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ONSOZ

Multiple miyeloma hastalig1r giderek daha fazla goriildiigii diisiiniilen onemli
bir hematolojik kotii huylu hastaliktir. Son yillarda yeni tedavi segenekleri ile tedavi
basarisinda artiglar  saglanmistir.  Ancak bu artiglar  beraberinde venoz
tromboembolizm riskini de getirmistir. Bazi serilerde %20’lere ulasan bu
tromboembolizme yatkinlik yaratan durumlar heniiz tam bilinmemektedir. VTE
yatkinligin1 agiklamaya yonelik yapilan hemostatik sistem incelemeleri de kesin bir
yOnii isaret etmemistir. Hemostatik sistemin, yakin zamanlarda, en ¢ok ilgi toplayan
unsurlarindan birisi dolasimdaki mikropartikiiller ve bunlarin yarattigi prokoagulan
aktivitedir. Prokoagulan MPlerin 16kosit, endotel veya trombosit orijinli olabilecegi
ve kaynagi her ne olursa olsun kardiyovaskiiler ve trombotik hastaliklarda trombus

olusumuna katkisi olabilecegi gdsterilmistir.

Bu calismada tizerinde aktif doku faktorii (TF= Tissue factor) barindiran
mikropartikiil seviyelerinin Multiple Miyelom hastalarinda kan diizeylerini
belirlemek, tedavilerle degisimini irdelemek ve tromboz gelisiminde olasi roliinii
gosterebilmek amaclanmistir. Mikropartikiil Prokoagulan Aktivite Ol¢limiiniin
hastaligin tedavisi siiresince, tedaviye bagl olarak tromboz gelisimi konusunda yol

gosterici bir parametre olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ankara Universitesi Hematoloji Laboratuari sorumlusu Uzm. Dr. Klara Dalva
ve Danmismanim Prof. Dr. Muhit Ozcan’a, Hematoloji Bilim Dali Uzm. Dr. Sinem
Civriz Bozdag’a sonsuz desteklerinden otiirii tesekkiir ederim. Ayrica c¢alisma
asamasinda bana her tiirlii destegi saglayan sevgili calisma arkadaslarim Burcu

Cuhadar, Esin Serbest ve Duygu Sezginer’e en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Multiple Miyelom

Multiple Miyelom neoplastik B lenfositlerin siirekli plazma hiicrelerine
farklilagarak anormal miktarda immiinoglobulin ve Ig parcalar1 sentezlemeleri
sonucu meydana gelen bir hastaliktir. Klinik bulgular degisken olmakla beraber,
tiimor ve monoklonal Ig olusumu, normal plazma hiicrelerinin Ig {iretimlerinin
azalmasina neden olarak hipogamaglobulinemiye yol acar. Aym1 zamanda
bozulmus hematopoiez, osteolitik kemik hastaligi, hiperkalsemi, ve renal

bozukluklarla da kendini gosterir.

Belirtiler tiimor kitle etkileri nedeni ile meydana gelmektedir. Timor
hiicreleri tarafindan dogrudan salinan sitokinler, veya dolayli olarak timor
hiicrelerine adhezyon sonucu konak hiicrelerden (kemik iligi stroma ve kemik
hiicrelerinden), ve miyeloma protein sonucu meydana gelen birikim hastaligi,
Ozellikle AL (amiloid hafif zincir) amiloidoz ve hafif zincir birikim (LCDD)

nedeni ile hastalik kendini gostermektedir.

Miyelom “plazma hiicre diskrazisi” olarak adlandirilan bir takim
bozukluklara neden olur. Bu bozukluklar klinik olarak iyi huylu kosullar
igermektedir. Ornegin, esansiyel monoklonal gamapati, Castelman hastalig1 ve a-
agir zincir hastaligi gibi nadir goriilen ancak biyolojik olarak ilgi cekici
hastaliklar; yumusak dokularda ortaya c¢iktiginda tedavi potansiyeli yliksek tek
basina plazmasitoma; makroglobulinemi ve en c¢ok rastlanilan malinite, plazma
hiicre miyelom, bir yaygin B hiicre malin durumudur. Konvansiyonel doz

kemoterapi ile tedavi edilemez. Tiim bozukluklar, ortak plazma hiicre morfolojik



yapilarini igermekte ve birgogu da Ig molekiillerinin iiretimi ile iliskilidir. Bir¢ok
plazma diskrazisi, tek bir klon hiicrenin yayilimi sonucu monoklonal protein
sekresyonu, oligoklonal ve poliklonal protein bozukluklarinin eslik ettigi bazi
kosullar, 6rnegin Castleman hastali§1 veya anjioimmiinoblastik limfoproliferatif

hastalik gibi, simdi T hiicre lenfoma olarak tanimlanmaktadir.

Miyelom tiim malin durumlarin yaklasik %]1’ini, ve hematolojik tiimorlerin
yaklasik %10 unu olusturmaktadir. Amerika’da en sik goriilen ikinci hematolojik
malin durum olarak gosterilmektedir. 50,000 kisi miyelom nedeni ile tedavi
gormekte ve her yil yaklasik 15,000 kisiye tani konmaktadir. Ortalama yas
yaklasik 65 olmasina ragmen, nadir de olsa miyelom hastaligina yasamin ikinci

10 yilinda da rastlanabilmektedir.

Radyasyona ve kimyasallara maruz kalma durumlarinda miyeloma goriilme
sikliginin arttig1 rapor edilmistir. Atom bombasindan sag kalanlarin plazma hiicre
miyelom hastalifina radyasyona maruz kaldiktan 15-20 yi1l sonra yakalandiklar1
ortaya ¢cikmistir. Diger yandan miyelomayi diger otoimmiin hastaliklar veya belli
basli enfeksiyonlarla iligkilendirmek i¢in yapilan c¢esitli epidemiyolojik
calismalar sonugsuz kalmistir. Insanda miyelom etiyolojisi bilinmemektedir. Aile
kiimelerinde go6zlemlenmis olmasina ragmen genetik bir yayilim oldugunu

sOylemek i¢in goriilme siklig1 oldukea diisiiktiir.

Osteolitik kemik lezyonlar1 ilerlemis miyelomanin en belirgin 6zelligidir.
Hastalarin yaklagik %70-80 kadarinda ortaya c¢ikmaktadir. Osteoblast ve
osteoklast sayis1 ve fonksiyonundaki dengesizlik nedeni ile ortaya c¢ikar. Altta
yatan mekanizmalar Niikleer Faktor kappa B - NF-xB ligand (RANKL) reseptor
aktivasyonu nedeniyle ve Makrofaj Inflamatuar Protein (MIP)-1a/B kemokin ve
Interlokin-3 (IL-3) eksenleriyle osteoklast aktivasyonunu igerir. Stromal hiicreler

tarafindan RANKL ekspresyonu miyelom hiicreleri ile temas durumunda siddetle



artmaktadir, oysa aldaticit reseptorii osteoprotegrin(OPG) syndecan tarafindan
miyelom plazma hiicrelerinin bilinyesine alimi baskilanmakta ve inaktive
edilmektedir. Miyelom hiicrelerinden kdken alan MIP-1a, oncii hiicrelerin direk
olarak osteoklastlara doniismesini ve daha sonra stromal hiicreler tarafindan MIP-
la ile uyarilan RANKL ekspresyonu nedeniyle artmig kemik rezorpsiyonu
meydana gelmesine neden olur. Miyelom hiicreleri tarafindan eksprese edilen ve
salman DKKI1 ve FRZB, WNT sinyalleri ile etkileserek osteoblastlarin

olgunlasmasini engeller ve kemik yikiminin artmasina neden olur.

Bu yolaklarin bazilart RANKL (OPG ve RANK-Fc) yaniltici reseptorlerin
terapOtik olarak uygulanmasi ile hedef alinabilir. SCID-hu (insan) model
sisteminde, bu molekiillerin uygulanmasit osteolitik kemik yikiminin
engellenmesi ve miyelom hiicre biiylimesinin 6nlenmesi ile sonuglanmustir.
Miyelom hiicreleri ve osteoklastlar arasinda giiglii bir bag oldugu ortaya
cikmigtir, 6rnegin miyelom hiicreleri osteoklast olusumunu arttirarak miyelom

hiicrelerinin hayatta kalmasi ve biiylimesi i¢in ortam saglar.

Miyelom biyolojisinin terapdtik olarak iligkili yonii, apoptoza olan
direncidir, bu hipoproliferatif malin durumun artan timér yiikiinde onemli bir
mekanizmasi bulunmaktadir. Bcl-2, Bel-xp ve 6zellikle mcl-1, her biri 6zellikle
miyelom hiicre serilerinde ve klinik izolatlarda ifade edilmekte, mitokondriel
yapt maddelerinin (sitokrom C, SMAC, second mitochondrial activator of
caspases) salindig1 i¢ (intrensik) yolakta fonksiyon gdstererek caspas-9’u aktive
ederek apoptoza neden olmaktadir. Dis (ekstrensik) apoptoz yolagr Timor
Nekroz Faktor (TNF) ailesine ait reseptorleri ve onlarin ligandlari, Fas Ligand ve
TNF baghh apoptoz indiikleyici ligandi (TRAIL) kapsar. Miyelom hiicre
serilerinde ve primer timor izolatlarinda ifade edilen 6liim reseptorleri 4 ve 5
TRAIL’e baglanmak kosulu ile aktive edilebilirler. Bu aksiyon OPG gibi, TRAIL
yaniltict reseptorlerin  ekspresyonu sayesinde bloke edilebilir. OPG’nin

¢ozlinebilir syndecan-1 tarafindan engellenmesi miyelom hiicrelerinin TRAIL



aktivasyonundan korunmasina olanak saglayabilir. Proapoptotik ve antiapoptotik
molekiillerin birbirleriyle iligkili seviyeleri, bir hiicre otonomik durumunda veya
kemik iligi mikrogevre iceriginde rol alirken, potansiyel Oliimciil sinyallerin
sonuclarina karar verebilirler. Tedavinin etkisi tliimor genetik yapisi, sdzde hiicre-
adhezyon ile diizenlenen ila¢ direnci(CAM-DR), ve epigenetik degisikliklerin

terapotik olarak somiiriilmesi ile miimkiindyir.

Miyelom tanis1 konan hastalar anemi belirtileri, kemik agrilari, patolojik
kiriklar, kanamaya yatkinlik ve/veya periferal ndropati gibi sikayetler gosterirler.
Bu belirtiler genellikle tiimor kitle etkileri veya tiimor hiicreleri tarafindan
salinan proteinler, sitokinler veya tlimor hiicre {irlinleri etkisi ile salinan normal

yardimc1 hiicreler nedeni ile meydana gelmektedir.

Genellikle agn sikayeti ile gelen miyelom hastalar1 osteopeni olan bolgede
vertebral kompresyon kiriklart veya daha tipik olarak litik kemik lezyonlarinin
neden oldugu agrilardan sikayet eder. Bu lezyonlar asir1 osteoklast aktivasyonu
sonucu ve osteoblastik aktiviteyi dengeleyici sistemin engellenmesi sonucu
meydana gelir. Lokal agri, omurilige ve sinir koklerine dogru bdolgesel tiimor
biiyiimesi nedeni ile artar. Median sinir kiliflar1 gibi ¢esitli anatomik bolgelerde,
Oornegin amiloide baglh karpal tiinel sendromunda oldugu gibi, amiloid

depolanmast agrili kitle etkilerini tetikleyebilmektedir.

