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1.GIRIS ve AMAC

Multipl Miyelom (MM) kemik iliginde tek bir klondan kdken alan ve monoklonal
immunglobulin iireten malin bir plazma hiicre hastaligidir. Hastalik seyrinde osteopeni,
kemik destriiksiyonu ve/veya patolojik kirik gelisimi siklikla izlenmektedir. Interlokin
(IL)-6, niikleer faktor kappa B ligand reseptor aktivatoric (RANKL), inflamatuar makrofaj
protein-la (MIP-1a) ve IL-3 gibi sitokinler osteoblast fonksiyonunu azaltip, osteoklast

aktivasyonunu artirarak kemik lezyonlarinin olusmasina neden olurlar (1).

Osteoklast onciillerinin iizerinde bulunan RANKL reseptorii, reseptor aktivator
niikleer kappa B’yi (RANK) uyararak, osteoklast onciilii hiicrelerin osteoklastlara
donilismesini saglamakta ve bdylece olusan osteoklastlar kemik yikimina yol agmaktadir.
Buna karsilik RANKL i¢in yalanci reseptor gorevi géren Osteoprotegerin (OPG) kemik
yikimint inhibe eder. MM’de kemik iliginde RANKL diizeyinde belirgin artis izlenirken
OPG diizeylerinde azalma gozlenir. RANKL diizeyinde izlenen bu artis beraberinde
osteoklast aktivasyonunu artirarak, MM’de saptanan kemik lezyonlarinin olusmasina yol
acmaktadir (2,3). Ancak, MM’de izlenen azalmis OPG diizeylerinin RANK diizeyinden
bagimsiz olarak tek basina kemik lezyonlarmin gelisimine yol acabilecegi konusunda

heniiz kesin bir bilgi mevcut degildir.

Bu ¢alismada OPG proteinini kodlayan gen (TNFRSF11B: Tumor necrosis factor
receptor superfamily 11B) mutasyonlarinin, MM’de saptanan kemik lezyonlarinin

olusmasindaki etkisinin arastirilmasi amaglandi.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. Multipl Miyelom
2.1.1. Tamim

Multipl miyelom (MM) kemik iliginde tek bir klondan koken alan ve monoklonal
immunglobulin {ireten malin bir plazma hiicre hastaligidir. Siklikla osteolitik lezyonlarin
eslik ettigi yaygin iskelet destruksiyonu,  osteopeni ve/veya patolojik kiriklarla
sonuclanmaktadir. MM hastalarinda infeksiyonlar ve bobrek yetmezligi hayati tehdit eden
en dnemli komplikasyonlar iken, anemi ve kemik lezyonlar1 bu hastalarda yasam kalitesini

bozmakta ve mortaliteye neden olabilmektedir (4).
2.1.2. Epidemiyoloji

MM, tim kanserlerin %]1’ini, hematolojik malignensilerin ise %13’lini
olusturmaktadir (5). Goriilme sikligi 1-4/100.000 olup, erkeklerde kadinlara oranla 1,4 kat
daha fazla goriiliir. (6,7). Ortalama tan1 yas1 66 ve tan1 aninda hastalarin sadece %2’si 40
yasin altindadir (8,9). MM hastalarimin bir kismi ailevi gecislidir. Birinci dereceden

yakinlarinda MM goriilenlerde hastalik gelisim riski 3,7 kat artmaktadir (10).
2.1.3. Etiyoloji

MM’nin nedeni kesin olarak bilinmemektedir, ancak radyasyon, benzen ve diger
organik ¢oOziiciilere maruziyetin veya bocek ilaglarinin etkin olabilece§ine dair veriler
cesitli calismalarda gosterilmistir. Az sayida vaka olmasina ragmen, atom bombasi
nedeniyle 50 raddan fazla radyasyona maruz kalan kisilerde, uzun siireli yiiksek doz
radyasyona maruz kalan radyologlarda, niikleer santrallerde ¢alisanlarda ve bocek ilaci
kullanan ¢iftcilerde MM gelisim riskinde artis goézlenmistir (11,12). Genetik faktorlerin
rolii kesin olmamakla birlikte, ayn1 monoklonal paterne sahip MM tanis1 olan aileler

bildirilmistir (13).



2.1.4. Patogenez

B hiicreli bir neoplazi olan MM, kemik iligi postgerminal merkez plazmablast veya
plazma hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Patogenezde bir c¢ok onkojenik olay
tanimlanmistir. Immatiir B lenfositlerin matiir plazma hiicrelerine déniismesi igin birgok
DNA kirilmasi gerekli oldugundan B hiicreleri genetik olarak degiskenlik gdstermektedir.
DNA kiriklar ile somatik mutasyonlar ve izotip degisikligi olugsmakta ve siklikla Ig agir
zincir bolgesinde (IgH) 14q32°de genetik degisiklikler meydana gelmektedir. MM
hastalarinin yaklasik %75’inde bu bolgede anormallikler saptanmistir (14). Spesifik IgH
translokasyonlart; t(11;14)(q13;q932), t(4;14)(p16.3;932.3), t(6;14)(p25:932),
t(8;14)(q24;932) ve 1(14;16)(g32.3;923) olmakla birlikte (15), en sik goriilen
t(11;14)(q13;932) olup siklin D1 artis1 ile sonuglanmaktadir. t(4;14), t(14;16), t(14;20),
del17p13 ve p53 delesyonu hastalarda yiiksek risk ile birliktelik gdstermektedir. Yapilan
calismalarda p53 mutasyonunun daha ¢ok akut/losemik MM ile iliskili oldugunu
gosterilmistir (16). Ayrica kromozom 13 anomalileri ve hipodiploidi varligi sagkalim
oranini azaltirken (17,18), trizomiler, hiperdiploidi ve IgH translokasyonlar1 ise standart
risk olusturmaktadir (19). Hastalarda saptanan N-RAS ve daha az oranda da K-RAS

onkogen aktivasyonu daha ¢ok tedavi sonrasi relaps ile iliskilendirilmistir (20).

Kemik iligi stromal hiicreleri, ekstraselliiler matriks proteinleri, vaskiiler endotelyal
hiicreler, osteoklastlar, osteoblastlar ve lenfositlerden olusan kemik iligi mikrogevresi,
miyelom hiicrelerinin kemik iligi stromal hiicreleri ve ekstraselliiler matriks proteinleri ile
etkilesimi, ilik mikrogevresine ait sitokinler ve anjiogenez gibi faktorler birlikte miyelom
patogenezinde onemli rol oynamaktadirlar (21,22). Miyelom hiicrelerinin fibronektine
adezyonu apopitozdan korunma saglarken, kemik iligi stromal hiicrelerine baglanmasi ise
Interldkin-6 (1L-6), insiilin benzeri bilyiime faktdrii-1 (IGF-1), vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoric (VEGF), tiimor nekroz faktér-a (TNF-a) ve stroma kokenli faktor-1 gibi

sitokinlerin yapim ve sekresyonunu artirmaktadir.

Miyelom hiicrelerinin biiyiime ve sagkaliminda IL-6 ana rol oynamaktadir. 1L-6
miyelom hiicrelerinin gogalmasini tetiklerken, Bel-xL, Mcl-1 ve c-Myc gibi anti-apopitotik
molekiilleri artirarak miyelom hiicrelerinin yasam siiresini uzatir. Ayrica IL-6, VEGF
ekspresyon ve sekresyonunu da uyarmakta ve artmig VEGF salinimi kemik iligi stromal

hiicrelerinden IL-6 iiretiminin artisina ve kemik iliginde anjiogenezin olusumuna yol



acmaktadir. Ayn1 zamanda artmig IL-6 diizeyi miyelom hiicrelerinin migrasyonunu
uyarmaktadir. Benzer tarzda kemik iligi stromal hiicrelerinden salgilanan IGF-1 de

miyelom hiicrelerinde biiyiime, sagkalim ve ila¢ direncinde etkin rol oynamaktadir (21).

Kemik iligi stromal hiicreleri ve miyelom hiicrelerinden salgilanan TNF-a diizeyi
MM kemik hastalig1 olanlarda daha fazla olarak izlenmektedir. TNF-a, niikleer faktor
kappa B (NF-xB)’yi uyararak miyelom hiicrelerindeki bazi adezyon molekiilleri ve
ligandlarin ekspresyonunu artirmaktadir. Bu durum miyelom hiicrelerinin kemik iligi
stromal hiicrelerine baglanmasini artirmakta ve miyelom hiicrelerini apopitotik uyaranlara

kars1 koruyarak daha uzun yasamasina neden olmaktadir (21,22).

Baslica miyelom hiicrelerinin ¢ogalmasini ve migrasyonunu uyaran stroma-kokenli
faktor-1, ayn1 zamanda kemik iligi stromal hiicrelerinde IL-6 ve VEGF salinimini artirarak,
miyelom hiicrelerinin ilik mikrogevresinde tutulmasini saglar (21). Hastalifin erken
evrelerinde miyelom hiicreleri sagkalim ve c¢ogalma icin kemik iligi mikrogevresine
bagimli oldugundan, bu durum miyelomda kemoterapiye dirence neden olmaktadir
(epigenetik rezistans). Miyelom hiicrelerindeki baglica genetik degisiklikler kemik iligi
mikrocevresinde  olustugundan, stromadan bagimsiz  (ekstramediiller hastalik)
kemoterapiye direng (genetik rezistans) geliserek, hastaligin transformasyonu

olusabilmektedir (23).

Antiapopitotik mekanizmalar mikrogevredeki sitokinler ve ligandlar tarafindan
uyarilabilmektedir. Antiapoptotik faktorlerle (bcl-XL, mcl-1, bcl-2) birlikte apopitoz
inhibitorlerinin artiginin yaninda, FAS ve TNF aracili miyelom hiicreleri apopitozdan

korunmaktadir (24,25).
2.1.5. Klinik Bulgular

MM’de genellikle plazma hiicrelerinin kemik ve diger organlar: infiltre etmesine
bagl cesitli semptom ve bulgular veya hafif zincir nefropatisi izlenmektedir. Hastalarda
anemi, kemik agris1, artmis kreatinin diizeyleri, halsizlik ve gii¢siizliik, hiperkalsemi, kilo
kaybi, parestezi, hepatomegali, splenomegali, lenfadenopati ve ates izlenebilmektedir.
Plazma hiicre infiltrasyonuna bagl plevral effiizyon ve diffiiz pulmoner tutulum ¢ok nadir

goriiliir (8).



Hastalarda kemik iligi infiltrasyonu, bobrek yetmezligi, artmis sitokinlere bagl
hematopoezin inhibisyonu ve/veya genig M-proteinlerinin diliisyona bagli olarak siklikla

normokrom normositik anemi, daha nadiren makrositer anemi izlenmektedir (8,26).

