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OZET

OTOLOG NAKIL YAPILAN MULTIiPL MYELOMALI HASTALARDA GLUT-1
DUZEYININ LOKOSIT, TROMBOSIT, ERITROSIT ENGRAFMAN SURESINE
ETKIiSi

Akkaya E. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre
ve Rejeneratif Tip Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Bu tez calismasinda otolog nakil yapilan multipl myelomali hastalarin GLUT-1
diizeylerinin, nakilden sonra 16kosit, trombosit, eritrosit engrafman siirelerine olan etkisini

gbzlemlemek amaglanmaktadir.

Calisma i¢in Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay alindi. Toplam 51 kok hiicre iiriiniinde ayristirma
yapildi. Kok hiicre iiriiniindeki GLUT-1 diizeyleri ELISA testi ile belirlendi. Tiim bilgiler

SPSS for Windows versiyon 19.0 modiiliine girilerek istatistiksel analiz yapildi.

Notrofil yamalanmasi siiresi ile GLUT-1 seviyesi arasinda pozitif yonde (p:0,004) iliski
bulundu. Trombosit yamalanma siiresi ile GLUT-1 seviyesi arasinda korelasyon tespit
edilmedi. Eritrositlerle ilgili herhangi bir engrafman tanimi bulunamadigi igin eritrositlerin
GLUT-1 ile iliskisi degerlendirilemedi.

Anahtar Kelimeler: GLUT-1, Engrafman, ELISA.



ABSTRACT

THE EFFECT OF GLUT-1 LEVELS ON LEUKOCYTE, THROMBOCYTE,
ERYTHROCYTE ENGRAFTMEN IN MYELOMA PATIENTS AT AUTOLOGOUS
STEM CELL TRANSPLANTATION

Akkaya E. Aydin Adnan Menderes University Graduate School of Health Sciences
Stem Cell and Regenerative Medicine, Aydin, 2018.

We aimed to evalute the effect of serum GLUT-1 levels leukocyte, thrombocyte, erythrocyte

engrafment in myeloma patients during autologous stem cell transplantation.

The fifty one sample were included to the study. Adnan Menderes University Non-
Interventional Ethical Comission approved the study. GLUT-1 levels at autologous stem cell
harvest of patients with myeloma were determined by sandwich-ELISA procedure. The

results were analysed with SPSS for Windows version 19.0 module.

Neutrophil and platelet engrafment ocurred 15.6th and 18.6th day of autologous stem cell
transplantation, respectively.There was a positive correlation between GLUT-1 level and
neutrophil engrafment (p:0,004) and no correlation with thrombocyte engrafment. The
association of erythrocytes with GLUT-1 could not be assessed because of the definition of
an engraftment associated with erythrocytes.

Key words: GLUT-1, Engrafment, ELISA.



1. GIRIS

Glukoz tasiyict protein 1 (GLUT-1), kétiiciil hiicrelerde fazla oranda ifadelenen ve

hiicre gogalmasinda goérev alan bir proteindir.

Otolog (kendinden olan) kok hiicre nakli, kisinin kendi kok hiicrelerinin toplanarak

dondurulup saklanmasi ve kemoterapi uygulamasindan sonra kisiye geri verilmesi iglemidir.

Engrafman (yamalanma), ise nakil sonrasinda lenfohematopoietik hiicrelerinin

alicida yerlesmesi ve yeni kan hiicrelerinin olugmasidir.

Glikoz tastyict protein ailesi liyelerinden biri olan GLUT-1, eritrositlerde en yiiksek
seviyede ifade edilen proteindir. insanlarda SLC2A1 geni tarafindan kodlanir ve glikozun

memeli hiicrelerinin plazma membranlarindan tasinmasini kolaylastirir.

Glikoz tasiyici protein ailesi iiyeleri ile ilgili daha Once yapilan bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin birinde GLUT-1’in meme kanseri ile iligskisi ortaya
konmustur. Yapilan baska bir ¢alismada ise multipl myelomada glikoz tasiyici protein ailesi
tiyelerinden olan GLUT-4, GLUT-8, GLUT-11’e yonelik terapiler arastirilmistir. Tiim bu
calismalar glikoz tasiyic1 protein ailesi iiyelerinin insandaki kanser tiirleri lizerine etkisi

oldugunu diisiindiirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda GLUT-1 in malign hastaliklarda ifade edilmesinden yola ¢ikarak
otolog nakil yapilan hastalarin GLUT-1 diizeylerinin, nakilden sonra 16kosit, trombosit,

eritrosit engrafman siirelerine olan etkisini gozlemlemek amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Myelom ve Tarih¢esine Kisa Bir Bakis

Multipl myelom beyaz kan hiicresi olan plazma hiicrelerinde baslayan bir kanser
tiriidiir. Normalde kemik iliginde bulunan hiicreler olan plazma hiicrelerinden kaynaklanan

bir kemik iligi kanseri tipidir.

Plazma hiicreleri bagisiklik sisteminizin bir parcasidir ve enfeksiyonla savasmak i¢in
antikorlar iretirler. Myelomda ise normal plazma hiicreleri yerini anornal plazma
hiicrelerine birakir ve bu anormal plazma hiicreleri “paraprotein” olarak bilinen ve faydali

bir islevi olmayan tek bir antikor tipi iiretir.

Myelom’da plazma hiicrelerinin DNA’s1 hasarlanarak malign veya kanserli hale
gelmelerine yol agar. Bu anormal plazma hiicreleri myelom hiicreleri olarak bilinir ve
myelom bir kitle veya tiimor halinde bulunmaz. Bunun yerine, myelom hiicreleri kemik iligi
icinde normal olarak béliinmeye ve ¢ogalmaya devam ederler. Myelom, kemik iliginin
yetiskinlerde normal olarak aktif oldugu bolgeleri, yani omurga, kafatasi, pelvis (legen
kemigi), gogiis kafesi, omuzlar ve kalgalar ¢evresindeki alanlar1 tutar ve bu yiizden multipl

myelom olarak adlandirilir (multipl = ¢oklu, birden ¢ok).

