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Kronik Myeloid Losemili Hastalarda
Kromozomal Anomalilerin Belirlenmesi igin
Sitogenetik ve FISH Teknigi Uygulamalari

Kronik myeloid 16semi (KML), olgularinin % 95’'inde olusan kromozom 9 ve 22 arasindaki resiprokal
translokasyon (9;22)(q34;911.2) sonucunda meydana gelen Philadelphia (Ph) kromozomuyla
tanimlanmaktadir. Translokasyon sonucunda Ph kromozomu uzerinde BCR/ABL kimerik geni
olugsmaktadir. Bu galismada, t(9;22) tasiyan hucrelerde, BCR/ABL flizyon sinyallerini ortaya koyan
DNA problarindan faydalanilarak, bu teknigin guvenilirliligi ve spesifitesini degerlendirmek igin
interfaz Fluoresans in-situ Hybridizasyon (FISH) teknigiyle KML'li 22 hasta degerlendirilmektedir.

Calisma materyali olarak, KML 6n tanisi konan hastalardan alinan periferik kan (PK) ve kemik iligi
(Ki) érnekleri analiz edildi. Patolojik olarak normal oldugu bilinen PK ve Ki érnegi, negatif kontrol
grubu olarak kullanildi. interfaz-FISH ve konvansiyonel sitogenetik tekniklerle elde edilen PK ve Ki
sonuglari karsilastirildi.

istatistik analiz sonuclarina gére, Ki érneklerinden yapilan interfaz-FISH ve sitogenetik sonuglar
arasinda anlamli bir farkhlik olmadigi gériildii. Sonra PK ve Ki érneklerinden yapilan interfaz-FISH
sonuglar karsilastirildi ve bu iki sonug arasinda anlamli dizeyde bir iligki bulundu. Galismanin
sonuglari, interfaz Dual-FISH (D-FISH)in, tani esnasinda KML'li hastalarda BCR/ABL vyeni
dizenlenmelerinin tespit edilmesinde glvenilir ve kisa stirede sonug veren etkili bir teknik oldugunu
gosterdi. D-FISH, Ph(+) KML'li hastalarin tanisinda ilk olarak kullanilabilecek bir test olarak g6z
o6nuinde bulundurulabilecegini distndurdr.

Anahtar Kelimeler: KML, BCR/ABL yeni diizenlenmeleri, interfaz D-FISH, Philadephia kromozom,
konvansiyonel sitogenetik

The effect of interval from first detected mounting activity
to artificial insemination on conception rates in cows

Chronic myeloid leukemia (CML) is characterized by the Philadelphia (Ph) chromosome in about
%95 of patients, resulting from the translocation t(9;22)(q34;911.2). This translocation leads to the
formation of the chimeric BCR/ABL gene on the Ph chromosome. In this study, 22 cases with CML
were investigated by Interphase Fluorescence in situ Hybridization assay which utilizes DNA
probes that detect BCR/ABL fusion signal in cells carrying t(9;22) to evaluate the reliability and
specificity of this method.

Peripheral blood (PB) and bone marrow (BM) samples collected from pre-diagnosed CML patients
were analyzed as study materials. PB and BM specimens known to be normal pathologically were
used as negative control group. PB and BM results obtained by interphase-FISH and conventional
cytogenetic techniques were compared.

According to statistical analyze, between interphase-FISH and cytogenetic results obtained from
BM samples showed that there was no significant difference. The PB and BM results obtained by
interphase-FISH were later compared, and were found a strong correlation between these two
specimens. Our results confirmed that interphase Dual-FISH (D-FISH) is a sensitive technique for
the evaluation of patients with CML. Interphase D-FISH emerges as a reliable and fast tool for the
detection of BCR/ABL rearrangements in CML patients at diagnosis. D-FISH might be considered
as the initial test for the diagnosis of Ph(+) CML.

