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KISALTMALAR

MM : Multipl myeloma

FISH : Fluoresan in situ Hibridizasyon

FGFR3 : Fibroblast Growth Factor Reseptor-3

IL-6 : Interldkin-6

VEGF : Vaskiiler Edotelial Biiyiime Faktorii

IFN-a- p : Interferon alfa-beta

TNF-a- : Tiimor Nekroz Faktor-alfa-beta

HGF : Hepatocyte Growth Factor

MIP-1a : Makrofaj inflammatory Protein-1o

Ig : Immiinglobulin

CRP : C-reaktif protein

LDH : Laktat Dehidrogenaz

IPI : Internasyonel Prognostik Indeks

TGF : Transforming Growth Factor

IGF : Insulin-like Growth factor

HD, NHD : Hiper diploid ve non hiperdiploid

WBC : White blood cell, Beyaz kan hiicresi

WCP : Whole chromosome painting, Tiim kromozom boyama
MGUS : (Onemi belirlenemeyen monoklonal gammopati=Monoclonal

gammopathies of undetermined significance).
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1. GIRIS VE AMAC

MM kemik iliginde monoklonal agir ve/veya hafif zincir immunoglobiilin (M-protein)
protein iireten plazma hiicrelerinin klonal olarak cogalmasiyla karakterize bir hematolojik
malignansidir.. Timor hiicreleri profilerasyonu ve apoptozise karsi direng gelisimi sonucu
hastalik olugsmakta osteolitik kemik lezyonlari, bobrek fonksiyon bozuklugu, serum veya
idrarda monoklonal protein ve anemi gibi klinik-laboratuvar bozukluklar1 ile ortaya
cikmaktadir. MM tiim malign hastaliklarin % 1’ini, tiim hematolojik malignensilerin %
10’unu olusturur. MM esas olarak ileri yas hastaligidir. En sik goriildiigii yas grubu 65-70’dir
(1-6).

Bu noktada hastaligin etiyopatolojisinde onemli faktor olan genetik anomalliklerin
degerlendirilmesi en énemli ihtiyacglardan biri olmustur. Konvansiyonel sitogenetik analizler
kullanilarak MM’li hastalarin % 20-60’1inda karyotipik anomaliler tespit edilmistir. MM’de
kemik iligi biyopsilerinde plazma hiicrelerinin yiizdesinin diisiik olmasi, diislik mitotik indeks
gibi teknik problemler nedeniyle konvansiyonel sitogenetik yontem bazi sinirlamalara
sahiptir. FISH analizi timore 6zgli karyotipik anomalilerin saptanmasinda sitogenetik
yontemlere gore ¢ok daha hizli, hassas ve bazi durumlarda daha giivenilir bir tanm1 teknigidir.
FISH analizi interfaz niikleusunda da ¢aligabilme imkani tanimasi acgisindan kanser

genetiginde kullanilan en 6nemli tekniklerden biri olmustur (7).

Bu caligmada amacimiz; hematolojik malignansi gruplarindan biri olan 6zellikle yeni
teshis konulan MM’li Dogu Karadeniz hasta populasyonunda prognostik éneme sahip olan
kromozom anormalliklerini hem konvansiyonel sitogenetik hem de molekiiler sitogenetik
yontem olan FISH ile belirlemektir. Calismamizin en 6nemli katkisinin klinik uygulamalar
kisminda hastaya en uygun tedavi seklinin se¢ilmesinde ve yiiksek doz kemoterapiyi takiben

yasam kalitesi ve sag kalim siiresinin etkilenmesinde yararli olacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. PLAZMA HUCRE DiSKRAZILERI (PHD)

Immiinglobulin salgilayan hiicrelerin anormal g¢ogalmasi, kan veya idrarda
monoklonal gammopatinin bulunmas: ile karakterize bir grup hastaliga “plazma hiicre
diskrazisi” denir. Kanda artig gosteren bu immiinglobuline M protein denir.
Immiinglobulinlerdeki asir1 artis nedeniyle bu hastalik grubu igin monoklonal gammopati,
disproteinemi veya paraproteinemi terimleri de kullanilir. En ¢ok orta ve ileri yas grubunda

ortaya ¢ikar. Bu hastaliklarin baglicalar1 sunlardir (1, 2, 3).
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
Myelom, neoplastik plazma hiicreleri tarafindan iiretilen monoklonal immunglobulin,
kappa veya lambda hafif zincir iiretimiyle karakterizedir. Immiinglobiilinlerin normal serum
konsantrasyonu, myelomun ¢esitli immiinglobulin tiplerinin frekansi ile paraleldir. En yaygin
myelom tipleri IgG ve IgA’dir. IgG tiim myelomlu vakalarin % 60 ile % 70 ini, IgA ise
vakalarin %20 sini olusturur. Az sayida vakada ise IgD ve IgE myelom rapor edilmistir.
Myelom hastaliginda kanda M proteini yiiksek seviyede olmasina ragmen, MM’li hastalarin

yaklasik %15-20’sinde immiinglobiilinler tam {iretilemez ve yalnizca immunglobulinin hafif



zincir boliimiinii olusturur. Bu hastalara Bence Jones myelom denir. Bu hastalarin idrarinda M
protein bulunur. Bence-Jones proteini (idrarda artmis hafif zincir) olusumu ile bdbrek
tubiillerinde hasar olugsmakta ve bu durum bobrekte fonksiyon bozukluguna sebep olmaktadir.
Bence-Jones proteinler rutin idrar analizi ile belirlenemez. iImmiinoelektroforez adli test ile

idrarda Bence Jones proteininin tam miktar1 belirlenebilmektedir (4).

B. Waldenstrom Makroglobulinemisi

I1. Anlam Bilinmeyen Monoklonal Gammopati (MGUS)
ITI. Agir Zincir Hastaliklan (a, y, p)

IV. Primer Amiloidoz
2.1.1. MULTIiPL MYELOM (MM)

Multipl Myelom (plazma hiicreli myelom, myelomatozis veya Kahler hastaligi) kemik
iliginde monoklonal immiinglobulin (M protein) yapan plazma hiicrelerinin kontrolsiiz olarak
klonal artis1 ile karakterize kronik, progresif ve fotal bir hastaliktir. MM asir1 monoklonal
immunoglobulin (IgG, IgA, IgD, IgE) veya Bence-Jones protein (serbest monoklonal k veya A
hafif zinciri) yapimiyla kendini belli eden ve siklikla hiperkalsemi, anemi, bobrek hasari,
bakteriyal enfeksiyonlara karsi duyarlilifin artmasi ve yaygin olarak pelvis, omurga,
kaburgalar ve kafatasinda yaygin osteoporozla karakterizedir (4-6).

MM malign hastaliklarin yaklasik %1’ini, hematolojik malignansilerin %10’unu ve
tim kanser Oliimlerinin %2’sini olusturur. Son yillarda kemik iligi incelemesi ve protein
elektroforezi gibi yardimci tekniklerin kullanilmasiyla goriilme sikligminin  arttigi
bildirilmektedir (7). MM’un yillik insidansi, beyaz irkta yaklagik 100.000°de 4’tir. MM
erkeklerde kadinlardan daha sik goriiliir esas olarak ileri yas hastaligidir. En sik goriildigi yas
grubu 65-70°dir. Hastalarin sadece %3’ 40 yasin altindadir. Ancak son yillarda yas
ortalamasit 50-55’e dogru kayma egilimindedir (8).

Hastalik ilk kez 19. yiizyilin ortalarinda tamimlanmustir. Ilk myelom hastas1 1844
yilinda Solly tarafindan bildirilmistir. Henry Bence Jones hastalarin idrarinda anormal bir
protein tanimlamistir. Von Rustizky 1873 yilinda multipl kemik tiimorii olan bir hastada
multipl myelom terimini ilk kez kullanmistir. Plazma hiicresi terimi ilk kez 1875 yilinda
Wiadeyer tarafindan kullanilmistir. Dr. Otto Kahler tarafindan 1889’da kemik agrisi, anemi

ve proteiniirisi olan 46 yasinda bir hasta rapor edilmistir (9, 10).



2. 1. 1. 1. Normal B Hiicre Gelisimi

Kan hiicrelerinin tiimii kemik iliginde bulunan hematopoietik kok hiicreden yapilir.
Plazma hiicreleri de kok hiicreden yapilan B lenfositlerinin bir¢ok evrelerden gecerek
farklilagmasiyla olusmaktadir (Sekil 1). B lenfositler; olgunlastiklari organlarda, periferik
kanda, lenf diigimii folikiillerinin germinal merkezlerinde ve dalakta bulunur. Periferik kan
lenfositlerinin %15-20°si B lenfositleridir (11). Plazma hiicrelerinin temel gorevi antikor
iireterek yabanci ajanlara kars1 viicut savunmasini giiglendirmektir. Insan viicudu dogumdan
itibaren siirekli farkli antijenlerle karsilagsmaktadir. Bu antijenlerle karsilasan B lenfositler
antijenlere kars1 uygun tipte ve gerekli miktarda antikor iiretecek olan plazma hiicrelerine
dontstirler. Her yeni zararli antijene karsi uygun antikor iiretecek yeni plazma hiicrelerinin

yapimi kontrollii sekilde devam eder (12-14).

©

Kok I-Liicre
£ Rl
T lenfosit B lenfosit

| |
_ip,_, —Antijen — @

Alive T H. Flazma H
!

wif \}}‘*

Antlkor

Sekil 1. Plazma hiicresi gelisimi (4).

(http://www.multiplemyeloma.org/about_myeloma sitesinden uyarlanarak alinmistir.)

Antikorlar immiinglobulin (Ig) yapisindadir. immiinglobulinler 2 uzun (agir zincir) ve
2 kisa zincirden (hafif zincir) olusmaktadir. Immiinglobulinlerin 5 major smifi vardir. Her bir
sinif agir zincirin tek tipine sahiptir. Bunlar; Gamma (IgG), alfa (IgA), mii (IgM), epsilon
(IgE) ve delta (IgD) (15, 16, 17).

Immiinglobulin agir (H) ve hafif (L) zincirlerin sentezi ayri genler tarafindan
yonetilmektedir. Insan antikor genleri ii¢ gruptur; Bunlar kappa (k) ve lamda (L) olmak iizere
iki hafif zincir (L) ve bir agir zincir (H) gen bolgeleridir. Kappa hafif zincir geni 2 nolu,
Lambda hafif zincir geni 22 nolu ve agir zincir geni 14 nolu kromozom {izerinde yer
almaktadir. Immiinglobulinleri ve T hiicre reseptdrlerini kodlayan tiim gen tipleri igin

yaklasik 10'® olasi kombinasyonlu farkli mekanizmalar bulunmaktadir. Sonug olarak yiiksek



oranda degisken bolgelerde diizenli olarak olusan DNA dizi degisiklikleri (somatik
mutasyonlar) olas1 kombinasyonlarin total sayisinin daha fazla artmasina neden olur (14,18).
Immiinglobulin genlerini olusturacak DNA diizenlenmesi B hiicre gelisiminin ¢ok
erken donemlerinde goriilmektedir. Agir zincir genlerin diizenlenmesi ilk erken pro-B
evresinde Dy, Jy gen segmentlerinin bir araya gelmesiyle baslamaktadir. Geg¢ pro-B
hiicrelerinde bir Vi segmeti DJy segmentine katilarak Vy-DJy seklinde diizenlenmekte ve
pre-B evresi olugmaktadir. Pre-B hiicrelerinde, V-DJ baglanmasiyla membranda diisiik,
sitoplazmada yiiksek oranda tam p (mii) agir zinciri olusmaktadir. Agir zincir olustuktan
sonra agir zincir gen diizenlenmesi durmakta, hafif zincir V-J gen dilizenlenmesi
baglamaktadir. Hafif zincir genleri diizenlenmesi ile immatiir B hiicrelerine doniisiim icin
hiicre ylizeyinde agir-hafif zincirli Ig molekiilleri tamamlanmakta ve hiicreler ylizey IgM
reseptorlii immatiir B hiicre seklini alarak farklilasma sonlanmaktadir. Bazen RNA’nin
islemden ge¢mesi sirasinda aradaki intron uzaklastirilirken Cp de uzaklastirilir ve VDI

kompleksi Cd’ya yakinlagir sonugta IgD ekspresyonu olur (16, 19).
2. 1. 1. 2. Malign Plazma Hiicre Gelisimi

MM gelisiminde bir¢ok sistem bozuklugunun rol aldig1 diistiniilmektedir. Sinyal ileti
sistemi, kemik iligi mikrogevresi ve hiicre siklusu bunlar arasindadir. Genetik hasar/hasarlar
sonucu malign plazma hiicreleri olusur ve kontrolsiizce ¢cogalirlar (Sekil 2). Bu hiicreler kana

karigir, kemik iliginde birikir ve saglikli dokuya hasar vermeye baslar (4, 17, 20, 21).

Kol hitcre
A *
l GEMNETIK HASAR
+
E i:
B lenfosit Hasarh B Lenf

I 1

@ __Antijen S
Plazma He. Malign Plazma hiicresi
(Myeloma Hc.)

Sekil 2. Malign plazma hiicrelerinin olusumu (4).

(http://www.multiplemyeloma.org/about_myeloma sitesinden uyarlanarak alinmaistir.)