Multipl myelomun farkli tipleri ve alt tipleri vardir. Bunlar, myelom hiicreleri
tarafindan iiretilen immiinglobulin yani protein tipine baglidir. Her bir immiinglobulin iki

agir zincirden ve iki hafif zincirden olugmaktadir.
Agir protein zincirleri G, A, D, E, M olmak iizere bes ¢esittir.

Hafif zincirler ise hafif zincir, kappa (k) ve lambda (A) olmak iizere iki gesittir.
Multipl myelomun tiplendirilmesi hem agir hem de hafif zincirleri tanimlamaktadir (Tiirk

Hematoloji Dernegi’nin web sitesinden ulasilabilir).

Ilk myelom olgu tanimlamalar1 “mollities and fragilitas ossium” (yumusak ve
kirtlgan kemikler) olarak bildirilmistir. Belgelere gecen ilk hasta 1845°te Londra’da Dr.
William Macintyre tarafindan teshis edilmistir. Dr. William Macintyre hastada olagan dis1
bir idrar sorunu kesfetmis ve Dr. Henry Bence Jones ise hastanin idrarinda bulunan yabanci

proteini arastirmaya baslamistir. Kaynatildiginda ¢6ziinen ancak sogutuldugunda yeniden



¢oken bir idrar proteini Dr. Henry Bence Jones’un dikkatini ¢ekmistir ve bunlara “Bence
Jones” hafif zincirleri adi verilmistir. Bu arastirmaya dair sonucglar ise 1848’te

yayimlanmistir (Kyle, 1991; 1996).

2.1.1. Epidemiyoloji

Multipl myelom biitiin hematolojik kanserlerin %10-15"ini olustururken, biitiin

kanserlerin %1’ini olusturmaktadir.

Amerikan Kanser Dernegi’nin 2010 verilerine gore diinya genelinde yaklagik
230.000 kisi myelom ile yagamaktadir. Bu insidans, iilkeden iilkeye degisir. En diisiik rakam
Cin’de < 1/100.000 iken sanayilesmis ¢ogu bati iilkesinde yaklasik 4/100.000’e kadar
cikmaktadir.

Cografik olarak gortilme siklig1 farkliliklar gosterir. En yiiksek insidans Avusturalya,
Yeni Zelanda, Avrupa ve Kuzey Amerika’da iken en diisiik insidans Japon veya Cin kokenli

Amerika’lilara aittir (Coleman ve ark, 2008).

40 yasinda multipl myelom tanisi alan hasta oran1 %2’dir ve hastalarin %60’ma 60

yas lizerinde konmaktadir (Morgan ve ark, 2002).

2.1.2. Etiyoloji

Multipl myelomun etiyolojisinde bir¢ok farkli alt baglik siralamak miimkiin olsa da

yapilan calismalarin az olmasi sebebiyle etiyolojisi heniiz net olarak anlagilamamustir.

2.1.2.1. Sigara ve alkol

Sigara ve multipl myelom iligkisini arastiran ¢ok sayida ¢alisma yayinlanmis ve
sonugta multipl myelom ile sigara arasinda iliski oldugu kanisina varilmistir fakat alkol alimi

ile multipl myelom arasinda bir iliski bulunamamistir (Tavani ve ark, 1997).

2.1.2.2. Diyet ve obezite

Yiiksek sebze ve meyve igeren diyetlerin multipl myelom gelisiminde koruyucu
oldugu soylenebilir. Obezitenin MM ile iliskisi konusunda geliskili sonuglar bulunmakla

beraber heniiz bu konuda kesin bir hiikkiim verilmemistir.



2.1.2.3. Hormonal faktorler

Multipl myelom erkeklerde kadinlardan daha fazla goriildigi igin hormonal
faktorlerin MM etiyolojisinde rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir fakat myelom ile hormon

faktorleri arasinda bir iliski kurulamamustir.

2.1.2.4. Cevre ve meslek

Cevresel veya isle ilgili olarak maruz kalinan toksik kimyasallar ile MM arasinda
pozitif bir iliski oldugu yapilan calismalarla netlik kazanmistir. Ornegin; Isvecli 140,208
erkek ciftgide yapilan bir ¢alismada MM insidansinda belirgin artis saptanmistir (Kristensen
ve ark, 1996).

2.1.2.5. Iyonize radyasyon

Genel olarak literatiire bakacak olursak MM ile iyonize radyasyon arasinda bir iliski
oldugu goriilmektedir. Ornegin; ikinci diinya savasinda atom bombasi sonrasi kurtulan
Japonlarda, yiiksek doz radyoterapi alan kisilerde ve radyasyona maruz kalan meslek

gruplarinda MM insidansinin yiiksek oldugu saptanmistir (Lewis EB, 1963).

2.1.2.6. Aile dykiisii ve genetik

Genetik olarak t (11; 14), t(14; 18), t(8; 14); 13q del kaynakli olan multipl myelom
ile ilgili baz1 ¢aligmalarda ailede multipl myelom Oykiisii olan kisilerde risk artis1 olduguna
dair bulgular bulunmakta iken ¢esitli irklarda yapilan degisik calismalarda farkli sonuglar da
bildirilmistir (Hemminki ve ark, 2004).

2.1.3. Patogenez

Myelom plazma hiicreleri germinal merkez veya post germinal merkez kaynakli
hiicrelerdir (Raab ve ark, 2009). Myelom plazma hiicreleri ig¢in en énemli biiyiime faktorii
ve antiapoptotik faktor interlokin-6’dir (Roodman ve ark, 2009). Birgok myelom hiicresi
CD56, very late antijen 4-5 (VLA 4-5) gibi adhezyon molekiilleri de eksprese eder (Fauci ve
ark, 2008; Raab ve ark, 2009).

Multipl myelom patogenezinde Cyclin-D ekpresyonunda artma, P16 ve P15

hipermutasyonu, Ras onkegen mutasyonu, P53 kaybi, C-myc over ekspresyonu gibi hiicre



siklus regiilasyon degisiklikleri yaninda kemik iligi mikrogevre iliskileri de rol

oynamaktadir (Raab ve ark, 2009).