Key Words: CML, BCR/ABL rearrangements, Interphase D-FISH, Ph chromosomes, conventional cytogenetics

Girig

Kronik  Myeloid Ldsemi (KML), multipotent kok hicrelerin  neoplastik
transformasyonundan ortaya g¢ikan klonal myeloproliferatif bir hastaliktir (1, 2). KML'nin
sitogenetik belirtisi hastalarin yaklasik %90-95'inde bulunan Philadelphia (Ph)

kromozomudur. Sitogenetik incelemelerle, vakalarin %90-95’inde KML tanisi
konmaktadir ve bu vakalarin karyotipinde 22 numarali kromozom kuigulmdstir (3).

Ph(+) oldugu durumda ABL onkogeni, 9 numarali kromozom Uzerinde bulunan
9934.1 bolgesinden 22 numarali kromozom (izerindeki 22q11.2 (BCR) bdlgesine
aktariimaktadir.
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Bu translokasyon sonucunda KML'nin pathogenezin-
de merkezi rol oynadigi dusunilen BCR/ABL flizyon
geninin olusmasina neden olmaktadir. Bu durum kendini
I6semi olarak ortaya koymaktadir. Yeni gen, artmis
tirozin kinaz aktivitesine sahip onkoprotein olan
p210BCR-ABL sifreler (3, 4, 5). BCR/ABL'in tirozin kinaz
aktivitesi, BCR/ABL pozitif I6semilerin fenotipini ortaya
koymada onemlidir. Ekstra Ph kromozomu, KML’'de
blastik fazin gelisimiyle ortaya ¢ikan en yaygin sekonder
degisikliktir (6). Ph kromozomlari, pediatrik akut
lemfoblastik (ALL) hastalarin %5’inde, yetigkin ALL
hastalarin  %15-30'unda ve akut myeloid [6semi
hastalarin ~ %2’sinde  bulunmaktadir.  Bulunmamasi
halinde, hastalik olagandan daha suratle ilerler ve daha
koti prognoz gosterir (7). KML, bening kronik fazda
dzellikle periferik kan (PK) ve kemik iligi (Ki) blastlarinda
I6kosit miktarinin artigiyla ortaya c¢ikip, blastik faz ve
hizlanmis fazda transforme olmaktadir (8, 9). Hastalik
blastik faza ilerlediginde vakalarin yaklasik %85’inde ek
kromozomal anormallikler gelistigi bilinmektedir.

Yaygin kromozomal anormallikler; trizomi 8, ekstra
Ph, (+Ph), izokromozom 17q, trizomi 19, trizomi 20, Y
kromozom kaybi, trizomi 17, monozomi 7, +21’dir.
Hastaligin  ilerlemesine neden olan  etkenlerin
mekanizmasi hala anlasilamamistir (3, 7). KML tanili
hastalarin %5-10'unda Ph tespit edilememistir. Ph(-)
KMUL’li hastalarin, kisa émurll, tedaviye cevap vermeme,
bazofil yoklugu ve trombositopeni gibi farkli klinik
Ozelliklere sahip olduklari bildirilmigtir (10, 11, 12).
Ortalama yasam siresi; Ph(+) vakalarda 4 yildan fazla,
Ph(-) vakalarda 1 yildan az ve Y kromozom kaybi
meydana gelen Ph(+) vakalarda ise 6 yildan fazladir
(12). Hastalarin %5’inde varyant yeni dizenlenmeler
konvansiyonel sitogenetik analizlerle goruntilenemez ve
bundan dolayi fluoresans in-situ hybridizasyon (FISH)
teknigiyle veya polimeraz zincir reaksiyonuyla tespit
edilebilir (13).

