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OZET

Multiple miyeloma (MM) olgun B hiicrelerinin klonal ¢ogalmasiyla ortaya
cikan bir kanser tiiriidiir. Hematolojik kanserlerin %10 unu, tiim kanser tiirlerinin
%21’ini MM olusturmaktadir. MM hastalariin  %20’sinde, DEK geninin de
bulundugu kromozom 6p22.3 bolgesinde kopya sayisi artist oldugu tespit edilmistir,
ancak bu artisin DEK genini etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir. Bu tez
calismasinda, MM de siklikla hasara ugrayan kromozom 6p22.3 bolgesinde yerlesim
gosteren aday genlerden biri olan DEK’in ekspresyon seviyesinin ve kopya sayisinin
tespit edilmesi amaglanmustir.

Bu amagla, MM hastalarinin parafin blok veya dondurulmus/taze kemik iligi
orneklerinde DEK mRNA ekspresyonu RT-qPCR yontemi ile incelendi. Analiz
sonucunda, saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda, MM hastalarinda DEK
mRNA ekspresyonunun anlamli oranda azaldigi tespit edildi. Ayrica, 41 MM
hastasinin 4’tinde DEK geninin kopya sayisinda, kontrol kemik iligine gore 1.5 kat
(3 kopya) veya iizerinde artis oldugu, ancak kopya sayisindaki artisin, ayni
hiicrelerdeki DEK mRNA ekspresyonunu etkilemedigi gosterildi. Kopya sayisindaki
artisin, MM hastalarinin sadece kanserli hiicrelerine 6zgiin oldugu ve bu hastalarin
kanserli olmayan hiicrelerinde DEK’in iki kopya halinde bulundugu tespit edildi. Son
olarak, MM hastalarinin parafin blok kesitleri, DEK ve CD138 antikorlariyla
immunohistokimyasal (IHK) yéntemle incelendi ve CD138 pozitif olan normal
plazma hiicrelerinin ve MM hiicrelerinin bu yontemle tespit edilebilecek diizeyde
DEK proteini eksprese etmedigi gosterildi.

Ozetle, elde ettigimiz sonuglar, DEK mRNA ekspresyonunun, DEK geni kopya
sayisindan bagimsiz olarak, normal plazma hiicrelerinde ve MM hiicrelerinde
azaldigint ve  DEK’in MM’nin ayirici tanisinda negatif bir immiinohistokimyasal

belirtec olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Multiple Miyeloma, DEK, CD138, Plazma Hiicresi,

Immunohistokimya.



SUMMARY

Multiple Myeloma (MM) is a cancer of plasma cells in which about 20% of
patients carry increased copy number in chromosome 6p22.3. Although the DEK
gene is localized to the chromosome 6p22.3 region, it is not known whether its copy
number and expression is affected in MM patients. In this thesis, we aimed to
determine the expression and copy number of DEK gene in MM patients.

We analyzed the expression of DEK mRNA in formalin-fixed parafin-
embedded (FFPE) or fresh/frozen bone marrow tissues of MM patients using RT-
gPCR. Our results showed that DEK mRNA was significantly downregulated in MM
patients compared to the healthy controls. Additionally, although the copy number of
the DEK gene was increased in 4 out of 41 MM patients, this increase was not
reflected in the DEK mRNA expression. Immunohistochemical analysis of FFPE
samples of MM patients and healthy controls indicated that DEK is widely expressed
in myeloid and erithroid series. However, there was not detectable DEK protein
neither in normal nor in myeloma cells.

In summary, our results showed that, regardless of the copy number of the
gene, DEK mRNA expression is downregulated in both normal and malignant (MM)
plasma cells. Lack of detectable DEK protein in MM cells might be a useful negative
immunohistochemical marker for the differential diagnosis of MM.

Keywords: Multiple Myeloma, DEK, CD138, Plasma Cell,

Immunohistochemistry.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIZIiNi

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

ABL1 . Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
ACTB :Actin-beta
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AML . Akut miyeloid 16semi

BCL6 : B-cell lymphoma 6

BL . Burkitt lenfoma

BLIMP-1 : B lymphocyte-induced maturation protein 1
CDKN2C : Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C

cDNA . Complementary DNA

CLP . Ortak lenfosit projenitor

cm : Santimetre

Cr . Kreatin

CXCL12 : C-X-C motif chemokine 12
CXCR4 : C-X-C chemokine receptor type 4
D . Diversity

DAB . 3,3'Diaminobenzidine

dL . Desilitre

DLBCL : Diffiiz biiyiik hiicreli B Lenfoma
DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA . Deoksiriboniikleik asit

ER : Endoplazmik Retikulum

FACS . Fluorescence-activated cell sorting

FAM46C : Family with sequence similarity 46, member C

FBS . Fetal Bovine Serum

FGFR3  : Fibroblast biiyliime faktor reseptorii 3
FISH . Florasan in situ hibridizasyonu

FLT3 : FMS benzeri tirozin kinaz 3

GM : Germinal merkezi.
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1. GIRIS

MM B hiicrelerinin klonal ¢ogalmasiyla ortaya ¢ikan bir kanser tiiriidiir
[Hideshima et al., 2004]. Hematolojik kanserlerin % 10’unu, tiim kanser tiirlerinin %
1’ini MM olusturmaktadir [Rajkumar, 2011]. Plazma hiicrelerinin anormal
cogalmasi, kemik iliginde plazma hiicrelerinin birikimi ve kanda bulunan
monoklonal immunoglobiilin ( M-proteini) miktarinda artisa yol agmakta ve sonug
olarak kemik yikimi, bobrek iflasi, anemi gibi cesitli doku ve organ yikimlarina
sebep olmaktadir [Chesi and Bergsagel, 2013]. MM olusumunda kromozom 13q,14q
bolgelerinin  delesyonlari, immunoglobulin agir zincir geninin  dengeli
translokasyonlar1 ve kromozom 6p bolgesinin kopya sayisinda artis gibi gesitli
kromozom anomalileri siklikla goriilmektedir [Bergsagel et al., 1996], [Walker et al.,
2010].

MM de kopya sayisinda artig goriilen kromozom 6p22.3 bolgesinde bulunan
DEK geni, DNA replikasyonu/tamiri, transkripsiyonel diizenlenme, mRNA
islenmesi, kromatin yapisinin korunmasi gibi bir¢ok hiicresel olayda gorev alan bir
proto-onkogendir. DEK geninin asir1 ifadesinin hiicre proliferasyonunda artisa, hiicre
yaslanmasinda ise azalmaya sebep oldugu bilinmekte olup mesane kanseri,
melanoma, glioblastoma gibi birgok kanser tiiriinde DEK geni kopya sayisinda ve
ifadesinde artis oldugu gdsterilmistir.

MM de 6. kromozomun kisa kolunun (6p22.3 bolgesi) kopya artist ile DEK
geni ekspresyonu arasinda bir iliski olup olmadigina dair literatiir bilgisi
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, MM’de siklikla hasara ugrayan kromozom
6p bolgesindeki aday genlerden biri olan DEK'’in kopya sayisi ve ekspresyon

seviyesinin tespit edilmesi amaglanmistir



2. HEMATOPOETIK SISTEM

Saglikli bir insanda her giin milyonlarca kan hiicresi kanama, hastalik yada
normal yasam dongiisiinii tamamlamasi nedeniyle kaybedilirken, ayni zamanda
milyonlarca yeni eritrosit, 16kosit ve trombosit olusumu meydana gelmektedir.
Olduk¢a karmasik olan bu kan hiicresi yapim ve yikim mekanizmasi1 hematopoez
olarak adlandirilmaktadir [Smith, 2003]. Yapilan arastirmalar sonucu, kemik iliginde
bulunan ve hematopoetik kok hiicreler (HKH) olarak adlandirilan multipotent
karakterdeki, kii¢iik bir hiicre toplulugunun kendini yenileyebildigi ve viicudumuzda
bulunan biitlin olgun kan hiicrelerine farklilasma kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir [Weissman, 2000]. Akim sitometrisi analizleri ile hiicre yiizey
belirteglerinin incelenmesi sonucu HKH’in farklilasma kapasitelerinin hiyerarsik bir
diizen igerisinde azalmakta oldugu belirlenmistir [lwasaki and Akashi, 2007]. Bu
hiyerarsik diizen igerisinde en tepede yer alan HKH oOncelikle kendini yenileme
ozelligini kaybetmis ve daha az farklilagma kapasitesine sahip olan multipotent dnciil
hiicreleri olusturmaktadir. Bu hiicreler daha sonra genel myeloid onciil hiicreler ve
genel lenfoid onciil hiicreler olmak tizere, oligopotent karakterdeki iki ayri hiicre
serisine farklilasmaktadir [Seita and Weissman, 2010]. Sonug olarak; myeloid 6nciil
hiicrelerden trombosit, eritrosit, monosit-makrofaj, graniilosit (nétrofil, basofil,
eosinofil) megakaryosit ve mast hiicreleri olusurken, lenfoid seri hiicrelerinden T
hiicreleri, B hiicreleri ve dogal katil hiicreleri (natural killer (NK) cells) olusmaktadir
[Iwasaki and Akashi, 2007]. Sekil 2.1’ de hematopoez sematik olarak gosterilmistir
[Bryder et al., 2006].
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3. BLENFOSITLERI

3.1. B Lenfositlerin Gelisimi

B Lenfositleri ve salgiladiklari antikorlar viicudun bir¢ok patojene karsi
korunmasinda etkin rol oynamaktadir ve bagisiklik sisteminin en Onemli
unsurlarindan biridir [Pieper et al., 2013]. Hematopoetik sistemde yer alan diger
biitliin hiicreler gibi B lenfositleri de kendini yenileme kapasitesine sahip olan
HKH’den koken almaktadirlar. Hematopez sirasinda HKH multiprojenitor hiicreleri
olusturur. Ardindan, multipotent hiicreler oligopotent karakterdeki genel lenfoid
projenitdr hiicrelerini (common lymphoid progenitor-CLP) ve genel miyeloid
projenitdr hiicrelerini  (common myeloid progenitor-CMP) olustururlar. CLP
hiicreleri B lenfositleri, T Ilenfositleri ve NK hiicrelerine farklilasirken, CMP
hiicreleri graniilosit/makrofaj ve megakaryosit/eritrosit projenitorlerine farklilasirlar.
Grantilosit/makrofaj projenitorlerinden monosit, makrofaj ve garaniilositler
olusurken megakaryosit/eritrosit projenitdrlerinden ise megakaryositler, trombositler
ve eritsositler olusmaktadir. Dendritik hiicreler ise hem CMP hem CLP hiicrelerinden
koken alabilmektedirler [Bryder et al., 2006].

B lenfosit gelisimi CLP hiicrelerinden sonra ilk olarak pro-B hiicrelerinin
olusmas1 ile baslamaktadir. Bu hiicreler kisitli olarak kendilerini yenileme
kapasitesine sahiplerdir ve boliinerek daha fazla pro-B hiicresi olustururlar. Daha
sonra pro-B hiicrelerinden sirasiyla pre-B hiicreleri, olgun olmayan B hiicreleri,
olgun B hiicreleri olusur. B hiicre gelisiminin son asamasi, olgun B hiicrelerinin
antijenle karsilamalari durumunda plazma hiicrelerinin olusmasidir [Murphy et al.,
2008].

Kemik iliginde, B lenfosit gelisiminde stroma hiicreleri O6nemli rol
oynamaktadirlar. Stroma hiicreleri B hiicreleri ve diger hematopoetik hiicreler i¢in
6zel bir mikrogevre olusturular. B hiicreleri ile stromal hiicreler arasinda adhezyon
molekiilleri aracilifi ile meydana gelen etkilesimler B hiicre gelisimi sirasinda
onemli rol oynamaktadir. Ayrica stromal hiicreler tarafindan salgilanan biiyiime
faktorleri ve sitokinler B hiicre gelisimi ve olgunlasmasinda etkilidir. Ornegin olgun
B hiicreleri iizerinde bulunan c-Kit tarafindan algilanan kok hiicre faktori (stem cell

factor (SCF)) ve ge¢ pro-B hiicreleri ve pre-B hiicrelerinin gelisiminde ve
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biiyiimesinde rol alan interlokin-7 (interleukin-7 (IL-7)) stromal hiicreler tarafindan
salgilanan Onemli sitokinler arasindadir [Murphy et al., 2008]. Stroma hiicreleri
tarafindan salgilan CXCL12 kemokini B hiicre gelisiminde 6énemli olan bir diger
kemokindir ve B hiicreleri iizerinde bulunan CXCR4 reseptoriine baglanmaktadir.
Ayrica stroma hiicreleri tarafindan salgilanan CXCL12 multipotent projenitor
hiicrelerinin stroma hiicrelerine yonelmesine sebep olur ve B hiicre gelisimi igin

onemli olan IL7 salimimini tetikler [Tokoyoda et al., 2004].

3.2. Gen Segment Degisimleri

Viicudumuzda dogada bulunan bir¢cok antijeni taniyabilen ve bu antijenlere
0zgli antikorlar salgilayabilecek kapasitede biiyiik cesitlilige sahip B hiicreleri
tiretilmektedir. B hiicrelerinin ¢ok ¢esitli antijen tanima kapasiteleri bu hiicrelerin
gelisiminin erken safhalarinda meydana gelen ve B hiicrelerine 6zgii olan V(D)J
rekombinasyonu olarak adlandirilan gen segment degisimleri ile gerceklesmektedir.
V(D)J rekombinasyonu sirasinda B hiicre antijen reseptorlerini kodlayan degisken
(variable (V)), gesitlilik (diversity-D) ve birlesme (joining-J) gen bolgeleri somatik
olarak farkli kombinasyonlar seklinde yeniden diizenlenmekte ve bdylece B hiicreleri
igcin yiiksek oranda reseptor gesitliligi saglanmaktadir [Herzog et al., 2009]. Bu
mekanizmada Ig agir zincir reseptdr bolgesi olusurken once D segmenti ile J
segmenti birlesir sonrasinda V segmenti ve DJ segmenti birlesir. Ig hafif zincirinde
ise D segmenti bulunmamaktadir ve yalnmizca V ve J segmentleri bir araya
gelmektedir [Kuehl and Bergsagel, 2002].

