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APH-1
APRIL (TNFSF13) TNF superfamily member 13
BCMA (TNFRSF17) TNF receptor superfamily member 17

anterior pharynx defective 1

BMP2

bone morphogenetic protein 2

BMP4 bone morphogenetic protein 4

BNIP3 BCL2 interacting protein 3

BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
CCAT1 colon cancer associated transcript 1

CCL3 C-C motif chemokine ligand 3

CCND1 cyclin D1

CCND3 cyclin D3

CCR1 C-C motif chemokine receptor 1

CDH1 cadherin 1

CDKN1A cyclin dependent kinase inhibitor 1A

CHD4 chromodomain helicase DNA binding protein 4
CRNDE colorectal neoplasia differentially expressed
CSL CBF1-Supressor of Hairless-LAG1

CXCL12/ SDF-1

C-X-C motif chemokine ligand 12/Stromal cell-derived

factor 1
CXCR4 C-X-C motif chemokine receptor 4
DAPK death associated protein kinase 1
df degree of freedom
DIS3 DIS3 homolog, exosome endoribonuclease and 3'-5'
exoribonuclease
DKK1 dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1
DLEUZ2 deleted in lymphocytic leukemia 2
DLL delta like canonical Notch ligand
EZH2 enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2
FAM46C family with sequence similarity 46 member C
FEZF1-AS1 FEZ family zinc finger 1-antisense RNA 1
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FGFR3
GAS5
GPX3
HOTAIR
HOXA11l
HULC

g

IGF-1

IGF1R
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IL-6
JAG1/JAGGED2
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LSD1

LUNAR1

MAF
MAFB
MALAT1

MAPK
MEG3
MRG
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fibroblast growth factor receptor 3
growth arrest specific 5

glutathione peroxidase 3

HOX transcript antisense RNA
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hepatocellular carcinoma up-regulated long non-
coding RNA

immunglobulin

insulin like growth factor 1

insulin like growth factor 1 receptor
immunoglobulin heavy locus
interleukin 6

jagged canonical Notch ligand 1
jagged canonical Notch ligand 2
lysine acetyltransferase 2A

KRAS proto-oncogene, GTPase

lymphoid enhancer binding factor 1-antisense RNA 1

lysine demethylase 1A

leukemia-associated non-coding IGF1R activator RNA

1

MAF bZIP transcription factor

MAF bZIP transcription factor B

metastasis associated lung adenocarcinoma
transcript 1

mitogen-activated protein kinase

maternally expressed 3

Manyetik rezonans goruntuleme

MYB proto-oncogene-antisense RNA 1
MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor
nuclear paraspeckle assembly transcript 1
Notch receptor 1

Notch receptor 2
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PD-1
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PRAL
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PTEN
PTENP1
RANKL
RARD
RBP1
RUNX2
SD

SHP1 (PTPNG6)
SMAD1-AS1

SOCS-1
SOX2
SPARC
T-ALL
TERC
TERT

NRAS proto-oncogene, GTPase

nuclear receptor binding SET domain protein 2
Opa interacting protein 5-antisense RNA 1
promoter of CDKN1A antisense DNA damage
activated RNA

proline-serine-threonine phosphatase interacting
protein 1

prostate cancer associated 3

programmed cell death 1

programmed cell death 1 ligand

presenilin enhancer, gamma-secretase subunit
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phosphoinositide-3-kinase-AKT serine/threonine
kinase

p53 regulation associated INCRNA

psoriasis associated non-protein coding RNA induced

by stress

phosphatase and tensin homolog

phosphatase and tensin homolog pseudogene 1
receptor activator of nuclear factor-kB ligand
retinoic acid receptor beta

retinol binding protein 1

runt related transcription factor 2

Standandard deviation (standart sapma)

protein tyrosine phosphatase non-receptor type 6
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suppressor of cytokine signaling 1

SRY (sex determining region Y)-box 2

secreted protein acidic and cysteine rich
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telomerase reverse transcriptase
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TGFB
TP53
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TUG1
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VEGF
WDR5
wnt
XIST

transforming growth factor beta induced
transforming growth factor beta

tumor protein p53

TSIX transcript, XIST antisense RNA
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taurine up-regulated 1

urothelial cancer associated 1

vascular endothelial growth factor

WD repeat domain 5

Wingless-Type MMTYV Integration Site Family

X inactive specific transcript
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1. GIRIS

Multiple Myeloma (MM), post-germinal merkez B hulcrelerden kdken alan
plazma hucrelerinin malignitesi olup ikinci en sik goérilen hematolojik
malignitedir ve tUm hematolojik malignitelerin yaklasik %10’unu olusturur (1).
Hastalik, serum ve idrarda tespit edilebilen monoklonal immunglobulinlerin
sekresyonu ile karakterize olup en sik gorulen bulgular anemi, litik ve
osteopenik kemik lezyonlari, enfeksiyonlar ve bdbrek hasaridir. MGUS
(Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance) ve SMM
(smouldering multiple myeloma), multiple myelomanin erken basamaklarini

olusturur (2).

MM patogenezinde genetik etmenler ve timor mikrogevresi ile etkilesim tumor
progresyonu dogrultusunda birlikte hareket eder. Genetik faktorleri temelde
birincil (IGH (immunoglobulin heavy locus) translokasyonlari, hiperdiploidi) ve
ikincil  (MYC (MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor)
translokasyonlari, kopya sayisi degisiklikleri (CNV), nokta mutasyonlarr)
genetik degisiklikler olusturur (3). Bunun yaninda tumor mikrogevresi icinde
hicre-hicre ve hicre-matriks etkilesimleri ile saglanan cift yonli etkilesim,
myeloma gelisimi ve progresyonunda 6énemli rol oynamaktadir (4, 5). Tumor
mikrogevresi ile etkilesimde 6nemli rolleri belirlenmis yolaklardan birisi olan
Notch yolagi; adezyon, migrasyon, tumor buylimesi, apoptoz direnci ve kemik
lezyonlarinin olusmasi gibi tumaor geligsim surecinin kritik ve gesitli duzeylerinde

rol oynamaktadir.

Son yillarda genomun protein kodlamayan bdlgelerinin islevine yonelik
caligsmalar gitgide 6nem kazanmaktadir. Bu bdlgelerin Grinu olan protein
kodlamayan (non-coding) RNA’lardan 200 nukleotidden daha uzun olanlari
long non-coding RNA (IncRNA) olarak siniflandiriimaktadir (6). IncRNA’larin
hem fizyolojik streglerde hem de hastaliklarda etkili oldugu anlagiimistir. Bu
nedenle tanisal veya prognostik biyo-belite¢ ve tedavi hedefi olarak
kullanilabilecekleri ongorulmektedir; hatta, belli kanser tiplerinde guncel olarak
biyo-belirte¢ olarak kullanilan IncRNA’lar bulunmaktadir (7). Bu nedenle

IncRNA’larin ¢gesitli hastaliklarla iligkilerine yoénelik arastirmalara oldukca



yuksek gereksinim bulunmaktadir. Yakin zamanl bir ¢alismada bulunan
LUNAR1 (leukemia-associated non-coding IGF1R activator RNA 1), Notch
yolag! aktivasyonu ile ekspresyonu dizenlenen ve T-ALL ve diffiz buyuk B

hicreli lenfomada ekspresyon artisi oldugu gésterilen bir IncRNA’dir (8, 9).

Cesitli genetik ve epigenetik etmenlerin rol oynadigi multiple myeloma
patogenezinde Notch yolagi ve tumor-mikrogevre etkilesimleri agisindan
Notch iligkili bir IncRNA olan LUNARZY'in patogenezde etkili olabilecegi
dusundlebilir. Konu ile ilgili literatir incelendiginde daha o6nce multiple
myeloma hastalarinda LUNAR1 ekspresyon dlzeylerinin arastirildigi bir

¢alisma bulunmadigi goralmustar.
Bu calismanin gercgeklestiriime gerekgeleri

* Multiple myeloma hastalarinda LUNARL1 ekspresyon duzeyinin arastirildigi

ilk galisma olmasi,

* IncRNA'lar ile hastalik etyopatogenezinin iligkisini aciklamaya katki

potansiyeli,

* Ve multiple myeloma patogenezinin anlagiimasi bakimindan literatire katki

saglama hedefi olarak 6zetlenebilir.

Bu amagla, Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji Bilim Dal’na
basvuran MM, SMM ve MGUS hastalarina ait kemik iligi orneklerinden
CD138+ plazma hucreleri ayrigtirilarak bu hucrelerde LUNAR1 ekspresyon
duzeyleri saptanmistir. Bu sonugclar gesitli sebeplerle kemik iligi aspirasyonu
yapilan ve malignite saptanmayan bireylerden ayristirilan CD138+ plazma
hacrelerindeki LUNAR1 ekspresyon duzeyleri ile kargilastiriimistir. Ek olarak,
hastalar ¢esitli klinik verilerine gore gruplandiriimig, gruplar arasinda LUNAR1

ekspresyonu acisindan farkhliklar incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Multiple Myeloma

Multiple myeloma, malign plazma hdcrelerinin kemik iligi mikrogevresindeki
proliferasyonu ile serum ve idrarda monoklonal immunglogulin artisi ve ug

organ hasari ile karakterize bir hastaliktir (10).
2.1.1. Epidemiyoloji

MM, ikinci en sik goérulen hematolojik malignitedir (1). “Global Burden of
Disease” girisimi tarafindan, 2016 yilinda dunya genelinde yaklasik 138 bin
hasta ve yaklasik 98 bin MM iliskili lim bildirilmistir; bununla birlikte yasa gore
standardize edilmis hastalik insidansi ise 100.000 kiside 2,1 olarak
bulunmustur (11). Ulkemize ait bir siklik calismasi bulunmasa da Diinya Saghk
Orgittine bagh “The Global Cancer Observatory” raporuna gore, 2018 yilinda
Tarkiye’de 2331 yeni olgu ve 1509 multiple myeloma iligkili 6lum bildirilmigtir
(12). Yine ayni raporda 2018 yilinda dunya genelinde 159 bin yeni hasta ve
106 bin MM iligkili 81um bildirilmigtir (13).

Multiple myeloma
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Sekil 2.1. 1990-2017 yillari arasinda MM insidansinin ulkelere gére degisimi (Institute
for Health Metrics and Evaluation (IHME)'nin sitesinden alinmistir (14)).

MM sikliginin en yuksek oldugu bdlgeler sirasiyla Avustralya, Kuzey Amerika
ve Bati Avrupa olarak belirlenmistir ve 1990 ile 2016 arasinda hastalik

sikliginin dunya genelinde %126 arttigi gérulmagstur (Sekil 2.1) (11).



2.1.2. Klinik Bulgular

Hastalik semptomatik oldugu durumda en sik gorulen bulgular anemi, litik ve
osteopenik kemik lezyonlari, enfeksiyonlar ve bébrek hasari; hastalarin en sik
sikayetleri ise yorgunluk ve kemik agrilaridir (15). Ancak tani olanaklarinin
gelismesi ile son yillarda hentz asemptomatik ddnemde tani alan hasta sayisi
artmistir (5). Hastaligin median tani yasi 66’dir (2). Ozellikle ileri yasta gortiilen
bel agrilari ve sebebi bilinmeyen anemi varliginda MM acgisindan
degerlendirme yapilmalidir. Daha az olarak hastalarda parestezi ve ates

goriilebilir (2).

MM hastalarinin %82’sinde serum veya idrarda protein elektroforezi ile
monoklonal immunglobin proteinleri saptanmakta olup, en sik saptanan alt tip
IgG’dir (2). Ayrica, hastalarda u¢ organ hasarina bagli hiperkalsemi ve serum
kreatinin dlzeylerinde artis gorultr. Bobrek yetmezligi, serbest hafif zincirlerin
bdbrekte birikmesi sonucu olabilecegi gibi, amiloidoz veya hiperviskoziteye
badli olarak da gelisebilir (4). Tani aninda hastalarin yaklasik %2-3’Unde
malign plasma hucrelerinin kemik iligi digina yerlesmesi ile karakterize
ekstrameddller hastalik bulunabilir (16, 17).

Tablo 2.1'de tanisal slregte yapilmasi gerekenler 6zetlenmistir. Standart
tanisal degerlendirme serum ve idrar protein elektroforezi, immunfiksasyon ve
hafif zincir arastirmasinin yaninda tam kan sayimi, elektrolitler (6zellikle
kalsiyum), serum kreatinin, albimin, laktat dehidrogenaz ve B2-mikroglobulin
Olcimlerini icermelidir. MM hastalarinin  %97’sinde malign plazma
hicrelerinden salgilanan bir monoklonal (M) protein artigi gdzlenir ve serum
immunfiksasyon ile bu proteinin alt tipi belirlenir (18). En sik goérilen alt tip IgG
(%54) olup digerleri sirasiyla IgA, serbest K, serbest A, IgD, biklonal ve IgM alt
tipleridir. Hastalarin %7 kadarinda M proteini bulunmayabilir (2). Bir baska
degerlendirme Olgutl olan serum serbest zincir orani (FLC ratio), agir
zincirlerden bagimsiz olarak dolagan immunglobulin k ve A hafif zincirlerinin
oranini ifade eder. k/A orani normalde 0,26-1,65 araligindadir (19). Baskin olan
hafif zincirin digerine oraninin (involved: uninvolved FLC) 100’Un Uzerinde

olmasi MM tanisini destekler.



Tablo 2.1. Multiple myeloma igin tanisal ¢alismalar (5).

Kan Serum protein elektroforezi ve immiinfiksasyon
Kantitatif serum immiinglobulinleri

Serum serbest hafif zincir duizeyleri

Total serum albumin, protein, kalsiyum, LDH, elektrolit
B2-mikroglobulin

Hemoglobin, beyaz kire, trombosit dizeyleri

idrar idrar protein elektroforezi ve immiin-fiksasyon

24 saatlik idrar proteinleri, hafif zincirler

Kemik iligi Biyopsi ve aspirattan plazma hucre sayimi, morfolojisi, amiloid*

Sitogenetik ve FISH incelemeleri (del13q, del 17p13, t(4;14), t(11;14), t(14;16), 1g+)
Kemikler X-ray kemik inceleme veya dusik doz kontrastsiz BT
Tium viicut MRG*, PET-BT*

Solid veya kemik disi plasmasitoma igin doku biyopsisi*

*gerekli oldugunda yapilr.

Multiple myeloma stphesi halinde kemik iligi aspirasyon/biyopsi materyalinde
plazma hicresi miktari ve morfolojisi degerlendirilir. Bazen kemik iligi
tutulumunun diffuz degil fokal olmasi nedeni ile plazma hicresi orani %10’dan
duguk bulunabilir. Diger kriterlerin karsilanmasi durumunda MRG (manyetik
rezonans goruntileme) veya PET-BT (Pozitron emisyon tomografisi-
bilgisayarl tomografi) yardimi ile fokal tutulum belirlenip ilgili bélgeden biyopsi
alinarak tani dogrulanabilir (18). Prognozun ve tedavi algoritmasinin
belirlenebilmesi icin kemik iligi materyalinden sitogenetik ve FISH incelemeleri
yapiimalidir. Mutlaka u¢ organ hasari degerlendiriimeli; bunun igin uygun

yontemle tum viucut kemik degerlendirmesi yapilmalidir (5, 20).

