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OZET

Multipl myelom (MM), kemik iliginde malign plazma hiicrelerinin
cogalmasi ile karakterize hematolojik bir neoplazmlardir. MM tim hematolojik
neoplazmlarin yaklasik %10 unun ve tiim kanser Oliimlerinin %2 sini olusturan
neoplastik bir hiicre bozuklugudur. Patolojik sartlarin NKT hicrelerinin in vivo
sartlarda timor biiylimesinin kontroliindeki rolleri gdsterilmistir. Vitamin D3 (in son
yillarda immiinoregiilatuvar roliiniin de oldugu gdosterilmistir. Mutasyonlar bir
niikleotidin bagka bir niikleotidle degisimi sonucu olabilecegi gibi (tek niikleotid
degisimi-SNP), DNA dizisine bir nikleotidin eklenmesi ya da ¢ikmasi sonucu da
olusabilirler. D vitamininin biyolojik etkilerinin ¢ogunu bir hiicre i¢i reseptor
(VDR)ile gergeklesir.Bu reseptdor geninde niikleotid gen polimorfizmleri
tamimlanmistir. Tanimlanan bu polimorfizmler arasinda rs1544410 (Bsml) intron
8’de, rs731236 (Taql) ekson 9°da bulunmaktadir.

Calismamizin amact MM ‘da kansere karsi immiinitede 6nemi olan
NKT hiicre sayisint belirleyerek, MM’ da NKT hiicre sayilarinin VDR
polimorfizminin (Taql, BSML) ile iliskisini belirlemektir.Caligma grubu yirmi erkek
ve on kadin olmak iizere otuz hastadan, kontrol grubu bes erkek ve bes kadin olmak
tizere on hastadan olusturulmustur. Bu kisilerden saflastirilmis DNA izolasyonu ile
vitamin D reseptor geni tizerinde Real time PCR ile BSML, Tagl gen polimorfizmleri
calisildi. Ayrica olgularin tamamindan elde edilen kan orneklerinde akim sitometri
yontemi ile total lenfosit, total T lenfosit , T hepler , T Sitotoksik , NK hiicre , NKT
hiicreler tespit edildi. Calisma ve kontrol grubu karsilastirildiginda, total T lenfosit, T
hepler ve sitotoksik lenfositlerde istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi. Calisma
grubunda BSML ve Taqgl polimorfizmi agisindan homozigot GG aleli %53,3 ve TT
aleli %63,3 orani ile kontrol grubundan daha yiiksek bulunurken mutant aleller AA
%16,6 ve CC %]13,3 kontrol grubundan daha diisiik diizeyde bulundu. Elde edilen
sonuglar MM ve VDR polimorfizmi arasinda bir iligki ortaya koymus olsa bile bu
iliskinin varligindan bahsedebilmek i¢in daha genis olgu serileriyle ileri ¢alismalara

ithtiyag vardir.

ANAHTAR KELIMELER:1.Multipl miyeloma 2.Vitamin D reseptor
polimorfizm 3. BSML 4. Tagl 5. CD3



ABSTRACT

Multipl myeloma (MM) are hematological neoplasms with
proliferation of malignant plasma cells in the bone marrow (13).MM is a neoplastic
cell disorder in approximately %10 of all hematological neoplasm sand %2 of all
canser deaths.Role of pathological conditions in controlling NKT cells in tlmor
growth in vivo . As in the immunoregulatory role of vitamin D3 in theprobe. Mutations
mayoccur as a result of a nucleotide change from one nucleotide to another (single
nucleotide change - SNP) , or as a result of the addition or addition of a nucleotide to
the DNA sequence .Most of the biological effects of vitamin D are fraught with an
intra  cellular receptor (VDR).Among the seidentified polymorphisms,
rs1544410(Bsml) is located in intron 8, rs731236 (Tagl) in exon 9.Nucleotide gene
polymorphisms in there sept or gene .

The purpose of our study is to determine the number of NKT cells,
which is important in immunity against canser in MM, and there lationship between
the number of NKT cell sand VDR polymorphism (Taql, BSML) in MM. The study
group consists of 30 patients, including twenty men and ten women. It was composed
of ten patients, including women. BSML and Taql gene polymorphisms were studdied
by Real-time PCR on the vitamin D receptor gene by isolation of purified DNA from
these individuals. Inaddition, in blood sample sontained fromall cases ,by flow
cytometry method ,total lymphocytes , Total T lymphocyte ,T helper ,T cytotoxics ,
NK ,NKT cells were detected. When the study and control groups were compared,
there was a significant differnce in total T lymphocyte, T help erand cytotoxic
lymphocytes. In the study group, the homozygous GG allele was found to be high
erthan the control group with a rate of %53.3 and the TT allele with a rate of %63.3 in
terms of BSML and Taqg | polymorphism, while AA %16.6 and CC %13.3 mutant
alleles were lower than the control group. Event hough there sultsobtainedreveal a
relationship between MM and VDR polymorphism, furtherstu dies with larger
caseseries are needed to talk about the existence of thisrelationship.
KEYWORD:1-Multiple myeloma 2-Vitamin D reseptor polymorphism 3-BSML 4-
Taql 5-CD3
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1.GIRIS

Immiinoloji bilimi, immiin sistemin patojenlere ve zedelenmis
dokulara kars1 verdigi immiin yanitlari arastirir. Immiin sistem tiimér hiicrelerinin yok
edilmesinde rol oynamaktadir. Bu nedenle tiimor hiicrelerine karsi immiin yaniti
uyararak kanseri tedavi etmek tiizere cesitli yontemler gelistirmektedir. Normal
durumlarin disinda gelisen immiin yanit ciddi morbidite ve mortalite ile

sonuglanabilen birgok enflamatuvar hastaligin nedenidir (1).

MM monoklonal immunoglobulin (M proteini) salgilayan plazma
hicrelerinin neoplastik bir proliferasyonudur. Bu neoplazm en sik goriilen hematolojik
kanserlerdendir ve genellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (2) Genellikle
kemiklerde litik lezyonlar, immin yetersizlik, renal, ndrolojik bulgular ile
karekterizedir. MM nin etiyolojisinde; radyasyon, t(11; 14), t(14; 18), t(8; 14); 13q
delesyon gibi genetik bozukluklar, ailevi yatkinlik, IL 6, IL1-B gibi sitokinlerdeki
degisiklikler rol oynamaktadir (3).

Dogal oldiirticii T (NKT) hiicreleri, CD1d molekiillerin sundugu
glikolipid ligandlarin1 taniyan, dogal oldiiriicii (NK) hiicre markerleri tasiyan, T
lenfositlerdir. NKT hiicreleri, timér ve patojenlere karsi korunmada ve immin
diizenlemede ©6nemli bir rol oynamaktadir. Bu hiicreler, giiclii sitokin iiretimi,
antianjiyogenez ve diger hiicrelerin, 6zellikle NK hiicrelerinin ve dendritik hiicrelerin
aktivasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla antitiimor etkilere aracilik eder (22). MM’ da
NKT hiicrelerinde fonksiyon bozuklugu oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
(61). MM ilerlemesinin NKT hiicreleri tarafindan salgilanan IFN-y-‘nin yetersizligi
ile iliskilendirilmistir (62,63).

Vitamin D’nin immun hicrelerde de sentezlendigi ve aktif D vitaminin
immiin modiilatér etkileri oldugu gosterilmistir (56,57). In vitro galismalarda D

vitamininin aktif formu proinflamatuvar yardimci T hiicreleri olan Thl ve Th17’nin



cevaplarin baskiladigi, I1L-4, IL-5 ve IL-10 tretimini arttirarak Th2 ve diizenleyici T

hiicre fenotipini destekledigi gosterilmistir (56-57).

Yapilan caligmalarda vitamin D diizeyinin kansere bagli mortaliteyi
azalttig1 ve kanser tedavisinde olumlu etkiler sagladig ile ilgili bulgular mevcuttur
(58). Vitamin D reseptorii (VDR) ilk kez 1969 yilinda tanimlanan niikleer hormon
reseptOr gen ailesinin bir elemanidir. VDR’ yi kodlayan gen 12q13.11°de lokalizedir,
uzunlugu 100 kb olup iizerinde 100’den fazla polimorfizm tanimlanmistir (54-55).
Yapilan calismalarda MM’ I1 hastalarda rs1544410 (BSML) ve (rs731236) Taql

polimorfizm gériilme sikliklari 6nemli 6l¢tide arttigi tespit edilmistir (53).

