelerini IL-1 ve TNF ile
sinerjist olarak gosteritler. IL-6, 7. kromozom {izerindeki bir gen tarafindan kodlanir.
Molekiiler agirligi, tek bir polipeptidin glikozilasyon ve fosforilasyon derecesindeki
degisiklikler nedeniyle 22.000 ile 30.000 arasinda degisir.

Aktif T ve B lenfositleri, monositler, endotelyal hiicreler, epitelyal hiicreler ve
fibroblastlar tarafindan sentezlenir (94). Ekspresyonlar, TNF, IL-1 ve T lenfositlerini
aktiflestiren herhangi bir faktoriin uyarict etkisi ile olabilir.

IL-6 reseptor ailesi yiiksek afiniteli olup, gesitli hiicrelerde eksprese edilirler.
Makrofajlar, miyelomonositik hiicre serisi, hepatositler, dinlenme halindeki T hiicreleri, aktif
veya Epstain Barr viriisle enfekte B hiicreleri ve plazma hiicreleri bu reseptorleri eksprese
ederler. IL-6 igin IL-6Ro. ve IL-6RP olarak isimlendirilen iki farkli tip reseptor
tammlanmustir. IL-6, alfa reseptdriine daha diistik bir afinite ile baglandiktan sonra olusan
bu kompleks yapi IL-6Rp'ya baglanarak sitoplazmik sinyal iletimini olusturur (129).

IL-6RP zinciri, yap: olarak birbirine benzemeyen sitokin reseptorlerinin ayr1 formu
olarak bulunmustur. IL-11, LIF, CNTF, OSM gibi sitokinlerin her biri, tek bir alfa zincirden
olusan spesifik, kendine 6zgi reseptore sahiptir. IL-6RP zinciri, bu sitokinlerin her birinin
alfa zincirine baglanarak ortak bir sinyal ileti kismi olarak fonksiyon goriir. Bu durum,
&zellikle yapisal olarak birbirine benzemeyen sitokinlerin biyolojik aktivitelerinin benzerligi
olarak agiklanabilir.

IL-6, yardima T lenfositler iizerinde mitojenik bir aktiviteye sahiptir. IL-1 ve TNF
ile birlikte kismen de olsa IL-2 reseptdr ekspresyonunu artirabilir. Karacigerde akut faz ce-
vabin gelisimini etkiler. B hiicre proliferasyonuna ve immiinglobulin sentezinin artigina
neden olur. Ayni zamanda TNF ve IL-11 ile birlikte hematopoez {izerinde de stimiilan bir
etkiye sahiptir (141,158).

interferon (IFN) : Viral enfeksiyonlar aninda hizla meydana gelirler. Viriisle enfekte
olan konak hiicreler tarafindan sentez edilen IFN, IFN-a, IFN-B ve IFN-o olmak tizere ii¢
farkli formda bulunur (141).
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IFN-0, 16kositler tarafindan olusturulan ana IFN'dur. Birbirleriyle iligkili 18 ayri
genle  kodlamr. 18.000-20.000 molekiiler agirhgr olan ve 14'i fonksiyonel olan protein
molekiillerin aminoasit dizileri yaklagik olarak %90 oramnda benzerlik gdsterir. Makrofaj
ve mononukleer fagositler tarafindan sentez edildigi igin Iokosit interferonu olarak da
isimlenir.

IFN-a, esas olarak 16kositler tarafindan eksprese edilir ve IFN-c'ya benzer.

IFN-p, viriisle infekte olan fibroblastlarca iiretilmesinden dolayi fibroblast interferonu
olarak isimlenir. Tek bir gen tarafindan kodlamir. Ayrica 16kositik olmayan hiicrelerde primer
olarak IFN-B'y1 eksprese ederler. IFN-a ve B arasinda yaklagik %30 oramnda bir benzerlik
bulunur.

Her ii¢ tip de hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan tek bir reseptore baglanarak
etkilerini gosterir. Bu etkilesimle hedef hiicrede gesitli gen iirlinlerinin ekspresyonu artar.
Bunlar arasmda CD8+ T hiicrelerinin antijeni tamimasinda ¢nemli olan smif I MHC
molekiilleri de vardir. Viral replikasyonu inhibe eden IFN, aym zamanda hiicre
proliferasyonunu da inhibe eder.

11. grup sitokinler : T lenfositleri tarafindan tanman, spesifik antijenlere kars1 cevap
olarak gelistirilen ve lenfosit aktivasyonu, biiylime ve farklilagmasim  yonlendiren
sitokinlerdir. IL-2, IL-4 ve TGF-B bu gruba girer (Tablo 6).

IL-2 : Lektin ile aktif hale getirilmis T lenfosit kiiltiirlerinden elde edilen
siipernatantta gosterilmistir. Aktif hale gelmis T hiicreleri (6zellikle CD4+ ve daha az olarak
da CD8+) tarafindan sentez edilir. Dérdiincti kromozom tizerindeki tek bir gen tarafindan
sentez edilen sitokinin hem otokrin hem de parakrin etkisi vardir. T hiicrelerinin G1 fazindan
S fazina gegmelerini saglayarak DNA replikasyonu igin sinyal gonderirler. CD4+ hiicrelerinin
sentez ettigi IL-2 miktari immiin yamtin biiyiikligintin nemli kamitidur. IL-2, dogal
5ldiiriicii (Natural Killer-NK) hiicrelerinin bitytimesi ve sitolitik aktivasyonlarim etkilemesi
yaninda B hiicre profilasyonunu ve immiinglobulin sentezinin uyarimini da yapar.

IL-2 molekiilleri, IL-2 reseptorii vasitastyla hedef hiicre iizerinde etkisini gdsterir.
Ancak, reseptor dinlenme halindeki hiicrelerde goriilmez. Aktif hale gecen T lenfositleri
yitksek ve diisiik afiniteli 2 ayr reseptore sahiptir. Bu iki reseptor arasindaki yapisal farklilik
zincir sayisindan kaynaklanir. Diisiik afiniteli reseptor bir zincir (o veya B), yilksek afiniteli

reseptor ise iki zincir (o ve B) igerir.
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Her iki reseptor de IL-2'ye baglanir. Alfa zinciri hizla IL-2'ye baglamr, fakat kolayca
kompleksten ayrilir. Beta zinciri ise daha yavag baglanmasina karsin, kurulan bag ile bir
cevap gelisimini saglar. Alfa-beta dimeri, yani yiiksek afiniteli IL-2 R, iki zincirin uygun
birlesmesidir. Bu durumda IL-2'ye hizla baglanir ve yavasea ¢Oziiniir. Hiicre sinyali p zinciri
aracilig ile alirken, of zinciri de ligandin baglanmasina yardimel olur.

TL-4 : Aktif hale gelmis CD4+ T hiicrelerinden (6zellikle TH2) salinir. Bu sitokin,
IL-4, TL-5, [L-6'y1 salgilayan CD4+ T hiicre alt gruplari igin otokrin biiylime faktorii etkisi
gosterir. Buna kargin TL-2, [FN-y ve lenfotoksin tireten klonlarn iizerinde ters bir etkiye
sahiptir. Mast hiicreleri igin bitytime faktoriidiir ve IL-3 ile profilasyonuna neden olur. IFN-
y'nin makrofaj aktivasyon etkisini bloke ederken, IL-1 ve TNF {iretimini de inhibe eder. B
hiicrelerinde smif I MHC molekiillerinin ekspresyonunu artirir. Antikor sentezini stimiile
eder ve immiinglobulin izotipinin degistirilmesinde de 6nemli bir etkiye sahiptir.

TGF- (Transforming growth factor-B) : Aktif T hiicreleri, makrofajlar ve diger
somatik hiicreler tarafindan salirlar. Belli timorlerin aktivitelerini etkiledigi i¢in TGF-f3
olarak isimlenir. p1, p2 ve B3 olmak iizere ti¢ formu vardir. Ayn genlerin firiinii olan bu
molekiillerin hepsi aymi hiicre yiizey reseptorlerine baglamirlar. 5 tip olarak ayrilan bu
reseptorlerden Tip 1 ve II reseptorler sinyali iletirken; Tip III, IV ve V reseptorlerin
fonksiyonlar1 belirsizdir. T hiicreleri ve monositler TGF-B1 sentezler, merkezi sinir
sistemindeki bazi hiicreler ise yiiksek konsantrasyonlarda hiicrelerin proliferasyonunu
baskilar. Bir ¢ok sitokinin sentezini, smf II MHC molekiillerinin ve IL-2R’nin
ekspresyonunu baskilar. Cok kiigiik konsantrasyonlarda bile (10" ile 10" M), T ve B
lenfosit lizerindeki TL-2 etkisini ve timositler iizerindeki IL-1 etkisini bloke eder. Insanlarda
TGF-B, B hiicrelerini etkileyerek IgA tiretimi igin uyariimalarim saglar.

III. grup sitokinler : T lenfositleri tarafindan tanman spesifik antijenlere karsi
spesifik olmayan inflamatuar hiicreleri aktif hale gegiren aracilardir. Gamma interferon,
lenfotoksin, IL-10, IL-5, IL-12 ve Miller inhibe edici faktér (MIF) bu grup icinde
degerlendirilir (Tablo 7).

interferon (IFN-B) : Tip II IFN veya immiin IFN olarak isimlenir. CD8+ T
hiicreleri, CD4+ (Th1) hiicreleri ve az miktarda da olsa NK hiicreleri aktif hale geldiklerinde
bu sitokini sentez ederler. Molekiil agirhg 18.000 olan polipeptid bir yaprya sahiptir.
Hemen tiim hiicreler IFN-y reseptoriinii eksprese ederler. Etkilenen hiicreler simf I MHC

molekiillerinin ekspresyonunu arttirir. IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF gibi monokinlerin

31



swsnuop sjey zis)ayeley uspley |ieyaieH Jisobey Jespnuouoiy 1sajony | & ¢ HIN
(ewsge|ipyie) oa awnAng) uoAseAy I1saony |

UoASEBAIDY 1sa10ny MN fejoeN QY Ov-S€ z ZL
uoAseApie aA swnAng 1sa1ony g

UOASEAIDY |jouizoq 1saiony | axoe 3 el
UOASBAIDY 1sesony g

uofsiqiyu Jisobey} Jeapinuouoiy isaony | @ioz I oLl
uoAseAply 1s8Jony MN
UOASBAINY alony [eAjsjopug

UOASEAIY 14ONON isatony 1 @i ve 3 uisxojojus
1S11e UULB|NYBjoW || @A | JIUIS oplajaiony wn |
UoAseApy Lejalony MN
UOASBAIPY Jsjeiony |eAj@jopug

UOASBAIY Jisofiey Jeapjnuouopy  1satony MN ‘8lony L @1 ve-le 3 B-N4I

1sifes Isifes
w3 219Ny JepaH a1ony euley jndadijod us9  I9|UBjOUS

Ha1f3e A JojuB{ONS ||| dniD “L OjqeL

32



sentezi icin makrofajlari aktif hale getirir. Yabanci antijenlere kars: T hiicrelerini daha yete-
nekli hale getirirken, B hiicrelerinin Ig sekresyonunu etkilemektedir. Notrofilleri, NK
hiicrelerini ve vaskiiler endotel hiicreleri aktif hale getirir. IFN-y varhiginda damar endotel
hiicreleri notrofiller i¢in daha adhesiv hale geger.

IL-10 : Th2 hiicreler, CD8+ T hiicreleri, monositler, keratinositler ve aktif B
hiicreleri tarafindan iretilen 18 kD'lik bir protein iiriindiir. Aktif T hiicrelerinin sitokin
{iretimini inhibe cttigi igin, sitokin sentezini inhibe eden faktor olarak da isimlenir. 1L-10,
szellikle Thl'in sentez ettigi IL-2 ve IFN-y gibi sitokinlerin ve makrofaj ve NK hiicreleri
tarafindan sentez edilen sitokin sekresyonunu baskilar. Simf II MHC molekiillerinin
ekspresyonunu azaltarak T hiicre kaynakli immiin inflamasyonu engeller. IL-10 ayrica
diger sitokinlerle sinerjistik olarak etki ederek B hiicrelerinin proliferasyonuna neden olur
(115). Dogrudan stimiilatr bir etkiyle bu hiicrelerin antikor tiretimini artirir.

IL-12 : Esas olarak B hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentez edilir. 35-40 kD'lik
heterodimer yapida bir molekiildiir. Sitotoksik lenfosit olgunlasma faktorit (CLMF) veya
NK hiicre stimiilator faktorii (NKSF) olarak isimlenir. NK ve LAK hiicrelerinin litik
aktivitesini artnr. Aktif T lenfositleri ve NK hiicrelerinin proliferasyon ve IFN-y
sentezlemelerini etkiler. Th hiicreler iizerine etki ederek Thl'lerin farklilasmasim saglar.
Ayrica Te (CD8+) hiicreleri etkileyerek, fonksiyonel olarak aktif CTL olusumunu stimiile
eder. IL-12, Thl lenfositlerin tizerinden hiicre kaynakli imminiteyi yonlendirirken, IL-4,
I1-10 ve IgE tipi antikorlarm {iretimi gibi Thy'ye bagh fonksiyonlar: da baskilayarak etkisini
gostermektedir.

IV. grup sitokinler : Hem aktif hale gegen lenfositler hem de diger hiicreler
tarafindan iiretilen mediatérlerdir. Olgunlagmamis lokositlerin bitytime ve farklilasmasimi
diizenleyen bu sitokinler; c-kit ligand, IL-3, GM-CSF, M-CSF, G-CSF (Graniilosit koloni
stimiilan faktor) ve IL-7 olarak siralanabilir (Tablo 8).
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2.2.2 SITOKIN GEN POLIMORFiZMi

insan genomu, ii¢ milyon kilobaz (3x109 kb) baz ¢ifti (bg) icermektedir. Ozgiil bir
kromozom bodlgesinde (lokus) bir genin (veya DNA dizisinin) birkag alternatif formundan
her birine “alel” denir. Birey, her otozomal lokusunda biri anneden, digeri babadan gelen
iki alel bulundurur. Bir lokusta birden fazla alelin bulunmast “polimorfizm” olarak
adlandirilir. Polimorfizmler, DNA iizerinde hastalifa neden olmayan ancak hastalik igin
yatkinlik yaratan degisiklikler olarak tanimlanir. Cok alelli kalitim (multiple alelism), belli
bir hastalik ya da 6zellik igin belli bir lokusta birden fazla alel genin bulunmas: durumudur.
Ozelligin olusmasina bu alel genlerden ancak ikisi katihr ve davranmiglart Mendel
kurallarma uyar. Ornegin, tek bir gen lokusu tarafindan olusturulan polipeptidler ve bu
polipeptidlerin gesitleri incelendiginde, ad1 gecen lokusta pek ¢ok mutant alelin bulundugu
goriilmiistiir. Bu aleller ikiger ikiser, toplumda kesinlikle birbirinden ayrilabilen ve birlikte
bulunan birkac fenotip olusturur. Buna “genetik polimorfizm” denir. Yani genetik
polimorfizm, aym lokustaki herhangi iki genin toplumda birbirinden kesinlikle ayrilabilen
ve bir arada bulunan birden fazla fenotip olusturmast durumudur. ABO kan gruplari, serum
proteinleri ve hemoglobinler de genetik polimorfizm Srnekleridir. Omegin, ABO kan
grubu lokusundaki iig tane alel gen, toplumda kesinlikle birbirinden ayrilabilen ve birarada
bulunan dért fenotip (A,B,AB,O) olusturur (17,38).

