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Unldmuizde malign hematolojik hastaliklarda spesifik
G kromozom anomalilerinin saptanmasinda sitogene-

tik analizler vazgecilmez bir 6neme sahiptirler. FISH
analizi timdre 6zgu karyotipik anomalilerin saptanmasinda
sitogenetik yontemlere gore cok daha hizli, hassas ve bazi
durumlarda daha gtivenilir bir tani teknigidir.

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), nikleik asit problar
araciligi ile preperat lizerinde bulunan hiicresel yada kromo-
zomal DNA veya RNA nin incelenmesi temeline dayanan bir
tekniktir. Bu teknikle kromozomal DNA veya RNA nin hiicre
yapisi bozulmaksizin incelenebilmesi yontemin en onemli
ozelliklerinden birisidir. Kolay uygulanabilir olmasi, duyarliig
ve guvenilirliginin yuksek olmasi, diger molekiler DNA hib-
ridizasyon yontemlerine gore rezollisyon glicli, mozaisizm
tanisi gibi avantajlarinin olmasi FISH tekniginin molekdler
tekniklerdeki ilerlemelere paralel olarak gelismesine ve genis
bir uygulama alani bulmasina neden olmustur (3,6,9,11).

Molekiler sitogenetik metodlari (ISH, FISH, CGH) klasik sito-
genetik yontemlerle tanimlanamayan kromozomal mikrode-
lesyonlar ve yeniden diizenlenmeleri ortaya koyma olanag
saglar. Sitogenetikte rutin GTG bantlama tekniginde >4Mb,
HRB (2000 band diizeyinde) tekniginde de >2 Mb ye kadar
olan diizensizlikler saptanabilmektedir. Bu boyutlardan daha
klicuk olan yapisal diizensizlikler ancak FISH (1-3Mb) ile sap-
tanabilmektedir. interfaz niikleusunda kromozomlar daha az
yogun ve metafaza gore 10-20 kat daha uzun oldugu igin re-
zollisyon 100 kilobaza kadar cikabilir (3,9,11).

TUmor hiicrelerinde metafaz kromozomu eldesi kimi zaman
ve durumlarda oldukca zordur. Elde edilen bu metafaz kromo-
zomlarinin morfolojileri cogunlukla klasik sitogenetik yontem-
lerle, 6zellikle yapisal anomalilerin belirlenmesinde yetersiz
kalabilmektedir. Kromozom elde edilemediginde de ne yapi-
sal ne de sayisal degerlendirme yapilamamaktadir. FISH analizi
metafaz kromozomlarinin yani sira interfaz niikleusunda da
analizi olanakl kilmasi nedeniyle kanser genetiginde onemli
bir tani testi olarak kullanilabilmektedir (3,6,9,11).

FISH teknigi 6zellikle I6semilerde genis bir kullanim alanina
sahip olup bircok farkli amacla avantajl bir sekilde kullanil-
maktadir. Bunlar; hastaliga 6zgi kromozom anaomalisini
belirleyerek tani koymak, prognoz takibi yapabilmek, en
kisa strede sonuc vermek, mozaisizm tanisi koyabilmek,
cok sayida metafaz ve/veya interfaz hlicresinde analiz yapa-
bilmektir (2,3,8,9,11,12,13,19,20).

FISH analizi isterken

Farkli bir cok materyalde FISH analizi yapilabilir. Bunlar he-
parinize kan, heparinize kemik iligi, hiicre yaymalari, hiicre
stispansiyonlari, doku kesitleri v.b. dir. Ornek seciminde,
hastalik tutulumun oldugu doku g6z 6niinde bulundurul-
mali ve incelenecek materyal buna gore secilmelidir. An-
cak unutulmamasi gereken secilen bu orneklerin analizi
yapacak olan laboratuarin sartlarina uygun olarak alinma-
si, saklanmasi ve iletilmesidir. Hastalik tanisina yonelik ve
amaca uygun analiz ve prob sec¢imi yapilabilmesi icin hasta
orneklerinin ilgili laboratuara génderilmesi sirasinda hasta
bilgileri, hastalik tanisi (hastalik tipi, yeni tani, relaps, evre)
gibi verilerin de mutlaka yazilarak iletilmesi gerektigi unu-
tulmamalidir.