Cesitli siddette anemi miyelom hastalarin yaklasik tigte ikisini etkiler. Fas
ligand, MIP-la ve TRAIL miyelom hiicreleri tarafindan asir1 ekspresyonu
olgunlasmamis eritroblastlarda Oliim sinyallerini tetikler. Bir¢ok hastada,
aneminin derecesine bagli olarak uygun olmayan eritropoietin tepkisi gelismekte,
daha ileri asamalarda kendini karaciger yetmezligi seklinde gostermektedir.
Korlesmis eritropoietin tepkisi, IL-1 ve TNF-3 gibi sitokinlerin asir1 iiretimi ve

artmis serum viskozite seviyeleri ile sonuglanabilir. Kemik iligi stroma tarafindan



asir1 IL-6 iiretimi, normal yardimei hiicreler, ve/veya tiimor hiicreler myelomda
anemiye katkida bulunabilmektedir. Ancak, bu sitokinin olasi tromobopoietik
etkisi nedeniyle, miyelom hastalar1 tipik olarak diger faktorlerin eksikliginde

belirgin trombositopeni gostermezler.

Renal fonksiyon anomalileri, hafif zincir i¢in tiibiiler emme kapasitesinin
yorulmasi ve hafif zincir sagilimlart nedeni ile interstitial (doku arasinda) nefrit
meydana gelir. Ikinci en sik nefropati nedeni ise, hiperkalsiiire ile hiperkalsemi
olusumu, hacimde bosalmaya ve prerenal azotemiye sebep olmasidir. Buna ek
olarak hiperkalsemi renal tiibiillerde kalsiyum birikimine neden olarak, interstitial
nefrite neden olur. Hafif zincir proteiniire ile iliskili AL amiloidoz, genellikle
nefrotik sendrom olarak ortaya ¢ikar, fakat zamanla karaciger yetmezligine dogru
gider. AL amiloidoz, A-hafif zincir olan miyelom hastalarinda, k-hafif zincir
miyelom proteini olan hastalara oranla daha sik goriiliir, 6zellikle, A-hafif zincir
proteini Ig degisken bolgesi A VI hafif zincir alt gurubuna ait olanlarda daha sik
goriiliir. Olasilikla dnemsenmemis, ancak, Ig LCDD sikligi, daha ¢ok « hafif
zincir myelom proteini ile iliskilendirilmis bir hastaliktir. Bu durum aym

zamanda bozulmus glomerular filtrasyona neden olur.

Bobrekte timor hiicre rastlanmasi ¢ok nadir goriinen bir durumdur ve
karaciger biiylimesi olan hastalarda siiphelenilmelidir ancak, karaciger biiylimesi
siklikla AL amiloid nedeniyle meydana gelir. Myelomda renal yetmezligin
patogenezinde karisiklik yaratan faktor non steroidal antiinflamatuar ilaglarin
agr1 kontrolii i¢in siklikla kullanimidir. Metallothionein-1 promotor kontrolii
altinda IL-6 transgenini eksprese eden IL-6 transgenik fare kullanilarak yapilan
caligsmalarda, karacigerde IL-6’nin temelde yiiksek seviyelerde ifade edildigi ve
disproteinemiyi arttirdigi, akut faz yanitin gecikmesine neden olarak, insan
miyelom bobregindeki renal patoloji ile dikkate deger bir benzerlik gosterdigi

bulunmustur.



Ozellikle hizli uygulandigma bifosfonatlarin hastaya verilmesi renal
fonksiyon bozuklugundaki en 6nemli nedendir (6rnegin pamdironat i¢in 2 saatten
az veya zoledronik asit icin 30 dakikadan az). Ozellikle remisyondaki hastalarda
her bifosfonat tedavi dongiisii oncesinde renal fonksiyonlarin gdézlenmesi ve
degerlendirilmesi gerekmektedir. Nadir de olsa, nonspesifik proteiniire renal

yetmezlikten dnce kendini gosterebilmektedir.

Hiicresel bagisiklik fonksiyonlarindaki bozukluklar, miyelomda sik
karsilagilan tekrarlayan enfeksiyonlarin nedenidir. Bu bagisiklik sistemi
bozukluklarinin altinda yatan mekanizmalar net olmamakla beraber,
Transforming Growth Faktér B (TGF-B) ve Fas ligandin, miyelom hiicreleri
tarafindan ifade edildikleri bilinmektedir. Buna ek olarak hastalarin antijene
humoral immiin yanit olusturamadiklar1 ve diisiik poliklonal serum Ig
seviyelerine sahip olduklar1 bilinmektedir. Sonu¢ olarak, miyelom hastalari
siradan bir gekilde spesifik bir antikorla opsonize edilebilmekte, Streptococcus
pnemoniae gibi bakteri enfeksiyonlarmma karsi bile ¢ok savunmasiz

olabilmektedirler.

Norolojik abnormaliteler genellikle bdolgesel tiimor biiylimesi sonucu
omurilige ve kranial (kafatasi) sinirlere basi olusmasi nedeniyle gerceklesir.
Polinoropatiler genellikle perindronal veya perivaskiiler (vasanervorum) amiloid
birikim ile goriilmekle beraber, bazen tam POEMS (polindropati, organomegali,
endokrinopati, monoklonal gamapati ve deri degisimleri) sendromun bir pargasi
olan osteosklerotik miyelom ile de goriilmektedir. Bu hastali§a 6zgli humoral ve

hiicresel mekanizmalari kontrol eden etkenler bilinmemektedir.

Hiperviskozite Miyelom hastalarinin  %10’dan daha azinda goriiliir.

Waldenstrom Makroglobulinemi hastalarinda daha fazla goriilmesine ragmen,



toplumdaki goriilme siklig1 10 kat daha fazla oldugundan hiperviskozite miyelom
olgularinda sik rastlanan bir durum olarak goriilmektedir. Hiperviskozite
semptomlari, dolasim problemleri ile kendini gostererek serebral, pulmoner, renal
ve diger organ bozukluklarina neden olur. Hiperviskozite genellikle kanama ile

iliskilidir.

Klinik semptomlar ile serum viskozitesi arasinda genel bir korelasyon olsa
bile, hastalar arasinda serum Ig seviyeleri ve semptomlar tutarli degildir. Bu
bulgular Ig molekiillerinin her sinifi ve altsinifi arasinda farkli fizikokimyasal
ozellikler tasimasindan kaynaklanmaktadir. IgA’nin  polimer olusturma
potansiyelinin daha fazla olmasi nedeniyle IgA miyelom olan hastalar1 IgG
miyelom hastalarina oranla daha fazla hiperviskozite olmaktadirlar, ve IgA
miyelom hastalarinin neredeyse dortte biri hiperviskozite sendrom belirtileri
tagimaktadir. IgG miyelom hastalar1 arasinda, Ig’lerin IgGs altsinifini ifade

edenler bu sendromu gelistirme olasilig1 en yiiksek gruptur.

Birgok Miyelom hastasi, immunfiksasyon analizi ile tespit edilebilecek
monoklonal Ig salgilarlar. Tiimor hiicreleri tarafindan iiretilen Ig’lerin kendine

0zgl idiotipleri mevcuttur.

Miyelom protein ¢aligmalart M bdlgesini(M-pik) 6l¢mek i¢in serum protein
elektroforezi ve Ig seviyelerini Olgebilmek icin nefelometrik Olglimleri
icermelidir. Idrar protein seviyelerini dlgmek icin 24 saatlik iire biriktirilmeli,
idrar elektroforezi, Bence Jones proteini dl¢limleri yapilmalidir. Ig hafif ve agir
zincir izotip Ol¢iimleri i¢in serum ve idrarin immiinfiksasyonu gerekmektedir.
Miyelom hastalarinin yaklasik %60°1inda 6lgiilebilir monoklonal IgG (genellikle
>3.5g/dL), %20’sinde monoklonal IgA (tipik >2g/dL) ve %?20’sinde sadece

monoklonal Ig hafif zincir vardir. Ancak, fazla hafif zincir proteiniire IgG, IgA



ve Ozellikle IgD miyelom ile eslik edebilir. IgD, IgE ve IgM iireten miyelom

veya birden fazla Ig sinifi iireten miyelom nadirdir.

Poliklonal Ig siniflarinin baskilanmasi semptomatik miyelomda tipiktir.
Diger miyelom izotiplerinin aksine, IgD miyelomlar Ig’lerin daha siklikla x hafif
zincirden ziyade A hafif zincir yapmalarina neden olurlar. Miyelom plazma hiicre
ylizeyinden dokiilen Beta-2-mikroglobulin (B,—m) serum seviyeleri timor
yikiinii yansitir. B, —m serum seviyeleri karaciger yetmezligi durumunda
degisken olarak yiikselir. B,—M seviyeleri viral enfeksiyonlarla ve interferon
tedavisi neticesinde artar. C-reaktif protein serum seviyeleri endojendz IL-6
aktivitesini yansitir ve genellikle hipoalbuminemi durumunda artar c¢iinkii,

hepatositlerdeki albumin iiretimi IL-6 tarafindan baskilanir.

1.1.1. Monoclonal Gammopaty of Undetermined Significance(MGUS)

MGUS kisilerde Multiple Miyelom belirtileri veya Waldenstrom
makroglobulinemi, primer amiloidoz, B-hiicre lenfoma, veya kronik lenfositik
l6semi gibi diger malin hastalik belirtileri olmaksizin monoklonal protein varligi
ile tanimlanir. MGUS hastalar1 serum monoklonal protein konsantrasyonu
desilitrede 3 gramin altinda, kemik iligindeki plazma hiicrelerinden %10 daha az

seyreder ve monoklonal gamapatiye ait herhangi bir klinik bulguya rastlanmaz.
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Hastadan alinan kemik iligi 6rnedi
MGUS (May-Grunwald-Giemsa) ile boyanms,

ok isaretleri plazma hicrelerini gdstermektedir.

Sekil 1.1. MGUS’lu bir hastadan almmis Kemik 1ligi 6rnegi(May-Grunwald-Giemsa boyama). Oklar
plazma hiicrelerini gostermektedir.

MGUS goriilme siklig1 yas, irk, cinsiyete gore degisiklik gosterir. Erkeklerde
kadinlara oranla ve siyahlarda beyazlara oranla daha sik goriiliir. MGUS nedeni
bilinmemektedir. Monoklonal gamapatiler, immiinglobulin genlerin yeniden
diizenlenerek monoklonal protein iiretmeye baslamasi ile karakterizedir. MGUS’lu
hastalarda, plazma hiicre klonu ve ilgili monoklonal konsantrasyon yillarca stabil
kalabilmekte ancak, uzun siireli takiplerde hastalarin 6nemli bir kism1 malin plazma
hiicre  hastaligmma  doniisebilmektedir ~ (Multiple  Miyelom, Waldenstrom
macroglobulinemi, primer amiloidoz, B-hiicre lenfoma, veya kronik lenfositik [6semi
gibi). Bu degisimin sebeplerinin nedeni agiklanamamaktadir.

Cizelge 1.1. MGUS, MM ve diger kosullar i¢in tani kriterleri (veriler
Miyeloma Caligma Grubundan (Myeloam working Group) alinmaistir).