Bu bilgilerden yola gikarak bu ¢alismamizda MM’ lu hastalarda BSML
ve Tagl polimorfizmlerinin MM’ da immiin yanitin 6nemli bir belirleyicisi olan NKT,

NK ve diger T lenfosit alt tipleri lizerindeki etkisinin arastrilmasi1 amaglanmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 IMMUN SISTEM

Immiin sistem islevleri i¢in yapilan ilk calismalar 1883 yilinda
mikroorganizmalar1 ve diger yabanct maddeleri fagosite etme 6zelliginde immiin

sisteminin bir pargasi olarak diisiiniilen bazi1 16kositlerin tespitiyle baslamistir (4).

Kazanilmig immiin sistemin
elemanlan

Dogal immiin sistemin e ==y
elemanlarn =S

Sekil 1 Dogal ve kazanilmis immiin sistem elemanlart

1900'li yillardan sonra ise asi ¢alismalari ile birlikte immdanolojide énemli
bilgiler olaylar ortaya ¢ikmaya baslamistir. Pfeiffer; kompleman varligini gostermistir.
Metchnikoff; fagositoz olayini incelemis, Ricket ve Portier; alerji olaymi ortaya
cikardilar ve immiin cevabin her zaman koruma saglamadigini, bazen canliya zarar
veren alerjik reaksiyonlarin meydana gelmesine neden olabilecegini gostermislerdir.

1950'1i yillardan sonra ise doku gruplari, immiinite bozukluklari, timoér ve



transplantasyon immiinolojisi, immiinogenetik konularinda biiyiikk ilerlemeler

sayesinde immiinoloji biliminde gelismeler kaydedilmistir (5).

Immiin sistem organizmaya yabanci olan antijenleri dogal ve kazanilmis
komponentleri arasindaki ¢ok yonlii ve karmasik isleyis ve denge sayesinde taniyip
yok edebilme 6zelligine sahiptir. Temel immiinoloji biyolojik bilimlerin ana konulari
arasinda bulunmakta olup ; aragtirma ,inceleme ve gelismeye acik bir bilim dalidir (6).

Viicudumuza giren mikroorganizmalara karsi, ilk korumayi fiziksel, kimyasal
ve biyolojik bariyerler olusturur. Eger mikroorganizma engelleri asip viicuda enfekte
olursa, viicudumuzda dogustan gelen, mikroorganizmay1 karsilayip tantyan ‘dogal
immiin sistem’ ¢ok kisa siirede harekete gecer. Bu sistemin hiicreleri olan notrofil,
makrofaj,NK hiicreler ve protein yapisindaki kompleman sisteminin yapi taslari ve
hiicreler arasi iletisim saglayan sitokinler viicuda giris bolgesinde birikir, yabanci
mikroorganizmalara saldirir ve yok ederler. NK hiicreler, hiicre zarinda hasara neden

olarak hiicrenin élimine yol acarlar.

Dogal Immin Cevap Kazanibmay immuﬂ Cevap
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Sekil 2 Dogal ve Kazanilmis Immiin Sistemin Aktivasyonu



Immiinite  6zellikle viicudumuza disaridan  giren  yabanci
organizmalara kars1 gosterilen diren¢ olarak tanimlanabilir. Enfeksiyonlara karsi
savunmay1 saglayan hiicreler,dokular ve molekiillerin toplamina immiin sistem denir.
Bu hiicrelerin ve molekiillerin enfeksiyona yol agan mikroorganizmalara kars1 belirli

araliklarla verdikleri tepkiye de immiin yanit ad1 verilir.

Enfeksiyoz etkenlere karst savunmada 6zellikle insanlar icin patojen
ve dogal immiiniteye kars1 direngli olabilen mikroorganizmalara kars1 edinsel imm{n
yanitin olusmasi gerekir. Edinsel immiin sistem, lenfositler ve onlarin antikorlarindan

olusur (1).

Spesifik veya edinsel immdinite, bireyin yasam siiresi boyunca gelisir;
organizmaya ait olan ile olmayani ayirt eder ve farkli patojenlere ve yabanci
molekiillere spesifik bigimde yanit verir. Hiicresel immiinite, antijen tasiyan hiicreleri
yok etme yetenegine sahip T hiicrelerinin iiretilmesini kapsar. Humoral imminite, B
hlcrelerinin antijen-spesifik aktiviteye sahip immunoglobulinleri salgilayan plazmaya

hiicrelerine doniistimii ile karakterizedir (50).

2.2 NKT HUCRE

Immiin sistemin bilinen hiicrelerinden farkli olarak 1974-1977 yillari
arasinda biiylik graniilositik lenfositler tanimlanmis. Bu lenfositlerin T ve B
hiicrelerinin sahip oldugu antijen reseptorlerini kullanmadiklar1 bildirilmistir.

Bildirilen bu lenfositler NK hiicreler olarak adlandirilmiglardir (7).

Dogal immiinitenin eleman1 olan NK hiicreler, kemik iligi kokenli,
blyik grantlli lenfositlerdir. NKT hicreleri, NK htcreleri ve konvansiyonel T
hiicrelerinin 6zelliklerini paylasan T hiicre alt grubudur. Bu hiicrelerin hizli immiin
yanit, tiimor rejeksiyonu, immiin denetim ve otoimmiin hastaliklarin kontroliinde etkin
oldugu gosterilmistir.Cogu patolojik durumda etki gésteren NKT hiicrelerinin in vivo

sartlarda timor biiylimesinin kontroliindeki rolleri gosterilmistir (8).



Bagslica 0zellikleri; T hiicre reseptdr gen kullaniminin, CD1d bagiml

olmasi ve basta IFN- ve IL-4 olmak iizere yiliksek miktarda sitokin salgilamalaridir (9).

Dogustan Gelen [mmiin Sistem Adaptif immiin Sistem
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Sekil 3immiin sistem hiicreleri

NKT hucreleri hem NK hicrelerinin hem de T lenfositlerin
reseptorlerini ve Ozelliklerini tasiyan lenfositlerdir. NKT hiicrelert CD4+ veya c¢ift
negatif (CD4- CD8- ) fenotipi gosteren, timor immunitesinde ve otoimmin
hastaliklarda diizenleyici islev goren hiicrelerdir. NKT hiicreleri siirli THR
ekspresyonu gostermekte ve insanda CD1d ile sunulan glikolipid antijenleri taniyan T

hiicre reseptoriinii tasimaktadir (10).

Son zamanlarda otoimmiin hastaligt bulunan bireylerin periferik
kan NK hiicre sayisindaki azalmaya benzer sekilde NKT hiicrelerin fonksiyonlarin da
da azalma saptanmistir. NKT hicreleri, otoimmimtenin regulasyonundan sorumlu
hlcreler olup hem NK hem de T hiicreleri ile ortak 6zellik tasiyan T hiicrelerinin bir
alt grubudur (11).



Periferik kan T hiicrelerinin %0.2ni olusturan ve NK hiicresine eslik
eden NHI1.1 (CD161) belirtecini tastyan NKT hiicreleri aktive olduklarinda ytiksek
miktarda IL-4, IFN-y, graniilosit makrofaj koloni stimule edici faktér (GM-CSF) ile
IL-2 ve TNF-a gibi pek ¢ok sitokin ve kemokin iiretebilmektedir. CD1d bagimli NKT
hiicrelerinin en iyi tanimlanan alt grubu degismez THR-a eksprese etmekte ve Tipl
veya degismeyen NKT hiicreleri (iNKT) olarak adlandirilmaktadir. NKT hiicrelerinin
bozuklugu veya yetersizliginin diyabet gibi otoimmiin hastaliklar ve kanser

patogenezinde rol oynayabilecegi bildirilmistir (10).

2.3 MULTIPL MIiYELOM

MM, kemik iliginde neoplastik plazma hiicrelerinin biiyiimesi ile
karakterize hematolojik bir malignitedir (12). Neoplastik plazma hiicreleri tarafindan
salgilanan monoklonal M proteini kanda ve idrarda artarak semptomlara yol acar.
Anemi, hiperkalsemi, bobrek fonksiyon bozuklugu ve patolojik kiriklarin eslik ettigi
kemik agrilar1 MM “da siklikla gozlenir (13,14).

MM erkeklerde daha sik goriilmekte olup (yaklasik 1.4/1) tan1 aninda
ortalama yas erkeklerde 69 kadinlarda 72°dir (2). En sik goriilen 2. hematolojik
neoplazmdir (16). MM tiim hematolojik neoplazmlarin yaklasik %10’ unu ve tiim

kanser 6liimlerinin %2’ sini olusturan neoplastik bir plazma hiicre bozuklugudur (16-

17).