Sitokin ve reseptorleri oldukea polimorfiktirler. Spesifik polimorfizmler, dogrudan
veya dolayli yoldan sitokin gen ekspresyonu ve tiretiminin diizeylerini etkileyebilirler (82).
Sitokin gen polimorfizmleri; mikrosatellit tekrar polimorfizmleri, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) ve ikili tekrar (tandem repeat) polimorfizmleri olarak {i¢ gruba
ayrilir. Mikrosatellit tekrar polimorfizmleri genellikle aile materyalinde aile ¢aligmalarinda
Kullanilirken, SNP’ler popiilasyon tabanli érncklerde olgu-kontrol iliskisi caligmalarinda
tercih edilen belirleyicilerdir (76,156).

Mikrosatellit tekrar polimorfizmleri, gen eksonunda nadir olmak tizere promoter
gibi diizenleyici bolgelerin de bulundufu gen intronlarinda bulunurlar. Bir mikrosatellit
belirleyicisi ile tespit edilen herhangi bir iliski, gen igerisinde herhangi bir yerde
mutasyona neden olmus hastalikla iligkili baglanti esitsizligi ile agiklanabilir. Bununla

birlikte, galigmalarda sitokin geninin promoteri igindeki mikrosatellit markirin fonksiyonel
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Sneminin  oldugu ve kismen de olsa hastalikla iliskisini aciklayabildigi
bildirilmektedir(161).

SNP’lerin ¢ogu genlerin intronik bolgesinde yerlesmislerdir. Eksonik bolgelerinde
bulunan SNP’ler ise proteinin fonksiyonu iizerine etkilidirler. Sitokin geninin eksonik
bolgesine lokalize olmus olan SNP’ler aminoasit dizisini etkileyen veya etkilemeyen
degisiklikler ile sonuglanabilir (161).

Sitokin molekiili veya onun reseptoriindeki tek aminoasit degisikligi, yiiksek
baglanma afinitesinde azalma gibi fonksiyon kayiplarina veya biiyiik degisiklige neden
olabilir. Hastaliklarla iliskili bu tip mutasyon drnekleri mevcuttur. Bu polimorfizmler, IFN-
y reseptoriindeki degisiklik ve mycobakteriyel infeksiyona yatkinlik ile periyodik atesten
sorumlu TNF reseptdr polimorfizmini igerir. Mutasyonun neden oldugu bu hastaliklar
nadir olma egilimindedirler ve Mendelyan tek gen bozukluklar: gibi davranirlar (99,108).

Proteinin yapisindaki genetik olarak kodlanmug varyasyon, immun cevap igin
sitokin diizenleyici mekanizmalarin Giretilmesinin en etkili metodu degildir. Sonug olarak,
dogal seleksiyon, protein diizeyi ve Gretimindeki degisikliklerle sonuglanan sitokin gen
polimorfizmlerinin tanmmasma yardimer olmustur. Bu sebeple fonksiyonel sitokin
SNP’leri genin diizenleyici bélgelerinde yerlesmeye meyillidir. Bunlar transkripsiyon
baglama alami olan promoter bolgeler veya mRNA yarilanma &mriinii etkileyen 3'
kodlanmayan bolgeleri igerebilir. Diger SNP’ler, protein diizeyini etkilemeyen genin
intronik bolgelerinde yerlesmislerdir veya eger mRNA karpilmasim etkileyecek bir alanda
konumlandirildiysa farkli kirpilma varyantlarma yol agar. Bu nedenle ¢ogu SNP’ler,
cogunlugu islevsiz olarak, tim gen boyunca bulunabilirler. Ancak fiziksel yakinlklar
nedeni ile pek ¢ok SNP’nin birbiri ile baglanti esitsizliginde olmasi ve goklu SNP
haplotiplerinin kurulmasina olanak saglamas: yaygindir.

Insan genom projesinin ilk basamagmin tamamlanmasinin ardindan aragtirmacilarin
ilgisi kompleks hastaliklarm genetik bilesenleri agisindan 6nemli olan polimorfizmlerin
tanumlanmasina odaklanmistir. Genetik polimorfizm analizi risk grubundaki bireylerin
belirlenmesi, ilag yanitlarmin ongoriilmesi ve ilag tasarimlarinda yeni hedeflerin
tammlanmasi da dahil olmak tizere tibbin pek cok alam ile iligkili hale gelmektedir (149).
Birgok galismada, enfeksiydz hastaliklar, otoimmiin bozukluklar ve nakil sonrasi
komplikasyonlarda immin iliskili gen polimorfizmlerinin énemi bildirilmistir (3,59). Pek

¢ok hastahmm altinda yatan genetik bilegenler ile ilgili bilginin arttirlmasi ¢ok sayida
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SNP’nin genotiplendirilmesini gerektirmektedir. Bu amagla geligtirilen SNP tipleme
sistemleri hem farmositik sirketlerde hem de aragtirma merkezlerinde ilag gelisimi ve temel
aragtirma alanlarinda kullaniimaya baslanmugtir (96). Polimorfizm tiplemesinde kullamlan
yontemler PZR-SSP, PZR-SSO, PZR-RFLP ve DNA dizileme yontemleridir. Bunlar
arasinda PZR-SSP alternatif tekniklerin gelistirilmesinde referans olarak kullanilan en eski
tekniktir (62,118).

Normal popiilasyon igerisinde sitokin gen polimorfizmlerinin neden oldugu
genotipler sitokinlerin ya yilksek yada diisiik oranda iiretilmelerine sebep olur. Solid organ
transplantasyon calismalarmda, yliksek TNF tireten ve diigiik 1L-10 treten genotiplere

sahip hastalarda solid organ graftlerinin rejekte oldugu gosterilmigtir (148).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 GERECLER

3.1.1 Hasta Grubu

Calhigmanza, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Dahiliye Anabilim Dalx,
Hematoloji polikliniginde takip edilen ve multiple myeloma tamisi konulmus 80 hasta ve
aralarmda akrabalik iliskisi bulunmayan 70 saglikli birey dahil edildi. Her iki grubun
sitokin gen polimorfizmleri Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’nda testlendi.

3.1.2 Primerler

Sitokin tipleme PZR-SSP kiti, IL-1a, IL-1B, IL-1R, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12, TNF-a. ve IFN-y genlerinin promoter bolgelerindeki polimorfizmlerini
belirlerken, TGF-B ve IL-4Ro genlerinin translasyona ugramis bolgelerindeki bazi
polimorfizmleri de belirler. Bu polimorfizmlerin bir kismu sitokinin yiiksek veya dusiik
firetimi ile birlikteyken bir kism da fonksiyonu ile ilgilidir.

IL-la, IL-1B, IL-IR, IL-1RA, IL-4Ra, IL-12, TNF-o, TGF-f ve IFN-y
sitokinlerinin tiplemesi i¢in internal pozitif kontrol olarak Human C-Reaktif protein geninin
440 bglik bolgesi amplifiye edilir. IL-2, TL-4, IL-6 ve IL-10 sitokinlerinin tiplemesi i¢in
internal pozitif kontrol olarak p-Globin geninin 89 b¢’lik bdlgesi amplifiye edilir (64,118).

Kit, 96 (48+48) kuyuluk plaklar halinde tasarlanmugtir. Bir plakta iki hasta drnegi
caligiimaktadur. Bir ornek igin kullanilan kit haritast Tablo 9'daki gibidir.
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Tablo 9. Sitokin gen polimorfizm genotipleme kit haritas

IKuyu No __[Sitokin Alellik Spesifiklik Spesifik amplikon Kontrol amplikon
Haplotip bilytikliigii bilyilkliigii
1 1L-la -889 T 220 be 440 be
2 IL-la -889 C 220 bg 440 be
3 IL-1b -511C 215bg 440 bg
4 IL-1b ST 215 bg 440 by
5 IL-1b +3962 T 336 bg 440 bg
6 IL-1b +3962 C 336 be 440 bg
7 IL-IR 1970C 288 be 440 bg
8 IL-IR 1970 T 288 be 440 bg
9 IL-IRA 11100 T 297 bg 440 be
10 IL-1RA 11100C 297 bg 440 bg
11 IL-4Ra +1902 G 143 bg 440 be
12 IL-4Ra +1902 A 143 b 440 bg
13 IL-12 -1188C 802 by 440 bg
14 IL-12 -1188 A 802 bg 440 bg
15 IFN-g 5644 A 277 bg 440 bg
16 IFN-g 5644 T 277 bg 440 bg
17 TGF-bl kod10/kod25 CG 80 bg 440 bg
18 TGF-bl kod10/kod25 CC 80 bg 440 bg
19 TGEF-bl kod10/kod25 TG 80 be 440 bg
20 TGF-b1 kod10/kod25 TC 80 b 440 be
21 TGF-b1 kod10 CG/CC 195 bg 440 bg
22 TGF-bl kod10 TG/TC 195 bg 440 be
23 TNF-a -308/-238 GG 110 bg 440 be
24 TNF-a -308/-238 AG 110 be 440 be
25 TNF-a -308/-238 GA 110 be 440 b
26 TNF-a -308/-238 AA 110 bg 440 bg
27 IL-2 -330/-166 TG 562 bg 89 be
28 IL-2 -330/-166 GG 564 bg 89 be
29 1L-2 -330/-166 GT 569 be 89 be
30 IL-2 -330/-166 TT 569 bg 89 be
31 IL-4 -1098/-590 TT 557 b 89 bg
32 IL-4 -1098/-590 TC 557 bg 89 be
33 14 -1098/-590 GT 557 bg 89 b
34 1L-4 -1098/-590 GC 557 b 89 be
35 1L-4 -590/-33 TT 610 bg 89 be
36 IL-4 -590/-33 TC 610 bg 89 bg
37! IL-4 -590/-33 CT 610 be 89 bg
38 1L-4 -590/-33 CC 610 be 89 be
30 1L-6 -174/565 GG 427 bg 89 bg
40 1L-6 -174/565 CG 426 bg 89 be
41 IL-6 -174/565 GA 428 be 89 be
42 IL-6 -174/565 CA 428 be 89 b
43 IL-10 -1082/-819 GC*C 305 be 89 bg
44 1L-10 -1082/-819 G*CC 530 bg 89 be
45 IL-10 -1082/-819 AC*C 305 be 89 be
46 1L-10 -1082/-819 AT*A 305 be 89 bg
47 IL-10 -1082/-592 A*CC 530 be 89 b
48 IL-10 -1082/-592 A*TA 530 be 89 be

3.1.3 Kimyasal Malzemeler
Dodesil Trimetil Amonyum Bromid (ALDRICH)

Heksa-dodesil Trimetil Amonyum Bromid (SIGMA)
Sodyum Kloriir (RIEDEL-DE HAEN)
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Trizma Base (SIGMA)
Hidroklorik Asit (MERCK)
Etilen Diamin Tetraasetik Asit (SIGMA)
Kloroform (MERCK)

Etanol (PANREAC)

Master Mix (PROTRANS)

Taq Polimeraz (FERMANTES)
Distile Su

Agaroz (SIGMA)

Borik Asit (MERCK)

Etidyum Bromid (SIGMA)
Sodyum Hidroksit (MERCK)

3.1.4 Soliisyonlar
%12 DTAB

12 gr DTAB

45 ml 5M NaCl

15 ml 1M Tris-HCL

15 ml 0,5M EDTA karigimi hazirlandi. dH>O ile 100 mI’ye tamamland.

%0,5 CTAB

5 gr CTAB
8 ml 5M NaCl karigimi hazirlandi. dH,O ile 100 ml’ye tamamlandi.

1,2M NaCl

5M NaCl

29,22 gr NaCl, 100 ml dH,O igerisinde ¢oziildii ve otoklav yapildi.
24 ml 5M NaCl

76 ml dH,0 ile karigtirild.



%70 Etanol

70 ml %99.9 etanol
30 ml dH,0 ile karigtirildi.

1M Tris HCI (pH: 8.5)

12,1 gr Tris base
80 ml dHO igerisinde ¢oziildii ve pH'1 ayarlandi. dH,O ile 100 ml tamamlandi. Otoklav
yapildi.

0,SM EDTA (pH: 8)
18,61 gr EDTA

80 ml dH,0 igerisinde ¢oziildii ve pH’1 NaOH ile ayarlandi. dH,O ile 100 ml tamamlandi.
Otoklav yapild1.

TBE (pH : 8)

108 gr Tris base
55 gr Borik Asit 700 ml dH,O igerisinde ¢6zildi.
40 ml 0,5M EDTA eklenip 1 1t’ye tamamlandi.

Etidyum Bromid

10 pg ethidium bromid dH,0 ile 1 mI’ye tamamlandi.

3.1.5 Cihaz ve Gerecler

Santrifiij (HERAUS)
Su banyosu (BRAUN)
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Mini santrifiij (EPPENDORF)

Otomatik pipet (10, 200, 1000 ul’lik) (EPPENDORF)
Otomatik pipet ucu (10, 100, 1000 pl’lik Steril)
0,5 m1’lik polipropilen santrifiij tiipii

1,5 mI’lik polipropilen santrifiij tiipli

2 ml’lik polipropilen santrifiij tiipt

Vortex (VELP SCI)

Laminer akim kabini (AGUS)

Steril pamuklu gubuk

Derin dondurucu (-20°C) (ARCELIK)
Buzdolabi ( +4 °C ) (HOTPOINT)
DNA/RNA élgiicii (GENE QUANT)

Beyaz plate

Primer kapaklari

Isisal déngii cihazi 9700 (PERKIN ELMER)
Isitic1 blok (GENCO)

Gel elekroforez tanki (ATTO)

Giig kaynagi (ATTO)

Transsilluminator (VILBER LOURMAT)
Kamera (VILBER LOURMAT)

Yazic1 (SONY)

Monitor (SONY)

Tart1 (SARTORIUS)

3.2 YONTEM

Hastalardan ACD’li tiipe 10 ml venoz kan alind1.

3.2.1 DNA izolasyonu

1. ACD’li tiipe aliman hasta kanlari 2500 rpm’de 10 dakika santrifijj edildi. Olusan ara
tabakadan 450 pl alinip her hasta i¢in ayn hazirlanmis 2 mI’lik ependorfa konuldu.

42



2. 450 pl alinan ara tabaka tizerine 450 pl DTAB solusyonu eklendi.

3. 5 dakika 68 °C’deki su banyosunda bekletildi.

4. Aratabaka ve DTAB karigimi tizerine 900 ul kloroform ilave edildi. Karigana kadar
vortekslendi.

5. 10000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

6. 1,5 ml'lik ependorf igine 100 pl CTAB + 900 pl dH,O soliisyonu hazirland1. 2
ml’lik ependorfta olusan siipernatant hazirlanan CTAB soliisyonu iizerine eklendi.

