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KLIiNiK ARASTIRMA

Hematolojik Kanserlerde FISH Uygulamalar

FISH Analysis in Hematologic Cancers

Funda S. PALA

Amac: Son yillarda gelistirilen FISH (fluorescence
in situ hybridization) teknigi hem hematolojik hem
de solid timérlerle iligkili olan kromozomal aberas-
yonlarin belirlenmesinde olduk¢a yararli olmakta-
dir. Bu calismada hematolojik maligniteli olgularda
yapilan FISH analiz sonuglari degerlendirildi.

Hastalar ve Yéntemler: Hematolojik malignite 6n-
tanisi konmusg veya izlemde olan 36 olgudan elde
edilen kemik iligi érneklerinde FISH analizleri ger-
ceklestirildi. Hematolojik malignitelerin tipine gére
4, 24, 48, veya 72 saatlik hiicre kultlrleri yapildi.
Her bir olguya ait hiicre goérintileri SPOT RT
programi yardimiyla bilgisayara aktarildi.

Bulgular: Otuz alti olgunun 24’lUnde 1(9;22),
12’sinde t(15;17), altisinda t(8;21) ve inv 16
t(16;16) lokusa spesifik FISH problari kullanilarak
arastinldi. Kronik miyeloid 16semi éntanisi ile ince-
lenen hastalarda t(9;22)’deki kromozomal translo-
kasyon %60-90 oraninda pozitif bulundu. Diger
hematolojik malignitelerde, iligkili kromozomal
aberasyonlarin varligi %3-74 arasinda degisen
oranlarda g6zlemlendi. Bu yéntemle takipteki has-
talarda aberasyonlardaki disls bagariyla belirle-
nebildi.

Sonug: Ozellikle hematolojik kanserlerde hem én
tanida hem de izlemdeki olgularin kromozomal
aberasyonlarinin belirlenmesinde FISH ydntemi
oldukca énemli bir yardimcidir.

Anahtar Sézciikler: Kromozom aberrasyonu; hematolojik neop-
laziler/genetik; in situ hibridizasyon, floresans; |6semi,
miyeloid/genetik; translokasyon, genetik.

Objectives: Fluorescence in situ hybridization (FISH)
is a new technology which is helpful in the identifica-
tion of chromosomal aberrations that are associated
with hematologic malignancies or solid tumors. In this
study, we evaluated the results of FISH analyses in
patients with hematologic malignancies.

Patients and Methods: FISH analyses were per-
formed in bone marrow samples of 36 patients with
an initial or confirmed diagnosis of hematologic
malignancy. The cells were cultured for 4, 24, 48, or
72 hours depending on the type of disease. The
images obtained from each case were processed on
a computer with the SPOT RT program.

Results: Using locus specific FISH probes, chro-
mosomal translocation at 1(9;22) was studied in 24
patients, t(15;17) was studied in 12 patients, 1(8;21)
and inv 16 1(16;16) were studied in six patients. In
patients with an initial diagnosis of chronic myeloid
leukemia, 1(9;22) was positive in 60% to 90%. The
detection of chromosomal aberrations associated
with other hematologic malignancies ranged between
3% to 74%. The FISH analysis was also successful
in showing decreases in chromosomal aberrations
in patients under follow-up.

Conclusion: FISH analysis is of particular help in
both the initial diagnosis of, and monitoring chro-
mosomal aberrations in the follow-up of hemato-
logic malignancies.

Key Words: Chromosome aberrations; hematologic neo-
plasms/genetics; in situ hybridization, fluorescence; leukemia,
myeloid/diagnosis/genetics; translocation, genetic.
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Hematolojik maligniteler, kemik iliginden
tiireyen hiicrelerde meydana gelen bir grup ne-
oplazmadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, he-
matolojik tiimorlerin biiyiik bir cogunlugunun
yapisal ve/veya sayisal kromozom anomalileri
ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu kro-
mozom anomalileri gen ekpresyonunun bozul-
masina ya da yeni bir fiizyon proteinin olusma-
sina yol acarlar." Philadelphia kromozomu in-
sanda neoplazma ile iligkili bulunan ilk kromo-
zom aberasyonudur. Novel ve Hungerford” bu
kromozomu Kronik Miyeloid Losemi (KML) ol-
gularinda G grubu kromozom anormalligi ola-
rak tanimlamiglardir.”’ Sonraki yillarda gelisen
bantlama teknikleri ve rekombinant DNA tek-
nolojisi ile bu kromozomun 22. kromozomun sis
onkogeni yakinindaki ber parcasinin, abl geni-
nin bulundugu dokuzuncu kromozomun bir
parcast ile yer degistirmesiyle meydana geldigi
anlagilmistir.”’ Kronik miyeloid léseminin par-
mak izi olarak kabul edilen Philadelphia kro-
mozomunun tespit edilmesinden sonra, zaman
icinde hematolojik kanserlerin farkl tiplerinde,
farkli kromozomlara ait translokasyon, deles-
yon ve/veya inversiyonun hastaligin tani ve
prognozunda Onemli rol aldigi bildirilmistir
(Tablo 1).