Bu galismanin amaci, KML 6n tanisiyla gelen
vakalarda, meydana gelen kromozomal anormallikleri
tespit etmektir. Ayrica sitogenetik olarak gdsterilemeyen
Ph(+) vakalarin ne kadarinin FISH teknigiyle net olarak
ortaya konulabilecegi, D-FISH probunun guvenirlik ve
hassasiyetinin 0Olgllmesi ve FISH'in dogrulugunu ve
kullanilabilirliginin gdsterilmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismaya 2000-2002 tarihleri arasinda Firat Tip
Merkezi’'ne bagvuran ve KML 6n tanisi konulan hastalar
incelemeye alindi. Calisma materyali olarak, KML &n
tanili 21 hastadan alinan PK ve Ki érnekleri kullanildi.
Patolojik olarak normal oldugu bilinen 21 Ki ve PK
ornegi, BCR ve ABL sinyallerinin gorildigu interfaz
hicrelerinin ortalama ytizdesini degerlendirmek ve test
materyalinin hibridizasyon kalitesini hesaplamak icin
kontrol grubu olarak kullanildi. PK ve Ki &érneklerinden
standart sitogenetik tekniklerle metafaz kromozomlari ve
interfaz hiicreleri elde edilerek inceleme yapildi. Ki ve PK
kiltiri standart prosedirlere gore yapildi. Hastalardan
aspire kemik iliginden 03-05 ml alindi ve %20 fetal bovin
serum, 2mM L-glutamin ve penisilin (100U/ml)/
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streptomisin  (100pg/ml) iceren RPMI 1640 bazal
medyumda suspanse edildi. Hafif karistirdiktan sonra 37
°C’deki etlivde inkube edildi. Kdlturin 70. saatinde 0.01
ml (10 pg/ml) kolsisin ilave edilerek etlivde 2 saat kadar
bekletildi. Hucreler 20 dakika kadar 0.075 M KCI
muamele edildikten sonra 1/3 glasiyel asetik asit
/metanol fiksatifinde yikandi. Fiksasyon iglemi ¢ kere
tekrarlandi. Kromozomlar GTG bantlama teknigiyle
bantlandi ve 25 metafaz analiz edildi. Kromozomal
anormallikler  International System For Human
Cytogenetic Nomenculature (ISCN) 1995’e gbére rapor
edildi. Sitogenetik incelemeler sonucunda pozitif sonug
veren vakalarda kromozoma 6zgl prob kullanilarak
interfaz-FISH metodu ile bu vakalar tekrar kontrol edildi.

BCR/ABL yeni diizenlenmelerini tespit etmek igin
lokus spesifik BCR/ABL kosmid prob sirasiyla kromozom
9 ve 22 igin kullanildi. 22q11.2’de lokalize olan BCR prob
biotinle isaretlenmis, kirmizi (K) renkte sinyal vermekte
ve yaklagsik 500 kb uzunlugunda olup ekzon 12 16
civarindaki major boélgeyi ve ekzon 2’nin 5' bdélgesinde
meydana gelen daha ¢ok sentromerik mindr bdlgeyi
icermektedir. 9q34.1'de lokalize olan ABL prob
digoxigeninle isaretlenmis, vyesil (Y) renkte sinyal
vermekte ve yaklasik 600 kb’lik bir kismi ABL’nin 200
kb’lik kirik nokta bolgesine tutunmaktadir (Cytocell,
Banbury Business Park Addenbury, United Kingdom).
interfaz cekirdeginde FISH teknigiyle elde edilen sinyaller
normal gekirdekte, 2K sinyal (BCR) ve 2Y sinyal (ABL)
olarak 4 farkli bolge seklinde gorilmektedir. 1K ve 1Y
sinyalin oldugu cekirdekte bu sinyaller birbirine yakinsa
ama hala sari bir sinyal olusmamissa bu sinyal karigik
(ambigious) olarak degerlendiriimektedir.

Normal kromozom 9 ve 22’den sirasiyla Y ve K renkli
sinyaller ve derivatif kromozom 9 ve derivatif kromozom
22'den (Philadelphia kromozom) gelen Y ve K renkli
sinyallerin kaynasmasiyla sari (S) renkte bir flzyon
sinyal olusacaktir. Birlegsmis kirmizi ve yesil sinyaller bir
veya iki sar flzyon seklinde goérilduginde BCR/ABL
yeni diizenlemeleri icin pozitif olarak
degerlendiriimektedir (14). FISH uygulamasi, (Uretici
firmanin protokoliine goére yapildi. Preparatlar, 2XSSC
sollisyonunda 2 dakika bekletildi (20-25 °C) ve %70,
%85, %100’lik alkol serilerinde 2’ser dakika tutuldu. Lam
Uzerine 15pl hibridizasyon solusyonu koyularak prob
lameliyle kapatildi ve lamelin kenarlari rubber soliisyonu
ile yapistinldi. 37 °C etivde 3-4 dakika bekletildi.
Preparatlar, PCR cihazinda 76 °C’'de 5 dakika denatire
edildi ve bir gece 37 °C benmaride bekletilerek prob ile
hedef DNA'nin hibridizasyonu saglandi. Hibridizasyon-
dan sonra, preparatlar 72 °C benmaride 0.4XSSC
solisyonunda 2 dakika bekletildi. Oda isisinda NP-40
yikama sollisyonunda 30 saniye kadar bekletildi.