Batln temel klinik incelemeler 1s1§inda International Myeloma Working Group
(IMWG) tani dlgutlerine gére MM tanisi koyulur (Tablo 2.2).



Tablo 2.2. International Myeloma Working Group (IMWG) 2014 multiple myeloma ve
smouldering multiple myeloma tani kriterleri (19).

Multiple myeloma tani kriterleri

Klonal plazma hiicre oraninin 2%10 olmasi veya biyopsi ile kanitlanmis kemik veya

ekstramedauiller plazmasitoma ve asagidaki olgiitlerden bir veya daha fazlasinin bulunmasi;

Plazma hiicre proliferasyonu ile iligkilendirilebilen u¢ organ hasarini gosterir bulgular;
e Hiperkalsemi: Ust sinirdan 1 mg/dL daha yiiksek veya 11 mg/dL’den yiksek serum
Ca+2
o Bobrek yetmezligi: kreatinin klirensi <40 mL/dk veya serum kreatinin >2 mg/dL
e Anemi: alt sinirdan 2 g/dL daha disulk veya 10 g/dL’den disiik hemoglobin diizeyi
o Kemik lezyonlari: Radyografi, BT veya PET-BT ile belirlenmis bir veya daha fazla
osteolitik lezyon bulunmasi
Malignite belirtecleri:
e Klonal plazma hiicre oraninin 2%60 olmasi
¢ involved: uninvolved FLC oraninin 2100 olmasi
e MRG ile gosterilmis =1 fokal lezyon olmasi
SMM tani kriterleri

Asagidaki kriterlerin her ikisinin de bulunmasi;
e Serum monoklonal protein (IgG/IgA) duzeyinin 230 g/dL veya idrar monoklonal
protein dizeyinin 2500 mg/24 saat ve/veya klonal kemik iligi plazma hicresi
oraninin %10-60 arasinda olmasi

¢ MM tanimlayici 6zelliklerinin veya amiloidoz bulunmamasi

2.1.3. Hastalik agamalarn ve siniflandirma

Multiple myeloma, pre-malign bir durum olan MGUS zemininden geligir.
MGUS’tan myelomaya gegiste bir ara basamak olan SMM, ug¢ organ hasari

bulunmayan MM olarak tanimlanir (Tablo 2.3) (5).

MGUS asemptomatiktir; tani, genellikle rutin laboratuvar incelemeleri
sirasinda rastlantisal fark edilen bulgular sonucu konulur. IgG ve IgA MGUS,
MM tanimlayici belirti ve bulgulari olmaksizin kemik iligi plazma hicre oraninin
%10’un altinda, M-protein miktarinin 30 g/L’den az oldugu durumdur (21). Hafif
zincir MGUS ise anormal /A orani (FLC orani) ve ilgili hafif zincirin

konsantrasyon artisinin  varliginda immunfiksasyon ile monoklonal



immanglobulin agir zincir pikinin gorulmemesi olarak tanimlanir (22). 50 yas
uzeri populasyonun %3-4’'Unde MGUS bulunmaktadir (19). Bir ¢alismada
multiple myeloma hastalarinin %20’sinde daha 6nceden bilinen MGUS oldugu
bildirilmistir (2). Bir baska ¢alismada ise daha 6nceden MGUS olarak takip
edilen MM hastalarinda sag kalimin anlaml dizeyde arttigi gosterilmistir (23).
MGUS’tan MM’ye veya diger iligkili malignitelere ilerleme riski yilda %1 olarak
bilinmektedir; hafif zincir MGUS’ta bu oran daha da dusUk olarak bildirilmistir
(21). MGUS’tan MM'’ye ilerleme riskini 6ngérmek icin birgok parametre
belirlenmistir. Kemik iligi plazma hicresi orani ve M-protein miktari klonal yuku
gostermesi agisindan onemli risk faktorleridir. Kyle ve arkadaslari 1384
hastanin uzun dénem izlemlerini 6zetledikleri ¢alismalarinda tani anindaki M-
protein duzeyinin MM’ye ilerlemede en &Onemli belite¢ oldugunu
gOstermiglerdir (24). Buna goére M-protein diuzeyi 25 g/L olan hastanin
progresyon riskinin 5 g/L olan hastanin 4,6 kati oldugu gorulmustir. Bunun
yaninda IgM ve IgA alt tiplerinin progresyon riskleri IgG alt tipine gére daha
yuksek bulunmustur (24, 25). Cesana ve arkadaslarinin ¢galismasinda ise %6-
9 araligindaki Ki plazma hiicre orani, %5’in altina gére artmis progresyon riski
ile iligkili bulunmustur (26). Bunlara ek olarak; anormal FLC orani, sitogenetik
anomaliler, andploidi, riskli gen ekspresyon profili, artmis kemik rezorbsiyonu,
periferik kanda klonal B hicresi bulunmasi, dolasan plazma hucrelerinin
varligi, klonal heterojenite gibi o6zellikler MM’ye ilerleme agisindan risk

faktorleri olarak tanimlanmistir (21).

SMM, MGUS ile MM arasinda bir ara basamaktir. M-protein diizeyi 30 g/L’nin
uzerinde ve/veya kemik iligi plazma hucresi orani %10’'un Uzerindeyken ug
organ hasari olmamasi ile karakterizedir (19). MM'ye ilerleme riski yillik
%10’dur ve burisk ilk 5 yildan sonra giderek azalir (21). SMM’de progresyonun
en o6nemli belirteci, M-protein miktari ve Ki plazma hiicre orani ile
g6zlemlenebilen timaor yukudur (27). Ek olarak hiperdiploidi, t(4;14), 17p kaybi
ve 1q amplifikasyonu timoér ylkunden badimsiz risk faktorleri olarak

tanimlanmistir (21).

Plazma hicre neoplazilerinin tani kriterleri ve progresyon hizlari Tablo 2.3’te

Ozetlenmistir.



Tablo 2.3. IMWG MGUS ve iliskili plazma hiicre neoplazileri tani kriterleri ve
progresyon riskleri (19).

Tanim Progresyon
riski
Serum monoklonal protein duzeyi <30 g/dL
MGUS Klonal plazma hicresi orani <%10 %1/ yil
Uc¢ organ hasarinin yoklugu
Anormal FLC orani (<0,26 veya >0,65)
Artmis ‘involved’ hafif zincir miktari
(FLC<0.26 ise A\; FLC>1.65 ise K)
Hafif zincir MGUS immiinglobulin agdir zincir olmamasi %0.3/ yil

Uc¢ organ hasarinin yoklugu
Klonal plazma hicresi orani <%10
idrar monoklonal protein diizeyi<500 mg/giin
Biyopsi ile klonal plazma hlcresi icerigi
gOsterilmis kemik/yumusak doku lezyonu

_ _ Normal kemik iligi

Soliter plazmasitom o _ _ %10/ 3 yil

Omurga ve pelvisin kemik survey ve MR ile
normal bulunmasi
U¢ organ hasarinin yoklugu

Biyopsi ile klonal plazma hucresi icerigi

L _ %60/ 3 yil
o .~ ..... gosterilmis kemik/yumugak doku lezyonu _
Minimal kemik iligi R . _ (kemik)
) Kemik iligi klonal plazma hicresi orani <%10
tutulumu olan soliter o _ _ %20/ 3 yil
_ Omurga ve pelvisin kemik survey ve MR ile
plazmasitom (yumusak
normal bulunmasi
doku)

Ug organ hasarinin yoklugu

2.1.4. Genetik Degisiklikler

Multiple myelomada timorogenez, genetik  degisiklikler (IGH
translokasyonlari,  hiperdiploidi, kopya sayisi  degisiklikleri, DNA
hipometilasyonu gibi) ve timér mikrogevresindeki degisikliklerin  birikimi
sayesinde gergeklesir (Sekil 2.2) (4, 10). Primer genetik degisiklikler odncu
evrelerin (MGUS ve SMM) olusumu ve MM gelisimine neden olan
translokasyonlar ve anéploidilerdir. IGH ve onun partnerleri (NSD2 (nuclear



receptor binding SET domain protein 2, MMSET), FGFRS3 (fibroblast growth
factor receptor 3), MAF (MAF bZIP transcription factor), MAFB (MAF bZIP
transcription factor B), CCND1 (cyclin D1) ve CCND3 (cyclin D3)) arasindaki
translokasyonlar ve hiperdiploidi baslica primer genetik degisikliklerdir. En sik
gorilen ve CCND1 asiri ekspresyonuna neden olan t(11;14) MM hastalarinin
yaklasik %14’Unde bulunur. t(4;14) %11 oraninda gorulip NSD2 ve bazen
FGFR3 ekspresyon artisina neden olur ve koétl prognozla iligkilidir. Daha nadir
gorulenler ise t(6;14), t(14;16) ve t(14;20)dir (sirastyla CCND3, MAF ve
MAFB) (3, 4, 10, 28). Hiperdiploidi, hastalarin yaklasik yarisinda bulunur ve
iyi prognozla iliskilidir. Trizomi 3 ve 5 varhdinin genel sagkalimi arttirdigi;
trizomi 21’in ise azalttigi gosterilmistir (29). Sitogenetik degisiklikler hem
SMM’'den aktif MM’ye geciste (Tablo 2.4) hem de aktif MM’nin prognozunda
(Tablo 2.5) risk belirleyicidir (30-32).

Primer genetik degisiklikler bir monoklonal plazma hucresinin myelom ve
oncullerini olugsturmasi icin ilk vurugu yaparken, gelisen klonal plazma
hicrelerinde zamanla yeni genetik degisiklikler meydana gelir (Sekil 2.2). Bu
sekonder genetik degisiklilerin baslicalari 1p delesyonu, 1q kazanimi, 13q
delesyonu, 17p delesyonu ve MYC onkogenini iceren t(8;14) yani sira
epigenetik degisiklik olarak da DNA hipometilasyonudur (28). MM hicrelerinde
DNA dizileme caligmalari sonucunda olduk¢a heterojen bir mutasyon
yelpazesinin oldugu gorulmustir. KRAS (KRAS proto-oncogene, GTPase) ve
NRAS (NRAS proto-oncogene, GTPase) her biri %20 oraninda goérilip en sik
mutasyona ugrayan genlerdir (33). Hastalarin %10’'unda gorilen BRAF (B-Raf
proto-oncogene, serine/threonine kinase) mutasyonlari da eklendiginde MAPK
(mitogen-activated protein kinase) yolagi mutasyonlari MM'de en fazla
mutasyon birikimi olan yolaktir; hatta bir kisim hastada bu yolakta birden fazla
gende es zamanli mutasyon bulunmustur (34, 35). Her ne kadar MAPK yolagi
mutasyonlari sik gorulse de prognoza herhangi bir etkileri goralmemistir (36).
TP53 (tumor protein p53), FAM46C (family with sequence similarity 46
member C), DIS3 (DIS3 homolog, exosome endoribonuclease and 3'-5'
exoribonuclease) multiple myelomada siklikla mutasyona ugrayan genlerden
bazilaridir (28, 34, 37).



Tablo 2.4. SMM'de sitogenetik risk belirleyiciler (32).

MM’ye ilerleme

Risk Sitogenetik degisiklik Sikhik | siresi (median-
ay)
t(4;14)
Yiksek risk del(17p) %13 24
1921 artigl
Ortarisk Trizomiler %42 34
t(11;14), t(14;16), t(14;20)
Standart risk Trizomi ve IGH translokasyonu | %30 55

birlikteligi* izole monozomi 13

Dusuk risk Normal FISH %15 -

*t(4;14) trizomilerle birlikte olsa dahi yuiksek risk grubundadir

Tablo 2.5. Multiple myelomada sitogenetik risk belirleyiciler (30).

Yuksek risk Orta risk Standart risk
del(17p) Trizomiler
t(4;14)

t(14;16) t(11;14)
1921 kazanimi
t(14;20) 1(6;14)

IMWG, MM hastalarinin klinik gidisatini dngoérebilmek icin 2015'te 2

mikroglobulin, albumin ve LDH duzeyleri ile sitogenetik ylUksek risk

belirteclerini (del(17p), t(4;14) ve t(14;16)) birlestiren bir evreleme sistemi

gelistirmistir (38). Buna gore medyan 46 haftalik takip sonucunda evre 1, 2 ve

3’Un 5 yillik toplam sag kalim orani sirasiyla %82, %62 ve %40 olarak

bulunmustur.
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Hiperdiploidi (1p kaybi, 1q kazamimi, 17p kaybi)

MYC onkogenini igeren translokasyonlar
DNA hipometilasyonu
Kazanilmis mutasyonlar

Sekil 2.2. Plazma hilicre neoplazilerinin gelisimi (Kumar ve arkadaslari,
2017’den uyarlanmistir (4)).

2.1.5. Epigenetik Degisiklikler

Genetik degisikliklerin yani sira MM’de DNA metilasyonu, kromatin yapisi ve
kodlamayan RNA’lar gibi epigenetik etkenler de calisiimigtir. Bunlardan
Ozellikle metilasyon degisiklikleri ile hastalik seyri arasinda iligki bulunmugtur
(39). MGUS’'tan MM’ye geciste genom genelinde DNA hipometilasyonu
gorulirken bazi genlerde hipermetilasyon saptanmistir  (40). Bu
hipermetilasyon Ozellikle hucre dongusu, DNA tamiri ve apoptoz gibi
sureglerde gorevli timor baskilayici genlerde tespit edilmistir (Tablo 2.6).
Genel kaninin aksine, MM’'de hipermetilasyonun promoter bolgelerden ziyade
B hcrelerine o6zgu transkipsiyon faktorlerinin - baglandigi  enhancer
bolgelerinde yogunlastigi gosterilmigtir (41). Metilasyon degisikliklerinin yani
sira histon modifikasyonunda gorevli genlerin ifade duzeylerindeki degisiklikler
de MM patogenezi iligkili bulunmustur. t(4;14) sonucunda, histon H3 lizin 36
di-metilasyonundan sorumlu MMSET (NSD2)’in ifade duzeyi; FGFR3 ile
birlikte artmaktadir. Ancak FGFR3 ekspresyon artisi olmasa dahi hastalarda
t(4;14)'GUn prognostik etkilerinin devam ettigi godsterilmis ve bu etkiden
MMSET’in sorumlu oldugu sonucuna varilmistir (42). Histon H3 lizin 27 tri-

metilasyonu ile iliskili EZH2nin (enhancer of zeste 2 polycomb repressive
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complex 2) MM’de normale gére ylksek oranda ifade buldugu goésterilmis ve
kotl prognoz ile iligkili bulunmustur (43, 44). Ayni zamanda EZH2’nin, bir kismi
da MM ile iligkili onkogenleri etkileyen, timor baskilayici miRNA’larin ifadesini
dogrudan dizenledigi goralmustir (45). Yapilan ¢calismalarda, MM’de miR-21,
mMiR-17-92, miR-32 ve miR221/222 gibi onkogenik miRNA'larin ifadesinin
arttigi; miR-15a/16, miR-29b ve miR-34a gibi timor baskilayici miRNA’larin
ifadesinin azaldi§i gdsterilmistir (46-50). IncRNA’lar ile MM patogenezinin
iliskisi daha sonra tartisilacaktir (2.3.3).