MM’de siklikla kemik olusumu ve rezorpsiyonu arasindaki normal dengenin
bozulmasina bagli olarak kemik kaybiyla sonuglanan iskelet lezyonlar1 gelisebilmektedir
(27). Bu durum osteopeni, fokal litik lezyonlar, patolojik kiriklar, hiperkalsemi ve kemik
agrist gibi klinik bulgularla sonuglanmaktadir. Tanida konvansiyonel grafiler hastalarin
biiyiilk ¢ogunlugunda patognomiktir. Kemik agrilar1 ¢ogunlukla giindiizleri, genellikle
gogiis, sirt ve belde, nadiren ekstremitelerde saptanir ve hareketle siddeti artmaktadir (8).
Osteoporoz, patolojik kiriklar veya vertebral kompresyon kiriklari goriilebilir ve bu
duruma hiperkalsemi eslik edebilir (8,28). Bu komplikasyonlar, MM’deki morbidite ve

mortalitenin ana nedenlerini olusturmaktadir (28).

Hastalarin yaklasik yarisinda tani aninda serum kreatinin diizeyleri yliksek saptanir.
Bazen bobrek yetmezligi miyelomun baslangi¢ bulgusu olabilmektedir (8,29). Bobrek
yetmezligi gelisiminin en 6nemli iki nedeni miyelom bodbregi ve hiperkalsemidir. Miyelom
bobregi, distal ve toplayici tiibiillerde biriken monoklonal hafif zincirlerden olusan genis,
mumsu, katmanli silendir (cast)’lerin varlig1 ile karakterizedir. Hafif zincir sekrete etmeyen
hastalar genellikle miyeloma bobregi icin risk olusturmazlar. Ayrica amiloidoz, hafif zincir
depolanma hastaligi, ilaglara bagl renal hasarlar, kontras nefropatisi ve hafif zincirlerin
proksimal tiibiil disfonksiyonu sonucu olusan Fanconi sendromu bdbrek yetmezligine yol
acabilmektedir (8,29). MM’de diger dnemli renal yetmezlik nedeni olan hiperkalsemi ise
tan1 aninda hastalarin yaklasik 1/3’linde mevcut olup, daha az oranda hastada ise serum
kalsiyum seviyesi 11 mg/dL’nin iizerindedir. Hiperkalsemiye bagli olarak hastalarda
anoreksi, bulanti, kusma, poliiiri, polidipsi, konstipasyon, halsizlik, konflizyon ve koma

gibi semptomlar gelisebilmektedir.

Radikiilopati hastalarda en sik saptanan norolojik komplikasyondur. Ekstramediiller
plazmositom veya kompresyon kirigi nedeniyle spinal kord basis1 goriilebilmektedir. Ciddi
bel agrisi, iist ekstremitede kuvvet kaybi veya parestezisi, inkontinas veya mesane
disfonksiyonu olan hastalar kalict hasar gelismeden acil kemoterapi, radyoterapi veya
norosirurjik miidahele gerekliligi acisindan manyetik rezonans goriintiileme veya

bilgisayarli tomografi ile spinal kord basis1 yoniinden degerlendirilmelidir. Genellikle



amiloidoza bagli olarak gelisen periferik néropati MM’de daha nadir goriilmektedir.
Intrakranial plazmositomlar ve leptomeningeal miyelomatosis goriilme siklig1 az olmakla

birlikte, saptandiginda tedaviye ragmen kotii prognoza neden olmaktadir (8,30).

MM’da %10 oraninda izlenen erken Olim riski cogunlukla immiin sistem
fonksiyonlarindaki bozukluga bagl bakteriyel enfeksiyonlarla iliskilidir (31). Immun
yetmezlik normal plazma hiicre fonksiyonunun baskilanmasina bagli olarak antikor
olusumunun bozulmasi, hipogammaglobulinemi ve azalmis lenfosit fonksiyonu sonucu
olusmaktadir. Kosta ve spinal vertebralarda olusan patolojik kiriklara ve agrilara bagl
hipoventilasyon gelismesi enfeksiyon gelisimi i¢in uygun bir ortam saglar. Ayrica tedaviye

bagli nétropeni veya kullanilan steroid tedavide enfeksiyonlara yatkinligi artirir.
2.1.6. Multipl Miyelom Tanis1 ve Tam Kriterleri

Serum proteini artisi, idrar ve serumda monoklonal protein varligi, agiklanamayan
anemi, grafilerde saptanan litik lezyonlar, hiperkalsemi ve akut bobrek yetmezligi gibi

bulgularin varliginda MM diisiiniilerek tanisal degerlendirilme yapilmalidir (Tablo 1-3).



Tablo 1. Durie-Salmon Tani Kriterleri

Onemi Bilinmeyen Monoklonal Gammopati (MGUS)

M proteini var, ancak MM’den daha diisiik diizeyde
llikte plazma hiicre oran1 < % 10
Litik kemik lezyonlar1 yok

Miyelom semptomlar1 yok

“Smoldering” (Sessiz) Miyelom (Asagidakiler haric MGUS gibi)

“Indolent” miyelom kriterlerine ek olarak asagidaki kisitlamalar:
1-1likte plazma hiicre oran1 %10-30
2-Kemik lezyonu yok

“Indolent” (Yavas Seyirli) Mivelom

Miyelom tani kriterleri mevcut, ancak asagidaki kosullar var:

1-Litik lezyonlar <4 adet, kompresyon kirig1 yok

2-Monoklonal bant Ig G <7, Ig A <5 g/dL

3-Karnofsky > % 70, Hb> 10 g/dL, kalsiyum normal, kreatinin< 3 mg/dL, infeksiyon yok

Multipl Miyelom

Major Kriterler: Minor Kriterler:

[likte plazmositoz (> % 30) Ilikte plazmositoz (% 10-30)

Biyopside plazmositom M komponenti var, ancak daha diisiik

M komponenti: diizeyde

1-Serum Ig G > 3,5 g/dL, Ig A > 2 g/dL veya Litik kemik lezyonlari

2-Idrar : > 1 g/24 saat Bence-Jones proteini Azalmis normal Ig diizeyleri (norrmalin< %
50’si)

-lg G <600 mg/dL YA DA
-1g A< 100 mg/dL YA DA
-lg M < 50 mg/dL

Tani i¢in 1 major + 1 minor ya da 3 minor kriter (ilk ikisi sart) gerekli




Tablo 2. Sistemik Tedavi Gerektiren Aktif Multiple Miyelom Tan1 Kriterleri (32)

(IMWG-UIuslar aras1 Miyeloma Calisma Grubu Kriterleri esas alinmistir.)
Serum ve/veya idrarda M proteini® ve Ilikte klonal plazma hiicreleri ve/veya
dokiimente edilmis klonal plazmasitom
ve
Asagidakilerden bir ya da fazlas1®
Hiperkalsemi (>11,5 mg/dL-> 2,65 mmol/L)
Renal Yetersizlik (Kreatinin>2 mg/dL-> 177 mmol/L)
Anemi (Hemoglobin < 10 g/dL ya da normalden 2 g/dl diisiik)
Kemik hastalig1 (litik lezyonlar ya da osteopeni)

#Olgiilebilir M komponenti olmayan hastalarda anormal serum serbest hafif zincir oran1 bu kriterin yerine
kullanilabilir. Serum ya da idrar M komponenti olmayan ve serum serbest hafif zincir orani normal olan hastalarda
bazal kemik iligi > %10 klonal plazma hiicresi icermelidir. Bu hastalar non-sekretuar miyelom olarak adlandirilir.

® Aktif MM tamst igin bir esik plazma hiicresi ya da paraprotein diizeyi belirlenmistir. Buna karsilik “smoldering”
(asemptomatik) multipl miyelom ilikte > %10 plazma hiicresi ve/veya > 3 g/dL serum paraprotein diizeyi olmasi ve
yukarida belirtilen CRAB (Calcium, Renal, Anemia, Bone) bulgularinin olmamasi olarak tanimlanmigtir. MGUS ‘nin
ilikte < %10 plazma hiicresi (ve biyopside diisiik diizeyde infiltrasyon), serumda <3 g/dLparaprotein, baska bir B
lenfoproliferatif hastalik olmamasi ve bulgu/organ bozuklugu olmamasi gerekli goriilmiistiir.

Tablo 3. Multipl Miyelom tanisinda laboratuar

M Proteini Saptanan Hastalarda Degerlenme

1.Siipheli semptom sorgulama-Fizik inceleme

2.Serum-Idrar protein ¢alismalari (Serum protein elektroforezi ve immunfiksasyonu, serum
hafif zincir orani, idrar protein elektroforezi ve immunfiksasyonu)

3.Tam kan sayimi1

4 Kreatinin

5.Kalsiyum

6.Albumin

7.Iskelet tarama

8.Kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi

Diger Radyolojjik/Histolojik Degerlendirmeler (Manyetik Rezonans Goriintilleme (MRG),
Bilgisayarh Tomografi (BT), Amiloid Boyama, vb.) gereken durumlar

MM olma olasilig1 bekleniyorsa Ig G, A, M, Bo-mikroglobulin (B,-MG) ve Laktat dehidrogenaz
(LDH)

Lenfoproliferatif hastalik stiphesi gdsteren semptom/muayene bulgular1 ya da>1 g/dL Ig M
paraprotein varsa BT

Amiloidoz sliphesi varliginda kalp yetmezligi, nefrotik sendrom, néropati gibi hallerde doku
biyopsileri-6zel boyamalar

Omurga agrilar/ndrolojik bast semptomlar: varsa MRG




2.1.7. Evreleme ve Risk Siniflamasi

Durie-Salmon evreleme sistemi timor yiikiinlin tespiti i¢in pratik bir yontem olup
uzun siiredir standart evreleme sistemi olarak kullanilmaktadir (Tablo 4) (33). Ancak litik
kemik lezyonlarmin belirlenmesi objektif degildir. Bu nedenle B,-mikroglobulin ve
albiiminin parametre olarak kullanildig1 daha basit bir prognostik sistem olan Uluslararasi
Evreleme Sistemi (International Staging System/ISS) onerilmistir (Tablo 5) (34). Bu
evreleme sistemleri prognoz agisindan bilgi vermekle birlikte, tedavi icin risk belirleyici
olmasi agisindan yeterli degildir. Genetik Ozelliklere ve plazma hiicresi proliferasyon
hizina gére Mayo Clinic Grubu miyeloma risk gruplarini tanimlamistir (35). Burada
plazma hiicre floresan insitu hibridizasyon (FISH), metafaz sitogenetigi ve plazma hiicre
proliferasyon indeksi (plazma cell labeling index / PCLI) sonuglart ile risk gruplart
belirlenmektedir (Tablo 6).

