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MALIGN HASTALIKLARDA KEMIK
ILIGINDE SITOGENETIK CALISMALAR :
Ozgiin Kromozemal Bozukluklarin Tamsal ve Prognostik Degeri

Goniil Ogur** Chantal De Busscher* Alina Ferster® Esther Vamos*

Modern kanser sitogenetiginin verilerine gore, timor hiicrelerin-
deki kromozomal degisiklikler genom boyunca dengesiz olarak dagil-
mis durumdadirlar. Farkli neoplazmlarda farkli kromozomlar, farkh
kirilma bolgeleri ve farkl bantlar etkilenmektedir (3,4,11,14,15). Neop-
lasiler icinde ézgun karyotipik degisiklikler agisindan en iyi incele-
nen grup, losemilerdir, Halen varolan materyalin % 87 sini hematolo-
jik bozukluklar, kalan % 13 in ise solid timérler olusturmaktadir (9).

Ozgiin kromozomal degigiklikler, malign hematolojik bozuklugu
oldugu diistniilen hastalarda tani koydurucu, prognozu tayin edici
ve tedaviye yanmti énceden saptayict nitelikte olabilmektedir. Bugin
artik pek cok gelismis kanser arastirma merkezinde, ézellikle lése-
milerde, hastaligin tani evresinde, remisyon ve rolapsin degerlendiril-
mesinde sitogenetik inceleme yapilmaksizin kesin yorumlara gidilme-
mektedir (4,6,7,9).

Klinik éneminin yanisira kromozom galismalari, malign olaylarm
biyolojik 6zelliklerinin anlasilmasinda da yararl bilgiler saglar. Son
calismalar «onkogen-lerin, kroniozomlarin kirilma noktalarna loka-
lize oldugunu gostermektedir (1,4,11,14,17) . Kromozomlarda kirilmalar
sonucu ortaya cikan yeni yapilar, kirilma noktalarina lokalize bu
genlerin regulasyonunu etkilemekte, fonksiyonunun degismesine yol
acmakta, bdylece neoplastik transformasyonun olusmasinda &nemli
rol oynamaktadir.
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Lésemide kromozomal degisikliklerle ilgili uluslararasi son toplan-
tilar, 6zglin anomaliler ile birlikte olan bir seri hematolojik hastaligl
belirlemisdir (Tablo - ). Arastiricilarin oldugu kadar, klinik hemato-
log ve onkologlarin da, bu grup iginde, hig olmazsa en sik gorilen de-
gisikliklerden haberdar olmalar: gereklidir. Sitogenetikgiler ise daha
guvenilir sonug¢ verebilmek agisindan bu verileri iyi izlemek durumun-
dadarlar (9).

Tablo I : ANLL FAB Alt Gruplarinda Kromozom Anomalileri

FAB Sitogenetik Bozukluk Sikhk
M1 —7 17
+8 13
del (5q) 10
—5 9
t (9; 22) 9
M2 t (8;21) 38
—7 11
+8 11
del (5q) 9
M3 t (15;17) 92
M4 inv, del, t (16) 26
+8 15
—7 11
M5 del, t (11q) 30
+8 26
M6 a —7 26
+8 14
del (5q) 14
—5 11

Calismamizda 12 lésemi, iki ndroblastoma, bir akciger kanseri
tanis1 alan ve bes losemi ve bes myelodisplastik sendrom siiphesi olan
toplam 25 olguda, kemik iliginden «direkt yontem» ve «yiksek reso-
lisyon» yéntemi ile kromozom analizleri gerceklestirilmis ve sonuglar:

degerlendirilmistir. Benzer ¢alismalarin son derece ender oldugu ulke-
mizde, bu calisma ile, 16semilerde 6zglin kromozomal bozukluklarin
tanisal ve prognostik degerinin, klinisyenler ve sitogenetik uzmanla-
rinca benimsenmesi ve ilgili laboratuar tekniklerinin rutinlesmesine
yvardimaci olabilmek amacglanmistir,
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MATERYAL VE METOD

Caliema, Briiksel Ozgurliik Universitesi (U.L.B.), Brugmann Uni-
versitesi Hastanesi Sitogenetik Laboratuarina, kemik iligi kromozom
analizi icin génderilen 25 olgu tizerinde yurutilmistiir. 22 sini malign
hematolojik bozuklugun olusturdugu bu grupta, 3 solid timor olgusu
da, kemik iligi tutulumu disinildiagid igin ¢ahsmaya alimmigtir. Ol-
gularin tanilari, olgu sayis1 ve uygulanan kromozom yoéntemleri Tab-
lo - II de go6sterilmistir.

