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OZET

Multipl Myelom’da Gozlenen Kromozom Anomalilerinin Tespitinde Konvansiyonel
Sitogenetik ve Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Ydnteminin Birlikte

Kullaniminin Tanisal Degerinin Belirlenmesi

Amagc: Multipl myelom, kemik iliginde B hiicrelerinden koken alan plazma
hiicrelerinin farklilagmas1 ve artisiyla seyreden kanser tiiriidiir. Hiicre siklusundaki
bozukluklar ve bu sistemdeki yolaklarin genetik hasara ugramasiyla kontrol dis1 ¢ogalan
malign plazma hiicreleri olusur. Yapilan arastirmalarda multip]l myelomada bircok
kromozom anomalisini tanimlanmistir. Bu anomaliler konvansiyonel sitogenetik ve FISH
yontemleriyle tespit edilebilmektedir. Multipl myelomda; 13q delesyonu-monozomi 13,
p53 genlerinin delesyonu ve IgH geninin yeniden dizenlenmeleri gozlenmektedir.
Amacimiz; konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemleri kullanarak, multipl myelom
tanil1 olgularda kromozomal anomalilerinin sikligim1 belirlemek, prognoz ve tanida bu iki
yontemin kullaniminin avantaj ve dezavantajlarimi karsilagtirarak tanida en etkin stratejiyi

belirlemektir.

Yontem: Calismamizda, Temmuz 2011-Subat 2017 tarihleri araliginda, Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'na, Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali’ndan yonlendirilen Multipl Miyelom tanis1 almis 100

olguda konvansiyonel sitogenetik ve FISH analizi sonuglar1 incelendi.

Bulgular: Konvansiyonel sitogenetik analiz olgularin  57’sinde  (%78,1)
gerceklestirilebilmis olup, 47 olguda (%82,5) normal karyotip izlenirken 10 olguda (%17,5)
kromozom anomalileri gbzlenmistir. FISH analizinde; olgularin %6,7’sinde kromozom
13’e ait anomaliler, %17,4’{inde kromozom 17’ye ait anomaliler ve %29,7’sinde kromozom

14’e ait anomaliler gézlenmistir.

Sonug: Calismamizda elde ettigimiz verilere gore Multipl Myelom’lu olgularda
konvansiyonel sitogenetik ve FISH yonteminin birlikte kullaniminin hastaligin takip ve

prognozunda 6nemli oldugunu, tanisal giicliniin arttirdigin1 diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Multipl myelom, sitogenetik, FISH



ABSTRACT

Determination of the Diagnostic Value of Conventional Cytogenetic and Fluorescence
In Situ Hybridization (FISH) Detection in Detection of Chromosomal Abnormalities

in Multiple Myeloma

Objective: Multiple myeloma is a type of cancer characterized by differentiation and
increase of plasma cells originating from B cells in bone marrow. Disturbances in the cell
cycle and pathways in this system result in uncontrolled proliferation of malignant plasma
cells by genetic damage. Several chromosome anomalies have been described in multiple
myeloma studies. These anomalies can be detected by conventional cytogenetic and FISH
methods. In multiple myeloma; 13q deletion-monosomy 13, deletion of p53 genes and
rearrangement of the IgH gene are observed. Our aim is determining the most effective
strategy in diagnosis by comparing the advantages and disadvantages of using these two
methods to determine the frequency of chromosomal abnormalities in multiple myeloma
diagnosed cases using conventional cytogenetic and FISH methods, prognosis and
diagnosis.

Method: In our study, conventional cytogenetic and FISH analysis results were examined
in 100 cases of Multiple Myeloma diagnosed in Kocaeli University Medical Faculty,
Department of Medical Genetics, Kocaeli University Faculty of Medicine, Department of
Hematology, between July 2011 and February 2017.

Results: Conventional cytogenetic analysis could be performed in 57 cases (78.1%) and
chromosomal anomalies were observed in 10 cases (17.5%) while 47 cases (82.5%) were
normal karyotypes. In FISH analysis; Anomalies of chromosome 13 were observed in 6.7%
of the cases, anomalies of 17 chromosomes 17 and anomalies of chromosome 14 were

observed in 29.7% and 17.4% of the cases, respectively.

Conclusion: According to our study, we believe that the combined use of conventional
cytogenetics and FISH in multiple myeloma cases is important in the follow-up and

prognosis of the disease and increases the diagnostic power.

Key words: Multiple myeloma, cytogenetic, FISH
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1.GIRIS

Multipl Myelom (MM), tiim kanser tiirlerinin yaklasik %1’ini ve ABD’deki
hematolojik malignitelerin yaklasik %10°dan fazlasini olusturan, kemik iliginde B
hiicrelerinden koken alan plazma hiicrelerinin farklilagsmas1 ve farklilasan plazma
hiicrelerinin artisiyla birlikte seyreden kemik iligi kanseri tiiriidiir. MM’un insidans1 yilda
3-4/100000 kadardir (Ozsan 2008). MM, genellikle ileri yasta goriilmekle birlikte daha
geng yaslarda da gozlenmektedir. Ayrica hastalifin goriilme siklig1 cinsiyete gore de
degismektedir. Erkeklerde kadinlara gore daha siktir. Hastaligin teshis edilen ortalama yas;
erkeklerde 69, kadinlarda ise 71 olarak bildirilmistir.

Multip] myelom hastalarinda monoklonal immunoglobulin (IgG, IgA, IgD, IgE)
ve/veya Bence Jones protein (serbest monoklonal k veya A hafif zinciri) yapimi gozlenir.
Miyelom olusumuna; hiicre siklusu, sinyal iletim sistemi, apopitoz ve kemik iligi
mikrocevresi gibi bir¢ok sistemdeki anomalilerinin rol oynadigi diistilmektedir (Ciftci
2009). Hucre siklusundaki bozukluklar ile birlikte bu sistemde goérev alan yolaklarin

genetik hasara ugramasiyla kontrol dis1 ¢ogalan malign plazma hiicreleri olusmaktadir.

Son yillarda MM’de yapilan konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik
calismalarda pek ¢ok tekrarlayan genetik anomali bildirilmistir. Multipl myelomda siklikla,
13q14 delesyonu ve monozomi 13 gibi 13. kromozom anomalileri, 17. kromozomda yer
alan p53 geninin delesyonu ve 14. kromozomda yer alan IgH geninin farkli partner
genlerle yeniden duzenlenmeleri gdzlenmektedir (Chang ve dig. 2004). Konvansiyonel
sitogenetik ve Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) c¢aligmalar1 ile sik goriilen bazi

anomalilerin hastaligin evresi ve prognozu ile iligkili oldugu diistiniilmektedir.

Bu calismada, konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemlerinin birlikte kullanilarak;
multipl myelom tanili olgularda kromozomal aberasyonlarin sikligini belirlemek, gézlenen
yeniden diizenlenmelerle hastalifin prognozu arasindaki iliskiyi aragtirmak ve klinige

etkisini belirlemek amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser
2.2. Kanserin Tanim ve Sikhgi

Genel anlamda hiicrelerin kontrolsiiz boliinerek ¢ogalmasi anlamina gelen kanser,
diinya genelinde en Oliimcil hastaliklardandir. Kanser beraberinde getirdigi saglik
sorunlarinin yani sira, maddi ve manevi yonden uzun sireli micadele gerektirmektedir
(Ferlay ve dig. 2013).

Genellikle yashilik hastaligi olarak bilinse de, kanser her yasta ortaya g¢ikabilen bir
hastalik haline gelmistir. Kanser tiirleri ortalama olarak 67 yaslarinda ortaya ¢ikmaktadir.
Diinya iizerinde kanser kayit¢iligi yapan 184 iilkenin ve 28 kanser tipinin giincel
tahminlerini yiirliten GLOBOCAN’1n arastirmalarina gore, 2015 yilinda diinya genelinde
tanimlanan 14,1 milyon kanser vakasindan 8.8 milyonu kanser nedeniyle hayatini
kaybetmistir. Son 5 yil i¢inde kanser teshisi konulan ve hayatina devam eden toplam 32,6

milyon hasta bulunmaktadir (Ferlay ve dig. 2013).

Ulkemizdeki kanser insidans1 gelismis iilkelere gore daha diisik oldugu
bildirilmektedir. 2013 yil1 istatistiklerine gore tilkemizde her y1l 103.070 erkek ve 71.223
kadin kansere yakalanmaktadir. Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirii akciger kanseri ve
prostat kanseri iken kadinlarda meme kanseri ve tiroid kanserleridir. Erkeklerde siklikla
goriilen kanser tlrlerinin dagilimi Cizim 2.1.de, kadinlarda siklikla goriilen kanser

tiirlerinin daigilimi ise Cizim 2.2.de verilmistir.
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2.3. Kanserin Olusum Mekanizmasi ve Kanser Genetigi

Hiicrenin olusumundan itibaren her hiicre; gelisir, ¢ogalir, farklilasir, yaslanir ve oliir.
Canli organizmalarda olugmakta olan ve 6len hiicreler arasindan bir denge s6z konusudur.
Her hiicrenin gekirdeginde, organizmanin genetik bilgisinin tagindigr Deoksi Ribontkleik
Asit (DNA) adi verilen molekiil bulunmaktadir. DNA ile birlikte hiicre normal
fonsiyonlarin1 gerceklestirirler. Baz1 somatik ve/veya epigenetik mutasyonlar nedeniyle

hiicrelerin DNA’larinda onarilamayacak diizeyde hasarlar meydana gelmekte ve

3



sonucunda anormal bir sekilde c¢ogalan hiicreler olugmaktadir. Karsinogenez, kanserin
olusum ve gelisim siirecidir. Saglikli hiicrelerin kansere doniismesi karsinojenlere

maruziyet sonucunda olusmaktadir.

Kansere sebebiyet veren bu karsinojenler cevresel veya genetik kdkenlidirler (Hodgson
ve Maher 1993). Karsinojenler ayn1 zamanda, hiicrenin genetik materyali i¢ine yerleserek

kansere neden olan mutasyonlar1 meydana getirebilen mutajenlerdir.

Kanser, genlerin mutasyona ugramasi sonucu olusan genetik bir rahatsizliktir. Hiicre,
saglikli bolinme mekanizmalarinin genetik hasara ugramasi sonucu bu yetenegini
kaybederek kontrolsiiz bolinmeye baslar ve kanseri olusturur. Kanser, bir tek hiicrede
transforme olup daha sonra bdliinerek gelismesine yol agcan neoplaziler, ardindan hiicresel
proliferasyon ve hiicresel yokolus arasindaki dengesizlikle olusur. Prolifere olan bu
hlcreler, hiicre siklusuna girer ve mitoza ugrayarak hizla ¢ogalirlar (Nussbaum ve dig.

2005).
2.4. Kansere Neden Olan Genler

Kansere neden olan mutasyonlar biiyilk ¢ogunlukla; sigara kullanimi, radyasyon

maruziyeti, kimyasal maddeler gibi ¢evresel etkenlerden kaynaklanmaktadir.

Hiicrenin farklilagsmasiyla birlikte kanser olusumuna neden olan genler genel olarak iki

ana gruba ayrilmaktadir.

e Onkogenler

e TUmor Supresor Genler
2.4.1. Onkogenler

Onkogenler, hiicrenin kanserlesmesine yol agan proteinlerin liretiminden sorumlu
genlerdir. Onkogenler hiicre mekanizmasi igerisinde kanserlesmeyi gergeklestirebilecek
dominant etkiye sahiptir. Hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinda gorev alan proto-onkogenlerin

aktif hallerini olusturmaktadirlar.
2.4.1.1. Protoonkogenler

Protoonkogenler; hiicre farklilagmasi-proliferasyonu ve apopitozis i¢in aldiklar

sinyalleri hiicre membranindan ¢ekirdege ilettikleri sinyal mekanizmasinda gorevlidirler.



Protoonkogenler; kromozom translokasyonlari, yeniden diizenlenmeleri, nokta

mutasyonlar1 ve gen amplifikasyonlart sonucu aktifleserek onkogenleri olustururlar.
Protoonkogenler;

1) Hiuicre ici sinyal iletiminden sorumlu proteinler

2) Apoptizisin baskilanmasindan sorumlu proteinler

3) Transkiripsiyon faktorleri, bliyime faktorleri ve reseptorleri

4) Kromotinin modifiye edilmesinden sorumlu proteinlerin kodlanmasindaki islevsel

mekanizmalar1 gercgeklestirir.

Myc geni 6nemli protoonkogenlerdendir. Myc protoonkogeni; transkiripsiyonu aktive
etme ve baskilamada, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi1 ve apoptoz gibi pek c¢ok hiicresel
olayda gorevlidir. Myc geninin yer aldig: hiicresel olaylar ve etkilesime girdigi molekiiller

Cizim 2.3.de verilmistir.

‘ll("('RF. SIKLUSUNUN DUZENLENMESI
p19 Arf, siklin D, siklin E,

CDK4, CUL1

‘ \POPTOZ

ODC, LDHA, Bax, FasL,
PRXIII

o
v 3ok !

g, L — METABOLIZMA ‘

¥
<
o AN Enolaz, LDHA, PRXII, ODC,
R A \' CAD, NPM, Niikleolin, JTV1
Sea¥ ‘II("(‘RF. ADEZYONU ’
Fibronektin, Kollajen, integrin

111('('}“ FARKLILASMASI

Cizim 2.3. Myc-Max genlerinin birlikte yer aldigi hiicresel olaylar ve etkilestigi

molekdiller

2.4.2. TUmor Supresor Genler

Anti-onkogen olarak da tanimlanan bu genler hiicre biliylimesi ve bdliinmesini
diizenleyen genlerdir. Bu genlerin sifreledikleri proteinler kontrolséz hiicre boliinmesini

onlemeye yardim eder. Tiimor baskilayici proteinin normal aktivitesini bozan herhangi bir
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mutasyon kanserin baglamasina katki saglar. Tiimor siipresor genler genel olarak; DNA
onarimi i¢in hiicre dongiisiiniin durduracak ve/veya DNA onarilamaz durumda ise hiicrenin
apopitozisine yonlendirecek sekilde c¢alisir. Bilinen en 6nemli timor siipresér gen 17.

Kromozomun p13 bolgesine lokalize TP53 genidir (Nussbaum ve dig. 2005).
2.5. Hematolojik Malignensiler

Kan hiicrelerinin ve onu olusturan mekanizmalarin kontrolsiiz boliinmesiyle meydana
gelen hastaliklar hematolojik malignensiler olarak adlandirilir. Hematolojik kanserler genel

olarak 5 grup icerisinde ele alinmaktadir.
1) Losemiler
- Akut Losemiler
- Kronik Lésemiler
2) Myeloproliferatif Hastaliklar
3) Myelodisplastik Sendrom
4) Lenfomalar
- Hodgin Lenfoma
- Nonhodgin Lenfoma
5) Plazma hicre Diskrazileri (PHD)
- Multipl Myelom
- MGUS
- Waldenstrom Makroglobulinemisi
- Agir Zincir Hastliklar

- Amiloidoz



2.6. Hematopoez ve Hematopoetik Kok Hicreler

Hematopoetik kok hiicreler (HKH); kendisini yenileyebilen, ¢ogalabilen ve tiim kan
hiicrelerini liretebilme yetenegine sahip hiicrelerdir. HKH’ler kanin hiicresel tiim

elemanlarimi ve immiin hiicreleri yapilandirilip, sekillendirebilir (Ozlemkas 2008).

