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OZET

Miyelodisplastik Sendrom Hastalarinda 5q Delesyonunun Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Ve

Konvansiyonel Sitogenetik Yontemiyle Tespiti Ve Klinik Oneminin Arastirilmasi

Amag: Yapilan arastirmalarda miyelodisplastik sendromda bir¢ok kromozom
anomalisi tanimlanmistir. Bu anomaliler konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemleriyle
tespit edilebilmektedir. Miyelodisplastik sendromda; kromozom 8 trizomisi, 7q (7922)
delesyonu ve monozomisi, 5q (5q31.2) delesyonlari, 20q (20ql12) delesyonlar1 ve
kromozom Y kaybi1 gozlenmektedir. Amacimiz; konvansiyonel sitogenetik ve FISH
yontemleri  kullanarak, miyelodisplastik sendrom tanmili olgularda kromozomal
anomalilerinin sikligin1 belirlemek, prognoz ve tanida bu iki yontemin kullaniminin avantaj

ve dezavantajlarini karsilagtirarak tanida en etkin stratejiyi belirlemektir.

Yontem: Calismamizda, Temmuz 2013-Subat 2017 tarihleri araliginda, Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na, Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali’ndan yonlendirilen Miyelodisplastik Sendrom ontanilt

143 olguda konvansiyonel sitogenetik ve FISH analizi sonuglar1 incelendi.

Bulgular: Calismamizda 143 olguya yapilan konvansiyonel sitogenetik analizden
74’1 (%51,7) gergeklestirilebilmistir. Sonucuna ulagtigimiz olgulardan 61’inde (%82,4)
normal karyotip verisine ulasilmisken 13 olguda (%17,6) kromozom anomalileri
saptanmigtir. Calismada 143 olguya yapilan FISH analizlerinin 27’sinde (%18,9)
anomalilere rastlanmistir. Bunlarin 11’inde (%7,7) kromozom 5’e ait anomaliler, 2’sinde
(%1,4) kromozom 7’ye ait anomaliler, 5’inde (%3,5) kromozom 8’e ait anomaliler, 6’sinda
(%4,2) kromozom 20’ye ait anomaliler ve 3’linde (%2,1) kromozom Y’ye ait anomaliler
saptanmuistir.

Sonug: Uzerinde galistigimiz olgulardan elde ettigimiz verilere gore Miyelodisplastik
Sendrom’lu olgularda FISH yontemiyle birlikte konvansiyonel sitogenetik yOnteminin
birlikte kullanilmasi, hastaligin takip ve seyri hakkinda yorum yapabilmek agisindan

oldukca 6nemli oldugunu, tanisal giicliniin degerini arttirdigin1 diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Miyelodisplastik sendrom, sitogenetik, FISH



ABSTRACT

Detection of Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) and Conventional
Cytogenetic Detection of 5g Delays in Myelodysplastic Syndrome Patients and
Investigation of Clinical Trials

Objective: Several chromosomal anomalies have been identified in myelodysplastic
syndrome. These anomalies can be detected by conventional cytogenetic and FISH
methods. In myelodysplastic syndrome; chromosome 8 trisomy, 7q (7922) deletion and
monosomy, 5q (5931.2), 20q (20ql12), deletions and loss of chromosome Y are
observed. Our aim; determine the most effective strategy in diagnosis by comparing the
advantages and disadvantages of using these two methods in determining the frequency
of chromosomal abnormalities in myelodysplastic diagnoses using conventional

cytogenetic and FISH methods, prognosis and diagnosis.

Method: In our study, conventional cytogenetic and FISH analysis results were
examined in 143 cases of Myelodysplastic Syndrome diagnosed in Kocaeli University
Medical Faculty, Department of Medical Genetics, Kocaeli University Faculty of
Medicine, Department of Hematology, between July 2011 and February 2017.

Results: In our study, 74 (51.7%) of the conventional cytogenetic analysis of 143 cases
could be performed. As a result, chromosome anomalies were detected in 13 cases (17.6%)
while 61 cases (82.4%) had normal karyotype data. In the study, anomalies were found in 27
(18.9%) of the FISH analyzes performed on 143 cases. Anomalies of chromosome 5 in 11
(7.7%), anomalies in chromosome 7 in 2 (1.4%), anomalies in chromosome 8 in 5 (3.5%),

(4.2%) chromosome 20 anomalies and 3 (2.1%) Y anomalies were detected.

Conclusion: We think that the use of conventional cytogenetic method together with
FISH method in cases with Myelodysplastic Syndrome increases the value of diagnostic
power as it is quite important to interpret the follow-up and course of the disease
according to the results obtained from the cases that we are working on.

Key words: Myelodysplastic syndrome, cytogenetic, FISH
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1.GIRIS

Myelodisplastik sendrom (MDS), kemik iliginde normal olmayan hiicresel ¢gogalmalar
veya cevresel kanda gorilen sitopenilerle ayirict 6zelligi bulunan bir yada birden gok
seride displazi ile seyreden homojen olmayan klonal kok hicre hastaligi olarak
tanimlanmaktadir. Hiicresellik seviyesi kemik iliginde yiikselmis olarak saptansa da aktif
olmayan alyuvar yapimidan dolay1 kandaki hiicre seviyesi azalmaktadir. MDS uzun siire
herhangi bir bulgu veya belirti gostermeksizin kalabilir yada akut myeloid 16semi gelisimi
izlenebilmektedir.

MDS tanimi yaklasik 100 yildir kullamilsa da kisa siiredir bilimsel smiflandirma
uygulanmaya baslandig1 goriilmektedir. ilk olarak 1976’da FransizAmerikan-ingiliz
Isbirligi Grubu (FAB), belirli bir grup hastaligt MDS seklinde tanimlamis ve AML’den
farkli oldugunu gostermek icin ilk smiflandirma ve tami kilavuzunu olusturmustur. 6 yil
sonra alt gruplar belirlenerek bu siniflandirmaya eklenmis ve su anda kullanilan haline
gelmistir( Bennett JM,1982). 2008’de Diinya Saghk Orgiitii (WHO), FAB kullanimini
arttirmak i¢in 2001 yilindan itibaren kullanilan smiflandirmay1 revize etmistir(Vardiman
JW,2009). Giiniimiizde WHO smiflama sistemi kullanilir.

MDS’de prognostik siniflama yapilir. Bu smiflamada sitogenetik bulgular oldukca
onemlidir. Hiicrede gelisen bazi degisiklikler MDS’nin alt tiplerini belirlemede hemen
hemen patognomiktir ve tedavinin belirlenmesi agisindan énemlidir.

Bu calismada; FISH ve konvansiyonel sitogenetik analiz yontemleriyle myelodisplastik
sendrom oOntanis1 ile gelen olgularda kromozamal anomalileri saptamak, karsilasma
sikligin1 elde etmek, c¢esitli diizenlemelerle sendromun prognozu ve klinige etkisini

belirlemek amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser ve Hematolojik Malignensiler

Kanser, genlerin mutasyona ugramasi sonucu olusan genetik bir rahatsizliktir.
Hiicre, saglikli bolinme mekanizmalarinin genetik hasara ugramasi sonucu bu
yetenegini kaybederek kontrolsiiz boliinmeye baslar ve kanseri olusturur (Ferlay ve
dig. 2013)

Hiicrenin olusumundan itibaren her hiicre; gelisir, ¢ogalir, farklilasir, yaslanir ve
olir. Canli organizmalarda olusmakta olan ve 6len hiicreler arasinda bir denge s6z
konusudur. Her hiicrenin ¢ekirdeginde, organizmanin genetik bilgisinin tasindigi
Deoksi Riboniikleik Asit (DNA) ad1 verilen molekiil bulunmaktadir. DNA ile birlikte
hiicre normal fonsiyonlarin1 gergeklestirir. Bazi somatik ve/veya epigenetik
mutasyonlar nedeniyle hiicrelerin DNA’larinda onarilamayacak diizeyde hasarlar
meydana gelmekte ve sonucta anormal sekilde ¢cogalan hiicreler olusmaktadir.

