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Ozet: Hematolojik neoplazilerin tanisinda ve tedavi yaklasimlarmimn belirlenmesinde genetik anomalilerin rolii, konvansiyonel
sitogenetik yontemlerin gelismesiyle birlikte paralel giden bir aragtirma alani olmustur. Bu siire¢ molekiiler sitogenetik ve molekiiler
genetik yontemler ile farkli bir boyuta tagmmustir. Bu teknikler ¢ogu zaman konvansiyonel sitogenetigin eksik kalan yanlarmi
tamamlamis ancak yerini alamamistir. Gliniimiize geldigimizde ise Optik Genom Haritalama (OGH), konvansiyonel sitogenetigin
yerini alabilecek en muhtemel aday olarak goriinmektedir. OGH, teorik olarak karyotip, FISH ve kromozomal mikroarray
yontemlerini ayni platformda bulusturan yeni nesil bir sitogenetik yaklasim sergiler. Hiicre kiiltiirii gereksinimi ve amplifikasyon
gerektirmemesi, hedefe spesifik bir yontem olmamasi en onemli artilaridir. Klasik yontemler ile saptanan tiim sayisal ve yapisal
anomalileri saptayabilirken ayn1 zamanda kompleks karyotiplerin yapisint dogru bir gekilde aydinlatabilir. Ayrica daha 6nce
tanimlanmamus yeni anomaliler de tespit edebilir ki bu durum hematolojik neoplazilerde minimal rezidual hastalik takibinde yeni
belirteglerin bulunmasina olanak tamir. Tiim bunlar hematolojik neoplazili hastalarin klinik yonetimine rehberlik edecek 6nemli
unsurlardir. Ancak OGH, kirik noktalar1 tekrarlayan bolgeleri veya sentromer ve telomer bélgelerini ve psddootozomal bolgeleri
iceren anomalileri tespit edemez. Bu yontemin onemli bir dezavantajidir. Yine de hematolojik neoplazilerin heterojen genetik
yapisint tespit etmede genoma yeni bir sitogenetik yaklasim sunar. Sonug olarak sitogenetik acidan baktigimizda hematolojik
neoplazilerde tek bagina yillarca en énemli bilgi araci olan kromozom analizi, gerekli teknik ve analitik iyilestirmelerin ardindan
belki de gelecekte yerini OGH’ye birakacaktir.
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Abstract: The role of genetic abnormalities in the diagnosis and treatment of hematologic neoplasms has been an advancing area of
research with the development of conventional cytogenetic methods. This process has moved to a different dimension with
molecular cytogenetics and molecular genetic methods. These techniques have often complemented but not replaced conventional
cytogenetics. Today, Optical Genome Mapping (OGM) appears to be the most likely candidate to replace conventional cytogenetics.
OGM represents a next-generation cytogenetic approach that theoretically combines karyotype, FISH, and chromosomal microarray
on the same platform. The most important advantages are that it does not require cell culture and amplification and is not a target-
specific method. While it can detect all numerical and structural abnormalities detected by classical methods, it can also accurately
elucidate the structure of complex karyotypes. It can also detect new abnormalities, which allows the discovery of new markers for
minimal residual disease monitoring in hematologic neoplasms. These are all important elements to guide the clinical management
of patients with hematologic neoplasms. However, OGM is not able to detect abnormalities involving regions of repeating
breakpoints or centromere and telomere regions and pseudoautosomal regions. This is a significant disadvantage of this method.
Nevertheless, it offers a new cytogenetic approach to the genome in detecting the heterogeneous genetic makeup of hematologic
neoplasms.In conclusion, from a cytogenetic point of view, chromosome analysis, which has been the most important information
tool in hematologic neoplasms for years, will probably be replaced by OGM in the future after the necessary technical and analytical
improvements
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Hematolojik Neoplazilerin Karmasik Genetik Yapisini Aydinlatmada Optik

Genom Haritalama

1. Giris

Hematolojik neoplazilerin genetik anomaliler
ile tamimlanmaya baslamasi ve tedavi
yaklasimlarinin = bu  anomaliler 1s181nda
degismesi konvansiyonel sitogenetigin
gelismesiyle Dbirlikte paralel giden bir
aragtirma alan1  olmustur. 1960 yilinda
Philadelphia (Ph) kromozomunun
tanimlanmasiyla baglayan bu siire¢
konvansiyonel sitogenetigin yaninda Floresan
In Situ Hibridizasyon (FISH), Multikolor
FISH, Kromozomal Mikroarray (KMA),
Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QRT-PZR), Yeni Nesil Dizileme
(YND) gibi molekiiler sitogenetiktablo ve
molekiiler genetik yeni yontemler ile farkli bir
boyuta taginmistir. Bu yeni teknikler ¢ogu
zaman konvansiyonel sitogenetigin eksik
kalan yanlarini tamamlamig ancak higbiri
konvansiyonel sitogenetigin tahtini yerinden
sarsamamigstir. Giiniimiize geldigimizde ise
Optik Genom Haritalama (OGH), bu tahtin
yakinlarinda dolagmaya, tahta ortak olmaya
hatta konvansiyonel sitogenetigin yerini
alabilecek en muhtemel aday olarak
gelismeye devam etmektedir. Bu durum ile
konvansiyonel sitogenetigin sonu mu geliyor
sorusu yeniden aklimizin bir kosesini mesgul
etmeye baglamistir.