Tlm kan hiicreleri kemik iliginde yer alan hematopoetik kok hiicrelerden koken alirlar
(Ozdilek 2013). Kemik iligi icerisinde pluripotent kdk hiicrelerden lenfoid ve myeloid
hiicreler olusmaktadir (Levit ve Lin 1996). Lenfoid hiicreler B ve T lenfositleri, myeloid
hiicreler ise eritrosit, graniilosit, monosit ve megakaryosit gibi diger kan hiicrelerini
olustururlar. Bu olaya hematopoez adi verilmektedir. B hiicreleri kemik iligi icerisinde
gelisip, herhangi bir uyar1 sonucunda plazma hiicrelerine doniiserek immiin sistemin bir

parcasi olurlar.
2.7. Normal Plazma Hiicrelerinin Gelisimi ve Gorevi

Plazma hiicreleri de hematopetik kok hiicreden gelisen B lenfositlerinin farklilasmasiyla

olusmaktadirlar. (Ozsan 2008).

Plazma hiicreleri immiin sisteminde Onemli rol oynamaktadir. Primer B hiicreleri
yasamlar1 boyunca kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerden, antijenle indiiklenen B
hiicreleri ise sekonder lenfatik dokudan kdken alirlar. B lenfositler yiizeylerindeki IgM/D
molekiilleri sayesinde, viicuda bir bakteri ve/veya virlis girdiginde plazma hiicrelerine

doniiserek, savunmada rol alan immiinoglobulin (Ig) yapisindaki antikorlar1 olustururlar.

Genel olarak immunoglobulinler; Gama (IgG), Alfa (IgA), Mu (IgM), epsilon (IgE)ve
delta (IgD ) olmak {izere bes ana sinifa ayrilirlar ve iki uzun-agir ve iki kisa-hafif zincirden
olusmaktadirlar. Her bir simif agir zincirin tek tipine sahiptir. Immiinoglobiilinin temel
yapist Cizim 2.4.de verilmistir. Immunoglobulinlerin her tipi viicutta farkli fonksiyonlara
sahiptir. 1gG, IgA ve IgM kanda cok miktarda bulunurken, 1gD ve IgE cok az miktarda
bulunur. (Ozsan 2008).



hafif
zincir

disalfar baglan
agir
zincir

Cizim 2.4. Iimmiinoglobulin temel yapis1

Insan viicudu yasami boyunca cok farkli antijenlerle karsilasmaktadir. Bu antijenlerle
karsilasan B lenfositler, antijenlere karst uygun tipte ve gerekli miktarda antikor iiretecek
olan plazma hiicrelerine doniisiir. Plazma hiicrelerinin genel gorevi antikor iireterek
yabanci ajanlara kars1 viicut savunmasini gii¢lendirmektir. Her bir viriis ve bakteriyi ayri
ayr1 tantyan bu savunma maddeleri i¢in farkli antikorlar iireterek onlarla savasirlar. Her
yeni zararli antijene karst uygun antikor {iiretecek yeni plazma hiicrelerinin yapimi

kontrollii sekilde devam eder. Iimmiinoglobiilin gelisimi Cizim 2.5.te verilmistir.

Plazma Hiicresi

K8k Hiicre — Lenfoid Hiicre » B Hiicresi > Plazma Hiicresi

Antikor
immiinoglobulin

Cizim 2.5. Immiinoglobiilin gelisim



2.8 Plazma Hiicre Diskrazilerinin Gelisimi (Monoklonal Gamopatiler)

Kontrolsiiz ¢ogalan plazma hiicreleri, anormal bir protein olan ‘Paraprotein’ veya ‘M
proteini- Monoklonal Immiinglobulin’ iiretirler. Miyelom plazma hiicreleri de antikor
iretir. Fakat bu hiicrelerin iirettigi antikorlar, hasta hiicrelerin tek tip ve ayni karakterde
olmas1 nedeniyle tek tiptedir. Olusan bu proteinin yararl bir islevi olmamakla birlikte kan
akigkanligin bozulmasina ve bobrek hasarina neden olmaktadir. Yiiksek miktarda hatali
antikor liretimi hastanin kaninda serum protein artisina ve dolagimin zayiflamasina neden
olmaktadir. Bu hastalik ise Plazma Hiicre Diskrazisi (PHD) olarak adlandirilir. PHD’ler
icin ayn1 zamanda monoklonal gamopati, disproteinemi ve paraproteinemi tanimlari da

kullanilabilir. Malign plazma hiicrelerinin gelisimi Cizim 2.6.da verilmistir.

Cogu kanser tiiriinden farkli olarak miyelom, kitle ve tlimoral halde bulunmayip,
yetiskinlerde kemik iliginin aktif oldugu; omurga, kafatasi, legen kemigi, gogiis kafesi,

omuzlar ve kalgalarin etrafindaki birden ¢ok alan1 tutabilmektedir.

|

y
l GENFTIK HASAR
B lenfosit Hasarli B Lenf.

! }

Antijen ~ . ’

Malign Plazma Hicresi
(Myeloma Hc)

Plazma Hc.

Cizim 2.6. Malign ve normal plazma hiicrelerinin gelisimi (Biikiilmez 2011).



2.9. Multipl Myelom Nedir?

Multipl myelom, kemik iliginde B hucrelerinden koken alan plazma htcrelerinin
farklilagsmas1 ve farklilasan plazma hiicrelerinin artigiyla birlikte seyreden kemik iligi
kanseri turudur. Bu hastalarda monoklonal immunoglobulin (1gG, IgA, IgD, IgE) ve/veya
Bence Jones protein (serbest monoklonal x veya A hafif zinciri) yapimi gozlenir.
Hastalarda gozlenen en yaygin miyelom tipleri %60 oraninda IgG ve %20 oraninda
IgA’dir (Keklikoglu 1995). Miyelom hastaliginda kandaki M proteinin fazla olmasina
ragmen {iretilen immunoglobulinler eksiktir ve yalnizca hafif zincirden olusur. Boyle
hastalara Bence Jones Miyeloma denir (Atamer 2004). Kanda az bulunan Bence Jones

proteini, immiinoelektroforez yardimiyla idrarda kolayca gozlenip, miktar1 belirlenebilir.
2.9.1. Myelomanin Olusum Mekanizmasi

Miyelom olusumuna; hiicre siklusu, sinyal iletim sistemi, apopitoz ve kemik iligi
mikrogevresi gibi farkli sistemlerin anomalilerinin rol oynadigi diisiiniilmektedir. (Ciftci
2009). Hicre siklusundaki bozukluklar ile birlikte bu sistemde gorev alan yolaklarin
genetik hasara ugramasiyla kontrol dis1 ¢ogalan malign plazma hiicreleri olusur. Olusan bu
hiicreler dolagim sistemine katilarak saglikli dokulara zarar verir. Miyelom hiicrelerinin
olusumunda; mutasyonlar, kromozomal anomalileri gibi genetik bozukluklarin etkilerinin

oldugu diistliniilmektedir.

Hastaligin patogenezinde kemik iligi mikrogcevresi onemli bir role sahiptir. Burada
miyelom hiicreleri genetik degisiklikler kazanip hastaligin gelismesini saglamaktadir.
Miyelom hiicreleri ¢ogabilmeleri i¢in kemik iligi mikrogevresine bagimlidir. Miyelom
hiicrelerinin ekstaseliiler matrisk proteinleri ve kemik iligine ait stromal hiicreler etkilesim
kurarlar. Bu etkilesimle birlikte kemik iligi mikrogevresindeki sitokinler ve anjiogenez gibi
faktorlerle birlikte miyelom gelisir (Hayashi 2003). Hastaligin ilerlemesiyle birlikte timdor
hiicreleri stromadan bagimsiz hale gelirler. Tiimor hiicreleri kemik iligi stromal hiicreleri
ve ekstraselliiler matriks proteinleri ile iligki kurabilecekleri gibi bir de indirekt olarak
adezyon molekiilleri biiylime faktorleri ve ¢oziilebilen sitokinlerin salinimiyla da iliski
kurabilirler. Tiimor hiicrelerinin esas biiyiime faktorii; bliylime ve cogalmada rol alan
plazma hiicre apopitozunu Onleyen interlokin (IL)-6’dir (Fassas ve dig. 2002). IL 6 ile
birlikte, vaskiler endotelyal blylime faktori (Vascular Endothelial Growth Factor-VEGF)
ve stromal hiicre kokenli buyume faktori -1 (Stromal Derived Growth Factor-SDF-1)

sayesinde miyelom hiicreleri olgunlasabilir, yasam siireleri uzayabilir ve ilaca karsi
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direncli hale gelebilirler. Anjiogenez ile birlikte tiimor hiicrelerine oksijen ve besin saglanir

ve ¢ogalan miyelom hiicreleri kemik iliginde baskin hale gelir (Zhang ve dig. 1992).
2.9.2. Hastaligin Tipleri

Sessiz (Smoldering) Myelom

Asemptomatik bir evredir. Bu evrede; anemi, bobrek yetmezligi, hiperkalsemi ve kemik
lezyonlar1 goriilmemekle birlikte idrarda az miktarda M proteini gozlenebilir. Serum M
proteini 3 mg/dl’den az, kemik iligindeki plazma hiicrelerinin yogunlugu %10’dan fazladir.
PCLI (Plazma Cell Labeling Index) diisiik, Beta-2 mikroglobulin ve C reaktif protein
(CRP) diizeyleri normaldir. Bu hastalara bulgular ilerlemedigi siirece tedavi verilmemelidir

(Kyle ve dig. 2010).

Plazma Hiuicreli Losemi

Plazma hicre ldsemi primer tipte olabilecegi gibi farklilasarak sekonder yapiya
gecebilir. Hastalarin yaklasik %601 primer tip grubunda ve daha geng¢ yastadirlar. Yeni
tanilt multipl myelom hastalarinin %5’den azinda sekonder tip goriilmektedir. Periferik
kanda plazma hiicre sayist %20°den fazladir. Sekonder tipte hastalar; yiiksek tiimor
yukine, yuksek LDH (Laktat dehidrogenaz) ve Beta-2 mikroglobulin dizeyine,
hipodiplopiye ve monozomi 13’e sahiptir. Bu form kemoterapiye olduk¢a direngli

oldugundan tedavi sansi1 diisiiktiir. Hastalarin sagkalimi iki aydan azdir (Garcia ve dig
1999).

Ekstrameduller Plazmositom

Ekstramediiller plazmositom genellikle burun boslugu-sintsler, gastrointestinal sistem,
larinks ve nazofarinksde olup kemik iligi disinda olusur. Burun tikanikligi en sik
belirtilerdendir. Tani; bulgularin olmamasi durumunda organ biyopsisinde godzlenen
monoklonal plazma hiicrelerinin varligiyla konur. Lokal yerlere uygun radyoterapi
tedavisiyle tedavi edilebilir. Hastalarin %30’ undan azinda multipl miyeloma dogru evrilme

gordlur (Dimopoulos ve Hamilos 2002).

Soliter Plazmositom

Kemiklerde veya yumusak dokularda plazma hiicreleri tarafindan olusturulmus

kitlelerdir. En yaygin belirtisi agridir. Tan1; plazma hiicrelerinin kemik veya yumusak doku
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tutulumlar1 haricinde, kemik iligi, kan ve idrarda M proteini yoklugu ile konulur. Anemi ve
hiperkalsemi gozlenmez. Kitlenin alinmasi ve lokal radyoterapi ile tedavi edilebilir.
Hastalarin ortalama %350’sinde multipl miyelom gelisir. Ortalama sagkalim siiresi %45-74

oranindadir (Kyle 1997).

Poems Sendromu

Monoklonal immunoglobulinin periferik sinirler (zerine toksik etki yapmasiyla
hastalarin ticte ikisinde; endokrin bozukluklar, deri hastaliklarii tek ya da ¢ok kemik
lezyonlar1 goriilebilir. Tan1 kemik lezyonlarindan alinan biyopsilerle konabilir. Poems
sendromlu hastalar genellikle dolasim sistemi bozuklugu veya enfeksiyonlar sebebiyle

hayatlarin1 kaybederler (Dispenzieri ve dig. 2002).
2.10. Epidemiyoloji

MM, tiim kanser tiirlerinin yaklasik %1’ini ve ABD’deki hematolojik malignitelerin
yaklasik %10’dan fazlasini olusturur (Brenner 2002). MM un insidans1 yilda 3-4/100000
kadardir. MM, genellikle ileri yasta goriilmekle birlikte daha geng yaslarda da
gozlenmektedir. Ayrica hastaligin goriilme siklig1 cinsiyete gore de degismektedir.
Erkeklerde kadinlara gére daha siktir. Hastaligin teshis edilen ortalama yas; erkeklerde 69,
kadinlarda ise 71 olarak bildirilmistir (Campagnaro ve dig. 2011). Hastalik nadir de olsa 40
yas altinda gozlenmektedir. Hastalik siyah 1rklarda beyaz irklara gére daha sik goriiliir. Bu

oran beyaz irklarda 4.2, siyah irklarda ise 9.3’e ulagmaktadir (Bergsagel 1995).
2.11. Etyoloji

Multipl miyelomun etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte; genetik ve ¢evresel bazi
faktorlerin etkisinde olabilecegi diistiniilmektedir. Radyasyon maruziyeti, tarim is¢iligi,
tarim ilaglar1 ve benzen maruziyeti, metal endiistri ¢alisan1 olma, sigara ve alkol tiiketimi
ve viral enfeksiyonlarin hastaligin etyolojisini  olusturabilcegi diisiiniilmektedir

(Dispenzieri ve dig. 2009).
2.12. Tam

Hastalarin ¢ogu, Multipl Miyelom tanis1 konmadan dnce asemptomatik bir evre olan,
Oonemi belirlenememis monoklonal gamopati (Monoclonal Gammopathy of Undetermined
Significance-MGUS) oldugu kabul edilmektedir. Multipl Myelom; tedavi gerektirmeyen

sessiz miyelom (Smolderin Multiple Myeloma-SMM) ve tedavi gerektiren MM olarak
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ikiye ayrilir. SMM hastalariin %80 kadar1 2 yillik takip sonucunda tedavi gerektiren aktif
multipl miyeloma evrildigi gézlemlenmistir. Multipl Miyelomda baslica klinik bulgular;
hiperkalsemi, renal yetmezlik, anemi, kemik lezyonlaridir. Bunlara ilave olarak kemik
iligindeki klonal plazma hiicrelerinin %60’1n {izerinde olmasi, serbest hafif zincir (FLC)
diizeyinin 100’1in {izerinde olmas1 ve manyetik rezonansda (MR) birden ¢ok 5 mm ve/veya

daha biiyiik lezyon varligi tedavi gerektiren multipl miyeloma isaret etmektedir.
2.13. Klinik Bulgular

MM, kemik anormallikleri, kemik agrilar1 ve kiriklari, halsizlik, enfeksiyonlara
yatkinlik, hiperkalsemi, anemi, bdbrek yetmezligi, immiin yetersizlik, bazi pihtilasma
bozukluklar1 ve ndérolojik semptomlar gibi metabolik bozukluklarin etkisiyle kendini
gostermektedir (Bliylikoztirk 2007). MM’de gozlenen klinik bulgular Cizim 2.7.de

gosterilmigtir.
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Cizim 2.7. Multipl Myelom’un klinik bulgulari

Kemik Rahatsizliklari

Multipl miyelomda en sik gozlenen bulgu kemik rahatsizliklaridir (Bird ve Owen

2011). Bu durum hastalarin yaklasik %70’inde goriilmektedir. Hastalarda karsilasilan
kemik agris1 hareketle artar ve genellikle sirt, g6giis ve kaburgalarda, seyrek olarak ise
ekstremitelerde gozlenir. Bu kemik agrilart plazma hiicrelerinin birikimi sonucunda
kemiklerin zayiflamasi ve kirilmasina kadar gidebilmektedir. Bu durum osteopeni olarak
adlandirilir ve hastalarin yaklasik %60°inda bulunmaktadir. Ozellikle aktif kemik iligi
bulunan bdlgelerde osteklastik aktivite artigi olup bu bolgelerde kemik erimesi ve zimba ile
delinmis goriiniimlii tanimlanan osteolitik alanlar gdzlenmektedir. Ileri yas hastalarinda
yeni ve ani baglayan sirt agrisi multip] miyelom 6n tanisin1 koymak icin yeterli bir

bulgulur. Ayni sekilde bir multip] miyelom hastasinda aymi yerdeki siirekli agr1 ve

patolojik kirik hastalik yoniinde bir bulgudur.
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Bobrek Yetmezligi ve Hiperkalsemi

Bobrek yetmezligi multip]l miyelom hastalarinin yaklasik %25’inde goriilen ve
prognostik onemi olan bir bulgudur (Augustson ve dig. 2005). Bu hastalarda serum
kreatinin degeri 2 mg/dl’nin iizerindedir. Renal yetmezlik akut veya kronik sekilde kendini
gosterebilir ve bulanti, kusma ve kabizlik ile birlikte miyelomun baslangi¢c goriintiisii
olabilir. Renal yetmezligin nedenleri; miyelom bobregi ve hiperkalsemdir. Hiperkalsemi
kandaki kalsiyum miktarinin normalin iistiinde olmasi anlamina gelmektedir. Normalin
iistiinde olan bu kalsiyum seviyesi sonucu fazla kalsiyum bobrege cokebilir ve bobrek
yetersizligini gelistirebilir (Dispenzieri ve dig. 2009). Multipl miyelomlu hastalarin
yaklasik olarak 9%30-40’inda bulunur. Bu hastalarin %10’unda kandaki paraprotein

seviyesine bagl olarak hipervizkosite gelisebilir.