MULTIPL MIiYELOM

Plazma hiicrelerinin
uretildigi kirmizi
kemik iligi

Normal plazma hiicreleri

Q: 3T w.>Antikorlar
S =
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™

Sekil 4 MM ‘da anormal plazma hiicreleri

MM, hastalariin %80-%90’ inda litik kemik lezyonlar1 gelistiren kemige
yerlesen siddetli kemik agris1 hiperkalsemi, patolojik kiriklar ve omurilik kompresyon
sendromlart ile iligkilidir (18). One ¢ikan bu iskelet komplikasyonlari, MM morbidite

ve mortalitenin baslica nedenlerindendir (19).

MM ’nin biyolojik yapisinin daha iyi anlagilmaya baglanmasiyla hastaligin
patogenezinde Onemli bir rol oynayan kemik iligi mikrogevresini ve myelom
hicrelerini hedefleyen talidomid, lenalidomid ve bortezomib gibi glncel tedavilerin

gelistirilmesinin 6nii a¢ilmistir (52).

Multipl miyelom hiticreleri (anormal plazma hucreleri)



Kemik #igi stromal hicreleri o

Lenfoid koK
nucreder

kS **
XS wet  Uyariima
w—p Degradasyon

H Thacreleri .. = Anfyogenez

Sekil 5 MM patogenezinin sematik gosterimi

Calismalarda, MM da morbiditenin 6nemli bir nedeni olan iskelet
komplikasyonlarma diigiikk serum D vitamini diizeylerinin katkida bulundugu ileri

stirilmistiir (20-21).

2.3.1 MM Klinik Bulgulari:

Kemik sorunlar1 (6zellikle sirtta,kalgada ve kafatasinda agrilar),
anemi, hiperkalsemi (kalsiyum seviyesinde yikselme) , hiper viskosite (kan
akiskanligin azalmasi),hafif zincir atilimina bagh bobrek yetmezligi , amiloidozun
belirtileri , humoral ve hiicresel immiinite bozukluguna bagl tekrarlayan enfeksiyonlar

MM’ de gozlenen klinik bulgulardir (22).
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2.3.2 MM Tanis1 ve Tedavisi:

MM teshisi koyarken genellikle glgliklerle karsilagilmaktadir. Bu
nedenle, MM tanisi kemik iligi aspirasyonu, kemik iligi biyopsisinin
immunohistokimyasal incelemenin yani sira klinik ve laboratuvar bulgular 1s1¢inda

konulur (23).
Tan1 yontemleri sunlardir;

1)Laboratuvar testleri; kan sayimi, kantitatif immdinoglobulin élgtimleri, serum
protein elektroforezi ve immunelektroforez yontemleri,serumda serbest hafif zincir
Ol¢iimii,kan biyokimyas1 testleri, kemik iligi biyopsisi ve immiinohistokimyasal
incelemesi, akim sitometrisi, prognostik degerlendirmede beta 2 mikroglobulin,
konvansiyonal, floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile yapilan sitogenetik

degerlendirme

2) Amiloidoz tanisi i¢in biyopsi,

3) Diger biyopsi testleri (ince uglu igne aspirasyonu biyopsisi, ¢ekirdek igne
biyopsisi)

4) Radyolojik goruntileme; PET-CT taramasi, manyetik rezonans ile

goriintiileme (MRI) ve bilgisayarli tomografi

Tedavi:

MM ‘da kemoterapi gibi, radyoterapi ve kok hicre nakli halen
kullanilmaktadir. Ancak proteozom inhibitorleri, lenalidomid, talidomid gibi
immunmodiilatuvar ilaglar ve plazma hiicrelerinin tasidig1 antijenlere kars1 gelistirilen

antikor tedavileri son yillarda tedavi secenekleri arasina girmistir (24).

2.3.3 MM ‘da NKT HUCRELERI

Dogal oldiriici T (NKT) hiicreleri, CDId molekiillerin sundugu
glikolipidligandlarini tantyan NK markerlerini tasiyan T lenfositlerdir. NKT hiicreleri,

timor ve patojenlere karst korunmada ve immiin diizenlemede 6nemli bir rol
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oynamaktadir. Bu hiicreler, gii¢lii sitokin iiretimi, antianjiyogenez ve diger hiicrelerin,
Ozellikle NK hiicrelerinin ve dendritik hiicrelerin aktivasyonu gibi ¢esitli

mekanizmalarla antitiimor etkilere aracilik eder. (22)

2.4 D VITAMINI

Vitaminler viicutta gerceklesen biyokimyasal reaksiyonlari diizenleme
rolinu Ustlenen 6nemli organik bilesiklerdir.Enzimlerin yapisina katilarak koenzim
olarak adlandirilmasim1 saglar. Vitaminler viicuda yeterli diizeyde alinmalidir.
Eksikligi ya da fazlaligi viicut igin risk olusturur. D vitamini tekrarlayan alerji, kanseri

tetikleyen genlerin faaliyete gegmemesi igin ihtiya¢ duyulan bir vitamindir.

CHj

(IZ C C e /CH3 (I:H3 25 CHs
H_ — - - -
T G A H—C—CH,-CH,-CH,-CZOH
CHj CHj \CH;,
ik CH,
| [ KARACIGER-25-HIDROKSILAZ | |
N
HO HO X
Kolekalsiferol 25-Hidroksi-kolekalsiferol
(vitamin D3) (25-Hidroksivitamin D3)
BOBREK, KEMIK, PLASENTAL,
INTESTINAL veya KARTILAJ -
24-HIDROKSILAZI BOBREK, KEMIK veya PLASENTAL
10-HIDROKSILAZI
CH OH CH
| ? 24| /CH3 | 2 25 /CH3
H—C—CH,-CH,-CH—C-OH *'(‘:;C_CHz'CHz‘CHz‘C<OH
CH, CHs 3 CHg,
OH
?Hz ICHz
™
SN
HO HO

24,25-Dihidroksi-Kolekalsiferol
(24,25-dihidroksi vitamin D3)

Sekil 6 D3 vitamini metabolizmasi(36)

1,25-Dihidroksikolekalsiferol
(1,25-dihidroksi vitamin D3)

1,25 -dihidroksi vitamin D (1,25(0OH)2 D) metabolik olarak aktif

form, kalsiyum ve fosfat homeostazisinin énemli bir dizenleyicisidir.Bu nedenle

kemik mineralizasyonunda dnemli rol oynar(25,26). Bunun yani sira 1,25-dihidroksi
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vitamin D3 [1,25(0OH)2 D3] iin son yillarda immiinregiilatuar roliiniin de oldugu

gosterilmistir (6).

D vitaminin antimikrobiyal etkisi PAMPs diye bilinen bakteriyel
urunlerin toll-like reseptorler tarafindan taninmasi ile baglar. Makrofaj ekstraselller
stvidaki 25 hidroksi vitamin D’yi endositozla hiicrenin igine alir. 1,25 dihidroksi D
vitamini hicrenin iginde sentezlenir ve kendi reseptoriine (VDR) yapisacak duruma
gelir. Vitamin D reseptoriiniin uyarilmasi, endojen defensin genleri ve cathelicidin

tiretimini artirir. Bu iirlinler bakterilerde dldiiriicli etkiye sahiptir (27)

D vitamini kalsiferol olarak adlandirilir. D vitamininin temel iki formu
vardir.Bunlar ; vitamin D2 (ergokalsiferol), D3 vitamin. D2 ergosteroliin ultraviyole
B 1511 dirlinii olarak bitkilerde bulunur. Vitamin D3 ise dehidro kolesterolden
kaynaklanir ve previtamin D3 i¢inden ultraviyole B 1s1m1 gegtikten sonra olusan
uriindur. Vitamin D3 ya ciltte sentezlenmistir, ya da yagl baliklar (uskumru, somon,
sardalya), sut ve sit Urlnleri, mantar, yumurta saris1 gibi tiriinlerden alinabilir. Ancak

viicutta D vitamininin aktiflesmesi igin yeterli diizeyde giines 15181 almaliyiz (28).
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CHs CH;

[ | /CH3 Cl:H3 ?H3 CH4
M ChmatGH=CHy, Hy H—G—CH=CH—CH—CH_
H3 CH3
hv |CHz
Fotoliz o o |
Ergosterol Ergokalsiferol
Bitkilerde (vitamin D2)
CHs CHj GHs CH;
/
H—C—CH,-CH,-CH,-CH "é;C*CHz*CHz*CHrCH\
CH \CHg 3] CHg
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7-Dehidrokolesterol Kolekalsiferol
Hayvanlarda (vitamin D3)

Sekil 7Ergosterol ve 7-dehidrokolesteroliin,ergokalsiferol ve kolekalsiferole cevrilmeleri (Ustdal ve
ark., 2003).