V, D ve J gen bolgeleri korunmus rekombinasyon sinyal sekanslar
(recombination signal sequences-RSS) ile kusatilmis olup rekombinaz enzimleri igin
tanima bolgeleri olarak gorev yapmaktadirlar. Bu mekanizmada lenfositlere 6zgii
rekombinasyon aktive edici genler 1 ve 2 (Recombination activated genes 1 ve 2 )
ve homolog olmayan sona katilmada (non homologous end joining-NHEJ) gorev

alan DNA tamir proteinleri gorev almaktadir [Schlissel, 2003].



3.3. Self Reaktif B Hiicrelerin Klonal Silinimi

B hiicre gelisimi sirasinda organizmanin kendi hiicrelerini taniyan (self-
reactive) ve kendi hiicrelerine karsi antikor salgilayan hiicreler meydana
gelebilmektedir. Fareler tizerinde yapilan calismalarda olgun olmayan B hiicrelerinin
%50 ila %70’inin self reaktif oldugu belirlenmistir. Bu oranin insanlar i¢in de gegerli
oldugu tahmin edilmektedir [Grandien et al., 1994]. Self-reaktif hiicrelerin viicuda
zarar vermemesi ve otoimmiin hastaliklarin 6nlenmesi amaciyla kemik iliginde bu
hiicrelerin negatif seciliminin gergeklesmesi biiylik Oonem tasimaktadir. Negatif
secilim sirasinda hiicreler viicuda ait antijenlere baglanma kapasitelerine gore
secilmekte ve yiiksek oranda affinite gosteren hiicreler apoptoz ile klonal olarak
silinmektedirler. Ancak self antijenlere diisiik affinite ile baglanan self reaktif B
hiicreleri reseptor degisimi (reseptor editing) mekanizmasi ile immiinoglobiilin hafif
zincirlerinde (immunoglobulin light chain-Ig L) ikincil bir gen segment degisimine
ugrayarak antijen reseptor bolgelerinde degisiklige ugrarlar ve self reaktiflikleri
ortadan kalkarsa klonal silinmeye ugramazlar [Seagal and Melamed, 2003]. Reseptor
degisimiyle de self reaktifligi ortadan kalkmayan ve self antijenlere diisiik afinite ile
baglanan ¢ogu B  hiicresi klonal silinmeye ugramamaktadir ve perifere
gecebilmektedirler. Bu hiicreler anerji olarak adlandirilan bir mekanizma ile antijene
kars1 kalic1 olarak duyarsiz hale getirilirler ve antijenle baglansalar bile B hiicre

aktivasyonuna ugramazlar [Yarkoni et al., 2010].

3.4. B Hiicre Aktivasyonu

Olgunlagsmamis B-hiicreleri hiicre ylizeylerinde IgM tasimaktadirlar ve cesitli
adhezyon molekiilleri yardimiyla kemik iliginden ayrilarak dalak, tonsiller, mukozal
dokular Peyer Plaklar1 gibi ikincil lenfoid organlara go¢ ederler [Pieper et al., 2013].
B-hiicrelerinin hiicre membranlarinda tasidiklar1 Ig molekiilleri B hiicre reseptorii
olarak goérev alirlar. Bu hiicreler bu reseptorleri araciligiyla glikoproteinler,
polisakkaritler, viriis veya bakteri partikiilleri gibi birgok antijene belirli epitoplart ile
baglanmaktadirlar. Reseptor ve antijen arasinda gerceklesen bu spesifik baglanma
tizerine antijen endositoz ile hiicre igerisine alinir, enzimlerle pargalanir. Olusan

peptidler major histokompatibility kompleks 11 (MHCII) adi verilen antijen
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sunumunda gorev alan 6zel molekiillerle birlikte T hiicrelerine sunulmak iizere hiicre
yiizeyine gonderilir. Ayni antijenle daha 6nce aktive olmus T hiicreleri B hiicre
yilizeyinde bulunan antijen-MHCII kompleksini tanir ve B hiicresinin aktive olmasi
i¢cin gerekli olan IL-4, IL-5 ve IL-6 gibi sitokinleri salgilar. Aktive olmus B hiicresi
cogalmaya ve farklilagsmaya baslar ve plazma hiicrelerini ya da hafiza B hiicrelerini
olusturur. Baz1 mikrobiyal antijenler ise B hiicrelerini T hiicre yardimi olmaksizin
aktive edebilmektedirler ve bdylece ¢ogu antijene karsi ani bir immiin cevap
verilebilmektedir. Ancak bu durumda antijene karsi olusturulan antikorlar T hiicre
yardimiyla olusturulan antikorlara nazaran antijene karst yiikksek afinite
gostermemektedir ve daha zayif bir cevap olusturulmaktadir. Sekil 3.1°de B hiicre

gelisimi ve aktivasyonu gosterilmistir [Kuehl and Bergsagel, 2002].
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4. PLAZMA HUCRELERI

4.1. Plazma Hiicresi Gelisimi

Plazma hiicreleri lenfoid organlarimizdaki hiicrelerin  %1’inden azini
olusturmaktadir ve antikor olusumundan sorumludurlar [Fairfax et al., 2008]. Olgun
B hiicreleri antijen ile karsilagsmalart durumunda farklilasmaya ve cogalmaya
baglarlar [Kuehl and Bergsagel, 2002]. Bu asamada farklilasarak sentroblastlari
olusturan B hiicreleri sekonder lenfoid dokularda, Sekil 4.1°de gosterildigi gibi
germinal merkez olarak adlandirilan yapilari olustururlar [Web 1]. Sentroblastlar,
germinal merkezleri olusturduktan sonra bu yapilarin karanlik bolge (dark zone)
olarak adlandirilan bdlgelerinde gogalmaya devam ederler [Klein and Dalla-Favera,
2008]. Bu asamada somatik hipermutasyon (SHM) olarak adlandirilan mekanizma
ile Ig hafif ve agir zincirlerindeki degisken (variable) bolgelerde mutasyonlar
olusturulur ve bdylece antikorlarin antijene olan afinitesi arttirilmig olur [Shapiro-
Shelef and Calame, 2005]. Daha sonra sentroblast hiicreleri sentosit hiicrelerine
farklilagir ve germinal merkezin aydinlik boélgesine (light zone) yonelerek burada
antijen sunan yardimci T hiicreleri ve dendritik hiicreler yardimiyla antijene olan
afiniteleri test edilerek se¢ilime ugrarlar. Diislik afiniteye sahip olan hiicreler
apoptoza ugrayarak yok edilirler. Yiiksek afiniteye sahip olanlar ise immunoglobulin
smif tipinde degisiklik (Ig class switching) gecirirler [Klein and Dalla-Favera, 2008].
Boylece normalde IgM ye sahip olan bu hiicreler diger Ig tiplerini de salgilayabilirler
[Kuehl and Bergsagel, 2002]. Sentrosit hiicreleri plazmablastlara ve sonrasinda
plazma hiicrelerine ya da hafiza hiicrelerine farklilasirlar ve kemik iligine gog ederler

[Klein and Dalla-Favera, 2008], [Kuehl and Bergsagel, 2002].



Sekil 4.1: B hiicre aktivasyonu sonrasi germinal merkez olusumu. Ok ile gosterilen
alan germinal merkezi gosterirken, yarim ok ile gosterilen alan follikiiller aras1 alan1
gostermektedir.

4.2. Plazma Hiicre Gelisiminde Rol Alan Transkripsiyon
Faktorleri

Plazma hiicre gelisiminde rol oynayan en Onemli transkripsiyon faktori
BLIMP-1"dir. B hiicrelerinde ektopik olarak BLIMP-1 ekspresyonu saglandiginda B
hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilastigi gozlemlenmistir [Turner et al., 1994].
BLIMP-1, MYC gibi genleri baskilayarak hiicre dongiisiiniin durdurulmasini
saglayarak B hiicre ¢ogalmasini baskilar ve plazma hiicre farklilasmasini uyarir.
Ayn1 zamanda B hiicre gelisimde rol alan genlerin susturulmasinda ve antikor
salgilanmasinda etkili olan genlerin ekspresyonunun uyarilmasinda rol oynar
[Shapiro-Shelef and Calame, 2005].

BLIMP-1 in kontroliinde olan X box binding protein 1 (XBP-1) plazma hiicre
gelisiminde etkili olan bir diger 6nemli proteindir [Pieper et al., 2013]. Plazma
hiicrelerinde siirekli olarak antikor iiretildiginden dolay1 ¢ok yiiksek oranda protein
sentezlenmektedir. Protein sentezi sirasinda endoplazmik retikulum (ER)’da yanlis
katlanan proteinlerin dogru katlanmasi ve diizeltilemeyen proteinlerin degredasyonu
saglanir. BLIMP-1, proteinlerin dogru katlanmasi ve yanlis katlanan proteinlerden
kaynaklanan ER stresinin ortadan kaldirilmasi i¢in katlanmamis protein cevabi
(unfolded protein response-UPR) olusturulmasinda etkili olur. Bu etkisini, XBP-1 ve
UPR’de gorev alan diger genlerin ekspresyonunu uyararak saglamaktadir [Lee et al.,
2003].

Plazma hiicre gelisiminde rol oynayan diger transkripsiyon faktorleri, paired
box gene 5 (PAXS5) ve B-hiicre lenfoma 6 (B cell lymphoma-BCLG6) proteinleridir.
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PAXS genel lenfoid seri hiicrelerinin B hiicrelerine farklilasmasinda ve B hiicre
karakterinin devam ettirilmesinde rol almaktadir [Pieper et al., 2013]. BCL6 ise
germinal merkez olusumunda ve B hiicre farklilagmasinin baskilanmasinda etkilidir.
PAX5 ve BCL6, B hiicre karakterinin devamini saglarken plazma hiicre
farklilasmasini baskilamaktadirlar [Fairfax et al., 2008].

Plazma hiicre farklilagmasin1 uyaran BLIMP1, XBP1 ve farklilasmay1
baskilayan PAX5 ve BCL6 transkripsiyon faktorleri arasindaki denge Sekil 4.2° de
sematize edilmistir [Shapiro-Shelef and Calame, 2005]. BCL-6 transkripsiyon
faktori BLIMP-1’1 baskilarken, PAX-5 XBP-1’i baskilamaktadir. BLIMP-1 ise
BCL6 ve PAXS5 i baskilamaktadir [Fairfax et al., 2008].
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PAX5 " XBP1
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 Affinity maturation

Sekil 4.2: Plazma hiicre gelisiminde rol alan transkripsiyon faktorleri.

Ayrica BLIMP-1’1n, hiicre dongiisiinde gorev alan proteinlerin ekspresyonunu
baskiladig1 bilinmektedir [Shaffer et al., 2002]. BLIMP-1 tarafindan baskilanan ve
hiicre dongiisiiniin S fazinda gorev alan E2F, DEK promotor bdlgesine

baglanmaktadir ve DEK’in ekspresyonu saglamaktadir [Carro et al., 2006].
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4.3. Plazma Hiicresi ve Hematopoetik Kanserler

B hiicre lenfomalarinin ¢ogu germinal merkez B hiicrelerinden koken
almaktadirlar. B hiicrelerinin normal gelisimi sirasinda meydana gelen somatik
hipermutasyonlar, Ig sinif degisimleri, V(D)J rekombinasyonlar1 gibi mekanizmalar
bazi durumlarda 6nemli genlerde mutasyonlara sebebiyet verirler. B hiicrelerde
siklikla goriilen kromozomal translokasyonlar sirasinda signal transducer and
activator of transcription (STAT), nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cell (NF-kB) , BCL6, PAX5, BLIMP1, interferon regulatory factor 4
(IRF4), XBP1 gibi birgok gen boélgesinde mutasyon goriiliir ve bu mutasyonlar B
hiicre lenfomalarinin gelisimine sebep olurlar. Ornegin; Burkitt lenfoma’da goriilen
t(14;18) translokasyonu MY C genini etkilerken, t(8;14) translokasyonu Ig ve BCL2
gen bolgelerini etkilemektedir. Diffuse Large B cell Lymphoma (DLBCL) da BCL6
gen bolgesi hasar gorlir ve bu nedenle germinal merkez B hiicrelerinin ¢ogalmasi
baskilanamaz [Schmidlin et al., 2009].

MM olusumunda da bir ¢ok kromozomal anomali goriilmektedir. B hiicre
gelisimi sirasinda meydana gelen kromozom 13q,14q bolgelerinin delesyonlari,
immunoglobulin agir zincir geninin dengeli translokasyonlar, 3, 5, 6, 7, 9, 11, 15 ve
19. kromozomlarda kismi ya da tiim kromozom artis1 ile meydana gelen trisomiler
MM’da siklikla goriilen kromozomal anomaliler arasindadir [Bergsagel et al., 1996],
[Walker et al., 2010].
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5. MULTIPLE MiYELOM
5.1. Hastalik ve Belirtileri

MM habis karakterdeki monoklonal plazma hiicrelerinin kemik iliginde
anormal ¢ogalmasi ve birikimi ile sonuglanan hematolojik bir kanser tiiriidiir [Yang
et al., 2013]. MM biitiin kanser tiirlerinin %1 ini ve hematolojik kanser tiirlerinin
yaklagik % 10 unu olusturmaktadir [Rajkumar, 2011]. Erkeklerde goriilme sikligi
kadinlara gore daha yiliksek olan MM ilerleyen yaslarda goriilmekle birlikte yas
ortalamasi 65 yastir [Kyle et al.,, 2003]. MM igin kesin bir tedavi yontemi
bulunmazken, var olan tedavi yontemleriyle hastaligin gerilemesi hedeflenmekte ve
yasam siiresi olabildigince uzatilmaya ¢alisilmaktadir [Yang et al., 2013]. MM tanis1
konulurken oncelikle serumda ya da idrarda monoklonal protein (M proteini) veya
immunuglobiilin hafif zinciri varligi dikkate alinmaktadir [Chesi and Bergsagel,
2013]. Hastaligin diger bulgulari arasinda kansizlik, kemik lezyonlari, bobrek
yetmezligi, immiinyetmezlik ve hiperkalsemi (kanda kalsiyum miktarinin artmasi)
yer almaktadir [Singhal and Mehta, 2006]. Ozellikle MM hiicrelerinin kemik yapisini
isgal etmesi ile birlikte habis plazma hiicrelerinden salgilanan sitokinler nedeniyle
kemik matriksinin yikiminda gorev alan osteoklast aktivitesinde artis goriillmektedir.
Ote yandan kemik iligi stromal hiicrelerinin kemik yapimindan sorumlu osteoblast
hiicrelerine  farklilagsmasi  baskilanmakta, anjiyogenez uyarilarak yeni Kkan
damarlarmin olusumu saglanmaktadir. Osteoklast ve osteoblast hiicreleri arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu kemik yapisinda olusan lezyonlar sonucu patolojik
kemik kirilmalarinda %20 oraninda artig gériilmektedir. Kemiklerde meydana gelen
kirilmalar ve erimeler nedeniyle kemik agrilar1 yasanmakta ve hastalarin yasam
kalitesi olumsuz yonde etkilenmektedir. Ayrica osteoklast aktivitesinin artmasiyla
tetiklenen hiperkalsemi meydana gelmektedir [Galson et al., 2012]. Immunoglobiilin
hafif zincir birikmesi sonucu (>10g/d) bobrek yetmezligi gelismekte ve vakalarin
%80’inde proteiniiri (idrarda protein goriilmesi) gozlenmektedir [Korbet and
Schwartz, 2006].
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5.2. Hastaligin Seviyelendirilmesi

