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GIRIS

Multiple myeloma (MM) monokional protein sekrete eden plazma
hiicrelerinin neoplazmmdar (1,2). '

Tiim malignensilerin %1'ini, hematolojik malignensilerin %10'unu olugturan
bu neoplazmn, son yillarda tam amagh tibbi tekniklerin gelismesi ile insidensinin
arttif1 bilinen bir gergektir (1,2).

MM tamst konuldugunda tedavi edilmedigi takdirde hastalarin ortalama 6
aylik bir yagsam siiresi s6z konusu iken, giinlimiizde bu siire radyoterap: ve
kemoterapi ile evresine bagh olarak 2-5 yila kadar uzatilabilmistir (3,4). Multiple
myeloma tedavisinde son derece ¢nemli olan glukokortikoidler (GK), bir ¢ok
hematolojik malignenside oldugu gibi hiicre lizisini ve apopitozisi indiiklemek,
hiicre g¢opalmasim azaltmak amaciyla kullamlmaktadir. Ozellikle MM'mn
patogenezinde rol oynayan interleukin-6(IL-6), interleukin-1beta(IL-13)'y1 inhibe
edici dzelliklerinin bulunmasi, M protein sekresyonunu azaltmalan ve kemik
rezorpsiyonunu engelleyici ézelliklerinden dolayr GK'larin MM tedavisinde 6zel bir
yeri vardir (5,6).

GK'larm son yillarda yiiksek dozlarda, siddetli kemik iligi depresyonu olan
veya diger ajanlara cevap alinamayan direncli olgularda faydali oldugn goriilmiis ve
tedavilerde yiiksek doz GK kullammmu yerim bulmaya baglamistir (7-9). GK'larm
degisik hiicrelerde farkhi etkiler olusturdugu, hatta ayni hiicre dizilerinde doza
bagimli etkilerin oldugu gézlenmigtir. Bu farklibklann bir kisminda GK reseptor
veya postreseptor defektlerin neden oldugu bilinmektedir (10-12). | '

Bu nedenle son 10 yillik siirede, GK'larin hematolojik malignensilerde artan
dozlarda kullanimi 6nem kazanmustir. Bundan dolayr simdiki ¢aligmada degisik
myelom hiicre dizilerinde GK'larm artan dozlarda etkilerinin arastirilmasi
amaglanmugtir.
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GENEL BILGILER

MULTIPLE MYELOMA

Tanim

Multiple myeloma (MM) matir ve immatir plazma hiicrelerinin bir
neoplazmidir, Monoklonal immunglobulin tireten plazma hiicrelerinin tek bir
klonunun kontrolsiiz ¢ogalmasi séz konusudur(1,2). Myeloma tiimér hiicrelerinin
yavas ¢ogalmasi matiir B hiicre bulgularini gdstermesine karsin, bir ¢ok myeloma
hiicresinde myeloid ve plazma hiicre antijeninin birlikte bulunmasi, aneuploid
plazma hiicrelerinde ortak akut lenfoblastik 16semi antijeni (CALLA),
megakaryositik, myelomonositik ve eritroid yiizey antijeni bulunmasi, olayin B
hiicre olusumundan once, hatta hematopoietik kok hiicre seviyesinde oldugunu
diisiindiirmektedir(13,14). Plazma hiicrelerinin kontrolsiiz iremesi, sonugta kemik
iligini infiltre etmesi, hitcrelerden M-proteini ve tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a),
interleukin 1 beta (IL-18) gibi sitokinlerin asin iretimi sonucu klinik ve laboratuar
bulgular ortaya ¢ikmaktadir.

Epidemiyoloji

MM tiim malignensilerin %]1'ini, hematolojik malignensilerin %10-15'im
icermektedir. Son wyillarda kemik iligi incelemesi ve protein elektroforezi gibi
tekniklerin sik kullanilmastyla gorillme sikhigiun arttigy bildirilmektedir. Erkekierde
kadinlardan daha sik goriiliir, genelde ileri yas hastalifidir ve tam esnasinda
ortalama yas 70 civarindadir, ancak vakalarin %2'sinde 40 yasindan 6nce gériiliir
(1,3,15).

MM i¢in gesithi risk faktérleri belirtilmigtir. Bunlar arasinda en iyi saptanam
tyonize radyasyondur. Niikleer silah endiistrisinde galisanlarda insidensin belirgin
olarak arttify g6zienmistir. Genetik yatkinlik ve kronik antijenik stimulasyon etkili
faktorler arasindadir. Organik kimyasallara maruz kalmada risk daha azdir (3,15).
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Sitogenetik

Myelom hiicrelert yavas c¢ogalma hzina sahip oldugundan kromozom
caligmalan yapmak zordur. Bununla birlikte birgok kromozom anomalisi tespit
edilmistir, ancak higbin spesifik degildir. En sik rastlanan kromozom 2 ve 14'e
aittir. Daha az olmakla birlikte kromozom 6 anomalisi artmus osteolitik kemik
lezyonu, 7 anomalisi ise primer ilag resistans: ile birhiktedir(3,16,17). Flovsitometre
(Flowcytometry) ile yapilan DNA kontent analizinde %80 aneupioidi tesbit
edilebilir. Bunun %701 hiperdiploidi, %20'si diploidi ve %I10'uw hipodiploidi
seklindedir. Hipodiploidi tespit edilenlerde hafif zincir Uretimi gozlemirken,
hipodiploidide daha belirgin olmak fizere gerek hipodiploidi gerekse hiperdiploidi
primer ilag resistansi ve kisa yasam siiresiyle birliktedir (16,18,19).

Hiicre Kinetigi ve Ila¢ Direnci

Yavas ¢ogalma hizina sahip olan myeloma hiicrelerinde, programlanmis
hiicre 6liimiinii inhibe eden bcl-2 gen iiretiminde ve aktif DNA sentezinin géstergesi
c-myc nitklear proteminde artis mevcuttur (3,16,20,21). Ayrica N ve K ras
onkogeninde mutasyonlar gbzlenir. Bu durum da, kisa yasam siiresiyle birliktedir
(22). Membran MDR-1 (Multidrug Resistans) geni bilgilerini igeren p-glikoproteini
primer veya sekonder ilag rezistansiinin gostergesidir (23,24 ).

Sitokinlerin Rolii

Interleukin-6 (IL-6): B-hiicreleri interleukin-4 (IL-4)'le aktive olduktan
sonra, interleukin-5 (IL-5)le biiyiir ve IL-6'yla immunglobulin sekrete eden plazma
hiicrelerine farkhilagir. Invivo ve invitro c¢alismalarda IL-6'nn MM'da baslica
myelom hiicre biyiitiicii faktér oldugu gozlenmistir. Bunu parakrin veya otokrin
etkiyle meydana getirebihir. IL-6 seviyesi hastaligin siddeti ve prognozuyla iliskilidir
(25-29).

Interleukin-1 (IL-1): IL-4, IL-5, IL-6 iiretimine etkili olan IL-1, plazma
hiicrelenn 1¢in direkt mutojen etkili olup, osteoklast aktivasyonuyla kemik
resorpsiyonunu saglar (30).

Timér Nekrozis Faktor (TFN):' B hiicre degisiminde rolii olan TNF
myelom hiicrelerinin proliferasyonunu saglar, tek basina veya IL-1'le kemik
resorbsiyonuna neden olur (31).

[nhibitér Sitokinler: Plazma hiicrelerinin bilyiimesini inhibe eden en énemli
sitokin olan interferon gamma (INF-8), B hiicre proliferasyonunu ve immunglobulin
iiretimini inhibe eder (32,33). Interferon alfa (INF-a) diisik dozlarda biiyiime
saglarken, yitksek dozlarda IL-6'ya cevab: antagonize ederek inhibitr etki gosterir



(4,34). IL-2 myelom hiicrelerindeki bityiimeyi inhibe eder ve IL-2 seviyelerdeki artig
iyi prognozla birliktedir. IL-1, TNF, IL-8 ve IL-6'y1 inhibe ederek etkili olur
" (3,4,35). Tumor growth faktér beta (TGF ) ve mterleukin-10 (1L-10) daha az
potent inhibitérlerdir (3,36).

Sonug olarak fazla miktarda G,/G, faz1 iceren myelom hiicreleri cesitli
sitokin'ler iireterek; hiicrelerin ¢ogalmasina ve protein iiretimine, normal antikor
diizeyinin baskilanmasina, osteolize, renal hasara, hiperkalsemye, hiperviskoziteye
neden olurlar.

Klinik Bulgular

Degisik siireli asemptomatik periyodu takiben hastahfin klinik bulgulan
ortaya ¢ikar ve hastaligin siiresine bagh olarak degisik klinik belirtiler ortaya ¢ikar.

Iskelet lezyonlant baghica, kirmizi kemik iligi iceren kemiklerde olmak iizere
gelisen birden ¢ok mivelomatéz tiimor olusumuna baghdir. Klinik belirtiler;
hassasiyet, sislik gibi lokal bulgulardan, yaygmn, gegicl, siddetli agnilar ve patolojik
kinklara kadar degisebilir. Radyolojik olarak kafa kemiklerinde yuvarlak, zimba
deligi, kaburgalarda ise benek tarzinda osteolitik, intervertebral diskin
dejenerasyonu, vertebralann kisalip igige girmesi tarzinda degisik lezyonlar
gorillebilir. Periost reaksiyonu ve yeni kemik olusumu nadirdir. Kemik
rezorbsiyonunun mekanizmas1 kesin anlagilamamugtir, ancak IL-1B, TNF,
lenfotoksin, IL-6, IL-3. GM-CSF gibi osteoklast olusumu ve aktivasyonunu
saglayan faktorler patogenezde onemli yer tutarlar. Ayrnica MM'un erken déneminde
osteoblastik aktivitede artig izlenir. Hastalann %2-10'unda soliter plazmositom
bulunur ve nadiren osteoskleroz goriilir.

MM'de normal immunglobulin seviyelerinin azalmasi, immun cevabin
baskilanmasi, IgM  liretim siiresinin uzamasi, anttkor titrelerinin azalmasi
mevcuttur. Bunun yaminda T ve B hiicrelerinde kalitafif ve kantitatif anormallikler
sonucu CD4+/CDs oraminda azalma, antijene duyarlhi T ve B hiicrelerinin kayby, pre T
ve pre B hiicrelerinin olgun formlarina farkhilagmasinda defektier bulunur. Bunlarin
yaminda daha az oOnemli olarak, immunglobulin katabolizmasimin artmasi,
kompleman fonksiyonlarin ve opsonizasyonun bozulmasi séz konusudur. Tiim bu
faktorlere bagh olarak MM'de infeksiyona egilim artar. Gram (+) veya (-)
bakterilere bagh olarak solunum, iiriner sistern enfeksiyonlarmdan sepsise kadar
degisen, tekrarlayici ve oliimciil enfeksiyonlar gérillmektedir.

Plazma hiicreli tiumorlerin spinal cord ve sinir koklerine basisi, amiloid
birikimiyle veya birikimi olmaksizin sensori-motor polindropati, hiperkalsemik
ensefalopati, 16koensefalopati cesitli norolojik bozukluklarin baglica sebebleridir.



Bunun yamnda daha az siklikla menenjial invazyon ve osteosklerotik kemik
lezyonlarma bagh bulgular gézlenir.

Bobrek hasan oldukga sik goriiliir ve kronik bébrek yetmezligi hastalifin
belirgin bulgusudur. Burada etkili baglica faktorler hafif zincir silendirlerinin
olugmasi, monoklonal proteinlerin diffiiz ¢6kmesi, Bence-Jones proteiniirisine bagh
tubuler hasar, hiperkalsemidir. Diger katkida bulunan faktérler, hiperiirisemi,
pivelonefrit, dehidratasyon, hiperviskozite, amiloidoz, sepsis, nefrotoksik antibiotik
ve non-steroidal anti-inflamatuar ila¢ kullanimdir.

Hastahgin siddeti ve siiresinin  sonucu olarak  kardiyovaskiiler
komplikasyonlar gorilebilir. Miyokardial amiloid ve mukopolisakkarit infiltrasyonu,
kardiomiyopati, hiperviskozite baghica sebeplerdir. Bunlann yaninda arterio-venéz
sant, timor hiicrelerinden salinan humoral faktorier sonucu kalp yetmezligi ve
vaskiilit difer etldli faktorlerdir.

Monoklonal protein ve hafif zincir birikimine, krivoglobulinemiye, amiloid
ve vaskiilite bagh olarak gesitli cilt bulgulan goriilebilir.

Dalak, karaciger, lenf nodlan1 ve bobrekier daha sik olmak fizere, tiroid,
adrenal glandlar, akciger, barsaklar gibi bir ¢ok organda mikroskopik veya
makroskopik tiimdor hiicre birikimi ve buna bagl gesitli klinik tablolar ortaya
¢ikabilir.

Kriyoglobulin'lere bagh olarak Raynaud's fenomeni, akrosiyanoz, iirtiker gibi
bulgular, viskozitesi artmis proteinlerin varhgna bagh olarak gelisen hipervizkosite
sendromuna ait belirtiler gorilebilir. M proteint gesitli koagillasyon faktorlerini
etkileyerek hemorajik diateze neden olur. Faktoér V. VI, VIII, protrombin, fibrinojen
baslica etkilenen faktorlerdir. Ayrica dolasan antikoagiilan ve edinsel Von
Willebrand hastalig1 gozlenir (1,2).