FISH tekniginde kullanilan problar

Belirli bir kromozomal bdlgenin veya DNA kesiminin FISH
yontemi ile goriiniir hale gelebilmesi icin o bolgeye spe-
sifik bir probun kullanilmasi gerekir. FISH yonteminde he-
def DNA/RNA molekiiliine komplementer isaretli nikleik
asit dizisine "prob" denir. Gliniimiizde pratik olmalari ve
ticari olarak bulunabilmeleri nedeniyle florokromlarla di-
rekt isaretli problar kullaniimaktadir. Hematolojik malign
hastaliklarda tani amach kullaniimakta olan cok sayida
spesifik (sentromer spesifik, lokus spesifik, translokasyon
spesifik), bunun yaninda 24 kromozoma 6zgi tiim kromo-
zom, telomer ve a-satellit problari bulunmaktadir. Ayrica
panel prob setleri de rutin kullanimda ticari olarak bulu-
nabilmektedir.
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Bu problar kullanim sekilleri ve 6zelliklerine gore tek ve/
veya cift renkli, prob setlerinde; li¢ ve/veya bes farkli renkle
isaretli olabilirler (3,9,11).

Akut miyeloid I6semi

Akut Miyeloid Losemi (AML) de elliden fazla tekrarlayan ya-
pisal kromozom anomalisi tanimlanmistir. AML de erigkin
hastalarin % 50-75 inde klonal kromozomal yeniden diizen-
lenmeler gézlenir (1,2,4,5,8,9,11,12,13,14,15,16, 17,19, 20).

de Novo AML

De Novo AML de, tipik morfoloji ve belirli klinik seyire ne-
den olan bircok karakteristik kromozomal aberasyon vardir.
FISH analizi ile tanisi konabilen bu spesifik sitogenetik trans-
lokasyonlar

e 1(8;21)(922;922) (AML1/ETO) AML-M2

e 1(15;17)(q22;911-12) (PML/RARa )JAML-M3/M3V

e inv(16)(p13922) veya t(16;16)(p13;q22) (CBFBR/MYH11)
AML- M4/M4eo

e 11923 Translokasyonlari (MLL)

Sekonder AML

Sekonder, AML nin iki formu vardir:

1. Alkilleyici Ajanlarla Terapi Sonrasi Olusan Sekonder AML:
FISH ile tanisi konabilen sitogenetik degisiklikler cogun-
lukla 5. ve/veya 7. kromozomlarda gozlenir.

2. Topoizomeraz Il Baskilayici Tedavi Sonrasi Olusan Sekon-
der AML: Cogunlukla 11923 bolgesinin yer aldigi dengeli
yeniden diizenlenmeler karakteristiktir ve spesifik FISH
problari ile tani konabilir (11,12,13,14,15,16,20).

Tim AML hastalarinin %15-20 si ¢coklu sayisal ve yapisal
kromozom anomalilerinden olusmus kompleks karyotipe
sahiptir. Cogunlukla 5g-, -7 ve/veya 3g- anomalileri primer
anomalilerdir. Bu tiirlii kompleks anomalileri farkli molekd-
ler sitogenetik tekniklerle tanimlamak miimkin olabilmek-
tedir. Klasik kromozom analizi ve bantlama yontemleri ile
tanisi konamayan kompleks karyotiplerde M-FISH ya da SKY
veya CGH gibi yontemlerden yararlanilmaktadir.

AML olgularn arasinda en biyik grubu normal karyotipe
sahip ve prognostik anlami bilinmeyen kromozom aberas-
yonlari saptanmis hastalar olusturur. Dolayisiyla FISH yon-
teminin AML tanisinda klasik sitogenetik analize gore sinirli
bir teknik oldugu unutulmamalhdir (9,11,12,13,15,16).

