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MULTIiPLE MYELOM HASTALARINDA HiPERDIiPLOIDi ve HIPODIiPLOIDI
TARAMASI ICIN HEDEF KROMOZOMARIN BELIRLENMESI

OZET

Multiple myelom (MM), kemik iliginde malign plazma hiicrelerinin birikimi ile karakterize
hematolojik bir kanserdir. Tiim hematolojik kanserlerin yaklasik %15’ini olusturur. Hastaligin
yasam siiresi ortalama alt1 yildir. Hastalarin sadece %10°u 10 yi1l yasayabilmektedir. Yeni
tedavi yontemleri ile yasam siiresini uzatmak ve yasam kalitesini artirmak miimkiin olsa da bu
hastalik hala letal olarak tanimlanmaktadir.

MM’da sayisal ve yapisal kromozomal anomaliler sik olarak goriilmektedir. Bu nedenle
hastaligin etiyopatolojisi aciklanirken genetik anomaliler degerlendirilmektedir. Diger
hematolojik malignitelerde oldugu gibi sitogenetik analiz sonucu, MM i¢in de prognostik
parametrelerden biri olarak kabul edilir. Ancak, in vitro ortamda myeloma hiicrelerinin diistik
tireme kapasitesi nedeni ile diger hematolojik kanserlere oranla, MM’da metafaz elde etmek
zordur.

Sayisal ve tanimli yapisal kromozomal anomalileri belirlemede fluorescence in situ
hybridization (FISH), konvansiyonel sitogenetik yontemlere gore ¢ok daha hizli ve hassas
molekiiler sitogenetik bir tekniktir. FISH interfaz niikleusunda da calisabilme olanagini
vermesi nedeniyle metafaz elde edilme oraninin diisiik oldugu durumlarda tercih edilen bir
yontemdir.

Bu caligmada, MM hastalarinda en yiiksek olasilikla andploidinin saptanmasina olanak
tantyacak en az sayida kromozomun belirlenmesi amaglanmistir. FISH yontemi ile yeni tam
alan 29 MM hastasinda tiim kromozomlarin sayisal degerleri incelenmistir. Kromozomlarin
her biri i¢in hiperdiploidik ve hipodiploidik kurulusta bulunma sikliklar1 saptanmistir. En sik
andploidi saptanan kromozomlar ikili, iiclii ve besli olarak birlikte degerlendirilerek
hipodiploidi ve hiperdiploidiyi yakalayabilme oranlar1 c¢ikartilmigtir. Sonu¢ olarak

hipodiploidi ve hiperdiploidi taramasi i¢in hedef kromozomlar belirlenmistir.
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THE DETERMINATION OF TARGET CHROMOSOMES FOR SCANNING
HYPODIPLOIDY AND HYPERDIPLOIDY IN MULTIPLE MYELOMA PATIENTS

ABSTRACT
Multiple myeloma (MM), is a hematologic malignancy characterized by the accumulation of

the malignant plasma cells in the bone marrow. It constitutes nearly 15% of all hematologic
cancers. Average life expectancy of the disease is 6 years. Only 10% of patients can survive
for 10 years. Although it is possible to prolong the lifetime and increase the quality of life
with advanced therapy methods, this disease is still defined as fatal. Average life expectancy
of the disease is 6 years. Numerical and structural chromosomes are very common in
myeloma. For this reason, evaluation of genetic abnormalities which are important factors for
ethiopathology has become one of the fundamental necessities. Cytogenetics one of the main
prognostic parameters for MM as it is for other hematologic malignancies. However,
compared to other hematologic cancers, it is difficult to obtain metaphase due to low
reproductive capacity of MM cells in in vitro environment. Fluorescent in situ hybridization
(FISH) is a more rapid and sensitive molecular cytogenetic technique in determining
numerical and structural abnormalities, compared with other cytogenetic methods. FISH is
one of the most important techniques used in cancer genetics with its advantage of enabling to
study in interphase nuclei.

In this study, determination of minimum number of chromosomes which provides the
opportunity of assessing aneuploidy with maximum probability is aimed. Aneuploidy rates of
all the chromosomes are analysed by FISH in newly diagnosed 29 MM patients.
Hyperdiploidy and hypodiploidy frequencies of each single chromosomes are determined. In
case that chromosomes with the highest rates of aneuploidy are assessed together as double,
triple and quintette groups, their hyperdiploidy and hypodiploidy frequencies are also
determined. Finally, target chromosomes have been designated for scanning of hipodiploidy

and hyperdiploidy.
2011, 114 pages
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1. GIRIS

Multiple myelom, monoklonal agir ve/veya hafif zincir immunoglobiilin (M-protein)
protein iireten plazma hiicrelerinin kemik iliginde klonal olarak ¢ogalmasiyla karakterize
hematolojik bir kanserdir. ABD’de, hematolojik kanserler i¢inde en sik goriilen Non-
Hodgkin lenfomadan sonra ikinci sirada yer aldigi belirtilmektedir. Tiim hematolojik
kanserlerin yaklasik %15’ini olusturur. Tiirkiye’deki goriilme sikligi bilinmemektedir.
Hastaligin yasam siiresi 6-10 yil olarak bildirilmistir. Yeni tedavi yontemleri ile yasam
stiresini uzatmak ve yasam kalitesini artirmak miimkiin olsa da hastalik hala letal olarak

tanimlanmaktadir.

Multiple myelomada sayisal ve yapisal kromozomal anomaliler sik goriiliir. Sitogenetik
analiz sonuglari, diger hematolojik kanserlerde oldugu gibi multiple myelomada da temel
prognostik  parametrelerden biri olarak degerlendirilmektedir. MM’de myeloma
hiicrelerinin diisiik tireme kapasitesi nedeniyle metafaz elde etmek, dolayisiyla sitogenetik
analiz yapmak zordur. Bu nedenle sayisal ve tanimli yapisal anomalileri belirlemede

“Fluorescence In Situ Hybridization” (FISH) yontemi tercih edilmektedir.

Progresif seyirli bu hastalikta andploidinin belirlenmesi hastalarin klinik izlemi ig¢in
onemlidir. Bu arastirmada andploidinin saptanmasina olanak taniyacak FISH tabanli bir
test tasarimi i¢in yeni tani alan 29 MM hastasi incelenmistir. Kromozomlarin her birinin
hiperdiploidik ve hipodiploidik kuruluslardaki bulunma sikliklar1 saptanarak, hipodiploidi

ve hiperdiploidi taramasi i¢in hedef kromozomlar belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Multiple myelom (MM), kemik iligi igerisinde malign plazma hiicrelerinin birikimi ile
karakterize olan hematolojik bir kanserdir (Magrangea vd 2005). Hastalik osteolitik kemik
lezyonlar1, bobrek fonksiyon bozuklugu, serum veya idrarda monoklonal protein ve anemi
gibi klinik-laboratuvar bozukluklari ile kendini gostermektedir. MM tim malign
hastaliklarin % 1’ini, tiim hematolojik kanserlerin % 15’ini olusturmaktadir. Kadinlara
oranla erkeklerde daha sik goriilmektedir (S. Vincent Rajkumar 2010). American Cancer
Society’nin 2010 yil1 verilerinde Amerika’da 20,180 yeni tan1 almis MM vakas1 oldugu ve
MM sonucu 10,650 kisinin hayatin1 kaybettigi belirtilmistir (Anuj vd 2010). MM esas
olarak ileri yas hastaligidir. En sik goriildigi yas grubu 70’dir (Kyle vd 1986, Kyle ve
Rajkumar 2004). Ulkemizde hala genis bir insidans ¢alismasi bulunmamaktadir. Avrupa ve
Amerika’da genel toplumda goriilme sikligi 4/100.000 olup erkeklerde kadinlara nazaran
daha sik goriilmektedir. Yine siyah irkta goriilme sikligi beyazlara gore iki kat daha
fazladir. Beyazlar iginde ise Asya kokenlilerde en az siklikta goriilmektedir (Sirohi ve

Powles 2004, Tricot ve Fassas 2005).

Hastalik ilk kez 19. yiizyilin ortalarinda tanimlanmustir. Ilk myelom hastas1 1844 yilinda
Solly tarafindan bildirilmistir. Multiple myelom konusundaki ilk yaymlar 1846-1850
yillarinda John Dolrymle ve Henry Bence Jones tarafindan yapilmistir. Henry Bence Jones,
hastalarin idrarinda anormal bir protein tanimlamustir. Ilk kez 1873 yilinda Rustinsky
tarafindan “multiple myeloma” terimi kullanilmistir. Plazma hiicre terimi ilk kez 1875

yilinda Wladeyer tarafindan kullanilmistir (Kyle vd 1975, Kyle vd 1994) (Sekil 2.1).



Sekil 2.1. (A) Henry Bence Jones. (B) Otto Kahler (courtesy of Dr Heinz Ludwig,
Vienna).

Dr. Otto Kahler tarafindan 1889°da kemik agrisi, anemi ve proteiniirisi olan 46 yasinda bir
hasta rapor edilmistir. Bu rapor multiple myeloma (Kahler hastaligi) ile ilgili ilk detayli
bilgi olarak kabul edilmektedir (Kyle vd 1975, Kyle vd 1994). (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Sarah Newbury, ilk rapor edilen multiple myeloma hastasi. (A) Gogiis
kemigindeki kemik yikimi (B) Sag kol kemigi ile kal¢a kemigi kirilmig hasta.
(C) Kalga kemigini igeren kemik yikimi.



MM ile ilgili kromozomal bozukluklar ise ilk olarak 1970’lerin sonunda tanimlanmustir.
1985°de, bu bozukluklarin prognostik ©nemi Dewald ve arkadaglari tarafindan
konvansiyonel sitogenetik metoda dayali ydntemle gosterilmistir. ilk olarak kromozom 1,
11 ve 14 anomalileri tamimlanmistir. Yeni tekniklerin artmasi ile sayisal kromozomal
anomaliler tanimlanmis ve onlarin prognostik 6nemleri anlasilmaya baslanmistir (Nahi vd
2011). Konvansiyonel sitogenetik ve FISH ¢alismalart ile sik goriilen bazi anomaliler
hastaligin evresi ve prognozu ile iliskilendirilmigtir (Konigsberg vd 2000, Fonseca vd

2003, Dewald vd 2005, Gutierrez vd 2007).

2.1. Normal B Hiicre Gelisimi

Kan hiicrelerinin tiimii kemik iliginde bulunan hematopoietik kok hiicreden
farlilagmaktadir (Sekil 2.3). Primer B hiicreleri yasam boyunca kemik iliginde
hematopoetik hiicrelerden, antijenle indiiklenen B hiicreleri ise sekonder lenfatik dokudan
cogalirlar. Yiizeylerinde IgM/D molekiilleri tasiyan B lenfositleri antijenik bir uyari
aldiklar1 zaman plazma hiicrelerine doniisiirler. Plazma hiicresine farklilagmayan bir grup
B hiicresi spesifik antijenik uyariy1 taniyip saklayan bellek hiicreleri olurlar (Kiligturgay
1997).

Plazma hiicrelerinin temel gorevi antikor iireterek yabanci ajanlara karsi viicut savunmasini
giiclendirmektir. Insan viicudu dogumdan itibaren siirekli farkli antijenlerle
karsilagsmaktadir. Bu antijenlerle karsilasan B lenfositler antijenlere karsi uygun tipte ve
gerekli miktarda antikor liretecek olan plazma hiicrelerine doniisiirler. Her yeni antijene
kars1 uygun antikor {iretecek yeni plazma hiicrelerinin yapimi kontrollii sekilde devam eder

(Matanoski vd 1975, Tricot 2000).
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Sekil 2.3. Plazma hiicresi gelisimi (http://www.multiplemyeloma.org/about myeloma

sitesinden uyarlanarak alinmistir.)

2.2. Plazma Hiicre Diskrazileri (Monoklonal Gammopatiler)

Immiinglobulin salgilayan hiicrelerin anormal ¢ogalmasi, kan veya idrarda monoklonal
gammopatinin bulunmasi ile karakterize bir grup hastalik “plazma hiicre diskrazisi” (PHD)
olarak tanimlanmaktadir. Kanda artis gdsteren bu immiinglobulin “M protein” olarak
adlandirilmaktadir. Immiinglobulinlerdeki asir1 artis nedeniyle bu hastalik grubu igin
monoklonal gammopati, disproteinemi veya paraproteinemi terimleri de kullanilir. En ¢ok
orta ve ileri yas grubunda goriiliir (Kyle 1986, Oftbrand vd 2006). PHD kapsaminda ele
alinan birgok farkli klinik asagidaki ¢izelgede gdsterilmistir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1 PHD kapsaminda ele alinan farkl klinik tanimlamalar

I. Malign Monoklonal Gammopatiler

A. Multipl Myelom (IgG, IgA, IgD, IgE ve hafif izncir) ve tipleri
Smoldering (sessiz) multiple myelom

Plazma hiicre 16semisi

Nonsekretuar myelom

Osteosklerotik myelom (POEMS sendromu)

Soliter kemik plazmositomasi

Ekstramediiller plazmositom

B. Waldenstrom Makroglobulinemisi

I1. Anlamm Bilinmeyen Monoklonal Gammopati (MGUS)

III. Agir Zincir Hastahklan (a, y, p)

IV. Primer Amiloidoz

* Kaynak: Wintrobe’s Clinical Hematology eleventh edition. p2566°dan modifiye edilerek alinmistir.

2.2.1. Multiple myelom (MM)

Multipl Myelom (plazma hiicreli myelom, myelomatozis veya Kahler hastaligl) kemik
iliginde monoklonal immiinglobulin (M protein) yapan plazma hiicrelerinin kontrolsiiz,
klonal artis1 ile karakterize kronik, progresif ve letal bir hastaliktir. MM asirt monoklonal
immunoglobulin (IgG, IgA, 1gD, IgE) veya Bence-Jones protein (serbest monoklonal «
veya A hafif zinciri) yapimi vardir. MM hastalarinda, hiperkalsemi, anemi, bobrek hasari,
bakteriyal enfeksiyonlara kars1 duyarlilifin artmasi ve pelvis, omurga, kaburga ve kafatasi
kemiklerinde yaygin osteoporoz goriilmektedir. (Keklikoglu ve Tuzcu 1995, William ve
Dalton 2001, Atamer 2004, Chang vd 2004, Cremer vd 2005, Anwar vd 2007, Ozsan
2008). Hematolojik kanserlerin %15’ini, neoplastik hastaliklarin yaklasik %]1’ini olusturur.
Genellikle ileri yaglarda goriiliir. Ortalama yas erkeklerde 69, kadinlarda 71 olup 40 yas
altindaki vakalar, tim vakalarin %5’inden azini olusturur (Tricot ve Fassas 2005).
Ulkemizde hala genis bir insidans ¢alismas1 bulunmamaktadir. Avrupa ve Amerika’da
genel toplumda goriilme sikligr 4/100.000 olup erkeklerde kadinlara nazaran daha sik

goriilmektedir. Yine siyah irkta goriilme sikli§1 beyazlara gore iki kat daha fazladir.



Beyazlar icinde ise en az Asya kokenlilerde goriilmektedir (Sirohi ve Powles 2004, Tricot
ve Fassas 2005).Hastaligin ortalama tani yast 70’dir (Altekruse vd 1975-2007, Kristinsson
vd 2007).

Myelom hiicreleri monoklonal protein (M proteini) ya da paraprotein denen ayni
immunglobulin proteinini iiretir. Spesifik M proteini hastadan hastaya degigsmektedir. Bu
M proteini, immunglobulin diizeyini baskilamaktadir (Kyle 1994). Hastalik, g¢esitli klinik
Ozelliklere, farkli genetik anormaliklere sahiptir. Tedaviye farkli sekilde cevap gosterirler

(Reece 2005).

MM hastalarinin yasam siireleri degiskenlik gostermektedir. Son yillarda, thalidomide,
lenalidomide ve bortezomib gibi ilaglarin uygulanabilirli§i ve otolog kok hiicre
transplantasyonunun baglamasi ile hastalarin yasam siiresi uzatilmistir (Kristinsson vd
2007, Kumar vd 2008). Altmis yas altindaki hastalarin ortalama yasam siiresi yaklasik 10
y1l olarak bildirilmistir (Brenner vd 2008). Konvansiyonel tedaviden sonra ortalama
yasam stiresi 3-4 yil, yiiksek doz tedaviden ve otolog kok hiicre naklinden sonra ise yasam
stiresi 5-7 yil olarak bildirilmistir (Munshi vd 2008). Genel olarak hastaligin ortalama
yasam siiresi 6 yil olarak kabul edilmektedir. Ancak bugiin i¢in, kok hiicre destegi ve
konvansiyonel yiiksek doz kemoterapiye ragmen hastalik 6liimciil olarak tanimlanmaktadir

(Barlogie vd 2004, Richardson vd 2005).

Multiple myeloma’nin, “smoldering multiple myeloma (SMM)” ve “monoclonal
gammopathy of undetermined significance (MGUS)” olarak adlandirilan premalign
basamaklar1 bulunmaktadir (Sekil 2.4.). MGUS, 50 yasin {istiindeki tiim bireylerin yaklagik
%1’inde, 70 yasin iistiindeki bireylerin ise %3’iinde goriilmektedir (Kyle ve Lust 1989,
Kyle 1993). Her hastada izlenmemekle birlikte bu basamaklardan sonra myelomaya gecis
oldugu bildirilmistir. Yeni tan1 almis MM hastalarinin %33’linden fazlasinin MGUS’dan
gecis gosterdigi bildirilmistir. (Kyle vd 1994). MGUS, ya SMM’ya gecis yapip sonra
MM’ye doniisiir ya da dogrudan MM’ye dontisiir. Ancak, MGUS’tan MM’ye gecise neden

olan mekanizma heniiz tam olarak bilinmemektedir (Durie 1992).



