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OZET

Tungel, F.C. (2022). Kemik iligi nakli olan multiple myeloma hastalarinda
epigenetik/genetik farkliliklarin arastirilmasi ve klinik parametrelerle karsilastirilmasi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Tibbi Biyoloji AD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Sitokin sinyalleme-1'in (SOCS-1) baskilayicisi, uygun bir bagisiklik tepkisini indiikleme
islevi gorur ve interferon sinyallesmesinin temel bir fizyolojik diizenleyicisidir. DNA
metilasyonu, sitozinin karbon 5 pozisyonuna bir metil grubunun eklenmesini icerir. Bu
calismada, MM'li hastalar ile saglikli kontroller arasinda SOCS-1 gen
hipermetilasyonunun karsilastirilmas: yaninda, SOCS-1 gen varyant dagiliminin ve
ayrica SOCS-1 hipermetilasyonunun progresyonsuz sagkalima (PFS) ve genel sagkalim
etkisinin gosterilmesi amaglanmistir. Bu tez ¢alismasma MM tanis1 almis 120 hasta ve 80
saglikli birey dahil edildi. SOCS-1 genotiplerinin dagilimi, hastalar ve saglikli kontroller
arasinda istatistiksel olarak karsilastirildi. Ayrica bu genotiplerin sag kalim Uzerindeki
istatistiksel olarak anlamli etkileri incelendi.. SOCS-1'in CA/CA genotipi saglikli
kontrollerde istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,001), Del/Del
genotipi ise MM'li hastalarda anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0,034). SOCS-1 geninin
yuzde metillenmis referans (PMR) degeri saglikli kontrollerde anlamli olarak daha
yuksek bulundu (medyan: 43,48, aralik: 2,76-247,75; p=0,001). PMR degeri <43,48 olan
hastalarda 6énemli 6lclide daha uzun PFS vardi (<43,48 %56 icin, >43,48 %43 icin;
p=0,027). SOCS-1 polimorfizmlerinin MM ve SOCS-1 metilasyonunun patogenezine

etkileri literatlire 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Multiple myeloma, SOCS-1, DNA metilasyonu, hayatta kalma, PCR-
RFLP.
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ABSTRACT

Tuncel, F.C. (2022). Investigation of epigenetic/genetic differences in multiple myeloma
patients with bone marrow transplant and comparison with clinical parameters. Istanbul
University Institute of Health Sciences, Department of Medical Biology. Master Thesis.

Istanbul.

The suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS-1) functions to induce an appropriate
immune response and is an essential physiological regulator of interferon signaling. DNA
methylation involves the addition of a methyl group to the carbon 5 position of cytosine.
In this study, besides comparing SOCS-1 gene hypermethylation between patients with
MM and healthy controls, it was aimed to demonstrate the effect of SOCS-1 gene
distribution and additionally, the effect of hypermethylation of SOCS-1 on progression
free survival (PFS) and overall survival. In this study, 120 patients diagnosed with MM
and 80 healthy individuals were included. The distribution of the SOCS-1 genotypes was
statistically compared between patients and healthy controls. Additionally, the
statistically significant effects of these genotypes on survival were examined. CA/CA
genotype of SOCS-1 was found to be statistically significantly higher in healthy controls
(p=0,001), while Del/Del genotype was significantly higher in patients with MM
(p=0,034). The percent methylated reference (PMR) value of the SOCS-1 gene was found
to be significantly higher in the healthy controls (median: 43,48, range: 2,76-247,75;
p=0,001). Patients with a PMR value of <43,48 had a significantly longer PFS (for <43,48
%56, for >43,48 %43; p=0,027). The effects of SOCS-1 polymorphisms on the
pathogenesis of MM and SOCS-1 methylation will shed light on the literature.

Keywords: Multiple myeloma, SOCS-1, DNA methylation, survival, PCR-RFLP.



1. GIRIS VE AMAC

Multiple myeloma (MM), kemik iligindeki (KI) plazma hiicrelerinin (PH) klonal
proliferasyonu ile karakterize edilen malign B hiicresi neoplazmidir (1,2). Yapilan
calismalar sonucunda MM’nin tiim hematolojik kanserlerin yaklasik % 10’unu
olusturdugu tespit edilmistir (3). Hastalik, erkeklerde kadmlara oranla daha sik
goriilmekte olup, ortalama tan1 yasi ise yaklasik 65°tir (3,4).

MM patogenezi, kemik iligi mikro-¢evrenin olusumunda, karyotipik instabilitede, sinyal
yolu anormalliklerinde ve osteoklast aktive edici faktorler gibi sitokinlerin Gretiminde
cok sayida degisiklik ile iligkilidir (5). Bu genetik temelli olaylarin birikmesinin plazma
hiicrelerinin malign transformasyonu i¢in ¢ok énemli oldugu diisiiniilmektedir. Genetik
temelli degisikliklere ek olarak epigenetik sureglerin MM patogenezinde buyik bir rol

oynadigina dair kanitlar artmaktadir (2).

Epigenetik dizenlemenin dnemli bir modili olan DNA metilasyonu MM ilerlemesi ile
yakindan iligkilidir. Bu durum MM evresi ile metilasyon modeli arasinda bir iligki
kurulmasma yardimci olmustur. Yapilan caligmalar ile spesifik genlerin promoter
bolgelerinin metilasyonunun, MM dahil ¢ok sayida tiimor ve terapotik yanitta dnemli

roller oynadig1 bildirilmistir(5).

Multiple myeloma patogenezinde rolii olabilecek genlerin hem genetik hem de epigenetik
mekanizmalarmi1 bilmek, bu genlerin hastaligin olusumu ve ilerlemesi arasindaki iliskiyi
anlamamiza, teshis ve tedavide bir biyobelirteg olup olamayacagini agiklamamiza yardim
edecektir. Bu bilgilerin 1s18inda ¢alismamizdaki amag; multiple myelomanin ortaya
cikmasi veya ilerlemesi iizerine etkisi olabilecek genlerin gen varyantlar1 ve metilasyon

diizeylerini belirlemek ve elde ettigimiz verileri klinik parametrelerle karsilagtrmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Ultraviyole (UV) 1sinlari, kimyasal mutajenler gibi ekzojen kaynakli etkenlerden otiirii
hiicre boliinmesi ve kontrol noktalarinda zarar goren hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
asir1 boliinmesi ve daha sonra da yayilim gostermesi ile karakterize edilen bir hastaliktir
(6,7). Kanser, biitiin diinyada saglik problemleri iginde énemli bir yere sahiptir. Yapilan
istatistiksel calismalar 15181nda ekonomik olarak gelismis iilkelerde birinci, gelismekte
olan iilkelerde ise kalp hastaliklarindan sonra ikinci 6liim sebebi olarak degerlendirilir (8-
10). Yine ayni istatistiklere gore kadinlarda en ¢ok Oliime yol acan kanser tiirlerinde
meme kanseri gosterilmekteyken, erkeklerde ise akciger kanseri 6liime en ¢ok yol acan
kanser tiri olarak gorilmektedir (11). Hastaligin 6liimle sonuglanmasindaki en 6nemli
etken kanserin kendisinin degil, metastaz halinde baska dokulara ve organlara yayilimidir
.

Tip alanindaki gelismelerle beraber bazi kanser tiirleri tedavi edilebilmekte, bazilar1 ise
hastanin yasam siiresi uzatilarak kronik bir siirece doniistiiriilebilmektedir. Kanser
tedavisinde ¢ogunlukla kemoterapi, radyoterapi gibi yontemler kullanilmaktadir.
Tedavide kullanilan kemoterapinin ana amaci kanserli hiicrelere zarar vererek timor
hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemek ve onlar1 ortadan kaldirmaktir (10). Kemoterapik
ilaglar kanserli hiicrelerin gelisip, cogalmasini engellemek amaciyla kullanilir. Ancak bu
ilaglarin ¢ogu normal hiicrelere de zarar verdigi i¢in normal hiicrelerin de zarar gérmesine
neden olmaktadir. Kemoterapi ilaglar1 etki 6zelliklerine baglh olarak bireylerde rahatsiz
edici pek cok yan etkiye yol acabilmektedir (10). Bu yan etkiler kullanilan ilaglarin
Ozelliklerine bagli olarak degismesinin yani sira bulanti, kusma, istahsizlik, sag
dokulmesi, cilt problemleri, uykusuzluk, norolojik problemler gibi gesitli sekillerde
gorulebilir (12-14). Radyoterapi ise kanser hastalarinin tedavisinde kullanilan bir bagka
yontemdir. Bu yontemde amac kanserli hiicreleri tahrip etmektir ve bunun icin iyonize

radyasyon kullanilmaktadir (15).

2.1.1. Kanserin Olusum Mekanizmasi

Kanserin olusum mekanizmasini anlayabilmek i¢in Oncelikle hiicrelerin yasamlarini
devam ettirmek ve sonlandirmak i¢in ne tiir mekanizmalar kullandiklarmi bilmeliyiz.
Hucreler buytume, bélinme ve apoptozis gibi yonetim ve denetim mekanizmalar ile

yasamini devam ettirmekte ve sonlandirmaktadir. Hiicresel denetimden sorumlu olan bu



mekanizmalarin devre dis1 kalmasi ile karsinogenez goriilmektedir. Karsinogenez;
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi, ¢ogalan bu hiicrelerin yakin dokulara invazyon ve uzak

organlara metastaz yetenegi kazanmasi siirecinin tamamina verilen addir (16,17).

Malign doniistime neden olan bu mutasyonlar; biiyiime ve hiicre ¢ogalmasini tetikleyen
proto-onko genlerin aktivasyonu ve timdr baskilayici genler, DNA onarim enzimleri ve

apoptozisin inaktivasyonu olarak smiflandirilmaktadir (18-20).

Onkogen aktivasyonu; Proto-onkogenlerin, hiicreye kontrolsiiz proliferasyon komutlar
verecek sekilde mutasyon gec¢irmeleri anlamina gelmektedir. Bu mutasyonlar; nokta
mutasyonlari, kromozom translokasyonu ve gen amplifikasyonu gibi genetik yapiy1
degistiren olaylardir. Onkogenleri aktive olan hiicre artik yeni bir fonksiyon kazanmistir
(gain-of-function) (18,20). Aktive olan onkogenler hiicre g¢ogalmasini tetikleyen
proteinleri kodlamaya baslarlar. S6z konusu proteinler; biyume faktorlerinin hiicre
membrani lizerindeki reseptorlere baglanmasindan, genetik materyalin transkripsiyonuna

kadar bir¢ok asamay1 etkilemektedir (18,21,22).

Meydana gelen mutasyonlar bazi genler ve bu genlerin kodladig1 proteinler tarafindan
belirlenerek etkisiz hale getirilebilmektedir (18). Genetik materyalin denetiminden
sorumlu bu genlerin gdrevi asir1 ve kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olabilecek
mutasyonlar1 ortadan kaldirmak ve genomun biitiinliiglinii korumaktir (18,23). Timor
baskilayic1 genler olarak adlandirilan bu genlerin en fazla tanimlanmis olani p53 genidir
(18). Kosullar normal oldugunda az eksprese olan p53, genetik materyal iizerinde bir
hasar olustugunda hiicre boliinmesini durdurarak hasarin niteligini degerlendirmektedir.
Onarilamayacak boyutta bir hasar meydana geldiginde ise, hiicre bdliinmesi iptal edilir

ve apoptozis aktive edilerek hiicrenin yasamina son verilir (18,24).

Fakat tiimor hiicreleri apoptozisten kacacak mekanizmalar gelistirirler. Apoptotik 6liime
diren¢ kazanan hiicreler DNA’larinda bulunan mutasyonlar ile yasamaya ve ¢ogalmaya
devam etmektedir (25,26).

2.1.2. Hematolojik Maligniteler

Hematopoetik, kan olusturan anlamina gelen latince bir kelimedir. Viicudumuzdaki kan
hicrelerinin timi hematopoetik kdk hicrelerden meydana gelir. Kok hicre terimi
hormon ve biiylime faktérlerine magruz kalan bu sayede farkli hiicrelere doniigebilen

hiicreler i¢in kullanilir. Bunlara kisaca multipotent hiicreler denmektedir. Multipotent bir



kok hiicre lenfoid ya da myeloid kdk hiicrelere donisiir. Lenfoid kdk huicreler lenfositlere

doniisiirler. Cogu dalak, lenf bezi ve lenf kanallarinda bulunur ve kana ge¢mezler.

Hematopoetik kok hiicreler kemik iliginde iiretilirler. Kemik iligi kemigin merkezinde

bulunan siingerimsi dokuya verilen addir. Yenidoganlarda tiim kemiklerde aktif sekilde

bulunuyorken, eriskinlige dogru aktif kemik sayis1 giderek azalir. Erigkinlerde kemik iligi

iiretimi omurga, kalca, kafatasi, gogiis kafesi ve omuz kemiklerinde yapilir. Myeloid ve

lenfoid kok hiicreler ve alt tiplerinden her hangi birinde meydana gelen kontrolsuz

cogalma hematolojik maligniteler olan kotii huylu kan hastaliklarint meydana getirir (27).

Myeloid ve lenfoid kok hiicreler Tablo 2.1 ve 2.2’

Tablo 2-1: Myeloid Kok Hucreler

de gosterilmistir.

Eritrosit

(Kirmmzi kan hiicreleri,
alyuvar)

Aktif oksijen ve karbondioksit

tastyan hemoglobin proteini| Pihtilasmada rol alan hiicrelerdir.

barindiran hiicrelerdir.

Trombositler

(Kan pulguklarr)

Lokositler

(Beyaz kan hiicreleri,

akyuvar)

Viicudun bagisiklik sistemini
olusturur. Disaridan giren
viriis, bakteri gibi zararlilara
karsi1 viicudu savunurlar.

Granulositler
(nétrofil, bazofil, eozinofil

Monositler
Lenfositler
Tablo 2-2: Lenfoid K6k Hucreler
B-Lenfositler T-Lenfositler NK
(Dogal katil hiicreler)
Bagisikliktan sorumlu | B-lenfositlere yardimci| Kanser  hicrelerine  ve  viruslere
antikolar Uretirler. hiicrelerdir. saldirirlar.




2.1.3. Hematolojik Malignitelerin Simiflandirilmasi

Hematolojik maligniteler solid (kat1) olmayan tiimoérlerdir. Cogu zaman “sivi tiimorler”
olarakta adlandirilirlar (29,30). Son yillarda yapilan caligmalar hematolojik
malignitelerin diinya c¢apinda bildirilen tim kanser tanilarinin yaklagik % 6,6'sindan
fazlasin1 olusturdugunu gostermistir (28). Hematolojik kanserler lenfoid ve myeloid
kanserler olmak tizere iki gruba ayrilir. Tablo 2.3 de hematolojik kanserler ve ¢esitlerinin

bir kismi1 verilmistir.

Tablo 2-3: Hematolojik Kanserler

Lenfoid Kanserler Myeloid Kanserler
ALL (Akut Lenfoblastik Losemi) AML (Akut Myeloid Losemi)
KLL (Kronik Lenfoblastik Lésemi) APL (Akut Promyelositik Ldsemi)
HHL (Sach (tuyl) Hicreli Losemi) KML (Kronik Myeloid Lésemi)

MDS (Miyelodisplastik Sendromlar)

MM (Multiple Myeloma)

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) hematolojik kanserlerin smiflandirilmas i¢in bir kilavuz
hazirlamigtir (31). WHO tarafindan hazirlanan smiflandirma semasi, esas olarak
morfolojik, sitokimyasal ve histolojik verilere dayanir. Bu veriler periyodik olarak
genetik kriterlerle karsilastirilarak revize edilir. Fransiz-Amerikan-Ingiliz isbirligi grubu
olan FAB ise ayr1 bir siniflandirma semasma sahiptir. FAB’a gore akut 16semileri
smiflandirmak i¢in morfoloji ve sitokimyasal boyalardan elde edilen verileri kullanir (32,
35). FAB semasi, AML'nin l6semik hiicrelerini sekiz alt tipe MO, M1, M2, M3, M4, M5,
M6 ve M7 olarak boler. Akut promyelositik 16semi (APL), alt tip M3 olarak belirlenmistir
(36). APL aslinda, AML'li yetiskinlerin yaklasik % 10'unu olusturan bir AML alt
kiimesidir (37). FAB smiflandirma semasi ayrica MDS’den AML ilerlemeyi gorebilmek
icin de kullanilir (38). Cesitli I6semilerdeki kanserli hiicreler ve ¢esitli MDS'deki kanser

hiicreleri, sitogenetik ve akis sitometrisi ile birbirinden ayirt edilebilir (39).



2.1.3.1. Lenfoid Kanserler

A. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL):
Normal hiicrelerde olgunlagsmis olarak bulunan lenfositler, ALL’de
olgunlagsmamis lenfoblastlar olarak bulunurlar. Losemi, 15 yas alt1 ¢ocuklarda en
stk goriilen kanser tiirtidiir. Bu ¢ocuklar icin ALL, AML'den yaklagik bes kat daha
yaygindir ve tiim ¢ocukluk cagi 16semi tanilarinin yaklasik % 76'sini1 olusturur
(40). Normal lenfosit hiicrelerinden farkli olarak, lenfoblastlar asparagini
biyosentezleyen enzim olan asparaginazdan yoksundur. Asparaginaz, hiicre dis1
asparajinin aspartik asit ve amonyaga pargalanmasini katalize eder. (41). Bu da
lenfoblastlarda asparjin birikimi ve lenfositik I6semik hicrelerin blyimesine
neden olmaktadir. Appelbaum ve ark. (42) yapmis olduklari ¢aligma ile ALL nin,
enzim olan asparaginaz’m eksojen kaynak olarak uygulanmasiyla hastaligin
tedavi edilebilir oldugunu sdéylemislerdir (43,44).

B. Kronik Lenfoblastik Losemi (KLL):
Hastalik periferik kanda hizla yiikselen lenfosit artis1 ile karakterizedir. Bu artig
genellikle 6 aydan kisa bir siirede meydana gelmektedir (45). Hastaligin tanisinda;
enfeksiyon bulgusu olmayan ates, asir1 yorgunluk, gece terlemeleri, kilo kayb1 ve
sik enfeksiyon gecirme bulunmaktadir. Hastalik ayrica kemik iligi yetmezligi
nedeniyle anemi veya trombositopeni ile sonuglanir (46,47).