Kan hiicrelerinin ve onu olusturan mekanizmalarin kontrolsiiz bdliinmesiyle
meydana gelen hastaliklar hematolojik malignensiler olarak adlandirilir. Hematolojik

kanserler genel olarak 5 grup icerisinde ele alinmaktadir.

Cizelge 2.1 Hematolojik malignensiler

Losemiler Akut Losemiler

Kronik Losemiler

Myeloproliferatif Hastaliklar1

Miyelodisplastik Sendrom




2.2. Miyelodisplastik Sendrom Nedir?

Miyelo ve displazi kelimelerinin birlesmesinden olusan Miyelodisplastik Sendrom
(MDS), kemik iliginde yapilan kan hiicrelerinin anormal olup normalden farkli bir
gelisim gosterdigi ve kan hdcrelerinin olgunlasamadigi, primer veya sekonder
gelisebilen multipotent bir kok hastaligidir (Bennet ve dig. 1982). Bu hastalarda kan
yapimindaki belirgin azalmanin sonucu olarak; kan hiicrelerinin fonksiyonlarinda ve
anemiye sebep olan kirmizi kan hiicrelerinin sayilarinda azalma meydana gelmektedir.
MDS i¢inde degerlendirilen bazi alt gruplarda diger hematolojik kanserlere doniisiim
gozlenebilmektedir. Daha oncelerde bu hastalik; refrakter anemi, prelosemik anemi,
prelosemi, refrakter normoblastik anemi, smoldering akut I6semi, subakut l6semi,

hipoplastik akut 16semi ve hematopoetik displazi gibi degisik isimlerle de anilmistur.

2.3. Hastahgn Insidansi ve Olusum Mekanizmasi

Cogunlukla ileri yas hastaligi olarak bilinen MDS’de tan1 sirasinda hastalarin yas
ortalamalar1 65-70 olarak belirtilmektedir. Hastalarm yalnizca %10’dan daha az1 50
yas ve altindadir. Genellikle erkeklerde daha sik goriilen bu kanser tiirliniin yillik
insidanst her 100.000 kiside 4 olarak belirlenmistir. Fakat yas ilerledikge bu oran
degisebilmektedir (Neukirchen ve dig. 2011). Hastaliga sebep olarak gosterilen etnik
bir yatkinlik yoktur ancak Asya popiilasyonunda diger popiilasyonlara gore hastalik
daha erken yaslarda ortaya ¢ikabilmektedir.

Miyelodisplastik Sendrom’un olusum sebebi tam olarak agikliga kavusmamuistir.
Hastaligin olusumunda, boya sanayi ve ayakkabicilikta kullanilan benzenin iligkisi
ongorilmektedir (Nisse ve dig. 2001). Bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilan;
siklofosfamid, klorambusil, melfalan, etoposide gibi ilaclar, radyoterapi ve kemoterapi
sonrasinda MDS ortaya ¢ikabilmektedir (Cardis ve dig. 2005). Alkol bagimlilig,
kursun zehirlenmesi, tiiberkiiloz ilaclarinin kullanimi sirasinda veya sonrasinda MDS

gelisebilmektedir.



2.4. Hastali@gin Siniflandirilmasi

Miyelodisplaziler, cesitli derecelerde anemi, trombositopeni ve lokopeni ile
seyreden kemik iligi yetmezligi durumudur. MDS’deki klinik bulgular tek tip sitopeni
ve bununla birlikte gelisen komplikasyonlarla olusmaktadir. MDS’li bir grup hastada
Akut Miyeloid Losemiye (AML) doniisim gozlenebilmektedir. MDS ilk olarak
1976’da  Fransiz-Amerikan-ingiliz (FAB) bilim adamlar1 “Dismoyelopoietik
Sendrom” olarak tamimlanmistir (Bennet ve dig. 1976). Yine FAB bilim adamlari
1982°de MDS’yi bes farkli tipe ayirarak yeni bir siniflandirma gelistirmistir. Bu
smiflandirmada yer alan MDS tipleri; Refrakter Anemi (RA), Ring Sideroblasth
Refrakter Anemi (RARS), Blast Artisli Refrakter Anemi (RAEB), Transformasyonda
Blast Artish Refrakter Anemi (RAEB-T), Kronik Miyelomonositik Lésemi (KMML)
olarak tanimlanmistir (Bennet ve dig. 1982).

AML tanis1 i¢in perifer kan1 ve/veya kemik iligi materyalininin %30 undan
fazlasinda miyeloblast olmasi gerekmektedir. RA ve RARS gibi %30’dan ¢ok daha az
miktarda miyeloblasta sahip hastalar miyelodisplazili olarak adlandirilmaktadir. Bu
hastalarin ortalama sagkalimlar1 diger hastalara gore daha uzun ve AML’ye
dontistimleri daha diisiik olasilikla gerceklesmektedir. RAEB ve RAEB-T’li hastalarin
kemik iligi materyallerinde %5-20 ile %?21-30 oranlar1 araliginda miyeloblast
bulunmaktadir. Bu hastalarda daha agir sitopeni vardir ve AML’ye doniistimleri daha

yiiksek olasilikla ger¢eklesmektedir.

Cizelge 2.2. FAB galisma grubu MDS smiflamasi

Kemik

Gorilme Iliginde |Ring Monositoz AML'ye
Tip Siklig Blast Sideroblast | (>1000/mm3) | doniisiim
RA %15-30 <%5 <%15 nadir 10%
RARS |%10-15 <%5 >%15 nadir 5%
RAEB | %25-30 %5-20 | degisik nadir 45%
RAEBT | %20-29 %20-30 | degisik degisik 60%
KMML | %10-20 <%20 |degisik artmig 15%

MDS’de sitogenetik degisimlerin  prognostik Onemi arastirildikca FAB
smiflandirilmasmin yetersiz oldugu diisiincesine varilmistir. Sitogenetik analiz ile
tespit edilebilinen; iyi prognoz olarak nitelendirilen 5q delesyonu ve kotii prognoz

olarak degerlendirilen monozomi 7 gibi genetik degisimlerin de siniflandirmada yer
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almas1 gerektigi kanisma varilmistir. Bu nedenle 2001 yilinda Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) tarafindan yeni bir siniflandirma gelistirilmistir (Giagounidis ve Haase, 2013).
WHO  smiflamasiyla  birlikte RAEB-T ve KMML ¢ikaridmis, KMML
miyelodisplastik/miyeloproliferatif (MPS) hastaliklar grubuna dahil edilmistir. Kemik
iligi blastinin %20’den fazla olmasi durumu AML olarak nitelendirilmistir. Lokosit
oran1 13000/mm®’den kiigiikler miyelodisplazi, biiyiikler de MPS grubuna dahil
edilmistir. Blast oraninin %1-5 ve %11-19 olmasma goére RAEB, kemik iligi
granulositik ve/veya megakaryositik dizilerinde displazi varligina gére RARS ve RA
iki gruba ayrilmistir. Ek olarak, dizplazinin bir veya birden fazla hicre dizesinde
varliga gore de RA ve RARS kendi iclerinde tek ve ¢ok dize displaziye ayrilmistir. Bu
displazilerin AML riski tasidigi belirlenmistir.