Maligniteli olgularda sitogenetik ¢alisma ya-
pabilmek icin tiimor hiicresi gerekmektedir. Lo-
semilerde Ornek, genellikle kemik iligi aspiras-
yon materyalinden elde edilir. Eger kemik iligi
aspirasyon materyali elde edilemezse kemik ili-
gi biyopsi materyali de kullanilabilir. Beyaz
hiicre sayist >10.000/ml, immatiir miyeloid ve
lenfoid hiicre oran1 %10’dan fazla olan olgular-
da periferik kan hiicresinden de sitogenetik ¢a-
lisma yapilabilir.”

Klasik bantlama yontemlerinde analizi yapi-
lan materyalin metafaz hiicresi olmasi, bu olgu-
larda yeterli ve kaliteli metafaz elde edilememe-
si arastiricilar1 yeni teknikler gelistirmeye itmis-
tir. Hem interfaz hem de metafaz hiicrelerinde
analize olanak saglayan FISH (Fluorescence In
Situ Hybridization) yontemi, son yillarda kro-
mozomal aberasyonlarin analizinde uygulanan
konvansiyonel sitogenetik yontemlere alternatif
olarak gosterilmeye baslanmistir. FISH yontemi,
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radyoaktif olmayan molekiil ile kimyasal olarak
degistirilen DNA problarinin immiinolojik ya
da afinite reaksiyonlarini kullanarak kromozom
veya kromozom parcalarinin floresans olarak
gorlintiilenmesine olanak saglayan bir tekniktir.
Bu yontemle sayisal ve yapisal anomalileri hem
interfaz hem de metafaz hiicrelerinde saptamak
miimkiindir."”

Bu makalede 2004 yilinda kurmus oldugu-
muz molekiiler sitogenetik laboratuvarinda he-
matolojik maligniteli 36 olguda yapilan FISH
analiz sonuglar1 6zetlendi.

HASTALAR VE YONTEMLER

Hematolojik malignite 6n tanis1 konulmus
veya izlemde olan 36 olgudan elde edilen kemik
iligi orneklerinde FISH analizleri gerceklestiril-
di. Hematolojik malignitelerin tipine gore 4, 24,
48, veya 72 saatlik hiicre kiltiirleri yapildi. Kisa
siireli kiiltiirlerde; kan O6rneginin tiirtine gore,
0.2 ml kemik iligi hiicreleri veya 0.3 ml periferik
kan hiicreleri 10 ml RPMI-1640 medyum (Sig-
ma) icinde bekletilirken, 24 saatten uzun stireli
kiltiirlerde medyuma %10 Fetal Calf Serum
(Sigma) ve %1 penisilin/streptomisin (Sigma)
ilave edildi. Kultiirlere kiiltiir stiresinin son 1-2
saatinde 10 pg/ml colchemid (Sigma) eklendi.
Fiksasyon isleminden sonra lamlara ekilen hiic-
reler bir gece oda sicakliginda bekletildi.

Fluorescence In Situ Hybridization analizleri
icin, incelenecek translokasyonlarda 6zel hazir-
lanmus flizyon problar1 (Cancer Genetics) kulla-
nild1 (Tablo 2). Metafaz elde edilen olgularin ba-
zilarinda analizler tim kromozom problari
(Cambio) kullanilarak tekrarlandi. Fluorescence
In Situ Hybridization problar1 6nerilen protokol-
lerde kiiciik degisiklikler yapilarak uygulandi.

