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GIRIS VE AMAC

Multiple myeloma, plazma hiicrelerinin klonal bir hastaigidir.
Plazma hiicre hastaliklarinin tiimiinde klinik bulgular timor
hiicrelerinin genislemesi, hiicrelerin salgiladigi iiriinler ve konakginin
tiimére cevabinin derecesi ile ilgilidir.

Multiple myelomada  anjiogenezis artmaktadir ve
anjiogenezis multiple myelom progresyonunda anahtar rol
oynamaktadir. Multiple myelomada VEGF (vasculer endothelial
growth factor), FGF (fibroblast growth factor), HGF (hepatosit
growth factor) artmaktadir ve tedaviye yanit ile diizeyleri azalmakta,
yanit yoksa diizeyleri degismemektedir. Evre ilerledikce diizeyleri
artmaktadir.

Dolagan endotel hiicresi (CEC; circulation endothelial cell)
anjiogenezisin bir markindir. Timoér gelisimi ve vaskiilarizasyonda
6nemli rol oynamaktadir. sCD146 ise soluble endotel markiridir.

Dolagan endotel hiicresi (CEC) sayisinin myokard infarktiis,
orak hiicreli anemi gibi vaskiiler zedelenmenin oldugu veya meme
kanseri gibi neovaskiilarizasyonun goriildiigii malign hastaliklarda
arttgi saptanmistir.



Endotelyal arastirmalar icin noninvaziv testler kullanigh
olabilir ve endotelin patobiyolojisi icin yeni bir bakis acisi
saglayabilir. CEC'in hastalarda veya normaldeki biyolojik yan émrii
hakkinda bilgi yoktur. CEC klinik ve terapdtik olarak hipotekal bir
markir olmaya devam etmektedir. Multiple myelomlu hastalarda
anjiogenezis artmaktadir ve VEGF diizeyi yiiksektir, fakat CEC diizeyi
hakkinda yeterli bilgimiz yoktur. Bu nokta daha fazla aragtirma
yapmayi gerektirmektedir.

Calismamizda multiple myelomal hastalarda:

m Tedavi 6ncesi ve sonrasi CEC diizeylerini saptamak

m CEC diizeyi ile sCD146 iligkisini belirlemek

m CEC diizeyinin multiple myelomada hastaligin
aktivasyonu ve tedavi etkinligini belirlemede markir olarak degerini
saptamayl amagcladik.



GENEL BILGILER
MULTIPLE MYELOMA

Plazma hiicre hastalklan B lenfosit serisinin ortak
oncillerinden birinin Gstiinligl ile ilgili olarak gelisen monoklonal
timorlerdir. Multiple Myeloma, Waldenstrom makroglobulinemisi,
primer amiloidoz ve agir zincir hastaliklarindan olusan bu monoklonal
gammopatiler paraproteinemiler olarak da isimlendirilmektedir.
Multiple Myeloma tek bir klondan cikan plazma hiicrelerinin malign
proliferasyonunu tanimlar (1).

Serum protein komponentlerinin elektroforetik analizi serum
immunglobulin miktarinin belirlenmesini saglar. Farkli
immunglobulinler elektiriki bir ortamda heterojen hareket ederler ve
gamma bblgede agik bir pik olusur. Bu bdlgede varolan keskin pik M
komponent olarak isimlendirilir (1).

Multiple myeloma; organ fonksiyon bozukluklari, kemik agrisi
veya kirngi, bobrek yetmezligi, infeksiyona vyatkinlik, anemi,
hiperkalsemi ve bazen plhtllasma bozukluklari, nérolojik semptomlar
ve hipervizkositenin damarsal bulgulari ile sonuclanabilir (2).



ETYOLOJI:

Myeloma nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Radyasyon
maruziyeti sonrasi myelom sikliginda artis bildirilmistir. Myelomlu
hastalarda 13ql4 delesyonlari, 17p13 delesyonlari ve 11q
anormallikleri basta olmak ({izere farkh kromozomal degisiklikler
bulunmustur (3).

En sik goriilen translokasyon t (11;14) (q13;q32)dir. Baz
olgularda myc ve ras genlerinde agin ekspreyon bildirilmigtir. IL-6
myeloma hiicre proliferasyonu olusumunda rol oynamaktadir (4).

EPIDEMiYOLOJi

Yasla birlikte myeloma sikh§ artar. Insidans yillik
4/100.000'dir. Erkeklerde kadinlardan daha sik goriiliir. Zencilerde
beyazlardan iki kat fazla gb6zlenir. Myeloma, beyazlarda tiim
hematolojik tiimdrlerin % 13’ {inii zencilerde ise % 33 Uni olusturur

().
PATOGENEZ VE KLINiK BULGULAR

Myeloma olgularinda kemik agrisi en sikk semptom olup
yaklagik vakalarin % 70'inde bulunur. Adri genellikle sirt ve
kaburgalan tutar, gece daha ¢ok olur ve myeloma agrisi hareket
etmekle artar (2).



Myelomadaki kemik lezyonlan timér hiicrelerinin
proliferasyonu ve osteoklast aktivasyonu sonucu kemik yikimina
bagl gelisir. Osteoklastlar myeloma hiicreleri tarafindan olusturulan
osteoklast aktivator faktore (OAF) duyarhdir. OAF aktivitesi; IL-1,
lenfotoksin ve TNF gibi bircok sitokin tarafindan etkilenebilmektedir
(6,15).

Myelomali hastalarda, sonraki en sik Kklinik problem
bakteriyel enfeksiyonlara yatkinliktir. En sik gériiln enfeksiyonlar
pnémoni ve pyeloneftrittir. Enfeksiyona yatkinlik icin katkida bulunan
pek g¢ok neden vardr. Myelomah  hastalar yaygin
hipogammaglobulinemiye sahiptir. Hipogammaglobulinemi hem
uretimin azalmasina hem de normal antikorlarin yikiminin artmasina
baglidir. Bundan bagka bazi hastalarda myelomaya cevap olarak
olusan dolasan regiilatuar hiicreler normal antikor sentezini
baskilayabilmektedir. Myelomada T hiicre fonksiyonlarinin cogu
normaldir, fakat CD4 hiicreleri azalmis olabilir (7).

Myelomall hastalarin yaklasik % 25‘inde bobrek yetmezligi
olusur. En sik sebep hiperkalsemidir. Graniiler amiloid depositler,
hiperlrisemi, tekrarlayan enfeksiyonlar ve bazen myeloma hiicreleri
tarafindan bdbregin infiltre edilmesi gibi nedenler bébrek fonksiyon
bozukluguna katkida bulunabilir. Hafif zincir ekskresyonu ile tiibiler
hasar olusabilir (8).



Myelomali hastalarin yaklasik % 80‘inde anemi olugur. Bu
genellikle normokrom-normositer olup genigleyen tiimér hiicreleri
tarafindan yapilan faktorlerin hematopoezi baskilamasi sonucudur.
Hemolize bagl anemi, B12 veya folat eksikligine bagh megaloblastik

anemi goriilebilir (9).

Antikor kapli trombositlerin fonksiyonlarini yapamamasi veya
I, II, V, VII veya VIII gibi pihtlagma faktérleri ile M komponentin
etkilesimine bagh olarak pihtilasma bozukluklar gorilebilir. M
proteininin fiziksel 6zelligine bagh hipervizkosite sendromu gelisebilir
(10).

TANI VE EVRELEME
Multiple Myeloma’da ana bulgular; kemik iliginde % 10

lizerinde plazma hiicre artigi (sekil 1), litik lezyonlar ve serum
ve/veya idrar M komponentinin saptanmasidir.