Enfeksivonlara Egilim

Multipl miyelomlu hastalarda sik gozlenen diger bir bulgu enfeksiyonlara karsi
egilimdir. Hastalarin yaklasik dortte birinde bu semptom goriilmektedir ve 6liimlerin en sik
nedenidir (Dispenzieri ve Kyle 2005). Pnomoni ve piyelonefrit en sik karsilasilan
enfeksiyonlardir. Gozlenen bu enfeksiyon egiliminin en o©nemli sebebi normal
immunglobulin sentezindeki azalma ve Ig katabolizmasindaki artis ve bozuk antikor
tiretimidir. Enfeksiyon egilimine diger bir sebep ise hastalarin antikor yanitlarinin 6zellikle
polisakkaritlere kars1 azalmis olmasidir. Bu nedenle polisakkarit yapida hiicre duvarina

sahip olan bakteriler enfeksiyona siklikla neden olurlar.
Anemi

Anemi multip] miyelomda sik goriilen bir klinik bulgudur. Genellikle normokrom
normositik bazen makrositik anemi goriilmektedir. Anemi, tami sirasinda hastalarin
yaklasik %80’inde goriilmktedir. Sebebi genel olarak kemik iliginde tiimér hiicrelerinin;
istilast ve hematopoezi baskilamasidir. Ayrica miyelomun sebep oldugu bdbrek

yetmezligine bagli azalmis eritropoetin diizeyi de anemiye katkida bulunur.
Amiloidoz

Bazi multipl miyelomlu hastalarda viicutlarinda biriken anormal proteinlerin

dokularinda birikmesi sonucu amiloidoz olustururlar. Amiloidoz birikimi yerlesimine gore
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cesitli belirtiler gosterebilir. Kalpteki birikim sonucu gogiis agris1 ve ayaklarda siskinlik
gozlenebilir. Amiloidoz ilagla tedavi edilebilmektedir.

Kriyoglobulinemi

Viicutta biriken anormal proteinler soguk maruziyetiyle jelimsi kivama gelerek ince kan
damarlarini tikayabilir. Soguk havalarda parmaklarda agri ve uyusmalarla kendini belli

eder.
2.14. Evreleme

Multipl Miyelom hastaliginin evrelendirilmesinde giliniimiizde iki evreleme sistemi
kullanilmaktadir. Bu evreleme sistemleri; 1975 yilinda Brian Durie ve Sydney Salmon’un
birlikte olusturduklari “Durie Salmon Evreleme Sistemi (DSS)” ve “Uluslararasi

Evrelendirme Sistemi (ISS)”dir (Greipp ve dig. 2005).

DSS evreleme sistemi hastaligi; M protein miktari, serum kalsiyum diizeyi, hemoglobin
diizeyi, kemiklerdeki litik lezyonlar ve bobrek bozukluklar: agisindan degerlendirerek ii¢
evrede evreler. MM’nin Durie Salmon Evreleme Sistemine gore evrelendirilmesi Cizelge

2.1.de verilmistir.

Cizelge 2.1 Multipl Myelom’un Durie Salmon Evreleme Sistemine (DSS) gore

evrelendirilmesi

Evre-I Evre-II Esre-II1
+ Hemoglobin > 10 g/dl Bulgular evre | » Hemoglobin <8.5 g/dl
* Normal kalsivum diizeyi [dekiler  kadar | « Serum kalsivum > 12 mg/dl
(= 12 mg/dl) digik ve evre |s 3 veya daha fazla ilerlemis litik
e Normal kemik grafileri veya | [I'teki kadar kemik lezyonu
soliter kemik plazmasitomu veya | Yiksek degil +  Artmig M komponent varlig
sadece osteoporoz varli IeG =7 g/dl
+ Diigiik M komponent IgA =5 g/dl
[gG = 5g/dl idrar  hafif zincir M
IgA < 3g/dl kompenent >12gr/dl/24 h
idrar  hafif zincir M
komponenti < 4 gr/dl
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DSS evreleme sistemine gore diisiikk tiimor miktar1 ve serum kreatinin diizeyi
2mg/dl’den az olan hastalarda beklenen ortalama sagkalim siiresi 5,5 yil iken, yiiksek
tiimor miktar1 ve renal yetmezligi olan hastalarda beklenen ortalama sagkalim siiresi 15

olarak belirtilmektedir (Rajkumar ve Greipp 1999).

ISS evreleme sistemi, diinyada 17 merkezde hi¢ tedavi almamis 10750 miyelom hastasi
arastirtlarak olusturulmustur. Bu evreleme sistemi ise hastaligi; Beta-2 mikroglobulin,
serum alblimin, trombosit miktari, serum kreatinin, LDH miktar1 analizleriyle {i¢ evrede
evreler (Child ve dig. 1983). MM’nin Uluslararast1 Evrelendirme Sistemine gore

evrelendirilmesi Cizelge 2.2.de verilmistir.

Cizelge 2.2. Multipl Myelom’un Uluslararast Evrelendirme Sistemine (ISS) gore

evrelendirilmesi

Evre-1 Evre-II Evre-1T1
¢ beta-2 mikroglobulin * beta-? mikroglobulin ¢ beta-? mikroglobulin
<35 3.5-3.5 arasinda =535
¢ albumin <3.3 * herhangi bir albumin degeri
veya

* albumin <35
* beta-? mikroglobulin
<33

Giincellenmis ISS’ye yapilan sitogenetik analizler de eklemistir.

ISS’ye gore beklenen ortalama sagkalim siireleri Evre I’de 62 ay, Evre II’de 44 ay ve
Evre III’de 29 ay olarak belirtilmistir (Greipp ve dig. 2005).

2.15. Prognostik Faktorler

Beta-2 mikroglobulin C-reaktif protein (CRP), Plazma Hiicreleri Isaretlenme indeksi
(PCLI), Laktat dehidrogenaz (LDH) ve kromozomal degisimler multipl miyelom ig¢in

belirtilmis 6nemli prognostik faktorlerdir.

Multipl miyelomda sayisal ve/veya yapisal kromozomal anomalilerin varli§i dnemli
prognostik faktorlerdendir. Bu hastalarda bazi; delesyon, translokasyon ve/veya andploidi

gibi kromozomal anomalilerin varligi immonofenotip ve prognoz gibi klinik parametrelerle
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yakindan iliskilidir. Ornegin; 13q ve P53 delesyonlari, 1q duplikasyonu, hipodiploidi,

t(4;14) gibi anomaliler kotii prognoz ile iliskili oldugu bildirilmistir (Avet Loiseau 2007).

Multipl miyelomda belirtilen kromozomal anomaliler; yliksek ve standart risk olmak

tizere iki grupta degerlendirilmektedir (Fonseca ve San Miguel 2007). MM’de belirtilen

kromozomal anomalilerin yer aldig1 risk gruplar1 Cizelge 2.3.te verilmistir.

Cizelge 2.3. Multipl Myelom’da belirtilen kromozomal anomalilerin yer aldig1 risk

gruplari

Yuksek risk Standart risk
Del 17p- t(6;14)

Del 13g- t(11;14)
t(4;14) Hiperdiploidi
t(14;16)

t(14;20)

Hipodiploidi

Tim bu prognostik faktorlerin belirlenmesine ragmen hastaya uygulanacak olan
tedavinin hangisinin hastaya uygun olacagini net sekilde belirten bir yaklasim hala yoktur.
Fakat belirlenen bu prognostik faktorler hastaya uygulanacak tedavinin belirlenmesi

asamasinda onemli yer tutmaktadir.
2.16. Tedavi

Multipl myelom halen kiir elde edilebilmis bir hastalik degildir. Ancak uygun tedavi ile

hastalarin yasam stiresi ve kalitesi artmaktadir.

Sessiz miyelom hastaligi yillar igerisinde yavas progresyon gostermekte olup bu
hastalik semptomsuzdur. Bu hastalarda erken tedavinin hastalik lizerinde bir etkisi olmayip
tedaviye ihtiya¢c duyulmamaktadir. Sessiz miyelom hastalar1 {i¢ ayda bir klinik ve
biyokimya sonuglar1 yoniinden izlem yeterlidir. Kemoterapi tedavisine ihtiya¢ duyulmaz.
Ancak semptomatik ve progresyon gosteren hastalar mutlak olarak tedavi edilmelidir. Bu
tedaviler genel olarak miyelomun progresyonunu ve diger komplikasyonlar1 onlemek

amaciyla yapilan sistematik ve destekleyici tedavilerdir. (Kyle ve dig. 2010)
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Tedaviye baslangicta yapilacak degerlendirmeler kemoterapiye verilecek cevabin ve
sonuclarin degerlendirilmesine yardime1 olur. Plazma hiicre artisi, B2 mikroglobulin, LDH-
CRP serum diizeylerinin artis1, diisiik serum albiimin, 13q ile P53 delesyonu, hipodiploidi
ve t(4;14), t(14;16) gibi genetik anomaliler tedavi 6ncesinde mutlaka tetkik edilmelidir
(Avet Loiseau ve dig. 2007).

2.17. Endikasyonlar

Hastalarin ¢ogu semptomatik oldugu i¢in kemoterapi gerekmektedir. Smoldering
multipl miyelom ve asemptomatik stage I miyelom hastalarinda tedavi endikasyonu

bulunmamaktadir (Kyle ve Rajkumar 2004).

Aciklanamayan anemi, hiperkalsemi, bobrek yetmezligi, kemik lezyonlar1 veya
ekstramediiller plazmasitomda tedavi kesinlikle yapilmalidir. Progresif hastalik kaniti
olusana kadar hasta iki-ii¢ ay igerisinde tekrar degerlendirilmeli ve kanit olustugu takdirde

kemoterapiye baslanmalidir.

Destek Tedavisi

Kanser tedavilerinde hastaligin ortadan kaldirilmasi amaciyla uygulanan 6nemli bir
tedavi yontemi olan kemoterapi tedavisi multip] miyelom hastaliginin tedavisinde de
uygulanmaktadir. Ancak kemoterapi tedavisi boyunca hastalar, yasam kalitesini kotii
etkileyecek bazi yan etkilere maruz kalmaktadirlar. Hastaligin getirdigi belirtilerle birlikte
kemoterapi tedavisi boyunca bulanti, kusma ve enfeksiyonlara egilim gibi
komplikasyonlarin iyilestirilmesi i¢in hastalara destek tedavisi uygulanmaktadir. Destek

tedavisindeki amag hastaligin komplikasyonlarina bagli morbiditeyi 6nlemektir.

Kemoterapi

Kanser tedavilerinde en etkili tedavi yontemi ilaglar kullanilarak yapilan kemoterapi
tedavisidir. Bu tedavide ilaglar agiz veya kan yoluyla viicuda dagilir ve tiimorli hiicrelerin
hiicre dongiisiine etki ederek boliinlip cogalmalarini engeller. Ancak bu asamada saglikli
hiicreler de bu durumdan etkilenmektedir. Multip] miyelom hastaliginin tedavisinde;
Melfalan-Prednizolon (MP), Melfalan-Prednizolon-Talidomid (MPT), Vinkristin-
Adriamisin-Deksametazon (VAD) ve Oral Idarubisin ve Deksametazon (Z-DEX)

kombinasyonlar1 en sik kullanilan kombinasyonlardir (Wieser ve dig. 2003).
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Otolog Hematopoetik Kok Hiicre Nakli

Kanser hastalaginin tedavisi boyunca alinan ilaglar ve radyasyon hastalarda kdk hiicre
hasarma yol agmaktadirlar. Boylece hastalarda hematopoez durmakta ve komplikasyonlar
gelismektedir. Timorlii hiicreleri ortadan kaldiracak tedaviler uygulandiktan sonra
hematopezin tekrar baslamasi igin hastaya hematopoez yapma yetenegine sahip kok
hiicreler verilmelidir. Bu islem tedavi Oncesinde hastanin kendisinden alinmis saglam

hiicrelerden yapilabilmektedir.

Otolog hematopoetik kok hiicre nakli i¢in kullanilacak kan hiicreleri sonrasinda nakil
icin kullanilmak {izere toplanip dondurulur. Toplama islemi i¢in kandaki 16kosit miktarinin
en az 1,0x10%L olmasim gerekmektedir. Toplanan hiicreler nakil yapilabilmesi icin uygun
sartlarda saklanmalidir (Cagiran 2005).

Radyoterapi

Bu tedavi ile kanserli hiicreler X 1sinlartyla yok edilmeye ¢alisilmaktadir. Soliter kemik
plazmasitomalarinda ve ekstramediiller plazmasitomalarda 20-40 Gy dozunda radyoterapi
onerilmektedir. Tedavi wuygulanacak bolge dogru belirlenmeli ve lokal olarak
uygulanmalidir. Uygulanacak bolgenin dogru belirlenmesi, kemik 1iligi rezervini
azaltabileceginden ve olas1 otolog kok hiicre prosediiriinii engellememesi agisindan

onemlidir. Bu hastalarda uzun bir yagam siiresi beklenir.
2.18. Multipl Myelom’da Gozlenen Sitogenetik Degisiklikler

Kanser, hiicrenin normal davraniglarimi diizenleyen genetik mekanizmanin bozulmasi
sonucu olusan genetik bir hastaliktir. Yapilan arastirmalar kansere neden olan bu genetik
degisimin Ozellikle olusan kromozom anomalileri sayesinde olustugunu gostermektedir
(Sandberg 1994). Genetik anomaliler diger hematolojik malignensilerde oldugu gibi
multipl myelomda da prognozu gostermesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle yeni
tan1 multipl myelom vakalarinda sitogenetik degerlendirme mutlaka yapilmalidir (Turgut
2009).

Kromozom anomalileri genel olarak sayisal ve yapisal olarak iki sekilde

g6zlenmektedir.
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2.18.1. Yap1 Anomalileri

Translokasyon, delesyon, inversiyon, insersiyon, duplikasyon, izokromozom,
marker/halka kromozom ve genlerdeki yeniden dizenlenmelerin timi kromozomlarda

meydana gelen yapisal anomalilerdir.