Multiple Myelom patogenezinde kemik iligi mikrogevresinin ¢ok 6nemli rolii vardir.
Multipl myelom hiicrelerinin stroma hiicrelerine baglanmasi sitokinlerin transkripsiyonunu ve
salgilanmasini baglatir. Kemik iligi mikrogevresi ekstraselliiler matriks proteinleri ve kemik
iligi stroma hiicrelerinden, osteoblast ve osteoklastlardan olusmaktadir ve hiicrelerin
bliyiimesi ve sag kalimi {izerine etkileri vardir. Malign transformasyona ugramis bu hiicrelerin
esas biiyiime faktorii interlokin-6 (IL-6)’dir. Interlokin-6 (IL-6), insiiline benzer biiyiime
faktori 1, timor nekroz faktorii (TNF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, stroma kokenli
faktor-1 MM hiicrelerinin ¢ogalmasini, sagkalimini, gé¢ etmelerini, ila¢ direnci ve
anjiogenezi saglarlar (Sekil-3). Anjiogenez yeni kan damarlarinin olusumudur. Bu yeni kan
damarlar1 oksijen ve besin saglayarak tlimoriin bilyiimesine katkida bulunur. Sonugta myelom
hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar ve kemik iliginde baskin hale gelir. Hiicrelerin % 10’undan
fazlasini olusturur (9, 20).

Myelom hiicreleri monoklonal (M) protein ya da paraprotein denen ayni
immunglobulin proteinini {iretir. Spesifik M protein hastadan hastaya degismekle beraber, bir
hastada daima ayni1 kalir. Normal immunglobulinlere benzemeyen M protein viicuda yararl

degildir. Fonksiyonel immunglobulin diizeyini baskilar (9).

Fem lan
darnarlan

Sekil 3. Myeloma hiicrelerinin gelisme ve yasamasi (4).

(http://www.multiplemyeloma.org/about _myeloma sitesinden uyarlanarak alinmustir.)



2.1. 1. 3. Etiyoloji

Hastalik degisik basamaklardaki B lenfositlerin monoklonal olarak ¢ogalmasi sonucu
ortaya cikar. B hiicre klonunu ¢ogalmaya iten etkenler arasinda genetik ve ¢evresel faktorler
sorumlu tutulmaktadir. Bu faktorler arasinda radyasyon, mesleki maruziyet, dnceden alinan
medikal tedaviler ve viral enfeksiyonlar sayilabilir (Tablo-1) (11).

Radyasyonla ilgili ¢alismalarda; Hirosima ve Nagasaki’deki atom bombasi
patlamasindan sonra Japon halkinda, ingiltere’de radyasyon iscilerinde ve ankilozan spondilit
nedeniyle radyoterapi almis hastalarda Multipl Myelom orani beklenilenden daha yiiksek
oranda saptanmigtir (12). Multipl Myelom ile meslekler arasindaki iliski hala agik degildir.
Epidemiyolojik caligmalarda o6zellikle de c¢iftcilik yapanlarda hastalik gelisme riskinde
anlaml bir artis oldugu gosterilmistir. Domuz, koyun ve sigir yetistiricilerinde, mandira
calisanlarinda ve meyve agaci yetistirenlerde, tahil tozu igeren ortamlar ve aflatoksinlere
maruz kalanlarda Multipl Myelom goriilme riski fazladir. Benzen, olas1 etiyolojik
nedenlerinden biri olarak gosterilir, ¢iinkii metabolitleri kemik 1iligi toksisitesine neden

olmaktadir ve goriilme insidansi, benzene maruz kalanlar arasinda oldukga yiiksektir (13).

Tablo-1. Multipl Myelom etiyolojisinde rol alan faktorler

Radyasyon
Tanisal ve tedavi amagli X-1s1n1na maruziyet
Radyasyonla iliskili bir iste calisma
Mesleki maruziyet
Tarimsal iste ¢alisma (domuz, koyun ve sigir yetistiricilerinde, mandira
calisanlarinda)
Metal endiistrisi (maden firini, metalurji sanayinde ¢alisanlar)
Benzen
Yasam tarz
Sigara-alkol kullanimi
Diyet aliskanlig1,
Boya endiistrisi (sa¢ boyalar)
Sosyoekonomik durum
Onceki medikal durumlar
Viral enfeksiyonlar

Kronik antijenik stimiilasyon




2. 1. 1. 4. Klinik Bulgular

Plazma hiicreli timoérlerin olusumu kemik harabiyetine, kemik iligi yetersizligine,
monoklonal antikorlarin yapimina, normal antikor yapiminin supresyonuna ve bdbrek
yetersizligine yol agar. Kemik iliginden koken almis olan tiimor, tani konuldugu zaman
hastalarin %80’inde tipik ‘zimba deligi gibi’’ tanimlanan osteolitik lezyonlar goriilebilir (21).

Myelomda genellikle halsizlik, anemi, kemik agrisi, patolojik kiriklar, bobrek
yetersizligi, kanamalar, enfeksiyon, hiperviskosite, trombositopeni, hiperkalsemi ve periferik

noropati gibi semptomlar goriilmektedir (Tablo-2).

Tablo-2. Multipl Myelomlu hastalarda semptom ve bulgularin siklig1 (20).

Semptom ve bulgular Hasta (%)
Kemik agrisi 66
Halsizlik 32
Kilo kaybi1 12
Enfeksiyon ve kanama <15

M protein idrar ve serumda 97
Litik lezyon, osteoporoz veya kirik 79
Hemoglobin <12g/dl 73
Kreatin >2mg/dl 19
Kalsiyum >11mg/dl 13

Myelomda klinik belirtiler siireci; asemptomatik donemi takiben, neoplastik hiicrelerin
kemik iligine infiltrasyonu, immiin yetmezlik ve idrarda monoklonal proteinlerin bulunmasi
ile gelisir. En sik rastlanan belirti kemik agrisidir. Agr siklikla bel kemiklerinde gogiiste ve
ekstremite kemiklerinde lokalizedir. Hastalarin yaklasik %30-40’1nda hiperkalsemi ve bobrek

yetmezligi gelisebilir (Sekil-4).
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Sekil-4. Multipl Myelom’da major klinik ve laboratuar 6zellikleri (22).

2. 1. 1. 5. Laboratuar bulgular:

MM’lu hastalarda ¢ogunlukla globulin fraksiyonu olusturmak {izere total serum
proteini artmistir (hiperproteinemi) ve protein elektroforezinde monoklonal protein (M
protein) Pveya y globulin bolgesinde pik yada degisik mobilitede, homojen lokalize bant
seklinde goriiliir. M band1 IgG ise ¢ogunlukla gamma bandinda, sivri ve simetriktir. IgA ise B
veya a-2 bandinda olabilir (Sekil 5).

M protein varligi immiinoelektroforez ve immiinofiksasyon yontemleri ile serumda
>%90, idrarda ise %80 oraninda gosterilebilir. Olgularin %55’inde 1gG izotipi, %25’inde
IgA, %1’inde IgD, %1 IgM ve yaklasik %20’sinde kappa/lambda oran1 /A 2:1 seklinde
sadece hafif zincir sekresyonu vardir. Agir zincir hastaliklarinda serum elektroforezde siklikla
lokalize bir bant izlenmez ve M komponeneti i¢in immiinoelektroforez veya
immiinofiksasyona gerek duyulur.

Parcalanan plazma hiicrelerinden aciga cikan laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi
MM’da artmistir ve zayif bir prognostik degeri vardir. Serum B-2 mikroglobulin degeri,
plazma hiicreli neoplazmalarin aktivitesi ile orantili olarak artar; bobrek yetersizligi ve timor

yukiiyle ilgili bilgi verir. B-2 mikroglobulin tayininin MM tanisina katkisi azdir. Ancak
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sagkalimla en fazla iliskili olan parametre oldugu saptanmistir. Serum C-reaktif protein (CRP)
konsantrasyonu myelom hiicreleri i¢in 6nemli bir biliylime ve yasam faktorii olan IL-6
aktivitesini yansitir (22).

Serumda M proteinin bulunmadigi, idrar ve/veya serumda sadece Bence-Jones
proteinin saptandigi olgulara ‘hafif zincir hastaligi’ adi verilir. Bu olgularda serum total

proteini genellikle artmamistir ve bobrek bozukluklar: siktir (16).

i . g ‘\ Serum Protein Electrophoresis
~ \
| | /"-' -\"' a
Albumin - Alphaz-globulin . Gamma-globulin
Alpha,-globulin Beta-glebulin
® Nomal
B NMultiple myeloma
Fradian N pd L Rerge
ALBLMIN B35 18 14 54
ALPHA | 1€ 1.5 az 04
ALPHA 2 10,2 0. as 0.8
SETA gk F B ng 11
Gt kA ‘@ f 13 oA 1.3
i J W
Teaal BPER 71 | £ Albumin & ﬁ '
A B

Sekil-5. A. Serum proteinlerinin elektroforez goriiniimii,

B. MM’da monoklonal (M protein) goriiniimii (22).

2.1.1.6. Tam

Hastalardan alinan 6ykii, fizik muayene ve laboratuar degerlendirmeleri tani ig¢in gereklidir.
MM tanisinda laboratuar ¢alismalar1 temeli olusturmaktadir. Myelomda tani kriterleri Tablo

3’te verilmektedir. Evreleme prognozu, uzun dénem sag kalimi 6zellikle tedaviye yaklasimi

belirlemede temeli olusturmaktadir.
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Tani i¢in hastaya yaklasim soyledir;
1. Serumda M protein (genellikle 3 gr/dl’den yiiksek)
2. Idrarda M protein (genellikle 1 gr/dl’den yiiksek, amiloidoz yoklugnda)
3. Kemik iligi aspirasyonunda %10°dan fazla plazma hiicresinin varligi
4. Litik kemik lezyonlar1 veya grafilerde kemik erimesi (osteoporoz)

5. Yumusak dokuda plazmositomlarin varligi.

Tablo-3. Major ve minor tan1 kriterleri (23).

Major Kriterler
e Doku biyopsisinde plazmositom tanis1
e Kemik iliginde plazma hiicreleri >%30 (plazmasitoz)
e Serum elektroforezinde Monoklonal M protein
IgG>3.5 g/dL veyalgA>2 g/dL
e Idrarda hafif zincir atimi; >1 g/24 saatlik idrarda kappa (k) veya lambda (A)zinciri

Minor Kriterler
e Kemik iliginde %10-30 plazmasitoz
e Major kriterlerdeki diizeylerden daha diisiik M protein varlig
e Litik kemik lezyonlar

Normal immiinglobulinlerde azalma (IgM<50 mg/dL, I[gA<100 mg/dL, IgG<600 mg/dL

Tani1 i¢in herhangibir iki major kriter ya da bir major ve bir minor kriter veya ilk iki
mindr kriteri igeriyorsa {i¢ mindr kriterin varlig1 yeterlidir.

MM siiphesinde dykii ve fiziksel muayenenin yanisira tam kan sayimi, elektrolitler,
iire, kreatin, kalsiyum, fosfor, iirik asit, LDH, alkalen fosfataz, serum protein elektroforez,
immiinglobulin diizeyleri, serum immiinoelektroforez, -2 mikroglobulin, C-reaktif protein
(CRP) diizeylerine bakilmali ayrica kemiklerin radyolojik incelenmesi, kemik iligi
aspirasyonu ve biyopsisi, tercihen plazma hiicre isaretleme indeksi, sitogenetik ve FISH

analizleri yapilmasi gereken testlerdir (17, 22).
2.1.1.7. Evreleme

MM evrelendirmesinde iki ayr1 sistem kullanilir. Bunlardan biri 1975°den beri klinikte
yaygin olarak kullanilan Durie—Salmon evreleme (Tablo-4) sistemi, digeri ise 2003 yilinda

11.174 hasta ile yapilan bir ¢alisma ile yapilan Internasyonel Prognostik Indeks (IPI)
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sistemidir (Tablo-5). Son sistem ise; -2 mikroglobulin ve albumin diizeyleri esas alinarak
yapilan ve uygulama kolaylig1 olan bir evreleme sistemidir (24).

Durie-Salmon evrelemede diisiik ya da evre I’de sag kalim 5 yil iken, yliksek tiimor
grubunda yer alan evre III’deki hastalar i¢in yaklasik 15 aydir. Artmis IL-6 serum diizeyleri
yuksek tiimor kitlesi ve kotii prognozla baglantilidir. Karacigerde yapilan ve ve muhtemelen
IL-6’ya yanit olarak artan akut faz reaktanlarindan CRP diizeyleri de IL-6 gibi myelomda
prognostik degere sahiptir. IL-6 tedavide kullanilan dekzametazonun olusturdugu myelom
hiicre apoptozunu da inhibe edebilmektedir. CRP ve B2m diizeyleri 6mg/ml den yliksek
oldugunda ise prognoz ¢ok kétiidiir (ortalama yasam 6 ay) (25).

Tablo-4 Durie- Salmon Evreleme Sistemi

EVRE I Tiimor Kitlesi
Hemoglobin>10 g/dL, Serum kalsiyum<12 mg/dL

Kemik lezyonu yok veya sadece soliter kemik plazmositomu <0.6 x 10" hiicre/m’
IgG<5 g/dL, IgA<3 gr/dL, Idrarda hafif zincir <4 g/24 saat

EVRE II: EVRE I ve EVRE III disinda kalanlar 0.6-1.2 x 10" hiicre/m”
EVRE III: Asagidakilerden bir veya daha fazlasi mevcut >1.2x 10'* hiicre/m”

Hemoglobin<8.5 g/dL, serum kalsiyum>12 mg/dL
Litik kemik lezyonlar1
IgG>7 g/dL, IgA>5 g/dL
Idrar hafif zincir >12 g/24 saat
Alt grup
e A:Serum Kreatin <2 mg/dL
e B: Serum Kreatin >2 mg/dL

Tablo-5. MM icin 6nerilen internasyonal Prognostik Indeks (IPI)(26).

Evre Parametre

Evre 1 B-2 mikroglobulin<3.5 mg/dL
Albumin>3.5 mg/dL

Evre 11 B -2 mikroglobulin<3.5 mg/dL

Albumin<3.5 mg/dL veya
B-2 mikroglobulin 3.5 — 5.5 mg/dL

Evre II1 B-2 mikroglobulin>5.5 mg/dL
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2.1.1. 8. Tedavi

MM’da hastaligin evresine, klinik bulgularin siddetine bagli olarak radyoterapi ve
kemoterapi uygulanabilir. Ayrica agri, anemi, hiperkalsemi gibi eslik eden bulgular i¢in
semptomatik tedaviler uygulanir.