Laboratuvar Bulgulart

Hastahigin baslangicinda hastalanin iigte ikisinde, ilerleyen dénemlerde tiim
hastalarda normokrom normositer anemiye rastlanir. Ancak makrositer, demir
eksikligine bagli mikrositer anemiye de rastlanabilir. Eritrositler rulo formasyonu
gosterir. Eritrosit sedimantasyon lmzi (ESR) viikselmistr, bu olaya bashca
eritrositlerin rulo olusturmasi ve yiiksek gammaglobulin seviyesi sebeb olur.
Kriyoglobulin'lerin varh@inda ESR diisiik hatta sifir olabilir. Lokésit say1si
genellikle normaldir. Hastalann %50'sinde hafif nétropeni, nispi lenfositoz, plazma
hiicrelen goriilebilir. Plazma hiicreleri ¢ok fazla 1se plazma hiicreli 16semi diisimniiliir.

Plazma hiicreler1 genellikle kemik ihiginin  %10'undan fazlasm isgal eder.
Ancak %35-%100 arasinda degisim olabilir. Plazma hiicre sayis1 %15-20'yi astifinda



tan1 kesinlesir. Kemik iligi tutulumu diffuz veya lokal olabilir. Plazma hiicrelerinin
sitoplazmalarindaki monoklonal immunglobulinlerin immunperoksidaz boyamayla
gosterilmesi, infeksiyon, karaciger hastahgl, metastatik kanser gibi reaktif
plazmasitoz'dan ayinmda énemlidir.

Hastalarda M proteini ve/veya Bence - Jones proteintinisi gozlenir. Nadiren
M proteini inkomplet veya yarim molekiilli immunglobulinlerdir. Monoklonal
protein arastinimasinda kullamlan elektroforezde, hastalarm %80'inde lokalize
band, %10'unda hipogammaglobulinemi, kalanlarinda ise herhangi bir anormalite
olmadifa go6zlenir. Myelom proteinlerinin immunglobulin smiflanma  dagilimu,
onlarin serum konsantrasyonlariyla orantili bulunmaktadir. Monoklonal protein %50
IgG, %20 IgA, %17 sadece hafif zincir (lampdakappa), %2 IgD, %! biklonal
gammopati, seklinde bulunur. %10 vakada serum M-proteini yoktur. IgE myeloma
olduk¢a nadirdir. Vakalann %80'inden fazlasinda hafif zincir tretilir. Agr zincir
azdir. Iki veya daha fazla monoklonal protein bulundugunda, en sik birliktelik I[gG +
IgA, IgM + 1gG, 1gG + IgG, IgM + IgA ve IgM + IgM seklindedir. Nadir olarak
immunglobulin ve agir zincir veya ayn bir hafif zincir bulunabilir.

B,-mikroglobulin klas 1 HLA'min komponenti bir peptid olup, plazma
hiicreleri dahil tiim hiicrelerde bulunur, glomerillerden siiziiliip, tubuluslardan
absorbe olur. MM, esansiyel monoklonal gammopati (MGUS), lenfoproliferatif
hastalik gibi bir¢ok durumda serum seviyesi yiiksek bulunur. Renal fonksiyonlara
bagh olarak 1drar diizeyleri de degisebilir. Bu nedenle B,-mikroglobulin hastahin
tarusinda degil, prognozun degerlendiriimesinde énemiidir.

Ayrica renal hasann sonucu olarak azotemi, yiiksek serum kreatinmi, ditsiik
kreatinin klirensi, idrarda protein, albumin, kristal ve renal epitel gozlenebilir.
Fanconi sendromu benzeri idrarda aminoasit, seker ve fosfat goriilebilir.
Hiperiirisemi, hiperfosfatemi, yiiksek alkalen ve asid fosfataz, anyon agifi,
hiponatremi olusabilir. LDH hastalarda belirgin olarak artabilir (1-3).

Klinik olarak MM baslica, IgG, IgA, IgD, hafif zincir hastalig, nonsekretuar,
biklonal gammopati tarzinda goriilebilir. Ayrica smoldering myeloma, plazma
hiicreli 16semi, osteosklerotik myeloma, soliter plazmositom, ekstramedullar
plazmositoma seklinde daha nadir degisik tiirleri de mevcuttur (2,3).



Tam Kriterleri
1- Major Kriterler.
a) Doku biyopsisinde plazmositomun gosterilmesi.
b) Kemik iliginde %30'dan fazla plazma hiicresi bulunmasi.

¢) Serum elektroforezinde monoklonal globulin piki (M-proteini).
* 1gG i¢in %35 gr'dan.
* IgA i¢in %2 gr'dan fazla olmasi.
* Amiloidozis'in yoklugunda idrar elektroforezinde lampda veya
kappa hafif zincir atihminin 24 saatte 1 gr'dan fazla olmasi.

2- Minor Kriterleri.
a) Kemik iliginde %10-30 arasinda plazma hiicresi bulunmas:.
b) Monoklonal globulin piki mevcuttur, fakat yukaridaki degerlerden azdir.
c) Litik kemik lezyonlart.
d) Normal IgG % 600 mg'dan, IgA %100 mg'dan, IgM %50 mg'da azdir.

Tami i¢in 1 major + 1 mindr veya 3 minor kriter gerekir.

Ayrica yeni baglayan anemi, hiperkalsemi, azotemi, demineralizasyon ve
kompresyon kirigi, hipoalbuminemi gibi nonspesifik  hastalik belirtilerinin
mevcudiyet: taniy: destekler (37).

Ayiner tam; MGUS, kronik lenfositer losemi (KLL), nonhodgkin lenfoma,
kollagen doku hastalifi, immun kompleks hastalifi, siroz, Waldenstrom's
makroglobulmemisi, agw zincir hastalifi, hipertiroidi, metastatik karsinomlarla
yapiimalidir.

Evreleme (37)
EVRE EVREI EVRE 1l
(Dusiik) (Orta) (Yiksek)
Myeloma hiicre sayisi <0,6x1012m? 0,6-1,2x1012m2  >1.2x1012m?
Hemoglobin (gr%) > 10,5 > 8,5-10,5 <8,5
Serum Kalsiyum (mg%) Normal <12 > 12
M-Protein IeG<5 gr % <7 >7
[gA<3 gr% <5 >5
BJ< 4 gr/giin <12 >12
Kemik Lezyonilar Lezyonyok veya <3 litiklezyon >3 litik lezyon

sadece 0steoporoz  veya osteoporoz

BJ: Bence - Jones proteiniirisi

Alt Gruplar:

A: Nispeten normal renal fonksiyonlar (Serum kreatinini <2,0 mg/dl)
B: Anormal renal fonksiyon (Serum kreatinini > 2,0 mg/dl)



Prognoz

Myelom hiicre kitlesi ve klinik bulgular kemoterapiye cevap ve prognozla
koreleredir. Tedavi altinda, hastalign 1. evresinde ortalama siirvi 60 ay, 11. evrede 41 ay,
I. evrede 23 ay, ortalama 36 aydwr. Tedavi olmayan hastalarda ise ortalama siirvi 6
aydir. Renal fonksiyon bozuklugu, kemik iligi plazma hiicre labeling indeks ve yag
prognozu etkileyen faktdrlerdir (3,4). Prognozu yansitan parametreler meveutur. Son
zamanlarda sik kullamlan b, mikroglobulin diizeyi, MM harici hastaiiklarda da
yikselebildiginden ve renal bozuklukla etkilendiginden digerlerinden daha az
giivenilirdir (38,39).

IL-6 hastahfn siddetini yansitir ve prognostik gosterge olabilir. CRP, IL-6
etlkasiyle karacigerde iiretilir ve IL-6 diizeyiyle koreleredir. Bu nedenle IL-6 sewviyesi
hakkinda bilgi veren ¢ok énemli bir kriterdir (29,40).

LDH ve biopterin metaboliti olan neopterin diizeyinin artmasi, plazma hiicresi
asit fosfataz diizeyinin dusitklign koti prognozu yansitir. Buna karsilik hidrolaz
diizeyimn artmasi aktif apopitozisi ve dolaywsiyla iyi prognozn yansihir. Plazma
hiicrelerinin morfolojisinin bozuklugu ve periferik kanda plazma hiicresi bulunmasida
kotii prognozla birliktedir (41-44).

Tedavi

MM'de hastahfin evresine, klinik bulgulann siddetine baglh olarak radyoterapi ve
kemoterapi uygulanabilir. Ayrica agri, anemi, hiperkalsemi gibi eslik eden bulgular i¢in
semptomatik tedaviler uygulanir.

Radyoterapi: Kemoterapiye cevap vermeyen agrih kemik lezyonlari, patolojik
karklar 1¢in degisik doz ve siirede radyoterapi uygulanabilir. Tiim viicut radyoterapisi
seklinde uygulanabilecegi gibi, myelotoksik etkilerden korunmak igin, kismi radyoterapi
seklinde de uygulanabilir (45).

Kemoterapli: MM bir ¢ok sistemi tutan generalize bir hastalik oldugundan
sistemik kemoterapi uygulanir. Kemoterapiye cevap almdigmi gosteren agnnmn
azalmasi, hastamin performansmn diizelmesi gibi subjektif kriterlerin yamnda, objektif
knterierde mevcuttur. Bunlar; M proteininde %50'den fazla azalma, myelom hiicre
latlesinde azalma, yumusak doku kitlesinin buyiikliigiinde azaima, osteolitik lezyonlarin
diizelmesi, hemoglobin seviyesinde yiikselme, fransfiizyon ihtiyacinin azatmasi,
hiperkalsemi ve iiremide azalmadir (1,3).

Tedavide melfalan, siklofosfamid, karmustin (BCNU), prokarbazin gibi alkali
ajanlar ve steroidler tek baslarna veya kombine kullamlabilirler. Hastah@m evresine ve
klinik durumuna gore bir kag alkali ajan ve alkali ajan, vinkristin, prednison veya
adriamisin  igeren kombinasyon tedavileri uygulanabilir, Bunlamn yaminda



deoksikoformisin, interferon alfa, retinoik asid, sitokin inhibitdrleri ve allogenik veya
otolog kemik ili§; transplantasyonu tedavide kullanilan diger yontem ve ajanlardir.

Tedavide ilk asama; Melfalan ve prednison komplikasyonsuz evre II-IIl MM'de
ilk segenek olup, %50-60 objektif cevap alimir. Benzer sonuglar siklofosfamid ile de
saglamir. Melfalan'a prednisomun ilavesi cevab1 artinr. Ancak bu kombinasyonda
prednisonun yarann gosterilememigtir. Steroidlerin, alkali ajanlardan daha fazla
yilestirici etkasi gozlenmag, hatta yiksek doz steroidlerin ¢ok yogun kemoterapi
programiartyla kargilagtinlabilecek sonuglarn gorilmigtiir. (Steroidlerin  tedavidekd
yerinden ayn bir boliim olarak bahsedilecekdir.) (1,3,4,16,18,46).

Kombinasyon Kemoterapi; Melfalan, siklofosfamid, BCNU, vinkristin ve
prednisondan olusan M, protokoliinde komplet remisyon hiza %70-80 iken, yasam
siitesi agisindan  melfalan ve prednison kombinasyonundan istatistiksel fark
bulunamanugtir (3,4,16).

Kotii  prognostik faktorlere sahip hastalarda, kombine kemoterapinin faydasi
mevcuttur, Adriamisin, BCNU, siklofosfamid ve melfalan iceren ABCM protokoliinde
yagam siiresinde uzama goriiliir (4,13,46). Yine vinkristin, adriamisin ve deksametazon
iceren VAD protokoliinde direngli vakalann %50'sinde cevap ahnir. Kisaca, adriamisin
iceren kombinasyonlar yasam siiresini uzatir ve alkali ajanlarla kombinasyon Kotii
prognozlu hastalarda basanyla kullambr (8,9,47).

Yiiksek doz siklofosfamid, melfalan ve steroid ile %70-80'lere ulagan remisyon
hizz gozlenmistir. Yitksek doz kemoterapiyi takiben otolog veya allogenik kemik iligi
transplantasyonunda %630-40 oraninda tam remisyon gozlenmistir (3,16,48).

Relaps goriilen hastalarda M, protokolii faydahdir, ancak etkisi kisa siirelidir.
Deoksikoformisin, 2-korodeoksiadenozin, karboplatin refrakter vakalarda kullamlabilir.
Yine refrakter olgularda sisplatin (CDDP) igerikli, 6megin etapozid, yiiksek doz
deksametazon, sitozinarabinozid, sisplatin igeren EDAP protokolii kullamlabilir, ancak
belirgin miyelotoksisite mevcuttur (3,4,8,9,16,46,47,48).

Interferon alfa MM'de tek basma veya kombine kemoterapiyle birlikte kullamlir.
Ozellikle remisyon siiresinin uzamasi ve yagam kalitesinin diizelmesinde etkilidir (4,49).

[L-6 monokional anttkoru, IL-1 reseptér antagonisti, TNF antagonisti
pentokstfilin, IL-6 R'iinii diizenleyen retinoik asid, iizerinde ¢alisilan ve gelecek tedavide
timit verici ajanlardir (1,3,4,50).