Sekil 1:Kemik iliginde plazma hiicre artisi



Multiple Myeloma Tani Kriterleri

Major Kriterler:
1. Biopside plazmositom tanisi
2. Kemik iliginde plazmasitoz (>% 30)
3. M komponent varlig::
Serum: Ig G >3,5 g/dL
IgA>2g/dL
idrar: amiloidoz olmaksizin
>1g/24 saat kappa ve veya lambda hafif zincir atilimi
(Bence Jones protein)

Minor Kriterler:
1. Kemik iliginde plazmositoz ( % 10-30)
2. M komponentinin yukarida belirtilen degerlerden daha az
miktarda var olmasi
3. Litik kemik lezyonlari
4. Azalmis normal immiinoglobulinler (normalin>%50’ si) ;
Ig G<600mg/dI
Ig A <100mg/di
Ig M> 50 mg/dI

Myelom tanisi igin en az bir majér ve bir mindr veya 2 tanesi
(1). ve (2). maddeler olmak lizere 3 mindr kriter bulunmasi sarttir.
Bu kriterler ilerleyici hastaligi olan semptomatik hastalarda
degerlendirilmelidir.



Myeloma hastalarinin klinik degerlendirmesi dikkatli bir fizik
muayene ile kemiklerde hassasiyet ve kitle arastirmayi
kapsamaktadir. Gogiis ve kemik radyografileri litik lezyonlan veya
diffiiz osteopeniyi gosterebilir. Eritrosit, kalsiyum, Ure-nitrojen,
kreatinin ve Urik asit dizeyleri yiikselmis olabilir. Protein
elektroforezi ve serum immdinoglobilinlerinin 6lgimi taninmasi ve
karakteristik M spike igin faydalidir (11).

Osteoblastik aktivite yoklugu nedeniyle yaygin kemik
tutulumu olmasina karsin serum alkalen fosfataz genellikle
normaldir. Bu hastalarda serum soluble IL-6 reseptor diizeyleri ve C-
reaktif protein, IL-6 nin fizyolojik diizeylerini yansitabilir.

Serum M komponenti hastalarin % 53’ inde Ig G, %25‘inde
Ig A ve %l'inde Ig D iken; hastalarin % 20'si serum ve idrarda
sadece hafif zincire sahiptir. Hafif zincir izotipi yagama suresi tizerine
etkiye sahip olabilmektedir. A hafif zincir sekrete eden hastalar
kappa hafif zincir sekrete eden hastalarla karsilagtinididinda anlamii
olarak daha kisa ortalama yasama siirelerine sahiptirler.

Myeloma hastalarinda evreleme sistemi klinik ve labaratuar
testlerine dayanan ve yasama siresini 6nceden tahmin edebilecek
fonksiyonel bir sistemdir. Bugiin igin kullanilan evreleme sistemi
Durie-Salmon evrelemesidir. Bu evreleme sisteminde Hemoglobin,
kalsiyum, M komponenti, iskelet tutulumunu derecesi ve total viicut
timér yiki temelinde digik, orta veya yiiksek evre belirlenir
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(Tablo1) (11). Ayrica multiple myelomlu hastalar serum kreatinin
diizeylerine gére subklasifiye edilmis (Tablo2) ve yasam stresi ile
iliskii  saptanan  B2-mikroglobulin  diizeylerine  gdre de
evrelendirilmistir (Tablo3) (12).

Tablo1. Multiple Myelomada Durie-Salmon evreleme sistemi

MULTiIPL MYELOMA'DA DURIE-SALMON

EVRELEME SiSTEMI:
EVRE KRITER
I Asagidakilerin hepsi

1. Hemoglobin>100 g/L (10g/dL)
2. Serum kalsiyum <3 mmol/L(<12mg/dL)
3. Normal kemik grafisi veya soliter lezyon
4. Distik M-komponent retimi
a. Ig G duizeyi <50 g/L (5 g/dL)
b. Ig A diizeyi >30 g/dL(3 g/dL)
c. idrar hafif zincir <4 g/24 saat
II Ne I'e ne de III'e uygun
III Asagidakilerden bir veya birkagi:
1. Hemoglobin <85/g/dL (<8,5 g/dL)
2. Serum kalsiyum >3 mmol/L(12 mg/dL)
3. Ileri litik kemik lezyonlari
4. Yiksek M-komponent uretimi
a. Ig G diizeyi >70 g/L (>7 g/dL)
b. Ig A diizeyi >50 g/L (> 5g/dL)
c. Idrar hafif zincirleri >12g/24 saat




Tablo 2. Multipl myelomal hastalarda serum kreatinin
diizeylerine gore subklasifikasyon

SERUM KREATININ DUZEYLERINE GORE SUBKLASIFIKASYON
Diizey Evre Ortalama Yasama
Siiresi, Ay olarak

A<177 umol/L (< 2 mg/dL) IA 61
B>177 pmol/L (>2 mg/dL) IIA, B 55
IIIA 30
I11B 15

Tablo 3. Multipl myelomah hastalarda serum pB2-
mikroglobulin diizeylerine gore evreleme

SERUM B2-MiKROGLOBULIN DUZEYLERINE GORE EVRELEME
Diizey Evre Ortalama Yasama
Siiresi, Ay Olarak

<0,004 g/L (<4pg/mL) I 43

>0,004 g/L (>4pg/mL) II 12
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Prognoz lizerine etki eden dider faktdrler sitogenetik
bozukluktur. En sik gériilen kromozomal anomali kromozom 13q ve
t(4;14)'dir. Kemik iligindeki plazma hiicre yiizdesi, performans
statusu ve serum IL-6, soluble IL-6 reseptorleri, C reaktif protein,
hepatosit biiyiime faktorii, kollajenin C terminal capraz-bagl
telopeptidi, TGF-B ve sindekon 1 diizeyleri prognoz Uzerine etkili
diger faktorlerdir (13).

ENDOTEL-ANGIiOGENEZIS-VEGF

Endotel

Yari gegirgen bir membran olarak endotel, arteriyel duvar
icine ve kapiller ile veniillerin duvarlan iginden, kiigik ve buylk
molekiillerin gegislerini kontrol eder. Birgok bolgede intersellller
bileskeler normalde bdyle molekiillere gegirgen degildir. Fakat
endotelyal hiicreler arasindaki goreceli olarak labil olan bilegkeler
yiiksek kan basinci gibi hemodinamik faktérler ve inflamasyondaki
histamin gibi vazoaktif ajanlar etkisinde genigleyebilir. Endotel hiicre
ozellikleri ve fonksiyonlari(14);

1. Permeabilte engelinin sirdirilmesi 2. Antikoagtilan ve
antitrombotik molekiillerin ayarlanmasi, hazirlanmasi (Prostosiklin,
trombomodulin, plazminojen aktivatdr, heparin benzeri molekiil)

3. Protrombotik molekiillerin hazirlanmasi (von Willebrand faktéri,
doku faktérii) 4. Plazminojen aktivator inhibitorii 5. Extrasellller
matriks yapimi (kollajen, proteoglikan) 6. Kan akimi ve vaskiiler
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reaktivitenin (Vazokonstriktorler: Endotelin, ACE ) ( Vazodilatotorler:
NO/EDRF, Prostosiklin) 7. Inflamasyon ve imminitenin
degerlendiriimesi (IL-1, IL-6, IL-8, adezyon molekiilleri, HLA) 8.
Hiicre biiyiimesinin diizenlenmesi (Biiylimeyi uyaranlar: PDGF, CSF,
FGF) (Biiyiime inhibitorleri: Heparin, TGF-B) 9. DDL'nin oksidasyonu
(15).

Endotel hemostaz, inflamasyon ve anjiogenez gibi ciddi
biyolojik olaylarda dnemli rol oynar. Vaskiller hemostazin devam
etmesi igin endotelin yapisi ve fonksiyonlar 6nemlidir. Kan ve doku
arasindaki stratejik lokalizasyonu nedeni ile vaskiler endotel
mikrogevre kontrolii altinda gok dinamik hiicre populasyonu igerir.
Lokal, spesifik fonksiyonel ihtiyaglara adaptasyon igin, endotel
hiicreleri proinflamatuvar sitokinler, growth faktorler, infeksiyon
ajanlari, lipoproteinler ve oksidatif stres gibi patofizyolojik stimulus
veya agonistlere yanit verir. Bu gevresel baski ile endotelyal
aktivasyonun uzamasi disfonksiyon, hiicre baglantilari arasindaki
irreversible kayip, apoptoz ve nekroza yol acar.