Tablo 2.6. Multiple myelomda hipermetile olan timor baskilayici genlere 6rnekler

Genler Referans
CDH1, p16'NK4a p15INK4b SHP1, ER, BNIP3, RARDb, and DAPK (51)

p16, SOCS-1, SHP-1 (52)
GPX3, RBP1, SPARC, and TGFBI (53)

p15, p16 (54, 55)

2.1.6. Tumor mikrogevresi

Multiple myeloma patogenezinde bir diger etken, son yillarda 6nemi daha iyi
anlasiimis olan, kemik iligi mikrogevresidir. Kemik iligi nigi endotel hucreleri,
osteoblastlar, osteoklastlar, fibroblastlar, mezenkimal kdk hucreler, CXCL12
(C-X-C motif chemokine ligand 12/Stromal cell-derived factor 1, SDF-1)'den
zengin retikuler hicreler ve ekstraselluler matriksten olusur (4, 56). Kemik illigi
mikrogevresini olusturan bu hicreler salgiladiklari faktérler ve hicre-hicre
etkilesimleri ile myeloma hicrelerinin  migrasyonu ve proliferasyonunu
destekler (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Multiple myeloma hucresinin kemik iligi mikrocevresi ile etkilesimi
(Kumar ve arkadaslari, 2017'den uyarlanmistir (4)).

Kemik iligi stromal hucrelerinden (BMSCs) salinan ve multiple myeloma hucre
yuzeyindeki CXCR4’e (C-X-C motif chemokine receptor 4) baglanan
CXCL12'nin, myeloma hdcrelerinin  kemik ilidine  migrasyonu ve
proliferasyonunda etkili oldugu gdsterilmistir (57). Ek olarak kemik iligi stromal
hicreleri tzerindeki VCAM’in, MM hdicreleri Uzerindeki a4p1 integrin ile
etkilesimi  hem hucrelerin kemik iligine yerlesmesini hem de MM
progresyonuna katki saglayacak sitokinlerin salinimini saglar. IL-6 (interleukin
6), VEGF (vascular endothelial growth factor), IGF-1 (insulin like growth factor
1), TGFB (transforming growth factor beta), angiopoetin-1 gibi baska birgcok
faktorin salinmasi ile proliferasyon, migrasyon ve anjiogeneze katki saglar (4,
56, 58). Ornegin kemik iligi stromal hicreleri kaynakli IGF-1, PI3K-AKT
(phosphoinositide-3-kinase-AKT serine/threonine kinase) ve MAPK yolagi
Uzerinden tumor progresyonunu tetikler (59). BMSCs ayni zamanda MM

hicrelerinde Notch yolagini aktive ederek timoérogeneze katki saglar (60). Bir
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calismada, kemik iligi mezengimal stromal hudcrelerinden kaynakli
eksozomlarin MM hiucrelerince alinabildigi ve MM hastalarindan toplanan
eksozomlarda kontrol grubuna goére daha dusik dizeyde timor-baskilayici
MIiRNA (miR15a ve miR-16-1) bulundugu gdsterilmistir (61).

Multiple myeloma hucreleri RANKL (receptor activator of nuclear factor-kB
ligand)/osteoprotegerin dengesini RANKL lehine degistirerek osteoklast
aktivitesini artirip; Wnt (Wingless-Type MMTYV Integration Site Family), BMP2
(bone morphogenetic protein 2) ve RUNX2 (runt related transcription factor 2)
ekspresyon duzeyini dugurerek osteoblast aktivitesini azaltirlar (56, 58).
Myeloma hticrelerinde bir Wnt inhibitéri olan DKK1’in (dickkopf WNT signaling
pathway inhibitor 1) artisinin osteoblast aktivitesindeki azalmadan sorumlu
etmenlerden biri oldugu gosterilmistir (62). Diger yandan, BMSCs ile malign
plazma hucrelerinin etkilesimi, RANKL salgilanmasini tetikleyerek osteoklast
aktivitesini artirir (63). Bu etkiye neden olan faktorlerden biri de myeloma
hicresinden salinan CCL3’Un (C-C motif chemokine ligand 3) pre-
osteoklastlardaki CCR1 (C-C motif chemokine receptor 1) reseptorune
baglanarak osteoklast olgunlagmasini tetiklemesidir (64). Osteoklastlardan
salinan APRIL (TNFSF13, TNF superfamily member 13) ise malign plazma
hicrelerindeki BCMA'ya (TNFRSF17, TNF receptor superfamily member 17)
badlanip hucre proliferasyon ve sad kalimini artirarak pozitif geri besleme
olusturur (65). Yine BMSCs’den salgilanan IL-3 ve IL-6 gibi sitokinler
osteoklastik aktiviteyi destekler (63, 66). Tum bu etkenler multiple myelom

hastalarindaki litik kemik lezyonlarindan sorumludur.

Kemik iligi mikrogevre elementlerinden bir digeri de immun hucrelerdir (63).
Normalde c¢esitli myeloid hicrelere farklilasan myeloid kokenli baskilayici
hicreler (myeloid derived supressor cells-MDSCs), MM’de farklilagmalarinin
duraksamasi nedeni ile kemik iliginde birikir (67, 68). Kemik iliginde biriken
MDSCs T lenfositleri baskilarken, regulatuvar T (Treg) hlicrelerin sayisini artirir
(67-69). Bunun yaninda, BMSCs etkisi ile Treg ve T-helper-17 (Tnl7)
hicrelerinin miktarindaki artis, diger T ve B lenfositlerin baskilanmasi

sayesinde MM hdcreleri icin immun-toleran bir ortam olusturur (56, 70). Ayrica

14



MM hastalarinin T lenfositlerinde PD-1 (programmed cell death 1 ligand 1)
ekspresyonunun ve bununla birlikte multiple myeloma hucrelerinde de PD-L1
(programmed cell death 1 ligand ) ekspresyonunun artigi immun-toleransa
katki saglamaktadir (71).

MM patogenezinde etkili oldugu bilinen diger kemik iligi mikrogevre elemani
ekstrasellller matrikstir. Normal kemik iligi, MGUS ve MM karsilastirildiginda
hastalik ilerledikgce ekstraselliler matriks bilesenlerinin degistigi ve bu yeniden
dizenlenmenin tUmorogenezi destekledigi gosterilmistir (72). MM hucreleri
CD-138 (syndecan-1) gibi hucre yuzey elemanlari ile ekstraselliler matrikse

baglanmaktadir (73).
2.2. Notch Yolagi

Notch yolagi, neredeyse tim c¢ok hicreli organizmalarda korunmus olan;
gelisimsel ve homeostatik birgok sirecte nemli rol oynayan temel bir sinyal
yolagidir (74). Hucre-hlcre etkilesimi ile aktive olan dogrusal bir yolaktir ve
sonugta sinyal amplifikasyonu olmaksizin hedef genlerde ifade duzeyi

degisikligine neden olur (75).

Notch yolagi elemanlarn Tablo 2.7°de 6zetlenmistir. Notch ligandlari hucre
disindaki bolgelerinde farkh sayilarda epidermal buyume faktéri (EGF)
tekrarlari tasiyan transmembran proteinlerdir. N-terminal DSL (Delta-serrata-
LAG1) bdlgesi sayesinde Notch reseptoru ile etkilesim kurarlar (76). Tirtikli
(sarrate) tip ligandlar, delta benzeri ligandlardan (DLL-delta like canonical

Notch ligand) farkl olarak sisteinden zengin bir bélge tasirlar (77).

Notch reseptorleri, hicre disi bolgesinde EGF tekrarlarina ek olarak 3 tane
sisteinden zengin LIN tekrar tasirlar. Hicre disi bdlge transmembran bir
baglanti kismi araciligiyla, RAM boélgesi, 6 ankirin tekrari ve C-terminal PEST
bdlgesinden olusan hucre ici parca ile baglanir (77).

Notch yolaginin hicre ¢ekirdeginde baglandigi tek transkripsiyon faktori CSL
(CBF1-Supressor of Hairless-LAG1)’dir. CSL transkripsiyon aktivasyonu igin
ko-aktivatori Mastermind’a (Maml) ihtiyag duyar (78).
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Tablo 2.7. Notch yolagi elemanlari.

: .. . Transkripsiyon
Ligand Reseptor Enzim o
faktori
Delta Serrate
. . ADAM
benzeri benzeri
Notch1l
y sekretaz kompleksi
Notch2
DLL1 . CsL
Jagged1 Notch3 Presenilin
DLL3 . .
Jagged? Notch4 Nicastrin
pLLa APH-1
PEN-2

Notch, endoplazmik retikulumda tek bir aminoasit zinciri seklinde sentezlenir
ve burada fukosilasyona ugrayip golgiye aktarilir. Golgide bir furin proteazla
kesilerek hucre digi boluma ile hdcre i¢i boluma birbirinden ayrilir ve non-
kovalent baglarla baglanan inaktif bir heterodimer seklinde hiicre membranina
gonderilir (79). Jagged (jagged canonical Notch ligand) veya DLL, Notch
reseptoru Uzerindeki 11 ve 12. EGF tekrarlarina bagdlanarak reseptoru aktive
eder (Sekil 2.4) Ligandin baglanmasi mekanik etki ile Notch’'u ADAM’In
baglanmasina elverigli hale getirir ve ekstaselller boélim proteoliz ile
uzaklastiriir (80). y sekretaz kompleksi ikinci bir proteoliz ile intraseltler
bdlimu (NICD) serbestlestirir. Serbestlesen NICD nukleusa gecgerek burada
CSL-Maml ve NICD kompleksinin olusmasini saglar ve Notch yolagi iligkili

genlerin transkripsiyonu aktive olur (78).
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Ligand bulunduran hiicre

Il

A

Ekstraseldler matriks

LT

Reseptor bulunduran hicre

W

Maml —  Notch hedef
genlerinin
aktivasyonu

CsL

/
Y

Korepresor,

Sekil 2.4. Notch yolagi (Bray, 2006’dan uyarlanmistir (77)).

2.2.1. Notch yolagi ve multiple myeloma

Notch yolagi ve onun elementleri tumor buyumesinden, apoptoz direncine;
kemik lezyonlarinin gelisiminden tedavi direncine kadar MM patogenezinin
bircok noktasinda, Ozellikle tUmor-mikrogevre etkilesimi baglaminda, rol
oynamaktadir (79). Notch aktivasyonu, MM hdcrelerinin otonom uyarimi
sonucu homotipik veya kemik iligi stromal hicreleri tarafindan heterotipik
aktivasyon ile gergeklesebilir (81). Tumdrogenezin erken asamalarindan
itibaren JAGGED?2 (JAG2, jagged canonical Notch ligand 2) ekspresyonunun
artmis oldugu gorulirken; NOTCH1 (Notch receptor 1) ve JAGGED1 (jagged
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canonical Notch ligand 1) ekspresyonunun MGUS’ta daha az MM’de daha
fazla oldugu goérulmastir (82, 83). MM hicrelerinde goérilen JAG2
overekspresyonu promoter hipometilasyonu ve Jagged2 aktivitesi icin gerekli
bir ubikitin ligaz olan sklerotopinin ekspresyon artisi ile iligkili bulunmustur (82,
84). MM hucrelerinin kendini yenilemesi (self-renewal) ve kolonizasyonunda

Notch ligandi JAG2 ekpresyonunun kritik oldugu gosterilmigtir (85).

MM hacreleri, post germinal merkez B hucrelerinden kdken alir. MM
hicrelerinin kemik iligine yerlesmeleri ve dolasan hucrelerin de surekli yeni
kemik iligi bolgelerini istila etmesi hastalik patogenezinde kritik Gneme sahiptir
(79). Notch sinyalinin CCR6, CCR5, CCR9, CXCR4 VE CXCRG6 gibi kemokin
reseptorlerinin ekspresyonunu kontrol ettigi cesitli calismalarda gosterilmistir
(86-89). Notch aktivasyonunun CXCR4/SDF-1 sistemi Uzerinden, her ikisinin
ekspresyonunu artirarak, myeloma hucrelerinin kemik nise yerlesmesinde ve
tumor progresyonunda etkili oldugu dugunulmektedir (90). Ayni zamanda MM
hicrelerindeki JAG2 ekspresyon artisi hem otonom hem de BMSCs’den IGF-
1, VEGF, IL-6 salinimini artirarak proliferasyon, anjiogenez ve tedavi direncine
neden olur (79, 82). Ornegin yakin zamanda yapilan bir calismada, MM
hicrelerindeki BMSC kaynakli Jagged1 aracili Notch aktivasyonu bortezomib

direnci ile iligkili bulunmustur (91).

Notch yolagi aktivasyonu MM’deki osteoklast/osteoblast dengesinin
bozulmasinda da rol oynar: Notch aktivasyonu erken osteoblastlarda Wnt-3
katenin yolagini inhibe ederek ve osteositlerde apoptoza neden olarak
osteoblast maturasyonunu engeller (92, 93). MM hucrelerinde homotipik veya
heterotipik Notch aktivayonu sonucu salinimi artan SDF-1 osteklast
prekursorlerini bolgeye ¢agirirken, RANKL matur oteoklast olusumunu saglar
(79, 92). Ayni zamanda MM hucre vyuzeyindeki DLL1’in osteoklast
oncullerindeki NOTCHZ2'yi (Notch receptor 2) aktive etmesi ile osteoklastlarin
farkhlasmasi tetiklenir (94). Son olarak, Notch aktivitesinin gesitli yollarla
regulatuvar T (Treg) ve T-helper-17 (Tu17) hicrelerinin anti-timaoral immaniteyi

baskilamasinda etkili oldugu disunulmektedir (79).
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2.3. Long non-coding RNA’lar

insan genomunun biyiik kisminin transkripsiyona ugradigi ancak c¢ok kiigiik
bir kisminin protein kodladigi géz onunde bulunduruldugunda, kodlamayan
genomun normal geligsim, fizyoloji ve hastaliklarda oynadigi rol merak
olusturmaktadir (95). Bu dogrultuda yapilan birgok ¢alisma onceleri “kara
madde” veya “junk DNA” olarak adlandirilan genomun kodlamayan boéliumuinin
fonksiyonuna yonelik bilgimizi giderek artirmaktadir (6). Non-coding
(kodlamayan) RNA’lar (hcRNA), genomda transkripsiyonu olan translasyona

ugramayan RNA’lardir (96).

ncRNA'lar boyutlarina gore gruplandirilabilir: Mikro RNA (miRNA) ve PIWI-
interacting RNA (piRNA) gibi 20-30 nukteotidden olusanlar kisa, small-
nucleolar RNA (snoRNA) gibi 30-200 nukleotidden olusanlar orta buyuklukte
ncRNA’lardir. ncRNA’lar arasinda en sik goértlen ve en fazla fonksiyonel
cesitlilik gosteren grup, long non-coding RNA’lar (IncRNA), 200 nikleotidden
daha uzun protein kodlamayan RNA'lar olarak tanimlanir (6, 97). Bir ncRNA
veritabani olan NONCODE v5.0’da siniflanan 17 turde toplam 548.640 IncRNA
tanimlanmistir ve insanda tanimlanan IncRNA sayisi 172.216°dir (98).
IncRNA’larin birgok hayvan, bitki, mantar, bakteri ve hatta virlste varhgi
gosterilmigtir (98-101). Buna ragmen diger RNA'lar ile karsilastinidiginda ¢ok
daha az korundugu; hatta buyuk ¢ogunlugunun primatlardan kdken aldigi
gorulmustir (6, 102). Bu gozlemler IncRNA'larin fonksiyonelligi hakkinda
supheler olustursa da; IncRNA dizileri icerisinde kisa dizilerin yuksek oranda
korundugu gosterilmistir (103). Ek olarak, IncRNA’larin embriyonik gelisim,
spermatogenez gibi temel sureglerde potansiyel fonksiyonlari oldugu 6ne
surdlmagtur (102). Tum bu bulgular goéz onune alindiginda, IncRNA'larin
fonksiyonelliginin  diger ncRNA’lara gbére daha farkh yaklasimlarla

degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmaktadir.