Translokasyon: Bir kromozomun kaybolan veya kopan bir pargasinin bagka bir

kromozoma aktarilmast durumudur.

Delesyon: Bir kromozomun kirilma sonucu herhangi bir parc¢asinin kaybolmasi

durumudur.

Inversiyon: Bir kromozomun iki kirik noktasinin 180° ters donerek tekrar aym
kromozoma baglanmasi sonucu olusur. Olusan kirik sentromeri igeriyorsa perisentrik

inversiyon, igermiyorsa parasentrik inversiyon adin alir.
Insersiyon: Bir kromozoma herhangi bir kromozomal par¢anin eklenmesi durumudur.

Duplikasyon: Bir kromozom bdlgesinin kendini esleyerek o kromozom {izerinde iki

veya daha fazla sayida tekrar etmesi anlamina gelmektedir.

Izokromozom: Mayoz béliinme sirasinda sentromerin boyuna boliinmesi gerekirken

enine boliinmesi sonucu olusan yapisal bir bozukluktur. Metasentrik ve submetasentrik
kromozomlar sentromerlerinden ayiran p ve q kollarina sahiptirler. Boyle kromozomlarda
herhangi bir kolun kaybolmasi, digerinin ise duplikasyona ugramasi durumu izokromozom

olarak adlandirilir.

Halka kromozom: Bir kromozomun her iki kolunda olusan kiriklarin uglarindan

birbirleriyle kaynagsmasi sonucu olusur. Boyle kromozomlarda terminal uglar kaybolur.

Marker kromozom: Konvansiyonel sitogenetik yontemlerle karakterize edilemeyen

kromozomlara denir.
2.18.2. Say1 Anomalileri

Oploidi: hiicrelerin béliinme evresinde hatalari béliinmeleri nedeniyle ortaya cikar.
Buradaki temel hata; hlcrede cekirdek bollinmesi oldugu halde sitoplazma boliinmesini
olmamasidir. Bu hata sebebiyle hiicrede kromozom sayis1 normal olan haploid saymnin tam

katlar1 kadar artar.
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n=23 iireme hiicrelerinde bulunan kromozomlarin toplam sayisidir. Haploidi olarak

isimlendirilir.

2n=46 fertilizasyon sonucunda somatik hiicrelerde bulunan kromozomlarin toplam

sayisidir. Diploidi olarak isimlendirilir.

3n=69 haploid kromozom sayisinin ii¢ kat artmast durumudur. Bu durum triploidi olarak

isimlendirilir.

4n=92 ise haploid kromozom sayisinin dort kat artmasi durumudur. Bu da tetraploidi

olarak isimlendirilir.

Andploidi: Hiicre boliinmesi sirasindaki kusurlar nedeniyle ortaya ¢ikan bir durumdur.
Buradaki kusurlar; bolinme evresinde hiicrelerin anafazda geri kalmasi veya
kromozomlarin dogru ayrilamamasidir. Bu hatalar sonucunda kromozom sayisinda, temel
kromozom sayisinin tam katlar1 olmayan artma veya eksilme gibi degisiklikler olur. Buna

anoploidi denir.

Kromozom sayisindaki artma yoniindeki degisimler hiperploidi, azalma yoniindeki

degisimler ise hipoploidi olarak nitelendirilir.

Hiperploidi: Bir kromozom ciftine ek bir veya daha fazla kromozomun bulunma
durumudur. Kromozom ciftine bir kromozomun eklenmesi trizomi, iki kromozom

eklenmesine ise tetrazomi denir.

Hipoploidi: Diploid bir hiicrede bir tek kromozomun veya bir kromozom giftinin
olmamasi halidir. Bir kromozomun eksik olmasi monozomi olarak adlandirilirken, bir

kromozom ¢iftinin olmamasi1 durumu nullizomi olarak adlandirilir.
2.19. Multipl Myelom’da Sik Gozlenen Kromozomal Anomaliler

Son yillarda multip] myelom’da yapilan konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler
sitogenetik caligmalarda pek ¢ok tekrarlayan genetik anomali bildirilmistir(21). Multipl
myelomda siklikla, 13q14 delesyonu ve monozomi 13 gibi 13. kromozom anomalileri, 17.
kromozomda yer alan p53 geninin delesyonu ve 14. kromozomda yer alan IgH geninin

farkli partner genlerle yeniden diizenlenmeleri gézlenmektedir (Chang ve dig. 2004).
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Delesyon 139

Kromozom 13’teki anomaliler, multip] myelom hastalarinda sik goriilen bir
kromozomal anomali olup FISH yontemi ve konvansiyonel sitogenetik yontemlerle
incelendiginde olgularinin yaklasik %40-50’sinde goézlendigi ve tiim kromozom
kayiplarinin yaklasik %10-12’sini olusturdugu bildirilmistir (Fonseca ve dig. 2009).
Gozlenen bu sitogenetik anomaliler; 13. Kromozomun; monozomisi, uzun kolunun q14

veya q34 bolgelesinin delesyonu seklinde olabilir (Higgins ve Fonseca 2005).

Kromozom 13 in 13q14 bolgesinde RB (TUmor supresor geni) geni, 13934 bolgesinde
ise LAMP1 (Lizozomal membran protein), CUL4A(Regulator ve timaor supresor geni) ve

PROZ (K vitaminine bagiml kinaz proteini) bulunmaktadir.

RB1 geni; 180 kb’lik alan kaplamakta ve 27 ekzondan olugmaktadir (Lohmann 1999).
RB1 geni ii¢ farkli domaine sahiptir. Bunlar; N terminal bélgesinde santral A ve B
domainleri ve C terminal domainidir. Bu domainlerin ana fonksiyonlari; biiyiimenin
diizenlenmesi, hiicre farklilasmasi, viral ve selliiler proteinlerin etkilesimi ve
transkripsiyonel regiilasyondur (Lee ve Cho 2002). Kromozom 13’iin idiogrami Cizim

2.8.de gosterilmistir.

= 13

.

&
|
L
|

14 mmmp | RB1 geni
21

22
i

iz

33
34

13

Cizim 2.8. Kromozom 13’i{in idiogrami

Yapilan c¢aligmalarda 13q delesyonlarmin izole durumlarda dahi tek basina negatif
prognostik degere sahip oldugu ve kisa yasam siiresiyle bagdastigi bildirilmistir (Durak ve
Giilbas 2008). Ustelik bu anomaliler karyotipleme ile belirlendiginde prognoz daha da
kotidir (Drach ve dig. 2006). 13q delesyonuna non-hiperploid karyotip veya bir

translokasyon eslik ediyorsa hastaligin prognozu yine kotii olarak bildirilmektedir (Stewart
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ve dig. 2005). 13q delesyonu saptanan multipl miyelom olgularinin yaklasik %85-90’1nda
t(4;14)(p16.3;q32) ya da t(14;16)(q32;923) gozlenmektedir (Kongsberg ve dig. 2000).

P53 Delesyonu

Ik kez 1979 yilinda tanmimlanan TP53 geni, 17p13.1 lokusunda bulunan timér siipresor
bir gendir (Freed Pastor ve Prives 2012). Genin Urlinu olan p53 proteini bir transkripsiyon
faktorti olup hiicre dongiisii duraksamasi, yaslanma, apoptoz ve DNA tamiri gibi hiicre ici
onemli yolaklarda rol alir. Bu gendeki mutasyonlar multipl myelomda ve genel olarak
diger kanser tiirlerinde de rapor edilmis olup goriilen en yaygin sitogenetik degisikliktir.

Kromozom 17’nin idiogrami Cizim 2.9.da gosterilmistir.

13 mp | TP53
12
1.2

1.2
12

21
22

23
24

23

Cizim 2.9. Kromozom 17’nin idiogrami1

P53 proteini normal sartlarda stirekli sentezlenen ve hizla pargalanan bir protein oldugu
icin hiicrelerde ¢ok az miktarda bulunur. P53; saglikli bir hiicre dongiisiinii bozacak,
genomda mutasyona neden olabilecek herhangi bir hiicresel stres durumunda aktive olarak
hicre donglsund durdurur (Bourdon 2007). Birgok olay ¢ekirdek igerisindeki aktif p53
proteinini hizli bir sekilde artisina sebep olmaktadir. Onkogenler, UV 1sinlar1 ve iyonize
radyasyon, hipoksi, sitokininler ve blylme faktorleri gibi uyaranlar sonucu TP53 geni
aktif olmakta ve p53 proteininin artigina sebep olmaktadir (Nylander ve dig. 2000). Bu
hasarlara p53 iki farkli cevap verebilmektedir. Bunlar; DNA onarimi i¢in hiicre dongiisiinii

durdurmak ya da onarilamaz DNA hasarlarinda hiicreyi apoptosize géturmektir.

Aktif p53 proteini ayn1 zamanda DNA replikasyon siirecini geciktiren genlerin ifadesini

diizenlemekten sorumlu bir gen oldugundan, S evresinde DNA hasar onarimi i¢in zaman
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kazanilmig olur. Eger hasar S asamasinda olursa da, aktif p53 proteini diger genlerin

ifadesini diizenleyerek G2/M kontrol noktasinda kalmasini saglar.

Aktif p53 proteini, hasarli bir hiicreye apoptozis yoluyla intihar edebilmesi i¢in yol
gosterebilir. Bunu Oncelikle Bcl-2 gen ailesinin iriinlerini regiile etmekle saglar. Bcl-2;
mitokondri dis membranda bulunup, iyon gec¢isinden sorumlu bir molekiildiir. Bcl-2
mitokondriyle iligkili oldugundan antioksidan bir etki gostererek apoptozisi Onleyebilir
(Tsujimoto 1998). Bu ylzden apoptozise giden yolda oncelikle Bcl-2 gen ailesinin
transkripsiyonlarinin baskilanmasi gerekmektedir. Bcl-2’nin iligskide oldugu Bax, Bad, Bid
ve Bcl-Xs genlerinin transkripsiyonu aktif edilir ve hiicre kendini apoptozise goturir(Lowe
ve Lin 2000).

Diger kanser tiirleri ve multipl miyelomda da rapor edilen p53 gen kaybu; ileri hastalik

evresi, kisa sagkalim siiresi ve kotii prognozla iliskilendirilmektedir (Fonseca ve dig.
2002).

lgh Geni Yeniden Diizenlenmeleri

Immunoglobulin agir zincir (IgH) bélgesini ilgilendiren translokasyonlar vakalarin

%40- 60°’nda gézlenmektedir.

IgH geni, 14. Kromozomun 32 bdlgesinde yerlesmis olup, insan antikorlarinin agir
zincirlerini  kodlamaktadir. IgH geninin katildigi yeniden diizenlenmeler, birgok
hematolojik malignanside bildirilmis olup prognostik belirte¢ olarak kullanilmaktadir.

Kromozom 14’{in idiogram1 Cizim 2.10.da gosterilmistir.

IgH geninin katildig1 translokasyonlarda gozlenen partner gen sayist 30’u agmakla
birlikte bu saymin her gecen y1l arttig1 gézlenmektedir. IgH geni, translokasyon sonucunda
yerlestigi bolgedeki partner genin ekspresyonunda artisa neden olmaktadir. Partner
genlerin tespiti hastaligin diagnostik, prognostik 6zelliklerinin aydinlatilmasina yardimci

olup tedavi protokoliiniin belirlenmesine katki saglamaktadir.
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IgH geni

Cizim 2.10. Kromozom 14’iin idiogrami

Multipl myelom’da IgH geninin katildig1 translokasyonlarda 6zellikle bes ayr1 partner
gen bildirilmistir. Bu translokasyonlar; t(4;14)(4p16,FGFR3/MMSET),
t(6;14)(6p21,CCND3), t(11;14)(11g13,CCND1), t(14;16)(16g23,c-maf) ve
t(14;20)(20q11,mafB)dir (Attal ve dig. 2007). Bu translokasyonlar1 tasiyan olgular ayr
prognostik  dzellikleri  gdstermektedir. Ornegin  bunlardan; t(4;14)(p16;q32) ve
t(14;16)(q32;923) kotii prognozu gosterirken, t(11;14)(ql3;q32) ise iyi prognoza isaret

etmektedir.

£(11;14)(913;932)

Multipl miyelom olgularinda en sik goriilen translokasyondur. 11. kromozomun q13
bolgesinde yer alan CCNDL1 geni ve 14. kromozomun 32 bdlgesinde bulunan IgH geninin
karsilikli yer degisimidir. IgH geninin katildigi diger translokasyonlarin tersine

konvansiyonel sitogenetikle de kolaylikla analiz edilebilen bir translokasyondur.
t(11;14)’1n multipl miyelom hastalarinin yaklasik %15’inde bulunur.

1(4;14)(p16:932)

Multipl myelom olgularinda ikinci en sik goriilen translokasyondur(37). 4.
Kromozomun pl16 boélgesinde yer alan FGFR3 ve MMSET genleri ile 14. kromozomun
q32 bolgesinde bulunan IgH geninin karsilikli yer degisimidir. Olusan bu translokasyon
konvansiyonel sitogenetik ile analiz edilmesi gti¢ bir translokasyondur.

t(4;14), multipl myelom hastalarinin yaklasik olarak %15’inde goriilmektedir.
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4. kromozomun pl6 bolgesinde; histon gen ekspresyonundan sorumlu SLBP(Stem-
Loop (histon) Binding Protein), transkripsiyonda gorevli WHSC1-2(Wolf-Hirschhornl-2)
ve eritroblastlarin olgunlagsmasinda gorevli olan MXO4-MAEA(Makrofaj Eritroblast
Ataglayici) genleri ve FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Reseptor) geni yer almaktadir.

Kondrosit kikirdak doku olusumunda ve iskeletin normal gelisiminde rol alan destek
doku elemanlarindandir biridir. FGFR3 geni kondrositlerin ¢gogalmasi ve farklilasmasinda
gorevli gendir. Bu gen, Fibroblast Growth Factor Reseptor 3 adli protein sentezini kodlar.
Bu protein kemiklerin uzamasindan sorumlu olan mayo6r biiyiime faktoriin etkilestigi

bolgedir.

Translokasyon sonucunda IGH-MMSET ve IGH-FGFR3 seklinde iki fliizyon gen
olusur. IGH-FGFR3 translokasyonununda FGFR3 geni over ekspresyona ugrar (Durak ve
Giilbas 2008).

Hastaligin  patogenezinde bu genlerin disregiilasyonunun Onemli olabilecegi

diistiniilmektedir. t(4;14) kotii prognostik sonugla iliskilidir (Liebisch ve Déhner 2006).

£(14:16)(932;023)

Multipl miyelom olgularinda digerlerine nazaran daha diisilk oranlarda goézlenen bir
translokasyondur. 16. kromozomun 23 bolgesinde yer alan C-MAF geni ve 14.
Kromozomun q32 boélgesinde bulunan IgH geninin karsilikli yer degisimidir. C-MAF,

MAF gen ailesine ait bir protoonkogendir.

Olusan bu translokasyonun konvansiyonel sitogenetik ile analiz edilmesi t(4;14) gibi

guctdar.

t(14;16), multipl miyelom hastalarinin yaklasik olarak %5-7’sinde goriilmektedir (Kallf
ve Spencer 2012).