Tablo 4. Durie-Salmon Evreleme Sistemi (33)

EVRE KRITERLER

Asagidakilerin hepsi

Hb>10 g/dL

Serum kalsiyum normal

Normal kemik tarama (osteoporoz dahil)
M-komponenti diizeyi diisiik

lg G<5g/dL

lg A<3g/dL

Idrar hafif zinciri < 4 g/24 saat

1 I ve III’e uymayanlar

Asagidakilerin 1 veya daha fazlasi

Hb< 8,5 g/dL

Serum kalsiyum artmis

Yaygin iskelet hasar1 (>3 litik lezyon) veya kirik
M-komponenti diizeyi yiiksek

lg G>7g/dL

lg A>5g/dL

Idrar hafif zinciri > 12 g/24 saat

A: Serum kreatinin< 2 mg/dL B: Serum Kreatinin > 2 mg/dL




Tablo 5. Uluslararasi Evreleme Sistemi (International Staging System) (34)

B,-MG Albumin Sagkalim
Evre
(mg/dL) (g/dL) (ay)
Evre 1l <35 >3,5 62
<35 <35
Evre 2 veya 44
3555 e
Evre 3 >5,5 29

Tablo 6. MAYO Yeni Tan1 Miyelomlu Hastalarda Risk Siniflamasi: mSMART:
Aktif Miyelom Siniflamasi (35)

Yiiksek risk Orta risk* Standart risk™?
-FISH -FISH -Asagidakilerin tiimii:
. Del 17p . t(14;13)* . Hiperdiploidi

. t(14;16) -Sitogenetik delesyon 13 . t(11;14)*

. t(14;20) veya hipodiploidi . t(6;14)

-Gen Ekspresyon Profili -PCLI>3 %

(GEP)

. Yiiksek Risk
Belirtecleri

! Bu grupta bazi hastalar yiiksek risk belirtegleri tasiyan GEP mevcutsa yiiksek risk grubunda smiflandirilabilir.
2 LDH normalin iistiinde ve B,-MG > 5,5 mg/dL ise kétii prognozu isaret eder.
% Anemi ve yiiksek B,-MG seviyeleri eslik ediyorsa prognoz kotiidiir.

* Plazma hiicreli 16semi ile iliskili olabilir.

Miyelom tanis1 konan biitiin hastalarda metafaz sitogenetik, FISH ve miimkiinse
PCLI ile risk siniflamasit yapilmalidir. Standart risk grubunda ek risk degerlendirmede 2-
MG, LDH ve albiimin (ISS icin) gibi diger laboratuar parametreleri de katkida
bulunmaktadir (35).
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2.1.8. Tedavi

MM tedaviye ragmen hizli progresyon izlenebilen veya hi¢ tedavi edilmeden
yillarca stabil seyredebilen oldukc¢a heterojen bir hastaliktir. Dolayisiyla da tedavi
endikasyonu ve secimi igin ¢esitli parametreler kullanilmaktadir. Hastalara tani
konuldugunda 6ncelikli olarak evreleme yapilmalidir. Ancak evreleme prognoz hakkinda
bilgi vermekle beraber tedavi secimleri hakkinda yeterli olamamaktadir. Aktif MM tani
kriterlerini (Tablo 2) karsilayan hastalara tedavi baslanmalidir. Ayrica tedavi planlanirken
konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemleri ile risk degerlendirilmesi yapilmalidir
(mSMART Aktif miyelomda risk siniflamasi-Tablo 6). Otolog kok hiicre destekli yiiksek
doz melfalan (YDM) tedavisi, indiiksiyon tedavisi sonrast 65 yasin altinda ve 65 yas
tizerindeki performansi iyi olan bazi hastalar i¢in standart tedavi yaklasimidir. Son yillarda
otolog kok hiicre nakline uygun hastalarin baslangi¢ tedavisinde immiinmodiilatuar
ilaglarin (IMiDs) ve proteozom inhibitorlerinin (bortezomib) kullanilmasiyla MM’li
hastalarin yagam siiresinde belirgin olarak uzama izlenmistir (36,37). Tedavide 65 yas alt1
uygun hastalara bortezomib-lenalidomid-deksametazon igeren tedavi rejimleri sonrasi
otolog kok hiicre nakli (OKHN) oOnerilmekte olup, OKHN sonrast hastaligin remisyon
durumuna veya riskine bagli olarak bortezomib veya lenalidomid igeren rejimler ile idame
tedaviler etkin bir remisyon saglayabilmektedir (38). OKHN i¢in uygun olmayan veya 65
yas ustii hastalarda ise tedavi hastaligin klinik bulgular ve tedaviyle saglanan remisyon
durumuyla uyumlu olarak diizenlenmelidir. Hastalik tedavi yanit kriterleri Tablo 7°de

tanimlanmustir.
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Tablo 7. International Miyeloma Working Group Yanit Kriterleri (39)

Tam Yanit (TY)

Cok iyi parsiyel yanit
(CIPY)

Parsiyel Yanit (PY)

Stabil hastalik (SH)
Progresif hastalik (PH)

Immiinofiksasyon ydntemi ile serum ve idrarda M protein olmamali
Plazmasitom olmamali

Kemik iliginde plazma hiicre orani < % 5 olmali
Immiinofiksasyon yontemi ile serum ve idrarda M protein
goriilebilir fakat

Elektroforez yontemi ile serum M proteini olmamali ya da > % 90
azalma olmali

24 saatlik idrar M protein seviyesi < 100 mg olmal1

Serumda M protein diizeyi % 50’den fazla azalmali ve

24 saatlik idrar M proteini % 90°dan fazla azalmali ya da

24 saatlik idrar M proteini < 200 mg olmal1

Serum ya da idrarda M protein Ol¢iilemiyorsa, hafif zincir
seviyesinde % 50’den fazla azalma olmal

Serum ya da idrarda M protein ve hafif zincir seviyesi
Ol¢iilemiyorsa, kemik iliginde plazma hiicre oraninda % 50°den
fazla azalma olmali

Yukaridakilere ek olarak eger bazal degeri mevcutsa plazmasitom
capinda % 50°den fazla azalma olmali

Tam yanut, parsiyel yanit ve progresif hastalik kriterleri olmamali
Asagida belirtilen kriterlerden bir veya daha fazlasi olmal

Serum M protein bazal degerinden % 25’den fazla artis olmali
ve/veya 0.5 g/dl’den fazla artis olmali

Idrar M protein bazal degerinden % 25°den fazla artis olmali
ve/veya 24 saatlik idrarda 200 mg’dan fazla artis olmali

Serum ve idrar M protein seviyesi Ol¢iilemiyorsa, hafif zincir
seviyesinde 100 mg’dan fazla artig olmal

Kemik iligi plazma hiicre oraninda % 10°dan fazla artis olmali
Yeni kemik lezyonu, plazmasitom varligi ya da mevcut kemik
lezyonu, plazmasitomda artig olmali

Hiperkalsemi varligi
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2.2. MM’de Kemik Hastalhig1 ve Patogenez

2.2.1 Miyelom Kemik Hastah@inda Osteolitik Kemik hasari, OPG/RANK ve
RANKUL Sinyal Sistemi

Normal sartlar altinda kemikte osteoklastlar araciligiyla olusan kemik
rezorpsiyonuna karsin osteoblastlar tarafindan kemik yapimiyla siirekli olarak yeni bir
yapilanma olmaktadir. Monosit/makrofaj seri Onciilii hiicrelerden gelisen osteoklastlar
kemik rezorbsiyonunu saglamak igin aktif hale doniisiirler, takiben apopitoziz ile ortamdan

kaldirilirlar (40).

Osteoklast olusumu ve aktivitesi hem lokal salinan sitokinler hem de sistemik
hormonlar tarafindan diizenlenmektedir. MM’de miyelom hiicreleri, kemik iligi stroma
hiicreleri ve ilik mikrogevresinde bulunan T lenfositler gibi farkli hiicre etkilesimleri kemik
yikiminin olusumunu etkilemektedir. Ayn1 zamanda kemik yikim siireciyle salinan bazi
biiyiime faktorleri miyelom hiicrelerinin biiylime ve ¢ogalmasini artirmaktadir (41). Bu
durum ise miyelom tiimdr yiki artisi ile artmis kemik yikimi arasinda kisir bir dongii

olusturmaktadir.

Son yillarda myeloma hiicreleri tarafindan iiretilen RANK ve RANKL, MIP-1a,
IL-3 ve IL-6’nin kemik rezorpsiyonun gelisiminde olduk¢a 6dnemli oldugu saptamistir (42-

45).

RANK/RANKL sinyal yolagi kemik yapilanma silirecinde Onemli bir yer
almaktadir. RANK, hiicre dis1 kism1 28 amino asitlik sinyal peptid, 21 amino asitlik kisa
transmembran ve genis sitoplazmik kisimlari ile toplam 616 amino asitlik, timor nekroz
faktor ligand ailesi iiyesi olan bir transmembran sinyal reseptoriidiir (46). RANKL’1n
osteoklast onciillerine baglanmasini saglayan tek reseptordiir. RANK, osteoklastogenez ve
kalsiyum metabolizmasini kontrol etmekte ve bu sinyal reseptdrii makrofaj/monositik
hiicreler, T ve B lenfositler, fibroblastlar, dendritik hiicreler ile onciil ve olgun
osteoklastlarin yiizeyinde bulunur (46-50). RANK protein sentezi normal meme bezi,
kemik metastaz1 potansiyeli yiiksek olan meme ve prostat kanseri gibi bazi kanser
hiicrelerinde de gosterilmistir (51-53). Gilinlimiize kadar RANKL geninde konjenital
hastaliga sebep olan ve RANK delesyonu veya inhibisyonuna yol acan mutasyonlar

insanlarda belirlenememistir (48,54). Fakat RANK geninde mutasyon ile RANK’in
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aktivasyonu sonucu RANK sinyalinin artmasiyla ailesel ekspansil osteoliz (55) veya OPG
genindeki mutasyonlar ile OPG’nin baskilanmasi sonucu RANK sinyalinin artmasiyla
ailesel Paget hastaligi bildirilmistir (56). Ayrica, bazi ailesel Paget hastalarinda RANK
geninde saptanan aktive edici mutasyon, RANK aracilifiyla NF-xB sinyalinde artisa ve

sonug olarak da osteolize yol agabilmektedir (55).