WMGLUS, Multpl Myslom ve Diger durumlar lgmn digonostik krierler
. smaldering Multiple Waldenstrom's  PTimer
Dedgisken MGUS  Mulipls Myeforma  Myeloma  Macroglobulinemi  Amiioidoz
Kamik lIigi Flazma hicresib <10 =10 =10 10} <10
ve velveya velveya ve ve
Dolagimdald monoklonal protein - <3 =3 =3 >3 <3
g/l
Klinik Bulgulr yok yok var var | var §




MGUS genellikle rutin kan testleri sonucu total protein konsantrasyonunun
artmasi sonucu aciga c¢ikar ve takibinde yapilan serum protein elektroforezi
monoklonal artis1 gosterir. Medikal bir problem nedeni ile arastirma yapilirken,
MGUS genellikle hastanin tedavi aradig1 hastaliktan ¢ok alakasiz olarak kazara
kesfedilir. MGUS olan hastalar monklonal gamapatiden asemptomatiktirler,
miyelomu, primer amiloidoz veya Waldenstrom Makroglobulinemiyi isaret
edecek belirtileri- kemik agrisi, anemiye bagli semptomlar, norolojik belirtiler
veya kilo kaybr gibi sikayetleri yoktur. Solgunluk, kemik hassasiyeti, yumusak
doku kitleleri miyelomu oOnerir, oysa hepatosplenomegali, purpura ve O6dem

Waldenstrom Makroglobulineminin karakteristik belirtileridir.

1.1.2. Laboratuar o6zellikleri;

Semptomatik Plazma Hiicreli Miyelom tanis1 bile ¢ogu zaman aylar
stirebilmektedir. Hastalarin travma sonrast veya tekrarlayan enfeksiyonlari
takiben siirekli devam eden sirt/bel agris1 sikayetleri olabilir. Agiklanamayan
hiperproteinemi ve proteiniire, anemi, renal yetmezlik, hipoalbuminemi,
disproteinemi veya eritrosit sedimentasyon hizinda belirgin artis plazma hiicreli
miyelomun laboratuar degerlendirmesinde rol oynar. Semptomatik miyelom
tanisinda, ne minimum serum veya iire M-protein seviyesi ne de minimal klonal

kemik iligi plazmasitoz seviyeleri dahil edilmistir.

Semptomatik hastalikta en kritik unsur ve tedavinin baslatilmasina neden
olan etken; anemi, hiperkalsemi, litik kemik lezyonlari, renal yetmezlik,
hiperviskozite, amiloidoz veya tekrarlayan enfeksiyonlar nedeniyle organ veya

doku bozukluklari/hasari (end organ damage) gelismesidir.

1.1.3. Multiple Miyelom’da kanin koagulasyon mekanizmasi
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Kanser ve vendz tromboembolizm giderek artan gdriilme orani son yiiz yildir
dikkati ¢ekmektedir. Bu fenomenin goriilme sikligit malin durumun tiirline gore
degismektedir. Belli kanser tiirleri Ozellikle hiperkoagiile durumlarla iliskilidir
(gastrik ve pankreatik kanserler). Son yillarda Multiple Miyelom hastalarinin
hiperkoagule durum gelistirdikleri, 6zellikle ¢ok ajanli kemoterapi ve antianjiojenik
ilag alanlarin tromboz riskinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Yiiksek doz
kemoterapiden 6nce bile MM hastalarinda hiiperkoagule durumlara rastlanmstir.
Ancak bu yiiksek doz kemoterapi trombosit sayilarin1 ve fonksiyonlarini diigiirerek

hiperkoagule durumu baskilayabilmektedir.

Kan damarlarinda meydana gelen hasar koagulasyon sistemini ve normal
kosullarda antitrombin, heparin, doku faktér yolu inhibitorii( TFPI) ve protein C
sistemini i¢ceren antikoagulan yolagini baslatir. Fibrinolitik sistemin aktivasyonu
daha sonra gerceklesir. MM hastalarinda antikoagulan sistem ve fibrinolitik sistemin

bozulduguna dair kanitlar vardir.

Genel popiilasyonda iyi bilinen faktorlere ek olarak 6zellikle multiple miyelom
ile iligkili bilinen en az dort temel hiperkoagule mekanizma vardir. Birincisi, MM
hastalarinin  >%75’den fazlasinda bulunan yiiksek seviyede immiinglobulin
miktarlart normal fibrin yapisini inhibe ederek fibrinolitik sistemin etkinligini
azaltmaktadir. Ikincisi, abnormal immunglobulin fosfolipidlere veya kritik
konumdaki dogal antikoagulanlara yoOnlendirilmis otoantikor gibi hareket
edebilmektedir. Ugiinciisi, MM abnormal sitokin iiretimine ve prokoagulan
aktiviteye sahip akut faz reaktanlarinin iiretimine bagli olarak inflamatuar etkiye
sahiptir. Dordiincli olarak, Faktér V Leiden mutasyonuna bagli olmayan Aktive
Protein C rezistansinin (APC-r) MM hastalarinda ve diger kanser tiirlerinde de

tromboza neden olabilecek faktorler arasinda olabilecegi gdsterilmistir.
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Yiiksek immunglobulin seviyeleri abnormal fibrinojen yapisina sebep olarak
fibrinolitik mekanizmanin bozulmasina neden olmaktadir: Trombin zaman ve diger
pihtilasmaya dayali testlerle Olciilebilen fibrinojen yapis1t {izerinde yiiksek
immiinglobulin seviyelerinin etkisi MM hastalarinda hiperkagule durumlarla
iligkilidir. Uygun fibrin polimerizasyonu eksikligi nadiren de olsa kanamaya
yatkinlik yapsa da c¢ogunlukla kendini hiperkoagule durum olarak gosterir. Altta
yatan mekanizma yeni donemlerde aydinliga kavusturulmustur; fibrin yapisi
fibrinolitik yolagin etkinligini belirleyen etkendir. Fibrinojen polimerizasyonunun,
konjenital fibrinojen bozuklugu veya fibrin olusumunun hiicreler, immunglobulinler,
ilag kullanimi gibi etkenler tarafindan engellendigi durumlarda fibrinoliz dogal
yollardan gerceklesememektedir. Fibrin polimerlerinin biiziilmemesi durumunda iri

hacimli pihtilar kolaylikla kii¢lik kan damarlarini tikayabilmektedirler.

Immiinglobulinler fibrinojenin yapisini, fibrinojenin Faktdr XIII ve plazmin ile
lateral baglanma bolgesine miidahale ederek bozarlar. MM hastalarinda fibrin
iplikcikleri daha ince, zayif ve plazminin fibrinolitik etkisine daha direnglidir. Faktor
XIII’iin fibrin iizerindeki etkisinin eksikligi fibrin pihtinin biliziilmemesine ve daha
hacimli, jelatinimsi yapida kalmasmma neden olur. Carr ve Zrekert,
immiinglobulinlerin lateral baglanma bolgelerine baglanmak i¢in Faktdr XIII ile
yaristiklarini, boylece pihtinin biiziilerek plazmin ile baslatilan par¢alanmanin
gerceklesmesine engel oldugunu gostermislerdir. Kanin artan akigkanligi fibrin

monomerlerinin polimerlere doniismesine engel olmaktadir.

Immunglobulinlerin fibrinojenin fibrin monomerlerine déniisiimiine engel
olmasi, kandaki immiinglobulin seviyeleri ile dogrudan iliskilidir. immiinglobulin
seviyeleri arttikca ““clot lysis time”, pithti yikim siiresi lineer olarak artmaktadir.
Fibrin yapisindaki bozulma, MM’da trombosit fonksiyonlarindaki degisimle alakali
degildir. Miyelom protein otoantikor olarak hareket ederek hiperkoagule duruma

neden olabilmektedir.
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1.1.4. Lupus antikoagulan

Poliklonal hipergammaglobulinemi olan hastalar kendi antijenlerine karsi
antikor liretme yetenegine sahiptirler. Bu otoantikorlarin protrombotik ozellikleri
olabilmektedir. Duhrsen ve ark. tarafindan yaymlanan bir raporda li¢ miyeloma
hastas1 (biri paraproteinemi IgM ) dolasimdaki Lupus antikoagulan aktivitesinin
diger yatkinlifa neden olan faktorlerin eksikliginde tromboza neden oldugunu
gostermiglerdir. Bellotti ve ark. monoklonal gammapati ve lupus antikoagulan
aktiviteye sahip ili¢ hastada tromboplastin fosfolipide karsi antikor oldugunu
gostermislerdir. Bu etkilesimden {i¢ paraprotein sorumludur; IgG; kappa, IgG; kappa
ve IgM lambda. En giiclii etkilesim, en elektrostatik temel immiinglobuline sahip
hastada goriilmiistiir. Immiinglobulindeki temel yiik, yiiksek asidik fosfolipid
tizerinde gliglii etkilere sahiptir. Elektrostatik yiiklerin immiinglobulinlerin
trombositlerin ve diger hiicrelerin fosfolipid ylizeyine etki ettigi olasi bir

mekanizmay1 olusturdugu diisiiniilmektedir.

Fosfolipid antikorlar1 veya lupus antikoagulan ile iligkili immunglobulin
fraksiyonlar1 APC yoluna olan direncin siddetlendirilmesi ile trombojenik etki
yaratmaktadirlar. Bu raporlar Male ve arkadaslarinin Sistemik Lupus Eritomatozus
(SLE) veya Lupus antikoagulana sahip ¢ocuklarin Lupus antikoagulan titresinin
oranindan ¢ok APC rezistansinin, artmis tromboz riski ile dogrudan orantili oldugu

bulgular ile desteklenmektedir.

MM hastalariin antiprotrombin antikorlart gelistirdikleri gosterilmistir. Bu
antikorlar protrombinaz aktiviteyi arttirir ve fibrinojenin fibrine doniisiimiinii

hizlandirir.  Bdylece  antikorlarin  prokoagulan durumu indiikleyebilecegi
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diisiintilebilmektedir. Deitcher ve ark. MM hastalarinda Monoklonal 1gG varliginda

edinsel serbest Protein S eksikligi olabilecegini gostermistir.

MM yiikselmis inflamatuar sitokin ve prokoagulan akut faz reaktan iiretimi ile
iliskilidir, MM proinflamatuar maddelerin salimm ile iliskilidir. Inflamasyonun
artmis isaretleyicileri (C-reaktif protein, IL-6 ve timdr nekroz faktor) ve faktor VIII,
von Willebrand faktor (VWF) endotelyal aktivasyon isaretleyicilerinin salinimi
bunlarin kamtidir. Inflamasyon ve koagulasyon mekanizmalarmin birbiriyle iliskisi
son zamanlarda dikkat c¢ekmektedir. Normal sartlarda, vaskiiler endotel kan
hiicrelerinin empedans ve yapisma olmadan damar icerisinde akmasina izin verir.
Inflamasyon sirasinda salman sitokinlerin damar duvar {izerinde ¢ok ciddi etkileri
bulunmaktadir ve antikoagulan ve prokoagulan dengesini gozle goriiliir Olciide

diistirmektedir.

Kanin hiicresel elemanlar1 inflamasyon ve antikoagulan yolagi kontrol
etmektedir. Trombositlerin her ne kadar da 6nceleri sadece hemostazda rol oynadigi
diisiiniilmiis olsa da, simdilerde trombositlerin inflamatuar reaksiyonlarin en énemli
ortam saglayicilari oldugu bilinmektedir. Trombositler tarafindan salinan cesitli
tiriinlerin  direk olarak inflamasyonu etkiledigi bilinmektedir. Trombositlerin
sekresyonu ve monosit kemoatraktanlarinin damar duvarina(RANTES) salinimi ile
bu rolii aydinlattig1 goézlenmistir. Trombositler tarafindan salinan diger inflamatuar
ortam saglayicilar Platelet Aktive Faktor(PAF), Platelet Faktor 4(PF-4), Platelet
Derive biiylime faktorii(PDGF) ve trombospondindir.

Lokositlerin sadece vaskiiler hasarin inflamatuar elemanlarinda rol aldigina
inanilmakta idi. Simdi 10kositlerin trombozda trombosit aktive edici faktor

saliniminda da ¢ok 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir.