IncRNA’lar gen ekspresyonu, kromatin duzenlenmesi, buyume, farklilagma ve
gelisim gibi birgok hlcresel ve fizyolojik sureglerde yer aldidi gibi, hastaliklarla
da iligkilendirilmistir (97, 104). Fizyolojik rolt en iyi bilinen IncRNA X kromozom

inaktivasyonunun en onemli duzenleyicisi olan Xist'tir (X inactive specific
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transcript) (105). Bircok IncRNA c¢esitli kanserlerde ekspresyon farkhliklar
gosterir ve kanser patofizyolojisinde etkilidir; hatta bazi IncRNA’larin kanser
biyo-belirteci ve tedavi hedefi olarak kullanilabilecegi dusunilmektedir.
Ornegin; IncRNA HULC (hepatocellular carcinoma up-regulated long non-
coding RNA) hepatoselller karsinoma icin potansiyel bir biyo-belirte¢ adayi
iken, prostat kanserlerinin %95’inde ekspresyon artigi gosteren PCA3
(prostate cancer associated 3) guncel olarak prostat kanseri biyo-belirteci
olarak kullaniimaktadir (7, 106).

2.3.1. IncRNA siniflandirmasi

Resmi bir siniflandirma sistemi bulunmasa da; IncRNA’lar cesitli yayinlarda
protein kodlayan genlere gore yerlesimlerine, etki mekanizmalarina, DNA’da
etki ettikleri yere gorece konumlarina (cis/trans), belirli DNA duzenleyici
elemanlari ve bolgeleri icindeki yerlesimlerine (telomer, sentromer, psédogen
vb.), hicre igindeki konumlarina, iliskili oldugu biyolojik yolaklara ve

fonksiyonlarina gore siniflandirniimigtir (6, 107).

IncRNA’lar en yaygin olarak protein kodlayan genlerle olan yerlesimsel

iligkilerine gore siniflandirilirlar (Sekil 2.5):

Uzun intergenik kodlamayan RNAlar (long intergenic ncRNA-lincRNA),
kodlayan veya kodlamayan herhangi bir gen ile gakismayan RNA’lardir (108).
lincRNA’lar, RNA polimeraz Il ile transkripsiyona ugrayan, 5’ baslik eklenmesi,
3’ poliadenilasyon ve ayiklanmaya ugrayan RNA’lardir. Aktif transkripsiyonun
habercisi olan H3K4-K36 kromatin isaretleri ile isaretlenmis ve iyi korunmus
genomik bdlgelerden ifade olan RNA’lar olarak tanimlanmistir (104, 109).
Ancak bir kismi iyi korunmus olsa da, gogunlugu iyi korunmamasina ragmen
Ozellikle 5’ bolgelerinde yodunlasan c¢ok iyi korunmus bolgeler icerirler (110).
Cogu lincRNA ¢ekirdekte yerlesiktir (108).

intragenik IncRNA’lar protein kodlayan genlerle cakisan IncRNA’lardr.
Bunlardan intronik IncRNA’lar, protein kodlayan genlerin intronlarindan

uretilirler.
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Sekil 2.5. Yerlesimlerine gore IncRNA'lar (Jarroux ve arkadaslari, 2017’den
uyarlanmistir (108)).

intronik  IncRNA’lar pre-mRNA’larin  ayiklanmasi  sonucu ortaya
cikabilecekleri gibi 6zgun (totally intronic ncRNA-TIN) transkriptler de
olabilirler. Ayiklanma sirasinda intronun kivrilmasi ile olusan ve
parcalanmadan kacan ‘kement (lariat) yapilardan kaynaklanan intronik
IncRNA’lar sirkaler intronik RNA’lart (CiRNA) olusturur (111). ciRNA'lar
kaynaklandiklari protein kodlayan genin transkripsiyon baglangi¢ bolgesinde

birikerek ilgili genin ifadesini artirirlar.

Overlapping-sense IncRNA’lar, protein kodlayan bir genin tamamini veya bir
kismini kapsayan ve o genle ayni yonde ifade bulan IncRNA’lardir (6). Bunlar

da intronik IncRNA’lar gibi dairesel formda bulunabilir.

Antisense IncRNA’lar (asRNA/ancRNA), protein kodlayan veya kodlamayan
tanimli genlerin karsit zincirinden ifade bulan transkriptlerdir (112). insanlarda
bulunan IncRNA’larin yaklasik %33’U antisense transkriptlerdir (113). Bu grup
dogal antisense transkriptleri (NATs) de igine alir. Cis etkili NAT lar iligkili
kodlayan daldan (sense) yapilan transkriptin ifade duzeyini etkilerken, trans
etkili NAT’lar genomun bagska yerlerindeki genlere etki eder (108). asRNA'lar
ilgili mRNA ile olan dizi kargitliklarindan dolay1 RNA-RNA ¢ifti olusturarak hem
stabiliteyi artirir hem de hedefe 6zgun etki géstermeyi saglar (108). SINEUP

olarak adlandirilan bazi asRNA'lar icerdikleri “short interspersed nuclear
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element B2 (SINEB2)” sayesinde mRNA-INncRNA ciftleri olustururlar ve

translasyonu uyarirlar (114).

‘Bidirectional’ (gift yonlii) IncRNA’lar, protein kodlayan genlerin karsit
zincirinde ifade bulan ve bu genlerden iki yonlu galigsan bir promoter igeren kisa
bir dizi ile ayrilan transkriptlerdir (115). Yapilan c¢alismalarda ¢ift yonli
transkripsiyon yapilan bolgelerde hem sekans icerikleri agisindan hem de
epigenetik duzenlenmeler acisindan farkhiliklar goéralmustir. Cift yonla
promoterlerde CCAAT motifi varligi ve TATA kutusunun yoklugu daha siklikla
g6zlemlenmistir (115). Ayrica ¢ift yonlu promoterlerin bulundugu bdlgelerde
daha genis nikleozom bulunmayan bdlgeler, transkripsiyon faktér baglanma
motifleri ve aktif transkripsiyon ile iliskili histon isaretleri (H3K4me1l, H3K27ac)
bulundugu gosterilmistir (116).

IncRNA’lar hedefleri Uzerindeki etki mekanizmalarina goére de siklikla
gruplandiniimistir (Sekil 2.6). IncRNA’lar, yapisal esneklikleri sayesinde
karmasik Ug boyutlu sekillere girebilirler ve farkli bolgeleri ile farkli molekullere
baglanabilirler. Bu 6zellik sayesinde ‘scaffold’ IncRNA’lar ribonUkleoprotein
(RNP) komplekslerin bir araya getirilmesini saglar ve bu kompleksler genomda
belirli bir hedef lUizerinde baskilayici veya aktive edici ydonde etki gosterebilir (6,
117). Bu IncRNA aracii RNP olusumu genomun epigenetik yeniden
dizenlenmesine neden olarak basta transkripsiyon olmak Gzere DNA iliskili
suregleri etkiler (118, 119). Ornegin lincRNA HOTAIR (HOX transcript
antisense RNA), 5’ bolgesi ile bir histon metilaz olan PRC2’yi ve 3’ bdlgesi ile
bir histon demetilaz olan LSD1’i (lysine demethylase 1A) baglayarak hedef
bdlgelerde toplar ve es zamanl histon modifikasyonunu saglar (118). Gastrik
karsinogenezle iligkili bulunan IncRNA GClncl de, WDRS5 (WD repeat domain
5- histon metiltransferaz kompleksi pargcasi) ve KAT2A (lysine
acetyltransferase 2A- bir histon asetiltransferaz) proteinlerini baglayarak hedef
bolgelerde toplanmasini saglar ve hedef gen bodlgelerinde histon
modifikasyonuna neden olur (120). Genomun stabilitesinin saglanmasindaki
temel faktorlerden birisi olan telomeraz, aktivitesi igin protein alt Unitesinin
(TERT- telomerase reverse transcriptase) yaninda bir RNA alt Unitesine

(TERC- telomerase RNA component) de ihtiya¢g duyar. TERC, hem tekrar
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dizisinin sentezi igin kalip olusturur hem de TERT’in baglanmasi i¢in 6zgun

diziler ve kompleksin stabilitesini saglayan diziler tasir (121).

IncRNA’lar, transkripsiyonlari siki bir sekilde kontrol edilerek hicre tipine
O0zgun ifade edilir ve cesitli uyaranlara yanit verir. Sinyal IncRNA’lar, belirli
biyolojik sureclerde yer alan ve zaman-mekan bagimli olarak ifade bulup bu
siireclerin ayni zamanda bir isaretcisi olan transkriptlerdir (117). Ornegin, X
kromozom inaktivasyonundan sorumlu Xist, disi yonde gelisim sirasinda inaktif
X’ten ifade edilir ve cis etki ile kromozom boyuca yayilarak gen ekspresyonunu
baskilar (122). Xist'in érttisimlU (overlapping) antisense transkripti Tsix (TSIX
transcript, XIST antisense RNA) ise trans etki ile aktif X kromozomundan Xist
ifadesini baskilar (123). IncRNA’lar DNA hasar cevabi gibi sureclerde de etkili
olabilir. DNA hasarina cevaben CDKN1A (cyclin dependent kinase inhibitor
1A) lokusuna baglanan p53, buradan CDKN1A’'nin yani sira IncRNA'lar linc-
p21 ve PANDA'nin da ekspresyonunu saglar. linc-p21, p53 iligkili gen
baskilanmasinda rol oynarken; PANDA (promoter of CDKN1A antisense DNA
damage activated RNA) bir transkripsiyon faktord olan NF-YA ile etkilesime

gecerek apoptozun baskilanmasini saglar (124, 125).
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1. Scaffold

2. Sinyal

3. Rehber

Sekil 2.6. Hedefleri Uzerindeki etki mekanizmalarina gére IncRNA'lar (Wang
ve Chag, 2011’den uyarlanmigtir (117)).

Bir baska IncRNA grubu rehber (guide) IncRNA’lar olup proteinleri
baglayarak 6zgun hedeflerine ulagsmalarini saglarlar (108, 117). Rehber
IncRNA’lar 3’ uglari ile halen RNA polimeraz II'yle tutturulmusken 5’ uglari ile
proteinlerle etkilesim kurarak “eg-transkripsiyon” mekanizmasi ile cis etki
gosterirler (126). Hedef DNA'ya RNA:DNA heterodupleksi seklinde,
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RNA:DNA:DNA tripleksi seklinde veya baz eslesmesinden tamamen bagimsiz
olarak karmasik yuzey etkilesimleri ile baglanarak trans etki de gosterebilirler
(117, 127). Ornegin, INcRNA PAPAS (proline-serine-threonine phosphatase
interacting protein 1), DNA'ya tripleks olusturarak tutunur ve CHD4’Un
(chromodomain helicase DNA binding protein 4) hedef DNA’ya ulagmasini
saglar (128).

“Tuzak (decoy) IncRNA’lar” transkripsiyon faktorleri, kromatin diizenleyiciler
gibi protein hedeflerini baglayip uzaklastirarak hedef bolgelerine ulasmalarini
engellerler (117). Daha once sinyal fonksiyonundan bahsedilen PANDA, p53
ile aktive olmasinin ardindan bir nikleer transkripsiyon faktori olan NF-YA'yi
baglayip tecrit ederek anti-apoptotik etki gosterir (125). IncRNA GAS5 (growth
arrest specific 5), genomik glukortikoid cevap elemanini (glucocorticoid
response element) taklit ederek glukokortikoid reseptdrlerinin DNA baglanma
bolgelerine baglanir. Dolayisiyla glukortikoid reseptorleri icin bir ‘ribo-represor’
olarak davranir; glukokortikoid reseptorleri ile uyarilan genlerin ifadesinde
azalmaya neden olur (129). IncRNA’lar sadece proteinler igin degil ayni
zamanda miRNA’lar i¢in de tuzak olabilirler (117). miRNA’lar, hedef
mRNA’larinda bulunan karsit zincire baglanarak mRNA’larin translasyonunu
engellerler (97). Benzer sekilde protein kodlayan genlerle dizi benzerligi olan
IncRNA’lar ile de baglanabilirler. miRNA'lara baglanma acgisindan mRNA'larla
yarigan IncRNA’lara “competing endogenous RNA (ceRNA)” veya “siinger
(sponge) IncRNA” adi verilir (108). Ozellikle psédogenlerden kaynaklanan
transkriptler, miRNA baglanma bdlgelerinden zengin olmalari agisindan
dnemli bir ceRNA kaynagidir (130). Ornegin PTENP1 (phosphatase and tensin
homolog pseudogene 1), PTEN (phosphatase and tensin homolog) iligkili
miRNA'lar1 3° UTR bodlgesi ile baglayarak PTEN’in hucre ici seviyelerini
duzenleyebilir (131).

2.3.2. Normal B hiicre geligsimi ve IncRNA’lar

Hematolojik maligniteler penceresinden bakildiginda, hem normal
hematopoezde hem de malign donisumde IncRNA’larin etkili oldugu

gorulmekte; tani, prognoz ve tedavide klinik ©nemi olabilecegi
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dusundlmektedir (132). Cesitli calismalarda B hdcre alt gruplarina 6zgu
IncRNA ekspresyon profilleri belirlenmis ve birgok yeni IncRNA tanimlanmistir
(133-137). Ancak bu IncRNA’larin tamami hentz fonksiyonel olarak

anlamlandiriimamistir.

Casero ve arkadaglari (2015), mRNA'larin ifade deseninin aksine, henuz
progenitor dizeyinde iken B ve T hicre serilerinde INncCRNA ifade desenlerinin
birbirinden farkli oldugunu gdstermistir (133). B ve T huicrelerde transkriptom
analizi yapilan bir bagka calismada belirli IncRNA’larin ifadesinin mRNA ve
hicre zar isaretcilerine gore daha siklikla hicre alt grubuna sinirli oldugu

gOrulmustar (135).

Daha ileri evrelerdeki B hucreler icin ise fonksiyonel olarak farkli gruplarin
birbirine benzer IncRNA ekspresyon profilleri oldugu gorilmastir. Ornegin;
Brazao ve arkadaslarinin (2016) yapti§i calismada foliktler ve marjinal bélge
B lenfositlerin INcRNA ekspresyon profillerinin benzer oldugu gosterilmistir
(134). Buna ragmen olgun germinal merkez B hucrelerinin diger olgun B hucre

gruplarindan farkli bir profilde oldugu anlagiimaktadir (134, 137).