Pre
Germinal B MGUS SMM
hiicresi

Sekil 2.4. Multiple myeloma gelisim basamaklari (Sham vd 2010)

2.2.1.1 Malign plazma hiicre gelisimi

MM gelisiminde sinyal ileti sistemi, kemik iligi mikrogevresi ve hiicre siklusu gibi bir¢ok
sistemdeki bozuklugun etkili oldugu disiinilmektedir. Bu sistemlerde islev goren
yolaklarda olusan genetik hasar/hasarlar sonucu malign plazma hiicreleri olusur ve
kontrolsiizce ¢ogalirlar (Sekil 2.5.). Bu hiicreler kana karisir, kemik iliginde birikir ve

saglikli dokuya hasar vermeye baslarlar.
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Sekil 2.5. Malign plazma hiicrelerinin olusumu
(http://lwww.multiplemyeloma.org/about_myeloma sitesinden uyarlanarak alinmistir.)



Giliniimiizde, MM nin patogenezinde, tek bir molekiiler defekt tanimlanmamistir. MM nin
gelisimi: mutasyonlar, kromozomal translokasyonlar ve belki de belirli viral
enfeksiyonlarca tetiklenen gesitli genetik anormaliklerin etkisini de i¢eren ¢ok basamakl
bir olay olarak agiklanmaktadir (Rettig vd 1997). Multiple myelom patogenezinde kemik
iligi mikrogevresinin ¢ok Onemli rolii vardir. Myelom hiicreleri hastalifin erken
evrelerinde sagkalim ve ¢ogalmalart i¢in kemik iligi mikrogevresine tamamen bagimlidir.
Bu ayrica kemoterapiye direnci de saglamaktadir. Kemik iligi mikrogevresinde myelom
hiicreleri major genetik degisiklikleri kazanmakta, stromadan bagimsiz (ekstramediiller
hastalik) ve kemoterapiye direncli hale gelmekte ve hastalik gelisimine yol agmaktadir
(Sekil 2.6) (Hallek vd 1998). Kemik iligi mikrogevresi ekstraselliiler matriks proteinleri,
kemik iligi stromal hiicreleri, vaskiiler endotelyal hiicreler, osteoblastlar, osteoklastlar ve
lenfositlerden olusmaktadir. Myelom hiicrelerinin ekstraseliiler matriks proteinleri ve
kemik iligi stromal hiicreleri ile etkilesimi, ilik mikrogevresine ait sitokinler ve anjiogenez
gibi faktorler ile birlikte myelom patogenezinde Onemli rol oynamaktadir (Teoh ve
Anderson 1997, Hayashi vd 2003). Hastaligin erken evrelerinde tiimor hiicreleri stromaya
bagimlidirlar. Hastalik agresiflestikce stromadan bagimsiz olurlar. Myeloma hiicreleri ya
direkt kemik iligi stromal hiicreleri ve ekstraselliiler matrix proteinleri ile ya da indirekt
olarak adezyon molekiilleri biiyiime faktorleri ve ¢oziilebilen sitokinlerin salinimu ile iliski
kurarlar (Barlogie vd 2005). Malign transformasyona ugramis bu hiicrelerin esas biiylime
faktorti interlokin-6 (IL-6)’dir. IL-6, MM’de biiyiime ve ¢ogalmada etkili olan plazma
hiicre apopitozunu 6nleyen en énemli faktordiir (Hirano vd 1990, Sirohi ve Powles 2004,
Dispenzieri vd 2004, Abroun vd 2004, Tricot ve Fassas 2005). Ayrica, insiiline benzer
bliylime faktorii 1, tiimor nekroz faktorii, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, stroma
kokenli faktor-1 MM hiicrelerinin ¢ogalmasini, sagkalimini, gé¢ etmelerini, ilag direnci ve
anjiogenezi saglamaktadirlar. Yeni kan damarlarinin olusumu olarak bilinen anjiogenez,
oksijen ve besin saglayarak timoriin biiyiimesine katkida bulunmaktadir. Sonugta myelom
hiicrelerinin ¢ogalmasini1 saglamakta ve bu malign hiicreler kemik iliginde baskin hale

gelmektedir (Zhang vd 1992, Kyle 1994)
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Sekil 2.6. Myeloma hiicrelerinin gelisme ve yasamasi (http://www.multiplemyeloma.org/
about_myeloma sitesinden uyarlanarak alinmistir.)

2.2.1.2 Etyolojik faktorler

Yapilan arastirmalara ragmen hastaligin etiyolojisi net olarak aydinlatilamamistir. Ancak
viral enfeksiyonlar, kronik enfeksiyonlar, kronik asir1 duyarlilik, asbestoz, mutajenlere
maruziyet (radyasyon, kimyasal mutajenler) kromozom anomalileri, ileri yas ve heredite
sorumlu tutulmaktadir (Kyle 1975, Melcion vd 1984, Bergsagel 2005). Genetik faktorlerin
rolii kesin degildir. Ancak, ¢ogu aymi monoklonal paterne sahip MM olan aileler
bildirilmistir (Grosbois vd 1999). Sigara ve alkol kullanimi ile myelom arasinda iliski
saptanmamustir (Dispenzieri vd 2004, Tricot ve Fassas 2005). Yine kotii sosyo-ekonomik
durumlarin, obezitenin de myelom gelisim riskini artirdig bildirilmektedir (Dispenzieri vd

2004, De Roos vd 2006). MM ig¢in olast etyolojik faktorler Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2. Multiple myeloma etyolojisinde rolii olan faktorler

Etyolojik Faktorler Kaynak No
Radyasyona maruziyet McLaughlin vd 1988
Atom bombasi maruziyeti

Radyasyon-iliskili iste calisma Wong ve Raabe 2000
Tamnisal ve terapotik X-ray Brown vd 1997
Isyeri maruziyeti

Tarimsal iste calisma Brown vd 2001
Metal endiistrisi Jomston vd 1985
Benzen Correa vd 2000

Yasam tarzi faktorleri

Sigara-alkol kullanimi Cesana vd 2002
Diyet aliskanhgi Dispenzieri vd 2001
Sosyoekonomik durum Tedeschi vd 2001
Sac¢ boyalari Gripp vd 1985
Onceki medikal durumlar

MGUS Xu vd 1998

Kronik antijenik stimiilasyon Lichtenstein vd 1995
Viral enfeksiyonlar Zhang vd 1992

2.2.1.3 MM’nin basamaklanmasi

MM evrelendirmesinde iki ayri sistem kullanilmaktadir. Bunlardan biri 1975’den beri
klinikte yaygin olarak kullanilan Durie—Salmon evreleme (Cizelge 2.3.) sistemi, digeri ise

uluslararasi evreleme (International staging system (ISS) sistemidir (Cizelge 2.4).

Durie-Salmon evreleme sistemine gore; M protein miktari, serum kalsiyum seviyesi,
hemoglobin degeri, litik kemik lezyonlarin sayis1 ve bobrek bozukluklari gibi klinik
faktorlerin kombinasyonu evrelemede kullanilmaktadir. Kolay uygulanabilir olmasina
ragmen, kemik lezyonlarinin belirlenmesinde goriilebilen farkliliklarin uygulamada
zorluklar dogurdugu belirtilmistir. Ayrica, bu evreleme sisteminde plazma hiicrelerinin
cogalma hizi, hastanin yasi, performans durumu, kemik iligi plazma hiicre infiltrasyonu
orani, serum 32 mikroglobulin, CRP (C-reaktif protein), serum albumin diizeyi, Ig tipi,
kromozom anormalligi varlig1 ve tedaviye alinan yanit gibi prognozda 6nemi olan bazi

ozellikler degerlendirilmeye alinmamistir (Dispenzieri vd 2004). Durie-Salmon evreleme
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sistemine gore diisiik tiimor yiikii ve serum kreatin diizeyi 2mg/dl nin altinda olan
hastalarda beklenen ortalama yasam siiresi 5.5 yil (3.5-10) iken, tiimdr yiikii yliksek olan
ve bobrek yetersizligi olan hastalarin beklenen yasam siiresi ortalama 15 ay (6ay-2yil)

olarak bildirilmektedir (Rajkumar ve Greipp 1999).

ISS, uluslararast myelom c¢alisma grubu tarafindan tiim diinyada 17 merkezde daha once
tedavi almamis 10750 myelom hastasina dayanarak olusturulmustur. Hastalarin
siniflandirmasi ve uygun tedavilerin belirlenebilmesi amaciyla 32 mikroglobulin, serum
albumin, trombosit sayisi, serum kreatinin ve LDH miktari, yas gibi prognostik faktorleri
univariate ve multivariate analizlerle degerlendirilmistir (Child vd 1983). Bu kriterlere
gore yapilan evreleme Cizelge 2.4.°de gosterilmistir. ISS’de evrelere gore beklenen
ortalama yasam siireleri; Evre I’de ortalama 62 ay, Evre II’de ortalama 44 ay, Evre 11I’de

ise 29 ay olarak bildirilmistir (Greipp vd 2005).

Cizelge 2.3. Durie-Salmon evreleme sistemi (Wintrobe’s Clinical Hematology eleventh
edition. p2613°den modifiye edilerek alinmistir).

Evre/ Myelom hucresi konsantrasyonu

(x1012 hucre/m?2)

1/<0,6 <1 Kemik lezyonu

Hemoglobin >10 g/dl

Serum kalsiyum <12 mg/dI

Diisiik M proteini (serum 1gG<5 g/dl, 1gA<3 g/dI;
idrar M proteini< 4000 mg/ 24 saat).

11/0,6-1,2 Evre I ve Il dlgiitlerini kargilamayan

1/ >1,2 >3 kemik lezyonu

Hemoglobin< 8,5 g/dlI

Kalsiyum >12mg/dI

Yiiksek M protein

(serum 1gG>7 g/dl, IgA>5 g/dl; idrar M proteini>
12000 mg/ 24 saat).

Altgrup
A Serum Kreatinin< 2 mg/dl
B Serum Kreatinin> 2 mg/dl

Cizelge 2.4. Uluslararasi evreleme sistemi (Fonseca ve San Miguel 2007)

Evre | Serum B2 mikroglobulin < 3,5 mg/L ve albumin > 3,5 g/ dl
Evre 11 Evre I ve III 6l¢iitlerini karsilamayan
Evre 111 Serum B2 mikroglobulin > 5,5 mg/L

12



Kromozomal bozukluklar heniiz bu basamaklama sistemlerinde yer almamaktadir fakat
artan bilgiler sayesinde kromozom analizinin, prognostik bilgi olarak ISS’ye gecebilecegi

ongoriilmektedir. Bunun i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmaktadir
(Nahi vd 2011).

2.2.1.4. Prognostik faktorler

Hastalara uygulanan tedavi yontemlerinden hangisinin uygun olacagini belirten agik bir
yaklasim yoktur. Ancak prognostik faktorlerin varliginin bilinmesi hastalara uygulanacak
tedavilerin belirlenmesinde Onemli yer tutmaktadir. MM igin belirlenmis OSnemli

prognostik faktorler sunlardir:

¢ P2 mikroglobulin:

e C-reaktif protein (CRP):

e Plazma Hiicreleri Isaretlenme indeksi (PCLI):

o Laktat dehidrogenaz (LDH):

e Kromozomal degisimler: MM’da sayisal ve/veya yapisal kromozomal
bozukluklarin varli§i 6nemli prognostik belirteclerden biri olarak tanimlanmistir
(H. Gereslikova vd 2010). Myelomlu hastalarda, delesyon, translokasyon veya
andploidi seklinde sitogenetik anomaliler goriilmektedir. MM hastalarinindaki
malign plazma hiicrelerinin lireme kapasitesinin diisilk olmast ve bu konuda az
arastirma bulunmasi1 nedeniyle MM hastalarinin karyotipik diizenlenmeleri
hakkindaki bilgilerimiz sinirhidir. Bununla birlikte bazi spesifik kromozom
anomalilerinin immiinofenotip ve prognoz gibi klinik parametlerle yakindan iliskili
oldugunu bilinmektedir (Nilsson vd 2003). Ornegin; 13q delesyonlari, 1q kazanci,
hipodiploidi, t(4;14) ve p53 gen kaybi kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (Bataille
vd 1992, Avet-Loiseau vd 2007). Prognostik olarak negatif etkisi oldugu bilinen
kromozomal anomaliler, standart sitogenetik analizlerin yapildigi caligmalarla
belirlenmistir (Fonseca vd 2009). MM’de goriilen karyotipik anomalilerin varlig
ve siklig1 hastaligin basamagi, prognozu ve tedaviye cevap ile iligkilidir. Bu
baglamda evre I’de kromozomal bozukluk hastalarin yaklasik %20’sinde, evre
II’de %60’1inda ve evre III’de %80’inde goriilmektedir (Dewald vd 1985, Sawyer

vd 1995). Sitogenetik anormalligin belirlenmesi, ¢ogalan tiimor ve agresifligi isaret
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ettiginden kotlii prognozu gostermektedir (Evangelos vd 2006). Yapilan bir
calismada anormal karyotipe sahip 61 hastanin ortama yasam siiresi 19.6 ay olarak
gbzlemlenirken, normal metafaza sahip 93 hastanin ortama yasam siiresi 46.8 ay

olarak belirlenmistir (Dewald vd 2005).

Bugiin icin MM’de saptanan ¢esitli kromozomal degisimler, yiiksek ve standart olmak

tizere iki adet risk grubunda degerlendirilmektedir (Cizelge2.5.) (Fonseca vd 2007).

Cizelge 2.5. MM i¢in risk gruplar1 (Fonseca vd 2007)

Yiiksek risk(%25) Standart risk (%75)
Del 17p- Hiperdiploidi

t(4;14) t(11;14)

t(14:16) 1(6;14)

t(14:20)

delesyon 13q

Hipodiploidi

Bununla birlikte andploidilerin hastaligin evresinden bagimsiz olarak goriildiigii de ileri

stiriilmistiir (Drach vd 1995, Zandecki vd 1996, Tabernero vd 1996, Foncesa vd 2004).

2.3. MM’deki Genetik Degisiklikler

Myelomadaki genetik degisiklikler son yillarda artan bir sekilde arastirilmaya baslanmistir.
Bu c¢alismalarla hastalifin  molekiiler patogenezini anlamamizin kolaylasacagi
vurgulanmaktadir (Chng vd 2010). Myeloma hastalar1 arasinda goézlemlenen klinik
heterojenitenin, altta yatan genetik anormalliklerle iliskili oldugu diistiniilmektedir (Hallek
vd 1998, Fonseca vd 1999). Diger hematolojik malignansilerde oldugu gibi MM’de de
kromozomal anormallikler temel prognostik belirteglerden biri olarak kabul edilmektedir
(Avet-Loiseau 2007). Tam1 asamasinda myeloma hastalarinda %18-35 oraninda
kromozomal anomali bulunurken bu oran hastaligin ilerlemesi ile birlikte artmaktadir
(Dewal vd 1985, Avet-Loiseau vd 2001). Son zamanlarda gelisen molekiiler sitogenetik
tekniklerle ozellikle fluorescence in situ hybridization (FISH) ve comparative genomic

hybridization (CGH) ile yapilan calismalarda MM vakalarinin ¢ogunlugunda kromozom

14



bozukluklarinin oldugu gosterilmistir (Gtierrrez vd, 2004, Cremer vd 2005). CGH’in
aksine FISH kii¢iik kayip veya kazanglarin yaninda dengeli translokasyonlarin da
tanimlanmasina izin vermektedir (Tabernero vd 1996, Chng vd 2005). Bu yiizden FISH,
MM ve MGUS’da kromozomal anormalliklerin analizinde kullanilmasi onerilen bir
tekniktir (Ahmann vd 1998). Bu kromozomal bozukluklar 6zellikle hastaligin ilerleyen
evrelerinde daha sik ve daha karmasik olmaktadir (Dewald vd 1985, Calasanz vd 1997).
CGH teknigi kullanilarak yapilan son zamanlardaki ¢alismalarda MM hastalarinin yaklasik
%100°de kromozomal bozukluklar goriilmiistiir (Carrasco vd 2006, Walker vd 2000).
Yonteme bagli olarak goriilme sikliklart degisiklik gosterse de tim MM ve MGUS

olgularinda sayisal/yapisal anomali bulundugu gosterilmistir.

Mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte sayisal ve yapisal diizensizlikler gbz 6niine
almarak farkli 2 patolojik yolak olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bunlardan ilki 13q kaybinin
sik olarak goriildiigii non-hiperdiploid MM dir. Ikincisi ise kromozom 3,5, 7,9, 11, 15, 19
ve 21’in trizomileri olup, 13q anormalligi ve 14q13 bdlgesini i¢eren translokasyonlarin
diisiik siklikta goriildiigi hiperdiploid MM’dir (Smadja vd 2001, Fonseca vd 2003).
Genetik instabilite hastalifin en erken evrelerinde meydana gelir ve hastalik ilerledik¢e

karmagiklasir (Sara vd 2006).