MM seviyelendirilmesi i¢in 6nceki yillarda Briang. M. Durie ve Sydney E.
Salmon tarafindan  gelistirilen Durie/Salmon(DS) seviyelendirme  sistemi
kullanilmistir. Bu sistemde onemli olan dort kriter olarak; kemik lezyonlarinin
boyutu, kandaki hemoglobin seviyesi, serumdaki kalsiyum seviyesi ve serumdaki /
idrardaki M-proteini seviyesi belirlenmistir. Ayrica; bu yontemde bobreklerin saglik
durumunu belirleyebilmek i¢in kandaki kreatin(Cr) seviyesi olgiilmektedir. MM
hiicreleri tarafindan artan immunoglobulin hafif zincir salinimi sonucu bobrekler
hasar gormekte ve normalde bobrekler tarafindan temizlenmesi gereken Kreatin
seviyesi artmaktadir. DS seviyelendirme sisteminde hastalar Seviye I, Seviye Il ve
Seviye 1l olarak siniflandirilmaktadirlar [Durie and Salmon, 1975].

Seviye I: Asagidaki kriterlerin hepsini tagiyan vakalar;

e Az sayida miyelom hiicresi bulunur
¢ Hemoglobin seviyesi normal ( >10 g/100ml)
o Kalsiyum seviyesi normal (<12mg/100ml)
e Kemik yapisinda lezyon yok ya da yalnizca bir bélgede lezyon var (0. Diizey)
e Diisiik M-proteini seviyesi
- 19 G degeri <5 g/100 ml
- Ig A degeri <3 g/100 ml

- Idrardaki M-proteini elektroforez sonucu < 4 g/24 saat

Seviye II: Seviye I ve Seviye III arasinda kalan degerlere sahip vakalar

Seviye III: Asagidaki kriterlerden bir ya da daha fazlasina sahip olan vakalar;

e Hemoglobin seviyesi <8.5 g/100ml
e Kalsiyum seviyesi >12mg/100ml
e Kemik yapisinda ileri diizey lezyonlar (3. Diizey)
¢ Yiiksek M-proteini seviyesi
- 1g G degeri >7 g/100 ml
- Ig A degeri >5 g/100 ml
- Idrardaki M-proteini elektroforez sonucu >12 g/24 saat
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Alt simiflandirma ;

¢ A: normal bdbrek fonksiyonu (kreatin degeri <2.0 mg/100 ml)
e B: hasarli bobrek fonksiyonu (kreatin degeri >2.0 mg/100 ml)

DS seviyelendirme sistemi yillarca standart tan1 sistemi olarak kabul gérmesine
Karsin onemli kriterlerinden biri olan kemik lezyonlarinin seviyelendirilmesinin
objektif olarak yapilmasi miimkiin olmamistir. Daha giivenilir kriterler igin yapilan
caligmalar sonucu serumdaki beta2-microglobulin (SB2M) seviyesi en gilivenilir tani
faktorii olarak belirlenmistir. Ayrica; hastaligin seviyelendirilmesinde; serumdaki C-
reaktif protein, albumin, plazma hiicrelerinin ¢ogalma indeksi, akim sitometrisi ile
bakilan hiicre dongiisii analizleri, karyotipleme ya da floresan in situ hibridizasyon
(FISH) ile belirlenen kromozom anomalileri sonuglari da degerlendirilmektedir.

Ancak 2005 yilinda kabul edilen “Uluslararasi Seviyelendirme Sistemi
(International Staging Sistem)’ne gore ayirici tanida Onemli olan kriter olarak

serumdaki SP2M seviyesine ek olarak albumin seviyesi de eklenmistir. Bu sistemde;

e Seviye |: Ortalama yasam siiresi 62 ay

— SB2M < 3.5 mg/L

— Serum albumin > 3.5 g/dL
e Seviye Il: Ortalama yasam siiresi 44 ay

— Seviye I ve Seviye III disindaki degerler
e Seviye III: Ortalama yasam siiresi 29 ay

— SB2M > 5.5 mg/L

Uluslararas1 Seviyelendirme Sistemi’ne gore seviye ilerledik¢e hastalarin yas
ortalamasi artarken ayn1 zamanda anemi (hemoglobin <10 g/dL), trombositopeni
(trombosit <130,000/uL) oranlarinda yiikselme ve kemik iliginin plazma hiicreleri
tarafindan istilasinda artis oldugu saptanmistir. DS seviyelendirme sisteminde Seviye
I1I(A veya B) olarak belirlenen hastalarin Uluslararas1 Seviyelendirme Sistemi’ne
gore % 38 oraninda Seviye I de, %54 oraninda seviye II’de, % 70 oranindaysa

Seviye IlI’de olduklar belirlenmistir. DS seviyelendirme sisteminde Seviye I1IB de
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goriilen hastalarin %100 {iniin Uluslararast Seviyelendirme Sistemi’ne gore Seviye

I11 de olduklar tespit edilmistir [Greipp et al., 2005].
5.3. Multiple Miyelomun Olusma Sebepleri ve Tedavisi

MM post germinal merkezde bulunan B hiicrelerinin klonal olarak ¢ogalmasi
ile meydana gelen bir hastaliktir. Hastaligin olusmasinda, genetik ve mikrogevresel
etkenler rol oynamaktadir.  Hastahgin seyri genellikle Onemi bilinmeyen
Monoklonal Gammopati (MGUS) ile baglamakta olup, MGUS’un Smoldering
Miyelom’a ve ardindan tiim semptomlar1 ile birlikte MM’a doniismesi ile
tamamlanmaktadir [Kuehl and Bergsagel, 2002]. MM hiicrelerinde birgok genetik
anomali gézlenmektedir [Avet-Loiseau et al., 2007].

Naif B hiicrelerinin olgunlagmasi igin gereken V(D)J rekombinasyonlart,
somatik mutasyonlar ve izotip dongiisii sirasinda birgok DNA kiriklar1 meydana
gelmektedir ve bu nedenle B hiicreleri kalitsal olarak kromozomlari agisindan kararli
yapida degillerdir. Sitogenetik analizler (Giemsa, G bantlama) sonucu MM
vakalarinin % 30-50’sinde translokasyon, delesyon, duplikasyon gibi kromozomal
anomaliler tespit edilmistir [Sirohi and Powles, 2004]. FISH yontemi kullanilarak
yapilan bir calismada vakalarin %96’sinda, diger bir c¢alismada ise vakalarin
%89’unda en az bir kromozom igin trisomi saptanmistir [Mahindra et al., 2010]. MM
da siklikla goriilen kromozomal anomaliler 13. Kromozomun kaybi sonucu olusan
monosomi, ve 3, 5, 6,7, 9, 11, 15, ve 19. kromozomlarda kismi ya da tiim kromozom
artis1 ile meydana gelen trisomiler ya da gen kopya sayisinda goriilen artiglardir
[Bergsagel et al., 1996], [Walker et al., 2010]. Ig agir zincirini kodlayan 14q32 gen
bolgesini etkileyen translokasyonlar vakalarin %20-40’inda goriilmektedir. Siklin D1
proteinini kodlayan genin yer aldigi 11913 kromozom bdlgesini etkileyen
translokasyonlar ise vakalarin %?20’sinde gozlenmektedir. Birgok primer tiimorde
Siklin  D1’in transkripsiyonel aktivasyonu gozlemlenmis olmak ile birlikte
t(6;14)(p21;932) translokasyonunun Siklin D3 aktivasyonuna yol agtig1 saptanmistir
[Bergsagel et al., 1996].

Kromozom 13’de gergeklesen kismi ya da tiim kromozom delesyonu MM
vakalarinin %50’sinde gozlenmektedir ve kotii prognozla iligskilendirilmistir [Singhal

and Mehta, 2006]. Kromozom 13’de meydana gelen delesyonun bu bdlgede yer alan
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onemli tiimor baskilayict genlerden biri olan retinoblastoma (RB) geninin
ekspresyonunun etkilenmis olabilecegi diisiiniilmektedir [Fonseca et al., 2009].

Yeni tan1 almis MM vakalarinin ¢ogunda c-MYC ekspresyonunda artis tespit
edilmistir. MGUS fare modelinde yapilan g¢alismalar sonucu germinal merkez B
hiicrelerinde myc aktivasyonunun MM gelisimine sebep oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle MYC aktivasyonunun MGUS’un MM’ye gelisiminde Onemli rol
oynayabilecegi diistiniilmektedir [Kuehl and Bergsagel, 2012].

17. kromozomun kisa kolunun delesyonu sonucu TP53 tiimér baskilayict geni
kaybedilmektedir. Dell7p tasiyan MM vakalarmin %37°sinde TP53 mutasyonu
goriilmektedir. Bu mutasyonun MM’da kétii prognozla iligkili olup olmadigi
bilinmemektedir [Pichiorri et al., 2010].

MM’da 1. kromozomun 1q bolgesinde kopya sayisinda artig, 1p bdlgesinde ise
delesyonlar goriilmektedir. 1q bolgesinde bulunan ilgili genler bilinmemekle birlikte
1p’de yer alan siklin bagimli kinaz inhibitorii 2C (cyclin-dependent kinase inhibitor
2C-CDKNZ2C, p18 veya INKA4C olarak da bilinmektedir) ve sekans benzerligi tasiyan
aile 46C (family with sequence similarity 46, member C-FAM46C) genlerinin
ekspresyonlarinda meydana gelen degisimlerin kotii prognoz ile iliskili oldugu
bilinmektedir [Kuehl and Bergsagel, 2012]. 4. kromozom ve 14. kromozomlar
arasinda meydana gelen translokasyonlar sonucu fibroblast biiyiime faktorii 3
(fibroblast growth factor 3-FGFR3) geninin ekspresyonu artmakta ve bu artis hiicre
proliferasyonunda artisa ve apoptozun baskilanmasina sebep olmaktadir [Hideshima
et al., 2007], [Chesi et al., 2001].

MM tedavisinde hastaligin seyrine, risk faktorlerine ve komplikasyonlarina
gore Oncelikli olarak yiliksek doz kemo-radyoterapi ve otolog kok hiicre nakli gibi
farkli tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Hastaligin niiks etmesini engellemek i¢in
yapilan idame tedavisinde ise prednisone ilac1 ve kemo-radyoterapi uygulanmaktadir.
MM’da kandaki M proteini seviyesi ya da semptomlara gére yapilan siniflandirma
ile olusturulan risk faktorlerine gore belirlenen tedavi yaklagimlart ile hastalarin
tedaviye verdikleri cevaplar iyilestirilememektedir. Bu nedenle hastalarin tedaviye
cevap vermesi ve sag kalim oranlarinin artmasi igin risk faktorlerinin sitogenetik
yontemler gibi molekiiler teknikler kullanilarak genetik bazda kisiye 6zel olarak
belirlenmesi gerekmektedir. MM tedavisinde thalidomide gibi immunmodiilator
ajanlar ve bortezomib gibi proteozom inhibitorleri kullanilmasiyla birlikte hastalarin

sagkalim siireleri arttirilmistir. Thalidomide sebep oldugu yiiksek toksisiteden dolay1
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uzun siireli olarak kullanilamamaktadir. MM tedavisinde Onerilen baslica tedavi
yontemi  olarak  kok  hiicre nakli i¢in aday olan hastalar igin
bortezomib/cyclophosphamide/dexamethasone kombinasyonu, koék hiicre nakli igin
uygun  olmayan  hastalar i¢cin  ise  bortezomib/dexamethasone  veya
melphalan/prednisone/lenalidomide ilag kombinasyonlar1 6nerilmektedir. Tedaviye
cevap veren hastalarin ¢ogunda hastalik niiksetmektedir, bu nedenle hastaligin
olusumunda rol alan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi ve bu mekanizmalari
hedefleyen daha etkili ilag kombinasyonlarinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir
[Yang et al., 2013].
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6. DEK

6.1. DEK Geninin Karakterizasyonu

6. ve 9. kromozomlar arasinda meydana gelen t(6;9) translokasyonu akut
myeloid 16seminin (AML) 06zel bir alt grubu ile iliskilendirilmistir. Yapilan
calismalar 9. Kromozomda meydana gelen kiriklarin Cain (Can) geninin intron
bolgesinde yogunlastigini gostermistir. AML hastalarinin kemik iligi 6rnekleri
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda Can geninin 3' ucunu hedefleyen cDNA problari ile
AMVL’ye 6zgii 5.5 kb uzunlugunda yeni bir transkript saptanmistir. CONA klonlama
ile bu transkriptin 6. kromozomda yerlesik olan bir gen ve 3' CAN tarafindan
kodlanan bir fiizyon oldugu saptanmistir. 6. Kromozomda lokalize oldugu saptanan
gen, bu ¢alismada kemik iligi 6rnegi kullanilan AML hastasinin isim/soyisminin bas
harfleri “DK” kullanilarak “DEK” olarak adlandirilmistir. Bazi AML vakalarinda
gozlenen t(6;9) translokasyonu sonucunda, anormal DEK-CAN fiizyon geni
olugsmakta ve bu genin kodladigi 165 kDa agirhiginda olan kimerik DEK-CAN

fiizyon proteini kodlanmaktadir [von Lindern et al., 1992].
6.2. DEK’ in Yapisal Ozellikleri ve Hiicresel Fonksiyonlar:

DEK pek ¢ok hiicre tiiriinde yiiksek miktarda eksprese edilen (HeLa hiicreleri
icin hiicre ¢ekirdeginde 4-6 milyon kopya) hiicre ¢ekirdeginde lokalize olan bir
proteindir [Kappes et al., 2001]. Insanda bulunan DEK proteini 375 aminoasit igerir
ve bir adet DNA baglanma bolgesi ve 4 adet asidik bolgesi bulunmaktadir. DEK
proteini stiper helikal yapidaki DNA bolgelerine baglanir. DEK proteininin mRNA
kirpilmasinda, co-represor bir protein olan Daxx proteini ve histon deasetilazlar ile
etkilesime girerek transkripsiyonun baskilanmasinda, aktivator protein AP-2’nin
hedef DNA bolgesine baglanmasini indiikleyerek transkripsiyonun aktivasyonunda
gorev aldigi belirlenmistir [Kappes et al., 2004]. Bu nedenle DEK proteinin bazi
genlerin transkripsiyonunda ve kromatin yapisinin korunmasinda goérev aldigi
diistiniilmektedir [Hu et al., 2005].
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Ayrica DEK proteinin sistemik lupus eritematozus, sarkoidoz ve junevil
idiyopatik artrit (JIA) gibi bazi otoimmun hastaliklarda otoantijen olarak islev
gordiigii, hiicre disina salgilanarak CD8" T hiicreleri ve dogal katil hiicreler igin
kemoatraktant etki gosterdigi tespit edilmistir [Mor-Vaknin et al., 2006; Waldmann
et al., 2004] .