Hedef alana, sirasiyla Reagent 1 tespit solls-
yonundan 50 pl koyulup preparatin Gzeri parafiimle
kapatildi ve 37 °C benmaride 10 dakika bekletildi.
Parafilm uzaklastirildi ve oda isisinda 1XST buffer
yikama solisyonunda 5 dakika bekletildi. Bu iglem
Reagent 2, Reagent 3 tespit sollsyonu igin tekrarlandi.
Hedef alana 10 pl DAPI eklenerek lamel ile kapatildi. +
4-°C'de en az 1 saat bekletildikten sonra fluoresans



Cilt : 20, Sayi : 6

mikroskopta (Nikon Eclipse E600) incelendi (15, 16). Her
bir hastadan 200 interfaz hicresi incelenerek elde edilen
sonuglar degerlendirildi.

istatistik Analizler

Veriler SPSS (Statistical Packages of Social
Sciences, SPSS for Windows, Version 10.0, Inc,
Chicago, IC,USA) programina kaydedildi. Hata
kontrolleri, tablolar ve istatistik analizler yine bu

programda yapildi, hasta grubu ile kontrol grubundaki
bireylerden elde edilen parametreler arasindaki iligki
korelasyon ve regresyon analizine gore yapildi ve Ph(+)
pozitif  hicreleri  ylzdeleri Pearson korelasyon
katsayisiyla ifade edildi. Bu iki grup arasindaki
parametrelerin karsilastirlmasi t testine goére yapildi ve
aritmetik ortalamalari standart sapma ile gosterildi.
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Bulgular

Calismaya alinan toplam 42 vakadan 1'den 21'e
kadar olan numaralar hasta grubunu, 22’den 42’ye kadar
olan numaralar ise kontrol grubunu gdstermektedir.
Hasta grubu yas ortalamasi 40,10 (2-80) (Standart
sapma +27,124), kontrol grubu bireylerinin yas
ortalamasi 23,89 (3-64) (Standart sapma + 19,740) ve iki
grup arasindaki yas ortalamasi ise 32,40 (2-80) (Standart
sapma + 24,985) olarak belirlendi. Caligsmaya alinan 40
vakadan, 21'i erkek (E), 19'u disidir (K). Konvansiyonel
sitogenetik incelemeler sonucunda kontrol grubundaki
bitiin bireylerin normal karyotip tasidigi tespit edildi
(Tablo 1).

Tablo 1. Kontrol grubundaki bireylerin yasi, tanidaki sitogenetik ve interfaz-FISH sonuglari.

PK Kl
Vaka No Yas interfaz —FISH Ph (+) % Karyotip interfaz-FISH Ph(+) % Karyotip

22 23 0 46,XX MY MY
23 55 0 46,XX 7.5 46,XX
24 7 0 46,XX MY MY
25 8 MY MY 0 46,XX
26 13 0 46,XY 0 46,XY
27 16 MY MY 0 46,XY
28 14 0 46,XX 0 46,XX, 22pstk (+)
29 6 0 46,XX MY MY
30 7 MY MY 0 46,XX
31 16 MY MY 0 46,XX
32 16 0 46,XX 0 46,XX
33 3 0 46,XY 0 46,XY
34 55 1 46,XX 0,5 46,XX
35 64 0 46,XX MY MY
36 19 0 46,XY MY MY
37 31 0 46,XY MY MY
38 59 MY MY 0 46,XY
39 30 MY MY MY 46,XX
40 12 MY MY MY 46,XX
41 50 1 46,XY 0 46,XY
42 63 0 46,XX 0 46,XX