Ayrica hiperkalsemi, renal yetmezlik, infeksiyon, kemik lezyonlan igin uygun
destek tedavileri uygulamr.
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"~ GLUKOKORTIKOID (GK)LER ve ETKILERI

GK 'lar adrenal korteks'ten sentezlenen bir ¢ok fizyolojik olaymn diizenlenmesinde
onemli rolii olan steroid yapida hormonlardw. Dort halkah yapiya sahip olan
siklopentanoperhidrofenantren iskeletinden tiireyen maddeler igin steroid deyimi
kullamlir. Bu halkalar A, B, C ve D diye adlandirilir. Steroid halka sisteminin ¢egithi
yerlerine metil veya etil grubu getirilmek suretiyle kortikosteroidler, androjenler gibi
dogal hormonlarin veya sentetik analoglanmn ana yapisim olugturan temel steroid
tirevleri elde edilir. Bunlar pregnan, androstan ve estrandir. Dogal kortikosteroid ve
progesteron 21 karbonlu, testesteron 19 karbonlu ve dogal estrojenler 18 karboniu
steroidlerdir. Kortikosteroidler genellikle C-17 karbonunda iskelete baglanmg iki
karbonlu bir radikal vardir. Iskelete ve yan zincire en az ii¢ oksijen atomu (hidroksil ve
keto seklinde) baglanmstir. Hepsinde 3 ve 4 numarali karbonlar arasinda bir ¢ift bag
bulunur. Farkh yapida olan yeni steroidler dogal GK'lann su ve iz tutucu etkilerini
minimum dereceye indirmek amaciyla sentez edilmiglerdir. Sentetik GK'larm ¢ogunda
A halkasinda ikinci bir ¢ift bag bulunur. Bazilarmda ilave hidroksil ve metil gruplan
vardir (51),

GK'larm etki gostermesi igin  spesifik reSeptérii ile birlesmest gerekir.
Glukokortikoid reseptor (GKR) aktif olmayan sekhi 310.000 daltonluk kitleye sahip
heteromer kompeks seklinde sitozolde bulunur. Bu heteromer kompeks iki adet 90.000
dalton agirhga sahip Heat Shoch Protein (HSP-90) ve 59.000 dalton afirhiga sahip olan
P 59 proteini igerr. Reseptoér hormonun baglandig alan (HBA), DNA'mn baglandif
alan (DBA) ve antijenik-immunojenik alan olmak tizere 3 bolgeden meydana gelir.

GKR'de merkezi olarak DNA baglayan alan yerlesmigtir. Hormon baglayici alan
karboksi son grubu bulunan bolgeye, antikor tanmmasimin gergeklestigi immunojenik
alan amino son grubunun bulundugu boélgeye yerlesmistr. GKR'de niikleer
translokasyon, fosforilasyon ve diger proteinlerle etkilesim gibi 6zelllikleri belirleyen,
reseptoriin degigen aktivasyon fonksiyonuna cevapl alanlar tanmmlanmistur.

GK'lar hiicre membranindaki lipidler arasindan basit diffiizyonla hiicre igine
girer. Sitoplazmada heteromer komplekse baglamr. Bu kompleks ¢oziilerek 2 tane HSP-
90 ve 1 tane P 59 proteim kompleksten ayrilirken, aktive hormon GKR'ne baglamr.
Hormonun bagland:f iki ayn GKR homodimer seklini alir. Bu homodimer kompleksi
nitkleer membrana gegerek nilkleustaki kromatine transloke olarak transkripsiyon
sistemi 1le iligkiye girer. Reseptor proteimi spesifik genlerin meydana getirdigi etkiyi
uyan veya inhibe tarzinda etkilerken, DNA molekiilii iizerindeki baglanma yerleri tespit
edilmis ve bunlara glukokortikoid cevap elemanian (GRE) ad: verilmistir. Kromatin
lizerinde yer alan akseptor denilen baglanma yerleriyle birlesen reseptor aktive olarak
kendine ozgii GRE segmenti ile birleserek belici genlerin ekspresyonunu
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(transkripsiyonunu) artirir. Sonugta o genlere 6zgii mRNA yapim artar ve hiicrenin -
ribozomlarinda belirli proteinlerin (bir kisim enzim) sentezi hizlandirir. Ancak baz
dokularda (lenfotik doku gibi) glukokortikoidler protein sentezini, gen dizeyinde
regresyon veya ribozomlarda protein yapumm inhibe eden 6zel proteinlerin sentezini
artirarak, azaltwlar. Niikleer protenlerden c-myc ve c-myb protoonkogenlerinin
diizenlenmesi de bu yolla oimaktadir. In vitro deneylerde, ortama steroid hormon ilave
edildiginde, hormona o6zgii reseptérlerin sitoplazmada azaldifi, nukleusta ise arthf
gosterilmgtir (6,51,53).

GKlar glukoneojenezisi artinci, giukoz itilizasyonunu azaltict  etkisiyle
hiperglisemiye yol olarak, karbonhidrat metabolizmasimda etkili olurlar. Protein
sentezini inhibe edip (antianabolik etki), protein yilkamaum artirarak (katabolik etki)
protein metabolizmasim etkilerler. Yag metobolizmasina ise yag hiicrelerine glukoz
girisini azaltarak ve yiiksek dozda lipolizi huzlandirarak etki yaparlar (51).

GK'lar suprafizyolojik konsantrasyonda akut ve 6zellikle kromik iltihap olayin
inhibe ederler. Fizyolojik konsantrasyonlarda IgG ve IgE gibi humoral immuniteden
sorumlu faktérlerin yapumm ve kandaki diizeyini etkilemezler. Kanda dolagan immun
lenfositlerin sayisim azaltirlar ve bu hiicrelerin  antijenle aktivasyonu sonucu meydana
gelen ikincil olaylan inhibe ederler. Rodentlerde lenfohitik etki yaparlar. Yiiksek dozda
ise, antikor olusumunu azaltifindan immunosupressif olarak, otoimmun hastahklarn
tedavisinde ve organ transplantasyonunda transplatin reddini 6nlemek i¢in kullamlirlar.

GK'lar fizyolojik dozlarda hematopoietik sistemde hemoglobin sentezini
artirarak, entrosit sayisin yiikseltirler. Farmakolojik dozlarda ise okosit migrasyonunu
ve antikor sentezini inhibe ederek, immiin cevaplan supresse ederken, kandaki
polimorfoniiklear 16kosit ve trombosit sayisim artrrlar. GK'larm arttig) durumlarda
lenfopeni, eozinofil ve bazofil 16kosit ve monositlerin sayismda azalma meydana gelir
(51). GK'lar T lenfositlerde, ribozomal RNA sentezinde, DNA'da timidin birlesiminde
ve glukoz aliminda azalma, buna kargilik protein yikamu ve DNA fragmantasyonunda
artis meydana getirirler. GK fedavi, T lenfositlerin hiicre siklusunu G, fazinda bloke
ederek sonugta hiicre §liimiine neden olmaktadir (54,55).

Organizmamn yasamsal devamhg: i¢in olen ve yenilenen hiicrelerin bir diizen
icinde bulunmas1 gerckmektedir. Hiicre oliminiin belli bir diizende olmasma,
programianmas hiicre ¢liimii olarak bilinen apopitozis denilmekiedir. Apopitozis cesitli
faktorlerin etkisi altnda geligir, Tablo 1'de gosterildigi gibi bu olay1 uyaran ve
baskilayan faktorler mevcuttur. GK'lar apopitozisi uyaran faktorierdendir. Sekonder
messengerlan veya bunlara bagh olarak gen transkripsivonunu etkileyerek sitozolik
Ca*t yilkselmesine neden olurlar. Sitozolik Ca™™ yikselmesi Ca™'a - bagmh
endoniikleaz, proteaz, transglutaminaz enzimlerinin aktivasyonunu saglar. Sonugta
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DNA ve kromatinde fragmentasyon, hiicre yapismda bozuima ve sitoplazmik
proteinlerde defisim sonucu hiicre Olimii ortaya ¢ikar. Bunun yaninda gen
transkripsiyonu sonucu yeni hiicre yiizey belirleyicileri olugmakta ve inflamasyon
olmaksizin fagositoz olusumuna neden olmaktadir (56-59). |

Aynca GK'lar apopitotik aktiviteyl azaltan sitokinlerin etkilerini - azaltarak,
supressif veya uyaran protoonkogenlerin etkilerini diizenleyerek apopitozisi indirekt
olarak uyarabilmektedir (6,60-62). SB. Eastman-Reks ve WV Vedeckis GK'larin fare
lenfoma hiicrelerinde c¢-myc, c-myb, c¢-ki ras protoonkogenlerinin mRNA'sini,
dolayistyla bu protoonkogenleri inhibe etkilerini gdstermiglerdir (63).

GK'lar malign hastaliklari iceren bir ¢ok hastah@m tedavisinde kullamlir. Invitro
ve invivo ¢ahigmalarda GKR bulunan insan malign hiicre dizilennde GK'lann etkisi
‘Tablo 2'de goriiimektedir. Tablo 3'de ise GKR bakilmaksizin GK etkileri goriilmektedir.

GK'lar hematolojik hastaliklardan; lenfoblastik ve nonlenfoblastik 16semi, akut
ve kronik otoimmun trombositopenik purpura, aplastik anemi, multiple myeloma gibi bir
¢ok hastalifin tedavisinde tek bagma veya kombine olarak degisik etkilerinden
yararlamlarak kullamlabilirler (64). Hematolojik malign hastaliklarda, baglica hiicre
lizisi etkisinden vararlamir. Bu etkide baghca, apopitozisi uyarmasi ve hiicre siklusunu
bloke etmesi 6nemh rol oynar. Sonugta hiicre biiyiimesi durup, tiimdr kitlesi kiigiilebilir
(6,11,12,54,55,57-59,63).

Aynica 1osemide hiicre differansiasyonunu sagladigy (65,66) ve graniilosit
makrofaj koloni stimulan faktér (GM-CSF) diizeyini artirdiz bildirilmektedir (67,68).
Bu etkilerin artan dozlarda daha belirgin oldugu gézlenmistir (7,9,65-69).

MULTIPLE MYELOMA'DA GLUKOKORTIKOID TEDAVI

GK'larin; [L-6 messenger RNA (mRNA) ve dolaysiyla IL-6 tiretimini azaltarak,
IL-6'vla meydana gelen otokrin bityiimeyi baskiladify, sekretuar tip Ig mRNA
seviyelerini azaltarak M protein sekresyonunu ve bashca osteoklast aktivator faktor
(OAF) olan IL-1f'mmn mRNA'siu azaltarak kemik resorpsiyonunu inhibe ettikleri
bildirilmigtir (5). Berabeninde apopitozisi uyararak ve hiicre siklusunu bloke ederek
hiicre olimime neden olup, dolayisiyla biiyiimeyi inhibe ettikleri gosterilmigtir
(6,12,58). Ayrica plasminojen aktivatorlerini de inhibe ettikleri belirtiimektedir (6).

GK'lar tek baslanna veya kombine olarak MM tedavisinde kullamhrlar. Siddetli
kemik ih@ supresyonu veya alkah ajanlar gibi diger ajanlara cevap almmadigindan
dolay1 tedavi sans1 zayif olanlarda prednisonun, ozellikle yiiksek dozda faydah oldugu
ve tiimor lkatlesinde %50'den fazla azalma safladign gézlenmistir. Pansitopenili
hastalarda hemoglobin, graniilosit ve trombosit seviyelerini yikseltir, transfiizyon
thtiyacim azaltir ve hayat kalitesini yiikseltir. Hiperkalsemi ve renal yetmezlik gibi
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komplikasyonlan1 ¢abucak diizeltir. Alkali ajanlarda gorillen sekonder 16semi, kemik
g1 supresyonu gibi etkiler goériilmez (7,69).

Diger ajanlara cevap vermeyen ve relapstaki hastalarin %40'mda , ilk tedawvi
olarak yitksek dozda deksametazon ile hastalarin %70'inden fazlasmda remisyon
saglandig bildirilmektedir (1,3).

GK'lara hassas MM'da GKR ve GKR mRNA seviyelerinin yiiksek buna kargihk,
direncli olanlarda her ikisinin'de diisitk seviyede oldugu bﬂdhﬂnlisﬁr (1,6,10-12,70).
GK tedavi ille GKR seviyelerinde doku tiiriine bagh olarak degisiklikler tespit edilmistir
(6). Normal lenfositlerde, msan losemi ve lenfoma hiicrelerinde, He La ve Im-9
hiicrelermde glukokortikoid tedavi ile GKR down regiilasyonu sonucu, GKR diizeyi
azalirken, insan 16semik T hiicre serilennde (CEM-C7) up-regulasyon sonucu GKR ve
GKR m-RNA ‘s arth@ gostenlmigtir (71,72). MM'de 1se GK tedavi lle GKR ve
GKR mRNA seviyelerinin arttify bildirtlmmgtir (12). Donel-Morre ve arkadaglarmn
yaptgr bir calhismada, GKRlerinin insan myelom hiicrelerinde doksurobisin ile
baskilandif1 ancak deksametazon tedavisi sonrasi GKR ve GKR mRNA seviyelerinin
diizelerek, sensitivitenin arthfn gozlenmistir (73). Refrakter myelomada viiksek dozda
prednison ile resistansin diizeldigi ve timér kitlesinin kiigiildigii bildirilmektedir (1,79).