Hastalik tam olarak iyilestirilemez fakat tedavi edilebilir ve sag kalim siireleri timor
yiikii ile baglantilidir. Bes yillik sag kalim %30, 10 yillik sag kalim %3 tlir. Myelomda tedavi
komplekstir ve kemoterapi, radyasyon ve cerrahiyi igerir. Tedavinin hedefi; sag kalim siiresini
uzatmak, agrilar1 ve iskelet komplikasyonlarini azaltip yasam kalitesini arttirabilmektir.
Bunun i¢in, yeni ilaglar, yeni kombine kemoterapiler, VAD (Vincristin-adriamisin-
deksametazon), yiikksek doz MP (Melfalan) ve kok hiicre tedavisi uygulanmaktadir. Otolog
veya allojenik kok hiicre nakli yani sira Biphosphanate’lar, rekombinant a-interferon ve
gerektiginde antimikrobiyal etkenler kullanilmaktadir. Destekleyici tedavi genellikle

hastaligin komplikasyonlaria bagli ciddi morbiditeyi 6nlemeyi amaclar (27).
2. 1. 1. 9. Prognostik Faktorler

Hastalar uygulanan tedavi yontemlerinden hangisinin uygun olacagin belirten agik bir
yaklasim yoktur. Ancak prognostik faktorlerin varligi ve bilinmesi hastalara uygulanacak
tedavilerin belirlenmesinde 6nemli yer tutmaktadir. MM i¢in belirlenmis 6nemli prognostik
faktorler sunlardir:

1. B2 mikroglobulin: en 6nemli ve giivenilir prognostik faktdrdiir; timor yiikii ve
bobrek bozukluguyla ilgili bilgi verir. Yiiksek B2 mikroglobulin diizeyleri erken o6liimle
iliskilidir.

2. C-reaktif protein (CRP): Serum CRP konsantrasyonu myelom hiicreleri igin
onemli bir biilylime ve yasam faktorii olan IL-6 aktivitesini yansitir. CRP ve B2 mikroglobulin
diizeyleri 6mg/ml den yiiksek oldugunda ise prognoz oldukga kétiidiir (ortalama yasam siiresi
6 ay)(24).

3. Plazma Hiicreleri Isaretlenme indeksi (PCLI): Plazma hiicrelerinin ¢ogalma
akivitesini yansitir. Hastaligin erken donemlerinde bir¢ok miyeloma hastasinda ¢ogalma
diisiiktiir. Hastalik ilerledik¢e indeks artis gOsterir.

4. Laktik dehidrogenaz: Tedavi almamis olgularin yaklasik %10’unda LDH seviyesi
yusek bulunur. Bu daha siklikla yiiksek tiimor kitlesi, ekstramediiller hastalik ve hipodiploidi

olan hastalarda gortiliir.
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5. Myelomlu hastalarin %18-30’unda; delesyon, andploidi ve translokasyon seklinde
sitogenetik anomaliler goriilmektedir. Ozellikle 13q delesyonlari, t(4;14) ve p53 gen kaybi
kotii prognoz ile iligkilidir (28).

2.1.1.10. MYELOMUN VARYANT FORMLARI

Sessiz (Smoldering) Myelom

Kemik iligi plazma hiicresi %10’dan, serum M proteini 3 mg/dL’den fazladir. Anemi,
bobrek yetmezligi, hiperkalsemi, litik kemik lezyonlarinin olmadigi olgulara ‘smoldering
(sessiz) myelom’ denir. Oldukga seyrek goriiliir. Idrarda az miktarlarda M proteini
bulunabilir. Plazma hiicreleri isaretlenme indeksi diisiiktiir. Bu hastalar asemptomatik oldugu
icin klinik olarak belirti ve bulgular1 ilerleme gostermedigi silirece, bu hastalara tedavi

uygulanmamalidir (14, 17).

Plazma Hiicreli Losemi

Plazma hiicreli 16semi periferik kanda %20°den fazla plazma hiicresi bulunur. Yeni
tan1 konulan myelomlu olgularin %5’inde plazma hiicreli 16semi bulunur. Plazma hiicre
l6semili ¢cogu olguda serumda IgG agir zincir veya hafif zincir tipi bir monoklonal protein
vardir. MM’a benzer sekilde vakalarin %50’sinde IgG, %15’inde IgA smifi agir zincir
bulunur. Bu hastalar cogunlukla yiiksek tiimor kitlesine sahiptirler. Siklikla trombositopeni,

yiiksek LDH diizeyi gozlenir, tedaviye yanit iyidegildir (14, 23).

Osteosklerotik Myelom

POEMS kisaltmas1 (polindropati, organomegali, endokrinopati, M protein, deri
degisikiklikleri) bu sendromu tanimlar. Bu olgularda genellikle kemik iliginde <%35 plazma
hiicresi bulunur. Hiperkalsemi ve bobrek yetmezligi nadirdir. Tan1 osteosklerotik lezyondan
alman biyopside monoklonal plazma hiicrelerinin histolojik olarak belirlenmesi ile konulur

(14).

Nonsekretuar Myelom

Myelomun nadir bir formunda olgularinin %]1’inde ne serumda ne de idrarda
monoklonal protein saptanmaz ve bunlara salgisal olmayan (nonsekretuar myelom) adi verilir

(4, 14).
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Ekstramediiller Plazmasitom

Ekstramediiller plazmasitomlar c¢ogunlukla iist solunum yollarinda (nazal kavite,
siniisler, nazofarinks ve larinks) olusurlar. Ayrica gastrointestinal sistem ve diger organlarda

da gortilebilirler (14).

2.2. HEMATOLOJIiK MALIGNANSILERDE SITOGENETIK VE MOLEKULER
SITOGENETIK

2. 2. 1. Hematolojik malignansilerde sitogenetik

Son 30 yilda, bantlama tekniklerindeki gelismeler, hiicre kiiltlirii ve molekiiler
sitogenetik metotlarin gelismesi ile kanser genetigi alaninda gozle goriiliir ilerlemeler
saglamistir (29).

Kanser sitogenetiginin iki ana hedefi vardir. Bunlardan birincisi temel kanser
aragtirmalarina yonelik olup, spesifik kromozom anomalilerinin tanimlanmasi, primer ve
sekonder degisikliklerin ve 6zellikle kirik noktalarinin belirlenmesi, bu noktada ekspresyonu
degisen yada ekspresyonu kaybedilen genlerin tanimlanarak, tumorigenezisteki biyolojik
mekanizmalarin aydimlatilmasia olanak saglamaktir. Ikincisi ise klinik uygulamalardir.
Belirli kanserlerde primer ve sekonder kromozom degisikliklerinin bilinmesi, taninin
kesinlesmesinde, prognozda, tedavi protokolunun diizenlenmesinde, minimal rezuduel
hastaligin takibinde biiylik 6nem kazanmaktadir (30).

Kanser Kromozom Data Bank’da bugiline kadar 27.000 sitogenetik anomali rapor
edilmigtir 75 farkli neoplastik hastalikta 215 balance(dengeli), 1588 unbalance (dengesiz)
yapisal anomali tanimlanmistir. Kanserde ilk kromozomal anomali 1960 I1 yillarda Nowell ve
Hungerford tarafindan KML (kronik myeloid 16semi) olgularinda tanimlanmis 9 ve 22 nolu
kromozomlarin translokasyonu sonucu ortaya c¢ikan bu kromozoma Philadelphia (Ph)
kromozomu denilmistir. Glinlimiizde KML tanisinda Ph kromozomunun varligi mutlaka
gerekmektedir. Bu translokasyonun varliginda tedaviye yamit cok 1yi olup, KML
progresyonunda %75-80 oraninda bu bulguya ilave sitogenetik degisiklikler gbzlenmektedir.

Hematolojik malignansilerde 6rnek olarak genellikle kemik iligi kullanilmaktadir.
Eger periferik kanda blast orani yiiksekse Ornek olarak periferik kan kullanilabilir. Ayrica
plevral sivi gibi viicut sivilari, lenf nodlari, dalak ve solid tiimorler sitogenetik analiz i¢in

uygun 6rnek olabilir (30).
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2. 2. 2. Hematolojik Malignensilerde Molekiiler Sitogenetik

Molekiiler Sitogenetik yontemler (FISH, CGH=Comparative Genomic Hybridization)
konvansiyonel sitogenetik yontemlerle belirlenemeyen yapilanmalari veya orjini tam olarak
belirlenemeyen yapilanmalari, mikrodelesyonlar ve subtelomerik yapilanmalar1 belirleme
olanagi saglamaktadir. Sitogenetik rutin GTG bantlama tekniginde >4MB, HRB tekniginde de
>2MB ye kadar olan diizensizlikler belirlenebilmektedir. FISH teknigi ile ¢ok daha kiigiik (1-
3 Mb a kadar) olan yapisal diizensizlikler belirlenebilmektedir (17, 31).

2. 2. 3. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Molekiiler biyoloji hastaliklarin genetik etiyolojisinin anlagilmasina yardimci birgok
yeni tekniklerin gelisimine yol a¢mistir. Bunlardan biri olan FISH sitogenetik ve gen
haritalamas1 ¢alismalarinda yaygin deneysel tekniklerden biri haline gelmistir. Bu yontem
genellikle molekiiler sitogenetik olarak adlandirilmaktadir (29).

DNA molekiilii gelisen teknolojiyle beraber incelenmesi en kolay molekiillerden biri
haline gelmistir. Belirli bir DNA pargasi sinirsiz sekilde ¢ogaltilabilmekte, niikleotid dizileri
cok kisa siirede saptanabilmekte, ayni tekniklerdeki varyasyonlar ile izole bir gen
degistirilebilmekte ve tekrar kiiltiirdeki hiicrelere verilmektedir. Tiim bu gelismeler
rekombinant DNA teknolojisi ad1 altinda toplanan ve 1970’1i yillardan itibaren takip edilmesi
giic bir hiz ile gelistirilen teknikler sayesinde olmustur. Bu ilerlemelere ortam hazirlayan ii¢
temel gelisme vardir:

1. DNA’nin spesifik bolgelerden restriksiyon enzimleri ile kesilmesi,

2. Saflastirilmis DNA fragmentindeki tiim nukleuslarin sekanslanmasi,

3. Niikleik asitlerin kendilerine komplementer olan diger bir niikleik asit fragmenti
ile karsilikli gelebilecegi ilkesi ile DNA-DNA, DNA-RNA yada RNA-RNA fragmentleri
arasinda hibridizasyonun yapilmasidir (29).

Floresanlanmis niikleotid analoglarinin direkt ve indirekt ISH (In Situ Hibridizasyon )
yontemlerinde kullanilmaya baglamasiyla (1991) bir alt dal olusmustur ki bu da FISH dir.
FISH ile komplementer DNA fragmentleriyle spesifik niikleik asit sekanslar1 hibridize
edilmekte, boylece kromozom kopya sayillar1 ve genlerin  lokalizasyonlar
belirlenebilmektedir. Karyotip analizleri veya konvansiyonel metafaz sitogenetigiyle
karsilagtirildiginda, FISH biiyiik avantajlar saglamaktadir. Kromozomlarin interfazda da bir
alan olusturduklar1 ve spesifik problarla bu alanlarin yap1 ve kismen miktar1 konusunda bilgi

almabilecegi goriilmiis ve boylece ISH ile “’interfaz sitogenetigi’’ analizi adi1 verilen alt bir
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dal dogmustur. Interfaz nukleusunda kromatin metafaz kromozomlarindan daha az
kondensedir ve boylece high rezolusyon FISH i¢in dogal hedef olmustur. Metafaz
kromozomlarinda rezoliisyon >1 Mb yiiksek rezoliisyonla uzatilmigs kromozomlarda
rezoliisyon >200 kb iken, interfaz nukleusunda bu deger 1 kb’dir (17, 29).

FISH doku kiiltiirtine ihtiya¢ duyulmadan solid tiimorlere hatta formolde fikse edilmis,
parafin bloklu dokulara dahi uygulanabilmektedir. Andploidilerin degerlendirilmesinde FISH
Flow Cytometry’den daha hassastir. Artik DNA andploidisi ve prognoz arasinaki iliskinin
tayininde FISH uygulanmaktadir (29).

FISH tekniginin tan1 ve aragtirma amagh kullanim alanlarini séyle siralayabiliriz:

A) Tamisal amach kullanilan FISH
1. Klinik sitogenetik
a. Prenatal tanm
b. Interfaz sitogenetigi
c. Mikrodelesyon sendromlarinin tanisi
d. Kanser sitogenetigi
2. Dokuda enfeksiyon ajanlarinin tanisi

3. Dokuda mRNA diizeyinde onkogenlerin degerlendirilmesi

B) Arastirma amach FISH

1. Gen haritalamast

Tiimor biyolojisi
Mikrobiyoloji/viroloji

Gen ekspresyon analizi
Somatik hiicre hibrit analizleri

Mayoz/mitoz analizleri

A L o

Hiicre tanimlamasi

Tiim ISH yo6ntemlerinde temel prensip aynidir. Prob olarak kullanilan DNA molekiilii
isaretlenir, yani eksojen olarak reaksiyona sokulan igaretli niikleotid, prob DNA’sindaki
uygun niikleotid ile yer degistirir. Prob isaretlendikten sonra lam/lamel {izerine fikse edilen
metafaz ve/veya interfazdaki proteinler uzaklastirilir, ¢ift sarmal halde bulunan gerek prob
gerekse hedef DNA’lar denatiirasyon ile tek zincir haline getirilir. Onceden isaretlenmis prob

ile spesifik eslesmenin olacagi uygun kosullarda genomik DNA hibridize edilir.
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Hibridizasyonda ii¢ temel asama 6nemlidir;

1- Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gegirgenliklerini korumalari,

2- Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi,

3- Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yiiksek bir reporter ile en az zemin sinyali
olacak bi¢cimde en parlak sekilde goriintiilenmesidir.

Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi ‘stringency’
olarak ifade edilir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef sekansla tam homolog olan
problar stabil hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullarinda ise prob sadece % 70-90
homoloji gosteren sekanslara baglanabilir. Bu spesifik olmayan sinyallerin olusumu,
hibridizasyon sonrasi yikamalarda yiiksek stringency kosullarinin (yiiksek 1s1 + diisiik tuz
konsantrasyonu) saglanmasiyla engellenebilir. Daha sonra olusan hibrit spesifik goriintiileme

sistemleri ile belirgin hale getirilir (Sekil-6) (17).

Preparatlanm Hasrlanmas

¥
Iateryalin Preperat Uzernde Sabitlestinlmes: (Fiksasyon)
¥

Preparatlann On Muameles:

¥
Prob we hedef DM.A Denatiirasyonu

¥
Hibridizasyon
v

Hibtizizasyon Sonrast Yikamalar
(Strngency Vikamalart)

Direls Isareth Problar v
Immunalok gorintileme

b
Iltkerosloop

¥
Yorunlama, Gorintileme

Sekil-6. FISH tekniginde uygulanan basamaklar (29).

(Teorik ve Pratik Floresans In Situ Hibridizasyon, Ed.Basaran,N. GENTAM,Eskisehir,s:34-39,1996 dan
alinmustir)
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2.2.3. 1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri

Prob; oOrneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer,
radyoaktif veya nonradyoaktif madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir (17, 30).

FISH tekniginde sitogenetik alaninda kullanilan baslica problar sunlardir;

1. Lokusa 6zgii problar

2. Tekrarlayan dizi problar (satellit problari)

3. Translokasyon veya kirik noktasi yeniden diizenlenme problari

4. Tiim kromozomu boyayan problar (library problari)

5. Telomer bolgesine 6zgii problar

6. Banda 6zgii problar

2. 3. Multipl Myelomda Sitogenetik Analizler

Multipl Myelomda sitogenetik, en Onemli prognostik faktdrlerden biridir.
Konvansiyonel sitogenetik ve molekiiler sitogenetik ¢alismalarda pek ¢ok tekrarlayan genetik
anomali bildirilmistir. Malign plazma diskrazilerinde hastalarin %18-92’sinde kromozomal
anomaliler gozlenmistir. Karyotipler genelde komplekstir ve andploidiler de goriiliir (26, 28).

Multipl myelomda karyotipler aneuploidi bakimindan 2 major gruba ayrilabilir;

Hyperdiploid MM: 48 ila 74 kromozom ve nonhiperdiploid MM: 48 veya 74 den daha
az kromozom bulunabilir. Bu ploidi gruplarimin da prognozla iligkili oldugu ve ploidi
gruplarina gore bazi anomalilerin daha sik oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin hyperdiploid
tipinde trizomili kromozom orani fazla (6zellikle 3,5,7,9,11,15,19,21 nolu kromozomlar)
fakat IGH translokasyonlarinin orani diisiiktiir. Hiperdiploid karyotipe sahip olgular iyi
prognostik gruba dahil edilmekle birlikte genetik olarak oldukca heterojendirler. lyi
prognostik sinifta bulunan hiperdiploid olgularda anomaliler arasinda 13q delesyonu ve/veya
1q amplifikasyonu ve IGH translokasyonlar1 goriiliiyorsa kotii prognostik sinifa dahil
olmaktadirlar. Kromozom 1 anomalilerinde kirilma noktalar1 genellikle p(11-21) ve q(25)
bolgelerini kapsar. Tiim MM olgularinin %9-20 sinde psddohipodiploid ve %10-30 unda
hipodiploid karyotip saptanabilmektedir. Goriilme sikliklarina goére kismi ya da total
monozomiler; 13q, 14, 6q, 8, 16, X (kadinlarda), Y kromozom kayiplar1 olarak bildirilmistir
(17, 32-38).

Timorlerin -~ yarisinda, primer kromozom translokasyonu bir onkogenin

ekspresyonunun bozulmasina neden olur. Multiple myeloma’da rol alan proto-onkogen ve
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tiimor stipressor genler Tablo-6’da verilmektedir. Bu direk olarak (11q13-cyclin D1 ve 6p21-
cyclin D3) ya da indirek olarak (4p16-fibroblast growth factor receptor 3-[FGFR3], 16q23-c-
maf) siklin D’nin regiilasyonunda bozulmaya neden olur. Alternatif olarak, tlimoérlerin geri
kalan1 ¢ogunlukla hiperdiploiddir ve siklin D1’in (daha az siklikla siklin D2) regiilasyonu
bilinmeyen bir mekanizmayla bozulur. Plazma hiicrelerinin malign 6zellik kazaniminda 2 yol
vardir. MM olusum siirecinde ilk onkogenik degisim MGUS’de (anlami bilinmeyen
monoklonal gammopati) baglar ve buna primer IgH (immiinglobulin agir zincir bdlgesi)
translokasyonlari, trizomiler ve takiben 13. kromozomdaki delesyonlar (siklikla
nonhiperdiploid tiimérlerde) ve pl6 metilasyonu eslik eder. Diger karyotipik anomaliler;
ikincil IgH translokasyonlari ve epigenetik degisimler biitiin asamalarda gelisir. C-myc
disregiilasyonu, p/8 delesyonu, Rb inaktivasyonu p53 genkaybiyla son onkogenik olaylar
gelisir ve timor daha agressif olur (Sekil 7) (33).

Crermitial I Intra:me‘ciu]la.ty Blestrame dullary
-1 MIGE = .
merkez B hiicre mitreloma miveloma @

1113
p2l
rimer Q0443
2H tx Ogll
plé Bhel 13|
deZer Tpl6

TRISOMY
35791115 Diplaid

Sekil-7. Plazma hiicreli neoplazide iki ge¢is yolu (33).

Multipl Myelomda kemik iligi biyopsilerinde plazma hiicrelerinin yiizdesinin diigiik
olmasi, diisilk mitotik indeks gibi teknik problemler nedeniyle konvansiyonel sitogenetik
yontem bazi sinirlamalara sahiptir. Timor hiicrelerinde metafaz kromozomu eldesi zorlugu
bilinen bir gercektir. FISH analizi timore 6zgii karyotipik anomalilerin saptanmasinda

sitogenetik yontemlere gore ¢ok daha hizli, hassas ve bazi durumlarda daha giivenilir bir tani
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teknigidir. FISH analizi interfaz niikleusunda da ¢alisabilme imkani tanimasi agisindan kanser

genetiginde kullanilan en 6nemli tekniklerden biri olmustur (34).

2. 3. 1. Kromozom 13 anomalileri (-13/13q delesyonu):

Multipl myelom olgularinda 13q14 delesyon oraninin FISH analizi ile %40-50 oldugu
gosterilmistir. Multipl myelomda en sik goriilen anomalilerden biridir. 13. kromozom
monozomisi goriilebilecegi gibi, 13. kromozomun uzun kolunun ql4 veya q34 bdlgesinin
kayb1 da goriilebilir. Aynm1 zamanda ql4 lokusunda RB (tiimdr supresdr gen) geni
bulunmaktadir. 13q14 delesyonu gozlenen olgularin %85-90 inda t(4;14) yada t(14;16)
gozlenmektedir. Delesyona non-hiperploid karyotipin veya bir translokasyon eslik ediyorsa

hastanin prognozu oldukca kotii olarak bildirilmektedir (34-36).

2. 3. 2. IGH (immiinglobulin agir zincir) Bolgesi Anomalileri:

IGH geni 14. kromozomun q32. bolgesinde lokalizedir. Bu gen, bagisiklik sisteminde
antijen baglama ve immiin yanitta gorevlidir. Yapilan arastirmalarda IGH bolgesinin ¢esitli
partner genler ile yeniden diizenlenmesi belirlenmistir. Plazma hiicreli neoplazilerin
kromozom 14’te translokasyonlar siktir ve genellikle t(11;14)(q13;932), t(8;14)(q24;932)
veya t(14;18)(q32;q21) seklinde gozlenir. t(14;18)(q32;q21) ilk defa non-Hodking’s lenfomali
hastalarda t(8;14)(q24;932), t(8;22), t(8;2) Burkitt’s lenfomal1 vakalarda tespit edilmistir (37-
40).

t(11;14) (q13:;q32) Translokasyonu:

Multipl Myelomda goriilen IGH translokasyonlarinin 6énemli bir kismini olusturur.
Konvansiyonel sitogenetik ile de belirlenebilmektedir. t(11;14), anormal karyotipli Multipl
Myelom vakalarinin %10-20 sinde belirlenmistir. Sitogenetik olarak Mantle-cell lenfomada
goriilen translokasyonla ayni olmakla birlikte 14q molekiiler kirik noktasi farklilik gosterir.
11. kromozomun q32 boélgesinde cyclin D1 geni bulunur. Cyclin ailesinin bir iiyesi olan
cyclin D1 geni hiicre dongiisii sirasinda G1 faz1 boyunca gelisimi kontrol etmek gibi ¢ok

onemli gorevi vardir (41-44).

t(4;14) (p16;q32) Translokasyonu:

14. kromozomun 32 bdlgesi ile 4. kromozomun pl6 bolgesi arasindaki parga
degisimidir. 4. kromozomdaki kirik telomerik bolgede meydana geldigi i¢in karyotipik olarak

belirlenmesi giic bir translokasyondur. Multipl myelomlu vakalarin ortalama %15 de
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belirlenmistir. 4.kromozomun p16 bolgesinde FGFR3 (fibroblast growt faktor reseptorii 3)
WHSCI1(wolf-hirschhorn 1) WHSC2 (wolf-hirschhorn 2) genleri bulunur. FGFR3 geni,
iskeletin normal gelisimi i¢in gerekli olan kondrositlerin ¢ogalma ve farklilagmasinda 6nemli
roli vardir. WHSC1 ve WHSC2 genleri transkripsiyonda gorevlidir. Multipl myelom
patogenezinde bu genlerin disregiilasyonunun 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir. t(4;14)

kotii prognostik sonuca sahiptir (45-49).

t(14;16) (q32;923) Translokasyonu:

14. kromozom ile 16. kromozom arasindaki translokasyondur. Multipl myelomlu
vakalarin % 5 inde tespit edilmistir. t(4;14) gibi t(14;16) da karyotipik olarak belirlenmesi gii¢
bir translokasyondur. 16. kromozomun 23 bolgesinde C-MAF geni bulunur. Bu gen MAF
ailesinin bir {iyesidir ve proto onkogendir. CCND?2, integrin-S7ve CCR1 genlerine bagh
ekspresyonu kontrol eder. Bu genin deregiilasyonu hiicre siklusunun kontrolii, apoptozisde ve
hiicreler arasi haberlesmede diizensizlige yol agar. Bircok olguda kotii prognostik sonuca

sahip oldugu bildirilmistir (45-49).

2.3.3. TPS3 (17p13):

P53 geni 17. kromozomun kisa kolunun p13 bolgesinde lokalizedir. DNA ya baglh
transkipsiyon faktorii ve timor supresor gendir. P53 genindeki mutasyonlar genel olarak
kanserlerde goriilen en yaygin genetik degisikliktir. Multipl myelomlu hastalarda da P53
delesyonu rapor edilmistir. Diger lenfoid tiimdrlerde oldugu gibi P53 delesyonu ile ileri

hastalik evresi, kisa yasam siiresi, kotii prognoz arasinda yiiksek korelasyon vardir (45-49).

2. 3. 4. Ras Mutasyonu

Multipl Myelomda Ras mutasyonu vakalarin %35-50’sinde belirlenmistir. MGUS’de
ise nadir olarak gdziikmektedir. Mutasyonlarin siklig1 hastaligin ilerlemesiyle artmaktadir. K-
ras mutasyonu kisa yasam siiresiyle iliskilidir. Tipik olmayan H-ras mutasyonu HMCL
(human multipl myeloma cell line=insan multipl myeloma hiicre hatlari)’da belirlenmistir

(48-49).
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2. 3. 5. Sayisal Anomaliler

Trizomiler

YAPISAL ABNORMALITY LEZYONUN TUMOR TiPi
MEKANIZMASI

En sik goriilen trizomilerden 5, 9 ve 15. kromozoma ait degisimlerde, 5. kromozom
%40, 9. kromozom %42, 15. kromozom % 33 oraninda FISH yoOntemiyle trizomi
saptanmigtir. CGH (Comparative genomic hybridization) yontemi ile yapilan bir ¢alismada,

5q ve 9q bolgesinde %24, 15q bolgesinde ise % 22 oraninda artis tespit edilmistir (17).
2. 3. 6. Diger Anomaliler

Kromozom 1 in yapisal anomalileri karyotip degisimi myelom olgularinin %30-
%40’ 1inda gozlenmektedir. Bu olgularin yarisinda translokasyon partneri ve kirik noktalari
cesitlilik gostermistir.  Yapilan c¢alismalar 1ql12 bolgesinin MM  patogenezinde rol
oynayabilecegini varsaymaktadir. Kromozom 1’in kisa ve uzun kolunudaki anomaliler kisa

yasam siiresi ile iligkilidir (49).
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PROTO-ONKOGENLER

Trankripsiyon Faktorleri

t(8;14)(q24;932)

c-myc t(2,8)(p11;q24) Transkripsiyonal Burkitt lymphoma
1(8;22)(q24;q11) regiilasyonun bozulmasi

pax-5 t(9;14)(p13;932) Transkripsiyonal Lymphoplasmacytoid lymphoma
regiilasyonun bozulmasi

bcl-6 t(3;M(q27)(?7) Transkripsiyonal B-hiicreli difiiz biiyiik hiicre lenfomasi
deregulation

Rel Amplifikasyon expression regiilasyonun | B-hiicreli difiiz biiyiik hiicre lenfomasi
bozulmasi

Mmset t(4;14)(p16;q32) Fuzyon transkript Multiple myeloma

c-maf t(14;16)(q32;q23) Transkripsiyonal Multiple myeloma
regiilasyonun bozulmasi

mum-1 t(6,14)(p25;932) Transkripsiyonal Multiple myeloma

regiilasyonun bozulmasi

Tyrosine kinase

fefr-3 t(4;14)(q32) Transkripsiyonal Multiple myeloma
regiilasyonun bozulmasi
bel-1/cyclin D1 | t(11;14)(q13;q932) Transkripsiyonal Mantle cell lymphoma
regiilasyonun bozulmasi
bcl-2 t(14;18)(q32;921) Transkripsiyonal Follicular lymphoma
regiilasyonun bozulmasi
bcl-10 t(1;14)(p22;q32) Transkripsiyonal MALT lymphoma
regiilasyonun bozulmasi
Ras Point mutation Constitutive activation Multiple myeloma
TUMOR SUPPRESOR GENLER
Nokta mut. veya Fonk kaybi B-cell chronic lymphocytic leukemia;
P53 delesyon Mantle cell lymphoma; Burkitt’s
lymphoma; adult T —cell leukemia-
lymphoma
P16 Delesyon veya Fonk kayb1 Mantle cell lymphoma; 1; Burkitt’s
metilasyon lymphoma; Multiple myeloma
ATM Nokta mut. veya Fonk kaybi T-cell prolympocytic leukemia
delesyon
VIRUSLER
EBV Transforme edici genlerin | Burkitt’s lymphoma;AIDS-related
ekspresyonu lymphomas;primary effusion lymphoma
HHV-8 Transforme edici genlerin | Primary effusion lymphoma
ekspresyonu
HTLV-1 Hiicresel genlerin Adult T-cell leukemia-lymphoma

regiilasyonunun
bozulmasi

Kisaltmalar: AIDS: Acquired immunodeficiency syndrome, EBV: Epistein-Barr virus, HHV-8: Human herpesvirus
type-8, HTLV-1: Human T-cell leukemia virus type-1, MALT: Mucosa-associated lymphoid tissue.