7. 10000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

8. Ustte olusan stpernatant dokiildi. DNA-CTAB pelleti iizerine 1.2 M NaCl
soliisyonundan 300 pl. ilave edildi.

9.  Ependorfun dibinden pellet kalkana kadar vortekslendi.

10. 750 pl. %99,9 etanol ilave edildi. Ependorf 1-2 dakika asa@ yukari gevrilerek DNA
olusumu gozlendi.

11. 13 000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

12. Ustte olusan siipernatant dokiildii. 1 ml %70 etanol ilave edildi. Ependorf 1-2 dakika
asag1 yukari gevrilerek DNA gozlendi.

13. 13 000 rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

14. Etanol dokiildii. Ependorf steril aplikatdr ile iyice kurutuldu.

15. 500- 1500 pl. steril dH,O iginde ¢oziildil.

16. Spektrofotometride DNA konsantrasyonu &lgiildi.

17. Elde edilen DNA —20°C’de saklandi (50).

3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, DNA fizerindeki se¢ilmig olan spesifik bir bolgenin amplifikasyonunu
otomatik olarak saglayan bir metottur. Primer ad1 verilen yapay oligoniikleotidler yardimi
ile DNA iizerindeki segilmis bolgenin in vitro olarak 10° kez cogaltilmasi saglanir.
Reaksiyonun gergeklesebilmesi igin ortamda hedef DNA, bu bolgeye dzgu bir ¢ift primer,
deoksiriboniikletidler (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) ve 1siya dayamkhi Taq DNA
polimeraz bulunmalidir.

PZR isleminde 3 farkli basamak vardir;

DNA denatiirasyonu: DNA cift zinciri 1s1 ile denatiire edilerek ayrilir.
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Primer baglanmast: Diziye 6zgii primerler DNA zincirlerine baglanirlar.

Primer uzamast: Hedef bolgeye karsihk gelen zincir 5' = 3' yoniinde primerden
baslanarak yeni zincir sentez edilir ve ¢ift sarmal DNA olusur.

Bu ii¢ asama bir déngii olarak kabul edilir. 25-30 dongii sonunda gogaltilmis olan
hedef bdlge tek bant olarak elektroforezde kendine ait yerde gozlenir.

Bu yontemin temeli, kritik sikluslarda 3' ucuna tam uyumlu primerlerin
kullamlmasina dayamir. Bir primer ¢ifti aym kromozomda yerlesmis olan uyumlu

dizilerin motiflerini buldugu zaman amplifikasyon gergeklesir (15,112,166).

3.2.3 Amplifiye olacak iiriiniiniin hazirlanmasi

Her hasta i¢in; 280 pl dH>0,
138 pl Master Miks
100 pl DNA
3.5 pl Taq polimeraz bir tiipte karistirildiktan sonra 48 kuyuya 10’ar pl

dagitildy, Primerin kapaklar sikica kapatildiktan sonra Isisal Dongii Cihazina konuldu.

3.2.4 PZR Siklus Parametreleri

1.1 siklus 94°c 2 dak. denatiirasyon
2. 10 siklus 94°C 10 sn. denatiirasyon

65°C 60 sn. 1sitma, soguma ve uzama
3. 20 siklus 94°C 10 sn. denatiirasyon

61°C 50 sn. 1sitma, soguma

72%¢ 30 sn. uzama
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3.2.5 Agaroz jel elektroforezi

Ug gr agaroz, 200 ml %5'lik TBE buffer iginde ¢oziildii ve 1sitict blok {izerinde
kaynatild1. 60°C'ye kadar sogutuldu. fgerisine 10,4 ul etidyum bromid ilave edildi. Daha
énce taraklarl hazirlanmus tepsiye dokiildi.

Hazirlanan jeldeki taraklar cikarildi ve jel elektroforez tankina yerlestirildi. PZR
iiriinii jele yiiklendikten sonra tanka elektrotlar baglandi. 170V, 125mA'de 20 dakika
ylrtitiildii.

3.2.6 Goriintiileme ve yorumlama

Jel UV transluminator igine yerlestirildi. UV acildi. Ekran ve yazicl agildi. Ekranda
goriintii olusunca parlaklik ayarlandi. Goriintii kagida aktarildi.

Yiiriitiilen PZR irtniinde IL-1a, IL-1B, IL-1R, IL-1RA, IL-4Ra, IL-12, TNF-a.,
TGF-B ve IFN-y sitokinleri igin internal pozitif kontrol olarak Human C-Reaktif protein
geninin 440 bg uzunlugundaki bolge amplifiye edilir. [L-2, IL-4, IL-6 ve IL-10 sitokinleri
icin internal pozitif kontrol olarak B-Globin geninin 89 be uzunlugundaki bolge amplifiye

edilir. Bu bilgiler 1s1mda yorumlama yapilir.
3.3 Istatistiksel Analiz
istatistiksel analiz “Fisher” kesin olasilik test ve Pearson ki-kare testi kullanilarak

yapilmistir. Hastalik tipi, evresi, B,-mikroglobulin ve LDH diizeyleri ile sitokin gen

polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski olup olmadig1 arastiriimistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza MM tanist konmus 80 hasta ile aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan 70

kontrol (Tablo 17) dahil edilmistir. Dokiimantasyon yetersizligi nedeniyle tiim hastalarm klinik

bilgilerine ulagilamamustir. Istatistiksel degerlendirmeyi daha anlasilir hale getirmek igin

calismamizda gerekli olan tiim klinik bilgilerine ulastigimiz hastalart Grup A (n=52), yalnizea

hastalik tipi ve evresini bildigimiz hastalar1 ise Grup B (n=63) olarak simflandirdik. Hasta

grubunun klinik 6zellikleri Tablo 18’de, test sonuglari ise Tablo 19°de belirtilmistir. Kirk ti¢

erkek ve 37 kadindan olusan ¢aligma grubunda yag ortalamasi 57,38+11 (24-79) bulunmustur

(Tablo 10).

Tablo 10. Hastalarin demografik verileri

Yas 57,38 (24-79)
Hastalik Tipi IgGK 17
IgG L 10,
IgAK S
IgAL i
Hafif K 12
Zincir
I, 1
IgDK 1
IgD L 2]
SE* 4
Tam sirasi evre |I A 4
11 A 21
B 4
111 A 20
B 13
MGUS 1
Tani sirasi B2M 5508,9
LDH 3107

*SE: Sekrete etmeyen

Seksen hastadan alinan ¢evre kani érneklerinden DNA’lar1 izole edilip, sitokin

gen genotiplerini saptamak amaciyla PZR teknigi kullanilmistir. Ug hasta 6rnegine ait PZR

{iriin  goriintiileri sekil 12°de gosterilmistir. Bu testin sonucunda en sik goriilen alleller;

hastalarin 49°unda (%61,3) IL-1a CC, 30’unda (%37,5) IL-1p CT-CC, 35’inde (%43,8) IL-1R
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CC, 43%iinde (%53,8) IL-IRA TT, 53’iinde (%66,3) IL-4Ro AA, 44’iinde (%55) IL-12 AA,
39°unda (%48,8) IFN-y AT, 24"inde (%30) TGF-B TG-CG, 39’unda (%48,8) TNF-a. GG-GG,
23"inde (%28,8) IL-2 GG-TG, 38’inde (%47,5) IL-4 TCC-TCC, 43*linde (%53,8) IL-6 GG-
GG ve 22’sinde (%27,5) IL-10 GCC-ACC olarak saptanmustir (Tablo 11).

Tablo 11. Hasta grubunda goriilen en sik alleller

Sitokin |Genotip Hasta %o
sayist | sikhk
n=80

IL-1a |CC 49 61.3

IL-1p  |CT/CC 30 37.5

IL-1IR |CC 35 43.8

IL-1RA [TT 43 53.8

IL-4Ra |AA 53 66.3

IL-12  |AA 44 55

IFN-y |AT 39 48.8

TGF-p |TG/CG 24 30

TNF-o |GG/GG 39 48.8

IL-2 GG/TG 23 28.8

1L-4 IEC/TCE 38 47.5

1L-6 GG/GG 43 53.8

IL-10  |GCC/ACC 22 275

Calisma grubu ile kontrol grubu istatistiksel olarak karsilastirildiginda IL-4Row GA, IFN-y
AT, TGF-p CG-CC, TNF-a. AG-AA ve IL-4 GCC-TCC genotipleri anlamli olarak hastalarda
yiiksek bulunurken IL-4Ro GG, IFN-y TT, TGF-B TG-CC ve TNF-o. GG-GG genotipleri ise
anlamli olarak diigiik bulunmustur (“Fisher” kesin olasilik testi , p<0.05) (Tablo 20).

Grup A’daki hastalarm 3 tanesinin BM diizeyleri 5000 ng/ml’nin tzerindedir. Bu
hastalarin her bir sitokin genotipleri ile M diizeyleri kargilastinldiginda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski kurulamamustir.

Grup A’daki hastalarin 1 tanesinin LDH diizeyleri 950 U/ml’nin iizerindedir. Bu
hastalarin her bir sitokin genotipleri ile LDH diizeyleri kargilastinldiginda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski kurulamamistir.

Grup B’deki hastalarin 4’1 (%6) evre I'de, 25°1 (%40) evre II’de, 3371 (%52) evre III’de
ve l’i (%2) ise MGUS’dadir (Sekil 13). Bu gruptaki hastalarm evreleri ve genotipleri
kargilagtirldiginda evre 1 hastalarda TGF-B TG-TG ve evre II hastalarda 1L-10 GCC-GCC
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anlamh olarak yiiksek bulunurken, evre Il hastalarda I1L-6 GG-GG ve evre Il hastalarda 1L-6

CG-GG anlamh olarak diisiik bulunmustur (“Fisher™ kesin olasilik testi . p<0.05) (Tablo 12)

Evre Il

Evre Il 52

%40

Evre |
%6

MGUS
%2

Sekil 13. Hastalarin evrelere gore dagilhimi (Grup B icin)

Tablo 12. Evrelere gire anlamh sitokin genotipleri (Grup B icin)

Evre | Sitokin | Genotip p degeri OR CI
1 TGF-B TG/TG* 0.0008 54.529 | 2.685-1107.6
11 1L.-6 GG/GG* 0.03 0.3069 | 0.1060-0.8884

IL-10 | GCC/GCC* 0.04 4.537 1.046-19.683
111 IL-6 CG/GG* 0.04 0.1250 |0.01409-1.109

* Hastalarda yiiksek
* Hastalarda diisiik

Grup B’deki hastalarin 17°si (%26.9) IgG kappa, 10°u (%15.8) IgG lambda, 5°i
(%7.9) 1gA kappa, 1171 (%17.5) IgA lambda, 1" (%1.6) 1gD kappa, 2’si (%3.2) IgD
lambda. 12°si (%19.1) kappa hafif zincir, 1"i (%1.6) lambda hatif zincir ve 4°li (%6.4) ise
sekrete etmeyen hastalik tipine sahiptir (Sekil 14). Bu gruptaki hastalarin hastalik tipleri
ve genotipleri kargilastirildiginda 1gG kappa tipi hastalarda IL-1a CC, IL-4Ra AA ve IL-
10 ATA/ACC anlamh olarak yiiksek bulunurken IL-4Ra GA anlamli olarak dusiik
bulunmustur. IgG lambda tipi hastalarda I1L-2 TG/TT ve IL-10 GCC/GCC anlamh olarak
yiiksek bulunmustur. IgA lambda tipi hastalarda IL.-1ae TC ve TGF- TG/CC anlamh
olarak yiiksek olarak bulunurken IL-low CC ise anlaml olarak diisiik bulunmustur. IgD
kappa tipi hastalarda IL-13 TT/CC anlamli olarak diisiik bulunmustur. gD lambda tipi
hastalarda 1L-4 TCC/TTT anlamh olarak yiiksek bulunmustur. Kappa hafif zincir tipi
hastalarda TGF-B TG/CG anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Sekrete etmeyen tipteki

hastalarda TNF-oc AG/AA anlamli olarak yiiksek bulunmustur (“Fisher™ kesin olasilik
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testi , p<0.05) (Tablo 13). IgA kappa ve lambda hafif zincir tipi hastalarda her bir sitokin

genotipi kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir iliski kurulamamistir.

[ Hastalik tipi

20 e il
15
10
5
0
IgGK IgAK IgDK K NS
hafif
zincir

Sekil 14. Hastalarin hastalik tipine gore dagilinn (Grup B igin)

Tablo 13. Hastalik tipine gore anlaml sitokin genotipleri (Grup B i¢in)

Hastahlk  [Sitokin |Genotip p degeri OR CI
Tipi
IgG K IL-la_|CC* 0.04 14278 |1.082-16.918
IL-4Ro. |AA* 0.006 11.259 |1.373-92.344
GA* 0.02 0.1066 [0.01296-0.8773
1L-10 ATA/ACC* 0.0002 19.556 [3.545-107.88
IgG L 1L-2 MG/ATT* 0.02 6.400 [1.338-30.618
1L-10 GEC/GECH 0.04 5222 |1.137-23.982
IgA L IL-la |CC* 0.004 0.0987 [0.01912-0.5101
e 0.03 4317  [1.100-16.945
TGF-B  |[TG/CC* 0.03 9.375 [1.348-65.179
Igh K O R W (el <0.0001 0.1545 ]0.06083-0.3926
IgDh L 1L-4 TCC/TTT* 0.02 31.471 |1.387-714.26
Khafif Z. |TGF- [TG/CG* 0.03 4.550  |1.218-16.995
NS TNF-o.  |AG/AA* 0.04 10.615 |1.016-110.86

* Hastalarda yiiksek
* Hastalarda diisiik

Grup B’deki hastalarin 277si (%42.9) 1gG. 167s1 (%25.4) IgA ve 370 (%4.8) IgD alt tipine
sahiptir (Sekil 15). 1gG alt tipine sahip hastalarda TGF-B CG/CG ve 1L-10 ATA/ACC anlamli
olarak yiiksek bulunmustur. IgA alt tipine sahip hastalarda IL-la. TT ve IL-10 ATA/ATA

anlamli olarak yiiksek bulunurken IL-1e CC anlamli olarak diisiik bulunmustur (“Fisher™ kesin
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olasilik testi ,

p<0.05) (Tablo 14). IgD alt tipine sahip hastalarda her bir sitokin genotipleri

karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli bir iligki kurulamamustir.

