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Amacg: Multipl miyelom (MM) patogenezi tam olarak bilinmeyen bir hastaliktir. Konuyla ilgili farkh
hipotezlerde ileri siiriilse de son zamanlarda apopitozis yolaklarindaki mutasyonlar 6n plana ¢gikmaktadir.
PUMA pb53 ile iligkili veya iliskisiz olarak transkripsiyon faktérlerince dizenlenen cesitli sinyallerle
apopitozisde rol alabilir. Bu c¢alismada; p53 ve PUMA ekspresyonlarini galisiimis ve p53-PUMA
ekspresyonu ile hastalik patogenezi arasinda bir iligki aranmistir.

Hastalar ve Yéntem: p53 ve PUMA ekspresyonlari immiinohistokimyasal yéntemle degerlendirildi. islem
p53 ve PUMA’ya karsi spesifik antikor kullanilarak gerceklestirildi. MM hastalarinin tani anindaki kemik
iligi biyopsiler érnekleri (n=31) ¢alisma grubu olarak alindi. Normal hematopoez tespit edilen kemik iligi
biyopsileri (n=12) kontrol grubu olarak alindi. Boyandiktan sonra pozitif boyanan her bir 6rnedin boyanma
kuvveti hesaplandi.

Bulgular: MM hastalarinin kemik iliklerinde PUMA ekspresyonu gdésteren hicrelerin ylizdesi, normal
bireylerin kemik iliklerine gére énemli 6igtide yiksekti (p=0.000). Plazma hicre yuzdesi ile PUMA boyanma
yayginhgi arasinda istatiksel olarak anlamli olmasa da bir iliski mevcuttu (p=0.385). PUMA ekspresyonlari
ile hastaligin evresi arasinda bir iliski yoktu.

Sonugc: Sonuglarimiz, MM hastalarinin kemik iligi 6rneklerinde 6zellikle PUMA ekspresyonunun, saglikl
kontrollere gére 6nemli 6lglide daha yliksek oldugunu gésterdi. PUMA pozitifliginin p53’ e oranla daha
fazla olmasi tani aninda PUMA’ nin nongentoksik nedenlerle indiklendigini disundirdid. p53 ve PUMA
pozitifliginin kontrol grubuna gére ylksek olmasi miyelom patogenezinde apopitozisin rol oynadigini
disindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Multipl miyelom, apopitozis, PUMA, p53
Abstract

Aim: Multipl myeloma is a disease of unknown pathogenesis. Although there was a different hypotheses
on the subject, recently mutations in the pathway of apoptosis come to the fore. PUMA may play a role in
apoptosis, bound or unbound p53. The role is regulated by various signals of transcription factors. In this
study; the expressions of p53 and PUMA in bone marrow hematopoetic cells of have been worked and the
relationship between myeloma pathogenesis with p53- PUMA was searched.

Patients and Methods: The expression of p53 and PUMA was evaluated using immunohistochemistry.
The procedure was carried out using specific antibodies against p53 and PUMA. Bone marrow biopsies of
MM patients at the time of diagnosis (n=31) were included in the study group. Bone marrow biopsies from
individuals who had normal hematopoiesis (n=12) were included as control. After staining, strength was
calculated of each positively staining cells.

Results: The percentage of cells showing PUMA expression was significantly higher in bone marrows of
MM patients as compared to normal bone marrow samples (p=0.000). We found a correlation between
the percentage of plasma cells with staining prevalence of PUMA, but it was not statistically significant
(p=0.385). There was no correlation between the stage of the disease with PUMA expression.
Conclusion: Our results showed that specially PUMA expression is significantly higher in bone marrow
cells of MM patients compared to healthy controls. Higher positivity of PUMA suggested that, PUMA
induced nongenotoxic reasons at the time of diagnosis. The lack of p53 and PUMA positivite suggests
that, apoptosis play a role in myeloma pathogenesis.
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one c¢ikmaktadir. Apopitozis biyolojik sistemlerde