6.3. DEK Proteininin Tiimor Olusumundaki Rolii

Gen ekspresyonunun seri analizi (Serial analyses of gene expression- SAGE )
ve mikroarray caligmalar1 ile DEK ekspresyonunun bazi tiimoér ve tiimor hiicre
hatlarinda hasar gordiigli belirlenmistir. DEK ekspresyonunun hepatoseliiler
karsinomda, glioblastomda, AML hastalarinda, primer retinoblastoma ve mesane
kanseri dokularinda normal dokulara oranla arttigi belirlenmistir. Ayrica human
papilloma viriisii (HPV) viral onkogenleri E6 ve E7’nin DEK ekspresyonunun
artisina ve hiicrelerin senesensden kagmasina neden oldugu gosterilmistir [Carro et
al., 2006].

Keratinositlerde yapilan g¢alismalarda, DEK’in asir1 ekspresyonunun, viral
protein E7 yoklugunda da tiimor olusumuna yol agtigi gézlenmistir. HPV pozitif olan
rahim agzi kanseri hiicrelerinde DEK ekspresyonunun baskilanmasinin p53 yolag:
tizerinden apoptoza sebep oldugu ve DEK knockout farelerin deri papillomalarina
direng gosterdikleri belirlenmistir. Bas ve boyun skuaméz hiicre karsinomu (Head
and neck squamous cell carcinoma-HNSCC) icin gelistirilen bir trangenik fare
modelinde, DEK’in E7 transgenik-epidermal hiicreleri ve HNSCC timor
hiicrelerinin  ¢ogalmasi i¢in  gerekli oldugu gosterilmistir. Ayrica DEK
ekspresyonunun baskilanmasinin  HPV  pozitif ve negatif HNSCC’de hiicre
proliferasyonunun baskilanmasina sebep oldugu belirlenmistir [Adams et al., 2014].

Elde edilen bu veriler anormal DEK ekspresyonu ve kanser olusumu arasinda

bir iliski oldugunu diisiindiirmektedir [Carro et al., 2006].
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6.4. DEK Geni ve Multiple Miyeloma

Kromozom 6p MM’da kopya sayisinda artig goriilen bolgeler arasinda yer
almaktadir. MM hastalarindan aliman kemik iligi o6rneklerinden akim sitometrisi

8P4t hlazma hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda, MM

yontemiyle izole edilen CD13
vakalarin %22.8’inde 6. kromozomda kopya sayisinda artis oldugu belirlenmis ve
kopya sayisinda en ¢ok artis goriilen bolge olarak DEK geninin de lokalize oldugu
6p22.3 bolgesi saptanmustir [Walker et al., 2010]. Yapilan diger calismalarda
melanoma, mesane kanseri ve retinoblastoma gibi pek ¢ok tiimérde kromozom 6p
bolgesindeki kopya artisi ile iliskili olarak DEK ekspresyonunda da artis oldugu
belirlenmistir. Ancak, MM’da 6. kromozomda meydana gelen kopya sayis1 artiginin
DEK genini ve DEK ekspresyon seviyesini etkileyip etkilemedigine dair bir literatiir
bilgisi bulunmamaktadir. Bu yiiksek lisans tezinin amaci, MM hastalarinin kemik

iligi 6rnekleri kullanilarak DEK geni kopya sayisinin ve DEK ekspresyon seviyesinin

tespit edilmesidir.
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/. MATERYAL

7.1. Biyolojik Materyaller

7.1.1. Parafin Blok Ornekleri

Calismamizda, parafin bloklardan RNA izolasyonunda kullanilmak {izere
Istanbul Tip Fakiiltesi Pataloji ABD elektronik arsiv sistemi taranarak 2004-2008
yillart arasinda MM tanis1 almig vakalar ve normoselliiler 6zellikteki kemik iligi
ornekleri belirlendi ve bu vakalarin daha 6nce hazirlanmis olan Hematoksilen ve
Eozin (H&E) ile boyali preparatlari incelendi. Bu vakalardan ¢alismamiz igin yeterli
ya da kismi yeterli olan vakalardan 30 MM ve 8 kontrol olmak tizere toplam 38 vaka
uygun olarak belirlendi ve arsivden ¢ikarildi. Calisma igin gerekli etik kurul karari,
Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan saglandu.

Calismamizin ikinci basamaginda, Vanderbilt Universitesi Tip Fakiiltesi
Pataloji ABD elektronik arsiv sistemi taranarak 2011-2013 yillar1 arasinda MM,
MGUS, marjinal zone lenfoma (MZL), Burkitt lenfoma ve diffiiz biiyiik hiicreli B
hiicre Lenfoma (Diffuse large B cell lymphoma-DLBCL) tanisi almig vakalar ve
normoselliiler 6zellikteki kontrol kemik iligi ornekleri belirlendi ve bu vakalarin
daha once hazirlanmis olan H&E ile boyali preparatlart incelendi. Bu vakalardan
MM (n=27), MGUS (n=13), MZL (n=7), Burkitt lenfoma (n=3), ve DLBCL (n=12)
tanist almig vakalar ve 9 adet kontrol kemik iligi 6rnegi ¢alismamiz igin yeterli ya da

kismi yeterli olarak belirlendi ve arsivden ¢ikarildi.
7.1.2. Taze Kemik iligi Doku Ornekleri

Vanderbilt Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji A.B.D.’na tan1 amaciyla gelen
vakalara ait taze kemik iligi Ornekleri veya daha 6nce MM tanisiyla sivi azotta
dondurulmus kemik iligi 6rnekleri kullanildi. Calisma icin gerekli etik kurul karari,
projemiz kapsaminda ortak calisma yiiriittiiglimiiz Yrd. Do¢. Dr. Annette Kim

tarafindan Vanderbilt Universitesi Etik Kurul’undan [IRB] saglandh.
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7.2. Kimyasallar ve Cihazlar

Tablo 7.1: Kitler, kimyasallar.

Uriin

Katalog Numarasi

Firma

ACK Lysing buffer

RGF-3015

KD Medical

RPMI Medium 22400-089, Gibco Life Technologies
DMSO BP231-1 Fisher Scientific
FBS 26140-111,Gibco Life Technologies
mirVana'™ méIi{tNA Isolation AM1561, Ambion Life Technologies
Etanol BP2818-4, (200 proof) Fisher Scientific
Asit Fenol AM9720, Ambion Life Technologies
QlAamp DN?sg)lood Mini Kit 51104 Qiagen

Niikleaz igermeyen su

AM9932, Ambion

Life Technologies

High capacity cDNA Kit

4368814 Applied Biosystems
2X Tagman %\J/lnii):/ersal Master 4324018 Applied Biosystems
Ecomount Kapatma Maddesi EMB897L Biocare

Absolut Etanol 32221 Sigma
Ksilol 16446 Sigma
Denature edici soliisyon DNS001H Biocare
Warp red kromojen kiti WR806H Biocare
Amonyak 05003 Sigma
Gill’s Hematoksilen HXGHELLT American MasterTech
Hidrojen peroksit H1009 Sigma
VanGogh a?tiko.r .Suland'rma PD90JJ Biocare Medical
¢Ozeltisi
DAB kromojen kiti DS900H Biocare Medical
Tris buffered Saline TBS999 ScyTek
Borg Decloaker, RTU BDl?g;%%%glM’Gl BioCare
Tryphan Blue T10282 Invitrogen
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Tablo 7.2: Primer, problar.

Uriin Katalog Numarasi Firma
DEK, human Hs04904663 cn Applied
RNase P, human 4403326 Applied
DEK, human Hs00180127 ml Applied
ACTIN, human Hs01060665 gl Applied
Tablo 7.3: Antikorlar.

Uriin Katalog Firma
Fare anti-insan DEK antikoru 610948 BD
Fare anti-insan CD138 antikoru, B- CM-167K Biocare
HRP konjuge anti-fare antikoru MHRP520G Biocare
Alkalin fosfataz konjuge anti-fare MALP521G Biocare

Tablo 7.4: Cam, plastik ve sarf malzemeler.
Uriin Katalog Numarasi Firma
Pozitif yiiklii lam 9991001 Thermo
lamel (24 x 50) 12-540-A Fisher
Yapiskan Film 4306311 Applied
96 kuyucuklu PCR MLL9601 Bio-Rad
PCR tiipleri PCR-02-C Axygen
Ependorf Tiip MCT-060-C, MCT- Axygen
Pap Pen Z672548-1EA Sigma
Pipet ucu BT10XL,20,200,125 Axygen
Parafilm 058.01.001 Isolab
Sale 073.01.001 Isolab
kriyotiip 89012 TPP
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Tablo 7.5: Cihazlar.

Uriin

Katalog Numarasi

Firma

Sentrifiij

2-6E

Sigma

gPCR makinesi

Stratagene Mx3000P

Agilent Technologies

PCR makinesi MJ-Mini PTC1148 Bio-Rad
Nanodrop 206-26300-48 Shimadzu Biotech
Etiiv 466-3510 VWR
Calkalayic $2025-B-230V Labnet International
Sentrifij 1-14 Sigma
Florasan mikroskobu Eclipse 80i Nikon
Isik mikroskobu Eclipse, EL00 Nikon
Micro pipet F167300 Gilson
Buharli pisirici VC135030 Tefal
Easy Sep magnet 18000 Stem Cell Technologies
Isitic1 blok BSH1002-E Benchmark
Inkiibator VWR
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8. YONTEM

8.1.DEKveCD138 Antikorlariyla ikili Immiinohistokimyasal
Boyama

8.1.1. Deparafinizasyon ve Hidrasyon

Parafin blok haline getirilmis kemik iligi dokularindan alinan 2-3 mikron
kalmhgindaki kesitler 56 °C’de 60 dk inkiibe edilerek lamlara yapismalar1 saglandu.
Parafinin eritilerek uzaklastirilmas1 ve dokulardaki su seviyesinin normal diizeye
gelmesi amaciyla kesitler; ksilolde 45 dk (3x15 dk), mutlak alkol, 70%’ lik , 50%’lik
alkol serilerinde 15’er dk (3x5 dk) inkiibe edildi. Distile suda yikandiktan sonra
kesitler 5 dk distile suda inkiibe edildi.

8.1.2. Antijenlerin A¢iga Cikarilmasi (Antigen Retrieval)

Kesitler, icinde Borg tampon ¢o6zeltisi bulunan saleye alindi ve sale 45
dakikaya ayarlanmis olan buharli pisiricide inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
kesitlerin i¢inde bulundugu sale oda 1sisinda 20 dk sogumaya birakildi. Kesitler
distile suda yikanarak TBS’te 5 dk inkiibe edildi. Damlatilacak olan soliisyonlarin
biitiin lama yayilmasini 6nlemek amaciyla kesitlerin ¢evresi hidrofobik 6zellikte olan

bir kalem ile ¢izildi.
8.1.3. CD138 ve DEK Antikorlani ile ikili Boyama

Dokularda bulunan endojen peroksitin inaktive edilmesi i¢in, kesitler 3%’liik
hidrojen peroksit soliisyonuyla 15 dk inkiibe edildikten sonra TBS’te yikandi.
Ardindan sirasiyla, VanGogh antikor sulandirma ¢ozeltisi ile 1/60 oraninda
sulandirilmis olan 100 pl DEK antikoruyla (60 dk), HRP-konjuge sekonder anti-fare
antikoruyla (30 dk) ve 40 pl 3,3'Diaminobenzidine (DAB) kromojen ve 800 ul DAB
substrattan olusan karigimla (100 pl) 10 dk inkiibasyon uygulandi. Bu agamalar
sonucunda DEK ile hiicre ¢ekirdeginde kahverengi boyanma olustu. CD138 antikoru

ile boyamaya devam etmeden 6nce, bu asamaya kadar uygulanmis olan antikorlari
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uzaklastirmak amaciyla 1 birim A soliisyonu ve 3 birim B soliisyonu kullanilarak
hazirlanmis olan denatiire edici soliisyonla (100 ul) 5 dk inkiibe edilen Kesitler (bu
asamada inkiibasyon siiresinin 5 dakikay1r asmamasina dikkat edildi) TBS ile (3x5
dk) yikandiktan sonra VanGogh antikor sulandirma ¢ozeltisi ile 1/400 oraninda
sulandirilmis olan 100 pul CD138 antikoruyla 60 dk inkiibe edildi. Ardindan sirasiyla,
ALP(alkalin fosfataz)-konjuge sekonder anti-fare antikoruyla (30 dk) ve 9,6 ul Warp
Red kromojen ve 750 ul Warp Red substrattan olusan karigimla (100 pl) 10 dk
inkiibasyon uygulandi. Aksi belirtilmedikge, tiim inkiibasyonlar oda sicakliginda
gerceklestirildi ve her asamadaki inkiibasyon sonrasinda TBS’le 3 kez 5’er dakika
yikama islemi uygulandi.