MM’de sik gozlenen kromozom anomalileri Cizim 2.11.de verilmistir.
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Sitogenetik Anomaliler

Primer sitogenetik anomaliler

1114 Sekonder sitogenetik anomaliler Sekonder sitogenetik anomaliler
=1 H

- t$4;14)) -1g amp - Myc translokasyonlari
- 1(6;14) -Del 17p -Del 17p

-1(14;16) - Del 1p

- 1(14;20)

- Trizomiler

y —

Normal plazma hiicreleri MGUS/SMM

Myelom

Cizim 2.11. MM de sik gozlenen kromozom anomalileri (Rajan ve Rajkumar, 2015)
2.20. Multipl Myelom’da Genetik Analiz Yontemleri

Okaryot hiicrelerde kalitsal bilgiyi tastyan DNA molekiilii ¢ekirdekte bulunur. Bu DNA
molekiilii, interfaz evresindeyken histon proteinlerinin sarilmasiyla yogunlasarak kromatin
yapiyt olusturur. Kromatin yapr da hiicre boliinme asamasinda kisalip kalinlagarak
kromozomlar1 olusturur. Sitogenetik bilim dali, kromozomlarin yapisini ve fonksiyonlarin
inceler. Cok genis uygulama alanlar1 olan sitogenetik bilim dali igerisinde karyotipleme ve

FISH teknikleri 6nemli yere sahip yontemlerdir.

Sitogenetikte; tan1 ve takibinde belirleyici kromozomal bozukluklarin goriildiigii malign
hastaliklar, 6zellikle hematolojik maligniteler, bilinen kromozom sendromlarinin kesin
tanis1 veya diglanmasi, seksiiel degisim ve gelisim anomalileri, infertilite, tekrarlayan
abortus ya da 6li dogum hikayesi, dismorfik 6zellikler ile birlikte olan ya da tek basina
gorulen psikomotor retardasyon ve mental retardasyon ve/veya dismorfik ozellikler ile

birlikte goriilen monogenik hastaliklar baslica endikasyonlardandir.

Karyotip analizi, bir hiicredeki kromozomlarin ¢iftler halinde eslenerek, sayisal ve
yapisal olarak incelenerek belirli bir diizene gore siralama iglemidir. Cekirdege sahip ve
bélinebilen tim hicre ve dokulardan kromozom elde edilebilir ancak kromozom
analizinde en ¢ok kullanilan dokular; kemik iligi, perifer kani, amniyon sivisi, kordon kana,

koryon villus ve deri dokulardir.
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Kromozomlar hiicre bolinme sathalari icerisinde metafaz evresi sirasinda analiz
edilmeye uygun hale gelirler. Metafaz kromozomlarinin elde etmek i¢in genel olarak iki

yontem kullanilir. Bunlar; direkt ve kiiltiir yontemleridir.

Direkt yontem; spontan bir sekilde boliinen hiicrelere uygulanan yontemdir. Bu
hiicrelere; kemik iligi, lenf nodiilleri, solid timorler 6rnektir. Kiiltiir yontemi ise; spontan
bir sekilde boliinme yetisine sahip olmayan hiicrelere uygulanan yontemdir. Secilecek olan
hiicre tlirine gore de kiiltiir besiyeri ve siiresi degisiklik gostermektedir. Spontan
bolunemeyen hicrelerin bollnebilmeleri icgin; protein, mineral, horman ve vitaminlerle
zenginlestirilmis ve hiicrelerin boliinmelerini tesvik etmek amagh fitohemaglutinin (PHA)
gibi mitotik ajan iceren besiyerleri gibi uygun bir ortama ihtiya¢ vardir. Bu hiicrelere de;
perifer kani lenfositleri, koryonik villuslar ve amniyon sivisindaki bebege ait dokiilen
hiicreler 6rnek verilebilir. Perifer kan1 16kositleri gibi kisa strede boltnebilecek hucreler
icin kiiltiir siiresi 72 saat iken, amniyon sivisindaki hiicreler i¢in kiiltiir siiresi birkac hafta

olabilmektedir.

Ancak kendiliginden boliinme yetisine sahip hiicreler i¢in kullanilan besiyerleri mitotik
ajan icermemektedir. Bu hiicrelere 6rnek olan kemik iligi lenfositleri igin ise kiiltiir siiresi
24 saattir.

Perifer kanindan yapilacak kromozom analizi igin 6rnegin steril, heparinli enjektor veya
vakumlu laboratuvar tiirplerine alinmasi gerekmektedir. Ornek bekleme siiresi boyunca
kesinlikle dondurulmamali, oda 1sisinda veya +4 T’lik dolaplarda saklanmalidir. Kiiltiir
ortaminda mutlaka, herhangi bir kontaminasyon sonucu mikroorganizmalarin lirememesi
icin Penisilin/Streptomisin gibi antibiyotikler bulunmalidir. Her iki kiiltlir yontemi i¢in de;
hucreler 37 T’lik etiivlerde ¢ogalmaya birakilir. Cogalan hiicrelerden kromozom elde
etmek i¢in ilk asamada hiicrelerin kiiltiir sirasinda metafaz evresinde durdulmasi
gerekmektedir. Bu islem kardes kromatidlerin ig iplik¢iklerinden zit kutuplara ¢ekilmesini
onleyen mitoz durdurucu kolsemidler kullanilarak yapilir. Boylece kardes kromatidler
ayrilamazlar ve kromozom yapisint muhafaza etmis olur. Buradan sonraki ikinci asamada
kromozomlarin hiicre i¢inde kolayca yayilabilmeleri i¢in hiicrelerin hacmini arttirmaktir.
Bunun i¢in de 0,075 M KCI hipotonik soliisyonu kullanilir. Hipotonik soliisyon hiicre
membranina karst konsatrasyon gradiyenti olusturur ve suyun hicre igine girmesini,
sismesini saglar. Ugiincii asama ise fiksasyondur. Fiksasyon islemi hiicrelerdeki hipotonik

etkiyi durdurarak hiicreleri sabitlemeye ve eritrositleri par¢alamaya yardimci olur. Bu
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islem i¢in ise 1:3 oranindaki Asetik Asit-Metanol soliisyonu kullanilir. Daha sonra da
boyama ve bantlama islemleri yapilarak elde edilen kromozomlar uygun mikroskoplarla

incelenir (Moorhead ve dig. 1960).

Kromozomlari incelemek igin baslica iki yontem bulunmaktadir. Bunlar; sitogenetik ve

molekdler sitogenetik yontemlerdir.
2.20.1. Sitogenetik Yontemler

Kromozom bantlama yontemleri kromozomlardaki yapisal ve sayisal anomalileri tespit
etmek ve kromozomlar1 tanimlamak i¢in yapilan 6nemli sitogenetik yontemlerdir. Klasik
bantlama yontemlerinde genellikle 450-550 bant seviyesindeki metafazla kullanilmaktadir.
Fakat bu bant diizeyleri kiigiik kromozom pargalarinin kayiplarinda veya artiglarinda analiz
i¢in yeterli olmayabilir. Bu nedenle daha yiiksek bant seviyelerinde (Ornegin; 550-850)
inceleme yapmak gerekmektedir. Band seviyesi, X kromozomunu igeren bir haploid sette
goriilen agik ve koyu renklerle goziiken okromatin ve heterokromatin bolgelerin toplam

sayisini belirtmektedir.

Bugiin klasik sitogenetikte en sik kullanilan bantlama teknigi G-Bantlamadir. Ancak
amaca yonelik olarak degisebilen baska bantlama teknikleri de vardir. Bunlar; R, Q, C ve

HRB yontemleridir (Basaran 1999).
2.20.2. Molekauler Sitogenetik Yontemler

Kanser olgularinda sitogenetik analiz yapilabilmesi i¢in tiimorlii dokuya ihtiyag vardir.
Multipl Miyelom ontanili/tanili olgulara kromozom analizi; perifer kanindan ya da kemik
iliginden elde edilen lenfositlerden yapilabilmektedir. Klasik bantlama yontemlerinde
analiz mutlaka metafaz kromozomlarindan yapilmaktadir. Ancak burada her zaman yeterli
ve kaliteli metafaz elde edilememe durumu olabilmektedir. Bu sebeple klasik sitogenetik
yontemlerle belirlenemeyen, ¢ozimlenemeyen kompleks, submikroskobik duzenlemelerin

analizleri i¢in molekiiler sitogenetik yontemler gelistirilmistir (Teixeira 2002).

Baslica bilinen molekiiler sitogenetik yontemler; Floresan In Situ Hibridizasyon
(FISH), Metafaz FISH, Interfaz FISH, Reverse FISH, Multi Color FISH, PRINS, Fiber
FISH, Karsilagtirmali Genomik Hibridizasyon (CGH) ve DNA Arraydir.
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Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Kanser genetiginde en ¢ok kullanilan molekiiler sitogenetik yontemdir.

In situ hibridizasyon (ISH), hiicresel incelemelerde tan1 ve arastirma amagli, islevsel
protein kodlayan DNA dizilerinin morfolojik olarak korunmus; hiicreler, kromozomlar
veya doku kesitlerinde yerinin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir (Jain 2004). Bu
yontemin Southern ve Northern Blot gibi diger melezleme yontemlerden farki niikleik

asitlerin kendi bulunduklari hiicresel ortamlarinda gésterilmesidir (Pala 2005).

Klasik sitogenetik ¢alisamalarinda yapilan kromozom analizi genellikle 400-550 bant
seviyesinde yapilmaktadir. Bu analizlerde gozle goriilemeyen, 5 megabayttan (Mb) kiigiik
anomaliler veya 3 Mb’dan biiyiikk fakat yeterince belirli olmayan bolgeler tespit
edilememektedir. FISH yontemiyle, klasik bantlama teknikleriyle gériilemeyen anomalileri
DNA problar1 kullanilarak tespit etmek miimkiindiir (Sreekantaiah 2007). FISH
yonteminin ¢oziiniirliigli ve hassasiyeti konvansiyonel sitogenetige gore daha yiksektir.
Kiiltiir her zaman gerekli degildir ve bdliinen ya da boliinemeyen hiicre tiplerine kolayca
uygulanabilir. Ayrica kromozom analizi i¢in mutlak metafaz eldesi gerekmekteyken FISH
yontemi hem metafaz hem de interfaz hiicrelerine uygulanabilirligi agisindan ¢ok tercih
edilen bir yontemdir. Bu yonlerine ilave olarak hizli sonug¢ verilebilmesiyle de FISH

yontemi kanser sitogenetiginde sik¢a kullanilan bir yontemdir.

Herhangi bir kromozomal bdlgenin veya DNA pargasinin FISH yontemiyle tespit
edilebilir hale gelmesi i¢in analiz edilecek bolgelere 6zgii bir probun kullanilmasi gerekir.
Prob, FISH yonteminde hedef niikleik asit dizilerine komplementer isaretli niikleik asit

dizileridir. Bugiin kullanilan problar florokromlarla isaretlidirler (Bayani ve Squire 2004).

Analiz edilecek anomalinin dogru bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in uygun probun

secimi gerekmektedir. Proplar hedeflerine ve sinyal paternlerine gore siniflandirilmiglardir.

Hedef bdlgelerine gore problar; lokusa 6zgi proplar, telomerik proplar, kromozomun
tiimiiniin veya belirli bir kismini1 boyayan proplar ve tekrarlayan dizilerden olusan problar
olmak iizere dort gruba ayrilmaktadirlar. Hedef bolgelerine gore problar Cizim 2.12.de

gosterilmistir.

31



Lokusa 6zgli Sentromerik Telomerik Kromozomun tiimiinii
prob prob prob boyayan prob

Tekrarlavan dizilerden
olusan problar

Cizim 2.12. FISH yonteminde kullanilan prob gesitleri

Lokusa Ozgii Problar

Analiz edilecek genin bulundugu lokusa ait DNA dizilerini igeren 15-500 kilobayt (Kb)
uzunlugundaki problardir. Mikrodelesyon-duplikasyon sendromlarmin tanisinda ve
translokasyon-inversiyon gibi kromozom anomalilerinde bulunan kirik noktalarin

tespitinde kullanilabilmektedir.

Telomerik Problar

5’-TTAGGG-3’ tekrarlarindan olusan, yaklagik 2-15 Kb uzunlugunda telomer dizilerine

0zgii problardir.

Kromozomun Tumiiniin veya Belirli Bir Bdlgesini Boyayan Problar

Herhangi bir kromozomda bulunan DNA dizilerine homolog olan problarin
karisgitmindan olusturulan problardir. Kromozomlarin p ve q kollarin1 ayr1 renklerde

boyanmasini saglayan prob cesitleri de vardir (McNeil ve Ried 2000).

Tekrarlavan Dizilerden Olusan Problar

Klasik satellit problar, alfa satellit problar ve beta satellit problar olmak Uzere (¢ gruba

ayrilirlar.
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Klasik satellit problar; AATGG tekrarlayan dizilerine sahip, 1, 9, 15, 16.
Kromozomlarin perisentrik heterokromatin bolgelerine ve Y kromozomunun uzun koluna

0zgii problardir.

Alfa satellitler; kromozomun sentromerine spesifik tekrarlayan dizilerine sahip

problardir. Bdylece bu problar yardimiyla kromozomlarin sentromerinin tespitinde

kullanilabilir.

Beta satellit problar; akrosentrik kromozomlara, 9. kromozoma ve perisentrik

heterokromatin bélgelere 6zgudur.

Bu problara ilave olarak sinyal paternlerine gore tasarlanmis problar da mevcuttur. Bu
problar lokusa 6zgii, translokasyon ve kirik noktalarindaki yeniden diizenlenmelere 6zgi
problar érnek verilebilir. Ozelliklerine goére bu problar tek ve/veya cift renkli, prob

setlerinde ise {i¢ ve/veya bes renkle isaretlenmis olabilirler (McNeil ve Ried 2000).

Calismalarimizda MM olgularinda gozlenen kromozom anomalileri i¢in ii¢ farkli prob
kullanilmigtir. 13q delesyonunu saptamak icin RB1/13ql2 ¢ift renkli FISH probu
kullanilmistir. Bu prob; RB1 genini temsil eden kirmizi ve 13q12 boélgesini temsil yesil
renk isaretli iki probun karigimiyla olusturulmustur. Bu probun uygulandigi normal
hiicrelerdeki kromozomlarda iki kirmizi iki yesil sinyal goriiliirken, anormal hiicrelerdeki

kromozomlarda bir kirmiz1 iki yesil ya da sadece iki yesil sinyal goriilmektedir.

P53 delesyonunu incelemek i¢in TP53/CEN 17 ¢ift renkli FISH probu kullanilmistir.
Bu prob; TP53 genini temsil eden kirmizi ve CEN17 bdélgesini temsil eden yesil renk
isaretli iki probun karisimiyla olusturulmustur. Bu probun uygulandigi normalde
hiicrelerdeki kromozomlarda iki kirmizi iki yesil sinyalin goriilmesi gerekmektedir. Ancak
anormal hiicrelerdeki kromozomlarda bu sinyal paternleri bir kirmiz iki yesil ya da sadece

iki yesil seklindedir.

IgH genindeki yeniden dizenlenmeleri saptamak icin ise; IgH cift renkli yeniden
diizenlenme FISH probu kullanilmistir. Bu prop da kirmizi ve yesil isaretli iki probun
karisimiyla hazirlanmis bir probdur. IgH probu uygulanan normal bir hiicrede 14.
kromozomda kirmizi ve yesil sinyal bir arada goriiliirken, anormal bir hiicredeki 14.

kromozomda bu sinyaller ayr1 géziikmektedir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Bu yiiksek lisans tezi ¢alismasinda Temmuz 2011- Subat 2017 tarihleri araliginda,
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali’ndan yonlendirilen Multipl Miyelom tanili
olgularin klinik ve laboratuvar sonuglar1 retrospektif olarak incelenmistir. Hastaligin
tanisinda 6nemli hematolojik parametreler hastalarin var olan dosyalarindan elde edilip

retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Hastalarin takibinde Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Anabilim Dali’'ndan
istenen tiim konvansiyonel sitogenetik ve FISH testleri Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi,

Tibbi Genetik Anabilim Dal1 Sitogenetik Laboratuvarinda yapilmstir.