Multipl myelom anemi, tekrarlayan enfeksiyonlar,
serum ve / veya idrar monoklonal protein, osteolitik
kemik lezyonlari, hiperkalsemi ve bdbrek yetmezligi
ile karakterize bir plazma hudcresi malignitesidir
(1). MM, patogenezi bilinmeyen bir hastaliktir.
Konuyla ilgili farkli bir hipotez olmasina ragmen
son zamanlarda apoptoz yolundaki mutasyonlar

yaygin olarak meydana gelen, fazlalik halindeki veya
istenmeyen hicreleri kontrol altinda tutan, programh
hicre olumiduar. (2). Bu suregte rol oynayan p53
ve PUMA, Bcl- 2 araciligi ile fonksiyon gosterir ve
temel olarak apopitozisin gerceklesmesini saglar.
Hematopoez lzerinde yetersiz apopitozis etkisi ldsemi
gibi neoplazilerin gelisimine neden olabilirken, artmig
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apopitozis kemik iligi yetersizligine ve sitopenilere yol
acabilmektedir (3).

P53 timodr supresor geni apopitoziste énemli bir
glOreve sahiptir. P53, proapopitotik Bcl-2 genlerinin
transkripsiyonal upregllasyonu araciliiyla huicre
siklus 6lumu, DNA onarimi ve apopitozis dahil olmak
uzere birka¢ yoladi duzenleyici fonksiyon gosterir
(4). PUMA ise bcl-2 protein ailesinin bir Uyesi olup
bcl-2 baglayici komponent 3 olarak da bilinir. PUMA
ekspresyonu bir timoér slpresér gen olan p 53
tarafindan duzenlenir (5). PUMA, p53 ile iliskili veya
iligkisiz olarak transkripsiyon faktorlerince dizenlenen
cesitli sinyallerle apopitozisde rol alabilir. PUMA,
eksprese edildiginde, birka¢c saat icinde kanser
hicrelerinin 6limudne yol acar (6). Multipl miyelomda
apopitozis ile ilgili galismalar bulunsa da daha énce
PUMA ile ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir. Bu
calismada MM' deki p53 ve PUMA ekspresyonlarini
degerlendirmeyi ve bu ekspresyonlarin MM' nin
patogenezine ve klinik sonuglarina etkisini arastirmayi
amacladik.

HASTALAR VE YONTEM

Calisma protokollii Necmettin Erbakan Universitesi
Tip Etik Kurulu tarafindan onaylanarak hazirlandi ve
calismaya katilan hastalarin yazih onamlari alindi.
Calismamiz, retrospektif olarak 2010-2014 tarihleri
arasinda Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakiltesi Hastanesi Hematoloji Unitesine basvuran
ve MM tanisi koyulan 31 hastada (13 kadin, 18 erkek;
ortalama yas, 65.7 = 9.07 yil) gerceklestirildi. Multipl
miyelom hastalari iginden sitogenetik sonuglari veya
prognostik kriterleri mevcut olan ayrica tani anindaki
kemik iligi biyopsileri olan ve biyopsi orneklerinde
CD 138 pozitif olan hastalar galismaya dahil edildi.
Hastalarin tani anindaki klinik ve laboratuar bilgileri
dosya verilerinden geriye dondk olarak elde edildi.
Kemik iligi biyopsileri Necmettin Erbakan Universitesi
Tip Fakultesi Patoloji Anabilim Dali arsivlerinden
alindi. Ornekler tekrar degerlendirildi ve p53 ve
PUMA icin immunohistokimyasal ¢alismalar asagida
aciklandigi gibi yapildi. Multipl miyelom tanisi konan
her bir hasta International Staging System (ISS)
ve DURIE-SALMON evreleme sistemlerine gére
kategorize edildi. Kontrol grubu olarak ise, kemik iligi
yapiimis ve kemik iligi hematopoez bulgulari normal
kabul edilen 12 birey (6 kadin, 6 erkek; ortalama yas,
60.7 £ 14.07 yil ) calismaya alindi.
immunhistokimyasal metod:

Multipl miyelom hastalarinin tani aninda alinmis
kemik iligi biyopsi kesitleri, parafin blok halindeki
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kemik iligi 6rneklerinden hazirlandi. Ve o6rneklerin
hepsine immunohistokimyasal boyama uygulandi.
Boyama igin 5 ym doku kesitleri hazirlandi. Kesitler
Once deparafinize ve rehidrate edildi. Endojen
peroksidaz aktivitesi 15 dk boyunca %80 metanol,
% 0.5 hidrojen peroksit iceren solusyonda bloke
edildi. Ardindan 10 mmol/L sitrat tampon (pH 6.0) ve
mikrodalgada (700 W) 15 dk muamele edildi. Oda
isisinda 40 dk sogumaya birakildi. immunhistokimya
islemi 6ncesinde fosfat tampon tuzunda (PBS) 5 dk
yikandi. Her bir kesit P53 antikoru (A00021.0025 - p53;
Clone DO-7, ScyTek) ve PUMA antikoru ([EP512Y],
GeneTex, GTX61282) ile 60 dk inkiibe edildi. PBS
ile yikandiktan sonra biotin isaretli sekonder antikor
ve ardindan streptavidin + peroksidaz uygulandi.
Kesitler 3,3'diaminobenzidin ve hematoksilen ile
boyandi. Hematopoetik hiicrelerde sitoplazmik PUMA
boyanma ve nikleer p53 boyanma pozitif kabul edildi.
PUMA ile boyanan preparatlar boyama kuvvetlerine
gore hafif, orta ve gugcli olarak siniflandirildi. Ayrica
PUMA ve p53 pozitifligi saptanan érneklerin boyanma
yayginligi derecelendirildi.
istatiksel metod:

istatistiksel analiz, Sosyal Bilimler icin Istatistik
Paketi versiyon 15 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD)
ile yapildi. Sirekli degiskenlerin karsilastiriimasi
icin T testi ve ANOVA kullanildi. Surekli degiskenler
ortalama, standart sapma, (min, max, medyan)
seklinde, kategorik degiskenler ylzdeler kullanilarak
verildi. Ki kare testi kullanildi ve anlamlilik duzeyi
p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Hastalarin  demografik, klinik o6zellikleri ve
biyokimyasal parametreleri Tablo 1'de gdsterilmigtir.
Durie-Salmonevrelemesistemine; gore hastalarimizin
11’i (%35) evre 2A, 1’ i (%3) evre 2B, 12’ si (%39)
evre 3A ve 7’ si (%23) 3B idi. Beta 2 mikroglobulin
sonucu bulunmayan 2 hasta ISS evreleme sistemine
gore evrelendirilemedi. Diger hastalarimizin 6’ si (
%21) ISS evreleme sistemine gore evre 1, 11’ (%38)
evre 2, 12’ si (%41) evre 3 idi. immunglobulin alt
gruplarina gore hastalarimizin 24’ (i Ig G miyelom, 3’
U lg A miyelom, 4 tanesi ise asekretuar miyelomdu.
Tani aninda immunglobulin dlizey ortalamasi 49.642
+ 26.19 (mg/dl) idi. Hastalarimizin serum ve idrar
immun elektroforez degerlendiriimesinde 21’ inde
(%68) kappa, 9 unda (%29) lambda monoklonal
proteini saptandi. Tani aninda hastalarimizin 25’ inde
(%81) litik lezyon, 7 tanesinde (%23) ise plazmasitom
bulumaktaydi. Hastalarin sitogenetik analizinde
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Tablo 1. Hastalarin demografik, klinik &zellikleri ve
laboratuar parametreleri.

Parametreler Multipl Miyelom Hastalari (n=31)

Kadin/Erkek 13/18

Yas 65,74 £ 9
Hgb 10,09 £ 1,95
Neu 3,96 + 2,43
Wbc 6,68 + 3,27
Plt 231,42 = 98,41
Sedimantasyon 72,58 + 41,61
Albumin 3,21 £ 0,65
Total protein 9,11 + 2,38
Kreatinin 1,46 + 1,12
Kalsiyum 9,17 £ 1,42
Beta-2 mikroglobulin 7,12 £ 6,58

Durie-Salmon evre Evre 2A= 11 (%35)
Evre 2B= 1 (%3)
Evre 3A= 12 (%39)
Evre 3B=7 (%23)
Evre 1=6 ( %21)
Evre 2=11 (%38)
Evre 3= 12 (%41)

ISS Evre

ise; 29° unda normal karyotip saptanirken 2’ sinde
y kromozom kaybi saptandi. FISH taramasinda ise;
14 hastanin FISH sonucu normal iken 5 hastada
13914.3 ve 1 hastada p53 gen bolgelerinde delesyon
izlendi. t(4,14) 2, t(6,14) 3, t(11,14) 4 ve t(14,20) 2
hastada goérildi. Ayrica birer hastada CKS1B gen
amplifikasyonu, IGH/BREAKAPART (14. Kromozom
uzerinde yeniden dizenlenme) ve CBFB/MYH11 gen
fuzyonu tespit edildi. Kemik iligi biyopsi drneklerinde
p53 nlkleer (Sekil 1) ve PUMA sitoplazmik (Sekil
2) boyama paterni gosterdi. Kontrol grubunda p53
ve PUMA ile boyama olmazken hasta grubumuzda
8 hastada p53 ile boyama, 28 hastada PUMA ile
boyama saptandi (Tablo 2). Hastalarin 6’ si hem p53
hem PUMA beraber boyanma 6zelligi gdsterdi.