2.1.4. Klinik Bulgular
Myelom bir¢ok klinik bulguya sahip bir hastaliktir. En sik goriilen belirtileri

arasinda;

v Kemik ve eklem agrist,

v" Anemi, sedimantasyon yiiksekligi,

v Patolojik kiriklar,

v" Spinal kord kompresyonu,

v/ Notropeni ve immiin yetmezligin tetikledigi enfeksiyonlar,

v Norolojik semptomlar (hipervizkosite),

v" Renal (myelom bobregi) yetmezlik bulunmaktadir.

2.1.5. Tam Kiriterleri

Uluslararas1 Myelom Calisma Grubu verilerine gore multipl myelomda tan1 kriterleri

ve bu kriterlere dair tantmlamalar Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Tani kriterleri ve bulgular

Monoklonal Protein Serum ve/veya idrarda M protein bulunmasi

Kemik iligi Bulgular % 60 veya iizeri klonal plazma hiicreleri

Laktik Dehidrogenaz Serum laktikdehidrogenaz (LDH) diizeyinin yiiksek olmast

Anemi Hemoglobin degeri> 20g / L Veya hemoglobin degeri <100 g/ L

Bobrek Yetersizligi Kreatinin klerensi <40 mL / dakika veya serum kreatinin> 177 mol / L (>
2mg / dL)

Hiperkalsemi Serum kalsiyum> 0.25 mmol / L (> 1mg / dL) veya > 2.75 mmol / L’den
(>11mg/dL)

Kemik Lezyonlar: Iskelet radyografisinde (CT veya PET / CT) bir veya daha fazla osteolitik
lezyon

Beta2 Mikroglobulin Timor yiikii ve bobrek yetersizligi ile dogrudan iliskili

immunfenotipik Ozellikler |CD 38+ ve CD 138+




2.1.6. Evreleme ve Prognostik Faktorler

Myelom hastalarinda sagkalim oranlar1 degiskenlik gostermektedir. Bu degiskenlik
hem myelom hiicre biyolojisinden hem da hastaya ait c¢esitli faktorlerden
kaynaklanmaktadir. 1975 yilinda Durie ve Salmon tarafindan ortaya konulan evreleme
sistemi uzun siire en sik kullanilan evreleme sistemi olmustur (Tablo 2). Bu sistem
monoklonal proteinin tipi ve diizeyi, hemoglobin, kalsiyum diizeyi ve kemik lezyonlarinin
sayis1 dikkate alinarak olusturulmustur (Durie ve Salmon, 1975). Modern tedaviye gecilmesi
ile beraber bu prognostik belirteclerin gegerliligi azalmistir (Sirohi ve ark, 1999). Bu
nedenle tiim diinyada 17 merkezden daha once tedavi almamis 10.750 myelom hastasina

dayanarak uluslararasi evreleme sistemi gelistirilmistir (Tablo 3) (Durie ve Salmon, 1975).
Tablo 2. Durie-Salmon evreleme sistemi

Evre 1 (Asagidakilerin hepsine sahip olan hastalar)
1. Hemoglobin >10g/dl

2. Serum kalsiyum: normal veya < 12 mg/dI

3. Iskelet grafileri: normal veya tek soliter plazmasitom
4. Diisiik M-komponent iiretim hizi

a. IgG degeri<5 g/dl

b. IgA degeri<3 g/dl

c. Idrarda hafif-zincir <4g/24 saat

Evre 2

Evre I'e de evre I1l'e de uymayan hastalar

Evre 3 (Asagidakilerden herhangi birine sahip olan hastalar)
1. Hemoglobin<8,5g/dl

2. Serum kalsiyum>12mg/dI

3. Yaygin litik kemik lezyonlari

4. Yiiksek M komponent iiretim hizi

a. IgG degeri>7 g/dl

b. IgA degeri>5 g/dl

c. Idrarda hafif zincir >12g/24 saat
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Sekil 1. Revize edilmis Uluslararast Evreleme Sistemi (R-ISS) ve tedavi tipine gore genel

sagkalim (Palumbo ve ark, 2015)
(A) Transplantasyon yapilmayanlarda genel sagkalim
(B) Transplantasyon temelli tedavilerde genel sagkalim
(C) Immiinmodiilator temelli tedavi rejimlerinde genel sagkalim

(D) Proteozom inhibitdr temelli tedavi rejimlerinde genel sagkalim

2.1.7. Tedavi ve Yanit

Multipl myelomun tedavi tarihgesi asagida verilmistir.

» 1844- Multipl myelomun tanimlanmasi
» 1962- Melfalen ile ilk basarali sonug
» 1962- Melfalan ve prednizolon birlikte daha iyi sonug

» 1964- Siklofosfamid ile benzer sonuglar



» 1976-1992 -Kemoterapi ajanlar1 kombinasyonlari

> 1982- Ik ikiz kardesten transplantasyon

> 1984- Ik VAD tedavisi

» 1990- Myeloablasyon +otolog / allojenik kok hiicre transplantasyonu
> 1990- Pamidronat ve zolandronat ile destek tedavi

» 2000- Cift transplantasyon

» 2002- Bortezomib ile ilk bildiri (Kyle, 1991; 1996).

2.1.8. Tedavi Secenekleri
» Kemoterapi
» Transplantasyon esliginde yiiksek doz tedavi
» Radyoterapi
> Idame tedavisi
» Destek tedavisi
e Eritropoietin,
e Bifosfonatlar,
e Antibiyotikler
e Agri tedavisi
e Biiyiime faktorleri
e Egzersiz
e Acil tedavi
> Ilaca direngli ya da refrakter hastaligin tedavisi
» Yeni ve gelismekte olan tedaviler
e Talidomid ve lenalidomid

¢ Bortezomid ve calisma agamasinda olan yeni nesil proteasome inhibitdrleri



¢ Adriyamisin inflizyonunun yerine doxil- trisenox ve ¢aligma asamasinda olan ZIO-

101 Mini allo transplantasyon

e Calisma asamasinda olan ve IL-6 ile VEGF’1 hedef alan ajanlar.