Olgularin kromozomlarini incelemek igin G-Bantlama, IgH (14g32) gen bolgesindeki
yeniden dizenlenmeleri, p53 (17p13.1) ve 13q (13914) delesyonlarini gézlemlemek

amaciyla Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi uygulanmistir.

Calismada kemik iligi aspirasyon materyaline 24 saatlik kemik iligi kiiltliir yontemi
uygulanmistir. Kromozom analizi i¢in G-Bantlama yontemi uygulanmistir, IgH geni
(14932) yeniden diizenlenmeleri tespit etmek icin; IgH Dual Color Break Apart Prob, p53
(17p13.1) delesyonunu tespit etmek icin; TP53/CEN 17 Dual Color Prob, 13q (13914)
delesyonunun tespiti i¢in ise RB1/13q12 Dual Color Prob kullanililarak Floresan In Situ
Hibridizasyon (FISH) teknigi uygulanmastir.

3.1. Yontemler
3.1.1. Kemik iligi Aspirasyonu Kultiiri

e Hazir besiyeri her bir hasta i¢in 2 santrifiij tiipline 5’er ml paylastirildi. Hazirlanan
tipler 37 C’lik etiivde 1sinmaya birakildi.

e Her bir tiipe 0,4 ml heparinize kemik iligi ekimi yapildi. Tiipler 37 C’lik etive
konuldu, hiicreler ¢cogalmaya birakildi.

e Ekimden sonraki 22. Saatte ig ipliklerini bloke edip, hiicrelerin metafaz evresinde
kalmasini saglamak i¢in 0,2 ml colsemid ilavesi yapildi. Tipler tekrar 37 C’lik
etlive konuldu.

e Kolsemid ilavesinden 2 saat sonra yani 24. Saatte tlipler 1500 rpmda 8 dakika

santrifiij edildi, hiicrelerin dibe ¢cokmesi saglandi.
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e Siipernatant atilarak hiicrelerin hipotonik soka girmesi i¢in 0.75 M KCl ¢ozeltisiyle
muamele yapildi. Tiipler 37 C’de etiivde 1 saat inkube edildi.

e Hucreler 1 saat sonra tekrar 1500 rpmda santrifiij edildi ve 1:3 oraninda Cornoy
fiksatifi ile fikse edildi. Fiksatif ile yikama islemi par¢alanmis hiicreleri ve artiklari

temizlemek icin 4 kez tekrarlandi.

G-Bantlama ve Analiz

e Yayma islemi 25T -%55-60 nem oranindaki odada yapildi. Hazirlanan tiiplerin
supernatanti atilip pelletinden 6-8 damla, 1:3 oraninda Cornoy fiksatifi damlatilmis
slayta damlatildi. Damlatma isleminden sonra tekrar 1:3 oranindaki Cornoy fiksatifi
slayta damlatildi.

e Slaytlar hiicre yogunlugu acisindan 151k mikroskobuyla degerlendirildi.

e Slaytlar kuruduktan sonra 60 C’lik etiivde 20 dakika yaglanmaya birakildi.

¢ Yaslanan slaytlar sirasiyla; tripsin ve fosfat buffer salin (PBS) soliisyonlarindan
gecirildi. Slaytlar Leishmann boyasiyla hazirlanan 1:4 oranindaki kullanim
solusyonuyla 1 dakika boyamaya birakildi.

o Slaytlardan, her hasta i¢in metafaz kalitesi ve sayisina bagl olarak 2-20 metafaz
analiz edildi.

e Hazirlanan slaytlar 151k mikroskobuyla tarandi. Metafazlar Cytovision Version 7.2
Build 147 sisteminde gorlntilendi ve analiz edildi. Analiz edilen metafazlar ISCN
2013’e gore degerlendirildi (Shaffer 2013).

FISH Teknigi ve Analiz

e Hazirlanan tiiplerin siipernatant1 atilip pelletinden 6-8 damla slayta damlatildi.

e Slaytlardaki hiicre yogunlugu 151k mikroskobuyla degerlendirildi.

e Slaytlar kuruduktan sonra sirasiyla; 2xSSC, %70’lik, %85°lik, %100’lik etanol
serilerinden 2’ser dakika gecirildi.

e (alisilacak problar 10’ar pl olacak sekilde ependorflara boliindii, slaytlar ve problar
37 C’lik etiivde 1sinmaya birakildi.

e Karanlik bir odada problar slaytlarda hiicre yogunlugunun oldugu bolgelere

uygulandi ve iizeri lamelle kapatilip ¢evresi yapistirici ile yapistirildi.
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e Slaytlar denatiirasyon cihazinda 10 dakika denatiirasyona birakildi. 10 dakika
sonunda slaytlar i¢cinde nemli bez olan karanlik bir kutuya alimip 16-17 saat
37 C’lik etiivde hibridizasyona birakildu.

e Slaytlarin {izerinden lamel dikkatlice kaldiridi. Slaytlar su banyosundan, énceden
1s1s1 72 C’ye ayarlanmis 0,4xSSC soliisyonunda 1 dakika yikandi.

e Slaytlar 10 pl Tween-20 konulmus 2xSSC soliisyonunda 30 saniye yikandi.

e Slaytlar dik olacak sekilde kurumaya birakildu.

e Kuruyan slaytlarda prob muamelesi yapilan bolgelere 10ul DAPI  Antifade
uygulandi ve lamelle kapatildi.

e Hazirlanan slaytlar 151k almayan bir kutu i¢inde +4 T’de buzdolabina kaldirildi.

e Hazirlanan slaytlar floresan mikroskobuyla tarandi, analiz edildi.

e Slaytlardan, her hasta icin 100-200 hucre analiz edildi. Analizde, interfaz ve
metafaz evresindeki hiicreler sayildi. Cekirdek sinirlart belli olan, sinyalleri giiclii

ve net goriilen hiicreler sayildi.
3.2. Kullanilan Malzemeler ve Soliisyonlar

Kemik iligi Aspirasyonu Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar

- Kiiltiir besiyeri: Kemik iligi karyotip medyum (Biological Industries — Bone Marrow
Karyotyping Medium)

- Kolsemid: Kolsemid Soliisyonu (Capricorn Colsemid Solution (10ul/ml))
- Hipotonik soliisyon: 0,75 M KCI ¢ozeltisi
- Carnoy fiksatifi:1:3-Asetik asit:Metanol

G-Bantlama Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar

- PBS Solisyonu: 4 g NaCl + 0,1 g KCI + 0,57 g Na2HPO4 + 0,1 g KH2PO4 + 500

ml distile su

- Tripsin: 0,0050 g tripsin + 50 ml PBS Solusyonu (Multicell, Tripsin Powder)

- Gurr Buffer:1 adet Gurr Buffer tablet + 1000 ml distile su (GIBCO-Buffer Tablet
“GURR”)

- Leishmann Boya Stok Sollisyonu (Merck):1:4-Stok Solusyon:Gurr Buffer
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FISH Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar

- 20xSSC: 48,5 g NaCl + 22,05 g tri-Sodyum sitrat Dihidrat + 250 ml distile su

- 2XSSC: 50 ml stok 20xSSC + 450 ml distile su
- Etanol Serileri:
%70’1ik etanol: 700 ml etanol + 300 ml distile su

%85’lik etanol: 850 ml etanol + 150 ml distile su
%100’liik etanol: 1000 ml etanol

- 0,4xSSC: 10 ml stok 20xSSC + 490 ml distile su
- FISH Probu

Kromozom 14 (zerinde 14932.33 lokusunda bulunan IgH genindeki yeniden
diizenlenmeleri saptamak i¢in gene 6zgii kirik noktasi yeniden diizenlenme FISH probu
(Zytovision-IgH Dual Color Break Apart Probe) kullanildi. Kullanilan probun sematik

¢izimi Cizim 3.1.de verilmistir.

RH44655 SHGC-170017
SHGC-14910 RH/70844

| 3’5
<

JAG2 IGH
~810 kb ~580 kb
Cen < 14932.33 > Tel

Cizim 3.1. IgH Dual Color Break Apart Probe sematik ¢izimi

P53 (17p13.1) delesyonunu saptamak igin gene 0zgu delesyon FISH probu kullanildi.
(Zytovision-TP53/CEN 17 Dual Color Probe) Kullanilan probun sematik ¢izimi Cizim

3.2.de verilmistir.
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RH55292 RH81841

| e |
4 ] »
TP53
~320 kb
Tel < 17p13.1 » Cen

Cizim 3.2. TP53/CEN 17 Dual Color Probe sematik ¢izimi

Kromozom 13 uizerinde bulunan 13914 lokusuna ait delesyonu saptamak icin ise gene
Ozgii delesyon FISH probu kullanildi. (Zytovision- RB1/13gq12 Dual Color Probe)

Kullanilan probun sematik ¢izimi Cizim 3.3.de verilmistir.
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Cizim 3.3. RB1/13q12 Dual Color Probe sematik ¢izimi

Kullanilan Laboratuvar Malzemeleri

Calismamaiz siiresince kullanilan laboratuvar malzemeleri Cizelge 3.1.de verilmistir.

Cizelge 3.1. Laboratuvarda kullanilan malzemeler

Kullanilan Malzemeler

Mikropipet (Eppendorf)

Pipet uglar1

Pastor pipeti

Enjektor (Setecoject)

pH metre

Ylizey termometresi

Stv1 termometre
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Cizelge 3.1. Laboratuvarda kullanilan

malzemeler

Elma uclu kalem

Kronometre

Pens

Mape

Santrifuj tipd (Corning — 15 ml)
Otoklav band1

Tiip stand1

Yapistirict (Fixo-Gum)

Calismamiz siiresince kullanilan cihazlar Cizelge 3.2.de verilmistir.

Cizelge 3.2. Laboratuvarda kullanilan cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Etlv (Heraeus)

Ceker ocak

Su banyosu (Hy-Bex)

Hibridizasyon cihazi (Hy-Chrome)

Bozdolabi (Vestel)

Floresan mikroskobu (Olympus Bx51)

Isik mikroskobu (Olympus Cx31)

Hassas terazi (AND)

Santrifuj (Universal 320R)

Vorteks (Heidolph)

Su 1siticist (CVS)

Nem-sicaklik 6lger (Hygro Termometre)

Hot plate

Dijital saat

Derin dondurucu (Argelik)

40



Calismamiz laboratuvarda kullanilan cam malzemeler Cizelge 3.3.de verilmistir.

Cizelge 3.3. Laboratuvarda kullanilan cam malzemeler

Kullanilan Cam Malzemeler

Mezur

Lam-lamel (Thermo Scientific —
Superfrost)
Beher
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4. BULGULAR

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik ve Molekiiler Biyoloji
Laboratuvarinda yiiriitiilen bu tezde Multipl Miyelom tanis1 almig 100 yetiskin hastadan
alinan kemik iligi aspirasyon materyaline; kemik iligi kiiltiirii, G-Bantlama, 13q, p53 gen
delesyonlar1 ve IgH geni yeniden diizenlenmelerini tespit etmek amaciyla Floresan In Situ

Hibridizasyon teknigi uygulanmig ¢ikan sonuglar retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Olgularin yas ortalamasi 63,8 (43-83) ve kadin/erkek orani 41/59 olarak bulunmustur.
Olgularin hastalik evrelerine gore dagilimlari; 28 olgu evre 1, 63 olgu evre 2 ve 7 olgu evre
3 olarak degerlendirilmis, 2 olguya ait tani verilerine ulasilamamistir. Olgularimizin;
cinsiyet, yas, hastalik evreleri, f2m (Beta-2 mikroglobulin), albumin, kreatinin, CRP,
LDH, kalsiyum miktarlar1 ve immiinoglobulin tiplerine ait veriler olgu dosyalarindan elde
edilmistir. Olgulara ait yas, cinsiyet ve baz1 hematolojik parametrelerin dagilimi Cizelge

4.1.de verilmistir.

Cizelge 4.1. Multipl Myelom olgularina ait yas, cinsiyet ve bazi hematolojik

parametrelerin dagilimi

Bulgu Olgu sayisi
Cinsiyet K/E 41/59

Yas 63,8 (43-83)
ISS Evre I/11/111 28/63/7
IgA <100mg/dL/>400mg/dL 26/30

IgM <37mg/dL/>247mg/dL 32/25

19G <630mg/dL/>1580mg/dL 18/22
Beta-2 m <3,5mg/dL/>3,5mg/dL 21/28
Albiimin <3,5g/dL/>3,5g/dL 29/68
Kreatinin <0,3mg/dL/>1 57/41

CRP <5g/dL/>5g/dL 81/10

LDH <135u/dL/>750u/dL 9/81
Kalsiyum <7,6mg/dL/>10,4 4/89
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Calisma grubumuz; konvansiyonel sitogenetik-FISH ve sadece FISH calisilan olgular

olmak {izere iki ana grupta degerlendirilmistir.

Konvansiyonel sitogenetik-FISH ¢alisilan grup 73 olgudan, sadece FISH ¢alisilan grup

ise 27 olgudan olugsmaktadir.

Konvansiyonel sitogenetik-FISH ¢alisilan grupta anomali goriilme oran1 %45,2 olarak

belirlenmistir. Sadece FISH calisilan grupta ise anomali goriilme orani %48 dir.

Calisilan FISH olgularmin tiimiinde anomali goriilen olgularin orani %42 dir. Bu

olgularin %14,2 sinde birden fazla anomali saptanmustir.
4.1. Sitogenetik Bulgular

Sitogenetik analiz ¢aligmasi olgularin 73 iine (%73) yapilmis ancak bunlarin 57 sinde
(%78,1) kromozom elde edilebilmis ve analiz yapilabilmistir. Analiz sirasinda
degerlendirilecek metafaz gozlenememesinden dolayr 16 (%22) olguya ait kromozom
analizi verisi elde edilememistir. Geriye kalan 27 (%27) olguya ise kromozom analizi

calismasi1 yapilmamuistir.

Yapilan sitogenetik analiz sonucunda kromozom elde edilebilen 57 olgunun 47 tanesi
(%82,5) normal karyotipe sahipken, 10 olguda sayisal/yapisal kromozom anomalileri
saptanmigtir. Karyotip analizi ile gozlenen sayisal/yapisal kromozom anomalilerinin

oranlar1 Cizelge 4.2.de verilmistir.

Cizelge 4.2. Gozlenen sayisal/yapisal kromozom anomalilerinin oranlari

H (-X)

H (-Y)
H(+2)

H (+3)
m(-22)

m del(1q)
M add(8q)
m del(17p)

inv(9)
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Kromozom anomalisi saptanan 10 (%17,5) olgunun 3 i (%30) kadin iken 7 si (%70)
erkek cinsiyetli olarak saptanmistir. Calisma sirasinda degerledirelecek metafaz
gbzlenemeyen 16 olgunun 6 s1 (%37,5) kadin, 10 u (%62,5) ise erkek olarak bulunmustur.
Kromozom analizi ¢alismasi yapilmayan 27 olgunun ise 12 si (%44,5) kadin, 15 i (%55,5)
erkektir.