Hastalarmn hepst baslangicta steroid tedaviye cevap vermez veya tedavi esnasinda
direng gelisebilir. Bu durumda hiicre sitoplazmasinda bulunan GKR sayisinda azalma
ve/veya yoklugu, GKR'iin hormon baglayan alanmnda defektler stz konusu olabilir.
Yapilan cahgmalarda GKR eksikhigi ve defekti olmaksizin ghukokortikoidlere yamtsiziik
oldugu gozlenmistir. Bu durumda GKR mRNA'sinda degigiklikler bulunmugtur.
Sonugta direng gelisiminde reseptdr sonrasi mekanizmalarin rol oynadiga bildirilmistir
(1,6,10-12,74).

Aynca baghca mitokondrial enerji metabolizmasina etkali bel-2 onkogeni ve
MDR-1 gen kodlarm igerip laglann hiicre digina ¢ikmasim saglayan P- glikoproteinin,
GKR'larin normal olmasma ragmen GK'larin etkilerini azaltarak apopitotik aktiviteyi
azalthy:r gozlenmistir (23,24,75,76). Myelom hiicrelerinin bir kisminda GK'larmm
etkilerinin transforming growth faktér beta-1 (TGF B1) seviyeleriyle iligkili oldugu ve
TGF B1 sewiyelerindeki azalmanin deksametazonun bilyiimeyi inhibe edici etkisini
bloke edebildig bildirilmistir (77).

J. Hardin ve arkadaglan yapti@: bir ¢alismada, deksametazonun diisitk
konsantrasyonda IL-6'y1 bloke ettifim ancak IL-6 reseptoriini ( IL-6R) bloke
etmedigmi, yitksek konsantrasyonlarda ise her ikisini de bloke ettigini, bundan dolay
ditgiik konsantrasyonda tiimér etrafindaki dokulardan ¢ikan IL-6'mn parakrin etkiyle
deksametazonun meydana getirdigi myelom hiicre oliminii engelledifi, yiiksek
konsantrasvonda ise bu durumun ¢ok az gergeklestifini gozlemislerdir (78).



TABLO 1: APOPITOZISI UYARAN ve INHIBE EDEN FAKTORLER (58)

UYARANLAR INHIBE EDENLER
- Glukokortikoidler - Yasamsal faktorler
-Yasamsal faktérlerin CSF s
yetersizligi interleukinler (LILIILIV,VI)
- Negatif diizenleyiciler - Hilcre olitmuinii suprese eden genler
(TNF. TGF fy) bel -2
- Tiim&r supressir gen EBV-LMP 1
{ Wild- type p53) PROGRAMLI Mutant p 53
- Diger genler HUCRE Adenovirus E1B 19 kd
( regitle olmayan c-myc OLUMU Adenovirus E3 14.7 kd
Adenovirus E1A ( APOPITOZIS) Herpesvirus
C. elegans ced 3.ced 4) Gamma I 34.5
- Hiicre viizey antijenlerine Boculovirus p 35
karsi olan antikorlar C.elegans ced 9
( Apo-1 (=Fos).CD3) Tiimér promotdrieri TPA
- Sitotoksik antikanser ajanlar - Cvloheximide
- Topoisomeraz 1 inhibitori - D Actinomycin
CPT - Cinko ivonlan

- Topoisomeraz II inhibitdrii

Novobiocin

TNF : Tismor nekrozis fakior

TGF §3; : Transforming growth- factor B,

CSFs : Colony - stimulating factors

TPA : Tiim&r promoting phorbol ester 12-0-tetra-decanoly- phorpol 13- acetate
bel-2 ;B cell 1osemi veya ienfoma genleri

C. elegahs Ced 3, Ced 4: Cacnorhabditis elegans ced 3, ced 4.
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TABLO 2: GLUKOKORTIKOID RESEPTOR BULUNAN HUCRE DiZILERINDE GK ETKILERI (6)

Doku Tipi
Meme

Akciger Adenokarsinom

Akciger Alveolar karsinom

Kolon
Tiikriik bezi

Melanoma

Santral Sinir Sist. Titmorii

GK Etkisi

: Timidine biriesiminin ve proliferasyonun nhibisyonu. hiicre ¢esitliliginin

azalmasi. EGF-EGF baglanmasimn uyarilmasi

: Timor biisiikliiginde azalma.

Biiyiimenin ve timidine birlesiminin inhibisyonu.

. Proliferasvonun ve Tyhmidine birlesiminin inhibisyonu.
: Bitylimenin inhibisyonu
: Titmér biyikliiginde azalma, béiviumenin inhibisyonu. G, ve G,/M farzinda

durma. 4 saatiik inkilbasyonda DNA sentezinin uvarilmasi, 18 saatlik
inkiibasvonda DNA sentezinin inlmbisvonu, melanogenesis'n | tirosine

aktivitesinin ve L-Dopa birlesiminin uvarilmasi.

: Yiiksek doz deksametazon ile biiyiimenin inhibisyonu. diigitk doz

dexamethazonla biiyiimenin uyanimast.

Leiomivosarcoma : Invivo biiviime inhibisvonu , invitro biiviimenin uvarilmasi.

Fibrosarcoma . Yiiksek dozda invivo ve invitro bilvibmenin inhibisyonu, disiik dozda invivo

biiyiimenin uyarilmasi. fibronectin sentezinin uyanlmasi.

Cerviks uteri : Bityiime inhibisvonu veva uyartlmasi. G, farzinda durma, GKR’de down
regulasyon. HPV 16 gene iiretimi, ras onkogen'i belirmesi, EGF-r
seviyelerinde artis.

ALL : Hiere lizisi. proliferasyonun inhibisyonu . G, farzinda durma, kolestercl
sentezinin. niikleoside ve glukoz alimmn, protein seniezinin ve 1L-2
iiretiminin inhibisyonu, glutamin sentezinin belirginlesmesi, GKR-mRNA
seviyesinde artma veya azalma, GKR up veya down regulasyonu, ¢-myc
ve ¢c-myb m-RNA 'sirun baskilanmasi.

NALL : Koloni olusumunun inhibisyonu, glukoz transportunun stimulasyon veva
inhibisyonu, amineasit birlesiminin inhibisyon veya stimulasyonu, hiicrelerin
yasama vetenegi ($mrii) artar veya azalir.

Lenfoma : Hiicre lizisi, niikleosid aliminin inhibisyonu, EBV ‘In  meydana ¢ikmasi,

1L-1'in inhibisyonu,

Myeloma : Hiicre &liimil, biiyiimenin, plasminojen aktivatérlerinin, immunglobulin
sekresyonunun inhibisyonu, GKR mRNA seviyesinde artma.

ALL  : Akutlenfoblastik 16semi EGF :Epidermal growth faktér.
ANLL : Akut nonlenfoblastik lsemi. EGF-r : Epidermai growth faktor reseptor
GKR : Glukokortikoid reseptor EBV  : Ebstein-Barr virus

HPV : Human papiloma virus.
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TABLO 3 : GLUKOKORTIKOID RESEPTOR BAKIL.MAKSIZIN iINSAN MALIGN

Doku Tipi

Sarkom

Astrocvtoma
Cerviks uteri

Hepatoma

Kolon

HUCRELERINDE GK ETKILERI (6)

GK etkileri

: Mitokondrial dejenerasvon

: DNA fragmantasvonu
. Hiicre lizisi. DNA fragmantasvonu, NAD ve APT azalmasi

: DNA fragmantasvon
. Hiicrelerin ¢ekirdek ve mitokondri bityiikliginde artma, mitokondri

savisinda azalma.

: Bitvilmenin durmasi. fragmantasvonun artmast. hiicre viizevinin degisimi

: HPV 18 gen tiretiminin ortaya ¢ikmasi ras onkogeni -malign

doniisiimiiniin - artmasi.

: Sitokrom P 450 gen olusumunda artma,

: Ras onkogeniyle malign déniisiimiiniin arimast.

AL: Akut undifferansive lIosemi.
ALL: Ainut lenfoblastik 15semi
KLL: Kronik lenfositer 1osemi

KML: Kronik miyelositer 1osemi



MATERYAL VE METOT

MATERYAL ve GERECLER

Bu tez calismasi, KTU Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklan kliniginde yatan MMi
hastalardan elde edilen plazma hiicreleri ve NS,, SP, fare myeloma hiicre dizilertyle
hematoloji labaratuvarindaki sistemlerden faydalanarak yapildi.

Bu ¢alismanm gergeklestirilmesi sirasinda Multiple myelomah insan kemik
iligi hiicreleri, SP, myeloma hiicre dizilenn (non-secreting myeloma, mouse. G.
Kohler and C.Milstein medikal research council laboratory of moleciiler biology,
Cambridge, England . No: ATCC CRL 1581), NS; myeloma hiicre dizileri
(myeloma non-secreting, mouse, G. Kohler Basal institude for immunology Basel,
Switzerland. No: ATCC TIP18) kullan:lds.

Hastalardan elde edilen plazma hiicreleri ve NS,, SP, fare myeloma hiicre
dizilerinde metilprednisolonun doza bagh etkilerimi arastrmak iizere planlanan bu
¢alisma i¢in; ilk olarak Temmuz 1993 ile Agustos 1995 villar1 arasmda ig
hastaliklan kliniginde MM tamsi1 konarak, heniiz tedavi gérmemis 15 hasta alindi.
Tablo 4'de diger zellikieri belirtilen hastalarin yaslar: 55-75 arasinda olup 8'1 kadin,
7'si erkekdi. 8 hasta IgG tipi, 5 hasta IgA tip1, 2 hasta ise kappa hafif zincir tipt MM
idi. Ikinci bir grup olarak da, ozellikleri belli olan Marmara Universitesi Tip
Fakiiltesi Hematoloji' boliimiinden almip sivi nitrojen iginde bekletilen NS, ve SP,
fare myeloma hiicre dizileri ¢aligma i¢in kullamlda. _

Ayrica; sivi kimyasallar olarak da Ficoll-Hypague (Lymphocyte separation
medium 13010-012, Gibco BRL.), RPMI medium 1640 (041-01875 M Gibco), Fetal
Calf Serum (011-06290 H Gibco), Penicilin-Streptomisin (061-5140 Gibco),
Metilprednisolon (prednol-L, Mustafa Nevzat ilag sanayi), Heparin (Liquemine,
Roche), DNA prep reagents (Coulter PN 6604452: 3x70ml DNA-prep stain, 1x22ml
DNA-prep LPR, 1x0,5ml DNA-prep reference), Serum fizyolojik (SF) %0.9, PBS
(Phosphate buffer saline: 0.8 gr NaCl, 0.144 gr Na, HPQ,, 0.02 gr KCl, 0.02 gr
KH, PO, 80 ml distile su), TBE solusyonu: Tris base 54 gr, Boric acid 27.5 gr, 0.5
m EDTA 20 ml, Monidet (NP 40 Sigma N-6507), RNaz A (Sigma R 4875),



Proteinaz K (Sigma P 4914), Loading buffer: %0.25 bromfenol blue, %0.25 Xylene
- cyanol, %30 glycerol, Agarose jel (Sigma A-9539), Ethidium bromide (Sigma E-
8751) den faydailamids.

Bunlara ilave olarak; Laminer air flow (Heareus ELB 2448), Zaman ayarh
santrifij (Heareus Medifuje), PCO, inkiibator (Thermolyne Compact CO, Series
5000), Kan sayim cihazi (System 9000 Hematology Analizer), Otoanalizor

(Technican RA-X Serono), Epics Elite-ESP Flowcytometry (Coulter), DNA prep
* workstation (Epics Leucoyte Prepration Workstation, Coulter), Multicycle DNA
analiz programu (Phonenix Flow Systems), Corning Cell Wells (24 Well 25820),
Corning Cell Flask, Pastor pipeti, Stenil disposible farkli bityiikliikte enjektorler,
Steril santrifii) tiipii (Nunc 348232 mm wvida kapakli), Steril 15ml'lik konik tip,
Cama yazar kalem, Beher, Elektroforez tanki (Hoefer - HE 33), Ultraviole lambasi
(Haefer Nighty Bright UVTM-19), Binokiiler arastirma mikroskopu (Olympus CHS
No 7E0133), Invert Mikroskop (SOIF XSZ-D2) dan da yararlamldu.

Gerek MM'li hastalardan, gerekse NS; ve SP, fare myeloma hiicre
dizilerinden metot kisminda detayli olarak belirtildigi gibi elde edilen plazma
hiicreleri, ¢ogaltilmak fizere hiicre kiiltiir ortamina alindi. Plazma hiicreleri yeterli
saylya ulagtifinda, icerisinde defisik dozlarda metilprednisoion bulunan hiicre
killtir ortamina ilave edildi. 72 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra
metilprednisolonun degisik dozlardaki konsantrasyonunun hiicre siklusu, apopitosiz,
hiicre sayisi, LDH iizerine olan etkileri aragtirildi.