Cizelge 2.3. WHO MDS siniflamasi

Tip Cevresel Kan Kemik iligi

1A- Displazisiz RA | Blast < %1, Monosit < 1000/mm?® Blast < %5, Ring Siderablast < %15
1B-Displazili RA | Disgranulosit, Dev Trombositler Disgranulosit, Dismegakaryosit
2A-Displazisiz

RARS Blast < %1, Monosit < 1000/mm? Blast < %35, Ring Sideroblast > %15
2B-Displazili

RARS Disgranulosit, Dev Trombositler Disgranulosit, Dismegakaryosit
3A-RAEB-1 Blast < %1-4, Monosit < 1000/mm?® Blast %5-9

3B-RAEB-2 Blast < %5-19, Monosit < 1000/mm?® Blast %10-19

KMML Blast < %1-19, Monosit > 1000/mm?® Blast %0-19

MDS’de 6nemli sitogenetik degisimlerden olan 5q sendromu iyi prognoz olarak
nitelendirilmesi sebebiyle ayr1 bir grup olarak tanimlanmistir. 5q sendorumu olarak
nitelendirilen bu grupta; yasi bayanlar, tedaviye direng gdsteren makrositik anemi,
normal ve/veya artmig trombosit sayisi, morfolojik degiskenlik gosteren artmig
megakaryosit varlig1 ve daha diisiik olasilikla AML’ye doniisiim vardir.

WHO smiflamasinin MDS’ye getirileri heniiz tam olarak net olmasa da kabul goren

FAB smiflamasinimn standartim arttirtig1 diistiniilmektedir.



2.5. Hastali@in Tanisi

Miyelodisplazi tanisi i¢in; ¢evresel kanda sitopeni ve kemik iligi materyalinde
karakteristik dismorfik tablonun tespiti gerekmektedir (Pisani ve Rainaldi, 2001).
FAB isbirligi grubunun smiflamasindaki kriterler temelinde tani ve smiflamalar
yapilmaktadir ve bunlarm tiimii hastaligin siniflandirilmasi boliimiinde detayli sekilde
bahsedilmistir.

Displazilerin degerlendirilmesinde MayGriinwald Giemsa ile boyanmis periferik
ve kemik iligi aspirasyonu materyali yaymalarin degerlendirilmesi gerekmektedir.
Ayrica kemik 1ligi aspirasyonu materyali; miyeloblastlarin ve diger hiicrelerin
morfolojik-sayisal degerlendirilmeleri icin; aspirasyon biyopsi materyali de
hiicreselligin  degerlendirilmesi igin gerekmektedir. Periferik yaymada; MDS’li
hastalarda sitopeni bir veya birden fazla seride gorilebilmektedir. Eritrosit hacmi
>100 fI olabilmekte ve eritrositlerde Howell Jolly cisimleri, Cobbott halkalar1 ve
bazofilik noktalanmalar gorulebilir. Nukleuslu olan eritrositler displastik degisiklikleri
gosterebilir. Immatiir graniilositler periferik kanda gériilebilir. MDS’de monosit
sayisinda artig gozlenebilir. Monositoz; kronik miyelomonositik l6semiye karakterize
bir olusumdur.

Kemik iliginde onemli ii¢ 6zellik aranmaktadir. Bunlar; seliilarite, blast ve ringed
sideroblast sayisi, displastik degisikliklerin varligidir. Kemik iligi normal veya
hiperseliilerdir. Blast sayis1 ve ringed sideroblast sayist MDS subtipini belirlemede

onemli belirteclerdendir.

2.6. Klinik Bulgular

MDS’li hastalarda, hematopoez yani viicuttaki kan yapimi organizasyonunun
bozuklugunun derecesi ile MDS smiflanmasina bagli olarak degisik klinik bulgular
karsimiza ¢ikabilmektedirler. Bu hastalarda ilk klinik belirtiler; anemi ile birlikte
gelen istahsizlik ve halsizliktir. Trombosit ve beyaz kiirenin fonksiyonel ve sayisal
anormallikleri derecelerine bagl kalarak kanama ve enfeksiyonun sebebiyet verdigi
ates goriilebilmektedir. Bu hastalarda sadece MDS’ye 6zgii olmayan; anoreksi, kilo
kaybi, karn siskinligi gibi bulgular da gorulebilmektedir (Beers ve Berkow, 1999).

MDS’li hastalarin laboratuvar kan saymmi sonuglarinda; MCV ve RDW yiiksek

oranda gozlenmektedir. Kan yayma sonuglarinda ise ¢esitli oranlarda; trombositopeni
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ve trombosit go6zlenmektedir. Notrofil sitoplazmik grandlaritesi ve eozinofil
graniilasyonu bozulmustur.

Yapilan sitogenetik ve molekiiler sitogenetik ¢caligmalarda MDS’de bir¢ok genetik
anomali bildirilmistir. MDS’de en sik goriilen kromozom anomalileri; kromozomun
delesyona ugramasi veya biitlin kromozomun kaybidir. MDS’li olgularda siklikla;
trizomi 8, 5q, 7q, 20q delesyonlar1 ve Y kromozom kayb1 gbzlenmektedir (Steensma,

2008).

2.7. Prognostik Faktorler

FAB ve WHO smiflama sistemleri tek basina hastali§i prognostik olarak
smiflamak acisindan yeterli degildir (Greenberg ve dig. 1997). Uluslararasi
Prognostik Skorlama Sistemi (IPSS) ile MDS hastalar1 icin uygun prognostik
smiflandirma daha 1yi yapilabilmektedir. Bu noktada tani icin FAB smiflamasi
kullanilmis, sitogenetik ve klinik bulgular da skorlama sisteminde yer almigstir.
MDS’de; klinik, laboratuar, genetik degisimler ve immunfenotipik olarak ¢ok sayida
prognostik faktor tanimlanmistir ancak sagkalim ve l6semiye dontisim yoninden
istatistiksel veriler anlamlidir. Bu 0lgilide aralarinda istatistik olarak anlamli fark olan
ii¢ prognostik risk grubu belirlenmistir.

Kompleks karyotip (3 ve daha fazla anomali) ve kromozom 7 anormalilerinin
birarada tamimlandigi kot risk, trizomi 8 orta risk ve normal karyotip, izole
kromozom Y kaybi, 5q ve 20q delesyonlar1 iyi risk olarak gruplandirilmistir.
Ortalama sagkalim siireleri iyi, orta ve kotlii prognoz gruplarindaki hastalar igin
sirayla; 160, 30 ve 15’er olarak tahmin edilmektedir. AML’ye doniisiim sonucunu
belirlemede Onemli degiskenler; kemik iligindeki blast orani, sitopeni varligi ve
sitogenetik degisiklikler olarak belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda IPSS’de 0 ile
2,5 arasindaki puanlara gore diisiik, orta-1, orta-2 ve yiksek olarak dort farkli risk

grubu belirlenmistir.



Cizelge 2.4. IPSS “’Uuslararasi Prognostik Risk Puanlama Sistemi’’

%11-20 | %21-30

yi Kot
. 0/1
*Iyi: Normal ya da izole -5q, -Y, -20q, Orta: Diger anormallikler, Koti: 7, kompleks

(>3) anormallik

**Notrofil:< 1500/mm3, Hb: <10g/dl, Trombosit:<100000/mm3

Cizelge 2.5. IPSS’e gore genel sagkalim ve 16semiye doniisiim olasilig1

Diinya Saglk Orgiitii Prognostik Puanlama Sisteminin (WPSS) siiflamasi ve

hastalarin transflizyon gereksinimini gz oniine alarak yeni bir risk smiflama sistemi

olusturulmustur.