D vitamini provitamin olarak viicutta bulunur. giines 1sinlar1 sayesinde
aktiflesir. D2 ve D3 vitaminleri bagirsak hiicresi tarafindan emilir daha sonra
karacigerde 25-(OH) D3’e ¢evrilir, ardindan bobrege gegerek D vitaminin aktif formu
olan 1,25-(OH)2 D3’e doniistiiriiliirler.

D vitamininin biyolojik olarak aktif formu, steroit yapili hormon
reseptor ailesinin bir {iyesi olan VDR proteinine baglanarak etkisini gosterir (29).Bu
hormon reseptdr kompleksi, hedef genlerin promotor bélgesinde lokalize olan vitamin
D ye yanit veren elemanlari ile ¢ok sayida geni baglar ve transkripsiyonel olarak aktive
eder(30).D vitamini reseptor kompleksi tarafindan diizenlene bu genler; biiyiime,
kemik mineralizasyonu hiicresel farklilagsma, hiicre dongiisii, apoptoz ve immiin yanit

dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik siireclere aracilik eder (31).
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2.5 AKIM SITOMETRI

Akim sitometrisi ile bir slispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller,
lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bolmeden gegcirilir; hiicrelerin lazer 1s181nin
oniinden gecerken verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin
kaynagi, hiicrenin biiyiikliik, graniilarite gibi morfolojik 6zellikleri olabildigi gibi;
hiicreye baglanan ¢esitli fluorokromlar da olabilir. Bdylece hiicre ya da partikilin
immiinfenotipi, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlilig

gibi gesitli 6zellikleri hakkinda bilgi edinilebilir (32).

Huymune Hazirlama Enstriman Kalibrasyonu Veri Toplama Veri Analizi

Nl S bbby CD3 hicreler
Y |
< |
U ~ cos|
« S’ 7
- .
Al aynadi & B
— — —
: _ & co4
{ ) e Sl Optik filtre tigilenen
P hicre grupla-
Mononlikleer <  kapslanie
Fluoresans 1 o h Py
Kigiden ‘r ;! nbr detektirlerinin —— i nden takar +
K e Naxsasiyatt ayarisnel Uzmesinin sninden teker o
S teker gegirilin, Population Ref. Ref. Sample
mean SD

% of T cells 7123 62 107
(rotal
lymphocytes)

< aler %ofCD4" cells 674 10 63.2
(total T cells)

% of COS" cells 286 6.6 304
' qthn (total T cells)

Sekil 8Flowsitometri ¢aligma prensibi

Klinik ve aragtirma laboratuvarlarinda immiinoloji, hematoloji,
onkoloji, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, parazitoloji, enfeksiyon, yardimci lireme
teknikleri, patoloji, radyasyon onkolojisi, enfeksiyon hastaliklarinda, HIV, tliberkdloz,
paroksimal nokturnal hemoglobintri, malaria, bitki biyolojisi ve deniz biyolojisi
alanlarinda kullanilmaktadir. "Flow" sitometri ile hucrelerin eksprese ettikleri
antijenlere monoklonal antikorlar kullanilarak kan ya da kemik iligi gibi karigik

populasyonda belli bir hiicrenin belirlenmesi ve ayrilmasi yapilabilir (33).

Flowsitometride T hiicreler uygun protokole uygun okunur ve bu
esnada hucreler lazer dedektorden gecerler. Boyut, graniil yapist ve boyalari dalga

boyuna gore eksprese edilir.
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Sekil 9Flowsitometri cihazi

2.6 POLIMORFiZM

Polimorfizm, Latincede poli (coklu) ve morfizmos (form)
kelimelerinden olusmustur ve ¢ok sekillilik anlamini tasityan bir kelimedir. Genetik
polimorfizm ise ayni popiilasyonda bir bolgedeki (lokusta) bulunan genin iki veya
daha fazla alelinin belli frekansta gortilmesidir. Polimorfizmler, mutasyon sonucu
olugurlar. Mutasyonlar bir niikleotidin baska bir niikleotidle degisimi sonucu
olabilecegi gibi (tek niikleotid degisimi-SNP), DNA dizisine bir niikleotidin eklenmesi
ya da ¢ikmasi sonucu da olabilirler (34).

VDR geninde bazi polimorfizmler gdsterilmistir. Bunlardan;
rs1544410 (Bsml), rs7975232 (Apal) intron 8’de, rs731236 (Taql) ekson 9’da
bulunmaktadir (35).
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3.GEREC VE YONTEM,;

Bu prospektif calisma Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Uygulama Hastanesinde Hematoloji Ana Bilim dalinda Nisan
2020- Temmuz 2020 tarihleri arasinda yiiriitiildii. Calisma Helsinki Deklarasyonu
Kararlarina, Hasta Haklar1 Yonetmeligine ve etik kurallarina uygun olarak yapilmis
olup TNKU Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulundan onay ald1
(Ek 1). Calismaya baslamadan once calisma gruplart sozlii ve yazili olarak
bilgilendirildi ve yazili onaylar1 alind1 (Ek 2). Hematoloji Bilim Dalinda takip edilen,
18-85 yas arasi, MM tanist konmus hastasi ¢aligmaya alindi. Calismada kullanilan arag

ve geregler tablo 3.1 de verilmistir.

Calismaya dahil edilme kriterleri;
-18 yasindan biiytik

-Histolojik olarak dogrulanmigs MM tanili olmak

(Calismaya alinmama kriterleri;
MM disinda aktif malign hastalig1 olmasi
Aktif enfeksiyonu veya enflamatuvar hastaligi olmasi

3.1 Kullanilan ara¢ ve geregler:

Calisma siiresince kullanilan cihazlar, markalar1 Tablo 1’ de

verilmistir. Kullanilan sarf ve diger malzemelerin markalar1 Tablo 1’ de sunulmustur.
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Tablo 1 Arastirmada kullanilan cihazlar ve markalari; kullanilan sarf ve diger malzemeler

Santrifiij Mikro 200 R Hettich Zentrifugen
Vortex Isolab
Buhar banyosu Niive bath

Cesitli hacimlerde pipet
seti

Eppendorf Researchplus

Akim sitometri Cihazi

Beckman Coulter Navios,USA

Real Time PCR Kkitleri Lightsnip Assay
Real Time PCR cihazi Light Cycler 2.0 Roche
Buzdolabi(+4,-20) Argelik

DNA izolasyon kitleri

High Pure PCR Template Preparation Kit ,
Roche

3.2 Orneklerin Hazirlanmasi

Hasta ve kontrol grubunu olusturan saglikli goniilliilerden akim

sitometrik analiz icin kan ornekleri sabah saat 08.00-10.00 arasinda, a¢ karnina, sag

antekubital brakial venden 2 ml %7,5 EDTA igeren vacutainer tiplere (BD Vacutainer

K3E) 7 ml olarak alindi. Kan 6rnekleri alindiktan sonra 2 saat iginde ¢alisildi. Lenfosit

alt tiplerini belirlemeye yonelik akim sitometrik ¢alismada, farkli floresan maddelerle

isaretli, anti-CD3, anti-CD16, anti-CD4, anti-CD56, anti-CD8 monoklonal antikorlar1

kullanilmustir.
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3.3 UYGULANAN YONTEMLER

3.3.1 AKIM SITOMETRI YONTEMI

AKIM SiTOMETRi CALISMASI ICIN NUMUNE HAZIRLAMA
PROTOKOLU;

1. Numaralandirilmus tiiplere antikorlar (10 ul) anti-CD3-FITC/ anti-CD16-PE /
anti-CD4-ECD / anti-CD56-PC5 ve anti-CD8-PC7 sirasiyla pipetlendi.

2.Uzerine 100 ul hiicre siispansiyonu pipetlendi. Vortekslendi.
3.15 dk sonra oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona birakildi.
4. Tiplere 500 pul Optilyse C eklenip vortekslendi.

5.10 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

6.Tiplere 500 ul PBS(Isoflow)konulup vortekslendi.

7.10 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

8.300 xg’de 5 dk santrifiij edildi.

9.Tipler yavasca dokiilerek siiziiliip,ag1z kism1 kurulandi.
10.Uzerlerine 2 ml Isoflow eklenip.Vortekslendi.

11.300 xg’ de 5 dk santrifiij edildi.

12.Stipernatant atildi.

13.Tiiplere 500 pl PBS/Formaldehit konarak +4 C de,okumaya kadar saklandi.