Tablo-6. Multiple myeloma’da rol alan proto-onkogen ve tiimor siipressor genler (22).
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3. MATERYAL METOD

3. 1. Materyal ve Metod
3. 1. 1. Calisma Grubu

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda
yiiriitiilen bu ¢alismada Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dalmna
Multipl Myelom 6n tanisi ile gelen ve tani alan 28 hastadan kromozom analizi, FISH ve
molekiiler genetik analiz yapilmak {izere kemik iligi alindi. Kemik iligi yetersiz ya da
periferinde yeterli hiicre oldugu diisiiniilen hastalardan periferik kan 6rnekleri alindi. Ayrica
Patoloji Anabilim Dalindan hastalara ait arsiv materyalleri olan parafin bloklardan kesitler
almarak tek hiicre siispansiyonu elde edildi, bu fikse edilmis materyaller FISH islemi yapilana
kadar -20 °C’de bekletildi.

Bu ¢alisma, 2008.114.0014 nolu proje kapsaminda KTU BAP tarafindan desteklenmis
ve Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan (2008/18)

onaylanmustir.

3. 1. 2. Kimyasallar:

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve sarf malzemeler c¢esitli firmalardan elde

edildi.
1. PB Max Karyotyping Medium Gibco12557-039
2. Bone Marrow Karyotyping medium Bio Ind 01-199-1B
3. L-Glutamine Bio Ind 03-020-1B
4. Tripsin-EDTA solution A 0.25% Biol Ind 03-050-1B
(Trypsin&EDTA 1/5000)
5. Colcemid solution Biol Ind 12-004-1D

6. Giemsa 16sing Merck 9204



7. Acetic Acid (p.a)
8. Methanol (p.a)

9. Immersion oil

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

3
1
2
3
4
5.
6
7
8
9

Entellan
Sodium chloride (NaCl)

Formaldehyde solution min.37%

Merck 1.00056
Merck 1.0600
Merck 4699
Merck 7961
Merck 6404
Merck

Sodium dihydrogen phosphate(NaH2PO4.2H20) Merck 6345

Citric acid monohydrate (C6H80O7.H20)
Ammonium chloride extra pure(NH4CI)

Sodiumhydrogenphosphate dihydrate
(Na2HPO4.2H20)
Potassium bicarbonate (KHCO3)

Merck 242
Merck 1142
Merck 6576

Sigma P-9144

Potassium dihydrogen phosphate(KH2PO4)Merck 4873

Steril disposable tiip

Potasyum Kloriir(KCI)

Pastor pipeti ( cam-2ml’lik, ucu kisa)
Tri Sodyum Sitrat

Tween 20

Formamide

DAPI (4,6 Diamidino-2-Phenylindole ) / Antifade soliisyonu
. 1. 3. Gerecler

. Etiiv (37°C)

. Buzdolab1 (+4°C)

. Derin dondurucu (-4°C)
. Vorteks (Labinco L-46)

Santrifiij (Heraus)

. Hassas terazi (Mettler Toledo AB-204-S)
. pH metre (Hanna)

. Lamin air flow (Herause)

Grenier bio-one

Merck 4936

Merck

Sigma P1379-25 ML

Sigma F9037-100ML
D9564-10MG

. Floresan atagmanli mikroskop (Nikon E800)

10. Mikroskop Image analiz sistemi (Olympus BX 50)

11.

Su banyosu (Memmert)

3.1. 4. Problar

26
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Whole Painting Chromosome 9 (Cytocell) LPP09G
Whole Painting Chromosome 11 (Cytocell) LPP11G
Whole Painting Chromosome 21 (Cytocell) LPP21G
Whole Painting Chromosome 22 (Cytocell) LPP22G

13q14.3 Deletion Probe with 13qter subtelomeric probe (Cytocell) LPHO006

3. 1. 5. Soliisyonlar

L-Glutamin (Biol Ind)

Colcemid (Biol Ind)

10 pg/ml olarak hazirlanmis liyofilize Colcemid soliisyonu 4°C de saklandi.

Hipotonik Soliisyonu (0.075 M KCI)
KCI ldg
Distile su 250 ml

Fiksatif (Carnoy) Soliisyonu
3 hacim Methanol (Merck)/ 1 hacim glacial asetik asit (Merck) ilave edilerek

kullanimdan Once taze olarak hazirlanda.

Giemsa (GTG Bantlama) Boya Soliisyonu
Giemsa 16sing 4 ml

Tampon ¢ozelti 96 ml

Tampon soliisyonu
A soliisyonu
KH,PO4 4.539¢
Distile su 500 ml

B soliisyonu
NaH POy 4.686 g
Distile su 500 ml

Tripsin Hazirlama

Tripsin 8cc
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Serum fizyolojik 92 cc (%0.9)

3. 1. 6. Kullamilan Lamlarin Temizlenmesi

Kutudan ¢ikarilan lamlar 1s18a tutularak piiriizsiiz olanlar segilir.

Lamlar gazli bezle iyice yikanir ve akan musluk suyundan gegirilir. 250 ml’lik beher
icine dizilerek tizeri bidistile su ile doldurulur ve 10 dakika bekletilir.

Metanol i¢inde 30 dakika bekletilir.

Sonra bidistile su bulunan beher igine dizilerek buzdolabina kaldirilir 1 giin

saklanabilir yayma asamasinda ¢ikarilir

3.2. Metod

Multiple myelom tanis1 almis hastalarin kemik iligi materyallerinden konvansiyonel

sitogenetik ve molekiiler sitogenetik analizler yapilmistir. Kemik iligi elde edilemeyen

hastalardan periferik kan alinarak sitogenetik analizler yapildu.

3.2. 1. Kromozomlarin Elde Edilmesi

Multiple Myelom tanist konan her hastadan 1-2 ml kemik iligi alinmis ve Anabilim

Dalimiz Sitogenetik laboratuarina ulastirilmigtir.

3. 2. 1. 2. Kemik iliginden Kromozom Eldesi

Arastirmada standart kemik iligi yontemi modifikasyonlar yapilarak uygulandi. Kemik

iliginden kromozom elde edilmesinde 72 ve 120 saatlik kiiltiirler kurulmaktadir.

a)

Steril disposible 5 ml’lik heparinli tiiplere veya heparinize enjektorlere kemik iligi
alindi, 5 ml besiyerine beyaz kan hiicre (WBC) sayisina gore damlatildi, ¢alkaland1 ve

37° C’de etiivde bekletildi.

b) 72 saatlik kiiltiir kurulmussa; kiiltiirtin 48. saatinde, 120 saatlik kiiltiir kurulmussa;

b)

kiiltlirtin yaklagik 115. saatinde 0,1 ml (10pg/ml) Colcemid ilave edildi ve 37°C
etlivde bekletildi.
Stire sonunda 1100 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi, siipernatan atildi, iizerine

hipotonik soliisyonu (0.075 M KCI) ilave edilerek 1 saat etiivde bekletildi.

Stire sonunda 1300 rpm’de santrifiij edildi. Carnoy fiksatifi (3:1 Methanol/Glacial

acetic acid) ile 4 kez yikanan hiicreler lama damlatildi ve oda 1sisinda kurumaya

birakildi.
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d) FISH islemi i¢in 1-1.5 cc fiske edilmis materyal -20°C’de bekletildi.
3. 2. 1. 3 Preparatlarin boyanmasi (GTG bantlama)

Oda 1s1sinda yaglandirilmis preparatlar;

a) Tripsin solusyonunda 1 dakika tutuldu,

b) Distile suda calkalandi,

¢) Giemsa boyasinda 7 dakika tutuldu,

d) Siire sonunda preparatlar distile suda ¢alkalandi, oda 1s1sinda kurutuldu,

e) Entellan ile kapatilarak daimi preparatlar haline getirildi,

f) Hazir hale gelen preparatlar mikroskopta incelendi.

Sitogenetik degerlendirme ISCN (2005) (50) kriterlerine gore yapilmistir. Karyotip

analizinde her hastadan en az 20 metafaz degerlendirmeye alinmistir.

3. 2. 2. Parafinli Dokulardan Tek Hiicre Siispansiyonunun Hazirlanmasi:

Hastalara ait arsiv materyalleri olan parafin bloklardan hiicre siispansiyonu agagdaki
islemlerle elde edildi.

a. Her bir parafilmdeki doku 6rneginden mikrotomla 40 um kalinliginda 4 veya 5 kesit
alind1.

b. Almman kesitler 11 ml’lik steril cam tiiplere konulup {izerine 10 ml ksilol ilave
edilerek 10 dk. bekletildi On dakka sonunda ksilol pastor pipeti ile bosaltildi ve tiip tekrar 10
ml ksilol ile doldurularak 10 dakka bekletildi. Ksilol pipetle bosaltilarak deparafinizasyon
saglandi.

c. %100, %100, %95, %75, % 50’ lik alkol serilerinden her birinde 10 dakka
bekletilmek iizere gecirilerek dokularin rehidratasyonu saglandi.

d. % 50 ‘lik alkolu pipetle uzaklastirilan tiipe 10 ml distile su ilave edilir ve 10 dakka
bekletildikten sonra distile su bosaltildi. Ardindan tekrar 10 ml distile su ilave edilir ve en az 6
saat olmak iizere kesitler ortalama 12 saat distile su i¢inde oda sicakliginda bekletildi.

e. Onikinci saatin sonunda numuneler iki kez distile suda yikandiktan sonra saat
camina aktarildi.

f. Saat cami lizerine alinan numune egri uglu makasla miimkiin oldugu kadar ince
parcalara ayrildi. Numune bulanik sivi haline gelene kadar ezildi. Bu islemleri yiiriitiirken

numunenin cam lizerinde kurumamasina dikkat edildi.
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g. Saat camu lizerinde iyice par¢alanmis doku distile su ile suladirildi ve pastor pipeti
yardimiyla santrifiij tiipiine alindi. Numune 1500 rpm ‘de 10 dakka santrifiijjlendi ve
stipernatani atildi. Geride kalan pellet distile sudan miimkiin oldugunca arindirildu.

h. Tiplerdeki numune {izerine daha onceden hazirlanmis pH’s1 1.5 olan % 0.5 ‘lik
pepsin soliisyonundan 1.5 ml ilave edip vortekslendikten sonra her bes dakikada bir
vortekslemek kaydiyla 37 derecede su banyosunda 30 dakka beketildi.

1. Otuzuncu dakikanin sonunda pepsini inaktive etmek amaciyla her bir tiipe 2-3 ml
Phosfat buffer saline (PBS) ilave edildi. Inaktivasyondan sonra vortekslenen numune 1500
rpm ‘de 10 dakika santrifiijlendi ve siipernatani atildi.

1. Doku pelletine 3 ml PBS eklenerek vortekslendi. Vortekslenen siispansyon enjektore
cekilerek 47 pm’lik naylon mesh den siiziilerek steril bir tiip icerside tek hiicre siispansiyonu
elde edildi.

j. Tek hiicre siispansiyonu 1000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatani atildi
ve geride kalan hiicre pelleti iyice vortekslendi.

1. Eldeki tek hiicre slispansiyonundan lama damlatilarak havada kurutuldu. Elde edilen
hiicre siispansiyonlar1 ependorf tiiplere aktarilarak FISH c¢alismalarinda kullanilmak tizere -20

derecede saklandi.

Pepsin solusyonunun hazirlanmasu:

%0.5’1ik pepsin solusyonu hazirlamak i¢in 50 ml %0.9’luk serum fizyolojik iizerine
250 mg pepsin ilave edildi. iki normal (2N) HCI kullanilarak soliisyonun pH’s1 1.5 olarak
ayarlandi. Hazirlanan pepsin solusyonu, her bir olguya bir tane kullanilmak {izere 1.5 ml’lik

ependorf tiiplerine konuldu ve -20°C’de saklandu.