Cizelge 2.6. Diinya Saglik Orgiitii Prognostik Puanlama Sistemi (WPSS)

RA,
RARS,
Izole -5q | RCMD, RCMD-RS RAEB-1 RAEB-2
Iyi Orta Kot
Yok Var
*yi: Normal ya da izole -5q, -Y, -20q, Orta: Diger anormallikler, Ktii: 7, kompleks

(>3) anormallik




Cizelge 2.7. R-IPSS prognostik puanlama sistemi

Degisken 0 0,5 1 15 2 3 4
Sitogenetik* Cok iyi Iyi Orta Kot Cok kot
Kemik Iligindeki

Blast Orani <%?2 >%2<5 %5-10 >0%10

HGB (g/dL) >10 8<10  |<8

PLT (x1000/mm3) |>100  |50<100  |<50

Notrofil

(x1000/mm3) >0.8 <0.8

Cok diisiik: <1.5, Orta: >3-4.5, Ylksek: >4.5-6, Cok Yksek: >6

2.8. Tedavi

MDS tanili hastalarda ¢ogu minimum diizeyde etkili olabilen birgok tedavi
yaklagimi bulunmaktadir. MDS tedavisi hastanin bulundugu alt grup ve prognostik
degerine gore planlanmalidir. Temel tedavi prensipleri; sagkalimi uzatma, l6semiye
doniisiimii erteleme, enfeksiyonlarm azaltilmast ve kontrolii, hayat kalitesini
arttrmaktir. Cok daha gen¢ ve saglik durumu miisait olan hastalarda uzun siire
sagkalim icin bilinen tek tedavi yaklagimi allojenik kemik iligi transplantasyonudur.
Bu tedavi digindaki tedavi yaklasimlar1 destek tedavilerini igermektedir. Tedavi risk
grubuna gore belirlenir. IPSS smiflamasina gore diisiik ve orta-1 grup diistik, orta-2 ve

yuksek grup ise yiiksek risk olarak belirlenmistir.

Allojenik Kemik ilig‘i Transplantasyonu

MDS tedavisinde allojenik kemik iligi transplantasyonu onemli kiiratif tedavi
segenegidir. Genellikle, orta-1 risk grubuna dahil olup; geng, tedavilere yanit
vermemis hastalara ve orta-2 velveya yiksek risk grubundaki hastalara
onerilmektedir. Her ne kadar MDS’de kok hiicre defektinin ve malign klonun yok
edilmesi yolu secilmis hastalarda %60’a yakin oranlarda kiir saglanabilir bir tedavi
secenegi olsa da, mevcut hastalarin ¢cogunun 60 yas ve {lizeri olmasi, mevcut
komorbiditeleri nedeniyle bu tedavi modalitesinin yaygin olarak kullanimi heniiz

mumkin goéralmemektedir.




Destek Tedavisi

MDS’de anemi igin; eritrosit siispansiyonu, enfeksiyonlar i¢in antibiyotik ve
trombositopeniler igin trombosit transflizyonu tedavileri destek tedavileri olarak
verilmektedir. Cok sik transflizyon uygulanan hastalarin demir oranlarinin yiikselmesi
ihtimaline kars1 gerektiginde demir baglayici ve C vitamin tatbiki yapilmalidir (Tricot

ve dig. 1987).

Immiinsiipresif ilaclar

Semptomatik anemisi ve sitopenisi olan, IPSS’ye gore diisiik risk grubundaki MDS
hastalarinda ve izole ve/veya diger sitogenetik degisikliklerle birlikte 5q delesyonuna
sahip hastalara lenalidomid oOnerilmektedir. Kok hicre nakil adayi olan geng
hastalarda kok hiicrelerin rezervlerini koruyabilmek adina lenalidomid tedavisinden
kacimilmaldir.

Konvansiyonel tedavilere yanit vermeyen hastalara talidomid tedavisi
baslanabilmektedir. MDS’nin RA alt tipinde fayda saglayabilmektedir.

MDS’nin RA alt tipinde; anemi, transfiizyon bagimliligi, trombositopeni, sik
enfeksiyon bulgular1 olan ve yas1 60’tan diisiik PSS skoru orta-1 olarak belirlenmis,
kemik iligindeki blast sayis1 %5’ten kiigiik olan hastalara antitimosit globulin-

siklosporin dnerilmektedir.

Hipometile Edici Ilaclar

IPSS skorlarmasinda orta-2 ve/veya yiksek risk grubuna dahil edilmis hastalarda
azasitidin tedavisi uygulanabilmektedir. Bu tedavi ayn1 zamanda; IPSS skorlamasinda
orta-1 grubuna dahil olup sitopenilere sahip, standart tedavilere yanit vermeyen ve
kok hiicre nakli sans1 olmayan hastalarda koprii tedavisi olarak kullanilabilmektedir.

IPSS skorlamasina gore orta-2 ve yiiksek risk grubuna dahil ve kemik iligi nakli
sans1 olmayan ve blast sayis1 %20-30 oranindaki hastalarda desitabin tedavisi

uygulanabilmektedir.
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2.9. Miyelodisplastik Sendrom’da Sik Gozlenen Kromozom Anomalileri

Hiicrelerin normal davraniglarini kontrol altina alan genetik mekanizmanin
bozulmasi sonucu kanser hastaligi olugsmaktadir. Arastirmalar sonucunda hiicrelerin
normal davraniglarindaki bu degisimlerin kromozom anomalilerinin neden oldugu
bildirilmektedir (Sandberg 1994). Kansere neden olan bu genetik bozukluklar ¢cogu
hematolojik malignensilerde oldugu i¢in miyelodisplastik sendromda da prognozu
etkilemesi agisindan 6nem teskil etmektedir. Bu sebeple tan1 almis miyelodisplastik
sendrom hastalarinda sitogenetik analiz olduk¢a 6nemlidir ve mutlaka yapilmalidir.

Kromozom anomalileri, sayisal ve yapisal anomaliler olarak iki farkli sekilde

olusabilmektedir.

Savisal anomaliler

Oploidi: Hiicreler normalde diploid (2n=46 kromozom) yapidadirlar. Yirmi ii¢ (n)
kromozomun Kkatlarmin olmasi hali Oploidi olarak tanimlanmaktadir.. Yirmi (¢
kromozoma haploid (n), iki katina diploid (2n), ii¢ katina triploid (3n), dort katina ise
tetraploid (4n) denir. iki katindan fazla n kromozomun katlarmm bulunmasi hali
poliploidi olarak tanimlanir. Triploidi (3n=69), yumurtanin iki farkli sperm ile
dollenmesi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Tetraploidi (4n=92), hiicrede boliinme

olmazken nikleer bélinmenin gérilmesidir (Robert L. Nussbaum, 2005).

Andploidi: Hucrede diploid (2n) sayida kromozom bulunmasi gerekirken, n
katlarindan daha ¢ok yada daha az kromozom bulunmasi durumuna denir. Bu
durumun hiicre ¢ogalmasi sirasinda ayrilamama (non-disjuction) durumundan ileri
geldigi yada kromozomlarin ayrilma sathasinda geri kalma durumundan ortaya ikt1g1

diistiniilmektedir (Yirmibes Karaoguz M, 2007).