14. Ornekler Beckman Coulter Navius akim sitometri cihazinda calisildi ve

Kaluza programinda analiz edilidi.
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3.3.2 DNA IZOLASYON YONTEMI

MM hastalardan EDTA'l1 tiiplere alinan kan 6rneklerinden DNA
izole edildi.Elde edilen DNA konsantrasyonlarmni dlgerken 1 pl numune yeterli
olmustur(DNA elution bufferda ¢ozdildi.) . Spektrofotometrede nikleik asit 8l¢imi
yapildi.Konsantrasyon 6l¢iimii nano dropla 6l¢iildii.Saflik degeri i¢in en ideal 6l¢iim

sonucu 1.80 idi.
DNA izolasyonu i¢in numune hazirlama protokolii;

1. Ependorf tiipleri numaralandirilarak iistiine ve yanina hasta ismi

yazildu.
2. Homojen olmasi i¢in kan tiipte karistirildu.
3. Pipeti 200 pl ye ayarlandi.

4. Tiiplere 200 pl binding buffer eklendi.Bu islem hiicrelerin fosfolipid

tabakalarin1 pargalamak i¢in yapildi.
5. Proteinleri inhibe etmek i¢in de 40 pl proteinaz K katild1
6. Eppendorf tipler ortalama 20 saniye vortekslendi.
7. Ependorf ttpleri parafilmlendi.

8. Ependorf tiipleri santrifiij kutusuna koyup folyo ile kapatilip bantland1

ve su banyosuna konuldu.
9. Eppendorf tupler 70 santigratta 10 dakika su banyosunda bekletildi.
10.0 esnada High Pure Spn filtreli tiipleri hazirlandi.

11.Ependorf tiipleri su banyosundan ¢ikarilip tzerine izopropanol alkol

konuldu.

12.Alkolun tiim hucrelere girmesi igin 10 saniye vortekslendi.
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13.Ependorf lar1 high pure filtre kabina, 500-600 ul gegirildi. Tuplerin tam
ortasina birakmaya dikkat edildi.

14.Tipler santrifiij cihazinda 8.000 rcf ‘de 1 dakika 15 saniye dondiiriildii.
15.Cihazdan ¢ikinca tiiplerin toplama kabini atip yenisiyle degistirildi.
16.Cikarilan tipleri 500 pl inhibitor removal buffer konuldu.
17.Tiipler 8.000 rcf’de santrifiij edildi.

18.Tiiplere 500 pul wash buffer konuldu.

19.8f’del.15 saniye santrifiij edildi.

20.Tekrar 500 pl e wash buffer konuldu.

21.8F’ del.15 saniye santrifiij edildi.

22.Elution buffer su banyosuna koyup erimesi saglandi

23.Tupleri santrifiijden ¢ikarip 100 pl elution buffer konuldu.
24.8f°del.15 saniye santrifiij edildi.

25 Filtreli tiipler atildi.

26.Ependorflar numaralandirilir ve +5’e kaldirildi.

27.0rtalama birkag saat +5 te daha sonra -20’de saklandi.

3.3.3 Real Time PCR Yontemi:

Izole ettigimiz DNA’lar1 polimorfizmlerini bakmak amaciyla Real
time PCR yontemi uygulandi. VDR genindeki rs1544410 (Bsml) ve rs731236
(Taqgl) polimorfizmine ¢aligildu.

Yapilan Real time PCR sonuglarinda raporun 2 pik vermesi hastanin

heterozigot oldugunu tek pik mutant ya da normal genotipli oldugunu gosterir

Calismaya baslamadan 6nce soguk kursun akii iizerinde kit hazirligi
yapildi.Vitamin D reseptor geni,rs731236 ve  rs1544410 tek nikleotid
polimorfizmleri (SNP) , real-time PCR yontemi ile genotiplendi . Real-Time PCR
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reaksiyonu ve erime egrisi ,20 ul’lik bir hacimde gerceklestirildi. Genotipleme igin

erime egrisi analizi yapildi.

Real time PCR protokoli;

Karigim hazirlanirken H20 dan 67 ul, MgCl 8 ul, DNA master (fast
enzim) 10 pl, reogent mix 5 pl, 1 ul DNA kullanildi

Calisma i¢in kullanilacak kapiller c¢ikartildi.Malzemeler
santrifijde5-10 sn kanstirtlip  vortekslendi. Kapillere9’ar mikrolitre karigim 1
mikrolitre c¢alismada elde edilen DNA’lardan konuldu. Toplamda 10 mikrolitre

numune ile ¢alisildu.

3.3.4 ISTATISTIKSEL ANALIZ:

Istatiksel analizler, Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bilgi Islem
Daire Baskanligindan saglanan SPSS PASW STATISTICS 24.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Nicel veriler i¢in iki grup ortalamasinin karsilagtiritlmasi normal
dagilim gosterenler student t testi ile normal dagilim gostermeyenler Mann-Whitney

U testi ile karsilagtirildi. BUtiin analizlerde p <0,05 deger anlamli kabul edildi.
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4 BULGULAR

Caligmaya 30 MM hastas1 ve 10 saglikli goniillii alindi. Hastalarin
demografik ozellikleri tablo 2 de gosterildi. Calismada cinsiyet dagilimi hasta
grubunda 10 kadin, 30 erkek. Kontrol grubunda ise 5 erkek ve 5 kadindir. Hastalarin
yas ortalamasi 62,13 iken kontrol grubunun 56,60 tir. Calismaya katilan MM

hastalarinin klinik verileri tablo 16 ve tablo 17 de verilmistir

Tablo 2 MM Hastasi ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet dagilimi

HASTA KONTROL P degeri
( P<0,05)
Cinsiyet(kadin/erkek) 10/20 5/5 0,3
Yas,yil(ort+-std) 62 56 0,01

Akim sitometri sonuglar1 hasta bireylerin Tablo 10 de kontrol
grubunun tablo 11’de gosterilmistir. Arastirmamiz sonucunda hasta ve kontrol
grubundan elde ettigimiz istatistik degerler tablo 3 de verilmistir.Bu sonuglara gore
CD3+(total T lenfosit) ve CD3+/CD4+ (T helper) hiicrel er hasta grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksek olarak anlamli derecede daha diisiik bulunmustur.

CD3+/CD8(T sitotoksik) hasta grupta kontrol grubuna gore daha yiiksek ¢cikmustir.



Tablo 3 Aragtirma sonucunda hasta ve kontrol grubundan elde edilen verilerin istatistik sonuglari

GRUP N MEAN STD(STD) P<0,05
(ORT)
TOTAL LENFOSIT HASTA 30 33,9353 13,55535
0,584
KONTROL |10 36,395 5,88192
CD3+ HASTA 30 67,2247 14,18581
0,05
KONTROL (10 76,54 4,60226
CD3+CD4+ HASTA 30 43,7947 15,28057
0,008
KONTROL (10 57,992 7,28141
CD3+CD8+ HASTA 30 50,0537 12,80959
0,001
KONTROL (10 35,443 5,94563
CD3- /CD56+(NK) HASTA 30 6,473 4,44946
0,769
KONTROL (10 6,917 2,75666
CD3+/CD56+(NKT) HASTA 30 1,3343 1,0215
0,09
KONTROL |10 0,7 0,91815




Tablo 4 Akim sitometri sonuglart ile klinik durum arasindaki iliski
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Hiicre tipi Tam Parsiyelremi | Cok iyi PR | P<0,05
remisyon syon n:3 n:7
n:18
Total lenfosit 38,67 19,95 28,37 0,4
Total T lenfosit 65,87 58,87 65,78 0,1
T hepler 43,86 55,26 43,18 0,8
T sitotoksik 52,11 42,01 48,34 0,5
NK 7,33 3,89 4,80 0,8
CD3+/CD56+(NKT) | 1,44 1,06 1,22 0,1

Akim sitometri sonuglari ile klinik durumlar1 asarsindaki iligki tablo 4 de

gosterilmistir. Tam remisyon durumunda olan hastalar; parsiyel ve ¢ok iyi remisyon

durumdaki hastalara gére NK hiicre ve NKT hiicre sayis1 yiiksek ¢ikmistir ancak bu

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Tablo 5 Hasta ve kontrol gruplarmin VDR polimorfizm istatistik sonuglari

BSML P Taql P<0,05
degeri

HASTA 5 (%16’6) 19 (%63,3)
(%53,3)

Tablo 6 Miyelom Tiplerinde Taql ve BSML Polimorfizmi Gériilme Siklig1 Istatistiksel Sonuglar

Taql BSML

HAFIF ZiNCIR

P<0,05 01 0,2




Tablo 7 Hastalarin remisyon durumuna gore Taql goriilme siklig1
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TT TC/CC
TAM REMIiSYON 10 7
COK iYi REMiISYON 4 3
PARCALI REMISYON 2 2
NR(Aktif Hasta) 1 1
P<0,05 0,9

Miyelom tiplerinde Taql polimorfizmin gorilme sikligi ve BSML

polimorfizminin goriilme siklig1 tablo .6’da verilmistir. Myelom tipleri arasinda bu her

iki polimorfizm goriilme siklig1 acisindan fark bulunmamagtir.