MM olusum siirecinde ilk onkogenik degisim MGUS’la baglamaktadir. Erken kromozomal
anomaliler (Immiinglobulin agir zincir translokasyonlari veya trizomiler) hem MGUS ‘da
hem de MM’de bulunmaktadir. Fakat, plazma hiicre neoplazmasinda ilk olarak
anoploidilerin mi yoksa IgH translokasyonlarinin m1 meydana geldigi tam olarak
bilinmemektedir (Fonseca vd, 2004). Her iki genetik bozuklukta plazma hiicre hastaliginin
cok erken basamaklarinda ortaya ¢ikar. MYC (8q24), MAFB (20q12) ve IRF4 (6p25)’yi
igeren ikincil translokasyonlar ise MM’de yaygin olarak bulunurken MGUS’da nadir
olarak rastlanmaktadir. RAS veya FGFR3 mutasyonlari, MYC disregiilasyonu, pl8
delesyonu ya da expresyon kaybi veya TP53 mutasyonu ise sadece MM’de bulunmaktadir.
pS3 mutasyonlart %30 oraninda myelomali hastalarda tanimlanmistir (Lust ve Donovan
1999). Bu faktorler, tiimor gelisimi ve ila¢ direncinin belirlenmesinde anahtar rol
oynamaktadir. MM hastalarinin yaklasik 1/3 iinde immiinohistokimyasal olarak siklin D1
upregiilasyonu gosterilmistir. Bu grup hastalardaki myeloma hiicrelerinin yiiksek
proliferasyon 0Ozelligine sahip oldugu gosterilmistir (Puthier vd 1999). Siklin D1
ekspresyonu ile iligkili t(11;14)(q13;q32) translokasyonu myeloma hastalarinin yaklagik
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%25’inde goriilmektedir (French vd 2000). Ayrica, PI5(CDKN2B, P15 INK4B) ve
pl6(INK4B, P16 INK4A) gibi hiicre siklusu inhibitdr proteinlerinin myelomali hastalarda
%67-70 oraninda arttigi gosterilmistir (Mitsiades vd 2002). Ayrica, gen ekspresyon
degisiklikleri 6zellikle transkripsiyon faktorlerinin up-regiilasyonu MGUS’lu hastalarin
plazma hiicrelerinde bulundugu rapor edilirken MM’li hastalarda bulunmadigi da
bildirilmistir. Ayrica, gen metilasyon modifikasyonlar1 ve mikroRNA degisiklikleri gibi
epigenetik disregiilasyonlar1 tanimlanmistir (Roccaro vd 2009). MM’de gen ekpresyon
profillerinin belirlenmesi ile ilgili calismalar vardir. Bu c¢alismalar sonucunda gen

ekpresyon profiline dayanan alt gruplar siniflandirilabilecektir (Zhang vd 2006).

Multiple myeloma’daki kromozomal diizensizlikleri sayisal ve yapisal bozukluklar olarak

ikiye ayirabiliriz.

2.3.1. Sayisal bozukluklar

MM’de andploidiler ¢ok sik olarak goriilmektedir (Zantechi 1996, Hallek vd 1998).
Multiple myeloma hastalarinda trizomiler, monozomilerden daha sik goriilmektedir.
MM’de sayisal diizensizlikler hipodiploidi, hiperdiploidi, pseudodiploidi ve near-

tetraploidi olarak dort grupta incelenir.

1. Hipodiploid: < 44-45 kromozom,

2. Pseudodiploid: 44/45- 46/47 kromozom,

3. Hiperdiploid: >46-47 kromozom,

4. Neartetraploid: 75 ve tizeri kromozom (Foncesa vd 2004, Wuilleme vd 2005).

Aragtirmacilar sitogenetik ve prognostik farkliliga dayanarak hiperdiploidi ve non-
hiperdiploidi kuruluslu MM hastalarinin aslinda 2 farkli hastalik olarak tanimlanmasi
gerektigini ileri siirmiislerdir (Smadja vd 1998). Ayrica, MM’de andploidiler
degerlendirilirken hipodiploidi, pseudodiploidi ve near-tetraploidi “non-hiperdiploidi”
icinde bir grup olarak da alinmaktadir (Smadja vd 1998, Smadja vd 1999, Smadja vd 2001,
Debes-Marun vd 2003).

16



1- Nonhiperdiploid kromozomal kuruluslar: hipodiploid ve near-tetraploidiyi de igeren

pseudodiploidi (<48 veya >75 kromozom)
2- Hiperdiploid kromozomal kuruluslar (48-75 kromozom)(Smadja vd 2001).

Sayisal degisiklikler patolojik yolaklar1 tanimlamada temel olarak rol alsa da, andploidide
yol gosterici hedef kromozomlar belirlenmedigi i¢in andploidi taramasi bugiin rutin olarak
kullanilamamaktadir. Tekrar eden yapisal/sayisal kromozomal anomalilerin rastgele
dagilmadig1 bilinmektedir. Aralarinda siki bir iliski vardir. Ornegin; kromozom 13
anormalligi (monozomi 13/13q delesyonu), t(4;14) veya t(14;16) goriilen hastalarin %85-
90’inda gozlenmistir. Sonugcta belli bir kromozomun sayisal degisikligi farkli bir yapisal
diizensizlik i¢in belirleyici konumdadir. Ek olarak, monozomi 13 hiperdiploid karyotipe
sahip hastalarin %30-35’inde goriiliirken, non-hiperdiploid kurulusa sahip hastalarin

yaklasik %85’inde goriilmektedir (Magrangeas vd 2005).

Yeni tant alan MM hastalarinin ¢ogunda kromozomal bozukluk saptanmistir. Hastaligin
yeni tan1 asamasinda yiiksek oranda (%47) sayisal bozukluk oldugu konvansiyonel
yontemlerin kullanildig1 bir ¢alismada gosterilmistir (Lai vd 1995). Lai ve arkadaslarinin
1995°de yaptiklart bu calismada 151 MM’li hasta incelenmistir. Toplam 129 hastanin
metafazi degerlendirilmistir. Yeni tan1 alan MM hastalarindaki anormal karyotip oram
%47 olarak bulunmustur. 1997°de yapilan bir baska c¢alismada MM’li 217 hasta
incelenmigtir. Bu hastalarin %33,2’sinde anormal metafaz bulunmustur (Calasanz vd
1997). Seong ve arkadaglarinin 79 MM’li hastay1 incelendigi arastirmada ise hastalarin 36
(%46)’sinda anormal karyotip bulunmustur (Seong vd 1998). Smadja ve arkadaslarinin
(1998) yaptiklar1 ¢alismada anormal karyotipe sahip 81 MM’li hasta incelenmistir. Bu
hastalarin 60 tanesi tedavi dncesi, 21 tanesi tedavi sonras1 dénemdedir. Incelenen 2 grup
arasinda herhangi bir sitogenetik farklilik bulunmamistir. Sadece 4 hastada yiiksek doz
kemoterapiden sonra normal metafaz bulunmustur. Ayni ekibin 2001°de yaptiklar
calismada tedavi almamis 208 MM hasta grubunun %66’sinda (138 hastada) kompleks
kromozomal degisiklik oldugu tespit edilmistir (Smadja vd 2001). Nilson ve arkadaslarinin
2003’de yaptiklar1 ¢alismada 442 erkek, 341 kadin hasta olmak iizere toplam 783 MM’li
hasta ¢aligmaya alinmistir. Bu hastalarin 40 tanesi anormal karyotipe sahip olan kendi
hastalariyken, 743 hasta “mitelman database” de yer alan hastalardir. Hastalarin %72 sinin
karmasik (2’den fazla anomali) karyotipe sahip oldugu bulunmustur. Literatiirde 2007°de

yayinlanan bir arastirmada anormal karyotipli 120 hasta caligmaya alinmistir. Bu
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hastalardan 56’s1 yeni tan1 almis, digerleri ise onceden tanisi konmus ya da tedavi alan
hastalardan olugmaktadir. Dort vaka hari¢ kalan hastalar karmagsik (2’den fazla anomali)
karyotipe sahiptir. Bu ¢alismada kromozomal anomalilierin prognostik énemin yani sira
sayisal anomalilerle yapisal diizensizlikler arasinda anlamli birliktelik oldugu

gozlemlenmistir (Mohamed vd 2007) (Cizelge 2.6.)
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Cizelge 2.6. Literatiirdeki konvansiyonel sitogenetik caligmalar

Anormal N_on- o
Karyotipe L erdiooid hiperdiploidi**
Hasta | Sahip Iperdiploici En Sk  Bulunan | En Sik Bulunan

Yaymn (%0)*

Sayisi Hasta (%) Kayiplar Kazammlar
Sayisi
3(%43.9), 9(%42.4),
13(%33.3),X(%22.7 | 19(%34.8),

Lai vd kadinlarda) 15(%28.7),

1995 151 |66 59 al 8(%19.7), 14(%19.7) | 11(%27.2),
5(%25.7),
7(%21),21(%16.6)

X(%16.6 kadinlarda) | 11(%18),15(%12.5),

Calasanz 8(%11.1), 13(%9.72), | 9(%12.5), 5(%11.1),

vd 217 72 46 54 14(%8.3) 19(%11.1), 7(%8.3),

1997 21(%6.9) ,3(%5.5)
9(%50), 15(%38.8),

13(%33.3), 19(%38.8),

Seong vd X(%33.3kadinlarda),1 | 21(%30.5),

1998 & 36 64 36 4(%16.6), 5(%27.7),7(%27.7)
11(%27.7), 3(%30.5)
9(%40.7),19(%40.7

Smadja 13(%40.7), 15(%37.0),11(35.8),

vd g1+ |81 54 46 X/IY (%30.9) 5(%35.8), 3(%30.9),

1998 7(%29.6),
21(%19.7)
19(%80), 9(%86),

Smadja 15(%75), 5(%74),

v A P 138 6 16 XIY (Y%044.4), 11(%58), 3(%53),

2001 13(%33.3) 7(%49)

Nilson vd 9(%27), 15(%24),

2002 783*** | 783 39 61 13(%627) XIY (%20) | 106299 11(0420)
e 9(%69.3),

*kk
Chng vd (%3%)(/1\; 13%215), | L20%67).
2006 469%*+* | 469 100 - 16(%15.4) ) 119(%59.1),
o 5(%56.7),
11(%55), 3(%54.2),
7(%50.1), 21(%38.2)
XIY (%40), 15(%53), 9(%48),

\')’('fhamed 0 |120 o 26 13(%38),8(%25), 3(%46),19(%45),

2007 22(%21), 14(%19), 11(%41),21(%39),
7(%38),5(%37)

* Hiperdiploidi ve nonhiperdiplodidi degerlendirilirken, andploidi i¢cindeki ytizdeleri verildi.
** Nonhiperdiploidi igerisinde hipodiploidi, neartetraploidi ve pesudodiploidi yer almakla birlikte, her
arastirmada bu alt gruplar net olarak belirtilmediginden bu smiflama ig¢ine giren ve belirtilen veriler

degerlendirilmistir.

***Yalniz anormal kromozom kurulusu olan hastalarrn incelendigi arastirmalar
****Yalniz hiperdiploid kuruluslu hastalar incelenmistir.
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Cizelge 2.6 incelendiginde seriler arasinda hiperdiploidi ve hipodiploidi sikliklari, sik
saptanan kromozomal diizensizlikler ve saptanma oranlar1 arasinda farklilik oldugu
izlenmektedir. MM’da andploidi dagiliminin belirlenmesi i¢in daha fazla g¢alisma

yapilmas1 gereklidir.

Kromozomal bozukluklarin konvansiyonel yontemler ile MM hastalarinda saptanmasi
zordur. Metafaz elde etme zorlugu nedeniyle, MM’de oldugu gibi MGUS’da da
hiperdiploidi ve hipodiploidi oranlar1 tam olarak bilinmemektedir. Molekiiler sitogenetik
tekniklerin gelismesi ile artarak tanimlanan kromozomal bozukluklar sayesinde MM
hakkindaki bilgilerimiz giin gegtikge artmaktadir. Son yillarda FISH yontemi kullanilarak
andploidi yiizdelerinin belirlendigi calismalarin sayis1 artmistir. Bu ¢alismalarin
bazilarinda hiperdiploidinin daha iyi prognoz ile birlikteligi dogrulanirken bir¢ogunda
monozomi 13, hipodiploidi ve bazi IgH translokasyonlarinin kotii prognoz ile iligkisi
gosterilmistir. Bununla birlikte MM’ye 6zgii diger kromozomal bozukluklar ve prognostik

Onemleri heniiz tam tanimlanmamuistir.

Drach ve arkadaslarinin 1995°de yaptiklar1 ¢aligmaya 9 erkek ve 27 kadin olmak iizere 36
MM’li hasta dahil edilmistir. Calismaya alinan hastalardan 24 tanesi yeni tani alan,
kalanlar ise tedavi altinda olan hastalardan olusmaktadir. Incelenen 32 hastada en az 1
kromozomda sayisal diizensizlik, bu grubun i¢indeki yirmi dort hastada ise 3 ve daha fazla
kromozomda sayisal dilizensizlik saptanmistir. Hastalarin  %50’sinden fazlasinda
kromozom 3, 7, 1l’in kazanct saptanmistir. Kromozomal andploidi hastaligin
basamagindan ve tedavi Oncesi durumdan bagimsiz olarak bulunmustur. Tabernero ve
arkadaglarinin 1996 ’da yapilan bir ¢alismada 33 erkek ve 19 kadindan olusan 52 hastada
kromozomal diizensizlikler incelenmistir. Bu hastalardan 44’ tedavi almamistir. Sekiz
hasta ise ya tedavi sonrasi tekrarlayan ya da hastaligin ileri asamalarinda olan hastalardir.
Calismada, FISH ile 15 farkli kromozom ( kromozom 1, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 17,
18, X ve Y) incelenmistir. MM hastalarinda genel olarak sayisal kromozomal anomalilerin
bulunma siklig1 %67 olarak bulunmustur. Ancak 7 ve iizerinde kromozom incelenen 41
vakada bu oranin %80’¢ ¢iktig1 bildirilmistir (Tabernero vd 1996). Konvansiyonel
kemoterapi alan 63 hastanin incelendigi bir baska ¢alismada yine FISH yontemi
kullanilarak kromozom 1, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 17, 18 ve X/Y olmak iizere 15
farkli kromozom degerlendirilmistir. Sayisal bozukluklarin goriilme sikligi %70 olarak
bulunmustur. Bu oran 7 veya daha fazla kromozom incelendiginde %81’e ¢iktig

bulunmustur (Pe’rez-Simo’N vd 1998).
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158 MM, 30 MGUS ve 20 PCL toplam 208 hastanin incelendigi bir bagka calismada
kromozom 6, 9, 13 ve 17 ile ilgili sayisal diizensizlikler FISH yontemi ile incelenmistir.
MGUS’Iu hastalarin %57’sinde, MM ve PCL’de ise %75 oraninda anormal metafaz
bulunmustur. Ayrica, sik tekrar eden sayisal anomalilerin, MGUS’dan MM’ye gegiste altta
yatan fizyopatolojiyi agiklamada anlamli olacagi ileri siiriilmiistiir (Ana R vd 2003).
Schmidt-Wolf ve arkadaslarinin 2006’da yaptigi ¢alismada; FISH ile 16 farkli prop
kullanilarak 130 hastanin %86’sinda kromozomal olarak anomali tespit edilmistir.
Hastalarin %13.8’inde herhangi bir anomali saptanmamistir. Ayrica bu calismada hasta
bagina diisen anomali sayisinin hastalik diizeyi ile artigi goriilmiistir (Schmidt-Wolf vd
2006). Interfaz FISH ve intrositoplazmik hafif zincirlerin floresan isaretli antikorla
boyanmas1 (cIg-FISH) yontemlerinin kullanildig: bir ¢alismada 169 MM ve 96 MGUS’lu
hasta degerlendirilmistir. Her iki grupta da sayisal kromozomal degisikliklerin yiiksek
oranda bulundugu saptanmistir (Brosseau vd 2007) (Cizelge 2.7.)
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Cizelge 2.7. Literatiirdeki FISH caligsmalar1

Anoploidi FISH Probu ile | En sik gorillen | En stk goriilen
Yayin Hasta . . ;
Saptanan Hasta | Bakilan monozomiler trizomiler
sayis1
Sayisi Kromozom
sayis1
Drach vd 36 32 10 X(%30.5 3(%61.1),7(%52.7),
1995 kadinlarda), 11(%50)
17(%19.4)
Tabernero vd 52 35 15 X(%31.5 9(%052.4),
kadinlarda), 15(%47.6),
() 0
13(9626.3) 1(%36.8),11(%33.3),
1996
3(%31),7(%28.3)
Pe’ rez-Simo" N vd | 63 44 15 13(%33.3), 9(%055.8),
0 0
1998 X  (kadmlarda; 15(%40.6),1(%38.8),
(31.5) 3(%33.3),
' 11(%32.5), 7(%29.8)
AnaR vd 158 118 4 13(%38) 9(%54),6(%22)
2003
Schmidt-Wolf vd 130 112 14 X(%47), 9(%042),3(%41),
2006 13(%28), 5(%40),11(%34),
0 ()
Y(%17) 15(%33),21(%28),
7(%25)
Brousseau 169 - 5 13 3,7,9,11,15
Vd 2007

2.3.1.1. Hiperdiploidi

Literatiirde yapilan caligmalar degerlendirildiginde konvansiyonel sitogenetik yontem
kullanilan aragtirmalarda hiperdiploidi oraninin %39-64 arasinda, non-hiperdiploidinin ise
%36-61 arasinda oldugu goriilmektedir (¢izelge 2.6.). FISH ile yapilan calismalarda,
genellikle belli bazi kromozomlar incelendigi i¢in tiim kromozomlar: kapsayacak
hiperdiploidi ve hipodiploidi yiizdeleri verilmemektedir. Bununla beraber 7 ve iizerinde
kromozom incelenerek yaklasik %80 oraninda, 16 probla da %86 oraninda anoplodi

saptandig1 gosterilmistir (Tabernero vd 1996, Schmidt-Wolf vd 2006).
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Hiperdiploidide en sik saptanan kromozomlar ¢alismadan c¢alismaya degismektedir.
Goriilme sikliklarindaki farklilikla birlikte hiperdiploidide en sik olarak 3, 5, 7, 9, 11, 15,
19. ve 21. kromozomlarin trizomileri saptanmistir (Lai vd 1995, Calasanz vd 1997, Seong
vd 1998, Smadja vd 1998, Smadja vd 2001, Nilson vd 2002, Chng vd 2006, Mohamed vd
2007)

Andploidiler ile yapisal kromozomal diizensizlikler arasindaki iligki arastirilmistir.
Hiperdiploid MM hastalarinda daha diisiik oranda IgH translokasyonun, monozomi 13’iin
ve yapisal kromozomal anomalilerin bulundugu gosterilmistir (Debes-Marun vd 2003,
Fonseca vd 2003, Smadja vd 2003). Ayrica, hiperdiploid kurulugslu MM hastalarinin daha
cok erkek oldugu ve ileri yas grubunda sik oldugu bildirilmistir (Chng ve Fonseca 2005).
Bu veri degerlendirirken, MM’nin ileri yas hastaligi olarak tanimlandigi ve erkeklerde

daha sik goriildiigi dikkate alinmalidir.