Akut lenfositik losemi

Akut Lenfositik Losemi (ALL) de prognostik ve terapotik an-
lami olan pek ¢cok kromozom aberasyonu bildirilmistir. ALL

ya ploidi derecesine veya yapisal aberasyonlara gore sinif-
landinimaktadir (9,11,13,15,16,18,19,20).

ALL'de gen ve kromozom anomalileri

Ploidiler

Erigkin ALL olgularinin % 2-9 unda kromozom sayisi 51-65
arasinda degisen hiperdiploid bir karyotip gozlenir. Boyle
bir karyotip siklikla c-ALL de gorilir. Fazla kromozomlar
genellikle kromozom X, 21, 4, 6, 14, 8, 10 ve 17 dir. Kromo-
zom sayisinin triploide yakin (66-80) veya tetraploide yakin
(81-103) olmasi olgularin % 2-4 iinde daha seyrek gozlenir
(9,11,13,15,16,18,19,20).

Hipodiploid karyotip (kromozom sayisi <46 eriskin ALL ol-
gularinin %4-9 unda gorulir. Bu olgularda tani Prekursor-
B-ALL dir. Genetik materyal kaybi ve bu nedenle potansiyel
timor supressor genlerin olmamasi hipodiploid-ALL de
[6semi olusumunda hastalik modelini agiklayabilmektedir
(9,11,13,15,16,18,19,20).

S6zi edilen kromozomlarin sayisal diizensizlikleri ilgili kro-
mozom sentromerine ve/veya lokusa spesifik problar kulla-
nilarak FISH analizi ile belirlenebilmektedir.

Izole sayisal anomaliler

Baska bir yapisal ya da sayisal anomali olmaksizin tek bir
kromozomun izole sayisal anomalisi eriskin ALL lerinde ol-
dukca nadir gorilir ve %0.5 altinda bir siklkta izlenir. Bu-
gline kadar primer kromozom anomalisi olarak trizomi 8 ve
monozomi 7 bildirilmistir ve bu anomaliler de FISH ile belir-
lenebilmektedir(9,11,13,15,16,19).

Yapisal kromozom anomalileri

Eriskin ALL olgularinda tekrarlayan 40 in Ustlinde yapisal
kromozom yeniden diizenlenmesi bildirilmistir. Bu anoma-
liler cok sayida olmalari nedeniyle goriilme sikliklar %1 in
altindadir. Bunun yaninda yeniden diizenlenmeler ¢ogun-
lukla T-hiicre reseptdr zincir genlerinde yani immunglobu-
lin genlerinde farkli kombinasyonlarda goérdilirler. Yapisal
kromozom anomalilerinden tiim izo kromozomlar &zellikli
bir yere sahiptirler. Clinkii bu kromozomlar genetik mater-
yal kayip ve kazancinin kombinasyonunu olustururlar. ALL
de gozlenen izokromozomlar i(7q), i(9q) ve i(17q) dur. S6zi
edilen anomaliler FISH problari yardimi ile belirlenebilmek-
tedir (9,11,13,15,16,19,20).

A) Kimerik fizyon genleri

BCR/ABL onkogeni

Erigkin ALL lerinde en sik g6zlenen (% 20-30) translokasyon
1(9;22)(q34;911) yani Philadelphia (Ph) translokasyonudur.
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B-ALL de % 43 c-, % 34 pre ve % 6 pro-B-ALL de bildirilmek-
tedir. Bu translokasyon ALL de kotu prognoz ile karakteri-
zedir. Philadelphia translokasyonu FISH ile kolaylikla tanisi
konabilen bir translokasyondur. Farkli seceneklerde farkh
t(9;22) problar olmakla birlikte yanlis pozitif orani en diistik
olan BCR/ABL Dual Color/Cift Flizyon Probu tercih edilmek-
tedir (4,5,9,11,13,15,16,19,20).