Hastalarin remisyon durumuna gore Taql goriilme sikligi tablo .7’ de

verilmistir.Tedavi basaris1 ile Taq | genin homozigot yada heterozigot ve mutat

alellerin varlig1 tedavi basarisi agisindan anlamli degildir. Hastalarin remisyon tipine

gore yapilan karsilagtirmada T lenfositlerin tiim alt tipleri yanit acisindan NKT ile ile

bir fark yoktur.




Tablo 8 Akim sitometri sonuglarinin BSML polimorfizmi ile iligkisi

GG GA AA P<0,05
TOTAL LENFOSIT 32,8 34,5 39,4 0,1
CD3+ 66,8 70,6 75,3 0,5
T Helper 46,4 48,7 47,2 0,2
T sitotoksik 47,6 45,3 44,8 0,2
NK hiicre 6,6 6,4 6,4 0,1
NKT hiicre 1,2 1,1 0,8 0,3

Tablo 9 Akim sitometri sonuglarinin Taql polimorfizmi ile iligkisi

TT TC CC P<0,05
TOTAL LENFOSIT 32,9 34,1 41,1 0,4
CD3+ 66,7 72,1 73,9 0,3
T Helper 47,0 47,5 48,0 0,9
T sitotoksik 47,1 45,7 45,2 0,7
NK hiicre 6,7 6,0 7,1 0,8
NKT hiicre 1,3 0,9 0,9 0,3




Tablo 10 Hasta grup akim sitometri sonucu
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Hasta |total CD3+(Total T|CD3 CD3+/ CD3- CD3+
lenfosit (lefosit) +/CD4+(T  |CD8(Tsitot [/CD56+ CD56+
hepler) oksik) (NK) (NKT)
1. 10,86 57,55 47,59 44,86 3,67 0,17
2. 55,45 73,49 34,35 51,48 3,29 2,37
3. 44,44 73,49 13,02 56,59 17,19 2,52
4. 44,44 72,49 29,99 66,07 4,88 0,50
5. 40,30 61,03 41,98 47,94 11,74 0,41
6. 33,65 49,92 64,30 30,01 13,59 2,24
7. 51,57 60,84 42,88 47,62 13,06 1,64
8. 14,41 74,80 50,67 43,43 0,87 0,85
9. 32,77 73,20 77,59 72,24 4,54 0,15
10. (16,53 88,42 43,69 51,69 0,47 0,53
11. 43,60 72,21 28,95 65,79 4,30 1,44
12. (38,38 53,36 47,19 47,58 12,62 1,75
13. [53,45 84,23 21,45 73,29 5,64 2,16
14. 47,56 68,47 37,38 54,58 7,84 1,25
15. 28,95 50,80 58,69 36,79 8,88 2,02
16. (33,98 56,33 41,77 54,26 10,86 0,35
17. (34,83 47,53 32,98 65,6 9,71 0,21
18.  [29,33 83,72 42,71 42,75 2,42 1,63
19.  [48,48 75,67 38,54 52,63 3,93 3,06
20. (34,10 64,94 58,77 37,10 7,76 0,21
21.  [20,51 40,20 27,65 62,16 7,44 3,28
22, (13,45 59,84 63,33 33,62 3,30 1,74
23. (38,76 72,38 40,52 51,03 6,29 0,62
24.  [21,73 70,50 66,91 23,76 1,74 1,27
25. [13,13 69,03 50,99 48,87 1,91 0,13
26. (12,64 42,66 56,03 40,07 2,02 0,01
27.  |29,37 79,23 62,76 33,12 0,35 0,24
28. (35,92 55,53 43,47 41,81 11,79 2,65
29. [53,79 84,87 22,57 70,52 5,57 3,28
30. [41,68 73,75 25,12 54,35 6,52 0,92




Tablo 11 Kontrol Grubu Akim Sitometri Sonucu
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kontr | total CD3+(Tota | CD3+/CD | CD3+/C | CD3- CD3+
ol lenfosit 1 Lenfosit) | 4+(T DS8(T /CD56+ | /CD56+
grub Helper) | sitotoks | (NK) (NKT)
u ik)

1. 27,67 73,69 67,99 28,35 9,13 0,14

2. 39,69 77,66 52,60 43,73 4,26 0,31

3. 44,21 86,44 48,76 42,74 4,46 3,21

4. 31,11 74,04 60,36 32,13 9,59 0,44

5. 26,98 77,13 72,87 24,25 5,84 0,21

6. 41,06 71,98 54,71 35,87 10,39 0,41

7. 39,87 79,70 56,10 37,54 4,07 0,33

8. 36,16 69,95 54,76 36,44 10,63 0,68

9. 39,85 78,09 56,95 37,39 4,07 0,10
10 37,35 76,72 54,82 35,99 6,73 0,79

Calismamizda DNA izolasyon yoOntemi ile hasta ve kontrol grubunda

konsantrasyon ve saflik degerleri i¢in hasta bireylerden elde edilen veriler tablo 14 de,

kontrol grubundan elde edilen veriler tablo 15 de gosterilmistir. Real time PCR

calismasi i¢in belirli konsantrasyon araliginda olmasi gereklidir. Bizim ¢alismamiz

uygun konsantrasyon sonuglarinda yapilmistir.



Tablo 12 MM Hastasi Bireylerin DNA zolasyonu Sonuglar

asta numarasi

konsantrasyon

10,03

10,49

16,48

27,78

19,21

Saflik

1,74

1,64

30



30 6,0 1,32

Tablo 13 Kontrol Grubunun DNA Izolasyon Sonuglari

kontrol grubu konsantrasyon Saflik

10. 16,0 1,57
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Tablo 15 Kontrol Grubu Real time PCR Sonuglari

kontrol grubu | BSM Taql
1. AA CcC
2. GG TT
3. GG TT
4. GA TC
5. GG TT
6. GA TC
7. GA TC
8. AA CcC
2, GG TT
10. GA TC

Hasta bireylerin Real time PCR sonuglar1 tablo 14 da kontrol grubunun
Real time PCR sonuglari tablo 15 de gosterilmistir. BSML polimorfizminde G-A baz
degisimi soz konusudur. GG normal GA heterozigot ve AA mutant birey oldugunu

gosterir.

Taqg | polimorfizminde T-C baz degisimi s6z konusudur.TT normal, TC

heterozigot ve CC mutant birey oldugunu gosterir.

Hasta ve kontrol gruplarinin VDR polimorfizm istatistik sonuglar tablo 5
da verilmistir. Bu sonuglarda BSML polimorfizmi ve Taql polimorfizmi hasta

bireylerde kontrol gruplari arasinda benzer siklikta gézlenmistir.



Tablo 16 Calismadaki MM hastalarinin klinik veriler

34

L{emisyon durumu

Sira Myelom  |Aldig: tedavi

no [tipi

1 [eG A Lenalidomide Tam remisyon

2 [gG A Lenalidomide Tam remisyon

3 Ahafif zincir/Otolog nakil Cok iyi parsiyel remisyon

4 [eG A Otolog nakil Cok lyi parsiyel remisyon

5 [IgGk Lenalidomide Tam remisyon

6 NS Lenalidomide Tam remisyon

7  [Kappa hafiflLenalidomide Tam remisyon

Zincir

8 [[gGk Bortezomib, Cok iyi parsiyel remisyon
siklofosfamid,
deksametazon

9 [IgGk Lenalidomide Tam remisyon

10 [gGk Bortezomib, Cok iyi parsiyel remisyon
siklofosfamid,
deksametazon

11 [IgGk Lenalidomide Tam remisyon

12 [[gGk Lenalidomide Tam remisyon

13 A hafifLenalidomide Tam remisyon

zincir

14 [[gGk Lenalidomide Tam remisyon

15 [gGA Lenalidomide Cok iyi parsiyel remisyon

16 [[gGk Lenalidomide Tam remisyon

17 NS Lenalidomide Tam remisyon
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18 [[gA Lenalidomide Cok iyi parsiyel remisyon

19 [IgGA Lenalidomide Tam remisyon

20 [[gGA Bortezomib, Parsiyel remisyon
siklofosfamid,
deksametazon

21 [[gAkappa |Lenalidomide Cok iyi parsiyel remisyon

22 [[gGkappa [Bortezomib, Tam remisyon
siklofosfamid,
deksametazon

23 [[gGk Lenalidomide Tam remisyon

24 [[gGA No Monoclonalgammopathy of

undeterminedsignificance
(MGUS)