IgG

IgA

IgD

Sekil 15. Hastalarin Ig alt tiplerine gore dagilimi (Grup B i¢in)

Tablo 14. Ig alt tiplerine gore anlamh sitokin genotipleri (Grup B icin)

Ig alt tipi |Sitokin  |Genotip p degeri OR Cl
IgA IL-To [@ey 0.008 0.1928 [0.05645-0.6587
T 0.014 24.630 |1.196-507.21
IL-10 ATA/ATA* |0.04 10.615 [1.016-110.86
IgG TGF-B CG/CG* 0.03 5.950 |1.124-31.485
1L-10 ATA/ACC* |0.01 7.158 [1.377-37.214

* Hastalarda yiiksek
* Hastalarda diisiik

Grup B’deki hastalarin 35%inde (%55.6) kappa hafif zincir ve 24 tinde (%38.1) ise

lambda hafif zincir bulunmustur (Sekil 16). Kappa hafif zincire sahip hastalarda 1L-1c

CC ve IL-4 TCC/TCC anlamli olarak ytiksek bulunurken IL-law TC, IL-IR CC, IL-2

TG/TT ve I1.-4 TCC/TTT ise anlamh olarak diisiik bulunmustur. Lambda hafif zincire
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HEKappa HLambda

Sckil 16. Hastalarm hafif zincir tipine gore dagihmi (Grup B i¢in)

sahip hastalarda 1L-1a. TC, IL-4Ra. GA, IL-2 TG/TT ve IL-4 TCC/TTT anlamlr olarak
yiiksek bulunurken 1L-loe CC ve IL-4Ro AA ise anlamli olarak diistik bulunmustur

(“Fisher” kesin olasilik testi , p<0.05) (Tablo 15).

Tablo 15. Hafif zincir tipine gire anlaml sitokin genotipleri (Grup B i¢in)

Hafif Sitokin Genotip p degeri |OR CI
Zincir
Kappa 1L-la CC* 0.01 3.852 1.327-11.180
[fC* 0.03 0.2963 0.1004-0.8747
IL-1R cer 0.03 0.3000 0.1038-0.8672
1L-2 G/ TTE 0.007 0.07353  ]0.008552-0.6322
1L-4 TCC/TCC* |0.04 3.333 1.156-9.609
TCC/TTT* ]0.003 0.06209  10.007295-0.5285
Lambda |-l leley 0.007 0.2069 0.06918-0.6188
e 0.01 3.939 1.317-11.782
IL-4Rat AA* 0.02 0.2581 0.08456-0.7876
GA* 0.02 3.808 1.229-12.172
1L-2 TG/ T* 0.01 19.000 2.191-164.73
1L-4 TCC/TTT* 0.004 9.250 1.764-48.511

* Hastalarda yiiksek
* Hastalarda diisiik

Gen igerisinde birden fazla pozisyonda polimorfik alan igeren sitokinlerin (IL-10, IL-
1B, IL-2. IL-4. IL-6, TGF-B ve TNF-a) her pozisyonu hasta ve kontrol gruplari arasinda ayri
ayri degerlendirildiginde, 1L-10, IL-1p, IL-2 ve IL-6 sitokin genlerinde anlamli bir fark

saptanamanustir. [L-4 geninin —1098 pozisyonunda GT. -590 ve 33 pozisyonlarinda CC
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genotipleri hasta grubunda anlamli olarak yiiksek saptanirken, —1098 pozisyonunda TT, -590

ve —33 pozisyonlarinda CT genotipleri kontrol grubunda yiiksek saptanmistir. TGF-[3 geninin

kodon 10 ve 25 pozisyonlar incelendiginde kodon 10 pozisyonundaki CC genotipi hasta

grubunda, kodon 25 pozisyonundaki GG genotipi de kontrol grubunda anlamli olarak yiiksek

bulunmustur. Ayni sckilde TNF-o geninin —308 ve ~238 pozisyonlari incelendiginde ise ~308

AA ve —238 GA genotipleri hasta grubunda, -308 GG ve -238 GG genotipleri de kontrol

grubunda anlamli olarak yiiksek gozlenmistir.

Tablo 16. Birden fazla polimorfik bilge iceren sitokinlerde anlamli genotipler

Sitokin _Genotip P OR Cl )
1L-4
-1098 T/G TT* 0.02 0.4397 0.2093-0.9236
— GT* 0.01 2.462 1.134-5.347
-590 T/C @r* 0.009 0.3818 0.1792-0.8134
ce* 0.005 2421 1.299-5.701
-33T/C (€0 0.037 2.059 0.9967-4.253
€1 0.036 0.4716 0.2225-0.9995
TGF-B1 -
Codon 10 C/T GeE 0.001 3.000 1.458-6.171
Codon 25 G/C GG* 0.034 0.4796 .2310-0.9960
TNF-o _
-308 G/A GG* 0.006 0.3750 0.1794-0.7837
AA* 0.006 3556 1.337-9.456
|  -238G/A GG* 0.001 0.3842 0.1774-0.8235
GA* 0.004 3.057 1.354-6.901

* Hastalarda yiiksek
* Hastalarda diisiik
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Tablo 18. Hastalarin klinik 6zellikleri

Sira| Cins| Yas | LDH | B2M |Evre Tipi Sira| Cins | Yasg | LDH | B2M | Evre Tipi
2 E 52 e i oo Y 59 K 57 | 122 | 1250 |MGUS| 1gG K
2 E 54 74 | 15050 | lllb | IgGK 60 E 62 | 207 | 13430 | lllb | IgDL
4 E 50 186 | 2279 | lla IgG K 61 E 65 | 264 | 2470 | llla | IgGK
5 E 66 | 284 | 13653 | lllb | 1gG K 62 K 71 331 | 5400 | llla [K hafif z.
6 K 57 | 258 | 4387 | lla | IgAL 63 E 49 | 258 | 2680 Il a IgA L
T K 64 148 | 2915 | lla IgA K 64 E 45 157 | 3730 | lia | lgGK
8 K 60 266 | 4046 | lib IgA K 65 E 63 | 225 996 la IgG L
9 E 24 = = - = 66 K 70 | 224 | 2484 Il a IgA L
10 K 77 Py e Py P 57 E 78 = = s o
11 K 70 | 246 | 24350 | b | IgAL 68 E 58 | 291 | 6790 Il b | K hafif z.
13 K 87 Eee MY it g 69 E 72 | 272 | 1740 | llla | IgGK
14 K 54 il i e s 70 E e7 I 281 [P Mla | "ge K
15 K 66 s e [ W 71 K 64 | 315 | 4920 b NS
16 K 59 | 275 | 3108 | la IgG L 72 K 63 | 273 | 3520 | lllb | IgAL
17 E 34 e iia s s 73 E 73 | 402 | 6000 | llla NS
19 K 68 | 360 | *~**| lla | IgGL 74 K 60 | 265 | 1970 | llla NS
20 E 44 il = i e 75 K 53 | 392 | 3110 Il a IgG L
22 E 67 331 | 2230 | llla |K hafif z. 76 E 44 149 | 4190 Ila IgG L
23 K 46 e i iy el 7T K 44 166 | e lla IgA K
24 E 45 | 421 | 8800 | b | IgGK 78 E 40 | 325 | 1040 | llla NS
25 K 40 |EAaN | v oAl 79 K 57 | 352 | 21600 | Il b |K hafif z.
o6 E 78 | 301 il 30 K 56 = P P o
21 B 72 562 | 23690 | lllb | IgAK 81 E 64 | 116 | 1787 | llla | 1gG L
28 E 59 P ey o Py a2 E 5 o P or IgA L
29 E 72 | 659 | 7770 | lib | IgDK 83 E 33 | 372 | 2560 la 1gG K
30 K 48 | 222 | 10290 | Il b [K hafif z. 84 = 43 i it s .
31 E 53 | 238 | 3800 | Ilib [K hafif z. 85 E 50 | SidiEailia IgA L
32 K 57 |E2o7iEe LJalliigeiK 86 K 5l 438 | 1180 | llla [K hafif z.
33 K 54 | 348 | 1830 [ Illa [L hafif z.

34 K 73 | 766 | 3813 | lla | IgGK
35 K 50 | 250 | 2190 | lla |K hafif z.
36 K 45 | 270 | 2450 | llla | IgGL
3T K 50 128 828 lla | IgGL
38 E 48 | 280 | 2496 | lla | IgAK
39 E 55 129 | »* | Jla | IgAL
40 K 47 | 293 | 1517 | llla | IgGK
41 E 62 | 486 [ | illa JK hafiiz,
YY) E 64 Py Py T e
44 E 55 | 309 | 6724 | Ilb |Khafif z.
45 E 68 193 | 2648 | lla | IgGK
46 K 82 | 205 |} 1800 | la IgG L
47 E 60 339 | 4800 | llib | IgGL
48 E 53 | 295 |, ™| Na {Kheflz
49 E 44 | 1639 | 15300 | Illb | IgDL
50 K 52 | 433 | ===l a |Khafif z.
52 E 79 | 270 | 1750 | lla | IgG K
53 K 72 Py P P =
54 E 55 101 | 3694 | lla | IgAL
55 K 55 5] I e Ll a i dgAIlL
56 K 54 — e = o

57 E 58 358 | 8520 | llla | IgGK
58 K 72 | 296 | 3841 | lla | IgGK
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Tablo 20. Hasta ve kontrol grubunun karsilagtirmasi

IL-1a H (n=80) K (n=70) p degeri IL-4 H (n=80) K (n=70) p degeri
TT 5 75 5 65 1 TTT/TTT 0 80 2 68 0,216
TC 26 54 24 46 0,863 TCC/ITTT 1" 69 18 52 0,096
CcC 49 31 41 29 0,741 TCC/TTC 1 78 0 70 1
IL-1b TCC/TCC 38 42 36 34 0,743
TT/TC 0 80 3 67 0,099 GCC/TCC* 22 58 5 65 0,001
TT/ICC 12 68 9 61 0,851 GCC/GCC 2 78 2 68 1
CT/TC 9 71 it 63 1 GCC/TTT 2 78 5 65 0,252
CT/CC 30 50 25 45 0,866 TCC/TCT 1 79 0 70 1
CCT 2 78 4 66 0,418 TCC/GCT d 79 0 70 1
CC/TC 13 67 13 57 0,829 TTT/IGTT 1 79 0 70 1
CC/ICC 14 66 7 63 0,24 GCT/TCT 1 79 0 70 i
CT/TT 0 80 2 68 0,216 TCCIGTC 0 80 1 69 0.466
IL-1R GCC/TTC 0 80 1 69 0,466
18 13 67 1 59 1 IL-6

CT 32 48 32 38 0,511 GGIGG 43 37 41 29 0,621
CcC 35 45 27 43 0,618 GAIGG 1 79 0 70 1
IL-1RA CGIGG 9 71 2 68 0,062
TT 48 32 39 31 0,622 CAIGG 21 59 18 52 1
cC 3 77 3 67 1 CGICG 0 80 1 69 0,466
TC 29 51 28 42 0,736 CAICG 1 79 1 69 1
IL-4RA CA/CA 5 75 7 63 0,548
GG* 2 78 24 46 0,0001 IL-10

GA* 25 55 4 66 0,0001 GCC/GCC 13 67 11 59 1
AA 53 744 42 28 0,497 GCC/ACC 22 58 15 55 0,449
IL-12 ATA/GCC 18 62 11 59 0,309
CcC 5 75 6 64 0,755 ATA/ATA 6 74 6 64 1
CA 31 49 31 39 0,51 ATA/ACC 13 67 18 52 0,163
AA 44 36 88 a7 0,413 ACC/ACC 8 72 g 61 0,614
IFN-g

! i 21 59 30 40 0,038 * hastalarda yiiksek

AA 20 60 19 51 0,852 * hastalarda diisik

AT 39 41 21 49 0,02

TGF-b1

TGITG 15 65 21 49 0,127

TGICG 24 56 22 48 0,861

TG/CC* 5 75 12 58 0,041

CGICG 12 68 12 58 0,824

cG/cc 22 58 3 67 0,0001

CcC/CC 2| 78 0 70 0,498

TNF-a

GG/GG* 39 41 48 22 0,02

GAIGG 9 il 8 62 4

GAIAA 1 79 0 70 1

AG/GG 10 70 8 62 1

AGIAG 3 L4 2 68 1

AG/AA* 17 63 2 68 0,0009

GG/AA 1 79 0 70 1

AA/AA 0 80 2 68 0,216

IL-2

TT/TT 2 78 4 66 0,418

TGITG 12 68 5 65 0,196

GG/TT 12 68 5 65 0,196

GGITG 23 57 27 43 0,227

TG/TT 15 65 12 58 0,834

GGIGG 15 65 17 53 0,431

TT/GT 1 79 0 70 4
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5. TARTISMA

Multiple myeloma; kemik iligi infiltrasyonu, litik kemik lezyonlari ve serum ve/veya
idrarda monoklonal proteinlerin goriilmesi ile karakterize B hiicre serisinin, erken
onciilerinden kaynaklanan, plazma hiicre malignitesi olarak tanimlanmaktadir (98).

Bu tez ¢alismasinda, multiple myeloma tanisi konulmug 80 hastada, PZR yontemi ile 13
farkli sitokin genotipi igeren kit kullanilarak, sitokin gen polimorfizminin saptanmasi
amaglanmigtir.

Bataille ve arkadaslari, monoklonal gamopatinin, multiple myelomanin kaniti olmaksizin,
monoklonal IgA veya IgG’nin serumda sunulmasi ile gorilldiigiinti bildirmislerdir. Bu durum
Onemi bilinmeyen monoklonal gamopati (MGUS- Monoclonal gammopathy of undetermined
significance) olarak adlandirilir. Bu hastalarin %16’simdan fazlasinda, bir siire sonra, multiple
myeloma gelismektedir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, MGUS ve multiple myeloma arasinda
baglantilar oldugunu goéstermektedir. Nitekim MGUS ve multiple myelomanin ayni aile
i¢inde goriildiigiini bildiren yaymlar mevcuttur. Bu durum genetik faktérlere dayandiriimigtar.
Bu iki durum arasindaki gii¢lii bagin, bir onkogenin MGUS’a neden olmasi ve onun da
multiple myelomaya rehberlik etmesi olarak agiklanmaktadir (9).

Cesitli  sitokinlerin MM hiicrelerinin  sa§ kaliminda, proliferasyonunda ve
farklilagmasinda etkili oldugu bilinmektedir (21,74,98,124). Ayrica Pearse ve arkadaglarma
ait bir ¢alismada, MM hiicreleri tarafindan tiretilen sitokinlerden IL-1B, IL-6, IL-11, TNF-q,
ve lenfotoksin-o’nin osteoklastojenezi uyarabildigi gosterilmistir. Ancak MM li hastalarda bu
sitokinlerin yapimmi degigkendir. Yine aym c¢alismada, MM’de TNF iligkili aktivasyonla
uyarilan sitokin (TNF related activation induced cytokine-TRANCE) ve onun inhibit6rii olan
osteoprotegerin (OPG) arasindaki dengenin bozuldugu gosterilmigtir. TRANCE inhibisyonu
ile MM ilerlemesi ve MM’ye bagli kemik hasarinin 6nlenebildigi de g&sterilmigtir (117)

MM hiicresi ile kemik iligi stroma hiicreleri arasinda da iligki vardir. Stroma
hiicrelerinden baz1 sitokinlerin salinimu artar. IL-1B, TGF-B ve TNF-a. s6z konusu sitokinler
olup IL-6’nin kemik iliginde bulunan habis plazma hiicrelerinin biiytimesi ve sag kaliminda
6nemli rol oynadig bildirilmektedir (9,21).