Hiperdiploidi (genellikle trizomi 6, 9, 17) pozitif prognostik faktdr olarak
tanimlanmaktadir (Prez-Simon vd 1998). FISH yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada
trizomilerin varligi daha uzun yasam siiresi ile iligskilendirilmistir (Perez-Simon vd 1998).
Kromozomlara 6zgii prognostik degerleri arastiran bir ¢alismada kromozom 9 veya 19’un
trizomisi iyi prognoz ile iligkilendirilmistir (Desikan vd 2000). Farkli bagka bir ¢alismada
kromozom 6, 9, 17 trizomilerinin varligir daha uzun yasam siiresi ile iligkili bulunmustur
(Perez-Simon vd 1998). MM tanis1 alan 156 (tedavi almayan) hastada yapilan bir
calismada hiperdiploidi daha 1y1 prognoz ile birliktelik gosterdigi belirtilirken (Garcia Sanz
vd 1995), Hata ve arkadaslarinin yiiriittiikleri bir arastirmada hiperdiploid MM olgularinda
baz1 kromozomlarin kotli prognoz ile birliktelik gosterdikleri belirtilmistir (Hata vd 1997).
Yapilan baska bir ¢alismada hiperdiploid grup i¢indeki kromozom 11 kazancinin daha iyi
prognoz gosterdigi saptanirken, diger bir hiperdiploid grupta trizomi 7, 1q kazanci ve
kromozom 13’lin (monozomi/delesyon) kotii prognoz gosterdigi belirtilmistir. Hiperdiploid
MM hastalarinin, tedaviye verdikleri yanitin non-hiperdiploid MM’li hastalara gore daha
1yi oldugu bilinmesine karsin sayisal bozukluklarin prognostik énemi hala tartisilmaktadir

(Chng ve Fonseca 2005).
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2.3.1.2. Hipodiploidi

Literatiirde hipodiploidi ic¢in verilen ylizdelerin degiskenlik gdsterdigi bilinmektedir.
Konvansiyonel sitogenetik yontem ile yapilan bir ¢alismada hipodiploidi MM hastalarinin
%9-14"tinde, CGH kullanarak ise %30-35’inde belirlenmistir (Seong vd 1998, Gutierrez vd
2004). Lai vd, 1995°de yaptiklar1 calismada hastalarin 66’sinda (%51) anormal karyotip
bulunmustur. Andploid kurulusa sahip hastalarin %29’unda (19 hastada) hipodiploidi
gorilmistiir. Non-hiperdiploidinin andploidi olgularimin igindeki oranina genel olarak
bakildiginda, %36 ile %61larasinda degistigi goriiliir (Cizelge 2.6.). FISH ile yapilan
calismalarda tiim kromozomlarin bakilamamasi nedeni ile hiperdiploidide oldugu gibi

hipodiploidi i¢in de bir yiizde verilmemektedir.

Bugiine kadar, 13q, 14, 6q, 8, 16, 22, X (kadinlarda), Y kromozom kayiplart MM’de
goriilen en sik kayiplar olarak bildirilmistir (Cizelge 2.6.)

Hipodiploidi genellikle, MM hastalarinda negatif prognostik faktor olarak gosterilmektedir
(Calasanz vd 1997, Smadja vd 2001, Fassas vd 2002, Debes-Marun vd 2003, Gutierrez vd
2004). Hipodiploid kurulusa sahip MM hastalarinda IgH translokasyonlar1 yiiksek oranda
bulunmaktadir. Bu hastalarda saptanan kotli prognozun nedeninin bu translokasyonlarin
olabilecegi diistiniilmektedir (Fonseca vd 2003, Smadja vd 2003). Hipodiploidi gosteren
hastalarin kemoterapiye yanitinin kétii oldugu ve daha kisa yasam siiresine sahip olduklari
bulunmustur (Smith vd 1986, Margan vd 1989). Benzer olarak, konvansiyonel sitogenetik
caligmalari ile de hipodiploid varliginin koétii prognoz, yoklugunun ise daha iyi prognoz ile
iliskili oldugu bulunmustur (Seong vd 1998, Calasanz vd 1997). Ancak, hipodiploidinin
kotii prognozla iligkili oldugu vurgulanmakla birlikte hipodiploidinin bagimsiz bir
prognostik marker olup olmadig: tartismalidir (Peter vd 2006). Monozomi 13, MM’de en
sik goriilen anomalilerden biridir. Bu anomali kotii prognoz ile birliktelik gostermektedir
(Schilling vd 2005). Yapilan bir ¢alismada monozomi 2, 3, 13, 14, ve 19 bulunan
hastalarin yasam siiresinin daha kisa oldugu gosterilmistir. Bu c¢alisma, monozomi 13
disinda kotii prognostik etkisini bilmedigimiz diger monozomilerin de negatif prognoz

etkisinin olabilecegi goriistinii desteklemektedir (Debes-Marun vd 2003).
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2.3.2. Yapisal bozukluklar

MM’de goriillen en yaygin yapisal degisiklikler 14q32 bolgesindeki IgH’yi etkileyen
translokasyonlardir. Kromozom 14 ile translokasyona giren diger kromozom bdolgeleri
4p16 (MMSET ve genellikle FGFR3); 6p21 (Siklin D3); 11q13 (Siklin D1); 16923 (c-
MAF); 20q12 (MAFB)’ dir (Chesi vd 1996, Chesi vd 1997, Hanamura vd 2001, Avet-
Loiseau vd 2002, Kuehl vd 2002, Foncesa vd 2004). Belirtilen translokasyonlar genel
olarak MM olgularinin %40’inda goriiliir. Translokasyon c¢iftlerinin karisikligina ragmen,
bircok Ig translokasyonu belli gen grubunu icermektedir (siklinler, MMSET ve FGFR3, ve
c-Maf ve mafB). Bu translokasyonlar myeloma alttiplerinin ayiriminda énemli prognostik
degere sahiptirler. Ayrica, ikincil c-MYC translokasyonlart ve 17p delesyonu hastaligin
ileri asamalarinda goriilen yapisal anomaliler arasinda bulunmaktadir (Keith ve Fonseca

2005). Bu diizensizlikler artik tanimli oldugu i¢in rutin hasta izleminde kullanilmaktadir.

Cizelge. 2.8. Multiple myelomada rol alan proto-onkogen ve tiimor siipressor genler
(Richardson vd 2004)

Immunoglobulin Translokasyonlari
Lokus Insidans (%) Onkogenler
17913 15-20 Siklin D1
6p21 5 Siklin D3
4p16.3 12 FGFR3, MMSET
16923 5-10 c-Maf
8024 <10 c-Myc
6p25 5 MUM1, IRF4
20911 5 MAFB

MCR kromozomal kazanimlar”

Lokus Insidans (%) Aday Onkogenler
1g21-1922 55 BCL-9, IL-6R
3927.1-3927.2 47 POLR2H, EIF4G1

5p12 44 ?
7pl2.2 44 ?
9934.11-9934.3 54 ABL1, ANAPC2
11g13.4-11914.1 52 SPCS2
15924.2 44 IMP3
19g13.11 47 PDCD5
21922.3 37 MCM3AP, HRMT1L1
MCR kromozomal kayiplar
Lokus Insidans (%) Aday TSG’ler
1p13.3-1p12 41 DENND2D
8p23.3-8p21.3 28 DLC1
10926.2-10926.3 18 PTPRE
13934 49 RFP2, microRNA 15/16
14932.13-14932.2 33 ?
16911.2-16912.2 31 CYLD

? Birincil translokasyonlar
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2.4. Amacg

Kromozomlardaki sayisal ve yapisal degisimler diger hematolojik kanserlerde oldugu gibi
MM’de de en onemli prognostik faktdrlerden biridir. Hiperdiploidi ve hipodiploidinin
prognostik etkisi ile ilgili calismalar bulunmakla birlikte, daha fazla ¢alisma yapilmasi
gerektigi vurgulanmaktadir. Anoploidi taramast i¢in hedef kromozomlar heniiz
belirlenemedigi i¢in bu anomali sikligini1 ve prognostik iliskisini gosteren ¢alismalar hentiz

yeterli sayida degildir.

Bu calismada, MM hastalarinda en yiiksek olasilikla andploidinin saptanmasina olanak
taniyacak en az sayida kromozomun belirlenmesi amaglanmistir. FISH yontemi ile yeni
tan1 alan 29 MM hastasinda tiim kromozomlarin sayisal degerleri incelenmistir.
Kromozomlarin her biri i¢in hiperdiploidik ve hipodiploidik kurulusta bulunma sikliklar
saptanmistir. En sik sayisal diizensizlik saptanan kromozomlar ikili, tiglii ve besli olarak
birlikte degerlendirilerek hipodiploidik ve hiperdiploidik kurulusu yakalayabilme oranlari
belirlenmistir. Sonug olarak hipodiploidi ve hiperdiploidi taramas1 i¢in hedef kromozomlar

belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Calisma Grubu

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina multiple myelom tanisi
ile gelmis olan hastalarin(yeni tani) kemik iligi 6rneklerinden yapilan hiicre kiiltiirlerinin
rutin iglem sonrasi kalan kisimlar1 bu aragtirmada kullanildi. Ayrica MM tanisi (ilk tani) ile
onceden AUTF Tibbi Genetik’e gelen ve hiicre kiiltiirii olarak arsivde bulunan drnekler de

kullanildi.

Bu aragtirmada, 41 hasta materyeli kullanildi. Baz1 hastalar, yeterli interfaz nukleusu elde
edilemedigi i¢in calisma dis1 birakildi. Sonug olarak, bu calismada kapsaminda 8 kadin 21
erkek hasta olmak {lizere toplam 29 hastaya ait kemik iligi 6rnekleri incelendi. Hastalarin

yaslar1 43 ile 83 arasinda degismekte olup ortalama yas 63 olarak hesaplandi.

3.2. Arag ve Gerecler
3.2.1. Kullamilan cihazlar

Kemik iligi ekimi, besiyeri hazirlama, FISH problarinin ve slaytlarinin hazirlanmasi,
preparatlarin incelenmesi ve fotograflarinin ¢ekimi asamalarinda kullanilan cihazlar

markalar1 ve kullanim amaclar1 Cizelge 3.1°de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan cihazlar

Etiiv (Heraeus) Kemik iligi hiicre kiltiri ve prob (Bac
klonlar1)’nin bekletilmesi

Buzdolabi (+4°C) (Argelik) Soliisyonlar1 saklama

Buzdolabi (-20°C) (Arcelik) FISH sulandirma soliisyonlarint saklama

Vorteks (Stuart scientific) Soliisyonlar1 karistirma

Santrfiij (Hettich Rotanta 4600) Hiicre ¢oktiirme igin

Hassas Terazi (Sartorius) Kimyasallar1 tartmak i¢in

Lamin air flow (Bilser) Hiicre kiiltiirtiniin ekimi/besiyeri hazirlama

Mikroskop Image analiz sistemi (Olympus BX 51)  FISH preparatlarin incelemek i¢in

Su Banyosu(Grant) Preparat Yikamak icin

Thermobryte (Is1 blogu) Orneklerin hibridizasyon ve hibridizasyon sonrast
asamasinda
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3.2.2. Kullanilan kimyasal sarf malzemeleri

Calisma siiresince kullanilan tiim kimyasal sarf malzemeleri, markalar1 ve kullanim

amaclan Cizelge 3.2°de listelenmistir.

Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan kimyasal sarf malzemeleri

Toz kol¢isin, 295% (HPLC) (Sigma, Almanya) Kemik iligi ¢cikarim agsamasinda
RPMI L-Glutamin, HEPES (Wisent, Kanada) Besiyeri hazirlamada
Fixogum ( rubber cement) FISH preparati yapistirmada
Sodium chloride (Riedel, Avusturya) 20XSSC
Sodium dodocyl sulfate (Merck, Almanya) Oligo prop, yikama
Potassium chloride (Riedel, Avusturya) Hipotonik
(Kemik iligi ¢ikarimi)
Sodium citrat 20XSSC
Methanol (Riedel, Almanya) Fiksatif
(Kemik iligi ¢ikarim asamasinda)
Acetic acit (Riedel, Avusturya) Fiksatif
(Kemik iligi ¢ikarim asamasinda)
Ethanol (Merck, Almanya) FISH preparatlarini hazirlama
NP-40 FISH preparatlarini yikama
(BAC probu)
c-Hibridizasyon Buffer Prob diliisyonu

3.2.3. Kullanilan bilesik ve ¢ozeltiler

Calismada kullanilan bilesik ve ¢ozeltiler ile igerikleri, asagidaki Cizelge 3.3°de

listelenmistir.
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Cizelge 3.3. Arastirmada kullanilan bilesik ve ¢ozeltiler

Hipotonik 0,075M Potasyum Kloriir

ibrahimov 3ml asetik asit+5 ml methanol+92 ml distile su
Fiksatif 3:1 asetik asit/metanol

20XSSC 175,3 gr NaCI+ 88,2 gr Sodyum Sitrat (1 Lt icin)
Etanol serileri %70-%85-%100 etanol

Formamid %70 formamid

Yikama Soliisyonlari:

1.0ligo Prob:

98 ml distile su+ 1 ml SDS+ 1ml SSC

I1.Bac Prob:

Yikama soliisyonu I:

98 ml distile su+ 1 ml 20XSSC+ 300 ul NP-40
Yikama soliisyonu I1:

90 ml distile su+ 10 ml 20XSSC+ 100 pl NP-40

3.3. Kemik iligi/Periferik Kandan Hiicre Cikarim Yapilmasi

1.  Materyalden 16 damla fitosuz besiyerine (100cc RPMI, 25cc Fetal calf-serum, 1cc L-
Glutamin, 1cc antibiyotik) ekilip etiive (37 ° C) kaldirildi. Interfaz FISH’i i¢in ayni

giin ¢ikarim iglemine baslandi.

2.  Cikarimdan 15 dakika Once kiiltiire kolsisin eklendi (final konsantrasyon

0,024pg/ml).

3. 15 dakika etiivde (37 © C) beklendi.
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2000 rpm’da 4 dakika santifiij edildi.

5. Siipernatani atilip pelet homojenize edildi.

6. Taze hazirlanip etiivde (37 ° C) 1sinmig olan taze hipotonikten (0,075 M) toplam
hacim 5 cc olana kadar damla damla ve pellet karistirilarak eklendi.

7. 40 dakika etiivde (37 ° C) beklendi.

8. 2000 rpm’da 4 dakika santifiij edildi.

9.  Siipernatan atilip, pelet homojenize edildi.

10. Damla damla 5 cc’ye kadar karistirarak ibrahimov (3 ml asetik asit, 8ml methanol ve
92 ml distile su) eklendi.

11. 2000 rpm’da 4 dakika santifiij edilir, siipernatani atilip pelet homojenize edildi.

12. 5 cc’ye kadar methanol eklendi.

13. 2000 rpm’da 4 dakika santifiij edildi ve siipernatani atilip pelet homojenize edildi.

14. 5 cc’ye kadar fiksatif eklendi (3 :1 asetik asit /methanol).

15. 2000 rpm’da 4 dakika santifiij edildi. Sonrasinda siipernatani atip pelet homojenize
edildi.

16. Son iki basamak 4 kez tekrarlandiktan sonra peletin yogunluguna gore 5-6 damla
soguk ve 1slak lama yayim yapildi. Kalan materyali +4 °C’de saklandi.