Anjiogenezis

Anjiogenik proges farkli fizyolojik ve patolojik durumlardaki
vaskiller ~ destedin  saglanmasinda 6nemli rol  oynar(16).
Neovaskiilarizasyon farkh solid tiimérlerin biyiime, progresyon ve
yayiiminda anahtar bir basamak gibi tanimlanmigtir. Vasklarizasyon
artigi birgok tiimorde kotli prognoz ile iliskilidir(17-18). Anjiogenik

14



anahtar olarak da isimlendirilen timor biiylimesinin kritik progesinin,
angiogenezis stimiilitator ve inhibitrlerinin ekspresyon ve down-
regiilasyonunun dengesizliginin baglattigi disiindilebilir (19). VEGF,
b-FGF, HGF (hepatosit growth faktor) gibi farkli anjiogenik sitokinler
anjiogenik aktiviteli potent mitojenlerdir (20-22). Onanm alaninda
bulunan damarlarin tomurcuklanmasi ile yeni damarlarin olusumuna

anjiogenezis veya neovaskiilarizasyon denir (Sekil 1).

Sekil 1.Angiogenezis

MALIGNANT
NORMAL ABNORMAL ABNORMAL OR INVASIVE
CELLS CELLS CELLS MULTIPLY CANCER

LYMPH
VESSEL

BOUNDARY M‘m st AR
BLOOD -
VESSEL

___ PRIMARY CANCER

___— LOCAL INVASION

____— ANGIOGENESIS
Tumours grow their own
blood vessels

Y —— LYMPH VESSEL

~—— BOUNDARY

— METASTASIS
Cells move away from
— primary tumour and
invade other parts of
the body via blood
vessels and lymph
vessels

BLOOD VESSEL
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Anjiogenezis dort evrede ilerler;

1-) Bazal membran ve extraselliiler matriks pargalanmasi
2-) Endotel migrasyonu

3-) Endotel proliferasyonu (Mitoz)

4-) Organizasyon ve mattiirasyon (23).

VEGF (Vaskiiler endotelyal bilyime faktori) ve b-FGF
(Fibroblast biiylime faktorii) anjiogenezisi uyaran en Onemli
faktorlerdir. Her ikisi bazal membrandaki proteoglikanlara baglanir
ve bu yapilar hasarlaninca serbestlesir. Direkt veya indirekt olarak
endotel hiicresini uyarir. Bu ise bazal membrani pargalayan
proteinazlar salgilar, endotel hiicre gogii ve proliferasyonu uyarir.
Ve direkt olarak endotel hiicre popilasyonunun ilerlemesi ile
damarlan olusturur (24,25).

FGF; heparin ve diger anyonik molekiillere sikica baglanan
polipeptid ailesiidr. Bu nedenle bazal membrana karsi yogun bir
affinite gdsterirler. Bliyime stimilasyonu yani sira temel FGF (b-
FGF) anjiogenezisteki tiim basamaklarda uyarici etkiye sahiptir.
Aktive makrofaj ve dider hiicrelerce serbestlestirilir.

VEGF; PDGF (Platellet tiirevi biiylime faktori) ile kismen
homolog dimerik glikoprotein izoformlar serisidir. VEGF aktivitesi ilk
olarak tiimoérlerde goésterilmigtir. Timdrlerde yeni damar olusumu
(anjiogenezis) icin merkezi bir rol Ustlenir. Normal embriyonik
gelisimde, yara iyilesmesinde, kronik iltihabi olaylarda yeni damar
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olusumunu uyarir ve vaskiiler gegirgenligin belirgin olarak
artmasindan sorumludur. Hiicre disi matrikse plazma proteinlerinin
birikiminin artmasina onciilik eder ve fibroblast ile endotelyal
hiicreler icin stroma sadlar. VEGF reseptérleri sadece endotelyal
hiicreler tzerinde bulunur. Bu yiizden diger hiicrelere etkisi dolayli
yoldan olmaktadir (24-25).

VEGF ailesi yeni klasifikasyona gore VEGF-A (6p12-p21),
VEGF-B (11q13), VEGF-C (4934), VEGF-D (Xp22.31), VEGF-E (viral)
ve PIGF (14924-q31) igerir (26-31). Kromozom 6q12 de lokalize
olan VEGF geni 7 intronun ayirdigi 8 exon’dan olusur. Kode bdlgesi
14kb'dir. En azindan VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF189 ve
VEGF 206 olmak lizere 5 protein Urlini vardir. Farkli VEGF
izoformlarinin heparin ve heparin siilfata affinitesi farklidir. Bir cok
hiicre 6zellikle VEGF 121 ve VEGF 165 olmak (izere farkl tip
VEGF'leri expresse eder.

Yapisal olarak VEGF-B, VEGF ile yakindan iligkilidir (32).
Reseptdre badlanan 167 aminoasitli ve ¢6ziniir serbest sekrete
edilen 186 aminoasitli olmak tzere iki tipi igerir (33). VEGF-B, VEGF-
A ve diger biiylime faktorleri ile heterodimer olusturabilir.

VEGF-C; prostat karsinomundan klonlanmistir ve VEGF 165
ile % 30 homologdur (28). VEGF-C preprotein olarak sentezlenir ve
basamak basamak proteolitik olarak yikilarak reseptoriine afinitesi
ve aktivitesi artar. VEGF-D (c-fos-uyarimli biiyiime faktori) ise yeni
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kesfedilen memeli VEGFlerindendir (34).% 61 oraninda yapisal ve
proteolitik basamak olarak VEGF-C ‘ye benzer. VEGF-E parapoxvirus
genomunda kesfedilmistir. OV-VEGF2 ve OV-VEGF7 olmak lizere iki
tip VEGF benzeri form saptanmigtir. VEGF 121'e sirasiyla %29 ve
%23 oraninda benzer (35). insan plasentasindan izole edilen PIGF,
VEGF ile % 50 homologdur (31). 3 parcali izoform izole edilmistir.
Bunlardan biri olan PIGF2 resept6r icin neredeyse VEGF165 ile
Ortiigiir (36-37). Biolojik aktivite icin PIGF/VEGF heterodimeri PIGF
homodimerinden daha potenttir (38). Tiim VEGF proteinleri yapisal
olarak benzerdir ancak reseptér baglanmasi icin farkl spektrumlara

ayrihir,

VEGF reseptor ailesi en azindan yiiksek affiniteli 4 tiptir. Bu
reseptbrierin Ugli hiicre yilizey proteini olan tyrosine kinase
ailesindendir. Bu reseptorleri ligand spesifitesi VEGFR-1; VEGF-A,
VEGF-B, PIGF1 ve PIGF 2 VEGFR-2; VEGF-A, C, D ve E. VEGFR-3;
VEGF-C ve D ‘dir (39). VEGFR-1 ve2 ozellikle vaskiiler endotelde
VEGFR-3 ise 6zellikle lenfatik endotelde bulunur (40). Neuropilin-1,2
(NRP-1 ve NRP-2) yiiksek affiniteli, tyrosine kinase olmayan VEGF
reseptorleridir ve VEGF-A, B, E, PIGF-2 yi baglar. NRPler kisa
sitoplazmik fonksiyonu tam olarak bilinmeyen reseptérierdir. NRP-1
VEGF 165in VEGFR-2 ye baglanmasini 10 kat artirarak VEGF
subtiplerinin en glgll sinyal ileticisi olmasini saglar co-reseptor)
(39). NRP-1 vaskiiler endotel, néron ve baz tiimér hiicrelerinde
bulunur ve VEGFR-1,2 ile birlikte expresse edilir. NRP-2 VEGF-C
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baglar, VEGFR-3 ile birlikte expresse edilir ve lenfatik sistemde
bulunur (40).

VEGF kanser biolojisinde kritik rol oynar. Timér metastaz
ve gelisimi icin vazgecilmez; anjiogenez ve lenfanjiogenez igin
anahtar olan endotel hiicreleri icin mitogen, motogen ve
morfojendir. Son bilgiler VEGF nin tiim6r patogenezindeki roliiniin
daha once bilinenlerden daha 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir.
VEGF'nin agir Gretimi timoér iligkili immiinsiipresyon ile ilgilidir (41-
43).