Olgulara ait karyotip analizi bulgular Cizelge 4.3.de verilmistir.
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Cizelge 4.3. Olgulara ait karyotip analizi bulgulari

\N/z:\)ka Yas [Cinsiyet |Karyotip Analizi \'\f)ka Yas |Cinsiyet |Karyotip Analizi
1| 61k 46,XX[19] 51 67| X
2| esE 46,XY[10] 52| 65| 46,XY[11]
3| 60[E 46,XY[7] 53] 68K 46,XX[6]
4] eslE X 54  73[E 46,XY[16]
5 75|E 35~45,XY,-20[3]/46,XY[7] 55  60|K 46,XX[12]
6| 71| 46,XY[8] 56| 63K 46,XX[10]
7| s3lE 46,XY[12] 57| 64K 46,XX,del(1)(q32)[2],46,XX[17]
8| s5|E X 58] 67|k X
o 61]E 46,XY,del(17)(p13)[2)/46,XY[6] 59| 60[E X
10 72 DMB 60| 62[E 46,XY[15]
11] s1]E 46,XY[18] 61| 70[E 46,XY[7]
12| 61l DMB 62| 66|E 46,XY[16]
13| 46|k DMB 63 63K DMB
14] 61k 46,XX[16] 64| 58[E 46,XY[11]
15| 62| 45,X,-Y[3]/46,XY[15] 65 63K 46,XX[13]
16] 71k 46,XX[10] 66| 58/K X
17| 60|E 46,XY[2] 67| 66[E 46,XY[3]
18] s61]E 46,XY[4] 68| 71 46,XY[12]
19| 54k X 69| 55|K DMB
20| 49|E DMB 70 67| X
21| s3[E 46,XY[3] 71| 76|K 46,XX[18]
22| 67|K 46,XX[18] 72| 62|k 46,XX[8]
23| 69|K 46,XX[20] 73|  68[E 46,XY[17]
24| 63[K 46,XX,inv(9)(p11g12)[15] 74|  59|E 46~47, XY ,+3[3]/46,XY[15]
25| 67|E X 75| 58| DMB
26| s57|E X 76| 39K X
27| 63lK DMB 77| 68[E DMB
28] 57|k X 78| 81|E DMB
29 43[K X 79 57|K X
30 69|K 46,XX[6] 80| 61K 36~44,X,-X[4].+2[2],+3[6][cp8]/46,XX[12]
31| 8ol DMB 81| 65|K 46, XX[17]
32| 61|k 46,XX[8] 82| 75 46,XY[12]
33| s6E 46,XY[12] 83| 65| 46,XY[19]
34| 72[E X 84| 70|k DMB
35 62|E X 85| 78K 46, XX[11]
36| 70[K X 86| 59K X
371 73lK DMB 87| 65|K 46,XX[20]
38 61|k 46,XX[19] 88| solE 46,XY[16]
39 63[E X 89| 53[E 46,XY[2]
40| 52|k X 90| 54| 46,XY[7]
41] 57|k 46,XX[15] 91| 60[E 46,XY[2]
42| 66|E 46,XY,add(8)(q24.3)[2]/46,XY[9] 92| 61k X
43] 67[E DMB 93| s54[E X
44]  62[E 46,XY[2] | 72[E 46,XX[14]
45| 63K 46,XX[6] 95| 57| DMB
L X 96| 75| 46,XY[11]
471 77[E 43~45 XY ,-22[3]/46,XY[15] 97| 62|K 46,XX[8]
48]  49[E DMB 98| 65|K X
a9 77[E X 99| 71lE X
EAE X 100 s6|E 43~45 X,-Y[3],46,XY[11]
Analiz  yorumlarinda; X(Calisma yapilmadi), DMB(Degerlendirilecek metafaz

bulunamadi) , [ J(Analiz edilen hiicre sayis1), Y(Yas) kisaltmalari ile ifade edildi.
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Cizim 4.1. 9 nolu olguya ait karyogram. Olguda 46,XY,del(17)(p13)[2]/46,XY][6]
karyotipi saptanmuigtir.
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Cizim 4.2. 11 nolu olguya ait karyogram Olguda 46,XY[18] karyotipi saptanmistir.
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Cizim 4.3. 24 nolu olguya ait karyogram. Olguda 46,XX,inv(9)(p11gl12)[15]
karyotipi saptanmigtir.
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Cizim 4.4. 42 nolu olguya ait karyogram. Olguda 46,XY,add(8)(q24.3)[2]/46,XY[9]
karyotipi saptanmigtir.
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Cizim 4.5. 47 nolu olguya ait karyogram. Olguda 43~45,XY,-22[3]/46,XY[15]
karyotipi saptanmuigtir.
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Cizim 4.6. 57 nolu olguya ait karyogram. Olguda 46,XX,del(1)(q32)[2],46,XX[17]
karyotipi saptanmistir.
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Cizim 4.7. 74 nolu olguya ait karyogram. Olguda 46~47,XY,+3[3]/46,XY[15]
karyotipi saptanmuigtir.
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Cizim 4.8. 100 nolu olguya ait karyogram. Olguda 43~45,X,-Y[3],46,XY[11]
karyotipi saptanmuigtir.
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4.2. Molekuler Sitogenetik Bulgular

Arastirmamizda bulunan 100 olguya delesyon ve breakapart problari uygulanarak FISH

analizleri gergeklestirilmistir.
Yapilan FISH analizleri sonucunda;

Kromozom 13 anomalileri

Calisma grubumuz igerisinde 90 olguya ait kromozom 13 anomalileri Verisi

bulunmaktadir.
Kromozom 13 e 6zgii anomaliler ¢alismamizda en az siklikla gézlenen anomalilerdir.

Kromozom 13 anomalileri olgularin 5 inde sayisal, 1 inde ise yapisal anomali olarak
gozlenmis olup toplam anomali oran1 %6,7 dir. Olgularin yalmizeca 1 inde (%1,1) 13q
delesyonu saptanmistir. Olgularin 4 tinde (%4,4) total ve/veya parsiyel monozomi, 1 inde
ise (%1,1) tetrazomi/parsiyel tetrazomi saptanmistir. Hastalarin 2 si (%2) hiicre
yetersizliginden, 1 i (%]1) analiz sirasinda sinyal yetersizliginden olmak iizere toplam 10
(%10) hastaya ait kromozom 13 anomalisi verisi elde edilememistir. Geri kalan 84 (%93,3)
olguda kromozom 13 le ilgili herhangi bir anomali gozlenmemistir. FISH yontmiyle tespit

edilen kromozom 13 e ait sayisal/yapisal anomaliler Cizelge 4.4.te verilmistir.

Cizelge 4.4. FISH vyontmiyle tespit edilen kromozom 13 ¢ ait sayisal/yapisal

anomalilerinin dagilimi

B Monozomi 13
W Tetrazomi 13

 Delesyon 13q.14
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P53

Calisma grubumuz igerisinde 92 olguya ait kromozom 17 anomalileri verisi

bulunmaktadir.

Olgularin 16 sinda (%17,4) kromozom 17 ye ait anomaliler saptanmigtir. Bunlarin 3
tinde (%3,3) sayisal, 13 iinde (%14,1) ise yapisal anomaliler gozlenmistir. Olgularin 13
tinde (%14,1) p53 delesyonu gdzlenmistir. Sayisal anomaliye sahip olan hastalarin 2 sinde
(%2,2) trizomi/parsiyel trizomi, 1 inde ise (%1,2) tetrazomi/parsiyel tetrazomi
saptanmistir. Hastalarin 3 1 (%3) hiicre yetersizliginden, 3 i (%3) analiz sirasinda sinyal
yetersizliginden olmak {izere toplam 8 (%8) hastaya ait kromozom 17 anomalisi verisi elde
edilememistir. Geri kalan 76 (%82,6) olguda kromozom 17 le ilgili herhangi bir anomali
gozlenmemistir. FISH yontemiyle tespit edilen kromozom 17 ye ait sayisal/yapisal

anomaliler Cizelge 4.5.te verilmistir.

Cizelge 4.5. FISH yontmiyle tespit edilen kromozom 17 ye ait sayisal/yapisal

anomalilerinin dagilimi

M Trizomi 17
W Tetrazomi 17

= Delesyon 17p.13

IgH geni yeniden diizenlenmeleri

Calisma grubumuz igerisinde 91 olguya ait kromozom 14 anomalileri verisi

bulunmaktadir.

Kromozom 14 e ait anomaliler ¢aligmamiz sirasinda en sik gozlenen anomaliler

olmustur.
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Kromozom 14 anomalileri olgularin 5 (%5) inde sayisal, 22 sinde (%22) ise yapisal
anomali olarak gozlenmistir. Anomali goriilme siklig1 %29,7 dir. Olgularin 3 (%3,3) linde
monozomi/parsiyel monozomi, 1 (%1,1) inde trizomi/parsiyel trizomi ve 1 (%1,1) inde de
IgH gen amplifikasyonu gozlenmistir. Olgularin 22 (%24,2) sinde gozlenen yapisal
anomaliler IgH geni yeniden diizenlenmesini desteklemektedir. Hastalarin 1 (%1) inde
analiz sirasinda sinyal yetersizligi sebebiyle, toplamda 9 (%9) hastaya ait kromozom 14
verisi elde edilememistir. Geriye kalan 64 (%71,2) hastada kromozom 14 ile ilgili herhangi
bir anomali bulgusuna rastlanmamistir. FISH yontemiyle tespit edilen kromozom 14 e ait

sayisal/yapisal anomaliler Cizelge 4.6.da verilmistir.

Cizelge 4.6. FISH yontmiyle tespit edilen kromozom 14 e ait sayisal/yapisal

anomalilerinin dagilimi

B Monozomi 14

M Trizomi 14

M 1gH gen amplifikasyonu

M Igh geni yeniden
diizenlenmesi
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IgH genine ait yeniden diizenlenmeleri i¢in yapilan FISH analizinde metafaz
kromozomlarinda ve interfaz nukleusunda sinyal gorinumleri ve degerlendirmeleri Cizim

4.9.da verilmistir.

Metafaz Interfaz o, -
kromozomlann  sakleasn B —

i ‘ ’

IFIK1Y

IFIK

1EZKIY

1F ve amplifikasyon

IF ve karmun sioyalin
amphfikasy oan

F ve
ekstrakromeromal
amphifikasyon

D
\’.J

IF ve kormun
simyalin
ekstrakromoromal
amphfikasyoan

Cizim 4.9. IgH genine ait yeniden diizenlenmeleri igin yapilan FISH analizinde metafaz

o

kromozomlarinda ve interfaz nukleusunda sinyal goriiniimleri ve degerlendirmeleri

Olgulara ait FISH analizleri sonucu saptanan sayisal/yapisal anomali bulgular1 Cizelge

4.7.de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Arastirma olgularina ait FISH analizleri sonucu saptanan sayisal/yapisal

anomali bulgular1

Vaka IgH yeniden Vaka IgH yeniden
No 13q del. p53 del. diizenlemme No 13q del. p53 del. diizenlemme
1) (@) (@) 51X @) @)
21X (@) (@) 52|(-) @) %20 (+)
31() (@) (@) 53|() %10 (+) ()
41(0) (@) %10 (+) 541() @) @)
5[SY SY %10 (+) 55{(-) (-) (-)
%30
monozomi/parsiyel
6[(-) (-) monozomi 56](-) () ()
71() (@) (@) 571() %8 (+) %8 (+)
8]() (@) (@) 58](-) @) @)
90) %6,5 (+) (@) 59((-) @) @)
10|HY (@) (@) 60{(-) @) @)
%16
monozomi/p
arsiyel
11{monozomi |(-) (-) 61|(-) HY (-)
12|(-) SY (@) 62|(-) @) %7 (+)
%10 (+), %7
monozomi/parsiyel
13((-) SY monozomi 63|(-) (<) %16 (+)
14]%55 (1)  [() (@) 64/(-) @) @)
15/() (@) (@) 65(-) @) @)
16](-) (@) (@) 66|(-) @) @)
%35
monozomi/parsiyel
17((-) (-) monozomi 67|X () ()
18|(-) ) ) 68X X %7,5 (+)
1910) (@) X 69(() @) %21 (+)
20((-) (@) (@) 70{(-) @) X
21|(-) (@) (@) 71{() @) IgH amp +
22|x (@) X 72{(-) @) @)
23|() (@) (@) 73|() @) %15 (+)
%14
monozomi/par
siyel
24|(-) () (-) 74|monozomi %9 (+) |X
25|(-) (@) (@) 75(() @) @)
26|(-) (@) %8 (+) 76](-) %5 (+) ()
271() (@) X 771() @) @)
28|(-) (@) (@) 78(-) @) %12 (+)
29(-) (@) (@) 79(() %6 (+) |()
30{(-) (@) (@) 80{(-) @) SY
31{(-) () %7 (+) 81|HY HY ()
32|() (@) (@) 82|(-) %13 (+) ()
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Vaka IgH yeniden Vaka IgH yeniden
No 13q del. p53 del. diizenlemme No 13q del. p53 del. diize nlenme
33(-) (@) %16 (+) 83((-) @) @)
%10
monozomi/par
siyel
34{(-) %8 (+) (-) 84|monozomi (-) X
35(-) X %8 (+) 85((-) @) @)
%13
trizomi/parsiyel

36{(-) trizomi X 86/(-) () ()

37(() (@) (@) 87(() @) @)

38/(-) (@) (@) 88|(-) @) %30 (+)
%10 %13
trizomi/parsiyel trizomi/parsiyel

39((-) trizomi X 89|(-) () trizomi

40{(-) %13 (+) (@) 90|() @) @)

411(-) () %8 (+) 91{() @) @)

42|(-) (@) (@) 92((-) @) @)

43((-) (@) (@) 93(-) @) @)

%10
monozomi/par
siyel

441(-) (-) (-) 94|monozomi (-) %37 (+)

45(-) %9 (+) (@) 95((-) @) @)

46|(-) (@) (@) 96|(-) @) %10.,5 (+)

47(() (@) (@) 971() HY @)

%8
%10 tetrazomi/
tetrazomi/parsi|parsiyel

48|(-) (-) X 98|yel tetrazomi  |tetrazomi |%18 (+)

49((-) % 8,5 (+) (-) 99|X %44 (+) %96 (+)

%16
tetrazomi/
parsiyel
50| X %8 (+) (-) 100((-) tetrazomi |%20 (+)

Analiz yorumlarinda; (-) (Normal), X(Calisma yapilmadi), HY (Hiicre yetersiz), SY (Sinyal

yetersiz), + (Pozitif olgu) kisaltmalar ile ifade edildi.

Yapilan analizler sonucunda en az bir anomaliye sahip olan olgularin genel goriiniimii

Cizelge 4.8.de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Anomali gozlenen olgularin FISH ve karyotip sonuglari

Vaka

No Karyotip 13q del. p53 del. IgH yeniden diize nlenme
41X (@) (@) %10 (+)
5[35~45,XY,-20[3]/46,XY[7] SY SY %10 (+)

%30 monozomi/parsiyel

6]46,XY[8] (-) (-) monozomi
9(46,XY,del(17)(p13)[2]/46,XY[6] ) 96,5 (+) )
%16
monozomi/parsiyel
11]46,XY[18] monozomi (-) (-)

%10 (+), %7

monozomi/parsiyel
13|DMB (-) SY monozomi
14{46,XX[16] 95,5 (+) (-) (-)

15(45,X,- Y[31/46,XY[15] ) () )

%35 monozomi/parsiyel
17]46,XY[2] (-) (-) monozomi
24146 XX,i(-)v(9)(p11912)[15] () () ()
26|X ) () %8 (+)
31|DMB ) ) %7 (+)
33]46,XY[12] ) () %16 (+)
34|X () %8 (+) ()
35|X () X %8 (+)

%13 trizomi/parsiyel
36(X (-) trizomi X
%10 trizomi/parsiyel

39(X () trizomi X
40X ) %13 (+) )
41146,XX[15] ) ) %8 (+)
42]46,XY,add(8)(q24.3)[2]/46,XY[9] ) ) )
45]46,XX[6] -) %9 (+) )
47|43~45,XY,-22[3]/46,XY[15] -) (-) (-)
49|X ) % 8,5 (+) )
50| X X %8 (+) )
52|46,XY[11] -) (-) 920 (+)
53|46, XX[6] -) 910 (+) )
57]46,XX,del(1)(g32)[2],46,XX[17] -) %8 (+) %8 (+)
62|46,XY[16] -) (-) %7 (+)
63|DMB -) (-) %16 (+)
68|46,XY[12] X X %7,5 (+)
69|DMB -) (-) %21 (+)
71]46,XX[18] (-) (-) IgH amp +
73[46,XY[17] -) (-) %15 (+)

%14

monozomi/parsiyel
74[46~47 XY ,+3[3]/46,XY[15] monozomi %9 (+) X
76|X (@) %5 (+) (@)
78/ DMB ) ) %12 (+)
79|1X (@) %6 (+) (@)
80|36~44,X,-X[4].+2[2],+3[6][cp8]/46,XX[12|(-) (-) SY

Analiz yorumlarinda; (-) (Normal), X(Calisma yapilmadi), DMB(Degerlendirilecek

metafaz bulunamadi) , [ J(Analiz edilen hiicre sayisi), HY (Hucre yetersiz), SY (Sinyal

yetersiz) kisaltmalari ile ifade edildi.
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Cizim 4.10. 14 nolu olguya ait RB1/13q12 Dual Color Probe FISH analiz gorintasu. 2
yesil, 1 kirmiz1 sinyal paterni RB1 geninin delesyonunu temsil etmektedir.

