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GİRİş 

Multiple myeloma (MM) monoklonal protein sekrete eden plazma 

hücrelerinin neoplazınıdır (1,2). 

Tüm malignensilerin %1'ini, hematolojik malignensilerin %lO'unu oluşturan 

bu neoplazının, son yıllarda tanı amaçlı tıbbı tekniklerin gelişmesi ile insidensinin 

arttığı bilinen bir gerçektir (1,2). 

MM tanısı konulduğunda tedavi edilmediği takdirde hastaların ortalama 6 

aylık bir yaşam süresi söz konusu iken, günümüzde bu süre radyoterapi ve 

kemoterapi ile evresine bağlı olarak 2-5 yıla kadar uzatılabilmiştir (3,4). Multiple 

myeloma tedavisinde son derece önemli olan glukokortikoidler (GK), bir çok 

hematolojik malignenside olduğu gibi hücre lizisini ve apopitozisi indüklemek, 

hücre çoğalmasını azaltınak amacıyla kullanılmaktadır. Özellikle MM'nın 

patogenezinde roloynayan interleukin-6(IL-6), interleukin-l beta(IL-l13),yı inhibe 

edici özelliklerinin bulurunası, M protein sekresyonunu azaltınaları ve kemik 

rezorpsiyonunu engelleyici özelliklerinden dolayı GK'ların MM tedavisinde özel bir 

yeri vardır (5,6). 

GK'ların son yıllarda yüksek dozlarda, şiddetli kemik iliği depresyonu olan 

veya diğer ajanlara cevap alınamayan dirençli olgularda faydalı olduğu görülmüş ve 

tedavilerde yüksek doz GK kullamnu yerini bulmaya başlamıştır (7-9). GK'ların 

değişik hücrelerde farklı etkiler oluştıırduğu, hatta aynı hücre dizilerinde doza 

bağımlı etkilerin olduğu gözlenmiştir. Bu farklılıkların bir kısmında GK reseptör 

veya postreseptör defektierin neden olduğu bilinmektedir (10-12). 

Bu nedenle son LO yıllık sürede, GK'ların hematolojik malignensilerde artan 

dozlarda kullamnu önem kazanmıştır. Bundan dolayı şimdiki çalışmada değişik 

myelom hücre dizilerinde GK'ların artan dozlarda etkilerinin araştırılması 

amaçlanmıştır. 
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GENEL BİLGİLER 

MULTiPLE MYELOMA 

Tanım 

Multiple myeloma (MM) matür ve immatür plazma hücrelerinin bir 

neoplazmıdır. Monoklonal immunglobulin üreten plazma hücrelerinin tek bir 
klonunun kontrolsüz çoğalması söz konusudur(I,2). Myeloma tümör hücrelerinin 

yavaş çoğalması matür B hücre bulgularını göstermesine karşın, bir çok myeloma 
hücresinde myeloid ve plazma hücre antijeninin birlikte bulunması, aneuploid 
plazma hücrelerinde ortak akut lenfoblastik lösemi antijeni (CALLA), 
megakaryositik, myelomonositik ve eritroid yüzey antijeni bulunması, olayın B 

hücre oluşumundan önce, hatta hematopoietik kök hücre seviyesinde olduğunu 
düşÜlldürmektedir(13, 14). Plazma hücrelerinin kontrolsüz üremesi, sonuçta kemik 

iliğini infiltre etmesi, hücrelerden M-proteini ve tümör nekrozis faktör alfa (TNF-a), 
interleukin 1 beta (IL-lll) gibi sitokinlerin aşın üretimi sonucu klinik ve laboratuar 
bulgular ortaya çıkmaktadır. 

Epidemiyoloji 
MM tüm malignensilerin %l'ini, hematolojik malignensilerin %ıo-IS'ini 

içermektedir. Son yıllarda kemik iliği incelemesi ve protein elektroforezi gibi 
tekniklerin sık kullanılmasıyla görülme sıklığının arttığı bildirilmektedir. Erkeklerde 
kadınlardan daha sık görülür, genelde ileri yaş hastalığıdır ve tanı esnasında 

ortalama yaş 70 civarındadır, ancak vakaların %2'sinde 40 yaşından önce görülür 

(1,3,15). 

MM için çeşitli risk faktörleri belirtilıniştir. Bunlar arasında en iyi saptananı 

iyonize radyasyondur. Nükleer silah endüstrisinde çalışanlarda insidensin belirgin 
olarak arttığı gözlemniştir. Generik yatkınlık ve kronik antijenik stimulasyon etkili 
faktörler arasındadır. Organik kimyasallara maruz kalmada risk daha azdır (3,15), 
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Sitogenetik 
Myelom hücreleri yavaş çoğalma hızına sahip olduğundan kromozom 

çalışmalan yapmak zordur. Bununla birlikte birçok kromozom anomalisi tespit 
edilmiştir, ancak hiçbiri spesifık değildir. En sık rastlanan kromozom 2 ve 14'e 

aittir. Daha az olmakla birlikte kromozom 6 anomalisi artmıŞ osteolitik kemik 
lezyonu, 7 anomalisi ise primer ilaç resistansı ile birliktedir(3, 16, 17). Flovsitometre 

(Flowcytometry) ile yapılan DNA kontent analizinde %80 aneuploidi tesbit 
edilebilir. Bunun %70'i hiperdiploidi, %20'si diploidi ve %ıo'u hipodiploidi 

şeklindedir. Hipodiploidi tespit edilenlerde hafıf zincir üretimi gözlenirken, 
hipodiploidide daha belirgin olmak üzere gerek hipodiploidi gerekse hiperdiploidi 
primer ilaç resistansı ve kısa yaşam süresiyle birliktedir (I 6,18,19). 

Hücre Kinetiği ve İlaç Direnci 
Yavaş çoğalma hızına sahip olan myeloma hücrelerinde, programlarunlŞ 

hücre ölümünü inhibe eden bc1-2 gen üretiminde ve aktif DNA sentezinin göstergesi 
c-myc nüklear proteininde artış mevcuttur (3,16,20,21). Aynca N ve K ras 

onkogeninde mutasyonlar gözlenir. Bu durum da, kısa yaşam süresiyle birliktedir 
(22). Membran MDR-l (Multidrug Resistans) geni bilgilerini içeren p-glikoproteini 
primer veya sekonder ilaç rezistansınının göstergesidir (23,24). 

Sitokinlerin Rolü 
İnterleukin-6 (IL-6): B-hücreleri interleukin-4 (IL-4 Yle aktive olduktan 

sonra, interleukin-S (IL-S)'le büyür ve IL-6'yla immunglobulin sekrete eden plazma 
hücrelerine farklılaşır. İnvivo ve invitro çalışmalarda IL-6'nın MM'da başlıca 

myelom hücre büyütücü faktör olduğu gözlenmiştir. Bunu parakrin veya otokrin 
etkiyle meydana getirebilir. IL-6 seviyesi hastalığın şiddeti ve prognozuyla ilişkilidir 

(2S-29). 

İnterleukin-l (IL-I): IL-4, IL-S, IL-6 üretimine etkili olan IL-I, plazma 

hücreleri için direkt mitojen etkili olup, osteoklast aktivasyonuyla kemik 
resorpsiyonunu sağlar (30). 

Tümör Nekrozis Faktör (TFN): B hücre değişiminde rolü olan TNF 
myelom hücrelerinin proliferasyonunu sağlar, tek başına veya IL- i 'le kemik 
resorbsiyonuna neden olur (31). 

İnhibitör Sitokinler: Plazma hücrelerinin büyümesini inhibe eden en önemli 
sitokin olan interferon gamma (INF-8), B hücre proliferasyonunu ve immunglobulin 
üretimini inhibe eder (32,33). İnterferon alfa (INF-a) düşük dozlarda büyüme 
sağlarken, yüksek dozlarda IL;-6'ya cevabı antagonize ederek inhibitör etki gösterir 
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(4,34). IL-2 myelom hücrelerindeki büyürneyi inhibe eder ve IL-2 seviyelerdeki artış 

iyi prognozla birliktedir. IL-I, TNF, IL-8 ve IL-6'yı inhibe ederek etkili olur 

(3,4,35). Tumor growth faktör beta (TGF 13) ve interleukin-IO (lL-ıo) daha az 

potent inhibitörlerdir (3,36). 

Sonuç olarak fazla miktarda G/Go fazı içeren myelom hücreleri çeşitli 

sitokin'ler üreterek; hücrelerin çoğalmasma ve protein üretimine, normal antikor 

düzeyinin baskılanmasrna, osteolize, renal hasara, hiperkalsemiye, hiperviskoziteye 

neden olurlar. 

Klinik Bulgular 
Değişik süreli asemptomatik periyodu takiben hastalığın klinik bulguları 

ortaya çıkar ve hastalığın süresine bağlı olarak değişik klinik belirtilerortaya çıkar. 

İskelet lezyonları başlıca, kırmızı kemik iliği içeren kerniklerde olmak üzere 

gelişen birden çok miyelomatöz tümör oluşumuna bağlıdır. Klinik belirtiler; 

hassasiyet, şişlik gibi lokal bulgulardan, yaygın, geçici, şiddetli ağrılar ve patolojik 

kınklara kadar değişebilir. Radyolojik olarak kafa kemiklerinde yuvarlak, zımba 

deliği, kaburgalarda ıse benek tarzında osteolitik, intervertebral diskin 

dejenerasyonu, vertebraların kısalıp içiçe girmesi tarzında değişik lezyonlar 

görülebilir. Periost reaksiyonu ve yeni kemik oluşumu nadirdir. Kemik 

Tezorbsiyonunun mekanizması kesin anlaşılamamıştır, ancak IL-IJ3, TNF, 

lenfotoksin, IL-6, IL-3, GM-C SF gibi osteoklast oluşumu ve aktivasyonunu 

sağlayan faktörler patogenezde önemli yer mtarlar. Aynca MM'un erken döneminde 

osteoblastik aktivitede artış izlenir. Hastaların %2-lO'unda soliter plazmositom 

bulunur ve nadiren osteoskleroz görülür. 

MM'de normal immunglobulin seviyelerinin azalması, inunun cevabın 

baskılanması, IgM üretim süresinin uzaması, antikor titrelerinin azalması 

mevcuttıır. Bunun yarunda T ve B hücrelerinde kalitafıf ve kantitatif anormallikler 

sonucu CD4/CDs oranında azalma, antijene duyarlı T ve B hücrelerinin kaybı, pre T 

ve pre B hücrelerinin olgun fonnlarına farklılaşmasında defektler bulunur. Bunların 

yanında daha az önemli olarak, immunglobulin katabolizmasının artınası, 

kompleman fonksiyonlarının ve opsonizasyonun bozulması söz konusudur. Tüm bu 

faktörlere bağlı olarak MM 'de infeksiyona eğilim artar. Gram (+) veya (-) 

bakterilere bağlı olarak solunum, üriner sistem enfeksiyonlarından sepsise kadar 

değişen, tekrarlayıcı ve ölümcül enfeksiyonlar görülmektedir. 

Plazma hücreli tümörlerin spinal cord ve sinir köklerine basısı, amiloid 

birikimiyle veya birikimi olmaksızın sensori-motor polinöropati, hiperkalsernik 

ensefalopati, lökoensefalopati çeşitli nörolojik bozuklukların başlıca sebebIeridir. 
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Bunun yanında daha az sıklıkla menenjial invazyon ve osteosklerotik kemik 
lezyonlarına bağlı bulgular gözlenir. 

Böbrek hasarı oldukça sık görülür ve kronik böbrek yetmezliği hastalığın 
belirgin buıgusudur. Burada etkili başlıca faktörler hafif zincir silendirlerirıin 

oluşması, monoklonal proteinlerin diffüz çökmesi, Bence-Jones proteinürisine bağlı 
tubuler hasar, hiperkalsemidir. Diğer katkıda bulunan faktörler, hiperürisemi, 
piyelonefrit, dehidratasyon, hiperviskozite, amiloidoz, sepsis, nefrotoksik antibiotik 
ve non-steroidal anti-inflamatuar ilaç kullanımıdır. 

Hastalığın şiddeti ve süresının sonucu olarak kardiyovasküler 
komplikasyonlar görülebilir. Miyokardial amiloid ve mukopolisakkarit infiltrasyonu, 
kardiomiyopati, hiperviskozite başlıca sebeplerdir. Bunların yanında arterio-venöz 
şant, tümör hücrelerinden salınan humoral faktörler sonucu kalp yetmezliği ve 
vaskülit diğer etkili faktörlerdir. 

Monoklonal protein ve hafif zincir birikimine, kriyoglobulinemiye, amiloid 
ve vaskülite bağlı olarak çeşitli cilt bulguları görülebilir. 

Dalak, karaciğer, lenf nodlan ve böbrekler daha sık olmak üzere, tiroid, 
adrenal glandlar, akciğer, barsaklar gibi bir çok organda mikroskopik veya 
makroskopik tümör hücre birikimi ve buna bağlı çeşitli klinik tablolar ortaya 
çıkabilir. 

Kriyoglobulin'lere bağlı olarak Raynaud's fenomeni, akrosiyanoz, ürtiker gibi 
bulgular, viskozitesi artmış proteinlerin varlığına bağlı olarak gelişen hipervizkosite 
sendromuna ait belirtiler görülebilir. M proteini çeşitli koagülasyon faktörlerini 
etkileyerek hemorajik diateze neden olur. Faktör V. VII, VIII, protrombin, fibrinojen 
başlıca etkilenen faktörlerdir. Ayrıca dolaşan antikoagülan ve edinsel Von 
Willebrand hastalığı gözlenir (1,2). 