Immunohistokimyasal boyama sonucunda, DEK ile elde edilmis olan
kahverengi niikleer boyanmaya ilave olarak, CD138 antikoru ile hiicre yiizeyinde

kirmizi-pembe renkte boyanma elde edilmis oldu.

8.1.4. Hematoksilen Boyamasi

Immunohistokimyasal boyamanin ardindan, kesitler Gill’s Hematoksilen ile 3
dk inkiibe edildi. Distile su ile yikandiktan sonra %1°’lik amonyak ¢6zeltisinde 20-30
sn bekletilen kesitler tekrar distile suda yikandi. DEK antikoru ile kahverengi olarak
boyanmis hiicre ¢ekirdeklerinde hematoksilen ile boyanma goézlenmezken, DEK ile
boyanmayan hiicre ¢ekirdeklerinde mavi renkte boyanma elde edilmis oldu.
Hematoksilen ile boyama sonucunda, antikorlarla ¢ekirdek boyanmasi olmayan

hiicreler net olarak tespit edilmis oldu.
8.1.5. Dehidrasyon ve Kapama

Dokulardaki suyun uzaklastirilmasi amaciyla kesitler, %50°1ik, %70’lik ve
mutlak alkol serilerinde 15’er dk (3x5 dk), ardindan ksilolde 45 dk (3x15 dk)

inkiibe edildi. Kesitler, oda sicakliginda 1 dk kurumaya birakildiktan sonra ecomount

kapatma maddesi damlatilarak lamel ile kapatildi.
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8.2. CD138 Pozitif ve Negatif Kemik iligi Hiicrelerinin Izolasyonu

CD138"1 yve CD138™% kemik iligi hiicrelerinin izolasyonu igin, Vanderbilt
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji A.B.D.’na tan1 amaciyla gelen vakalara ait taze
kemik iligi 6rnekleri veya daha dnce MM tanisiyla sivi azotta dondurulmus kemik
iligi 6rnekleri kullanildi. Calisma i¢in gerekli etik kurul karari, projemiz kapsaminda
ortak calisma yiiriittiigiimiiz Yrd. Dog¢. Dr. Annette Kim tarafindan Vanderbilt
Universitesi Etik Kurul’undan (IRB) saglandu.

8.2.1. Kemik iligi Hiicrelerinden Eritrositlerin Uzaklastirllmasi

Taze kemik iligi Ornekleri 50 ml’lik falkon tiipline aktarilarak kemik iligi
orneginin miktar1 belirlendi ve miktarinin 10 kat1 oraninda ACK (Amonyum Kloriir
Potasyum) lysis tampon ¢ozeltisi eklendi. Tip aralikli olarak alt list olacak sekilde
cevirilerek 5 dk oda 1sisinda inkiibe edildi ve 500 g’de 10 dk santrifiij edilerek sivi
kisim uzaklagtirildi. Pellet, RPMI ve % 10 FBS igeren yikama tamponu ile yeniden
stispanse hale getirildi ve 200 g’de 10 dk santrifiij edilerek sivi kisim uzaklastirildi.
Yikama islemi bir kez daha tekrarlandi ve hiicreler sulandirildiktan sonra trypan blue

boyasi ile boyanarak sayildi.
8.2.2. EasySep Yontemi ile Hiicrelerin Ayristirilmasi

Taze kemik iligi Ornekleri ACK lysis yontemi ile eritrositlerinden
ayristirildiktan hemen sonra; MM tanisi ile doku bankasinda daha 6nce dondurularak
arsivlenmis olan kemik iligi O6rnekleriyse sivi azot tankindan alinip ¢oziildiikten
sonra total hiicre sayist belirlendi. CD138™%%" ve CD138™%" hiicrelerin
ayristirtlmasi icin CD138 Positive Selection Kit ve EasySep™ Magnet kullanildi.
Izolasyon sirasinda Sekil 8.1°de sematize edilmis olan yontem Kitte belirtilen sekilde
takip edildi [Web 2, 2014]. Taze kemik iliginden izole edilen hiicreler, daha sonra
DNA ve RNA izole etmek amaciyla, bir gece -80°C’de izopropanol igeren hiicre
dondurma kabinda saklandiktan sonra hiicreler sivi azot tankinin buhar fazinda
depolandi. Doku bankasi 6rneklerinden izole edilen hiicrelerse hemen DNA ve RNA

izolasyonlar1 i¢in kullanildi. Taze dokulardan elde edilen hiicrelerin 6nce dondurulup
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ardindan DNA ve RNA izole edilmesiyle, tiim ornekler esit muamele edilmis oldu ve
dondur-¢6z islemi sirasinda olusabilecek etkiler her iki grup ornekte de esitlenmis
oldu. izole edilen hiicrelerin saflig1, izolasyon sonrasinda hiicre sayis1 yeterli olan
vakalarda, CD138, CD38 ve CD45 antikorlar1 kullanilarak akim sitometrisi (FACS)

ile analiz edildi.
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Sekil 8.1: EasySep yontemi ile hiicre izolasyonu

8.3. Taze Hiicrelerin Sivi Azotta Saklanmasi

Saklanmasi gereken taze hiicreler, 200’g de 10 dk sentrifiij edildi ve
maksimum 25x10° hiicre/ml olacak sekilde FBS ve %20 DMSO iceren 500 pl
dondurma ¢ozeltisi i¢inde siispanse edildi. Bu siispansiyon, 500 ul RPMI igeren 2
ml’lik cryo tiiplere alindiktan sonra izopropanol iceren hiicre dondurma kabinda bir
gece -80 °C’de saklandi ve ardindan sivi azot tankinin buhar fazinda depolanda.
Coziilmesi gereken sivi azotta dondurulmus hiicreler, 37°C deki su banyosunda
yaklasik 1dk inkubasyon sonucunda yar1 c¢oziilmiis hale getirildi ve hiicre
stispansiyonu 15 ml’lik falkon tiipe alindi. DMSO’yu uzaklastirmak amaci ile
lizerine su banyosunda bekletilmis 1lik haldeki RPMI ve %10 FBS igeren yikama
tamponundan 10 ml eklenerek 1000 g’de 5 dk sentrifiij edildi ve canli ve 6lii hiicreler

trypan blue boyasi ile boyanarak sayildiktan sonra gerekli analizlerde kullanildi.
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8.4. RT-gPCR

8.4.1.RNA izolasyonu

8.4.1.1.Parafin Blok Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji A.B.D. arsivinden segilen parafin bloklardan
mikrotom cihazi kullanilarak her blok igin 4’er tane 20 mikron kalinlikta (toplam 80
mikronluk) kesitler alindi. RNA izolasyonu icin Ambion RecoverAll™ Total Nucleic
Acid Isolation Kit’i kullanildi. izolasyon sirasinda kitte belirtilen yontem takip edildi
ve izolasyonun son asamasinda 30 ul niikleaz icermeyen su (nuclease free water) ile
izole edilen RNA oOrneklerinin nanodrop cihaziyla miktar ve kalite tayini yapildi.
RNA’lar -80 °C’de saklandi. ITF Patoloji A.B.D’den alinan 6rnekler Gebze Yiiksek
Teknoloji Enstitlisii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde analiz edilmis olup,
calisma igin gerekli etik kurul karar1 Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurul’undan alinmistir (2012/1045-1131 dosya numarasi ile 29.06.2012 tarihli 12

sayili toplanti; 1389 no’lu karar yazist).

8.4.1.2. Taze veya Dondurulmus Kemik Iligi Hiicrelerinden Total
RNA izolasyonu

Bu amagla mirVana™ miRNA Isolation Kit’i kullanildi. izolasyon sirasinda
kitte belirtilen yontem takip edildi ve izolasyonun son asamasinda 30 pl niikleaz
icermeyen su ile izole edilen RNA 6rneklerinin nanodrop cihaziyla miktar ve kalite

tayini yapildi. RNA’lar -80 °C’de saklandh.
8.4.2. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in 100 ng total RNA ve High capacity cDNA Reverse
Transcriptase Kit’i kullanildi. Kitte belirtilen yontem takip edilerek, rastgele
(random) primerlerin uygun sicaklikta RNA iplik¢iklerine baglanmasi ile ters
transkriptaz (reverse transcripase) varliginda toplam 20 pl hacimde, cDNA sentezi
gerceklestirildi. cDNA sentezi igin Biorad CFX96 cihazi 25°C’de 10 dk, 37°C’de
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120 dk ve 85°C’de 5 dk olacak sekilde ayarlandi. cDNA o&rnekleri -20 °C’de

saklandi.

8.4.3. RT-qPCR Yontemi

Ornekler 3 tekrarli (triplicate) olarak calisild1 ve her bir tekrar icin 10 pl 2X
Tagman Universal Master Mix, 7 ul niikleaz igermeyen su, 1 pl primer/probe
karisimi1 (DEK Hs00180127_m1, ACTB Hs01060665_g1, ABL1 Hs01104728 m1,
Applied Biosystems) ve 2 ul cDNA 6rnegi kullanildi.

ITF, Patoloji A.B.D’den alman parafin blok kesitlerinden elde edilen
cDNA’larin RT-qPCR cihazinda, 50°C’de 2 dk, 95°C’de 10 dk’lik inkiibasyonun
ardindan, toplam 40 dongii olacak sekilde denatiirasyon igin 95°C’de 15 sn, primer
baglanmasi ve uzamasi i¢in 60°C’de 1 dk’lik inkiibasyon siirelerini i¢ceren program
uygulanarak gergeklestirildi. DEK geni ve referans gen olarak kullanilan B-ACTIN
(ACTB) ve ABL1 genleri i¢in standart egri olusturmak amaciyla, bu genleri eksprese
eden U937 hiicre hattindan elde edilen RNA’dan c¢DNA sentezlendi.
Sulandirilmamis, 2 ul U937-cDNA’st  “1. Standart (St 1) olarak kullanildi (en fazla
miktarda DEK, ACTB ve ABL1 mRNA’s1 i¢eren standart) ve bu standart igin “2”
sayisal degeri se¢ildi. Ardindan agagidaki seri-sulandirmalar yapilarak standartlar ve

bu standartlara karsilik gelen sayisal degerler belirlendi:

e St 1: sulandirilmamis U937-cDNA’s1 (sayisal deger 2)

e St 2: 1/5 oraninda sulandirilmig “St 17 (sayisal deger 2/5=0.4)

e St 3: 1/5 oraninda sulandirilmig “St 2” (sayisal deger 0.4/5=0.08)

e St 4: 1/5 oraninda sulandirilmig “St 3” (sayisal deger 0.08/5=0.016)

e St 5: 1/5 oraninda sulandirilmis “St 4” (sayisal deger 0.016/5=0.0032)

e St 6: 1/5 oraninda sulandirilmis “St 5 (sayisal deger 0.0032/5=0.00064)

e St 7: 1/5 oraninda sulandirilmis “St 6” (sayisal deger 0.00064/5=0.000128)

Her RT-qPCR reaksiyonunda elde edilen standart egri grafiginde, analiz edilen
orneklerin Y ekseninde yer alan Ct (threshold cycle) degerine X ekseninde karsilik
gelen “standart deger” o genin ekspresyon seviyesini belirledi. Bir 6rnekteki DEK

ekspresyon seviyesi degeri ayni 6rnegin referans gen ekspresyon seviyesi degerine
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boliinerek (DEK/ACTB veya DEK/ABL1) normalize edilmis DEK ekspresyon
seviyesi elde edildi.

Vanderbilt Universitesi’ne ait &rnekler Dr. Anette Kim’in laboratuvarinda
calisildi. RT-qPCR reaksiyonlari i¢in Biorad CFX96 cihazinda, 50°C’de 2 dk, 95°C
de 10 dk’lik inkiibasyonun ardindan, toplam 40 dongii olacak sekilde denatiirasyon
icin 95°C’de 15 sn, primer baglanmasi ve uzamasi i¢in 60°C’de 1 dk’lik inkiibasyon
stirelerini i¢eren program kullanildi. Yapilan RT-qPCR’da ACTB geni referans
olarak kullanildi. RT-gPCR reaksiyonu sonucu DEK geni ve ACTB i¢in ayr1 ayri
elde edilen Ct (threshold cycle) degerleri bu genler i¢in ekspresyon seviyeleri olarak
kabul edildi. Bir ornekteki DEK ekspresyon seviyesi degerinden ayni Ornegin
referans gen ekspresyon seviyesi ¢ikarildi (DEK-ACTB) ve her bir 6rnek igin ACt
degeri hesaplandi. Ardindan her bir 6rnegin ACt degerinden kalibratdr olarak
belirlenen kontrol érnegin ACt degeri cikarilarak AACt degeri hesaplandi. 2844¢1

formiilii kullanilarak gen ifadelerindeki degisim “kat artis” veya “kat azalig” seklinde

hesaplanda.

8.5. gPCR

8.5.1. DNA izolasyonu

Vanderbilt Universitesi’ne ait taze veya dondurulmus kemik iligi drneklerinden
(saglikli veya MM tanisi almus) izole edilen CD138"#% CD138™% hijcreler ve
total kemik iligi hiicrelerinden DNA izolasyonu igin QlAamp DNA Blood Mini Kit
kullanildi. Izolasyon sirasinda kitte belirtilen yontem takip edildi.40 pl niikleaz
icermeyen su ile izole edilen DNA’lar -80 °C’de saklandi.

8.5.2. qPCR Yontemi ile DEK Geninin Kopya Sayisimin Belirlenmesi

Ornekler 3 tekrarli olarak ¢alisildi ve her bir tekrar igin 10 ul 2X Tagman
Universal Master Mix, 4 ul niikkleaz igermeyen su, 1 pl DEK primer/probe karigimi, 1
ul RNaseP primer/probe karisimi (genomda iki kopya iceren referans gen) , ve 4 ul
(total 20 ng) DNA 06rnegi kullanildi. PCR reaksiyonu Biorad CFX96 cihazinda,
50°C’de 2 dk , 95°C’de 10 dk inkiibasyon ardindan, 40 dongli olacak sekilde
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denatiirasyon icin 95°C’de 15 sn ardindan primer baglanmasi ve uzamasi i¢in
60°C’de 1 dk’lik program uygulanarak gergeklestirildi. RT-gPCR reaksiyonu sonucu
DEK geni ve RNaseP i¢in ayr1 ayr1 elde edilen Ct (threshold cycle) degerleri bu
genler i¢in ekspresyon seviyeleri olarak kabul edildi. Bir 6rnekteki DEK ekspresyon
seviyesi degerinden ayni 6rnegin referans gen ekspresyon seviyesi ¢ikarildi (DEK-
RNaseP) ve her bir 6rnek i¢in ACt degeri hesaplandi. Ardindan her bir 6rnegin ACt
degerinden kalibrator olarak belirlenen kontrol 6rnegin ACt degeri ¢ikarilarak AACt
degeri hesaplandi. 202 formiilii kullanilarak gen ifadelerindeki degisim “kat artis”

veya “kat azalig” seklinde hesaplandi.