MY: Materyal yok PK: Periferik kan Ki: Kemik iligi

interfaz-FISH ve sitogenetik sonuglari karsilastiriidi.
Kontrol grubu bireylerinin hepsinde BCR/ABL yeni
diizenlemesinin olmadigi FISH'le tespit edildi. interfaz-
FISH’le analiz edilen hicrelerin ¢ogunlugunda gérilen
2Y2K sinyaller normal olarak degerlendiriimektedir (Sekil
1). ve az bir kisminda gorilen 3Y2K sinyaller ise anormal
sinyal kalibi olarak kabul edilmektedir (Sekil 2).

Kontrol grubu Ki érneklerinden elde edilen sitogenetik
ve interfaz-FISH sonuglari karsilastirilmistir. Tablo 1’de
gériildiigi gibi 28 numaral bireyde Ki érneginde anormal
bir 46,XX, 22 pstk(+) karyotipi tespit edilmesine ragmen
Ph kromozomu, sitogenetik  ve interfaz-FISH
incelemelerinde tespit edilememigtir. Bu karyotip Ph
kromozomundan bagka bir kromozomal anormalliktir.
Elde edilen verilerin 1511 altinda, kontrol grubu Ki ve PK
hicrelerinden yapilan interfaz-FISH analiz sonuglari
birbiriyle tutarlilik géstermektedir. Bu iki analiz arasinda
milkemmel bir uyum bulundu (P<0.001). Ozellikle farkli
sitogenetik bulgulu gruplarda herhangi bir ayrilik
bulunmadi.

Hasta grubunda, PK ve Ki &rneklerinden yapilan
sitogenetik ve interfaz-FISH sonuglar karsilastiriidi.
Hastalarin yasi, tanidaki karyotip ve interfaz-FISH
sonuglari Tablo 2'de sunulmustur. Hasta grubunda PK
drneklerinde normal karyotip gériilirken, Ki érneklerinde
Ph translokasyonundan baska kromozomal anormallikler
saptanmistir. Tanida, 4 numarali hastada yeteri kadar
metafaz olmadigindan dolay! sitogenetik inceleme
yapllamadi  ancak bu  hastanin interfaz-FISH
analizlerinde Ph tespit edildi. Sitogenetikle Ph
kromozomu gosterilemeyen hastalarda (1, 3, 5, 6, 7,
9,10, 12, 14, 15, 19, 21), FISHle BCR/ABL yeni
diizenlenmelerinin pozitif oldugu tespit edildi (Sekil 3,
Sekil 4, Sekil 5, Sekil 6). Her bir vaka i¢in 200 ¢ekirdek
analiz edildiginde t(9;22)(g34;q11.2)'nin varhdinda ABL
(yesil) ve BCR (kirmizi) sinyallerin kaynasmasiyla sari bir
flizyon sinyal gosterildi.
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Sekil 1. Normal sinyal kalibi (2Y2K)

Sekil 2. Anormal sinyal kaliph hiicreler (3Y2K)

Bu vakalarin 7’sinde (12, 14, 17, 18, 19, 20, 21) basit
Ph kromozomlu oldugu karyotipik analizlerle g&sterildi
(Tablo 2).

Hasta grubunda, istatistik analiz sonuglarina gére Ki
Ph Sitogenetik ve PK Ph Sitogenetik sonuclari arasinda
anlamli bir iliski olmadigi goriilirken (P>0.05), Ki Ph
Sitogenetik (%) ve Ki Ph interfaz FISH (%)den elde
edilen sonuglarin ylksek derecede uyumlu oldugu
gOrtlmustir (P<0.001).