KROMOZOM CALISMALARI

Toplam 25 olgudan 19 unda «direkt yéntem» (DY) uygulanmus,
ancak 4 tinde 2 kez kemik iligi materyali génderildiginden, DY, toplam
23 materyalde yuritilmiistiir. 24 olguda ise «Yuksek resolisyon» (YR)
yontemi uygulanmis, 2 olguda kemik iligi aspirasyonu iki kez alindi-
gindan, yontem toplam 26 materyalde uygulanmigtir (Tablo - 1D.

Tablo Il : 25 Olguda Hastaliklarin Gruplandirilmasi ve Uygulanan
Kromozom Yontemleri

Tanmi Oigu Sayisi Direkt Yon. Yiiksek Res. Sonuclanan
ALL 8 7 8 8
AML 1 1 1 1
KLL 1 1 1 1
KML 1 1 1 1
KMMOL 1 — 1 1
MDS 5 4 4 3
ALL 5 2 5 7
NEURO. 2 2 2 2
AKC. KA. 1 1 1 1
Toplam 25 (30)M 19 (23)M 24 (26)M 23

M : Materyal, ALL : Akut Lenfoblastik Losemi, AML . Akut Myeloid Lésemi, KLL :
Kronik Lenfositik Loésemi, KML : Kronik Myeloid Losemi, KMMOL : Kronik Myelo-
monositer Losemi, MDS . Myelodisplastik Sendrom, NEURO. : Noroblastoma, AKC,
KA. : Akciger Kanseri.

Direkt Yontem : Direkt yontem kromozom preparatlari, daha dénce
rapor edildigi bigimde taze aspire edilmis kemik iligi materyali, yak-
lasik yarim saat «colcemid» ile muamele edilerek elde edildi (9,12,13).
Her olgu icin en az 3 preparat hazirlandi.
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Yiiksek Resoliisyon Yontemi : Taze aspire edilmis ve 5 ml. RPMI
1640 a alinmis, 0.5 ml. heparinize kemik iligi aspirasyon materyali, bir
kez RPMI 1640 da yikandi, 1200 - 1500 rpm de 10 dk. santrifiije edildi ve
5 ml. RPMI 1640 (% 10 Fetal Calf Serum, % 1 Penisilin-Streptomisin ve
% 1 L-Glutamin) eklenerek 2-3 saat 37 derecede inkiibe edildi. Bu siire
sonunda hiicrelere 10~7 M final konsantrasyon «methotrexate» eklen-
di ve 17 saat etiivde beklemeye birakildi. 17 saat sonra hicreler bir kez
RPMI 1640 da yikanarak 5-7 saat siire ile, 10~° M final konsantrasyon
«thymidine» ile muamele edildi. Bu stire sonunda ortama 0.02 ug/ml.
«colcemid» eklenerek, hiicreler, 15-30 dk. 37 derecede inkibe edildi. Bu
noktadan itibaren kromozom preparatlari, lenfosit kiiltiirlerinde oldu-
gu bicimde hazirlanarak «trypsin-giemsa» bantlama yéntemi ile bo-
yvandi (8,12,13,18),

BULGULAR

Yontemlerle ilgili bulgular : incelenen 25 olgudan 5 inde 2 ser kez
analiz gerceklestirildiginden tim calismada direkt yontem ve/veya
yiksek resoliisyon yontemi ile toplam 30 materyal incelendi. DIREKT
YONTEM'in uygulandig: 23 materyalden (19 olgu) 4 iinde hi¢ metafaz
elde edilemedi. Bu 4 materyalden 2 si ayni olguya ait idi ve aplastik
krizde olan bir MDS 6n tanisi olgusu idi. Sonu¢ alinamayan diger 2
materyalde ise YR yontemi de uygulandigindan, olgularda karyotip
tayini agisindan sorun ¢cikmadi. 23 materyalde direkt yéntemin basari
oran1 % 82.60 (19/23), aplastik kriz olgusu dislandiginda ise % 90.47
(19/21) idi. Calisilan 19 olguda, olgu basina 14 metafaz incelenebilmis-
ti,