14



Multiple Miyelom, yiiksek C-reaktif protein(CRP), IL-6 ve tiimoér nekroz
faktorii(TNF) iceren inflamatuar durumla ortak yapiyr paylasir. IL-6 miyelom
hiicreleri i¢in biiyiime faktoriidiir ve kemik iligi ve miyelom hastalarinin plazma
orneklerinde yliksek seviyelerde bulunmaktadir. Sag kalimda ve kemik iligi mikro
cevrede plazma hiicrelerinin farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Stromal
hiicreler, osteoblastlar, ve endotel hiicreler araciligi ile RANK-Ligand ekspresyonu,
insan  osteoklastlarinin  kemik reabsorbsiyonu iizerindeki aktivitesini = ve

olgunlagmasini arttirmaktadir.

IL-6’nin  koagulasyon iizerindeki etkileri yapilan in-vivo calismalarla
onaylanmistir. Fibrinojen iiretimi IL-6 tarafindan belirgin bir sekilde arttirilabilir.
100ng/L yogunluktaki IL-6’nin doku faktor mRNA’y1 4.5 kat arttirdig1 gosterilmistir.
Kiiltiir ortamindaki monositlerde doku faktoriin ylizey ekspresyonunu arttirdigi
gosterilmistir. IL-6 uyarimi sonrasi hepatositler ve diger hiicreler tarafindan salinan
bir akut faz protein olan C-reaktif Protein(CRP) tarafindan dolayli olarak doku
faktorii etkilenebilmektedir. Monosit kiiltlirleri tizerinde yapilan arastirmalarda
inflamasyon sirasinda bulunan CRP konsantrasyonlarinin doku faktér prokoagulan
aktiviteyi 75-kat arttirdig1 gosterilmistir. Hiicre kiiltlirlerinde tiimor nekroz faktor ve
IL-1I’in hiicre fenotipinde degisikliklere neden oldugu, o6zellikle, monositler ve

endotel ylizeyinde doku faktor ekspresyonunu ortaya ¢ikardiklari bilinmektedir.

1.2.1. Multipl Miyelom’da Tedavi ile iliskili Derin Ven Trombozu

MM hastalarinin  hiperkoagule durumlart uzun zamandir bilinmektedir.
Arkansas iiniversitesinde yapilan bir calismada 256 yeni tan1 MM hastasina ait
dosyalar incelenmis, tarihgesinde DVT olan 12 hasta(%5) saptanmistir. 256 hastanin
tiimii faz III calismaya alinmis ve giinliik doz 400mg talidomid igeren ve icermeyen

kombinasyon kemoterapi almaya baglamislardir. Ortalama 12-aylik takip sonrasinda
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60 hastada (grubun %?24°1i) Derin Ven Trombozu (DVT) gelismistir. Kemoterapi ile
Talidomid birlesimi ana etkendir. Talidomid alan gruptaki DVT insidans1 %34 iken
talidomid almayan gruptaki DVT insidans1 %14’tiir(P:0.0002)

Trombotik fenomen tedavinin ilk asamalarinda ortaya ¢ikar, bu
komplikasyonun apoptotik miyelom hiicrelerinden kaynaklana tromobjenik
faktorlerin salinimi1 veya kiimiilatif talidomide maruz kalmadan ¢ok, miyelom protein
seviyeleri ile baglantili oldugu diistiniilmektedir. Ancak DVT olan veya olmayan
hastalarin bazal miyelom protein seviyelerinde fark bulunamamistir. Niiks miyelom
hastalarinda tedavi i¢in tek ajan Talidomid kullanildiginda DVT insidans1 %3’den
daha azdir. Tedavi boyunca erken ortaya cikacak tromboz, prokoagulan 6zellikteki
kemoterapi ajanlarinin birlikte kullanimi nedeni ile olabilmektedir. Deksametazon’un
sicanlarda yapilan ¢aligmada fibrinolitik aktiviteyi engelledigi ve doksrubisin’in
endotel hiicrelerde ve kardiyomiyositlerde apoptoza neden oldugu bilinmektedir.
Deksametazon,  Talidomid, Cisplatin, = Doksorubisin,  siklofosfamid ve
Etoposid(DTPACE) igeren terapi daha dnce ototransplant ge¢cirmemis Standard doz
terapi almig direngli ve niiks miyelom hastalarina verilmistir. Deksametazon,
Siklofosfamid, Etoposid, sisplatin, ve talidomid (DCEP-T) iceren kemoterapi
transplant sonrasi niiks olan hastalara verilmistir. Doksorubisin iceren kemoterapi

kolunda belirgin olarak(P:0.02) DVT goriilme sikligin arttig1 gézlenmis(Sekil 1.5 )
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Adriamisin icerikli rejim (DT PACE) lle DCEP rejimi lle tedavi edilmis hastalarda
kiimdalatif DVT insidansi donalst

Sekil 1.5. Doksorubisin iceren ve icermeyen kemoterapi rejimlerinde DVT goriilme
sikligr (Ref: The Blood Coagulation Mechanism in Multiple Myleoma, Zangari et
al.2003)

Miyelom hastalarinin hiperkoagulabilitesi, hastalik karakteristiklerine, veya
diger malinite tiplerindeki mekanizmalara ve Ozellikle de protein C sistemindeki
abnormalitelere baglidir. Sepsis esnasinda goézlenen IL-6"nin doku faktor iizerindeki
etkisi ve IL-1’in trombomodulin iizerindeki etkisi miyelomda hiperkoagule durumun
esas nedenleridir. Trombus olusumunda esas uyaran tedavi ile iliskili vaskiiler
degisikliklerdir. Hem talidomid hem de Doksorubisin’in miyelom hiicreleri ve
endotelde apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Bu sebepten dolayi, trombojenik
faktorlerin apoptotik hiicrelerden salinimi klinik ortamda hiperkoagule durumlara

neden olmaktadir.

Multiple miyelom arastirma serilerine vendz tromboembolizm goriilme sikligi
%5-58 gibi genis bir aralikta bildirilmistir (Cizelgel.2 ve 1.3). Barlogie ve
ark.’nin(2006) 668 olgudan olusan {inlii total tedavi 2 grubunda 155 VTE go6zlendigi

bilgisi bu konuda ortalama bir fikir verebilmektedir.
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1.2.2. Talidomid:

Ilerlemis ve refrakter MM hastalarinda talidomid kullanimi ile tedaviye
yanit oranini %30’lar civarindadir. Talidomid, dogrudan tiimor olusumunu inhibe
eder, kemik iligi mikrogevresi tarafindan iiretilen sitokinlerin iiretimini baskilar,
tiimor hiicresi-stromal hiicre adhezyonuna engel olur, antianjiojenik ve
immiinomodiilator aktivitelere sahiptir.

Miyelostipresif etkisi olmadigi i¢in kemoterapi ile kullanimi ideal
kombinasyon oldugundan klinik denemelerde, yeni tani hastalarda kullanilmaya
baslanmistir. MM hastalarinda TE riskine katkida bulunan faktorler arasinda ilk
tan1 sirasinda hastadaki agri veya ameliyatlara bagli hareketsizlik, vendz
kateterler, trombosit fonksiyonlari, pihtilagma faktorleri ve koagulasyon
yolaginda goriilen edinsel bozukluklar bulunmaktadir. Faktéor V Leiden
mutasyonunun varligi ve talidomid, lenalidomid gibi immunomodulator ajanlarin

kullanimi da bu etkenler arasinda yer almaktadir.

Ozellikle diger kemoterapétiklerle birlikte kullanildiginda Talidomid’in
hastalarda VTE oranini arttirdigi goriilmiistiir. Talidomid’in genis spektrumlu
biyolojik etkileri arasinda; trombozun gelisimine yardimci olan tedavinin ilk
ayinda ¢oziinebilen trombomodiilin seviyelerinin gegici olarak azaltilmasi ve
endotelial hiicre PAR-1 ekspresyonunun doksorubisin gibi sitotoksik ajanlar
tarafindan  hasar  gormesinin  ardindan  restorasyonu  bulunmaktadir.
Immunomodulatér ajanlar endotel hasarma neden olmadigi igin, talidomidin
antrasiklinle birlikte kullaniminin neden tek basina talidomid tedavisinden daha
yuksek TE riski olusturdugunu agiklayabilmektedir.(Thrombotic Complications
of Myeloma Therapy, Jeffrey A. Zonder, 2006)

Tek basina talidomid kullanirminin TE gelisimine katkisini gosteren ¢ok az
bilgi bulunmaktadir. 84 hasta ile yapilan bir calismada Talidomid tedavisi géren

Direngli Nilks MM olgularinda belirgin TE gézlenmemistir. Takibi yapilan 169
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hastalik bir gurupta Doppler US ile saptanmis derin ven trombozu (DVT) orani
%2’den azdir. Tek basina talidomid tedavisi alan Direngli Niiks MM veya yeni
tani MM olgularinda TE gorilme sikligi %5’in altindadir. .(Thrombotic
Complications of Myeloma Therapy, Jeffrey A. Zonder, 2006)

1.2.3 Talidomid ve Deksametazon(TD)

Yeni tan1 MM hastalarinda sadece deksametazon (DEX) alan hastalarla
Thal-Dex(TD) alan hastalar karsilastirildiginda, TD alan hastalarda TE siklig1
daha fazladir. Sadece DEX alan 102 hastanin 3’tinde (%3) ve TD alan 102
hastanin 17’sinde(%17) TE meydana gelmistir. Diger serilerde de yeni tant MM
olgularda TD alan hastalarin %12-15’inde TE goriilmiistiir. Direngli niikks MM
hastalarinda yeni tam1 MM hastalarina oranla TE gerceklesme orani daha
diisiiktiir. Bir gurup arastirmaci TD tedavisi alan yeni tani MM hastalarinda
baslangi¢ Talidomid dozun diistiriilmesi ile erken TE riskinin azaltilabilecegini
ortaya koymustur. DNMM hastalarinda diisiik oranlarda TE goriilme sebebinin
diisiik dozlarda(50-100 mg/giin) talidomid kullanimi olabilecegi akla gelmelidir.

