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Amag: Miyelodiplastik sendrom (MDS) olgularinin %30-50sinde kromozom anomalileri
gozlenmektedir. En sik gozlenen anomaliler trizomi 8, monozomi 7/7q-, monozomi 5/5q-
ve 20q- olarak belirlenmistir. Bu anomalilerin saptanmasinda konvansiyonel sitogenetik ve
interfaz FISH (iFISH) yontemleri kullanilmaktadir. Her iki yontem i¢in tercih edilen materyal
kemik iligi olmakla birlikte, perifer kaninin kullanilmasinin uygunlugu da arastirilmaktadir.
Bu ¢aligmada, laboratuvarimiza bagvuran MDS hastalarinin perifer kani ve kemik iligi
érneklerindeki anomalilerin sitogenetik ve iFISH yontemleri ile kargilagtirilarak mevcut veri
havuzuna katki saglanmast amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: MDS tanil1 19 olgunun perifer kani ve kemik iligi 6rnekleri konvansiyonel
sitogenetik ve 5q31, 7q22 ve 7q31 bolgelerine 6zgii delesyon problarinin kullanildig:
iFISH yontemleriyle incelenerek, elde edilen veriler 6rnek tipi ve kullanilan yonteme gore
kargilagtirilmigtir.

Bulgular: Konvansiyonel sitogenetik yontemiyle olgularin 5’inde periferik kan ve kemik
iligi orneklerinde elde edilen sonuglar arasinda (iki olguda normal, ii¢ olguda anormal
karyotip) konkordans, 12 olguda diskordans gozlenmis, iki olguda kemik iliginde metafaz
elde edilemezken, perifer kaninda klonal say1 anomalileri saptanmistir. iFISH yontemiyle
incelemede ise, olgularin perifer kani1 ve kemik iligi ornekleri arasinda, -5/del(5q)
incelemesinde 13 olguda (iki olguda pozitif, 11 olguda negatif), -7/del(7q) i¢in 10 olguda (bir
olguda pozitif, 9 olguda negatif) konkordans gozlenmistir. Sitogenetik olarak tek olgunun
kemik iligi 6rneginde birlikte gozlenen del(5q) ve del(7q) bulgulari, hem perifer kani hem de
kemik iligi 6rneklerinde uygulanan iFISH analizinde de pozitif olarak saptanmustir.

Sonug: Elde ettigimiz sonuglar daha 6nce bildirilen ¢aligmalarla birlikte degerlendirildiginde,
her iki yontem ve her iki 6rnek tipinin kendilerine 6zgii avantajlara ve dezavantajlara sahip
olduklar1 gozlenmistir. Bu durum bu iki yéntem ve 6rnegin birbirlerinin yerini almak yerine,
paralel olarak kullanilmalarinin yararli olacagini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Miyelodisplastik Sendrom, Sitogenetik, interfaz FISH

ABSTRACT

Objective: Chromosome abnormalities are observed in 30-50% of myelodysplastic
syndrome (MDS) cases. The most common anomalies are trisomy 8, monosomy 7 / 7q-,
monosomy 5 / 5q- and 20q-. Conventional cytogenetic and interphase FISH methods are
used to detect these anomalies. Although bone marrow is the preferred material for both
methods, the suitability of using peripheral blood is also being investigated. The aim of this
study is to contribute to the data pool in this area by presenting comparative cytogenetic and
interphase FISH examination results in peripheral blood and bone marrow samples of MDS
patients who applied to our laboratory.

Materials and Methods: Peripheral blood and bone marrow samples of 19 patients with
MDS were examined with conventional cytogenetic and iFISH methods using deletion
probes specific to the 5931, 7q22 and 7q31 regions. The data obtained were used to compare
the materials and techniques.
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Results: Conventional cytogenetics: In this technique, the results of peripheral blood and bone marrow samples were concordant in
5 cases (normal karyotypes in 2, and abnormal in 3 cases), and discordant in 12 cases, and in two cases, there was no metaphase in
bone marrow samples, while abnormal karyotypes were observed in blood samples. iFISH: Between the results of peripheral blood
and bone marrow; for -5/del(5q) there was concordance in 13 cases (positive in two, and negative in three cases), and for -7/del(7q),
10 cases were concordant (positive in one, and negative in 9 cases). The one case that del(5q) and del(7q) were observed together in
conventional cytogenetic examination, was positive in iFISH analysis for both anomalies, too.