3. 3. FISH Prosediirii:

3. 3. 1. Hasta grubunun secilmesi:
Konvansiyonel sitogenetik analiz yapilan ya da sadece arsiv materyallerine

ulasilabilen 10 hasta FISH analizi i¢in secildi.

3. 3. 2. Kullanilacak problarin se¢ilmesi:
Kromozom analizi sonucunda monozomi saptanan kromozom 9 (Cytocell LPP09G),

11 (Cytocell LPP11G), 21 (Cytocell LPP21G), 22 (Cytocell LPP22G) boyama probu ve
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interfaz hiicrelerinden elde edilecek sinyallerin kontrol edilebilmesi i¢in sentromerik problar
ve 13q14.3 bolgesindeki delesyonlarmi gozlemek amaciyla kromozom 13ql14.3 delesyon
probu (Cytocell LPH006) kullanilarak hastalarin fikse edilmis materyalleri ve/veya arsiv
materyallerinden elde edilen preparatlara FISH uygulandi.

3. 3. 3. FISH Soliisyonlarimin Hazirlanmasi:

20X SSC Soliisyonu
Sodyum Kloriir 1753 g
Tri Sodyum Sitrat 88.2g
Distile su 1000 ml
2XS8SC Soliisyonu:
Stok (20XSSC) soliisyon 1 kisim
Distile su 10 kisim
4XSSC Soliisyonu:
Stok (20XSSC) soliisyon 1 kisim
Distile su 5 kisim
0.4XSSC Soliisyonu:
Stok (20XSSC) soliisyon 2ml
Distile su 98 ml

2XS8S5C, 0.05 % Tween 20 Soliisyonu:

Stok (20XSSC soliisyonu) 10 ml
Distile su 90 ml
Tween 20 50ul

Etanol serileri % 70, 85, absolii alkol

3. 3. 4. Isaretli problarla FISH Prosediirii:

Kemik iliginden kromozom analizi ve arsiv materyallerinden hazirlanan tek hiicre

siispansiyonu hiicreleri lama yayilarak preparatlar elde edildi.
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Uygulama sirasi soyleydi:

a) Preparat ve Lamellerin FISH icin Hazirlanmasi:

FISH analizinde preparatlarin hazirlanmasi ¢ok onemli bir agsamadir. Kaliteli sinyal
alabilmek i¢in probun uygulanacagi bolgelerde yeterli sayida metafaz (sitoplazmik artefakttan

arindirilmig) veya interfazin bulunmasi FISH kalitesini ve giivenirliligini artirir.

Preparatlar 2XSSC soliisyonunda yikandi. Etanol serilerinde (%70, 85 ve absolu)
serilerinden gecirildi ve oda sicakliginda kurutuldu. Problarin sicakligi 37 derceye getirildi ve
10 pl hibridizasyon tamponu eklenerek lamel kapatildi. Yapistirici ile i¢ine su girmemesi igin

etrafi kapatildi ve 37 derecede en az 5 dakika bekletildi.

b) Denatiirasyon: Preparat ve Prob denatiirasyonu: Preparatlar 75 derecedeki su

banyosunda 2 dakika tutuldu.

¢) Hibridizasyon: 37 derecede bir gece nemli ortamlarda tutularak hibridizasyona

birakildi.

b) Hibrizizasyon sonrasi yikamalar:

Su banyosu 72 dereceye getirilerek 0.4XSSC 1sitildi. Ayrica 2XSSC ve Tween 20
iceren sale oda sicakliginda bekletildi. Preparatin lameli ¢ikarilarak 72 derecedeki 0.4XSSC
icine kondu ve iki dakika bekletildi, siire sonunda oda sicakliginda bulunana 2XSSC ve
Tween 20 icinde 30 saniye tutuldu. Gerektiginde soliisyonun fazlasi kurutma kagidi ile

cekildi, 10ul DAPI veya Pl-antifade damlatildi ve floresan mikroskopta incelendi.

Goriintiileme:

Bu asamada prob ve nuklear DNA’nin hibridize oldugu bélgelerin goriiniir hale
getirilmesi hedeflenmektedir.

Preparatlarin mikroskopta incelenmesi:

Prepartlar Epi Floresan (Nikon E-800) mikroskobunda uygun filtrelerle incelenmistir.

Degerlendirmede her olgunun kemik iligi ya da arsiv materyallerinden hazirlanmis
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preparatlara yapilan FISH analizlerinde her olgudan her prob i¢in en az 200 interfaz nukleusu
degerlendirilmistir. Sinyallerin degerlendirilmesi sirasinda {ist iiste gelmis, birbirine ¢ok yakin
ve sinyal biiyiikliigii birbirinden farkli sinyaller degerlendirilmeye alinmamustir.

Kullanilan problarin analizi sirasinda daha 6nceden laboratuarimiz igin belirlenen cut-

off degeri kullanilmistir.
Fotograf ¢cekimi:

Epi floresan (Nikon-E 800) mikroskobunda analiz edilen ve fotograflamaya uygun
goriilen hiicrelerin fograflar1 mikroskoba bagli fotograf makinesiyle (Nikon Coolpix 5400)
uygun filtreler (UV-2A, B2A ve G-2A ) kullanilarak ¢ekildi.
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Ozellikler Hasta Sayisi
Cinsiyet Kadin 11
Erkek 17
4. BULGULAR

Bu calisma 2008-Haziran 2009 tarihleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali Kanser sitogenetigi ve FISH laboratuarinda Multipl
Myelom tanisi alan 28 yeni hastanin kemik iligi kiltlirlerinden kromozom say1 ve yapi
anomalilerini belirlemek amaciyla konvansiyonel sitogenetik ve FISH analizleri yapildu.

Arastirma grubunu olusturan 28 MM hastasinin 10’undan kan 18’sinden kemik iligi
alindi. Hastalarin yaglar1 35 ile 87 arasinda olup, yas ortalamasi 61 di. Hastalarin erkek/kadin
orant 17/11 di. Hastalarin 14’ IgG; bu hastalarin 1’1 lambda ve 13’1 kappa, hastalarin 8’1
IgA; bu hastalari 3’ii lambda ve 5’1 kappa, hastalarin 2’si IgM-kappa ve bir tanesi hafif
zincir lambda olarak siiflandirilmigtir (Tablo 7). Hastalarin dosya bilgilerinden total protein,
alblimin, kan sayimi, sedimentasyon, CRP ve B, mikroglobulin diizeyleri hakkinda bilgi
edinilmistir (Tablo 8). Hasta dosyasi incelemeleri sirasinda 23 hastanin 2 mikroglobulin
seviyelerine ulagilamamastir.

Hastalarin geldikleri yoreler dikkate alindiginda; Trabzon’dan 9, Giresun’dan 7, Rize-
Artvin’den 8, Giimiishane’den 3 ve Samsun’dan 1 hasta olarak belirlenmistir.

Hastalarin mesleki durumlar1 incelendiginde: 16°s1 ¢iftgi, 1 emekli dgretmen, 1
hizmetli, 1 balik¢1, 1 insaat ustasi olduklar1 6grenilmis ve 5 hastanin ise meslek bilgilerine

ulagilamamastir.

Tablo 7. Hastalarin 6zellikleri



T
Yas (y1)) 35-87 (ortalama 61)
I 1
Evre II 1
(Durie ve Salmon) III 12
Bilinmeyen 14
IgG 14
Paraprotein Tipi IgA 8
IgM 2
TTablo-8. Hastalara ait biyokimyasal parametreler
Hasta | T.protein | Albiimin | Hb 32M CRP Sed
No (6.6-8.7 3.4-5 (12-17) | (0.07-0.19 | (<0.3mg/d
g/dL) g/dL) mg/dL) L)
1 6.1 2.9 7.7 8.37
2 6.7 3.7 10.8 4.04 96
3 8.0 4.3 13.0 <0.32 37
4 11.9 3.6 9.4 0.7 38
5 6.6 4.1 10.9 5.46 34
6 9.5 3.7 8.3 42
7 6.7 3.0 9.0 11.80 115
8 8.5 3.2 7.6 0.29 32
9 8.9 4.7 12.2 0.35 <0.29 59
10 8.6 3.8 13.4 0.42 28
11 7.9 4.1 14.4 2.25 27
12 7.1 4.1 12.2 0.12 66
13 7.9 3.6 12.2 0.60 43
14 6.3 3.5 10.1 0.89 55
15 8.3 4.1 9.6 0.22 <0.32 29
16 7.0 4.2 11.8 <0.32 17
17 7.6 4.3 9.8 6.01 95
18 8.2 4.4 15.2 0.24 0.80 75
19 6.5 2.8 7.8
20 9.0 3.6 10.6 14.30 85
21 7.4 3.3 12.0 2.48 58
22 9.0 4.2 12.2 1.05 79
23 9.8 3 9.1 <0.32 120
24 8.0 4.3 8.7 29
25 8.0 4.2 11.6 1.08 43
26 7.0 4.4 12.4 0.81 1.42 19
27 7.4 4.0 13.9 <0.09 0.46 13
28 6.4 4.1 7.8 14

4. 1. Multipl Myelom Tams1 Alan Olgularda Sitogenetik Analiz Sonuclari

35
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Sitogenetik analiz olgularin 17’sinde gerceklestirilebilmis olup basari orant % 60.71
olarak saptanmis olup geri kalan 11 olguda (%39.28) metafaz elde edilememistir. Kromozom
analizi yapilan 17 hastanin; 8 hastada (%47) normal karyotip izlenirken (Sekil 8 ve 9), 9
hastada (%52.94) kromozom anomalileri gdzlenmistir. Kromozom anomalisi saptanan 9
hastanin birinde -t(13;13)- kromozom 13 translokasyonu saptanmistir. Sayisal anomaliler
degerlendirildiginde, 9 hastanin 8’1 hipodiploidi (%47) ve 1’1 pseudodiploidi (%5.88) olarak
degerlendirilmistir.

Olgularimizin hastaneye gelme sebepleri arasinda g¢ogunlukla bel agrisi, kemik
kiriklar1 ve bir kisminda boyun agrisi sikayetleri yer almis hematolojik ve patolojik
incelemelerden sonra MM tanis1 alan hastalara sikayetlerini azaltic1 ve yasam kalitesini

artiric tedaviler uygulanmastir.

Kemik iliginden hazirlanan kromozom analizi sonucunda;

4. 1. 1. Yapisal anomaliler;

Analizi yapilan 17 hastanin 1’inde hiicrelerinin %26’sinda 46,XY gozlenirken, %
10’unda t(13;13) saptanmustir (Sekil 10). Ayrica hiicrelerin %74’tinde 7,9,13 ve 20.

kromozomlarda monozomiler saptanmustir.

4. 1. 2. Sayisal anomaliler;

Analizi yapilan 17 hastanin 9’unda (%52.94) sayisal anomaliler saptanmustir.

Monozomi saptanan kromozomlar; 3. kromozom (2 hastada), 4. kromozom (2
hastada), 6. kromozom (1 hastada), 7. kromozom (Sekil 11) (5 hastada), 9. kromozom (3
hastada), 10. kromozom (3 hastada), 11. kromozom (1 hastada), 12. kromozom (1 hastada),
13. kromozom (4 hastada) (Sekil 12 ve 13), 15 ve 16. kromozom (1 hastada), 17. kromozom
(2 hastada), 18. kromozom (3 hastada) (Sekil 14), 19. kromozom (2 hastada), 20. kromozom
(4 hastada), 21. kromozom (Sekil 15)(4 hastada), 22. kromozom (2 hastada) ve X ve/veya Y
kromozomudur (1 hastada)(Sekil 16).

Trizomi saptanan kromozomlar; 3. kromozom (2 hastada) (Sekil 17), 8. kromozom (1
hastada) ve 9. kromozomlardir (1 hastada).

Ayrica 1 hastada 1. ve 16. kromozomlarin heterokromatik bdolgesinde artig
saptanmistir.

Tablo-9 Sitogenetik analiz sonuglari

| No | Karyotipler
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1 35~45XX, 1gh+, 16q+, -7[7], -13[4], -18[4],-21[3],-22[3] [cp12]

2 U.0

3 46,XX

4 46, XY

5 46, XY

6 U.0

7 U.0

8 U.0

9 46, XY

10 | 40~45,XY, -7, -9, -13, -20, t(13;13)(q10;q10)[cp14]/46,XY[5]

11 |U.0

12 | 42~48,XX,+8,-13,-18, -20,-21[cp6] /46,XX[5]

13 |U.0

14 |U.0

15 | 33~45,XY,+3,-7-9,-10,-11,-12, -15,-16,-17,-19,-20,-21,-22[cp15] /46,XY[23]

16 |46XX

17 | 37~45XY,+3,-4,-9,-13,-17,-18,-21[cp12]/46,XY[5]

18 | 38~45,XY,-10,-21[cp5]/46,XY[7]

19 [U.0

20 | 37~45,-X[3],-Y[4],-4[3],-6[3].-10[4],-19[4],-20[3],-21[5],-22[4] [cp13]
/46,XY[15]

21 | 46,XY

22 [ 46,XX

23 |U.0

24 | U.0

25 | 46,XX

26 | 44~47,-749,-13 [6]/46,XY[12]

27 | 45,.XX,-7[3]/46,XX[10]

28 | U.0

(U.0: Ureme olmadi)

4. 2. MM tanis1 alan hastalardaki FISH analiz sonuclari:

Kromozom analizi yapilan hastalar i¢inde; sayisal anomali saptanan 6, normal
karyotip gozlenen 1 ve metafaz elde edilemeyen 3 olmak iizere toplam 10 hastanin FISH
analizleri yapildi. FISH analizleri hem sitogenetik verilerin dogrulanmasi hem de hasta
sayisinin artirilmasi amaciyla uygulandi. FISH analizlerinde monozomi saptanan 9,11,21 ve
22 nolu kromozomlara tiim kromozom boyama problar1 ve MM da siklikla delesyon saptanan
13q14.3 bolgesine spesifik prob uygulandi. Hastalarin FISH analiz sonuglar1 da Tablo 10’da

verilmektedir.