Yeni tan1 multipl myelom hastalarinda tedavi asamasinda 6nemli bir unsur, hastanin
otolog kok hiicre nakli aday1 olup olmadiginin tespit edilmesidir. Multipl myelomlu geng
hastalarda standart tedavi olarak yiiksek doz kemoterapi ve otolog kok hiicre nakli
uygulanmaktadir. Otolog kok hiicre nakli ile tam remisyon orani1 artmakta ve progresyonsuz
ve tim sagkalimi uzamaktadir. 65 yasimi gegmemis hastalar icin “Geng hasta” terimi
kullanilmaktadir ve bu hastalarda performans durumu uygun ve organ fonksiyonlar1 yeterli
hastalara da otolog kok hiicre nakli yapilabilmektedir. Tan1 aninda performans ve organ
fonksiyonlar1 kok hiicre nakli igin uygun olmayan hastalarin bazilarinda birka¢ kiir
kemoterapi sonrast durumlarinin diizelip, nakil yapilabilecek duruma gelmesi muhtemeldir.
Son yillarda multipl myelom ile ilgili yeni ilaglarin transplantasyonun gerekliligini ortadan
kaldirip kaldirmadig1 hakkinda tartismalar ortaya ¢ikmistir fakat bu konuda yayinlanmis ve
yayinlanacak bazi faz III ¢alismalarinda, yiiksek doz melfalan ve otolog kok hiicre naklinin

istlinliigli hala korudugu goriilmektedir (Ludwig ve ark, 2010).

Myelomda tedaviye yanitin degerlendirilmesi oldukca karmasik bir siirecten
geemistir. Farkli gruplarin degisik kriterlere dayali yanit kriterleri 6zellikle klinik
aragtirmalarin degerlendirmesini zora sokmustur. Baslangigta genellikle dort farkli grubun

olusturdugu yanit kriterleri kullanilmistir;

» Chronic Leukemia-Myeloma Task Force (CLMTF),

» Soutwest Oncology Group (SWOG) (Alexanian ve ark, 1972),

» Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) (Oken ve ark, 1996)

» Autologus Blood and Marrow Transplant Registry and International Bone Marrow

Transplant Registry (IBMTR/ ABMTR) (Blade ve ark, 1998).

2006 senesinde Uluslararast Myelom Calisma Grubu’nun olusturdugu International
Response Critera (IRC), onceki tanimlamalara ek olarak serbest hafif zincir dlglimleri ile
miikemmel tam yanit (MTY) ve Intergroupe Francais du Myeloma (IFM)’nin ¢ok iyi kismi

yanit kriterlerini (CIKY) de ekleyerek yamit tanimlamalarini daha net hale getirmistir.



Miikemmel Tam Yanit (mTY); Tam yanit kriterlerine ek olarak;

» Normal serbest hafif zincir orani
» Kemik iliginde immiinhistokimya veya immiinofloresan yontemi ile klonal
hiicrelerin yoklugunun gdésterilmesi

Tam Yanit (TY);

» Serumda ve idrarda immiinfiksasyon negatif
» Kemik iliginde plazma hiicreleri %5
» Yumusak doku plazmositomlari1 yok
Cok lyi Kismi Yanit (CIKY);
» Serum ve idrar M proteini elektroforezde yok ancak immiinofiksasyonda
saptanabiliyor
» Serum M proteininde %90 veya daha fazla azalma ve idrar M proteinin < 100
mg/24 saat olmasi
Kismi Yant (KY);
» Serum M proteininde %50 azalma ve 24 saatlik idrar M proteinin % 90 azalmasi
veya 200 mg/24 saat altina inmesi

» Serum veya idrar M proteinleri ol¢lilemiyorsa, M protein kriteri yerine serbest hafif

zincirleri arasindaki farkta %50 azalma olmasi

» Serum veya idrar M proteinleri Ol¢iilemiyorsa ve serum hafif zincirde

oOlgiilemiyorsa

» M protein yerine bazal kemik iligi plazma hiicresi oraninin en az %30 olmas1 kaydi

ile plazma hiicre oraninda %50 azalma olmas1

» Baslangicta varsa yumusak doku plazmositomlarinda %50 azalma (Sirohi ve ark,
1999; Davies ve ark, 2001).
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2.2. Otolog Kok Hiicre Nakli

65 yasin altinda veya performans durumu iyi olan 65 yas iizerindeki hastalarda
indiiksiyon tedavisi sonrasi i¢in standart tedavi olarak otolog kok hiicre destekli yiiksek doz
melfalan tedavisi Onerilmektedir. Son 10 yil iginde transplanta uygun olan hastalarin
indiiksiyon tedavisinde 6nemli degisiklikler olmustur. immiinmodiilatuvar ilaglarm (IMiDs)
ve bortezomibin kullanima girmesinden once en sik kullanilan yaklasimlar tek ajan
deksametazon ve Vinkristin Adriamisin Deksametazon iken sonrasinda yapilan ¢alismalarla
Immiinmodiilatuvar ilaglar ve bortezomib kombinasyonlariin daha yiiksek yanit oranlar1 ve

progresyonsuz sagkalim siireleri ortaya koydugu goriilmustiir (Ludwig ve ark, 2010).

Otolog kok hiicre nakli tam yanit oranlarin1 artirmakta ve myelomda medyan tiim

sagkalimi 12 ay uzatmaktadir (Attal ve ark, 1996; Kumar ve ark, 2003).

Immiinmodiilatuvar ilaglar ve bortezomib iceren indiiksiyon tedavileri sayesinde
yeni tan1 myelom hastalarinda daha 6nce 6ngoriilemeyen ¢ok iyi kismi yanit veya daha iyi
yanit oranlari elde edilmistir ve yiiksek doz melfalan yanit oranlarinda artan bir iyilesme
saglamaya devam etmektedir (Kumar ve ark, 2009).