C. Sach (taylt) Hucreli Losemi (HLL):
Myeloid enfoid I6semilerin yaklasik % 2'sini olusturan nadir bir lenfositik kanser
tiirtidiir (48). Amerika Birlesik Devletleri'nde yilda sadece 500 ile 800 yeni vaka
tespit edilmektedir (49). Asir1 ¢ogalmis T hiicrelerini 6ldiiren bir ilag olan
Kladribin, HHL hastalarinin en az % 80'inin tedavisinde etkili sonuglar vermistir
(50,51). Bir ilag haftalik tedavisi tipik olarak on yil siiren remisyonlarla sonuglanir
(52). Kladiribin, bulant1 ve sa¢ dokiilmesi gibi kemoterapinin tipik yan
etkilerinden yoksundur, ancak viruslerden veya daha dnce Pneumocystis carinii
olarak bilinen bir mantar olan Pneumocystis jirovecii enfeksiyonlarmni

kolaylastirabilir (53).

2.1.3.2. Myeloid Kanserler
A. Akut Myeloid Lésemi (AML):



Yetigkinlerdeki tiim 16semilerin yaklasik % 25'ini olusturur (54). Bu hastalikta
l6kositlerin alt gruplarindan notrofil, monosit gibi olgun hiicreler olusamaz ve
viicut infeksiyonlara kars1 savunmasiz kalir. Olusan hiicreler olgun olmayan blast
formlardir ve gorev yapamazlar. Ayrica olgunlagmamis bu hiicreler kemik
iliginde birikerek eritrosit ve trombosit gibi diger normal kan hiicrelerinin de
uretimini bozlarlar (55). Hastalik yorgunluk, morarma veya kanama, ates ve
enfeksiyon ile kendini gosterir (56). Yapilan ¢esitli caligmalarla AML’nin her
yastan bireyde gelistigi, ancak insidansinin ilerleyen yasla birlikte arttigi ve 65
yasindan biiyiik hastalarda dramatik olarak yiikseldigi gosterilmistir (57). AML
tedavisine ragmen, geng yetiskinlerin {licte ikisi ve yash yetiskinlerin % 90'1 hala

hastalikdan dolay1 6lmektedir (58).

. Akut Promyelositik Losemi (APL):

APL, AML'"in bir alt kiimesidir ve AML'li yetiskinlerin yaklasik % 10unu
olusturur (59). APL, aniden gelisen kanama ile kendini gdsterir (60). Kanama
potansiyel olarak oliimciildiir ve 6liim, merkezi sinir sistemi, akcigerler veya
gastrointestinal sistemdeki kanamalardan kaynaklanabilir (61). APL, kromozom
15 ve 17 arasinda translokasyonun oldugu bir kromozomal kusuru igerir. Bu
translokasyon, PML geni ve retinoik asit reseptér-alfa genini (RAR-alfa) iceren
flizyon genini olusturur. PML "promyelosit" anlamina gelir. Ortaya ¢ikan flizyon
geni ve ifade edilen flizyon proteini, PML RAR-alfa olarak adlandirilir. Fiizyon
proteini, hiicrelerin farklilasmasini bloke eder (62). Hastalik tedaviye AML’den
cok daha iyi yanit vermektedir.

. Kronik Myeloid Lésemi (KML):

Tiim 16semilerin yaklasik % 14'inii olusturan potansiyel olarak dliimciil bir kok
hiicre kanseridir (63). Hastalarm % 80'den fazlasi, KML evresinden bagimsiz
olarak yorgunluktan sikayet eder. Bu hastalarinda yaklasik %40'1 normal tetkikler
icin gittikleri kontrolde kan sayimlarinda anormal derecede artmig kan hiicrelerine
rastlarlar (64). Ozellikle granulosit tipindeki hiicrelerin artistyla karakterizedir.
Asirt ¢ogalan graniilositlerin yapilarinda meydana gelen bozuklulardan dolay1
fonksiyonlarini yerine getiremez hale geldiklerinde 16semik hiicrelere doniistirler.
Losemide hiicrelerle birlikte trombositlerde de artisin meydana gelmesi

hastalikligin olusumuyla ilgili sikayetleri beraberinde getirir (55). Yapilan



calismalar gostermistir ki Imatinib, yeni teshis edilen KML vakalarini tedavi
etmek igin etkilidir. Imatinib'in ise yaramadigi durumlarda, aym zamanda
imatinib gibi tirozin kinaz inhibitorleri olan nilotinib veya dasatinib kullanilabilir

(65-67).

D. Miyelodisplastik Sendromlar (MDS):
Miyelodisplastik sendromlar (MDS), anemi, nétropeni ve trombositopeni iceren
bir grup bozukluktur. Anemi kronik yorgunluk ve nefes darligi ile sonuglanir,
notropeni enfeksiyon artisi ile sonuglanir ve trombositopeni (diisiik trombosit)
artan kanama ve morarma ile sonuglanir. Bu nedenle, bir hasta anemi, enfeksiyon
ve kanama ile bagvurdugunda, doktor ilk olarak MDS'den siiphelenebilir. MDS,
baska bir kanser tiirii olan AML'ye yol acabilmeleri ile ayurt edilir (68). MDS
herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilmesine ragmen, hastalarin % 70'inden fazlas1 70

yas veya tizerindedir (69).

2.2. Multiple Myeloma (MM)

Multiple myeloma (MM), neoplastik plazma hiicrelerinin ¢ogalmasi1 ve monoklonal
immiinoglobiilin liretimi ile karakterize edilen malign bir neoplazmdir. Diinya ¢apinda
neoplazmlarin % 1-2'sini ve tiim kanser 6liimlerinin % 2'sini olusturan ikinci en yaygin
hematolojik malignitedir (70). MM, hastalarin cogunda monoklonal immiinoglobulin agir
zincirleri (M-protein) veya hafif zincirlerin Uretimi ile karakterizedir (71). Profesér Jan
Waldenstrom ilk olarak 1960 yilinda asemptomatik hastalarm kaninda bir M-proteini
bulgusuna rastlamis ve bu durumu “esansiyel hipergamaglobulinemi” olarak
adlandirmigtir (72). Kyle ise daha sonra monoklonal gamopatileri olan hastalarin, plazma
hicreli malignitelerden multiple myelom gelistirme riskinin daha yiiksek oldugunu
gbzlemlemis ve bu nedenle bu gammopatinin her zaman iyi huylu olmadig1 sonucuna
varmistir. Boylece Onemi belirsiz monoklonal gammopati (MGUS) terimi ortaya
cikmistir (73).

Genetik olarak bakildiginda MM, ¢oklu genetik degisiklikleri ve beraberinde dallanmis
hastalik evrimini igeren karmasik bir durumdur. MGUS'tan multiple myelomaya ilerleme
sirasinda, plazma hiicreleri bir dizi genetik degisim ve bagisiklik sistemine ait 6zellesmis
hicrelerden kagma yetenegi kazanir. Genetik sapmalar1 ve fonksiyonel degisiklikleri

tespit etme teknikleri giderek daha hassas ve kesin hale gelmektedir. Myelomda



sitogenetik degisikliklerin yani sira ¢esitli hiicresel mekanizmalar1 etkileyen somatik

mutasyonlar da tanimlanmustir (74).

Ayrica myelomda, hastaligin ilerlemesini tesvik etmek icin ¢esitli sekillerde hareket eden

kemik iligi mikrogevresi ve bagisiklik sistemi ile yogun bir etkilesim vardir.

2.2.1. Epidemiyoloji

En son Kiresel Kanser Gozlemevi (GLOBOCAN) istatistiklerine gore, 2018'de tum
kanser tanilarinin % 0,9'unu olusturan tahminen 160.000 MM vakasinin varoldugu
bildirilmistir (75). Bu vakalarin yaklasik 90.000'1 erkek ve 70.000't kadindir; bu da,
sirastyla 2.1/100.000 ve 1.4/100.000'ik yasa gore standardize edilmis bir insidansa esit
olmaktadir. Dogumdan 74 yasina kadar kiimiilatif tan1 alma riski erkeklerde % 0,24 ve
kadnlarda % 0,17'dir, bu da hastalig1 erkeklerde yaklasik 1,5 kat daha olas1 hale
getirmektedir (76). Avustralya, Bat1 Avrupa ve ABD'de en yuksek insidans ile diinyada
goriilme siklig1 artmaktadir. ABD'de, 2020 yilinda tiim kanser teshislerinin %1,8'ini
olusturan 32.000 vakanin teshis edildigi tahmin edilmektedir. Bu, multiple miyelomay1
en yaygin 14. neoplazm yapmaktadir. Mevcut tahmini insidans orani, 7.0/100.000,
insidansin 4.9/100.000 oldugu 1975'ten bu yana % 143'lik bir artis oldugu bildirilmistir
(77).

2.2.2. Multiple Myeloma Patogenezi

Multiple myelomal:1 hastalarda plazma hiicrelerinin % 90'mda sitogenetik anormallikler
saptanir ve c¢cok asamali genetik degisiklikler bazi kisilerde MGUS'tan multiple
myelomaya ilerler (78,79). MGUS'lu hastalarda yilda yaklasik %1 oraninda multiple
myeloma gelisir (79). Normal plazma hiicrelerinin MGUS olusumunu destekleyen
doniisiimlerinin molekiiler temeli belirsizdir, ancak siklin D proteinleri aile liyelerinde
(siklinler D1, D2 ve D3) meydana gelen diizensizlikler MM nin ¢ok erken evrelerinde
bulunan bir anormallik olarak bilinmektedir (80). Bu duzensizlikler IgH geni ile CCND1
(siklin D1) ve CCND3 (siklin D3) translokasyonlarmi, spesifik siklin D gen
amplifikasyonlarini, trizomileri ve farkli bir c¢ok sitogenetik olaylar1 igeren
mekanizmalardir (81). Siklin D ekspresyonunun yukar: regiilasyonu, anormal plazma
hiicresinin olusumunda erken donemde meydana gelen bir olay gibi goriinse de, hastaligi

MGUS'tan MM'ye yonlendirmek i¢in tek bagina yeterli degildir (82).
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2.2.2.1. Kromozomal Anormallikler

Myelom, kromozomal anormalliklere gore genel olarak iki gruba ayrilabilir;
3,5,7,9,11,15,19 ve 21 numarali kromozomlarda meydana gelen trizomiler (hiperdiploidi)
ve kromozom 14 iizerinde lokalize olan IgH iceren translokasyonlardir. Bu olaylar,
miyelomun evriminin en az iki farkli yolu izleyebilecegini gdsteren baslatic1 veya birincil
olaylar olarak kabul edilir (83,84). Myelomlu hastalarin % 45'inde IgH translokasyonlar1
ve % 50'sinde hiperdiploidi bulunur (74). Myelom hastalarinin yaklagik % 10'unda hem
IgH translokasyonu hem de hiperdiploidi bulunurken, % 5'inde ne IgH translokasyonu ne
de hiperdiploidi saptanamaz. Bu durum birincil sitogenetik olaylara ek olarak, miyelomda
bir dizi kromozomal anormalliklerin yani swra somatik mutasyonlar bulundugunu

gOstermektedir (83).

a. IgH Translokasyonu

Translokasyon, cift sarmalli DNA kirilmast ve anormal bir sekilde yeniden
birlesmesinden meydana gelir (85). Lenf diigiimlerinin germinal merkezindeki B-
lenfositlerinin olgunlasma siirecinde, antikorun afinitesini arttirmak i¢cin immiinoglobulin
agr zincir (IgH) geninde genetik diizenleme olur. ilk olarak, somatik hipermutasyon ad1
verilen bir siiregte hiperdegisken bolgenin (V-D-J) yeniden diizenlenmesi gergeklesir.
Daha sonra hiicre, farkl izotiplerde antikorlarla sonuglanan sinif gegisli rekombinasyona
ugrar (86). Hem somatik hipermutasyon hem de smif gecisli rekombinasyon,
imminoglobulin lokusunda (14q32) ¢ift sarmalli DNA kirilmalarina neden olur ve
aktivasyonla indiiklenen deaminazin (AID) ekspresyonunu gerektirir. Siki kontrol
mekanizmalarina ragmen, bu genetik diizenleme, anormal yeniden birlesmeye ve
dolayisiyla kromozomal degisikliklere neden olmaktadir (71,74,87).

IgH translokasyonlarmin c¢ogu, smif degistirme rekombinasyonu veya somatik
hipermutasyon sirasinda meydana gelir, ancak translokasyonlar, pro-B-lenfositlerin erken
asamalar1 dahil olmak {izere B-hiicresi gelisimi sirasinda ¢esitli asamalarda da meydana
gelebilir. Myelomdaki en yaygin IgH translokasyonlari t(4;14), t(6;14), t(11;14), t(14;16)
ve t(14;20) olup, hepsi bir onkogen ile sonuglanir. Bu translokasyonlarin ¢ogunda net
etki, hiicre dongiisiiniin G1'den S fazina yayilmasi ve s6z konusu klon igin segici bir
ilerleme ile sonuglanan siklin D proteinlerinin tesvik edilmesidir (85). IgH dahil

translokasyonlar hastalik prognozu icin farkl etkileri vardir ve myelom hastalarinin
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incelenmesinde IgH yeniden diizenlenmesinin degerlendirilmesi aragtirmacilar tarafindan
onerilmektedir (88).

Kromozom 11q13 (CCND1) ve kromozom 14q32 (IgH) arasindaki translokasyon (11;14)
en yaygin olandir, miyelom hastalarinin % 15-20'sinde bulunur, CCND1'in diizenlenmesi
ve hiicre dongiisiiniin desteklenmesi ile sonuglanir (74). Myelomda t(11;14)Un
prognostik bilgisi hakkinda kesin bir bilgi bulunmamasina ragmen, genel olarak notr bir
etkiye sahip oldugu kabul edilir. Ancak t(11;14) translokasyon ve CCNDI
mutasyonlarinin bir arada meydana gelmesinin koétii prognoz ile iliskili olduguna dair
gostergeler bulunmaktadir (87,89).

Diger yaygim olan t(4;14) translokasyonu sifrelidir ve geleneksel metafaz sitogenetigi
tarafindan tespit edilemez. Bu nedenle tespit i¢cin FISH veya polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) gibi molekiiler tani yontemleri kullanilmahdir (83). Translokasyon (4;14),
kromozom 4pl6'dan MMSET ve FGFR3 genlerini, bu genlerin asir1 eksprese edildigi
14932 IgH enhancer bdlgesi yan yana getirir (90). Translokasyon sonucunda kromozom
4 tzerinde bulunan iki genin lokasyonlar1 degisir. MMSET kromozom 4 {izerinde
kalirken, FGFR3 kromozom 14'e yer degistirir (85). Histon modifikasyonu yoluyla
epigenetik diizenlemeyi etkileyen MMSET, bu translokasyonlarin % 100'lnde ifade
edilirken, onkojenik bir reseptor tirozin kinaz olan FGFR3'lin strekli ifadesi % 75'inde
tespit edilmektedir (83,91). Yapilan c¢alismlarala translokasyon t(4;14), hem
progresyonsuz sagkalim hem de genel sagkalim acisindan kotii bir sonugla

iliskilendirilmistir (90,92).

b. Hiperdiploidi
Hiperdiploidi hastalarinda 3, 5,7, 9, 11, 15, 19 ve 21 numarali kromozomlarda trizomiden
otilirdi tek sayida kromozom kazanci vardir ve hiicreler toplamda 48 ila 75 arasinda
kromozom barmdirir. Hiperdiploidinin  arkasindaki mekanizma kesin olarak
bilinmemektedir. Ancak 6nde gelen hipotez, tim kromozom kazanimlarinin, bir seferde
bir kromozomun ardigik kazanimi yerine, basarisiz bir mitoz sirasinda meydana
gelmesidir (74). Hiperdiploidi hastalar1 heterojen bir gruptur ancak genel olarak IgH
translokasyonlu hastalara gére daha iyi prognoza sahiptirler. Hiperdiploidi, 1gG kappa
myelomu ile daha sik iligkilidir ve hastalar, IgH translokasyonlar1 olan hastalara kiyasla
genel olarak daha yasghdir (83). Muhtemel bir baslangi¢ vurusu olarak tek sayida

kromozom kazanimlarina ek olarak, bu hastalarda siklikla ikincil vuruglar olarak ek
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translokasyonlar bulunur. En yaygm olanlar1 dellp, +1q, dell7p ve 8q24'teki MYC
lokusu dahil translokasyonlar ve amplifikasyonlardir (93).
c. Ikincil (sekonder) Translokasyonlar

IgH translokasyonlar1 ve kromozom hiperdiploidilerine ek olarak, tan1 aninda ve daha
sonra hastalik ilerledikge artan kromozomal materyal kazanimlar1t ve kayiplari
goriilmektedir. 8q24'te MYC'yi igeren translokasyonlar, yeni teshis edilen hastalarin %
18'ine ve relaps ortamindaki hastalarin % 50'sine kadar varan oranda myelomda siklikla
gorulmektedir (83,87). MYC'nin bir dizi translokasyon ortagi vardr ve MYC’de
meydana gelen bu yeniden diizenlemeler, kotii prognozla iliskilidir. En yaygin
translokasyon ortaklari, immiinoglobulin agir ve hafif zincir genleri IgH, IgL ve [gK'nin

yani sira myelomda siklikla yer alan FAM46C genidir (87).

2.2.2.2. Somatik Mutasyonlar

Yeni nesil dizileme yontemleri kullanilarak multiple myelomada bir dizi tekrarlayan
somatik mutasyon tanimlanmistir (87). Simdiye kadar, hastaliga 6zgii bir gen mutasyonu
tanimlanmamustir, ancak tekrarlayan mutasyonlara ugramis siiriicii genlerin bir kismi
tanimlanmistir. Siklikla mutasyona ugrayan genler, MAPK ve NFKB sinyal yollarinin
yani sira DNA onarimi ve hiicre dongiisii dahil olmak {izere ¢esitli hiicresel islevlerde
gorev alirlar. KRAS ve NRAS'taki mutasyonlar hastalarm % 50'sinde goézlenir (93).
KRAS ve NRAS, genis bir tiimor spektrumunda mutasyona ugrayan ve RAS/MAPK
sinyal yolaginda hiicre i¢i sinyallesmeyi etkileyen onkogenlerdir. RAS/MAPK yolunun
aktive olmasi; hiicre farklilasmasini, cogalmasin1 ve hayatta kalmasmi etkileyen gen
ekspresyonlarini1 degistirir. BRAF da bu sinyal yolunun bir parc¢asidir ve miyelom
hastalarinin % 10'unda mutasyona ugrar. BRAF mutasyonlar1 oncelikle tiiylii hiicreli
l6semide oldugu gibi kodon 600'de (V600E) bulunur, ancak ek mutasyonlar da
gozlenmistir (87,93).