Petri ve arkadaslari (2015) tonsilla ve kemik iligi biyopsilerinden elde ettikleri
on bir farkli evreden B hucre alt grubunun protein kodlayan genlerle olan
iligkilerinden yola ¢ikarak (“guilt by association”) IncRNA profillerini incelemistir
(136). Erken evre B hicrelerde (pre B1, pre B2) bazi protein kodlayan genlerin
antisense transkriptlerinin (MYB-AS1 (MYB proto-oncogene-antisense RNA
1), SMAD1-AS1 (SMAD family member l-antisense RNA 1), LEF1-AS1
(lymphoid enhancer binding factor 1-antisense RNA 1)) yani sira lincRNA
CTC-436K13.6’'nin bu hucre grubuna 6zgun oldugu gorulmustur. Erken B
hicrelerde daha yuksek olmak Uzere, sentroblast ve sentrositlerde daha 6nce
hidcre dongusu ilerlemesinde etkili oldugu gosterilen CRNDE (colorectal
neoplasia differentially expressed) ifadesi gosterilmisti. CRNDE ifadesi ek
olarak plazma hucrelerinde de gorulmustar. Germinal merkez hucrelerine
(sentroblast ve sentrosit) 6zgun transkriptlere bakildiginda ise BCL6’nin

hemen dncesinde yerlesik bir incRNA olan RP11-132N15.3 tanimlanmistir.
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2.3.3. Multiple Myeloma ve IncRNA’lar

IncRNA’larin fizyolojik ve patolojik streglerdeki rollerinin ortaya ¢ikmasi ile MM
patogenezindeki etkileri de merak konusu olmustur. Bu nedenle 6zellikle son
yillarda c¢esitli IncRNA’lar ile MM iliskisi agisindan bir¢ok ¢alisma yapilimistir
(138, 139).

MALAT1 (metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1), ilk olarak
kliguk hucre digi akciger kanserinde olmak Uzere birgok kanserle iligkisi
tanimlanmis ve alternatif ayiklanma, transkripsiyon dizenlenmesi ve post-
trankripsiyonel dlizenlenme gibi sureglerde yer alan onkojenik bir IncRNA’dir
(140, 141). Cho ve arkadaslarn (2014), cesitli hastalik evrelerindeki MM
hastalarinda MALAT1 ekspresyonunun artmis oldugunu gostermistir ve
MALATL'i bir biomarker olarak 6nermistir (142). Bir baska calismada ise
yuksek MALAT1 duzeyleri ekstrameduller hastalik gelisimi, daha duguk toplam
sag kalm ve hastaliksiz sag kalim ile iliskilendirilmigtir (143). MALAT1 bir
otofaji aracisi olan HMGBZ1'in ekspresyonunu artirarak otofajiyi destekleyip
apoptozu kisitlayarak MM patogenezine katkida bulunur (144). Ksenograft fare
modelinde MALAT1 duzeyinin uygun antisense oligonukleotid ile disurulmesi
MM’de o6nemli bir tedavi hedefi olan proteozom alt Unitesi genlerinin
ekspresyonunda azalmaya neden olmustur (145). Bu ¢alisma ile MALATZ'in

MM igin guglu bir tedavi hedefi olabilecegi 6ne surtlmustar.

INcRNA MEG3 (maternally expressed 3), ‘imprinting’ nedeni ile yalnizca
maternal alelden ifade edilen ve pS53 ile iligkili bir tmor baskilayicidir (138).
MEG3 promoter hipermetilasyonunun MM’de hastalik evresi ve alt tipi ile iligkili
oldugu gosterilmistir (146). Bir baska calismada MEG3’Un, miR-181a’yi
uzerinde toplayarak HOXA11 (homeobox A11) ekspresyonunu olumlu yonde
etkiledigi goralmustur (147). Ayni calismada MM hastalarinda MEG3 ifadesinin
azaldigr ortaya koyulmustur. Ayrica, MM hastalarinin mezensimal kok
hicrelerinde osteogenik farkllasma slUrecinde MEG3 ekspresyonu dusuk
bulunmustur (148). MEG3’Un SOX2'yi (SRY (sex determining region Y)-box 2)
baglayip BMP4 (bone morphogenetic protein 4) promoterinden ayirmasi ve bu
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sayede BMP4 ekspresyonunu artirarak osteogenik farklilasmayi destekledigi

gOsterilmisgtir.

Sedlarikova ve arkadaslarinin (2017) 83 IncRNA’nin MM’deki ekspresyon
dUzeylerini inceledigi ¢alismada; UCAL1 (urothelial cancer associated 1) ve
NEAT1 (nuclear paraspeckle assembly transcript 1) ekspresyonlari MM
hastalarinda kontrollere gére farkli bulunmustur (149). Ozellikle artmis UCA1
duzeyi hastalarin saglikh bireylerden ayriminda yuksek duyarlilik ve 6zgunluk
gOstermigtir. Yakin zamanl bir calismada da multiple myelomada UCA7T’in
proliferasyonu artirdi§i ve apoptozu kisitladigi gosterilmistir (150). NEAT1
ekspresyonunun incelendigi bir calismada hastalarda artmig ekspresyon
gérulmesine ragmen bu artig prognoz veya molekuler ozelliklerle
iligkilendirilememis (151). Yakin zamanda ise NEAT?1'in PI3K/AKT yolagini
aktive ederek MM proliferasyonunu uyardigi ve artmig NEAT1 miktarinin
azalmis sag kalim ile iligkili oldugu gésterilmistir (152).

ik kez kolorektal kanserde tanimlanan CRNDEnin, birgok kanserde yiiksek
duzeyde ifade edildigi ve kanser hlcrelerinde proliferasyonu, gog¢u, invazyonu
ve apoptozu duzenledigi gorulmustur (153, 154). Meng ve arkadaslari (2017),
MM hastalarinda ve hlcre serilerinde CRNDE ekspresyonunun arttigini
gOstermistir (155). Ayni calismada CRNDE'nin proliferatif ve anti-apoptotik

etkilerinin miR-451 duzeyini azaltmasina bagh oldugu gosterilmigtir.

MM hastalarinda miR-410 ekspresyon duzeyinin arastirildigi bir ¢calismada
miR-410 ekspresyon duzeyinin OIP5-AS1 (Opa interacting protein 5-antisense
RNA 1) ile ters orantili olarak arttigi gézlenmistir. Bu ¢galismada IncRNA OIP5-
AS1 kaybinin mir-410 birikimine neden olarak hticre proliferasyonu, hicre
dongusunun ilerlemesi ve apoptoz baskilanmasi ile sonuglandigi One

surulmagtur (156).

IncRNA CCATL'in (colon cancer associated transcript 1) ekspresyonu MM
hastalarinda saglikli bireyler ve normal plazma hucrelerine gore yuksek
bulunmustur (157). Bu cgalismada CCAT?1'in miR-181a-5p’yi baglayarak
HOXA1 ekspresyonunu artirdigi; boylece MM patogenezinde rol oynadigi

gOsterilmistir.
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MM hastalarinda artmis ekspresyon gosteren bir bagka INncCRNA da FEZF1-
AS1’dir (FEZ family zinc finger 1-antisense RNA 1) (158). Bu InCRNA, Akt3
inhibitdéri olan miR-610’un molekuller stngeridir ve artisi Akt3 Uzerindeki

baskilanmayi kaldirarak MM hiicre proliferasyonuna katki saglar.

INcRNA PRAL (p53 regulation associated IncRNA), MM hastalarinda kaybi
kotu prognozla iligkili olan 17p’de yerlesiktir. MM hastalarinda PRAL ifadesinin
kontrollere gore azaldigi; distik PRAL duzeylerinin daha kisa hastaliksiz sag
kalim ve toplam sag kalim ile iligkili oldugu gorulmustur (159). PRAL, BMP2'yi
baskilamayr hedefleyen miR-210'u engelleyerek MM’de bortezomib
duyarlhih@ina katki saglamaktadir (159).

MM ile iligkili IncRNA’lari tanimlayabilmek ic¢in bircok INcCRNA'nin ayni anda
degerlendirildigi IncRNA ekspresyon profilleme c¢alismalari yapilmistir.
Ronchetti ve arkadaslari (2016) MGUS, SMM, MM ve plazma hicreli |6semi
(PHL) gruplarini iceren 259 hastada 1852 IncRNA'y1 degerlendirmistir (160).
MALAT1’in de icinde bulundugu 31 IncRNA’nin ekspresyonunun kontrollere
gore farkl oldugu; 21 IncRNA’nin deregulasyon duzeyi ile hastalik agirhiginin
iliskili oldugu goérulmistir. Ozellikle Inc-SENP5-4, Inc-CPSF2-2 ve Inc-
LRRC47-1in degdisen ekspresyonlari MGUS’tan plazma hucreli 16semiye
ilerleme igin anlamh bulunmustur. Bu 21 IncRNA icerisinde GAS5 de
bulunmaktadir. Ek olarak molekuler alt tiplerle INcRNA duzeylerinin iliskisine
bakildiginda 13q14’te yer alan DLEUZ2in (deleted in lymphocytic leukemia 2)
ekspresyonunun del13qg olan hastalarda azaldigi gorulmustar. Umumi bir veri
tabaninin verilerinin yeniden anlamlandirilmasi ile yapilan bir calismada ise
RP4-803, RP1-43E13.2, ZFY-AS1 ve RP11-553 L6.5 toplam sag kalim ile
iligkili bulunmustur (161).

MM’de serum serbest (circulating) IncRNA’larinin arastirildigi az sayida
¢alisma vardir. Isin ve arkadaslarinin (2014) KLL ve MM hastalarinda serumda
serbest IncRNA’larin ekspresyon duzeyini inceledikleri calismada HOTAIR,
GAS5, MALATL1 ve lincRNA-p21 ekspresyonlari disuk; TUG1 (taurine up-
regulated 1) ekspresyonu yuksek bulunmustur (162). IncRNA H19'un MM

hicre serilerinde ve hasta hicrelerinde yuksek dizeyde ifade edildigi ve H19
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‘knockdown’unun NF-kB baskilanmasi ile proliferasyonu azalttigi gosterilmistir
(163). Daha sonra serum serbest H19 duzeylerinin MM hastalarinda artmig
oldugu gosterilmis; H19 hastaligin tanisi ve klinik evrelemesi icin bir biyo-
belirte¢ olarak 6ne sudrdlmustir (164). Dolasan eksozomlarda INncRNA
ekpresyon profillemesi sonucunda IncRNA PRINS'’in (psoriasis associated
non-protein coding RNA induced by stress) MM ve MGUS hastalarini saglikli
kontrollerden %84,9 duyarlilik ve %83,3 6zgunlikle ayirabildigini gostermistir
(165).

Son yillarda protein kodlamayan bolgelerdeki transkriptlerin anlamlandiriimasi
ile her gun yeni IncRNA'lar tanimlanmaktadir. Buna karsilik IncRNA’larin MM
patogenezine katkilarinin anlagilmasi i¢in yapilan calismalar hala yeterli

degildir ve daha fazla galismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.4. LUNARL

LUNAR1, Trimarchi ve arkadaslan tarafindan T-ALL’de fonksiyonu
tanimlanmis Notch bagimh bir IncRNA'dir (8). Dort ekzon-431 nikleotidden
olusan LUNAR1, 15926.3'te yerlesiktir. Ensembl’da tanimli 9, NCBI-Gene’de
(National Center for Biotechnology Information-Gene) tanimh bir transkripti
bulunmaktadir (166, 167).

LUNARL1, IGF1R (insulin like growth factor 1 receptor) lokusunda yer alan
NOTCH1 ile iligkili bir enhancer tarafindan kontrol edilir ve IGF1R
ekspresyonunu artirir (8). LUNAR1 ve IGF1R geninin son intronundaki
enhancer, kromatin katlanmasi ile yakinlagir ve boylece LUNAR1 aktive olur.
LUNAR1 enhancerda mediyator ve RNA polimeraz Il birikimini tetikler. Olusan
bu kompleks IGF1R promoterini aktive eder (Sekil 2.7).

Peng ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, diffuz blyudk B-hucreli
lenfomada hasta dokulari ve hicre serilerinde LUNAR1 ekspresyonunun
normal kontrole gore arttig1 gosterilmistir ve artmis LUNAR1 ekspresyonu kotu
prognoz ile iligkilendirilmistir (9). Bir baska calismada Gene Expression
Omnibus (GEO) verileri kullanilarak kolorektal kanser hastlarinin IncRNA
ekspresyon profilleri ile toplam sag kalim arasindaki iliski arastiriimistir (168).
Buna gore LUNAR1, LINC01583, LINC00276, DKFZp434J0226, SFTALP ve
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OGFOD3 kolorektal kanser prognozu ile iligkili bulunmustur. LUNAR1, kétu
prognoz i¢in hafif etkili bir risk faktoru olarak belirlenmistir (168).

IGFLR mRNA

~—

, o _
( Cmedator \_\ ruapr § notchi-1co <) Ropik - runari ria
R e .

Sekil 2.7. LUNART'in IGF1R lokusundaki etki mekanizmasi (Trimarchi ve
arkadaglari, 2014’ten uyarlanmigtir (8)).

IncRNA’larin ¢esitli kanserlerle ve fizyolojik durumlarla iligkili temel biyolojik
yolaklardaki etkilerinin Gnemi giderek daha iyi anlasilmakta ve genomun daha
onceleri golgede kalan bu kismina yonelik yapilacak arastirmalara ihtiyag
halen surmektedir. Oldukga karmasik ve ¢ok cgesitli genetik ve epigenetik
etmenlerin rol oynadigi multiple myeloma patogenezinde Notch yolagi ve
tumor-mikrogevre etkilesiminin  6nemi dusundldugunde; Notch iligkili bir
IncRNA olan LUNARZY’in patogenezde etkili olabilecegi akla gelmektedir.
Bilgimiz dahilinde, daha once multiple myeloma ve LUNARL iligkisi hakkinda
bir arastirma bulunmamaktadir. Tim bu bilgilerin 1s1§inda, MM hastalarinda
LUNARL1 ekspresyon duzeylerinin kontrol grubu ile karsilastiriimasi ile hastalik

patogenezinin anlasiimasina katki saglamay1 amaglamaktayiz.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. Hasta secimi ve orneklerin toplanmasi
3.1.1. Vaka grubu:

Proje baslangicindan itibaren 12 ay icerisinde Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dal’'na bagvuran yeni

tani multiple myeloma, SMM ve MGUS hastalari.
3.1.2. Kontrol Grubu:

Proje baslangicindan itibaren Ankara Universitesi Tip Fakdltesi i¢ Hastaliklar
Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dalr’'na c¢esitli sebeplerle basvuran ve ayirici
tani icin kemik iligi aspirasyonu yapilip herhangi bir malignite saptanmayan

bireyler.
3.1.3. Dahil Olma/Olmama Kriterleri
Hasta Grubu:

1- International Myeloma Working Group tarafindan belirlenmis tani
kriterleri dogrultusunda multiple myelom, SMM (smouldering multiple
myeloma) veya MGUS (Monoclonal Gammopathy of Undetermined

Significance) tanisi almis olmak
2- Daha 6nce multiple myelom igin tedavi edilmemis olmak
3- 18 yasindan buyuk olmak
Kontrol Grubu:

1- Cesitli sebeplerle ayirici taniya yénelik kemik iligi aspirasyon biyopsisi

yapilip herhangi bir malignite tespit edilmemis olmak

2- 18 yasindan buyuk olmak
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3.2. Kemik iligi aspirasyon materyalinden CD138+ plazma

hucrelerinin ayrilmasi

3.2.1. Kemik iligi mononukleer hucrelerin ayrilmasi

Bu calismada kemik iligi mononukleer hucrelerinin ayrilmasi igin, kemik
iligindeki cesitli hucrelerin yogunluk farkindan faydalanan “yogunluk gradyan
satrifijleme” ile ayirnrm yontemi kullanilmigtir. Bu yonteme goére kullanilan
uygun c¢ozeltinin yogunlugu, eritrositler ve granulositler gibi daha yogun
hicrelerin santrifij sirasinda asagiya gec¢mesini saglarken, kemik iligi
mononkleer hiicreleri ¢dzeltinin Ustiinde kalr (Sekil 3.1). islemin basamaklari

asagida 6zetlenmistir:

1. Kemik iligi aspirasyon materyali 1:1 oraninda %2 Fetal Bovine Serum
(FBS) iceren Dulbecco’s PBS (phosphate-buffered saline) ile
sulandirilir.