Laboratuvar Bulguları 
Hastalığın başlangıcında hastaların üçte ikisinde, ilerleyen döneınıerde tüm 

hastalarda nonnokrom nonnositer anemiye rastlanır. Ancak makrositer, demir 
eksikliğine bağlı mikrositer anemiye de rastlanabilir. Eritrositler rulo fannasyonu 

gösterir. Eritrosit sedimantasyon hızı (ESR) yükselıniştir, bu olaya başlıca 

eritrositlerin rulo oluştunnası ve yüksek garıunaglobulin seviyesi sebeb olur. 

Kriyoglobulin'lerin varlığında ESR düşük hatta sıfır olabilir. Lökösit sayısı 

genellikle nonnaldir. Hastaların %50'sinde hafif nötropeni, nispi lenfositaz, plazma 
hücreleri görülebilir. Plazma hücreleri çok fazla ise plazma hücreli lösemi düşünülür. 

Plazma hücreleri genellikle kemik iliğinin %lO'undan fazlasını işgal eder. 
Ancak %5-%100 arasında değişim olabilir. Plazma hücre sayısı %15-20'yi aştığında 
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tanı kesinleşir. Kemik iliği tutulmnu diffuz veya lokal olabilir. Plazma hücrelerinin 

sitoplazmalanndaki monoklonal immunglobulinlerin immunperoksidaz boyamayla 

gösterilmesi, infeksiyon, karaciğer hastalığı, metastatik kanser gibi reaktif 

plazmasitoz'dan ayırımda önemlidir. 

Hastalarda M proteirıi ve/veya Bence - Jones proteinürisi gözlenir. Nadiren 

M proteirıi inkomplet veya yarun moleküllü immunglobulinlerdir. Monoklonal 

protein araştırılmasında kullarulan elektroforezde, hastalann %80'inde lokalize 

band, %10'unda hipoganunaglobulinemi, kalan1annda ise herhangi bir anormalite 

olmadığı gözlenir. Myelom proteinlerinin immunglobulin sınıflanna dağılımı, 

onlann serwn konsantrasyonlarıyla orantılı bulunmaktadır. Monoklonal protein %50 

IgG, %20 19A, %17 sadece hafif zincir (lampda,kappa), %2 19O, %1 biklonal 

ganunopati, şeklinde bulunur. %10 vakada serwn M-proteirıi yoktur. 19E myeloma 

oldukça nadirdir. Vakalann %80'inden fazlasında hafif zincir üretilir. Ağır zincir 

azdır. İki veya daha fazla monoklonal protein bulunduğunda, en sık birliktelik IgG + 

IgA., IgM + IgG, IgG + IgG, IgM + 19A ve IgM + IgM şeklindedir. Nadir olarak 

immunglobulin ve ağır zincir veya ayn bir hafif zincir bulunabilir. 

132-mikroglobulin klas i HLA'nın komponenti bir peptid olup, plazma 

hücreleri dahil tüm hücrelerde bulunur, glomerüllerden süzülüp, tubuluslardan 

absorbe olur. MM, esansiyel monoklonal ganunopati (MGUS), 1enfoproliferatif 

hastalık gibi birçok durwnda serwn seviyesi yüksek bulunur. Renal fonksiyonlara 

bağlı olarak idrar düzeyleri de değişebilir. Bu nedenle B2-mikroglobulin hastalığın 

tanısmda değil, prognozun değerlendirilmesinde önemlidir. 

Aynca renal hasarın sonucu olarak azotemi, yüksek serwn kreatinini, düşük 

kreatinin klirensi, idrarda protein, alburnin, kristal ve renal epitel gözlenebilir. 

Fanconi sendromu benzeri idrarda aminoasit, şeker ve fosfat görülebilir. 

Hiperürisemi, hiperfosfatemi, yüksek alkalen ve asid fosfataz, anyon açığı, 

hiponatremi oluşabilir. LDH hastalarda belirgin olarak artabilir (1-3). 

Klinik olarak MM başlıca, IgG, 19A, 19O, hafif zincir hastalığı, nonsekretuar, 

biklonal ganunopati tarzında görülebilir. Aynca smoldering myeloma, plazma 

hücreli lösemi, osteosklerotik myeloma, soliter plazmositom, ekstramedullar 

plazmositoma şeklinde daha nadir değişik türleri de mevcuttur (2,3). 



Tanı Kriterleri 
1- Major Kriterler. 

a) Doku biyopsisinde plazmositomun gösterilmesi. 

b) Kemik iliğinde %30'dan fazla plazma hücresi bulunması. 

c) Serum elektroforezinde monoldonal globulin piki (M-proteini). 
* IgG için %5 gr'dan. 
* 19A için %2 gr'dan fazla olması. 
* Amiloidozis'in yolduğunda idrar elektroforezinde lampda veya 

kappa hafif zincir atılmıının 24 saatte 1 gr'dan fazla olması. 

2- Minor Kriterleri. 

a) Kemik iliğinde %10-30 arasında plazma hücre si bulunması. 

b) Monoldonal globulin piki mevcuttur, fakat yukandaki değerlerden azdır. 

c) Litik kemik lezyonlan. 

d) Nonnal 19G % 600 mg'dan, 19A %100 mg'dan, IgM %50 mg'da azdır. 

Tanı için 1 major + 1 minör veya 3 minor kriter gerekir. 
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Aynca yeni başlayan anemi, hiperkalsemi, azotemi, demineralizasyon ve 

kompresyon kınğı, hipoalbuminemi gibi nonspesifık hastalık belirtilerinin 

mevcudiyeti tanıyı destekler (37). 

Ayıncı tanı; MGUS, kronik lenfositer lösemi (KLL), nonhodgkin lenfoma, 

kollagen doku hastalığı, inımun kompleks hastalığı, siroz, Waldenström's 

makroglobulinemisi, ağır zincir hastalığı, hipertiroidi, metastatik karsinomlarla 

yapılmalıdır. 

Evrelerne (37) 

Myeloma hücre sayısı 
Hemoglobin (gr%) 
Serum Kalsiyum (mg%) 
M-Protein 

Kemik Lezyonlar 

Bl: Bence - ] ones proteinürisi 

Alt Gruplar: 

EVRE i 
(Düşük) 

<O 6x1012m2 , 
> 10,5 
Nonnal 

IgG<5 gr% 
19A<3 gr% 
Bl<4 gr/gün 

Lezyon yok veya 
sadece osteoporoz 

EVRE II 
(Orta) 

O 6-1 2x1012m2 , , 
~ 8,5-10,5 

:::; 12 
:::;7 
:::;5 

:::; 12 
:::; 3 litik lezyon 
veya osteoporoz 

A: Nispeten nonnal renal fonksiyonlar (Serum kreatinini <2,0 mg/dı) 

B: Anonnal renal fonksiyon (Serum kreatinini ~ 2,0 mg/dl) 

EVRE III 
(Yüksek) 

>12x1012m2 , 
< 8,5 
> 12 
>7 
>5 
>12 

>3 litik lezyon 
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Prognoz 
Myelom hücre kitlesi ve kJinik bulgular kemoterapiye cevap ve prognozla 

koreleredır. Tedavi altında, hastalığın 1. evresinde ortalama sürvi 60 ay, II. evrede 41 ay, 

III. evrede 23 ay, ortalama 36 aydır. Tedavi olmayan hastalarda ise ortalama sürvi 6 

aydır. Renal fonksiyon bozukluğu, kemik iliği plazma hücre labeling indeks ve yaş 

prognozu etkileyen faktörlerdir (3,4). Prognozu yansıtan parametreler mevcutur. Son 

zamanlarda sık kullarulan bz mikroglobulin düzeyi, MM harici hastalıklarda da 

yükselebildiğinden ve renal bozuklukla etkilendiğinden diğerlerinden daha az 

güvenilirdir (38,39). 

IL-6 hastalığın şiddetini yansıtır ve prognostik gösterge olabilir. CRP, IL-6 

etkisiyle karaciğerde Üfetilir ve IL-6 düzeyiyle koreleredir. Bu nedenle lL-6 seviyesi 

hakkında bilgi veren çok önemli bir kriterdir (29,40). 

LDH ve biopterin metaboliti olan neopterin düzeyinin artması, plazma hücresi 

asit fosfataz düzeyinin düşüklüğü kötü prognozu yansıtır. Buna karşılık hidrolaz 

düzeyinin artması aktif apopitozisi ve dolayısıyla iyi prognozu yansıtır. Plazma 

hücrelerinin morfolojisinin bozukluğu ve periferik kanda plazma hücresi bulunmasıda 

kötü prognozIa birliktedir (41-44). 

Tedavi 
MM'de hastalığın evresine, kJinik bulgulann şiddetine bağlı olarak radyoterapi ve 

kemoterapi uygulanabilir. Aynca ağn, anemi, hiperkalsemi gibi eşlik eden bulgular için 

semptomatik tedaviler uygulanır. 

Radyoterapi: Kemoterapiye cevap vermeyen ağnlı kemik lezyonlan, patolojik 

kırıklar için değişik doz ve sürede radyoterapi uygulanabilir. Tüm vücut radyoterapisi 

şeklinde uygulanabileceği gibi, myelotoksik etkilerden korunmak için, kısmi radyoterapi 

şeklinde de uygulanabilir (45). 

Kemoterapi: MM bir çok sistemi tutan generalize bir hastalık olduğundan 

sistemik kemoterapi uygulanır. Kemoterapiye cevap almdığun gösteren ağnmn 

azalması, hastanın performansının düzelmesi gibi subjektif kriterlerin yanmda, objektif 

kriterlerde mevcuttur. Bunlar; M proteininde %50'den fazla azalma, myelom hücre 

kitlesinde azalma, yıımuşak dokıı kitlesinin büyüklüğünde azalma, osteolitik lezyonlann 

düzelmesi, hemoglobin seviyesinde yükselme, transfiizyon ilıtiyacının azalması, 

hiperkalsemi ve Üfemide azalmadır (1,3). 

Tedavide melfalan, sik1ofosfamid, kannustin (BCNU), prokarbazin gibi alkali 

ajanlar ve steroidler tek başlanna veya kombine kııllamlabilirler. Hastalığın evresine ve 

kJinik durumuna göre bir kaç alkali ajan ve alkali ajan, vinkristin, prednison veya 

adriamisin ıçeren kombinasyon tedavileri uygulanabilir. Bunlann yanında 
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deoksikofomıisin, inteıferon alfa, retinoik asid, sitokin inhibitörleri ve allogenik veya 

otolog kemik iliği transplantasyonu tedavide kullanılan diğer yöntern ve ajanlardır. 

Tedavide ilk aşama; Melfalan ve prednison komplikasyonsuz evre ll-lll MM'de 

ilk seçenek olup, %50-60 objektif cevap alınır. Benzer sonuçlar sik1ofosfamid ile de 

sağlarur. Melfalan'a prednisonun ilavesi cevabı artırır. Ancak· bu kombinasyonda 

prednisonun yararı gösterilernemiştir. Steroidlerin, alkali ajanlardan dalıa fazla 

iyileştirici etkisi gözlemniş, hatta yüksek doz steroidlerin çok yoğun kemoterapi 

programlarıyla karşılaştırılabilecek sonuçları görülmüştür. (Steroidlerin tedavideki 

yerinden ayrı bir bölüm olarak ba1ısedilecekdir.) (1,3,4,16,18,46). 

Kombinasyon Kemoterapi; Melfalan, sik1ofosfamid, BCNU, vinkristin ve 

prednisondan oluşan M
2 

protokolünde komplet remisyon hızı %70-80 iken, yaşam 

süresi açısından melfalan ve prednison kombinasyonundan istatistiksel fark 

bulunamarınştır (3,4,16). 

Kötü prognostik faktörlere salıip hastalarda, kombine kemoterapinin faydası 

mevcuttur. Adriamisin, BCNU, sik1ofosfamid ve melfalan içeren ABCM protokolünde 

yaşam süresinde uzama görülür (4,13,46). Yine vinkristin, adriamisin ve deksametazon 

içeren V AD protokolünde dirençli vakaların o/050'sinde cevap alınır. Kısaca, adriamisin 

içeren kombinasyonlar yaşam süresini uzatır ve alkali ajanlarla kombinasyon kötü 

prognozlu hastalarda başarıyla kullanılır (8,9,47). 

Yüksek doz sik1ofosfamid, me1falan ve steroid ile %70-80'lere ulaşan remisyon 

hızı gözlemniştir. Yüksek doz kemoterapiyi takiben otolog veya allogenik kemik iliği 

transplantasyonunda %30-40 oranında tam remisyon gözlemniştir (3,16,48). 

Relaps görülen hastalarda M
2 

protokolü faydalıdır, ancak etkisi kısa sürelidir. 

Deoksikofomıisin, 2-korodeoksiadenozin, karboplatin refrakter vakalarda kullanılabilir. 

Yine refrakter olgularda sisplatin (CDDP) içerikli, örneğin etapozid, yüksek doz 

deksametazon, sitozinarabinozid, sisplatin içeren EDAP protokolü kullanılabilir, ancak 

belirgin miyelotoksisite mevcuttur (3,4,8,9,16,46,47,48). 

İnterferon alfa MM'de tek başına veya kombine kernoterapiyle birlikte kullamlır. 

Özellikle remisyon süresinin uzaması ve yaşam kalitesinin düzelınesinde etkilidir (4,49). 