17. Lamlar oda kosullarinda kurutuldu.

3.4. FISH

FISH, her biri 4 farkli kromozom i¢in degisik florokrom isaretli prob igeren alti ayri
karisimdan olusan hazir problar kullanilarak yapilmistir. (Cellay OF4-0127-0100, OF4-
0128-0100, OF4-0129-0100, OF4-0052-0100, OF4-0130-0100, US4-0131-0100). Hazir

prob karigimlari ayrintili olarak Cizelge 3.4.’de verilmistir.
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Cizelge 3.4. Kullanilan prob karisimlari

Kromozom Numarasi Florokrom
2 Kirmizi(Spectrum Red)

1.KARISIM
18 Aqua(Spectrum Aqua)
13-21 Yesil(Spectrum green) Oligo Prob
20 Altm sarisi(Spectrum Gold)
6 Agqua
8 Kirmizi

2. KARISIM
9912 Altin sar1s1
11 Yesil Oligo Prob
1912 Yesil
4 Kirmizi

3.KARISIM
10 Altin saris1
14-22 Aqua Oligo Prob
17 Altin saris1
Yql2 Yesil

4 KARISIM
X Kirmizi
15 Altin saris1 Oligo Prob
5 Agqua
19 Kirmizi

5.KARISIM

3 21 Yesil Bac Prob

22 Altin saris1
3 Altin saris1
7 Agqua

6.KARISIM
12 Kirmizi
16 Yesil Oligo Prob

Her bir kutunun hibridizasyon tamponu bulunmaktadir. Problar, daha fazla hasta ornegi

calisabilmek c-Hibridizasyon tamponu

ile seyreltildi. Bu amacgla hasta Ornekleri

calisilmadan Once farkli miktarlarda seyrelttigimiz problarla hazirlanan FISH sonuglari

degerlendirildi. Sonucun iyi oldugu seyreltme miktar1 hasta 6rnekleri ig¢in kullanilda.

Oligo problar i¢in;

1. 2,5 ul c-Hib buffer (Diliisyon soliisyonu)

2. 1,5 pl kendi hibridizasyon tamponu
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3. 1 ul prob karigimi

Karstirildi ve buz iizerinde bekletildi. Bu karigim bes hasta i¢in hazirlandi. Her bir hastaya

1 ul prob+buffer karistmi konuldu.

Bac probu igin;

1. 2,5 ul kendi hibridizasyon tamponu
2. 1,5 pl c-Hibridizasyon tamponu (Sulandirma soliisyonu)
3. 1 ul prob (Dort farkli florokromla isaretli farkli sentromer probu)

Karstirildt ve buz iizerinde bekletildi. Prob karisimi bes hasta icin hazirlandi. Her bir

hastaya 1 pl prob+buffer karigimi1 konuldu.

3.4.1. Oligo prob icin FISH hazirlama

Hiicre kiiltiirii yapilan kemik iligi Ornekleri ¢ikarim islemleri tamamlandiktan sonra

yaklasik 50 pl alinarak lama damlatildi. Tamamen kurumasi saglandiktan sonra 2’ser dk

etanol serilerinden (%70-%85-%100) gegirildi. Lamlar kurumaya birakildi.

1. Bes hasta i¢in hazirlanan Prob+buffer karisimi her hasta i¢in 1pul alinip lam iizerine
damlatild1 ve uygun lamelle kapatildi.

2. Lamlar, 85°C’deki 1s1 blogu iizerine kondu. Lamlar 85°C’deki 1s1 blogu tizerinde 5

dk. (denatiirasyon basamagi) sonra 37 °C’de 5dk (hibridizasyon basamagi) bekletildi.

Slaytin tizerlerindeki lamel 2xSSC ‘de 5 dk bekletilerek diistirtildii.

Slaytlar 50 °C’deki yikama soliisyonu 1(0,2XSSC, %0.1 SDS)’de 2 dk bekletildi.

Sonra II. Yikama soliisyonu 2XSSC ‘deki lamlar 5 dk. oda sicakliginda bekletildi.

Lamlara 2 ul DAPI eklendi ve tizeri lamel ile kapatildi.

N o g &~ w

Fluoresan mikroskopta goriintiileme yapildi.
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3.4.2. Bac klonlan icin FISH hazirlama

Hiicre kiiltiirii yapilan kemik iligi ornekleri ¢ikarim islemleri tamamlandiktan sonra
yaklasik 50 pl almarak lamlara damlatildi. Tamamen kurumasi saglandiktan sonra 72
°C’deki formamid (%70’lik)’de 1dk yikandi daha sonra 1’er dk etanol serilerinden (%70-
%85-%100) gecirildi. Lamlar kurumaya birakildi.

1.  Bes hasta i¢in Prob+buffer karigimi hazirlandi. Falkon tiipiin i¢inde su banyosunda
(72°C) 10 dk denatiire edildi. Daha sonra bu karisim etiive (37°C) kaldirildi. En az 30
dk bekletildi.

2.  Etiivden ¢ikan karisim her hastaya 1 pl olacak sekilde lamele konuldu. Lamlarin

iizeri lamelle kapatildiktan sonra etrafi yapistirici ile hava almamasi i¢in yapistirildi.

1 gece etiivde bekletildi (Hibridizasyon basamagi).

Lamuin iizerlerindeki lamel 2xSSC ‘de 5 dk bekletilerek diistiriildii.

Lamlar 72 °C’deki yikama soliisyonu 1°de 2 dk bekletildi.

Sonra 2XSSC ‘deki lamlar oda sicakliginda yikama soliisyonu 2’de 2 dk bekletildi.

Daha sonra lamlar oda sicakligindaki 2xSSC’de bekletildi.

Lamlara 2 pl DAPI eklendi ve iizeri lamel ile kapatildi.

L N o g B~ W

Fluoresan mikroskopta goriintiileme yapildi.

3.4.3. Goriintiileme ve Degerlendirme

Hasta Ornekleri degerlendirilmeden 6nce her prob icin kontrol grubunda sayim yapildi.
Kontrol grubu sitogenetik olarak normal oldugu bilinen, Ontanisi kanser olmayan, 5
ornegin hiicre kiiltiiri peletlerinin karistirilmasi ile elde edildi. Her prob ig¢in bu hiicre
kiiltiirii karisimindan 1000’er hiicre degerlendirildi. Her bir kromozom i¢in sinir deger
belirlendi (Cizelge 3.5.). Smir degerleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
laboratuar degerlerinin altinda kalan problarda, klonalite g6z 6niine alinarak trizomi i¢in en

az 2, monozomi i¢in en az 3 olan laboratuar degerleri sinir deger olarak alindi.
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Cizelge 3.5. Sinir degerleri

Kromozomlar Monozomiler Trizomiler
(%) (%)
1 3,5 0,8
2 2,3 0
3 1,8 0,4
4 1 0,8
5 1,7 0
6 3,2 0,3
7 1,8 0
8 2,2 0
9 45 0,4
15 0,7
14 0,7
1,3 0,3
29,4 0,6
40 0
7,5 0
5 0
5 0,3
11,3 3,6
1,2 0,3
53 0
53 0
1,7 1,7
1,3 1,7
0,7 1,7

FISH incelemesinde her prob i¢in en az 200 interfaz hiicresi degerlendirilmesi hedeflendi.

Preparatlarin fotograflarinin ¢ekimi i¢in Olympus BX51 Floresan mikroskobuna bagli olan
Meta Systems (Almanya)’in ISIS Fish Imaging System programi kullanildi. Genel hiicre
goriintlisii icin  DAPI, yesil sinyalleri goriintiilemek i¢in FITC, kirmizi sinyalleri
goriintimek i¢in SpO, Aqua (mavi) sinyalleri goriintiimek icin Aqua, sart Sinyalleri

goriintlimek i¢in gold filtreleri kullanilarak fotograf ¢ekimi gergeklestirildi (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. 8’inci hastaya ait FISH goriintiisii (Aqua: 2 numarali kromozom, Kirmizi: X

kromozomu, Gold: 15 numarali kromozom)
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Sekil 3.2. 3’lincii hastaya ait FISH goriintiisii (Kirmizi: 4 numarali Kromozomu, Yesil: 14-

22 numarali kromozom)

35



3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Calismanin istatistiksel analizlerinin yapilmast amaciyla SPSS 15.0 paket programi
kullanilmistir. Calismada elde edilen veriler 6rneklem capinin kiigiik olmasi nedeniyle
parametrik olmayan analiz yontemleri ile degerlendirilmistir. Kromozomlarin birbiriyle
olan iligkilerinin incelenmesinde spearman korelasyon analizi uygulanmis, ayrica birlikte
bulunma yiizdelerinin hesaplanmasinda ¢apraz tablolardan ve anlamliligin test edilmesi
icin ise ki-kare analizinden yararlanilmistir. Calisma sonucu elde edilen sonuglar frekans
dagilimlar1 ve ylizdeliklerle 6zetlenmis anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 kabul edilmistir.
Yine patolojinin kaybin ve kazancin en fazla hangi kromozomlara bakilarak elde
edildiginin saptanmasi amaciyla SPSS ve excel paket programlar1 yardimiyla kromozom
kombinasyonlari olusturulmus ve bu kombinasyonlara ait bulgular da frekans dagilimlar

ve ylizdeliklerle ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu arastirmada 8 kadin 21 erkek hasta olmak iizere toplam 29 hastaya ait kemik iligi
ornekleri caligildi. Hiicre kiiltiirii sonras1 yapilan FISH incelenmesinde hastalarin 1., 2., 3.,
4.,5.,6.,7,8.,9,10.,11.,12.,13-21., 14.22,, 15,, 16., 17., 18., 19,, 20., 21., 22., X. ve Y.

kromozomlarina ait sayisal diizensizlikleri saptandi.

Tiim kromozomlar i¢in en az 200 nukleus degerlendirilmeye c¢alisildi. Hastalarin hiicre
kiltlirii pelet miktar1 yeterli olmadigi durumlarda bazi kromozomlar sayilamadi ya da 200
nukleustan daha az sayildi. Toplam 29 hastanin degerlendirilebildigi kromozomlar Cizelge

4.1.°de toplu olarak gdsterilmistir.

Cizelge 4.1. Interfaz nukleuslarinda degerlendirilen kromozomlar

KROMOZOMLAR

1{2|3|4|5|6|7|8]|9|10 |11 |12 {13-|14-|15|16 |17 |18 |19 (20 |21 |22 |X|Y
21 |22

=l HASTA

N

SN




18

19

20

23

25

28

29

30

33

34

35

36

37

38

39

40

41

B En koyu boyanan alanlar 200 nukleus sayilabilen kromozomlar1 gostermektedir
Orta koyulukta boyanan alanlar 200’den az nukleus sayilabilen kromozomlari géstermektedir

] Boyanmayan alanlar sayilamayan kromozomlar1 gdstermektedir

Her kromozom i¢in degerlendirilen hastalarda sayilan interfaz sayisi, bulunan sayisal
anomali oranlar1 ve bunlardan sinir degerleri lizerinde olanlar sirasiyla Cizelge 4.2., 4.3.,
44. 45, 46., 4.7., 48, 49, 410, 411, 412, 413, 4.14., 4.15., 4.16., 4.17., 4.18.,
4.19.,4.20.,4.21.,4.22.,4.23., 4.24., 4.25.”de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. 1 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilar1 ve

saptanan andploidi oranlari

1. KROMOZOM
Hszta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayis1 Normal |[monozomi| % |trizomi| %
1 200 1 %0,5
2 65 Normal
3 200 2 %1,0
4 200 5 %2,5
5 200 2 %1,0 3 %1,5
6 200 4 %2,0
7 200 13 %06,5
8 200 3 %1,5 1 %0,5
9 200 9 %4,5
15 200 8 %4,0 3 %1,5
16 200 18 %9,0
17 200 4 %2,0 3 %1,5
18 200 10 %05,0 14 %7,0
19 200 7 %3,5
20 200 Normal
23 200 Normal
25 200 Normal
28 200 Normal
29 200 1 %0,5
30 200 5 %2,5
33 200 3 %1,5
34 200 4 %2,0
35 200 4 %2,0
36 200 Normal
37 200 2 %1,0 1 %0,5
38 200 4 %2,0
39 200 2 %1,0
40 200 2 %1,0
41 200 5 %2,5
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Cizelge 4.3. 2 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilar1 ve

saptanan andploidi oranlari

2. KROMOzZOM
Hszta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayisi Normal| monozomi % |trizomi| %

1 200 1 %0,5
2 200 2 %1,0

3 200 3 %1,5

4 72 Normal

5 200 Normal

6 200 4 %2,0

7 200 6 %3,0 3 %1,5
8 200 2 %1,0

9 200 Normal

15 200 3 %1,5
16 200 Normal

17 200 Normal

18 200 3 %1,5
19 200 5 %2,5

20 200 Normal

23 SAYILAMADI

25 200 Normal

28 200 4 %2,0
29 200 Normal

30 200 10 [%5,0
33 200 6 %3,0 5 %2,5
34 200 Normal

35 200 Normal

36 200 Normal

37 200 Normal

38 200 Normal

39 200 Normal

40 200 Normal

41 200 Normal
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Cizelge 4.4. 3 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve

saptanan andploidi oranlari

3. KROMOZOM
Hﬁzta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayisi Normal | monozomi| % |trizomi| %
1 200 3 %1,5
2 200 Normal
3 200 3 %1,5
4 SAYILAMADI
5 200 Normal
6 200 Normal
7 200 3 %1,5
8 200 3 %1,5
9 200 Normal
15 200 3 %1,5
16 200 8 %4,0
17 200 36 [%18,0
18 200 20 |%10,0
19 200 2 %1,0 3 %1,5
20 200 Normal
23 200 1 %0,5 4 %2,0
25 156 1 %0,6 2 %1,3
28 200 Normal
29 200 5 %2,5
30 SAYILAMADI
33 200 | | | | 46 |%23,0
34 SAYILAMADI
35 200 15 %7,5
36 200 Normal
37 200 Normal
38 200 Normal
39 200 2 %1,0
40 200 4 %2,0
41 200 2 %1,0
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Cizelge 4.5. 4 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilar1 ve

saptanan andploidi oranlari

4, KROMOZOM
H;zta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayisi Normal |[monozomi| % |trizomi| %

1 200 3 %1,5

2 SAYILAMADI

3 200 35 %17,5

4 60 5 %8,3

5 100 5 %5,0

6 200 4 %2,0

7 200 13 %6,5

8 200 Normal

9 200 3 %1,5 4 %2,0
15 200 3 %1,5
16 200 56 %28,0

17 200 14 %7,0

18 200 Normal

19 200 Normal

20 200 Normal

23 100 Normal

25 200 Normal

28 200 Normal

29 200 Normal

30 SAYILAMADI

33 200 Normal

34 200 8 %4,0
35 200 6 %3,0
36 200 Normal

37 200 1 %0,5
38 200 3 %1,5
39 200 Normal

40 200 2 %1,0 2 %1,0
41 200 3 %1,5
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Cizelge 4.6. 5 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilar1 ve

saptanan andploidi oranlari

5. KROMOZOM
H;Zta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayisi Normal |[monozomi| % |trizomi| %

1 200 Normal

2 200 Normal

3 200 2 %1,0

4 SAYILAMADI

5 175 Normal

6 200 Normal

7 SAYILAMADI

8 200 Normal

9 200 Normal

15 200 Normal

16 200 125 |%62,5
17 200 40 |%20,0
18 200 5 %2,5

19 200 36 |%18,0
20 200 Normal

23 200 Normal

25 SAYILAMADI

28 200 Normal

29 200 Normal

30 SAYILAMADI

33 200 | Normal | | | |
34 SAYILAMADI

35 200 | Normal | | | |
36 SAYILAMADI

37 SAYILAMADI

38 SAYILAMADI

39 SAYILAMADI

40 SAYILAMADI

41 SAYILAMADI
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Cizelge 4.7. 6 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilar1 ve

saptanan andploidi oranlari

6. KROMOZOM
Hﬁzta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayisi Normal | monozomi| % |trizomi| %

1 200 2 %1,0

2 200 13 %6,5

3 200 3 %1,5

4 20 Normal

5 200 5 %2,5

6 200 2 %1,0

7 200 Normal

8 200 Normal

9 200 4 %2,0

15 200 6 %3,0 3 %1,5
16 200 78  1%39,0
17 200 8 %4,0
18 200 Normal

19 200 Normal

20 200 Normal

23 85 9 %10,6

25 200 Normal

28 200 9 %4,5

29 200 4 2,0%

30 200 10 %5,0

33 200 8 %4,0

34 200 6 %3,0

35 200 10 %5,0

36 200 11 %5,5

37 200 1 %0,5

38 140 Normal

39 SAYILAMADI

40 200 Normal

41 200 20 %10,0
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Cizelge 4.8. 7 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve

saptanan andploidi oranlari

Hasta

7. KROMOZOM

NoO Sayilan Hiicre Patoloji

Sayisi Normal | monozomi| 9% |trizomi| %
1 200 2 %1,0 2 %1,0
2 200 3 %1,5 1 %0,5
3 200 3 %1,5
4 SAYILAMADI
5 200 2 %1,0
6 200 3 %1,5
7 200 2 %1,0
8 200 7 %3,5
9 200 Normal
15 200 Normal
16 200 106 |%53,0
17 200 48 1%24,0
18 200 3 1,5%
19 200 4 %2,0
20 200 Normal
23 200 7 %3,5
25 200 1 0,5% 2 %1,0
28 200 Normal
29 200 Normal
30 SAYILAMADI
33 200 | 5 | w%25]|
34 SAYILAMADI
35 200 10 %5,0
36 200 3 1,5% 2 %1,0
37 200 22 %11,0
38 200 2 %1,0
39 200 5 %2,5
40 200 2 %1,0
41 200 10 %5,0 4 %2,0
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Cizelge 4.9. 8 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz

saptanan andploidi oranlari

nukleus sayilar1 ve

Hasta

8. KROMOZOM

NoO Sayilan Hiicre Patoloji
Sayisi Normal | monozomi| % |trizomi| %

1 200 Normal

2 200 17 %8,5

3 200 6 %3,0

4 45 Normal

5 120 Normal

6 200 Normal

7 200 Normal

8 200 2 %1

9 200 Normal

15 110 Normal

16 200 5 %2,5

17 200 3 %1,5

18 200 3 %1,5 4 %2,0

19 200 Normal

20 200 Normal

23 200 Normal

25 200 Normal

28 200 8 %4,0

29 200 5 %2,5

30 200 Normal

33 200 Normal

34 104 13 %12,5

35 200 Normal

36 200 Normal

37 200 Normal

38 158 Normal

39 200 3 %1,5

40 200 1 %0,5

41 200 4 %2,0
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Cizelge 4.10. 9 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilar1 ve

saptanan andploidi oranlari

9. KROMOzZOM
ngzta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayis1 Normal | monozomi| % |[trizomi| %
1 94 13 %13,8
2 200 13 %6,5
3 200 6 %3,0
4 112 10 %8,9 2 %1,8
5 200 15 %7,5 3 %1,5
6 200 5 %2,5 21 |%10,5
7 200 9 %4,5
8 200 Normal
9 200 21 %10,5
15 200 14 7,0%
16 200 7 38 1%30,0
17 200 19 %9,5
18 200 14 %7,0
19 200 6 %3,0 6 %3,0
20 200 Normal
23 200 18 %9,0
25 200 5 %2,5
28 200 7 %3,5
29 200 9 %4,5 4 %2,0
30 200 8 %4,0
33 200 10 %5,0 30 |%15,0
34 200 8 %4,0 37 %185
35 200 13 %6,5
36 200 13 %6,5
37 200 30 %15,0
38 200 3 %1,5 4 %2,5
39 200 5 %2,5 1 1%
40 200 33 %16,5
41 200 4 %2,0 4 %2,5
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Cizelge 4.11. 10 numarali kromozom icin degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve

saptanan andploidi oranlari

10. KROMOZOM
ot Sayilan Hiicre Patoloji
Sayisi Normal | monozomi| % |trizomi| %

1 200 5 %2,5
2 180 2 %1,1
3 200 2 %1,0
4 60 Normal

5 100 Normal

6 200 2 %1,0
7 200 1 %0,5 2 %1,0
8 200 Normal

9 200 Normal

15 200 Normal

16 200 Normal

17 200 Normal

18 200 Normal

19 200 Normal

20 200 Normal

23 100 Normal

25 200 Normal

28 200 Normal

29 200 Normal

30 SAYILAMADI
33 200 Normal

34 200 Normal

35 200 Normal

36 200 Normal

37 200 1 %0,5
38 200 Normal

39 200 Normal

40 200 Normal

41 200 Normal
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Cizelge 4.12. 11 numarali kromozom icin degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve

saptanan anoploidi oranlari

11. KROMOZOM

Hﬁzta Sayilan Hiicre Patoloji

Sayisi Normal | monozomi| % |trizomi| %
1 200 14 %7,0
2 200 Normal
3 200 Normal
4 45 Normal
5 120 Normal
6 200 15 %7,5
7 200 Normal
8 200 Normal
9 200 4 %2,0
15 110 3 %2,7
16 200 12 %6,0 3 %1,5
17 200 34  |%17,0
18 200 Normal
19 200 24 1%12,0
20 200 5 %2,5
23 200 10 %5,0
25 200 Normal
28 200 6 %3,0
29 200 3 %1,5
30 200 9 %4,5
33 200 Normal
34 104 13 %125
35 200 4 %2 4 %2,0
36 200 Normal
37 200 5 %2,5
38 158 Normal
39 SAYILAMADI
40 200 3 %1,5
41 200 Normal
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Cizelge 4.13. 12 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve
saptanan andploidi oranlari

12. KROMOZOM
Hszta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayis1 Normal [ monozomi| % |trizomi| %
1 200 1 %0,5
2 200 1 %0,5
3 200 2 %1,0
4 SAYILAMADI
5 200 Normal
6 200 2 %1,0
7 200 Normal
8 200 Normal
9 200 Normal
15 200 Normal
16 200 2 %1,0 2 %1,0
17 200 5 %2,5
18 200 Normal
19 200 7 %3,5
20 200 Normal
23 200 3 %1,5
156 4 %2,6
25
28 200 Normal
29 200 4 %2,0
30 SAYILAMADI
33 200 | I 2,5% | |
34 SAYILAMADI
35 200 Normal
36 200 Normal
37 200 Normal
38 200 Normal
39 200 3 %1,5
40 200 Normal
41 200 Normal
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Cizelge 4.14. 13-21 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve

saptanan andploidi oranlari

13.-21. KROMOZOM

ngzta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayis1 Normal | monozomi| % |[trizomi| %

1 200 14 %7,0

2 100 59 %59,0

3 200 48 %24,0

4 SAYILAMADI

5 200 40 %20,0

6 200 100 %50,0

7 200 29 %14,5 3 %1,5
8 200 80 %40,0

9 150 13 %8,7

15 200 185 %92,5

16 200 70 %35,0

17 200 14 %7,0 9 %4,5
18 200 32 %16,0

19 200 16 %8,0 5 %2,5
20 200 2 %1,0 4 %2,0
23 SAYILAMADI

25 111 Normal

28 200 80 %40,0

29 200 4 %2,0 2 %1,0
30 155 16 %10,3

33 102 60 %58,8

34 200 10 %5,0

35 166 65 %39,2

36 200 6 %3,0 1 %0,5
37 200 46 %23,0

38 145 10 %06,9

39 152 72 %47,4

40 200 42 %21,0

41 200 58 %29,0
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Cizelge 4.15. 14-22 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve

saptanan andploidi oranlari

Hasta

14.-22. KROMOZOM

No | Sayian Hiicre Patoloji
Sayis1 Normal | monozomi % trizomi %
1 146 16 %34,7
2 SAYILAMADI
3 200 33 %16,5
4 75 9 %12,0
5 57 7 %12,3
6 126 26 %20,6
7 200 53 %26,5
8 200 29 %14,5 2 %1,0
9 200 35 %17,5
15 200 70 %35,0
16 SAYILAMADI
17 200 Normal
18 200 28 %14,0
19 200 25 %12,5
20 200 49 %24,5
23 SAYILAMADI
30 Normal
25
28 200 31 %15,5
29 200 15 %7,5
30 SAYILAMADI
33 150 27 %18,0
34 55 6 %10,9
35 200 23 %11,5
36 200 11 %05,5 2 %1,0
37 SAYILAMADI
38 100 3 %1,5
39 100 8 %8,0
40 200 7 %3,5
41 33 Normal
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Cizelge 4.16. 15 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve
saptanan andploidi oranlari

15. KROMOZOM

ngzta Sayilan Hiicre Patoloji

Sayis1 Normal | monozomi| % |trizomi| %
1 200 5 %2,5
2 200 2 %1,0 1 %0,5
3 200 8 %4,0
4 100 Normal
5 160 2 %1,3 2 %1,3
6 200 3 %1,5
7 200 Normal
8 200 5 %2,5 2 %1,0
9 200 10 %5,0
15 200 7 %3,5
16 200 75 %375
17 200 18 %9,0 36 |%18,0
18 200 3 %1,5 3 %1,5
19 200 Normal
20 200 11 %5,5 4 %2,0
23 200 10 %5,0
25 200 4 %2,0
28 200 4 %2,0
29 200 3 %1,5
30 100 Normal
33 200 Normal
34 65 6 %9,2
35 200 Normal
36 200 3 %1,5
37 200 38 %19,0
38 200 4 %2,0
39 200 5 %2,5
40 200 7 %3,5
41 200 8 %4,0
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Cizelge 4.17. 16 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve
saptanan andploidi oranlari

16. KROMOZOM

Hszta Sayilan Hiicre Patoloji

Sayis1 Normal | monozomi| % |[trizomi| %
1 200 3 %1,5
2 200 5 %2,5
3 200 2 %1,0 1 %0,5
4 SAYILAMADI
5 200 5 %2,5 1 %0,5
6 100 8 %8,0
7 200 Normal
8 200 17 %8,5
9 200 3 %1,5
15 200 1 %0,5 1 %0,5
16 200 14 %7,0
17 200 14 %7,0
18 200 13 [%6,5
19 200 9 %4,5 %0,0
20 200 2 %1,0
23 200 2 %1,0 1 %0,5
25 100 Normal
28 200 2 %1,0 3 %1,5
29 200 3 %1,5
30 SAYILAMADI
33 200 | | 4 |w20| 2 [%10
34 SAYILAMADI
35 200 86 %43,0
36 200 9 %4,5
37 200 5 %2,5
38 200 4 %2,0
39 200 5 %2,5
40 200 6 %3,0
41 200 26 %13,0
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Cizelge 4.18. 17 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve
saptanan andploidi oranlari

17. KROMOZOM
ngzta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayis1 Normal | monozomi| % |trizomi| %
1 200 8 %4,0
2 200 4 %2,0
3 200 6 %3,0
4 150 2 %1,3
5 200 10 [%5,0
6 200 9 %4,5
7 200 Normal
8 200 14 %7,0
9 200 16 %8,0
15 200 4 %2,0
16 200 2 %1,0 2 %1,0
17 200 Normal
18 200 3 %1,5
19 200 8 %4,0
20 200 Normal
23 200 Normal
25 200 4 %2,0
28 200 2 %1,0
29 200 Normal
30 136 4 %2,9 4 %2,9
33 200 13 %06,5
34 200 3 %1,5
35 200 4 %2,0
36 200 3 %1,5
37 200 5 %2,5
38 200 6 %3,0
39 200 Normal
40 200 6 %3,0
41 200 4 %2,0
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Cizelge 4.19. 18 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve
saptanan andploidi oranlari

18. KROMOZOM

Hasta Sayilan Hiicre Patoloji
No Sayis1 Normal | monozomi| % |trizomi| %
1 200 2 %1,0
2 200 8 %4,0
3 200 Normal

4 160 4 %2,5
5 200 4 %2,0
6 200 12 %6,0
7 200 20 %10,0
8 200 24 %12,0
9 200 13 %6,5
15 200 9 %4,5
16 200 6 %3,0
17 200 Normal

18 200 3 %1,5
19 200 13 %6,5
20 200 Normal

23 50 Normal

25 200 Normal

28 200 11 %5,5
29 200 2 %1,0
30 200 3 %1,5
33 200 18 %9,0
34 200 3 %1,5
35 200 12 %6,0
36 200 Normal

37 200 6 %3,0
38 200 1 %0,5
39 200 Normal

40 200 29 %14,5
41 200 32 %16,0
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Cizelge 4.20. 19 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve
saptanan andploidi oranlari

19. KROMOZOM

ngzta Sayilan Hiicre Patoloji

Sayis1 Normal| monozomi % |trizomi| %
1 200 2 %1,0
2 200 Normal
3 200 Normal
4 SAYILAMADI
5 100 Normal
6 200 Normal
7 SAYILAMADI
8 200 Normal
9 200 Normal
15 200 Normal
16 200 112  |%56,0
17 200 45  |%22,5
18 200 Normal
19 200 10 %05,0
20 200 Normal
23 200 Normal
25 SAYILAMADI
28 200 3 %1,5
29 200 Normal
30 SAYILAMADI
33 SAYILAMADI
34 SAYILAMADI
35 SAYILAMADI
36 SAYILAMADI
37 SAYILAMADI
38 SAYILAMADI
39 SAYILAMADI
40 SAYILAMADI
41 200 | | 3 |%1,5| |
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Cizelge 4.21. 20 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve

saptanan andploidi oranlari

20. KROMOZOM

ngzta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayis1 Normal | monozomi| % |trizomi| %

1 200 3 %1,5

2 200 15 %7,5

3 200 7 %3,5 2 %1,0
4 72 Normal

5 200 Normal

6 200 6 %3,0

7 200 14 %7,0

8 200 Normal

9 200 3 %1,5 2 %1,0
15 200 3 %1,5 2 %1,0
16 200 Normal

17 200 Normal

18 200 7 %3,5 6 %3,0
19 200 3 %1,5 3 %1,5
20 200 Normal

23 SAYILAMADI

25 200 5 %2,5

28 200 10 %5,0

29 200 4 %2,0

30 200 4 %2,0

33 200 11 %05,5

34 200 Normal

35 200 4 %2,0

36 200 Normal

37 200 Normal

38 200 5 %2,5 2 %1,0
39 200 2 %1,0

40 200 3 %1,5

41 200 8 %4,0
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Cizelge 4.22. 21 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve

saptanan andploidi oranlari

Hasta

21. KROMOZOM

No | Saylan Hiicre Patoloji
Sayis1 Normal | monozomi % trizomi %
1 200 Normal
2 200 2 %1,0
3 200 Normal
4 SAYILAMADI
5 200 Normal
6 200 Normal
7 SAYILAMADI
8 200 Normal
9 200 Normal
15 200 Normal
16 200 5 %2,5 7 %3,5
17 200 34 %17,0
18 200 Normal
19 200 Normal
20 200 Normal
23 200 Normal
25 SAYILAMADI
28 200 Normal
29 200 7 %3,5
30 SAYILAMADI
33 SAYILAMADI
34 SAYILAMADI
35 SAYILAMADI
36 SAYILAMADI
37 SAYILAMADI
38 SAYILAMADI
39 SAYILAMADI
40 SAYILAMADI
41 SAYILAMADI
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Cizelge 4.23. 22 numarali kromozom i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilari ve
saptanan andploidi oranlari

22. KROMOZOM
ngzta Sayilan Hiicre Patoloji
Sayis1 Normal| monozomi % |trizomi %
1 200 Normal
2 200 Normal
3 200 3 %1,5
4 SAYILAMADI
5 100 Normal
6 200 6 %3,0
7 SAYILAMADI
8 200 Normal
9 200 Normal
15 200 Normal
16 200 Normal
17 200 Normal
18 200 Normal
19 200 Normal
20 200 Normal
23 200 Normal
25 SAYILAMADI
28 200 Normal
29 200 4 %2,0
30 SAYILAMADI
33 SAYILAMADI
34 SAYILAMADI
35 SAYILAMADI
36 SAYILAMADI
37 SAYILAMADI
38 SAYILAMADI
39 SAYILAMADI
40 SAYILAMADI
41 200 | | 3 (%15 2 | %15
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Cizelge 4.24. X kromozomu i¢in degerlendirilen interfaz nukleus sayilar1 ve saptanan

andploidi oranlart

Hasta

X. KROMOZOM

No | Sayilan Hiicre Patoloji
Sayisi Normal | KAYIP | % |KAZANIM| %
1 200 3 %1,5
2 200 15 %7,5
3 200 7 %3,5 2 %1,0
4 72 Normal
5 200 Normal
6 200 6 %3,0
7 200 14 %7,0
8 200 Normal
9 200 3 %1,5 2 %1,0
15 200 3 %1,5 2 %1,0
16 200 Normal
17 200 4 %2,0
18 200 7 %3,5 6 %3,0
19 200 3 %1,5 3 %1,5
20 200 Normal
23 SAYILAMADI
25 200 5 %2,5
28 200 10 5,0%
29 200 4 %2,0
30 200 4 %2,0
33 200 11 %5,5
34 200 Normal
35 200 4 %2,0
36 200 Normal
37 200 5 %2,5
38 200 3 %1,5
39 200 Normal
40 200 Normal
41 200 2 %1,0
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Cizelge 4.25. Y kromozomu igin degerlendirilen interfaz nukleus sayilar1 ve saptanan
andploidi oranlart

Y. KROMOZOM

H;zta Sayilan Hiicre Patoloji

Sayisi Normal | KAYIP| % |KAZANIM| %
1 200 Normal
2 200 Normal 3 %1,5
3 *
4 *
5 200 10 %5,0
6 200 18 %9,0
7 200 Normal
8 200 Normal 2 %1,0
9 200 Normal
15 200 Normal
16 200 12 %6,0
17 200 Normal 6 %3,0
18 200 30 |%15,0
19 200 Normal
20 200 Normal
23 *
25 SAYILAMADI
28 200 56 %28
29 *
30 100 3 %3,0
33 *
34 165 Normal 2 %1,2
35 200 60 |%30,0
36 *
37 *
38 200 2 %1 5 %2,5
39 *
40 200 4 %1 1 %0,5
41 200 2 %1,0

* Kadin hastalarda Y kromozomu olmadig: i¢in degerlendirilmemistir.