Tablo-10 Multipl myelom olgularinin FISH analiz sonuglar1 (N:normal, M:monozomi)
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FISH analizi yapilan
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10 hastanin 3’tinden kemik iligi kiiltiirlinden metafaz elde

edilememis olup, kromozom spesifik boyama problari ile degerlendirilmeye alinmis ve analiz

sonucunda sayisal anomali belirlenememistir.

Kromozom 9; 8 hastaya uygulanmis olup sadece birinde monozomi (%12.5) tepit

edilmis (Sekil 18.a), kromozom 11; 5 hastaya uygulanmis olup sayisal anomali tespit

edilememis (Sekil 18.b), kromozom 21; 9 hastaya uygulanmis olup 2 hastada monozomi (%

22.2) (Sekil 18.c), kromozom 22; 7 hastaya uygulanmis olup 1 hastada monozomi (%14.28)

ve 13q14.3 bolgesi; 7 hastada incelenmis olup hastalarda delesyon saptanmamaistir (Sekil 19).



39

Sekil 8. Arastirma grubu olgularimizdan 15 nolu olguya ait karyotip (normal) analiz

goruntusu.
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Sekil-9 Arastirma grubu olgularimizdan 18 nolu olguya ait karyotip (normal) analiz gérﬁntﬁsﬁ
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Sekil-10. Aragtirma grubu hastalarimizdan 10 nolu hastaya ait karyotip analiz gérﬁntﬁsﬁ (Bu

hastada %26’sinda 46,XY gozlenirken, % 10’unda t(13;13) saptanmustir.

g {IC a0l N
[ERIE
§

E "lw'uw

TR PBT
? ‘ :.'! 9”3 e}
LY | ﬁ Tt & sz &%
-~ e v % = t S~

LR b D | - N ‘ o

12 0 FA o2 ks W

Sekil-11. Arastirma grubu olgularimizdan 15 nolu olguya karyotip (monozomi 7) analiz

goruntusi.
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Sekil-12. Arastirma grubu olgularimizdan 17 nolu olgunun metafaz (monozomi 13)

goruntusu.
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Sekil-13. Arastirma grubu olgularimizdan 17 nolu olgunun karyotip (monozomi 13)

goruntusu.
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Sekil-14. Aragtirma grubu olgularimizdan 15 nolu olgunun karyotip (monozomi 18)

goruntusu.
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Sekil-15. Arastirma grubu olgularimizdan 17 nolu olgunun karyotip (monozomi 21 ve -Y)

goruntusu.
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Sekil-16. Arastirma grubu olgularimizdan 15 nolu olgunun karyotip (trizomi 3) goriintiisii.
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Sekil-17. Aragtirma grubu olgularimizdan 20 nolu olgunun karyotip (monozomi Y)

goruntusu.
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Sekil 18. FISH analizinde; a). 15 nolu hastaya ait interfaz hiicresinde 9 nolu kromozoma ait
tek sinyal (monozomi), b) 17 nolu hastaya ait bir interfaz hiicresinde 11 nolu kromozoma ait
iki sinyal, ¢) 15 nolu hastaya ait metafaz plaginda 21 nolu kromozoma ait tek sinyal

(monozomi),
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Sekil 19. 15 nolu hastaya ait metafaz plaginda 13q14.3 lokus spesifik prob ile normal

sinyaller elde edilmistir.
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5. TARTISMA

Multipl Myelom en sik goriilen primer kemik tiimoriidir (51). Tiimoral plazma
hiicreleri, anormal sekilde monoklonal protein ( IgG, IgA, IgD ve lambda veya kappa seklinde
hafif zincirler salgilarlar. MM’da tek bir immunuglobulin tipinin ya da bir kisminin
gereginden fazla yapimiyla birlikte anormal immunoglobulinlerin supresyonu s6z konusudur.
Anormal protein kimyasal ve immunolojik bakimdan homojendir ve tek bir myelom
hiicresinden kaynaklanan klon tarafindan iiretilmektedir. Tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
apoptozise karsi diren¢ gelisimi sonucu hastalik olusmakta, osteolitik kemik lezyonlari,
bobrek fonksiyon bozuklugu, serum veya idrarda monoklonal protein ve anemi gibi klinik-
laboratuvar bulgular1 ile ortaya cikmaktadir. MM malign hastaliklarin % 1’ini, tim
hematolojik malignensilerin % 10’unu olusturur. MM’ li hastalarin %10’unda yalnizca hafif
zincir sekrete edilir (4-6,44).

MM’un prognozu oldukc¢a degiskendir, birkag aydan birka¢ yila kadar uzayabilir.
Konvansiyonel terapi ile ortalama yasam siiresi 3 yildir ve hastalarin ancak %10°u 10 yildan
fazla yasayabilir. Son 30 yildaki klinik iyilestirmelere ragmen MM tamamen tedavi
edilemeyen bir gruptur (44,48,52,53).

MM etiyolojisinde ¢esitli faktorler ileri siirtilmiistiir. Bunlar: Yas, cinsiyet 1rk,
aligkanliklar (sigara, alkol), kronik antijenik stimiilasyonlar, alerjik ve otoimmiin hastaliklar,
mesleki ve bazi kimyasal maddelere maruziyet, kromozomal bozukluklar ve sitokinler
sayilmaktadir. Myelom erkeklerde kadinlardan daha sik goriiliir. Hastalik esas olarak ileri
yaglarda goriiliir, hastalarin %99°u 40 asindan daha yashdir. Yillik gériilme oran1 100000 de
3-4 tiir ve etnik varyasyonlara bagli olarak bu oran degismektedir (54).

Aragtirma grubumuzu MM tanmis1 almig 28 olgu olusturmustur. Bu hastalarin 17°si
erkek 11’1 kadin olup erkek/kadin orani 1.54’tiir. Hastalarin yaslar1 35 ile 87 arasinda

degismekte olup ortalama yas 61 olarak hesaplanmis ve hastalarin ortalama yasi ile erkek
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kadin orani literatiir ile uyumlu bulunmustur (8, 10, 13, 15, 33). Son yillarda hastaligin
giderek daha gen¢ kisilerde goriilmesinin yani sira, giderek daha sik gozlendigi de bir
gercektir. Bu noktada hastaligin etiyopatolojisinde 6nemli faktor olan genetik anomalliklerin
degerlendirilmesi ve bulunan bu anomalilerin etiyolojik faktorlerle tartisiimasi en Onemli
ihtiyaclardan biri olmustur.

MM ile meslekler arasindaki iligki hala acik degildir. Epidemiyolojik calismalarin
onemli bir kismi, tarim sektdriinde ¢alisanlarda 6zellikle de ¢ifteilik, ziraatgilik, hayvancilik,
kereste ve odun isleriyle ugrasanlarda MM gelisme riskinde anlamli bir artis oldugunu
gostermektedir. Yine niikler endiistride calisanlarda diisiik seviyedeki radyasyonun uzun
siireli maruziyeti ile MM riskinin artig1 gozlenmistir. Lastik ve kauguk imalati, madencilik
petrol ve petrol irilinleri endiistrisinde ve kozmetik sanayinde ¢alisanlarda da yaplan
caligmalar MM ve diger hematolojik malignansiler goriilmiistiir. Calismamizda yer alan
hastalarin mesleki durumlari incelendiginde; hastalarin biiylik bir kismin1 (16 hasta) Dogu
karadeniz bolgesinde findik, cay iiretimiyle ugrasan ciftgiler olusturmaktaydi. Literatiirde
cifteilik hastaligin etiyolojik faktorleri arasinda sayilmaktadir (54, 55).

MM siklikla birden fazla basamaktaki kompleks genetik anormallikler sonucu
gelismektedir. Klonal plazma hiicre hastaliginin erken gelisim donemlerinde iki veya daha
fazla onkojenik yolagin etkili olduguna dair kanitlar bulunmaktadir; bunlar arasinda sinyal
ileti sistemi, apoptoz, kemik iligi mikrogevresi ve hiicre siklusu sayilabilmektedir. Malign
plazma hiicreleri olusumunda hiicre siklusunda yer alan gen ekspresyon bozukluklar1 da rol
oynamaktadir (6,19,20). Hastaligin ilerlemesiyle kompleks genetik anomalilerin arttig
gozlenmistir (52). Genetik degisimlerin saptanmasi sadece klinik prognoz agisindan degil ayn1
zamanda tedaviye alinacak cevabi belirleyip tedavi alternatiflerini se¢gmede de yardimecidir
(17, 48).

Myelomda konvansiyonel sitogenetik analiz, malign plazma hiicrelerinin diisiik
proliferasyona sahip olmasi ve kemik iliginde plazma hiicre oraninin ¢esitliligi sebebiyle
zordur. Myeloma hiicrelerinde metafazin yeterli sayida olmamasi kromozom anomalilerinin
oranini etkilemektedir (52). Literatiirlerde MM hastalarinda kromozom elde edilebilme orani
%40-%80 arasinda degismektedir. Bizim caligmamizda kromozom elde edilen hasta oram
(%60.71) literatiirle uyumluluk gostermektedir (16,44,53,54-57).

Karyotipik anomalilerin siklig1; hastaligin evresi, seyri ve tedaviye cevabi ile
iligkilidir. Evre I hastalarinda oran; %20, evre III hastalarinda; %60 ve ekstramediiller

tiimorlerde %80’den fazladir (17, 52). Calismamizda hastalarin 12°si (%43) evre l1I’deydi ve
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bu hastalarin %41.6’sinda anomali saptanmistir ve bu oran literatiir oranlarina benzer olarak
bulunmustur.

Arasgtirmamizda 17 hastanin 8’inde (%47) normal karyotip elde edilmistir.
Literatiirlerde diploid karyotipli metafazlarin normal hemapoietik hiicrelerden tiiredikleri,
diploid metafazlarda anoploidik hiicrelerin belirlenmesinin kromozom anomalisinin giderek
artmis oranda goriilebilecegini agikladig1 vurgulanmaktadir (59).

MM da diisiik in vitro mitoz aktivitesi ve malign plazma hiicrelerinin farkli
inflitrasyon dereceleri nedeniyle kemik iliginin genetik degisimine iliskin oranlar ¢ok genis
yelpaze icerisinde dagilmaktadir (17).

Bantli kromozomlar esas alindiginda yeni tan1 alan hastalardan daha ¢ok ileri evre
hastalarinin %13.6-55.5’inde anormal karyotipler bulunmustur. Kaufmann ve ark. anomali
oranii %13.6, Konigsberg ve ark. ise %55.5 olarak belirlemislerdir(17,42,52,53,56,58,59).
Calismamizda konvansiyonel sitogenetik analiz sonucu, kromozom elde edilebilen 17 MM li
hastanin 8 inde (%47) normal karyotip izlenirken, 9 hastada (%52.94) kromozom anomalileri
gbzlenmistir. Sonuglarimiz literatiirle uyumlu bulunmustur. Calismamizda toplam 28 hasta ile
sitogenetik analiz yapilmig fakat bu hastalarda hiicre proliferasyonunun yavas olmasi, elde
edilen metafazlarin kalitesinin analiz i¢in yeterli olamamasi sonucunda hastalarin
%39.28’inde metafaz elde edilememistir. Sonugta anomali oranimiz 17 hastadan olusan kiiciik
bir hasta grubu iizerinden degerlendirilmistir. Bu nedenle ¢alismamizi ilerleyen donemlerde
devam ettirip daha genis hasta populasyonu ile bu anomali oranlarmin tekrar
degerlendirilmesi gerekmektedir. Kromozom anomalisi saptanan 9 hastanin birinde
kromozom 13-t(13;13)- translokasyonu saptanmistir. Literatiirlerde bu anomali daha 6nce
bildirilmemisti. Kromozom 13 translokasyonu saptanan olgu; Ig G kappa tanist almis, 85
yasinda erkek hasta idi. Dosya bilgisinden evresi 6grenilememisti ve daha oOnce tedavi
almamisti.  Hastaligin  ilerleyen = donemlerinde translokasyonun takibi  yapilmasi
planlanmaktadir.

Hemotolojik malignansilerde FISH teknigi;

*Hastalik tipine ait spesifik karyotipik anomaliyi belirlemek (diagnostik amagclar),

*Tedaviye paralel olarak karyotipik degisikligi belirlemek, takibini yapmak,

*Klinik remisyon ile karyotipik remisyonun paralelligini belirlemek,

*Kemik iligi nakli sonrasi, hastanin kemik iliginde olusan hiicre popiilasyonunun
orijininin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (17).

Flow stometri ile yapilan DNA miktar analizlerinde myeloma hastalarinin %80’inden

fazlasinda andploidi gosterilmistir. Floresan in sitiu hibridizasyon analizlerinde ise bu oran;
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%44-68’inde hiperdiploidi, %9-20 pseudodiploidi ve %10-30 hipodiploidi seklinde
gosterilmistir  (5,44,52,60). Sayisal anomaliler degerlendirildiginde, 9 hastanin 8’1
hipodiploidi (%47.05) ve 1’1 pseudodiploidi (%5.88) olarak degerlendirilmistir ve bu sonuglar
literatiirle uyumlu olarak bulunmustur. Anoéploidilerin  prognoz iizerine etkileri
arastirildiginda; hipodiploidi gosteren hastalarin tedaviye direngli olduklar1 ve daha kisa siire
yasayabildikleri, hiperdiploidiye sahip hastalarin ise daha iyi prognoz gosterdikleri
saptanmistir (25,53,60).

Calismamiza dahil edilen 1 nolu hastamiz; 68 yasinda, ciftcilikle ugrasan bir bayan
hastaydi. Hasta daha oOnceki donemlerde diisiik doz kemoterapi, ardindan yiiksek doz
kemoterapi almis ve ardindan hastaya kok hiicre nakli yapilmisti, fakat hasta kaybedildi.
Karyotipik analizinde hipodiploidi goriilmiistii. 7,13 ve 18. kromozomlarda monozomi vardi.
Ayrica 1 ve 16 kromozomlarin heterokromatik bolgelerinde artis vardi. Bu bolgeleredeki
artiglar genelde heteromorfik varyant olarak degerlendirilmekte olup, literatiirlerde MM ile
iliskisi gosterilememistir.