IL-6 monoklonal antikoru, IL-I reseptör antagonisti, INF antagonisti 

pentoksifilin, IL-6 R'ünü düzenleyen retinoik asid, üzerinde çalışılan ve gelecek tedavide 

ümit verici ajanlardır (1,3,4,50). 

Ayrıca hiperkalsemi, renal yetmezlik, infeksiyon, kemik lezyonları için uygun 

destek tedavileri uygulanır. 
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GLUKOKORTİKOİD (GK)'LER ve ETKİLERİ 
GK1ar adrenal korteks'ten sentezlenen bir çok fizyolojik olayın düzenlenmesinde 

önemli rolü olan steroid yapıda honnonlardır. Dört halkalı yapıya salıip olan 

siklopentanoperhidrofenantren iskeletinden türeyen maddeler için steroid deyinıi 

knllanı1ır. Bu halkalar A, B, C ve D diye adlandırılır. Steroid halka sisteminin çeşitli 

yerlerine metil veya etil grubu getirilmek suretiyle kortikosteroidler, androjenler gibi 

doğal honnonların veya sentetik analoglarının ana yapısun oluşturan temel steroid 

türevIeri elde edilir. Bunlar pregnan, androstan ve estrandır. Doğal kortikosteroid ve 

progesteron 21 karbonln, testesteron 19 karbonlu ve doğal estrojenler 18 karbonlu 

steroidlerdir. Kortikosteroidler genellikle C-1 7 karbonunda iskelete bağlanmış iki 

karbonlu bir radikal vardır. İskelete ve yan zincire en az üç oksijen atomu (hidroksil ve 

keto şeklinde) bağlanmıştır. Hepsinde 3 ve 4 numaralı karbonlar arasmda bir çift bağ 

bulunur. Farklı yapıda olan yeni steroidler doğal GK'ların su ve tuz tutucu etkilerini 

minimum dereceye indinnek amacıyla sentez edihnişlerdir. Sentetik GK'ların çoğunda 

A halkasmda ikinci bir çift bağ bulunur. Bazılarında ilave hidroksil ve metil grupları 

vardır (SI). 

GK'ların etki göstennesi için spesifik reseptörü ile birleşmesi gerekir. 

Glukokortikoid reseptör (GKR) aktif olmayan şekli 310.000 daltonluk kitleye salıip 

heteromer kompeks şeklinde sitozolde bulunur. Bu heteromer kompeks iki adet 90.000 

dalton ağırlığa salıip Heat Shoch Protein (HSP-90) ve 59.000 dalton ağırlığa salıip olan 

P S9 proteini içerir. Reseptör honnonun bağlandığı alan (HBA), DNA'nın bağlandığı 

alan (DBA) ve antijenik-inununojenik alan olmak üzere 3 bölgeden meydana gelir. 

GKR'de merkezi olarak DNA bağlayan alan yerleşmiştir. Honnon bağlayıcı alan 

karboksi son grubu bulunan bölgeye, antikor tanınınasmnı gerçekleştiği inununojenik 

alan alnİno son grubunun bulunduğıı bölgeye yerleşmiştir. GKR'de nükleer 

translokasyon, fosforilasyon ve diğer proteinlerle etkileşim gibi özelllikleri belirleyen, 

reseptörün değişen aktivasyon fonksiyonuna cevaplı alanlar tanımlanmıştır. 

GK'lar hücre membranındaki lipidler arasından basit diffiizyonla hücre içine 

girer. Sitoplazmada heteroıner komplekse bağlarur. Bu kompleks çözülerek 2 tane HSP-

90 ve 1 tane P S9 proteini kompleksten aynlırken, aktive honnon GKR'ne bağlarur. 

Honnonun bağlandığı iki ayn GKR homodimer şeklini alır. Bu homodimer kompleksi 

nükleer membrana geçerek nükleustaki kromatine transloke olarak transkripsiyon 

sistemi ile ilişkiye girer. Reseptör proteini spesifik genlerin meydana getirdiği etkiyi 

uyarı veya inhibe tarzında etkilerken, DNA molekülü üzerindeki bağlanına yerleri tespit 

edilmiş ve bunlara glukokortikoid cevap elemanları (GRE) adı verilmiştir. Kromatin 

üzerinde yer alan akseptör denilen bağlaınna yerleriyle birleşen reseptör aktive olarak 

kendine özgü GRE segnıenti ile birleşerek belirli genlerin ekspresyonunu 
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(transkripsiyonunu) artınr. Sonuçta o genlere özgü mRNA yapımı artar ve hücrenin 

ribozoınlannda belirli proteinlerin (bir kısım enzim) sentezi hızlandınlır. Ancak bazı 

dokularda (lenfotik doku gibi) glukokortikoidler protein sentezini, gen düzeyinde 

regresyon veya ribozoınlarda protein yapımını inhibe eden özel proteinlerin sentezini 

artırarak, azaltJrlar. Nükleer proteinlerden c-myc ve c-myb protoonkogenlerinin 

düzenlenmesi de bu yolla olmaktadır. İn vitro deneylerde, ortama steroid hormon ilave 

edildiğinde, hormona özgü reseptörlerin sitoplazmada azaldığı, nukleusta ise arttığı 

gösterilmiştir (6,51,53). 

GK'lar glukoneojenezisi artıncı, glukoz ü1ilizasyonunu azaltıcı etkisiyle 

hiperglisemiye yololarak, karbonhidrat metabolizmasrnda etkili olurlar. Protein 

sentezini inhibe edip (antianabolik etki), protein yıkuunu artırarak (katabolik etki) 

protein metabolizmasım etkilerler. Yağ metobolizmasma ise yağ hücrelerine glukoz 

girişini azaltarak ve yüksek dozda lipolizi hızlandırarak etki yaparlar (51). 

GK'lar supra:fizyolojik konsantrasyonda akut ve özellikle kronik iltihap olayını 

inhibe ederler. Fizyolojik konsantrasyonlarda IgG ve 19E gibi humoral immuniteden 

sorumlu faktörlerin yapımını ve kandaki düzeyini etkilernezler. Kanda dolaşan immun 

lenfositlerin sayısını azaltJrlar ve bu hücrelerin antijenle aktivasyonu sonucu meydana 

gelen ikincil olayları inhibe ederler. Rodentlerde lenfolitik etki yaparlar. Yüksek dozda 

ise, antikor oluşumunu azalttığından immunosupressif olarak, otoimmun hastalıklann 

tedavisinde ve organ transplantasyonunda transplatın reddini önlernek için kullanılırlar. 

GK'lar fızyolojik dozlarda hematopoietik sistemde hemoglobin sentezini 

artırarak, eritrosit sayısını yükseltirler. Fannakolojik dozlarda ise lökosit migrasyonunu 

ve antikor sentezini inhibe ederek, immün cevapları supresse ederken, kandaki 

polimorfonüklear lökosit ve trombosit sayısını artınrlar. GK'lann arttığı durumlarda 

lenfopeni, eozinofıl ve bazofıl lökosit ve monositlerin sayısmda azalma meydana gelir 

(51). GK'lar T lenfositlerde, ribozomal RNA sentezinde, DNA'da timidin birleşirninde 

ve glukoz almunda azalma, buna karşılık protein yıkuru ve DNA fragmantasyonunda 

artış meydana getirirler. GK tedavi, T lenfositlerin hücre siklusunu Gı fazmda bloke 

ederek sonuçta hücre ölümüne neden olmaktadır (54,55). 

Organizmanm yaşamsal devanılığı için ölen ve yenilenen hücrelerin bir düzen 

içinde bulunması gerekınektedir. Hücre ölümünün belli bir düzende olmasma, 

programlanmış hücre ölümü olarak bilinen apopitozis denilmektedir. Apopitozis çeşitli 

faktörlerin etkisi altında gelişir, Tablo l'de gösterildiği gibi bu olayı uyaran ve 

baskılayan faktörler mevcuttur. GK'lar apopitozisi uyaran faktörlerdendir. Sekonder 

messenger'ları veya bunlara bağlı olarak gen transkripsiyonunu etkileyerek sitozolik 

Ca++ yükselmesine neden olurlar. Sitozolik Ca++- yükselmesi Ca++-'a bağımlı 

endonükleaz, proteaz, transglutarninaz enzimlerinin aktivasyonunu sağlar. Sonuçta 
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DNA ve kromatinde fragınentasyon, hücre yapısmda bozulma ve sitoplazmik 

proteinlerde değişim sonucu hücre ölümü ortaya çıkar. Bunun yanında gen 

transkripsiyonu sonucu yeni hücre yüzey belirleyicileri oluşmakta ve inflaınasyon 

olmaksızın fagositoz oluşumuna neden olmaktadır (56-59). 

A ynca GK'lar apopitotik aktiviteyi azaltan sitokinlerin etkilerini azaltarak, 

supressif veya uyaran protoonkogenlerin etkilerini düzenleyerek apopitozisi indirekt 

olarak uyarabilmektedir (6,60-62). SB. Eastman-Reks ve WV Vedeckis GK'larm fare 

lenfoma hücrelerinde c-myc, c-myb, c-ki ras protoonkogen1erinin mRNA'sını, 

dolayısıyla bu protoonkogen1eri inhibe etkilerini gösterinişlerdir (63). 

GK'lar malign hastalıklan içeren bir çok hastalığın tedavisinde kullanılır. İnvitro 

ve invivo çalışmalarda GKR bnlunan insan malign hücre dizilerinde GK'larm etkisi 

Tablo 2'de görülmektedir. Tablo 3'de ise GKR bakılmaksızın GK etkileri görülmektedir. 

GK'lar hematolojik hastalıklardan; lenfoblastik ve nonlenfoblastik lösemi, akut 

ve kronik otoinunun trombositopenik purpura, apıastik anemi, multiple myeloma gibi bir 

çok hastalığın tedavisinde tek başma veya kombine olarak değişik etkilerinden 

yararlarnlarak kullarnlabilirler (64). Hematolojik malign hastalıklarda, başlıca hücre 

lizisi etkisinden yararlanıL Bu etkide başlıca, apopitozisi uyarması ve hücre siklusunu 

bloke etmesi önemli roloynar. Sonuçta hücre büyümesi durup, tümör kitlesi küçülebilir 

(6,11,12,54,55,57-59,63). 

Aynca lösemide hücre differansiasyonunu sağladığı (65,66) ve granülosit 

makrofaj koloni stimulan faktör (GM-CSF) düzeyini artırdığı bildirilmektedir (67,68). 

Bu etkilerin artan dozlarda dalıa belirgin olduğu gözlemlliştir (7,9,65-69). 

MULTİPLE MYELOMA'DA GLUKOKORTiKoİD TEDAVİ 
GK'ların: IL-6 messenger RNA (mRNA) ve dolayısıyla IL-6 üretimini azaltarak, 

IL-6'yla meydana gelen otokrin büyüIDeyi baskıladığı, sekretuar tip 19 mRNA 

seviyelerini azaltarak M protein sekresyonunu ve başlıca osteoklast aktivatör faktör 

(OAF) olan IL-1Wnm mRNA'sun azaltarak kemik resorpsiyonunu inhibe ettikleri 

bildirilmiştir (5). Beraberinde apopitozisi uyararak ve hücre siklusunu bloke ederek 

hücre ölümüne neden olup, dolayısıyla büyümeyi inhibe ettikleri gösterilmiştir 

(6,12,58). Aynca plasıninojen aktivatörlerini de inhibe ettikleri belirtilmektedir (6). 

GK'lar tek başlarına veya kombine olarak MM tedavisinde kullanılırlar. Şiddetli 

kemik iliği supresyonu veya alkali ajanlar gibi diğer ajanlara cevap alınmadığından 

dolayı tedavi şansı zayıf olanlarda prednisonun, özellikle yüksek dozda faydalı olduğu 

ve tümör kitlesinde %50'den fazla aza1ına sağladığı gözıemlliştir. Pansitopenili 

hastalarda hemoglobin, granülosit ve trombosit seviyelerini yükseltir, transfiizyon 

ihtiyacun azaltır ve hayat kalitesini yükseltir. Hiperkalsemi ve renal yetmezlik gibi 
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komplikasyonları çabucak düzeltir. Alkali ajanlarda göIiilen sekonder lösemi, kemik 

iliği supresyonu gibi etkiler göIiilmez (7,69). 

Diğer ajanlara cevap vermeyen ve relapstaki hastaların %40'mda , ilk tedavi 

olarak yüksek dozda deksametazon ile hastaların % 70'inden fazlasmda remisyon 

sağlandığı bildirilmektedir (1,3). 

GK'lara hassas MM'da GKR ve GKR mRNA seviyelerinin yüksek buna karşılık, 

dirençli olanlarda her ikisinin'de düşük seviyede olduğu bildirilmiştir (1,6,10-12,70). 

GK tedavi ile GKR seviyelerinde doku türüne bağlı olarak değişiklikler tespit edilmiştir 

(6). Normal lenfositlerde, insan lösemi ve lenfoma hücrelerinde, He La ve Im-9 

hücrelerinde glukokortikoid tedavi ile GKR down regülasyonu sonucu, GKR düzeyi 

azalırken, insan lösemik T hücre serilerinde (CEM-C7) up-regulasyon sonucu GKR ve 

GKR m-RNA 'smın arttığı gösterilmiştir (71,72). MM'de ise GK tedavi ile GKR ve 

GKR mRNA seviyelerinin arttığı bildirilmiştir (12). Donel-Morre ve arkadaşlarının 

yaptığı bir çalışmada, GKR'lerinin insan myelom hücrelerinde doksurobisin ile 

baskılandığı ancak deksametazon tedavisi soması GKR ve GKR mRNA seviyelerinin 

düzelerek, sensitivitenin arttığı gözlemniştir (73). Refrakter myelomada yüksek dozda 

prednison ile resistansın düzeldiği ve tümör kitlesinin küçüldüğü bildirilmektedir (1,79). 