Conclusion: When we evaluate our results together with previous reports, it seems that both methods and both materials have their
own advantages and disadvantages. Therefore, we suggest that it would be beneficial to use these two methods and materials in parallel
instead of replacing each other.

Keywords: Myelodysplastic syndrome, Cytogenetics, interphase FISH
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MDSde kan ve kemik iligi sitogenetik ve FISH incelemeleri

GIRIS

Miyelodisplastik sendrom (MDS) yetersiz ve displas-
tik hematopoez ile karakterize, klonal bir hematolojik
hastaliktir. Kemik iliginde hiperseliilarite ve blast hiic-
re artigt olmasina karsin, perifer kaninda sitopeni goz-
lenir (1). MDSli hastalarin klinik fenotipi ¢ok gesitlidir.
Bu gesitlilik, sitopenilerin agirligi, kemik iligindeki
hiicre zenginligi ve blast sayisi, Akut miyeloid l6semi-
ye (AML) dontisme orani, sagkalim ve tedaviye yanit
gibi durumlarla iliskilidir. Fenotipik heterojenitenin
sebebi, hastaligin patogenezinde biiyiik bir rol oynayan
genetik degisimlerin cesitliligidir (1,2).

Kromozomal degisimler MDSnin %30-50sinde
goriiliir. Bu degisimler dengeli translokasyonlar, sayisal
veya yapisal artis ya da kayiplara sahip dengesiz karyo-
tipler olabilecegi gibi kompleks karyotipler de olabilir
(3). Trizomi 8, monozomi 7/7q-, monozomi 5/5q- ve
20q- MDSde en sik gozlenen anomalilerdir (4).

Konvansiyonel sitogenetik yontemler, MDS kli-
niginin sitogenetik degerlendirilmesinde altin stan-
dart olarak degerlendirilse de bazi sinirlamalar: var-
dir. Bu incelemeler i¢in neoplastik klonun
boliinebilen hiicrelerine ihtiya¢ vardir ve bazi du-
rumlarda metafaz hiicrelerinin azlig1 nedeniyle so-
nuglar1 yorumlamak kolay degildir. Interfaz fliioresan
in situ hibridizasyon (iFISH) yontemi ise mitotik
indeksin diisiik oldugu durumlarda, béliinen hiicre-
lere ihtiya¢ duymadan interfaz hiicrelerinde spesifik
anomalilerin tanimlanmasini saglar. iFISH’in baska
bir avantaji, konvansiyonel sitogenetige gore daha
fazla hiicre analiz edilmesinden dolayi, yiiksek has-
sasiyete sahip olmasidir (5).

MDSde gozlenen kromozom anomalilerinden
bazilar1 tedavi seciminde etkili olmaktadir. Bunlardan
en onemlisi 5q delesyonudur. izole 5q delesyonuna
sahip MDS hastalarinda uygulanan Lenalidomide
tedavisi hastalarin %20-45’inde tam sitogenetik yanit
saglamaktadir. Diger bir 6nemli anomali olan 7q
delesyonunun ise hastaligin kotii prognozu ile iligki-
li oldugu bilinmektedir (6,7).