8.6. Istatistiksel Analiz

Analizler igin Graphpad Prism 6 programindaki (GraphPad Software, Inc.)
unpaired t-test/Mann-Whitney testi kullanildi. P degeri 0.05’in altinda olan degerler
anlamli kabul edildi.
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9.BULGULAR

9.1.ParafinBlok Orneklerinde DEK mMRNA Ekspresyonunun
Belirlenmesi

MM hastalarindaki DEK mRNA ekspresyonunun belirlenebilmesi i¢in
yiiriittiigiimiiz ilk ¢alismamizda, istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji A.B.D’de formalinle
fiske edildikten sonra parafin blok haline getirilmis olan MM (n=30) ve
normoselliiler 6zellik gosteren kontrol kemik iligi (n=8) dokularindan izole edilen
RNA’lar RT-gPCR yontemiyle, standart egri metodu kullanilarak incelendi (Tablo
9.1). DEK geninin ekspresyonunun normalize edilmesi i¢in, daha 6nce literatiirde
MM hasta 6rneklerinin analizinde kullanilmis olan iki farkli house keeping geni
(ABL1 ve ACTB) referans olarak kullanildi [Beillard et al., 2003], [Ling et al., 2012].
ABL1, ACTB ve DEK genleri i¢in elde edilen standart egri grafikleri sirasiyla Sekil
9.1, 9.2 ve Sekil 9.3’de gosterilmektedir.

Yapilan RT-qPCR analizi sonucunda, tiim hasta ve kontrol oOrneklerinde
referans olarak kullanilan ACTB ve ABL1 genlerinin eksprese oldugu gozlendi
(6rneklerde referans gen ekspresyonunun gozlenmemesi muhtemelen yetersiz
RNA’dan veya yetersiz cDNA sentezinden kaynaklanmaktadir). Analiz edilen 30
hastadan birinin klinik evresi bilinmemekte olup, DEK ekspresyonu gozlenmeyen
(DEK Ct degeri 40 veya lizerinde olan) hastalarin tamami “III. Evre” klinik tanist
almig hastalardi (Tablo 9.2). Normalize edilmis DEK ekspresyon degerlerinin
(DEK/ABL1 ve DEK/ACTB) grafikleri Sekil 9.4°de gosterildi (DEK ekspresyonu
gozlenmeyen orneklerde normalize edilmis DEK degeri sifir “0” olarak kabul edildi).
RT-qPCR  sonuglarmin istatistiksel analizi sonucunda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, MM hastalarinda DEK mRNA ekspresyonunun anlamli oranda
azaldig tespit edildi (DEK/ABL1 P=0.0014; DEK/ACTB P=0.0116) (Sekil 9.5).

RT-gPCR yontemiyle analiz ettifimiz MM ve saglikli kemik iliklerinin
parafine gdmiilmiis dokularindan alinan kesitler, laboratuarimizda yiiksek lisans
egitimini tamamlayan Ahmet Ozdilek’in tez projesi kapsaminda immunohistokimya
(IHK) yontemi ile incelendi ve hiicre yiizeyinde yerlesim gdsteren plazma hiicre
belirteci (marker) CD138 ve hiicre g¢ekirdeginde yerlesim gosteren DEK

proteinlerinin ekspresyon seviyesi belirlendi. IHK inceleme sonuclari, DEK’in
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saglikli ve MM hastalarinin kemik iligindeki miyeloid ve eritroid seri hiicrelerinde
hiicre ¢ekirdeginde eksprese edildigini gosterdi. Ancak, MM hastalarinin CD 1384t
neoplastik plazma hiicrelerinde ya da normal kemik iliginde bulunan CD138P°2""
plazma hiicrelerinde IHK yéntemiyle tespit edilebilecek diizeyde DEK proteininin

eksprese olmadigi belirlendi.
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Tablo 9.1: Kemik iligi 6rneklerinin alindig1 vakalarin klinik 6zellikleri ve normalize

edilmis DEK mRNA ekspresyonu seviyeleri. (No:1-8 kontrol; No: 9-38 MM).

. Ki RT-gPCR Normalizasyonu

No Protokol # Cins. | Yas | Evre Tutu][lm SEK/ACTE SEK/ABLL
1 38778/12 E 73 3.13 4.15
2 37167/12 E 73 151 1.73
3 39077/12 E 65 0.51 0.55
4 39051/12 E 45 0.39 0.60
5 39014/12 K 57 0.35 0.56
6 39046/12 E 78 0.52 1.02
7 38574/12 E 62 0.37 0.28
8 38506/12 K 36 0.74 0.74
9 35811/07 E 69 2A int.& Nod. 0.35 0.39
10 9109/07 K 80 1A Int.&Yama 1.00 0.84
11 37058/07 K 73 2A nt.&Yama 0.76 0.60
12 14280/07 K 72 2A nt.&Yama 0.91 2.35
13 35803/07 K 64 2A Nod. 1.81 1.72
14 35073/06 K 76 2A int. 0.42 0.19
15 25925/07 E 64 2A? Diffliz 3.01 1.33
16 16816/06 E 58 2A? Diffiiz 0.47 0.37
17 34787/05 E 54 3A Nod.& Dif. 0.28 0.11
18 33960/05 K 51 3A int. & Yama 0.37 0.10
19 12938/07 K 57 3A int. & Yama 0.23 0.28
20 16453/05 E 57 3A int. & Yama 0.00 0.00
21 31924/04 K 60 3A int. & Dif. 0.00 0.00
22 27247106 K 58 3A int & Yama 0.00 0.15
23 16329/05 E 61 3A int. 0.16 0.20
24 38447/07 E 72 3A Diffiiz 0.29 0.11
25 19330/07 K 66 3A Diffiiz 0.00 0.00
26 22027/06 K 51 3B Diffiiz 0.00 0.00
27 27319/06 E 50 3B Yama&Nod 0.00 0.00
28 9382/07 E 49 3B Diffiiz 1.28 0.72
29 18857/06 E 60 3A? Yama & int. 0.00 0.00
30 29801/04 E 76 3B Yama & int. 0.00 0.00
31 37060/07 K 64 3B Yama & int. 0.10 0.13
32 2544/07 K 63 3B int. 0.14 0.16
33 36391/05 E 54 3B Nod.&int. 0.00 0.00
34 21872/06 E 55 ? Diffiiz 0.44 0.21
35 38410/07 K 62 3A Int. 0.39 0.41
36 3208/08 E 62 3B Yama&int 0.00 0.00
37 21148/07 K 78 3A | Yama & Int. 0.00 0.00
38 29820/04 E 75 3A Diffiiz 0.00 0.00

*Cins.: Cinsiyet, K.I.; Kemik 1ligi, Int.; Interstiyel, Dif.; Diffiiz, Nod.; Nodiiler.
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Standart Amplifikasyon Egrileri (ABL1)
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Sekil 9.1: ABL1 geni igin parafin blok 6rnekleri kullanilarak elde edilen RT-gPCR
analiz sonuglari. a) amplifikasyon egrileri, b) standard egri grafigi, c) standartlar ve
tlim hasta 6rneklerinin amplifikasyon egrileri. ABL1 geni igin kullanilan seri olarak

sulandirilmig standartlardan elde edilen PCR a) amplifikasyon egrileri ve bu
amplifikasyon egrisinde cihaz tarafindan belirlenmis otomatik cycle threshold (Ct)
degerleri kullanilarak cihazdaki software ile hesaplanmis olan b) standart egri grafigi
gosterilmistir. Amplifikasyon egrilerinin bulundugu iist paneldeki sekilde yer alan
mavi yatay diiz ¢izgi, standart olarak kullanilan 6rneklerin Ct degerini tespit
etmektedir. Alt paneldeki standart egri graginde belirtilen Rsq(R?): 0.997.
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Sekil 9.2: ACTB geni igin parafin blok drnekleri kullanilarak elde edilen RT-qPCR
analiz sonuglar1. a) amplifikasyon egrileri, b) standard egri grafigi, c) standartlar ve
tiim hasta o6rneklerinin amplifikasyon egrileri. Sekil 9.1°de agiklandig1 sekilde ACTB
icin elde edilen amplifikasyon egrileri ve standart egri grafikleri. ACTB standartlar1

i¢in Rsq:0.991.
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Standart Amplifikasyon Egrileri (DEK)

b) Standard Curve (DEK)

m DEK Standards, RSq:0.993
—DEK, Y = -3.058*LOG(X) + 22.23, Eff. =112.3%
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Sekil 9.3: DEK geni igin parafin blok 6rnekleri kullanilarak elde edilen RT-qPCR
analiz sonuglar1. a) amplifikasyon egrileri, b) standard egri grafigi, c) standartlar ve
tiim hasta 6rneklerinin amplifikasyon egrileri. DEK standartlar1 i¢in Rsq:0.993.
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Tablo 9.2: RT-gPCR incelemesinde DEK ekspresyonu gbzlenen ve gézlenmeyen
vakalarin klinik evreye gore (MM evre I, Il ve I11) dagilima.

RT-gPCR (parafin blok dokularr)
Evre | (n=1) Evre Il (n=7) Evre 111 (n=21) Saghkh (n=8)
DEK (+) | DEK(-) | DEK(+) | DEK (-) | DEK (+) | DEK(-) | DEK(+) | DEK (-)
n=1 n=0 n=7 n=0 n=9 n=12 n=8 n=0

*DEK (+): DEK ekspresyonu Ct degeri 40’ altinda olan vakalar. DEK (-): DEK ekspresyonu Ct
degeri 40 veya 40’1 iizerinde olan vakalar.
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Sekil 9.4: Parafin blok 6rneklerinde DEK mRNA ekspresyonu. a) ABL1 geni ile
normalize edilmis DEK ekspresyon seviyesi, b) ACTB geni ile normalize edilmis
DEK ekspresyon seviyesi. *DEK ekspresyonu gozlenmeyen (Ct>40) vakalar.
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RT-qPCR (Parafln Blok Omekleri)
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Sekil 9.5: DEK geni RT-qPCR sonuglarinin Mann-Whitney istatistik analizi. a) ABL1
referans geni ile, b) ACTB referans geni ile normalize edilmis RT-qPCR sonuglart.

Tezimizde elde ettigimiz RT-gPCR sonuglart ve Ahmet Ozdilek’in THK
verileri birlikte degerlendirildiginde, RT-qPCR analizinde kullandigimiz RNA
orneklerinin total kemik 1iligi parafin blok kesitlerinden elde edilmis olmasi
nedeniyle, kemik iliginde bulunan yiiksek DEK ekspresyonuna sahip hiicrelerin
oraninin (CD138™%" olan ve agirlikli olarak miyeloid ve eritroid seri hiicreleri),
CD138P" MM hiicrelerindeki azalmis DEK ekspresyonunun RT-qPCR’la tespitini
maskeleyebilecegi sonucuna varildi. Ayni sebeple, DEK geninin kopya sayisinin da
parafin bloklardan elde edilen DNA Orneklerinde giivenilir sekilde tespitinin

miimkiin olmayacagina karar verildi.
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9.2. Taze veya Dondurulmus Kemik Iligi Hiicrelerinden
Ayristirilan CD138™7" ve CD138™%" Hiicrelerdeki DEK
Ekspresyonu ve DEK Geni Kopya Sayisinin Belirlenmesi

Parafin blok oOrneklerinden elde edilen veriler dogrultusunda, DEK
ekspresyonu ve kopya sayisinin belirlenebilmesi i¢in taze ya da dondurulmus kemik
iligi oOrneklerinin kullanilmasina karar verildi. Bu amagla, Amerika Birlesik
Devletleri, Nashville’de bulunan Vanderbilt Universitesi 6gretim iiyelerinden Yrd.
Dog. Dr. Annette Kim’le ortak ¢alisma yiiriitiildii ve ¢alismamiz i¢in gerekli olan etik
kurul karar1 Dr. Kim tarafindan Vanderbilt Universitesi'nden temin edildi. Asagida
bulgular1 verilen Vanderbilt Universitesi MM hastalarinin (n=41) analizleri, Haziran
2013 - Eyliil 2013 tarihleri arasinda Dr. Annette Kim’in laboratuvari ziyaret edilerek

Vanderbilt Universitesi’nde tarafimizca tamamlandi.
9.2.1. CD138™4" ye CD138™%"" Hijcrelerin Ayristirilmasi

DEK ekspresyonunun kanserli MM hiicrelerinde spesifik olarak tespit
edilebilmesi icin MM hastalarinin dondurulmus veya taze kemik iligi 6rneklerinden
(n=41) (Tablo 9.3) CD138"%'" ve CD138™%"" hiicreler EasySep yontemi ile izole
edildi. Ancak, saglikli kemik iliginde plazma hiicre orani ¢ok diisiik oldugundan (%
0.5-3 aras1) yeterli miktarda CD138"°%"" ve CD138™% hiicre elde edilemedi. Bu
sebeple, 3 adet normoselliiler 6zellik gosteren kontrol kemik iligi 6rnegi birlestirildi
ve bu birlestirilmis total kemik iligi 6rnegi qPCR deneylerinde kontrol olarak
kullanildi. Izolasyon sonrasinda elde edilen hiicrelerin saflig1, hiicre sayisi yeterli
olan 8 MM vakasinda CD138 (kanserli ve normal plazma hiicre belirteci), CD38
(plazma hiicreleri ve 6ncii hematopoeitik hiicrelerin yilizeyinde eksprese olmakta) ve
CD45 (genel lenfosit antijeni) antikorlar1 kullanilarak akim sitometrisi (FACS) ile
analiz edildi. FACS analizleri sonucunda, MM kemik iligi O6rneklerinden
aynstirdigimiz. CD1387%"" hiicrelerin yaklasik %80-99 saflikla elde edildigi tespit
edildi (Tablo 9.3). Bir vakaya ait FACS analiz sonucu Sekil 9.6’da gosterildi.
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Tablo 9.3: Taze veya dondurulmus kemik iligi hiicrelerinin alindig1 vakalar. Klinik
ozellikleri, CD138"""" ve CD138"™%" popiilasyonlardaki FACS analizi ile elde
edilen CD138"4 hiicre yiizdesi, CD138"2"" ve CD138"%" hiicrelerdeki DEK

ekspresyonu ve kopya sayist.