YUKSEK RESOLUSYON Yéntemi, 30 materyalden 26 sina (24 olgu)
uygulanabildi; bunlarin 5 inde hi¢ metafaz elde edilemedi. Sonug ali-
namayan 5 materyalden 2 si kemik iliginde aplasi gosteren, MDS 6n
tanisi alan 2 olguya ait idi. 3 materyalde ise YR sonug¢ vermedigi halde
DY ile karyotip elde edilebilmisti. 26 materyalde kromozom elde etme
agisindan basar: oran1 % 80,76 (21/26), 2 aplasi olgusu dislandigzinda
ise % 87.50 (21/24) idi. Incelenen 24 olguda, olgu basina ortalama 16
metafaz incelenebilmisti. Her iki yéntem birlikte degerlendirildiginde,
25 olgunun 2 sinde ne DY ne de YR sonug vermedi; ancak her iki olgu-
da da aplasi nedeni ile yeterli kemik iligi materyali elde edilememisdi.
Boylece kemik iligi aspire edilebilen 23 olgudan 23 Unde de (% 100)

uygulanan yéntemlerden her ikisi veya en az biri ile sonug elde edildi
(T'ablo 11D,
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Tablo 11l : Kromozom Elde Edebilme ve Metafaz Orani Agisindan
Yontemlerin Karsilastiriimasi

Kromozom Elde Etme Metafaz Sayisi Bant
Ydntem Orani (Ortalama) Kalitesi
DY % 90.47 14 + +
YR % 87.50 16 + + 4+

GENEL KROMOZOM Kemik Iligi

ELDE ETME ORANI Aspire Edile-
bilenlerde % 100,
Tum Olgularda
% 92 (23/25)

Loésemik karyotiplerle ilgili bulgular : Tablo IV de farkh hastalik
gruplarinda elde edilen karyotip sonuglari dzetlenmistir. 12 16semi ol-
gusundan remisyonda olan 5 olguda karyotipler normal sonug¢lanmisg,
relaps veya ilk tani nedeni ile incelenen 7 olgudan 3 tinde ise anormal

karyotipik bulgular elde edilmistir (% 42 .85), 2 noroblastoma olgusu-
nun kemik iliginde normal karyotip belirlenirken, ldsemi stiphesi olan
5 olgudan 2 sinde anormal karyotipler gézlenmisg, 1 oat-cell akciger
kanserinde ise kemik iliginde incelenebilen 24 metafazdan 22 si anor-
mal sonuclanmistir (Tablo IV).

TARTISMA

Losemik kemik iligi kromozom ¢alismalari ile ilgilenenler igin en
énemli sorun, yeterli sayida, iyi kalitede ve iyi bant almig kromozom
elde etmenin guclugudir. Bu glclikler, 16semik karyotiplerde var
olan bozukluklarin ve yveni yapilarin kimi zaman gézden kagmasina
neden olmakta, bu da dogal olarak sonuglarmn saglikli degerlendiril-
mesini engellemektedir. Boylece ilgili literatiirde benzer konularda
farkli yorumlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu sorunlar1 en aza indirgeme-
nin bir yolu, farkll teknikleri birarada kullanarak losemik karyotip-
lendirmeye gitmektir (8,9,12,13,18,19). Olgularimizin karyotiplerinin
tayini agisindan, direkt yontem ve yuksek resolusyon yonteminin bir-
arada kullanilmasi, % 100 e varan bir kromozom Ureme elde etmemizi
saglamakla kalmamis, ayrica yeterli sayida ve iyi kalitede metafaz
inceleyebilmemize de olnak vermistir,
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Tablo IV : 25 Olgunn Kemik iligi Kromozom Analiz Sonuglari

Kromozom
Neoplasinin Toplam Sonuc Alinan Anomalisi
Tiirii Olgu Olgu Olan KARYOTIP
ALL 11 8 8 1
46, XX, t (;4) (p34;q33)/
46, XX (Sekil - 1)
AML 1 1 —_
KLL 1 1 _
KML 1 1 1
46, XX, t (9;22) (g34; ql12)
(Sekil - 3 A ve B)
KMMOL 1 1 1
46, XX, del 7q21/46, XX
«Double-Minute» +
(Sekil - 2)
MDS 5 3 2
a. 46, XX, t (9; 10)
(p23; ¢23)
b. 45, X, —Y (Sekil - 4)
ALL 5 o 2
a. 46, XX/45 XX, —17
b. 46, XY, 6g—/45,
X, —Y/46, XY
NEURO. 2 2 —
AKC. CA 1 1 ],
51, XY, +1,—4, +8, +der
14, +16 418, +20, +21,
—22, +M, 17p—
Toplam 25 23 8