MDS hastalarinda sitogenetik ve iFISH inceleme-
leri i¢in ¢ogunlukla kemik iligi 6rnegi kullanilmak-
tadir. Ancak, kemik iligi aspirasyonu hasta i¢in zor
ve ac1 veren bir islem olup, hiposeliiler veya myelo-

tibroz gelisen hastalarda da sikintili olmaktadir. Pe-
rifer kaninin kemik iligi yerine kullanilmasinin uygun
olup olmadiginin, hem konvansiyonel sitogenetik
hem de iFISH yontemleri kullanilarak arastirildigy,
sinirl sayidaki ¢aligmalarin (8,9,10) bazilarinda kemik
iligi ve perifer kan sonuglarinin iyi korelasyon gos-
terdigi bildirilmigse de (8) perifer kaninin sitogenetik
ve iFISH i¢in tam giivenilir bir 6rnek olmayabilecegi,
fakat kemik iligi aspirasyonu gerceklestirilemedigi
veya yeterli hiicre elde edilemedigi durumlarda ya-
rarli olabilecegi goriisiinde birlesilmektedir (8, 9, 10).

Bu ¢alismayla, laboratuvarimiza bagvuran MDS
hastalarinin perifer kani ve kemik iligi 6rneklerinde
karsilastirmali sitogenetik ve iFISH inceleme sonug-
larini sunarak bu alandaki sinirli veri havuzuna kat-
kida bulunmay: amagladik. Caligmamizda, MDS
hastalarindan alinan perifer kani ve kemik iligi aspi-
rasyonu Orneklerinde konvansiyonel sitogenetik ana-
lizleri yapildi ve MDSde sik gozlenen -5/del5q ve -7/
del7q delesyonlarini belirlemek i¢in 5931, 7q22 ve
7q31 bolgelerine 6zgii problar: kullanilarak iFISH
yontemi uygulandi.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda, 2012-2014 yillar1 arasinda hema-
toloji servisine bagvuran, MDS tanil1 19 olgunun
perifer kani ve kemik iligi 6rnekleri konvansiyonel
sitogenetik ve iFISH yontemleriyle incelendi. Sekiz
kadin ve 11 erkek hastadan olusan olgu grubuna ait
klinik 6zellikler Tablo 1de 6zetlenmistir. Bu ¢alisma
i¢in kurumumuz Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu'n-
dan etik kurul onay1 ve olgulardan bilgilendirilmis
onam formu alinmistir.

Sitogenetik inceleme i¢in, perifer kaninda 72 sa-
atlik, kemik iliginde 24 ve 48 saatlik kiiltiir ve G-bant-
lama yontemleri uygulandi. Elde edilen metafazlar
“International System for Human Cytogenomic No-
menclature (ISCN) 2016” kurallarina gore degerlen-
dirildi (11). Sitogenetik incelemede, perifer kan or-
neginde en az 20, kemik iliginde en az 10 metafaz
degerlendirildi.

Olgularin perifer kan ve kemik iliklerine, 5q31
bolgesine 6zgii del(5q) Delesyon Probu (Cytocell Aqu-
arius) ve, 7q22 ve 7q31 bolgelerine 6zgii del(7q) De-
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Tablo 1. Olgulara ait yas, cinsiyet, dntani, tan1 ve tedavi
bilgileri

Olgu No | Yas | Cinsiyet Tam Tedavi
1 66 E MDS
2 80 K * *
EPO kullanimi
MDS/ AM%ye donii-
3 60 E KMPH slim var.
Steradin-Idaru-
bisin
Tedavisiz takip
4 62 E MDS edilen hasta
5 65 E MDS-RA *
MDS-RA- Azasitidin
6 64 E Transplantasyon
EB-I-11
planlaniyor.
Tedavisiz takip
7 66 MDS edilen hasta
8 56 K * *
9 77 K MDS *
Transfiizyon
Azasitidin
10 54 E MDS Steradl.n'—ldaru—
bisin
Kemik iligi nakli
Remisyon
Tedavisiz takip
1 2 K MDS edilen hasta
Tedavisiz takip
12 & E MDS edilen hasta
13 78 E MDS *
14 47 E MDS *
MDS-RA- | Transfiizyon
15 69 K EB-I Azasitidin
MDS/ .
16 61 E KMPH
17 66 K * *
B-vit
18 3 E MDS Folik asit
19 59 K MDS *