Ph-pozitif ALL olgularinin % 41-86 sinda ilave kromozom ab-
rasyonlari gozlenir. En sik gozlenenler sirasiyla 9p anomali-
leri, hiperdiploid karyotip ve monozomi 7 dir. Ph pozitif ALL
olgularinin Ugte birinde, timor stipressér gen olan p, N
homozigot delesyonu gozlenir. Bu anomalilerin tiim FISH
analizi ile belirlenebilmektedir (4,5,9,11,13,15,16,19,20).

MLI-flizyon geni

ikinci sik gézlenen yapisal kromozom anomalisi %3-7 ile
translokasyon t(4;11)(q21;923) dir. MLL yeniden diizen-
lenmeleri FISH analizi MLL cift renk, kirikk noktasi yeniden
diizenlenme probu ile belirlenebilir. Bu analizle kromozo-
mun sadece yeniden diizenlenmeye girip girmedigini soy-
leyebiliriz ancak translokasyon partnerini bulabilmemiz icin
sitogenetik analiz sonrasi karyotipleme yapmamiz gerekir
(9,11,13,15,16,19,20).

Translokasyon t(12;,21) TEL-AML1

Pediatrik ALL de en sik gozlenen translokasyondur. Pre B
ALL tanisi alan cocuklarin % 25 inde translokasyon saptanir.
Common ya da Pre B immun fenotipi ile iliskilidir. Bu ano-
mali klasik sitogenetik ile g6zlenemez tanisi FISH ile veya
molekdler tani ile konur.

B) Tomor supressor inaktivasyonu
CDKN2A delesyonu

Eriskin ALL lerinin % 7-15 inde 9. kromozomun kisa kolunda
delesyon veya yeniden diizenlenmeler gozlenir. 9p21 bant
bolgesinde siklin bagimli kinazinhibitorleri P16N%4a (CDKN2A)
ve P15k (CDKN2B) bulunur. 9p21 hemizigot ve/veya ho-
mozigot delesyonlari FISH analizi ve P16(9p21)/CEP9 probu
ile belirlenir. (4,5,9,11,13,15,16,19).

P53 delesyonu

P53 geni 17p13-1 bolgesinde lokalizedir. Kromozom 17 nin
kisa kol kaybi1 veya yeniden diizenlenmeleri seklindeki ano-
malileri yeni tani erigkin ALL lerinde % 2,2 siklikla gorlir. Bu
siklik direncli ALL lerde % 88 lere kadar ylikselmektedir.

Yine kompleks karyotipe sahip direncli ALL olgularinda p53
mutasyonlari ve/veya delesyonlari gézlenmektedir.

P53 delesyon veya amplifikasyonlari FISH analizi ile belirle-
nebilir. FISH probumuz P53(17p13.1) dir. Bu bdlgenin varlig

ve/veya yoklugu metafaz veya interfaz niikleusunda analiz
edilir (9,11,13,15,16,19,20).

13q delesyonlar

Eriskin ALL lerinde 13 delesyonu nadir gozlenir. 13q14 bdl-
gesine iliskin farkli prob seceneklerimiz mevcut olup bu
bolgelerin varligi ve/veya yoklugu metafaz veya interfaz
nukleuslarinda analiz edilebilir (9,11,13,15,16,19).

ATM delesyonu

Eriskin ALL lerinde % 10 olguda kromozom 11923 bandin-
da yeniden diizenlenmeler g6zlenmistir. Bu yeniden diizen-
lenmelerin buytk kismini farkli kromozomlarin yer aldigi
translokasyonlari olusturur. ATM delesyonu ya da yeniden
diizenlenmeleri TMb dan buiyiik ise FISH analizi ile metafaz
ve interfaz hiicrelerinde g6zlenebilmektedir. Bu amagla AT-
M(11qg22.3) probu kullanilmaktadir. (9,11,13,15,16,19).

Protoonkogen aktivasyonlari

MYC-gen aktivasyonu

Tim translokasyonlarda rekombinasyona giren lokus 8q24
bolgesindeki MYC genidir. Partner genler ise her zaman im-
munglobulin zincir genleridir..