Otolog periferik kok hiicre nakli i¢in kullanilacak hiicreler periferik kandan toplanir
ve dondurulur. Dondurulduktan sonra nakil ig¢in kullanilir. Bu isleme kok hiicre
mobilizasyonu denir. Mobilizasyon i¢in graniilosit-stimiile edici faktér (G-CSF) yontemi
siklikla kullamlir. Toplama islemine ancak periferik kanda 16kosit miktari en az 1,0 x 10° /L
oldugu zaman baglanabilmektedir ve toplanan kok hiicrelerin dondurularak saklanmasi
gerekir. Nakil islemi en ge¢ 72 saat i¢cinde yapilacaksa kok hiicreler +4°C de saklanabilir
fakat nakil daha ge¢ bir zamanda yapilacaksa kok hiicrelerin dondurularak saklanmasi
gerekir. Boylece dondurulmus hiicrelerin uzun yillar boyunca canlilik 6zelliklerini
yitirmeden saklanabilmeleri saglanmaktadir. Otolog nakil aday1 hastanin nakil 6ncesi tiim
hazirliklart tamamlandiktan ve melfalandan bir giin sonra kok hiicreler hastaya verilir.
Dondurulmus kok hiicreler hastaya verilmeden dnce benmari cihazinda eritilir ve vendz
katater araciligiyla hastaya verilir. Infiizyon 45 dakika ile 1 saat arasinda tamamlanir

(Cagirgan, 2005).
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2.3.GLUT1

Kolaylastirilmis Glukoz Tasiyicilart  (GLUT) diyeleri, memeli hiicrelerinde
metabolizma i¢in gerekli glukozun ekstraseliiler ve intraseliller kompartmanlar arasinda

hareketini diizenleyen membran proteinleridir (Medina ve Owen, 2002).
Insanlarda 14 farkl1 GLUT iiyesi oldugu bildirilmistir (Augustin, 2010).

GLUT ailesi proteinleri, karakteristik elementlerine ve sekans benzerliklerine gore

ti¢ alt sinifa ayrilmistir. Bunlar;

Smf I : GLUT-1, GLUT-2, GLUT-3, GLUT-4, GLUT-14 Sif Il: GLUT-5, GLUT-7,
GLUT-9, GLUT-11

Sif III: GLUT-6, GLUT-8, GLUT-10, GLUT-12, GLUT-13 ‘tiir (Joost ve Thorens,
2001; Joost ve ark, 2002).

GLUT-1; eritrositlerde, beyinde, bdobrekte, kolonda ve plasentada bulunur.
Insiilinden bagimsiz ¢alisan glukoz tasiyicisidir ve beyine glukoz tasnmasimi saglar

(Ibberson, 2002).
Insanlarda SLC2A1 geni tarafindan kodlanir (Mueckler ve ark, 1985).

Eritrositlerin glukoz tasiyicis1 (GLUT-1,), 12 hidrofobik segmente sahiptir. GLUT-
1’in ayrintili yapis1 heniiz bilinmemektedir, ancak, bir olas1 model ¢esitli sarmallarinin yan

yana dizilerek bir transmembran {irettigini gostermektedir.

GLUT-1’in hiicre membranlarinda ekspresyon seviyeleri azaltilmis glikoz seviyeleri

ile arttirilir ve artan glikoz seviyeleri ile azalir.

Yetiskinlerde en yiiksek seviyede ifade edildigi yerler eritrositler ve kan-beyin
bariyeri gibi bariyer dokularinin endotel hiicreleridir (Uldry ve Thorens, 2004).

GLUT-1 genindeki mutasyonlar, nadir otozomal dominant bir bozukluk olan GLUT-
1 eksikligi veya De Vivo hastaligina sebep olmaktadir. Bu hastalik, kan-beyin bariyeri
boyunca bozulmus glukoz tasinmasindan kaynaklanan bir noroglikopeni tiirii olan disiik

beyin omurilik sivisi glikoz konsantrasyonu ile karakterizedir (Seidner ve ark, 1998).

Glikoz tasiyict protein ailesi iiyeleri ile ilgili daha Once yapilan bir¢ok calisma

12


http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvQmxvb2QlRTIlODAlOTNicmFpbl9iYXJyaWVy
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvQmxvb2QlRTIlODAlOTNicmFpbl9iYXJyaWVy
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvQmxvb2QlRTIlODAlOTNicmFpbl9iYXJyaWVy
http://www.wiki-zero.net/index.php?q=aHR0cHM6Ly9lbi53aWtpcGVkaWEub3JnL3dpa2kvRW5kb3RoZWxpYWw

bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin birinde GLUT-1’in meme kanseri ile iliskisi ortaya
konmustur (Brown ve Wahl, 1993). Yapilan baska bir ¢alismada ise multip] myelomda
glukoz tasiyic1 protein ailesi liyelerinden olan GLUT-4, GLUT-8, GLUT-11’e yonelik
terapiler arastirllmistir (McBrayer ve ark, 2012). Tiim bu ¢alismalar glikoz tasiyict protein

ailesi liyelerinin insandaki kanser tiirleri tizerine etkisi oldugunu diistindiirmektedir.

2.4. ELISA
Enzime bagli immiinosorban testi (ELISA), bir maddeyi tanimlamak i¢in antikorlari

ve renk degisimini kullanan bir testtir.

ELISA kompleks bir teknik olmamasina ragmen bu teknikte bir¢ok degisken kontrol
edilmelidir. Kontrol edilmesi gereken degiskenler;
» Kati faz,
» Yikama islemleri,
» Kullanilan enzim ve substratlarin se¢imi ve etkinligi,
» Reaksiyonlarin sonlandirilma zamanidir.

Kati faz olarak ¢ogunlukla mikrotitrasyon plaklar1 seklinde plastik kullanilmaktadir
(Abbas ve ark, 1997; Hendry ve Hermann, 1984).

ELISA’nin ¢esitli varyantlar1 bulunmaktadir. Bunlar;

» Direkt ELISA

> Indirekt ELISA

» Sandwich ELISA

» Kompetetif ELISA’dir.

Bizim bu calismada kullandigimiz yontem Sandvi¢ ELISA yontemidir. Sandvig
ELISA, ELISA’nin az yaygin bir varyantidir, ancak ornek antijen algilamada oldukg¢a
etkilidir. Sandvi¢ ELISA, iki antikor tabakasi arasindaki antijeni 6lgmektedir. Sandvig
ELISA sistemlerinde yakalama ve tespit antikorlar1 olarak monoklonal veya poliklonal

antikorlar kullanilabilir. Avantaji, numunenin analizden Once saflastirilmasinin

gerekmemesi ve tahlilin ¢ok hassas olmasidir.
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Sandvi¢ ELISA yontemi ;
1. Antikorlar mikrotitre kabinin kuyucuklarinin kat1 fazina immobilize edilir.