1.2.4. Talidomid ve sitotoksik kemoterapi

Ozellikle tedavinin ilk birka¢ ayinda Talidomid-antrasiklin kombine
rejimlerde TE gelistirme riskindeki artis goéze carpmaktadir. Melfalan(MP),
Deksametazon ve Talidomid kullanan 43 hastanin yaklasik %10’unda TD
tedavisindekine benzer oranlarda derin ven trombozu gelismistir. Yapilan
randomize bir ¢alismada MP ile MP ve talidomid(MPT) alan yeni tam1 MM
hastalarinda baglangi¢ TE goriilme sikligt MPT kolunda %17 (65 hastanin 111)
iken MP alan hastalarda sadece %2’dir.
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Daha kiiciik fakat istikrarli veri igceren bir calismada ise talidomid ve
siklofosfamid kombine rejimlerinde TE riski %3-11 arasindadir.
Yeni tan1t MM hastalarinda TE riski MPT veya TD ile tedavide benzer oranlarda
artis gostermektedir. Talidomid-siklofosfamid kombinasyonu alan DNMM
hastalarinda risk minimaldir.(Cizelgel.2 ve Cizelge 1.3)

En yiikksek TE riski talidomid’in antrasiklin igeren kemotarapi
kombinasyonuna eklenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan faz 1II
calismalarinda talidomid ile birlikte antrasiklin iceren kemoterapi rejimleri
kullanildiginda tromboprofilaktik ajanlarin yoklugunda %10 ile %58 oraninda
TE goriilme siklig1 raporlanmistir. ASA kullanimi1 TE goriilme sikligini tigte iki
oraninda diigiirmektedir. 232 hasta talidomid iceren iki rejimden biri ile T-DCEP
ve DT-PACE tedavi edilmistir. Her iki rejim de 400mg/giin talidomid,
dexamtehasone(40mg giinde 1-4), siklofosfamide, cisplatin, ve etoposide; DT-
PACE aynmi zamanda doxorubicine (Adriamycine) i¢ermektedir. T-DCEP ile
tedavi edilen 40 hastanin 1’inde (%2), DT-PACE alan 192 hastanin 31’inde
(%16) TE gorilmiistir. TE goriilme siklig1 tedavinin ilk 60 giintinde daha
yiiksektir. Bu calismadan ¢ikan sonuca gore TE riski her iki grupta da ayni olan
talidomid veya deksametazon’un doz ve siiresinden ¢ok, doksorubisin ilavesine

baghdir.(Sekil 1.2)

20



Kumulatif DVT insidans:
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Sekil 1.2. Talidomid igeren ve icermeyen tedavi gruplara gore DVT goriilme sikligi
(Ref: Blood Coagulation in Multiple Myeloma, Zangari et al. Seminars in
Thrombosis And Hemostasis/Volume 29, Number 3 2003)
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Grup basina DVT kaydi. Grup 1: kemoterapi vetalidomid; Grup 2 sadece kemoterapi
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Cizelge 1.2. Talidomid ve farkli ajanlar kullanilarak uygulanan kemoterapi
rejimlerinde Tromboembolik Olay(TEO) goriilme sikligt (Ref: Thrombotic

Complications

Jeffrey,American society of Hematology,2006)

Talidomid ve alkilleyici ajan kullamilan gesilll deneklerde rapor edilen
Tromboembolik olay (TEQ)insidansi.

of Myeloma Therapy,Jeffrey A. Zonder,Correspondence:

) Hastalk ~ TEQ TEO
llag Rejimi Durumu  Profilaksi Insidansi Referansiar
MEL 8 mg/m? d 1-4 - YTMM YOK 10%  Dimopoulos et al?4
DEX 12 mg/m? d 1-4. 17-20
THAL 300 mg d 1-4, 17-20
MEL 4 mg/m2 d 1-7 YTMM Yok 20%"  Palumbo et al25
PRED 40 mg/mZd 1-7
THAL 100 mg/day (until PD)

MEL 0.25 mg/kg d 1-4 YTMM YOK 12%  Faconetal?
PRED 2 mg/kg d 1-4

THAL < 400) maid

(until end of MP)

CTX 500 mg PO. d 1,815 YTMM (15)  vok 3% Williams et al?®
DEX40mgd 1-4, 1518 DNMM(46)

THAL 100-200 ma/day

CTX 300 mg/m® q wk DNMIM Warfarin 11.5%  Kyriakou et al&f
DEX 40 mo/d = 4 d q mo Vmg { gun

THAL < 300 maiday

CTX 50 mg/day DNMM YOK 7% Garcia-Sanz et al®
DEX 40 mg/d = 4 d g 3 wks

THAL 200-800 ma/d

CTX 150 mg/m? P.O.q 12 hr x 5 ¢ DNMM YOK 49, Dimopoulas et al?®
DEX 20 mgim2 d 1-4, 15-18

THAL 400 mg/day d 1-5, 14-18

CTX 100-150 ma/day DNMM YOK 3% Hovenga et ai*0
THAL 100-400 mg/day

CTX 300 mg/m2 q 12 hrs x 6 DNMM — voi 9%  Kropff et al3!
DEX 20 mg/m=d 1-4, 8-12, 17.20

THAL 100-400 mg/day

CTX 400 mg/m? CIV.d 14 BNMM Yanit vanit  Moehler ef al32
VP-16 40 ma/m?2 CIV d 1-4 Yok Yok

DEX 40 mofday d 14q284d
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Cizelge 1.3. Talidomid ve Antrasiklin kombinasyon rejimlerinin tromboprofilaksi
kullanilmadan uygulandiginda elde edilen Tromboembolik Olay goriilme
sikligi(Thrombotic Complications of Myeloma Therapy,Jeffrey A. Zonder,2006)

Tromboprofilaksi olmayantalidomid ve antrasiklin kombinasyonu kullanilan

hastalarda tromboembolik olay (TEO) insidansi

llag Rejimi Hastalk TEO Referanslar
Durumu Insidansi
Lippsomal DOX 30 mg/m2d 1 55 YIMM  58%'  Bazetal®

Vincristine 2 mg d 1 50 DNMM
DEX 40 mg caily d 1-4
THAL 50-400 ma/day

Total Therapy I YTMM 34%*
Thalldomide 400 mg/day
Vincristine 1.5 mg d 1 YTMM 26%

Epirublcin 30 mg/m? day 1-2
DEX 20 mgim? days 1-4
THAL 200-400 mg/day
YTMM

DEX 40 ma/day d 1-4 16%
THAL 400 mg/day

Cisplatin 10 mg/m? CIV d 1-4

CTX 400 mg/m? CIV d 1-4

VP-16 40 mg/m2 CIV d 1-4

DOX 10 mg/m2 CIV d 1-4

Liposomal DOX 40 mg/mZ2d 1 YTMM 10%
Vineristine 2mg d 1

DEX 40 mg daily d 1-4, 15-18

THAL = 200 ma/day

Barlogie et al?®

Schutt et al*3

Zangari et al36

Zervas et al*?
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1.3. MIKROPARTIKUL NEDIiR?

Mikropartikiiller(MP) dolasimda endotel hiicre, 16kosit, trombosit ve eritrosit
membranindan salinan fosfolipidden zengin submikron parcaciklardir. Biyolojik
aktiviteleri incelendiginde koagulasyon, hiicre sinyali ve hiicresel iletisimler gibi
cesitli aktivitelere sahip olduklar1 anlagilmistir. Bu aksiyonlar, fosfolipidden zengin
yiizeyleri ile kontrol edilirken, bu yiizey hiicresel orijinlerini ve aktivasyon durumlari
hakkinda bilgi verir. MP sayilarinin ¢esitli vaskiiler bozukluklarda ve inflamasyon
gibi Ornegin, koroner arter hastaligi ve trombotik mikroanjiopatiler gibi 6nemli

patofizyolojik mekanizmalarda arttig1 bildirilmistir.

Dinlkenen Yapio taban (constitutive raft)
Hiscre e Housekeesping simyall icin
S - v y
:-..- s # B e [F ] l TR Ve § e sG]
=) : 5 : T

Flapaz Flipaz z Skramblaz’ .-" fostatidilserin

Hikcre iskeleti Sitoplazma

Membran --J'f'“ﬂm‘.l o

Tepkisi -
(pinatiibe) ﬂ;;’ r == L Y
Mikropartikil e "“"g -]
mir = —} 5 M
Aktive L EE
nlml.q.l FEIEET Fosfatidilserin 'ﬁ W E S & F
gzellegmis raft ekst alizasyonu . . Membran v .

s Pharari prce

F —-—-. : "::'" ——
Elnyallzas:r-nn e
| ['L:auE ht

Membran unsurlanmin igsel ve digsal olarak duazenlenmesi
Mikropartikiul bilesimine etki
Sekil 1.3. Hiicre uyarilmasina karsi plazma membraninin tepkisi (Ref: Membrane

Microparticles: two sides of the Coin, Hugel ve ark, Physiology 20: 22-27, 2005)
MP’ler <Ium ¢apinda, hiicre membranindan disariya dogru uzanan tomurcuk

seklindeki plazma pargaciklaridir. Olusumlar1 sirasinda plazma membran lipid

tabakasi ters donerek negatif yiiklii fosfolipidden zengin ylizeyin agiga ¢ikmasina
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neden olur. Buna ek olarak MP’ler koken aldiklari hiicrelerde eksprese olan
antijenleri de tasirlar. Bu aniyonik PL(fosfolipid) yiizey sayesinde koagulasyon
faktorleri MP’lere baglanabilmektedirler ve Doku Faktor(TF) gibi fonksiyonel
molekiillerin veya MP’lerin biyolojik aksiyonlarin1 diizenleyen selektinlerin
ekspresyonu miimkiindiir. Vaskiiler bozukluklar, tromboz ve inflamasyon gibi

durumlarda MP seviyelerinin arttig1 gosterilmistir.

Hedeflemea Yapisma

- ——

Fosfalidiiserin ﬂ'\ e

Doku fakion ve
Pihtilagma

Apoploz - o ————
Regllasyonu

Peptlt cimayan
medialrier

GPI bagli Membran fuzyonu Hicre iskeleti ile
proteinler ve resepldrer bidegmig

Sekil 1.4.Hiicresel Mikropartikiil: MHC: Major Histokompatibilite Kompleks,
GPI:Glikosilfosfatidilinositol (Ref: Membrane Microparticles: two sides of the Coin,
Hugel ve ark, Physiology 20: 22-27, 2005)

1.3.1 Mikropartikiil olusumu ve yapisi

MP’ler, sitokinler, trombin ve endotoksin gibi kimyasal uyaranlar stres veya
hipoksia gibi fiziksel uyaranlar nedeni ile tetiklenen ylizey aktivasyonu ve apoptoz
sonucu hiicre yiizeyinden salmirlar(VanWijk et al,2003). Hiicre aktivasyonunu

takiben MP olusumu sitozolik kalsiyum konsantrasyonundaki artisa ve bunun
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sonucunda calpain, protein kinazlar ve fosfataz inhibisyonuna baghdir. Bu
degisiklikler sitoskeletal reorganizasyona, membran tomurcuklanmasina ve MP
olusumuna neden olur(Wiedmer &Sims,1991; Yano, 1994; Miyazaki, 1996).
MP’lerin in vitro biliylime faktoriinden yoksun olmasi veya kompleman proteinler
nedeni ile indiiklenen apoptoz esnasinda salindiklari gosterilmistir (Hamilton,

1990;Jimenez,2003)

Trombosit glikoprotein (GP) reseptorleri de trombosit MP(PMP) olusumunda
rol oynayabilmektedir. Ornegin GP1b reseptorii VWF’e baglanmay1 saglar ve stres
durumunda trombosit membranindaki esneme membran parcaciklarinin hiicreden
kopmasina neden olarak MP olusumu gergeklesmektedir (Reininger,,2006). P-
selektin seviyeleri faredeki PMP seviyeleri ile koreledir ve in-vitro, P-selektin
immiinglobulin insan kaninda MP olusumunu indiikler. Bu etki bozulmus
antikorlarin P selektin Glikoprotein ligand-1 (PCGL) reseptorlerine baglanmasini

bloke eder.(Hrachovinova, 2003)

Ebeveyn hiicreleri gibi MP membranlari PL ve protein antikorlar igerir.
Apoptoz ve hiicre icindeki kalsiyumun artis1 genellikle hiire aktivasyonu ile
sonuglanir ve plazma membranindaki normal lipid tabakasinin ters donmesine neden
olur. Ogzellikle hiicre icindeki negatif yiikli PL dis yiizeye donmesine neden
olur(Zwaal & Schroit,1997). Bu membran PL’leri, 0zellikle fosfatidil serin,
koagulasyon faktorlerine baglanirlar ve tenaz ve protrombinaz komplekslerin
olusumunu ve aktivasyonunu arttirirlar. Ayrica, hiicre aktivasyonu ve apoptoz
sirasinda olusan MP’lerin yiizeyleri prokoagulan aktiviteyi attirabilecek negatif
yiiklii PL’lerce zengindir. MP’lerin protein yapisi hangi hiicre membranindan orijin
aldiklarin1 yansitir. Buna ek olarak antikor tasiyabilir, kaynak hiicreden aktivasyon
ve apoptoz esnasinda indiikklenen ve MP salinimi ile sonuglanan fonksiyonel

molekiilleri barindirirlar(Combes , 1999; Jimenez, 2001)
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Hiicresel orijini ve olusumunu tetikleyen nedenler salinan MP’lerin sayisini ve
fenotipini ve dolayisi ile patofizyolojik etkilerini de etkiler. Bu beyin, bobrek ve
koroner arterden alinan endotel hiicrelerin kiiltlir ortaminda apoptotik uyaranlar ve
hiicre aktivasyonu ile MP salgilamasi saglanarak yapilan bir c¢alismada
gosterilmistir(jimenez, 2003). Apoptotik uyaran etkisi ile salinmis Endotel
MP’ler(EMP) vylizeyinde fosfatidil serine baglanan daha fazla miktarda yiizey
Anneksin V ve CD31 gibi endotel hiicre markerlar1 (trombosit endotel hiicre

adhezyon molekiilleri, PECAM) bulunur.