Sayisal anomalilere bakildiginda; calismamizda kromozom 3 trizomisi 2 hastada,
kromozom 8 trizomisi 1 hastada ve kromozom 9 trizomisi 1 hastada saptanmistir.
Literatiirlerde MM’da gozlenen trizomiler arasinda kromozom 3 ve 8 trizomleri saptanmustir,
bu bulgular literatiirlerle uyumludur (5,44,5253,60,61).

Calismamizda saptanan monozomiler; 4,7,6,9,10,13,17,18,21,22, X (kadinlarda) ve Y
kromozomlarinda gozlenmistir ve bu bulgular literatiirlerle uyumludur (5,44,48,61).
Kromozom 7 monozomisi 5 hastada (%29.4), kromozom 9 monozomisi 3 hastada (% 17.6),
kromozom 13 monozomisi 5 hastada (%29.4), kromozom 18 monozomisi 3 hastada (%17.6),
kromozom 21 monozomisi 6 hastada (%35.29), kromozom 22 monozomisi 3 hastada (%17.6)
gozlenmistir.

Kromozom 13’de delesyon, hipodiploidi ve molekiiler sitogenetik analiz sonuglari
hastalik i¢cin bagimsiz prognostik faktorlerdir (48). MM’daki spesifik kromozom
anomalilerinden 0Ozellikle monozomi 13 (%85) ve 13q delesyonlart (%]15) prognozla
iliskilendirilmistir. 13. kromozomdaki monozomi ve delesyonlarin prognoza etkileri
arastirllmis ve Onemli farklar elde edilememistir. Kromozom 13 anomalilerinin klonal
yayllimdan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Calismamizda kromozom 13 monozomisi
gosteren 5 hasta da evre III'teydi. MM’da diisiik proliferatif aktivite gozlendiginden
genellikle konvansiyonel sitogenetik ile bu anomalilerin insidansi tam ve dogru olarak

belirlenememektedir (25, 58, 59).
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FISH teknigindeki ilerlemelerle myelom hiicrelerindeki sitogenetik anomaliler
belirlenmeye baslamigtir. Karyotipik FISH analiziyle vakalarin %89-96’sinda andploidiler
belirlenebilmektedir. FISH hem metafaz hem de interfaz hiicrelerinde sayisal ve yapisal
anomalilerinin  belirlenmesine imkan sagladigindan standart sitogenetigin sinirlarini
asmaktadir. Bu agidan FISH analizleri MM’da c¢ok onemlidir. MM’de siklikla gozlenen
onemli yapisal kromozom anomalileri arasinda; kromozom 13 anomalileri ve kromozom
14q32 deki immiinglobulin zincir lokusu yeniden diizenlenmeleri sayilabilir. Kromozom 13
ve IGH (14g32) yeniden diizenlenmelerinin belirlenmesinde farkli prob secenekleri mevcut
olup FISH ile tan1 konabilmektedir. Bunun disinda kromozomlardaki (3, 7, 8, 9, 11, 15, 16,
18) icin de sayisal anomalilerin belirlenmesinde FISH analizi yapilabilmektedir (33, 34, 37).
(48,52). Caligmamizda metafaz elde edilemeyen 3 hastaya, normal karyotip goriilen 1 hastaya
ve monozomiler saptanan 6 hastaya interfaz ve metafaz iizerinden FISH uygulandi. FISH
analizinde kullanilan problar MM’da monozomisi ya da trizomisi ¢ok goriilen kromozom ya
da kromozom bolgelerinden secildi. Ayrica 13q14.3 bolgesindeki delesyonlar1 gézleyebilmek
icin 7 hastanin fiske edilmis materyallerine FISH uyguland:i fakat hastalarda delesyon
saptanamadi.

Yapilan FISH analizi sonucunda kromozom 9 boyama probu 8 hastaya uygulanmis
olup 1 hastada (%12.5) monozomi, kromozom 11 boyama probu Shastaya uygulanmis olup
sayisal anomali saptanmamis, kromozom 21 boyama probu 9 hastaya uygulanmis olup 2
hastada (%22.2) monozomi ve kromozom 22 boyama probu 7 hastaya uygulanmis olup 1
hastada (%14.28) monozomi saptanmistir.

Konvansiyonel sitogenetik ile FISH analiz sonuclari degerlendirildiginde; her iki
analiz sonuglarinin birbirini dogruladig1 goézlendi. 15, 18 ve 20 nolu hastalarda sirasiyla 11, 21
ve 22 nolu kromozomlarda sitogenetik olarak 5, 5 ve 4 metafaz plaginda monozomi
gozlenmis olup FISH analizlerinde bu degerler cut-off degerleri olarak degerlendirilmistir.

Caligmamizda hastalarin sahip oldugu anomalilerle sag kalim arasindaki iligki
calismanin siireci bu degerlendirme igin yeterli olmadigindan yapilamamigtir. Gozlenen
anomalilerin sitogenetik ve molekiiler sitogenetik analizlerle takip edilmesi siireci sonunda
daha genis hasta spektrumunda bu iliski degerlendirilecektir.

Sonug olarak; hematolojik malignansilerde 6zellikle MM hasta grubunda kromozom
anomalilerinin 6nemi ¢aligmamizla belirlenmistir. Calismamizin sonunda bu grup hastalarda
en sik olarak 7, 13 ve 21 nolu kromozomlarinda hipodiploidi gozlendigini, bunu takiben
kromozom 3 ve 8 trizomilerinin O6nemli oldugunu gozlemledik. Arastirma i¢in gelen

hastalarin birgogu Fakiiltemiz Hematoloji Poliklinigine tan1 almak i¢in bagvuran dis merkezli
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hastalar oldugundan hastalara ait bir c¢ok veriye detayli ulagsmada problemlerle
karsilagtigimizdan  hastaligin  evresi, tedavi protokolleri ve beta-2-mikroglobulin
seviyelerindeki degisimlerle sitogenetik verilerin tartisilmasinda eksiklikler gozlenmektedir.
Yapilan arastirma kapsaminda; sitogenetik analizlerinin MM hastalarinin  tani
almalarinda 6nemli faktorlerden oldugunu ve metafaz ve interfaz hcrelerine uygulanabilen

FISH analizinin sitogenetige karsi iistiinligli gorilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda yapilan arastirma sonucunda su
sonuclara varilmigtir:

1. Multipl myelomda karyotipik anomaliler hastalifin erken asamalarinda ve
ilerleyen donemlerde siklikla goriiliir.. Bu nedenle hastalarin tan1 asamasinda; konvansiyonel
sitogenetik analizler ve/veya molekiiler sitogenetik analizler mutlaka yapilmasi gereken testler
arasinda olmalidir. Ozellikle yeni tani1 konan hastalarda sitogenetik analiz verileri giiglii
prognostik faktorler olarak diisiiniilmelidir.

2. Multipl myelomlu hastalarin tedavi siireclerinde; baslangigta gdzlenen bu
anomaliler mutlaka kontrol edilmelidir. Boylelikle tedaviye yanit ile sitogenetik anomaliler
arasindaki iligkiler daha ayrintili olarak gdsterilmelidir.

3. Ozellikle yeni tani aldiklar1 dénemden itibaren kemoterapiye direngli
ozellikle hipodiploidik ve/veya kromozom 13q yapilanmasina sahip hastalarda uygun tedavi
protokolleri hem klinik hem de sitogenetik 0Ozellikler dikkate alinarak yeniden
degerlendirilmeli ve bu sekilde uygun tedavi segeneklerine karar verilmelidir.

4. Arastirmamiz sirasinda hastalarin bir ¢ogunun bazi dosya bilgileri, evreleri,
beta-2 mikroglobulin seviyeleri gibi klinik prognostik faktorlerine ulasilamamistir. Bu
sorunlarin ¢oziilebilmesi i¢in klinik branglarla laboratuar bdliimlerinin ortak bir gercevede
bulusmasi gerektigi sonucuna ulasilirken, klinik ve laboratuar arastirmalarinin ayrilmaz bir
biitlin olusturdugu bir kez daha vurgulanmalidir.

5. Calismamizda konvansiyonel sitogenetik analiz sonucunda %52.94 (9/17)
oraninda kromozom anomalisi elde edilmistir. Bu oran yaptigimiz kiiltiir prosediiriiniin uygun
oldugunu ve analiz yontemlerinin basarili oldugunu gostermektedir.

6. Calismamizda %47 oraninda hipodiploidi ve %5.88 oraninda pseudodiploidi
tespit edilmis ve bu sonuglar literatiirle uyumlu bulunmustur. Ancak hasta grubunun

artirllarak bu oranlarin tekrar degerlendirilmesi gerekmektedir.
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7. Sitogenetik analizler sonucunda bulunan monozomiler FISH analizleri ile
dogrulanmistir. Ayrica FISH’in metafazda oldugu gibi interfazda da analiz imkan1 vermesi
FISH’in iistiinliigii ve giivenirliligini ortaya koymaktadir.

8. Calismamizda; FISH analizleriyle MM hastalarinda onemli prognostik
faktorlerden olan IgH yapilanmalari, P53 (17p13.1) delesyonlar1 ve 13/13q delesyonlarinin
daha genis hasta serilerinde analiz edilmesi gerektigi sonucuna varilmstir.

9. Konvansiyonel sitogenetik analizler sonucunda yeni anomaliler bulundugu
taktirde bu hastalara uygulanacak molekiiler genetik analizlerle hastaligin gelisimine neden
olabilecek yeni genler arastirilmalidir. Kanser genetigi alaninda bir ¢ok yeni molekiiler
teknikler kullanim alanina girmeye baslamistir. Bu arastirmanin bir sonucu olarak; 6zellikle
hematolojik malignansilerde sitogenetik ve molekiiler sitogenetik analizlerin ardindan daha
biliyiilk hasta serileriyle daha kapsamli  molekiiler arastirilmalarin yapilmasi gerektigi
sonucuna varilmistir.

10. Calismanmiz KTU BAP kapsaminda desteklenen bir arastirma olup, hasta
sayilart artirilarak, hem konvansiyonel hem de FISH analizleriyle yeni yapilanmalar tespit
etmek amaciyla devam edecektir. Bu arastirma Dogu Karadeniz Bolgesinde yasayan MM
hastalar1 ile yapilan ilk sitogenetik ¢alismadir ve bu ¢alismadan elde edilecek verilerin daha

sonra yapilacak ¢aligmalar i¢in referans olacagini diisiinmekteyiz.
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7. OZET

Multipl Myeloma (plazma hiicreli myelom, myelomatozis veya Kahler hastaligi)
kemik iliginde monoklonal immiinglobulin (M protein) yapan plazma hiicrelerinin tek bir
klonunun kontrolsiiz ve malign olarak c¢ogalmasidir. MM nin en 6nemli klinik belirtileri;
kansizlik (anemi), litik kemik lezyonlari, kemik agrilari, kalsiyum ytiiksekligi (hiperkalsemi),
bobrek fonksiyon bozuklugu serum ve idrarda goriilen monoklonal protein bigimindedir.
Multipl miyeloma, tiim malign hastaliklarin yaklasik %1 ini, tiim hematolojik malignansilerin
ise %10’unu olusturur. MM yillik insidansi, yaklaskik 100.000’de 3-4’tiir. En sik goriildiigi
yas grubu 65-70°dir. Hastalarin sadece %35’inden az1 40 yasin altindadir.

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji, Hematoloji Bilim Dal1 ve
Patoloji Anabilim Dal1 igbirligi ile yiiriitiilen bu ¢alismada Multipl miyelomda kromozomal
diizensizliklerin sitogenetik ve FISH yontemleriyle belirlenmesi amaglandi. FISH analizi ile;
13q14, bolgesindeki yapilnmalar, 9, 11, 21 ve 22. kromozomlardaki sayisal anomaliler
incelendi. Calisma grubumuzu MM tanis1 almis 28 olgu olusturmustur. Sitogenetik analiz
olgularin 17 tanesinde gerceklestirilebilmis olup; 8 hasta (%57) normal karyotip izlenirken 9
olguda (%52.93) kromozom anomalileri gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Multipl miyeloma, FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon),
Sitogenetik
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8. SUMMARY

Detection of Chromosomal Aberrations in Multipl Myeloma by Cytogenetic and
Fluorescence in situ Hybridization (FISH)

Multiple myeloma (also described as plasma cell myeloma, myelomatosis, or Kahler's
disease) is characterized by the neoplastic proliferation of a single clone of plasma cells
producing a monoclonal immunoglobulin. MM is associated, particularly in the most
advanced forms, with increasingly severe clinical manifestations, including lytic bone lesions,
bone pains, hypercalcemia, anemia, immunodeficiency, and renal impairment. MM accounts
for approximately 1% of all the malignant diseases and 10% of hematologic malignancies.
The annual incidence of myeloma is 3 to 4 per 100,000. The median age at diagnosis for
myeloma patients is approximately 65-70 years and less than 5% of patients are younger than
40 years of age.

In this study which was cooperated by Medical Biology, Hematology and Patology
Departments of Karadeniz Technical University Faculty of Medicine, it was aimed to
Detection of Chromosomal Aberrations in Multipl Myeloma by Cytogenetic and Fluorescence
in situ Hybridization (FISH). FISH probes were used to detect 13ql4 deletions and
monosomy of chromosomes 9, 11, 21 and 22. Our study group included 28 myeloma patients.
Conventional cytogenetic studies could be performed in 17 of cases. eigth patients (57%) had
normal karyotypes while nine patients (52.93%) showed chromosomal aberrations.

Key words: Multiple miyeloma, FISH (fluoresan In situ Hybridisation), cytogenetics
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