8q24 translokasyonu gozlenen B-ALL olgularinin %60 inda
ilave kromozomal yeniden diizenlenmeler gézlenir. Bu yeni-
den diizenlenmelerin biiylk kismi kompleks karyotiplerdir.

MYC yeniden diizenlenmeleri FISH ile metafaz ve interfaz
hiicrelerinde analiz edilebilmektedir. Bu amagla MYC iki
renkli, kink noktasi yeniden diizenlenme probu bize yar-
dimcr olmaktadir. Prob MYC geninin sayisal anomalilerini
(amplifikasyon ve delesyon) belirledigi gibi translokasyona
girip girmedigi konusunda da bilgi vermektedir. Ayrica sa-
dece sayisal anomalilerin belirlenebildigi 8g24 bdlgesine
iliskin lokus spesifik problarda sentromer kontrollii olarak
bulunmaktadir (9,11,13,15,16,19).

Kronik lenfositik I6semi

KLL de, malign B hiicrelerini in vitro proliferasyona induk-
lemek zor oldugundan klasik sitogenetik ¢cogunlukla so-
nugsuz kalmaktadir. Bu nedenle bu olgularda interfaz FISH
analizi ¢cok degerlidir. Glinimizde CGH ile analiz sonucu
yigilim goésteren ¢odunlugu delesyon bdlgelerine iliskin
panel problar gelistirilmistir. FISH ile yapilan ¢alismalar so-
nucunda KLL hastalarinin %80 inde genomik aberasyonlar
saptanabilmektedir.

Bu problar kromozom 13 {in uzun kol delesyonlari, kromo-
zom 11 in uzun kol delesyonlari, kromozom 17 nin kisa kol
delesyonlarini ve trizomi 12 nin varhigi veya yoklugunu gos-
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termemize yardimci olur, bunun disinda IGH (14q32), BCL6
(3927) ve kromozom 6 yeniden diizenlenmelerini belirle-
mede de kullanilabilir (7,9,10,11,13,14,15,16,17).

Kronik miyeloid I6semi

Olgularin % 90-95 inde sitogenetik olarak 9. kromozomun
uzun kolu ile 22. kromozomun uzun kolu arasinda t(9;22)(-
g34;911) Philadelphia translokasyonu gozlenir. Kalan olgu-
larda ya bir varyant Philadelphia kromozomu ya da normal
kromozom kurulusu saptanir.

KML tanisi icin klinik tablonun yanisira glinimuzde patog-
nomik BCR-ABL flizyon transkriptinin de ortaya konmasi
gerekmektedir. Bu amacgla bu translokasyon bélgelerine
spesifik farkli secenekte BCR-ABL translokasyon problari
kullanilmaktadir.

Akselere faz ya da blast krizinde % 75-85 olguda ilave kro-
mozom anomalileri saptanir. Klonal evullisyon esnasinda en
sik gozlenen ilave anomaliler ; trizomi 8, 17. kromozomun
uzun kol izokromozomu (i(17)(q10), ilave Philadelphia kro-
mozomu (+der(22)t(9;22)) ve trizomi 19 dir. Bu anomalilerin
FISH ile belirlenmesinde ilgili kromozomlara ve/veya lokus-
lara spesifik problar bulunabilmektedir (6,7,9,12,13,14,15,1-
6,20).

Miyelodisplastik sendrom

Tim MDS olgularinin yarisi kemik iligi hlicrelerinde karyoti-
pik degisimler gosterirler. Bununla birlikte kromozom ano-
mali insidansi; hasta se¢imi, kiiltlir metodlari, preparasyon
ve bantlama tekniklerinin farkhilhg nedeniyle % 30-80 ara-
sinda bildirilmektedir. MDS icin spesifik kromozom anoma-
lisi tanimlamak ¢ok gtictiir. Gézlenen kromozom anomalile-
rinin bir cogunu baska hematolojik malignitelerde de 6zel-
likle AML de bulabiliriz. Buna ragmen iki hastalik arasinda
farkliliklar vardir. De novo AML de olgularin biyiik kisminda
dengeli translokasyonlar izlenirken MDS olgularinda siklikla
delesyon ve monozomiler gozlenir.