Olgularimizin blytik grubunu, 8 olgu ile ALL ler olusturmustur.
Tumi L 1 morfoloji gésteren olgularin 5 ine kemik iligi kromozom ana-
lizi remisyonda iken yapilmis, karyotipler normal olarak sonuglanmis-
tir. 2 olgu relaps fazinda incelenmis, biri normal sonuclanirken, iki
yildan sonra ilk kez relaps gosteren diger olguda, 1. kromozomun Kisa
kolu ile 4. kromozomun uzun kolu arasinda resiprokal bir translokas-
yon saptanmistir (Sekil - 1). Aymi hastada normal klonlarin da sap-
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Sekil 1 : Bir ALL L1 olgusunda, relaps fazinda, kemik ili§i kromozom analizinin
sonucu. 46, XX, —4, der 4 (t (1p; 4q) ) (parsiel karyotip)
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tanmis olmasi, heniliz tim kemik iliginin malign hiicrelerle infiltre ol-
medigini, bu nedenle hastanin relapsin erken fazinda oldugunu di-
sindirmustiir (9).

Loésemi 6n tanisi evresinde analize gonderilen ve ALL L1 ddasunu-
len 5 olgunun 2 sinde patolojik karyotip saptanmistir. Bunlardan il-
kinde normal karyotipe (46, XX) ek olarak 45, XX, -17 (monosomi 17)
gozlenmistir. Digerinde ise 6. kromozomun uzun kolunda delesyon, Y
kromozomunun yoklugu ve 46, XY normal karyotip olmak tzere 3
farkh klonun varlign saptanmistir. del 6q, ALL de rélatif olarak sik
gorulen kromozom anomalilerindendir. Lenfoid malignensiler agisin-
dan gtivenilir bir «markers»dir; non-lenfoid hematolojik malignenside
hemen hi¢ gdrtilmez. Literatiirde olgularin gogunda kirilma noktas:
6921 de bulunmustur. 1987 de ¢c-myb onkogeni, 6g21 - 24 e lokalize edil-
mistir. Otérler bu anomali ile c-myb ve ALL olusumu arasinda bir
iliski oldugunu dusunmektedirler. del 6q olgularinin ¢ogu ¢ocuk vas-
ta olgulardir ve L1 veya L2 morfoloji géstermektedirler (9). Olgumuz
ise eriskin yastadir.

Y kromozomu kayhbi, ALL'den ¢ok ANLL'e 6zgu, oldukca sik rast-
lanan bir degisikliktir. Ozellikle ANLL M2 olgularinda t (8;21)’e sekon-
der olarak ortaya cikar (4,9,11,16).

Kronik lésemi blastik transformasyon nedeni ile incelenen bir ol-
guda, 1 metafazda gen amplifikasyon Urinleri olan «double-minute»
kromozomlar gérilmus, birlikte 7 no lu kromozomun uzun kolunda de-
lesyon ve 48, XX normal karyotip belirlenmistiv (Sekil - 2).

KML tanisi ile izlenen ve tedaviye yanit alinamadig bildirilen bir
diger olguda ise tum metafazlarda 6zgin marker «Philadelphia Kro-
mozomu»na (Ph 1+) rastlanmistir. (Sekil - 3). Son arastirmalar Phi-
ladelphia kromozomunun tiim klasik KML olgularinda (molektiler ve/
veya sitogenetik dizeyde) var oldugunu gostermistir (5,9,15). Konvan-
siyonel KML tedavisi alan olgularmn yaklasik % 25 i ise hastaligin tiim
evreleri boyunca  klinik remisyonda bile Philadelphia pozitifligini siir-.
dururler (5,9,15). Bir grup hasta ise, sekonder, varyant translokasyon-
lar yansitirlar; 6rnegn, ikinci bir Philadelphia kromzomu, trisomi 8,
trisomi 19 veya i (17q) gibi (5,9,15). Olgumuzda tiim metafazlarda Phi-
ladelphia pozitifliginin gosterilmis olmasi kotl prognoz isareti ve te-
daviye direngliligin kanitlaridir,
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Bir KMMOL olgusunda 7. kromozomun uzun kolunda delesyon
(kemik iligi). 46, XX, del 7q21

Sekil 2

Sekil 3 A
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Sekil 3 : Bir KML olgusunda Fhiladelphia Kromozomu (kemik iligi).
46, XX, t(9; 22) (434; q12) (A : Giemsa-Boyama, B : GTG-Bantlama)