Elde edilen veriler biitiin olarak degerlendirildiginde her kromozom i¢in incelenebilen vaka

sayis1 ve saptanan sayisal anomali oranlar1 Cizelge 4.26’da verilmistir.
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Cizelge 4.26. Her bir kromozomda

yiizdeleri

saptanan monozomi, trizomi ve sayisal anomali

Kromozom

10

11

12

13-
21

14-
22

15

16

17

18

19

20

21

22

Degerlendirilen
Olgu Sayisi

29

28

26

27

18

28

26

29

29

28

28

26

27

24

29

26

29

29

17

28

16

17

28

21

Anomali saptanan
olgu

10

22

13

12

Anomali orani (%)

24,1

143

26,9

33,3

16,7

35,7

26,9

17,2

72,4

46,4

11,5

44,4

13,8

26,9

17,2

10,3

17,6

14,3

18,8

59

28,6

32,1

Monozomi
saptanan olgu
sayIsi

15

Trizomi saptanan
olgu sayisi

11

Monozomi+Trizomi
saptanan olgu
sayisl

Hiperloidik
olgularda
monozomi

Hipodiploidik
olgulardaTrizomi

Her hiicrede, 22 kromozom

ve cinsiyet kromozomlar1 ayni anda degerlendirilememekle

birlikte, her hasta i¢in es zamanli olarak kromozomlar sayisal olarak degerlendirildiginden
hastalarin  kromozom sayilar1 hakkinda yaklasik bir degerlendirme yapilabilir. Bu
degerlendirme yapilirken normalden sapan sayimlar (nullozomi, monozomi, trizomi,
tetrazomi) degerlendirilmeye alindi. Sayillamayan kromozomlar degerlendirme disi
birakildi. Boyle bir degerlendirme yapildiginda 29 hastadaki kromozom sayilar1 40 ile 51
arasinda degismektedir. Hastalarin toplam kromozom sayilarina gore dagilimi Cizelge
4.27.de verildi. Hastalarda saptanan kromozom kazanim, kayip ve toplam kromozom

sayilari ise ¢izelge 4.28°de gosterildi.

Cizelge 4.27. Toplam kromozom sayisina gore hastalarin dagilimi

TOPLAM
KROMOZOM
40 | 42 | 43 | 44 | 45 | 146 | 47 | 48 | 49 | 50 | 53 HASTA
SAYISI
SAYISI
HASTA SAYISI 2 1 6 7 2 2 1 1 4 1 1 29

[1 Kromozom sayist 46 olan iki hasta bulunmaktadir. Bu hastalar, sayisal olarak normal goriinse de

monozomi ve trizomilere sahiptir.
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Cizelge 4.28. Hastalarda kromozom kayip ve kazanimlariin gosterimi

Hasta No Kromozom Sayis1
1 -9, -11 44
2 -6, -8, -9, -13-21, -20 40
3 -4,-8, -X 43
4 -4, -9, 44
5 -4, -9, 44
6 +9, +11, -13-21, -16, -22, -X,-Y | 43
7 -1,-2,-4,-9, -20, -X 40
8 +7,-13-21, -16, -17, -18, 43
9 -1, +4, -9, +11, -17, 45
15 -1,-9, +11, -13-21, 44
16 +1, 43, -4, +5, 46, +7, +9, -11, - | 50
13-21, +15, -16, +19, +21, -Y
17 +3, -4, +5, +6, +7, +9, +11, +13- | 53
21, -15, +15, -16, +19, +21, +X, -
Y
18 +1, -1, +3, +8, -9, +16, +20, +X, - | 49
Y
19 -1, +5, 49, +11, -12, +13-21, +19, | 49
20 +11, +13-21, +15 49
23 +3, -6, -7, -9, +11, 45
25 +12 47
28 +2, -6, -8, +11, -13-21, -X, -Y 43
29 -9, +9, +12, -21, 46
30 +1, 42, -6, +11, +17, -Y 48
33 +2, -2, +3, -6, -9, +9, -13-21, -17, | 42
-20, -X
34 +4, -8, +9, +11, +15 49
35 +3, +4, -6, -7, -9, +11, -13-21, - | 43
16, -Y
36 -6, -9, 44
37 -7,-9, -15, +X 44
38 +9,-Y 46
39 -13-21, 45
40 -3,-9,-18 43
41 -6, -7, +7, +9, -16, -18 44

Degerlendirilen her bir kromozomda monozomi, trizomi

yiizdeleri sirasiyla sekil 41., 4.2. ve 4.3.”de gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Kromozomlarda monozomi bulunma yiizdeleri

Trizomi

50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

W Trizomi

15
16
17
18
19
20
21
22

13-21
14--22

Sekil 4.2. Kromozomlarda trizomi bulunma ytizdeleri
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Sekil 4.3 Kromozomlarda sayisal anomali bulunma yiizdeleri

Calismamizda genel olarak her hastada anoploidi saptandi. Non-hiperdiploidi gosteren 20

olgu, hiperdiploidi gosteren 9 oldu saptandi. Kromozom sayisi 46 olan iki hasta
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bulunmaktadir. Bu hasta sayisal olarak normal goriilse de monozomi ve trizomilere sahiptir

(ps6dodipolodik kurulus). Sonug olarak hipodiplodik kruruluga sahip 18 hasta saptandi.

Aragtirma sonuglarimiza gore: en sik monozomi; sirasiyla 9, 6, 16, 7 ve 4 numaral
kromozomlarda, en sik trizomi ise sirasiyla 11, 9, 3, 4 ve 5 numarali kromozomlarda
saptand1. Sayisal anomali saptanan kromozomlar genel olarak degerlendirildiginde, 9, 11,
6, 4 ve 16 numarali kromozomlarin ilk sirada yer aldigi gozlendi. En stk monozomi,

trizomi ve sayial saptanan kromozomlar Cizelge 4.29.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.29. Monozomi, trizomi ve sayisal anomalinin en sik goriildiigii kromozomlar

En sik goriilen monozomiler En sik goriilen trizomiler En sik sayisal anomali goriilen
(Kromozomda goriilme %) (Kromozomda goriilme %) kromozomlar
(Kromozomda goriilme %)

Kromozom 9 Kromozom 11 Kromozom 9
(9%51,7) (%39,3) (%72,4)

Kromozom 6 Kromozom 9 Kromozom 11
(9%28,6) (9%31) (%46,4)

Kromozom 16 Kromozom 3 Kromozom 6
(%23,1) (%26,9) (%35,7)

Kromozom 7 Kromozom 4 Kromozom 4
(%15,4) (%18,5) (%33,3)

Kromozom 4 Kromozom 5 Kromozom 16
(%14,8) (9%16,7) (9626,9)

En sik monozomi saptanan 9 ve 6. kromozomlar birlikte degerlendirildiginde hastalarin %
64,3’linde monozomi saptandi. Bu kromozomlara 16. kromozom eklendiginde hipodiplodi
yakalama oranmin %81,5’a, 7. ve 4. kromozomlar da eklendiginde %85,2°e ulast1 (

Cizelge 4.30).

En sik trizomi saptanan 11ve 9. kromozomlar birlikte degerlendirildiginde % 57,1 oraninda
hastada trizomi saptandi. Bu kromozomlara 3. kromozom eklendiginde oran % 64 olarak
bulundu. En ¢ok trizomi saptanan ilk bes kromozom (kromozom 11, 9, 3, 4, 5) birlikte
degerlendirildiginde hiperdiplodik kurulus olup yakalanan hasta yiizdesi 76,5’e kadar ¢ikti(
Cizelge 4.30).
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Genel olarak degerlendirildiginde sayisal degisiklikler, en ¢ok 9 ve 11 numaral

kromozomlarda bulundu. Bu iki kromozom birlikte degerlendirildiklerin sayisal

diizensizlik bulunan hastalarin %85 oraninda saptanabildigi goriildii. Bu kromozomlara en
sik sayisal diizensizlik goriilen tgiincii kromozom olan 6 numarali kromozom da
eklendiginde belirtilen oran %89,3 ulasti. En sik sayisal diizensizlik saptanan ilk bes
kromozom (4, 6, 9, 11 ve 16 numarali kromozomlar) bir arada degerlendirildiginde ise

anodploidiyi yakalama oran1 %96,4 olarak belirlendi (Cizelge 4.30).

Cizelge 4.30. En stk sayisal anomali saptanan kromozomlarin  birlikte

degerlendirildiklerinde yakaladiklari sayisal anomali olan hasta oranlari

En stk monozomi saptanan En sik trizomi saptanan En sik sayisal dizensizlik
kromozomlar kromozomlar saptanan kromozomlar
Birlikte Hipodiplodik | Birlikte Hiperdiplodik | Birlikte Sayisal
degerlendirilen | kurulusu degerlendirilen | kurulusu degerlendirilen | diizensizlik
c | yakalama c | yakalama " | olan
romozomlar orani(%) romozomlar orani(%) romozomlar kurulusu
yakalama
orani(%)
9,6 64,3 11,9 57,1 9,11 85
9,6, 16 81,5 11,9,3 64 9,11,6 89,3
9,6,16,7,4 85,2 11,9,3,4,5 76,5 9,611,6,4,16 96,4
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S.TARTISMA VE SONUC

Multiple myelom, monoklonal plazma hiicrelerinin klonal artis1 ile ortaya ¢ikan malign bir
hastaliktir (Seidel vd 1998, George ve Sadovsky 1999, Podar vd 2001, Alexandrakis vd
2003, Trikha vd 2003, Kyle vd 2004, Sirohi ve Powles 2004, Dispenzieri ve Lacy 2004,
Abroun vd 2004, Tricot ve Fassas 2005). MM malign hastaliklarin % 1’ini, tim
hematolojik malignensilerin %15’ini olusturur. Hastaligin ortalama goriillme yas1
erkeklerde 69, kadinlarda 71°dir. Tiim vakalarin %5’inden az1 40 yasin altindadir (Trigot
ve Fassas 2005). Ulkemizde hala genis bir insidans ¢alismas1 bulunmamaktadir. Avrupa ve
Amerika’da genel toplumda goriilme siklig1 4/100.000 olup erkeklerde kadinlara nazaran
daha sik goriilmektedir. Yine siyah irkta goriilme sikligi beyazlara gore iki kat daha
fazladir. Beyazlar iginde ise en az Asya kokenlilerde goriilmektedir (Sirohi ve Powles

2004, Trigot ve Fassas 2005).

MM’da prognoz olduk¢a degiskendir. Konvansiyonel tedavi secenekleri ile ortalama
yagam stiresi 3 yildir. Hastalarin ancak %10’u 10 yildan fazla yasayabilmektedir. Son 30
yildaki tedavi konusundaki gelismelere ragmen MM tam olarak tedavi edilemeyen bir
hastalik olarak tanimlanmaktadir (Pratt 2002, Fonseca vd 2003, Chen vd 2007, Mohamed
vd 2007). Yas, cinsiyet irk, aliskanliklar (sigara, alkol), kronik antijenik stimiilasyonlar,
alerjik ve otoimmiin hastaliklar, mesleki ve bazi kimyasal maddelere maruziyet,
kromozomal bozukluklar gibi ¢esitli faktdrlerin MM etyolojisinde rol aldig ileri
striilmiistiir. Ancak, sigara ve alkol kullanimi ile myelom arasinda iliski saptanmayan
yayinlar da vardir (Dispenzieri vd 2004, Tricot ve Fassas 2005). Kotii sosyo-ekonomik
durumlarin, obezitenin varliginin da myelom gelisim riskini artirdigr bildirilmistir

(Dispenzieri vd 2004, De roos vd 2006).

Gilinlimiizde, MM’nin patogenezinde tek bir molekiiler bozukluk tanimlanamamuistir.
MM’nin gelisimi: mutasyonlari, kromozomal translokasyonlar1 ve belki de belirli viral
enfeksiyonlarca tetiklenen gesitli genetik anormaliklerin etkisini de igeren ¢ok basamakli
bir olay olarak tanimlanmaktadir (Rettig vd 1997). Malign plazma hiicreleri olusumunda
hiicre siklusunda, sinyal ileti sisteminde, apopitozda islevi olan proteinlerin genlerindeki
mutasyonlarin da etkili oldugu gosterilmistir (Zhang vd 1992, Giilmezoglu ve Ergiiven
1994, Kyle ve Rajkumar 2004). Hastaligin ilerlemesiyle karmasik genetik anomalilerin

arttigr gozlenmistir (Mohamed 2007). Genetik degisimlerin saptanmasinin sadece klinik
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prognoz acisindan degil ayni zamanda tedaviye alinacak cevabi belirleyip tedavi
alternatiflerin se¢ciminde de yardimci olacagi belirtilmistir (Chen vd 2007, Giilgin 2008).
Son yillarda hastaligin daha gen¢ kisilerde goriilmesinin yani sira, giderek daha sik
gozlendigi de bir gergektir. Bu noktada hastaligin etiyopatolojisinde onemli faktor olan

genetik anomaliliklerin degerlendirilmesi en 6nemli ihtiyaclardan biri olmustur.

Bu arastirmada, MM tanis1 almis (tedavi almamis) 29 olgu incelenmistir. Bu hastalarin 21°1
erkek 8’1 kadin olup erkek/kadin orani 2.625°dir. Hastalarin yaslar1 43 ile 83 arasinda
degismekte olup, ortalama yas 63 olarak hesaplandi. Hastalarin yas ortalamasi literatiire
gore daha gen¢ bulunmustur. Literatiirde hastalarin ortalama yasi 70’dir (Altekruse vd
1975-2007, Kristinsson vd 2007). Hasta sayimiz smirli olmakla birlikte bizim
degerlerimiz, literatiirle uyumludur. (Riedel ve Pottern 1992, Kyle 1975, Ozsan 2008,
Hideshima vd 2004).

Kromozomlarin yas ile iligskisine bakildiginda kromozom 2 kazanci olan gruplar arasinda
yas bakimdan anlaml bir fark bulunmustur (p= 0,040). Kromozom 2 sayisal diizensizligi
olan ve olmayan gruplar arasinda da yas bakimdan anlamli bir fark bulunmustur (p=
0,006). Kromozom 2 kazanci ve sayisal diizensizligi olan hastalarin ortalama yasi
olmayanlardan fazladir. (Sekil 5.1., Sekil 5.2.). Ayrica kromozom 9 kaybi olan gruplar
arasinda yas bakimdan anlamli bir fark bulunmustur (p=0,020). iki numarali kromozomun
aksine, 9 numarali kromozomun kaybi1 daha gen¢ hastalarda fazladir (Sekil 5.3.). Bu
sonuglar istatistiksel olarak anlamli olsa da c¢alismamizda bulunan hasta sayis1 dikkate
alindiginda, daha genis hasta serilerinde bu verilerin tekrarlanmasi dogru olacaktir. Yine

genis Orneklemlerde farkli kromozomlarla yas iliskisi de kurulabilir.
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Sekil 5.1. 2 numarali kromozomun kazancinin goriildiigii hastalarin yas ortalamalari
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Sekil 5.2. 2 numarali kromozomun sayisal anomalisinin goriildiigii hastalarin yas
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70



607

40

Yas

y;k
Kromozom 9 Kaybi

Sekil 5.3. 9 numarali kromozomun kaybinin goriildiigii hastalarin yas ortalamalart

Literatiirde, FISH ile yapilan ¢alismalara bakildiginda olgu sayilariin 36 ila 169 arasinda
oldugu goriiliir (Drach vd 1995, Tabernero vd 1996, Prez- Simo’n vd 1998, Ana vd 2003,
Schmidt-Wolf vd 2006, Brousseau vd 2007). Ancak bu calismalarin higbirinde tiim
kromozomlar sayisal olarak degerlendirilmemistir. Belli kromozomlarin sayisal
diizensizlikleri incelenmistir. Arastirmamizda ilk tant MM hastalarin1 incelemeyi
planladigimiz i¢in bir yilda ulasabildigimiz ve yeterli materyali olan hasta sayist 29 ile
sinirlt kaldi. Daha fazla hasta ¢alisildiginda, istatistiksel olarak daha fazla anlamli sonuca

ulasilabilecegini diistinmekteyiz.

Sayisal ve/veya yapisal kromozomal anomaliler MM’de ¢ok sik bulunmaktadir (Kuehl vd
2002). Plazma hiicrelerinin proliferasyon hizi disiiktiir. Bununla iligkili olarak PCLI
(=Proliferatif aktivitenin veya akim sitometrisinde hiicre siklusunda S-fazi analizi) diisiik
saptanir. Konvansiyonel sitogenetik yontemlerle MM’de kromozom degisikliklerinin
saptanmasi vakalarin ancak %30-50’sinde miinkiin olmaktadir. Molekiiler sitogenetik bir
teknik olan FISH, interfaz hiicrelerinde sayisal kromozomal degisiklikleri ve tanimli
yapisal degisiklikleri kolaylikla gosterebilmektedir. Bu nedenle metafaz elde edilmesinin
zor oldugu MM kemik iligi/periferik kan orneklerinde FISH yontemi ile yapilan
calismalarda basar1 orani, konvansiyonel yontemlere gore cok fazladir (Cherng vd 1991,

Hideshima vd 2004, Sirohi ve Powles 2004, Tricot ve Fassas 2005, Loiseau 2007).