NFKB vyolu, gen transkripsiyonu ve hiicre ¢ogalmasiyla sonuglanan miyelom
hiicrelerinde yukar1 dogru diizenlenir. Bu sinyal yolunda yer alan bir dizi gende meydana
gelen sik mutasyonlarda miyelom olusumunda oOnemlidir (6rn., TRAF3, CYLD,

MAP3K14, BIRC2, BIRC3, IKBKB ve daha fazlas1) (87,94).

DNA onarim mekanizmalari; somatik mutasyonlar, P53'lin gen delesyonlar1 ve
kromozom 17’nin kisa kolundaki delesyonlar tarafindan degistirilir. 17p bdlgesini

etkileyen mutasyonlar ve delesyonlar hastalik ilerledik¢ce daha sik hale gelir ve kotu
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prognozla iliskilendirilir (74). P53 ile aynt DNA onarim mekanizmasinin pargasi olan
ATM ve ATR'deki mutasyonlar ve delesyonlar myelomda da yaygin olarak
gOrulmektedir (87).

2.2.2.3. Kemik Iligi Mikrocevresi

Multiple myelom hiicreleri ve kemik iligi mikro ortami arasindaki etkilesim, myelom
gelisimi, tedavisi ve ilerlemesi i¢in ¢ok dnemlidir. Mikro ¢evreyi hematopoietik hiicreler
(B hiticreleri, T hiicreleri, dogal 6ldiirticii hiicreler, myeloid tiirevi baskilayici hiicreler ve
osteoklastlar-kemik erimesinde rol oynarlar dahil-) ve hematopoetik olmayan hiicreler
(kemik 1iligi stromal hiicreleri dahil) osteoblastlar (kemik olusumunda rolii olan) ve
endotel hiicreleri birlikte olusturur. Bu hiicreler topluca multiple myelom hiicrelerinin
gociine ve proliferasyonuna ayrica kemik hasarma da katkida bulunabilen birkag¢ faktor

salgilar (95).

Coklu myelom hiicrelerinin kemik iligine gocii, olgun plazma hiicrelerinin gogiine
benzerlik gosterir. Bu hicreler yiizeylerinde kemokin reseptorii olarak bilinen CXC-tip
4'tin (CXCR4) artmuis ekspresyonunu icerirler (96). Endotel hiicreleri, multiple myelomun
hiicre gogiinde 6nemli bir role sahiptirler. Bu hiicreler hiicre dis1 siklofilin A (peptidil-
prolil cis-trans izomeraz A) salgilar ve multiple myelom hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
CD147'ye (basigin-BSG-olarakda bilinir) baglanarak migrasyona katkida bulunur (97).
Kemik iliginde ilk klonun olusumu, mikrometastatik yolla kemik iliginde kolonize olan

multiple myelom hiicrelerinin lokaslizasyonu olarak tanimlanmustir (98).

Multiple myelomlu hastalardaki yaygin kemik hastaligi, artan aktivite ve osteoklast
sayisindan bununla beraber azalmis aktivite ve osteoblast sayisindan kaynaklanir.
Multiple myelom hiicrelerinin kemik iligi stromal hiicreleri ve osteoblastlar ile etkilesimi,
RANKL iiretiminin artmasina ve osteoprotegerin diizeylerinin azalmasiyla sonuglanir
(99). RANKL, preosteoklastlar tarafindan ifade edilen RANK'a (NF-kB'nin reseptor
aktivatorli; ayrica TNFRSFI1A olarak bilinir) baglanir ve osteoklastlarda artan
farklilasmaya neden olur. Osteoprotegerin, tuzak bir RANK reseptoridur; bu faktérin
azalmig seviyesi, farklilasmaya neden olan RANKL diizeyini yiikseltir (100).
Osteoklastlarin ve osteoblastlarin say1 ve aktivitelerindeki bir dengesizlik, kemigin tahrip
olmasma ve kemik hastaliginin gelismesine neden olur (95). Mikro gevre ve multiple
myelom hiicreleri arasindaki etkilesimde, eksozomlarm bir rolii oldugu bilinmektedir.

Hastalarda, kemik iligi stromal hiicrelerinden alinan eksozomlar, saglikli bireylerden
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alinan eksozomlara kiyasla bazt miRNA’lar (miR-15a) daha diisiik seviyede ekspresyona
sahiptir (101). Bu durum tiimor biiylimesini ve gelisimini etkilemektedir, ¢linkii miR-15a
aralarinda BCL2, CCND1 ve CCND?2 gibi genlerle birlikte bir tiimor baskilayict gérevi
gOrmektedir (102,103).

2.2.3. Tam ve Tedavi

Multiple myeloma (MM), yakin zamana kadar patolojik ve klinik Ozelliklerin bir
kombinasyonuna dayali olarak tanimlanmaktaydi. Spesifik olarak, neoplastik plazma
hiicre klonunun gosterilmesine ek olarak, tani i¢in altta yatan klonal siirece ek olarak bazi
ug organ hasarmin (hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi veya CRAB 6zellikleri olarak
adlandirilan kemik lezyonlar1) varligi da gereklidir (104,105). Neoplastik klonu olan ve
u¢ organ hasart olmayan hastalara, kemik iligi plazmasitozunun derecesine veya
monoklonal protein (M) diizeyine bagl olarak, onemi belirsiz monoklonal gamopati
(MGUS) veya icin igin yanan multiple myelom (SMM) tanis1 koyulmustur. MGUS ve
SMM bozukluklar1 maligniteye ilerleme riskine gore boliinmiistiir ve bu ayrim klinik
bakim, danigmanlik, prognostik degerlendirme ve hastalik seyrinin yonetimi i¢in kritiktir.
SMM, MGUS'tan (yilda yaklasik % 1) cok daha yiiksek maligniteye (yilda yaklasik %
10) ilerleme riski tasir (93).

1990'larn sonlarna kadar, MM'yi tedavi edecek ¢ok az ilag vardir ve mevcut olanlar da
(alkilatorler ve kortikosteroidler) ¢ok etkili degildi ve uzun vadeli riskler tagimaktaydi.
2014 yilinda, Uluslararast Myelom Calisma Grubu (IMWG), MM'nin hastalik tanimini,
son organ hasar1 olusmadan 6nce erken taniyr miimkiin kilmak i¢in revize etmistir (88).
[k olarak, MM'yi tedavi etmek i¢in birkac yeni yiiksek derecede aktif ilag mevcuttur ve
bu ajanlar MM'li hastalarin sagkalimmn iki katindan fazla artrmistir (110). Ikinci olarak,
2 yil icinde MM'ye ilerleme olasilig1 yiiksek (=% 80) veya MM'ye ilerleyen SMM'li
hastalar1 dogru bir sekilde ayirt eden spesifik biyobelirtecler belirlendi, boylece gercek
MGUS'Tu hastalar ile sadece en yiiksek riske sahip hastalara tedavi verme firsat1 sagladi
(106). Ugiinciisii, 6zellikle diisiik doz tiim viicut bilgisayarli tomografisi (BT) ve pozitron
emisyon tomografisi/bilgisayarli tomografik taramalar (PET/BT) olmak {izere, hastaligi
erken saptamak i¢in gelismis goriintiileme modelleri kullanilabilir hale geldi. Bu ayni1
zamanda, gozlemlenen hastalara, kemik lezyonlar:1 hala kii¢iik ve tahribatsiz oldugunda
potansiyel olarak teshis konabilecegi anlamma gelmektedir (107). Son olarak, Ispanyol

Myelom Grubu tarafindan yiiksek riskli SMM'li hastalarda yiiriitiilen randomize bir
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calisma, lenalidomid ve diistik doz deksametazon (Rd) ile erken tedaviye gore bir hayatta
kalma avantaji gdstermistir (93). Son olarak, ispanyol Myelom Grubu tarafindan yiiksek
riskli SMM'li hastalarda yiiriitiilen randomize bir ¢alisma, lenalidomid ve diisiik doz
deksametazon (Rd) ile erken tedaviye gore bir hayatta kalma avantaji gostermistir (108).
Son yirmi yilda MM tedavisinde biiyiik ilerlemeler gosterildi ve bu da genel sagkalimin
artmasina yol actt. Tipik olarak, myelom hastalari, degisken siireli bir remisyon fazini
indikleyen otolog kok hiicre transplantasyonunu izleyen bir indiiksiyon kemoterapisi
dongiisiine tabi tutulmaktadir. Cogu durumda, bu asamay1 hastaligin niiksetmesi izler, bu
da ikinci basamak tedavinin kullanilmasina ve ardindan tedavisiz remisyon asamasina yol
acar. Bu dongii genellikle devam eder ve her remisyon fazi, antimyelom ilaglar1 hastaligin
ilerlemesini durduramayana kadar giderek kisalir (109). Tablo 2.4’de Uluslararasi
Myelom Caligma Grubuna ait multiple myelom ve ilgili plazma hiicre bozukluklar: i¢in

tani kriterleri verilmistir (93).

Tablo 2-4: Uluslararasit Miyelom Calisma Grubu, multipl miyelom ve ilgili plazma

hiicre bozukluklari i¢in tani Kriterleri (110)

Hastahk 4 Tam
Ug kriterin tiimii karsilanmalidir:

Onemi belirsiz IgM olmayan monoklonal | gm/dL
gamopati (MGUS) * Klonal kemik iligi plazma hiicreleri < %10a

» Serum monoklonal proteini (IgM olmayan tip) <3

* Plazma hiicresi proliferatif bozukluguna atfedilebilecek
hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi ve kemik
lezyonlar1 (CRAB) gibi son organ hasarinin olmamasi

Her iki kriter de karsilanmalidir:

Icten yanmah multiple myeloma (SSM) | ve/veya klonal kemik iligi plazma hiicreleri %10-60

olmamasi

* Serum monoklonal proteini (IgG veya IgA) >3 gm/dL
veya 24 saatte >500 mg idrar monoklonal proteini

*+ Myelom tanimlayan olaylarin veya amiloidozun

Her iki kriter de karsilanmalidir:

veya birkagi:

atfedilebilecek u¢ organ hasarinin kaniti, 6zellikle:

Multiple Myeloma (MM) mmol/L (>11 mg/dL)

veya serum kreatinin >177 pmol/L (>2 mg/dL)

* Klonal kemik iligi plazma hiicreleri >%10 veya biyopsi
ile kanitlanmis kemik veya ekstramediiller plazmasitoma
* Asagidaki miyelom tanimlayan olaylardan herhangi biri

— Altta yatan plazma hiicresi proliferatif bozukluguna

Hiperkalsemi: serum kalsiyumu >0,25 mmol/L (>1
mg/dL) normalin st sinirindan yiiksek veya >2,75

Bobrek yetmezligi: kreatinin klerensi <40 mL/dakika
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Anemi: Normalin alt smirmin >2 g/dL altinda
hemoglobin degeri veya <10 g/dL. hemoglobin degeri
Kemik lezyonlari: iskelet radyografisi, bilgisayarl
tomografi (BT) veya pozitron emisyon tomografisi-CT
(PET-CT) Uzerinde bir veya daha fazla osteolitik lezyon
— Klonal kemik iligi plazma hiicre yiizdesi >60%

— Dahil: karismamig serum serbest hafif zincir (FLC)
oran1 >100 (ilgili serbest hafif zincir seviyesi >100 mg/L
olmalidir)

— Manyetik rezonans goriintileme (MRI) galigmalarinda

>1 odak lezyonu (en az 5 mm boyutunda)

2.3. DNA Metilasyonu

[Ik bulunan ve iizerinde en fazla calisma yapilan epigenetik degisiklik DNA
metillenmesidir (111,112). Sitozin niikleotidinin metillenmesi, gen ifadesi ile direkt bagh
olup bir¢ok dkaryot canlinin gelisiminde, normal ve hastalik durumunda biiyiik rol oynar
(113). DNA metilasyonu, S- adenozilmetiyonundaki (SAM) bir metil (-CH3) grubununun
hiicre genomundaki bir sitozin niikleotitine kovalent bagiyla eklenerek metilsitozini
olusturmasi olarak tanimlanabilir (114). Memeli hiicrelerde DNA metilasyonu genellikle
CpG dinukleotidindeki sitozinin pirimidin halkasinin 5. karbonuna olur (115). CpG
adaciklari, genellikle genlerin promotor bélgelerinde bulunan 0,5-3 kb (genellikle 200
baz ciftinden uzun) uzunlugundaki CpG dinukleotince zengin bolgelerdir (CpG frekansi
en az 0,6°dir) (116). Yapilan son arastirmalarda promotor bolgesindeki CpG adaciklar1
gibi genin yapisinda bulunan CpG adaciklarinin metilasyonunda transkripsiyonel
aktiviteyi etkiledigi bulunmustur (117). DNA metilasyonu, genellikle genetik suskunluga
sebep olmaktadir (118). DNA’nin metilasyonunu, DNA metiltransferaz (DNMT)
enzimleri tarafindan metil baglanma proteinleri yardimiyla (MBD1, MBD2, MBD3 vb.)
katalizlenir (119,120). Simdiye kadar cok sayida DNMT (DNMTIlp, DNMTIb,
DNMTlo, DNMTI1p, DNMT2, DNMT3A, DNMT3b, and DNMT3L) tanimlanmistir
(121). Memelilerde en fazla bulunan DNMT1 yar1 metillenmis (bir zincirdeki CpG
metillenmis, diger zincirdeki ise metillenmemis) DNA’nin metillenmesinde katalizler
(122). Katalitik aktiviteye sahip olan DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B aksine DNMT3L
metiltransferaz aktivitesi gostermezler (Sekil 2.1) (123).

Metilasyon orani, genomdaki tekrar dizilerinin ve transpozonlarm CpG bolgelerinde
yiiksek oldugu i¢in transkripsiyon baskilanir ve transpozonlarm genom igerisindeki

hareketi engellenerek kromatin kararliligi korunur (124,125). DNA hipermetilasyonu,
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DNA onarim mekanizmasinda gorevli enzimleri kodlayan genleri, sinyal iletiminde
gorevli genleri, hicre dongusu dizenleyicisi olarak gorevli genleri, apoptozda gorevli
genleri ve detoksifikasyonda gorevli genleri inaktive ederek karsinogeneze katkida
bulunur. DNA hipometilasyonunda ise, onkogen aktivitesi artisi, transpozon hareketleri
artisiyla birlikte genomik kararliligin kaybolmasiyla imprinting kaybi durumlariyla

karsigoneze katkida bulunulur.

Sekil 2-1: DNA metilasyonu kimyasal gosterimi (126).

S-adenosyl-L-methionine S-adenosyl-L-homocysteine
(AdoMet) (AdoHcy)
NHZ ‘ _ NH2
\—/ \—/ CHs

DNMT3A & DNMT3B (gg:::en;etilasyonu kendiliginden meydana 0 T
DNA yada DNA
DNMTI ( Dig etken sonucu olusursa)
Cytosine (C) 5-methylcytosine (MeC)

2.3.1. DNA Metilasyonu ve Kanser iliskisi

DNA metilasyonu ve kanser arasindaki iligki ilk kez 1983 yilinda ortaya konmustur.
Burada, kanserli hiicre genomlarinin normal hiicre genomlarina gére hipometile bir yap1
oldugu gosterilmistir. DNA’nin hipometilasyonu onkogenleri aktive eder ve transpozon
hareketliligini arttirir. Dolayisiyla bu siire¢ genomik kararsizliga neden olup kansere ne-
den olur (125). Onkogenlerin aktivasyonu ya da tiimor baskilayici genlerin fonksiyonunu
yitirmesi gibi nedenler kontrolsiiz biiyiime ve metastaz yapabilme yetenegine sahip olan
kanser hiicrelerinin meydana gelmesine yol agmaktadir (127). DNA metilasyonu, kanser
mekanizmasinin tetiginin ¢ekilmesinde, ilerlemesinde ve metastaz yapmasindaki siirecte
etkili olan bir epigenetik mekanizmadir (128). Metilasyonu diizenleyen DNMT ve MBD
genlerindeki mutasyonlar; meme, mide ve akut myeloid l6semi gibi kanserlerin

olusumunda etken oldugu bilinmektedir. Anormal DNA metilasyonun; hipermetilasyon,
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hipometilasyon ve baskilama kaybi (loss of imprinting) olmak {izere iig tiirii vardir (129).
Ayrica, global DNA hipometilasyonu ve promotor DNA hipermetilasyonu olmak iizere
kanserde iki sekilde etkili olmaktadir (128). Global hipometilasyon normalde suskun olan
genlerin aktiflestirmek ve kromozomal kararsizliga (chromosomal instability) sebep
olmak suretiyle tiimor gelisimine sebep olabilir Ayrica tiimor gelisimi boyunca
hipometilasyon derecesi artmaktadir (130,131). Gen promotor bdlgelerinde bulunan CpG
adaciklarinin hipermetilasyonu ise kanserde en fazla calisilan epigenetik degisikliktir.
Timor supressor genler gibi kanser olusumunda rol alan genlerin CpG adaciklari
hipermetillendiginde, genler inaktif forma gecer ve kanser olusumuna sebebiyet verebilir
(132). Global DNA metilasyonunun azalmasi ozellikle de prostat, bas-boyun,
hepataseliiler ve beyin kanseri olusumu ile iligkili bulunmustur. Genlerin promotér
bolgelerinin hipermetilasyonunun kanserle olan iligkisi ise promotdr bolgelerinde
bulunan CpG adalarinin hipermetile olmasi seklinde belirtilmistir (133). Yeni nesil
Dizileme (NGS-Next Generation Sequence) gibi yeni yontemler kullanilarak yapilan
arastirmalar sonucunda normalde metillenmemis durumdaki CpG adaciklarmin % 5 ila
% 10’unun ¢esitli kanser tiirlerinde anormal metillendigi gosterilmistir (134). CpG
adaciklarinin hipermetilasyonu DNMT enzimlerinin asir1 ifade edilmesi suretiyle
olmaktadir. Meme, over ve mesane gibi kanser tlirlerinde DNMT enzimlerinin agir1 ifade
edildigi rapor edilmistir. Bu durum DNMT enzimlerini kanser tedavi yodntemi
gelistirilmesinde yeni hedef haline getirmistir. DNMT inhibitorii olarak 5-aza-
deoksisitidin (5-azadeoxycytidine) ve zebularine gibi ajanlar kullanilmaktadir (135).
DNMT inhibitori kullanilarak meme, miyeloid 16semi gibi kanserlerde hipermetilasyon
sebebiyle susmus olan genlerin tekrar aktiflestirilebildigi rapor edilmistir (136). Sekil
2.2’de kanserdeki DNA modeli gosterilmistir.
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Sekil 2-2: Kanserdeki DNA Modeli

Fizyolojik DNA metilasyonu

n@nr’n 0 0

Ekz

on Ekzo

n Ekzon

Kanserde DNA Metilasyon Modeli

D
000000 00 o 0

kron Ekzon Ekzon

E

Ustteki gorsel, CpG'lerin transkripsiyona ugradign (yesil) transkripsiyonel aktiviteye izin veren saglikli durumu

gosterirken, tekrarlayan bolgeler yogun metillenmis (kirmuzi) halde tutulur. Bu tablo, kanserde tersine doner;
metillenmemis (yesil) tekrarlayan bolgelerde metilasyon kaybiyla birlikte promotorlerdeki CpG adaciklart yogun
sekilde metillenir (kirmizi). Tekrarlayan dizilerdeki bu metilasyon kaybi, bu bolgelerin aktiflesmesine ve genom

kararsizligina yol agar (137).