VEGF'nin tiimor biyolojisindeki rolii kanser tanisi, prognozu
ve tedavisi icin klinikk Onemini isaret eder. Calismalar VEGF
expresyonunun tlimoér dokusunda normal dokuya gore belirgin
arttigini géstermektedir ve timér grade’ i, invazyon derinligi, nodal
ve distal metastaz, TNM ve klinik stage iliskilidir (44-48). VEGF
ayrica bircok kanser igin progndstik faktérdiir. Bunlar arasinda
meme Ca, Over Ca, kolorectal Ca, kiigiik hiicreli olmayan akciger
Ca, pankreas Ca sayilabilir (49-50). Tedavi amagh olarak bircok
timor tipi lizerinde caligilmakta ve VEGF hedeflenerek anjiogenez
inhibitéri test edilmektedir (35-36).

Tumorlerin biylimesini hiicre kinetigi disindaki faktorler de
etkiler. Bunlardan en Onemlisi kan akimidir. Tumérler
damarlanmadikga 1-2 mm gap veya kalinigi gegemez. Ayrica
anjiogenez malignite igin gerekli bir olaydir, gilinkii damar olmadikca
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tiimor metastaz yapamaz. Timorle ilgkili anjiogenik faktorler timor
hiicrelerinin kendinde ve tiimérii infiltre eden iltihabi hiicrelerde
yapilir .Timorle iligkili anjiogenik faktdrierden en 6nemli olan ikisi b-
FGF ve VEGFdir. TNF-a gibi makrofajdan kaynaklanan diger
anjiogenik faktorler de katkida bulunur. Anjiogenezis timor
bliyimesi {izerine iki yonli etki go6sterir; perfiizyonla besin
maddeleri ve oksijen gelir ve yeni olusan endotel hiicreleri
salgiladigi biiylime faktorleri ile tiimoriin biiylimesini uyarir.

Anjiogenez sadece primer tiimor bilylimesi icin degil, ayni
zamanda metastaz icinde gereklidir. Oldukca vaskiiler tiimoérier,
damarlara kolaylikla ulasacagindan metastaza daha meyillidir(53).

MULTIPLE MYELOMADA ANJIOGENEZIS

Anjiogenezis lzerine yapilan son galismalarda kemik iliginde
neovaskiilarizasyon ve anjiogenik faktdrlerin  ekspresyonun
hematolojik malignensilerin patojenik mekanizmalan ile iliskili
oldugu saptanmistir (54-55). Son calismalarda kemik iligi
mikrovessel dansitesi(MVD)’' nin artisinin  multiple myelomda
prognostik faktor oldugu gézlenmistir (56).

Multiple myelomda kemik iligi neovaskdlarizasyonun multipl
basamaklarinda anjiogenik sitokin b-FGF énemli rol oynar. b-FGF'nin
diisiik affinite reseptdrii syndecan-1 (CD138) myeloma hiicrelerinin
ve diger neoplastik B hiicrelerinin (46) yiizeyinde saptanmistir ve
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myeloma hiicrelerinin biyiimesinde diizenleyici etkisi vardir (58).
Yapilan calismalarda syndecan-1 seviyesi myeloma hastalarinda
bagimsiz bir prognostik faktor olarak tammlanmistir (59).

b-FGF ve VEGF lenfoproliferatif bozukluklardaki prognostik
kullanimi NHL'h hastalarla yapilan iki calismada gosterilmistir (60-
61). VEGF spesifik endotelyal hiicre mitojeni gibi vaskdler
permeabiliteyi potansiyel olarak uyarmistir. Bunun multiple
myelomlu hastalarin kemik iligindeki plazma hiicreleri ve myelom
hiicre dizilerinde eksprese edildigi bulunmustur (62). Baska bir
anjiogenik faktér olan HGF, kan-damar olusumu (22) ve tight-
junction hasarina yol agarak hiicre invazyonunu uyaran potansiyel
bir mitojenik aktiviteye sahiptir (63). Bu karakteristik 6zelliklerinden
dolayr yayilma (scatter) faktérii olarak isimlendirilir. Ek olarak HGF
reseptorii protoonkojenik c-met (64) olarak tammlanir ve myeloma
hiicre serilerinde saptanmistir (65). Ayrica myeloma biiyiime faktorii
IL-6, multiple myeloma anjiogenik aktivasyon yoluna dahil edilebilir
(66).

DOLASAN ENDOTEL HUCRELERI (CEC)
Vaskiiler bozukluklarda endotelin 6nemli rol oynadigina dair
genis bir literatlir destedi olmasina ragmen, hastaliklarin gelisiminde

invivo endotelyal iliski anlagilamamistir. Clinkii vaskiiler doku non-
invazif olarak ulagilamaz ve birkag spesifik markir vardir (67).
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Bu problemi ¢bzmek icin ciddi patofizyolojik olaylarda kan
damarlarindan kopan dolagan endotel hiicre calismalarina ilgi
artmistir.

Endotoksin  enjeksiyonu  sonrast tavsan  kaninda
hematopoetik olmayan muhtemel endotelyal orjinli hiicre varligini ilk
rapor eden Bouvier ve Lhadovec CEC (dolasan endotel hiicreleri)
konsepti icin dnclidiir (68-69).

1970-1980 arasinda bircok ot6r, riketsiya infeksiyonu,
homosistein kullamimi veya kolesterolden zengin diyet kullanimi gibi
durumlarda yapilan biyopsilerin vaskiiler alanlarinda, sirkulatuar
hiicrelere benzer hiicreler tamimlamislardir. Bununla birlikte endotel
hiicre (EC) belirleme metodlan (May Griinwald Giemsa boyama
maddesini de igeren) endotel spesifik antikor yoklugunda kan
drneklerinden EC belirlenmesinde yetersiz kalmistir.

CEC'lerin periferik kandan saptanmasi ile ilgili; spesifik
ayrimi ve galigiimasi gibi iki problem mevcuttur. Bu sorunlan ¢ézmek
igin dolagan Ibkositlerde bulunmayan ancak tim tip endotel
hicrelerinde var olan CD146'yi taniyan endotelyal hiicre antikoru (S-
Endo 1) geligtirildi (70-71) (Sekil 2).

22



CEC ve CEP'ler cluster differentiation antijen (CD)lere gére
su sekilde adlandirilir:

CECller:
istirahat CEC; CD45(-), CD133(-), CD105(-)
Aktive CEC ; CD45(-), CD133(-), CD105(+)

CEP'ler;
CEP hiicresi; CD45(-), CD133(+), CD105(-)
Istirahat CEP; CD45(-), CD133(+), CD105(-)
Aktive CEP; CD45(-), CD133(+), CD105(+) olarak tammlanir.

Sekil 2.Dolasan endotel hiicresinin akim sitometresi ile

belirlenmesi

CD45™CD146"” Dolasan Endotelyal Hiicreler

N AN B 6012095900 LI LOGRLILOS

*Negatif Control: Izotipik Kontrol, CD45-FITC eTest: CD146-PE, CD45-FITC
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CD146  hiicreleri; endotel hiicrelerinde, melanoma
hiicrelerinde, diiz kas hicrelerinde, intermediate trofoblastlarda,
belli hiicre serilerinde; HUVEC (Human Umblical Vein Endothelial
Cells) ve hematopoetik hiicrelerin; yalnizca aktive T hiicrelerinin bir
alt grubunda bulunur.

Normal kisilerde seviyesi 3 hiicre/ml altindadir.

CEC, intravaskiiler girisim, sickle cell anemi, riketsiyal ve
CMV infeksiyonu, trombotik trombositopenik purpura, akut koroner
sendrom ve Behget gibi vaskiiler hasar yapan farkli durumlarda
saptandi. Tim bu durumlarda CEC diizeyi kanda 0-1500 hiicre/ml
saptanmigtir.

CEC hiicreleri mevcut vaskiler zedelenmeyi,
neovaskiilarizasyon potansiyelini gbsterir.