Bu tez caligmasinda, yukarida s6zli edilen sitokinlerden TGF-B’run hasta ve kontrol
grubunda polimorﬁzmi kargilagtirildiginda, hasta grubunda TGF-B CG/CC haplotipi yiiksek
bulunurken, kontrol grubunda ise TGF-B TG/CC haplotipi yilksek bulunmugtur. TGF-B
polimorfizmi ve hastalik evresi karsilagtirildiginda ise TGF-B TG/TG haplotipi sadece evre I
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hastalarda yiiksek bulunmugstur. IgA lambda tipine sahip hastalarda TGF-B TG/CC haplootipi,
kappa hafif zincir tipine sahip hastalarda TGF-$ TG/CG haplotipi, IgG alt tipine sahip
hastalarda ise TGF- CG/CG yiiksek bulunmustur. TGF-f geninin polimorfik bolgeleri hasta
ve kontrol grubunda tek tek incelendiginde ise kodon 10 bdlgesinde CC genotipi hasta
grubunda, kodon 25 bolgesinde GG genotipi de kontrol grubunda yliksek bulunmugtur.

IL-1B geninin exon 5’inde C (alel 2) ile T (alel 1) yer degisim polimorfizmi Pociot ve
arkadaglar tarafindan bildirilmigtir. Aym caligmada, alel 2’nin yitksek IL-1f {iretimi ile
iligkili oldugu gosterilmigtir (120).

Bu ¢alismada, hasta ve kontrol gruplari arasinda sitokin genotip dagilimlar1 agisindan
anlamli bir fark saptanamamustir. Ancak hastalik tipi ve IL-1B polimorfizmi arasmdaki
iliskiye bakildiginda IgD kappa tipine sahip hastalarda IL-1B TT/CC haplotipinin diigik
oldugu saptanmusgtir.

Wilson ve arkadaglari, TNF-a geninin promoter b6lgesinde —308 pozisyonunda “bi-alelik
polimorfik” alan igerdigini bildirmislerdir (162). Bir bagka aragtirmaci grubu ise, aym
pozisyonda Adenin yerine Guanin’in goriilmesinin saglikli bireylerde yiiksek TNF-o tiretimi
ile iligkili oldugunu agiklamstir (90).

Bu tez c¢aligmasinda, hasta ve kontrol grubundaki TNF-o polimorfizmleri
karsilagtirildiginda, hastalarda TNF-o. AG/AA haplotipi yliksek bulunurken, kontrol grubunda
TNF-o. GG/GG haplotipi yiiksek gozlenmistir. TNF-a polimorfizmleri ve hastalik tipleri
kargilagtirildiginda, sekrete etmeyen tip MM’li hastalarda TNF-o. AG/AA haplotipi yiksek
gbzlenmistir. TNF-o geninin -~-308 ve 238 pozisyonlarindaki polimorfizm
degerlendirildiginde 308 AA ve —238 GA genotipleri hasta grubunda, her iki pozisyondaki
GG genotipleri kontrol grubunda yiliksek gozlenmistir.

Olomolaiye ve arkadaglari, IL-6 geninin promoter bélgesinde —174 pozisyonunda bir tek
baz degisikligi olan G/C polimorfizmini tespit etmislerdir (113). Arastirmacilar, bu lokusda C
alel varligimn saglikli bireylerde diigik plazma IL-6 seviyesi ile birlikte oldugunu
bildirmislerdir. Fonksiyonel c¢aligmalar, —174 pozisyonundaki polimorfizmin IL-6 gen
ekspresyon oramini degistirdigini gostermistir (44). Rein ve arkadaglari, —174 C aleline sahip
kisilerde -174 G aleline sahip kisilere gbre IL-6 ekspresyonunun daha az oldugunu
bulmuslardir. Ayn1 pozisyonda G>C baz degisikliginin ise NF-1 transkripsiyon faktdrii icin
baglanma alam yarattifini gostermislerdir (125). IL-6 geninin promoter bolgesindeki —373
pozisybnunda da polimorfizm saptanmistir (44). Ayrica yine IL-6 geninde -597 G2A
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polimorfizmi ile —174 pozisyonundaki genotipler arasinda gticlii alelik birliktelik gosterdigi
de bulunmusgtur (19).

Bu ¢alismada, IL-6 genotiplerinin dagilimi, literatiir ile uyumlu olarak, hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda farkli bulunmamugtir. IL-6 polimorfizmi ile hastalik evresi arasindaki
iliskiye bakildiginda, IL-6 GG/GG haplotipi evre II ve IL-6 CG/GG haplotipi ise evre III
hastalarda diigiik bulunmustur.

Insanlarda 1. kromozomda 1q31 ve 1q32 arasinda bulunan IL-10 geni, promoter
bolgesinin transkripsiyon baglama alam iizerinde 5 kb’lik bolgede —592 (C> A), -819 (C>T)
ve —1082 (G>A) pozisyonlarinda ii¢ adet tek niikleotid polimorfizmi tammlanmistir
(39,75,80,150). IL-10 {iretimi, -1082 pozisyonundaki Guanin’in Adenin’e doniistiigli bi-alelik
polimorfizmie iligkilidir. Nitekim G aleline sahip kisilerde yiliksek IL-10 iiretimine rastlanir
(150). Yiksek IL-10 tiretimine yol agan polimorfizmler, malign olmayan B hiicre iligkili
otoimmun hastaliklarda daha ¢nceden belirlenmigtir (40,61). Bir diger calismada, ATA
genotipinin aktivitesinin GCC genotipinden daha zayif oldugu ve IL-10’u en az iireten
haplotipin ATA/ATA haplotipi oldugu belirtihm'gtir (28). Bu tez ¢aligmasinda, IL-10 genotip
dagilimi, literatiir ile uyumlu olarak, hasta ve kontrol grubu arasinda farkli degildir. IL-10
polimorfizmi ve hastalik evresi arasindaki iliskiye bakildiginda, IL-10 GCC/GCC haplotipi
evre Il hastalarda yiiksek saptanmigtir. Hastalik tipi ile karsilastinldiginda ise IgG kappa
tipine sahip hastalarda ATA/ACC, IgG lambda tipine sahip hastalarda ise GCC/GCC
haplotipi yiikksek gozlenmistir. Ig alt tipleri ile IL-10 polimorfizmleri kargilastirildiginda, IgG
tipine sahip hastalarda ATA/ACC, IgA tipine sahip hastalarda ise ATA/ATA haplotipi yiiksek
bulunmustur.

Bu tez ¢aligmasinda, hasta ve kontrol grubu arasinda IL-2 polimorfizmi agisindan anlaml
bir fark bulunmamasma ragmen iki grup arasinda hastalik tipi ile IL-2 genotipleri
karsilastirldiginda IgG lambda tipi hastalarda TG/TT haplotipi yitkksek bulunmustur. IL-2
polimorfizmleri Ig hafif zincir tipleri ile karsilastinidifinda ise kappa hafif zincire sahip
hastalarda TG/TT haplotipi diigiik bulunurken lambda hafif zincire sahip hastalarda ise TG/TT
haplotipi yliksek saptanmugtir.

Ileri yas, genetik ve gevresel faktdrier MM etiyolojisi {izerine etkilidir. Chengyun Zheng,
IL-10 ve CTLA~4 mikrosetellit lokuslarinin MM ve MGUS ile uyumlu oldugunu gostermistir.
Hasta ve kontrol gruplart TL-10 ve CTLA-4 polimorfizmleri agisindan karsilagtirildiginda,
MM’de, IL-10 G alelinin anlamhi olarak ytiksek ve CTLA-4’tin ise anlamli olarak diisiik
oldugu bulunmustur. IL-10 G aleli, arﬁms IL-10 tretimi ile birlikte oldugu bildirilmigtir. IL-6,
TNF-a ve IL-1p MM’nin patogenezi ile ilgili olabilecegi ileri stirlilmiistiir, Ancak sonug
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olarak ¢aligmada, MM ve MGUS gelisiminde bu genlerin rolii olmadig: sonucuna varilmigtir
(25).

IL-6 ve IL-10’un MM hiicreleri ile etkilesimi iyi tanimlanmigtir. IL-6, hem otokrin
mekanizma yani myeloma hiicreleri tarafindan firetilip hem de parakrin mekanizma ile yani
kemik iligi stroma hiicreleri tarafindan {tiretilerek plazma hiicrelerini etkilemektedir. MM
hastalarinda her iki sitokinin serum diizeylerinin yliksek oldugu gosterilmigtir (98). Mazur ve
arkadaglari, 54 MM’li hastada IL-6 ve IL-10’un PZR ile genotiplemesini yapmis ve IL-6
genotip dagiliminin hasta ve kontrol gruplart arasinda farkli olmadigim bildirilmiglerdir.
Bununla birlikte, alelik siklik agisindan bakildiginda hastalarda IL-6 C alelini tagiyanlarin IL-
6 GG alelini tagiyanlardan daha fazla oldugu belirlenmigtir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
IL-6 C alel siklig1 hastalarda daha fazla bulunmustur. Bu ¢aligmada ayrica kappa hafif zincir
tipine sahip olan hastalarda IL-6 genotipinde kontrol grubu ile bir farklilik belirlenememis
ancak lambda hafif zincir tipine sahip olan hastalarda IL-6 C alelinin kontrol grubuna gore
daba sik oldugu bildirilmigtir. IL-6 CC genotipinin lambda tipine sahip hastalarda, kappa
tipine sahip hastalara gore daha sik olduu, IgG alt tipine sahip hastalarda IL-6 CC
homozigotlugunun kontrole gére daha fazla oldugu gozlenmistir. Evre III hastalarda, IL-6 C
alelinin daha sik oldugu ve IL-6 agisindan heterozigot olan hastalarin 36 ay icinde 6ldiigi,
buna karsin CC homozigotlarm ise daha uzun siireler yasadiklan bildirilmistir. IL-10 alelleri
ve MM’nin gelisimi arasinda bir iligki olmadig: bildirilmektedir. IL.-10 ACC genotipi hasta
grubunda kontrol grubuna gére daha yliksek bulunmustur. IL-10 ACC genotipi, kappa hafif
zincir tagtyanlarda ve evre III hastalarda kontrole gére daha yiiksek gozlenmistir, Ig alt tipleri
ile IL-10 genotipi arasinda ise bir iligki bulunamamustir (98).

Yaklagtk 10.2 kb uzunlupunda, 7 ekson ile 6 intron igeren IL-la geninin promoter
bolgesi TATA elemanlarindan fakirdir (TTACAAA) (45). IL-1A geni polimorfiktir ve bu
polimorfizmlerden biri promoter bolgesinin 5° ucundaki -889 pozisyonundaki C->T
degisimidir (100). Dominici ve arkadaglari, —889 TT genotipinin [L-1a, ekspresyonun —889
CC genotipinden daha yiiksek oldugunu gﬁstermislerdir. Yine aym ¢aligmada, TT genotipi
tastyanlarda IL-1a mRNA ve protein diizeylerinin yiiksek oldugu gdsterilmistir (35). Bu
caligmada da, IL-1a polimorfizmi ve hastalik tipi iligkisine bakildiginda, IgG kappa tipine
sahip hastalarda IL-1a. CC ve IgA lambda tipi hastalarda IL-lo. TC genotipi yiiksek
bulunurken, IgA lambda tipine sahip hastalarda IL-1a CC genotipi diisiik bulunmusgtur. Ig alt
tipleri IL-1a polimorfizmi ile kargilagtirildiginda ise IgA tipine sahip hastalarda IL-1a TT
genotipi yliksek bulunurken IL-1a CC genotipi ise tersine diisiik bulunmusgtur. Ig hafif zincir
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tipleri ile karsilagtirildiginda ise kappa hafif zincir tagiyan hastalarda IL-1a CC genotipi
yiiksek, IL-1a TC genotipi diistik bulunurken, lambda hafif zincir tagiyan hastalarda IL-1a
TC genotipi yiiksek, IL-1a. CC genotipi ise diigik gdzlenmigtir.

IL-1RA’nin IL-1 reseptériine baglanarak, IL-1’in biyolojik etkilerini inhibe ettigi ve
plazma IL-1RA diizeyinin, genin intron 2 bolgesinde 86 b¢’lik tekrarlar sonucu olugan
polimorfizm ile uyumlu bulundugu gosterilmistir (34,63). Bu tez caligmasinda da, IL-1RA
polimorfizmi ve hafif zincir tipi kargilagtirildiginda, kappa hafif zincirine sahip hastalarda I~
1R CC genotipi diisiik bulunmustur.

Bu ¢aligmada, hasta ve kontrol grubunun IL-4 genotip dagilimlar karsilagtirildiginda,
hastalarda IL-4 GCC/TCC genotipi yiikksek bulunmustur. IL-4 polimorfizmleri ve hastalik
tipleri kargilastirildiginda IgD lambda tipine sahip hastalarda IL-4 TCC/TTT genotipi yiiksek
bulunmugtur. Ig hafif zincir tipleri ile kargilagtinldiginda ise kappa hafif zincirine sahip olan
hastalarda IL-4 TCC/TCC genotipi yiiksek, TCC/TTT genotipi ise diigiik bulunurken, lambda
hafif zincirine sahip olan hastalarda ise IL-4 TCC/TTT genotipi yliksek bulunmustur. IL-4
geninin 3 polimorfik bolgesi ayr: ayr incelendiginde —1098 GT, -590 ve —33 CC genotipleri
hasta grubunda, -1098 TT, -590 ve —33 CT genotipleri ise kontrol grubunda yiiksek
bulunmustur.

IL-4Ra genotip dagilimi hasta ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda, hastalarda IL-4Ra
GA genotipi, kontrol grubunda ise GG genotipi yliksek bulunmustur. IL-4Ra polimorfizmleri
ve hastalik tipleri karsilastirildiginda, IgG kappa tipi hastalarda IL-4Ra. AA genotipi yilksek
bulunurken GA genotipi diisiik bulunmustur. Ig hafif zincir tipleri ile karsilagtirildiinda ise
lambda hafif zincire sahip olan hastalarda IL-4Ra GA genotipi yiksek bulunurken AA
genotipi disiik bulunmustur.

IFN-y genotip dagilimi hasta ve kontrol grubunda incelendiginde, hastalarda IFN-y AT
genotipi yiiksek bulunurken kontrol grubunda TT genotipi yiiksek bulunmugtur.