Kanserlerde, DNA hipometilasyonu onkogenleri aktive ederek kromozom kararsizligimi
baslatirken, DNA hipermetilasyonu tiimor baskilayici genlerin susturulmasma yol agar.
DNA hipermetilasyonunun gozlendigi CpG adaciklarini yogun sekilde iceren kanser
dokular1, ‘CpG adas1 metilator fenotip,” (CIMP) olarak adlandirilmistir ve son on yilda
mesane, meme, endometriyal, gastrik, glioblastom, hepatoselliiler, akciger, yumurtalik,
pankreas, prostat, renal hicre kanserleri, 16semi, melanom, duodenal adenokarinom,
adrenokortikal karsinom ve ndroblastom gibi ¢esitli timor tiplerinde tanimlanmistir
(138). Gen spesifik metilasyon degisiklikleri diginda, genomun tekrarlayan
elementlerinde (6r. LINE-1) metilasyon diizeyleri kanserogenez siirecinde azalir
(hipometilasyon). LINE-1 elementindeki metilasyon degisikleri cesitli kanser tipleri
(kolon, testis, kolon, mesane, mide, bas-boyun ve néroendorkin timarler) ile sistemik
lupus eritematozus ve noral tiip defektlerinin gelisimi ile iligkilendirilmistir. Tekrar
elementlerindeki metilasyon durumu, genellikle global DNA metilasyon seviyelerini
tahmin etmek i¢gin belirteg olarak kullanilir (137,139).
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2.4. Multiple Myeloma ve Epigenetik

Kanserde DNA metilasyon galismalari, MM dahil olmak tizere malign hicrelerin genel
olarak global bir DNA hipometilasyonu ve timor baskilayici genlerin hipermetilasyonu
ile karakterize oldugu sonucuna varmustir (140,141). Global hipometilasyonun, mevcut
metioninin ayrigmasindan kaynaklandigi ve bunun genom g¢apinda DNA metilasyonu
kaybina boylece de genomik kararsizliga neden oldugu one striilmiistiir (142). MM'de
global DNA hipometilasyonu, hastaligin ilerlemesi ve kotii prognoz ile iliskilidir (143).
Bazi caligmalar ile, MM'de spesifik genlerin hipometilasyonu rapor edilmistir; NOTCH
ligand1 olan JAG2 geninin promotdr hipometilasyonu, hem MGUS hem de MM
hastalarindan alman malign plazma hiicrelerinde ve ayrica MM hiicre dizilerinde
bildirilmistir. JAG2'nin stromal hiicrelerde 1L-6, VEGF ve IGF-1 salgilanmasini arttirdigi
bilinmektedir, bu da JAG2 promotdrinin DNA hipometilasyonunun MM patogenezinde
erken bir olay olabilecegini diisiindiirmektedir (144). Ote yandan, birkac ¢calisma, MGUS
ve MM'de hiicre dongusti, DNA onarimi, apoptoz ve anahtar sinyal yollarmm
diizenlenmesinde rol oynadigi bilinen tiimor baskilayici genlerde (pl16, APC, SHP1,
DAPK, BCL2/BNIP3, CDH1(E-CAD), GJA1,MGMT gibi) DNA hipermetilasyonunun
yaygin oldugunu gostermistir (143).

2.5. JAK/STAT Sinyal Yolag

Sitokinler; hematopoez, bagisiklik, yara iyilesmesi ve sinir sisteminin gelisimi gibi temel
biyolojik stiregleri diizenleyen belirli hiicreler tarafindan salgilanan genis bir glikoprotein
ailesi Uyeleridir. Sitokinlerin temel gérevi hiicre yizeyindeki reseptorlere baglanarak
biyolojik bilgiyi hedef hiicrelere iletmektir. Sitokin reseptorleri, intrinsik kinaz
aktivitesinden yoksundurlar. Bununla birlikte cogu zaman, TYK2, JAKI, JAK2 ve
JAK3'l igeren Janus kinaz (JAK) olarak bilinen tirozin kinaz ailesinin tiyeleri ile yapisal
olarak iligkilidirler. Sitokin baglanmasi, reseptdor agregasyonunu indiikler, bu da

JAK'larin yan yana gelmesine ve c¢apraz fosforilasyon yoluyla aktivasyonlarma neden

olur (145,146).

Aktive olmus JAK'lar, sitokin reseptorlerinin sitoplazmik alanindaki ¢oklu tirozin
kalintilarin1 fosforile ederek, Src-homoloji 2 (SH2) veya fosfotirozin baglama (PTB)
alanlarin1 igeren sinyal proteinleri i¢in giiglendirme alanlar1 yaratir. Src-homoloji 2
(SH2), Src onkoproteinleri iginde korunmus bir dizi bolgesi olarak tanimlanan yaklasik

100 amino asit kalintisindan olusan bir protein alanidir. SH2 alanlari, bu alanlar1 igeren
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proteinlerin  diger proteinler iizerindeki fosforile edilmis tirozin kalintilarma
baglanmasina izin verir. Ayrica SH2 alanlar1 yaygin olarak reseptdr tirozin kinaz
yollarmin sinyal iletimine yardimci olan adaptor proteinlerde bulunur (147). Bu sekilde
sitokin uyarimi, RAS, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K), fosfolipaz C-y ve sinyal
transdiiserleri ve transkripsiyon aktivatorlerini (STAT'ler) iceren ¢oklu sinyal
transdiiksiyon basamaklarini baslatir. Bu ¢esitili sinyal transdiiksiyon basamaklar1 da
birlikte ¢ekirdekte gen ekspresyonunun diizenlenmesiyle; hedef hiicre farklilasmasina,

cogalmasina, hayatta kalmasina, apoptoz veya hiicre aktivasyona yol agar (145,146).

STAT transkripsiyon faktorleri ailesi, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATb5a,
STATSb ve STAT6'dan olusur. STAT ailesi iiyelerini kodlayan genlerin hedeflenerek
bozulmasi, STAT'lerin sitokin kaynakli bircok biyolojik tepki i¢in gerekli oldugunu
ortaya ¢ikarmistir. STAT proteinleri, SH2 alanlar1 araciligiyla tirozin-fosforile edilmis
sitokin reseptorlerine baglanir ve JAK'lar tarafindan spesifik C terminal tirozin kalmtilar
iizerinde fosforile olur. Fosforillenmis STAT'ler daha sonra reseptorden ayrilir ve SH2
alanlar1 araciligiyla homo- veya heterodimerler olusturur. Olusan STAT dimerleri hemen,
hedef genlerin promotorlerindeki spesifik DNA dizilerine baglandiklar1 ve bdylece

transkripsiyonu dizenledikleri ¢ekirdege girerler (145,148).

Asir1 stimiilasyonun zararli sonuglarindan kaginmak icin sitokin kaynakli sinyal iletim
yollar1 sik1 bir sekilde diizenlenmektedir. Son zamanlarda, en az {li¢ farkli inhibitor
smifinin  sitokin sinyallemesinin negatif diizenlenmesine katkida bulundugu netlik
kazanmigtir: SHP-1 ve CD45 gibi protein tirozin fosfatazlar, aktive edilmis STAT'lerin
(PIAS) protein inhibitorleri ve sitokin sinyallemesinin baskilayicist SOCS proteinleri

(145).
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Sekil 2-3: Janus Kinaz (JAK) Sinyal Déniistiiriiciiniin Yapisi, Aktivasyonu ve
Transkripsiyon Aktivator (JAK-STAT) Sinyallesmesi

FERM SH2 Pseudokinase Kinase
(A) . . . .
domain domain domain domain
Kk  —{ H JH2 JH1
®EeE
Sitokin
(B) s
Sitokin
reseptor

Sitoplazma
"

Nukleus

.

R
7

I—)
l

(A)Tim JAK izoformlarinda ortak olan etki alani yapisi. Kinaz aktivitesi igin gerekli JAK-homolojisi (JH)1 alan
aktivasyon dongusu icindeki tirozin (Tyr) fosforilasyon bolgelerinin yerleri gosterilmektedir. Bunlar Tyr1034,1035
(insan JAK1), Tyr1007,1008 (insan JAK2), Tyr980,981 (insan JAK3) ve Tyr1054,1055 (insan Tyk2)'ye karsilik gelir.
(B) Bir sitokinin membrana bagli reseptor kompleksi ile etkilesimi reseptore bagli JAK larin aktivasyonunu tetikler, bu
da daha sonra reseptorii anahtar sitoplazmik Tyr kalintilart tizerinde fosforile eder. Bunlar, STAT proteinleri ile SH2
alani aracili etkilesimler i¢in yerlestirme yerleri olarak iglev goriir. JAK'lar, C terminal alanlarindaki tek bir Tyr kalintisi
tizerinde toplanan STAT'leri fosforile eder, bu da STAT'lerin reseptérden ayrilmasim ve dimerlesmesini saglar.
Dimerik STAT kompleksleri daha sonra g¢ekirdege yer degistirir, hedef DNA'y1 baglar ve gen transkripsiyonunu
baslatir. Kisaltmalar: FERM, N terminal 4.1, ezrin, radixin, moesin (149).

JAK'lar, interlokinler (IL'ler), interferonlar (IFN'ler) ve leptin gibi hormonlarin
uyarilmasinda gorevli reseptorleri iceren tip I ve tip II sitokin reseptorleri ile etkilesime
girer. Bu reseptorler higbir i¢sel enzimatik aktiviteye sahip olmadiklarindan, asag: akis

sinyallemesi i¢in farkli JAK izoformlar1 ile etkilesim iginde olmalar1 gereklidir. Ornegin,
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gp130 (IL-6 reseptor kompleksinin sinyal donistiiriicii bileseni) JAK1-2 ve Tyk2 ile
birlesirken IL-2 reseptor kompleksleri 6zellikle JAK1 ve JAK3 ile iligkilidir (150). Her
JAK proteini, yedi JAK-homoloji (JH) alan1 [JH1, kinaz alani; JH2, psédokinaz (PK)
alani; JH3-5, SH2 alani (fosfo-Tyr kalintilarini baglayamasa da); ve JH6—7, N terminal
4.1, ezrin, radixin, moesin (FERM) alani] igermektedir (Sekil 2.3A).

FERM ve SH2 alanlari, sitokin reseptorlerinin membran-proksimal box1/2 bélgeleri ile
JAK etkilesimine aracilik ederken, PK alani, kinaz alanini baglayarak Tyr (tirozin) kinaz
aktivitesini sinirlar. Sitokin-reseptor etkilesimi, kinaz aktivitesini agmak i¢in gereken
spesifik Tyr kalintilar1 {izerinde reseptorle iliskili JAK'larin fosforilasyonunu tetikler.
Yapisal galismalar sitokin-reseptor ligasyonunun JAK-reseptor komplekslerini yeniden
yonlendirdigini ve bdylece JAK'larm kinaz alanlarinda mevcut olan aktivasyon
dongulerinin trans-fosforilasyonuna izin verecek kadar yakin hale geldigini one siirer

(Sekil 2.3A) (149).

Aktive edilmis JAK'lar, daha sonra SH2 alani iceren STAT proteinleri i¢in kenetlenme
bolgeleri olusturmak {tizere spesifik kalintilar tizerinde Tyr fosforilat bagh sitokin
reseptOrii. Reseptore baglhh STAT'ler daha sonra reseptorden ayrilmadan ve homo- veya
heterodimerlerin olusumundan 6nce C terminal alanlar1 i¢gindeki korunmus Tyr kalintilar1
Uzerinde fosforile edilir. Bunlar ¢ekirdege yer degistirir, hedef gen promotorlerini baglar
ve hedef gen transkripsiyonunu uyarir (Sekil 2.3B). STAT'ler farkl: sitokin reseptorleri
ile aktive edilir. Ornegin, gpl130 kullanan sitokinler, tercihen Tyr705 iizerinde
fosforilasyon yoluyla STAT3'l aktive ederken, IFNg reseptorleri Tyr701 fosforilasyonu
yoluyla STATL'i aktive eder (148,149).

2.6. SOCS (Sitokin Sinyalizasyon Baskilayici) Gen Ailesi

Sitokin sinyalizasyon baskilayici (SOCS) protein ailesi, sitokin ve biylme faktor(
sinyallesmesinin ~ anahtar  negatif  dlzenleyicileridir.  1990'larm  sonlarinda
kesfedilmelerinden bu yana, bu kiiclik hiicre i¢i proteinler, hiicre i¢i sinyallesmenin
diizenleyici temel taslar1 olarak karakterize edilmistir. Memelilerde sekiz SOCS ailesi
Uyesi bulunmaktadir. Bunlar sitokinle indiiklenebilir SH2 iceren protein (CIS) ve SOCS1-
7 olarak smiflandirilirlar. SOCS ailesi, yiiksek oranda korunmus bir C-terminali SOCS
kutu motifi, bir merkezi Src- homoloji 2 (SH2) alan1 ve genisletilmis SH2-alt alan1 (ESS)
olarak adlandirilan bitigik bir a-sarmal uzantis1 ve bir N-terminali bolgesi ile karakterize

edilir. Bu bolgeler aile tyeleri iginde sira ve uzunluk olarak degisir. SOCS kutusu, 26S
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proteazomu tarafindan substrat proteinlerinin ¢oklu-ubiqutinasyonuna ve bununla

beraber bozunmasina aracilik etmek i¢in bir substrat tanima modiilii gorevi goriir. SH2

ve ESS alani, hedef proteinler lizerindeki tirozin-fosforile edilmis motifleri toplu olarak

baglar. Ek olarak, SOCS1 ve SOCS3, sozde substrat olarak islev géren benzersiz bir kinaz
inhibitor bolgesine (KIR) sahiptir. SOCS4-7, onlar1 SOCS1-3 ve CIS'den (tip Il alt ailesi)

ayiran genis bir N-terminal bolgesi (tip I alt ailesi olarak adlandirilir) igerir (151).

2.6.1. SOCS Kutusu

A-

Katil hicre immainoglobulin benzeri reseptorler (KIR/CD158):

NK (Dogal oldiiriicii) hicreleri ve T hucrelerinin bir alt kimesi Uzerinde
eksprese edilen transmembran glikoprotein ailesi Uyesidir KIR, NK
hiicrelerinin ~ gelismesinin,  toleransinin ~ ve  aktivasyonunun  Kilit
dizenleyicisidir. KIR’1n major ligandlar, vicuttaki hemen hemen her normal
cekirdekli hiicrenin ylzeyinden eksprese olan ve insanlarda en polimorfik
genler tarafindan kodlanan MHC smif I (HLA-A, -B veya -C) molekilleridir.
NK hicrelerinin normal hiicrelere karsi toleransi, KIR, CD94 ve CD85j dahil
olmak Uzere MHC-I-baglayici inhibitor reseptorlerinin ekspresyonuyla
saglanir. NK hiicreleri tercihen, asagi regiile (down regule) edilmis yiizey
MHC-1 molekdllerine sahip anormal hiicrelere saldirir, buna da literatiirde
"eksik kendini tanima"(missing self recognition) denir. Bu sekilde NK
hicreleri, MHC-I eksikligi olan hedef hiicreleri ortadan kaldirmak igin
miidahale eder. NK hiicrelerinin KIR aracili diizenlemesi, viral enfeksiyon,
kanser, hematopoietik kok hiicre nakli ve hamilelik sirasinda yanit vermelerini
onemli dlclde etkileyebilir (152).SOCS-1 ve SOCS-3 icin kinaz inhibitor
bolgesi (KIR)’nin onemi  SH2 alanmi ile beraber katalitik aktivitenin
inhibisyonuyla tirozin kinazlara baglanmasi ve tirozin kinazlarin proteazomal

degradasyonunda rol oynamasidir (153).
26S Protozom

26S proteozom substrat tanmnmasi igin bozunma sinyalleri olan
ubiquitin ve onun polimerize formunun substratlara baglanarak proteinin
degredasyonundan sorumludur. 26S proteazom holoenzimdir ve iki alt
kompleksden olusur. Cekirdek partikuliin (CP) ve diizenleyici partikulin (RP)

kovalent olmayan birlesmesi yoluyla toplanir. Diizenyeyici partikil substrat
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hedefleme, deubiquinasyon,agilma ve yer degistirmeden sorumlu iken;
cekirdek partikiilide RP’nin giivenli a¢ilmasinda kontroli saglayan kapi
gorevi gormek ve substrat bozulmasidir (154). SOCS ailesi icin 26S
proteozomun ©6nemi SOCS kutusunun substrat tanima modiilii gorevi
gorebilmesi icin substrat proteinin ¢oklu-ubiqutinasyonuna ve bununla

beraber bozunmasina aracilik etmesidir.

Sekil 2-4: Sitokin sinyalizasyon baskilayici (SOCS) ailesinin molekiiler yapisi

CIS 257 a.a.