1.3.2. Koagulasyon:

MP’ler koagulasyon sistemini birgok farkli yoldan etkilemektedirler. Yukarida
da anlatildig1 tizere MP’lerin fosfolipid 6zellikleri koagulasyon faktorlerinin
lizerlerine yapigmasina izin vererek, onceleri aktive trombositler tarafindan yapildigi
diisiiniilen, koagulasyon enzim komplekslerinin olusmasina ve aktivitesine olanak
tanirlar. TF eksprese eden MP’ler koagulasyonu destekleme ve baglatma konusunda
uygun c¢evresel kosullar1  olusturmaktadirlar. Koagulasyonun sivi  fazini
desteklemelerinin yani sira, trombus olusumunda rol alan hiicrelerin olaya

katiliminda da rolleri vardir.

Koagulasyonun baglamast birgok elemanin katilmini gerektirmektedir.
Trombositler, endotel hiicreleri ve I0kositler aktive edilmeli ve pihtilasma
faktorlerinin yapisabilecegi uygun ylizeyin olugmasina olanak tanimalidir. Daha
sonra koagulasyonda rol alan zimojenlerin her birinin tek tek aktivasyonu i¢in gerekli
bolgeye yapismalar1 gerekmektedir. Son adim ise trombin olusumu, fibrin olusumu

ve stabilizasyonu ve fibrinolizin engellenmesi agsamasidir.

Damar duvar1 hasar1 geleneksel olarak koagulasyonun wuyarani olarak

diistintilir. Boyle bir hasar, mekanik, elektronik veya kimyasal olabilir. Travma
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endotel hiicre aktivasyonu ile Wiebel-Palade cisimciklerinin igerisindeki depo P-
selektin’in translokasyonu ile sonuglanir. Hasar ayni1 zamanda trombositleri de aktive

eder ve P-selektinin trombosit a-graniillerinden ylizeye ¢ikmalarina neden olur.

MP vyiizeyindeki Fosfatidilserin(PS) koagulasyon yolaginda yer alan
karakteristik enzim komplekslerinin yapismasina olanak saglayan bir katalitik ylizey
sunar. Aktive trombositlerden dokiilen MP’ler dolagimdaki ana kaynag: olustururlar.
Fonksiyonel adhezif reseptorleri igeren esas membran glikoproteinlerini ve karsi
ligandlarin dogasina bagh olarak yaygin prokoagulan potansiyele sahip hedeflere
yataklik yaparlar. Coziinebilir veya immobilize fibrinojene baglanarak trombositlerle
agrege olabilirler. Ancak MP’lerin prokoagulan potansiyeli sadece trombosit
kaynakli MP’lerle simirli degildir. Monositler, Lenfositler ve Endotel hiicrelerden
salinan MP’ler de ylizeylerinde PS tasirlar. Dolagimdaki MP’lerin yiizeyinde farkli
etkileyiciler de gozlenmistir, 6rnegin von Willebrand faktér ve E-selektin. Scott
sendrom MP’lerin ve PS’nin hemostazdaki anahtar roliine direk kanittir. Bu kalitsal
bozukluk, plazma membran PS’nin ylizeyde belirmesindeki eksiklikten kaynaklanan
hemorajik komplikasyonlar ile karakterizedir ve trombositlerin ve diger kan
hiicrelerinin MP olusturamamasina neden olmaktadir. Trombositlerin MP olusturma
kapasitesindeki diislisle kendini gosteren baska bir kanama bozuklugu daha
tanimlanmistir. Bu anomaliler MP’lerin ve belki de oOncelikli olarak tromobist

kaynaklt MP’lerin hemostazdaki 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir

MP’ler ve TF vaskiiler kompartmanda birbirleriyle yakindan iligkilidirler. TF
koagulasyonun primer hiicresel baslaticisidir. TF ekspresyonu sadece subendotel
ylizey ile smirli olmayip ayni zamanda uyarilmis monositlerden veya endotel
hiicrelerden de kaynaklanabilmektedir. Uyarilmis monosit yiizeylerinde toplamda
ektrakte edilebilen TF aktivitesinin yalnizca %10-20’sinin ifade edildigi
gosterilmistir. Normal kisilerde potansiyel aktiviteye sahip dolagimda kan-kaynakli
TF bulunmakta ancak bu aktivitenin ¢cogu duragan veya enkripte haldedir. TF

aktivitesi etraftaki lipid ¢evreye baglidir. Dekripsiyonu monositlerden salinan TF’den
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zengin MP’ler sayesinde ayarlanabilmektedir. Bu MP’ler, aktive trombositleri veya
trombosit kaynakli MP’leri baglayarak, tromobsitler(PMP) ve Monositler (MMP)
arasinda fiizyona neden olurlar. Deney ortaminda trombus olusturuldugunda TF’nin
cogunlukla membran vezkiillerinin yilizeyinde lokalize oldugu ve siklikla tromobsit

yiizeylerine yakin yerlerde yogunlagtiklari gézlemistir

1.3.3. Doku Faktorii(TF, Tissue Factor)

Bir 47kDa transmembran glikoprotein olan Doku Faktorii(TF) dolasimdaki
Faktor VII(a) ile kompleks olusturur. TF-VIIa kompleksi faktor X’u direk olarak,
Faktor IX’u ise indirek olarak aktive ederek sonunda trombin olusumuna neden olur.
TF’nin dig ve i¢ koagulasyon yolaginda baslatic1 olarak kofaktor rolii oynamasi
koagulasyondaki kritik roliinlin Onemini azaltmaktadir. TF genellikle kan
damarlarinin adventitia tabakasinda yer alir ve sadece damar hasar1 oldugu
durumlarda kanla temasa gectigi diistiniilmektedir. Gram negatif endotoksin
(lipopolisakkarit;LPS) ve interlokin-1 ve tiimor nekroz faktdr a( TNF- o) gibi bazi
sitokinler gibi cesitli uyaranlara maruz kaldiktan sonra in vitro ortamda TF’nin
endotel hiicreler ve monositlerde de sentezlenebilecegi gosterilmistir. Cesitli
inflamatuar, infeksiy6z ve neoplastik hastaliklarda dolasimdaki monositlerde TF
ekspresyonu gosterilmis olmasina ragmen normal monositlerin yapisal olarak bu
aktiviteyi gostermedikleri diisiiniilmektedir. Benzer sekilde, vaskiiler endotel
hiicrelerin normalde in vivo TF aktivitesi gostermediklerine inanilsa da akciger ve
gbgiis bolgesindeki kanser hiicrelerine yakin bolgede olmak gibi belli kosullar

altinda TF ifade edebilecekleri gosterilmistir.

ELISA ve fonksiyonel(pithtilagma) testler gibi plazmadaki ve kanda
mononiikleer hiicre fraksiyonlarindaki TF miktarin1 belirlemek icin testler
gelistirilmistir. Kan kaynakli TF’nin trombojenik potansiyele sahip oldugu ve
bliylimekte olan trombusun etrafindaki fibrin ve trombositler ilizerinde biriktigi

gosterilmistir. Immiinelektron mikroskop gériintiileri trombositlerin etrafinda
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kiimelenen TF-pozitif membran parcaciklar1 oldugunu ve perifer kanda TF-pozitif
notrofil ve monositlerin bulundugu yapilan immiinolojik boyalarla gdsterilmistir.
TF’nin graniilositlerdeki varlig1 ve orijini her ne kadar tartismali olsa da yapilan bir
calismada graniilositlerin TF eksprese etmedikleri ancak bunu monsitlerden aldiklari
yoniinde ikna edici deliller sunulmustur Bakteriyel enfeksiyon veya diger kosullarda
monositlerin TF eksprese ettigini gdosteren calismalar yapilmis olsa da, 1970’lerden
bu yana ¢esitli deneysel kosullarda TF ekspresyonunun nétrofiller ve diger graniilosit
populasyonlarinda varligr gosterilmistir. Notrofiller ve monositlerle ortak oncii
hiicreden farklilagmaktadir. Béyle yakin akraba hiicre serilerinde promotor bolgenin
DNA metilasyonunun gen regulasyonundaki farklilagmadan sorumlu oldugu

diistiniilmektedir.
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2.GEREC VE YONTEM

Yas, cinsiyet, immiinglobulin(Ig) alttipi, ISS kriterlerine bagli olarak tani
evresi, serum Beta-2-mikroglobulin, serum albumin, Kalsiyum(Ca'"), Kreatinin,
Lokosit, Trombosit, Hemoglobin seviyeleri ve Kemik Iligi Plazma hiicre oranlari,
serum ve iire monoklonal icerikleri ve D-Dimer seviyeleri analizde kullanilmistir. D-
Dimer test, sitratli taze plazmadan 3000RPM’de 10 dakika santrifiij sonrasi elde
edilen plazmadan IL D-Dimer test (Instrumentation Laboratories, ABD) kullanilarak
immunoturbidometrik yontemle Ol¢lilmiistiir. D-Dimer tam otomatik koagulasyon
analizéri ACL TOP (IL, ABD) kullanilarak ol¢lilmiistiir. Normal D-Dimer cut-
off(list smir) degeri iireticinin yonetmeliklerine uygun olarak saglikli kisilerden
aliman sitratli taze kan Orneklerinden yapilan ¢alismada elde edilmistir. Tedavi
siiresince hastalar diizenli olarak vendz tromboz belirtisi veya semptomlart olup

olmadig1 konusunda takip edilmistir.

Kasim 2007 ile Haziran 2008 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesinde muayene ve tedavi programina alinmis Multiple Miyelom hastalarindan

bu ¢aligmaya katilmalari igin etik kurul karar1 ile goniillii olur alinmistir.

2.1. Plazmalarin hazirlanmasi:

Hasta kanlar1 21 gauge igne kullanilarak 0.105M sodyum sitrat igeren vakumlu
tiiplere(Beckton Dickenson, Franklin Lakes, New Jersey) alindi (1 vol sodyum
sitrat:9 vol periferal kan). Antikoagulanl 6rnekler hemen 1500 RCF’de(g) 15 dakika
oda 1si1sinda santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-22 ) edilerek, plazma supernatan

polipropilen tiiplere aktarildi. 13,000RPM’de 2 dakika hizla oda isisinda santrifiij
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(HERMLE Z 233 MK) edildikten sonra trombosit tabakasi ile temas etmeden alinan
supernatan -80°C’de (SANYO MDF-U4086S) dondurularak ¢aligsma siiresine kadar
saklandi. Calismadan hemen once Ornekler 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilerek

¢oOzildii..