Hastaların hepsi başlangıçta steroid tedaviye cevap vermez veya tedavi esnasmda 

direnç gelişebilir. Bu durumda hücre sitoplazmasrnda bulunan GKR sayısmda azalına 

ve/veya yokluğu, GKR'ün hormon bağlayan alanında defektler söz konusu olabilir. 

Yapılan calışınalarda GKR eksikliği ve defekti olmaksızın glukokortikoidlere yaıutsızlık 

olduğu gözlemniştir. Bu durumda GKR mRNA'sında değişiklikler bulumnuştıır. 

Sonuçta direnç gelişiminde reseptör soması mekanizmaların roloynadığı bildirilmiştir 
(1,6,10-12,74). 

Aynca başlıca mitokondrial enerji metabolizmasına etkili bc1-2 onkogeni ve 

MDR-1 gen kodlarım içerip ilaçların hücre dışına çıkmasım sağlayan P- glikoproteinin, 

GKR'ların normal olmasına rağınen GK'ların etkilerini azaltarak apopitotik aktiviteyi 

azalttığı gözlenmiştir (23,24,75,76). Myelom hücrelerinin bir kısmında GK'ların 

etkilerinin transforming growtlı faktör beta-l (TGF 131) seviyeleriyle ilişkili olduğu ve 

TGF 131 seviyelerindeki aza1ınanın deksametazonun büyünıeyi inhibe edici etkisini 

bloke edebildiği bildirilıniştir (77). 

1. Hardin ve arkadaşları yaptığı bir çalışmada, deksametazonun düşük 

konsantrasyonda IL-6'yı bloke ettiğini ancak IL-6 reseptörünü ( IL-6R) bloke 

etınediğini, yüksek konsantrasyonlarda ise her ikisini de bloke ettiğini, bundan dolayı 

düşük konsantrasyonda tümör etrafındaki dokulardan çıkan IL-6'nın parakrin etkiyle 

deksametazonun meydana getirdiği myelom hücre ölümünü engellediği, yüksek 

konsantrasyonda ise bu durumun çok az gerçekleştiğini gözlemişlerdir (78). 
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TABLO 1: APOPİTOZİsİ UYARAN ve İNHİBE EDEN FAKTÖRLER (58) 

UYARANLAR 

- Glukokortikoidler 

-Yaşamsal faktörlerin 

yetersizliği 

- Negatif düzenleyiciler 

(TNF, TGF llı) 

~ Tümör supressör gen 

( Wild- type p5 3) 

- Diğer genler 

( regüle olmayan c-myc 

Adenovirus EIA 

C. elegans ced 3,ced 4) 

- Hücre yüzey antijcnlerine 

karşı olan antikorlar 

(Apo-I (=Fos).CD3) 

- Sitotoksik antikanser ajanlar 

- Topoisomeraz i inhibitörü 

CPT 

- Topoisomeraz II inhibitörü 

Novobiocin 

PROGRAMLı 

HÜCRE 

ÖLÜMÜ 

( APOPİTOZİS) 

TNF : Tümör nekrozis faktör 

TGF [lı : Transforming growth- factor f)ı 

CSF s : Colony - stimnlating factors 

İNHİBE EDENLER 

- Yaşamsal faktörler 

CSFs 

interleukinler (LIl,II1,IV, VI) 

- Hücre ölümünü suprese eden genler 

bel- 2 

EBV-LMP i 

Mutant p 53 

Adenovirus E LB 19 kd 

Adenovirus E3 14.7 kd 

Herpesvirus 

Gamma 134.5 

Boculovirus p 35 

C.elegans ced 9 

Tümör promotörleri TP A 

- Cyloheximide 

- D Actinomycin 

- Çiuko iyonları 

TPA : Tümör promoting phorbol ester 12-0-tetra-decanoly- phorpol 13- acetate 

bel-2 : B cell lösemi veya lenfoma genleri 

C. elegans Ced 3, Ced 4: Caenorhabditis elegans eed 3, ced 4. 
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TABLO 2: GLUKOKORTİKOİD RESEPTÖR BULUNAN HÜCRE DİZİLERİNDE GK ETKİLERİ (6) 

Doku Tipi 

Meme 

Akciğer Adenokarsinom 

GK Etkisi 

: Timidine birleşiminin ve proliferasyonun inhibisyonu, hücre çeşitliliğinin 

azalması, EGF-EGF bağlanmasının uyanlması 

: Tümör bü)iiklüğünde azalma, 

Akciğer Alveolar karsinom : Büyümenin ve timidine birleşiminin inhibisyonu, 

Kolon 

Tükrükbezi 

Melanoma 

Proliferasyonun ve Tyhmidine birleşiminin inhibisyonu, 

Büyümenin inhibisyonu 

: Tümör bü) iiklüğünde azalma, büyümenin inhibisyonu, Gı ve G,/M farzında 

durma, • saatlik inkübasyonda DNA sentezinin uyanlması, 18 saatlik 

inkübasyonda DNA sentezinin inhibisyonu, melanogenesis'n, tirosine 

aktivitesinin ve L-Dopa birleşiminin uvanlmasl, 

Santral Sinir Sisi, Tümörü : Yüksek doz deksametazon ile büyümenin inhibisyonu, düşük doz 

Leiomiyosarcoma 

Fibrasarcoma 

Cerviks uteri 

ALL 

NALL 

Lenfoma 

dexameıhazonla büyümenin uyanlmas!' 

İnvivo bü~üme inhibisyonu , invitro bü~iimenin uyanlması. 

: Yüksek dozda invivo ve invitro büyümenin inhibisyonu, düşük dozda imivo 

büyümenin uyanlması, fibroneetin sentezinin uyanlmas!' 

: Büyüme inhibisyonu veya uyanlmas!' G, farzında durma, GKR'de down 

regnlasyon, HPV 16 gene üretimi, ras onkogen'i belirmesi, EGF-r 

seviyelerinde artış, 

: Hücre lizisi, proliferasyonun inhibisyonu , Gı farzında durına, kolesterol 

sentezinin, nükleoside ve glnkoz alımının, protein sentezinin ve IL-2 

üretiminin inhibisyonu, gluıamin sentezinin belirginleşmesi, GKR-mRNA 

seviyesinde artma veya azalma, GKR up veya down regnlasyonu, c-myc 

ve c-myb m-RNA 'sının baskılanmas!' 

: Koloni oluşumunun inhibisyonu, glnkoz transportunun stimnlasyon veya 

inhibisyonu, aminoasit birleşiminin inhibisyon veya stimulasyonu, hücrelerin 

yaşama yeteneği (ömrü) artar veya azalır, 

: Hücre lizisi, nükleosid alımının inhibisyonu, EBV 'ın meydana çıkmaSı' 

IL-I 'in inhibisyonu, 

Myeloma : Hücre ölümü, büyümenin, plasminojen aktivatörlerinin, immunglobulin 

sekresyonunun inhibisyonu, GKR mRNA seviyesinde artma, 

ALL : Akuı.ıenfoblastik lösemi EGF : Epidennal growth faktör 

ANLL : Akut nonlenfoblastik lösemi, 

GKR : Glukokortikoid reseptör 

HPV : Human papiloma virus, 

EGF-r : Epidermal growth faktör reseptör 

EBV : Ebstein-Barr virus 



--------------------------
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TABLO 3: GLUKOKORTİKoİD RESEPTÖR BAKıLMAKSıZıN İNSAN MALİGN 

HÜCRELERİNDE GK ETKİLERİ (6) 

Doku Tipi 

AL 

ALL 

KLL 

KML 

Sarkom 

Astrocytoma 

Cerviks uteri 

Hepatoma 

Kolon 

AL:Akut undifferansiye lösemi, 

ALL: Akut lenfoblastik lösemi 

KLL: Kronik lenfositer lösemi 

KML: Kronik miyelositer lösemi 

OK etkileri 

: Mitokondrial dejenerasyon 

: DNA fragınantasyonu 

: Hücre lizisi, DNA fragınantasyonu, NAD ve APT azalması 

: DNA fragınantasyon 

: Hücrelerin çekirdek ye mitokondri büyüklüğünde artma, mitokondri 

sayısında azalma, 

: Bü~ümenin durması, fragınantasyonun artması, hücre yüzeyinin değişimi 

: HPV IS gen üretiminin ortaya çıkması ras onkogenimalign 

dönüşümünün artması, 

: Sitokrom P 450 gen oluşumunda artma, 

: Ras onkogeniyle malign dönüşümünün artması, 
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MATERYAL VE METOT 

MATERYALveGEREÇLER 

Bu tez çalışması, KTÜ Tıp Fakültesi İç Hastalıklan kliniğinde yatan MM'li 

hastalardan elde edilen plazma hücreleri ve NSı, SPı fare myeloma hücre dizileriyle 

hematoloji labaratuvarındaki sistemlerden faydalanarak yapıldı. 

Bu çalışmanın gerçekleştirilınesi sırasında Multiple myelomalı insan kemik 

i1iği hücreleri, SPı myeloma hücre dizileri (non-secreting myeloma, mouse. G. 

Kohler and eMilstein medikal research council laboratory of molecüler biology, 

Cambridge, England . No: ATCC CRL 1581), NS ı myeloma hücre dizileri 

(myeloma non-secreting, mouse, G. Kohler Basal institude for inununology Basel, 

Switzerland. No: ATCC TIPI8) kullanıldı. 

Hastalardan elde edilen plazma hücreleri ve NSı, SPı fare myeloma hücre 

dizilerinde metilprednisolonun doza bağlı etkilerini araştırmak üzere planlanan bu 

çalışma için; ilk olarak Temmuz 1993 ile Ağustos 1995 yıllan arasında iç 

hastalıklan kliniğinde MM tamsı konarak, henüz tedavi görmemiş 15 hasta alındı. 

Tablo 4'de diğer özellikleri belirtilen hastaların yaşlan 55-75 arasında olup 8'i kadın, 

Tsi erkekdi. 8 hasta IgG tipi, 5 hasta 19A tipi, 2 hasta ise kappa hafif zincir tipi MM 

idi. İkinci bir grup olarak da, özellikleri belli olan Marmara Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Hematoloji bölümünden alınıp sıvı nitrojen içinde bekletilen NS ı ve SPı 
fare myeloma hücre dizileri çalışma için kullamldı. 

Ayrıca; sıvı kimyasallar olarak da Ficoll-Hypague (Lymphocyte separation 

medium 13010-012, Gibco BRL.), RPMI medium 1640 (041-01875 M Gibco), Fetal 

Calf Serum (O 11-06290 H Gibco), Penicilin-Streptomisin (061-5140 Gibco), 

Metilprednisolon (prednol-L, Mustafa Nevzat ilaç sanayi), Heparin (Liquernine, 

Roche), DNA prep reagents (Coulter PN 6604452: 3x70ml DNA-prep stain, lx22ml 

DNA-prep LPR, lxO,5ml DNA-prep reference), Serum fizyolojik (SF) %0.9, PBS 

(Phosphate buffer saline: 0.8 gr NaCl, 0.144 gr Naı HP04, 0.02 gr KCl, 0.02 gr 

KHı P04, 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), 
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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 faydalanıldı. 

Bunlara ilave olarak; Laminer air flow (Heareus ELB 2448), Zaman ayarlı 

santrifuj (Heareus Medifuje), PC02 inkübatör (Thermolyne Compact CO2 Series 
5000), Kan sayım cihazı (System 9000 Hematology Analizer), Otoanalizör 

(Technican RA-X Serono), Epics Elite-ESP Flowcytometry (Coulter), DNA prep 
workstation (Epics Leucoyte Prepration Workstation, Coulter), Multicycıe DNA 
analiz programı (Phonenix Flow Systems), Corning Cell Wells (24 Well 25820), 
Corning Cell Flask, Pastör pipeti, Steril disposible farklı büyüklükte enjektörler, 
Steril santrimj tüpü (Nunc 348232 mm vida kapaklı), Steril 15ml'lik konik tüp, 
Cama yazar kalem, Beher, Elektroforez tankı (Hoefer - HE 33), Ultraviole lambası 

(Haefer Nighty Bright UVTM-19), Binoküler araştırma mikroskopu (Olympus CHS 

No 7E0133), !nvert Mikroskop (SOIF XSZ-D2) dan da yararlanıldı. 