RANKL, 40-45 kDa’luk membran bagli hiicresel ve 32 kDa’luk biyolojik olarak
aktif, ¢ozlniir iki formdan olusan toplam 317 amino asitlik bir peptiddir. TNF ligand
ailesinin bir {iyesidir. Normal ve patolojik durumlarda kemik rezorpsiyonunun olusumunda
anahtar role sahiptirler. Timus, lenf nodlar1 ve akcigerde daha fazla olmak iizere dalak,
kemik 1iligi ve osteoblastlarda sentezlenir. RANKL sentezi hormonlar (1,25-dihidroksi
vitamin D3 gibi), biiylime faktorleri ve peptidler (TGF-B1, fibroblast biiyiime faktorii-2 ve
Paratiroid hormon iliskili protein gibi), sitokinler (IL-1B, IL-6, IL-11 ve TNFa gibi) ve
glukokortikoidler gibi pek ¢ok faktdr tarafindan transkripsiyonel, translasyonel ve
posttraslasyonel seviyelerde diizenlenmektedir. Ayrica RANKL sentezi osteoblast/stromal
hiicrelerini, osteoklast olusumu ve aktivasyonunu uyaran pek ¢ok faktorlerle de
uyarilmaktadir (49,54,57-59). RANKL preosteoklastlarin iizerindeki reseptoric RANK’e
baglanir ve onlarin osteoklastlara doniismesini uyararak kemik rezorpsiyonu olusumunu
saglarken, ayni zamanda T lenfositler ve dendritik hiicrelerin yiizeyinde bulunan
reseptorleri araciligiyla bu hiicreleride uyarmaktadir (47,48,54,57-60). RANK’1in RANKL
tarafindan uyarilmasi ile ¢ jun (Jun N-terminal kinaz=JNK), NF-«xB ve serin/treonin kinaz
Akt/protein kinaz B (PKB) yolaklarin1 igeren hiicre i¢i sinyal uyarisi baglar. Bunun
sonucunda Onciil osteoklastlar olgun osteoklastlara farklilasir, aktive olur ve canliliklarini
sirdiiriirler (54,57,61). RANKL’in kemikteki temel goérevi osteoklastlarin olusumunu
artirirken apopitoza gidisini engellemek ve bunun sonucunda kemik kaybi1 ve
rezorpsiyonunu artirmaktir. T hiicrelerinden de RANKL salgilanabilmektedir. Ancak T
hiicrelerinden salgilanan RANKL, uyarilmis osteoklastlardan c-fos yolu ile interferon-p
(INF-P) iiretimini artirmaktadir. Bu durumda artan INF-  ise, RANKL salinimini negatif
yonde etkilemektedir (62,63).

RANKL, RANK’a baglandiktan sonra olusacak ilk sinyal tiimér nekroz faktorii
reseptorleri (TNFR) iligkili faktér (TRAF)’lerin RANK 1n sitoplazmik kismindaki kendine
0zgii boliime baglanmasidir (64,65). TRAF2, TRAFS ve TRAF6, RANK’a baglanmasina

ragmen sadece TRAF6 osteoklast aktivasyonu i¢in gereklidir. Yapilan ¢aligsmalarda sadece
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TRAF6 eksik farede osteopetrozis gelistigi saptanmistir (66). Pek ¢ok adaptdr molekiil
RANK’a baglanarak TRAF’lar araciligiyla uyar1 iletebilmektedir. Adaptor molekiiller
ailesinin bir tiyesi olan Grb-2 iligkili baglayict protein-2 de bunlarin arasinda yer
almaktadir. Bu protein, tirozin kalintilarindan fosforlanarak Src homolog-2 bolgelerini de
iceren pek ¢ok sinyal molekiiliinii uyarmaktadir. Yoklugunda osteoklast farklilasmasinda,
kemik rezorpsiyonunda azalma ve sonugta ciddi osteopetrozis meydana gelebilmektedir.
Bu durum, RANKL ile uyarilan osteoklastojenezde Grb-2 iligkili baglayici protein-2’nin
onemli bir rol oynadigini gostermektedir (67). RANKL/RANK kompleksi hiicre igine
alinarak lizozomlarda yikilir (54). RANKL immun sistemi de etkilemektedir (57,59). Baz1
malin tiimorlerde timor hiicreleri  tarafindan RANKL ile beraber RANK da
sentezlenebilmektedir (52). Ayrica RANKL kemik metastazlarinin patogenezinde de farkli
mekanizmalarla etki gdstermektedir. RANKL seviyelerindeki artis kemik yikiminda da
artisa ve buna bagli olarak tiimor hiicrelerinin yasam siirelerini ve boliinmelerini
hizlandiran biiylime faktorlerinin sentezlenmesine neden olmaktadir (68). Ayni zamanda
kemik metastazinin sik goriildiigii kanserlerde RANKL’1n kemoatraktan gorevi gordiigii ve

vaskiilarizasyonu arttirdig: diisiiniilmektedir (68,69).

OPG, 8. kromozomun kisa kolunun 24.bdlgesinde yer alan (8q24) “Timor nekroz
faktor reseptor siiperfamily 11b” (TNFRSF11B) adi verilen ve diger ad1 “osteoklastogenez
inhibitor faktér” olan 5 ekzon bolgesinden olusan gen tarafindan kodlanmakdir.
Baslangicta 401 amino asit olarak sentezlenen bir polipeptid olup 21 amino asitlik
propeptid kismi ayrildiktan sonra 380 amino asitlik olgun protein olusur. 60 kDa’luk
monomerik ve 120 kDa’luk disiilfit bagi igeren homodimerik, ¢6ziiniir bir glikoprotein
olarak hiicre disina salgilanir. OPG, TNFR siiper ailesinin bir iiyesi olup bu grubun diger
reseptOrlerinden farkli olarak transmembran ve sitoplazmik kisimlar igermemektedir. OPG
yedi yapisal bolgeden olugmaktadir. N terminalinde TNFR-2 ve CDA40 ile yakindan iligkili
olan ve diger TNFR ailesinin iiyelerinin hiicre disindaki kisimlariin 6zelliklerine benzer
Ozellik gosteren dort adet sisteinden zengin bolge vardir. OPG’nin 1. ve 4. bolgeleri
osteoklastojenezi inhibe edici aktiviteye sahiptir. Proteinin 5. ve 6. bdlgelerinin bulundugu
C-terminalinde 6liim bdlgeleri bulunmaktadir. Bu tip 6liim bolgeleri TNFR-1, DRS,
CD95/Fas ve TNF iliskili apoptozisi indiikleyen ligand (TRAIL) gibi apoptozis
mediyatorlerinin sitoplazmik bolgesinde bulunurlar. OPG’nin 4., 5. ve 6. bolgelerinin

apoptotik sinyalin iletimi ile iligkili oldugu ve OPG’nin TRAIL’e baglanarak TRAIL’le
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indiiklenen apoptozisi inhibe edebilecegi belirtilmisti. TRAIL de OPG’nin
osteoklastojenezis {izerine olan inhibitor etkisini engelleyebilmektedir. Proteinin 7.
bolgesinde heparin baglayan bir kisim bulunmaktadir. OPG bir transmembran
proteoglikan1 olan sindekan-1’e heparin baglayan bdlgesi aracigiyla heparin siilfat yan
zincirleri ile baglanarak hiicre i¢ine alinmakta ve en azindan bir kismi lizozomlar
araciligiyla yikilmaktadir. OPG’nin heparin baglayan bdlgesi, RANKL baglayan
bolgesinden uzaktadir ve RANKL baglanmasi veya kemik yikimini inhibe edici etkisi ile
iliskili degildir. RANKL/OPG kompleksinin yikimmin da sindekan-1’e baglanmasi
araciligiyla olabilecegi belirtilmektedir (47,54,59,61,70). OPG, RANKL i¢in yalanci
reseptor gorevi gormektedir. OPG osteoklastlarin yaptigi kemik yikimini inhibe ederek,
kemik resorpsiyonu azaltmakta ve kalsiyum diizeylerini diisiirmektedir. Kemik dokuda
RANK/RANKL nin etkisinin tam karsit1 etki gostermektedir. OPG, RANKL’a baglanip
bir tuzak reseptor gibi fonksiyon gorerek RANK’a baglanmasini engellemektedir. Sonug
olarak osteoklast farklilagmasi ve aktivasyonu inhibe olmakta ve RANKL iligkili kemik
rezorpsiyonu olusturulamamaktadir (47,48,57,59-61,70).

OPG osteoblastlar haricinde kardiyovaskiiler sistem (kalp, arter ve venler),
karaciger, bobrek, beyin, dalak, akciger ve kemik iligi gibi bir ¢ok doku ile hematopoetik
ve immiin hiicreler tarafindan sentezlenebilmektedir (47,48,57,59). Transforme edici
biiyiime faktorii (TGF)-a, TGF-B, IL-1a, IL-18, kemik morfojenetik proteinleri ve OPG
mRNA seviyelerini artiran 17-0stradiol gibi pek ¢ok peptid, hormon, sitokin ve ilag
tarafindan OPG salgilanmas1 diizenlenmektedir (60,61,70,71). Kemik yikimininda artisa
neden olan glukokortikoidler, vaskiiler hastalik ve osteoporoza yatkinlik olusturan
siklosporin A, paratiroid hormon (PTH), prostaglandin E2 ve fibroblast biiyiime faktorii-2
ise OPG sentezini inhibe etmektedir (60,61,70-73). OPG’nin sentezi ayni zamanda
osteoblastlarda osteoblastik kemik olusumunu da diizenleyen Wnt/B-katenin sinyali ile de
diizenlenir (74).

Kemik iligi hiicrelerinin sentezledigi OPG yas ilerledik¢e azalmaktadir (75). Kemik
yiizeyine uygulanan gerilme kuvveti ise OPG mRNA sentezini artirmaktadir (76). Bu
durumlar senil osteoporoz ve immobilizasyona bagli kemik kaybi durumunda OPG’nin
onemli bir mediyator oldugunu gostermektedir. Renal osteodistrofi, romatoid artrit, primer
bilier siroz, Cushing, HIV hastalar1 ve kemik metastazi olan prostat kanserlerinde OPG

seviyelerinde artma, litik kemik lezyonu olan multipl miyelom hastalarinda ise OPG

16



seviyelerinde azalma izlenmektedir (60,61,77).

MIP-1a, MM’de osteoklast olusumunun artisinda rol oynayan diger bir faktordiir.
MM hastalarmin yaklasik %70’inde artis izlenen bir kemokin olup, osteoklast olusumunu
ve dolayisiyla kemik yikimini artirmaktadir. MIP-10, osteoklast olusumunu RANKL’den
bagimsiz olarak artirirken ayni zamanda RANK ve IL-6 etkisini de artirmaktadir (78).
Magrangeas ve arkadaslari yaptiklar1 c¢alismada MIP-1a geninin MM’daki kemik
destriiksiyonu ile iligkili en 6nemli gen profili oldugunu bildirmislerdir. Abe ve arkadaslari
da yiiksek MIP-1a seviyelerini MM’de kotii prognoz ile iligskilendirmislerdir (79). MIP-1a
ekspresyonu engellenmis MM hiicreleri immun yetmezIlikli farelere enjekte edildiginde
veya MIP-1a noétralizan antikorlarla tedavi edilen hayvanlarda tiimor yiikii ve kemik
yikiminin azaldigi tespit edilmistir (80,81). MIP-1a ayni zamanda MM hiicrelerinin kemik
iliginde yerlesmesinde de onemli bir rol oynamaktadir. MIP-la ayn1 zamanda MM
hiicrelerindeki By integrin ekspresyonunu uyararak MM hiicreleri ve kemik iligi stromal

hiicreleri arasindaki adeziv etkilesimleri artirmaktadir.