Tablo 4: MM'li vakalann Szellikleri
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Hasta Adi| Protokol | Yag |Cmns| MM.Tipi | Hb | Ca |PKreatim|BJ| Link

No (grdD) | (mg/d) | (mg/dl) Lezyon

E.G. 301518 60 | K IgG 871 90 4 +1 <3
[A. |265625| 65| E IgG 78 | 88 24 | +{ <3
MP. |319660| 70 | E IeG 96 1| 93 14 |+| <3
F.O. [305146| 66 | K IeG 10 | 11.2 2.8 - <3
M.G. |325091}75 | E IeG 88 | 95 1 + -
N.A. 124336165} K IgG 97 1 9.1 1 -] <3
EK. | 04430 |63 | K [gG 98 | 93 28 |+] <3
K.D. (302918 69 | K IgG 1081 9.0 17 |- -
S.A. [330950| 60 { K IgA 81| 94 1.6 |- -
AS. 1224241169 | E IgA 80 | 9.7 29 |- -
OK. }276226] 65 | E IgA 851 9.9 15 |+] <3
HY. [335272 55| E IgA 10.1| 92 1 +1 <3
HB. |253363| 74 | E IgA 791 93 1.1 | +]| <3
HB. |327668 | 55| K | Kappa | 7.9 9 36 |+ -

hafif zincir
FN. 31815460 ( K { Kappa | 87 | 92 1.8 t+{ <3




METOT

Kemik [liginden Plazma Hiicresi Izolasyon Yontemi

Hastalardan plazma hiicres1 elde etmek i¢in, spina iliaca posterior
superior'dan steril heparinize (50p/ml) enjektor ile kemik iligi alindi. Ficoll dansite
gradyent yontemi ile mononiikleer hiicreler ayrildi ve elde edilen hiicreler ortalama
her bir luyucuga 1 hiicre diigecek sekilde, her hasta i¢in 96'h plakiara ekildi
(Medium  igerigi: RPMI-1640+%10 Fetal calf serum+1004 kristalize
penisilin/ml+100pgr. Streptomisin/ml). Ve 72 saat %5 CO7 basinc: altinda 37°C de
inkiibe edildi. Plazma hiicresi saptanan (1s1tk mikroskopu ile) kuyucuklardaki
hitcreler pastor pipeti ile aspire edilerek ¢ogalmalan igin 10 giin sire ile %5 CO,
basinc: altinda 37°C de inkiibe edildi. Bu stirenin sonunda 1 cc'de 5.000.000 olacak
sekilde siispansiyon hazirlandi (79). Bu siispansiyondan yapilan yaymalarda plazma
hiicre oranlarimin % 95'in iizerinde olup olmadif: kontrol edildi.

NS, ve SP, Fare Myeloma Hiicre Dizilerinin Hagrlansi

Sivi nitrojen iginde bekletilen NS; ve SP, fare myeloma hiicre diziier,
¢coziildiikkten sonra RPMI ilave edilip, 500g'de santrifiiy edilerek. iistte kalan
dimetilsiilfoksid igeren kismm atildi. Cokertilen hiicreler, kiltiir tiiplerine hazirlanan
RPMI, %10 Fetal calf serum, 100 iinite/ml penisilin kristalize, 100pgr/ml
streptomisin igeren Kkiiltiir ortaminda, 37°C ve %5 CO,li ortamda ¢ogalmaya
alindilar. 72 saat'lik inkiibasyon sonucunda yeterli ¢ogalma gozlenen hiicreler,
¢aligma igin hazirlandi (79).

Kiiltiir Ortamu ve Gruplarimin Olusturulmasi

Calismamizda RPMI 1640 ana vasat olarak kullamlarak ortama %10
oraninda fetal calf serumu ve 100 tnite/ml kristalize penisilin, 100ugr/ml
streptomisin ilave edildi. Hazirlanan bu kiltir ortami, 247k kiiltir plagmmn, her
plagma son volimii 2 cc olacak sekilde dagtildi. Bu kiiltiir ortamuma bes gruba
aynlarak herbirine degisik dozlarda metilprednisolon eklendi:

1-Grup A: Kontrol grubu (serum fizyolojik steroid miktarinda eklendi.)

2-Grup B: 25ugr/ml metilprednisolon

3-Grup C: 2,5ugr/m! metilprednisolon

4-Grup D: 0,5ugr/ml metilprednisolon

5-Grup E: 0,125 pgr/ml metilprednisolon

Her bir plakta ml'de 5x104 hiicre olacak sekilde yukarida tariflenen gruplarm
her birinden, bir insan myeloma olgusu igin 4, bir hiicre dizisi (NS, veya SP,)i¢in



12'ser 6rnek hazirlandi. Kiiltiir ortami 37°C'de, %5 CO; igeren nemli ortamda 72
saat inkiibe edildi.

Sonuclarin Degerlendirilme Yintemi

Hiicre Sayist

72 saat inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin sayisi kan sayim cihaz ile élgiiliip,
toma lamiyla dogrulugu kontrol edildi.

LDH Dizeyinin Saptanmasi

72 saat inkiibasyon sonrasi LDH diizeylerini technicon RA-X otoanalizer ile
olgiildit. LDH diizeyi hiicre viabilitesi ve metabolik aktivitesinin bir gostergesi
olarak analiz edilmistir (41,80).

DNA Elektroforez'i ile apopitozisin saptanmasi

500g'de 5 dk santrifiljle ¢okertilerek elde edilen hiicrelere, Iml PBS ilave
edilerek, tekrar 5 dk santrifiij edildi. Uste kalan PBS dokiildii. Alta kalan hiicrelere
0.5 ml yan yanya saf su ile sulandinlmis TBE solusyonu, 1.25ul nonidet 170 (%
0.25), 5ul RNaz A ilave edilerek 37°C'de 30 dk inkiibe edildi. Sonra 100ul
proteinaz K(5 mg/ml) ilave edilerek 37°C'de tekrar 30 dk inkiibe edildi. Takiben 100
il Loading buffer ilave edilerek hiicreler elektroforeze hazir hale getirildi. Bu
hazirlanan materyal hazirlanmis %1.5 agaroze jel iizerindeki her bir kuyucuga 25ul
olacak sekilde konuldu. 20 voitta 6 saat DNA elektroforezi yapildi ve takiben 30 dk
Ethidium bromidle (5ug/ml) ile boyanmaya alindi. 30 dk beklendikten sonra
ultraviyola altinda DNA o¢zellikleri izlendi. Elektroforezde go6zlenen DNA
fragmentasyonu apopitozis olarak degerlendirildi (81).

Flovsitometre ile DNA indeksleri ve apopitozisin saptanmasi

Hucrelerin Gy/G;, GyyM ve sentez sathasindaki yiizdeler1 saptanarak,
apopitotik pik yiizdesi olgildii. Flovsitometre ile ¢alisma icin inkiibasyon sonrasi
elde edilen hiicreler, PBS ile yikand: ve hiicre sayilan en az 1x10%/ml olacak gekilde
ayarland1. Hiicreler daha sonra "DNA-prep work station" da isleme tabi tutuldu. Bu
1slem sirasinda otomatize olarak 1. solusyon olan LPR solusyonu ile hiicre membran
permeabilitesi artinlarak, 2. solusyon olan DNA-prep stain ilave edildi. Bu
solusyonda kwmizi floresan iceren promidium iodide (Pi) ve riboniikleaz
bulunmakta olup, LPR solusyon ile membraninda porlar agilmis hiicrelerin DNA ve
RNA'simn Plle boyanmas:i saglandi. Ribonitkleaz vasitasiyla boyanmus olan
RNA'larn ortadan kaldirilmasi saglandi. Béylece DNA igeriginin Pl'le isaretlenmesi
amagland1.15 dk'lik PI ile mkiibasyondan sonra flovsitometre'de X ekseninde PmT-4
peak ve Y ekseninde PmT-4 integral kullanilarak gahismaya ahmacak hiicre gruplan



kapiyla belirlendi. Béylece doubled (¢ift) hiicreler elimine edildikten sonra PmT-4
integral X ekseninde, hiicre sayis1 Y ekseninde yer alacak sekilde grafiklendirildi.
(Cikan sonuglann degerlendirilmesi multi-cycle DNA analiz programiyla yapild:
(82).

Pi ile daha az boyanan hiicrelerin yaptif1 hipodiploidik pik, apopitotik pik
olarak belirlendi ve 6l¢iimii muiti-cycle DNA analiz programuyla yapildi. Yapilan
¢aligmalar PI ile yapilan Olgiimierin apopitozisin saptanmasinda en az diger
yontemler kadar hassas oldugunu belirtmekle birlikte (83), biz DNA elektroforeziyle
apopitozis saptadigimiz olgularda apopitotik pik yiizdesini flovsitometre ile dlgmeyi
yegledik.

Istatistiksel Degerlendirme
Sonuglar ortalama + standart sapma (SD) olarak verilmis olup gruplar arasi

karsilagtirmada 1ki es arasindaki farkin Gnemlilik testi (paired-T) kullamildi ve
P<0.05 anlamh olarak kabul edildi.
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Caligmaya alinan hastalardan elde edilen plazma hiicrelerinin flovsitometre
ile yapilan DNA analizi sonucunda, 8 hastada (6 hasta IgG, 2 hasta IgA) DNA
indeksi 1,4+0,2 olan aneuploidi tespit edildi, 7 hastada (2 hasta [g(, 3 hasta IgA, 2
hasta kappa hafif zincir) aneuploidi mevcut degildi. Ayrica NS; ve SP, fare
myeloma hiicre dizilerinden sadece SP, fare myeloma hicre dizilerinde spontan
apopitozis mevcuttu. Sonucta dort degisik 6zellikteki myelom hiicre dizilerinde
metilprednisolonun ayn ayn hiicre savisi, LDH, hiicre siklusu, apopitozis ve
aneuploidi iizerine etkileri tespit edildi.

Tablo 5,6,7,8 ve grafik 1,2.3,4'de elde edilen sonuglar ve anlamliliklan
Ozetlenmistir.

Aneuploidi tespit edilen hastalarda, kontrol grubu olan A grubuna gore, B
grubunda (25 pgr/ml metilprednisolon) hiicre sayis1 (x103 ml) 507.5£190.5'den 350
+159.3'¢ (P<0.001), LDH diizeyi (U/L) 21.59.4'den 17.8413.3%e (P<0.05), Go/G1
hiicre ytizdesi 94+1.9'dan 92+1.4'e (P<0.05), G»/M hiicre yiizdesi 2.3+1.2'den 1.8+
1.7've (P<0.05), aneuploidili hiicre yiizdest 24.9+14.3'den 18.5%12.8'e (P<0.05)
azalma gosterirken, S hiicre yiizdesi 3.6+1.9'dan 5.7£0.8'e (P<0.05) yiikselmis olup,
apopitotik hiicre yiizdesinde degisiklik tespit edilemedi. Kontrol grubuyla (A), C
grubu (0,5 pgr/ml metilpre&nisolon) karsilagtirildiginda, kontrol grubuna gére hiicre
sayis1 382.5+189'a (P<0.01), LDH duzeyr 15.7x11.4'c (P<0.05), Gy/G, hiicre
yiizdesi 92.4%+1.3'e (P<0.05), G,/M hiicre yiizdesi 1.7+0.8'¢ (P<0.05) azalurken,
aneuploidik ve apopitotik hiicre yiizdesinde anlamli degisiklik tespit edilemedi.
Kontrol grubuyla (A), D grubu (0,5 pgr/ml metil prednisolon) kargilagtinldiginda,
hiicre sayis1 385.5+183'e (P<0.01), LDH diizeyi 17.1410.8'e (P<0.05), G/M hiicre
yiizdesi 1.91+0.8'e (P<0.05) azalirken, S hiicre yiizdesi 4.9£1.9a (P<0.05) yiikselmis
olarak saptand:. Go/G, aneuploidi ve apopitotik hiicre yiizdesinde anlamh degisiklik
tespit edilemedi. E grubunda (0,125 pgr/ml metilprednisolon) ise hiicre sayisi 382.5
- £162.7'ye (P<0.01), LDH diizeyi 16.3110.9'a (P<0.05) azalmis olup, Gy/G;, G,/M,
S, aneuploidili ve apopitotik hiicre yiizdesinde anlaml: degisiklik tespit edilemedi.

Gruplar aras1 karsilastirmada ise, hiicre sayisi, LDH diizeyi ve apopitotik
hiicre yiizdesi arasinda gruplar arasinda istatistiksel fark yoktu. Gy/G; hiicre



yiizdesinde B ve C grubunda, D ve E grubuna gére, G,/M hiicre yiizdesinde ise B,
C ve D gruplarinda E grubuna gore azalma mevcuttu (P<0.05). S hiicre yizdesinde
ise B ve C gruplarinda E grubuna gore artma mevcuttn (P<0.05). Aneuploidi hiicre
yiizdesinde 1se sadece B grubunda C, D ve E gruplarma gore azalma tespit edildi
(P<0.05). C, D ve E gruplan arasinda ise fark yoktu. Apopitotik hiicre yiizdesi,
gruplar arasinda farkl: degildi.

Aneuploidi tespit edilemeyen hastalarda kontrol grubunu olusturan A
grubuna gore, B grubunda , hiicre sayis1 781.8+112.4'den 514.5+42.9'a (P<0.01),
LDH diizeyi 21.1£1.1'den 18+6.9'a (P<0.05), Go/G, hiicre yiizdesi 88+2.4'den 84.4
1+9.7'ye (P<0.05), G,/M hiicre yiizdesi 4.7+1.5'den 2.3+1.8'e (P<0.05) azalurken, S
hiicre yilizdesi 6.6+2.6'dan 13.2+11'e (P<0.05) yiikselmis ve apopitotik hiicre
yiizdesi anlamli olarak degismemisti. Kontrol (A) grubuyla, C grubu, D grubu, E |
grubu arasinda ise. hiicre sayis1 C grubunda 502.7116.7‘ye (P<0.01), D grubunda
532+43.6'va (P<0.01), E grubunda 500.9+28.7've (P<0.01), LDH dizeyi C
grubunda 18.5%%'a (P<0.05), D grubunda 17+10'a (P<0.05), E grubunda 1818'e
(P<0.05) azalwken, Gy/G;, Gy/M, S, apopitotik hiicre yiizdesinde anlaml
degisiklikler tespit edilemedi.