Dolagan endotel hiicreleri vaskiiler hasarin ex vivo belirteci
olarak rapor edilmektedir. Sayisi endotelyal lezyonun boyutuna bagh
olarak degisiyor olarak gériinmektedir. Yiiksek CEC sayisi yaygin
vaskiler hasar ile iligkili olarak riketsiyal vaskilit, sickle cell krizi
veya CMV infeksiyonunda saptanmigtir. Buna karsin koroner
anjioplasti gibi lokalize damar hasarinda da CEC sayisi ytiksek-
normal saptanmistir. Ilging olarak sickle cell anemisinin agn
episodu, trombotik trombositopenik purpura hastalarinda akut
trombositopeni veya Behget hastaliginda akut serebral tromboz gibi
hastaliklarin akut fazlarinda daha yiiksek sayida &lglilmiistiir.
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Akut fazlar arasinda tedaviye yanit veya klinik iyilesmeye
bagh olarak CEC sayisi normal dederlere yaklagmaktadir.

Bircok olguda yiiksek CEC sayimi; VWF, t-PA, PAI-1, solubl
trombomodulin ve l6kosit solubl adeziv molekiil (ICAM-1, VCAM-1, E
ve P selektin) gibi endotelyal aktivasyonu yansitan 6nemli plazmatik
markir artisi ile iliskilidir. Bu iliski endotelin kronik aktivasyonunun
hiicre ayrilmasi ile iligkili oldugunu diislindiirmektedir.

Bu kantitatif bakisin yaninda CEC'in sitolojik heterojenitesi
patofizyolojik durumila iligkilidir. Boyut olarak farkli, morfolojik olarak
intakt hiicreler anjioplasti ve sickle cell anemide; piknotik nukleuslu
nekrotik hiicreler riketsiyal enfeksiyonda; korunmus nukleus ve
sitoplazmali nekrotik hiicreler akut koroner sendromda siklikla
gbzlenir. Bu polimorfizmin nedeni bilinmemektedir. Farkh vaskiiler
yataktan orjin almasi ile veya farkli patolojik stimulus ile iligkili
olabilir. Ilging olarak akut koroner sendromiu ve sickle cell anemili
donérlerin CEC'lerinin bir kismi apoptotik patern gésterir. Bu durum
endotelyal 6zellikler igin vaskiiler materyal saglar (72-73).

Endotelden Hiicre Ayrilma Mekanizmasi

Endotelin yapisal biitiinliigiinden sorumlu mekanizmalar
tam olarak anlaglamamistir. Inter endotelyal reseptér, matriks
adeziv protein, sitoskeletal komponentler, pro ve antianjiogenik
growth faktdr gibi birgok faktér 6énemli rol oynar. Vitronektin ve
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fibronektin gibi matriks komponentierine adezyonu saglayan integrin
ailesine ait adeziv molekiiller ve ek olarak ozellikle tek tabaka
biitiinlugli kontroliinii iceren VE katherin (izerine 6zel bir ilgi
gosterilmektedir. Bu molekiiller spesifik ligandlarina baglandiktan
sonra sitoskeletal protein yapisini destekler.

invivo, CMV enfeksiyonu sirasinda endotelyal ayriima
integrin avB3 yokluguna badldir (74). Invitro deneyimler enfekte
hiicrelerin defektif baglanmasini fibronektin, laminin veya tip IV
kollagen gibi matriks baglanma proteinleri ile iligkili gbstermektedir.
Bu invitro calismalar viral enfeksiyonun ECnin bazal membran
proteinleri ile interaksiyonunu inhibe ettigini distindiiriir(75). Bu etki
HSV enfeksiyonundaki yaygin endotelyal ayriimayi ve yetersiz
vaskiiler onarimla sonuglanabilir. Endotelyal ayrilma serin proteaz
inhibitorleri ile inhibe edilir, bu durum proteaz salan graniilositlerin
onemli bir rol oynadigimi diistinduiriir.

integrin avp3’in TNF ve INF ile indiklenen tiimér EC
ayriimasinin bir pargasi oldugu bilinmektedir (76). Invitro bu
sitokinlere maruziyet EC'nin integrin avf3‘ln aktivasyonunu
azaltarak avp3 bagimll EC baglanma ve surveyini azaltmistir. Invivo
olarak EC'nin apoptoz ve ayrilmast TNF ve INF ile tedavi edilen
melanom metastazli hastalarda gosterilmistir. Apoptozis hiicre
ayriimasindan sorumiu tek mekanizma degildir. Sickle cell hastalarda
veya akut koroner sendrom hastalaninda CEC apoptozu diisiik
seviyelerdedir(72-73). Sickle cell anemi hastalarinda VEGF diizeyi
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belirgin artmistir. Bu durum VEGFnin antiapoptotik ozelligini

diistindlrdr.

Yapilan ¢alismalar dolasan endotelyal prekiirsdr (CEP) olarak
isimlendirilen potansiyel proliferatif CEC varligini periferik kanda
gostermistir. Bu hiicreler normal olgularda da dogal olarak vardir ve
endotelyal hiicre ayrilmasi mekanizmasinin her zaman hasara yanit
olarak olusan patolojik bir durum olmadigini disiindiiriir (77-78).
CEP damar duvari kaynakli EC'ye benzer endotel spesifik markirlari
eksprese eder.

Dolasan endotel hiicrelerini arttiran ve azaltan
faktorler:

Arttiranlar:Anjina  pektoris, ADP, adrenerjik uyan,
atheroskleroz, kalsiyum klorid 4 (yiliksek doz) , kolesterol,
endotoksin, egzersiz, homosistein, HT, hipertonik tuz solusyonu,
hipotonik tuz solusyonu, iskemi, laktat, protamin, sigara icimi (80-
81).

Azaltanlar: ACE inhibisyonu, diisiik doz ASA, Ca kanal

blokerleri, kalsiyom klorid 4 (diigiik doz), klofibrat, digoxin, heparin,
prostosiklin (82-84).

27



MATERYAL VE METOD

Bu calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklari Anabilimdali Hematoloji Bilim Dalinda yapilmistir.

Calismaya, Eskisehir Tip Fakiiltesi I Hastaliklari Hematoloji
Boliimiinde tani alan 24 yeni tani almis olan veya relaps multiple
myelomliu olgu ve 10 saglikli kontrol grubu alindi. Hastalarin 12'si
erkek 12'si kadind.

Calismaya dahil edilme kriterleri:
Multiple myelomlu yeni tani almis olgular veya relaps olan

olgular

Calismadan dislanma kriterleri:
Bilinen koroner arter hastaligi, vaskiilit, SLE, Behget
hastalidi olanlar
Heparin alanlar
Vaskiiler girisim yapilaniar
Trombotik olay! olanlar
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CEC Bakilma Yontemi

-K3EDTA ‘I tiiplere her hastadan 2cc periferik kan alindi
(12x75mm falkon|polystyrene round-bottom tube] ).

-Daha sonra hazirlanan asadgidaki 3 ayri antikorlu tiiplere
100%er p/L kan, K3EDTA 'l tiipten alinarak konuldu.

Tap 1: MIgGl FITC (fluorecein izothiocyanat),
MouselIgG1PE (phycoerytrin), CD45 PerCp (peridinin
chlorophyllprotein)

TUP 2: CD105 FITC, CD34 PE, CD 45 PerCp

TUP 3: CD146 FITC, CD133 PE, CD 45 PerCp

-Oda sicakliginda karanlkta 20 dakika inkiibasyon sonrasi,
Uzerlerine 2'ser cc dilue lysing solusyonu (eritrositleri lizis yaparak
ortamdan uzaklastirmak icin) ilave edilerek 10 dakika beklenildi.

-1800 rpm ‘de 5 dk santrifiij edildi. Olusan supernatant
dokiiliip, 2'ser cc PBS (fosfat buffer saline) ile yikandi.

-Tekrar 1800 rpm'de santrifuj edildi. Olusan siipernatant
tekrar dokiildi. 2'ser cc PBS konulup yikanip (toplam 2 kez yikandi)
1800rpm'de santrifiij yapildi. Dipte kalan pellet (izerine 500uL PBS
konup resiispanse edildi.