71



Calismamizda, tiim kromozomlar sayisal olarak incelendi. Bu amacgla FISH yontemi
kullanildi. Sonug¢ olarak degerlendirilen hastalarin tamaminda (29 hasta) andploidi
saptand1. Bu sonug, sayisal degisikliklerin MM de ilk tan1 asamasinda da yaygin oldugunu
gosterir. Ayrica, bu sayisal kromozomal diizensizliklerin saptanmasinda FISH yonteminin
de dogru bir se¢im oldugunu gostermektedir. Konvansiyonel ¢alismalarda anormal metafaz
elde etme oram1 FISH’e gore daha disiiktiir. Lai vd, 1995°de yaptiklar1 ¢alismada ise
anormal karyotip oran1 %47 olarak bulunmustur. Seong vd, 1998°de yaptiklar1 ¢aligmada
hastalarin 36 (%46)’sinda anormal karyotipe bulunmustur. Smadja vd 2001°de yaptiklar
calismada hastalarin  %66’sinin  kompleks kromozomal anomalilige sahip oldugu
bildirilmigtir. Literatiirdeki calismalara bakildiginda belli kromozomalarin FISH ile
incelenmesi sonucunda %33,2 ve %86 arasinda farkli oranlarda andploidi saptanmistir.
Literatiire baktigimizda FISH yontemi ile yapilan ¢aligmalar i¢inde bize en yakin degerde
iki ¢alisma gormekteyiz. Drach vd on kromozoma 6zgii probla yaptiklar: ¢aligmada %88
oraninda andploidi saptamistir (Drach vd1995). Schmidt-Wolf vd 2006’da yaptiklar1 ve 14
kromozomun incelendigi c¢alismada ise hastalarin %86’sinda (Schmidt-Wolf vd 2006)
andploidi bulunmustur. Tabernero vd yaptiklar1 ¢alismada 52 MM hastasinda % 67
oraninda andploidi saptadiklarini belirtmislerdir. Ayn1 ¢alismada 7 ve {izerinde prob ile
inceleme yapilabilen 41 hastada bu oranin %80.5 ¢iktig1, oniki ve {izeri prob ile %81,5
ulastigr  vurgulanmistir, Calismamizda sayisal diizensizliklerin %100 oraninda
saptanmasini, hasta sayisinin az (29) olmasi kargin, tiim kromozomlarmn incelenmesine
bagl olarak aciklanabilir. Verilerimize gore en sik andplodi saptanan iki kromozom (9 ve
11 numarali kromozomlar) birlikte degerlendirilmesi ile andploidi saptama oram % 85,7’
ulagmaktadir. En sik andploidi saptanan ilk bes kromozom (9, 11, 6, 4 vel6 numarali
kromozomlar) bir arada degerlendirildiginde ise andploidiyi yakalama orani 9%95,8
ulagmaktadir. Bu sonug belli sayida dogru kromozomun tarama i¢in se¢iminin, kullanilan

prob sayisini arttirmaktan daha 6nemli oldugunu gostermektedir.

Molekiiler sitogenetik yoOntemlerin kullanildigi higbir arastirmada tiim kromozomlarin
anoploidideki sikliklart incelenmemistir. Sonug¢ olarak kromozoma 06zgii andploidi
belirleme olasilig1 da verilmemistir. Literatlire baktigimizda belli kromozomlarda yi1gilma
olsa da ayni kromozom ig¢in trizomi ve monozomi goriilme sikliklari aragtirmaya gore
degismektedir (Tabernero vd 1996 , Drach vd 1995, Pe’rez-Simo’n vd 1998 , Ana vd 2003,
Schmidt-Wolf vd 2006, Brousseau vd 2007). Flow sitometri ile yapilan calismada

trizominin, monozomiden fazla oldugu gosterilmistir (Latreille vd 1982, Garcia-Sanz vd
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1995). Konvansiyonel sitogenetik yontemle yapilan bir ¢alismada MM hastalarinin
%65’inde hiperdiploidi, %15’inde psddodiploidi, %20’sinde hipodiploidi goriilmiistiir
(Tricot ve Fassas 2005). Literatiirde yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde konvansiyonel
sitogenetik yontem kullanilan arastirmalarda hiperdiploidi oraninin %39-64 arasinda, non-
hiperdiploidinin ise %36-61 arasinda oldugu goériilmektedir. FISH ile yapilan ¢alismalarda,
genellikle belli bazi kromozomlar incelendigi ic¢in tiim kromozomlar1 kapsayacak
hiperdiploidi ve hipodiploidi yiizdeleri verilmemektedir (Drach vd 1995, Tabernero vd
1996, Pe’ rez-Simo” N vd 1998, Ana vd 2003, Schmidt-Wolf vd 2006, Brousseau vd
2007). Goriilme siklig1 arastirmadan arastirmaya ¢ok degisiklik gosterdigi i¢cin daha genis
serilerde daha fazla calisma yapilmasi gerekir. Konvensiyonel sitogenetik ile yapilan
caligmalar da ise belirli ylizdelerin verildigini goriiyoruz. Lai vd, 1995’de yaptiklar
calismada 151 MM’li hasta incelenmistir. Hiperdiploidi 39 hastada (%30), hipodiploidi 19
hastada (%15) goriilmiistiir. Calasanz vd 1997°de yaptiklar1 ¢alismaya 217 hasta alinmus,
hastalarin %33.2’sinde anormal metafaz bulunmustur. Anormal metafazlarda hiperdiploidi
orant %46, nonhiperdiploidi orani ise %54 olarak belirtilmistir. Seong vd, 1998’de
yaptiklar1 ¢alismaya yeni tant konmus 79 MM hastas1 dahil edilmistir. Hastalarin 36
(%46)’sinda anormal karyotip bulunmustur. Anormal metafazi olan hastalarda
hiperdiploidi %64, nonhiperdiploidi (hipodiploidi ve pseudodiploidi) %36 olarak
bulunmustur. Smadja vd, 2001°de yaptiklar1 baska bir ¢calismada 208 MM hastas1 dahil
edilmistir. Bu hastalardan 138 (%66) tanesi kompleks kromozomal anomalilige sahiptir.
Anormal karyotip saptanan metafazlarin %54’# hiperdiploid, %46’s1 hipodiploid kurulusa
sahiptir. Nilson vd, 2003’de yaptiklar1 ¢alismada toplam 783 MM’li hasta incelenmistir.
Bu calismada, hiperdiploidi oran1 %39 (308/783), hipodiploidi oram1 %27 (212/783),
pseudodiplodi %24 (188/783) ve tri-tetraploidi %10 (75/783) olarak bulunmustur. Ozet
olarak yukarida verilen arastirmalar biitiin olarak degerlendirildiginde yontemden bagimsiz
olarak (FISH / Konvansiyonel sitogenetik) hiperdiploidi ve hipodiploidi oranlarinin ¢ok
degisken oldugu goriilmektedir. Bizim c¢alismamizda, psddodiplodik kuruluslu iki olgu
disarida birakildiginda, hipodiploidi oran1 %66,6, hiperdiploidi oran1 %33,3 olarak
saptand1 (Sekil 5.4). Hiperdiplodi oraninin diisiik olmasi, c¢alismamizda incelenen
hastalarin yas ortalamalarinin literatiirde belirtilenden daha gen¢ olmasi ile agiklanabilir.
Yeterli hasta sayis1 olamadig1 icin yasa gore sayisal anomali dagilimi gosterilememistir.

Hasta sayis1 arttirilarak bu agidan verinin degerlendirilme uygun olacaktir.
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O Hiperdiploidi
B Hipodiploidi

Sekil 5.4. Hipodiploidi ve hiperdiploidi yiizdeleri

Konvansiyonel ve FISH calismlar1 ile MM’de en yaygin goriilen kromozom anormalikleri
3.,5.,7.,9., 11, 15. ve 19.cu kromozomlarin kazanci, (George ve Sadovsky 1999, Tricot
ve Fassas 2005) 8.,13.,14. ve X kromozomlarinin kaybidir (George ve Sadovsky 1999).
Calismamizin sonunda ise en sik olarak 9., 6., 16., 7., 4. kromozomlarin kaybi ve en sik
11., 9., 3, 4., 5. kromozomlarin kazanimi saptandi. Literatiirde yapilan FISH calismalarina
baktigimizda tiim kromozomlarin degerlendirildigi ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan
caligmalarda genellikle MM’de sik rastladigimiz monozomi ve trizomiler bakilmistir.
Calismamizda en sik trizomi saptanan kromozomlarin genel olarak literatiirle uyumlu
oldugu goriilmektedir . Literatiirden farkli olarak kromozom 4 kazanci da calismamizda
yiiksek oranda saptandi. FISH ile yapilan ¢aligmalarda incelenen kromozomlar i¢inde 4
numarali kromozom bulunmamaktadir. Bu nedenle bucalismalar 4 numarali kromozomun
sayisal degisiklerinin olup olmadigi konusunda bir bilgi verememektedir (Drach vd 1995,
Tabernero vd 1996, Pe’ rez-Simo” n vd 1998, Ana vd 2003, Schmidt-Wolf vd 2006,
Brousseau vd 2007).Konvansiyonel g¢aligmalarda ise 4 numarali kromozom kayb1 ve
kazanci az sayida olguda bildirilmistir (Calasanz vd 1997, Seong vd 1998, Smadja vd
1998). Bizim ¢alismamizda en sik bulunan monozomilere baktigimizda literatiirden farkli
gibi goziikmektedir. Caligmamizda kullanilan prob karigimlari, nedeniyle 13. ve 14.

kromozomlarin andploidileri degerlendirilememistir. 13 ve 21. kromozomlarin incelenmesi
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MONOZOMIi

TRiZOMi

K13 - K21

33,3%

11,1%

44,4%

i¢cin kullanilan problar, her iki kromozomun ayni bolgeleri goren ve sinyal kalitesinin de
degerlendirmek i¢in uygun olmadig: problardi. Ayrica sinir degerlerin belirlendigi kontrol
grup calismasinda bu prob karisimi igin sinir deger %29,4 olarak saptandi. Bu nedenle
anoploidi degerlendirmesinde kullanilmasi uygun goriilmedi. Ayni ozellikler 14-22.
kromozomlar i¢in kullanilan prob i¢in de gecerlidir. Kontrol grubunda 14-22 probu igin
siir deger %40 olarak belirlendi. 21 ve 22. Kromozomlar 5. prob karisiminda ayrica
bulundugu i¢in ayrica degerlendirilebildi. Ancak 13 ve 14. kromozomlar
degerlendirilemedi. Sonucta literatiirde monozominin en sik saptandigi iki kromozom
degerlendirilemediginden sonucumuz farklh durmaktadir.

gibi Degerlendirilen tiim

kromozomlarin andploidi yiizdeleri Cizelge 5.1.’de verilmistir.

Cizelge 5.1. Sayisal kromozomal bozukluklarin dagilimi

KROMOZOM

TOTAL
ANOPLOIDI

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10 K11
138% 7,1% 00% 148% 0,0% 286% 154% 138% 51,7% 0,0% 7,1%
10,3% 10,7% 26,9% 185% 16,7% 7,1% 154% 3,4% 31,0% 00% 39,3%
241% 143% 269% 333% 16,7% 357% 269% 172% 724% 0,0% 46,4%
K14 - K22 K15 K16 K17 K18 K19 K20 K21 K22 KX
0,0% 3,4% 23,1% 6,9% 10,3% 0,0% 10,7% 6,7% 59% 25,0%
0,0% 10,3% 3,8% 6,9% 0,0% 17,6% 3,6% 12,5% 0,0% 7,4%
0,0% 138% 269% 172% 10,3% 17,6% 143% 188% 59% 28,6%

Calisgmamiz sonucunda hipodiplodi ve hiperdiplodi taramasi i¢in kullanilacak hedef
kromozomlar belirlendi. Kromozom 9, 6 ve 16 (en sik monozomi saptanan ilk ii¢
kromozom) birlikte degerlendirildiginde hastalarin % 81,5’inde hipodiplodik kurulus
oldugu saptandi. Bu oran en sik monozomi saptanan ilk bes kromozom (9 , 6, 16, 7, 4)
incelendiginde %385,2ye kadar ¢ikt1. Hiperdiplodik kurulus, en sik trizomi saptanan ilk bes

kromozom (11, 9, 3, 4, 5) birlikte degerlendirildiginde %75,6 oraninda yakalanabildi. En
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sik sayisal anomali saptanan ilk bes kromozom(9, 11, 6, 4, 16) birlikte degerlendirildiginde
%96,4 oraninda anormal kurulusu olan hasta saptandi. Bu bes kromozomla ¢ok yiiksek
oranda sayisal diizensizlik olan olgu yakalansa da, prognostik agisindan hiperdiplodi ve
hipodiplodinin ayrimi o6nemli oldugu i¢in, bu ayrimin yapilabildigi kromozomlarin
se¢iminin tarama i¢in daha onemli oldugu diisiintildii. Hipodiploidik kurulusu yakalamak
icin en stk monozomi goriilen ilk ii¢ kromozomun segimi yeterli goriilmektedir. ilk olarak
9,11 ve 6. kromozomlarla baslanip; % 89,3 sayisal diizensizlik olan, %57,1 hiperdiploidik
ve %64 hipodiplodik kurulus yakalanabilir. Bu kromozomlara 3 ve 16. kromozomlar
eklendiginde anomali yakalama orani hiperdiplodi i¢in %64’e, hipodiplodi igin ise %81,5

c¢ikar. Sonug olarak tarama i¢in hedef kromozomlar: 9, 11, 6, 3 ve 16 olarak tanimlanabilir.

Kanser patolojisinde tumor supressor genler ve/veya onkogenler ve bunlarin fonksiyonlar
yakindan arastirilmaktadir. MM’de sik andloidi goriilen kromozomlardan biri  kromozom
9; p15 (CDKN2B,INK4B) ve pl6 (CDKN2A, INK4A) tumor baskilayici genini (Hirama
vd 1995), kayb1 veya delesyonu goriillen kromozom 13; retinoblastoma (RB) genini tasir
(Lee vd 1990). MM’de 6nemli spesifik genlerin bilinmesinin, gen terdpatik yaklagimlarin
gelisimini saglayacagi ileri siiriilmistiir (Schmidt-Wolf Gd ve Schmidt-wolf Ig 2003).
Hiperdiploid MM hastalarinin, tedaviye verdikleri yanitin non-hiperdiploid MM’li
hastalara gore daha iyi oldugu bilinmesine karsin sayisal bozukluklarin prognostik énemi
hala tartigmalidir (Chng ve Fonseca 2005). Hiperdiploidi (genellikle trizomi 6, 9, 17)
pozitif prognostik faktor olarak degerlendirilmektedir (Prez-simon vd 1998). Elimizdeki
verilerle saptanan andploidilerin  prognostik  anlamlilifi  konusunda bir sey
sOylenememektedir. Caligmamiz sonunda saptanan sayisal kromozomal degisikliklerin
hastalik siiresince takip edilerek prognozla iligkilendirilmesi gerekmektedir. Erken
donemde yliksek oranda sayisal anomali oldugu belirtilmekle birlikte benzer ¢alismalar

arttirildiginda, andplodi taramasi erken prognostik belirtecler i¢inde yer alabilecektir.
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Sonug olarak;

e Bu calismada ilk tani1 alan 29 multiple myeloma hastalarinda, FISH ydntemi
kullanilarak %100 sayisal diizensizlik saptandi.

e Literatiirden farkli olarak hipodiploidi %66 oraninda, hiperdiploidi %33 oraninda
saptandi.

o Istatistiksel olarak  degerlendirildiginde ~bazi  kromozomlardaki  sayisal
diizensizliklerin birliktelik gosterdigi saptandi (p<0,005). Ancak bu verilerin
kullanilabilmesi i¢in vaka sayisinin artirilmast gerekmektedir. Bu sonuglar
istatistiksel olarak anlamli goziikse de genis serilerde ¢alisilmasi1 gerekmektedir.

e Andploidi ile cinsiyet arasinda anlamli bir iligki kurulamada.

e Kromozom 2 andploidisi ve kazanimi ile yas arasindaki iligki istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Daha yash hastalarda, kromozom 2 sayisal diizensizlikleri daha
fazla saptandi.

e Kromozom 9 kayb1 olan hastalar ile yas arasindaki iligki istatistik olarak anlamli
bulundu. Daha geng hastalarda kromozom 9 kayb1 daha fazla bulundu.

e Kromozom 2 ve 9 disinda, yasla kromozm sayisal diizensizlikleri arasinda anlamli
bir iligki bulunmadi.

e Ensik 9, 6, 16,7 ve 4 numarali kromozomlarin monozomisi saptandi.

e Ensik 11,9, 3,4, ve 5 numarali kromozomlarin trizomisi saptandi.

e En sik monozomi saptanan ii¢ kromozom (9,6,16) bir arada degerlendirildiginde %
81,5 oraninda, bes kromozom (9,6,16, 7, 4) birlikte degerlendirildiginde ise % 85,2
oraninda hipodiploidik kuruluglu hasta saptanda.

e En sik trizomi saptanan ii¢ kromozom (11,9,3) bir arada degerlendirildiginde %64,
bes kromozom (11, 9, 3, 4, 5) birlikte degerlendirildiginde ise %76,5 oraninda
hiperdiploidik kurulusa sahip hasta saptandi.

e En sik sayisal diizensizlik olan ilk 5 kromzom (4, 6, 9, 11 ve 16) segilerek %95,8
oraninda sayisal anomalisi olan hasta tanimlanabildi.

e MM’de sayisal diizensizlikleri tanimlamada kullanilacak tarama testi i¢cin hedef

kromozomlar; 9, 11, 6, 3 ve 16 olarak tanimlandi.
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