Gruplar aras: karsilagtirmada ise, hiicre sayisi, LDH diizeyi ve apopitotik
hiicre yiizdesinde, gruplar arasinda anlamh degisiklik tespit edilemedi. Go/Gq hiicre
yuzdesinde B grubunda, C, D ve E grubuna gore azalma gézlenirken (P<0.05), C, D
ve E gruplan arasinda farklilik saptanmadi. G,/M hiicre yiizdesinde ise sadece B
grubu E grubuna gére azalmigti (P<0.05). S hiicre yiizdesinde ise B grubunun C, D
ve E grubuna gore daha yiiksek oldugu tespit edilirken (P<0.05), C, D ve E gruplart
arasinda farklilik gézlenmedi.

NS, fare myveloma hiicre dizilerinde kontrol (A) grubuna gére B grubunda
hiicre sayis1 739+61.9'dan 475%+135.5'e (P<0.01), LDH diizeyi 524+24.2'den 45.5%
19.5% (P<0.01), Gy/G, hiicre yiizdesi 38.9+10.3'den 32.5+5.1't (P<0.05), G,/M
hiicre yiizdesi 5.5+5.9'dan 2.4+2.5'e (P<0,05) azalirken, S hiicre yiizdesinin 54.4+
8.2'den 67.613.7've (P<0.05) yiikseldigi ve apopitotik hiicre yiizdesinin anlamh
olarak degismedifi saptandi. C grubunda da benzer sekilde hiicre sayis1 409.2+
49.9'a (P<0.05), LDH diizeyi 46+20.8'e (P<0.01), Go/G; hiicre yiizdesi 3314.2'ye
(P<0.05), G,/M hiicre yiizdesi 2.343'e (P<0.05) azalirken, S hiicre yiizdesinin 60.9+
6.3'e (P<0.05) yikseldigi ve apopitotik hiicre yizdesinin anlamli defismedigi
saptandi. D ve E gruplarinda i1se kontrol (A) grubuna gére, D grubunda hiicre
sayisiun 378.5+80.1'e (P<0.05), LDH diizeyinin 50.5£24.2've (P<0.05) E grubu
hiicre sayisimin 453+45.8'e (P<0.05), LDH diizeyinin 50.3125.6'ya (P<0.05)
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azaldig saptandi. D ve E grubunun her ikisindede Gy/G;, G5/M, S ve apopitotik
hiicre yiizdesinde anlamhi degisiklikler tespit edilemedi.

Gruplar arast karsilastirmada ise Gy/G, hiicre yiizdesinde D ve E grubuna
gore B ve C grubunda, G,/M hiicre yiizdesinde ise E grubuna gére B ve C grubunda
azalma tespit edildi (P< 0.05). S hiicre yiizdesinde ise sadece B grubunda D ve E
grubuna gore ylikselme saptandi (P<0.05). Apopitotik hiicre yiizdesi, hiicre sayis1 ve
LDH diizeyinde anlaml degisiklik tespit edilemedi.

SP, fare myeloma hiicre dizilerinde kontrol grubuna (A) gore. B grubunda
hiicre say1s1 1328.8+168.2'den 1048.8+103"¢ (P<0.001), LDH diizeyi 82.7£18.6'dan
71.4%£17.8'e (P<0.05), Gy/G; hiicre yiizdesi 36.2+3.4'den 33x7.4%¢ (P<0.05)
azalirken, apopitotik hiicre yiizdesinin 8.4+7'den 14.5 + 7.6'va (P<0.03) yiikseldigi
tespit edildi. Go/M ve S yiizdesinde anlaml degisiklik mevcut degildi. Benzer
sekilde C grubunda hiicre sayis: 1023+186'ya (P<0.001), LDH diizeyi 70.6£16.1'¢
(P<0.05), Gy/Gy hiicre yiizdesi 32+6.2've (P<0.05) azalirken, apopitotik hiicre
yiizdesinin 13.4%6.3'e (P<0.05) viikseldigi saptandi. G,/M ve S hiicre yiizdesinde
anlamh degisiklik mevcut degildi. D grubunda hiicre sayis1 1135+155'e (P<0.05),
LDH diizeyi 70.6+16'ya (P<0.05), E grubunda da benzer sekilde hiicre sayisi
1161.8+106'ya (P<0.05), LDH diizeyi 71.8+15.6'ya (P<0.05) azalirken, Go/G,, S,
G,/M, apopitotik hiicre yiizdesinde her 2 grupta da anlaml degisiklik tespit
edilemedi.

Gruplar aras: kargilastirmada 1se, hiicre sayisi ve G/G; hiicre yiizdesinin B
ve C grubunda D ve E grubuna gore azaldigs (P<0.05), buna karsilik diger gruplar
arasinda fark olmadig: saptandi. G,/M, S ve apopitotik hiicre yiizdesinde ise gruplar
arasinda istatistiksel fark tespit edilemedi.

Insan ve NS,, SP, fare myeloma hiicre dizilerinde yapilan DNA
elektroforezinde, NS; fare myeloma hiicre dizilerinde ve insan myeloma
orneklerinde apopitozis gzlenmezken, SP, fare myeloma hiicre dizilerinde kontrol
grubunda spontan apopitozis saptanmus ve iiste Ozetlendigi gibi flovsitometre ile
yapilan analizde spontan apopitozisin B ve C gruplannda indiiklendigi gézlenmisgtir.



Tablo 5: Aneuploidi tespit edilemeyen vakalarda metil prednisolon'un hiicre
siklusu, apopitozis, hiicre sayis1, LDH diizeyi iizerine etkileri.

Gruplar GO/Gt | G2/M S Apopitotik | Hiicre Sayisi| LDH
(%) (%) (%) Pik (%) (x102/ml) (U/L)
A 88+2.4 [4.7£1.516.6x2.6| 0306 |781.8x112.4| 21.1=x1.1
Kontrol
B 84.4+9.712.3+1.8|13.2=11| 0.7£1.6 | 51452429 | 18+6.9
(25ugr/ml)
C 88.5+£2.9 35427 |7.5%3.6 | 0.2+03 | 502.7+16.7 | 18.5£9
(2.5ugr/ml) '
D 89.6+35|38+24164=38| 0.4+0.2 532+43.6 17£10
(0.5ugr/ml)
E 88542348422 |6.6x1.3| 02+03 | 500.9+28.7 | 18.4+8
(0.125ugr/ml)
Gruplarin istatistiksek karsilastirilmast
A-B P<0.05 { P<0.05 | P<0.05 AD P<0.01 P<0.05
A-C AD AD AD AD P<0.01 P<0.05
A-D AD AD AD AD P<0.01 P<0.05
A-E AD AD AD AD P<0.01 P<0.05
B-C P<0.05 AD | P<0.05 AD AD AD
B-D P<0.05 AD | P<0.05 AD AD AD
B-E P<0.05 | P<0.05 | P<0.05 AD AD AD
C-D AD AD AD AD AD AD
C-E AD AD AD AD AD AD
D-E AD AD AD AD AD AD

AD: Anlamh Degil.




Tablo 6: Aneuploidi tespit edilen vakalarda metilprednisolon'un hiicre siklusu,
apopitozis, hiicre sayisi, LDH diizeyi tizerine etkileri.

Gruplar GOG1 | G2M S | Apopitotik | Aneuploidi | Hiicre Sayist]  LDH
o) | 0 | (0| Pk(%) (%) (x10%ml) | (UL)
A 04429 | 23+12 (36419 1.5+1.8 | 2494143 | 507.5£190.5| 215494
Kontrol
B 02+14 | 18+1 574081 14425 | 185+12.8 | 350+1593 | 17.8+133
(25ugr/mi) |
C | 9R24213(17=085721| 12+16 | 25824 | 3825+189 | 15.7+114
(2.5pgr/mi)
D 933+18| 1908 49+19) 12+18 | 241205 | 3855+183 | 17.1£106
(0.5pgr/ml)
E 035+19|26+14| 4243 | 1+£18 23617 | 382+1627 { 163+109
(0.125ugr/ml)
Gruplarin istatistiksek karsilagtirilmasi
A-B P<0.05 | P<005 | P<005] AD P<0.01 P<0.001 P<0.05
AC P<005 | P<005|P<005{ AD AD P<0.01 P<0.05
AD AD | P<005|P<005] AD AD P<0.01 P<0.05
AE AD, AD AD AD AD P<0.01 P<0.05
BC AD AD AD AD P<0.01 AD AD
BD P<005 | AD | AD AD P<0.01 AD AD
BE P<0.05 | P<005 | P<005| AD P<0.01 AD AD
CD P<005 | AD | AD AD AD AD AD
CE P<005 | P<005 | P<005| AD AD AD AD
D-E AD | P<005| AD AD AD AD AD

AD: Anlaml1 Degil.




Tablo 7: NS1 Fare myeloma hiicre dizilerinde metilpredmsolon'un hiicre

sikiusu, apopitozis, hiicre sayisi, LDH diizeyi lizerine etkileri.

Gruplar GO0/G1 | G2/M S Apopitotik | Hiicre Sayis1 | LDH
(%) (%) (%) Pik (%) (x102/ml) (U/L)
A 38.9+10. |55+59| 54.4+8 1.7£1.5 739+161.9 | 524242
Kontrol 3
B 3254511244251 676+£3.7 | 19+1.6 475+135.5 |45.5+19.5
(25ugr/ml)
C 33342 | 2343 | 609463 | 14+12 | 409.2+129.9 | 464208
(2.5ugr/ml)
D 383+4.1 14.844.11 55.1£3.7 | 1.5+1.1 | 378.5+180.1 | 50.5+24.2
(0.5ugr/ml)
E 381+5.1 |5.8+4.91563£144) 12+14 453+145.8 |50.3+25.6
(0.125ugr/ml)
Gruplarin istatistiksek kargilastirilmas:

A-B P<0.05 {P<0.05| P<0.05 AD P<0.01 P<0.01
A-C P<0.05 |{P<0.05| P<0.05 AD P<0.01 P<0.01
~A-D AD AD AD AD P<0.01 P<0.05
A-E AD AD AD AD P<0.01 P<0.05
B-C AD AD AD AD AD . AD
B-D P<0.05 | AD | P<0.05 AD AD AD
B-E P<0.05 {P<0.05{ P<0.05 AD AD AD
C-D P<0.05 | AD AD AD AD AD
C-E P<0.05 |P<0.05{ AD AD AD AD
D-E AD AD AD AD AD AD

AD: Anlamli Degil.




. Tablo 8: SP2 Fare myeloma hiicre dizilerinde metilprednisolonun hiicre

siklusu, apopitozis, hiicre sayisi, LDH diizeyi iizerine etkileri,

Gruplar GO/G1 | G2M S Apopitotik | Hiicre Sayis1| LDH
(%) (%) (%) Pik (%) | (x102/ml) (U/L)
A 362434 |77+3.6] 55936 8447 |1328.8+168.2|82.7+18.6
Kontrol
B 33£74 | 7148 | 53=108 | 14576 | 1048.8£103 | 71.4+17.8
(25ugr/mb)
C 32462 |6.8+5.1] 57.6=63 | 134463 | 1023.3+186 |70.6+16.1
(2.5ugr/ml)
D 36.8498 |7.6+59] 12.7=86 | 127486 | 1135155 | 70.6+16
(0.5ugr/ml)
E 359495 [69+6.1| 11.8=62 | 118462 | 1161.8+15.6 [ 71.8£15.6
(0.125pgr/ml)
Gruplarin istatistiksek karsilastiriimasa
A-B P<0.05 | AD AD P<0.05 P<0.001 P<0.05
A-C P<0.05 | AD AD P<0.05 P<0.001 P<0.05
A-D AD AD AD AD P<0.05 P<0.05
A-E AD AD AD AD P<0.05 P<0.05
B-C AD AD AD AD AD AD
B-D P<0.05 | AD AD AD P<0.05 AD
B-E P<0.05 | AD AD AD P<0.05 AD
C-D P<0.05 | AD AD AD P<0.05 AD
C-E P<0.05 | AD AD AD P<0.05 AD
D-E AD AD AD AD AD

AD: Anlamli Degil.