-Becton Dickinson FACS Calibur (akim sitometri) cihazinda
cellquest programinda 60.000 hiicre acquisition ve analiz yapiid.
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Analizde: CD34* 105 hiicreler — Istirahat CEC
CD34" 105" hiicreler — Aktive CEC
CD133" hiicreler =~ — istirahat CEP
CD146*133" hiicreler — Aktive CEP hicre
markir olarak degerlendirildi.

%3,2 " lik sitrath tiiplere a¢ olarak kan alindi. 3500 rpm’de 20
dakika santrifiij edilerek, plazmalar ayrilip -70°C ‘de saklandi. Sonra
toplu olarak; soluble CD146 (Biocytex kitleri) ve VCAM, VEGF
( Biosource kitleri) diizeyleri ELISA yontemi ile galisildi.

Calisma verileri SPSS programinda analiz edildi. Istatistiksel
analizler Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Istatistik Anabilim Dall
tarafindan yapildi. Analiz icin tek yonlii varyans analizi ve gruplar
arasindaki farkiigin karsilagtinimasinda Chi-Square ve Mann-
Whitney U testleri kullanildi. Sonuglar ortalamazstandart sapma
olarak verildi P<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamh kabul
edildi.
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BULGULAR

Calismaya, Eskisehir Tip Fakiiltesi i¢c Hastaliklari Hematoloji
Boliimiinde yeni tani alan ve relaps olan 24 multiple myeloma
hastasi ve 10 saghkl kontrol grubu alindi. Hastalarin 12'si erkek
12’si kadindi.

Hematolojik parametrelerden hemoglobin, beyazkiire,
platelet, Immunglobiilin G(IgG), IgM, IgA, protein elektroforezi,
CRP, sedimentasyon, biyokimyasal parametrelerden kalsiyum, total
protein, albumin, LDH calisildi. Hastalarin cahsilan hematolojik ve
biyokimyasal parametreleri, minimum, maksimum, ortalama deger

ve standart sapmalari ile tablo 4'de toplu halde verilmistir.

Tablo 4. Olgularin Tedavi Oncesi Laboratuvar Degerleri

Minumum | Maximum | Ortalama | Standart
Sapma
Yas 44 76 63,75 8,157
Hb(g/dl) 58 13,9 9,989 2,421
Beyazkiire 2000 11800 6422,22 2673,52
Trombosit 23000 370000 183444,44 106572,4
Ca (mg/dl) 81 14,5 10,071 1,824
T.protein(g/dl) 6,3 11,7 7,829 1,59
Albumin (g/dI) 3,2 47 3,921 0,491
LDH 127 870 320,67 204,541
IgG 346 5880 2131,5 1906,43
IgA 15,7 4880 824,225 1469,93
IgM 6 74 27,17 22,667
CRP 0,156 28,8 6,30 9,55
Sedimantasyon |28 140 98,73 37,73
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Multiple myelom tanisi alan 24 hastanin serum ve
plazmalarinda VEGF, VCAM ve sCD 146 galigildi. Serum ve plazmada
calisilan VEGF diizeyleri kargilagtinidiginda aradaki fark istatistiksel
olarak anlaml idi (p<0,05). VCAM ve sCD146 diizeyleri serumda
plazmaya gore daha yiiksekti; istatistiksel olarak anlamh idi
(p<0,001) (Tablo 5, Grafik 1).

Tablo 5. Multipl myelom hastalarinin serum ve plazmada
calisilan VEGFp, VEGFs, VCAMs, VCAMp, sCD146s, sCD146p
diizeylerinin tedavi dncesi degerleri

VEGF VCAM sCD146

SERUM 129,99+85,532 6,01+8,84 390,19+93,423

PLAZMA 61,19+56,541 4,9+6,81 317,96+84,099

P x Kkk kK

*P<0.05 ,** P<0.01,*** P<0.001
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Grafik 1. Multiple myeloma hastalarinin serum ve plazmada
calisilan VEGFp, VEGFs, VCAMs, VCAMp, sCD146s, sCD146p
diizeylerinin tedavi 6ncesi degerleri
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*P<0.05, ¥** P<0.001

Multiple myelomlu 24 olgudan 7’si (%29,1) tedavi dncesi ve
sonras! dederlendirildi. Tedavi Oncesi aktive CEC, istirahat CEC,
aktive CEP ve istirahat CEP diizeylerinde tedavi sonrasi azalma
gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli degildi (p<0,05)
(Tablo 6,Grafik 2).
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Tablo 6. MM'li Hasta_larada Tedavi Oncesi ve Sonrasi Aktive
CEC ve CEP ile Istirahat CEC ve CEP Diizeylerinin
Karsilastirilmasi

Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi
(n=7) (n=7) P
Aktive CEC 0,13+0,1 0,07+0,12 >0.05
(CD34* 105")
%
istirahat CEC 0,28+0,23 0,17+0,26 >0.05
(CD34*105)
%
Aktive CEP 0,03+0,4 0,02+0,03 >0.05
(CD146" 133%)
%
istirahat CEP 0,02+0,02 0,04+0,05 >0.05
(CD133%)
%

Grafik2. MM'li Hastalarada Tedavi Oncesi ve Sonrasi Aktive CEC ve
CEP ile Istirahat CEC ve CEP Diizeylerinin Akim Sitometri Yontemi Ile
Karsilastinnimasi
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Multiple myelomlu 24 olgu ile 10 saglikh kontrol grubunun
periferik kanindaki aktive CEC, istirihat CEC, aktive CEP ve istirahat
CEP diizeyleri akim sitometri yontemi ile kargilagtiriidi. Olgularin
periferik kaninda aktive CEC, istirihat CEC, aktive CEP ve istirahat
CEP degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiiksek saptandi (p<0,001) (Tablo 7,Grafik 3).

Tablo 7. MM'li Hastalarla Kontrol Grubunun Aktive CEC ve
CEP ile Istirahat CEC ve CEP Diizeylerinin Akim Sitometri
Yontemi Ile Kargilagtiriimasi

GRUP N ORTALAMA SS P
Aktive CEC
CcD34" 105"
Hasta 24 9,88 +6,952 kK
Kontrol 10 2,04 +2,111
istirahat CEC
CD34" 105
Hasta 24 17,6 +16,54 Ak
Kontrol 10 2,86 +3,03
Aktive CEP
CD146" 133"
Hasta 24 2,650 +2,44 Gkt
Kontrol 10 0,270 +0,43
istirahat CEP
cb133*
Hasta 24 4,379 +4,66 Hokk
Kontrol 10 0,9 10,84
*kk P<(0,001
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Grafik 3. MM‘li Hastalarla Kontrol Grubunun Aktive CEC ve
CEP ile istirahat CEC ve CEP Diizeylerinin Akim Sitometri
Yontemi ile Karsilastinimasi
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*P<0.05 ,** P<0.01,*** P<0.001

Multiple myelomlu olgular ile saglikli kontrol grubunda serum
ve plazmada soluble CD146, VEGF ve VCAM diizeyleri kargilagtiriidi.
Olgular ve kontrol grubu kiyaslandiginda serum ve plazmada bakilan
soluble CD146 dederlerinde her iki grupta anlamli fark gézlenmedi
(p>0,05). Olgularin serumunda bakilan VEGF degerinde kontrol
grubuna goére azalma gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak
anlamli degildi (p>0,05). Multiple myelomlu olgularla kontrol grubu,
plazma VEGF diizeyine gore kiyaslandifinda kontrol grubunda
VEGFp diizeyleri hasta grubuna goére daha yiiksekti ve istatistiksel
olarak anlamh idi (p<0,05). Multiple myelomlu olgularda kontrol
grubuna gore hem serum hem de plazma VCAM diizeyleri yiliksek
gbzlendi ve istatistiksel olarak anlaml idi (Tablo 8,Grafik 4).
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Tablo 8. MM’'li Hastalarla Kontrol Grubunda Serum ve
Plazma sCD146, VEGF, VCAM Diizeylerinin Karsilastiriimasi

GRUP N ORTALAMA SS P
CD146s(+)
Hasta 16 399,88 +88,84
Kontrol 10 374,70 +103,22
CD146p(+)
Hasta 16 334,19 +80,474
Kontrol 10 292,0 +87,383
VEGFs(+)
Hasta 16 115,10 +92,13
Kontrol 10 153,61 +71,839
VEGFp(+)
Hasta 16 40,57 142,22 g
Kontrol 10 94,19 +62,79
VCAMs(+)
Hasta 16 9,488 9,77 *
Kontrol 10 0,454 +1,43
VCAMp(+)
Hasta 16 7,80 +7,32 *
Kontrol 10 0,256 +0,80
*p<0.05

Grafik4. MM'li Hastalarla Kontrol Grubunda Serum ve Plazma sCD
146, VEGF, VCAM Diizeylerinin Karsilastinimasi
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CD146s CD148p VEGFs VEGFp VCAMs VCAMp
*P<0.05
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Yapilan ¢oklu varyans analizinde multiple myelomiu olgulann
istirahat CEC diizeyleri ile hemoglobin ve trombosit arasinda pozitif,
CRP arasinda ise negatif iliski saptandi ve istatistiksel olarak anlamh
idi (p<0,05, p<0,01, p<0,01).