2. Sonrasinda antijeni i¢eren Ornek ilave edilir ve antijen-antikor kompleksinin

olusmasi beklenir.
3. Baglanmamuis proteinler yikanarak uzaklastirilir.

4. Enzim isaretli ikinci bir antikor (deteksiyon antikoru), yakalama antikoruna

baglanmis antijene farkli bir epitopundan baglanir.

5. Baglanmayan deteksiyon antikorunun yikama islemi ile uzaklastirilir ve ortama

enzime ait substrat eklenir.

6. Substrat deteksiyon antikoruna bagli enzimle reaksiyona girerek renk

degisimine neden olur.

7. Olusan renk degisimi spektrofotometre ile 6l¢iiliir (Coligan ve ark, 1994).

2.5. Hematopoez

Kan ve kan plazmasinin tiim hiicresel bilesenlerinin {iretilmesine hematopoez denir.
Hematopoez hematopoetik sistem icerisinde gerceklesir. Hematopoetik sistem kemik iligi,

karaciger ve dalak gibi organlar1 ve dokular igerir.
Kan;

> Eritrositler,
» Lokositler,

» Trombositler olmak iizere 3 ana gruba ayrilir.

2.5.1. Eritrositler (Alyuvarlar)

Nukleus (¢ekirdek) igermeyen, hemoglobin ile dolu kan hiicrelerine eritrosit denir.

Eritrositlerin kirmizi renkte olmasi hemoglobinin demir iceriginden kaynaklanir.

Fetal hayatin 3. ayindan 5. ayma kadar eritrosit yapimi dalak ve karacigerin
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gorevidir. Fetal hayatin yarisindan sonra ise esas kan yapict organ olan kemik iligi

tarafindan tretilir ve hayat boyunca kemik iliginde eritrosit iiretimi devam eder.

Eritrositlerin en onemli gorevi yapilarindaki hemoglobin sayesinde oksijen ve

karbondioksiti tagimaktir.

2.5.2. Lokositler (Akyuvarlar)

Organizmayi bakterilere, viriislere, parazitlere ve tiiméorlere karsi savunan, savunma
sistemi elemanlarina 16kosit denir. Pigmentleri olmadigi i¢in 16kositler beyaz kan hiicreleri
yani alyuvar olarak da adlandirilirlar. Lokositler eritrositlerin aksine ¢ekirdekli ve biiytik

yapidadirlar.

Lokositlerin tiretimi kemik iligi, lenf bezleri, dalak, timus, bademcik gibi lenfoid

organlarda gergeklesmektedir.

En 6nemli gorevleri viicuda giren mikroorganizmalari, 6l doku artiklarini, yabanci
partikiilleri ya fagosite ederek ya da iirettikleri antikorlarla ve duyarli lenfositlerle harap

ederek ortadan kaldirmaya galigsmaktir.

Lokositler sitoplazmalarinda graniil olup olmamasina gore; graniilositler ve

agraniilositler olarak iki gruba ayrilir.

Graniilositler; noétrofil, eozinofil ve bazofiller olmak iizere i¢ ¢esit iken

agranulositler; monositler ve lenfositler olmak tizere iki gesittir.

2.5.3. Trombositler (Kan Pulcuklari, Plateletler)

Kan hiicrelerinin en kii¢ligiidiir ve kemik iliginde tretilirler. Trombositler yenilenme
stiresi yaklasik olarak 4 giindiir. En 6nemli gorevleri kanamanin durdurulmasini saglamaktir.
Trombositler yaralanmis damar yapist ile karsilasinca yapilar1 degisime ugrar, ylizeylerinde
isisal ¢ikintilar olusur ve yapiskanlagir. Bunun sonucunda yarali damar bolgesinde bir
araya toplanarak bir tikag olustururlar ve damar duvarindaki deligi kan akimini engellemeden

tikarlar. Ayrica pihtilasma mekanizmasini baslatan tromboplastin enzimini {iretirler.
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2.6. Engrafman
Engrafman (yamalanma), nakil sonrasinda lenfohematopoietik hiicrelerinin alicida

yerlesmesi ve yeni kan hiicrelerinin olugmasidir.

Engrafman saglanmasi, nakil sonrasi erken donemde greft fonksiyonunun

degerlendirilmesi i¢in gostergedir ve asagidaki kriterlerin olugmasi ile gergeklesir:
» Notrofil engrafmani: Parcali nétrofil sayisinin ardisik 3 giin >500/mm? oldugu ilk
gun.
» Trombosit engrafmant: 7 giin trombosit destegi olmadan trombosit sayisinin ardigik

giin >20 000/mm? ve bunu izleyen giinlerde >50 000mm? oldugu ilk giin

Enrgafman siiresi; nakil sonrasi1 7-21 giin arasinda degismektedir. 21 giinii astiginda
“engrafman gecikmesi” 40 ginii astiginda ise ‘“engrafman basarisizlig1’” olarak

degerlendirilir (Ali ve ark, 2002).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta gruplar1 ve Onam Siirecleri

Calisma i¢in Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay alindi. Her hastaya ¢alismaya katilmay1 kabul ettigine

dair bilgilendirilmis goniillii olur formu imzalatildi. Diyabeti ve viicut kitle endeksi > 30

olan hastalar incelemeye alinmadi. 25°i (%49) erkek, 26°s1 (%51) kadin olmak iizere toplam

51 hasta degerlendirildi.

3.2. Kullanilan Kitler, Cihazlar ve Araclar

ELISA testi igin E-EL-H1822 katalog numarali Human GLUT-1 ELISA Kiti

kullanildi. Kit 6zellikleri ve kit icerigi Elabscience ait web sitesinden alinmuistir.