DEK DEK T FACS
RTg-PCR Kopya Sayis1 Pl CD138"Hiicre % ]
No DB# |C|Y Hl I
CD138" |CD138" |CD138" |CD138 0/' CD138" | CD138" |H
(o]
P. P. K
KTKL| | | ... 1* 1* 1*
1 2 0.48 1.23 1 38.
2 7 0.01 0.13 1.09 90 89.90 47.00
3 37 0.08 0.75 1.05 27. 84.30 5.00
4 38 0.25 0.72 1.04 61
5 42 0.60 0.87 1.03 45
6 45 0.18 0.78 1.16 21
7 48 0.04 0.55 1.16 78 98.00 16.20
8 59 0.02 0.64 1.03 64.
9 91 0.03 0.40 0.86 40
10 114 0.11 1.02 1.02 21
11 136 0.04 0.37 1.21 17 +
12 174 0.10 1.50 1.78 1.02| 22 78.60 940 +
13 187 0.50 0.83 1.55 1.02| 33 +
14 189 0.47 0.47 1.09 55.
15 193 0.13 1.36 1.03 41
16 220 0.42 0.73 0.92 30 1.9
17 223 0.08 0.37 1.17 21 95.10 12.70
18 230 0.07 0.98 1.72 1.06 | 32. +
19 252 0.10 0.87 1.44 41,
20 313 0.09 1.14 0.88 22
21 14/2 0.09 0.91 1.34 23 0.6
22 193/2 0.12 1.03 0.96 52
23 23/2 0.05 1.18 1.01 32.
24 23/3 0.06 1.40 1 52.
25 FFO1 6 0.62 2.09 1.96 1.12| 60 99.50 28.70 | +
26 FF02 7 0.62 2.40 1.1 20 +
27 FF03 7 0.27 1.65 0.82 23 84.4 20.3
28 FFO4 | E| 8 0.59 0.51 0.67 7
29 FFOS |E| 7 0.05 1.40 1.02 35 +
30 FFO6 | E| 7 1.11 2.65 1.07 54 +
31 FFO7 | E| 5 0.17 2.90 0.91 10 +
32 FFO8 | E 0.35 0.80 0.92 5
33 FFO9 | E| 6 0.54 2.81 0.96 10 +
34 FF10| E| 4 0.30 1.23 1.18 10 +
35 FF11 | K| 5 0.26 1.14 0.89 25
36 FF12|E| 6 0.66 0.85 0.81 23 +
37 FF13 | E| 6 0.55 0.68 1.03 20
38 FF14 | E| 5 0.77 1.41 0.88 6
39 FF15 | K| 6 0.12 1.14 1.05 46.
40 FF16 |E| 5 0.22 0.94 1.02 15
41 FF17|E| 6 0.08 1.45 1.24 21

* Total kemik iligi (birlestirilmis 3 6rnek); K.T. K. 1.: Kontrol Total Kemik ligi; D.B.:Doku Bankasi;
k.i:kemik iligi; C.:Cinsiyet; Y.:Yas; T.P.H:Tanida Plazma Hiicre Yiizdesi; P.:Popiilasyon.
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Sekil 9.6: MM hiicrelerinin EasySep ile izolasyon sonucu. a) CD138"°“" hiicre
izolasyonu éncesinde, b) CD138"°%" hiicre izolasyonu sonrasinda FACS analizi
sonucu (MM hastasi, no:25). CD138 antikoruyla EasySep izolasyonu sonrasinda elde
edilen canli hiicrelerin (sol alt panel, kirmizi (%81)) %99’unun (sag alt panel,
kirmizi) plazma hiicre belirtecini (CD138) eksprese ettigi belirlendi.

9.2.2. CD138“"" ye CD138™%*"" MM Hiicrelerinde DEK Ekspresyon
Seviyesinin MRNA Diizeyinde Belirlenmesi

DEK mRNA ekspresyonunu tespit etmek amaciyla, MM hastalarinin
CD138P%" (neoplastik plazma hiicreleri) ve CD138™% hiicrelerinden ve kontrol
total-kemik iliginden izole edilen RNA’lar RT-qPCR’la analiz edildi. Bu analiz
sonucunda, kontrol kemik iliginde ve 41 MM vakasmmin 30’unda CD13g"eoatf
hiicrelerde (bu hiicreler kontrol kemik iligine benzer sekilde, biiyiik oranda miyeloid
ve eritroid seri hiicrelerinden olugmaktadir) benzer seviyede DEK mMRNA
ekspresyonu gozlenirken, 5 MM vakasinin CD138™%" hiicrelerinde kontrol kemik
iligine gore DEK ekspresyonunun 2-kat ve iizerinde arasinda arttigi (MM no: 25, 26,
30, 31 ve 33), 6 vakada ise ekspresyonun 2-kat veya altinda azaldigi (MM no: 2, 9,
11, 14, 17 ve 28) tespit edildi (Sekil 9.7).
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Sekil 9.7: MM hastalarinin kemik iliginden izole edilen CD138"°2" ve CD138"%
hiicrelerde ve kontrol kemik iligi hiicrelerinde DEK ekspres,‘yonunun RT-gPCR
analiz sonucu. CD138°°7 hiicreler kirmizi siitun, CD138™%" hiicreler mavi siitun,
kontrol kemik iligi hiicreleri ise siyah siitun ile gosterilmektedir. Kontrol kemik iligi
DEK ekspresyon degeri kalibrator olarak kullanildi ve 6rneklerdeki DEK ekspresyon
seviyesi “kontrole gore kat-degeri” olarak grafikte gdsterildi. CD138"9
populasyonlarinda DEK ekspresyonunda 2-kat veya daha fazla azalma gosteren
ornekler (*) ile, 2-kat veya daha fazla artis gosteren ornekler ise (+) ile gosterildi.

Analiz edilen 41 vakamin 33’iinde (%80) CD138" %% MM hiicrelerindeki
[neoplastik plazma hiicreleri] DEK ekspresyonunun, ayni hastadaki CD138"9%
hiicrelere gore 2 ile 30 kat arasinda azalma gosterdigi belirlendi (Sekil 9.7).
CD138"4 DEK mRNA ekspresyon seviyesindeki bu azalmanin, kontrol kemik iligi
hiicreleri ve CD138™% hiicrelerle karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli

oldugu tespit edildi (Sekil 9.8).
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Sekil 9.8: Sekil 9.7°de gosterilen DEK mMRNA ekspresyon sonuglarinin Mann-
Whitney istatistik analizi.

9.3. MM Hastalarinda DEK Geni Kopya Sayisiin Belirlenmesi

DEK geni kopya sayisinin MM hiicrelerinde spesifik olarak tespit edilebilmesi
icin MM hastalarindan (n=41) EasySep yontemiyle ayristirilan CD138P4" MM
hiicreleri ve normoselliiler 6zellik gosteren 3 kontrol kemik iligi 6rnegi bir araya
getirilerek olusturulan total kemik iligi 6rneginden izole edilen DNA’lar qPCR’la
analiz edildi. qPCR deneylerinde, genomda 2-kopya olarak bulunan ve literatiirde
siklikla referans gen olarak kullanilan RNaseP geni normalizator olarak kullanildi.

qPCR analizleri sonucunda, 41 MM hastasinin 4’iiniin CD 138" hiicrelerinde
DEK geninin kopya sayisinda kontrol kemik iligine gore 1.5 kat (3 kopya) veya
tizerinde artig gozlenirken (Sekil 9.9), bu kopya artisinin ayni hiicrelerdeki DEK
mRNA ekspresyonuna yansimadigi ve ekspresyonda belirgin bir artisa sebep
olmadigi tespit edildi (Sekil 9.10). Kopya sayisinda artis gozlenen MM hasta
6rneklerinin CD138™% hiicrelerindeyse kontrole benzer olarak DEK’in 2 kopya
halinde bulundugu goriildi (Sekil 9.9).
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Sekil 9.9: Kontrol kemik iligi ve DEK geni kopya sayisinda artig gdsteren MM
hastalarmin CD138"“"" CD138™%" hiicrelerinin qPCR sonucu. Kontrol kemik iligi
siyah siitun, CD138”%"" hiicreler koyu gri siitun, CD138™% hiicreler agik gri siitun

ile gosterilmektedir. Normalize olmus kontrol kemik iligine ait DEK qPCR degeri
kalibrator olarak kullanildi ve DEK geni kopya sayisi grafikte “kontrole gore kat-
degeri” olarak gosterildi.
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Sekil 9.10: DEK geni kopya sayisinda artig gdsteren ve tiim MM vakalarinin DNA
kopya sayis1 ve mRNA ekspresyon seviyesi. a8) DEK geni kopya sayisinda artis
gosteren CD138"2"" MM hiicrelerinin (koyu gri siitun) DEK mRNA ekspresyon

seviyesi (kirmizi siitun). Grafikte hasta 6rnekleri DEK ekspresyonu en azdan en ¢oga
dogru (18, 12, 13 ve 25 no’lu drnekler) siralanmistir. b) Total kemik iligi (Kontrol,
siyah kare) ve MM hastalarinin (n=41) CD138"*" hiicrelerindeki DEK geni kopya
sayist (gri kare) ve DEK mRNA ekspresyon seviyesi (kirmizi ters tiggen).
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9.4. DEK Ekspresyon Seviyesinin Immunohistokimyasal
Yontemle Protein Diizeyinde Tespit Edilmesi

Taze ya da dondurulmus kemik iligi 6rnekleri kullanilarak qPCR yontemiyle
DEK geni kopya sayist ve mMRNA ekspresyon seviyesi analiz edilen 41 MM
hastasindan 12’Sinin parafin blok haline getirilmis kemik iligi 6rneginde DEK ve
CD138 proteinlerinin ekspresyonu immunohistokimyasal yontemle incelendi. Gerek
bu 12 hastanin gerekse ilave olarak analiz ettigimiz 15 MM, 13 MGUS hastas1 ve 9
saglikli kemik iligine ait parafin-blok dokularmin (6rneklerin tamami Vanderbilt
Universitesi'nden saglandi1) incelenmesi sonucunda, kemik iliginde yogunlukla
bulunan miyeloid ve eritroid seri hiicrelerinin DEK antikoruyla boyandigi, ancak
CD138 antikoruyla pozitif boyanan kontrol kemik iligi kesitlerindeki normal plazma
hiicreleri (Sekil 9.11), MM (Sekil 9.12) ve MGUS (Sekil 9.13 ) kesitlerindeki
neoplastik plazma hiicrelerinin DEK antikoruyla boyanmadigi goriildi. DEK geni
kopya sayisinda artis goriilen 4 MM vakasinin kesitlerinde de (MM no: 12, 13, 18 ve
25) benzer sekilde CD138 antikoruyla boyanan hiicrelerde DEK antikoruyla
boyanma olmadig1 gozlendi (Sekil 9.14).

MM disinda, B-hiicre kokenli diger tiimorlerde DEK ekspresyonunu tespit
etmek amaciyla MZL (n=7), Burkitt lenfoma (BL; n=3) ve DLBCL (n=12)
hastalarinin (hasta 6rneklerin tamami Vanderbilt Universitesinden saglandi) parafin
blok kesitleri de DEK ve CD138 antikorlariyla IHK yéntemi kullanilarak boyandi.
[HK analizleri sonucunda, MZL (Sekil 9.15), BL (Sekil 9.16) ve DLBCL (Sekil
9.17) kesitlerinde DEK’in tiimor hiicrelerinde orta-¢ok yogunlukta eksprese oldugu
ancak bu kesitlerde bulunan CD138”°“ plazma hiicrelerinde IHK ydntemiyle tespit

edilebilecek diizeyde DEK proteini olmadigi gézlendi.
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Sekil 9.11: Kontrol kemik iligi kesitlerinde DEK (¢ekirdekte kahverengi boyanma)
ve CD138 antikorlariyla (hiicre yiizeyinde pembe boyanma) ikili IHK boyamasinin
mikroskopik fotograflari. a) Kontrol kemik iligi No:1, b) Kontrol kemik iligi No:2’ye
ait kesitler. DEK antikoruyla boyanma gdstermeyen hiicrelerin ¢ekirdekleri
hematoksilenle mavi renk almaktadir. CD138”°“" hiicrelerde (pembe hiicre zari,
mavi ¢ekirdek) DEK antikoruyla boyanma gozlenmemektedir. Biiyiitme 400X’dir.
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DEK/CD138

DEK/CD138

Sekil 9.12: MM Kkesitlerinde DEK (¢ekirdekte kahverengi boyanma) ve CD138
antikorlariyla (hiicre yiizeyinde pembe boyanma) ikili IHK boyamasinin

mikroskopik fotograflari. 8) MM hasta No:44, b) MM hasta No:50’ye ait kesitler.