Hipoploidi: Hucrede bir kromozomun yada bir kromozom ciftinin olmamasi
durumuna denir. Eger eksik olan tek bir kromozomsa bu duruma monozomi, sayet

eksik olan bir ¢ift kromozomsa bu duruma nullizomi denir.

Hiperploidi: Hicrede bulunan bir kromozom ¢iftinden bagka ayni kromozomdan

bir yada birden fazla olmas1 durumuna hiperploidi denir. Sayet kromozom ¢iftine bir
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kromozom eklenirse bu duruma trizomi, iki kromozom eklenmesi durumuna da

tetrazomi denmektedir.

Miksoploidi: Bu durum iki sekilde karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlar kimerizm ve
mozaisizmdir. Mozaisizm, tek bir zigottan meydana gelen iki veya ikiden daha fazla
farkli hiicre dizilerinin varhgidir. Kimerizm ise, iki yumurtanin birlesmesi ve
aralarinda hiicre degisimi olmasi neticesinde meydana gelir.

MDS’li hastalardaki genetik degisimler genellikte heterojenite gostermektedir.
Hastalarin  %30-60’1nda normal karyotip izlenmektedir. Uluslararast MDS risk
degerlendirme c¢aligmasinda normal Karyotipe sahip hastalarin olumlu risk grubu
hastalarindan sayildig: bilinmektedir (Greenberg ve dig. 1997).

Yapilan sitogenetik ve molekiiler sitogenetik ¢alismalarda miyelodisplatik sendrom
icin de bircok genetik anomali bildirilmistir. MDS’de en sik goriilen kromozom
anomalileri; kromozomun delesyona ugramasi veya biitiin kromozomun kaybidir. Bu
kromozom anomalileri ise IPSS tarafindan saptanan; kromozom 8 trizomisi, delesyon
5031.2, delesyon 7922, delesyon 20012 ve Y kromozomunun kaybidir (Steensma,
2008).

Delesyon 5g31.2

Kromozom 5’in uzun kolunda q31.2 lokusunda yer alan EGR1 geninin delesyonu
veya kromozom 5 monozomisi akut miyeloid l6semi (AML) ve miyelodisplastik
sendrom gibi farkli hematolojik malignitelerde gozlenmektedir (Charrin, 1998).

MDS’li hastalarin yaklasik olarak %10-15inde izole veya diger kromozom
anomalileriyle birlikte saptanan bu genetik degisim hastaligin prognozunun
belirlenmesinde Onemlidir. Klinik olarak 5q31.2 delesyonu diger sitogenetik
anomalilerle birlikte l16seminin erken gelisimine, tedaviye karsi1 dirence ve kisa yagam
stiresine sahip olmas1 nedeniyle kotii prognoz olarak degerlendirilmektedir. Yapilan
caligmalarda 5q31.2 delesyonu saptanan hastalara 6zel ila¢ tedavisi belirlenmekte,
lenalidomid gibi immunomodiilator ilaglarin tedavide etkin oldugu gosterilmistir

(Belickova ve dig. 2012).
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5

Cizim 2.1. Kromozom 5’in idiogrami

EGRI1 geni, erken biiyiime yanit1 faktorii olarak bilinmektedir. NGFI-A, Zif268,
Krox 24 ve Tis8 olarak da adlandirilmaktadir. Kromozom 5031 kolunda yer
almaktadir. Egrl hiicre farklilasmasi ve hiicre proliferasyonunda rol oynamaktadir.
EGR1 geni tarafindan kodlanan EGR1 proteini C2H2-tip c¢inko parmak
proteinlerinden EGR ailesinin Uyesidir. EGR gen ailesi dort tiyeden olusmaktadir.
Bunlar, EGR1, EGR2, EGR3 ve EGR4 genlerinden olusmaktadir. EGR gen ailesinin
DNA’ya baglanan boélgeleri homoloji gosterip, diger bolgeleri ¢ok az homoloji
gostermektedir. Genellikle EGR gen ailesinin bitin Gyeleri blylime faktorleri ile
uyarilmaktadir. EGR1 diger EGR ailesinin Uyelerini kontrol etmektedir. EGR1 hiicre
¢ekirdeginde yer alan bir protein olup bir transkripsiyon faktorii olarak gorev
yapmaktadir. EGR gen ailesinden en ¢ok EGR1 ¢alisilmaktadir. EGR1 hiicre disindan

gelen bir ¢ok sinyal ile uyarilmaktadir.
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Cizim 2.2. Cesitli sinyaller tarafindan EGR1 ekspresyonun uyarilmasi durumunda,

farkl1 hiicre tiplerinde farkli yanitlar ortaya ¢ikmaktadir.

EGR1’i uyaran faktorlerden olan biyiime faktorleri oldukca 6nemlidir. Insiilin
benzeri biiyime faktori (IGF), epidermal blylime faktort (EGF) ve hepatosit buyime
faktori (HGF) EGR1 uyariminda rol alan blylme faktorlerindendir (Houston P. ve
dig. 2001).

Delesyon 7922

7q delesyonu MDS’de en sik tespit edilen sitogenetik degisikliklerdendir. MDS
tiplerinden; RAEB, RAEB-T’de %30, KMML’de %20 ve RA’da %5 oranlarinda
gozlemlenen, enfeksiyonlara yatkinlik ve tedaviye direng ile karakterize bir
degisimdir. Erkek/kadin orant: 1,5/1 olup, yas ortalamasi 60 yas ve lizeri olarak
belirlenmistir (Desangles, 1999). MDS ve AML’den hari¢ diger konstitiisyonel
bozukluklara eslik eden miyeloid hastaliklarda da gozlenmesi miyeloid 16semi
stipressor gen delesyonuna neden olabilecegini diisindiirmektedir. -7 olan MDS’de

Ras geni mutasyonu, NF1 gen kaybi onemli noktayr olusturmaktadir. Bu bolgede
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ASNS (Aspargin Sentetaz), ACHE (Asetil Kolinesteraz), PLANH1 (Plasminogen
Aktivatdr Inhibitor 1) ve EPO genlerinin kodlandig1 bilinmektedir. 7q delesyonu ile
pl170 MDR ekspresyonunun arttigi ve bu nedenle de 7922 bolgesinin DNA tamir
genlerini kodladigi belirlenmistir (Johnson ve Cotter, 1997).

7

Cizim 2.3. Kromozom 7’nin idiogrami

Kromozom 8 Trizomisi

MDS’de kromozom 8 trizomisi; hastalarin yaklasik %15-20’sinde ve RA, RARS,
RAEB-T ve KMML olmak Uzere tiim MDS alt gruplarinda gozlenebilmektedir.
RARS alt grubunda bu oran %30’a ¢ikabilmektedir. Trizomi 8; %355 oranda izole,
%20 oranda basit karyotipik degisikliklerde ve %25 oraninda ise kompleks karyotip
eslik etmektedir. Bu kromozom anomalisi genellikle; delesyon 5931.2 / monozomi 5
veya delesyon 7922 / monozomi 7 ile birlikte gorulmektedir. Bu hastalarda kromozom
8 kazaniminin prognostik degeri tam anlamiyla degerlendirilememistir ancak
uluslararas1 risk analizi c¢alismasinda orta seviyede risk grubuna dahil edilmis,
hematolojik malignite ve diger kanserlerin risklerinin arttirdigr gosterilmistir.
(Steensma, 2008). Yas, cinsiyet, radyasyon, sitotoksik ajanlarla tedavi gibi farkli
etkenlere bagli olarak goriilme sikhigi degiskenlik gosterebilmektedir (Mecucci,
1998).
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Cizim 2.4. Kromozom 8’in idiogrami