2.2. Zymuphen MP-Aktivitesi

Insan plazmasinda bulunan prokoagulan aktiviteye sahip mikropartikiillerin
Ol¢iimiine yarayan fonksiyonel bir testtir.
Kardiyovaskiiler hastaliklar, malin hastaliklar, infeksiy6z veya inflamatuar

patolojiler gibi klinik durumlarda ortaya ¢ikan mikropartikiillerin Slgiimiinde

kullanilmaktadir.
Peptid +PNA
SITRATLI
PLAZMA A405
MIKROPARTIKULLER Ca’ ANNEKSIN V - STREPTAVIDIN
i A
ELIZA PLAGI
© = Mikropartikiil

Sekil 2.1 Zymuphen MP: PKA 6l¢iim prensibi (Microparticles Procoagulant Activity
In Citrated Plasma Vissac Am, Peyrafitte M, Amiral J, Hyphen Biomed Research,
95000 Neuville Sur Oise (France))
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Kalsiyum, faktér Xa ve trombin inhibitdrleri ile desteklenmis diliie test plazma
Ornegi Streptavidine ve biotinile Anneksin V ile kaplanmis mikropartikiil(MP)
kuyucuklarina uygulanir ve daha sonra37°C’de bir saat inkiibe edilir. Yikama
asamasini takiben kalsiyum igeren faktor Xa-Va karsimi ve piirifiye protrombin
ortama eklenir. Test edilen Ornekte bulunan MP’ler Anneksin V’e baglanarak
yiizeylerindeki fosfolipidleri aciga ¢ikarirlar. Bu da Faktor Xa—Va’nin kalsiyum
varliginda protrombini trombine doniistiirmesini saglar. Ortamdaki fosfolipid
konsantrasyonu reaksiyonu sinirlayan faktordir. Fosfolipid konsantrasyonu ve
olusan trombin arasinda direk iliski vardir. Bu iliski spesifik trombin substrati
tizerindeki aktivite Olgiilerek hesaplanir. Reaksiyon %2’lik sitrik asit uygulanarak

durdurulur ve 405nm(A405) abzorbans 6l¢tiimii yapilir.

IZLENEN METOD

1:20 seyreltilmis drnek
veya kalibratér

5 defa yikama
(100 p1) m 300 i

37C'de 1 saat
INKUBASYON

“EUSAPLAGL CELISAPLAGE
D % i

R

SITRIK

37C'de 10 dakika
INKUBASYON

37C'de 3 Dakika
INKUBASYON

OKUMA A,,; nm

\

Sekil 2.2. Fonksiyonel MP: PKA Mikro Eliza 6l¢liim algoritmasi

33



3.5 Kalibrasyon Grafigi

A 405 nm

«nM

0 125 25 5

Mikropartikller

Sekil 2.3 Kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon i¢in yapilan seri diliisyonlardan elde edilen abzorbans dl¢iimler
log-log grafik kagidina isaretlenerek oOlciilen 6rneklerin MP degerleri nano mol (nM)

cinsinden hesaplanmustir.

Istatistiksel analiz Friedman iki yonlii varyans analizi, Mann Whitney U test
ve Spearman’in korelasyon katsayist kullanilarak hesaplanmistir. p degeri 0.05’in

altinda olanlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Degerlendirmeler “SPSS

for Windows 11.5” paket programiyla yapilmistir.
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3.BULGULAR

Calisma 29 hastadan alinan toplam 61 6rnekle gergeklestirildi (Cizelge 3,1 ve
3,2). Bu hastalardan 19’unda tani sirasinda(tedavi oncesi) alinan orneklerde MP:
PKA ortalama 5.56nM (sinir: 0.96-17.10nM) ve D-Dimer diizeyi 461.10ng/ml (sinir:
65,56-1812,1ng/ml) bulundu.

Tanidaki diizey ile cinsiyet, immiinglobulin(Ig) alt tipi, ISS evresi, serum
Beta-2-mikroglobulin, serum albumin, Kalsiyum(Ca™"), Kreatinin, L&kosit,
Trombosit, Hemoglobin seviyeleri ve Kemik Iligi Plazma hiicre oranlari, serum ve
tire monoklonal igerikleri ve D-Dimer seviyeleri arasinda bir iligki saptanamadi.
Ancak yas ile (>65) MP: PKA arasinda sinirda bir iligki izlendi (6,94nM ve 5,5nM
sirastyla <65 ve >65yas, p:0,06)

Cizelge 3.1. Tedavi oncesi hasta karakteristikleri

Karakteristik n/N(%) Median MP:
PKA(nM)
Erkek 12/29(41) 4,26
IgA izotip 4/29(7) 5,26
Yas >65 10/29(34.5) 3,29
B,M>5,5mg/1 8/24(33,3) 4,7
Kemik iligi plazma hiicre 5/16(31,3) 5,2
>30%

Albumin <3,5g/dl 5/29(17) 4,26
Hb<10g/dl 8/27(29,6) 3,98
Kreatinin >1.4mg/dl 7/29(24) 3,6
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Cizelge 3.2. Tiim ¢alisma grubunun MP: PKA verileri

n Tip ISS evre MP: PKA
1 IgG I 0,96
2 IgG I 3,12
3 IgG I 1,70
4 IgG 1l 4,26
5 IgA I 4,10
6 IgG I 7,18
7 IgG 1l 2,84
8 IgG EVRE IA Igkappa 2,76
9 IgG ASYMP MM 2,64
10 IgG Il 4,14
11 IgG 1l 5,50
12 IgA I 3,04
13 IgG 11 3,82
14 IgG Il 3,20
15 IgG Il 2,50
16 IgG I 7,50
17 IgG 11 2,08
18 IgG 1l 3,40
19 IgG I 4,26
20 IgG I 15,04
21 IgG Il 3,74
22 IgG 1l 4,94
23 IgG Il 7,54
24 IgG I 17,10
25 IgA B 5,26
26 IgG Il 7,36
27 IgA I 8,92
28 IgG 11l 5,50
29 IgG I 11,12
B: Bilinmiyor
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Diizenli olarak kan ornekleri alinan hastalar (n=5) ayrica degerlendirildi.
(¢cizelge 3.3). Bu hastalardan kan 6rnekleri tedavi oncesi olmak iizere ayda bir kez
alindi. Bir hastada bazal 6rnek alinamadi ve 3. VAD kiiriinde kan 6rnekleri alindi.

Hastalarin bazal diizeylerinin kontrol grubundan farkli olmadiklar1 bulundu.

Cizelge 3.3. Diizenli takibi yapilan hastalar(n=5)

n CINSIYET | YAS |TiP |EVRE | ALDIGI TEDAVI
K 58 |IgG |1 VAD
2 K 63 |IgG |I VAD+OTOLOG
K 81 |IgG |1 LENALIDOMID,PREDNOL,MELFALAN
4 E 68 |IgG |1 VAD+OTOLOG
5 K 48 |IgA |1 VAD

Cizelge 3.4. Diizenli takibi yapilan hastalarin MP: PKA degerleri

HASTA ORNEK 1 |ORNEK 2 |ORNEK 3 |ORNEK 4 |ORNEK 5 | ORNEK 6
1 0,96 4,62 3,2 13,24 3,46 4,14

2 3,12 5,24 1,3 5,94 2,76 2,6

3 1,7 1,58 1,68 0,14

4 4,26 0,66 6,38 7,2

5 4,1 3,6 2,6 3,2 9,4
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Diizenli olarak kan oOrnekleri alinabilen hastalarda (n=5 hasta) yapilan takip
sonucu elde edilen veriler degerlendirildiginde, tedavi sirasinda ve tedavi 6ncesinde
saptanan MP: PKA degerlerinin hasat asamasinda arttigi gozlenmistir. Tedavi
stiresince MP: PKA degerleri patolojik sinirlar igerisine(>7nM) girmemistir. En
yiiksek degerler hasat asamasinda hastalara G-CSF uygulandig1 sirada gozlenmistir

(cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. MP: PKA’nin zamana gore dagilimi

Dizenli takibi yapilan hastalar(n=5)

7,89

5,33

< 9 4,26 B median

o kontrol

)l 158

bazal tedavide hasat peritransplant

38



D-Dimer diizeyleri ile MP: PKA iliskisi irdelenirken D-Dimer seviyeleri dort gruba
ayrilmustir. Gruplar arasinda yapilan istatistiksel incelemede D-Dimer seviyeleri ile
MP: PKA arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir (Cizelge 3,6)

Cizelge 3.6. D-Dimer ve MP: PKA seviyeleri

_ ORTALAMA ORTALAMA |ORTANCADD |ORTANCA
D-DIVER  |GRUP|n |DD(ng/mL)+SS |MP:PKA +SS |(ng/dL) MP:PKA
<250 A 14 | 140,89+54 4,15+27 129,95 3,65
250-500 B 26 | 358,364 4,94+4,0 350,65 3,66
500-1000  |C 9 |693,3+166,5 5,47+3,7 620,6 3,82
>1000 D 11|2161,6£1351,4  |4,912 1812,1 4,62

Calisma hastalarimizdan akut VTE sirasinda (6ncesi ve sonrasi) kan 6rnegi alinan

olmadi. Ancak Oykiisiinde VTE olan 3 hasta MP: PKA diizeyleri énemli farklilik

gostermedi (Cizelge:3,7)

Cizelge 3.7. DVT gecirmis olan hastalarin MP: PKA ve D-Dimer seviyeleri (n=3)
n MP: PKA DD

1 3,04 73

2 3,74 4871,2

3 5,26 288,1
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Venoz tromboemboli riski yiiksek ilaglarda Talidomid + Doksorubisin kullanan

olgularda (n=4) MP: PKA diizeyi 1,2-15,04 nM aras1 degisiklik gostermistir (Cizelge

3.8)

Cizelge 3.8. Talidomid ve/veya Doksorubisin alanlarda MP:

diizeyleri (n=4)

PKA ve D-Dimer

n MP:PKA D-Dimer(ng/dL)
1(talidomid+ kumadin) 3,04 73

3,9 192,8

1,26 153,8
2(talidomid) 3,74 4871,2
3(deksametazon) 5,26 288,1
4(bortezomib+deksa+talidomid) 15,04 584,1

9,14 451,6
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MP: PKA’s1 yiiksek bulunan kan ornekleri (normal kontrollerin ortalamalarinin

(3,9nM) 2 katindan fazla) ayrica degerlendirildi (Cizelge 3.9)

Cizelge 3.9. MP: PKA seviyeleri yiiksek (>7nM) olan &rnekler

n Yas Cinsiyet MP: PKA D-Dimer
1 58 k 12,44 358,6

2 13,24 493,6

3 68 e 7,20 1060,40
4 48 k 9,40 114,5

5 64 e 7,18 113,5

6 10,46 420,1

7 55 k 7,50 4035,2
8 58 k 15,04 584,1

9 9,14 451,6
10 46 e 7,54 1812,1
11 69 k 17,10 278,6
12 60 e 7,36 555,90
13 50 e 8,92 69,4

14 33 k 11,12

ORTALAMA |55,36+10,6 10,26+3,16 795,97+1078,8
ORTANCA |58 9,27 451,6
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MP: PKA’s1 7nM iizerinde ve altinda olan Orneklerde D-Dimer seviyeleri
ayrica degerlendirilmis ve bu iki grup arasinda D-dimer diizeyleri ac¢isindan

istatistiksel anlaml1 farklilik tespit edilememistir(p= 0,6423) (Cizelge:3.10)

Cizelge 3.10. MP: PKA 7nM {izerinde ve altinda olan 6rnekler ve D-Dimer
seviyeleri ile iligkisi

MP:PKA<7nM MP:PKA>7nM
n 47 14
MP:PKA 3,35:1,48 10,2643,16
D-DIMER 658,4+899,8 795,97+1078,8
p=0,6423
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4. TARTISMA