* Tan1 ve tedaviyle ilgili bilgiye ulasgilamadi. MDS: Miyelodisplastik Sendrom,
AML: Akut Miyoloid Lésemi, KMPH: Kronik Myeloproliferatif Hastalik, RA:
Refrakter Anemi, RAEB: Agir1 Blastl Refrakter Anemi, EPO: Eritropoetin

lesyon Problari (Cytocell Aquarius) kullanilarak iFISH
teknigi uyguland: ve 100-300 interfaz niikleusu ince-
lendi. Problara ait esik (“cut off”) degerlerini belirlemek
i¢in 20 saglikli bireyin perifer kan 6rneklerine de iFISH
yontemi uygulandi ve elde edilen sonuglardan esik
degeri BETA.INV yontemiyle hesapland: (12).

BULGULAR
MDS tanisi alan ve yaslar1 43-80 arasinda degisen
8 (%42) kadin ve 11 (%58) erkek hastada medyan yas

64 olarak saptandi. Olgulara ait 19 kemik iligi, 19
perifer kani olmak tizere toplam 38 6rnekte yapilan
sitogenetik incelemede iki kemik iligi 6rneginde ye-
terli say1 ve kalitede metafaz elde edilemezken, perifer
kan 6rneklerinin tiimiinde sonug elde edildi. Olgula-
rin konvansiyonel sitogenetik ve iFISH analiz sonug-
lar1 Tablo 2'de yer almaktadir. Bu sonuglara gore pe-
rifer kan 6rneklerinin 4’tinde, kemik iligi 6rneklerinin
&inde normal karyotip bulundu. Olgularin ikisinde
hem kan hem de kemik iliginde normal karyotip sap-
tanirken, diger olgularda en az bir 6rnek tipinde klo-
nal anomaliler gézlendi. Ug olguda (Olgu 6, 13, 15)
ayni kromozom anomalileri hem kan hem kemik
iliginde gozlenirken, 4 olguda (Olgu 5, 9, 10, 17) iki
ornekte farkli klonal anomaliler saptandi. Kemik ili-
ginde yeterli metafaz elde edilemeyen iki olguda (Olgu
1 ve 16) perifer kanda klonal anomaliler gozlendi.

Sitogenetik analiz sonucunda perifer kaninda
gozlenen klonal kromozom say1 anomalileri -X, -18
(4er olguda), -19 (3 olguda), -21, -22 (2’ser olguda),
-Y, -7, -12, -17 (birer olguda); yap1 anomalileri ise 2
olguda del(6)(q11q14), birer olguda del(2)(p21p23?),
add(4)(q35), del(4)(q31q33?) ve add(5)(q31) iken,
kemik iliginde saptanan say1 anomalileri; - Y (2 ol-
guda), birer olguda -X, +8, -17, -18; yap1 anomalile-
ri, del(6)(ql1q14) (2 olguda), idic(X), add(4)(q35),
add(5)(q31), del(5)(q23), del(7)(q22), del(15)(q21),
del(18)(p11.2) ve del(20)(q11) (birer olguda) olarak
tespit edildi.

5q31, 7q22 ve 7q31 bolgelerine 6zgii problar ile
20 saglikli bireyin perifer kan 6rneklerinde yapilan
iFISH analizleri sonucunda, hem -5/del(5q) i¢in, hem
de -7/del(7q) igin esik deger %7 olarak belirlendi.
Olgularin perifer kanlarinda yapilan iFISH incele-
meleri sonucunda, 8 olguda -5/del(5q), 7 olguda -7/
del(7q) sonuglari esik degerinin {izerinde bulundu.
Kemik iligi 6rneklerinde, -5/del(5q) igin esik dege-
rini iki, -7/del(7q) i¢in 4 olgunun astig1 gozlendi. Tki
olguda, her iki 6rnekte de -5/del(5q) saptanirken -7/
del(7q) i¢in bu durum sadece bir olguda gozlendi
(Tablo 2).