Gerek MM'li hastalardan, gerekse NS ı ve SPı fare myeloma hücre 
dizilerinden metot kısmında detaylı olarak belirtildiği gibi elde edilen plazma 
hücreleri, çoğaltılınak üzere hücre kültür ortamına alındı. Plazma hücreleri yeterli 

sayıya ulaştığında, içerisinde değişik dozlarda metilprednisolon bulunan hücre 
kültür ortamına ilave edildi. 72 saatlik inkübasyon periyodundan soma 

metilprednisolonun değişik dozlardaki konsantrasyonunun hücre siklusu, apopitosiz, 
hücre sayısı, LDH üzerine olan etkileri araştırıldı. 
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Tablo 4: MM'li vakalann özellikleri 

HastaAdı Protokol Yaş Cins MM. Tipi Bb Ca P.Kreatini BJ Litık 

No (grldl) (mg/dl) (mgldl) Lezyon 

E.G. 301518 60 K IgG 8.7 9.0 4 + :0;3 

İ.A. 265625 65 E IgG 7.8 8.8 2.4 + :0;3 

M.P. 319660 70 E IgG 9.9 9.3 1.4 + :0;3 

F.Ö. 305146 66 K IgG 10 11.2 2.8 - :0;3 

M.G. 325091 75 E IgG 8.8 9.5 1 + -
N.A. 243361 65 K IgG 9.7 9. i 1 - :0;3 

E.K. 04430 63 K IgG 9.8 9.3 2.8 + :0;3 

K.D. 302918 69 K IgG 10.8 9.0 1.7 - -

S.A. 330950 60 K IgA 8.1 9.4 1.6 - -
A.S. 224241 69 E IgA 8.0 9.7 2.9 - -
O.K. 276226 65 E 19A 8.5 9.9 1.5 + :0;3 

H.Y. 335272 55 E 19A 10.1 9.2 1 + :0;3 

H.B. 253363 74 E 19A 7.9 9.3 1.1 + :0;3 

H.B. 327668 55 K Kappa 7.9 9 3.6 + -
hafif zincir 

F.N. 318154 60 K Kappa 8.7 9.2 1.8 + ~ 

hafif zincir 
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METOT 

Kemik İliğinden Plazma Hücresi İzolasyon Yöntemi 
Hastalardan plazma hücresi elde etmek için, spina iliaca posterior 

superior'dan steril heparinize (50ı.ılml) enjektör ile kemik iliği alındı. Ficoll dansite 
gradyent yöntemi ile mononükleer hücreler aynldı ve elde edilen hücreler ortalama 
her bir kuyucuğa 1 hücre düşecek şekilde, her hasta için 96'lı plaklara ekiIdi 
(Medium içengı: RPMI-1640+%1O Fetal calf serum+ 100'ü kristalize 

penisilinlml+ 100flgr. Streptonıisinlml). Ve 72 saat %5 C02 basıncı altında 37°C de 
inkübe edildi. Plazma hücre si saptanan (ışık mikroskopu ile) kuyucuklardaki 
hücreler pastör pipeti ile aspire edilerek çoğalınalan için 10 gün süre ile %5 CO2 

basıncı altında 37°C de inkübe edildi. Bu sürenin sonunda 1 cc'de 5.000.000 olacak 
şekilde süspansiyon hazırlandı (79). Bu süspansiyondan yapılan yaymalarda plazma 
hücre oranlannın % 95'in üzerinde olup olınadığı kontrol edildi. 

NSı ve SPı Fare Myeloma Hücre Dizi1erinin HllW'1anışı 
Sıvı nitrojen içinde bekletilen NS ı ve SP2 fare myeloma hücre dizileri, 

çözüldükten sonra RPMI ilave edilip, 500g'de santrifüj edilerek üstte kalan 
dimetilsülfoksid içeren kısmı atıldı. Çökertilen hücreler, kültür tüplerine hazırlanan 
RPMI, %10 Fetal calf serum, 100 ünite/ml penisilin kristalize, 100flgr/ml 
streptonıisin içeren kültür ortamında, 37°C ve %5 CO2'li ortamda çoğalmaya 
almdılar. 72 saat'lik inkübasyon sonucunda yeterli çoğalına gözlenen hücreler, 
çalışma için hazırlandı (79). 

Kültür Ortamı ve Gruplarının Oluşturulması 
Çalışmamızda RPMI 1640 ana vasat olarak kullanılarak ortama %10 

oranında feta! calf serumu ve 100 ünite/ml kristalize penisilin, 100).!gr/ml 
streptonıisin ilave edildi. Hazırlanan bu kültür ortamı, 24'lük kültür plağınrn, her 
plağına son volümü 2 cc olacak şekilde dağıtıldı. Bu kültür ortamıru beş gruba 
aynlarak herbirine değişik dozlarda metilprednisolon eklendi: 

I-Grup A: Kontrol grubu (serum fizyolojik steroid miktarında eklendi.) 
2-Grup B: 25).!gr/ml metilprednisolon 
3-Grup C: 2,5).!gr/ml metilprednisolon 
4-Grup D: 0,5).!gr/ml metilprednisolon 
5-Grup E: 0,125 ).!gr/ml metilprednisolon 
Her bir plakta ml'de 5x104 hücre olacak şekilde yukanda tariflenen grupların 

her birinden, bir insan myeloma olgusu için 4, bir hücre dizisi (NSı veya SPı)için 
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12'şer örnek hazırlandı. Kültür ortanu 37°C'de, %S COz içeren nemli ortamda 72 

saat inkübe edildi. 

Sonuçların Değerlendirilme Yöntemi 
Hücre Sayısı 

72 saat inkübasyon sonrasında hücrelerin sayısı kan sayımı cihazı ile ölçülüp, 

torna lamıyla doğruluğu kontrol edildi. 

LDH Düzeyinin Saptanması 

72 saat inkübasyon sonrası LDH düzeylerini technicon RA-X otoanalizer ile 

ölçüldü. LDH düzeyi hücre viabilitesi ve metabolik aktivitesinin bir göstergesi 

olarak analiz edilmiştir (41,80). 

DNA Elektroforez'i ile apopitozisin saptanması 

SOOg'de S dk santrifüjle çökertilerek elde edilen hücrelere, ımı PBS ilave 

edilerek, tekrar S dk santrifüj edildi. Üste kalan PBS döküldü. Alta kalan hücrelere 

O.S ml yarı yarıya saf su ile sulandınlnıış TBE solusyonu, 1.2SIll nonidet 170 (% 

0.2S), S ııl RNaz A ilave edilerek 37°C'de 30 dk inkübe edildi. Sonra 100111 

proteinaz K(S mg/ml) ilave edilerek 37°C'de tekrar 30 dk inkübe edildi. Takiben 100 

ııl Loading buffer ilave edilerek hücreler elektroforeze hazır hale getirildi. Bu 

hazırlanan materyal hazırlannıış %1.S agaroze jel üzerindeki her bir kuyucuğa 2Sı.ıJ 

olacak şekilde konuldu. 20 voltta 6 saat DNA elektroforezi yapıldı ve takiben 30 dk 

Ethidium bromidle (SIlg/ml) ile boyanınaya alındı. 30 dk beklendikten sonra 

ultraviyola altında DNA özellikleri izlendi. Elektroforezde gözlenen DNA 

fragmentasyonu apopitozis olarak değerlendirildi (81). 

Flovsitometre ile DNA indeksleri ve apopitozisin saptanması 

Hücrelerin Go/GI> Gz/M ve sentez safhasındaki yüzdeleri saptanarak, 

apopitotik pik yüzdesi ölçüldü. Flovsitometre ile çalışma için inkübasyon sonrası 

elde edilen hücreler, PBS ile yıkandı ve hücre sayıları en az ıxıo6/ml olacak şekilde 

ayarlandı. Hücreler daha sonra "DNA-prep work station" da işleme tabi tııtııldu. Bu 

işlem sırasında otomatize olarak 1. solusyon olan LPR solusyonu ile hücre membran 

permeabilitesi artınlarak, 2. solusyon olan DNA-prep stain ilave edildi. Bu 

solusyonda kınnızı floresan içeren promidium iodide (Pİ) ve ribonükleaz 

bulunmakta olup, LPR solusyon ile membranında porlar açılınış hücrelerin DNA ve 

RNA'sının Pİ'le boyanınası sağlandı. Ribonükleaz vasıtasıyla boyannıış olan 

RNA'ların ortadan kaldınlması sağlandı. Böylece DNA içeriğinin Pİ'le işaretlenmesi 

amaçlandı.lS dk'lık pİ ile inkübasyondan sonra flovsitometre'de X ekseninde PmT-4 

peak ve Y ekseninde PmT -4 integral kullanılarak çalışmaya alınacak hücre grupları 
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kapıyla belirlendi. Böylece doubled (çift) hücreler elimine edildikten sonra PmT-4 
integral X ekseninde, hücre sayısı Y ekseninde yer alacak şekilde grafiklendirildi. 

Çıkan sonuçların değerlendirilmesi multi-cycıe DNA analiz programıyla yapıldı 
(82). 

pİ ile dalıa az boyanan hücrelerin yaptığı hipodiploidik pik, apopitotik pik 
olarak belirlendi ve ölçümü multi-cycıe DNA analiz programıyla yapıldı. Yapılan 
çalışmalar pİ ile yapılan ölçümlerin apopitozisin saptanmasında en az diğer 

yöntemler kadar hassas olduğunu belirtmekle birlikte (83), biz DNA elektroforeziyle 

apopitozis saptadığımız olgularda apopitotik pik yüzdesini flovsitometre ile ölçmeyi 
yeğledik. 

İstatistiksel Değerlendirme 
Sonuçlar ortalama ± standart sapma (SD) olarak verilıniş olup gruplar arası 

karşılaştırmada iki eş arasındaki farkın önemlilik testi (paired-T) kullanıldı ve 

P<O.05 anlamlı olarak kabul edildi. 



BULGULAR 

Çalışmaya alınan hastalardan elde edilen plazma hücrelerinin flovsitometre 

ile yapılan DNA analizi sonucunda, 8 hastada (6 hasta IgG, 2 hasta 19A) DNA 
indeksi 1,4±O,2 olan aneuploidi tespit edildi, 7 hastada (2 hasta IgG, 3 hasta 19A, 2 
hasta kappa hafif zincir) aneuploidi mevcut değildi. Ayrıca NS ı ve SP2 fare 

myeloma hücre dizilerinden sadece SP} fare myeloma hücre dizilerinde spontan 
apopitozis mevcuttu. Sonucta dört değişik özellikteki myelom hücre dizilerinde 

metilprednisolonun ayn ayrı hücre sayısı, LDH, hücre siklusu, apopitozis ve 
aneuploidi üzerine etkileri tespit edildi. 

Tablo 5,6,7,8 ve grafik 1,2,3,4'de elde edilen sonuçlar ve anlamlılıklaiı 

özetlenmiştir. 

Aneuploidi tespit edilen hastalarda, kontrol grubu olan A grubuna göre. B 
grubunda (25 ı.ıgr/ml metilprednisolon) hücre sayısı (x103 ml) 507.5±190.5'den 350 

±159.3'e (P<O.OOL), LDH düzeyi (U/L) 21.5±9.4'den 17.8±13.3'e (P<0.05), Go/Gı 

hücre yüzdesi 94±1.9'dan 92±1.4'e (P<0.05), G2/M hücre yüzdesi 2.3±1.2'den 1.8± 
l.7'ye (P<0.05). aneuploidili hücre yüzdesi 24.9±14.3'den 18.5±12.8'e (P<0.05) 

azalına gösterirken, S hücre yüzdesi 3.6±1.9'dan 5.7±0.8'e (P<0.05) yükselmiş olup, 
apopitotik hücre yüzdesin~e değişiklik tespit ediIemedi. Kontrol grubuyla (A), C 
grubu (0,5 ı.ıgr/ml metilprednisolon) karşılaştınldığında, kontrol grubuna göre hücre 

sayısı 382.5±189'a (P<O.OI), LDH düzeyi 15.7±11.4'e (P<0.05), Go/Gı hücre 
yüzdesi 92.4±1.3'e (P<0.05), Gz/M hücre yüzdesi 1.7±0.8'e (P<0.05) azalırken, 

aneuploidik ve apopitotik hücre yüzdesinde anlamlı değişiklik tespit ediIemedi. 
Kontrol grubuyla (A), D grubu (0,5 ı.ıgr/ml metil prednisolon) karşılaştınldığında, 

hücre sayısı 385.5±183'e (P<O.Ol), LDH düzeyi 17.1±1O.8'e (P<0.05), Gz/M hücre 
yüzdesi 1.9±O.8'e (P<0.05) azalırken, S hücre yüzdesi 4.9±1.9'a (P<0.05) yükselıniş 

olarak saptandı. Go/Gı aneuploidi ve apopitotik hücre yüzdesinde anlamlı değişiklik 
tespit edilemedi. E grubunda (0,125 ı.ıgr/ml metilprednisolon) ise hücre sayısı 382.5 

±162.7'ye (P<O.OI), LDH düzeyi 16.3±10.9'a (P<0.05) azalmış olup, GO/Gb Gz/M, 
S, aneuploidili ve apopitotik hücre yüzdesinde anlamlı değişiklik tespit ediIemedi. 

Gruplar arası karşılaştınnada ise, hücre sayısı, LDH düzeyi ve apopitotik 
hücre yüzdesi arasında gruplar arasında istatistiksel fark yoktu. Go/Gı hücre 



yüzdesinde B ve C grubunda, D ve E grubuna göre, Gz/M hücre yüzdesinde ise B, 

C ve D gruplannda E grubuna göre azalma mevcuttu (P<0.05). S hücre yüzdesinde 

ise B ve C gruplannda E grubuna göre artma mevcuttu (P<0.05). Aneuploidi hücre 
yüzdesinde ise sadece B grubunda C, D ve E gruplanna göre azalma tespit edildi 

(P<0.05). C, D ve E gruplan arasında ise fark yoktu. Apopitotik hücre yüzdesi, 
gruplar arasmda farklı değildi. 