B Kinaz inhibitsr bslgesi
SOCS-1, SSI-1 or JAB 212 a.a.

. . - n
100 amino asit
I I SOCS-2, SSI-2 CIS2 198 a.a.
[

SOCS-3, SSI-3 or CIS3 225 a.a.

SOCS-4 or CIS7 436 a.a.

SOCS-5 or CIS6 536 a.a.

SOCS-6 or CIS4 533 a.a.

SOCS-7, CIS5 or NAP4 579 a.a.

SH2 domain SOCS Kutusu

SOCS ailesinin baslica yapisal ozellikleri, nispeten iyi korunmus amino asit dizisine sahip iki alamin varligidir:
molekiillerin orta kisminda bir Src-homoloji 2 (SH2) alam1 ve C terminaline yakin konumdaki SOCS kutusu.
Kisaltmalar: CIS, Src homoloji 2 (SH2) igeren protein; JAB, JAK (Janus Kinaz ailesi) baglayici protein; NAP4,
Nck/Ash baglayici protein 4; SSI-1, STAT (sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii) ile indiiklenen STAT
inhibitord-1 (155).

Sekil 2-5: SOCS proteinin yapisi

A ESS
| l

NH+ == KIR '=—  SH2

/ JAK

Sadece socs-1 ve socs-3
sahiptir

SOCS KUTUSU
Elongin C "

COO-

Cullin5

E2 ligaz
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Tiim SOCS proteinleri, (i) bir merkezi SH2 alanina, (ii) bir uzatilmis SH2 alt-alan1 (ESS) dahil olmak {izere degisken
uzunlukta bir amino-terminal ug alamina ve (iii) bir karboksi-terminal SOCS kutusuna sahiptir. SOCS1 ve SOCS3, KIR
olarak bilinen ek bir amino-terminal kinaz inhibitor bolgesini igerir. Her SOCS'nin SH2 alani, JAK proteinleri gibi her
bir substrata 6zgii olan fosforile edilmis (P) tirozin kalintilarinin baglanmasi yoluyla hedef 6zgiilliigiini belirler. SOCS
kutusu, elongin B, elongin C, cullin5, RING-box-2 (RBX2) ve E2 ligaz (E2 ubiquitin-konjuge edici enzim olarak da
bilinir) i¢eren bir kompleks ile etkilesime girer. Bu kompleks, bagli substrati her yerde bulunan makinelere yakin tutar,
boylece her yerde bulunmasini (U) kolaylastirir ve onu proteozomal bozulmaya dogru yonlendirir. KIR alani, SOCS

ile iligkili proteinlerin kinaz aktivitesini inhibe eden bir psodosubstrat olarak islev goriir (155).

Tablo 2-5: SOCS ailesi Uyelerinin en iyi tammmlanmus indiikleyicileri, duzenleyicileri
(birincil) ve SH2 hedefleri (156)

Indiikleyici Duzenleyici (birincil) SH2 hedefi
IL-3, EPO, prolactin, Reseptor (izerinde STATS
CIS IL-3, EPO, GH GM-CSF iyilestirmesi
IFN-a, IFN-g, IL- |IFN-a, IFN-g, IL-2, IL-3,
2, IL-3, IL-4, IL- |IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, IL- |JAK kinazlarin aktivasyon
SOCS-1 6, IL-7, IL-9, IL- |13, déngusind, IFN-a ve IFN-
10, IL-13, IL-15, |IL-15, prolaktin, Epo, g reseptorleri Uzerindeki
LPS, TNF-a, GH, |OSM, TSLP, TNF-a, Tpo, |fosforile tirozinleri baglar
CpG DNA LIF, LPS
Reseptorler lizerinde
SOCS 2 GH GH, IGFL fosforile tirozinler
IL-1, TGF-b, IL-6, IL-11,
IL-12, IL-27, G-CSF,
IL-L, TGF-b, 16| P i faktor
IL-10, GH, yie gpl30 ile iligkili sitokin
. (LIF), ocostatin-M (OSM) . .
SOCS-3 LPS, epidermal : . reseptorlerinin - fosforile
- . . |kardiyotrofin-1 (CT-1), DL
blylime faktord - A ) edilmis tirozini
(EGF) siliyer nétrofik fakt_or _
(CNTF) kardiyotrofin
benzeri
sitokin (CLC)
SOCS-4 EGF EGFR EGFR fosforile tirozin
SOCS-5 EGF EGFR ?
SOCS-6 Insulin P85PI3K, IRS, INSR IRS
SOCS-7 Insulin, IGF IRS, INSR, IGF IRS, INSR

2.6.2. SOCS-1 gen ve proteini
JAK baglayici protein (JAB-1) veya STAT ile indiiklenen STAT inhibit6ri (SS1-1) olarak

da adlandirilan aile tyeleri arasinda en ¢ok calisilan SOCS-1’dir (156). SOCS-1,

STAT'lara bagimli ya da bagimsiz olan bir sinyal iletim yolu iizerinde veya bu yol
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tizerinden hareket eden ¢esitli faktorler tarafindan indiiklenebilen (bu faktorler sitokinler,
instilin ve CpG DNA (Tablo 2.5) olarak bilinmektedir), 16.kromozomun p13.13’{inde
lokalize 23.4 kDa'lik bir proteindir. 3000°e yakin SNP (tek nukleotid polimorfizmi)
icermektedir fakat bunlardan 17 tanesi klinik agidan 6nem arzetmektedir. rs33989964
avrupa ve afrika popiilasyonunda sik goriilen bir polimorfizimdir. 16.kromozom
uzerindeki TG delesyonunu (silinmesi) igerir. SOCS-1 disinda MBL2 (Mannoz baglayici
ligaz 2) iginde sik ¢aligilan bir polimorfizimdir (155,157). Kodlama dizisi iki ekzondan
olusur. Kodlama, genin promotdriinden ikinci eksonun sonuna kadar uzanan buyuk bir
CpG adast ile karakterize edilen bir promotdr bolgesi tarafindan diizenlenir (158). Yapisi,
korunmus SOCS kutusunu ve SH2 alanini igerir, ancak ek olarak iglevi i¢in kritik olan
bir KIR alanina da sahiptir (Sekil 2.5). SH2 bolgesinin fonksiyon i¢in 6nemi, mutasyon
analizi yoluyla SOCS-1'de incelenmistir, bununla birlikte hem SH2 alaninin hem de SH2
alanina 24 amino asit N-terminalinin sitokin sinyallemesinin baskilanmasi i¢in gerekli
oldugu anlasilmistir (156). SOCS-1 ekspresyonu, en basta IFN-g olmak Uzere birgok
sitokin (Tablo 2.5) tarafindan indiiklenir. Asir1 ekspresyon g¢alismalarinda, SOCS-1'in
SH2 alan1 araciligryla dort JAK kinazinin tiimii ile etkilesime girdigi ve bunlarin tirozin
kinaz aktivitesini in vitro olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Hiicre hatlarinda SOCS-1
asir1 ekspresyonu, ¢oklu sitokinler tarafindan STAT aktivasyonunu inhibe eder. SOCS-
1'in T hiicrelerinde spesifik asir1 ekspresyonu, bozulmus T hiicresi gelisimi ile sonuglanir,
bu da normal timosit olusumunda SOCS-1'in bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (156).
SOCS-1, JAK/STAT ve TLR/NF-KB yollar1 araciligiyla makrofaj aktivasyonunu gii¢lii
bir sekilde diizenler. TLR/NF-KB yolunu bastirmak i¢in SOCS-1, NF-KB'nin p65 alt
birimine baglanir, bdylece ubikuitin aracili proteolizini kolaylastirir. Bu etki sekli
enflamatuar siireglerin, septik sokun ve dogustan gelen/adaptif bagisiklik tepkilerinin

duzenlenmesi icin 6zellikle Gnemlidir (155).
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Sekil 2-6: SOCS1, SOCS3 ve CIS tarafindan JAK/STAT yolunun baskilanma

mekanizmasi

Sitokin ya da interferon

Hiicre membrani

Sitoplazma

Niikleer membran

Lememmpmn-=4p Immun hedef genleri
ST + SOCS genleri

(1) Hiicre yiizeyi reseptorlerinin sitokin veya interferon ile uyarimi, fosforilasyonlari (P) ile reseptorle iliskili JAK
proteinlerini aktive eder. Daha sonra aktive JAK'lar reseptor sitoplazmik domainlerini fosforile eder (2). Alinan
STAT'ler sonug olarak JAK fosforilasyonu ile aktive edilir (3). Bu fosforilasyon onlarin dimerizasyonunu saglar (4).
Dimerize olarak ¢ekirdege girebilirler ve transkripsiyon faktorii kompleksi olarak SOCS genleri de dahil olmak iizere
cesitli hedef genlerin ekspresyonunu tetikleyebilirler (5). SOCS1, SOCS3 ve CIS gibi ¢esitli SOCS proteinleri iiretilir
(6). SOCSI1 ve SOCS3 sahip olduklart kinaz inhibitér bolgeleriyle JAK aktivitesini inhibe edebilirler (7). Ayrica,
SOCS3 , paylasilan fosfotirozin kalintilari i¢in toplanmig STAT proteinleri ile rekabet edebilir veya spesifik olarak,
CIS, sitokin reseptorlerinin fosforlanmis tirozin kalintilarini SH2 alani yoluyla baglayabilir ve sonug olarak STATS
yerlestirme bdlgesini maskeleyebilir. Ayrica, SOCS kutulari, bagli reseptor bilesenlerinin yayginlasmasina ve
bozulmasina aracilik eder (8). Bu eylemlerine bagli olarak, transkripsiyon faktor kompleksleri artik g¢ekirdegi

olusturamaz ve ¢ekirdege erisemez (155).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Grubu

Gaziantep Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kemik Iligi Nakil
Merkezinde yatan ‘Multiple Myeloma’ tanisi almis otolog kemik iligi transplantasyonu
geciren 18 yasindan biiyiik 120 birey goniillii onam formlar1 imzalatilip onaylar1 aliarak
calismaya dahil edildi. Calisma igin Istanbul Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’ndan 22.05.2020 tarihli 2020/661 dosya numarali etik kurul onayr alindi.
Calismaya dahil edilen bireylerden alinan kan érnekleri analizler baslayana kadar Istanbul
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndaki 6grenci arastirma laboratuvarlarinda

uygun sicaklikta (-20°C) saklandi.

Kontrol grubuna dahil edilen 18-80 yas aras1 akut ya da kronik hastalik tanis1 olmayan 80
birey caligma hakkinda bilgilendirilerek ve imzali onamlar1 alinarak bu ¢alismaya dahil
edildi. Kontrol grubunun katilimcilarindan da kan &rnekleri almarak Istanbul Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndaki 6grenci arastirma laboratuvarlarinda -
20°C’de saklandi. Ornek alimi sirasinda goniillii katilimcilarin demografik verileri

(cinsiyet, yas) kaydedildi.

3.2. Geregler

3.2.1. Cahsmada Kullanilan Cihazlar
e +4°C Buzdolab1 (Altus, Vestel)

e -20°C Derin Dondurucu (Indesit)

e Plate Santriflij (Niive NF200)

e Mikrosantrifij (Hermle Z233M-2)
e Makrosantrifiij (Hettich Rotanta 46)
e Mini santrifuj (Biosan MSC6000 )
e Inkiibatér (Niive EN055)

e Vorteks (LMS VTX 3000L)

e Is1 Blogu (Euroclone)
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e Thermal Cycler (PCR cihazi) (Applied Biosystems GeneAmp 9700 ve
Benchmark TC 9639)

e Mic qPCR Cycler (qPCR cihazi) (Bio Molecular Systems)

e Spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop 2000)

e Mikrodalga Firm (Beko)

e Hassas Terazi (Sartorius CP2245)

e Yatay Jel Elektroforez tank ve gii¢ kaynagi (Cleaver Scientific)
e UV-Transilluminator (Vilber Lourmat)

e Otomatik Pipetler (1-10 ul, 10-100 pl, 10-1000 ul) (Orange Scientiffic,
Eppendorf)

e (Cok kanalli otomatik Pipetler (20-200 pl, 1-10 pl) (Axygen)

e Soguk Blok (Austin Dynamics)

3.2.2. Kullanmilan sarf malzemeler ve kimyasallar

e 2ml mikrosantrifij tiip (Capp)

e 1,5 ml mikrosantrifij tiip (Capp)

e 0,2 mlPCR 8-strip tip (NEST)

e 0,3 ml mic qPCR tup (Bio Molecular Systems)
e 15 ml falkon tup (Falcon)

e 50 ml falkon tup (Falcon)

e 96 kuyulu plate (Applied Biosystems)

e Pipet uglar1 (10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl) (Capp)
e Cam mezir (20 ml, 1000 ml)

e 4lik EDTA I tiip

e 250 ml’lik cam erlen

e Pastor pipet
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e Distile su (dH20)

e Dnaz/Rnaz Free Water (Zymotaq)

e 9% 99 etil alkol (Emsure)

e EZ-96 DNA Methylation-Gold™ Kit (Zymo Research, Katalog no: D5006)
e Plus Blood Genomic DNA Purification Kit (GeneMark, Katalog no:DP023)

e Human Methylated & Non-methylated DNA Set- Insan metile ve unmetile DNA
seti (Zymo Research, Katalog no: D5014)

e ZymoTaq™ gPCR PreMix (Zymo Research, Katalog no: E2055)
e Agaroz (Bioline)

e Etidyum Bromid (Sigma Aldrich)

e Jel yiikleme boyasi (Thermo Fischer Scientific)

e DNA belirte¢ (100 b¢ Ladder) (Fermantes)

e Tris/Borat/EDTA (TBE) elektroforez tampon ¢ozelti 50X stok (Thermo Fischer

Scientific)
e dNTP (Invitrogen)
e Taq DNA polimeraz enzim-5 U/ul (Thermo Fischer Scientific)
e PCR tampon ¢ozelti (MgCI2 iceren) (GeneMark)
e RFLP Primer ve gPCR primerler (Primer) (Sentebiolab)

e Kesim enzimi (Ddel) ve tampon ¢ozeltisi (NEB)

3.3. Yontemler

Calismanin tiim laboratuvar test ve analizleri Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dalr’nin 6grenci arastirma laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
Hasta grubu ve kontrol grubuna ait bireylerden 4 ml’lik EDTA’l1 tiiplere alinan kanlar

laboratuvar testleri baglaymcaya kadar -20°C derin dondurucuda saklandi. Toplanan her
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kan Orneginden once l6kosit izolasyonu daha sonra elde edilen Iokositlerden DNA

izolasyonu gerceklestirildi.

3.3.1. Tam Kandan LéKosit izolasyonu

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

+4°C’de bekletilmis bdH20

15 ml’lik falkon tiip

Otomatik pipetler ve pipet uclar1 (100 pl ve 1000 pl)
2 ml mikrosantrifij ttp

Steril pastor pipet

Santrifiij cihazlar1

Vorteks

Protokol

-20°C’de saklanan kan 6rneklerinin oda sicakligina gelmesi beklenirken 15 ml’lik
falkon tiiplere ve 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere 6rneklerin isimleri, liste no’lar1

ve izolasyon tarihleri yazildi.

Her 6rnek kendi falkon tiipiine aktarildi. Ornekleri iceren EDTA’ 11 tiipler 1000ml
+4°C’de bekletilmis bdH2O ilavesi ile yikandi ve falkonlara aktarildiktan sonra
iizerlerine 11 ml’ye kadar +4°C’de bekletilmis bdH2O ilavesi yapild1.

Falkon tupler yaklasik 1-2 dakika boyunca kuvvetlice elde ¢alkalandiktan sonra 5
dakika boyunca 3500 rpm’de santrifiij edildi.

Santrifiijle iki faza ayrilan Orneklerin {ist kisimda kalan slpernatant sivisi

(yaklasik 10 ml) steril pastor pipetlerle toplanip atildi.

Falkon tlplerin dibinde kalan 1 ml’lik pelletin {izerine tekrar 13 ml’ye kadar
+4°C’de bekletilmis bdH2O ilavesi yapilarak pellet dipten kalkana kadar elimizde
hizlica galkalandi.

Tupler tekrar 3500 rpm’de 5 dakika santriftj edildi.
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e Santrifujle st kisimdaki stipernatant sivi pastor pipetler yardimiyla dikkatlice

toplanarak atild1.
e Tiipte kalan pellet pipetle karistirilip 2 ml’lik mikrosantrfiiij tliplerine aktarildi.

e Falkon tupleri son bir kez 650 ul bdH20 ilavesi ile yikandi ve 2 ml’lik

mikrosantrfilj tiiplerine aktarildi.

e Tiipler vortekslenerek mikrosantrifiij cihazinda 5500 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifij edildi.

e Ustte kalan siipernatant siv1 pipetle pelleti kaldirmadan gekilerek atilds.

e Kalan I6kosit kismi igeren tupler kutulanarak DNA izolasyonu yapilana kadar -
20°C’de muhafaza edildi.

3.3.2. DNA izolasyonu

Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

e GeneDirex Blood Genomic DNA Isolation Kit igerigi;

= Buffer CR
= Buffer CC
= Buffer CB
= Buffer W1
= Buffer W2

= Buffer BE (Ellution Buffer)
= CC Kolon ve toplama tupleri
e bdH20
e % 99 etil alkol
e 1,5 ml ve 2 ml mikrosantrifuj tlpleri
e Pipet ucu (10 pl, 100 pl ve 1000 pl)
e Is1Blogu

e Mikrosantrifij
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e Vorteks

e Otomatik Pipet (10 pl, 100 pl ve 1000 pl)
Protokol

e Hucrelerin Elde Edilmesi

= Daha 6nceden yapmis oldugumuz I6kosit izolasyonu sonucunda her bir

ornekten 200 pl alind1 ve numaralar1 yazili olan 2 ml’lik tiiplere aktarildi.
»  Uzerine 900 ul Buffer CR soliisyonu eklendi ve elde iyice calkalandi.

= 10 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibasyona birakild1 ve bu sirada tiipler
2 kere daha elde calkaland.

» [nkiibasyon islemi sonunda tiipler 4,000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

= Siipernatant uzaklastirildi ve 50 ul Buffer CR soliisyonu ile pellete pipetaj
yapildi.

e Hiicrelerin Par¢alanmasi
= Tuplere 300 ul Buffer CC soliisyonu eklendi ve vortex yapildi.
= 60°C’de 10 dakika 1s1 blogunda inkiibasyon yapild1.
» [nkiibasyondan sonra tiipler tekrar vortexlendi.