RANKL ve MIP-1a’ya ek olarak IL-3 seviyeleri de MM hastalarinin kemik iligi
plazmasinda normal popiilasyona gore daha yiiksek bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda IL-
3 insan kemik iligi kdltiirlerinde osteoklast olusumunu artirirken IL-3’e karsi blokan
antikor varliginda bu etkinin engellendigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda IL-3, RANKL ve
MIP-1o’nin osteoklast gelisimi ve biiyiimesindeki etkilerini arttirarak MM hiicre

biiylimesine katki saglamaktadir (45).

MM hiicreleri ve stromal hiicreler arasinda baglantilarin MM hiicrelerinin kemik
iliginde yerleserek biiyiimesinde ve kemik yikiminin olusmasinda 6nemli rolii oldugu
yapilan bir¢ok calismada gosterilmistir. NF-xB ve p38MAP-kinaz aktivasyonunun artmasi
bu baglantilarin olugmasini saglanmaktadir. p38MAP-kinaz inhibisyonu ile IL-6 ve VEGF
tiretiminde azalma olmakta ve MM hiicreleri ile kemik iligi stromal hiicreleri arasindaki

adezyon azalmaktadir (82).

MM’daki intrensek degisikliklerde onemli rolii olan p62, bir ¢esit bagdastiric
proteindir. p62°nin kendine 6zgii enzimatik aktivitesi olmamakla birlikte NF-xB sinyal
yolaginda 6nemli bir rol oynamaktadir. MM hiicre biiylimesi ve osteoklast olusumuna etki
eden multipl sinyal komplekslerinin (NF-xB, p38 MAPK ve JNK) olusumu igin ortam

olusturmaktadir. Ayrica p62 proteini, hiicre sinyal olusumunda protein-protein

17



etkilesimlerinde de gereklidir (83). p62’nin MM’daki en 6énemli rolii stromal hiicrelerden
IL-6 iiretimini artirarak, stromal hiicreler tarafindan saglanan MM hiicre biiylimesini
uyarmasidir (84). TNF-a ve IL-6 ile artan RANKL ekspresyonu insan kemik iligi stromal
hiicrelerindeki p62 siRNA varliginda azalirken, normal osteoklast kiiltiirlerinde p62'/‘
stromal hiicreleri ile TNF-a ve IL-6’ya karsit osteoklastogenez cevabinda bozulma

goriilmiis ve bu durumun miyeloma kemik hastalig ile iligkili oldugu diistiniilmiistiir.
2.2.2. Miyelom Kemik Hastaliinda Osteoblast Etkisi

MM’da osteoklastik aktivite artarken osteoblastik aktivitede belirgin olarak azalma
olmaktadir. MM’de kemik yapim ile yikimi arasindaki dengesinde kemik yikimi lehine
bozulma izlenmektedir. Miyelom hiicreleri ile osteoblastlar arasindaki etkilesim ve TNF-a
gibi ¢oziiniir sitokinlerin artmis serum seviyeleri nedeniyle osteoblastlarda apopitoziz artis
olmaktadir (85). Bundan dolayt MM hastalarinda alkalen fosfataz (ALP) ve osteokalsin
gibi kemik yapimi belirteglerinin serum seviyeleri diisiik saptanmaktadir (86). Ayrica
MM’de kemik iligi stromal hiicrelerinin osteoblastik farklilagma kapasitesi de

bozulmustur.

Son yillarda yapilan calismalarda osteoblastik farklilasmada rol alan sinyal
yolaklarinin tanimlanmasiyla MM’de osteoblastik aktivitenin azalmasi daha iyi
anlagilmistir.  Mezenkimal hiicrelerden osteoblast farklilasma ve olusumu, Runx2
(runtrelated transcription factor 2)/Cbfal (core binding factor al) adli transkripsiyon
faktoriiniin  aktivitesi ve fonksiyonuna gereksinim duymaktadir (87). Osteoblast
farklilasmasinda artmis Runx2/Cbfal aktivitesi 6nemli olmakla birlikte, hastalarda serum
Runx2 protein seviyelerinin degismedigi ve ayni1 zamanda asir1 Runx2/Cbfal artisinin ise

kemik olusumunu azalttig1 gozlenmistir (88).

MM’de Runx2/Cbfal aktivitesinde azalma izlenmektedir. Miyelom hiicreleri ve
osteoprogenitdr hiicreler birlikte kiiltiire edildiklerinde, MM hiicreleri Runx2/Cbfal
aktivitesini azaltarak osteoblast farklilasmasin1 engellemekte ve erken osteoblast
onciilleriyle farklilasmis Onciillerde azalmaya yol agmaktadirlar (89). RANKL’ in tuzak
reseptorii olan OPG sekresyonunu arttirarak osteoblastogenezi artiran Runx2/Cbfal yolagi,
MM’de baskilanmakta ve dolayisiylada osteoklast olusumunu engelleyen bir proteini olan

OPG’nin de azalmasina neden olmaktadir (90).
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MM’de osteoblast fonksiyonlarinin bozulmasinda IL-3, IL-7 ve TNF-a gibi
sitokinlerin de etkisinin oldugu bilinmektedir. IL-3 miyeloma kemik hastaliginda
osteoklastalarin olusumu ve aktivasyonu saglarken ayni zamanda osteoblastlarin
olusumunu da indirekt olarak engellemektedir (91). Benzer sekilde MM hastalarinin kemik
iligi plazmasinda artmis IL-7 diizeyi, RunX2 aktivitesinin de etkilendigi farkli yollarla
osteoblast olusumunda azalmaya yol agmaktadir (89,92,93). inflamatuvar bir sitokin olan
TNF-o MM hastalarinda kemik iligi mikrogevresinde artmakta ve apopitotik yolaklar
uyarmaktadir (94,95). Ayrica TNF-a, matriks protein genlerinin ekspresyonunu
engelleyerek, RANKL gibi osteoklast olusumunu arttiran genlerin ekspresyonunu artirarak
onciil hiicrelerden osteoblast olusumunu da engeller (96). Bunlarla birlikte, TNF-a,
osteoblast farklilasmasinda Runx2, TAZ (bir ¢esit Runx2 koaktivatorii) ve Osx gibi dnemli

farklilagma faktorlerinin salgilanmasini da azaltir (95,97,98).

Bir diger sinyal sistemi olan Wnt sinyal yolagi kemik yapimi disinda B lenfositlerin
ve plazma hiicrelerinin aktivitesinde olduk¢a 6nemlidir (99). Immatiir osteoblastik
hiicrelerin ve Onciillerinin ¢ogalma, biiyiime ve farklilagsmasinda etkilidir (100). Ayrica
osteoblastlarda artmis Wnt sinyali OPG salgilanmasim arttirirken RANKL ekspresyonunu
azaltmaktadir (101,102).

2.2.3. Multipl Miyelomda OPG/RANK/RANKL Sinyal Sisteminin Etkisi

Miyeloma hiicrelerinin RANKL ekspresyonunu artirdigi, OPG ekspresyonunu ise
azalttig1 hiicre kiiltiir ¢alismalarinda gosterilmistir (103). MM hastalarindan alinan kemik
iligi biyopsilerinde de RANKL ekspresyonun da artig1 ve bu artigin miyelom hiicreleriyle
etkilenen stromal hiicreler, osteoblastlar ve aktive T-lenfositler tarafindan saglandigi
izlenmistir (104). Ancak bazi ¢alismalarda miyelom hiicrelerinde RANKL ekspresyonu
oldugu belirtilmistir (105). Buna karsilik miyeloma hiicreleri ile kemik iligi stromal
hiicreleri arasindaki etkilesim hem transkripsiyonel hem de post-translasyonel agamalarda
OPG mRNA ve protein seviyelerini azaltmakta ve sonu¢ olarak OPG diizeyi belirgin
olarak azalmaktadir (103). Ayrica miyelom hiicreleri Sindekan-1’1 lizozomal
kompartmanda azaltarak OPG seviyelerinin diismesine neden olmaktadirlar (106). Sonug
olarak RANKL/OPG dengesi miyelom kemik hastaliginin olusumunda ve yaygimliginda

oldukca 6nemli olup, patogenezde etkin rol oynamaktadir (107).
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3. MATERYAL ve METOD

Calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Hematoloji Bilim Dalinda yapildi ve Bilimsel Arastirmalar Degerlendirme Komisyonu

Etik Kurulu tarafindan onayland1 (21.02.2011 tarih ve 2011/19 sayili dosya numaral).

Calismaya, Ocak 2010-Ocak 2012 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi
Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali Hematoloji bilim dalina basvuran 52 MM
hastas1 alindi. 36 hastada direkt grafi, bilgisayarli tomografi veya manyetik rezonans
goriintliileme ile saptanan patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu mevcuttu. 16
hastada ise kemik lezyonu saptanmadi. Patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu
olan hastalarin 14’1 kadin, 22’si erkek, patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyon
saptanmayan hastalarin 6’s1 kadin, 10’u erkek idi. Hastalarin yas ortalamasi 62+9 olup,
patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu olan erkek hastalarin 62+8, kadin
hastalarin 58+10, patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu olmayan erkek
hastalarin 6249, kadin hastalarin ise 6610 idi. Kontrol grubu olarak benzer yas ve

cinsiyette 20 saglikl kisi ¢alismaya alind1 (Tablo 8).