Sitogenetik olarak tek olgunun (Olgu 19) kemik
iligi orneginde kompleks karyotip iginde birlikte goz-
lenen del(5q) ve del(7q) bulgulari, hem perifer kani
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MDSde kan ve kemik iligi sitogenetik ve FISH incelemeleri

Tablo 2. Olgulara ait konvansiyonel sitogenetik ve FISH sonuglar1

Perifer kani Kemik iligi
O}i‘f)“ Karyotip FISH Karyotip FISH
-5/del(5q) | -7/del7q -5/del(5q) -7/del7q
45,X,-Y[3]/46,XY[18] - - " - -
2 44~45X,-X[cp4]/46,XX[6] - - 46,XX[12] : :
45~46,XY,del(4)(q31q33?) ] + 46,XY[8] : :
3 [cp3]/43~44,XY,-7[cp3]/
46,XY[15]
4 45~46,XY,del(2)(p21p23?) 46,XY[13] - -
[cp3]/46,XY([18]
30~45<2n>,XY,-17[3],-18[4] : 45 X,-Y[4]/ 47,XY,+8[3]/ - -
5 , -19[4],-21[5], 46,XY([3]
-22[3][cp10]/46,XY[14]
. 46,XY,del(6)(q11q14)[3])/ + + 44~46,XY,del(6) (q11q14) - -
46,XY[22] [cp6]/ 46,XY[13]
- 39~44,XX,-19[cp3]/ - + 46,XX[5] - -
46,XX[13]
g | 38~45XX,-X[3],-21[4],-22(3] + + 46,XX[14] : :
[cp7]/46,XX[18]
9 42~45,X,-X[cp5]/ 46,XX[15] - - 42~43 XX,-18(cp3]/ - +
46,XX[6]
" 43~45XY,-18[cp5]/ + - 45~46,XY,del(18)(p11.2) : :
42~45XY,-19[cp4]/ 46,XY[9] [cp4]/46,XY (9]
N 46,XX[28] + - 38~44,XX,-17[cp3]/ - +
46,XX[4]
12 46,XY[21] : : 44~45X,-Y([cp12] : X
46,XY,add(4)(q35),add(5) } : 44~46,XY,add(4)(q35) : +
13 (q31)[4]/46,XY[19] [cp3]/46,XY,add(5) (q31)
[2] /46,XY[11]
14 46,XY[21] - - 46,XY[9] - -
39~46,XX,-18[- + + 46,X,idic(X)(q13)[4]/ + :
15 cp3]/44~45,XX,del(6)(q?q?) 47,idem,+X[2]/46,XX,
[cp2]/46,XX[16] del(6)(q?q?)[2]/46,XX][2]
16 42~45,XY,-18[cp3]/ + + * - -
46,XY[20]
17 | 41~45.XX,X[5],-20(3],-21(3] : : 46,XX[15] } :
[cp11]/46,XX[21]
18 46,XY[13] + - 46,XY[16] - -
44~46,XX,-12[- + + 44~46,XX,del(5)(q23)[3], + +
19 cp3]/46,XX[19] del(7)(q22)[2], del(15)
(q21)[6],del(20)(q11.2)[6]
[cp6]/46,XX[2]

hem de kemik iligi 6rneklerinde uygulanan iFISH
analizinde de pozitif olarak saptandi (Resim 1).

TARTISMA

MDS olgularinda konvansiyonel sitogenetik, kro-
mozom anomalilerini belirlemede en sik kullanilan
inceleme yontemidir (13). Ancak, yeterli say1 ve ka-
liteli metafaz elde etmenin gii¢ oldugu durumlarda,
sik goriilen anomalilerin saptanmasinda iFISH yon-