Aktive CEP diizeyleri ile CRP diizeyleri arasinda negatif
korelasyon ve istatistiksel agidan anlamh iliski saptandi (p<0,05).

Multiple myelomlu olgularin serumunda bakilan VEGF
diizeyi ile trombosit diizeyi arasinda pozitif korelasyon ve istatistiksel
acidan anlamh iliski saptandi (p<0,05). Olgularin plazmasinda
bakilan VEGF diizeyi ile kalsiyum diizeyi arasinda negatif korelasyon
saptandi ve istatistiksel agidan anlaml idi (p<0,05).

Multiple myelomlu olgulann serumunda bakilan soluble
CD146 diizeyi ile trombosit sayisi arasinda negatif iliski saptandi ve
istatistiksel agidan anlmah idi (p<0,05). Olgularin serum ve
plazmasinda bakilan VCAM diizeyleri ile total protein arasinda pozitif
iligki saptand ve istatistiksel agidan anlamli idi (p<0,05) (Tablo 9).

Multiple myeloma olgularinda aktive CEC ile istirahat CEC,
aktive CEP ve istirahat CEP arasinda pozitif iliski saptandi ve
istatistiksel olarak anlaml idi (p<0,01). Plazma VEGF diizeyi ile
aktive CEC diizeyi arasinda ise negatif korelasyon saptandi ve
istatistiksel acidan anlamh idi (p<0,05). istirahat CEC diizeyleri ile
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aktive CEC, aktive CEP ve istirahat CEP arasinda pozitif iligki ve
istatistiksel agidan anlamlilik saptandi (p<0,01).

Aktive CEP diizeyleri ile aktive CEC ve istirahat CEP
arasinda pozitif korelasyon; plazma VEGF diizeyleri ile negatif
korelasyon saptandi ve istatistiksel olarak anlamh idi (p<0,05,
p<0,05).Istirahat CEP diizeyleri ile aktive CEC, istirahat CEC ve
aktive CEP diizeyleri arasinda pozitif, plazma VEGF diizeyleri ile
negatif korelasyon saptandi ve istatistiksel agidan anlamh idi
(p<0,01) (Tablo 10)

Tablo 10. MM'li Hastalarda Aktive-Istirahat CEC ve CEP
Diizeylerinin Serum ve Plazma VEGF ve Birbirleri Ile

Karsilastiriimasi
Aktive CEC istirahat | Aktive CEP istirahat CEP | VEGFs VEGFp
CEC
CD34* 105* r=1,0 r=0,748 | r=0,759 r=0,718 r=0,100 | r=-0,429
Aktive CEC P<0,01 | P<0,01 P<0,01 P>0,05 | P<0,05
CD34* 105 r=0,748 r=1,0 r=0,684 r=0,473 r=0,110 | r=-0,271
Istirahat CEC P<0,01 P<0,01 P<0,01 P>0,05 | P>0,05
CD146" 133" | r=0,759 r=0,684 | R=1,0 r=0,686 r=0,230 | r=-0,430
Aktive CEP P<0,01 P<0,01 P<0,01 P>0,05 | P<0,05
CD133* r=0,718 r=0,473 | r=0,686 r=1,0 r=0,045 | r=-0,552
Istirahat CEP P<0,01 P<0,01 | P<0,01 P>0,05 | P<0,01
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TARTISMA

Calismamizda yeni tani almig olan veya relaps olan multiple
myelom hastalarinin periferik kanlaninda akim sitometri ile dolasan
endotel hiicrelerini gosteren CD34* 105" (aktive CEC), CD34" 105
(istirahat CEC), CD146%133" (aktive CEP), CD133" (istirahat CEP);
serum ve plazmalannda VEGF, VCAM ve soluble CD146™yi
arastirdik.

Anjiogenezis ilerlemesi siiren solid tiimdrlerde anahtar
basamaktir. Myelomlu hastalarda hastaligin aktivitesine paralel
olarak damarlanma artmistir. Literatiirde multiple myelomali
hastalarda yapilan CEC ile iligkili bulgu bulamadik. Calismamizda
multiple myelomlu 24 hastanin 7’'sini tedavi 6ncesi ve sonrasi
karsilastirdik. Tedavi sonrasi dbnemde periferik kanda bakilan
aktive-istirahat CEC ve aktive-istirahat CEP diizeylerinin diistligunu
ve kontrol grubu diizeylerine geldigini saptadik ancak istatistiki
anlamliik derecesinde degildi. Olgu sayisinin arttiriimasi ile anlamli
diizeye c¢ikacagini diisiiniiyoruz.

Literatiirdeki kanserli hastalarda tedavi 6ncesi ve sonrasi
CEC diizeyleri ile yapilan calismalardan biri; Orhan Sezer ve
arkadaglarinin yaptiklari bir caismada 20 kontrol grubu ve 76 yeni
tan almig kanser hastasinda 4 renkli akim sitometri ile 46 meme Ca
ve 36 lenfoma hastasinda hem istirahat hem de aktive CEC dlzeyi
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bes kat yiiksek saptanmigtir (85). Periferik kandaki istirahat ve
aktive CEC diizeyleri kemoterapi sonrasi tam remisyon saglanan
yedi lenfomall hastada saglikh grupla benzer bulunmus ve aktive
CEC diizeyi 24 saat sonrasinda on {ic meme Ca ‘h hastada diisiik
saptanmistir.

Calismamizda myelom hastalarinda anjiogenezisi g6steren
markir olan VEGF serum ve plazma diizeylerini arastirdik. Multiple
myelomlu olgularin serumunda VEGF degerlerini saglikli kontrol
grubuna gére daha diisiik saptadik. Serum VEGF artisi ile CEC
diizeyleri arasinda anlamh bir iligki saptayamadik. Plazma VEGF ile
aktive CEC diizeyi arasinda ise negatif ydnde iliski saptadik. Orhan
Sezer ve arkadaslarinin 67 Multiple Myelom ve MUGUS ‘lu hastada
yaptiklar c¢alismada kemoterapiye yanit veren hastalarda VEGF, b-
FGF ve HGF seviyelerinde belirgin diisme saptamistir (85).
Literatlirdeki diger iki caismada Non-Hodgkin lenfomali hastalarda
VEGF ve b-FGF ‘nin prognostik etkileri gdsterilmistir (86). Bizim
bulgularimiz literatiirdeki az sayida calismadan farkh olup bu
konunun yapilacak calismalarla aydinlatiimasi gerekmektedir.