25 [[gAk Lenalidomide Parsiyel remisyon

26 NS Bortezomib, Parsiyel remisyon
siklofosfamid,
deksametazon

27 |Kappa IRD Tam remisyon

28 [gGA Lenalidomide Tam remisyon

29 A Lenalidomide Tam remisyon

30 [[gA A KRd NR (aktif hast)




Tablo 17 Hasta Bireylerin Klinik Veri Istatistik Sonuglari
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GRUP [N MEAN(ORT) | STD
BETA HASTA | 30 430 3,76
MIKROGLOBULIN
ALBUMIN HASTA | 30 4,27 0,48
MYELOM CAPI HASTA | 30 8,58 3,66
KALSIYUM HASTA | 30 8,94 0,54
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5. SONUC VE TARTISMA:

Bu ¢alismada MM tanili hastalarda VDR polimorfizmi ve akim
sitometrisi sonuglar1 saglikli kontrol grubu ile karsilastirildi. BSML geneotipleri hasta
grubunda GG %53,3, GA %30, AA %16,6, kontrol grubunda GG%40, GA%40,
AA%20 idi. Tagl genotipleri hasta grubunda TT %63,3, TC %23,3, CC %13,3, kontrol
grubunda TT %40, TC %40, CC % 20olarak saptandi. Olgularin tamamindan elde
edilen kan 6rneklerinde akim sitometri yontemiyle total lenfosit, T lenfosit, T helper,
T sitotoksik, NK ve NKT hicreleri yiuzdeleri belirlendi.T lenfosit ve T helper
lenfositler hastalarda kontrol grubuna gore diisiiktii. T sitoksik hiicreleri ise hasta
grubunda daha yiksekti. NK ve NKT hucreler iki grup arasinda farkli bulunmadi.
Uygulanmis olan tedavi sonrasi tam remisyon elde edilen hastalarda parsiyel remisyon

elde edilen hastalar arasinda lenfosit alt gruplar1 acisindan bir fark bulunmadi.

Han W ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, 13 MM hastasinin ve 30 saglikl
kontrollin CD3-CD56 + NK hiicresi tzerinde inhibe edici reseptorlerin (CD158a ve
CD158b) ve aktivasyon reseptorlerinin NKG2D ve NCR' lerinin (NKp30, NKp44 ve
NKp46) ekspresyonu akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Calismalarinda, serumdaki
¢Oziinir NKG2D ligandlarinin (MICA, MICB, ULBP 1, ULBP2 ve ULBP3)
konsantrasyonu enzime bagli immiinosorbent analizi (ELISA) ile ve NK hiicresinin
MM hiicre hattina kars1 sitotoksisitesi akis sitometrisi ile tespit edilmistir.
Arastirmacilar, MM hastalar1 ve saglikli bireyler arasinda NK hiicrelerinin ytizdesi ve
mutlak sayisi ile CD158a ve CD158b ekspresyon diizeyi agisindan dnemli bir fark
bulmamiglardir (60).

Bir¢ok ¢alismada V VDR polimorfizmi , 25(OH)D seviyeleri ve kanser
gelisimi arasinda iligki arastirildi.Birgok calismada , MM hastalarinda VDR gen
polimorfik varyantlarmin genotip ve alel frekanslarini belirlemis ve 25(OH) D
seviyeleri 1iligkisi arastirilmistir(17-19). Hint 1rki iizerinde yapilan calismada

kontrollere kiyasla MM hastalarinda BSML(Bb,bb) mutant genotip sikliginin
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arttirlldigini gostermistir. Birkag calismada MM’ de 25(OH) D diizeyinin daha diisiik
oldugunu ve hastalik siddeti ile iligkili oldugu saptanmistir (10,32). BSML VDR
geninin intron 8‘inde lokalizedir. Bu genetik varyantin, protein yapisi iizerinde

dogrudan etkisi yoktur.

Bir c¢alismada myelom hastalarinda BB genotipine kiyasla Bb&bb
genotiplerinin goriilme sikliklarinin 6nemli Olglide artmis oldugu tespit edilmis,
boylece myelom gelisimi ile iligkisi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (35). Diger ¢alismalar
da BSML SNP ile MM, meme kanseri, kolorektal kanser ve renal hicreli karsinom

gibi hastalik olusumu arasinda 6nemli bir iliski olabilecegi ileri siirtilmiistiir (37-39).

MM’daki neoplastik plazma hicreleri lenfoid kokenlidir ve monoklonal
antikorlar treten bu hctreler ile NK hiicreleri arasinda gii¢lii bir iliski olabilecegi ileri
stirilmiistiir. NK hiicrelerinin MM’deki roli tam olarak anlasilmadigindan (49),
monoklonalimmunoglobulin seviyesi ve bu hastalarda sagkalim dahil olmak {izere
farkli klinik parametreler agisindan dogustan gelen bagisiklik arasindaki iliski gok
sayida calisma ile arastirllmistir. Etnik Kesmir popiilasyonunda MM hastalarinda
VDR polimorfizmleri Apal, Bsml ve Fokl, MM igin bir risk faktori olarak,
patogenezindeki rolleri degerlendirilmistir. Kesmir niifusunda FokI ile MM riski
arasinda onemli bir iliski saptanmis,ayrica Fokl ff varyanti ile ¢esitli klinik patolojik

degiskenler arasinda 6nemli bir korelasyon gézlemlenmistir (49).

Dimitriadou ve ark. yaptiklart ¢alismada, VDR geninin Fok-I
polimorfizminin, beta-talasemi majorlii Yunan c¢ocuklari ve geng yetiskinler
arasindaki dagilimin1 degerlendirmis, 25(OH)D(3) ve 1,25(0OH)(2D3) serum
seviyeleri ile iligkisini arastirmislardir. Calismaya ortalama yaslar1 23.05 £ 6.07 yil
olan 69 talasemili hasta (35 kadin ve 34 erkek) katilmis. Fok-I' in genotip frekanslart,
diger popiilasyonlar i¢in daha once bildirilenlere benzer bulunmustur. Hastalarin%
44.9'u F aleli icin homozigot, % 43.5'1 heterozigot ve % 11.6's1 f alleli i¢in homozigot
olarak saptanmistir. Hastalar 25 (OH) D3 durumlarina gore siniflandirildiginda, Fok-I

genotiplerine gore anlamli bir farklilik gézlenmemis, 1,25 (OH) 2 D3 durumlarina
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gore siniflandirildiginda, eksiklik grubunda daha yiiksek f allel prevalansi
gozlenmistir. Nitekim 1,25 (OH) 2 D3 eksikligi olan hastalarda f allel heterozigotlugu
(Ff) %52,9 ve homozigotlugu(ff) % 14,7 iken normal 1,25 (OH) 2 olan hastalarda D3

seviyeleri, ylizdeler Ff ve ff icin sirasiyla %22,7 ve %9,1 olarak bulunmustur.

Dimitriadou ve arka, MM hastalari ile kontrol grubu arasinda periferal kan
lenfositindeki ve yardimer / indiiklenmis T hiicrelerinde (CD3 + CD4 + T hiicresi)
toplam T hiicreleri (CD3 +) karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
goriilmemistir. Sitotoksik T hiicreleri (CD3 + CD8 + T hiicresi) artmis olarak
saptanmis (p <0.05). CD4 + CD25 + T hiicreleri ve CD4 + CD25 + CD127low Treg'ler,
saglikli grupta onemli Olgiide daha yiliksek bulunmus. Evre III MM hastalarinin

seviyeleri, negatif korelasyona dogru bir egilim gosterilmistir (50).

Bagisiklik fonksiyonundaki degisikliklerin diizenli olarak hastalik aktivitesi ile
iligkili oldugu bulunmustur. Kemik ve bagisiklik sagligi i¢in dnemli bir hormon olan
D vitamini, MM hastalarinda genellikle eksiktir. Ancak genel popiilasyonda D
vitamini eksikligi de yaygindir (38) MM hastalarinda kemik kirigi riski goz oniine
alindiginda, ¢ok sayida calisma bu popiilasyonlardaki D vitamini diizeylerini
degerlendirmistir. Hastalarin sadece% 13'linde D vitamini seviyeleri> 30 ng / ml
iken,% 32'si <10 ng / ml seviyelerine sahiptir. <10 ng / ml D vitamini seviyeleri, kemik
iliginde daha ytiiksek sayida plazma hiicresi ile iliskilendirilmistir. 148 MM hastasinda,
D vitamini eksikligi prevalanst MM evresine paralel olarak arttig1 tespit edilmis.
Yuksek riski gosteren I1SS-11I’e sahip hastalarinin % 37 sinde, diisiik riskli 1SS-I
hastalarinin ise yiizde 16'sinda D vitamini eksikligi (diizeyler <20 ng / ml)
saptanmistir. 675 MM hastasindan olusan genis bir kohortta, hastalarin% 51'inin
seviyeleri <30 ng / ml ye sahipken, diisiik D vitamini seviyeleri genel sag kalimin

kotiilesmesi ile iligkili bulunmamusgtir (39).