Kanser hastalarinin artmis tromboz riski oldugu c¢esitli caligmalarda
gosterilmistir.  Prokoagulan mikropartikiiller(MP) vaskiiler hiicre hasarinda
aterotromboz olusumunda ©Onemli rol oynar. Saglikli kisilerin kaninda diisiik
konsantrasyonlarda seyreden MP, cesitli kardiyovaskiiler risk faktorlerinin varliginda
yiiksek seviyelerde bulunmustur. Dolagimdaki MPler vaskiiler inflamasyona, endotel
bozukluklarina, 16kosit adezyonuna neden olarak plak olusumuna katkida
bulunmakta ve buna bagh olarak lokal tromboz meydana gelmektedir. Plak igerisinde
apoptotik monositler tarafindan dokiilen MPler, ilizerlerindeki doku faktorii aktivitesi
nedeniyle plak trombojenitesinin esas belirleyicisi kabul edilmektedirler. Uzun
siredir plak tlzerindeki doku faktdriin koagulasyonu baglatmada yeterli oldugu
diisiincesi fiziksel anlamda gercek¢i olmamakla beraber, pihti olusumunun hizla
meydana gelmesinden dolasimdaki MPler iizerinde bulunan doku faktdriiniin

sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismada multiple miyeloma hastalarinda {lkemizde ilk kez
kullanildigin1 diisiindiigiimiiz yontemle kandaki prokoagulan aktivite 6l¢iilmiistiir.
Yirmi dokuz multiple miyeloma hastasinin, degisik hastalik ve tedavi asamalarinda,
kan &rneklerinde mikro ELISA temelli bir ydntemle mikropartikiil prokoagulan
aktivitesi tayin edilmistir. Orneklerin ¢ift ¢alismaya tabi tutuldugu testimizde

sonuclar arast uyum ¢ok yiiksek bulunmustur.

Hasta sayimiz ve buna bagli Ornek biiylikliiglimiiz heniiz kesin sonuglar
verecek biiyiikliikte degildir. Ancak calismanin 6nemli bulgusu, multiple miyeloma
hastalarinda ortanca MP:PKA diizeylerinin saglikli kontrol grubuyla benzer
oldugudur. Bu durum en azindan tedavi 6ncesi MP: PKA’ nin bir risk faktorii olarak
durmadigini diistindiirmektedir. Kiigiik serimizde aslinda olmasi gereken olgularin
tedavilere gore basamaklandirilmasi ve boylece 6rnegin VAD, MP, MPT, TD gibi
degisik tedavi seceneklerini alan hastalarda MP: PKA’nin bu tedaviler sirasinda
degisimini izlemek ve birbirleri arasindaki farklar1 ortaya koyabilmektir. Takdir

edilecegi iizere 6 aylik bir siire MM hastalarinin izlenmesi ve saglikli yorum
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yapabilmek i¢in yetersizdir. Serimizdeki hastalar homojen tedaviler almamiglardir ve
tedavilerinin degisik asamalarinda kan oOrnekleri alinabilmistir. Tedavi almaya
baslayan hastay1r en az 1 yil izlemek gerekmektedir. Bu nedenle VTE
geciren/gecirecek olgular bu ¢alismada yeterince yer bulamamislardir. Ayrica bazi

hastalarin gegirdikleri VTE nin sessiz kalabilecegi de hesaba katilmalidir.

Calismamizin 6nemli bir bulgusu da MP:PKA’nin otolog kok hiicre
mobilizasyonu sirasinda artis1 olmustur. Bu asamada en yiiksek 13 nM ve ortanca 7,2
nM degerlerine ulagilmigtir. Calismamizda saglikli kontrol degerleri ortanca 3,9
olarak bulunmus ve heniiz evrensel bir standardi olmayan bu test i¢in bu degerin
yaklasik iki kat1 olan 7 nM patolojik tiist sinir olarak degerlendirilmigstir. Otolog kok
hiicre mobilizasyonu sirasindaki artisin sebebi kullanilan biliylime faktorleri olabilir.
Topguoglu ve ark.’in c¢aligmasinda G-CSF kullanimiin saglikli kok hiicre
vericilerinde TF yolunu uyararak koagulasyonu tetikledikleri gosterilmistir. Bu
calismada erkek ve kadinlarda artis oranlarinin farkli oldugu saptanmis. Erkeklerdeki
artigin  istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir(Cizelge 1,7).Biz bu
calismada,29 hastadan olusan verilerde kadin ve erkek hastalar arasinda bdyle bir
artis gozlemlemedik(kadin ve erkeklerde ortalama MP:PKA degerler sirasiyla,
6,23nM ve 5,51nM).

Cizelge 4.1. G-CSF(0.giin) oncesi ve G-CSF(5.giin) sonrasinda TF:Ag ve TF:PKA
plazma seviyeleri(Topguoglu P. Bone Marrow transplantation,2003,1-6)
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G-CSF Gneesi (bazal) ve G-CSF sonrasi (5. gin) plazma TF.Ag
ve TF:PKA seviyeleri

Degisken Bazal 5. Giin P
Ort. + S.s. Ort.+ §.s.
TF:Ag (pg/ml) (n = I8) M.3+52 100,44 92 0.01*
Kadin (pg/'ml) (n =K} 0N34+47 209+ T2 0.20
Erkekipg/ml)(n = () 17.2 4 %8 132 84 105 0.04°
TF: PCA (pg/ml) (n= 18) 9.1 420 48 9.4 81 0.06
Kadmn (pgml) (n=5) §747 3194 71 037
Erkek(pg/ml) (n = 10) 125427 623+ 91 0.14

"P<lLig,

Serimizde saptanan en yiiksek iki degerden biri (17 nM), hastanin 1. kiir
melfalan ve prednol aldig1 sirada saptanan degerdir. 69 yasinda kadin hasta ISS 1.
evrede, IgG A izotipinde, bobrek fonksiyon bozuklugu nedeniyle klinige bagvurmus

ve performans skoru iyi olarak degerlendirilmistir.

Biitlin grupta en yiiksek ikinci deger 15,04nM olarak bulunmustur. Bu hasta
2001 Temmuz ayindan itibaren talidomid kullanmaktaydi, saptanan deger hasta
Talidomid kullanmay1 biraktiktan bir ay sonra alinan kan 6rneginden c¢alisilmistir.
Kan alindig1 donemdeki, IgG « izotipinde, ISS II. evre, performans skoru I’dir. Bu
hastaya ait yapilan takipte MP: PKA’nin patolojik seviyelerde seyrettigi

bulunmustur.

Diizenli izlem yapilarak ve drnek sayisi arttirilarak tromboz geciren hastalara
geriye doniik olarak yeniden degerlendirilecektir.
Bu hastalarin seri izlemleri yapilmalidir. Ancak bu ¢alisma ilerletildigi zaman énemli

sonuclar elde edebilecegimize inaniyoruz.
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5.SONUC VE ONERILER

Mikropartikiil Prokoagulan Aktivite(MP: PKA) bu yontemle kolayca
Ol¢giilebilmistir. Henliz diinyada uluslararas1 standartlara uygun bir MP Olciim
yontemi bulunmamaktadir. Multiple Miyelom hastalarinda trombozun nedeni belli
degildir. Bizim hastalarimizda 6zellikle Talidomid kullananlarda istatistiksel olarak
degerlendirme sansimiz olmamasina ragmen MP: PKA’da yiiksek bulunmustur. Bu
calisma hastalarinin uzun siireli takipleri, tromboz gegirenler ve gegirmeyenler
arasinda fark olup olmadigr konusunda saglikli yorum yapmamiza olanak

saglayacaktir.
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OZET

Multiple Miyelom Hastalarinda Mikropartikiil Prokoagulan Aktivitenin(MP:
PKA) Tedavilerle ve Trombotik Komplikasyonlara iliskisi

Bu ¢alismada amag, Multiple Miyelom(MM) hastalarinda tedavi siiresinde tromboza
neden olabilecek etkenlerden MP:PK A nin incelenmesidir. Literatiirde Mikropartikiil
yilizeylerinde prokoagulan aktivite oldugu ve bunun cesitli kardiyovaskiiler ve
trombotik komplikasyonlarda rolii oldugu ispatlanmustir. Ozellikle MM hastalarinda
Talidomid ile beraber kemoterapi rejimleri kullananlarda tromboz siklig1 yaklasik
%20 civarindadir.

MP: PKA o6l¢iim yontemleri heniiz uluslararasi standartlarda kabul gérmiis degildir
ancak bu konuda ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Burada kullanilan mikro ELISA
yontem, “Freyssinet Teknolojisi”(orijinal yontem) ile karsilastirilmis ve sonuglar
arasinda fark bulunamamustir. Yontem kolay ve pratik olup, tedavi verimliligini
6lecmek, tan1 ve prognozda kullanmak agisindan ¢ok 6nemli veriler sunmaktadir..

Elde edilen veriler Ornek sayist1 az oldugundan istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur ancak Talidomid kullanan hastalarda MP: PKA yiiksek bulunmustur.
Ayrica, mobilizasyon agsamasinda hastalarin MP:PKA degerlerinde dnceye gore artis
gbzlenmigtir. Multiple Miyelom hastalarinda MP:PKA’nin tanida kullanilan diger
kriterlerle korelasyon analizi yapilmis ve 65 yasin iizerinde olan hastalarda
istatistiksel olarak sinirda anlamli(p=0,06) degerler bulunmustur.

Ornek sayismin arttirilmasi ve talidomid kullanan hastalarin ileriye yonelik takibi
gerekmektedir. Yapilacak olan ¢aligmada tromboz geciren ve gegirmeyenler arasinda
Mikropartikiil prokoagulan aktivite ile anlaml1 bir fark olup olmadig1 daha net olarak
sOylenebilecektir.

Anahtar sozciikler: Multiple Miyelom, Tromboz, Talidomid, Mikropartikiil
Prokoagulan Aktivite, Doku Faktorii

47



SUMMARY

Correlation Of Microparticle Procoagulant Activity and Thrombotic

Complications in Multiple Myeloma Patients Treated With Chemoterapy

Our aim in this study is to analyze the correlation of microparticle procoagulant
activity and thrombosis by utilizing the quantitative evaluation of MP:PCA, a cause
of thrombosis in the treatment process of multiple myeloma(MM) patients. It has
been stated that microparticle surfaces have procoagulant activity and this activity
has role in various cardiovascular and thrombotic complications. Combined
chemotherapy regimens containinig Thalidomide and Doxorubicine for MM
treatment results with thrombosis in patients in 20 percent of patients.

Although quantitavie evaluation methods of MP:PCA do not have an internationally
accepted standart yet, there is already a number of papers published. The micro
ELISA approach used in this study has been compared with Freysinnet Technology
method resulting with comperable findings.

Results clearly show Thalidomide administered patients have higher MP:PCA
values. In addition, our analysis showed an increase in MP:PCA values of samples
acquired from patients during mobilisation phase for PBSCT. Furthermore, MP:PCA
measurements were statistically analysed with diagnostic criteria of MM and no
correlation found, except with patients age above 65, statistically meaningful
(p=0.06) values obtained. The data obtained as a result of this study was not
statisticaly significant because of low number of samples

As a result, our methodology was validated on samples receiving chemotherapy for
MM resulting with increased values during mobilisation and thalidomide use. With
higher number of samples and further follow up of thalidomide administrated MM
patients, our study has the potential to show statistically meaningful correlation
between microparticle procoagulant activity and thrombotic complications.

Key Words: Multiple Myeloma, Thrombosis, Thalidomide, Microparticle

Procoagulant Activity, Tissue Factor,
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