2. Santriftj tUpuU icerisine, Onerilen O6l¢cude Ficoll solUsyonu Uzerine
birbirlerine karismayacak sekilde kemik iligi-PBS karisimi eklenir.

3. Oda sicakhginda, 800 G’de 20 dakika santrifuj edilir.

4. En ustteki plazma katmani ortadaki mononulkleer hucre katmani
korunarak alinir.

5. Aradaki mononukleer hicre katmani ayrilir.

6. Ayrilan mononukleer hucre katmani 1 kez uygun medium ile yikanir.

kemik iligi Serum

érmegi

KI mononiikleer hiicreleri

—

Ficoll Ficoll

7 eritrosit ve granulositler

Sekil 3.1. Yogunluk gradyan santrifljleme ile kemik iligi mononukleer hicrelerin
ayrilmasi.
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3.2.2. CD138+ plazma hiicrelerinin ayrilmasi

Plazma hucreleri, kemik iligi mononukleer hicrelerinden imminmanyetik
pozitif seg¢im yontemi ile ayrilmistir. Kullanilan yontemde, manyetik
parcaciklara bagli uygun antikorlar ile plazma hicre yuzeyindeki CD138
(syndecan-1) baglanir ve bir magnet kullanilarak tup ylzeyine sabitlenir.
istenmeyen hiicrelerin yikanmasi ile CD138+ plazma hiicreler saflastirimis
olur. Bunun icin “EasySep™ Human CD138 Positive Selection Kit Il
(STEMCELL™ Tecnologies)” kullanilmistir. islemin uygulama basamaklari

asagida 6zetlenmistir:

1. 1x108ml konsantrasyonda olacak sekilde 0,1 ila 2,5 ml mononiikleer
hicre 6rnedi 5 ml'lik yuvarlak tabanh tup igerisine hazirlanir.

2. 50 pl “CD138 pozitif se¢im karisimi” eklenir, oda sicakhginda 15 dakika
(dk) bekletilir.

3. Karigimin Uzerine manyetik parcacik karigimindan 50 pul eklenir, oda
sicakliginda 10 dk bekletilir. (eklenmeden 6nce manyetik parcacik
karisimina birkag kez pipetaj yapiimalidir.)

4. Hacmi 2,5 ml'ye tamamlayacak sekilde %2 FBS ve 1 mM EDTA igeren
PBS soliisyonundan eklenir yavascga pipetaj yapllir.

5. Tup magnet igerisine yerlestirilerek oda sicakliginda 5 dk bekletilip stre
sonunda suUpernatan tek bir hareketle dokulur ve tip duvarinda hicreler
kalir.

6. Dort ve besinci basamaklar 3 kez tekrarlanir.

7. Hucreler uygun medium igerisine alinarak ileri igslemler i¢in saklanir.
3.3. Plazma hiicrelerinden RNA izolasyonu

Plazma hicrelerinden RNA izolasyonu igin Hybrid-R™ (GeneAll) RNA

izolasyon kiti kullaniimistir.
3.3.1. RNA izolasyon Prosediirii:

1. Hucre pelleti tzerine 250 pl PBS eklenir.
2. Uzerine 750 pl RiboEx™ gozeltisi eklenir, vortekslenir ve oda
sicakhginda 2 dk bekletilir.
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3. 200 pl kloroform eklenir, 15 sn karistirilir ve oda sicakliginda 2 dk
bekletilir. Daha sonra 12000 G’de 15 dk santrifuj edilir.

4. Ustte kalan renksiz faz EzPure™ filtresine aktarilir ve 10000 G'de 30
saniye (sn) santrifij edilir.

5. Biriktirme tUpune gegen sivinin Uzerine iki kati kadar (yaklasik 900 pl)
RBI tamponu eklenir, pipetle karigtirilir.

6. 700 pl karisim mini-spin filtresine aktarilir, 10000 G’de 30 saniye (sn)
santrifllj edilir. Biriktirme tiplne gecen kisim atilir, filtre tekrar yerine
takilir. Ornegin kalan kismi bitene kadar 5 ve 6. basamaklar tekrarlanir.

7. Filtre Gzerine 500 yl RBW tamponu eklenir, 10000 G’'de 30 sn santrifuj
edilir. Biriktirme tlpune gecen kisim atilir, filtre tekrar yerine takilir.

8. Filtre Gzerine 500 yl RNW tamponu eklenir, 10000 G’de 30 sn santrifij
edilir. Biriktirme tipune gegen kisim atilir, filtre tekrar yerine takilir.

9. Kalan RNW’nin temizlenmesi igin herhangi bir sey eklenmeden 10000
G’de 1 dk santriftij edilir. Biriktirme tipune gecen kisim atilir.

10. Filtre 1,5 ml’lik streril tipe takilir, Gzerine 50 pl steril distile su eklenir.
10000 G’de 1 dk santrifuj edilir. Tupte biriken RNA daha sonra
kullaniimak Uzere -80°C’de saklanir.

3.4. cDNA Sentezi

cDNA sentezi icin “WizScript™ cDNA Synthesis Kit (High Capacity)”

kullanilmistir. islem basamaklari asagida 6zetlenmistir:

Tablo 3.1. cDNA sentez reaksiyon karigiminin hazirlanmasi.

Malzeme Miktar (pl)
10x reksiyon karigimi 2
20x dNTP karigimi 1
Random hexamer 2
WizScript™ Rtase 1
RNaz inhibitori 0,5
Steril distile su 3,5
RNA 10
Toplam 20
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Bilesenler Tablo 3.1'de verilen olgulerde bir tipun igerisinde karistirilir.
Nazikce karistirilarak 25°C’de 10 dk inkube edilir.

37°C’de 120 dk inklbe edilir.

Reaksiyon 85°C’de 5 dk inkuibasyon ile sonlandirilir.

W NP

3.5. Real-time reverse transkriptaz PCR

Real-time reverse transkriptaz PCR reaksiyonu igin, hedef bolge LUNAR1 ve
endojen kontrol ACTB’ye (aktin beta) 6zgun primerler (Tablo 3.2) ile
WizPure™ gPCR Master (SYBR) karisimi kullaniimistir. Primer giftinin
LUNAR?1 transkriptleri ile iligkisi Sekil 3.2 gosterilmistir. Karisim igerigi Tablo
3.3'te gosterilmistir. Karisim hazirlandiktan sonra Uzeri kapatilarak Roche
Light Cycler® 480 cihazinda tabloda belirtilen kosullarda reaksiyon
gerceklestiriimistir (Tablo 3.4).

Tablo 3.2. Real time rtPCR'da kullanilan primer dizileri

Forward primer GAACTCTTGCCTTGCTCACA
Reverse primer TTCAAGCTTGGGTCTGTCTGG
Forward primer ACTCTTCCAGCCTTCCTTC
Reverse primer ATCTCCTTCTGCATCCTGTC

EEENEE
[

;
I

Sekil 3.2. LUNARLY'in farkh transkriptleri ile kullanilan primer ciftinin iligkisi. a:
Ensembl'da tanimli transkriptler (166); b: NCBI-Gene'de tanimli transcript (167).
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Tablo 3.3. Real time rtPCR karisimi

Malzeme Miktar (ul)
gPCR master karigimi 10
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
dH20 7
Kalip cDNA 2
Toplam 20

Tablo 3.4. Real time rtPCR reaksiyon kosullari

95 5 dk 1
95 10 sn
68 10 sn 40
72 10 sn

95 ->68 1 sn/adim 1
40 1

3.6. Sonuglarn degerlendirilmesi ve istatistiksel analiz

3.6.1. Real time reverse transcriptase PCR analizi

Her bir olgu ve kontrolde negatif (no-template control) ve pozitif kontrole karsi
hem hedef gen (LUNAR1) hem endojen kontrol (ACTB) igin 2’ser ayri

reaksiyon yapilmistir.

LightCycler® 480 Software ile her bir vakanin ve kontrolin LUNAR1 ve ACTB
Ct degerleri kendilerine ait iki reaksiyondan ¢ikan Ct degerlerinin ortalamasi

alinarak belirlenmistir.

Elde edilen veriler kullanilarak Pfaffl (2001) yontemi ile LUNARL1
ekspresyonunun ACTB’ye gore rolatif kantitasyonu yapiimistir (169). Bu
yontemle rolatif ekspresyon orani, reaksiyon etkinlikleri ve Ct degerleri
kullanilarak hesaplanmaktadir. AACt metodunun aksine reaksiyon etkinliklerini
de hesaba kattidi icin hedef bolge ile endojen kontrol arasinda reaksiyon
etkinlikleri agisindan fark oldugunda kullaniimasi Onerilmektedir. Rolatif
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ekspresyon oraninin Pfaffl yontemi ile hesaplanma formuli asagida

gOsterilmigtir:

(EHedef)ACtHedef

ACt
(EReferanS) Referans

Rolatif ekspresyon orani =

3.6.2. istatistiksel Analiz

Bu arastirma bir on c¢alisma niteliginde olup MM hastalari ve normal
popllasyonda LUNAR1 ifade duzeyleri ilk kez belirlenecektir. Ifade
duzeylerinin normal dagilima uydugu varsayilarak hasta ve kontrol grubu
arasinda fark olmadigi bos hipotez olarak énerilecektir. Ornek sayilarinin en
az 20 ve Uzerinde olmasi hedeflenmektedir. Hipotezin testi icin iki yonlu
anlamlilik karsilastirmasi amaciyla t-testi kullanilacaktir. istatistiksel analizler

icin Microsoft® Office Excel kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hastagrubu

Calisma kapsaminda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim
Dalina Mayis 2019-Aralik 2019 tarihleri arasinda bagvurup multiple myeloma

on tanisi ile kemik iligi aspirasyonu yapilan 38 hastadan 6rnek toplanmigtir.

Bu hastalardan 8 tanesi Kklinik, genetik ve patolojik degerlendirme sonucunda
multiple myeloma ile uyumlu bulunmadigi icin ¢alismadan diglanmistir.
Calismaya dahil edilen 30 hastanin 11’i erkek 19'u kadindir. Hastalarin yas
ortalamasi 63,9'dur. Erkek ve kadin hastalarin yas ortalamalari sirasiyla 63,16

ve 63,86 olarak hesaplanmistir.

IMWG tani Olgutlerine gore hastalarin %66,6’si MM, %13,3’4 SMM ve %20’si
MGUS olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.1). Hastalardan 1 tanesinde
ekstrameduller hastalik bulunmustur. 17 hastada anemi, 11 hastada bdbrek
komplikasyonu ve 1 hastada hiperkalsemi saptanmistir. Kemik lezyonlari her
hastada degerlendirilememistir. Degerlendirilen 9 hastadan 5 tanesinde bir

veya daha fazla kemik lezyonu oldugu gértlmastur.

Tablo 4.1. Hasta grubunun demografik verileri ve klinik bulgulari.

Olgu | Cinsiyet| Yas Tani Ca BK* | Hemoglobin (g/dl) | Kemik lezyonu

1 E 69 MM 9,4 + 9,6 +

2 K 59 MM 9,13 - 11,7 tetkik yok
3 E 73 MM 8,54 + 11,3 +

4 K 49 SMM 9,1 - 13,4 tetkik yok
5 K 56 MM 8,8 - 12,1 tetkik yok
6 K 55 MM 10,1 - 11,5 +

7 K 61 MM 9,2 + 9,4 +

8 K 69 MM 7,9 - 9,3 tetkik yok
9 E 57 MGUS 9,6 - 15,7 tetkik yok
10 K 57 SMM 8,8 - 11,7 tetkik yok
11 K 64 MM 9 - 13,6 tetkik yok
13 E 56 SMM 9,2 - 13,2 tetkik yok
15 K 66 SMM 9,5 - 10,5

16 K 72 MM 10,5 + 10 tetkik yok
17 E 59 MM 10 + 12,1 +

18 K 60 MM 10 - 9,6 tetkik yok
19 K 76 MM 9,4 - 13 tetkik yok
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23 K 78 MM 8,4 9,3 tetkik yok
24 E 81 MM 9,5 9,8 tetkik yok
25 E 63 MGUS 9,6 13,1 tetkik yok
26 K 64 MM 9,3 10,4 tetkik yok
27 K 58 MGUS 10,1 11,3 tetkik yok
29 E 47 MM 9,19 8,6 tetkik yok
30 E 58 MM 9,6 11,2 -

32 E 62 MM 8,9 10,9 -

33 K 68 MGUS 9 9,9 tetkik yok
34 K 72 MGUS 9 8,9 tetkik yok
35 E 65 MM 9,9 14,9 +

36 K 70 MGUS 115 9,2 tetkik yok
38 K 59 EMD-MM 9,6 9,2 tetkik yok

*BK: bobrek komplikasyonu

30 hastadan 28’inin serum immunglobulin degerlerine ulagiimistir. Bunlardan

10 tanesinde IgG, 8 tanesinde kK, 6 tanesinde IgA ve 2 tanesinde A alt tipleri

gorulmustir. Bir hasta oligosekretuar bir hasta ise non-sekretuar tip olarak

degerlendirilmistir. Serum serbest k/A oranina gore baskin hafif zincir alt tipi 16

hastada k, 11 hastada A olarak saptanmistir (Tablo 4.2).

20 MM hastasinin iki tanesinde mikroglobulin diizeyi bakilmadidi i¢in R-ISS

hesaplanamamistir.

Kalan 18 hastadan

%16,6’sinin  R-ISS evresi
%77,7’sinin 2 ve %11,71’inin 1 oldugu gorulmustur (Tablo 4.2).

3,
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Tablo 4.2. Hasta grubunun immanglobulin alt tipleri ve R-ISS evreleri.