Teknik acidan bakildiginda OGH, c¢alisma
orneklerinden izole edilen ultra yiiksek
molekiiller agirhikli  DNA’nin  Saphyr®
cihazinda (Bionano Genomics, San Diego,
CA, USA) calisilmasiyla elde edilen datalarin
analizini igeren bir yontemdir. Yeterli DNA
igin minumum 1,5 milyon hiicreye ihtiyag
vardir. Elde edilen sonuglar bir referans
genomla (hg38) karsilagtirilarak 6zel bir
yazilim ile analiz edilir (1).

OGH, teorik olarak karyotip, FISH ve
kromozomal mikroarray tekniklerini ayni
platformda  bulusturan yeni nesil bir
sitogenetik yaklasim sergiler. Teknikte ultra
yilksek  molekiiller  agirlhikli  DNA’nin
kullanilmasi, 500 bp'den 1 Mbp'ye kadar
yapisal anomalilerin tespit edilebilmesine
olanak saglar. Karyotip calismasinda oldugu
gibi kazanim ve kayiplari, translokasyon,
inversiyon, delesyon gibi  degisimleri,
tanimlanmamis yeni anomalileri saptayabilir.

Karmasik yeniden diizenlenmelerin oldugu
kompleks karyotip durumlarinda FISH
testinde oldugu gibi translokasyona karigsan
kromozomlarin dogru tespitini saglayabilir,
marker kromozomlarin kaynagimi tespit
edebilir. Kromozomal mikroarray de oldugu
gibi kayip ve kazanimlari belirleyebilir.
Ayrica OGH, kromozom analizindeki gibi
kiiltlir yapilmasim ya da PZR’deki gibi
amplifikasyon gerektirmez. Hedefe spesifik
analiz yapan FISH ya da PZR yontemleri gibi
spesifik bir bolgeyi incelemez. Tiim genom
dizilimi (WGS) ile karsilastirildiginda, %S5
varyant allel frekansi (VAF) tespiti ve 300x
kapsama ile oldukg¢a bilgi vericidir. Kullanict
dostu data analizi ile kolay analiz imkan
saglar. Tiim bu 6zellikleri ile 6zellikle genetik

anomaliler  agisindan  heterojen  olan
hematolojik neoplazilerin genetik
analizlerinde ©nemli bir rol oynayacagi

kesindir. Tiim bunlarin yaninda ydntemin
mevcut kisitlarmi  da  atlamamak  gerekir.
OGH, kromozomlarin kirtk  noktalar
tekrarlayan bolgeleri veya sentromer ve
telomer bolgelerini igeriyorsa (robertsonian
tipi translokasyonlar, telomer fiizyonlari,
izodisentrik ~ kromozomlar) bu  yapisal
anomalileri tespit edemez. Ayrica
psodootozomal  bdlge  PARI'T  igeren
anomaliler, X ve Y kromozomlarindaki
dizilerin  benzerliginden  dolay1r  tespit
edilemez. OGH, konvansiyonel sitogenetik ve
FISH ile tespit edilebilen diisiik orandaki
klonal anomalileri de (<%10-15) belirlemede
yetersiz kalir. Oysa hematolojik neoplazilerde
prognostik agidan Onemli farkli anomalilere
sahip hiicre klonlarina siklikla rastlanir.
Ayrica OGH ile poliploidi klonlar1 da tespit
edilemez. Bu durum &zellikle hiperdiploidi ve
hipodiploidinin  siklikla goriildiigii ~ Akut
Lenfoblastik Losemi (ALL) veya Multipl
Miyeloma (MM)’nin tant ve prognostik
siiflandirmasinda 6nemlidir. Béyle durumlar
icin konvansiyonel sitogenetik ya da KMA
hala bagvurulacak en dogru yontemlerdir
(2,3). Tablo 1’de OGH ile sitogenetik ve
sitogenetik temelli tekniklerin avantaj ve
dezavantajlar verilmistir.
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Tablo 1. OGH ile sitogenetik ve sitogenetik temelli tekniklerin karsilagtirilmas:.

OGM

Sitogenetik ve sitogenetik temelli teknikler (KA, FISH,
KMA)*

Tek bir testte sitogenetik ve sitogenetik temelli teknikleri
iceren bilgiye sahip olunabilir.

Hiicre boliinmesinden bagimsiz bir uygulama oldugu igin
kiiltiire gerek duyulmaz

Yapisal varyantlar 500 bp—1 Mbp ; aralifinda;

Kopya sayis1 varyantlar1 >0,5 Mb

(VAF > %5-10'da) ise saptanabilir.