Cizim 4.11. 57 nolu olguya ait IgH Dual Color Break Apart Probe FISH analizi gortntisa.
1 fiizyon, 1 yesil, 1 kirmiz1 sinyal paterni IgH geninin yeniden diizenlenmesini temsil
etmektedir.
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Cizim 4.12. 74 nolu olguya ait TP53/CEN 17 Dual Color Probe FISH analizi goriintiisu. 2
yesil, 1 kirmizi sinyal paterni TP53 geninin delesyonunu temsil etmektedir.
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5. TARTISMA

Multip] myelom’da genetik karakterizasyonu belirlemede kullanilan geleneksel
yaklasimlar; sitogenetik analiz, FISH ve molekiiler genetik ¢aligmalar1 kapsamaktadir. Bu

teknikler birbirlerine tamamlayici olup, tanida ve prognozda 6nemli bilgiler saglamaktadir.

Arastirmamiz boyunca multipl myelom tanist alan 100 olgunun kemik iligi 6rneklerine
konvansiyonel sitogenetik ve FISH calismalar1 yapilmis, sonuglar1 analiz edilmistir.

Calismamizin sonucunda ulastigimiz bulgular sirayla tartisilmistir.

Arastirmamizda 100 olgunun 73 {ine sitogenetik c¢alisma yapilmis ve 57 sinde
kromozom elde edilebilmistir. Malign ve saglikli plazma hiicrelerinin kemik iligi
icerisindeki oranlarinin ¢esitliligi ve kanserli plazma hiicrelerinin proliferasyon
yeteneklerinin yeterli olmamasindan dolayr multipl myelom hastalarinda kromozom elde
edilme orani diisiik olabilmektedir. Incelenen literatiirlerde MM olgularinda sitogenetik
analiz i¢in kromozom elde edilebilme oran1 %30-92 dir. Arastirmamizda kromozom elde

edebilme oranimiz %78,1 dir ve literatiirlerde bildirilen oran araligi i¢indedir.

Sitogenetik calismamiz sonucunda kromozom analizi yapilabilen 57 olgunun 47 sinde
(%82,5) normal karyotip izlenirken, 10 farkli (%17,5) olguda c¢esitli anomaliler
saptanmigtir. Yapilan benzer ¢aligmalar arasinda; Konisberg ve arkadaslarinin bulduklar
anomali oranm1 9%55,5, Wang ve arkadaslarinin ¢alismasinda %51,7, Lloveras ve
arkadaslarinin %41, Chang ve Dewald 1n ¢alismasinda %28, Greslikova ve arkadaslarinin
calismasinda %25, Sukjoong ve arkadaslarinin %18, Cremer ve arkadaglarinin %14,7
olarak bulunmustur. Anomali oranimiz; Konisberg, Wang, Lloveras, Chang-Dewald,
Greslikova ve Sukjoong’un oranlarindan diisiik olsa da taranan literatiir oranlar1 i¢erisinde
yer almaktadir. Bulunan anomali oranimiz Cremer ’in oranina yakin bulunmustur. Ancak
yapilan literatiir taramasinda anomali oraninin %13-55 gibi genis bir aralikta gortildiigii
dikkat cekmektedir. Tespit edilen anomali oranlarinin bu denli farkli olmasinin; timor
heterojenitesi, ¢alisilan hastalarin hastalik evrelerinin dagilimi, metafaz eldesindeki hiicre

kiiltiir teknik farkliliklarindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Myelomalarin molekiiler seviyedeki heterojenitesinin aydinlatilmasi igin daha fazla
molekiiler genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Malign plazma hiicre Onciilleri diigiik
mitotik aktiviteye sahip olduklarindan sitogenetik bilgi smirhdir.  t(4;14) gibi

translokasyonlar klasik bantlama teknikleriyle gozden kagabilmektedir.
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Konvansiyonel sitogenetikle tespit edilemeyen olasi anomalilerin tespiti icin ileri
molekiiler sitogenetik yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yontemlerin basinda FISH
gelmektedir. Anomali gbzlenme oranlarimizi ii¢ kategoride incelersek daha once de
belirttigimiz gibi sadece konvansiyonel sitogenetik verileri degerlendirildiginde bu oran
%17,5, konvansiyonel sitogenetik-FISH birlikte ¢alisilan olgu grubumuzda %45,2, sadece
FISH c¢alisilan olgu grubunda ise bu oran %48 dir. Bu oranlar degerlendirildiginde FISH’in
anomali yakalama oranina oldukg¢a biiylik bir katki sagladigin1 gozlemekteyiz. Bunun
altinda yatan en onemli etken, FISH yontemi i¢in interfaz hiicresi eldesinin yeterli olmasi
dolayisiyla da daha fazla olguda daha fazla hiicrede analiz yapma olanagini saglamasidir.
Ancak bununla beraber FISH ile tespit edemedigimiz fakat prognostik oneme sahip
olabilecek monozomiler ve trizomiler bildirilmistir. Biz de bu ¢alismada FISH’le tespit
edemedigimiz ancak sadece sitogenetikle tespit edebildigimiz monozomiler, trizomiler ve
delesyon ve inversiyon gibi yapisal anomaliler gozlemledik. Gozlenen yapisal
anomalilerden biri inv(9)(p11912) bulgusudur. Bu perisentrik inversiyon, polimorfizm
olarak kabul edilmektedir ve fenotipe etkisi beklenmemektedir (Mozdarani ve dig. 2007).
Bu bulgular gosterdi ki, FISH yontemi tek basina kullanildiginda anomali tespit orani
yiiksek olmasina ragmen, anomali ¢esitliligini saptamak agisindan yetersiz kalabilmektedir.
Bu sebeple konvansiyonel sitogenetikle birlikte analiz yapilmasi gerektigini

diisinmekteyiz.

Arastirilan literatiirlerde FISH analizi ile belirlenen anomali oran1 %42-86 araliginda
degismektedir ve bizim ulasti§imiz sonug literatiir oranlar1 icerisinde yer almaktadir.
Dewald ve arkadaslarinin %86, Cremer ve arkadaslarinin ¢alismalar1 sonucunda anomali
orant %66, Gutierrez ve arkadaslarinin %58, Jian ve arkadaslarimin %42 olarak
bildirilmistir. Calismalarimiz sonucunda elde edilen anomali orani1 Jian ve arkadaslarinin
bulduklar1 oranin istiindedir. Ulastigimiz anomali orani genel olarak diger literatiir
taramalarina kiyasla diisiikk olsa da literatiirlerde belirlenen oran araligindadir. Anomali
oranlar1 arasindaki degiskenligin sebebi olgu gruplart igerisindeki heterojenlikten ve

incelenen parametrelerin farkliligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmiistiir.

Yapilan FISH caligmalar1 sonucunda en sik gozlenen yapisal anomali %24,2 oraniyla
IgH geni yeniden diizenlenmesidir. Ikinci sirada %14,1 oramiyla p53 gen delesyonu

gelmektedir. 13g delesyonu ise %6,7 oraniyla en az siklikla gézlenen anomalidir.
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RB1 geni 13. Kromozom Uzerinde q14 lokusunda bulunan bir timor stippressor gendir.
Bu genin kodladigi niikleer fosfoprotein hiicre siklusu sirasinda G1 fazindan S fazina
gecisi durdurmakta rol oynamakta, hiicre dongisiiniin ilerlemesinin ve genetik
stabilitesinin kritik diizenleyicisidir (Shuhua ve dig. 2017). Bu nedenle bu gene 6zgii farkli
anomaliler birgok kanserde hiicresel transformasyona sebep olabilmektedir. Calismamiz
sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda 13q delesyonu, %6,7 oraniyla en az siklikla
gbzlenen anomali olmustur. Yang ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada kromozom 13 e
ait anomali oram1 %69,7, Dowd ve arkadaslar1 %54,4, Loiscau ve arkadaslar1 %48,
Konigsberg ve arkadaslart %44.9, Gutierrez ve arkadaslar1 %42, Chang ve arkadaslarinin
%41,6, Kaufmann ve arkadaslar1 % 36.4, Gimidéne ve arkadaglar1 %18,6 oraninda 13q14
bolge delesyonlarini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda 13q delesyonunun benzer
calismalarla kiyaslandiginda goriilme sikliginin az oldugu dikkat ¢ekmektedir. Bunun
sebebinin; olgularin hastalik evrelerinin dagilimmin farkli ve hiicre kiiltiir teknigi
farkliliklarindan olabilecegini diisiinmekteyiz. Literaturlerde kromozom 13 anomalilerinin
tek basina bir prognostik degerinin olmadigi, t(4;14) ve/veya p53 delesyonu ile birlikte
gbzlemlendiginde daha kotii bir prognostik degere sahip oldugu bildirilmistir (Loiseau
2007).

TP53 geni 17. Kromozom uzerinde p13 lokusunda bulunan bir timor siipresor gendir.
TP53 geni, p53 adindaki transkripsiyon faktorii olan proteinini; hicre siklusunun
duraksamasi, yaslanma, apoptoz ve DNA tamiri gibi énemli yolaklarda rol almasi igin
kodlar. TP53 genine ait anomaliler genel olarak kanser tiirlerinde bildirilmis olan yaygin
sitogenetik degisikliklerdendir. Calismalarimiz sonucunda p53 delesyonu ikinci en ¢ok
siklikta gozlenerek olgularin  %14,1 inde saptanmistir. Arastirilan literatiirlerde;
Konigsberg ve arkadaslarinin ¢aligmalar1 sonucu ulastiklart anomali oran1 %24,7, Chang
ve arkadaglarinin %20, Dewald ve arkadaslarinin %14, Loiseau ve arkadaslarinin %11,
Fonseca ve arkadaslarmin %10,7, Greslikova ve arkadaslarinin %9,8, Gutierrez ve
arkadaslarinin ise %8,5 olarak bildirilmistir. Calismamiz sonucunda ulastigimiz anomali
oranimiz; Fonseca, Dewald, Gutierrez, Loiseau ve Greslikova’nin oranlarindan yiiksek,
Konigsberg ve Chang 1n ulastiklar1 oranlardan ise diisiik bulunmustur. Ancak ulastigimiz
sonu¢ genel itibariyle literaturlerde bildirilen ortalama oranlar igerisinde yer almaktadir.
p53 delesyonunu kotii prognostik degere sahip oldugu yapilan calismalarda ortaya
konmustur (Dewald 2005). Gilncel tedavi protokollerinin belirlenmesinde ve risk

siiflandirilmasinda p53 delesyonu nemli bir parametre olarak kullanilmaktadir.
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IgH geni, 14. Kromozom uzerinde 32 lokusunda bulunan ve insan antikorlarinin agir
zincirlerini  kodlayan bir gendir. IgH geninin 30’u askin partner genle yeniden
diizenlemeler yaptig1 ve IgH geninin katildig1 bu yeniden diizenlenmeler sonucu yerlestigi
partner genin ekspresyonunda artis gozlendigi bildirilmektedir. Bu yeniden diizenlenmeler
pek ¢ok hematolojik malignenside bildirilmis olup prognostik degere sahiptir. IgH geni
yeniden diizenlenmeleri, ¢calismamiz igerisinde %24,2 oraniyla en fazla siklikta gozlenen
anomaliler olmustur. Ancak bizim c¢alismamiz olgularda IgH geninin yeniden
diizenlenmesinin var olup olmadigmna dair sonu¢ vermektedir ancak partner gen
bilinememektedir. Bu sebeple, MM’de prognostik degeri olan IgH geninin hangi partner
genle translokasyona katildiginin [t(4;14), t(11;14), t(14;16), t(14;20)] tespiti icin mutlak
ileri analiz gerekmektedir. Arastirilan literatiirlerde t(11;14) anomali oranlari; Chang ve
arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada %32, Fonseca ve arkadaslarinda %15,8, Gutierrez ve
arkadaglarinda ise %13 olarak bildirilmistir. t(4;14) anomali insidansi; Fonseca ve
arkadaslarinin yaptiklart ¢aligmada ise %12,7, Gutierrez ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada %11, Dewald ve arkadaglarinin ¢alismasinda %6,5, olarak bildirilmistir. t(14;16)
anomali insidans1 ise Fonseca ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada %0-4,7 oraninda
bulunmustur. Dewald ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada olgularin t(4;14), t(14;16) ve
p53 delesyonunun kromozom 13 e ait anomaliler ile birlikte incelendiginde daha kotii
prognostik degeri oldugunu ve t(11;14) {in ise iyi prognostik degeri oldugunu bildirilmistir
(Dewald ve dig. 2005).

Hematolojik malignensilerde gerek klasik sitogenetik gerekse molekdler sitogenetik
calismalarin 6nemi literatiirlerde bildirilen bir gercektir. Klasik sitogenetik caligmalar
sinirlt sayida hiicrenin analizine imkan verdigi gibi tiim genomun kromozom diizeyinde
taranmasina olanak saglamaktadir. Molekiiler sitogenetik yontem olan FISH te ise klasik
sitogenetige gore ¢ok daha fazla sayida hiicrede, istenilen bdlgenin analizi miimkiinken
genis capli bir panel uygulanmak istendiginde maliyeti yiiksek bir yontemdir. Bu iki
yontem birlikte kullanildiginda hem birbirini dogrulayabilen hem de tamamlayabilen
sonuglar elde edilebilmektedir. Bu iki sitogenetik yontem, ayr1 ayr1 veya birlikte
kullanildiginda elde edilen sonuglar, hastaligin tanis1 ve prognozu agisindan yonlendirici
niteliktedir. Bu baglamda tanisal ve prognostik oneme sahip anomalilerin tespiti icin
konvansiyonel sitogenetik ve FISH yonteminin birlikte kullaniminin en dogru yaklasim

oldugunu diistinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirma grubunu olusturan MM tanili 100 olgunun kemik iligi Orneklerine

konvansiyonel sitogenetik ve FISH ¢alismalar1 yapilmis, sonuclar analiz edilmistir.

Elde ettigimiz sonuglar bize gosterdi ki; klasik sitogenetik ve FISH yontemleri
birbirlerini dogrulayici ve tamamlayici ¢alismalar olup genetik karakterizasyonu
belirlemede 6nemli bilgiler saglamaktadir. MM’de taniya ve tedaviye yonlendirici, dogru
genomik bilgiyi elde etmenin en etkin yolunun klasik sitogenetik yontem ve FISH

yonteminin es zamanli kullanimi oldugu sonucuna vardik.
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