Tablo 8. Hasta ozellikleri

Patolojik kirik ve/veya Patolojik kirik ve/veya

destriiktif kemik lezyonu  destriiktif kemik lezyonu  Kontrol

olanlar olmayanlar
Hasta sayisi 36 (%) 16 (%) 20 (%)
Cinsiyet E/K 21 (58.3)/15 (41.6) 9 (56.2)/7 (43.7) 10 (50)/10 (50)
Yas E/K 62+8/58+10 62+9/66+10 55+10/57+8

Patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu olan hastalarin 16’s1 Ig G kappa,
6’s1 Ig G lambda, 5’1 lambda hafif zincir, 2’s1 Ig A kappa, 2’si kappa hafif zincir, 2’si
nonsekretuar, 1’1 I[g M kappa ve 1’1 Ig A lambda MM idi. Patolojik kirik ve/veya destriiktif
kemik lezyonu saptanmayan hastalarin 4’ii Ig G lambda, 3’t Ig G kappa, 3’1 Ig A kapa,
3’1 kappa hafif zincir, 2’si Ig A lambda ve 1’1 nonsekretuar MM idi (Tablo 9).
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Tablo 9 Patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu olan ve olmayan MM

hastalarinin cinsiyet ve M-proteinine gore dagilimi

Patolojik kirik ve/veya Patolojik kirik ve/veya

destriiktif kemik lezyonu destriiktif kemik lezyonu Toplam

olan olmayan

Kadin Erkek Kadin Erkek 52
Ig G Kappa 5 11 1 2 19
Ig G Lambda 2 4 2 2 10
lg A kapa 2 0 1 2 5
lg A Lambda 0 1 1 1 3
Ig M Kappa 1 0 0 0 1
Lambda hafif zincir 3 2 0 0 5
Kappa hafif zincir 1 1 1 2 5
Nonsekretuar 1 2 1 0 4
Toplam 21 15 9 7 52

3.1. Genomik DNA izolasyonu

Hastalardan aydinlatilmig onam formlar1 alindiktan sonra, ETDA’l1 periferik kan
orneklerinden genomik DNA’lar1 (Qiagen Biorobot EZ1,USA, Seri No: 0510F1022) elde
edildi. Elde edilen DNA’lar -20 °C’de saklandi. 8. kromozomun q kolu 24. bolgesinde yer
alan ve 5 ekzon bdlgesinden olusan Osteoprotegerin geninin (TNFRSF11B)(Sekil 1) 5
ekzon bdlgesinin de taranmasi planladi. Hastalarin tiimiiniin DNA’larinin toplanmasindan
sonra TNFRSFI1B geni dizi analizleri gergeklestirildi. Hastalarin  yarisinda
gerceklestirilen dizi analizlerinin 6n sonuglarinda, 5 ekzondan sadece ekzon 1°de belirgin
polimorfizm saptanmasi1 nedeniyle, kalan hastalarda ve kontrol grubunda asagida belirtilen

yontemle ekzon 1 analiz edildi ve istatistiksel degerlendirme yapildu.

30 m Jom 192m 25m 389t

Sekil 1. TNFRSF11B geni diizeni

21



3.2. TNSFR11B geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
amplifikasyonu

TNSFR11B geni 2, 3, 4 ve 5 numarali ekzonlart Chong B. 2003’de verilen
primerler ile ¢ogaltildi. Primerlerin genin iizerindeki lokasyonlart Human Genome
Browser’dan elde edilen dizide kontrol edildi. Ekzon 1 i¢in ilgili yayinda verilen primer
cifti ekzonu tiimiiyle amplifiye etmediginden, tiim ekzonun iki uctan intronik diziler
icerecek sekilde amplifiye olabilmesi i¢in Primer3 programi (frodo.wi.mit.edu)
kullanilarak bir ¢ift primer yeniden dizayn edildi. Tiim ekzonlar primer ¢ifti ile 5U/ul Taq
polimeraz (Promega GoTaq Flexi, USA, Lot No: 27464705) enzimi, 25mM MgCl,,
10mM dNTP (Promega, USA, Lot N0:325473), su ve 30ng/ ul DNA igeren 5X enzim
buffer soliisyonu icerisinde tablo 10’da verilen kosullarda 34 dongiide termal dongii
cihazinda (Corbett Research, Seri No: C030410) ¢ogaltildi. Tiim primerlerin listesi tablo
11°de verildi.

Tablo 10. PCR kosullari

Baslangi¢ Denatilirasyonu 94°C 6’
Denatiirasyon 94°C 30
Baglanma 56°C r
Uzama 72°C I
Son uzama 72°C 6’
Bekleme 4°C 0

Tablo 11. Primerler

Ekzon Primer Amplikon

1 F GTT TCA GAA CCC GAA GTG AAG 839
R AACTTT GCA GCG TAA AAG GAC

) F TTCATGCTAAGATGATGC CAC 561
R TCC AGA CAC ATAGTACCT ACC

3 F AAC GAT TTG AGG AGA AGG TAC 300
R  TCA ACT CAG AGA GAG AGATG

4 F TAAGAC CAG CCAACAGAAGCTTG 471
R CAT ACATGCAGTCTT GTT CCT GG

5 F GGT GTC ACT TAACTCCCT CTC 751
R  GAT AAC GAT CCAGAT CTG ACAG
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3.3. DNA Dizi Analizi

PCR reaksiyonu ile elde edilen iiriinler Vivantis GF-1 nucleic acid extraction Kiti
(Vivantis, USA, Lot No:12144C) ile iiretici firmanin oOnerdigi sekilde saflastirildi.
Saflastirilan iiriinler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol edildi. Temizlenen
PCR firiinleri sekans reaksiyonuna alindi (Beckman Coulter CEQ 8000, Dye Terminator
Cycle Sequencing (DTCS), USA, Lot No: S410102). DTCS reaksiyonu 11 ul premix,
temizlenmis PCR iirlinii 1ul primer (forward veya reverse) ve distile su igeren total 20 ul

hacim i¢in asagida belirtilen kosullarda gergeklestirildi (Tablo 12).

Tablo 12. DTCS Reaksiyonu Kosullari

Baslangi¢ Denatiirasyonu  94°C 2" (dk)
Denatiirasyon 96°C 20’ (sn)

Baglanma 55°C 20’ (sn) > 30 dongii
Uzama 60°C 4" (dk)
Bekleme 10°C

Sekans reaksiyonunu takiben f{irlinler, Sephadex G50 (Sigma, USA Lot No:
061M1277V) kolon temizleme sistemi kullanilarak arindirildi ve cihaza yiiklendi.

Cihazda kapiller elektroforez yontemi i¢in firmanin 6nerdigi protokollerden LFR-a
kullanildi. Sekans sonuglar1 cihazin kendi yazilimi ile analiz edilip, gézlenen degisiklikler

Human Genome Browser’da kontrol edildi ( http://genome.ucsc.edu/).

3.4. istatistiksel Analiz

MM’li hastalarda destriiktif kemik lezyonlar1 ve/veya patolojik kiriklerin
TNFRSF11B geni ekzon 1’de saptanan tek niikleotid polimorfizmler (TNP) ile iligkisinin
karsilastirilmasinda x? testi kullanildi. Ekzon 1°de saptanan TNP’lerin MM hastalarinda
sagkalima etkisini deg@erlendirmesi ise Kaplan-Meier testi ile yapildi. Istatiksel
karsilastirmalarda Log Rank testi kullanild1 ve kantitativ veriler x? testi ile analiz edildi. p

degeri <0,05 olmas1 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

MM’li hastalarda DNA dizi analizi ile OPG gen mutasyonu izlenmezken,
hastalarda tek niikleotid polimorfizmi (TNP) saptandi. Saptanan TNP’ler Subat 2009
Genom Referans Konsorsiyumu (GRC) insan referans dizisine (GRCh37) gore

http://genome.cse.ucsc.edu adresindeki veri bankasindan kontrol edildi. Bulunan

TNP’lerden Ekzon 1’de goriilen degisimler, hasta ve kontrol grubunun DNA dizi analiziyle
kontrol edilerek istatistiksel analiz yapildi (Tablo 13). Ekzon 1’de izlenen degisimlerin

kromatogramlart tanimlandi (Sekil 2-5).

Tablo 13. DNA dizi analizi ile bulunan TNP’ler

Gen Bolgesi Referans TNP Nﬁk-leotid Referans Bulunan
Pozisyonu Niikleotid Niikleotid
Ekzon 1 rs11575929 119964344 CIG T/IA
Ekzon 1 rs2073618 119964052 C/G GIC
Ekzon 1 rs2073617 119964283 CIG T/IA
Ekzon 2 rs14220380 119945384 AT G/C
Ekzon 4 rs2228568 119938782 AT G/C
CETTRAATECT i3 . TT T T O

I
|

Lol '*“-«w""‘

Sekil 2. rs2073617 C:T (Ekzon 1)
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3w 350 i 170
CCTGAAAGCGTTAATCCTIGGAGCTIT TCT GCACACCCCCC

Sekil 3. rs2073617 T:T (Ekzon 1)

sEGACACCaC COCTCCACCCC TEACSCCEC AL

Sekil 4. rs11575929 C:T (Ekzon 1)

Sl LT ] £4n
MR T T OO GG BT TR AT G MCAR G TT G

Sekil 5. rs2073618 G:G (Ekzon 1)

Hastalarda ve kontrol grubunda en sik izlenen TNP homozigot ve heterozigot
152073617 C/T ve rs2073618 C/G olarak saptandi. rs2073617 TNP patolojik kirik ve/veya
destriiktif kemik lezyonu olan 36 hastanin 13’linde heterozigot, 20’sinde homozigot,
patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu olmayan 20 hastanin 8’inde heterozigot,

4’iinde homozigot idi. rs2073618 TNP patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu
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olan 1 hastada heterozigot, 17 hastada homozigot, patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik
lezyonu olmayan 4 hastada homozigot izlendi. rs11575929 TNP sadece patolojik kirik
ve/veya destriiktif kemik lezyonu olan 1 hastada heterozigot olarak saptandi. Kontrol
grubunda rs2073617 TNP 20 hastanin 9’unda heterozigot, 7’sinde homozigot, rs2073618
TNP’i ise 20 hastanin 5’inde homozigot bulundu. Kontrol grubunda rs11575929 TNP
gozlenmedi. Homozigot 1s2073617 C/T ve rs2073618 C/G TNP birlikteligi en fazla
patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu olan hastalarda oldugu gozlendi (Tablo
14-16).

Tablo 14. DNA dizi analizi ile bulunan TNP’lerin kontrol grubu ve hasta

gruplarindaki dagilim
Patolojik kirik Patolojik kirik
ve/veya destriiktif ve/veya destriiktif
kemik lezyonu kemik lezyonu ontrol
olanlar olmayanlar
rs2073617 C/T homozigot (T:T) 13 ) 3
rs2073618 C/G homozigot (G:G)
rs2073617 C/T heterozigot (C:T) 8 6 7
rs2073617 C/T homozigot (T:T) 6 2 4
rs2073617 C/T heterozigot (C:T) 5 )
rs2073618 C/G homozigot (G:G)
rs2073617 C/T homozigot (T:T)
rs2073618 C/G heterozigot 1 0 0
(C:G)
rs2073617 C/T heterozigot (C:T)
rs11575929 C/T 1 0 0

heterozigot(C:T)

rs2073617 C:C(normal)

rs2073618 C:C(normal) 3 4 4
rs11575929 C:C (normal)

Toplam 36 16 20
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Tablo 15. Genotip Frekanslart

Patolojik kirik ve/veya

Patolojik kirik ve/veya

destriiktif kemik lezyonu

Kontrol (20)

destriiktif kemik lezyonu (2xhasta
. olmayanlar (16) (2xhasta .
olanlar (36) (2xhasta say1si ) . sayisl )
sayisl )

C:13 C:8 C:9
rs2073617 C/T

T:53 T:16 T:23

C1 C:0 C:0
rs2073618 C/G

G:35 G:8 G:10

C1 C:0 C:0
rs11575929 C/T

T:1 T:0 T:0
"2 Allel sayildig1 igin hasta sayisinn iki katidir.