NOT: Bu asamadan sonra Buffer BE eliisyon islemine kadar 60°C’de inkibasyona
birakildi.

e Proteinin Uzaklastirilmasi

= Tiplere 400 ul Buffer CB solusyonu eklendi ve tlpler yatay olarak
calkalandu.

= 12,000 g ‘de 1 dakika santrifiij edildi.
e DNA’nin Baglanmasi

= 2 ml’lik toplama tiipleri i¢cine CC kolonlar1 yerlestirildi ve tiipler

numaralandirild1.
= Tiplerdeki tiim iirlinler CC kolonlarma aktarildi.

= 14,000 g’de 1 dakika santifiij edildi.
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2m’lik toplama tiiplinde biriken siv1 uzaklastirildi.

Yikama

400 pl Buffer W1 CC kolonuna aktarildi.

Kolonlar 14,000 g’de 1 dakika santriflij edildikten sonra alta biriken siv1

uzaklagririldi.

Etanol eklenerek hazirlanan Buffer W2 solisyonundan 600 ul CC

kolonlarina aktarildi.

Kolonlar 14,000 g’de 1 dakika santrifllj edildikten sonra alta biriken sivi

uzaklasririldi

Kolonlar 14,000 g’de 2 dakika bos olarak santrifiij edildi.

DNA’nin Elde Edilmesi

CC kolonlar1 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi.

100 pl 6nceden 1sitilmis Buffer BE soliisyonu CC kolonlarmin igindeki

filtrelerin tam ortasina aktarildi.
Tupler 60°C’de 3 dakika boyunca 1s1 blogunda bekletildi.

14,000 g’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra CC kolonlar atildi ve DNA
toplanmis tiiplerin kapaklar1 kapatilarak -20°C’de saklandi.

3.3.3. DNA Saflik ve Konsantrasyon Olgiimleri

Izole edilmis DNA’larm saflik ve konsantrasyon olgiimleri spektrofotometre

cithazinda gergeklestirildi.

Konsantrasyonlar1 30 ng/ pl ve iizeri olan 6rnekler ¢alisma i¢in uygun gorildii.

30 ng/ pl ‘den az olan DNA 6rnekleri i¢in tekrar 16kositten DNA izolasyonu islemi

gerceklestirildi.

DNA o6rneklerinin safliklar1 OD 260/280 nm dalga boyunda 1,8 ile 2,0 arasinda
Olculdi.

Olgiimleri yapilip not edilen DNA ornekleri -20°C°de muhafaza edildi.
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3.3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, herhangi bir organizmaya ait 6zgiil DNA’daki istenen bolgelerin ¢ogaltilmasini
saglayan yonteme verilen addir. PCR reaksiyonu, in vitro kosullarda belirli DNA/RNA
parcasmin enzimatik olarak milyonlarca kopyalanmasmi ve cogaltilmasimni saglar. ilk
olarak ABD kokenli Cetus sirketinde ¢alisan Henry A. Erlich, Kary B. Mullis ve
Randall K. Saiki tarafindan 1985 yilinda bilim diinyasina sunulmustur ve bu
bulusundan dolayr Mullis, 1993 yili Nobel Kimya Odiilii’nii Michael Smith ile
paylasmistir.

PCR reaksiyonun gergeklesmesi igin oncelikle kalip bir DNA gereklidir. Cogaltilmak
istenen bolge icin spesifik dizayn edilmis primerler, uzayacak bolgeye eklenecek serbest
niikleotidler, enzimin g¢alisacagi uygun kosullar1 saglayan bir tampon ¢ozelti ve 1siya
dayaniklt DNA polimeraz (Taq polimeraz) enzimine ihtiya¢ bulunmaktadir. PCR metodu
temelde 3 farkli asamadan olusur ve DNA’nin hiicre icinde kendini eglemesi

mekanizmasina dayanir (Sekil 3.1).

1.1lk Denatiirasyon Asamasi: Bu asamada cift iplikli DNA molekiilii yiiksek sicaklik
ile (94-96°C) ile 5-20 dakika aras1 bir zamanda tek zincirli duruma getirilir.
2.Cogalma (Amplifikasyon): Bu asama DNA bolgesinin uzunluguna ve hedeflenmis
DNA kopya sayisina gore 25-45 dongii arasinda tekrarlanabilir. Amplifikasyon agamasi
da 3 boliimden olusur.
= Denaturasyon: Hedef bolgenin “G+C” oranma gore 94-96°C arasinda degisen
bir sicakliga ayarlanir.
= Baglanma: Primerlerin sentezlenme 6zelliklerine ve nukleotid dizilerine gore 45-
70°C arasinda bir sicaklikta olabilir. Bu asamada primerler tek iplikli DNA’ya
baglanir.
= Uzama: DNA polimeraz enziminin aktivitesinin maksimum olmasi i¢in sicaklik
72°C’ye ayarlanir. DNA polimeraz enzimi ile INTP’lerin varliginda hedef bolge

boyunca uzatilmis olur.

Bu asamadaki her dongiiniin sonunda baslangictaki hedef DNA materyali 2 katina
¢ikmis olur.
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3.Sonlanma (Son uzama): 72°C’de amplikon uzunluguna gore 5-10 dakika arasindaki
cogalma dongiilerinden sonraki asamadir. Yeni sentezlenmis ipliklerin uglarmin

dNTP’lerle son kez eksikleri tamamlama islemidir.

Sekil 3-1: Polimeraz zincir reaksiyonu asamalar: (159)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction - PCR)

o
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€ Denatiirasyon 94-98°C
© Baglanma 37-65°C
© vzama 72°C

3.3.4.1. PCR tekniginde kullanilan cihazlar ve malzemeler

e PCR Cihazi (Thermal Cycler)

e Otomatik pipetler (10 puL,100 pl ve 1000 pl)

e (Cok kanall1 otomatik pipetler (1-10 pl ve 20-200 pl)
e Pipet uclar1

o \ortex

e 1,5 ml mikrosantrifij tipleri

e 0,2 ml mikrosantriftj tlpleri

e bdH20
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e Tag DNA polimeraz

e dNTP

e PCR tampon ¢ozelti (MgClz iceren)

e Primer
3.3.4.2. Primer hazirhg:
Liyofilize sekilde temin edilmis primer dizayn edildigi prosediire uygun sekilde bdH20 ile
¢ozdiriildi. Elde edilen 100 pmol/ul’lik stok primer 1:10 oranina gore bdH20 ile
sulandirilarak 10 pmol/ul’lik bir ¢6zelti seklinde uygulanacak PCR metodu icin hazir hale

getirildi. Calismada kullanilan primer dizisi ve baglanma sicakligi Tablo 3.1°de gosterilmistir

(160).

Tablo 3-1: Cahsilan gen bolgesini primer dizileri ve kosullar

Cahsilan Yontem Primer Dizisi Baglanma Kaynak
Bolge Sicakhgy/
Dongii sayisi

SOCS1- PCR- F:5’-TGTCGTCCAGCTGCACCTC-3’ 60°C /30 160
1478CA/del  RFLP R:5’-ACCACAGGCTTCAGAGGAAC-3’ dongu

3.3.4.3. PCR iceriginin hazirlanmasi ve PCR kosullari
SOCS1-1478CA/del bolgesi icin hazirlanan PCR igerigi Tablo 3.2°de PCR programi ise

Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3-2: SOCS1-1478CA/del bolgesi icin hazirlanan PCR icerigi

Reaktifler Hacim
bdH20 15,2 ul
PCR tampon cozeltisi (MgCI2 iceren) 2,5l

dNTP 2 ul




F primer

R primer

Taq DNA polimeraz

DNA

Toplam

1l

1l

0,3ul

3ul

25 ul

Tablo 3-3: SOCS1-1478CA/del bolgesi icin PCR kosullar:
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Sicakhik Degeri Bekleme Siresi Dongii Sayisi
95°C 5 dakika 1 déngl
95°C 1 dakika

60°C 1 dakika 30 doéngu
72°C 1 dakika

72°C 7 dakika 1 déngl

4°C 00

3.3.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

DNA’da olusan mutasyon ve polimorfizm ¢alismalarinda sik¢a kullanilan restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmi (Restriction fragment length polymorphism = RFLP) metodu
restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda olusan farkli boylardaki DNA segmentlerini

belirlemeyi saglar. Kesim enzimleri DNA (zerindeki spesifik dizileri tanir ve o dizilere

baglanarak DNA’y1 o bolgeden keserler. Olusan farkli baz uzunlugundaki DNA parcalar1

jel elektroforezinde biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. Bu ¢alismada SOCS1-1478CA/del

fonksiyonel varyant1 PCR-RFLP teknigiyle analiz edilmistir.
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3.3.5.1. Enzim Kesimi

Kullanilan cihazlar ve malzemeler
e Inkiibator
e \ortex
e Otomatik pipetler (10 pl ve 100 ul)
e Cok kanalli otomatik pipetler (1-10 pl ve 20-200 pl)
e Pipet uclari
e 1,5 ml mikrosantrifuj ttp

e Soguk blok

Enzim Kesimi Kosullan

SOCS1-1478CA/del bolgesi icin hazirlanan enzim kesimi igerigi Tablo 3.4’te kullanilan

enzimin inklibasyon ve kesim bolgesi bilgileri ise Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3-4: SOCS1-1478CA/del bolgesi icin Ddel enzim Kkesimi icerigi

Reaktifler Hacim
bdH20 3,55 ul
10X kesim tampon ¢ozeltisi 1,2 ul
Restriksiyon enzimi 0,25 ul
PCR Urdnu 7ul

Toplam 12 ul
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Tablo 3-5: Cahsilan bolgenin analizinde kullanilan kesim enzimi

Inkiibasyon Sicakhgy/

Calisilan Bolge Kesim Enzimi ] Kesim Bolgesi
Sdresi
SOCS1-1478CA/del Ddel 37°C/1gece 5'...C{TNAG...3'
3'...GANT1C...5'

3.3.6. Kantitatif Metilasyon Spesifik PCR (QMSP)

Kantitatif MSP (gMSP), metillenmis alleli ¢ok daha fazla sayidaki metillenmemis
allelden kantitatif bigcimde tespit edebildigi i¢in metilasyon analizi ¢aligmalarinda uygun
bir yontemi temsil eder. ilk gMSP testi olan MethyLight, MSP'yi yalnizca metillenmis
veya metillenmemis belirli bir diziye baglanan bir TagMan probu ile saglamaktadir (161).
Bu teknik, floresan etiketli problara ihtiya¢ duymaktadir. SYBR Green tabanli gqMSP ise
problara duyulan ihtiyaci ortadan kaldiran ve boylece testin toplam maliyetini azaltan bir
yontemdir. SYBR Green boya bazli gMSP, PCR reaksiyonundan sonra amplifiye edilen
iirlinlin 6zglinliigiinii dogrulamak i¢in erime egrisi analizine izin verir. Aslinda, erime
sicakliginin (Tm) yazilim hesaplamasi, amplifiye {irlinii primer dimerlerden ayirir, bu da
SYBR Green ile floresan sinyaliyle sonuglanir, ancak genellikle amplikon iiriiniinden
daha kisa olan daha diisiik bir sicaklikta erir. Bir DNA molekiiliiniin Tm'si sadece
boyutuna degil ayni zamanda niikleotid bilesimine de baghdir. Bu nedenle, baslangicta
metillenmis bir DNA dizisinden elde edilen PCR iiriinleri, metillenmemis sablonlardan
tiiretilenlerden daha yiiksek bir Tm'ye sahip olmalidir. Buna gére, béliimiin metodolojik
kismi ozellikle SYBR Green boya bazli qMSP tahlilleri ile metilasyonunun nicel
Olcimiine odaklanmaktadir (162). Bu g¢aligmada avantajlarindan dolayr SYBR Green
boya bazli qMSP yontemi kullanildi.

3.3.6.1. DNA Bisiilfit Doniisiimii

DNA’nin metilasyon statiisiinii belirlemek i¢in sodyum bisiilfit modifikasyonu altin
standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontemle DNA’daki metillenmemis tiim sitozinler
kimyasal reaksiyonla Urasil’e c¢evrilir. DNA’daki metillenmis olan sitozinler ise

reaksiyon siiresince degismeden kalir (163).

Kullanilan Cihaz ve Malzemeler
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e \ortex

e Mikrosantrifij

e Otomatik Pipetler (10 ul, 100 ul ve 1000 ul)
e PCR Cihazi

e Human Methylated & Non-methylated DNA Set- insan metile ve unmetile DNA
seti (Zymo Research Katalog no: D5014)

e % 99 etil alkol

e bdH20

e 1,5 ml Mikrosantrifij ttp

e 0,2 ml Mikrosantrifiij ttp

o EZ-DNA Methylation-Gold™ Kit i¢erigi;
= CT Conversion Reagent
= M-Dilution Buffer
= M-Dissolving Buffer
= M-Binding Buffer
=  M-Wash Buffer
= M-Desulphoration Buffer
= M- Elution Buffer
= Zymo-spin IC Coloumn
= Collection Tube

Protokol

e CT Conversion Reagent Hazirlanmasi
= Toz halde CT conversion buffer bulunan tipe 900 ul bdH20, 300 pl M-
dilution buffer ve 50 ul M-dissolving buffer eklendi.
= (Oda sicakliginda 10 dakika sik sik vortex yaparak homojen bir karigim elde
edildi.
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M-Wash Buffer Hazirlanmasi

=  Kullanilmadan o6nce 24ml %100’Lik ethanol, 6ml M-Wash buffer ile
yogunlastirildi.

Tiim DNA 6rneklerinin konsantrasyonlar1 200 ng/ ul olacak miktarda ayarlandi.

0,2 ml mikrosantrifiij tipune 130 ul CT conversion reagent ve 20 ul DNA 6rnegi
eklendi.

Hasta ve kontrol 6rnekleri disinda insan metile DNA 6rnegi ve insan unmetile
DNA orneklerinden 1’er ul 130 pl CT conversion reagent ile 0,2 ml mikrosantrifuj

tupunde karistirild.

DNA o6rneginin hacmi 20 pl’den az olanlarda fark bdH2O ile tamamland:.
Pipetleyerek drnekler karigitirildi.

Ornek Tipleri PCR cihazina konuldu. PCR cihazinda uygulanan adimlar Tablo 3-

6’da gosterilmistir.

Tablo 3-6: DNA Bisiilfit doniisiimii PCR kosullan

Sicakhk Degeri Bekleme Suresi Dongii Sayisi
98°C 10 dakika 1 déngl
64°C 150 dakika 1 déngl

4°C 0

600 pl M-binding buffer zymo-spin IC column’a eklendi ve kolon collection
tube’e yerlestirildi.

PCR uruni M-binding buffer iceren zymo-spin IC coloumn’a aktarildi. Kapak
kapatildi ve kolon birkag kez ters ¢evirerek karistirildi.

Tupler 2 dakika 14,000 rpm de santriftij edildi ve collection tubede toplanan sivi
atild1.

100 ul M-Wash buffer kolona eklendi. Tlpler 2 dakika 14,000 rpm de santrif(j

edildi ve collection tubede toplanan siv1 atild.



44

e 200 ul M-desulphoration buffer kolona eklendi ve kolonlar oda sicakliginda 20
dakika bekletildi. Inkiibasyondan sonra tiipler 2 dakika 14,000 rpm de santrifiij
edildi ve collection tubede toplanan siv1 atild.

e 200 pul M-Wash buffer kolona eklendi. Tipler 2 dakika 14,000 rpm de santrifij
edildi ve collection tubede toplanan sivi atildi. Bu asama bir kez daha tekrar edildi.

e Kolon 1,5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alindi. 10 pl M-elution buffer kolonun
tam ortasina eklendi. Elution tlipler 2 dakika 14,000 rpm de santriftij edildi ve
kolonlar atildi.

e Bu bisiilfit doniisiimii islemi 120 hasta grubu ve 80 kontrol grubu olmak {izere
toplamda 200 DNA 6rnegine uygulandi.

e DNA  bisiilfit doniisimii  yapilmis O6rneklerin  konsantrasyonlar1 6l¢iildii.
Konsantrasyonlarm 30 ng/ pl ile 60 ng/ pl arasinda oldugu goriildii.

e DNA bisiilfit doniistimii yapilmis her bir 6rnegin bulundugu tiipler kutulandi ve

ileri testler yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.3.6.2. qMSP metodu Primer hazirhg

SOCS-1 ve ACTB genlerinin metilasyon analizinde HPLC metodu ile sentezlenen 1’er
¢ift metile primer dizisi kullanildi. Liyofilize halde bulunan primerler, dizayn proseddirlerine
gore bdH20 ile ¢ozdiiriildii. Elde edilen 100 pmol/ul’lik stok primerler de 1:10 oranina gore
bdH20 ile sulandirildi. Calismada kullanilan primer dizileri ve baglanma sicakliklar1 Tablo
3.7°de gosterilmistir (164,165).

Tablo 3-7: Cahsmada kullanilan primer dizileri ve baglanma sicakhklar:

Calisilan Bolge Forward (5°-3°) Reverse (3°-57) Baglanma
Sicakhgy/
Dongl
Sayisi
SOCS-1 TTCGCGTGTATT CGACACAACTCC 64°C /35
TTTAGGTCGGTC TACAACGACCG
ACTB (B-actin) TGGTGATGGAGG AACCAATAAAACC 60°C /35

AGGTTTAGTAAGT TACTCCTCCCTTAA
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Kullanilan Cihazlar ve malzemeler
e Mic qPCR cihazi
e Vorteks
e Otomatik Pipetler (10 ul, 100 ul ve 1000 ul)
e ZymoTaq™ gPCR PreMix
= PCR premix
= hdH20
e 1,5 ml mikrosantrifij tip

e 48’lik gqPCR plate

3.3.6.3. gMSP metodu i¢in gerekli gPCR igerigi ve qPCR kosullari

Her bir ornek iki gen bdlgesine ait HPLC primerlerle hazirlanan uygun PCR kosullarinda
cogaltilarak calisilmistir. gMSP metodu igerigi Tablo 3.8’de ve bolgelere gore qPCR
kosullar1 Tablo 3.9°da verilmistir.