Delesyon 20g12

20. kromozomun q kolunun delesyonu MDS hastalarinin yaklasik olarak %5’inde
gozlenen, degisim izole olarak karsimiza ¢iktiginda hastalarin karakteristik 6zellikleri
ile dustk risk grubuna dahil edilen sitogenetik degisikliktir. MDS risk analizi
calismalarinda, ortalama sagkalim siireci kisa olarak belirtilen bu anomaliyi iceren
hastalarin kompleks karyotip sahip oldugu belirlenmistir. TUmMGr stipressér genlerde
delesyona neden olarak patolojik miyeloid hiicrelere ¢ogalma avantaji sagladigi ileri
strtlmektedir. Delesyona ugrayan bdlgede topoizomeraz 1, hepatosit nikleer faktor 4,
fosfolipaz C ve adenozin deaminaz genleri ile son yillarda malingn miyeloid

hastaliklarda KRML transkripsiyon regilator geninin bulundugu gézlemlenmistir.

Cizim 2.5. Kromozom 20’nin idiogrami
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Kromozom Y Kavbi

Sadece malign hastaliklarla gézlenmeyen ayrica yaslanma ile birlikte erkeklerde
herhangi bir hastalik gostergesi olmadan da goriilebilen bu sitogenetik degisiklik izole
olmas1 halinde iyi prognoza isarettir. Tam olarak Klinik ve biyolojik olarak ¢nemi
bilinmese de kaybmin hiicrelere proliferasyon onceligi kazandirdigi yani hiicre
siklusunu kisalttigr bilinmektedir. Heterozigozite kaybi (LOT) olarak bilinen ve
sitogenetik tekniklerle her zaman belirlenemeyen ancak mikrosatellit bdlgelerin
analizi ile tespit edilebilen allel kayiplar1 solid doku tiimorleri kadar olmasa da
MDS’de s6z konusudur (Mori ve dig. 2000). Solid tiimorlerde sikliklar tiimor
stipressor genlerde kayiplar goézlendigi tespit edilmis ancak AML ve MDS’de
delesyonu en cok gorilen 5q, 7q ve 20q bolgelerinde tiimor siipressor gen kayiplari
gosterilememistir. Bu sebeple baska mekanizmalarla malign doniisiime neden

olabilecegi diisliniilmektedir. (Kelly ve dig. 2002).

Cizim 2.6. Kromozom Y ’nin idiogrami

2.10. Miyelodisplastik Sendrom’da Genetik Analiz Yontemleri

Canlilara ait kalitsal bilgiler dkaryot hiicrelerde ¢ekirdekte DNA molekiilii olarak
saklanmaktadir. Kalitsal bu bilgi hiicre boliinmesi heniiz interfaz evresindeyken histon
proteinlerinin sarilmastyla yogunlasarak kromatin yapiy1 olusturur. Bu yap1 da kisalip
kalinlagarak kromozomlar1 meydana getirir. Hiicre boliinmesi metafaz evresine
geldiginde kromozomlar en net goriildiigii halini almaktadirlar. Sitogenetik, bu
kromozomlarin yapi ve fonksiyonlarini inceleyen bilim dalidir. (Marilyn ve Daniel,
2006).
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Sitogenetikte; tan1 ve takibinde belirleyici kromozomal bozukluklarin goriildigi
malign rahatsizliklar, hematolojik malignensiler, kromozom sendromlarinmn kesin
tanist ve/veya dislanmasi, cinsel degisim ve gelisim anomalileri, infertilite,
tekrarlayan diigiikler ya da 6lii dogum hikayeleri, dismorfik 6zellikler ile birlikte olan
ya da tek basma goriilebilen psikomotor ve mental retardasyon gibi hastaliklar
arastirilabilmektedir (Kearney ve Horsley, 2005).

Bir hiicredeki kromozomlarin ¢iftler halinde eslenerek yapisal ve sayisal olarak
incelenmesi islemine karyotipleme denilmektedir. Cekirdegi olan ve boliinebilen tiim
hiicre ve dokulardan kromozom elde edilebilmektedir ancak bazi materyaller
kromozom analizi i¢in en elverisli 6rnek grubundadir. Karyotiplemede en c¢ok
kullanilan materyaller; perifer kani, kemik iligi aspirasyonu, amniyon sivisi, kordon
kani, koryon villus ve deri dokularidir.

Kromozom analizi yani karyotipleme igin genel olarak iki yontem
kullanilmaktadir. Bunlar kiltir ve direkt yontemleridir.

Kiiltiir yontemi; spontan bdliinme yetenegine sahip olmayan hiicreler ig¢in
uygulanan bir yontemdir ve materyalin kiiltliriiniin kurulmasi1 gerekmektedir.
Materyale gore kiiltlir besiyeri ve siiresi degisiklik gostermektedir. Spontan bolinme
yetisine sahip olmayan hticreler icin; protein, mineral, hormon ve vitaminlerce zengin,
bolinmeye tesvik edici fitohemaglutinin (PHA) iceren besiyerine ihtiyag
duyulmaktadir. Ornegin; perifer kani lenfositleri, koryon villuslar, amniyon
sivisindaki bebege ait hiicreler i¢in mitotic ajan i¢eren besiyerlerine ihtiya¢ vardir. Bu
hiicrelerin kiiltiir siireleri de degiskenlik gdsterebilmektedir. Ornegin; perifer kani
lenfosit kalturd 72 saat iken, amniyositlerin kiltlirl birka¢ haftayr bulabilmektedir.
Direkt yontem ise; spontan sekilde boliinebilen hiicreler i¢in uygulanan bir yontemdir.
Bu hiicrelere; kemik iligi, solid tiimorler ve lenf nodiilleri 6rnek verilebilir ve kalttr
streleri 24 saattir.

Kemik iligi ve perifer kan1 gibi materyallere yapilacak kromozom analizi ¢alismasi
icin Orneklerin steril, 0,2 ml heparin eklenmis enjektore ve/veya vakumlu laboratuvar
tiiplerine alinmas1 gerekmektedir. Ornekler tasima ve bekleme siireleri boyunca asla
dondurulmamali, oda 1sisinda veya +4°C’lik dolaplarda saklanmalidir. Kiiltiir ortami
mutlaka, kontaminasyon sonucu mikroorganizmalarin ¢gogalmasini 6nlemek amaciyla
Penisilin/Streptomisin gibi antibiyotikler bulundurmalidir.

Kdiltur ve direkt yontemler igin; hiicreler 37°C’lik etiivlerde gogalmaya birakilir.

Bu hiicrelere yapilacak kromozom analizi i¢in ilk asama olarak hiicrelerin kiiltiir
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sirasinda metafaz evresinde durdurulmasi gerekir. Bu asama kolsemid soliisyonlari ile
yapilmaktadir. Kolsemid soliisyonlari, hiicre boliinmesi sirasinda kardes kromatidlerin
ig iplik¢iklerinden zit kutuplara ¢ekilmesini dnleyerek mitoz durdurucu etki yaratir ve
boliinmenin metafaz evresinde kalmasini saglar. Ikinci asama ise kromozomlarin
hiicre i¢inde kolayca dagilabilmeleri i¢in hiicreye hipotonik sok uygulamaktir. Bu
asamada hiicrelerin hacimleri 0,075 M KCI hipotonik soliisyonuyla arttirilir. Hacmi
artan hicreler igerisinde kromozomlar daha rahat dagilabilecek alan bulmus olurlar.
Ugiincii asama fiksasyon olarak ge¢cmektedir. 1:3 Asetik asit-Metanol ile hazirlanan
fiksatif soliisyonu kullanilmaktadir. Bu asamada fiksatif, hipotonik solusyonun
etkisini durdurarak hiicreleri sabitler ve eritrositleri parcalar. Daha sonra da boyama
ve bantlama islemleri yapilarak elde edilen kromozomlar uygun mikroskoplarla
incelenir (Morhead ve dig, 1960).