Sayimlar Olympus Bx52 marka floresan mik-
roskopta, Floresan isothiocyanat (FITC), Tetra-
methyl rhodamine isothiocyanate (TRITC) ve
dihydrochloride (DAPI) filtreler yardimiyla ya-
pild1. Her bir olguya ait hiicre gortintiileri SPOT
RT programi yardimiyla bilgisayara aktarilda.

BULGULAR

Hematolojik maligniteli olgularn FISH ana-
lizleri, Universitemizin Tibbi Biyoloji Anabilim
Dalr'nin FISH laboratuvarinda yapildi. Otuz al-
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Tablo 1. Hematolojik malignitelerle iliskilendirilen yapisal ve/veya sayisal kromozomal

aberasyonlarin bazilar1

[1,3-14]

Hematolojik malignite

Prognozu etkileyen kromozom anomalileri

Akut lenfoblastik 16semi

Kronik lenfositik 16semi

Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
Mantle hiicreli lenfoma
Miyelom

Akut miyeloid 16semi

Miyelodisplastik sendrom
Kronik miyeloid 16semi
Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

t (12.21) (p12; q22), t (9; 22) (q34;q11);

t (4, 11) (q21, g23), t (1; 19) (q23; p13), t (1.14), del 1p32

+12, del 11q, del 17p13, del 13q14

t (3, var) (q27, var), t (14.18), t (8.14), mutasyon ve/veya dell7p13
t (11.14), +3q ve del 11q

-13, del 13q, del 11q, t (11.14), t (4.14), t (6.14), t (14.16)

t (8.21) (q22; q22), t (15.17) (q22; q12), inv (16) (p13q22) t (16; 16) (p13; q22),
del 11q23, del 5q, del 7q, +8

-5,-7, del 7q, del 5q

t (9.22) (q34, q11)

t (14.18) del p53, t (3, var) (q27, var)

Folikiil merkez hiicreli lenfoma

t (14.18) del 9p21-22 +p53

t1 olgunun 24’tinde t(9;22), 12’sinde (15;17), al-
tisinda t(8;21) ve inv 16 t(16;16) lokusa spesifik
FISH problar1 kullanilarak arastirildi. Olgularin
dagilimi ve kullanilan problar Tablo 2’de veril-
mektedir.

Kronik miyeloid l6semi 6n tanis1 konulmus
dokuz olguda t(9;22) %60-%90 oraninda pozitif
bulundu, izlemdeki olgularin ikisinde bu trans-
lokasyon gozlemlenmezken birinde %7 oranin-
da ber/abl flizyonu saptandi. Kronik miyeloid
losemili bir olguda t(9;22) %20 oraninda pozitif-
lik gosterirken, MP ve miyelodiplastik sendom-
lu MDS) olgularda bu translokasyon gozlem-
lenmedi.

Akut lenfoblastik 10semili (ALL) ti¢ olguda
kotii prognoza isaret eden t(9;22) arastirildi
Flzyon probu kullanilarak yapilan FISH anali-
zinde olgulardan birinde t(9;22) %75 oraninda
pozitif olarak saptandi. Tiim kromozom 9 ve 22
problar1 kullanilarak metafaz hiicrelerinde ya-
pilan ikinci bir analizde ise t(9;22) oram1 %74
olarak bulundu. Diger iki ALL olgusunda ise
t(9;22) gozlemlenmedi.

Akut miyeloid losemi (AML) M3 6n tanisi
konulan bir olguda yapilan FISH analizinde
t(15;17) %56 oraninda pozitif bulundu, iki ay
sonra yapilan ikinci analizde bu oranin %3’e
diisttigli saptands, bir ay sonra yapilan analizde

Tablo 2. FISH analizi yapilan hematolojik maligniteli olgularin dagilimi

ve kullanilan problar

Tan Aragtirilan kromozomal aberasyonlar
t(9;22) t (15.17) t (8.21) inv 16 t (16.16)

ALL 3 - - -
AML - 6 6 6
AML M3 - 6 - -
KML 12 - - -
KMML 1 - - -
MDS - - -
MP 6 - - -
Toplam 24 12 6 6

ALL: Akut lenfoblastik 16semili; AML: Akut miyeloid 16semi; KML: Kronik miyeloid 16semi; MDS: Miyelo-

diplastik sendromlu; MP: Miyeloproliferatif hastalik.
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ise translokasyon gozlemlenmedi. Tedavisi sii-
ren AML M3 tanis1 konulmus bir olguda
t(15;17) oran1 %20 olarak saptandj, ikiser ay ara
ile yapilan iki analizde ise translokasyon goz-
lemlenmedi. Izlemdeki diger dort olguda ise
t(15;17) saptanmad.