DEK antikoruyla boyanmayan hiicrelerin ¢ekirdekleri hematoksilenle mavi renk
almaktadir. CD138"""" hiicrelerde (pembe hiicre zar1, mavi gekirdek) DEK
antikoruyla boyanma gozlenmemektedir. Biiylitme 400X’ dir.
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DEK/CD138

DEK/CD138

Sekil 9.13: MGUS kesitlerinde DEK (gekirdekte kahverengi boyanma) ve CD138
antikorlariyla (hiicre yiizeyinde pembe boyanma) ikili IHK boyamasinin
mikroskopik fotograflari. 8) MGUS hasta No:3, b) MGUS hasta No:7’ye ait kesitler.
CD138"" hiicrelerde (pembe hiicre zar1, mavi ¢ekirdek) DEK antikoruyla boyanma
gozlenmemektedir. Biiyiitme 400X’dir.
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DEK/CD138

DEK/CD138

Sekil 9.14: Kontrol kemik iligi ve DEK geni kopya sayist CD138"°?" hiicrelerinde
artmis olan 3 MM vakasmin DEK ve CD138 antikorlariyla ikili ITHK boyamasinin
mikroskopik fotograflari. a) Kontrol kemik iligi 6rnegi, b) MM hasta No:12, ¢) MM
hasta No0:13 ve d) MM hasta N0:18’¢ ait kesitler (Tablo 9.3). DEK antikoru igin
cekirdekte kahverengi boyanma gozlenirken, CD138 antikoru i¢in hiicre yiizeyinde
pembe boyanma gozlenmektedir. CD138"°2" hiicrelerde (pembe hiicre zar1, mavi
¢ekirdek) DEK antikoruyla boyanma gézlenmemektedir. Biiylitme 400X’ dir.
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DEK/CD138

DEK/CD138

Sekil 9.15: Marjinal zone lenfoma kesitlerinde DEK (¢ekirdekte kahverengi
boyanma) ve CD138 antikorlartyla (hiicre yiizeyinde pembe boyanma) ikili THK
boyamasinin mikroskopik fotograflari. &) MZL hasta No:2, b) MZL hasta No:6’ya ait
kesitler. CD138'" hiicrelerde (pembe hiicre zar1, mavi gekirdek) DEK antikoruyla
boyanma gozlenmemektedir. Biiyiitme 400X’dir.
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DEK/CD138

DEK/CD138

Sekil 9.16: Burkitt lenfoma kesitlerinde DEK (gekirdekte kahverengi boyanma) ve
CD138 antikorlariyla (hiicre yiizeyinde pembe boyanma) ikili IHK boyamasinin
mikroskopik fotograflari. a) BL hasta No:1, b) BL hasta No:2’ye ait kesitler. Her iki
kesitte de CD138 ile boyanma gozlenmeyen lenfoma hiicrelerinde DEK antikoruyla
yogun kahverengi boyanma gozlenmektedir. Biiylitme 400X dir.
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8€LA0N30

b) DLBCL hasta N0:6’ya ait
mavi ¢ekirdek) DEK antikoruyla

5

graflari. @) DLBCL hasta No:5
hiicrelerde (pembe hiicre zar1

(0)
f

kesitler. CD138"
boyanma gozlenmemektedir. Biiyiitme 400X’dir.

antikorlariyla (hiicre yiizeyinde pembe boyanma) ikili IHK boyamasiin

Sekil 9.17: DLBCL kesitlerinde DEK (¢ekirdekte kahverengi boyanma) ve CD138
mikroskopik fot
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Sekil 9.18: Lenf diigiimii parafin kesitinin DEK (¢ekirdekte kahverengi boyanma) ve
CD138 antikorlariyla (hiicre yiizeyinde pembe boyanma) ikili IHK boyamasinin
mikroskopik fotografi. DEK antikoruyla boyanma gostermeyen hiicrelerin
cekirdekleri hematoksilenle mavi renk almaktadir. CD138 P2 hiicrelerde (pembe
hiicre zar1, mavi ¢ekirdek) DEK antikoruyla boyanma gozlenmemektedir. Biiyiitme
200Xtir.
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10. SONUCLAR ve TARTISMA

MM anormal sekilde klonal olarak ¢ogalmis plazma hiicrelerinin kemik iligi ve
diger organlart istilasi ile karakterize olan bir kanser tiiriidiir [Hideshima et al.,
2004]. MM’ye sebep olan habis plazma hiicreleri, anormal sekilde klonal olarak
cogalan B-lenfositleri tarafindan olusturulmaktadir. MM hiicrelerinin 6ncelikli olarak
yerlesim gosterdikleri kemik iliginde varliklarini siirdiirebilmeleri stroma hiicreleri
(mezenkimal hiicreler, osteoblastlar, makrofajlar vb.) ile olan iletisimlerine baglidir
[Kim et al., 2012]. Hastaliga sebep olan etkenler bilinmemekle birlikte, hastaligin
ileri yas ile iligkili olarak ortaya c¢iktig1 diistiniilmektedir. Gilinlimiizdeki tedavi
uygulamalari ile 50-60 yasin {izerindeki hastalarin sag kalim siireleri 2-3 yil, 50 yasin
altinda olan hastalarin yasam siireleri ise 5-6 y1l arasinda degismektedir. Mevcut olan
tedavi yaklagimlarinin sag kalim siiresini uzatacak sekilde iyilestirilebilmesi, ya da
ideal olarak hastalarda kalic1 iyilesme saglanabilmesi i¢in, hastaligin olusumunda ve
ilerleyisinde rol alan molekiiler mekanizmalarin gerek MM hiicreleri gerekse stromal
hiicreler diizeyinde aydinlatilmast ve stroma hiicrelerinin de tedavilerde
hedeflenmesi gerekmektedir [Dalton et al., 2004].

Pekgok hiicre tiiriinde eksprese olan DEK geni, MM’de kopya artis1 goriilen 6.
kromozomda (6p22.3 bolgesinde) yer almaktadir ancak MM’de 6. kromozomda
meydana gelen kopya sayist artisinin DEK genini ve DEK ekspresyon seviyesini
etkileyip etkilemedigine dair bizim bilgimiz dahilinde bir literatiir bilgisi
bulunmamaktadir. Literatiirdeki bu boslugu doldurmak amaciyla, bu tez
caligmasinda, MM hastalarinin kemik iligi 6rneklerinde DEK geni kopya sayisinin ve
DEK’in ekspresyon seviyesinin belirlenmesini hedefledik.

Bu amagla, oncelikle MM (n=30) ve saglikli kemik iliklerinin (n=8) parafin
blok haline getirilmis 6rneklerinden RNA izole edildi ve DEK mRNA ekspresyonu
RT-gPCR yontemiyle incelendi. RT-gPCR analizleri, 30 hastanin 12’sinde DEK
ekspresyonu olmadigimi gosterdi. (Tablo 9.1). Housekeeping genlerinin (ACTB ve
ABL) ekspresyonunun gozlenmesine karsin, DEK ekspresyonunun bu 12 hasta
orneginde tespit edilememesinin olasi sebepleri arasinda, ACTB ve ABL’ye oranla
cok daha diisiik seviyede eksprese olan DEK’in, kemik iligi 6rneklerinin parafine
gomiilmesi sirasinda uygulanan islemler nedeniyle DEK-mRNA kalitesinin RT-
gPCR ile tespit edilemeyecek kadar zarar gérmiis olabilecegi diistintildii. RT-qPCR

57



sonuclarinin  istatistiksel analizii, MM  hastalarinda, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda DEK geninin ekspresyonunun anlamli oranda diistiiglinii gosterdi
(DEK/ABL1 normalizasyonu P=0.0014; DEK/ACTB normalizasyonu P=0.0116)
(Sekil 9.5). DEK ekspresyonu gézlenmeyen 12 hastanin tamaminin “III. Evre” klinik
tanist almis olmasi (Tablo 9.2) DEK ekspresyon seviyesi ile hastaligin klinik evresi
arasinda iliski olabilecegini diisiindiirse de, 1. ve Il. Evrede olan yeterli sayida hasta
orneginin olmamasi ve “IIl. Evre” A ve B seviyelerine ait hasta 6rneklerindeki DEK
ekspresyonlar1 arasinda belirgin bir fark bulunmamis olmasi nedeni ile kesin bir
yargtya varilamadi.

RT-gPCR yontemiyle analiz ettigimiz MM ve saglikli kemik iliklerinin
parafine gémiilmiis dokularindan alinan kesitler, laboratuvarimizda yiiksek lisans
egitimini tamamlayan Ahmet Ozdilek’in GYTE-BAP destekli tez projesi kapsaminda
[HK yontemiyle de incelendi ve hiicre yiizeyinde yerlesim gosteren plazma hiicre
belirteci olan CD138 proteini ve hiicre ¢ekirdeginde yerlesim gosteren DEK
proteininin ekspresyon seviyesi belirlendi. IHK inceleme sonuglari, DEK’in saglikli
ve MM hastalarinin kemik iligindeki miyeloid ve eritroid seri hiicrelerinde hiicre
cekirdeginde eksprese edildigini gdsterdi. Ancak, MM hastalarmin CD138P°4tf
neoplastik plazma hiicrelerinde ya da normal kemik iliginde bulunan CD138P°t"
plazma hiicrelerinde THK yéntemiyle tespit edilebilecek diizeyde DEK proteininin
eksprese olmadigini gosterdi.

Elde ettigimiz RT-qPCR  sonuclann ve IHK  verileri  birlikte
degerlendirildiginde, RT-qPCR analizinde kullandi§imiz RNA orneklerinin total
kemik iligi parafin blok kesitlerinden elde edilmis olmasi nedeniyle, kemik iliginde
bulunan yiiksek DEK ekspresyonuna sahip hiicrelerin oraninin (CD138™%" olan ve
agirhikli olarak miyeloid ve eritroid seri hiicreleri), CD138”“"" MM hiicrelerindeki
muhtemelen azalmis ya da tamamen baskilanmig DEK ekspresyonunun RT-qPCR’la
tespitini maskeleyebilecegi sonucuna varildi. Ayni sebeple, CD138” 4% olan tiimor
hiicrelerindeki DEK geninin kopya sayisinin da parafin bloklardan elde edilen DNA
orneklerinde giivenilir sekilde tespitinin miimkiin olmayacagina karar verildi.

Bu sebeple, bu tez ¢alismamizin hedefi olan MM hiicrelerinde DEK geni
ekspresyonu ve DEK kopya sayisi analizlerinin giivenilir sekilde yorumlanabilmesi

8negatif

icin bu deneylerde CD13 olan kemik iligi hiicrelerinden ayristirilmis olan

CD138"4% MM hiicrelerinin kullanilmasinin gerekli olduguna karar verildi.
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Taze veya dondurulmus kemik iligi hiicrelerinin RT-qPCR sonuglari, kontrol
kemik iligi ile ve aym hastalarn CD138™%" (kanserli olmayan) hiicreleriyle
karsilagtirildiginda, CD138° %% MM hiicrelerinde DEK mRNA ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamli oranda azaldigin1 gosterdi (Sekil 9.8).

gPCR (DEK-kopya sayisi) analizleri, inceledigimiz 41 hastadan 4’{inlin
(%9,76) CD138"°%" MM hiicrelerinde DEK geninin kopya sayisinda artis oldugunu,
bu hastalarin CD138™%" olan kemik iligi hiicrelerindeyse DEK kopya sayisinin
normal oldugunu gosterdi (Sekil 9.9). Literatiirde daha 6nce MM hastalarinin %
22,8’inde (114 MM hastasiin 26’sinda), kromozom 6p22.3 bolgesinde kopya sayisi
artist oldugu tespit edilmistir [Walker et al., 2010]. Bu tez g¢alismasinda elde
ettigimiz sonuglar, literatiirde belirlenmis olan 6p22.3 bolgesindeki kopya sayisi
artisinin muhtemelen DEK geninini de igerdigini ancak bizim analiz ettigimiz hasta
sayisinin diisiik olmasi sebebiyle literatiirdeki %22 oranina erisilememis oldugunu
diisiindiirmektedir. Ozetle, ilk kez bizim calismamizda, DEK geni kopya sayisinin
MM hastalarinin yaklagik %10’unda artis gdsterdigi ve bu artsin MM hastalarinin
CD138"1" hiicrelerine dzgii oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar, MM hastalarinimn
CD138"%" hiicrelerinde meydana gelen kromozomal anomalileri sonucu saglikl
plazma hiicrelerinin gelisiminde aksakliklar meydana geldigi ve MM’un neoplastik
transformasyona ugramis olan plazma hiicrelerinden kaynaklandigi hipotezini
desteklemektedir. DEK’in transkripsiyonunda rol alan E2F’in normal ve habis
plazma hiicre gelisimi sirasinda BLIMP-1 tarafindan baskilanmis olmasi, DEK’in
endojen promotor kontroliinde olmaksizin ve ekspresyonu diizenleyici bdlgeleri
icermeyecek sekilde gen bolgesinin kopya sayisinin artmis olmasi, DEK promotor
bolgesinin metilasyona ugramasi ve post-transkripsiyonel ve post-translasyonel
diizenlemelerin, MM hastalarmin CD138"""" hiicrelerindeki DEK kopya saysi
artisinin DEK ekspresyonuna yansimamasinin olasi sebepleri arasinda bulunabilecegi
distiniilmektedir.

Normal lenf diigiimii parafin kesitlerinde yaptigimiz IHK analizleri, lenf
dokusunda yer alan B hiicrelerinde DEK ile daha hafif boyanma gozlenirken,
germinal merkezde bulunan ve ¢ogalmakta olan sentroblastlarin (g¢ogalma ve
farklilasma asamalarinin ardindan plazma hiicrelerine doniisen Oncii hiicreler) daha
yogun olarak DEK proteini eksprese ettigi tespit edildi (Sekil 9.18). DEK’in IHK ile
tespit edilebilir diizeyde eksprese edildigi B hiicrelerinden koken alan lenfoma
tiirlerindeyse, koken aldiklari normal hiicrelere benzer diizeyde DEK
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ekspresyonunun bulundugu gozlendi (MZL (Sekil 9.15), BL(Sekil 9.16) ve. DLBCL
(Sekil  9.17)). Ancak bu tiimorlerin  analizinde kantitatif  yontemler
kullanmadigimizdan, incelenen lenfoma dokularinda DEK ekspresyonunun normal
hiicrelere oranla artip artmadiginin net cevabini heniiz bilmemekteyiz.

Ozetle, TUBITAK 1001 projesi (SBAG 212T108) kapsaminda yiiriittiigiimiiz
bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda elde ettigimiz sonuglar, MM de dahil olmak iizere
B-hiicreli timdrlerde DEK ekspresyon seviyesinin timoriin koken aldigi hiicreleri
yansittigimi  ve DEK’in  negatif bir immunohistokimyasal belirte¢ olarak
kullanilmasinin MM nin patolojik tanisin1 kolaylastirici ilave bir faktor olabilecegini
gostermektedir. Elde ettigimiz veriler literatiire ilk kez kazandirilmis olup, European
Hematology Association (EHA) tarafindan 12-15 Haziran, 2014 tarihinde italya,
Milano’da yapilan kongrede (19th Congress of EHA) poster 06zeti olarak
yayimlanmigtir (Haematologica, 2014; 99[s1] | 635).
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