Kromozom inceleme yontemleri; sitogenetik ve molekdiler sitogenerik olmak tizere

iki yontemi icermektedir.

2.10.1. Sitogenetik Yontemler

Kromozom analizi yontemleri kromozomlar1 tanimlamak ve kromozomlardaki
sayisal ve yapisal anomalileri tespit etmek amaciyla yapilan en dnemli sitogenetik
yontemlerdir. Bu yontemde klasik bantlama yontemi kullanilmaktadir. Kromozom
analizi i¢in belirli bir bant seviyesi olmalidir. Bant seviyesi, X kromozomu igeren bir
haploid sette goriilen agik ve koyu renklerde goziiken 6kromatin ve heterokromatin
bolgelerin toplamini1 belirtmektedir. Klasik bantlama teknigiyle birlikte genellikle
450-550 bant seviyesindeki metafazlar analiz edilebilmektedir. Bu bant dilizeyi daha
kiiciik kromozom pargalarmin kayiplarinda ve/veya artislarinda yeterli degildir. Daha
kiigiik kromozom pargalarinin kayip ve/veya analizi i¢cin daha yiiksek bant seviyesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun i¢in genellikle 550-850 bant seviyesi yeterli olmaktadir.
G-Bantlama, klasik sitogenetikte en yaygin olarak kullanilan bantlama teknigidir. G-
Bantlama haricinde; R, Q, C ve HRB teknikleri de amaca uygun olarak
kullanilabilmektedir (Basaran 1999).
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2.10.2. Molekdiler Sitogenetik Yontemler

Klasik sitogenetik ¢alismalari mutlaka yeterli ve kaliteli metafaz plaklarmdan
yapilmaktadir ancak her zaman yeterli ve kaliteli metafaz gozlenmeyebilmektedirler.
Bu gibi durumlarda; klasik sitogenetik analiz ile belirlenemeyen, ¢6zimlenemeyen,
kompleks, submikroskobik duzenlenmelerin analizleri igin molekiiler sitogenetik

yontemler gelistirilmistir. (Teixeira 2002).

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH), Metafaz FISH, Interfaz FISH, Reverse
FISH, Multi Color FISH, PRINS, Fiber FISH, Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon
(CGH) ve DNA Array yontemleri baslica bilinen molekuler sitogenetik yontemlerdir.

Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH); kanserlerin sitogenetik analizlerinde en sik
kullanilan molekiiler sitogenetik yontemdir. In situ hibridizasyon (ISH), hiicresel
incelemelerde tan1 ve arastirma amagcl, islevsel protein kodlayan DNA dizilerinin
yapisal olarak korunmus; hiicreler, kromozomlar veya dokularda yerinin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir (Jain 2004). Southern ve Northern Blot gibi
melezleme yontemlerden farkli olarak bu teknik; niikleik asitlerin kendi bulunduklar1

hiicresel ortamlarinda gosterilmesidir (Pala 2005).

Klasik sitogenetik analiziyle tespit edilemeyen, 5 megabaz (Mb) kic¢ik anomaliler
veya 3 Mb’dan biiyiik ancak yeterince belirgin olmayan bdlgeler bu teknikle analiz
edilebilmektedir. Bu teknik, anomalilere uygun DNA problar1 kullanilarak
uygulanmaktadir (Sreekantaiah 2007). Bu yontemin hassasiyeti ve ¢0Oziiniirligi,
klasik sitogenetige gore daha fazladir. Bu yontemde hiicre kalttrl her zaman gerekli
degildir ve spontan boliinme yetenegine sahip olan ve olmayan hiicre tiplerine
kolayca uygulanabilmektedir. Klasik sitogenetik ydntemlerde metafaz eldesi mutlak
gerekliyken bu yontem; interfaz ve metafaz hiicrelerine uygulanabilmektedir. Boylece
diger sitogenetik tekniklere gore ¢ok daha hizli sonug verilebilmesi 6zelligiyle de

sik¢a kullanilan bir tekniktir.

Bir kromozoma ait bdlgenin ve/veya DNA parcgasinin tespiti i¢in analiz edilecek
bdlgeye 0zgii tasarlanmis FISH probunun kullanilmasi gerekir. FISH probu, hedef
niikleik asit dizilerine komplementer olarak isaretli niikleik asit dizilerinden olusur.
Giliniimiizde kullanilan FISH problar1 florokromlarla isaretlidir (Bayani ve Squire

2004).
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Bir kromozoma ait bolgenin ve/veya DNA parcasinin tespiti i¢in uygulanacak

FISH ¢alismasinda proplar; sinyal paternlerine ve hedeflerine gore secilmektedirler.

Hedef bdlgelerine gore tasarlanan problar; lokusa 6zgu, telomerik, kromozomun
timundn veya belirli bir kismmni boyayan ve tekrarlayan dizilerden olusan problar

olmak iizere dort gruptan olusmaktadir.

Lokusa 0zgi problar; analiz edilecek genin yer aldig1 lokusa 6zgii DNA dizilerini
iceren 15-500 kilobaz (Kb) uzunlugunda tasarlanan problardir. Duplikasyon-
mikrodelesyon gibi yap1 anomalilerinin tespitinde, inversiyon-translokasyon gibi yap1

anomalilerinde gozlenen kirik noktalarmin tespitinde kullanilmaktadirlar.

Telomerik problar; 5-TTAGGG-3’ tekrar dizilerinden olusan, 2-15 Kb

uzunlugundaki telomer dizilerine 6zgii problardir.

Kromozomun tiimiiniin veya belirli bir kismimni1 boyayan problar; bir kromozomda
bulunan DNA dizilerine es olan problarin karigimlarmdan olusmaktadir (McNeil ve
Ried 2000).

Tekrarlayan dizi problari; alfa, beta, klasik satellit problari olarak ii¢ gruptan

olusmaktadir.

Alfa satellit problar; kromozomlarin sentromer bdlgelerine spesifik tekrar
dizilerinden olusan problardir. Bu sayede kromozomlarin sentromer bolgelerinin

tespitinde kullanilabilen problardir.

Beta satellit problar; akrosentrik kromozomlara, 9. kromozoma ve perisentrik

heterokromatin bolgelere 6zgii problardir.

Klasik satellit problar; AATGG tekrar dizilerinden olusan, 1., 9., 15., 16.
Kromozomlarin perisentrik heterokromatin bdlgelerine ve kromozom Y’nin q koluna

0zgl tasarlanmig problardir.

Bu problara ek olarak sinyal paternlerine gore tasarlanmis problar da
bulunmaktadir. Bu problara; translokasyon ve kirtk noktalarindaki yeniden
diizenlenmelere 6zgii problar ve lokusa 6zgii problar 6rnek gosterilebilir. Ozelliklerine
gore tasarlanan bu problar tek ve/veya ¢ift renkli, prob setlerinde ise li¢ ve/veya bes
renkle isaretlenmis olarak tasarlanabilirler (McNeil ve Ried 2000).