Olgu Tani Subtip Serbest R-ISS
K/
1 MM IgA 16 2
2 MM kappa 23,24 bilgi eksik
3 MM kappa 2822 2
4 | sSmM bilgi eksik 12,05 |
5 MM IgG 0,02 2
6 MM IgA 0,08 3
7 MM kappa 1450 2
8 MM kappa 317,65 2
9 MGUS kappa 18,04
10 SMM IgG 7,82
11 MM I9G 0,02
13 SMM IgG 0,05
15 SMM IgA 0,16
16 MM lamda 0,03 3
17 MM kappa 46,97 2
18 MM IgA 1,93 1
19 MM IgG 0,11 2
23 MM IgG 73,96 2
24 MM IgG 0,02 2
25 MGUS kappa 15,97
26 MM  |non-sekretuar| 0,6
27 MGUS IgG 4,36
29 MM IgG 7,16 2
30 MM IgA 0,002 bilgi eksik
32 MM lamda 0,045.10°
33 MGUS |oligosekretuar 2,2
34 MGUS IgG 0,65
35 MM kappa 553
36 MGUS bilgi eksik
38 | EMD-MM IgA 0,007
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4.1.1. Hasta grubunun konvansiyonel

bulgulan

ve molekiler sitogenetik

Hastalardan alinan o6rneklerde rutin tani kapsaminda konvansiyonel ve

molekuler sitogenetik incelemeler yapilmigtir (Tablo 4.3).

Yapilan incelemelerde 5 hastada hiperdiploidi gorulmustur. Konvansiyonel

sitogenetik incelemede bir hastada kompleks karyotip, bir hastada X kazanimi,

bir hastada Y kaybi saptanmistir. Molekller sitogenetik incelemede 12
hastada 13q kaybi1 veya monozomi 13, 1 hastada del(17p), 4 hastada t(11;14)
yoklugunda IGH yeniden dizenlenmesi, 3 hastada t(11;14), 7 hastada trizomi

7 ve 1 hastada monozomi 8 tespit edilmistir. 10 hastanin FISH incelemesi

normaldir.

Tablo 4.3. Hastalarin konvansiyonel ve molekdiler sitogenetik bulgulari.

Olgu | Hiperdiploidi | del(17p) | del(13q) | IGH YD | t(11;14) | trizomi 7 | monozomi 8 Diger
1 +
5' IGH kaybi
2 + CCND1
amp.
79 amp.
IGH amp.
3 + FGFR3
amp.
4 + 5' IGH kaybi
5 + -
Kompleks
6 + + + + karotip
IGH artisi
7 + + 3
8 + +
10 X kazanimi
11
13 + + +
15
16 +
17 -
CCND1
18 amp.
IGH amp.
19 +
23 + trizomi 8
24 + trizomi 17
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25 - + + - - - - IGH amp.
26

27

29 +

30 + - + - + +

32 - - + + - - +
33

34

35 - - + - - +

36

38 - - + + - +

*YD: yeniden diizenlenme, amp.: amplifikasyon
4.2. Kontrol grubu

Calisma kapsaminda Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji Bilim
Dalina Mayis 2019-Aralik 2019 tarihleri arasinda gesitli sebeplerle bagvuran
ve ayirici tani icin kemik iligi aspirasyonu yapilan 14 hastadan kontrol grubuna

dahil etmek Uzere ornek toplanmistir.

Bu hastalardan 8 tanesi klinik, genetik ve patolojik degerlendirme sonucunda
herhangi bir malignite saptanmamasi nedeni ile kontrol grubuna segilmigtir.
Segcilen hastalarin 4°U erkek 4’G kadindir. Kontrollerin en kiigiga 21 en buyugu

62 yasinda olup yas ortalari 40 olarak hesaplanmisgtir.
4.3. Actin-beta (ACTB) ekspresyon galigsmasi

ACTB ekspresyonunun arastiriimasi amaciyla seri sulandirma ile elde edilen
106 ila 102 kopya araliginda hedef bolge igeren standartlarla calisma
yapiimistir. Elde edilen standart egri grafigi Sekil 4.1’de gdsterilmistir. Buna
gore reaksiyon etkinligi %97.24 olarak hesaplanmigtir. Bu standart egri hasta
ve kontrol gruplari arasindaki ACTB ekspresyon farkinin “Pfaffl yontemi” ile

karsilastiriimasi igin kullaniimigtir.
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Sekil 4.1. ACTB ekspresyon analizi igin olusturulan standartlarin amplifikasyon egrisi
ve standart egri grafigi.

4.3.1. Hasta grubunda ACTB ekspresyon ¢alismasi

Galismaya dahil edilen 6rnekler arasi normalizasyon igin kullaniimak tzere 30
hastada ACTB ekspresyon calismasi yapilmistir. Yapilan calismalara ait
amplifikasyon egrileri Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4’de gosterilmistir. Her 6rnek

cift calisiimistir. Bu galismalardan elde edilen ortalama Ct de@erleri Tablo

4.4’te gosterilmigtir.
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Sekil 4.2. Olgu 1'den olgu 10'a kadar hastalarin ACTB amplifikasyon egrisi.
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Sekil 4.3. Olgu 11'den olgu 27'ye kadar hastalarin ACTB amplifikasyon egrisi.
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Sekil 4.4. Olgu 29'dan olgu 38'e kadar hastalarin ACTB amplifikasyon egrisi.

Tablo 4.4. Hastalarin ACTB igin ortalama Ct degerleri.

Olgu | ACTB ortama | Olgu | ACTB ortama
1 23,19 18 20,08
2 21,82 19 19,39
3 19,93 23 18,22
4 22,02 24 20,72
5 29,03 25 25,63
6 19,80 26 22,40
7 18,79 27 23,23
8 19,91 29 19,14
9 20,42 30 19,87
10 20,26 32 19,50
11 20,60 33 23,35
13 28,57 34 22,34
15 19,65 35 27,03
16 22,34 36 24,86
17 21,24 38 29,06

Yapilan ACTB ekspresyon galismasi sonucunda hasta grubunun ACTB igin
ortalama Ct degeri 22,07 bulunmustur.
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4.3.1. Kontrol grubunda ACTB ekspresyon ¢alismasi

Calismaya dahil edilen érnekler arasi normalizasyon igin kullaniimak tzere 8
kontrolde ACTB ekspresyon calismasi yapilmistir. Yapilan galigmalara ait
amplifikasyon egrileri Sekil 4.5'de gosterilmistir. Her 6rnek ¢ift ¢calisiimistir. Bu

calismalardan elde edilen ortalama Ct degerleri Tablo 4.5'te gosterilmistir.

Amplification Curves

£ 11530]

5 10 15 20 25 a0 35 40
Cycles

Sekil 4.5. Kontrol grubunun ACTB amplifikasyon egrisi.
Tablo 4.5. Kontrollerin ACTB i¢in ortalama Ct degerleri.

Olgu | ACTB ortama
K01 | 26,42
K02 | 27,62
K03 | 25,69
K06 | 25,79
K07 | 24,96
K08 | 30,43
K09 | 28,85
K12 |31,71

Yapilan ACTB ekspresyon galismasi sonucunda kontrol grubunun ACTB igin
ortalama Ct degeri 27,68 bulunmustur.

4.4. LUNARI1 ekspresyon ¢aligmasi

LUNAR1 ekspresyonunun arastiriimasi amaciyla seri sulandirma ile elde
edilen 10° ila 10 kopya araliinda hedef bolge iceren standartlarla galisma
yapilmistir. Elde edilen standart amplifikasyon edrisi ve standart egri grafigi
sirasiyla Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gdsterilmistir. Buna gore reaksiyon verimi

%87,27 olarak hesaplanmigtir. Bu standart egri hasta ve kontrol gruplar
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arasindaki LUNARL1 ekspresyon farkinin “Pfaffl yontemi” ile karsilastirilmasi

icin kullanilmisgtir.

Threshold|

E 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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Sekil 4.6. LUNAR1 ekspresyon analizi igin olusturulan standartlarin amplifikasyon
egrisi.
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Sekil 4.7. LUNAR1 ekspresyon analizi i¢in olusturulan standart egri.

4.4.1. Hasta grubunda LUNAR1 ekspresyon galigsmasi
Calismaya dahil edilen 30 hastada LUNAR1 ekspresyon ¢alismasi yapilmigtir.
Yapilan calismalara ait amplifikasyon egrileri Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve S$ekil

4.10’da gosterilmistir. Her ornek ¢ift calisilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen

ortalama Ct deg@erleri Tablo 4.6’da gdsterilmigtir.

47



P ———=
p‘ 5 10 15 20 2 30 35 40 4

20

I — —

E 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Cycie

Sekil 4.9. Olgu 19'dan olgu 26'ya kadar hastalarin LUNAR1 amplifikasyon egrisi.
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Sekil 4.10. Olgu 27'den olgu 38'e kadar hastalarin LUNAR1 amplifikasyon egrisi.

Tablo 4.6. Hastalarin LUNARL igin ortalama Ct degerleri.

Olgu | LUNAR1 ortama | Olgu | LUNAR1 ortama
1 31,9 18 [30,4
2 26,85 19 29,7
3 29,2 23 |295
4 28 24 27,85
5 32,2 25 27,55
6 28,6 26 32,15
7 29,05 27 32,95
8 31,05 29 30,7
9 31 30 30,2
10 31,15 32 30,35
11 30,9 33 32,7
13 |30,7 34 30,75
15 31,15 35 33,1
16 32,45 36 35

17 29,85 38 29,4

Yapilan LUNAR1 ekspresyon ¢aligmasi sonucunda hasta grubunun LUNARL1

icin ortalama Ct de@eri 30,54 bulunmustur.
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4.4.2. Kontrol grubunda LUNAR1 ekspresyon ¢aligmasi

Calismaya dahil edilen 8 kontrolde LUNARL1 ekspresyon ¢alismasi yapilmistir.

Yapilan galismalara ait amplifikasyon egrileri Sekil 4.11’de gésterilmistir. Her

ornek cift calisiimistir. Bu calismalardan elde edilen ortalama Ct degerleri

Tablo 4.7°de gosterilmigtir.

Sekil 4.11. Kontrol grubunun LUNAR1 amplifikasyon egrisi.

Tablo 4.7. Kontrollerin LUNARL1 igin ortalama Ct degerleri.

Olgu LUNARI1
ortama

Koi1 (31,9

K02 |[32,95

K03 |33

Ko6 |32,5

Ko7 |32,2

Kos |34,1

ko9 |33,3

K12 (33,3

Yapilan LUNARL1 ekspresyon g¢alismasi sonucunda kontrol grubunun LUNAR1

icin ortalama Ct degeri 32,9 bulunmustur.
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4.5. Rolatif ekspresyonlarin gruplar arasinda karsilastiriimasi

Rolatif ekspresyon orani yontem kisminda anlatilan (bakiniz 3.6.1) Pfaffl

metodu ile hesaplanmistir.

Oncelikle tim olgular ile tim kontroller birbirleri ile karsilastiriimistir (Sekil
4.12). Olgularin ortalama gen ekspresyon orani 1,59 (standart sapma
(standard deviation, SD): 6,19), kontrollerin ise 0,33 (SD: 0,55) bulunmustur.
Hastalar ve kontrollerin ortalama LUNAR1 gen ekspresyon oranlarini
kargilastirmak amaciyla yapilan t-testi sonucunda gruplar arasinda kayda

deger bir fark gérilmemistir (p=0,27).

iki yonlii t-testi
Gen Ekspresyon Orani Olgu Kontrol
1,80 Ortalama gen ekspresyon orani 1,59 0,33
1,60 standart sapma 6,19 0,55
1,40 standart hata 1,13 0,19
1,20 Varyans 38,28 0,30
100 Gozlem 3000 8,00
080 Ongériilen Ortalama Farki 0,00
df 31,00
060 tStat 1,10
040 P(T<=t) tek-uglu 0,14
0,20 - t Kritik tek-uglu 1,70
0,00 P(T<=t) iki-uglu 0,28
oteu KONTROL t Kritik iki-uglu 2,04

Sekil 4.12. Tim olgular ve tim kontrollerin gen ekspresyon oranlarinin
karsilastiriimasi.

Daha sonra hastaligin MM, SMM ve MGUS alt tipleri ayri ayri kontrol grubu ile
kargilastinimistir (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15.). MM, SMM ve MGUS
olgularinin ortalama gen ekspresyon oranlari sirasiyla 1,80 (SD: 7,42), 0,79
(SD: 1,47) ve 1,43 (SD: 3,31) bulunmustur. Her bir alt tipin ortalama LUNAR1
gen ekspresyon oranlarini kontrollerle kargilastirmak amaciyla yapilan t-testi
sonucunda gruplar arasinda kayda deger bir fark gértlmemistir (MM grubu igin
p=0,38; SMM grubu igin p=0,59; MGUS grubu igin p=0,45).
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iki yonlii t-testi

Gen Ekspresyon Orani Olgu (MM) Kontrol

2,00 Ortalama gen ekspresyon orani 1,80 0,33

1,80 standart sapma 7,42 0,55

1,60 standart hata 1,66 0,19

1,40 Varyans 55,01 0,30

1,20 Gozlem 20,00 8,00
1,00 Ongériilen Ortalama Farki 0,00
0,80 df 20,00
0,60 t Stat 0,88
0,40 P(T<=t) tek-uglu 0,19
020 - t Kritik tek-uglu 1,72
0,00 P(T<=t) iki-uglu 0,39
OLGU (MM) KONTROL t Kritik iki-uglu 2,09

Sekil 4.13. MM olgulari ve tum kontrollerin gen ekspresyon oranlarinin
karsilastiriimasi.

iki yonlii t-testi
Gen Ekspresyon Orani Olgu (SMM)  Kontral
0,90 ortalama gen ekspresyon orani 0,79 0,33
0,80 standart sapma 1,47 0,55
0,70 standart hata 0,74 0,19
0,60 Varyans 2,16 0,30
050 Gozlem 4,00 8,00
0,40 Ongoriilen Ortalama Farki 0,00
df 3,00
030 t Stat 0,60
0,20 P(T<=t) tek-uglu 0,30
0,10 t Kritik tek-uglu 2,35
0,00 P(T<=t) iki-uglu 0,59
T KOLHE t Kritik iki-uglu 3,18

Sekil 4.14. SMM olgulart ve tum kontrollerin gen ekspresyon oranlarinin
karsilastiriimasi.

iki yonlii t-testi
Gen Ekspresyon Orani Olgu (MGUS) Kontrol
1,60 ortalama gen ekspresyon orani 1,43 0,33
1,40 standart sapma 331 0,55
120 standart hata 1,35 0,19
Varyans 10,97 0,30
100 Gozlem 600 800
0,80 Ongoriilen Ortalama Farki 0,00
050 df 5,00
040 t Stat 0,80
P(T<=t) tek-uglu 0,23
020 - t Kritik tek-uclu 2,02
0,00 P(T<=t) iki-uglu 0,46
OLGU (MGUS) KONTROL t Kritik iki-uglu 2,57

Sekil 4.15. MGUS olgulari ve tim kontrollerin gen ekspresyon oranlarinin
karsilastiriimasi.