Tablo 16. Allel Frekanslari

Tablo 16’da OPG geni 1. ekzonda yer alan TNP’leri tagiyan hastalardaki polimorfik

allel ve normal allel frekanslar1 verilmistir.

Patolojik kirik ve/veya Patolojik kirik ve/veya

Referans
Allel  destriiktif kemik destriiktif kemik Kontrol
TP lezyonu olanlar lezyonu olmayanlar
ccCc 3 4 4
rs2073617 C:T 13 8 9
TT 20 4 7
c.C 18 12 15
rs2073618 C.G 1 0 0
GG 17 4 5
C.C 35 16 20
rs11575929 C:T 1 0 0
TT O 0 0

Hasta ve kontrol grubunda ekzon 1°de saptanan TNP degerlendirildiginde, en sik

saptanan homozigot ve/veya heterezigot rs2073617 ve rs2073618 TNP’nin gerek hasta ile

kontrol grubu arasinda gerekse kemik lezyonu olan ve olmayan hastalar arasinda farklh

olmadig1 saptandi. Buna karsilik homozigot rs2073617 ve rs2073618 TNP birlikteliginin
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kemik lezyonu olan hastalarda anlamli olarak fazla oldugu izlendi (p<0,05) (Tablo 17).
Ancak homozigot rs2073617 ve rs2073618 TNP birlikteliginin sagkalima etkisine

bakildiginda, homozigot her iki TNP olan hastalarin yasam siiresi daha kisa olmakla

birlikte istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 6).

Tablo 17. Ekzon 1°de saptanan TNP’lerin patolojik kirtk ve/veya destriiktif kemik

lezyonu olan ve olmayan hastalar ile kontrol grubunun karsilastirilmasi,

TNP’lerin MM’da kemik lezyonlarina etkisi

Patolojik kirik

ve/veya destriiktif

kemik lezyonu

Patolojik kirik

ve/veya destriiktif

kemik lezyonu

Kontrol (20)

Referans TNP
olanlar (36) olmayanlar (16)
Hasta Hasta Hasta
% % %
Sayisi Sayisi Sayisi
rs2073617 homozigot 20 55.6 4 25 7 35 AD
rs2073617 heterozigot 13 36.1 8 50 9 45 AD
rs2073618 homozigot 17 47.2 4 25 4 20 AD
rs2073618 heterozigot 1 2.8 0 0 0 0 AD
rs11575929 heterozigot 1 2.8 0 0 0 0 AD
rs2073617 homozigot
_ 13 36.1 2 12.5 3 15 0.048
rs2073618 homozigot
rs2073617 heterozigot
) 11.1 2 12.5 2 10 AD
rs2073618 homozigot
rs2073617 homozigot
) 2.7 0 0 0 0 AD
rs2073618 heterozigot
rs2073617 heterozigot
2.7 0 0 0 0 AD

rs11575929 heterozigot
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Sekil 6. Homozigot rs2073617 ve rs2073618 TNP birlikteliginin sagkalima etkisi.

29



5. TARTISMA

Monoklonal immunglobulin iireten malin bir plazma hiicre hastaligi olan MM, en
sik goriilen hematolojik malin hastaliklardan biridir. MM’de artmis osteoklastik aktivite ve
azalmis osteoblastik aktiviteye bagli olarak morbidite ve mortaliteye neden olan kemik

kaybiyla sonuglanan iskelet lezyonlar1 gelisebilmektedir (1,4).

Myeloma hiicreleri tarafindan iiretilen RANK ve RANKL, MIP-1a, IL-3 ve IL-6
kemik lezyonlarinin olusumunda olduk¢a oOnemlidir (1,2,3). RANKL’in osteoklast
onciillerine baglanmasint saglayan reseptér olan RANK’nin uyarilmasi sonucu
osteoklastlarin aktive olmasini saglayan RANK/RANKL sinyal yolagi kemik yapilanma
stirecinde etkin rol almaktadir (46). RANK’1n RANKL tarafindan uyarilmasi ile ¢ jun, NF-
kB ve serin/treonin kinaz Akt/protein kinaz B yolaklarini igeren hiicre i¢i sinyal uyarisinin
baslamasi, Onciil osteoklastlarin olgun osteoklastlara farklilagsmasina, aktive olmasina ve
canliliklarini siirdiirmesine yol agmaktadir (54,57,61). Wong ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan bir calisgmada, RANKL’nin RANK’a baglandiktan sonra tiimor nekroz faktorii
reseptorleri iligkili faktorleri (TRAF) uyarildigi ve 6zellikle TRAF6’nin osteoklastlarin
aktif hale gelmesinde etkin oldugu gosterilmistir (64). Takip eden calismalarda TRAF6
eksik farelerde osteopetrozis gelisiminin gosterilmesi bu bulgular1 desteklemekteydi (66).
Ayrica RANK’a baglanarak TRAF’lar araciligiyla uyar iletebilen Grb-2 iliskili baglayici
protein-2, Src homolog-2 bolgelerini de igeren pek ¢ok sinyal molekiiliinii
uyarabilmektedir. Yoklugunda ise osteoklast farklilasmasinda, kemik rezorpsiyonunda
azalma ve sonugta ciddi osteopetrozis meydana gelebilmektedir (67). Giinlimiize kadar
RANKL geninde konjenital hastaliga sebep olan ve RANK delesyonu veya inhibisyonuna
yol agan mutasyonlar insanlarda bildirilmemistir (48,54). Fakat Hughes AE. ve arkadaslari
RANK’1n aktivasyonuna yol agan RANK genindeki mutasyon sonucu RANK sinyalinin
artmasiyla ailesel ekspansil osteoliz vakasi bildirmislerdir (55). Ayrica, baz1 ailesel Paget
hastalarinda, RANK geninde saptanan aktive edici mutasyonun RANK araciligiyla NF-xB

sinyalinde artisa ve sonug olarak osteolize yol agabilecegi saptanmstir (55).

OPG, RANKL’a baglanip onun RANK’a baglanmasint  engelleyerek
osteoklastlarda RANK/RANKL sinyalinin olusamamasina bagli olarak kemik yikiminin

azalmasini saglarken, litik kemik lezyonu olan MM hastalarinda serum OPG seviyeleri
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diisiik olarak izlenmektedir (60,61). Ancak, OPG’nin 4., 5. ve 6. bdlgelerinin apoptotik
sinyalin iletimi ile iliskili oldugu ve OPG’nin TRAIL’e baglanarak TRAIL’le indiiklenen
apoptozisi inhibe edebilecegi ve TRAIL’in de OPG’nin osteoklastojenezis lizerine olan
inhibitor etkisini engelleyebilecegi de belirtilmektedir (59,61,70). Yapilan ¢aligsmalarda,
OPG’nin yas ilerledikge azaldigi, buna karsin kemik yiizeyine uygulanan gerilme
kuvvetiyle OPG mRNA sentezinin arttig1 gozlenmis ve sonucta OPG’nin senil osteoporoz
ve immobilizasyona bagli kemik kaybi durumunda 6nemli oldugu bildirilmistir (75,76).
Whyte MP. ve arkadaslari OPG genindeki mutasyon sonucu OPG sentezinin
baskilanmasima bagli olarak RANK sinyalinin artisgina bagli ailesel Paget hastaligi

tanimlamiglardir (56).

Osteoklast farklilasmasinin engellenmesinde 6nemli rolii olan OPG’yi kodlayan
gendeki transkript faktorlerin baglanma bolgesinde gelisen polimorfizm kemikteki
yapilanmay1 etkileyerek kemik yogunlugunda azalma veya osteoporoz gelisimine neden
olabilmektedir (108). Ayrica OPG gen polimorfizmlerinin kardiovaskiiler hastalik riskini
artirdig1, prostat kanserli hastalarda progresyonu hizlandirdigi ve bisposfonat kullanan
hastalarda ¢ene nekrozonu kolaylastirdigi da belirtilmektedir (109-113). Erkek hastalarda
RANKIL/RANK/OPG sinyal yolagindaki genetik degisimlerin kemik dongiisii ve kemik
mineral yogunluguna etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada, rs2073618 polimorfizminin
kemik yikim belirteclerinde artisa, lumbar vertebral kemik yogunlugunda azalmaya yol
actig1 saptanmistir (114). Soufi M. ve arkadaslar1 rs2073617 ve rs2073618 OPG gen
polimorfizminin destriiktif kemik lezyonlar1 ve/veya patolojik kiriklara yatkinlik
olusturmasinin yaninda erkek hastalarda koroner arter hastaligi gelisimine de neden
olabilecegini belirtmislerdir (115). Genis kapsaml1 bir meta-analizde (GWAS) rs10505348,
152073617 ve 152073618 iceren OPG TNP’nin kemik yogunlugunda azalmaya yol agtig
gosterilmistir (108). Cundy T. ve arkadaslar ise yakin akraba olan ve OPG’yi kodlayan
TNFRSF11B geni 3.ekzon bolgesinde heterozigot mutasyonlu anne ve babanin ii¢
cocugunda homozigot mutasyon izlendigini ve c¢ocuklarin hepsinde uzun kemiklerde
deformite, kifoz, asetebular protriizyon ile seyreden idiyopatik hiperfosfatazya gelistigini
bildirmiglerdir (116). Prostat kanserli hastalarda rs2073617 polimorfizminin, CC
genotipinin erken evre hastalarda TT ve TC genotipinin ise ileri evre hastalarda daha fazla
oldugu saptanmis ve bu durum hastalik progresyonu ile iliskilendirilmistir (110). Huang H.
ve arkadaslar1 da OPG rs2073618 TNP’i GG genotipinin GC ve CC genotipine gore
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ankilozan spondilitin daha erken yasta ortaya ¢ikmasi ile iliskili oldugunu saptamislardir

(117).

Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak ¢aligmaya alinan hastalarda OPG
(TNFRSF11B) gen mutasyonu izlenmezken, ozellikle ekzon 1°de TNP saptandi.
rs11575929 C/T TNP saptanan bir hasta diginda, hastalarda OPG gen TNP olarak
homozigot ve/veya heterozigot rs 2073617 ve rs 2073618 varlig1 izlendi. Tek basina
homozigot ve/veya heterozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP varligi veya rs 2073617 ve
rs 2073618 TNP’nin heterozigot ve homozigot birlikteliginin MM’1i hastalarda destriiktif
kemik lezyonu ve/veya patolojik kirk gelisimine etkisi olmadig1 gozlendi. Buna karsilik
OPG gen homozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP birlikteliginin destriiktif kemik
lezyonu ve/veya patolojik kirigi olan hastalarda anlamli olarak fazla saptanmasi bize
homozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP birlikteliginin destriiktif kemik lezyonu ve/veya
patolojik kirik gelisiminde rol oynadigini géstermekteydi.

Patolojik kirik gelisimi, gerek kiriga bagli olarak gerekse tedavi sirasinda
olusabilen komplikasyonlardan dolayt MM hastalarinin yasam siiresini hastaliktan
bagimsiz olarak kisaltabilmektedir (4,118). Klinigimizde yapilan bir calismada da patolojik
kirik gelisen MM hastalarinin yagam stirelerinin hastaliktan iligkisiz olarak belirgin olarak
kisa oldugu saptanmistt (118). Calismamizda ise homozigot rs2073617 ve rs2073618
TNP birlikteliginin izlendigi destriiktif kemik lezyonu ve/veya patolojik kirikli hastalarin
yasam siirelerinin daha kisa oldugunu, fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigim
gozledik. Ancak ¢aligmada destriiktif kemik lezyonu ve/veya patolojik kirigi olan hastalar
birlikte degerlendirildiginden, sadece patolojik kirigi olan hastalarin degerlendirilmeye
alinmasi durumunda homozigot rs2073617 ve rs2073618 TNP birlikteliginin hastalarin

yasam sliresine etkisi anlamli saptanabilirdi.

Miyelom hiicrelerinin osteoblastlar1 inhibe etmesi ve TNF-o gibi sitokinlerin
osteoblastlarda apopitozizi uyarmasi sonucu, MM’de osteoklastik aktivite artarken
osteoblastik aktivitede belirgin olarak azalma izlenmektedir (85). Miyelom hiicreleri ve
OPG araciligiyla mezenkimal hiicrelerden osteoblast olusumunu artiran Runx2/Cbfal
yolagit MM’de baskilanir. Bu durum osteoblast {iretimini azaltirken, ayn1 zamanda azalmis
osteoblast tiretimine bagli olarak artan osteoklast olusumunu engelleyen bir protein olan

OPG’de de azalmaya neden olmaktadir (89,90). TNF-o, RANKL gibi osteoklast
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olusumunu arttiran genlerin ekspresyonunu artirarak Onciil hiicrelerden osteoblast
olusumunu engellerken, ayn1 zamanda TRAIL’e baglanan OPG’de TRAIL’le indiiklenen
ostoeklast apoptozisini inhibe etmektedir. Goranova V. ve arkadaslar1 yeni tant MM
hastalarinda kemik lezyonu varliginda RANKL-RANKL/OPG oraninin RANKL ve
RANKL diizeylerindeki artis ve OPG diizeyindeki azalmaya bagli olarak arttigini
saptamiglardir (119). Bizim calismamizda, OPG geninde saptanan TNP’lerin hastalarda
OPG aktivitesini azaltip RANKL-RANKL/OPG yolagin1 etkileyerek destriiktif kemik

lezyonu ve/veya patolojik kiriga neden olabilecegini gostermekteydi.

Sonug olarak, RANKL-RANK baglanmasini engelleyerek osteoklast farklilagmasi
ve aktivasyonunu inhibe eden OPG geninde saptanan homozigot rs 2073617 ve rs 2073618
TNP birlikteliginin OPG fonksiyonunu azaltip RANKL-RANK yolagimi aktif hale
getirerek destriiktif kemik lezyonu ve/veya patolojik kirtk gelisimine yol agabilecegi

kanaatine varildi.
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6. SONUC VE ONERILER

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Hematoloji bilim dalina Ocak 2010-Ocak 2012 tarihleri arasinda basvuran 36
patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu olan, 16 patolojik kirik ve/veya
destriiktif kemik lezyonu olmayan toplam 52 MM hastas1 ve 20 saglikli kontrol

calgsmaya alindi.

Hastalarda DNA izolasyonunu takiben TNFRSF11B (OPG) geni dizi analizleri
yapildi.

Calismaya alinan MM’li hastalarda OPG (TNFRSF11B) gen mutasyonu izlenmedi.

MM’li hastalarda OPG (TNFRSF11B) gen ekzon 1°de homozigot ve/veya
heterozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP saptand:.

Tek basina OPG gen homozigot ve/veya heterozigot rs 2073617 ve rs 2073618
TNP varligi veya rs 2073617 ve rs 2073618 TNP’nin heterozigot ve homozigot
birlikteliginin MM’li hastalarda destriiktif kemik lezyonu ve/veya patolojik kirtk

gelisimine etkisi olmadig1 gézlendi.

OPG gen homozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP birlikteligi destriiktif kemik
lezyonu ve/veya patolojik kirigi olan hastalarda anlamli olarak fazla saptandi ve
dolayisiyla homozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP birlikteliginin destriiktif

kemik lezyonu ve/veya patolojik kirik gelisiminde rol oynadig: izlendi.

OPG gen homozigot rs2073617 ve rs2073618 TNP birlikteligi olan destriiktif

kemik lezyonu ve/veya patolojik kirikli hastalarin yasam stireleri daha kisa olmakla

birlikte istatistiksel olarak anlamli degildi.

OPG geninde saptanan homozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP birlikteligi OPG
aktivitesini azaltip RANKL-RANK yolagmi aktif hale getirerek destriiktif kemik

lezyonu ve/veya patolojik kirik gelisimine yol agmaktaydi.
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7. OZET

Multipl miyelom (MM) kemik iliginde tek bir klondan kdken alan ve monoklonal
immunglobulin {ireten malin bir plazma hiicre hastaligidir. Hastalik seyrinde osteoblast
aktivitesi azalirken osteoklast aktivitesinin artmasina bagli olarak osteopeni, kemik
destriiksiyonu ve/veya patolojik kirik gelisimi siklikla izlenmektedir. MM’de kemik
iliginde osteoklast oOnciilii hiicrelerin osteoklastlara doniismesini saglayan reseptor
aktivator niikleer faktér kB ligand (RANKL) diizeyi artarken, RANKL igin yalanci
reseptor gorevi goren Osteoprotegerin (OPG) diizeylerinde azalma izlenmektedir. Ancak,
azalmis OPG diizeylerinin RANKL’den bagimsiz olarak kemik lezyonlarinin gelisimine
yol agabilecegi heniiz bilinmemektedir. Bu ¢alismada OPG gen (TNFRSF11B)
mutasyonlarinin ve/veya tek niikleotid polimorfizminin (TNP) MM’de kemik lezyonlar

gelisimine etkisi arastirild.

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali
Hematoloji bilim dalina Ocak 2010-Ocak 2012 tarihleri arasinda basvuran 36 patolojik
kirik ve/veya destriiktif kemik lezyonu olan, 16 patolojik kirik ve/veya destriiktif kemik
lezyonu olmayan toplam 52 MM hastas1 ve 20 saglikli kontrol ¢alismaya alindi. Hastalarda
DNA izolasyonunu takiben OPG geni dizi analizleri yapildi. Calisgmaya alinan hastalarda
DNA dizi analizinde OPG gen mutasyonu izlenmezken TNP saptandi. Hastalarda en sik
izlenen TNP, ekzon 1’de homozigot ve heterozigot rs2073617 C/T ve rs2073618 C/G idi.
Tek basina OPG gen homozigot ve/veya heterozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP varlig
veya rs 2073617 ve rs 2073618 TNP’nin heterozigot ve homozigot birlikteliginin MM’li
hastalarda destriiktif kemik lezyonu ve/veya patolojik kirik gelisimine etkisi olmadigi
gozlendi. Buna karsin, OPG gen homozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP birlikteligi
destriiktif kemik lezyonu ve/veya patolojik kirig1 olan hastalarda anlamli olarak fazla
saptand1 ve dolayisiyla homozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP birlikteliginin destriiktif

kemik lezyonu ve/veya patolojik kirik gelisiminde rol oynadig: izlendi.

Sonug olarak, OPG geninde saptanan homozigot rs 2073617 ve rs 2073618 TNP
birlikteliginin OPG fonksiyonunu azaltip RANKL-RANK yolagini aktif hale getirerek
destriiktif kemik lezyonu ve/veya patolojik kirik gelisimine yol agabilecegi kanaatine

varildi.
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8. SUMMARY

Multiple Myeloma is a malignant plasma cell disorder which derived from single
clone of plasma cells in the bone marrow and produces monoclonal immunglobulins.
Osteopenia, bone destruction and pathological fractures are often observed in the course of
disease due to increased activity of osteoclasts and decreased activity of osteoblasts. The
Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand (RANKL) transforms precursor
cells to osteoclasts in the bone marrow and Osteoprotogerin (OPG) acts as a decoy receptor
for RANKL. The levels of RANKL increase while OPG levels decrease in MM. However,
decreased levels of OPG may lead to the development of bone lesions regardless of
RANKL, is not yet known. In this study, the effects of OPG gene (TNFRSF11B) mutations
and/or single nucleotide polymorphism (SNP) on the development of bone lesions in MM

were investigated.

Fifty-two MM patients, 36 cases with pathological fractures and/or destructive bone
lesion, 16 cases with no pathological fractures and/or destructive bone lesion) were
enrolled into the study (admitted to Black Sea Technical University Hospital between
January 2010-January 2012). After DNA isolation, OPG gene was sequenced. No OPG
gene mutations were observed, but SNPs were detected in the DNA sequence analysis.
The most common SNPs were homozygous and heterozygous rs2073617 C/T and
rs2073618 C/G in exon 1. OPG gene homozygous and/or heterozygous rs 2073617 and rs
2073618 SNPs or association of heterozygous and homozygous rs 2073618 and rs 2073617
SNPs were found to have no effect on the development of pathological fractures and/or
destructive bone lesions in patients with MM. However, association of homozygous
rs2073617 and rs2073618 SNPs were found to be significantly higher in patients with
pathological fractures and/or destructive bone lesion. Therefore, it was shown that the
association of homozygous rs 2073617 and rs 2073618 SNPs may play a role in the
development of destructive bone lesions and/or pathological fractures. It was concluded
that, association of homozygous rs 2073617 and rs 2073618 SNPs in the OPG gene may
lead to pathological fractures and/or destructive bone lesions, due to the reduced function
of OPG and the activated RANKL-RANK pathway.
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