Kontrol grubu ve hasta grubu arasindaki sitogenetik
ve FISH sonuglarinin istatistik analizi yapildiginda, hasta
grubunda bir sahada goérilen BCR/ABL flizyon geni
orani, PK hicrelerinde % 60-96.5’a kadar c¢ikarken tim
sahada gorulen toplam flzyonlu hicrelerin orani da %
64-100’e kadar g¢ikmaktadir. Ki hiicrelerinde ise bir
sahada gorilen BCR/ABL flizyon geni orani, % 81.3-100
ve tim sahada gorilen toplam flizyonlu hiicrelerin orani
ise % 94.1-100’dir. Kontrol grubunda, bir sahada goérilen
BCR/ABL fiizyonlu hiicrelerin ortalama orani, %0.6-7.7
ve ortalama standart hata (SEM) orani + %0.31-3.47'dir.
Tum sahada gériilen toplam flizyonlu hiicrelerin ortalama
orani %1.5-13.9 ve SEM orani da + %0.55-6.8'dir. KML’li
hastalar ve kontrol gruplari arasindaki farkliliklar yiksek
diizeyde anlamlidir (P<0.001).

386

Kronik Myeloid Lésemili Hastalarda

F.U. Sag.Bil.Derg.

Sekil 3. Klasik konfigiirasyonlu bir Ph(+) hiicre.

Sekil 4. Double fiizyon sinyal (+Ph) paternli hiicre.

Sekil 5. Ph(+) hiicre (1F).

Sekil 6. Ph(+) hiicre (2Y1K1F).
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Tablo 2. Hastalarin yasi, tanidaki sitogenetik ve interfaz-FISH sonuglari.

PK Ki
; interfaz-
Vaka Ya Interfaz- IEISH Karyotip FISH Karyotip
No s Ph (+) % Ph(+) %
1 2 40 46,XY 43,5 46,XY (%94)/46,XY+mar (%6)
2 63 46 46,XX(%50)/46,XX9p(+);:22q(+) (%50) 34,3 46,XX (%60)/46,XX 9p(+);22q(+) (%40))
3 80 1 46,XY 59,5 46,XY(%80)/45,X,-Y (%20)
o, 5 (O _ .
4 60 55 46,XY( /078)/45(,2/(0Y125) (%16)/45,X =Y 60 Oy
46,XY(%83)/45,XY -13(%5)/
5 2 12 46,XY 40 45,XY-19(%5)/42,XY -9 =13 =19 -19
(%3)/ 45,XY -16 (%4)
46,XY/(%84)/47,XY+21(%10)/
65 15 46,XY (%88)/47,XY+21(%12) 16 45X -Y (%6)
29 28,5 46,XY,Yqgh(+) MY MY**
. . 46,XX(%60)/46, XX del(22) (%30/ 45X -6
24 29,5 46,XX(%36)/46,XXdel(22)(%64) 34,5 (%5)/47 XX+21(%5)
[ 0, -
o 2 05 46.XX 365 46,XX(%60)/46, XXdel(220)(%30)/45,XX
21 (%10)
10 61 18,5 46,XX MY MY
46,XX(%84)/46,XX,del(16)(q22:qtel)
"o 6 (%8)/46,XX,del22(q12;qtel) (%8) MY MY
46,XX (%75)/46,XX t(9;22)(%5)/
12 80 7.5 46.XX 5 45.XX 8 (%12)/45 XX -13 (%8)
13 13 MY MY 15 46,XX (%90)/45,XX -21(%10)
14 57 1 46,XX 40 46,XX(%60)/46, XX 1(9,22) (%40)
0, - 0, -
15 30 40 46,XX(A:92)/45,)((0>:47) (%4)/45,XX -16 MY MY
s 8 MY MY 441 46,XY(%70)/46,X\0(,deI)(22) (q13.2913.3)
(o]
17 57 40 46,XY/(%64)/46 XYt(9;22)(%36) 90 46,XY/(%50)/46,XY 1(9;22)(%50)
18 3 34,5 46,XX(%55)/46,XX1t(9;22)(%45) 55 46,XY(%50)/46,XY 1(9;22)(%50)
19 32 0 46,XY 36 46,XY(%80)/46,XY t(9;22)(%20)
20 75 MY MY 80 46,XY/(%40)/46,XY 1(9;22)(%60)
21 60 5 46,XY 100 46,XY 1(9;22) (%100)
UY: Ureme yok MY: Materyal yok. PK: Periferik kan Ki: Kemik iligi