Aneuploidi tespit edilemeyen hastalarda kontrol grubunu oluşturan A 
grubuna göre, B grubunda, hücre sayısı 781.8±112.4'den 514.5±42.9'a (P<O.OL), 

LDH düzeyi 21. l± 1.1 'den 18±6.9'a (P<0.05), Go/Gı hücre yüzdesi 88±2.4'den 84.4 
±9.7'ye (P<0.05), Gz/M hücre yüzdesi 4.7±1.5'den 2.3±1.8'e (P<O.05) azalırken, S 
hücre yüzdesi 6.6+?6'dan 13.2±11'e (P<0.05) yükselmiş ve apopitotik hücre 
yüzdesi anlamlı olarak değişmemişti. Kontrol (A) grubuyla, C grubu, D grubu, E 
grubu arasında ise. hücre sayısı C grubunda 502.7±16.7'ye (P<O.Ol), D grubunda 
532±43.6'ya (P<O.OL), E grubunda 500.9±28.7'ye (P<O.OL), LDH düzeyi C 

grubunda 18.5±9'a (P<0.05), D grubunda 17±lO'a (P<0.05), E grubunda 18±8'e 

(P<O.05) azalırken, Go/Gı, Gz/M, S, apopitotik hücre yüzdesinde anlamlı 

değişiklikler tespit edilemedi. 
Gruplar arası karşılaştırmada ise, hücre sayısı, LD H düzeyi ve apopitotik 

hücre yüzdesinde, gruplar arasında anlamlı değişiklik tespit ediiemedi. Go/Gı hücre 
yüzdesinde B grubunda, C, D ve E grubuna göre azalma gözlenirken (P<O.05), C, D 

ve E gruplan arasında farklılık saptanmadı. Gı/M hücre yüzdesinde ise sadece B 
grubu E grubuna göre aza1mıştı (P<O.05). S hücre yüzdesinde ise B grubunun C, D 

ve E grubuna göre da1ıa yüksek olduğu tespit edilirken (P<O.05), C, D ve E gruplan 
arasında farklılık gözlenmedi. 

NS ı fare myeloma hücre dizilerinde kontrol (A) grubuna göre B grubunda 
hücre sayısı 739±61.9'dan 475±135.5'e (P<O.OL), LDH düzeyi 52±24.2'den 45.5± 
19.5'e (P<O.OI), Go/Gı hücre yüzdesi 38.9±10.3'den 32.5±5.I'e (P<O.05), Gı/M 
hücre yüzdesi 5.5±5.9'dan 2.4±2.5'e (P<0,05) azalırken, S hücre yüzdesinin 54.4± 
8.2'den 67.6±3.7'ye (P<O.05) yükseldiği ve apopitotik hücre yüzdesinin anlamlı 

olarak değişmediği saptandı. C grubunda da benzer şekilde hücre sayısı 409.2± 
49.9'a (P<0.05), LDH düzeyi 46±20.8'e (P<O.OL), Go/Gı hücre yüzdesi 33±4.2'ye 
(P<O.05), Gı/M hücre yüzdesi 2.3±3'e (P<O.05) azalırken, S hücre yüzdesinin 60.9± 
6.3'e (P<O.05) yükseldiği ve apopitotik hücre yüzdesinin anlamlı değişmediği 

saptandı. D ve E gruplannda ise kontrol (A) grubuna göre, D grubunda hücre 
sayısının 378.5±80.I'e (P<0.05), LDH düzeyinin 50.5±24.2'ye (P<0.05) E grubu 
hücre sayısının 453±45.8'e (P<O.05), LDH düzeyinin 50.3±25.6'ya (P<0.05) 



25 

azaldığı saptandı. D ve E grubunun her ikisindede Go/Gı> G2/M, S ve apopitotik 
hücre yüzdesinde anlamlı değişiklikler tespit ediiemedi. 

Gruplar arası karşılaştırmada ise Go/Gı hücre yüzdesinde D ve E grubuna 
göre B ve C grubunda, G2/M hücre yüzdesinde ise E grubuna göre B ve C grubunda 
azalma tespit edildi (P< 0.05). S hücre yüzdesinde ise sadece B grubunda D ve E 
grubuna göre yükselıne saptandı (P<0.05). Apopitotik hücre yüzdesi, hücre sayısı ve 

LDH düzeyinde anlamlı değişiklik tespit ediiemedi. 

SP2 fare myeloma hücre dizilerinde kontrol grubuna (A) göre. B grubunda 
hücre sayısı 1328.8±168.2'den 1048.8±103'e (P<O.OOI), LDH düzeyi 82.7±18.6'dan 

71.4±17.8'e (P<0.05), Go/Gı hücre yüzdesi 36.2±3.4'den 33±7.4'e (P<0.05) 

azalırken, apopitotik hücre yüzdesinin 8.4±Tden 14.5 ± 7.6'ya (P<0.05) yükseldiği 
tespit edildi. G2/M ve S yüzdesinde anlamlı değişiklik mevcut değildi. Benzer 

şekilde C grubunda hücre sayısı ıo23±186'ya (P<O.OOI), LDH düzeyi 70.6±16.I'e 

(P<0.05), Go/Gı hücre yüzdesi 32±6.2'ye (P<0.05) azalırken, apopitotik hücre 
yüzdesinin 13.4±6.3'e (P<0.05) yükseldiği saptandı. GılM ve S hücre yüzdesinde 

anlamlı değişiklik mevcut değildi. D grubunda hücre sayısı i 135±155'e (P<0.05), 

LDH düzeyi 70.6±16'ya (P<0.05), E grubunda da benzer şekilde hücre sayısı 

i 161.8±ıo6'ya (P<0.05), LDH düzeyi 71.8±15.6'ya (P<0.05) azalırken, Go/Gı> S, 

Gı/M, apopitotik hücre yüzdesinde her 2 grupta da anlamlı değişiklik tespit 
ediiemedi. 

Gruplar arası karşılaştırmada ise, hücre sayısı ve Go/Gı hücre yüzdesinin B 

ve C grubunda D ve E grubuna göre azaldığı (P<0.05), buna karşılık diğer gruplar 

arasında fark olmadığı saptandı. G2/M, S ve apopitotik hücre yüzdesinde ise gruplar 
arasında istatistiksel fark tespit ediiemedi. 

İnsan ve NSı> SP2 fare myeloma hücre dizilerinde yapılan DNA 
elektroforezinde, NS ı fare myeloma hücre dizilerinde ve insan myeloma 
örneklerinde apopitozis gözlenmezken, SP2 fare myeloma hücre dizilerinde kontrol 
grubunda spontan apopitozis saptanmış ve üste özetlendiği gibi flovsitometre ile 
yapılan analizde spontan apopitozisin B ve C gruplarında indüklendiği gözlenmiştir. 
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Tablo 5: Aneuploidi tespit edilemeyen vakalarda metil prednisolon'un hücre 
siklusu, apopitozis, hücre sayısı, LDH düzeyi üzerine etkileri. 

Gruplar GO/Gl G2/M S Apopitotik Hücre Sayısı LDH 
(%) (%) (%) Pik (%) (x i 02/ml) (DIL) 

A 88±2.4 4.7±1.5 6.6±2.6 0.3±0.6 781.8±112.4 21.l±1.l 
Kontrol 

B 84.4±9.7 2.3±1.8 13.2±11 0.7±1.6 514.5±42.9 18±6.9 
(25!lgr/ml) 

C 88.5±2.9 3.5±2.7 7.5±3.6 0.2±0.3 502.7±16.7 18.5±9 
(2.5ııgr/ml) 

D 89.6±3.5 3.8±2.4 6.4±3.8 0.4±0.2 532±43.6 17±1O 
(0.5ııgr/ml) 

E 88.5±2.3 4.8±2.2 6.6±1.3 0.2±0.3 500.9±28.7 18.4±8 
(0.1 25 ııgr/ml) 

Grupların istatistiksek karşılaştırılması 

A-B P<0.05 P<0.05 P<0.05 AD P<O.Ol P<0.05 

A-C AD AD AD AD P<O.Ol P<0.05 

A-D AD AD AD AD P<o.oı P<0.05 

A-E AD AD AD AD P<O.Ol 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: Anlamlı DeğiL. 
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Tablo 6: Aneuploidi tespit edilen vakalarda metilprednisolon'un hücre siklusu, 
apopitozis, hücre sayısı, LDH düzeyi üzerine etkileri. 

Gruplar GO/Gl G2IM S Apopitotik Aneuploidi Hücre Sayısı LDH 
(%) (%) (%) Pik(%) (%) (xl02/ml) (U/L) 

A 94±2.9 2.3±L.2 3.6±L.9 L.5±1.8 24.9±14.3 507.5±190.5 2L.5±9.4 
Kontrol 

B 92±L.4 1.8±1 5.7±O.8 . 1.4±2.5 18.5±12.8 350±159.3 17.8±13.3 
(25 ııgr/ml) 

C 92.4±1.3 L.7±O.8 5.7±2.1 L.2±L.6 25.8±24 382.5±189 15.7±1L.4 
(2.5ııgr/ml) 

D 93.3±L.8 1.9±0.8 4.9±1.9 L.2±L.8 24.1±20.5 385.5±183 17.1±10.6 
(O.5ııgr/ml) 

E 93.5±L.9 2.6±1.4 4±4.3 1±L.8 23.6±17 382±162.7 16.3±ıo.9 

(O. 125ııgr/ml) 

Grupların istatistiksek karşılaştırılması 

A-B P<O.05 P<O.05 P<O.05 AD P<O.OL P<O.OOI P<O.05 
A-C P<O.05 P<O.05 P<O.05 AD AD P<O.oı P<O.05 
A-D AD P<O.05 P<O.05 AD AD P<O.oı P<O.05 
A-E AD. AD AD AD AD P<O.OI P<O.05 
B-C AD AD AD AD P<O.OL AD AD 
B-D P<O.05 AD AD AD P<O.oı AD AD 
B-E P<O.05 P<O.05 P<O.05 AD P<O.OI AD AD 
C-D P<O.05 AD AD AD AD AD AD 
C-E P<O.05 P<O.05 P<O.05 AD AD AD AD 
D-E AD P<O.05 AD AD AD AD AD 

AD: Anlamlı DeğiL. 



Tablo 7: NS i Fare myeloma hücre dizilerinde metilprednisolon'un hücre 
siklusu, apopitozis, hücre sayısı, LDH düzeyi üzerine etkileri. 

Gruplar GO/GI G2/M S Apopitotik Hücre Sayısı 
(%) (%) (%) Pik (%) (xlO2/ml) 

A 38.9±IO. S.S±S.9 S4.4±8 l.7±1.5 739±16l.9 

Kontrol 3 

B 32.S±S.l 2.4±2.5 67.6±3.7 L.9±1.6 47S±13S.S 
(2S ilgrimI) 

C 33±4.2 2.3±3 60.9±6.3 l.4±1.2 409.2±129.9 

(2.Sllgr/mI) 
D 38.3±4.1 4.8±4.1 SS.I±3.7 l.S±l.l 378.S±180.l 

(O.S ilgrimI) 
E 38.l±S.l S.8±4.9 S6.3±14.4 l.2±1.4 4S3±14S.8 

(O.12Sllgr/mI) 

Grupların istatistiksek karşılaştırılması 

A-B P<O.OS P<O.OS P<O.OS AD P<O.OI 

A-C P<O.OS P<O.OS P<O.OS AD P<O.OI 

A-D AD AD AD AD P<O.OL 

A-E AD AD AD AD P<O.OI 

B-C AD AD AD AD AD 
B-D P<O.OS AD P<O.OS AD AD 
B-E P<O.OS P<O.OS P<O.OS AD AD 
C-D P<O.OS AD AD AD AD 
C-E P<O.OS P<O.OS AD AD AD 
D-E AD AD AD AD AD 

AD: Anlamlı DeğiL. 
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LDH 
(U/L) 

S2±24.2 

4S.S±19.S 

46±20.8 

SO.5±24.2 

SO.3±2S.6 

P<O.OI 

P<O.OI 

P<O.OS 
P<O.OS 

AD 
AD 
AD 
AD 
AD 
AD 



. Tablo 8: SP2 Fare mye10ma hücre dizilerinde metilprednisolon'un hücre 
siklusu, apopitozis, hücre sayısı, LDH düzeyi üzerine etkileri. 