Bu caliymada, genotip dagilimlari, Ig alt tipi ve hastalik tipi ile karsilastirildiginda,
ozellikle IgG kappa ve kappa hafif zincir tipine sahip hastalarda IL-1a CC genotipinin
yiksek, IgA lambda ve lambda hafif zincir tipine sahip hastalarda ise diiglik oldugu
bulunmustur. Benzer sekilde, Ig hafif zincir tiplerine bakildiginda kappa hafif zincire sahip
hastalarda IL-1a TC, IL-2 TG/TT ve IL-4 TCC/TTT diisiik iken lambda hafif zincire sahip
hastalarda ise yiiksek bulunmustur. Hasta ve kontrol grubu kargilastirildiginda, hastalik tipi,
evresi, LDH ve B2M diizeyleri kiyaslandiginda IL-1R ve IL-12 gen polimorfizmleri agisindan

anlamh bir fark bulunamamustir. Bu tez caligmasinda incelenen sitokin, reseptér ve
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antagonistlerinin genotiplerindeki farklilik nedeninin, bireylerin ilgili genlerindeki polimorfik
alanlarla iligkili oldugu gosterilmigtir.
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6. OZET

Multiple myeloma, kemik iliginin plazma hiicrelerince infiltrasyonu ve Ig molekiillerinin
fazla yapimu ile giden, ileri yas B hiicre neoplazisidir. Erkeklerde kadinlara oranla 2 kat daha
sik goriilen MM, hematolojik habis hastaliklarin %10’unu olusturmaktadir. Sitokinler hastaligin
patogenezinde Snemli rol oynamaktadir. Ozellikle IL-6 ve IL-10’un, plazma hiicrelerinin
biiyltime ve farklilasmas: tizerine etkileri bilinmektedir. Polimorfizm, genom lizerinde meydana
gelen ve kalitilan DNA dizi degisiklikleridir. Sitokin genlerinde var olan polimorfizmler,
proteinin plazma diizeyi ve/veya fonksiyonu iizerine etkilidirler. Bu bilgiler 1s13inda, ¢aligmada
hastalifin etyopatogenezine yardime olabilmek i¢in MM tamis1 konmus hastalarda sitokin gen
polimorfizmlerinin aragtirilmasi planlandi.

Caligmaya, 80 MM hastas1 ve 70 saglikli birey dahil edildi. Her iki grubun periferik
kanlarindan tuz ¢Oktlirme yontemi kullamlarak DNA’lar1 izole edildi. PZR y6ntemi ile diziye
Ozgii primerler kullanilarak sitokin gen polimorfizmleri tiplendirildi. Calismada 10 sitokin, 1
sitokin reseptorii ve 2 sitokin resepttr antagonistinin polimorfik bolgelerini igeren kit kullanildi.
Sonuglar “Fisher” kesin olasilik testi ve Pearson ki-kare testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. Hasta ve kontrol gruplar karsilastirnldifinda hastalarda IL-4Ra GA, IFN-y AT,
TGF-B CG/CC, TNF-a AG/AA ve IL-4 GCC/TCC genotipleri kontrollerde ise IL-4Ra GG,
IFN-y TT, TGF-p TG/CC ve TNF-o GG/GG genotipleri anlamli olarak yiiksek bulundu.
Hastalik tipi ve evresi bilinen 63 hastanin genotipleri incelendiginde ise; evre I hastalarda TGF-
B TG/TG, evre II hastalarda IL-10 GCC/GCC genotipi yiiksek iken, evre II hastalarda 1L-6
GG/GG ve evre III hastalarda da IL-6 CG/GG diistik saptandi. IL-1a CC genotipi IgG kappa
tipine sahip hastalarda yiiksek iken IgA tipine sahip hastalarda diisik bulundu. IL-10
ATA/ACC genotipi IgG kappa tipine sahip hastalarda yiliksek iken GCC/GCC genotipi IgG
lambda tipine sahip hastalarda yiiksek gozlendi. IL-4 TCC/TTT ve IL-2 TG/TT genotipleri
lambda hafif zincir tagiyan hastalarda yiiksek iken kappa hafif zincir tagiyan hastalarda diisiik
bulundu. TNF-a AG/AA genotipi sekrete etmeyen tip hastalarda yiiksek bulundu. Birden fazla
polimorfik alan igeren sitokinler hasta ve kontrol gruplarinda tek tek incelendiginde TGF-
geninin kodon 10 bolgesinde CC, TNF-a geninin —308 boélgesinde AA ve —238 bolgesinde GA
ve IL-4 geninin —1098 bolgesinde GT, -590 ve —33 bolgelerinde ise cC genotipleri. anlaml
olarak yiiksek gdzlendi. Buna kgr§1hk, TGF-B geninin kodon 25 bélgesinde GG, TNF-a geninin
-308 ve -238 bolgelerinde GG, IL-4 geninin —1098 bdlgesinde TT, -590 ve —33 bolgelerinde
ise CT genotipleri anlamh olarak ytiksek gozlendi.
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Yukaridaki degerlendirmelerden de anlasilacagi gibi sitokin genleri polimorfik bolgeler
icermektedir ve bunun sonucu olarak da kisilerdeki genotip dagilimi oldukga genistir. On li
sitokin tipi ile genis ¢apta yapilmis ilk ¢aligma 6zelligine sahip olabilecek bu tezde, hastalarin
klinik veri kayitlarmin eksikligi nedeniyle sadece hastalik tipi ve evresi ile sitokin gen
polimorfizmleri kargilastirilabilmistir. Daha ileri ¢aligmalarda tam sirasindaki, sitokin gen
polimorfizmi tespitine ek olarak sitokin gen ekspresyon diizeylerinin &l¢tilmesinin hastaligin
etyopatolojisi altinda yatan mekanizmalarin aydinlatilmasina ve kisiye 6zel tedavi stratejilerinin

tasarlanmasina katkida bulunacak ve hastalifin prognozu hakkinda bilgi verecektir.

Anahtar kelimeler: Multiple myeloma, sitokin, sitokin gen polimorfizmi
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7. SUMMARY

DETERMINATION OF CYTOKINE GENE POLYMORPHISMS IN
PATIENTS WITH MULTIPLE MYELOMA

Multiple myeloma is a B cell neoplasia characterised by the infiltration of bone marrow
with plasma cells and over-production of Ig molecules. MM is two-fold frequent in men than
women and constitutes 10% of the hematological malignancies. Cytokines play a major role on
disease pathogenesis. Among them, particularly I1.-6 and IL-10 are known to have effects on
plasma cell growth and differentiation. Polymorphisms are inherited DNA sequence changes
occuring in the genome. Polymorphisms occuring in cytokine genes are effective on plazma
level and/or function of the protein. The aim of our study was to determine the cytokine gene
polymorphism in patients with multiple myeloma and correlate our results with clinico-
biological findings to help the understanding of the etiopathogenesis.

Eighty patients with MM and 70 healthy individuals were included in the study. DNAs
were extracted by salt precipitation method and cytokine gene polymorphisms were typed by
PCR method using sequence-specific primers designed for the polymorphic regions for 10
different cytokines, one cytokine receptor and 2 cytokine receptor antagonists. Statistical
analyses were performed by using Fisher’s exact test and Pearson x* test. According to
statistical analyses, the significantly frequent genotypes in the patients group were found to be
IL-4Ra. GA, IFN-y AT, TGF-B CG/CC, TNF-a AG/AA, IL-4 GCC/TCC whereas IL-4Ra GG,
IFN-y TT, TGF-B TG/CC and TNF-a GG/GG in the control group. When the cytokine
genotypes of 63 patients, of whom we could obtain the clinical data about their disease types
and stages were evaluated, it was found that the frequencies of TGF- TG/TG in stage I, IL-10
GCC/GCC genotypes in stage II patients were significantly high whereas IL-6 GG/GG in stage
II and IL-6 CG/GG genotypes in stage 111 patients were significantly low. IL-1a CC genotype
frequency was high among patients of IgG kappa type whereas low in patients with IgA type.
The frequency of IL-10 ATA/ACC genotype in patients of IgG kappa type was significantly
high whereas in patients of IgG lambda type, significantly frequent genotype was IL-10
GCC/GCC genotype. It was found that the frequencies of IL-4 TCC/TTT and IL-2 TG/TT
genotypes were high in patients carrying lambda light .chain but low in ones carrying kappa
light cham TNF-a AG/AA genotype Was‘ frequent in patients with non secretory type disease.

When the cytokines that have more than one polymorphic sites were investigated one by one in
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patient and control groups, the frequencies of CC genotype in codon 10 of TGF-B gene, AA
genotype at —308 and GA genotype at —238 position of TNF-a. gene and GT genotype at —1098,
CC genotypes at —590 and —33 positions of IL-4 gene were found to be significantly high in the
patient group. The frequency of GG genotype in codon 25 of TGF-B gene, GG genotypes at —
308 and —238 positions of TNF-o gene and TT genotype at —1098, CT genotypes at ~590 and —
33 positions of IL-4 gene were found to be significantly high in the control group.

As mentioned above, cytokine genes contain polymorphic regions and this leads a variaty
the cytokine genotype distribution . Our study is the first project aimed at exploring the
cytokine gene polymorphisms in totally 13 different cytokines, receptors and receptor
antagonists.

We believe that the measurement of cytokine gene expression levels in addition to
polymorphism typings will not only contribute to a better understanding of the mechanisms
underlying the disease etiopathogenesis and designing individual treatment strategies but also
might provide a helpful tool about the prognosis of the disaese for the clinicians.

Key words: Multiple myeloma, cytokine, cytokine gene polymorphism
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KISALTMALAR

1. MM : Multiple Myeloma

2. Ig :Immunoglobulin

3. IL :Interlokin

4, Rb :Retinoblastoma

5.  GM-CSF: Graniilosit Makrofaj Koloni Stimiile edici Faktor

6. OSM : Oskostatin-M

7. LIF :Losemi Inhibe edici Faktor

8. TNF : Tiimé6r Nekroz Faktor

9.  s(IL-2R): Coziiniir (Solubl) Interldkin 2 Reseptorii

10. PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR)

11. Th : Yardimci T lenfositi

12. mRNA: Haberci RNA

13. MHC : Biiyiikk Doku Uyguniuk Kompleksi (Major Histocompatibility Complex)
14, ASH : Antijen Sunan Hiicre

15. TGF : Transforme Biiyiime Fakt6rii (Transforming Growth Factor)

16. IFN : Interferon

17. MGUS: Onemi Bilinmeyen Monoklonal Gamopati (Monoclonal gammopathy of

undetermined signiﬁcaﬁce)

18. PCA-1: Plazma Hiicre Antijeni-1 (Plasma Cell Antigen-1)

19. ICAM : Hiicre i¢i Adhezyon Molekiilii (Intracellular adhesion molecule)

20. HCAM: Hiyaliironik Hiicre Adhezyon Molekiilii (Hyaluronic cellular adhesion
molecule)

21. HLA : Insan Lokosit Antijeni (Human Leukocyte Antigen)

22, FGF : Fibroblast Biiylime Faktorii (Fibroblast Growth Factor)

23. KLL : Kronik Lenfositik Losemi

24, STAT : Transkripsiyonun Sinyal Iletici ve Aktivatorii (Signal transducer and activator
of transcripsiyon)

25. Jak :Janus Kinaz

26. FGFR: FGF Reseptori

27. Epo : Eritropoetin

28.. GH :Biiyime Hormonu (Growth Factor)

29. LAP : Lenfadenopati
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30. Cdk : Siklin Bagimli Kinaz (Cyclin dependent kinases)
31. CAK : Cdk Aktivasyon Kinaz

32. MAP : Mitojenle Aktive Protein

33. MAPK: MAP Kinaz

34. LFA : Lenfosit Fonksiyon iligkili Antijen (Lymphocyte function associated antigen)

35. VLA-4: Cok Geg Antijen (Very late antigen)-4

36. VCAM:Vaskiiler Adhezyon Molekiilii (Vascular adhesion molecule)

37. SAPK : Stres Aktive Protein Kinaz

38. PYK : Prolinden Zengin Tirozin Kinaz

39. CNTF: Siliar Norotropik Faktor

40. PKC : Protein Kinaz C

41. TIMP : Matriks Metaloproteinaz Doku Inhibit6rii (Tissue inhibitor of matrix
metalloproteinase)

42, PMA : Forbol 12-Miristat 13-Asetat (Phorbol 12-myristate 13-acetate)

43, LDH : Laktat Dehidrogenaz

44, CRP : C Reaktif Protein

45. SCF :Xok Hiicre Faktorii (Stem Cell Factor)

46. M-CSF:Monosit Koloni Stimulasyon Fakt6rii

47. DIC : Yaygm Damar I¢i Pihtilagma (Dissemine Intravascular Coagulation)

48. LPS : Lipopolisakkarit

49. NK :Dogal Oldiirticti (Natural Killer)

50. MIF : Miiller Inhibe Edici Faktor

51. CLMTF: Sitokin Lenfosit Matiirasyon Faktorii

52. NKSF : NK Hiicre Stimiilasyon Faktori

53. CTL : Sitotoksik T Lenfosit

54. G-CSF:Grantilosit Koloni Stimiilasyon Faktorii

55. SNP : Tek Niikleotit Polimorfizmi (Single nucleotide polymorphism)

56. TRANCE: TNF lligkili Aktivasyonla Uyarilan Sitokin (TNF related activation
induced cytokine)

57. OPG : Osteoprotegrin

58. Kb :Kilobaz

59. KDa :Xilo Dalton

60. B¢ :Baz Cifti

61. PB2M : B, mikroglobulin

73



8. KAYNAKLAR

1. Abbas AK. Celluler and molecular immunology. 2™ ED.WB Saunders Company,
pennsylvania 1994; 239-260.

2. Ahmed R, Gray D. Immunological memory and protective immunity: understanding their
relation. Science 1996; 272: 54-60.

3. Akalin E, Murphy B. Gene polymorphisms and transplantation. Curr Opin Immunol 2001;
13: 572

4. Akira S, Taga T, Kishimoto T. IL-6 in biology and medicine. Adv Immunol 1993; 54: 1-
78.

5. Alexanian R, Dimopoulos M. The treatment of multiple myeloma. N Engl J Med 1994;
330: 484-89.

6. Avet-Loiseau H, Li JY, Facon T et al. High incidence of translocation t(11;14)(q13;q32)

and t(4;14)(p16;q32) in patients with plasma cell malignancies. Cancer Res 1999; 58:

5640-5.

Barbacid M. Ras genes. Annu Rev Biochem 1987; 56: 779-827.

Barlogi B, Shaughnessy J, Munshi N et al. Plasma cell myeloma. In William’s

Hematology. Editors: Butler E, Lichtman MA, Coller BS, Kipps TJ, seligsohn U. 6 ed,

McGraw-Hill, New York, 2001: 1279-1304.

9. Bataille R, Harousseau JL. Multiple Myeloma. Medical Progress vol 336, (23)1657-1664.

10. Bataille R, Grenier J, Sany J. Beta-2 microglobulin in myeloma: optimal use for staging,
prognosis and treatment; a prospective study of 160 patients. Blood 1984; 63: 468-76.

11. Bataille R, Boccadoro M, Klein B. C reactive protein and beta 2 microglobulin produce a
sample and powerful myeloma staging system. Blood 1992; 80: 733-7.

12. Bergsagel PL, Chesi M, Nardini E et al. Promiscuous translocations into immunoglobulin
heavy chain switch regions in multiple myeloma. Proc Natl Acad Sci USA 1996; 93:
13931-6.

13.Blade J, Kyle RA. Multiple Myeloma in young patients: clinical presentation and
treatment approach. Leuk Lymphoma 1998; 30: 493-501.

14. Blattner W. Epidemiology of multiple myeloma and related plasma cell disorders.
Progress in myeloma biology of myeloma 1980:1.

15. Bodmer JG, Marsch SGE, Ekkehard DA. Nomenclature for factors of the HLA system,
1995. Tissue Antigens 1995; 46: 1-18.