Tartisma

Toplam olarak 42 hastadan elde edilen Ki ve PK
hicrelerinin interfaz-FISH ve konvansiyonel sitogenetik
analizleri karsilastirildi. Bu c¢alismada, 6zel olarak
BCR/ABL D-FISH translokasyon probunun hassasiyeti
ve glvenilirliginin olglimesi dikkate alindi. Calismada
kullanilan Cytocell dual color, dual fiizyon prob sistem;
interfaz FISH calismalarini kolaylastirmaktadir. BCR/ABL
problari blylk boyutlu olduklarindan sinyaller daha
belirgindir ve daha bilgi verici sinyal kaliplari gézlenebil-
mektedir. Normal hicrelerin g¢ogunda dort sinyal
gorulirken, bazi hicrelerde 2K ve 2Y sinyalinden baska
atipik sinyal paternleri bulunmaktadir. Bu hucrelerin, hiic-
re siklusunun G2 fazinda meydana geldigi ileri
surdlmastir (5, 17). 2K1Y1F sinyal kalibi, kromozom
22'de kromozom 9 materyalinin resiprokal olmayan
insersiyonu sonucu olusabilir. Bu sinyal paternleri,
kompleks yeni dizenlemeler ve kromozomal analizlerle
bulunan kompleks kromozomal degisikliklerin
gerceklesmesi sonucunda ortaya cikabilir (13). KML’de
nadir varyant t(9;22) translokasyonlar, 22911 lzerinde ek
kromozomal materyali tagiyan bir ekstra Ph kromozomu
olusturabilir. Konvansiyonel sitogenetik analizler,

kompleks yeni duzenlenmeler hakkinda tam bir bilgi
vermez. ABL/BCR flzyon gen, 22q11'den farkh
kromozomal bdlgede nadir olarak goézlenmistir. Bu
bulgularin 6nemi tam olarak agiklanamamistir (18).
Varyant BCR/ABL yeni diizenlenmelerinin nasil olustugu
hakkinda iki mekanizma ileri sdrtlmistir. En basit
aciklama kromozom 9 ve 22 arasinda kromozom
materyalinin resiprokal olmayan insersiyonu sonucu gen
fuzyonu olusmaktadir. Daha kompleks bir acgiklama
ardisik  iki  translokasyon gergeklesmektedir. Ik
philadelphia translokasyonu, t(9;22)(q34;q11)dir. Bunu
diger kromozomlarin katilmasiyla farkh kirik noktalari
iceren revers translokasyonlar izlemektedir. ikinci kirilma
noktas! distalde olursa flizyon genleri kendi normal
lokuslarinda ya da kirnlma noktasi proksimalde
gerceklesirse flizyon genleri resiprokal lokusta olabilir
(13).