Kompleks karyotipleri daha iyi tanimlar
Tek bir testte tim genom hakkinda bilgi verir

Robertsonian  translokasyonlar, telomer fiizyonlari,
izodisentrik kromozomlar ve cinsiyet kromozomlarimi
iceren translokasyonlari,

Poliploidi veya tek niikleotit varyasyonlarini (SNV) tespit
edemez

Subklonlarin tespitinde yetersiz

Gerekli goriildiigiinde anomaliyi dogrulamak icin farkli
testler uygulamak gerekebilir.

KA i¢in hiicre kiiltiiri gerekli,

Sitogenetik temelli tekniklerde kiiltiir gerekli degil

KA >5-10 Mb anomalileri,

FISH >100 kb anomalileri,

KMA, 100-500 kb araligindaki kromozomal delesyon ve
duplikasyonlar1 saptar

KA, kompleks karyotipleri tanimlamada yetersiz

FISH, hedefe spesifik, taniya bagimli ¢alisiimal

KMA, inversiyon, resiprokal translokasyonlar gibi dengeli
kromozomal anomalileri tespit edemez

KA ve FISH poliploidileri tanimlamada etkin

KA, tek hiicre diizeyinde analiz yapma avantajina sahiptir ve
klonalite hakkinda bilgi saglar

FISH ile diisiik orandaki klonal anomaliler tespit edilebilir

Hematolojik neoplazilerde KA ve FISH teknikleri rutin
olarak kullanilir, KMA rutin amagli kullanilmamaktadir

*KA, kromozom analizi; KMA, kromozomal mikroaray; VAF, varyant allel frekansi

Literatiirdeki  birgok c¢alismada, anomali
iceren klonlar >%>5 allelik fraksiyonda ise
OGH’nin hematolojik neoplazilerde, klasik
sitogenetik yontemlerle tespit edilen sayisal
ve yapisal varyantlari, tanimlanmasi zor
kompleks karyotipleri, normal tespit edilen
karyotiplerde saptanamamig kriptik
translokasyonlar1 tespit ettigi ve
konvansiyonel sitogenetik ile yeterli sayida
metafazin elde edilemedigi durumlarda bile
anlamli  bilgiler sagladigi  bildirilmistir.
Boylece  hastalarin  klinik  ydnetimini
degistirdigi ve sitogenetik testlerle
karsilastirildiginda  anomali  tespitini  {ist
diizeye c¢ikardigi ifade edilmistir (4). Ayrica
OGH ile saptanan vyeni anomalilerin
tanimlanmasi, hastaya 6zel minimal rezidiiel
hastalik (MRD) belirteglerinin bulunmasina
olanak tanir. Bu da klinik yonetime rehberlik
edecek onemli bir unsurdur (5).

Olumlu sonuglarin disinda literatirde OGH
tekniginin kisitlarin1  bildiren yayinlar da
mevcuttur.  ALL’de OGH ile kromozom
analizi, FISH, tek niikleotid polimorfizm
(SNP) array ve multipleks ligasyona bagimli
prob amplifikasyonu (MLPA) sonuglarinin
karsilastirildigi  bir ¢alismada anomalilerin
%90 oraninda OGH ile tespit edildigi;
%10’luk tutarsizhigin = %5’inin, filtreleme
sorunlar1, diigiikk alel frekansi ya da bazi

bolgelerin diisiik kapsama alanit nedeniyle,
%35’inin ise kelimenin tam anlamiyla gézden
kagirildigr  bildirilmistir. Bunun yaninda
standart tekniklerle tespit edilemeyen 12 ilave
anomalinin OGH tarafindan bulundugu ancak
bunlarin sadece 7’sinin dogrulanabildigi ifade
edilmistir (6).

ALL’de yapilan diger bir calismada ise 41
hastanin sadece birinde konvansiyonel
sitogenetik ile tespit edilen diisiik orandaki
hipodiploidinin OGH ile saptanamadig
bildirilmistir (7).

Kronik Lenfositik Losemi (KLL)’de yapilan
bir ¢alismada ise OGH ile karyotip, FISH ve
KMA sonuglarinin karsilagtirilmasinda, peri-
sentromer veya telomer  bdlgelerinde
kirtlmalarin - oldugu translokasyonlarin, Y
kromozomunu igeren kazanimlarin = ve
kromotripsise dahil olan 138 Kb'lik kiiciik bir
delesyonun saptanamadigi bildirilmistir (8).
Hem sitogenetik hem de  molekiiler
tekniklerdeki geligmeler hematolojik
neoplazilerin heterojen genetik cesitliligini
tespit etmede uzun bir yol katedilmesini
saglamistir. Gelecekte sitogenetik
anomalilerin tanimlanmasi i¢cin OGH’nin ve
nokta mutasyonlart (SNV) ile kiiciik yapisal
varyantlarin tespit edilmesinde YND’nin bir
arada kullanimi tam ve kapsamli bir genomik
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analiz i¢in miikkemmel bir birliktelik sunabilir

@)
Sonug olarak sitogenetik agidan baktigimizda
hematolojik malignitelerde tek basina yillarca
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