temi de etkili olarak kullanilmaktadir. Her iki yontem

i¢in tercih edilen 6rnek materyali genellikle kemik
iligi olmakla birlikte, daha kolay elde edilen perifer
kan1 6rneklerinin bu amagla kullanilabilirligi aras-
tirma konusudur. Bu ¢aligmalarda, kemik iligi 6rne-
ginin, ozellikle tan1 asamasinda konvansiyonel si-
togenetikle ¢alisilmasinin Onemi tizerinde
durulmakta, perifer kaninin ise, hastaligin izleminde
bilinen anomalilerin iFISH yontemiyle taranarak,
tekrarlayan kemik iligi aspirasyonlarindan kaginmak-

ta yardimeci olabilecegi one siiriilmektedir (8,9,10).
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Resim 1. Olgu 197 ait karyogram ve iFISH goriintiileri. a) Kemik iligi 6rnegine ait 46,XX,del(5)(q31),del(7)(q22),del(15)
(q21),del(20)(q11.2) karyotipini gosteren karyogram. b) Perifer kan 6rnegine ait del(5q) gosteren interfaz niikleusu (Yesil
sinyal: Kontrol bélgesi; 5p15, Kirmizi sinyal: Delesyon bolgesi; 5q31 (EGR1 geni)). ¢) Kemik iligi 6rnegine ait del(5q)
gosteren interfaz niikleuslar1. d) Perifer kan 6rnegine ait del(7q22) gosteren interfaz nukleuslar: (soldaki terminal, sagdaki ara
delesyon) (Yesil sinyal: 7q31 (MET geni), Kirmizi sinyal: 7q22 (RELN geni)). e) Kemik iligi 6rnegine ait biri normal (alttaki),
biri del(7q22) gosteren (iistteki) interfaz nukleuslar1.
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MDSde kan ve kemik iligi sitogenetik ve FISH incelemeleri

Calismamizda, MDS tanisi alan hastalardan alian
perifer kani ve kemik iligi aspirasyon érnekleri, kon-
vansiyonel sitogenetik ve 5931, 7q22 ve 7q31 bolgele-
rine 6zgii FISH problar1 ile incelenmis ve her iki yon-
temle elde edilen sonuglarin, perifer kani ve kemik
iligi arasinda gosterdigi diskordans oranlari (konvan-
siyonel sitogenetik incelemesinde 12/17 olgu (%70),
iFISH incelemesinde -5/del5q i¢in 6/19 (%32), -7/del7q
i¢in 9/19 olgu (%47)) literatiirde bildirilen oranlardan
daha yiiksek olarak saptanmistir (8,9,10). Cherry ve
ark. (8) 100 olgu iceren serilerinde kemik iligi ve pe-
rifer kan1 arasindaki diskordans oranlarini konvansi-
yonel sitogenetik incelemesinde %6,6 ve FISH ¢alis-
malarinda %3 olarak bildirmislerdir. Coleman ve ark.
(9) toplam 433 olgunun katilimiyla yaptiklar: ¢aligma-
larinda, konvansiyonel sitogenetik ve FISH sonuglar1
arasinda %4-7, kemik iligi ve perifer kani FISH sonug-
lar1 arasinda ise %31 oraninda diskordans gézlemis-
lerdir. Fakhr ve ark. (10) ise, 35 olguyu kapsayan ¢a-
lismalarinda kemik iligi ve perifer kani arasinda
sitogenetik incelemede %26 diskordans gozlenirken,
FISH analizinde hi¢ diskordans saptanmadigini bil-
dirmiglerdir. Bu durumun, ¢alismamizin en 6nemli
limitasyonu olan olgu sayisinin azligina bagli olabile-
cegini ve daha fazla sayida hasta tizerinde ¢aliymanin
gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.

SONUC

Sonug olarak, daha 6nce yapilan ¢aligmalarla bizim
sonuglarimiz birlikte degerlendirildiginde, her iki yon-
tem ve her iki 6rnegin kendilerine 6zgii avantajlara ve
dezavantajlara sahip olduklar1 ve birbirlerinin yerini
almak yerine, paralel olarak kullanilmalarinin MDSnin
Kklinik izleminde yarar saglayacag1 ongoriilmektedir.
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