MDS de goriilen karyotip anomalilerinin % 70 ini kromozom
5,7 ve 8 anomalileri olusturur. Ozellikle prognostik 6neme
sahip aberasyonlar 3 ya da daha fazla klonal anomaliden
olusan ve olgularin % 10-20 sinde g6zlenen kompleks ano-
malilerdir. MDS de en sik goriilen kromozom anomalileri
FISH problar yardimiyla belirlenebilmektedir (6,9,12,13,15,
16,20).

Non Hodgkin lenfomalar

Son yillarda karakteristik kromozom anomalilerinin malign
Non Hodgkin Lenfomalarda belirli bir histopatolojiye neden
oldugu gosterilmistir.

Bu kromozom yeniden diizenlenmelerinin icerisinde yer
alan ¢cogu genin immunglobulin zincirlerini ya da T-hiicre
reseptorlerini kodladiklari belirlenmistir.

NHLda kromozom aberasyonlarina klasik model Bunkitt
Lenfoma translokasyon t(8;14)(q32;q24) dir. Bu translo-
kasyon nedeniyle 8. kromozomun uzun kolundaki C-MYC
geni, 14. kromozomun uzun kolundaki immunglobulin
agir zincir genlerinin yakinina transloke olur. Bu sekilde
adir zincir gen lokusuna transloke olmus bircok protoon-
kogen bildirilmistir.

Bunlar

Folikuler lenfomada t(14;18)(q32;921) BCL2 geni ve
Mantel Cell lenfomada t(11;14)(q13,932) CCND1 Geni,
Malign B-Cell lenfomalarinda t(3;14)(q27;932) BCI6 geni.

Varyant translokasyonlarda immunglobulin agir zincir gen-
leri yerine hafif zincir genleri hedeftir. Ornegin 2q13 kro-
mozom bandindaki Ig-kappa geni ve 22q11 bandindaki
Ig-lambda geni. T Cell lenfomalarinda ise protoonkogenler
T hiicre reseptor genleri yakinina transloke olurlar. S6zi
edilen cesitli genetik aberasyonlarin biyik kismi icin FISH
problar bulunmaktadir (6,13,15,16,20).

Multipl miyelom

SonyillardaMMdayapilan konvansiyonel sitogenetik ve mo-
lekiler sitogenetik calismalarda pek ¢ok tekrarlayan genetik
anomali bildirilmistir. Ancak myelom hicrelerinin spontan
mitoz aktivitesinin cok disiik olmasi kromozom eldesi ve
sitogenetik analiz basarisinin azaltmakta ve FISH analizini
daha Ustlin hale getirmektedir. En 6nemli kromozom ano-
malileri kromozom 13 anomalileri ve kromozom 1432 deki
immiinglobulin zincir lokusu yeniden dizenlenmeleridir.
Kromozom 13 ve IGH (14932) yeniden diizenlenmelerinin
belirlenmesinde farkli prob secenekleri mevcut olup FISH
ile tani konabilmektedir. Bunun disinda kromozom 9, 11,15
icin de sayisal anomalilerin belirlenmesinde FISH analizi ya-
pilabilmektedir. MM da kromozom aberasyonlarinin siklik-
lan hastalik patogenezinde 6nemli bir etken ve prognostik
faktordir (6,13,15,16,20).

Sonug

FISH analizi hematolojik malignitelerde pek ¢cok avantajina
ragmen sadece bilinen anomalileri belirleyebildigi icin hic-
bir zaman klasik sitogenetik yerine gegebilecek bir tani yon-
temi degildir. FISH yonteminin hedeflenen gen bdlgesine,
kromozomlara, anomaliye yonelik ve tani koymaya yardimci
bir teknik oldugu unutulmamalidir.
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