Molekiler incelemeler, Ph(-) KML vakalarinda
BCR/ABL yeni diizenlemelerin varligini ortaya gikarsa da
interfaz ¢ekirdedi ve metafaz, sitogenetikgiler icin gok
6nemli bir aragtir. CUnki bunlar sadece yeni
dizenlemelerin varligini ve lokalize oldugu yeri tespit
etmekle kalmaz ayni zamanda double flizyon geninin
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varligi gibi bir ¢cok olayl kapsayip kapsamadidini ortaya
cikarmaktadir (17). Bu durum hastaligin prognozu ve
gidisatinin anlagilmasi icin 6nemli olabilir (10). Kemik iligi
transplantasyonu slresince hastalar myelotoksik ilaglar
aldiklarindan, sitogenetik analiz i¢in yeteri kadar metafaz
olmayabilir. FISH teknigi o6zellikle bu durumlarda
degerlendirilebilir (19, 20). BCR/ABL problari giinimiizde
ve Onceki yillarda yapilan calismalarda BCR/ABL
flizyonunu tanimlamak icin kullaniimaktadir.
GuUnimuzdeki ¢alismalarda konvansiyonel sitogenetik ve
FISH analizlerinden elde edilen sonuglar, FISH’in
KML’de varyant translokasyonlari tespit etmek i¢in daha
etkili bir metod oldugunu 6éne siirmektedir. interfaz-FISH
konvansiyonel sitogenetik analizler icin metafaz
yaymalari yetersiz oldujunda vakalarda BCR/ABL
flizyonunun tespit edilmesine imkan saglamaktadir (21).
FISH, spesifik kromozomal aberasyonlari tespit etmek
icin hassas ve kantitatif bir metoddur. Ph(+) hastalarin
tespit edilmesinde FISH tekniginin glvenilirligini ortaya
koymak igin, yetiskin ALLli hastalarda ve KML'li
hastalarin ~ blylk g¢ogunlugunda BCR/ABL vyeni
dizenlenmelerini tespit eden dual colour problari,
metafaz incelemelerinde tam dogruluk saglarken, interfaz
hicrelerinin degerlendiriimesinde sorunlar
cikarabilmektedir. Cunki interfaz hicrelerinde yapilan
FISH uygulamalarinda bazen gapraz hibridizasyon veya
spesifik olmayan prob baglanmalarindan dolay artefakt
sinyaller gérilmektedir. Bu artefakt, sitogenetik diizeyde
gOsterilemeyen  kromozomal anormalliklerin  tespit
edilmesinde interfaz-FISH'in spesifitesini sinirlandirir.
Ornegin; bu durum Ph(+) l6semilerin interfaz-FISH ile
tespit edilmesinde hata oranini ylkseltebilir. Bu
durumlari ortadan kaldirmak igin kontrol 6rneklerini analiz
etmek gerekir. Bu calismada pozitif hata oraninin
insidansi %3 olarak bulundu. Onceki yillarda yapilan
calismalarda bu oranin %2-4 arasinda oldugu
gosterilmigstir (22). interfaz-FISH caligmalari,
konvansiyonel karyotiplerde go6zlemlenmesi glic olan
spesifik anormalliklerin tanimlanmasina yardimci olabilir.
Ama tek bir tani koyucu teknik yapilirsa, problarin
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guvenilirliligi prognostik agidan énemli diger sitogenetik
degisikliklerin varligini tespit etme kabiliyeti sinirl olabilir
(14). Bu yuzden karyotipleme ve FISH tekniginin birlikte
yapilmasi gerektiginin uygun olacagdi disinudlmektedir.
Sitogenetik analizler, KML'de altin standart diagnostik
testtir. Bu teknikle ayni zamanda hastalik rezistansi ve
transformasyonda meydana gelen ek kromozomal
anormallikler de degerlendiriimektedir. Ama sitogenetik
analizler uzun zaman almakta ve her drnekten sadece
20-25 metafaz incelenebilmektedir. FISH, metafaz ve
interfaz hdcrelerinin analiz edilmesine imkan saglar.
Basit, uygulanmasi kolay ve oldukca etkili bir tekniktir.
interfaz-FISH teknigi calismalar icin, incelenecek
materyalden kdltir yapmak gerekmediginden daha kisa
slirede ve daha fazla sayida hiicre, interfaz-FISH’le
analiz edilebilmektedir. FISH teknigiyle, 6nemli belirtileri
tasiyan ¢ok kotl prognoza sahip olan KML’li hastalarda
kisa surede sonug verilmektedir.

Sonug olarak bu galismada, PK Ph Sitogenetik ve PK
Ph interfaz-FISH sonuglari ile Ki Ph Sitogenetik ve Ki Ph
interfaz FISH sonuglari arasinda, yliksek oranda anlamli
bir iliski bulundu. Sitogenetik analizlerle Ph kromozomu
tespit edilemeyen hastalarda, bu kromozomun varligi
interfaz-FISH analizleriyle gosterildi. Bu veriler 1s1ginda,
D-FISH probunun guvenilirlik ve hassasiyetinin oldukga
yilksek oldugu, Interfaz D-FISH'in, BCR/ABL vyeni
dizenlemelerin tespit edilmesi icin ¢ok guvenilir ve etkili
bir metod oldugu sonucuna variimigtir. D-FISH yiUksek
risk kategorilerindeki hastalarin belirlenmesi i¢in hizli ve
glvenilir olmasi agisindan teshiste butiin ALL’li ve KML'li
vakalara uygulanabilir.
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