30

tkileri

{izerine

en vakalarda metiiprednisolon‘un hiicre sikhisu

di tespit edilemey

totik pik

¥ apopt

Aneuploi

<1




3l

Grafik 2: Aneuploidi tespit edilen vakalarda metitprednisolon‘un hilcre
siklpsu ve apopitotik pik fizerine etkiler
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Sekil 1. Apopitozis tespit edilemeyen NS ve apopitozis tespit edilen SP, fare myeloma
huicre dizilerinin DNA jel elekroforezindeki goriniimil,
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Sekil 2: Apopitozis tespit edilemeyen IgA, IgG, ve kappa hafif zincir vakalarinin DNA jel
elektroforezindeki goriiniima,
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Sekil 3: Aneuploidi tespit edilen vakalarda kontrol grubunda aneuploidik pik
yitzdesinin flovsitometre gériintiisi. '
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Sekdl 4: Aneuploidi tespit edilen vakalarda B grubunda (25 ugr/ml MP)
aneuploidik pik yliizdesinin flovsitometre goriintiisi.
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Sekil 5: Spontan apopitozis gozlenen SP7 fare myeloma hiicre dizileninde
kontrol grubunda apopitotik pik viizdesinin géritniimi.
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Sekal 6: Spontan apopitozis gézlenen SP, fare myeloma hiicre dizilerinde
B grubunda (25 ugr/ml MP) apopitotik pikin flovsitometre gorimntiisii.
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TARTISMA

15 MM'h hasta ve NS;, SP, fare myeloma hiicre dizileriyle yaptigimz
¢alismalar sonucunda; metilprednisolon (MP)'un kullanulan dozlarm tamaminda tiim
hiicre dizilerinde benzer olarak hiicre sayisinda ve LDH diizeyinde azalmaya neden
oldugu gozlendi. Hiicre sayisindaki azalmamn, hiicre aktivitesi ve viabilitesinin
gostergesi olan LDH diizeylerindeki azalmayla birlikte (80), hiicre siklusu ve
apopitozisden bagimsiz olarak gelistidi saptandi. Bu bulgu MP'un dozdan bagims:z
olarak nonapopitotik hiicre ¢himiinii (hiicre lizis) indiikleyebilecegini telkin
etmekteydi. Buna karsilik hiicre dizilerinin zelliklerine bagli olarak MP'un artan
dozlarinm flovsitometre ile tespit edilen hiicre siklusu, aneuploidi ve apopitozis
iizerine etkilerinde farkhihiklar mevcuttu.

Aneuploidi tespit edilemeyen insan myeloma vakalaninda, sadece 25 pgr/ml
MP dozunda Gy/G; ve Go/M hiicre yiizdesinde azalma, S hiicre ylizdesinde artma
gozlendi (P<0.05). Aneuploidi tespit edilen vakalarda ise G,/M hiicre yiizdesinde
azalma, S hiicre yizdesindeki artma 0.5 pgr/ml gibi daha diigsik MP dozunda
gozlenirken, 2.5 ve 25 pgr/ml dozlannda ise buna Ggy/G, hiicre yiizdesindeki
azalmamm eklendigi, G,/M hiicre yiizdesindeki azalmamn ve S hiicre yiizdesindeki
artmanin devam ettigi gézlendi (P<0.05). Aneuploidik pik yiizdesinin ise sadece 25
pgr/ml MP dozunda baskilandigy goézlendi (P<0.05). NS; fare myeloma hiicre
dizilerinde MP etkisi incelendiginde; aneuploidili ve aneuploidisiz insan myeloma
vakalarina benzer olarak 2.5 ve 25 ugr/ml MP doziannda Gy/G{, Gy/M hiicre
ylizdesi azalirken, S hiicre yiizdesinin artti (P<0.05), baska bir deyisle hiicrelerin S
fazinda bloke oldugu saptandi. Sonugta her ii¢ grupta da hiicrelerin doza bagimh
olarak sentez safthasinda birikip, mitoza gecemedikleri gozlendi. Tiim bunlarn
diginda MP'un insan myeloma hiicrelerinde ve NS, fare myeloma hiicre dizilerinde
apopitozisi artan dozlarda dahi indiiklemedigi gézlendi. Buna karsilik SP, fare
myeloma hiicre dizilerinde 2.5 ve 25 pgr/ml MP dozlarinda Gy/G; hiicre yiizdesi
azalirken, yine aym dozlarda kontrolde var olan DNA jel elektroforez ile de tespit
edebildigimiz spontan apopitotik hiicre yiizdesinin flovsitometre ile yapilan
Olgtimlennin arthig, diger bir deyisle Go/G, fazindaki hiicrelerin artan apopitozisin
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etkisiyle azaldig1 ve apopitozisin artifn dozlarda total hiicre sayisindaki azalmamn
daha da belirginlestigi gozlendi (P<0.05).

Cahismamizda MP'un dozla defismeyen olgiilerle tiim hiicre dizilerinde
benzer olarak, hiicre siklusu ve apopitozis yiizdelerini etkilemeksizin hiicre say1 ve
canliliginda azalmaya neden oldugu saptanmstir. Hiicre mitozunu bloke etmeden ve
apopitotik hiicre 6liimiinii olusturmadan hiicre sayismm ve canhlifimn azalmas:
~ MP'a maruz kalan hiicrelerde nonapopitotik hiicre oliimiinin (lizis) meydana
geldigini  diisiindiirmektedir. Gergekten de yapilan ¢alismalarda GK'lanin
nonapopitotik mekanizmalarla hiicre canhligim ve metabolizmasim olumsuz yénde
etkileyebilecegi gosterilmistir. Mitokondrial dejenerasyon, hiicreye glikoz aliminn
azalmasi, protein pargalanmasimin artmasi, hiicre igi ATP ve NAD diizeylerinin
azalmasi, hiicre membran akigkanh@mun bozulmasi, kolesterol sentezinin
inhibisyonunun bu olayda etkili olabilecekleri rapor edilmistir (84-88). Bir
¢cahsmada insan kronik lenfositik 19semi hiicrelerinde, kortisol ile mitokondrinin
sistigi, sitoplazmammn biitiinkiigimiin bozuldugu, daha sonra hiicre membramn da
deliklerin ojusumuyla yiizey mikrovillilerimin kayboldugu ve takibende kromatinin
kondanse olarak fragmentasyona gittigi gézlenmistir (84). GK'lara hassas S 49.1
lenfoma hiicrelerinde deksametazon tedavi ile polipolimeraz (ADP-r1boz) enziminin
aktivasyonuyla ATP ve NAD'de doza bagiml azalma oldugu rapor edilmistir (85).
Si¢an timus hiicreleri ve insan periferik lenfositlerinde, GK'larm glikoz transportunu
mhibe eden messenger RNA olusumunu sagladify, protein ve RNA
metabolizmasmin yavas inhibisyonuyla sonugta hiicre dliimii yaptign saptand: (86).
Lésemi hiicrelerinde deksametazon ile hiicrelerin membran akiskanhifinin azaldig,
bununda hiicre 6limiinii kolaylastirdigy gosterild: (87). Akut lenfoblastik l6semi
hiicrelerinde yapilan gesitli ¢aligmalarda da GK'larin kolesterol sentezini inhibe
ettikleri gosterilmigtir (88).

Ancak vapilan ¢alismalar, losemi ve lenfomada gozlenen GK'lann
indiikledigi belirgin hiicre lizis'min myelom hiicre dizilerinde bunlar kadar belirgin
olmadigini ortaya koymaktadir (11). M.Gomi ve arkadaslan yaptiklar ¢aligmalarda
3 ayr1 myeloma hiicre dizisinden birinde GK'lara bagh olarak hiicre lizisi ¢ok
hafifce olusurken digerierinde bu olaya relatif bir rezistansin oldugunu tespit
etmisler ve bu rezistansin altinda postreseptér mekanizmalarmm rol oynadigim
rapor etmiglerdir (12). Benzen sonuglar P.Moalli ve arkadaslarinca da
vaymmlanmugtir (11). Bizim ¢ahsmamizda ise nonapopitotik hiicre lizis'inin tiim
gruplarda benzer oranlarda ancak diigiik miktarlarda indiklendigi gézlenmistir.

GK'larin  hiicre dizilenn iizerine direkt sitotoksik etkileri disinda GKR
aktrvasyonunu  takiben endolilkkleaz aktivasyonuna ve sonucunda DNA
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fragmentasyonuna sebep olarak apopitozisi indiikledikleri ve hiicre Sliimiine neden
olduklar1 rapor edilmigtir (57,58,78). GK'lann sitotoksik etkilerini meydana getiren
bu ikinci yol yani apopitozisin uyarilmasi son 10 yildir popularite kazanmis ve
incelenmeye alinmugtir. Caligmamizda ise spontan apopitozis gézlenen SP, fare
myeloma hiicre dizileri digmnda, insan myelom hiicreleri ve NS; fare myeloma
hiicre dizilerinde artan dozlarda dahi apopitozisin indiikienemedigi DNA jel
elektroforezi ve flovsitometre ile yapilan Olgimlerle gosterilmigtir. Spontan
apopitozis gosteren SP, fare myeloma hiicre dizilerinde ise ancak 2,5 ve 25 pgr/ml
MP dozlarmmda spontan apopitozisin inditklendigi gézlenmigtir.

GK'larin GKR aktivasyonu olusturduktan sonra, cAMP diizeyini artirarak
hiicre 6lumiine yol agan proteinlerin sentezini kontrol ettiklen diisiiniilmektedir
(89,90). Bunlar arasinda yer alan protoonkogenler ve transkriptor faktdrler iizerine
farkl: etkilerle, hiicre siklusunu etkileyerek apopitotik hiicre oliimiine neden
olabilmektedirler (91,92). Malign lenfoid ve losemik hiicrelerde yapilan
calismalarda, c-myc protoonkogeninin azalmasmin hiicre lizisi olusturdugn
gozlenmigtir (91,92). SB. Eastman-Reks ve WV Vedeckis fare S 49 lenfoma
hiicrelerinde, GK'lann c¢-myc, c¢-myb ve ¢ ki ras mRNA' lanm azalttklanm
gozlemiglerdir(63). Rat hepatoma hiicreierinde ise GK tedavi ile c-jun mRNA
artarken, transkriptor c-fos digiik diizeylerde tespit edilmis olup, GK tedavinin
kesilmesi ile c-jun mRNA'sin tekrar azaldigs tespit edilmigtir (93). PR. Walker ve
arkadaglarida lenfositlerde yaptiklari ¢galigmalarda transkriptér AP 1 aktivasyonu ile
hiicre 6limii arasinda korelerasyon oldugunu gozlemiglerdir (94).

GK'larm myeloma hiicreleri uzerindeki apopitotik etkilerini inceleyen
calismalar 1se bugiin i¢in hala kisith sayida olup, bu g¢alismalarda myeloma
hiicrelerinde apopitozisin GK'larla diger hiicre dizilerinin aksine ¢ok daha az
indiiklenebildigini ve bununda GK'ya hassas hiicre dizilerinde oldugunu
gostermektedir (6,78).

 GK'larla myeloma hiicrelerinde apopitozisin indiiklenmesinin altanda yatan
farkli mekanizmalardan biri olarak, IL-6'mn ve ayrica IL-1"in inhibe edilmesi oldugu
gosterilmistir (5). J.Hardin ve arkadaslan, deksametazonun diisiik konsantrasyonda
IL-6 salgisimi inhibe ettifini, ancak yiksek konsantrasyonda hem IL-6 salgisim
hemde IL-6 reseptor (IL-6R) sentezini bloke ettifini g6stermislerdir. Bundan dolay:
parakrin etkiyle olusan IL-6 'mn apopitozisi engelleyici etkisi deksametazonun artan
dozlarinda bloke edilebilmekte ve sonugta apopitozisin indiiklenebilecegi rapor
edilmektedir (78). |

(Caliymamizda MP'un nonapopitotik hiicre lizis'int azda olsa tiim hiicre -
dizilerinde en disiik dozlarda dahi uyarilabilmesi ve vyiiksek dozlarda hiicre
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siklusuna etki yaparak mitozu durdurabilmesine karsilik, SP, fare myeloma hiicre
dizileri disindaki hiicre dizilerimizde apopitozisi uyaramamasi altta yatan nedenin
GKR sonrast bir defekten ve/veya GK'lara rezistanshktan kaynaklandifimi
diisiindiirtmektedir. Bir baska deyigsle myeloma hiicre dizilerimizde MP'un
apopitozisi indiiklivememesinin nedeni reseptdr sonrasi (postreseptdr) direngten
kaynaklantyor olabilir. Nitekim, yapilan ¢aligmalarda OPM-1 myeloma hicre
dizileri ve GK'lara rezistans gOsteren bazi vakalarda GK'lara cevapsizhgin
postreseptor seviyede oldugu gozlenmigtir (10-12).

Ayrica yapilan ¢alismalarda artan GKR aktivasyonunun belirginlesebildigi
(12), yine IL-6'ya etlkasinin yiiksek dozlarda ¢ok daha belirginleserek apopitotik ve
nonapopitotik hiicre 6liimuniin indiikklenebildigi gosterilmigtir (78).

MP'un hiicre siklusu iizerine etkileri agisindan incelendiginde, SP, fare
myeloma hiicre dizileri haricindeki tiim hiicre dizilerimizde doza bagimh olarak
hiicre siklusunu etkiledigi ve mitozda bir azalmaya neden oldugu gozlendi.

Aneuploidi gozienmeyen insan myeloma hiicrelerinde hiicre siklusuna etki
yiikksek dozda gozlenirken, aneuploidili hiicreler ve NS; fare myeloma hiicre
dizilerinde hiicre siklusuna etk daha diigiik dozda gerceklesiyordu. Ancak her iig
hiicre dizisinde de doza bagh olarak, Gy/G,, Go/M hiicre yiizdesinde azalma, S
hiicre yiizdesinde artma gozlendi. Bir bagka degisle hiicreler S sathasinda bloke olup
mitoz safthasina gegemiyorlardi.