Tablo 3. Kit 6zellikleri

Test tipi

Calisilabilir 6rnek sayisi

Test siiresi

Reaktivite

Algilama Yontemi

Algilama arahg

Duyarhlik

Kuyucuk Basina Gereken Ornek Hacim
Ornek cesitleri

Tablo 4. Kit igerigi

Sandvi¢ ELISA

96

4.5 saat

Insan

Renk olger

0.16 - 10 ng / mL

0,10 ng / mL

100 pL

Serum, plazma ve diger biyolojik sivilar

Ozellikler ve
Madde Miktar Saklama Kosullar:
Micro ELISA Plate (Dismountable) 8 wells x12 strips
Reference Standard 2 vials -20°C, 6 months

Concentrated Biotinylated Detection Ab (100x)

1 vial, 120 pL

Concentrated HRP Conjugate (100x%)

1 vial, 120 pL -20°C(shading light), 6

months
Reference Standard & Sample Diluent 1 vial, 20 mL
Biotinylated Detection Ab Diluent 1 vial, 14 mL 4°C. 6 months
HRP Conjugate Diluent 1 vial, 14 mL '
Concentrated Wash Buffer (25x) 1 vial, 30 mL
Substrate Reagent 1 vial, 10 mL 4°C(shading light)
Stop Solution 1 vial, 10 mL 4°C
Plate Sealer 5 pieces
Product Description 1 copy
Certificate of Analysis 1 copy
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Kullanilan Cihazlar ve Diger Malzemeler

» DAR 800 Absorbance Microplate Reader (ELISA testi igin) (Resim 1)

» Yiiksek hassasiyetli transfer pipeti ve tek kullanimlik pipet uglar1 (ELISA testi igin)
(Resim 2)

> Inkiibatér (ELISA testi icin)

» Distile su (ELISA testi igin)

» Emici kagit (ELISA testi igin)

> Aferez cihazi (Ornek toplamak icin)

> Biyokimya tiipleri (Ornek toplamak igin)

DARS800

Resim 1. DAR 800 Absorbance Microplate Reader (Fotograf Adnan Menderes Universitesi

Uygulama Laboratuvari’ndan alinmistir.)
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Resim 2. Yiiksek hassasiyetli transfer pipeti (Fotograf Adnan Menderes Universitesi

Uygulama Laboratuvari’ndan alinmistir.)

3.3. Yontem

Kok Hiicrelerin Toplanmasi

Bilgilendirilmis goniillii formunu imzalayarak calismaya katilmay: kabul eden
hastalardan aferez kok hiicre toplama yoluyla 6rnekler toplandi. Toplanan érneklerden elde
edilen plazmalar biyokimya tiiplerine aktarildi ve steril kosullarda dondurularak -80

santigrat derecede ELISA testi i¢in saklandi.
Aferez islemi nedir?

Aferezde kan koldaki genis bir damardan ya da bir merkezi venodzkateterden
alinmaktadir. Cevre kanindan kok hiicrelerin toplanabilmesi igin oncelikle kemik iligi
icindeki kok hiicrelerin ¢evre kanina ¢ikmasi gerekmektedir. Bunun igin G-CSF (graniilosit
stimiile edici faktor) isimli bir ila¢ uygulanir. G-CSF hastanede veya ayaktan
uygulanabilmektedir. Ila¢ baslandiktan 4 giin sonra kan saymmi ve kok hiicre sayis1 tayini
yapilarak sonuglar dogrultusunda yeterli kok hiicre toplanabileceginden emin olundugunda
aferez islemi ile kok hiicreler toplanir. Aferez sirasinda kisi herhangi bir agr1 ya da aci

hissetmez ve kan alim1 sonrasi kisa siire iginde giinliikk yasamina geri donebilmektedir.
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ELISA Testi

Bu g¢alismada GLUT-1 testi i¢in Human GLUT-1 (Glucose Transporter 1) ELISA
Kit’i (katalog:E-EL-H1822); yontem olarak ise Sandwich- ELISA yontemi kullanildi.

ELISA Protokolii Elabscience ait web sitesinden alinmustir.

eV
Yop® Sample
po @

Resim 3. ELISA Protokoli

D Her kuyucuga 6rnek ya da standartlardan 100 pL eklendi.

Resim 4. ELISA Protokoli

2) Daha sonra kuyucuklardaki 6rnek ve standartlar dokiildii.

20


http://www.elabscience.com/PDF/Cate61/E-EL-H1822-Elabscience.pdf

Biotin

Resim 5. ELISA Protokolii

3)Her kuyucuga 100 pL Biotinylated Detection Ab eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibe

edildikten sonra aspire edildi ve 3 kez yikama yapildi.

Avidin *’

;?,, -=3

Resim 6. ELISA Protokoli

4) Sonrasinda kuyucaklaral00 uLL HRP Conjugate eklendi. 37°C’de 30 dakika inkiibe

edildikten sonra aspire edildi ve 5 kez yikama islemi yapildi.

Resim 7. ELISA Protokolii
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5)90 uL substrat reaktifi eklendi. 37 °C 15 dakika inkiibe edildi.

Resim 8. ELISA Protokoli

6)50 uL stop solution eklendi.

o Yellow
i Wy

Resim 9. ELISA Protokoli

7)Stop solution eklendikten sonra 6rneklerde renk degisimi gézlendi (Resim1).
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Resim 10. Stop solution eklendikten sonra 6rneklerde olusan renk degisimi

Sonuglar DAR 800 Absorbance Microplate Reader cihazinda optik yogunluk (OD) 450 nm +
2 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lgiildii.

Standart egrinin optik yogunluk degerleri, gercek tahlil performansinin kosullarina
(6rnegin, pipetleme teknigi, yikama teknigi veya sicaklik etkileri) gore degisebileceginden,
her bir test icin standart bir egri olusturmahidir. Tipik standart egri asagidaki gibidir (Sekil

2).