Literattirde Myelodisplastik Sendromlardaki kromozomal degisik-
likler, olgularin yaklasik 1/3 ini iigilendirmekte ve siklhikla ANLL tii-
rinde olmaktadir. Calismamizda 5 M5 olgusundan 2 sinde patoloji
saptanmistir (Sekil - 4) (Tablo - IV). Her iki sonug da daha ¢ok ANLL
tirinde kromozom anomalileridir. Biiindigi gibi MDS, ANLL lere ol-
dukca benzer ozellik gosterebilen neoplastik bir bozukluktur (4,910,
11).

ki néroblastoma olgusu kemik iligi tutulumu séz konusu oldugu
icin bu calismaya dahil edilmis, her ikisinde de normal karyotip sap-
tanmistir. Ilging olarak evre IV-S néroblastoma kabul edilen 4 ayhk
olgumuzda timor dokusu da incelenmis ve 1 no.lu kromozomun kisa
koluna ait patoloji saptanmistir. Oysa 1. kromozomun kisa kolunu
ilgilendiren patolojiler siklikla evre 1II-IV’e ozgidiir ve kot prognoz
belirtisi olarak kabul edilmektedir. Kemik iligi tutulumu bildirilen 60
vasindaki akciger kanseri olgusunda, kemik iliginde 22 metafazda pso-
dohiperploidi (51 kromozom) saptanmis ve 1,8,16,18,20 ve 21. kromo-
zomlarda fazlalik, monosomi 4 ve 22 ve t (14;14) gozlenmistir. Tim me-
tafazlarda yaygin anomali saptanmasi kot prognoz kriter olarak VO-
rumlanmistir.
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e

Sekil 4 : Bir MDS olgusunda t (9; 10) (p23; g23) Parsiyel Karyotip (Kemik iligi)
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SONUC

Bugiin artik 16semilerin tanisi, tedavisinin diizenlenmesi, tedaviye
yamtin degerlendirilmesinde, klinik, morfolojik, immiinolojik ve he-
matolojik kistaslar kadar, kromozom analizlerinin de agirlikli rolii var-
dir. Klinik ve laboratuar verilerinin yardimci olamadig1 kimi olgular-
da lésemik karyotiplendirme tek tani yéntemi olabilmektedir (Preld-
semik fazda Philadelphia kromozomunun gorilebilmesi gibi) (5,15).
Bu nedenlerle, tan1 konulamayan fakat 16semiden suphe edilen olgu-
larda, l6semilere ilk tani konuldugu zaman, tedavi planlanmadan én-
ce, remisyonda remisyonun degerlendriilmesi icin, relaps fazinda, kli-
nik relaps belirtileri ortaya ¢ikmadan, kemik iligi transplantasyonun-
dan sonra, transplantasyonun basarisinin degerlendirilmesi icin ve
molekiiler calismalar ve kanser etyolojisine 151k tutmak icin LOSEMIK
KARYOTIPLENDIRME yapilmaldir.

OZET

Son yillarda lésemik hiicrelerin kromozomal ézelliklerinin detayl
olarak incelenebilmesine olanak saglayan gelismis teknikler, 16semi-
lerde «6zgln» kromozom anomalilerinin tanimlanmasimi saglamistir.
Béylece klinik sitogenetik, 16semilerde tani koydurucu, prognozu tayin
edici ve tedaviye yamt1 degerlendirici 6zellik kazanmisgtir. Calisma-
mizda 12 16semi, 2 néroblastoma, 1 akciger kanseri tanis1 alan ve 5 16-
semi, 5 myelodisplastik sendrom siiphesi olan toplam 25 olguda kemik
iliginden sitogenetik analizler gergeklestirilerek, klinik tam ile korre-
lasyonlar: arastirilmistir.

Anahlar Kelimeler : Losemi, kromozomlar, karyotip

SUMMARY

Cytogenetic Studies From Bone Marrow In Malignant Diseases :
Diagnostic and Prognostic Significance of Consistent Chromosome Aberrations

A steadily increasing number of specific chromosome abnormaliti-
es are found to be associated with particular malignancies or their
subgroups. Such consistent abnormalities can either b eof diagnostic
value or be associated with a bad prognosis or can even predict failu-
re to respond to current treatment regimens. Knowledge of these chro-
mosome abnormalities s also fundamental to an understanding of the
genetic changes in malignancy.
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In this study cytogenetic analysis was performed from bone mar-

row cells of 12 cases of acute or chronic leukemia, two cases of neurob-
lastoma and a case of oat-cell lung cancer, Five cases with a suspicion
of myelodysplastic syndrome were also included in the study. Cytoge-
netic results of these 25 cases are discussed with regard to clinical sig-
nificance and technical approaches.
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