Gmplar GO/Gl G2/M S Apopitotik Hücre Sayısı 
(%) (%) (%) Pik (%) (xıo2/ml) 

A 36.2±3.4 7.7±3.6 55.9:::3.6 8.4±7 i 328.8± 168.2 
Kontrol 

B 33±7.4 7.1±8 53±10.8 14.5±7.6 i O.ı8.8±103 
(25/..lgr/ml) 

C 32±6.2 6.8±5.1 57.6=6.3 13.4±6.3 1023.3±186 
(2.5/..lgr/rnl) 

D 36.8±9.8 7.6±5.9 12.7=8.6 12.7±8.6 1135±155 
(0.5/..lgr/rnl) 

E 35.9±9.5 6.9±6.1 11.8=6.2 11.8±6.2 1161.8±15.6 
(O. 125/..lgr/ml) 

Grupların istatistiksek karşılaştırılması 

A-B P<0.05 AD AD P<0.05 P<O.OOI 
A-C P<0.05 AD AD P<0.05 P<O.OOI 
A-D AD AD AD AD P<O.05 
A-E AD AD AD AD P<O.05 
B-C AD AD AD AD AD 
B-D P<0.05 AD AD AD P<O.05 
B-E P<0.05 AD AD AD P<0.05 
C-D P<O.05 AD AD AD P<O.05 
C-E P<O.05 AD AD AD P<0.05 
D-E AD AD AD AD AD 

AD: Anlamlı DeğiL. 
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LDH 
(U/L) 

82.7±18.6 

71.4±17.8 

70.6±16.l 

70.6±16 

71.8±15.6 

P<0.05 
P<0.05 
P<O.05 
P<O.05 

AD 
AD 
AD 
AD 
AD 
AD 
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Grafik 1: AneupJoidi tespit edilemeyen vakalarda metilpredrıisolon'un hücre sik1usu 
ve apopitotik pik üzerine etkileri 

A 

30 

GO/C1 

B G2/M • p<O.05 

c 
Gruplar 

D 

E 



60 

% 

40 

30 

20 

Grafik 2: AneupIoidi tespit edilen vakalarda metilprednisolon'ıll1 hücre 
SikJı;ıSıı ve apopitotik pik üzerine etkileri 
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Gra1ik 3: NSIFare myeloma hücre dizilerinde metilprerusolon'un hücre siklusu ve 
apopitotik pik üzerine etkileri 
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Grafik 4: SP2 Fare myeloma hücre dizilerinde metilprednisolon'ıın hücre siklusu ve 
apopitotik pik üzerine etkileri 
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Şekil i: Apopitozis tespit edilemeyen NS ı ve apopitozis tespit edilen SPı fare myeloma 

hücre dizilerinin DNA jel elekroforezindeki görünümü. 
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Şekil 2: Apopitozis tespit edilemeyen IgA, IgO, ve kappa hafifzincir vakalarının DNAjel 

elektroforezindeki görünümü. 
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Şekil 3: Aneuploidi tespit edilen vakalarda kontrol grubunda aneuploidik pik 
yüzdesinin flovsitometre göıüntüsü. 
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Şekil 4: Aneuploidi tespit edilen vakalarda B grubunda (25 ilgrimi MP) 
aneuploidik pik yüzdesinin flovsitometre görüntüsü. 
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Şekil 5: Spontan apopitozis gözlenen SP2 fare myeloma hücre dizilerinde 
kontrol grubunda apopitotik pik yüzdesinin görünümü_ 
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Şekil 6: Spontan apopitozis gözlenen SPı fare myeloma hücre dizilerinde 
B grubunda (25 !lgr/ml:MP) apopitotik pikin flovsitometre görüntüsü. 
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TARTIŞMA 

15 MM'lı hasta ve NSı, SPz fare myeloma hücre dizileriyle yaptığımız 

çalışmalar sonucunda; metilprednisolon (MP)'un kullanılan dozların tamamında tüm 

hücre dizilerinde benzer olarak hücre sayısında ve LDH düzeyinde azalmaya neden 

olduğu gözlendi. Hücre sayısındaki azalmanın, hücre aktivitesi ve viabilitesinin 
göstergesi olan LDH düzeylerindeki azalmayla birlikte (80), hücre siklusu ve 

apopitozisden bağımsız olarak geliştiği saptandı. Bu bulgu MP'un dozdan bağımsız 

olarak nonapopitotik hücre ölümünü (hücre lizis) indükleyebileceğini telkin 
etmekteydi. Buna karşılık hücre dizilerinin özelliklerine bağlı olarak MP'un artan 

dozlannın flovsitometre ile tespit edilen hücre siklusu, aneuploidi ve apopitozis 
üzerine etkilerinde farklılıklar mevcuttu. 

Aneuploidi tespit edilemeyen insan myeloma vakalarında, sadece 25 Ilgr/ml 
MP dozunda Go/Gı ve Gz/M hücre yüzdesinde azalma, S hücre yüzdesinde artma 
gözlendi (P<0.05). Aneuploidi tespit edilen vakalarda ise Gz/M hücre yüzdesinde 
azalma, S hücre yüzdesindeki artma 0.5 Ilgr/ml gibi daha düşük MP dozunda 
gözlenirken, 2.5 ve 25 Ilgr/ml dozlarında ise buna GofG ı hücre yüzdesindeki 

azalmanın eklendiği, G2/M hücre yüzdesindeki azalmanın ve S hücre yüzdesindeki 

artmanın devam ettiği gözlendi (P<0.05). Aneuploidik pik yüzdesinin ise sadece 25 
Ilgr/ml MP dozunda baskılandığı gözlendi (P<O.05). NS ı fare myeloma hücre 
dizilerinde MP etkisi incelendiğinde; aneuploidili ve aneuploidisiz insan myeloma 

vakalarına benzer olarak 2.5 ve 25 Ilgr/ml MP dozlarında GofGJ, Gz/M hücre 
yüzdesi azalırken, S hücre yüzdesinin arttığı (P<0.05), başka bir deyişle hücrelerin S 
fazında bloke olduğıı saptandı. Sonuçta her üç grupta da hücrelerin doza bağımlı 

olarak sentez safhasında birikip, mitoza geçemedikleri gözlendi. Tüm bunların 
dışında MP'un insan myeloma hücrelerinde ve NS ı fare myeloma hücre dizilerinde 

apopitozisi artan dozlarda dahi indüklemediği gözlendi. Buna karşılık SPz fare 
myeloma hücre dizilerinde 2.5 ve 25 Ilgr/ml MP dozlarında GofGı hücre yüzdesi 

azalırken, yine aynı dozlarda kontrolde var olan DNA jel elektroforez ile de tespit 

edebildiğimiz spontan apopitotik hücre yüzdesinin flovsitometre ile yapılan 

ölçümlerinin arttığı, diğer bir deyişle Go/Gı fazmdaki hücrelerin artan apopitozisin 
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etkisiyle azaldığı ve apopitozisin arttığı dozlarda total hücre sayısmdaki aza1ınarım 
daha da belirgiıı1eştiği gözlendi (P<O.05). 

Çalışmamızda MP'un dozla değişmeyen ölçülerle tüm hücre dizilerinde 
benzer olarak, hücre sik1usu ve apopitozis yüzdelerini etkilemeksizin hücre sayı ve 

canlılığında aza1ınaya neden olduğu saptanmıştır. Hücre mitozunu bloke etmeden ve 
apopitotik hücre ölümünü oluşturmadan hücre sayısının ve canlılığının aza1ınası 

MP'a maruz kalan hücrelerde nonapopitotik hücre ölümünün (lizis) meydana 
geldiğini düşündürmektedir. Gerçekten de yapılan çalışmalarda GK'ların 

nonapopitotik mekanizmalarla hücre canlılığını ve metabolizmasını olumsuz yönde 
etkileyebileceği gösterilıniştir. Mitokondrial dejenerasyon, hücreye glikoz alımının 
aza1ınası, protein parçalanmasının artması, hücre içi ATP ve NAD düzeylerinin 
aza1ınası, hücre membran akışkanlığının bozulınası, kolesterol sentezinin 
inhibisyonunun bu olayda etkili olabilecekleri rapor edilıniştir (84-88). Bir 
çalışmada insan kronik lenfositik lösemi hücrelerinde, kortisol ile mitokondrinin 
şiştiği, sitoplazmarım bütünlüğünün bozulduğu, daha sonra hücre membrarım da 
delik1erin oluşumuyla yüzey mikrovillilerinin kaybolduğu ve takibende kromatinin 

kandanse olarak fragınentasyona gittiği gözlenmiştir (84). GK'lara hassas S 49.1 
lenfoma hücrelerinde deksametazon tedavi ile polipolimeraz (ADP-riboz) enzimirıin 
ak."tİvasyonuyla ATP ve NAD'de doza bağımlı azalına olduğu rapor edilıniştir (85). 
Sıçan timus hücreleri ve insan periferik lenfositlerinde, GK'ların glikoz transportunu 

inhibe eden messenger RNA oluşumunu sağladığı, protein ve RNA 
metabolizmasının yavaş inhibisyonuyla sonuçta hücre ölümü yaptığı saptandı (86). 
Lösemi hücrelerinde deksametazon ile hücrelerin membran akışkanlığınm azaldığı, 
bununda hücre ölümünü kolaylaştırdığı gösterildi (87). Akut lenfoblastik lösemi 
hücrelerinde yapılan çeşitli çalışmalarda da GK'ların kolesterol sentezini inhibe 

ettikleri gösterilıniştir (88). 
Ancak yapılan çalışmalar, lösemi ve lenfomada gözlenen GK'ların 

indük1ediği belirgin hücre lizis'inin myelom hücre dizilerinde bunlar kadar belirgin 
olmadığmı ortaya koymaktadır (ll). M.Gomi ve arkadaşlan yaptıkları çalışmalarda 
3 ayn myeloma hücre dizisinden birinde GK'lara bağlı olarak hücre lizisi çok 
hafıfce oluşurken diğerlerinde bu olaya relatif bir rezistansm olduğunu tespit 
etmişler ve bu rezistansm altında postreseptör mekanizmalarının roloynadığını 

rapor etmişlerdir (12). Benzeri sonuçlar P.Moalli ve arkadaşlarınca da 
yaymlanmıştır (ll). Bizim çalışmamızda ise nonapopitotik hücre lizis'inin tüm 
gruplarda benzer oranlarda ancak düşük miktarlarda indük1endiği gözlenmiştir. 

GK'ların hücre dizileri üzerine direkt sitotoksik etkileri dışmda GKR 
aktivasyonunu takiben endolükleaz aktivasyonuna ve sonucunda DNA 
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fragmentasyonuna sebep olarak apopitozisi indükledikleri ve hücre ölümüne neden 

olduklan rapor edilmiştir (57,58,78). GK'lann sitotoksik etkilerini meydana getiren 

bu ikinci. yol yani apopitozisin uyanlması son i O yıldır popularite kazanmış ve 
incelenmeye alınmıştır. çalışmamızda ise spontan apopitozis gözlenen SPı fare 

myeloma hücre dizileri dışmda, insan myelom hücreleri ve NS ı fare myeloma 

hücre dizilerinde artan dozlarda dahi apopitozisin indüklenemediği DNA jel 

elektroforezi ve flovsitometre ile yapılan ölçümlerle gösterilmiştir. Spontan 

apopitozis gösteren SPı fare myeloma hücre dizilerinde ise ancak 2,5 ve 25 ı-ıgr/ml 

MP dozlannda spontan apopitozisin indüklendiği gözlenmiştir. 
GK'lann GKR aktivasyonu oluşturduktan sonra, cAMP düzeyini artırarak 

hücre ölümüne yol açan proteinlerin sentezini kontrol ettikleri düşünülmektedir 

(89,90). Bunlar arasında yer alan protoonkogenler ve transkriptör faktörler üzerine 

farklı etkilerle, hücre siklusunu etkileyerek apopitotik hücre ölümüne neden 
olabilmektedirler (91,92). Malign lenfoid ve lösemik hücrelerde yapılan 

çalışmalarda, c-myc protoonkogeninin azalmasının hücre lizisi oluşturduğu 

gözlenmiştir (91,92). SB. Eastman-Reks ve WV Vedeclos fare S 49 lenfoma 

hücrelerinde, GK'lann c-myc, c-myb ve c ki ras mRNA' lannı azalttıklarını 

gözlemişlerdir(63). Rat hepatoma hücrelerinde ise GK tedavi ile c-jun mRNA 

artarken, transkriptör c-fos düşük düzeylerde tespit edilmiş olup, GK tedavinin 
kesilmesi ile c-jun mRNA'sının tekrar azaldığı tespit edilmiştir (93). PR. Walker ve 

arkadaşlanda lenfositlerde yaptıklan çalışmalarda transkriptör AP i aktivasyonu ile 

hücre ölümü arasında korelerasyon olduğunu gözlemişlerdir (94). 

GK'lann myeloma hücreleri üzerindeki apopitotik etkilerini inceleyen 
çalışmalar ise bugün için hala kısıtlı sayıda olup, bu çalışmalarda myeloma 

hücrelerinde apopitozisin GK'larla diğer hücre dizilerinin aksine çok daha az 

indüklenebildiğini ve bununda GK'ya hassas hücre dizilerinde olduğunu 

göstermektedir (6,78). 

GK'larla myeloma hücrelerinde apopitozisin indüklenmesinin altında yatan 

farklı mekanizmalardan biri olarak, IL-6'mn ve ayrıca IL-l 'in inhibe edilmesi olduf,'ll 

gösterilmiştir (5). J.Hardin ve arkadaşlan, deksametazonun düşük konsantrasyonda 

IL-6 salgısım inhibe ettiğini, ancak yüksek konsantrasyonda hem IL-6 salgısım 

hemde IL-6 reseptör (lL-6R) sentezini bloke ettiğini göstermişlerdir. Bundan dolayı 

parakrin etkiyle oluşan IL-6 'mn apopitozisi engelleyici etkisi deksametazonun artan 

dozlarında bloke edilebilmekte ve sonuçta apopitozisin indüklenebileceği rapor 

edilmektedir (78). 

çalışmamızda MP'un nonapopitotik hücre lizis'ini azda olsa tüm hücre 
dizilerinde en düşük dozlarda dahi uyanlabilmesi ve yüksek dozlarda hücre 
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siklusuna etki yaparak mitozu durdurabilmesine karşılık, SPz fare myeloma hücre 

dizileri dışındaki hücre dizilerimizde apopitozisi uyararnaması altta yatan nedenin 

GKR sonrası bir defekten ve/veya GK'lara rezistanslıktan kaynaklandığım 

düşündürtmektedir. Bir başka deyişle myeIoma hücre dizilerimizde MP'un 

apopitozisi indükliyememesinin nedeni reseptör sonrası (postreseptör) dirençten 

kaynaklanıyor olabilir. Nitekinı, yapılan çalışmalarda OPM-l myeloma hücre 

dizileri ve GK'lara rezistans gösteren bazı vakalarda GK'lara cevapsızlığın 

postreseptör seviyede olduğu gözlenmiştir (10-12). 