10 4

0D=450 nm

- — - - T - — ——
0.1 1 10 100

Human GLUT1 Concentration(ng/mL)

Sekil 2. GLUT-1¢ ait tipik standart egri (Elabscience ait web sitesinden alinmistir.)
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3.4. Istatistik Analiz
Hastalarin rutin tibbi degerlendirme ve izlem amaclh yapilmis temel laboratuvar

incelemeleri, raporlari hastane otomasyon sisteminden ve hastalarin hastanede kayith
dosyalarindan elde edildi. Tiim bunlardan yola ¢ikilarak hastalara ait tiim veriler SPSS for

Windows versiyon 19.0 modiiliine girilerek istatistiksel analiz yapildi.
SPSS modiiliine girilen veriler;

» Cinsiyet

» Yas

» Boy

> Kilo

» Hastalik alt tipleri

» Kan sekeri diizeyleri
» GLUT-1 diizeyleri
» Engrafman siireleri

» CD34 miktarlari
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4. BULGULAR

Hastalarin tiimiinde viicut kitle endeksi 30’un altindaydi. Bu yiizden 51 hastanin
timii degerlendirilmeye alindi. Hastalarin yas, cinsiyet, boy ve kilo degerleri Tablo 5 ve
6’da gosterildi. 25’1 (%49) erkek, 26’s1 (%51) kadin olmak iizere toplam 51 hasta
degerlendirildi. Yas ortalamasi1 58 £9 (min.32- max.75) yil olarak saptandi.

Tablo 5. Cinsiyet degerleri

Frekans Yiizde (%) Kiimiilatif Yiizde

Erkek 25 49,0 49,0

Kadin 26 51,0 100,0

Total 51 100,0

Tablo 6. Yas, boy, kilo degerleri
Yas Boy Kilo

Gecerli veri (N) 51 51 51
Eksik veri(N) 0 0 0
Ortalama 58,0196 162,4902 73,4510
Standart sapma 9,41380 7,89778 11,04412

Hastalarin 31’inin (%60.8) 1gG kappa, 6’sinin (%11.8) IgA lambda, 6’sinin (%11.8)
kappa hafif zincir, 5’inin (%9.8) IgG lambda, 3’liniin (%5.9) IgA kappa alt tipine sahip
oldugu tespit edildi. (Tablo 7) Olgularin 26’s1 (%51) tam remisyonda; 25’1 (%49) ise ¢ok iyi

kismi yanitta idi.

Tablo 7. Hastalik alt tipleri

Hastalik alt tipi Hasta Sayis1 (N) Yiizde (%)
19G kappa 31 60,8
IgA lambda 6 11,8
Kappa hafif zincir, 6 11,8
IgG lambda 5 9,8
IgA kappa 3 5,9
Total 51 100,0

Kan sekeri ortalamast 105 £12 mg/dl (min. 79- max.135) olarak saptandi. Ortalama
GLUT-1 diizeyi ise 7.3 +£2.3 ng/mL (min. 3.48- max.13.87) idi. Ortalama nétrofil ve
trombosit yamalanma siireleri; nétrofil yamalanma siiresi 15.6 £4.1 (min.8- max.22) giin

olarak saptandi. Trombosit yamalanma siiresi ise 18.6 +5.2 (min.11- max.30) giindii.

GLUT-1 toplanan iiriinde degerlendirildi. Notrofil yamalanmasi siiresi ile GLUT-1
seviyesi arasinda pozitif yonde (p:0,004) iliski bulundu. Bu pozitif yondeki iligki tam yanit ve
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cok iyi kismi yanit gdsteren hastalarda ayri1 ayr1 degerlendirildiginde ¢ok iyi kismi yanith
hastalarda korelasyonun (p:0.0000) daha belirgin oldugu saptandi. Bu durum CD 34
miktarindan bagimsizdi. Trombosit yamalanma siiresi ile GLUT-1 seviyesi arasinda

korelasyon tespit edilmedi (Tablo 8).

Eritrositlerle ilgili herhangi bir engrafman tanimi bulunamadigi icin eritrositlerin

GLUT-1 ile iliskisi tanimlamadh.

Tablo 8. Engrafman siireleri ve GLUT-1 diizeyi arasindaki iliski

Parametre Deger GLUT-1 ile korelasyon
Notrofil engrafmani, giin 15.644.1 Pozitif, p:0.004
Trombosit engrafmani, giin 18.6+5.2 Negatif
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5. TARTISMA

Bu caligmada diyabeti ve viicut kitle endeksi > 30 olan hastalarin incelemeye

alinmamis olmasi sonuglarin etkilenmesini 6nlemistir.

Calismamizda bazi metodolojik kisithiliklar bulunmaktadir. Bunlar 6rnek sayimizin
az olmasi1 ve kontrol grubumuzun bulunmamasidir. Kontrol gruplarinin da i¢inde bulundugu
daha biiyiik hasta popiilasyonu ile yapilacak calismalar ile sonuglar dogrulanmali ve ileri
calismalarla pozitif yonde bulunan iligkilerin ne sekilde gerceklestigine dair ipuglari
arastirilmalidir. Ayrica myelomun farkli alt tiplerine sahip hastalarda ayr1 ayr1 degerlendirme

yapilarak daha spesifik sonuglar elde edilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda GLUT-1’in malign hastaliklarda ifade edilmesinden yola ¢ikarak
otolog nakil yapilan hastalarin GLUT 1 diizeylerinin, nakilden sonra 16kosit, trombosit,

eritrosit engrafman siirelerine olan etkisi arastirilmistir.

Trasnsplantasyon oncesi ¢ok 1yi kismi yanitli myelom hastalarinda GLUT-1 diizeyi
yilksek olmakta ve bu hastalarda transplantasyon sonrast ndtrofil yamalanmasi
gecikmektedir. Buna karsilik tam yanithh myelom hastalarinda ise GLUT-1 diizeyi diisiik
olup transplantasyon sonrasi notrofil yamalanmasi daha erken olmaktadir. Hem tam yanith
hem de ¢ok iyi kismi yanith myelom hastalarinda trombosit yamalanma siiresi ile GLUT-1
diizeyi arasinda ise bir iligki bulunmamaktadir. Bu da GLUT-1 diizeyinin trombosit
yamalanma siiresine pozitif ya da negatif yonde bir etkisinin bulunmadigini géstermektedir.
Eritrositlerle ilgili herhangi bir engrafman tanimi bulunamadigi i¢in eritrositlerin GLUT-1

ile iligkisi tanimlanamamuistir.
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