3.3.6.4. qMSP metodunda sonu¢ hesaplanmasi

Bu calismada hedef gendeki metilasyon yiizdesini belirleyebilmek i¢in literatiirde sik¢a
yer verilen ACTB (B-aktin) i¢ kontrol geni kullanildi. gPCR sonucunda elde edilen Cq
degerlerinden yiizde metilasyon (PMR) hesabi i¢in asagida belirtilen formiil kullanildi
(165).

AACt = Ornek DNA (Ct hedef gen — Ct ACTB gen) - %100 metile DNA (Ct hedef
gen — Ct ACTB gen)

PMR: 2*-AACt x100
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Tablo 3-8: qMSP metodu PCR icerigi

Reaktifler Hacim
2X gPCR Premix 10ul
Forward Primer i
Reverse Primer 1pul
bdH20 6,5 ul
Bisiilfitlenmis DNA miktari 1,5l
Toplam 20 ul

Tablo 3-9: qgMSP metodu PCR Kkosullar:

Sicakhk Degeri Bekleme Siresi Dongii Sayisi
95°C 10 dakika 1 déngl
95°C 30 saniye

Primere gore 30 saniye 35 déngu
72°C 40 saniye

72°C 7 dakika 1 déngl

4°C o0

3.3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Kullanilan cihazlar ve malzemeler

e Mikrodalga firin
e Yatay jel elektroforez sistemi

e Jel goruntuleme sistemi
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e Hassas Terazi

e Otomatik pipetler (10 pl, 100 pl ve 1000 pl)
e 250 ml Erlen

e Agaroz

e Etidyum Bromid

e Jel yiikleme boyasi

e DNA belirte¢ (100 bg Ladder)

e TBE tampon ¢0zelti

3.3.7.1. TBE Tampon ¢ozelti Hazirlanmasi
50X stok TBE tampon ¢ozeltisi 1/50 oraninda bdH2O ile seyreltilerek 1X TBE tampon

¢Ozelti olarak elektroforezde ve agaroz jel hazirlamada kullanilmak tizere hazirlandi.

3.3.7.2. Agaroz Jel Hazirlanmasi
e SOCS-1 (-1478) gen bolgesinin PCR run kontrolli ve analizi yapilacak tirtinler

icin hazirlanan agaroz protokol;

= RFLP metodu uygulanacak PCR uriinlerinin kontrol edilmesi amaciyla 3
gram agaroz tartilarak 120 ml 1X TBE buffer ile hazirlanmis %2,5 luk

agaroz jel,

= Enzim kesimi yapilmig PCR iiriinlerinin analizi i¢in 3,6 gram agaroz
tartilarak 120 ml 1X TBE buffer ile hazirlanmis %3,5’luk agaroz jel,

e 600C’ye kadar sogutulmus olan homojen agaroz jel ¢dzeltisinin igerisine i¢ine 5

pl EtBr eklenerek karigtirildi.

e Yiikleme yapilacak kuyular1 belirleyen taraklar yerlestirilmis olan elektroferez
tabagina hazirlanan ¢ozelti dokiildii. Jel soguyup donduktan sonra taraklar
dikkatlice ¢ikarild1 ve 1X TBE tampon ¢ozeltisinin oldugu elekroferez tankina
yerlestirildi.

3.3.7.3. Orneklerin jele yuklenmesi ve yuritilmesi
e Analiz edilecek her iirlinden 10 pl ve ylikleme boyasindan ise 5 pl pipetajla
karistirilarak kuyulara yiiklendi.
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e Goriintiilenecek bantlarin boyutlarinin belirlenebilmesi igin 50 bg-1000 bg
araliginda DNA belirteci ilk kuyulara yiiklendi.

e RFLP metoduyla kesim yapilmis orneklerin yiliklenmesinde kesilmemis PCR

iirlini de yiiklenerek karsilastirma yapildi.

e Urtinlerin kontrol ve analizleri yapilirken farkli voltaj ve siirelerle yiiriitme islemi
gerceklesti.

= RFLP metodu uygulanacak PCR rtinleri 120 voltta 30 dakika,

* Enzim kesimi yapilmig iriinler 110 voltta 45 dakika surelerle

elektroforezde yiratuldi.

e Yiiriitme islemlerinden sonra jeller UV 151k altinda jel goriintiilleme sisteminde

goriintiilendi ve fotografland.

3.3.7.4. Enzim kesim sonuclarinin belirlenmesi

Enzim kesimi yapilmis gen bolgesinin allelleri Tablo 3.10°daki b¢ uzunluklarma gore

belirlenmistir

Tablo 3-10: Cahisilan bélgeye ait allel bantlarinin uzunluklari

Gen ve polimorfizm Allel bant uzunluklari (bg) Kaynak
CA: 105, 145

SOCS-1 (-1478CA/Del) 160
Del: 250

3.4. Istatistiksel Analiz

Bu cailsmada tiim verilerin istatistiksel analizi i¢in SPSS 21 paket programi kullanildi.
Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki farkliliklarin istatistiksel 6nemi lojistik regresyon
analizi ile tahmin edildi. Exp Odds oranlar1 (OR'ler) cinsiyet ve yas i¢in kontrol edilen
bir lojistik regresyon modeli ile hesaplandi ve %95 giiven araliginda rapor edildi. Kontrol
ve hasta gruplar1 arasinda SOCS-1 allel ve genotip frekanslar: arasindaki farkliliklar 2
testi kullanilarak karsilastirildi ve gerektiginde Fisher's kesin testi kullanildi. Hardy-

Weinberg denklemi, tahmini genotip frekanslarin1 ve gozlenen genotip frekanslarm
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hesaplamak i¢in kullanildi. Hayatta kalma olasiliklar1 Kaplan-Meier yontemiyle tahmin
edildi ve farkliliklar log rank testi kullanilarak karsilastirildi. Risk faktorlerinin 6nemini
dogrulamak i¢cin Cox asamali regresyon analizi kullanildi. Cok degiskenli analizde,
%10'dan daha az anlamlilik ile adim adim (geriye dogru) elimine edilen degiskenleri
kullanildi. p < 0,05 degeri istatistiksel anlamlilig1 belirtmek i¢in kabul edildi. Riskli grubu
belirlemede etkili olabilecegi klinik olarak diisiiniilen degisken i¢in Receiver Operating
Characteristic (ROC) analizi yapildi ve ROC grafikleri ¢izildi, egri altinda kalan alan
(AUC) ve bu alaninin %95 giiven araliklar1 belirlendi. Tan1 sonuglarinin karsilagtirilmasi
ve degerlendirilmesi amaciyla Youden indeksi hesaplandi ve uygun kesim noktasi

belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Veriler

Gaziantep Universitesi T1p Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kemik Iligi Nakil
Merkezinde yatan ‘Multiple Myeloma’ tanisi almis otolog kemik iligi transplantasyonu
gegiren 18 yasindan biiyiik 120 birey ve 80 saglikli kontrol ¢alismamiza dahil edildi.
Calismamiza dahil edilen 120 hastanin 56's1 (%47) kadin, 64'i (%53) erkekti. Hastalarin
ortanca yas1 55 idi. Kontrol ve hasta grubu arasinda cinsiyet dagilimi agisindan anlamli
fark bulunmadi (p=0,064). 5 yillik PFS (progresyonsuz sag kalim) %52 ve 5 yillik OS
(genel sag kalim) %80,5 ile sonuglandi. Mortalite takip sirasinda 18 hasta ile %15 iken,
medyan takip siiresi 38,3 ay (dagihm: 4,1-105,3 ay) idi (Tablo 4.1).

Tablo 4-1: Otolog kemik iligi transplantasyonu (APSCT) olan MM hastalan ve

saghkh kontrol grubuna ait klinik veriler, tedavi rejimleri

Multiple Kontrol Kontrol p
Myeloma
medyan n® (%) medyan n° (%)
Yas 55 45 0.001*
Cinsiyet Kadm/Erkek 56/64 (47/53) 42/38 0.064%
(52,5/47,5)
Ig subtipleri K/ 62/34 (65/35)
G/A 63/13
(63.6/13.2)
Hafif zincir 20 (20.2)
Evre (Salmon-  1I/111 29/69
Durie) (37.9/62.1)
A/B 74124
(75.5/24.5)
IPI | 31 (32)
1/ 25/41
(25.8/41.3)
ECOG >1 7 (7.2)
Hemaoglobin gr/dL 10.3 (6.2-15)
Lokosit uL 6900 (2760-
18500)
Trombosit 103/uL 183 (103-
406)
C-reaktive mg/dL 7.2 (2.1-352)
protein
LDH IU/L 203 (93-
1037)
b2- mg/L 5 (15
mikroglobulin 47.4)
Albumin gr/L 3.5 (1.6-5.1)
Tedavi VCD,
APBSCT, LD
0OS (5-yil, %) (80)
PFS (5-yil, %) (52)

Relaps 44 (36.7)
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Mortalite 18 (15)
Ortalama takip 38.3(4.1-
(ay) 105.3)

n? = 120; n° = 80; *median test, Pearson Chi-Square, VCD, bortezomib, cyclophosphamide, dexamethasone,; LD, lenolidomid,
dexamethasone; APSCT, ; PFS: Progresyonsuz sag kalim, OS: Genel sag kalim.

4.2. SOCS-1 Geni -1478CA>Del Varyantina ve PMR (yiizde metilasyon degeri)’ye
Ait Veriler

SOCS-1 Geni -1478CA>Del bolgesinin PCR irlinine ve Ddel kesim enzimi uygulanan

kesim {riinlerine ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.1’de yer almaktadir.

MM'li hastalar ve saglikli kontroller arasinda SOCS-1 (-1478CA>Del) genotip dagilimi
acisindan istatistiksel analizde; Del/Del genotipi (p=0,034) ve Del alleli (p=0,001). MM'li
hastalarda anlamli olarak daha yiiksek bulundu. Hasta ve kontroller arasindaki metilasyon
farkin1 belirleyebilmek i¢in bir internal kontrol olan ACTB(B-actin) ve % 100 metile
DNA kullanild1. ilk 6nce %100 metile DNA’nin hem SOCS-1 hem de ACTB igin gpcr
ile Ct degeri hesapland1 ve bu deger referans olarak alindi. Daha sonra her bir 6rnegin
hem SOCS-1 hem de ACTB primerleri i¢in Ct degeri hesaplandi. Ornekler igin
hesaplanan Ct degerleri ile %100 metile DNA igin hesaplanan Ct degerleri arasndaki
farka gore PMR hesabi yapildi. Buna gére SOCS-1 geninin PMR’si (ylzde metilasyon
degeri) saglikli kontrollerde anlamli olarak daha yiiksek bulundu (medyan: 43,48, aralik:
2,76-247,75; p=0,001) (Tablo 4.2).

Sekil 4-1: 1478CA>Del bélgesi PCR ve kesim drtnleri

1:Belirteg, 2: PCR urund, 3,5: CA/Del (250,145,105bp), 4,8: CA/CA (145,105bp), 6,7: Del/Del
(250bp)
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Tablo 4-2: SOCS-1 Geni -1478CA>Del varyanti genotip, allel dagihm ve ytzde
metilasyon degeri (PMR)

SOCS-1 Genotip Multiple Saghkh OR 95% ClI p
Myeloma Kontrol Exp(B)
n=% (%) n=80 (%)
SOCs-1 CAICA 20 (16,7) 30 (37,5) 0,243*  0,106-0,558* 0,001*
CA/Del 49 (40,8) 29 (36,3) 0,620*  0,294-1,309* 0,210*
Del/Del 51 (42,5) 21 (26,2) 0,498%  0,269-0,923% 0,034%
Allel
CA 89 (37,1) 89 (55,6)
Del 151 (62,9) 71 (44,4) 2,127%  1,415-3,196% 0,001%
27 -AACt x100 20.11  (2.11- 43.48 (2.76- 0.001%
(PMR) 717.30) 247.75)

an= 120, *:0R (95%ClI) yasa ve cinsiyete gore ayarlandi, %Fisher kesin Testi, fmedyan test

4.3. MM'li hastalarin prognostik faktorleri ile progresyonsuz sagkahm (PFS) ve OS
Genel sag kalim (OS)'nin karsilastirilmasi

PFS ve OS'yi etkileyen faktorlerin istatistiksel analizinde, SOCS-1 genotip dagilimimnin
PFS ve OS lzerinde hicbir etkisi olmadig: goriilmistir (PFS igin, p=0,229; OS icin,
p=0,763). Hastalar CA/CA, CA/Del, Del/Del genotipleri olarak ayr1 ayr1
gruplandirildiginda da progresyonsuz sag kalim ve genel sagkalim agisindan anlamli bir
etki saptanmadi (PFS i¢in, p=0,140; OS i¢in, p=0,462). Buna karsin yiizde metilasyon
acisindan saglikli kontrollerin 43,48 ortanca PMR degerine gore yapilan istatistiksel
analizde, PMR degeri <43,48 olan hastalarin anlamli olarak daha uzun PFS gosterdikleri
goriilmiistiir. Bu durum literaturde bir ilktir (<43,48 igin %56, > i¢in 43,48 %43; p=0,027)
(Tablo 4.3, Sekil 4.2). Bunun yani sira genel sagkalim agisindan her iki grup
arasimdasinda anlamli fark bulunmamustir (p=0,484) (Tablo 4.3).
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Sekil 4-2: Metilasyon durumu acisindan hasta alt gruplar arasinda progresyonsuz
sagkalim (PFS) analizi

2"-AACt x100 <43,48
5- years 56%

Progression free Survival

02 2"N-AACt x100 ->43,48
5- years 43% (39,2 months)

0 12 24 36 48 60 7 34 96 108

Log Rank p=0.027

Tablo 4-3: MM'li hastalarin prognostik faktorleri ile PFS ve OS'nin
karsilastirilmasi

N PFS Log OS Log
Medyan,ay Rank Medyan,ay Rank
* G-yl %) p- * G-yl %)  p-
degeri degeri
120 (52) (80)
SOCs-1 CAICA 20 438 (81)
CA/Del 49  (63) (80)
Del/Del 51  (52) 0,229 (78) 0,763
SOCs-1 CAICA 20 438 (81)
CA/Del-Del/Del 100 (57) 0,140 (79) 0,462
2N-AACtx100 <43,48 84  (56) (82)
(PMR)
>43,48 36 39,2 0,027  (77) 0,484

PFS: Progresyonsuz sagkalim, OS: Genel sagkalim, PMR: Metillenmis referans ylizdesi
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4.4. ROC analizi ile PMR degiskenleri acisindan hasta ve kontrol grubunun
karsilastiriimasi

Metilasyon yiizdesinin hesaplanmasinin hasta ve kontrolleri ayirt etmedeki basarisini
degelendirmek amaciyla ROC analizi yapildi. ROC egrisi, belirli bir parametrenin farklh
kesme noktalar1 i¢in yanlis pozitif oranm (100-Ozgulliik) fonksiyonunda gergek pozitif
oranin (Hassasiyet) grafigidir. ROC egrisindeki her nokta, belirli bir karar esigine karsilik
gelen bir duyarhlik/6zgiilliik ¢iftini temsil eder. ROC egrisinin altindaki alan (AUC), bir
parametrenin iki tani grubunu (hastalikl/normal) ne kadar 1yi ayirt edebileceginin bir
Olglsiidur. AUC degeri 1’e ne kadar yakinsa testin dogrulugu o kadar fazladir (166).
Analiz sonucunda egri altinda kalan alan (AUC) degeri istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0,001, AUC=0,683). Youden j index degeri 0,3354 olarak elde edildi.ROC
analizi sonucunda optimum duyarlilik ve secicilik degerine sahip olan kesim noktasi
degeri 20,3214 olarak elde edildi. Elde edilen kesim noktasma goére klinik verilerle
yapilan karsilastirmalar sonucunda istatistik olarak; paraprotein K i¢in anlamli sonug
gozlenirken (p=0,014), cinsiyet, evre, ISS, relaps progresyon ve ilk sira tedavi
bakimindan anlaml1 bir sonu¢ g6zlenmedi (p=0,077; p=0,300; p=0,618; p=0,278) (Tablo
4.7).

Paraprotein, kanda veya idrarda bulunan ve olgun B hiicrelerinin, en yaygin olarak
plazma hicreleri veya B lenfositlerinin klonal proliferasyonundan kaynaklanan
monoklonal bir imminoglobulin veya imminoglobulin hafif zinciridir. M-proteini
olarakda bilinir. Paraproteinler, homojen elektroforetik gé¢ ve ya x ya da A olan tek bir
hafif zincir tipinin ifadesi ile karakterize edilir. Multiple myelomanin teshisinde
onemlidir (167).

Tablo 4-4: ROC egrisinin altinda kalan alan (AUC)

ROC egrisinin altinda kalan alan (AUC) 0,683
Standart Hata? 0,0381

95% Giiven aralig1” 0,613 - 0,747
Z istatistigi 4,801

Onem diizeyi P (Alan=0.5) <0,0001



Tablo 4-5: Youden indeksi

Youden indeksi J 0,3354

95% Guven arahigi® 0,2075 - 0,4405

Miskili kriter <20,3214

95% Guven arahigi® 12,2308789 - 22,1051083

Tablo 4-6: ROC egrisinin ol¢iit degerleri
Kriter Duyarhhk Ozgulluk

<20,3214 51,26 82,28

Sekil 4-3: ROC egrisinin koordinatlar
100 |-

80 |
60 |
40}

20}
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100-Specificity
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Tablo 4-7: ROC egrisinin kesim noktasina gore ayrilan hasta gruplarimin klinik

parametreler bakimindan karsilastirilmasi

>20,32 <20,32 Total P
Hasta Hasta N (%)
N (%) N (%)

Cinsiyet Kadin 36 (%62,1) 28 (%45,9) 64 (%53,8) 0,077

Erkek 22 (%37,9) 33 (%54,1) 55 (%46,2)



Paraprotein

Evre

ISS

Relaps

Progresyon

34 (%77,3)
10 (%22,7)

4 (%9,1)

8 (%18,2)
32 (%72,7)
16 (%37,2)
11 (%25,6)
16 (%37,2)

30 (%56,6)

23 (%43,3)

27 (%52,9)
24 (%47,1)

10 (%18,9)
6 (%11,3)

37 (%69,8)
15 (%28,3)
14 (%26,4)
24 (%45,3)

38 (%66,7)

19 (%33,3)

61 (%64,2)
34 (%35,8)

14 (%14,4)
14 (%14,4)
69 (%71,1)
31 (%32,3)
25 (%626)

40 (%41,7)

68 (%61,8)

42 (%38,2)

0,014

0,300

0,618

0,278

57
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5. TARTISMA

Multiple myeloma, kemik iliginde biriken ve M-proteini (monoklonal immdiinoglobulin
veya paraprotein olarak da bilinir) treten monoklonal plazma hiicrelerinin kan kanseridir.
Organ disfonksiyonu ile komplike hale gelir: hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, anemi ve
kemik yikimi (CRAB kriterleri olarak bilinir). Multiple myeloma neoplastik hastaliklarin
%1'ini olusturur ve yiiksek gelirli tilkelerde yilda 100.000'de 4,5—6 insidans ile ikinci en
yaygin hematolojik malignitedir. Bat1 Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya'da
insidansin, tanidaki farkliliklar nedeniyle Asya ve Sahra alt1 Afrika'dan daha yiiksek
oldugu belirtilmistir. 1990'dan 2016'ya, niifus artisi, yaslanan diinya niifusu ve artan yasa
Ozgii insidans oranlar1 nedeniyle kiiresel multiple myeloma insidansinda %126'lik bir
artig oldugu belirtilmistir(168,169). Multiple myeloma i¢in risk faktorleri arasinda
obezite, kronik inflamasyon ve pestisitlere, organik ¢oziiciilere veya radyasyona maruz
kalma yer almaktadir. Kalitsal genetik varyantlar da multiple myelomun gelisimine
katkida bulunur. 2020'de yayinlanan bir rapor, multiple myeloma ve 6nciil kosullarin
insidans1 ve sonuglarinda irksal ve etnik farkliliklar: hesaba katan hem kalitsal hem de
toplumsal etkileri 6zetlemektedir (170,171).