16. Boussiotis VA, Nadler LM, Strominger JL., Goldfeld AE. Tumor necrosis factor alpha is
an autocrine growth factor for normal human B cells. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91:
7007.

17. Bozcuk AN. Genetik. 1. baski. Palme Yaymncilik, Ankara, 2000; 63-82.

18. Bromberg JF, Horvath CM, Wen Z et al. Transcriptionally active Statl is required for the
antiproliferative effects of both interferon o and interferon y. Proc Natl Acad Sci USA
1996; 93: 7673-8.

19. Brull DJ, Montgomery HE, Sanders J, Dhamrait S, Luong L, Rumley A, Lowe GD,
Humphries SE. IL-6 gene —174g>c and —572g>c promoter polymorphisms are strong
predictors of plasma IL-6 levels after coronary artery surgery. Arterioscler Thromb Vasc
Biol 2001; 21: 1458-63.

20. Burdin N, Van Kooten C, Galibert L et al. Endogenous IL-6 and IL-10 contribute to the
differentiation of CD40 activated human B-lymphocytes. J Immunol 1995; 154: 2533.

21. Caligaris CF, Gregoretti MG, Merico F, et al. Bone marrow microenvironment and the
progression of multiple myeloma. Leuk Lymphoma 1992; 8: 15-22.

el

74



22. Catlett-Falcone R, Landowski T, Oshiro MM et al. Constitutive activation of STAT3
signaling confers resistance to apoptosis in human U266 myeloma cells. Immunity 1999;
10: 105.

23. Chauhan D et al. Dexamethasone induces apoptosis of multiple myeloma cells in a
Jnk/Sap kinase independent mechanism. Oncogene 1997; 15: 837.

24. Chauhan D, Kharbanda S, Ogata A et al. IL-6 inhibits Fas induced apoptosis and stress
activated protein kinase activation in multiple myeloma cells. Blood 1997; 89: 227-34.

25. Chengyun Zheng. Genetic polymorphisms and natural killer in multiple myeloma.
Karolinska Institute, 2002.

26. Chesi M, Nardini E, Brents LA et al. Frequent translocation 1(4;14)(p16.3;932.3) in
multiple myeloma is associated with increased expression and activating mutations of

. fibroblast groth factor receptor 3. Nature genet 1997; 16: 260-4.

27. Corradini P, Ladetto M, Inghirami G et al. N-andK-ras oncogenes in plasma cell
dyscrasias. Leuk Lymphoma 1994; 15: 17-20.

28. Crawley E, Kay R, Sillibourne J, Patel P, Hutchinson T, Woo P. Polymorphic haplotypes
of the IL-10 5° flanking region determine variable IL-10 transcription and are associated
with particular phenotypes of juvenile rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 1999; 42:
1101-8.

29. Darnell JE Jr, Kerr IM, Stark GR. Jak-STAT pathways and transcriptional activation in
response to IFNs and other extracellular signaling protins. Science 1994; 264: 1415-21.

30. Darnell JE Jr. STATs and gene regulation. Science 1997; 277: 1630-5.

31. Demoulin JB, Van Roost E, Stevens M et al. Distinct roles for STAT1, STAT3 and
STATS in differentiation gene induction and apoptosis inhibition by IL-9. J Biol Chem
1999; 274: 25855-61.

32. Dhodapkar MV, Abe E, Theus A t al. Syndecan-1 is a multifunctional regulator of
myeloma pathobiology: control of tumor cell survival, growth, and bone cell
differentiation. Blood 1998; 91: 2679-88.

33. Dimopoulos MA, Barlogie B, Smith TL, Alexanian R. High serum lactate dehydrogenase
level as a marker for drug resistance and short survival in multiple myeloma. Ann Intern
Med 1991; 115: 931-5.

34. Dinarello CA. Biologic basis for IL-1 in disease. Blood 1996; 87: 2095-147.

35. Dominici R, Cattaneo M, Malferrari G, Archi D, Mariani C, Grimaldi LME, Biunno 1.
Cloning and functional analysis of the allelic polymorphism in the transcription regulatory
region on IL-1 alpha. Immunogenetics 2002; 54: 82-6.

36. Dunitz M. Myeloma. First edition. Martin Dunitz Ltd. UK, 2002; 3-223.

37. Durie BGM, Salmon SE. A clinical staging system for multiple myeloma. Correlation of
measured myeloma cell mass with presenting clinical features, response to treatment and
survival. Cancer 1975; 36: 842-54,

38. Erensaym C. Genetik. 1. baski. Nobel Yaymncilik, Ankara, 2000; 70-81.

39. Eskdale J, Gallagher G. A polymorphic dinucleotide repeat in the human IL-10 promoter.
Immunogenetics 1995; 42: 444-5.

40. Eskdale J, Wordsworth P, Bowman S, Field M, Gallagher G. Association between
polymorphisms at the human IL-10 locus and systemic lupus erythematosus. Tissue
Antigens 1997; 49: 635-9. ,

41. Filella X, Blade J, guillermo AL. Cytokines (IL-6, TNF-a, IL-1a) and soluble IL-2
receptor as serum tumor marker in Multiple Myeloma. Cancer detection and prevention
1996: 20(1);52-56.

42. Filmus J, Robles Al, Shi W et al. Induction of cyclin D1 overxpression by activated ras.
Oncogene 1994; 9: 3627-33.

75



43, Fisher GH, Rosenberg FJ, Straus SE et al. Dominant interfering Fas gene mutations
impair apoptosis in a human autoimmune lymphoproliferative syndrome. Cell 1995; 81:
935-46.

44, Fishman D, Faulds G, Jeffery R, Mohamrd-Ali V, Yudkin JS, Humphrics S, Woo P. The
effect of novel polymorphisms in the IL-6 gene on IL-6 transcription and plasma IL-6
levels, and a association with systemic onset juvenile chronic arthritis. J Clin Invest 1998;
102: 1369-76.

45, Furutani Y, Notake M, Fukui T, Ohue M, Nomuna H, Yamado M, Nakamuna S.
Complete nucleotide sequence of the gene for human IL-1 alpha. Nucleic Acids Res 1986;
14: 3167-79.

46. Gabrea A, Bergsagel PL, Chesi M et al. Insertion of excised IgH switch sequences causes
overexpression of cyclin D1 in a myeloma tumor cell. Mol Cell 1999; 3: 119-23,

47. Gaillard J,Bataille R, Brailly H et al. Increased and highly stable levels of functional
soluble IL-6 receptor in sera of patients with monoclonal gammopathy. Eur J Immunol
1993; 23: 820.

48. Gold MR, DeFranco AL. Biochemistry of B Iymphocyte activation. Adv Immunol 1994;
55:221-95.

49, Goldstein BD. Is exposure to benzene a cause of human multiple myeloma? Ann NY
Acad Sci 1990; 609: 225-30.

50. Gustincich S, Manfiolett G, Del Sal G, Schreider C, Carnince P. A fast method for high
quality genomic DNA extraction from whole human blood. Bio Techniques 1991; 11:
298-302.

51. Hamilton MS, Ball J, Bromidge E et al. Surface antigen expression of human neoplastic
plasma cells includes molecules associated with lymphocyte recirculation and adhesion.
Br ] Haematol1991; 78: 60-5.

52. Hamilton MS, Barkr HF, Ball J et al. Normal and neoplastic human plasma cells express
bel-2 antigen. Leukemia 1991; 5: 768-71.

53. Harada H, Hata H, Yoshida M et al. Exprssion of bcl-2 family of proteins in fresh
myeloma cells. Leukemia 1998; 12: 1817-20.

54. Hardin J, Mac Leod S, grigorieva I et al. IL-6 prevents dexamethasone induced myeloma
cell death. Blood 1994; 84: 3063.

55. Hargreaves PG, Wang F, Antcliff J et al. Human myeloma cells shed the IL-6R: inhibition
by tissue inhibitor of metalloproteinase-3 and a hydroxamate based metalloproteinase
inhibitor. Br J Haematol 1998; 101: 694.

56. Haukim N, Bidwell JL, Smith AJP. Cytokine gene polymorphism in human disease.
Genes and Immunity (2002)3, 313-330

57. Helfrich MH, Livingston E, Franklin IM et al. Exprssion of adhesion molecules in
malignant plasma cells in multiple myeloma: comparison with normal plasma cells ans
functional significance. Blood Rev 1997; 11: 28-38.

58. Hentges F. B Lymphocyte ontogeny and immunglobulin production. Clin Exp Immunol
1994; 1: 3-9.

59. Hill AV. Immunogenetics and genomics. Lancet 2001; 357: 2037.

60. Hockenbery DM. Bcl-2, a novel regulator of cell death. BioEssays 1995; 17: 631-8.

61. Huang DR, Zhou YH, Xia SQ, Liu L, Pirskaren R, Lefvert AK. Markers in the promoter
region of IL-10 gene in myasthenia gravis: implications of divers effects of IL-10 in the
pathogenesis of the disease. ] Neuroimmunol 1999; 94: 82-7.

62. Hubacek JA, Lacha J. Alternative method for diagnosis of two polymorphisms in the
human TGF-beta 1 by PCR-mediated double site-directed mutagenesis. Clinica Chimica
Acta 2000; 295; 187-191.

76



63. Hurme M, Santtila S. IL-1 receptor antagonist plasma levels are coordinately regulated by
both IL-1Ra and IL-1 beta genes. Eur J Immunol 1998; 28: 2598-602.

64. Hutchinson IV. Genetic regulation of cytokine synthesis: Consequences for acute and
chronic organ allograft rejection. Graft 1998; 1: 15-21.

65. Ichimaru M, Ishimaru T, Mikami M et al. Multiple myeloma among atomic bomb
survivors in Hiroshima and Nagasaki 1950-76: relationship to radiation dose absorbed by
marrow. J Natl Cancer Inst 1982; 69: 323-8.

66. lomaki HA, Hakulinen T, Joutsenlaht U. Excess risk of lymphomas, leukemia and
myeloma in patients with rheumatoid arthritis. J Chron Dis 1978; 31: 6916.

67. Kanis JA, McCloskey EV. Disorders of calcium metabolism and their management. In:
Myeloma: Biology and Management. New York: Oxford University Press 1995: 375.

68. Katusic S, Beard CM, Kurland LT et al. Ocurrence of malignant neoplasms in the
Rochester, Minnesota, rheumatoid arthritis cohort. Am J Med 1985; 78: 50-5.

69. Kay NE, Douglas SD. Morphology of lymphocytes and plasma cells. In: Williams
Hematology, 5% edn (Beutler E, Lichtman MA, Coller BS et al, eds). New York:
McGraw-Hill, 1995: 907-15.

70. Kim JM, Copeland NG, Jenkins NA, Moore KW. Structure of the mouse IL-10 gene and
chromosomal localization of the mouse and human genes. J Immunol 1992; 148: 3618-23.

71. Kishimoto T, Akira S, Narazaki M, Taga T. IL-6 family of cytokines and gp130. Blood
1995; 86: 1243-54.

72. Kishimoto T, Taga T, Akira S. Cytokine signal transduction. Cell 1994; 76: 253-62.

73.Klein J. Immunology. 1%.Ed. Blackwell Scientific Publication, Massachusetts, 227-
245,1990.

74. Kovacs E. How does IL-6 affect the membrane expressions of IL-6 receptor and gpl30
and the proliferation of the human myeloma cell line OPM-2%.
Biomedicine&Pharmacotherapy 2003; 57: 489-494.

75. Kube D, Platzer C, Von Knethan A, Straub H, Bohlen H, Hafner M, Tesch H. Isolation of
the human IL-10 promoter. Characterization of the promoter activity in Burkitt’s
Lymphoma cell lines. Cytokine 1995; 7: 1-7.

76. Kurglyak L. Prospects for whole-genome linkage disequilibrium mapping of common
disease genes. Nat Genet 1999; 22(2): 139-44.

77. Kyle RA. ‘Benign’ monoclonal gammopathy-after 20 to 35 years of follow-up. Mayo Clin
Proc 1993, 68: 26-36.

78. Kyle RA. Plasma cell disorders. In Cecil Textbook of medicine. Editors: Goldman L,
Bennett JC. 21™ ed., Saunders Company, Philadelphia, 2000: 977-987.

79.Kyle RA, Garton JP. Immunoglobulins and laboratory recognition of monoklonal
proteins. In: Neoplastic Disease of the Blood. New York: Churchill Livingstone. 1991;
373-92.

80. Lazarus M, Hajeer AH, Turner D, Sinnott P, Worthington J, Ollier WE, Hutchinson IV.
Genetic variation in the IL-10 gene promoter and systemic lupus erythematosus. J
Rheumatol 1997; 24: 2314-7.

81. Leaman DW, Leung S, Li X, Stark GR. Regulation of STAT dependent pathways by
growth factors and cytokines. FASEB J 1996; 10: 1578-88.

82.Leigh J. Keen. The extent and analysis of cytokine and cytokine receptor gene
polymorphism. Transplan Immunology 10 (2002): 143-146.

83. Leo R, Boker M, Peest D et al. Multiparameter analyses of normal and malignant human
plasma cells: CD38++, CD56+, CD54+, Cig+ is the common phenotype of myeloma
cells. Ann Hematol 1992; 64: 132-9.

77



84.Li C, Chen L, Iwata T et al. A Lys644Glu substitution in fibroblast growth factor receptor
3 (FGFR3) causes dwarfism in mice by activation of STATs and ink4 cell cycle
inhibitors. Hum Mol Genet 1999; 8: 35-44.

85. Lichtenstein A, Tu Y, Fady C et al. IL-6 inhibits apoptosis of malignant plasma cell cell
Immunol 1995; 162: 248.

86. Liu YJ, Banchereau J. Regulation of B-cell commitment to plasma cells or to memory B
cells. Semin Immunol 1997; 9: 235-40.

87. Lodish H, Berk A, Ziparsky SL et al. Molecular Cell Biology, 4" edn. New York: WH
Freeman, 2000: 168-79.

88. Lokhorst HM, Lamme T de Smet M et al. Primary tumor cells of myeloma patients induce
IL-6 secretion in long term bone marrow cultures. Blood 1994; 84: 2269.

89. Lomo J, Smeland E, Krajewski S et al. Expression of the bcl-2 homologue Mcl-1
correlates with survival of peripheral blood B lymphocytes. Cancer Res 1996; 56: 40.

90. Louis E, Franchimont D, Piron A, Gevaert Y, Schaaf-Lafontaine N, Roland S, Mahieu P,
Malaise M, De Groote D, Louise R, Belaiche J. TNF gene polymorphism influences TNF-
alpha production in lipopolysaccharide-stimulated whole blood cell culture in healty
humans. Clin Exp Immunol 1998; 113: 401-6.

91. Lust JA, Donovan KA, Kline MP et al. Isolation of an mRNA encoding a soluble form of
the human IL-6R. Cytokine 1992; 4: 96.

92. Maclennan IC, Hardie DL, Ball J et al. Antibody-secreting cells and their origins. In:
Myeloma. Biology and Management (Malpas JS, Bergsagel DE, Kyle RA, eds). Oxford:
Oxford University Press, 1995: 30-49.