Sekil 1. P53 pozitif boyanan MM kemik iligi 6rnegi

Multipl miyelom patogenezinde apopitozisin degerlendirilmesi

Sekil 2. PUMA pozitif boyanan MM kemik iligi 6rnegi

Hastalgin evresi, anemi, ndtropeni,
trombositopeni, hipoalbuminemi, kreatinin ytksekligi,
Beta-2  mikroglobulin  yiksekligi, plazmositom
veya litik lezyon varligi gibi klinik parametreler ile
PUMA boyanma kuvveti arasinda anlamli bir iligki
bulunamadi.Hastalarimizin tani anindaki kemik iligi
biyopsisindeki plazma hicre oranlari ortalama %
51.42 £ 27.616 idi. Plazma hticre orani arttikga PUMA
boyanma kuvvetinin arttigi gézlendi. Ancak aralarinda
istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadi (p=0.385)
(Sekil 3).

TARTISMA

Galismamiz sonucunda birkag farkli ana bulgular
elde edilmistir. ilk olarak, Multipl miyelomda normal
bireylere gore daha yuksek oranda p53 ve PUMA
pozitifligi bulunmasi, miyelomda artmis apopitozisin
bir gostergesidir. Ikinci ana bulgumuz, PUMA
pozitifliginin tani aninda p53 pozitifligine kiyasla
daha fazla olmasi miyelomda PUMA’" nin p53 disi
nedenlerle harekete gegtigini géstermektedir. Uglincii
olarak, PUMA boyanma kuvveti ile kemik iligi plazma
hicresi arasinda istatiksel olarak anlamli olmasa da
bir iliski gorilmektedir. Son olarak ise; PUMA oranlari
miyelom hastalarinda, normale gére anlamli derecede
yuksekti. Bu nedenle, 6zellikle tani zorlugu cekilen
durumlarda PUMA’ ninimmuanohistokimyasal yardimci

Table 2. Hastalarin ve kontrol grubunun PUMA ve p53
boyanma sikhgi.

Boya MM Kontrol grubu p
p53 8 0 0.000
PUMA 28 0 0.000
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Mean of plazmasayisi

401

Sekil 3. Plazma orani
karsilastiriimasi

ile  PUMA boyanma kuvvet

test olarak kullanilabileceg@ini disinmekteyiz.

Multipl miyelom lenfoplazmaositer hucrelerin
neoplastik monoklonal artigi ile karakterize bir
hastaliktir. Hastaligin patogenezinde sitogenetik

anomaliler, kronik antijen sunumu, apopitotik yoldaki
mutasyonlar suglanmasina ragmen halen tam bir
netlik s6z konusu degildir (7). Multipl miyelom gibi
hicre dongusl yavas tumodrlerin patogonezinde
kronik antijen sunumu 6nemlidir. Romatoid artritte
miyelom sikhdinin artmasi, HIV ve HSV gibi viral
uyarinin hastaligin patogenezinde rol oynabilecegini
gOsteren calismalar bu hipotezi desteklemektedir
(8-9). MM patogenezinde rolu olan bir diger neden
de sitogenetik anomalilerdir. Hastalarin yaklasik
%30-50 kromozamal bozukluk gdézikmektedir. Bu
oran hastaligin erken evrelerinde daha az ilerleyen
evrelerinde daha ylksek oranlarda gézikebilmektedir.
Olgularin buylk bir béliminde tek bir kromozomal
anormallik olmamakla beraber, cogunda hiperdiploidi
monozomi 13 tetrazomi 9 gibi sayisal anormallik
vardir (10-11).