Bu ¢alisma MM epigenetigi, SOCS-1 gen polimorfizmleri ve hipermetilasyon a¢isindan
onemli ve yeni literatir katkilarmi igermektedir. Gilincel ¢alisma alani agisindan
aydinlatic1 bilgiler sunmaktadir.

Calismamiza dahil edilen hastalarmm medyan yas1 55 iken saglikli kontrol grubunun ise
45’idi. Hastalarin %53 erkek iken %47°si kadindi. Amerikan kanser derneginin yaptigi
aciklamaya gore, yasla birlikte multiple myelom gelisme riski artar. Vakalarin %1'den azi
35 yasindan kugUk kisilerde teshis ediliyorken multiple myeloma tanis1 konan kisilerin
¢ogu en az 65 yasindadir ve erkeklerin multiple myelom gelistirme olasilig1 kadinlardan
biraz daha fazladir (172). Yaptigimiz ¢alismada kontrol ve hasta grubu arasinda cinsiyet
dagilimi agisindan anlamli fark bulunmamaktadir (p=0,064) (Tablo 4.1).

Caligmamizda hastalar ve saglikli kontroller arasinda SOCS-1 (-1478CA>Del) genotip
dagilimi agisindan bakildiginda Del/Del genotipi ve Del allelinin hastalarda anlaml
olarak daha yiiksek oldugu bulundu (p=0,034)(p=0,001) (Tablo 4.2). SOCS-1 genotip
dagiliminin progresyonsuz sagkalim (PFS) ve genel sagkalim (OS) izerinde hicbir etkisi
olmadig1 gorildi (PFS icin, p=0,229; OS icin, p=0,763). Hastalar CA/CA, CA/Del,
Del/Del genotipleri olarak gruplandirildiginda bile PFS ve OS (izerinde anlamli bir etki
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saptanmadi (PFS icin, p=0,140; OS icin, p=0,462) (Tablo 4.3). SOCS-1 gen
polimorfizmleri ve metilasyonu literatirde birden fazla ¢alisma ile ortaya konmustur.
SOCS-1 (-1478, rs33989964), ayn1 zamanda yuksek ekspresyon seviyeleri ile solunum
yolu immun-inflamatuar hastaliklar1 ile iliskilendirilmis bir dinlkleotid CA
Ekleme/Silme (CA/Del) temsil eder (173). Islevsel bir SOCS-1 promotor
polimorfizminin (-1478CA>Del), Harada ve arkadaslarinin yaptigi calismayla Japon
populasyonunda SOCS-1 transkripsiyonunu arttirdig1 gosterilmistir (174). Hartavi ve ark.
kolorektal kanserle ilgili yaptigi ¢alismada Del allelinin CA alleline gore hastalik
olusturma orani hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli farklilik gostermemistir
(p=0.27) (175). Ayyildiz ve ark. kolorektal adenokarsinom (KRK) hastalarinda yaptigi
caligmada Del/Del genotipinin hastaliksiz sag kalim agisindan anlamli (p=0,049) ve daha
kotu prognozla iliski oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, genel sagkalim (OS)
analizinde, Del/Del genotipi olan hastalarin, CA/CA genotipi olanlara kiyasla 3,9 kat
daha fazla mortalite riskine sahip oldugu bulunmustur (p=0.05). Bu hastalarda
progresyonsuz sagkalim (PFS) da 6nemli 6lcude farkliyd: (p=0.05) (176). Ersoy ve ark.
aktif tlberkulozlu hastalarda yaptigi bir baska ¢alismada ise hem ARB (aside direncli
bakteri) pozitif hemde negatif hastalarda CA allelinin daha sik oldugu tespit edilmistir
(177). SOCS-1 Del/Del genotipinin MM hastalarinda daha sik gorulmesi, MM
patogenezinde diisiik ekspresyonun roliinii de ilk kez ortaya koymaktadir. CA allelindeki
artis hastaliga kars1 koruyucu, Del allelindeki artis ise hastaliga yakalanmada énemli bir

risk faktori olarak bulundu.

MM epigenetigi, global DNA ve spesifik gen metilasyonlar1 iceren ¢ok fazla literatdr ile
ortaya konmustur (178,179). Calismamizda SOCS-1 geninin PMR (ylizde metilasyon)
degeri saglikli kontrollerde hastalara oranla anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p=0,001) (Tablo 4.2). Pehlivan ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada MM'li hastalarda
saglikli kontrollere gore hipermetilasyon anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Tedavi
sonrasi1 dl¢limlerde global hipermetilasyon, tedavi 6ncesi duruma kiyasla dnemli dl¢iide
arttl. Adenomatoz polipozis koli-2 promotdér genine 6zgii hipermetilasyon agisindan
tedavi Oncesi ve sonrasi degerler arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (180).
Komazaki ve ark. yaptigi caligmada incelenen 14 primer pankreas kanserinden 7'sinde
SOCS-1 mRNA'mm belirgin sekilde baskilandigi ve SOCS-1 proteininin azaldigi
belgelenmistir. SOCS-1 geninin yukarisindaki CpG adaciklarmm, 14 tumérin 8'inde

hipermetile oldugu gosterilmistir (181). Chun Kang ve ark. kolorektal kanser hastalarinda
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yaptigi bir diger ¢alismada ise kontrollere kiyasla KRK numunelerinde SOCS-1
hipermetilasyonunun arttigin1 géstermislerdir. Metillenmis SOCS-1, tumoérlerde SOCS-1
ekspresyonunun onemli 6l¢lide baskilanmasiyla iliskilendirilmistir. Caligmada ayrica,
SOCS-1'in azalmig ekspresyonu ile 6nemli dlgiide iliskili olan zayif bir genel hayatta
kalma orani bulunmustur (182). Calismamizda saglikli kontrollerin 43,48 ortanca PMR
degerine gore yapilan istatistiksel analizde, PMR degeri <43,48 olan hastalarin anlamli
olarak daha uzun PFS gosterdikleri gorildi (<43,48 igin %56, > igin 43,48 %43; p=0,027)
(Tablo 4-3, Sekil 4-2). Bu iki grup arasinda OS agisindan anlamli fark bulunmadi
(p=0,484) (Tablo 4-3).

SOCS-1 ve MM hastalarinda hipermetilasyon ile ilgili farkli ¢aligmalar bulunmaktadir.
Chim ve ark., SOCS-1 hipermetilasyonu agisindan anlamli sonuglar bulunmazken (183),
Galm ve ark. (184), MM hiicre hatlarinda anormal SOCS-1 metilasyonunun arttigi
bulundu. Bu hiicre hatlarinin demetilasyon ajani1 5-aza-2'-deoksisitidin ile maruz kalmasi
SOCS-1 ekspresyonunu yukari regiile etmis ve myeloma tedavisi agisindan 6nemli bir
tartisma noktasi agmustir. Bu ¢alismada, MM hasta numunelerinin %62,9'unda SOCS-1'in
hipermetile oldugu bulunmustur; SOCS-1'in MM hastalarinda hipermetilasyon ile
siklikla inaktive oldugu sonucuna varilmistir (184). Depil ve arkadaslarimin ¢alismasinda,
SOCS-1 hipermetilasyonu %75'e kadar gozlemlenirken, hipermetile ve metillenmemis alt
gruplar arasinda OS'de anlamli bir fark yoktu (185). Reddy ve ark., SOCS-1'in MM'li
hastalarda hipermetile oldugu ve 6nemi belirsiz monoklonal gammopati (MGUS) oldugu
gosterildi, burada en az bir gen hipermetilasyonu olan hasta sayist MM'li hastalarda %93

ve MGUS'lu hastalarda %60 idi (186).

Saglikli kontrol grubunda anlamli derecede ylksek SOCS-1 gen PMR degerlerinin
bulunmasi literattirde bir ilktir. Yine saglkli kontroliin ortanca PMR degerine gore
yapilan analizde, sagkalim analizi agisindan bir ilk olan PMR degeri ylksek olan grupta
PFS anlamli olarak daha diisiik bulundu. Bu durum metilasyonu azaltan ajanlarim etkinligi
acisindan bir ipucu olarak disiiniilebilir. Hipometile edici ajanlar arasinda yer alan oral
azasitidinin (AZA) lenalidomid ve deksametazon ile kombine edildigi bir ¢alismada
(187), daha 6nce basarisiz olan relaps/refrakter MM olgularinda lenalidomidin etkinligi
incelenmistir. ORR %37,5 idi; Klinik fayda oran1 %50 idi. Medyan OS 10,3 aydi; medyan
PFS 2,6 aydi (187). Frederic ve ark. yaptigi baska bir ¢alismada (188) relaps/refrakter
MM tanis1 alan 40 hasta dahil edilmis ve subkutan AZA'nin etkinligi degerlendirilmistir.
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Calismaya dahil edilen hastalarin %30'unda klinik yarar yanit1 elde edilmistir. AZA, LD
ile kombinasyon halinde haftada iki kez deri altindan 50 mg/m2 hedefine kadar iyi tolere
edildi (188). Bir bagska 6nemli ¢alismada Khong ve ark. tarafindan yapilmistir. AZA, hem
IL-6 reseptor-alfa hem de IL-6'nin islenmesini inhibe ederek, hem fosfo-STAT3 hem de
Bcl-xI'nin ekspresyonunun azalmasina neden oldu. MM patogenezinin temeli olan IL-
6'ya kars1 antagonist etkileri ve etkinliginin gelecek i¢in énemli oldugu diisiiniilmektedir
(189). Calismamizda daha az metillenmis SOCS-1 gruplarinin daha uzun PFS'ye sahip
olmasi gelecekteki ¢alismalar igin 6nemli gorinmektedir.

Calismamizda metilasyon yiizdesinin hesaplanmasinin hasta ve kontrolleri ayirt etmedeki
bagarisini degelendirmek amaciyla ROC analizi de yapildi. Analiz sonucunda egri altinda
kalan alan (AUC) degeri istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001, AUC=0,683).
Youden j index degeri 0,3354 olarak elde edildi. ROC analizi sonucunda optimum
duyarlhlik ve secicilik degerine sahip olan kesim noktasi degeri 20,3214 olarak elde edildi.
Elde edilen kesim noktasina gore klinik verilerle yapilan karsilastirmalar sonucunda
istatistik olarak; paraprotein i¢in anlamli sonu¢ g6zlenirken (p=0,014), cinsiyet, evre, ISS,
relaps progresyon ve bakimindan anlamli bir sonu¢ gozlenmedi (p=0,077; p=0,300;
p=0,618; p=0,278) (Tablo 4.7). Paraprotein (M-proteini) MM nin teshisinde 6nemli bir
kriterdir. Analiz sonucunda belirlenen 20,3214 kesim noktasi altinda kalan hastalarda
paraproteinin anlamli olarak yiiksek bulunmasida bu durumu destekler niteliktedir. AUC
degeri 1’e ne kadar yakin ise bakilan degiskenin hastalik i¢in yeterliligi o kadar artar.
Calismamiz MM hastalarinda SOCS-1 geni icin hem ylizde metilasyon hesabi hem de
ROC analizini birlikte yapan ilk ¢alismadir. Buna gore 0,683 ¢ikan AUC degeri SOCS-1
gen metilasyonun MM hastalarinda belirleyicilik saglamakda diger ¢alismalar igin 151k
tutacaktir.

Calismamizin 6nemli kisithliklar1 vardi. IIki, istatistiksel analizi sinirlayan dar hasta
popiilasyonuydu. ikinci en 6nemli smirlilik ise tek merkezli verilerden olusmasiyd.
Sonug olarak, ¢alismamizda saglikli kontrollerde CA/CA genotipi istatistiksel olarak
anlamli derecede yiksek bulunurken, Del/Del genotipi MM'li hastalarda anlamli olarak
daha yuksekti. Del allel, MM'li hastalarda daha yiiksek, CA alleli ise saglikli kontrol
grubunda daha yiiksekti. SOCS-1 geninin PMR degeri saglikli kontrol grubunda anlamli
olarak ytksek bulundu. PMR degeri <43,48 olan hastalarmm 0nemli Ol¢tide daha uzun
PFS'ye sahip oldugu bulundu. SOCS-1 polimorfizmlerinin MM ve SOCS-1

metilasyonunun patogenezine etkileri literature i1k tutacaktir.
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FORMLAR

GONULLU OLUR FORMU

Multiple Myeloma bir malign kanser ¢esididir. Tiim hematolojik kanserlerin yaklasik
%10’unu olusturdugu yapilan c¢alismalar ile gosterilmistir. Bilindigi gibi kanser
radyasyon, UV, yanlis beslenme gibi dis etmenlerden ortaya ¢iktigi gibi kanser tipine
gore spesifite gosteren genlerde meydana gelen mutasyonlar gibi genetik degisikliklerle
de meydana gelmektedir. Bireylerin genetik 6zellikleri anne ve babadan gelen, gen adi
verilen yapilar ile belirlenmektedir. Genler bireye ait tiim o6zelliklerin bilgisini tasir.
Multipl Myeloma hastalarmin genetik agidan incelenmesi,teshiste ve tedavinin
yonlendirilmesinde biiylik 6neme sahiptir. Bu arastirmada amag; multip]l myeloma
hastalarinda, hastaliga neden oldugu diisiiniilen genlerdeki metilasyon analizi verileriyle
hastalarda erken teshis ve tedavi basarisin1 6ngérmek ve uygun tedavi seceneklerine
katkisini belirlemektir.

Sizlerden madde bagimliliginda rolii oldugu bildirilen genleri arastirmak tizere bir tiip
kan 6rnegi alip ’Kemik Iligi Nakli Yapilan Multipl Myeloma Hastalarmdaki Epigenetik
Farkliliklarin  Arastirilmas1 ve Klinik Parametrelerle Karsilastirilmasi®” basliklhi
calismamiz i¢in kullanacagiz. Bildiginiz gibi boylesi az miktarda kan vermenin neredeyse
hicbir yan etkisi yoktur. Olas1 yan etkiler arasinda bas donmesi ve tansiyon diismesine
bagl hafif baygmlik hissi sayilabilir. Boyle durumlarda kisi diiz bir zeminde birkag
dakika uzanarak, gerekirse ayaklar1 havaya kaldirilarak bu hali atlatabilir. Alinan kan ile
yapilacak genetik arastirmalar Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
laboratuvarinda gerceklestirilecektir. Yer aldigmiz bu arastirmada 6ngoriilen siire 12 ay
olup, arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 200°dir.

Bu caligmanin sizin i¢in herhangi bir masrafi yoktur. Verdiginiz kan bagis olup, kan
verenin ve ¢aligmay1 yapanin ticari bir kazang beklentisi yoktur. Size ait tiim tibbi ve
kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yaymlansa bile kimlik bilgileriniz
verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi
makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Ayrica size ait tibbi bilgilerin gézden
gecirilmesi, bagka merkezlere yollanmasi ve islenmesi konusunda bu calismay1 yapan

kisilere yetki veriyorsunuz.
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Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin isteginize baglidir. Arastirmada yer almay1
reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum
herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir. Arastirict

gerekli gordiigli durumlarda sizi arastirmadan ¢ikarabilir.

Katihmcinin/Hastanin Beyam

Prof.Dr. Mustafa Pehlivan tarafindan tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu
arastrma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “’katilime1’’ (denek) olarak davet edildim. Eger arastirmaya katilirsam hekim
ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik
Ozen ve saygi ile yaklagilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel
amaglarla kullanim1 sorasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana
yeterli gliven verildi.

Projenin yiirlitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim (Ancak arastirmacilarit zor durumda brrakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma disi
da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir. ister dogrudan, ister dolayli olsun
arastirma uygulamasimdan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir
saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi
konusunda gerekli giivence verildi (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik
altia girmeyecegim).

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayic1 bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tiim a¢iklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli
bir diigiinme siiresi sonunda ad1 gegen bu aragtirma projesinde “’katilimer’” (denek) olarak
yer alma kararini1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik

icerisinde kabul ediyorum. imzali bu form kagidmin bir kopyas: bana verilecektir.
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GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniillilye arastirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Arastrma konusu hakkinda bana yazili ve sozli agiklamalar yapildi. Bu
kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hi¢bir baski ve zorlama
olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Gonullunun,

Adi-Soyadt:

Adresi:

Tel-Faks:

Tarih ve Imza:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin,

Adi-Soyadt:

Adresi:

Tel- Faks:

Tarih ve imza:

Aciklamalar yapan arastirmacinin,

Adi-Soyadr:

Gorevi:

Adresi:

Tel-Faks:

Tarih ve imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden Kkurulus
gorevlisinin/gorisme taniginin,

Adi-Soyadz:

Gorevi:

Adresi:

Tel-Faks:

Tarih ve Imza:
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