Calismamizda multiple myelom hastalanmin plazma ve
serumlarinda soluble CD146 arastirdik. Fakat sCD146'nin serum ve
plazma diizeylerini hasta ve kontrol grubu arasinda farkh
saptamadik. MM'da sCD146 ile ilgili litertiirde veri bulamadik.
Calismamizin sonucu sCD146'mn MM'da CEC markin olarak
kullanilamayacagini disiindiirdii.
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Calismamizda multiple myelomlu olgularin periferik kanindaki
aktive CEC, istirahat CEC, aktive CEP ve istirahat CEP diizeylerini
saglikli kontrol grubuna gére anlamli diizeyde yiiksek saptadik.
Beerepoot LV ve arkadaslarinin 45 progresif kanser hastasinda
yaptiklari calismada normal hastalara kiyasla 3,6 kat daha fazla
dolasan endotel hiicrlerine sahip olduklar saptanmigken, stabil
hastaligi olanlarda ise sagliklilara gére ayni oran tespit edilmistir
(87). Bu sonug MM'li hastalarda periferik kandan aktive CEC,
istirahat CEC, aktive CEP ve istirahat CEP dlizeylerine bakilarak
hastaligin aktivasyonunun saptanabilecegini diistindirmiistir.

Calismamizda relaps multiple myelom olgularinda da CEC
diizeylerinde artis tespit ettik. Beerepoot LV ve arkadaglarinin
yaptigi calismada kanser hastalari kendi aralarinda, farkh CEC
diizeylerine sahip olduklar igin progresyonun rolli sorgulanmis ve
hastaligin progresyonunun CEC artisina eslik ettigi gérilmiistiir (87).
Periferik kandaki CEC diizeylerine bakilarak MM progresyunu
hakkinda yorum yapilabilir sonucuna vardik.

Multiple myelomlu hastalarimizin CEC miktarinda yas ile artis
yoktu. Meme Ca ‘I hastalarla yapilan bir calismada CEC diizeyi ile
yas arasinda fark saptanmamistir (85).

Calismamizda istirihat CEC diizeyleri ile hemoglobin ve
trombosit sayilari arasinda pozitif, CRP arasinda negatif; aktive CEP
diizeyleri ile CRP arasinda negatif, serumda bakilan soluble CD146
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ile trombosit sayilari arasinda negatif, serum VEGF ile trombosit
arasinda negatif, plazma VEGF ile Ca arasinda negatif, serum ve
plazma VCAM diizeyleri ile total protein arasinda pozitif iligki
saptadik. Meme ca’ll hastalarla yapilan calismada hasta grubunda
istirahat ve aktive CEC diizeyleri ile beyaz kiire, trombosit sayilari
arasinda korelasyon saptanmamistir. Saptadigimiz bu iliskilerin yeni
calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Calismamizda yeni tani multiple myelom hastalarinda
CEC diizeylerini artmis saptadik. Artmis CEC diizeyi koroner arter
hastaligi, akut myokard infarktiisii, infeksiy6z vaskdlit, Behget
hastaligi, trombotik trombositopenik purpura, vaskiiler girisim gibi
vaskiiler hasarin oldugu durumlarda artar. Yapilan galismalarda yeni
tani konmus kanser hastalarinda istirahat ve aktive CEC'ler artmis ve
kiirden sonra CEC dizeyleri azalmis olarak saptanmistir. Bu artis
tiimér dokusundaki damarlarin artisidir ya da timér dokusundan
salinan sitokinlerin  komsu vya da wuzak endotel hiicre
proliferasyonunu arttirmasindan ortaya ¢ikar. Hem solid timér hem
de hematolojik malignensilerde anjiogenez 6nemli rol oynar.
Multiple myelomada da anjiogenez artmaktadir. CEC diizeylerinin

artisi anjiogenzisin bir gdstergesi olabilir.

Calismamizda plazma VEGF ile CEC arasinda kanser ile ilgili
yapilan caligmalardan farkh olarak negatif korelasyon tespit ettik.
Literatiirde meme Ca’li hastalarda CEC ve plazma VEGF arasinda ise
pozitif korelasyon saptanmistni (85).VEGF en gok tiimér hiicreleri
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tarafindan Uretilir ve progenitér dolasan endotel hiicresi
mobilizasyonunda gérevlidir. Bu celiskili sonu¢ daha saglikh sonuglar
elde edilmesi igin bircok yeni calismaya ihtiyag oldugunu
gbstermektedir.
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SONUCLAR

1. Calismaya yas ortalamasi 63,75 + 8,157 olan 12'si erkek, 12'si
kadin toplam 24 multiple myelom hastaligi olan olgu dahil edildi.

2. Multiple myelomda olgularin % 43,75'i Ig G, % 25 ‘i Ig A tipi MM
idi.

3. Multiple myelomlu 24 olgunun serum ve plazmasinda calisilan
VEGF diizeyleri saglikh kontrole gbre anlamli derecede yiiksek
saptand (p<0,05).

4. Multiple myelomlu 24 olgunun 7 ‘si tedavi 6ncesi ve sonrasi
karsilastiridiginda aktive CEC, istirihat CEC, aktive CEP ve istirahat
CEP diizeylerinde tedavi sonrasi azalma gézlendi ancak istatistiksel
onemlilik diizeyin ulagsmadi.

5. Multiple myelomlu olgularin tedavi dncesi periferik kanindaki
aktive CEC, istirihat CEC, aktive CEP ve istirahat CEP diizeyleri
saghkli kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek saptandi
(p<0,05).

6. Multipl myelomlu 24 olgunun 16 ‘si ve saglikl kontrol grubunda
periferik kandan bakilan plazma ve serum soluble CD146 diizeyleri

arasinda iligki saptanmadi (p>0,05).
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7. Multiple myelomiu olgularin serumunda bakilan VEGF degerleri
kontrol grubuna gére daha diisiik saptandi ve istatistiksel olark
anlamh degildi.

8. Multiple myelomiu olgularin hem serum hemde plazma VCAM
diizeyleri saglikli kontrol grubuna gore yiiksek saptandi (p<0,05).

9. Multiple myelomlu olgularin istirihat CEC diizeyleri ile hemoglobin
ve trombosit arasinda pozitif, CRP ile arasinda negatif iliski saptandi.

10. Multiple myelomlu olgularin sCD146 diizeyi ile trombosit
arasinda negatif ve istatistiksel olarak anlaml bir iligki saptandi

11. Multiple myelomlu olgularin serum VEGF diizeyi ile trombosit
arasinda pozitif, plazma VEGF ile Ca arasinda negatif iligki saptandi
ve istatistiksel olarak anlamli bulundu.

12. Multiple myelomlu olgularin serum ve plazma VCAM dlizeyleri ile
total protein arasinda pozitif ve istatistiksel olarak anlaml bir iligki

saptandi.

13. Multiple myelomlu olgularda aktive CEC, aktive ve istirihat CEP
ile plazma VEGF arasinda negetif korelasyon saptandi.

47



OZET

Multiple myelomada anjiogenezis artmaktadir. Dolasan
endotel hiicreleri anjiogenezisin bir markindir. Timor gelisimi ve
vaskiilarizasyonda o6nemli rol oynamaktadir. Calismamizda
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dall
Hematoloji Bilim Dalinda yeni tani alan veya relaps olan multiple
myelomlu 24 olguda ve 10 saglikh kontrolde istirahat CEC ve CEP
diizeyleri ile aktive CEC ve CEP diizeylerini arastirdik.

Calismaya alinan 24 multiple myelom hastasinin 12'si erkek
12'si kadindi. Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi 7 hastanin aktive,
istirahat CEC ve CEP dlizeyleri MIgG1 FITC, MIgG1PE, CD45 PerCp,
CD105 FITC, CD34 PE, CD146 FITC, CD133PE monokional
antikorlan kullanilarak akim sitometride (FACS Calibur BD) 3 renkli
olarak analiz edildi. VEGF, VCAM ve sCD146 diizeyleri ELISA
yontemi ile bakildi. Tedavi 6ncesi CEC ve CEP dizeyleri kontrol
grubuna gore yiiksekti ve tedavi sonrasi CEC ve CEP diizeylerinde
tedavi 6ncesi ile karsilastiriidiginda diisme saptandi.

Sonuc olarak; multiple myelomlu yeni tanm ve relaps
olgularinin periferik kaninda CEC, CEP diizeyleri artmaktadir ve
diizeylerine bakilarak hastaligin aktivasyonu ve tedavi etkinliginin
belirlenmesi mimkiindiir.
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