Ancak son zamanlarda miyelom
etyopatogenezisinde 6n plana c¢ikan nedenler
apopitotik yolda ki mutasyonlardir (12). Apopitozis
programli huicre 6limudir. DNA ve/veya proteinlerde
hasar geldigi zaman birincil hiicresel cevap hasarin
dizeltilmesidir. Hasar ciddi ise programli hiicre 6lumu
ile ortadan kaldirilir. Bu slreci kontrol eden faktér p53’
tir. Saglkh bireylerde transkripsiyon faktorl olarak
go6rev yapan p53’ n hasar meydana geldigi zaman
dlzeyi artar ve hicre apopitozise gider (13). P53
Bcl-2 araciligiyla apopitozisi gergeklestirmektedir.
P53 mutasyonu Multipl miyelomda tani sirasinda
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nadiren mevcut olup genellikle yuksek riskli ve ileri
evre miyelom olgularinda gorilmektedir (14). Bizim
calismamizda da tani aninda hastalarin 8 inde p53
pozitifligi saptandi. Bu bulgu tani esnasinda p53
mutasyonun daha az olmasi ile iligkili olabilir.

PUMA ise Bcl-2 ailesi Uyelerinden BH-3 subgrubu
arasinda olup potent dldurtcilerinden  biridir.
PUMA sitoplazmik p53’Un antiapopitotik Bcl-XL'den
ayrilmasini saglayarak p53’Un proapopitotik Bax’i
aktive etmesini saglar ve mitokondri dis membran
permeabilitesini arttiripp apopitozisi gerceklestirir.
PUMA p53, iskemi, DNA hasari gibi nedenlerle
induklenerek saatler icerisinde apopitozise neden
olur (15). Calismamizda da; tani aninda hastalarin
28’ inde PUMA pozitifligi saptandi. Bu durum miyelom
etyopatogenezinde apopitozisin dnemli bir rol aldigini
distndurmektedir. Ayni zamanda; PUMA pozitifliginin
p53 pozitifligine oranla daha ylksek oranda pozitif
bulunmasi ise hastaligin erken evrelerinde p53
bagimsiz nongenotoksik nedenlerle  PUMA’ nin
induklenerek Multipl miyelom patogenezine katkida
bulundugunu distndirmektedir.

Normal yasam dongusinde kok hicrelerinin
varhginin idame ettiriimesi ve timor olusumunun
engellenmesiicinapopitozis mutlakagereklidir. Defektif
apopitozis olan hastaliklarda 6zellikle PUMA aracilikli
apopitozise hiperproliferasyon ve rejenerasyonlar,
malign transformasyon gelisimini kolaylastirabilir. Qui
et al. (16) PUMA bagdimli apopitozisin, kompansatuar
hiperproliferasyon ile hepatokarsinogenezi arttitdigini
gOstermislerdir. Yu et al. (6) yaptigi calismada PUMA
eksikliginin radyasyona karsi hematopoetik hlcreleri
koruyucu etkisi gosterilmistir. Raza et al. (17) yaptigi
calisma da MDS’ de kemik iligi parankimal ve
stromal hlicrelerde apopitozis oldugunu fakat I6semik
transformasyon goOsteren hicrelerde olmadigini
gostermislerdir. Bu da; PUMA’ ya bagli apopitozisin
normal hulcrelerde klonal hicrelere kiyasla daha
fazla oldugunu dusundidrmektedir. Calismamiza
katilan hastalarin kemik iliginde plazma hicre
orani arttkga PUMA boyanma kuvvetinin arttigi
g6zlendi. Ancak aralarinda istatiksel olarak anlaml
bir iliski bulunamadi (p=0.385). Bu durum PUMA
ekspresyonlarinin apopitozise direncli plazma hicre
olusumuna neden olabilecegini akla getirmektedir.
Bizim calismamizin bazi sinirlamalar bulunmaktadir.
ik olarak, calismamiz tek merkezli bir calismadir ve
orneklem blyukltgu nispeten azdir. ikincisi; calismaya
kayitli tUm hastalarimizin Turk olmasi, sonuclarimizin
milletler arasindaki farkliliklar nedeniyle tiim hastalara
uygulanamayacagini disundurebilir.
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Cikar Catismasi: Calismada herhangi bir gikar ¢catismasi yoktur.

Finansal Cikar Catismasi: Calismada herhangi bir finansal ¢ikar
catismasi yoktur.

Yazisma Adresi: [smail Baloglu, Necmettin Erbakan Universitesi,
I¢ hastaliklari Anabilim Dali, Nefroloji Bilim Dali Konya
e-mail: i_baloglu@hotmail.com
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