Yapilan galismalarda GK'lanin doza, etkilesim siiresine bagh olarak farkl
hiicrelerde, hiicre sikluslan iizerine degisik etkilerin oldugu gosterilmigtir.
Melanoma hiicrelerinde GK'larmn ilk 4 saatte DNA sentezini yani S fazindaki
hiicreleri artinirken, 18. saatin sonunda DNA sentezini inhibe ettifi rapor edilmistir
(6). Insan lenfositlerinde yapilan c¢ahsmalarda ise GK'larin hiicre siklusunu
genellikle Gy/G; fazinda bloke ettigi rapor edilmistir (95). Myeloma hiicre
dizilerinde ise GK'larin hiicre siklusu iizerine olan etkilerima inceleyen g¢aligmalar
kisith sayida olup, JO. Fernberg ve arkadaslan deksametazonun siklus siiresini
uzatmakla birlikte, sikluslar aras: hiicre yiizdesinde fark olmadifimi gézlemiglerdir
(96). Buna karszhk YH. Chen ve arkadaslan degisik myelom hiicre dizilerinde G,'de
hafif inhibisyonla G,'deki hiicre yiizdesinin bir muktar arttifim1 rapor etmiglerdir.
Bizim hiicre dizilerimizde ise hiicreler G4/G; ve G,/M'deki azalmayla birlikte, S
fazinda ancak yitksek dozlarda hafifce bloke edilebilmigtir. SP, fare myeloma hiicre
dizilerinde ise Go/G, deki azalma apopitozisde artigla birlikte olusmus ve diger
sikluslarda degisiklik saptanmamustir. Bizim sonuglanmuzla YH. Chen ve
arkadaslanimin yapti§1 ¢alisma arasmdaki en belirgin fark, hiicre siklusu blogunun
S'e girigte degilde mitoza giriste goézlenmesidir. Bu durumun farkli myelom hiicre
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dizilerinden veya GK reseptor sonrast defeklerden kaynaklantyor olmasi
muhtemeldir. ‘

Cahsmamzda aneuploidi saptanan hiicre dizilerinde MP'un hiicre siklusunu
etkileyen dozlarindan daha yitksek dozlarda aneuploidik hiicre sayisinda azalma
yaptigs gozlenmistir. Aneuploidik hiicre sayisi azalirken apopitozisin gézlenmemesi,
aneuploidik hiicrelerde MP'un yiiksek dozda nonapopitotik hiicre 6liimiine neden
olabilecegini tetkin etmektedir. In vitro kogullarda GK'larin aneuploidik pik iizerine
etkisini inceleyen bir yayina rastlanmamakla birlikte, in vitro olarak DNA indeksi
(DI) 1,15'n iizerinde olan hiperdiploidik aneuploidi vakalarimin kétii prognostik
karaktere sahip oldugu rapor edilmigtir (98). Calismamizin bu bulgulan yiiksek doz
GK'larin bu kétii prognostik faktorii ortadan kaldirmada rol oynayabilecegini telkin
etmekte olup, daha kapsamli ¢aligmalara gereksinim olacagi da agiktir.

Calismamiz sonucunda kunllandigmuz tiim hiicre dizilerinde MP'un dozdan
bagmmsiz olarak nonapopitotik hiicre 6limii (lizis) olusturabilecegini, ancak artan
dozlarda; hiicre siklusunu etkileyip hiicreleri S fazinda bloke ederek hiicre
¢ogalmasm yavaslatabilecegini, vine artan dozlarda var olan spontan apopitozisi
inditkleyerek hiicre 6litmiinii artirabilecegini ve kotii prognostik faktdr olarak kabul
edilen aneuploidik pik varligmmda bu hiicrelerin nonapopitotik hiicre Glimiinii
indiikleyebilecegini diisiiniiyoruz ve GK'lann artan dozlarda ortaya ¢ikan bu
etkilerinin daha kapsamli aragtirmalarla incelenmesi gerektigine inaniyoruz.
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SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez ¢alismamiz da flovsitometre ile 8 aneuploidi tespit edilen (6 vaka IgG
tipi, 2 vaka IgA tipi), 7 aneuploidi tespit edilemeyen (2 vaka IgG tipi, 3 vaka IgA
tipi, 2 vaka kappa hafif zincir) toplam 15 MM'h hastada ve SP,, NS, fare myeloma
hiicre dizilerinde, degisik dozda MPun hiicre sayisi, hiicre aktivitest ve
viabilitesinin gostergesi LDH diizeyi, DNA indeks: ve apopitozis iizerine etkilerimi
degerlendirdik. |

Cahigtigimiz tiim hiicrelerde MP'un dozdan bagimsiz olarak hiicre sayisinda,
hiicre aktivitesi ve viabilitesinin gostergesi olan LDH diizeyinde azalmaya neden
oldugunu tespit ettik.

Insan (aneuploidili ve aneuploidisiz) myeloma vakalar: ve NS, fare myeloma
hiicre dizilerinde MP'un artan dozlarda hiicre siklusunu etkileyerek, Gy/G;. Go,/M
hiicre yiizdesinde azalmaya, S hiicre yiizdesinde ise artisa neden oldugunu tespit
ettik. Bir baska deyigle MP dozu artirildikea hiicreler S fazinda bloke olup, mitoza
gecis azaliyordu. Aneuploidi tespit edilen insan myeloma vakalannda aynica hiicre
siklusunu etkileyen dozlarin en yiikseginde aneuploidik pikin azaldigim saptadik.
DNA elektroforezi ve flovsitometre ile spontan apopitozis saptanan SP, fare
myeloma hiicre dizilerinde ise MP dozu arttikca spontan apopitozisin indiiklendigini
ve buna bagli olarak Gy/G; fazandaki hiicrelerin azaldigim saptadik.

Cahsmarmz bir biitiin olarak degerlendinidiginde: bu bulgular MM'de
nonapopitotik hiicre olimii (lizis) mevdana getirmede vyikksek doz steroid
kullamimmnin ek bir yarar saglamadifi, ancak var olan spontan apopitozisin
indiikklenmesinde, tespit edilen aneuploidik pik'in baskilanmasinda ve hiicre
siklusunun etkilenmesinde yilksek doz steroid kullamimunin yararl: olacagma dair
bilgiler telkin etmektedir.
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OZET

Bu tez galismamiz da flovsitometre ile 8 aneuploidi tespit edilen (6
vaka IgG tipi, 2 vaka IgA tipi), 7 aneuploidi tespit edilemeyen (2 vaka IgG
tipi, 3 vaka IgA tipi, 2 vaka kappa hafif zincir) toplam 15 MM'li hastanin
kemik iliginden elde edilen plazma hiicreleri ve NS;, SP, fare myeloma hiicre
dizileri kiltiir i¢in kullaniidi. Ve olusturulan kiiltiir ortamina degisik dozlarda
MP (0,125-0,5-2,5-25 ugr/ml) ekleyerek, DNA indeksine, apopitotik pik
yiizdesine, hiicre sayisina ve metabolik aktivitenin gostergesi LDH
diizeylerine etkilerini degerlendirdik.

(Caligsmamizdaki tiim hiicre dizilerinde, kontrol grubuna gore kullanilan
tim MP dozlarinda hiicre sayisinda ve LDH diizeyinde azalma tespit edildi.
Buna karsihk hiicre dizilerinin o6zelliklerine bagli olarak MP'un artan
dozlarin1 flovsitometre ile tespit edilen hiicre siklusu, aneuploidi ve
apopitozis iizerine etkilerinde farkliliklar mevcuttu.

Aneuploidi tespit edilemeyen insan myeloma vakalarinda, sadece 25 p
gr/ml MP dozunda Gg/G; ve G,/M hiicre yiizdesinde azalma, S hiicre
yiizdesinde artma gézlendi (p<0.05). Aneuploidi tespit edilen vakalarda ise
G,/M hiicre yiizdesinde azalma, S hiicre yiizdesinde artma 0,5 pgr/ml gibi
daha diigiik MP dozunda goézlenirken 2,5 ve 25 pgr/ml dozlarinda ise buna
Gy/G hiicre yiizdesindeki azalmanin eklendigi, G,/M hiicre yiizdesindeki
azalmanin ve S hiicre yiizdesindeki artmanin ise devam ettigi gozlendi
(p<0.05). Aneuploidik pik yiizdesinin ise sadece 25 ngr/ml MP dozunda
baskilandig1 gozlendi (p<0.05). NS, fare myeloma hiicre dizilerinde MP
etkist incelendiginde; aneuploidili ve aneuploidisiz insan myeloma
vakalarina benzer olarak 2,5 ve 25 pgr/ml MP dozlarinda Gy/Gy, Go/M hiicre
ylizdesi azalirken, S hiicre yiizdesinin arttifi (p<0.05) bir baska deyisle
hiicrelerin S fazinda bloke oldugu saptandi. Sonugta her ifi¢ grupta da
hiicrelerin doza bagh olarak sentez safhasinda birikip, mitoza gecemedikleri
gozlendi. Tim bunlarn disinda MP'un insan myeloma hiicrelerinde ve NS;
fare myeloma hiicre dizilerinde apopitozisi artan dozlarda dahi indiikklemedigi
gozlendi. Buna karsilik SP, fare myeloma hiicre dizilerinde 2,5 ve 25 pgr/ml
MP dozlarinda Go/G; hiicre yiizdesi azalirken, yine aymi dozlarda kontrolde
var clan DNA jel elektroforez ile de tespit edebildigimiz spontan apopitotik
hiicre yiizdesinin flovsitometre élgiimlerinin arttigi, diger bir deyisle Gy/G,
fazindaki hiicrelerin artan apopitozisin etkisiyle azaldifi ve apopitozisin
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arttify dozlarda total hiicre sayisindaki azalmanin daha da belirginlestigi
gozlendi (p<0.05). _

Calismamiz sonucunda kullandifimiz tiim hiicre dizilerinde MP'un
dozdan bagimsiz olarak nonapopitotik hiicre 6limii (lizis) olusturabilecegini,
ancak artan dozlarda; hiicre siklusunu etkileyip hiicreleri S fazinda bloke
ederek hiicre gogalmasimi yavaglatabilecegini, yine artan dozlarda var olan
spontan apopitozisi indiikleyerek hiicre olimiinii artirabilecegini ve kotii
prognostik faktoér olarak kabul edilen aneuploidik pik varlifinda bu hiicrelerin
nonapopitotik hiicre dlimiinii inditkleyebilecegini diisiintiyoruz ve GK'larin
artan dozlarda ortaya g¢ikan bu etkilerinin daha kapsamli arastirmalarla
incelenmesi gerektigine inamyoruz.
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SUMMARY

This thesis reports on the effects of MP as an additive to the cell
cultures of bone marrow derived plasma cells and NS, or SP, mouse
myeloma cell lines. The cell culture experiments were carried out using
plasma cells of bone marrow aspirates obtained from 15 MM patients of
whom 8 (6 cases with IgG, 2 with IgA type) were found to have aneuploidy
and 7 (2 cases with IgG type, 3 with IgA type and 2 with kappa light chain)
were without aneuploidy as determined through flowcytometric studies. MP
was added to the culture medium at various dosages (0.125, 0.5, 2.5 and 25
ugr/ml) and its effects on the DNA index, apoptotic peak levels, cell counts
and LDH levels as a marker for the metabolic activity were determined.

The all ranges of MP added to the culture medial led to an increased
LDH production and mitotic activity as compared to the control cell cultures.
Depending on the cell properties, however, increasing dosages of MP
different effects on the cell cycles, aneuploidy and apoptosis as determined
by floweytometry. Human myeloma cells with no aneuploidy showed lower
percentages of Go/G; and G,/M cells while higher percentages of cells in S
phase at the highest MP concentration (P<0.05). On the other hand 0.5 pgr/ml
concentration of MP in the cell cultures from patients with aneuploidy caused
a decrease in the number of cells at G,/M phase and conversely an increase in
the number of cells at S phase. Interestingly, however, the cells subjected to
2.5 ugr/ml and 25 pgr/ml concentrations of MP showed a decrease in the
number of cells at Gy/G; while the number of cells at G,/M phase contineud
to decrease accompanying conversely with an elevation in the number of cells
at S (P<0.05). The peak levels of aneuploidy was sinnificantly suppressed
(P<0.05) only at 25 pgr/ml concentrations of MP. The experiments with NS,
mouse myeloma cells grown similarly in the presence of MP at the above
concentration ranges showed comparable changes in the cell as such that the
percentages of cells at G3/G and G,/M phase were greaty reduced at 2.5 and
25 pgr/ml MP concentrations while significantly higher number of cells at S
phase were induced (P<0.05) suggesting that these cells were blocked at the S
phase. As a result these experiments indicated that the growth cycles of all
cell types studies 1n the presence of MP were blocked dose dependently at the
S phase, and thus prevented to proceed to mitotic state. Furhermore MP was
unable to induce apoptosis, even at the highest concentration, of both the
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human and NS; mouse myeloma cell lines. When the SP, mouse myeloma
cell lines were grown in the presence of 2.5 and 25 pgr/ml of MP, the number
of cells at the Gy/G; phase significantly decreased (P<0.05) as a result of
increased apoptosis which was also detectable, albeit at low levels, in the
control samples similarly subjected to DNA electrophoresis as well as
flowcytometric analysis. At the increased dosages low cell counts were
prominent.

We concluded that in all cell lines studied MP induces nonapoptotic
cell lysis independently of the dosages , but in increased doses cells are
blocked in S phase thereby slowing cell division as well as stimulating the
present apoptosis state to a level at which cell lysis occur more readily. High
doses of MP induces nonapoptotic cell lysis in the presence of aneuploidic
peak that is a bad prognostic factor. We think that the use of GC in high
doses for the treatment of MM needs further investigations.
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