Ayrıca yapılan çalışmalarda artan GKR aktivasyonunun belirginleşebildiği 
(12), yine IL-6'ya etkisinin yüksek dozlarda çok daIıa belirginleşerek apopitotik ve 

nonapopitotik hücre ölümünün indüklenebildiği gösterilmiştir (78). 
MP'un hücre siklusu üzerine etkileri açısından incelendiğinde, SPı fare 

myeloma hücre dizileri haricindeki tüm hücre dizilerimizde doza bağımlı olarak 

hücre siklusunu etkilediği ve mitozda bir azalmaya neden olduğu gözlendi. 

Aneuploidi gözlenmeyen insan myeloma hücrelerinde hücre siklusuna etki 

yüksek dozda gözlenirken, aneuploidili hücreler ve NS i fare myeloma hücre 

dizilerinde hücre siklusuna etki daIıa düşük dozda gerçekleşiyordu. Ancak her üç 

hücre dizisinde de doza bağlı olarak, Go/Gı> Gı/M hücre yüzdesinde azalma, S 

hücre yüzdesinde artma gözlendi. Bir başka değişle hücreler S safhasında bloke olup 
mitoz safhasına geçemiyorlardı. 

Yapılan çalışmalarda GK'ların doza, etkileşim süresine bağlı olarak farklı 

hücrelerde, hücre sikluslan üzerine değişik etkilerin olduğu gösterilmiştir. 

Melanoma hücrelerinde GK'lann ilk 4 saatte DNA sentezini yani S fazındaki 

hücreleri artırırken, 18. saatin sonunda DNA sentezini inhibe ettiği rapor edilmiştir 

(6). İnsan lenfositlerinde yapılan çalışmalarda ise GK'ların hücre siklusunu 

genellikle Go/Gı fazında bloke ettiği rapor edilmiştir (95). Myeloma hücre 
dizilerinde ise GK'ların hücre siklusu üzerine olan etkilerini inceleyen çalışmalar 

kısıtlı sayıda olup, JO. Femberg ve arkadaşlan deksametazonun siklus süresini 

uzatmakla birlikte, sikluslar arası hücre yüzdesinde fark olmadığını gözlemişlerdir 

(96). Buna karşılık YH. Chen ve arkadaşlan değişik myelom hücre dizilerinde Gı'de 

hafif inhibisyonla Gı'deki hücre yüzdesinin bir miktar arttığını rapor etmişlerdir. 

Bizim hücre dizilerimizde ise hücreler Go/Gı ve Gı/M'deki azalmayla birlikte, S 
fazında ancak yüksek dozlarda hafifce bloke edilebilmiştir. SPz fare myeloma hücre 

dizilerinde ise Go/Gı deki azalma apopitozisde artışla birlikte oluşmuş ve diğer 

sikluslarda değişiklik saptanmamıştır. Bizim sonuçlanmızla YH. Chen ve 

arkadaşlannın yaptığı çalışma arasındaki en belirgin fark, hücre siklusu bloğunun 

S'e girişte değilde mitoza girişte gözlenmesidir. Bu durumun farklı myelom hücre 
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dizilerinden veya GK reseptör sonrası defeklerden kaynaklanıyor olması 

muhtemeldir. 
çalışmamızda aneuploidi saptanan hücre dizilerinde MP'un hücre siklusunu 

etkileyen dozlarından daha yüksek dozlarda aneuploidik hücre sayısmda azalma 
yaptığı gözlenmiştir. Aneuploidik hücre sayısı azalırken apopitozisin gözlenmemesi, 
aneuploidik hücrelerde MP'un yüksek dozda nonapopitotik hücre ölümüne neden 

olabileceğini tetkin etınektedir. İn vitro koşullarda GK'ların aneuploidik pik üzerine 
etkisini inceleyen bir yayma rastlanınamakla birlikte, in vitro olarak DNA indeksi 

(DI) I,IS'in üzerinde olan hiperdiploidik aneuploidi vakalarının kötü prognostik 
karaktere sahip olduğu rapor edilmiştir (98). çalışmamızm bu bulguları yüksek doz 
GK'ların bu kötü prognostik faktörü ortadan kaldırmada rol oynayabileceğini telkin 
etınekte olup, daha kapsamlı çalışmalara gereksinim olacağı da açıktır. 

çalışmamız sonucunda kullandığımız tüm hücre dizilerinde MP'un dozdan 
bağımsız olarak nonapopitotik hücre ölümü (lizis) oluşturabileceğini, ancak artan 
dozlarda; hücre siklusunu etkileyip hücreleri S fazında bloke ederek hücre 
çoğalmasını yavaşlatabileceğini, yine artan dozlarda var olan spontan apopitozisi 
indükleyerek hücre ölümünü artırabileceğini ve kötü prognostik faktör olarak kabul 
edilen aneuploidik pik varlığında bu hücrelerin nonapopitotik hücre ölümünü 
indükleyebileceğini düşünüyoruz ve GK'lann artan dozlarda ortaya çıkan bu 
etkilerinin daha kapsamlı araştırmalarla incelenmesi gerektiğine inanıyoruz. 
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SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

Bu tez çalışmamız da flovsitometre ile 8 aneuploidi tespit edilen (6 vaka IgG 

tipi, 2 vaka 19A tipi), 7 aneuploidi tespit edilemeyen (2 vaka IgG tipi, 3 vaka 19A 
tipi, 2 vaka kappa hafif zincir) toplam 15 MM'lı hastada ve SPı, NS ı fare myeloma 

hücre dizilerinde, değişik dozda MP'un hücre sayısı, hücre aktivitesi ve 

viabilitesinin göstergesi LDH düzeyi, DNA indeksi ve apopitozis üzerine etkilerini 

değerlendirdik. 

Çalıştığımız tüm hücrelerde MP'un dozdan bağımsız olarak hücre sayısında, 

hücre aktivitesi ve viabilitesinin göstergesi olan LDH düzeyinde azalmaya neden 

olduğunu tespit ettik. 

İnsan (aneuploidili ve aneuploidisiz) myeloma vakalan ve NS ı fare myeloma 

hücre dizilerinde MP'un artan dozlarda hücre sik1usunu etkileyerek, Go/Gj, GzlM 
hücre yüzdesinde azalmaya, S hücre yüzdesinde ise artışa neden olduğunu tespit 

ettik. Bir başka deyişle MP dozu artınldıkca hücreler S fazında bloke olup, mitoza 

geçiş azalıyordu. Aneuploidi tespit edilen insan myeloma vakalarında ayrıca hücre 
sik1usunu etkileyen dozların en yükseğinde aneuploidik pikin azaldığını saptadık. 

DNA elektroforezi ve flovsitometre ile spontan apopitozis saptanan SP2 fare 

myeloma hücre dizilerinde ise MP dozu arttıkca spontan apopitozisin indüklendiğini 

ve buna bağlı olarak Go/Gı fazındaki hücrelerin azaldığını saptadık. 

Çalışmamız bir bütün olarak değerlendirildiğinde: bu bulgular MM'de 
nonapopitotik hücre ölümü (lizis) meydana getinnede yüksek doz steroid 

kullanımının ek bir yarar sağlamadığı, ancak var olan spontan apopitozisin 
indüklenmesinde, tespit edilen aneuploidik pik'in baskılanmasında ve hücre 

siklusunun etkilenmesinde yüksek doz steroid kullanımının yararlı olacağına dair 
bilgiler telkin etmektedir. 
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ÖZET 

Bu tez çalışmamız 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'lı hastanın 
kemik iliğinden elde edilen plazma hücreleri ve NSI> SPı fare my el oma hücre 
dizileri kültür için kullanıldı. Ve oluşturulan kültür ortamına değişik dozlarda 
MP (0,125-0,5-2,5-25 !-lgr/ml) ekleyerek, DNA indeksine, apopitotik pik 
yüzdesine, hücre sayısına ve metabolik aktivitenin göstergesi LDH 
düzeylerine etkilerini değerlendirdik. 

çalışmamızdaki tüm hücre dizilerinde, kontrol grubuna göre kullanılan 
tüm MP dozlarında hücre sayısında ve LDH düzeyinde azalma tespit edildi. 
Buna karşılık hücre dizilerinin özelliklerine bağlı olarak MP'un artan 
dozlarını flovsitometre ile tespit edilen hücre siklusu, aneuploidi ve 
apopitozis üzerine etkilerinde farklılıklar mevcuttu. 

Aneuploidi tespit edilemeyen insan myeloma vakalarında, sadece 25 !-l 
gr/ml MP dozunda Go/Gı ve Gz/M hücre yüzdesinde azalma, S hücre 
yüzdesinde artma gözlendi (p<0.05). Aneuploidi tespit edilen vakalarda ise 
Gz/M hücre yüzdesinde azalma, S hücre yüzdesinde artma 0,5 !-ıgr/ml gibi 
daha düşük MP dozunda gözlenirken 2,5 ve 25 !-ıgr/ml dozlarında ise buna 
Go/Gı hücre yüzdesindeki azalmanın eklendiği, Gı/M hücre yüzdesindeki 
azalmanın ve S hücre yüzdesindeki artmanın ise devam ettiği gözlendi 
(p<0.05). Aneuploidik pik yüzdesinin ise sadece 25 !-lgr/ml MP dozunda 
baskılandığı gözlendi (p<0.05). NS ı fare my el oma hücre dizilerinde MP 
etkisi incelendiğinde; aneuploidili ve aneuploidisiz insan myeloma 
vakalarına benzer olarak 2,5 ve 25 !-ıgr/ml MP dozlarında Go/Gı> Gı/M hücre 
yüzdesi azalırken, S hücre yüzdesinin arttığı (p<0.05) bir başka deyişle 

hücrelerin S fazında bloke olduğu saptandı. Sonuçta her üç grupta da 
hücrelerin doza bağlı olarak sentez saflıasında birikip, mitoza geçemedikleri 
gözlendi. Tüm bunların dışında MP'un insan myeloma hücrelerinde ve NS ı 
fare myeloma hücre dizilerinde apopitozisi artan dozlarda dahi indüklemediği 
gözlendi. Buna karşılık SPı fare myeloma hücre dizilerinde 2,5 ve 25 !-lgr/ml 
MP dozlarında Go/Gı hücre yüzdesi azalırken, yine aynı dozlarda kontrolde 
var olan DNA jel elektroforez ile de tespit edebildiğimiz spontan apopitotik 
hücre yüzdesinin flovsitometre ölçümlerinin arttığı, diğer bir deyişle Go/G i 
fazındaki hücrelerin artan apopitozisin etkisiyle azaldığı ve apopitozisin 
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arttığı dozlarda total hücre sayısındaki azalmanın daha da belirginleştiği 
gözlendi (p<O.05). 

çalışmamız sonucunda kullandığımız tüm hücre dizilerinde MP'un 
dozdan bağımsız olarak nonapopitotik hücre ölümü (lizi s) oluştıırabileceğini, 
ancak artan dozlarda; hücre siklusunu etkileyip hücreleri S fazında bloke 
ederek hücre çoğalmasını yavaşlatabileceğini, yine artan dozlarda var olan 
spontan apopitozisi indükleyerek hücre ölümünü artırabileceğini ve kötü 
prognostik faktör olarak kabul edilen aneuploidik pik varlığında bu hücrelerin 
nonapopitotik hücre ölümünü indükleyebileceğini düşünüyoruz ve GK'lann 
artan dozlarda ortaya çıkan bu etkilerinin daha kapsamlı araştırınalada 

incelenmesi gerektiğine inanıyoruz. 
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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 ı or SPı mouse 
myeloma cell lines. The cell culture experiments were carried out using 
plasma cells of bone marrow aspirates obtained from LS 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 
Ilgr/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 cu1ture 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 cyc1es, aneuploidy and apoptosis as determined 
by flowcytometry. Human myeloma cells with no aneuploidy showed lower 
percentages of Go/Gı and Gı/M cells while higher percentages of cells in S 
phase at the highest MP concentration (P<0.05). On the other hand 0.5 Ilgr/ml 
concentration of MP in the cell cultures from patients with aneuploidy caused 
a decrease in the number of cells at Gı/M phase and conversely an increase in 
the number of cells at S phase. Interestingly, however, the cells subjected to 
2.5 Ilgr/ml and 25 Ilgr/ml concentrations of MP showed a decrease in the 
number of cells at Go/Gı while the number of cells at GılM 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 Ilgr/ml concentrations of MP. The experiment s with NS ı 
mouse myeloma cells grown similarIy in the presence of MP at the above 
concentration ranges showed comparable changes in the cell as such that the 
percentages of cells at Go/Gı and Gı/M phase were greaty reduced at 2.5 and 
25 Ilgr/ml MP concentrations while significant1y higher number of cells at S 
phase were induced (P<O.05) suggesting that these cells were blocked at the S 
phase. As a result these experiments indicated that the growth cyc1es of all 
cell types studies in 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 ı mouse myeloma eell lines. When the SP2 mouse myeloma 
eell lines were grown in the presenee of 2.5 and 25 /lgr/ml of MP, the number 
of eells at the Go/Gı phase signifieant1y deereased (P<O.05) as a resu1t of 
increased apoptosis whieh was also deteetable, albeit at low levels, in the 
control samples similarly subjeeted to DNA eleetrophoresis as well as 
flowcytometrie analysis. At the increased dosages low eell eounts were 
prominent. 

We eoneluded that in all eell lines studied MP induees nonapoptotie 
eell lysis independent1y of the dosages , but in increased doses eells are 
bloeked in S phase thereby slowing eell division as well as stimulating the 
present apoptosis state to a level at whieh eell Iysis oeeur more readily. High 
doses of MP induees nonapoptotie eell Iysis in the presenee of aneuploidie 
peak that is a bad prognostie faetor. We think that the use of GC in high 
doses for the treatment of MM needs further investigations. 
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