MM hastalari R-ISS evrelerine gore gruplandirilarak evrelere gore gen
ekspresyon oranlari kargilastiriimistir (Sekil 4.16). Evre 3 hasta sayisinin az
olmasi nedeni ile evre 2 ve 3 hastalar ayni grup icerisinde degerlendirilmigtir.
Evre 2 ve 3’'Un ortalama gen ekspresyon orani 2,19 (SD: 8,30), evre 1’in
ortalama gen ekspresyon orani 0,42 (SD:0,58) bulunmustur. Evre 2 ve 3
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hastalarin ortalama LUNAR1 gen ekspresyon oranlarini kontrollerle ve evre 1

hastalarla karsilastirmak amaciyla yapilan t-testi sonucunda gruplar arasinda

kayda deger bir fark goérilmemistir (sirasiyla p= 0,39; p=0,42) (Sekil 4.17).

2,50

2,00

1,00

0,50

0,00

EVRE 2 ve 3

EVRE 1
KONTROL

Gen Ekspresyon Orani

EVRE 1

EVRE2 ve 3 KONTROL

ortalama gen ekspresyon orani  standart sapma standart hata

2,19 8,30 2,07
0,42 0,58 0,41
0,33 0,55 0,19

Sekil 4.16. R-ISS evrelerine gére MM hastalarinin ve kontrollerin gen ekspresyon

oranlari.
iki yonli t-testi iki yonlii t-testi

Evre 2 ve 3 Kontrol Evre2ve 3 Evrel
Ortalama 2,19 0,33 Ortalama 2,19 042
Varyans 68,88 0,30 Varyans 68,88 0,33
Gozlem 16,00 8,00 Gozlem 16,00 2,00
Ongoriilen Ortalama Farki 0,00 Ongoriilen Ortalama Farki 0,00
df 15,00 df 16,00
t Stat 0,89 t Stat 0,83
P(T<=t) tek-uglu 0,19 P(T<=t) tek-uglu 0,21
t Kritik tek-uglu 1,75 t Kritik tek-uglu 1,75
P(T<=t) iki-uglu 0,39 P(T<=t) iki-uglu 0,42
t Kritik iki-uglu 2,13 t Kritik iki-uglu 2,12

Sekil 4.17. Evre 2 ve 3 hastalarin ortalama gen ekspresyon oranlarinin kontrollerle
(sol) ve evre 1 hastalarla (sag) karsilagtiriimasi.
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5. TARTISMA

Son yillarda genomun protein kodlamayan kisimlari ile ilgili yapilan ¢alismalar
IncRNA’larin hem birgok hlcresel ve fizyolojik suregte, hem de basta kanser
olmak Uzere hastaliklarin patogenezinde 6nemli oldugunu ortaya koymustur
(95, 97, 104). LUNARY1, ilk kez Trimarchi ve arkadaslari tarafindan T-ALL
hastalarinda tanimlanmistir. Bu calismada T-ALL hastalarinda Notch ile iliskili
olarak IncRNA LUNARL1 ifadesinin arttigi; bu artisin da IGF1R ifadesinin
artisina neden oldugu gosterilmistir (8). Daha sonra yapilan bir bagka
calismada diffiz buayluk B-hucreli lenfoma hastalarindan elde edilen doku
orneklerinde ve DBBHL hucre serilerinde LUNAR1 ekspresyonunun saglikli
kontrollere gore arttigi gosterilmistir ve artmis LUNAR1 ekspresyonu kotu
prognoz ile iligkilendirilmistir (9). Literatirde MM hastalarinda LUNARL1

ekspresyonunun arastirildigi bir galisma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda 30 yeni tani almis MM, SMM veya MGUS hastasinin
LUNAR1 ifade dizeyleri 8 kontrol ile karsilastiriimistir. Bu karsilastirma
sonucunda c¢alismaya dahil edilen hastalarin ortalama LUNAR1 gen
ekspresyon oraninin, kontrollerin ortalama LUNAR1 gen ekspresyon oranina
g6re daha ylUksek oldugu gorulmustar. t-testi istatistigi ile hasta ve kontroller

arasinda LUNARL1 ekspresyonu agisindan bir fark saptanmamistir (Sekil 4.12).

Plazma hucrelerinde primer ve sekonder genetik degisikliklerin birikimi ile
MGUS’tan SMM ve MM’ye progresyon gorulir (4, 5). Hastaligin farkl
asamalarindan hasta orneklerindeki ortalama LUNAR1 gen ekspresyon orani
kontrol grubu ile karsilastirlmistir. Buna goére MM, SMM ve MGUS
asamalarindan hastalar kontrollerle ayri ayri karsilastirildiginda her bir alt
grubun LUNAR1 gen ekspresyon oraninin kontrollerin LUNAR1 gen
ekspresyon oranindan daha yuksek oldugu gértulmustur. t-testi istatistigi ile
farkh alt tipler ve kontroller arasinda LUNAR1 ekspresyonu acisindan bir fark
saptanmamistir (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15).

Hastalarin  %17’sinde hiperdiploidi goérulmustir. Molekuler sitogenetik
incelemede hastalarin %40’inda 13q kaybi veya monozomi 13, %27’sinde

trizomi 7, %13’Unde t(11;14) yoklugunda IGH yeniden dizenlenmesi,
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%10’'unda t(11;14) tespit edilmigtir. Hastalarin % 33’Unun FISH incelemesi
normaldir. Bu sonuglara gore hastalar, sitogenetik yluksek risk belirteglerini 2
mikroglobulin, alblmin ve LDH dizeyleri ile birlestiren R-ISS evrelerine gore
gruplandiriimistir (38). Buna gore 6zellikle evre 2 ve 3 hastalarin LUNAR1 gen
ekspresyon oraninin, kontroller ve evre 1 hastalarin LUNAR1 gen ekspresyon
oranina gore daha ylUksek oldugu gorulmustur. t-testi istatistigi ile bu gruplar
ve kontroller arasinda LUNAR1 ekspresyonu agisindan bir fark
saptanmamistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17).

Hasta ve kontroller arasinda dikkate deger bir ekspresyon farkinin
bulunmamasi érneklemin kiiglk olmasi ve farkh alt gruplardan hasta sayisinin
yetersiz olmasi ile agiklanabilir. Bu nedenle bu ¢alismanin devaminda ornek

sayisinin artiriimasi hedeflenmisgtir.

LUNAR1, 15g26.3’te yerlesiktir ve Ensembl’da tanimli 9 farkli transkripti
bulunmaktadir (166). Farkh transkriptlerin ortisen dizi bolgeleri alternatif
aylklanmaya bagl olarak cesitlilik gdstermektedir. Buna ek olarak, NCBI-
Gene’de paylasilan transkriptle Ensembl’daki transkriptler arasinda da
farkhliklar bulunmaktadir (167). Bu transkriptlerin ortliisen bdlgeleri ve
kullanilan primer cifti ile iliskisi Sekil 3.2’de gdsterilmistir. Transkriptler
arasindaki farkliliklar ve MM’'de LUNAR1 ekspresyonu igin tanimlanmis sik
gOzlenen transkript bilgisi olmamasi nedeni ile, literatirden kaynakli primer
tasarimi (Trimarchi ve arkadaslar,2014) da dahil olmak Uzere primer
olusturma ve reaksiyonlarin optimizasyonununda zorluklarla karsilasiimistir
(8). Bu nedenle transkriptlerin ¢cogunu hedefleyebilecek primer ciftleri
tasarlanmistir. Ancak, bu primer ciftleri ile de yuksek reaksiyon etkinligi elde
edilememistir (Sekil 4.7). Bu ¢calismada, PCR etkinliklerinde beklenen diizeyin
saglanamamasli ve optimizasyonda yasanan zorluklar bizi gen ekspresyon
oranlarinin hesaplanmasinda reaksiyon etkinliklerini de g6z Onlnde

bulunduran Pfaffl ydontemini kullanmaya yoneltmistir.

LUNARL1 ile ilgili galismalarin ¢ok az sayida olmasi ve ilgili transkriptlerinin iyi
tanimlanmamis olmasi nedeniyle bu genin tim transkriptlerine 6zgu primerler

kullanilarak bu ekspresyon calismasinin gelistirilebilecegi onerilebilir. Farkl
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hiucre tipleri ve hastalik gruplarinda LUNAR1 ekspresyon duzeylerinin

calisiilmasi bu genin iglevi ile ilgili aciklayici olabilir.

NONCODE veri tabanina goére insanda tanimli 172.216 IncRNA bulunmaktadir
(98). IncRNA'larin birgogunun iyi tanimlanmamig olmasi ve her birini ayri ayri
arastirmanin zorlugu g6z onunde bulunduruldugunda bu calismalarin yeni
nesil tekniklerle ¢ok sayida hedef belirlenerek yapilmasi daha etkin olabilir.
Calismamizda ele alinan multiple myeloma-timoér mikrogevresi etkilesimi

baglaminda ileride daha fazla hedef genin galigilmasi planlanmigtir.

Calismamiz malign plazma hucrelerinde IncRNA LUNAR1 ekspresyonunun
arastinldigi ilk ¢galisma olmasi agisindan énemlidir. LUNAR1 MM iligkisi igin
daha fazla sayida hastada yapilacak calismalar molekuller etyolojinin

aydinlatiimasina katkida bulunacaktir.
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6. SONUCLAR

Calismada degerlendirilen tim hastalarin ortalama gen ekspresyon
orani 1,59 (SD: 6,19); kontrollerin ise 0,33 (SD: 0,55) bulunmustur. t-
testi istatistigi ile hasta ve kontroller arasinda LUNAR1 ekspresyonu
agisindan bir fark saptanmamistir.

MM, SMM ve MGUS olgularinin ortalama gen ekspresyon oranlari
sirasiyla 1,80 (SD: 7,42), 0,79 (SD: 1,47) ve 1,43 (SD: 3,31)
bulunmusgtur. t-testi istatistigi ile farkh alt tipler ve kontroller arasinda
LUNARL1 ekspresyonu agisindan bir fark saptanmamistir.

Hastalar R-ISS evrelerine gore gruplandirildiginda Evre 2 ve 3’Un
ortalama gen ekspresyon orani 2,19 (SD: 8,30), evre 1’in ortalama gen
ekspresyon orani 0,42 (SD:0,58) bulunmustur. t-testi istatistigi ile
evreler birbirleri ve kontroller ile karsilastirildiginda gruplar arasinda
fark bulunmamistir.

LUNARL1 transkriptlerinin ¢ok iyi tanimlanmamis olmasi nedeni ile
yontemin optimizasyonunda yasanan gugclukler LUNAR1 oOzelinde
protein kodlamayan RNA'larin farkli hicre ve hastalik gruplarinda
arastirlmasinin énemini ortaya ¢ikarmigtir. Bu ¢alismanin devaminda
tumor mikrogevresi ve multiple myeloma arasindaki etkilesimde onemli
olabilecek farkli hedef genlere yonelik arastirma planlanmistir.
Calismamiz LUNAR1 ekspresyonunun malign plazma hicrelerinde
arastirildigi ilk gahsmadir. 30 yeni tani almis MM, SMM veya MGUS
hastasinin LUNAR1 ifade duzeyleri 8 kontrol ile real time reverse
transkriptaz yontemi kullanilarak karsilastirilmistir. Ancak yapilan
analizlerde LUNARL1 ekspresyonu artigi ile MM arasinda dikkate deger
bir iligki bulunamamigtir. Multiple myeloma patogenezinde Notch yolagi
aktivasyonunun etkisi dUsunuldaginde, bir Notch hedefi olan
LUNARZ’in hastaliktaki rolini anlamak acisindan daha fazla sayida
hastada ve hucre serilerinde bu IncRNA'nin potansiyel etkisinin

arastiriimasi anlamli olacaktir.
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OZET

Multiple myeloma (MM), post-germinal B hucre kdkenli plazma hacrelerinin
malignitesidir. ikinci en sik hematolojik malignite olan MM’de tiimorogenez
birbirini izleyen genetik ve epigenetik olaylar (IGH translokasyonlari,
hiperdiploidi, kopya sayisi degigiklikleri, DNA hipometilasyonu gibi) ve tumor

mikro-gevresindeki degisiklikler sayesinde gergeklesir.

Yapilan calismalar multiple myeloma progresyonunda plazma hicrelerinin
kemik nigse yerlesmesi ve tumor mikro-gcevre degisikliklerinin  dnemini
gOstermigstir. Bu suregte adezyon, invazyon, anjiogenez, ilag direnci, immune
sistemden kacgis ve kemik rezorpsiyonu gibi tumor iligkili agamalarda Notch

yolagi aktivasyonunun etkisi gosterilmigtir.

LUNAR1 yakin zamanda T-ALL hastalarinda tanimlanan, Notch-iligkili bir long
non-coding RNA’dir. Daha sonra yapilan bir baska calismada diffliz buyuk B-
hacreli lenfoma hastalarinda da LUNAR1 ekspresyonunun arttigi

gOsterilmigtir.

MM progresyonunda Notch yolagi aktivasyonunun o6nemi g6z onunde
bulunduruldugunda, LUNAR1 ekspresyon duzeyinin artmis olmasinin MM
takibi ve prognozu agisindan énemli bir belirte¢ olabilecegi dustinulmustir. Bu
¢alismada 30 adet yeni tant MM, SMM ve MGUS hastasinda 8

kontrole gére LUNARL1 ekspresyonunun farki arastiriimistir.

Arastirma sonucunda her Ug alt tipte LUNAR1 ekspresyonun kontrollere gore
artmis oldugu goralmastur. Ancak bu sonucg istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Plazma hucre neoplazilerinde LUNAR1 ekspresyonunun

belirlenmesi i¢in daha ¢ok sayida hasta ile galismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
Anahtar Kelimeler

” o«

“Multiple myeloma”, “long non-coding RNA”, “LUNARL1”, “timor mikrogevresi”
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SUMMARY

Multiple myeloma (MM) is a malignancy of plasma cells derived from the
transformation of post-germinal-center B cells. It is the second common
hematological malignancy and results from consecutive genetic events -
including IGH translocations, hyperdiploidy, copy number abnormalities and

DNA hypomethylation- and changes in tumor microenvironment.

Several studies showed that tumor microenvironment changes and migration
of tumor cells to bone niche are important for the progression of MM. It is also
revealed that Notch pathway activation is a key player for carcinogenic events
such as adhesion, invasion, angiogenesis, drug resistance, bone resorption

and immune escape.

LUNARL1 is a Notch-pathway-related IncRNA which is recently identified in T-
ALL patients. In this study, Notch activation increased the expression of
LUNAR1 which enhanced IGR1R expression in both tumor cell lines and in
vivo patient samples. Yet another study showed an increase in the expression

of LUNAR1 in diffuse large B cell lymphoma patients.

We suggested that increased LUNAR1 expression may be indicative for MM
prognosis, considering the role of Notch pathway in the disease progression.
In this study, LUNAR1 expression of 30 newly diagnosed MM, SMM or MGUS

patients were investigated compared to 8 healthy controls.

All three subtypes of patients showed increased INCRNA LUNAR1 expression
compared to healthy controls. However, these results were not statistically
significant. Further studies, with a larger sample size, are needed to determine

the levels of LUNARL1 expression definitively in plasma cell neoplasia.
Key Words

“‘Multiple myeloma”, “long non-coding RNA”, “LUNAR1”, “tumor

microenvironment”, “Notch pathway”
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