D vitamini, kalsiyum homeostazindaki rolii disinda, immiino modulatér bir
ajan olarak 6nemli bir role sahiptir. D vitamini, tip 1 yardimci hiicrelerin aracilik ettigi
bagisiklik yanitin1 baskilar, diizenleyici T hiicrelerini indiikler ve IL-17 Ureten T
hiicrelerini (Th17 hiicreleri) inhibe eder. D vitamini, dogal Sldiiriicii (NK) hiicre
gelisimini ve fonksiyonunu inhibe eder ve dendritik hiicrelerin olgunlasmasini ve T

hiicresi uyarici fonksiyonlarini inhibe eder (40).
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D vitamini ayrica antimikrobiyal proteinlerin tretimi de dahil olmak
lizere makrofajlarin kemotaktik ve fagositik yanmitlarmi artirir. ilging bir sekilde, D
vitamininin aktif B hiicrelerinin ¢ogalmasini ve plazma hiicrelerinin olusumunu inhibe
ettigi bulunmustur. Aktif B hiicreleri Uzerindeki CD38 ekspresyonu, D vitamini
maruziyeti ile 6nemli 6lgiide artmasina ragmen; bu, CD27 ekspresyonu ile iliskili
degildir ve D vitamini varliginda daha az (CD38 yiiksek, CD27 yiiksek) plazma
hlcresi Uretilir. Tersine, plazma hiicre olusumundan sonra D vitamini verildiginde
hi¢bir etki goriilmez ve plazma hiicresi bakimi {izerinde higbir gorinlr etki
olusmamistir. D vitamini ayrica, dogal baskilayici aktiviteye sahip olgunlasmamis
kemik iliginden tiiretilen CD34 hiicrelerinin sayisini azaltarak ve adaptif immunitenin

etkinligini artirarak bagisiklik tepkilerini artirabilecegi saptanmis (41).

Bagisiklik sistemi MM gelisiminde énemli bir rol oynar. Ozellikle,
Treg/Th17 hiicrelerinin orani MM hastalarinda normal kontrollere kiyasla 6nemli
Olcide artmistir, ancak Onemi bilinmeyen monoklonalgammopati (MGUS)"
hastalarinda artmamaktadir ve genel sagkalim da azalma ile iligkilidir. EK olarak, MM
hastalarinda uzun siireli sagkalim, olumlu bir Treg / Th17 dengesi (uzun siireli sag
kalanlarda ©nemli Olcide daha ylksek Th17 hucreleri) ve sitotoksik T hicre
klonlarinin genislemesi ile iliskilidir. NK hiicreleri de MGUS'ta islevsel kalir, ancak
MM ' de azalmis aktiviteye sahiptir (42). MM ' de aktivitesi olan ¢esitli ilaglar, kismen,
timor hiicrelerine karst NK hiicre aktivitesini arttirarak etki gosterir (43). Dogustan
gelen ve adaptif immiin yanitlar1 baskilama yetenegine sahip olan miyeloid tiirevi
baskilayict hiicreler (MDSC'ler) de MM hastalarinda artmistir ve MM progresyonunu
tetikledigi bulunmustur.

Ayrica, NK aktivitesinin baskilanmasi ve Treg hiicrelerinin
induklenmesi ve Th17 hiicrelerinin bastirilmast dahil olmak iizere D vitamini
fonksiyonunun belirli yonleri, MM'de istenen immiinolojik profil ile celiskili
goriinmektedir. Bununla birlikte, D vitamininin hastaligin ilerlemesini 6nlemede de
yararli etkileri olabilir. Ornegin, Th17 hiicreleri tarafindan iiretilen yiiksek seviyelerde
IL-17'nin MM biiylimesini destekledigi ve litik kemik hastaligin1 tetikledigi

bulunmustur (44) Ek olarak, D vitamininin miyeloid tiirevi baskilayici hiicreleri
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baskilama {iizerindeki etkisi ve D vitamininin immiinoterapi stratejilerini artirma

yetenegi (45) gdz oniine alindiginda, potansiyel bir fayda saglayabilir.

Dogustan gelen bagisiklik sisteminin hiicrelerinin 6nemli bir alt
popiilasyonu olan dogal oldiiriicii hiicreler, kanserin ilerleme ve yayilmasinin
onlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Bu hucrelerin fenotipi CD3-(CD16 + CD56
+)dir ve fonksiyonel olarak tumér hicrelerini parcalama yetenekleriyle tanimlanirlar.
NK hiicre aktivitesindeki azalmanin ileri klinik evre, artmis laktatdehidrogenaz
(LDH), plazma hiicreleri ile kemik iliginin infiltrasyon yiizdesi ve p-2 mikroglobulin
ile onemli Olgiide iliskili oldugu gosterilmistir. Vincristine, Adriamycin,
Dexamethasone (VAD) protokoliinii aldiktan sonra bagvuru sirasinda daha yiiksek NK
hiicre aktivitesine sahip hastalar, diisiik NK hiicre aktivitesine sahip olanlara kiyasla
daha iyi kiimilatif sagkalima sahip oldugu gorilmiistir (46). Hastaligin ileri
evresindeki NK hiicre aktivitesi, erken klinik evrede NK hiicre aktivitesine kiyasla ve

saglikli kontrollere kiyasla 6nemli 6l¢giide azalmis olarak tespit edilmistir(46).

Bir ¢alismada MM hastalarinin periferik kan T hiicresi alt kiimelerini
ve dlzenleyici T hucreleri incelenmis; 48 MM hastasi ve 24 saglikli kontrol ¢alismaya
dahil edilmistir.Periferik kan T hticresi alt kiimelerindeki CD4 + CD25 + T hiicreleri
ve CD4 + CD25 + CD127gisik+kontrol grubuna gore onemli dlglide daha diisiiktiir
bulunmustur. Stabil ve progresif asamalardaki MM hastalarinin CD4 + CD25 + T
hicreleri ve CD4 + CD25 + CD127low Tregleri, kontrol grubundaki MM
hastalarininkinden énemli 6l¢lide daha yiiksek bulunmustur. Periferal kan T hiicresi
alt kiimesinin anormalligi, CD4 + CD25 + CD127 diisiik Treg'lerin artmis ekspresyonu
ve MM hastalarinin diisiik hiicresel bagisikligi, hastaligin klinik evrelemesi ve

ilerlemesi ile ilgili bulunmustur (51).

CD161 eksprese eden hicrelerin Olcumuntn, otolog kok hicre
transplantasyonu geciren MM hastalarinda mukoziti ve enfeksiyonlar1 tahmin edip
edemeyecegi arastirilmis. CD161 eksprese eden hiicrelerin erken komplikasyonlari,
yani mukozit (>grade 3), enfeksiyonlar ve sitomegalo virtis (CMV) reaktivasyonunu
tahmin etme olasiligmin olup olmadigini belirlemek igin, otolog kok hicre
transplantasyonu geciren 108 MM hastasinin periferal kan 6rneklerinde ileriye donik
olarak CD161 eksprese eden hiicreleri (CD3 + CD4 + CD161 + ve CD3 + CD8 +)
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incelenmis. Periferik kandaki CD3 + CD4 + CD161 + hiicrelerinin diisiik oraninin,
mukozit, enfeksiyonlar ve CMV reaktivasyonu agisindan bagimsiz bir prediktor

oldugu ortaya ¢ikarilmistir. (59)

Sonug olarak ¢alismamizda, MM hastalarinda T helper hiicrelerinin arttigi,
Sitotoksik T hucelerinin azaldigi gosterilmis, Taql ve Bsml polimorfizmlerinin
myelomda normalden fakli bir frekans gostermedigi ve myelomdaki immdan hiicresel

degisiklikler ile iligkili olmadigi goriilmiistiir.
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6. ONERILER

Sonug olarak bu g¢alismanin zayif yonii ¢alisma grubunun kontrol
grubunda 3 kat fazla olmasidir. Ancak benzer nitelikteki ¢aligma sayisinin literatiirde
cok sinirli sayida olmasi nedeniyle yeni veriler ortaya konmustur. Sonuglari itibariyle

literatiire katk1 sunacagi agiktir.
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