Akut miyeloid losemili alt1 olguda t(8;21),
t(15;17) ve inv (16), t(16;16) birlikte arastirildi.
Olgularda t(15;17) %1-4 arasinda degisim goste-
rirken, inv 16 %16-19 arasinda gozlemlendi,
t(8;21) ise %4-60 arasinda degisen oranlarda po-
zitif bulundu.

TARTISMA

Hematolojik malignitelerde kromozomal
aberasyonlarin belirlenmesi, tan1 ve prognozun
degerlendirilmesi agisindan onemlidir. Fluores-
cence In Situ Hybridization teknigi bu tip degi-
simlerin belirlenmesinde hizli, kolay ve giiveni-
lir bir yontem olarak son yillarda 6nem kazan-
maktadir. Klasik sitogenetik yontemlerle 2000,
3000 kbaz'lik kromozom anomalileri tespit edi-
lebilirken, FISH yontemi ile 0.5 kb’lik bolgeleri
belirleyebilmek miimkiindiir."”

Bunun yani sira FISH analizi ile elde edilen
sonugclarin, klasik bantlama yontemleri ile elde
edilen sonuglara gore daha duyarli oldugunu
ortaya koyan calismalar son yillarda artis gos-
termektedir.

Tanaka ve ark." yaptiklar bir calismada 288
losemi/lenfomali olguda t(9;22), t(8;21), del
11923, t(11,n) (g23;n), t(15;17), del (5q)/-5, del
(139)/-13, +8,-7, ve +12"yi hem G bantlama hem
de FISH yontemi ile arastirmis ve sonuglar: kar-
silastirmislardir. Calismalarinda t(8;21), t(9;22),
11923, ve trizomi 8 i¢in her iki yontemle de ben-
zer sonuglar bulurken, t(15;17)'nin pozitiflik
oranint G bantlama ile beklenenin altinda goz-
lemlemislerdir. Tanaka ve ark." bu sonucu,
t(15;17)’ye sahip hiicrelerin kultiir ortaminda
daha yavas ¢ogaldig1 veya ¢ogalmadigi, dolayi-
styla da analiz icin metafaz hiicrelerini kullanan
G bantlama yonteminin bu translokasyon igin
uygun olmadig1 seklinde agiklamuglardir. Yine
ayn1 ¢alismada monozomi 7, trizomi 12 ve del
13q14’tn pozitiflik oran1 GTG bantlamayla
%10-20 oraninda diisiik gozlemlenmistir.
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Lee ve ark."” ise hematolojik maligniteli 919
olguda 18 ayr1 FISH probu ile yaptiklar1 calis-
mada; tanida t(9;22) ve t(8;21)'in hem G bantla-
ma hem de FISH yontemi ile yapilan analizle-
rindeki farkliligin kabul edilebilir sinirlar iginde
(%4.8) oldugunu ancak, del (7q), t(15;17) ve tri-
zomi 21 i¢in G bantlamanin hata paymin %12.5
ile %20 arasinda degistigini, izlemdeki olgular
icin ise t(9;22) ve t(8;21)"in pozitiflik oranindaki
hatanin %25in tizerine ¢iktigini saptadiklarimi
bildirmislerdir.

Bunun yani sira interfaz hiicrelerinde yapi-
lan FISH analizi, maskelenmis/varyant translo-
kasyonlarin belirlenmesinde klasik bantlama
yontemlerinden daha bagarilidir."”

Sonug olarak, konvansiyonel bantlama yon-
temlerine oranla daha hizli ve kolay analiz ola-
nag1 saglayan FISH yontemi 6zellikle hematolo-
jik kanserlerde hem 6n tanida hem de izlemde-
ki olgularin kromozomal aberasyonlarinin be-
lirlenmesinde oldukg¢a 6nemli bir yardimcidir.
Bu yontemle sadece isaretlenen bolgenin anali-
zinin yapilabiliyor olmasi ve diger aberasyonla-
rin ayn1 anda tespit edilememesi, teknigin deza-
vantajlarindan biri olmakla birlikte, metafaz el-
de edilemeyen durumlarda tek alternatif olarak
goriilmektedir.
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