93. Maldanado JE, Kyle RA. Familial myeloma: Report of eight families and a study of serum
proteins in their relatives. Am J Med 1974:57:875.

94, Male D. Advanced immunology. 3th Ed. Mosby Times Mirror international publishers
Limited, London, 1996.

95. Marshall MS. Ras target proteins in eukaryotic cells. FASEB J 1995; 9: 1311-18.

96. Mathew C. Post genomic technologies: hunting the genes for comman disorders. Br Med J
2001; 322: 1031.

97. Mazel S, Burtrum D, Petrie HT. Regulation of cell division cycle progression by bel-2
expression: a potential mechanism for inhibition of programmed cell death. J Exp Med
1996; 183:2219-26.

98. Mazur G, Kubik KB, Tomasz W, Karabon L, Polak M, Kuliczkowski K, Lange A. IL-6
and IL-10 promoter gene polymorphisms do not associate with the susceptibility for
multiple myeloma. Immunology Letters 2005; 96: 241-246.

99. McDermott MF, Aksentijevich I, Galon J, McDermott EM, Ogunkolade BW, Centola M,
et al. Germline mutations in the extracellular domains of the 55 kDa TNF receptor,
TNFR1, define a family of dominantly inheridet autoinflammatory syndroms. Cell 1999;
97(1): 133-44.

100. McDowell TL, Symons JA, Ploski R, Forre O, Duff GW. A genetic association
between juvenile rheumatoid arthritis and a novel IL-1 alpha polymorphism. Arthritis
Rheum 1995; 38: 221-8.

101. Mclntyre OR. Laboratory investigation of myeloma. In: myeloma: Biology and
Management. Oxford: Oxfprd university Press, 1998: 210-34.

102. Miller BA, Reis LAG, Hanky BF t al. SEER Cancer Statistics Review 1973-1990.
NIH Publication 93-2789. Bethseda, MD: National Cancer Institute, 1993.

103. Moore KW, O’Garra A, de Waal-Malefyt R et al. [L.-10. Annu Rev Immunol 1993;
11: 165.

104. Moriggl R, Sexl V, Piekorz R et al. Stat5 activation is uniquely associated with
cytokine signaling in peripheral T cells. Immunity 1999; 11: 225-30.

78



105. Miillberg J, Schooltink H, Stoyan T et al. The sIL-6R is generated by shedding. Eur J
Immunol 1993; 23: 473.

106. Narazaki M, Witthuhn BA, yoshida K et al. Activation of Jak2 kinase mediated by the
IL-6 singal transducer gp130. Proc Natl Acad Sci USA 1994; 91: 2285-9.

107. Neumann C, Zehentmaier G, danhauser-Riedl S et al. IL-6 induces tyrosine
phosphorylation of the ras activating protein She, and its complex formation with Grb2 in
the human multiple myeloma cell line LP-1. Eur ] Immunol 1997; 26: 379-84.

108. Newport MJ, Huxley CM, Huston S, Hawrylowicz CM, Oostra BA, Williamson R, et
al. A mutation in the interferon-gamma-receptor gene and susceptibility to mycobacterial
infection. N Engl J Med 1996; 335(26): 1941-93.

109. Nosaka T, Kawashima T, Misawa K et al. STAT5 as a molecular regulator of
proliferation, differentiation and apoptosis in hematopoietic cells. EMBO T 1999; 17:
4754-65.

110. Ogata A, Chauhan D, Teoh G et al. IL-6 triggers cell growth via the ras-dependent
mitogen-activated protein kinase cascade. J Immunol 1997; 159: 2212-21.

111. Ogata A, Chauhan D, Urishima M et al. Blockade of mitogen activeted protein kinase
cascade signaling in IL-6 independent multiple myeloma cells. Clin Cancer res 1997; 3:
1017-22.

112. Olerup O, Zetterquist H. HLA-DRB1*01 subtyping by allele specific PCR
amplification: A sensitive, specific and rapid technique. Tissue Antigens 1991; 37: 197-
204,

113. Olomolaiye O, Wood NA, Bidwell JL. A novel Nlalll polymorphism in the human IL-
6 promoter. Eur J Immunogenet 1998; 25: 267.

114. Ong F, Hermans J, Noordijk EM. Is the Durie and Salmon diagnostic classification
system for plasma cell dyscrasias still the best choice? Application of Three classification
systems on a large population based registry on paraproteinaemia and multiple myeloma.
Ann Hematol 1995; 70: 19-24

115. Ong F, Hermans J, Noordijk EM. Presenting signs and symptoms in multiple
myeloma: high percentages stage III in patients without apparent myeloma-associated
symptoms. Ann Hematol 1995; 70: 149-152.

116. Paraskevas F. Cell interactions in the immun response. In: Wintrobe’s Clinical
Hematology, 10® edn. Vol 1 (Lee GR, Foerster J, Lukens J et al, eds). Baltimore:
Williams& Wilkins, 1999: 570-514.

117. Pearse RN, Sordillo EM, Yaccoby S, Wong BR, Liau DF, Colman N, Michaeli J,
Epstein J, Choi Y. Multiple myeloma disrupts the TRANCE/osteoprotegerin cytokine axis
to trigger bone destruction and promote tumor progression. Medical Sciences 2001; 98:
11581-11586.

118. Perrey C. Genotyping for polymorphisms in IFN-gamma, IL.-10, TGB-betal and TNF-
alpha genes: A technical report. Transpl Immunol 1998; 6: 193-197.

119. Petterson M, Jernberg-Wiklund H, Larsson LG et al. Expression of the bcl-2 gene in
human multiple myeloma cell lines and normal plasma cells. Blood 1992; 79: 495-502.
120. Pociot F, Molvig J, Wogensen L, Worsqge H, Nerup J. A Taql polymorphism in the
human IL-1 beta gene corralates with IL-1 beta secretion in vitro. Eur J Clin Invest 1992;

22: 396-402.

121. Portier M, MolesJP, Mazars GR et al. P53 and Ras gene mutations in multiple
myeloma. Oncogene 1992; 7: 2539-43.

122. Potter M, Pumphary JG, Bailey DW. Genetics of susceptibility of plasmacytoma
induction. J Nat Cancer Ins 1975; 54: 1413,

79



123. Puthier D, Pllat-Deceunynck C, Barille S et al. Differential expression of bcl-2 in
human plasma cell disorders according to proliferation status and malignancy. Leukemia
1999; 12: 289-94.

124. Reed JC. Double identity for proteins of the Bcl-2 family. Nature 1997; 19: 773-6.

125. Rein T, Forster R, Krause A, Winnacher EL, Zorbas H. Organization of the alpha
globin promoter and possible role of nuclear factor I in an alpha globin inducible and a
noninducible cell line. J Biol Chem 1995; 270: 19643-50.

126. Riccardi A, Gobbi PG, Ucci G. Changing clinical presentation of multiple myeloma.
Eur J Cancer 1991; 27: 1401-5.

127. Rieux-Laucat F, Le Dist F, Hivroz C et al. Mutations in Fas associated with human
lymphoproliferative syndrome and autoimmunity. Science 1995; 268: 1347-9.

128. Rodriguez C, Theillet C, Portier C. Molecular analysis of the IL-6 receptor in human
multiple myeloma, an IL-6 related disease. FEBS letter (1994)341, 156-161.

129. Roitt MI. Immunology. 3th Ed. Mosbyyear book London. Chapter 7,1993.

130. Roldan E, Garcia-Pardo A, brieva JA. VLA-4 fibronectin interaction is required for the
terminal differentiation of human bone marrow cells capable of spontaneous and high rate
immunglobulin secretion. J Exp Med 1992; 175: 1739.

131. Ruiz-Arguelles GJ, San Miguel JF. Cell surface markers in multiple myeloma, Mayo
Clin Proc 1994; 69: 684-90.

132. Ryan DH, Nuccie BL, Abboud C et al. Vascular cell adhesion molecule-1 and the
integrin VLLA-4 mediate adhesion of human B cell precursors to cultured bone marrow
adherent cells. J Clin Invest 1991; 88: 995.

133. San Miguel JF, Garcia-Sanz R, Gonzales M et al. Immunophenotype and DNA cell
content in multiple myeloma. Bailliere’s Clin Haematol 1995; 8: 735-59.

134, San Miguel JF, Sanchez Y, Gonzalez M. Prognostic factors and classification in
multiple myeloma. Br J Cancer 1989; 59: 113-18.

135.  Scherr CJ. Cancer cell cycle. Science 1996; 274: 1672-7.

136.Schwarze MMK, Hawley RG. Prevention of myeloma cell apoptosis by ectopic bel-2
expression or IL-6 mediated up-regulation of bel-x;.. Cancer Res 1995; 55: 2262-65.

137. Shibayama H, Tagawa S, Hattori H et al. Laminin and fibronectin promote the
chemotaxis of human malignant plasma cell lines. Blood 1995, 86: 719.

138. Shima Y, Nishimoto N, Ogata A et al. Myeloma cells express Fas antigen/APO-1
(CD95) but only some are sensitive to anti-Fas antibody resulting in apoptosis. Blood
1995; 85: 757-64.

139. Silva M, Benito A, Sanz C et al. Erythropoietin can induce the expression of bcl-xg,
through Stat5 in erythropoietin-dpndent progenitor cell lines. J Biol Chem 1999; 274:
22165-9.

140. Stahl N, Boulton TG, Farruggella T et al. Association and activation of Jak-Tyk
kinases by CNTF-LIF-OSM-IL-6 beta receptor components. Science 1994; 263: 92-5.

141. Stites DP. Basic and clinical immunology. 8".Ed. Appleton and Lange Connecticut
105-123, 1994.

142. Strasser A, Huang DCS, Vaux DL. The role of the bcl-2/ced-9 gene family in cancer
and general implications of defects in cell death control for tumorigenesis and resistance
to chemotherapy. Biochim Biophys Acta 1997; 1333: F151-78.

143.  Su WCS, Kitagawa M, Xue N et al. Activation of Statl by mutant fibroblast growth
factor receptor in thanatophoric dysplasia type II dwarfism. Nature 1997; 386: 288-92.

144. Sugahara H, Kanakura Y, Furitsu T et al. Induction of programmed cell death in
human hematopoietic cell lines by fibronectin via its interaction with very late antigen 5. J
Exp Med 1994; 179: 1757.

80



145. Taga T, Kishimoto T. Cytokine receptors and signal transduction. FASEB J 1992; 6:
3387-96.

146. Thabard W, Barille S, Collette M et al. Myeloma cells release sIL-6R aloha in relation
to disease progression by two distinct mechanisms: alternative splicing and proteolytic
cleavage. Clin Cancer Res 1999; 5: 2693.

147. TuY, Renner S, XuF et al. Bcl-X expression in multiple myeloma: possible indicator
of chemoresistance. Cancer Res 1998; 58: 256-62.

148. Turner D, Grant SC, Yonan N, Sheldon S, Dyer PA, Sinnott PJ. Cytokine gene
polymorphism and heart transplant rejection. Transplantation 1997, 64, 776-779.

149. Turner D, Choudhury F, Reynard M, Railton D, Navarrete C. Typing of multiple
single nucleotid polymorphisms in cytokine and receptor genes using SnaPshot. Human
Immunology 2002; 63: 508-513.

150. Turner DM, Williams DM, Sankaran D, Lazarus M, Sinnot PJ, Hutchinson IV. An
investigation of polymorphism in the IL-10 gene promoter. Eur J Immunogenet 1997; 24:
1-8.

151. Uchiyama H, Barut BA, Chauhan D et al. Charactrization of adhesion molecules on
human myeloma cell lines. Blood 1991; 80: 2306.

152. Uchiyama H, Barut BA, Mohrbacher AF et al. Adhesion of human myeloma derived
cell lines to bone marrow stromal cells stimulates IL-6 secretion. Blood 1993; 82: 3712.
153. Vairo G, Inneks KM, Adams JM. Bcl-2 has a cell cycle inhibitory function separable

from its enhancement of cell survival. Oncogene 1996; 13: 1511-19.

154. Vieira P, d Waal-malefyt R, Dang MN et al. Isolation and expression of human
cytokine synthesis inhibitory factor ( CSIF/IL-10) cDNA clones: homology to Epstein-
Barr viru open reading frame BCRFI. Proc Natl Acad Sci USA 1991; 88: 1172-76.

155. Weber DM, Dimopoulos MA, Moulopoulos LA. Prognostic features of asymptomatic
multiple myeloma. Br J Haematol 1997; 97: 810-14.

156. Weber JL, May PE. Abundant class of human DNA polymorphisms which can be
typed using the polymerase chain reaction. Am J Hum Genet 1989; 44(3): 388-96.

157. Weh HJ, Gutensohn K, Selbacj J. Karyotype in multiple myeloma and plasma cell
leukemia. Eur J Cancer 1993; 29A: 1269-73.

158. Weir DM. Immunology. 7® Ed. Longman Singapore Publishers, Singapore, 118-136,
1993.

159. Weller M, Malipiero U, Aguzzi A et al. Protooncogene bcl-2 gene transfer abrogates
Fas/APO-1 antibody-mediated apoptosis of human malignant glioma cells and confers
resistance to chemotherapeutic drugs and therapeutic irradiation. J Clin Invest 1995; 95:
2633-43. .

160. Westendorf JJ, Lammert JM, jelinek DF. Expression and function of Fas (APO-
1/CD95) in patient myeloma cells and myeloma cell lines. Blood 1995; 85: 3566-76.

161. William E.R.Ollier. Cytokine genes and disease susceptibility. Cytokine 28 (2004):
174-178.

162. Wilson AG, Giovine FS, Blakemore Al, Duff GW. Single base polymorphism in the
human TNF-alpha gene detectable by Ncol restriction of PCR product. Hum Mol Genet
1992; 1: 353.

163. Winston JT, coats SR, Wang YZ, Pledger W. Regulation of the cell cycle machinery

by oncogenic ras. Oncogene 1996; 12: 127-34.

164, Witzig TE, Kimlinger T, Stenson M et al. Syndecan-1 expression on malignant cells
from the blood and marrow of patients with plasma cell proliferative disorders and B-cell
chronic lymphocytic leukemia. Leuk Lymphoma 1998; 31: 167-75.

81



165. Xu F, Sharma S, Gardner S et al. IL-6 induced inhibition of multiple myeloma cell
apoptosis support for the hypothesis that protection is mediated via inhibition of the

Jnk/Sapk pathway. Blood 1998; 92: 241-51.
166. Zetterquist H, Olerup O. Identification of HLA-DRB1*04, -DRB1*07 and ~DRB1*09

alleles by -PCR amplification with sequence specific primers in 2 hours. Human
Immunology 1992; 34: 64-74.

82



9. 0ZGECMIS

1973, Almanya Berlin dogumluyum. 1990 yilinda Besiktag Kiz Lisesi’ni bitirdim. 1996
yilinda Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesinden mezun oldum. 1998 yili giiz. doneminde
Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisti Tibbi Biyoloji doktora programina kaydimi
yaptirdim ve 1.0, Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda doktoraya basladim.
1998 yilindan itibaren ayni Anabilim Dali’nda arastirma gorevlisi olarak ¢aligmaktayim.

83