21



Calismalarimizda Miyelodisplastik Sendromu olgularinda gézlenen kromozom

anomalileri i¢in bes farkli prob kullanilmistir.

Kromozom 8 trizomisini saptamak ic¢in; CEN 8 FISH probu kullanilmistir. Bu
prob; kromozom 8’in sentromeri temsil eden yesil renk isaretli probtan
olusturulmustur. Bu probun uygulandigi normal hiicrelerdeki kromozomlarda iki yesil
sinyal gordlirken, trizomi gorilen hicrelerdeki kromozomlarda ti¢ yesil sinyal

gorulmektedir.

79 (7922) delesyonunu ve monozomisini saptamak igin; Del (7q) Delesyon gift
renkli FISH probu kullanilmistir. Bu prob; 7q22 bolgesini temsil eden kirmizi ve
7q31.2 bolgesini temsil eden yesil renk isaretli problarin karigimiyla olusturulmustur.
Bu probun uygulandigi normal hiicrelerdeki kromozomlarda iki kirmizi iki yesil
sinyal goriilirken, delesyon goriilen hiicrelerdeki kromozomlarda bir kirmizi iki yesil

sinyal gorulmektedir.

20q (20q12) delesyonunu saptamak igin; Del (20g) Delesyon cift renkli FISH
probu kullanilmistir. Bu prob; 20ql12 bolgesini temsil eden kirmizi ve 20ql13.1
bolgesini temsil eden yesil renk isaretli problarin karisimiyla olusturulmustur. Bu
probun uygulandig1 normal hiicrelerdeki kromozomlarda iki kirmizi iki yesil sinyal
goriliirken, delesyon goriilen hiicrelerdeki kromozomlarda bir kirmizi iki yesil sinyal

gorulmektedir.

59 (5931.2) delesyonunu saptamak icin; EGR1/5p15 cift renkli FISH probu
kullanilmistir. Bu prob; EGR1 genini temsil eden yesil ve 5q15 bolgesini temsil eden
kirmizi renk isaretli problarin karisimiyla olusturulmustur. Bu probun uygulandigi
normal hiicrelerdeki kromozomlarda iki kirmizi iki yesil sinyal gordlirken, delesyon

gorilen hiicrelerdeki kromozomlarda iki kirmizi bir yesil sinyal goértlmektedir.

Kromozom Y kaybmi saptamak igin; CEN X/Y gift renkli FISH probu
kullanilmistir. Bu prob; cinsiyet kromozomlar1 olan X icin yesil ve Y i¢in de kirmizi
renk isaretli problarm karigimiyla olusturulmustur. Bu probun uygulandigi normal
hiicrelerdeki kromozomlarda; erkekler igin bir yesil bir kirmizi, kadinlar igin de iki

yesil sinyal gorulmektedir.
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3. AMAC

Yapilan arastirmalarda miyelodisplastik sendromda bir¢ok kromozom anomalisi
tanimlanmistir. Bu anomaliler konvansiyonel sitogenetik ve FISH yontemleriyle tespit
edilebilmektedir. Miyelodisplastik sendromda; 5q (5q31.2) delesyonlari, kromozom 8
trizomisi, 7q (7q22) delesyonu ve monozomisi, , 20q (20q12) delesyonlar1 ve
kromozom Y kayb1 gézlenmektedir. Amacimiz; konvansiyonel sitogenetik ve FISH
yontemlerini kullanarak, miyelodisplastik sendrom tanili olgularda kromozomal
anomalilerinin sikligin1 belirlemek, prognoz ve tanida bu iki yontemin kullaniminin

avantaj ve dezavantajlarmi karsilastirarak tanida en etkin stratejiyi belirlemektir.
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4. GEREC VE YONTEMLER

Bu yuksek lisans tezi galismasinda Temmuz 2013- Subat 2017 tarihleri araliginda,
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal’na Kocaeli
Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali'ndan  ydnlendirilen
Miyelodisplastik Sendrom 06n tanili olgularn klinik ve laboratuvar sonuglari
retrospektif olarak incelenmistir. Hastali§in tanisinda 6nemli hematolojik parametreler

hastalarin dosyalarindan elde edilip retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Hastalarin takibinde Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Anabilim Dali
tarafindan istenen tum konvansiyonel sitogenetik ve FISH testleri Kocaeli
Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali Sitogenetik Laboratuvarinda
yapilmistir.

Olgularm kromozomlarmi incelemek igin G-Bantlama, kromozom 8 trizomisini,
79 (7922) delesyonunu ve monozomisini, 5q (5931.2), 20q (20912), delesyonlarini ve
kromozom Y kaybini gdzlemlemek amaciyla Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

yontemi uygulanmastir.

Calismada kemik iligi aspirasyon materyaline 24 saatlik kemik iligi kiiltiir yontemi
uygulanmistir. Kromozom analizi i¢in G-Bantlama yontemi uygulanmstir.
Kromozom 8 trizomisini; CEN 8 Prob, 7q (7q22) delesyonunu ve monozomisini; Del
(7q) Deletion Prob, 5q (5931.2) delesyonu EGR1/5p15 Dual Color Prob, 20q (20g12)
delesyonu; Del (20q) Deletion Prob ve kromozom Y kaybmni gézlemlemek i¢in de
CEN X/Y Dual Color Prob Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yodntemiyle

uygulanmaistir.

4.1. Kullanilan Soliisyonlar

Kemik iligi Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar
< Kiultur Besiyeri — Kemik Iligi Karyotip Medyum — Biological Industries
%+ Kolsemid Sollisyonu — Capricorn 10ul/ml
¢+ Hipotonik Soltsyon — 0,75 M KCI Cozeltisi — Merck

s Carnoy Fiksatifi — 1:3 Asetik Asit:Metanol — Merck
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G-Bantlama Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar

% PBS Sollisyonu - Merck
- 4 gNaCl +0,1g KCI + 0,57 g Na2POH4 + 0,1 g KH2PO4 + 500 ml su
% Tripsin — Multicell
- 0,0050 g Tripsin + 50 ml PBS Solusyonu
% Gurr Buffer — GIBCO
- 1 adet Gurr Buffer Tablet + 1000 ml su
% Leishmann Boya Kullanim Soliisyonu — Merck
- 1:4 Leishmann Boya Stok Sollisyonu:Gurr Buffer

FISH Yonteminde Kullanilan Soliisyonlar

X4

20xSSC — Merck

*,

- 48,5 g NaCl + 22,05 g Tri-Sodyum Sitrat Dihidrat + 250 ml su

*
o

2XSSC — Merck

- 50 ml 20xSSC + 450 ml su

>

D)

*

Etanol Serileri — Merck

*,

- %70’lik etanol ¢ozeltisi: 700 ml etanol + 300 ml su
- %85’lik etanol ¢ozeltisi: 850 ml etanol + 150 ml su

- %100’lik etanol ¢ozeltisi: 1000 ml etanol

*

0,4xSSC — Merck

*0

- 10 ml 20xSSC + 490 ml su

‘0

FISH Problari

D)

- Kromozom 8 trizomisini gozlemlemek icin sentromere 6zgi FISH
probu (Zytovision — Zytolight CEN 8 Probe) kullanildi.
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- 79 (7922) delesyonunu ve monozomisini gozlemlemek igin gene 6zgu
FISH probu (Cytocell - Del (7q) Deletion Probe) kullanildi.

D75139 767543

D752886

396kb 203kb

100kb
——

Cizim4.1. Cytocell - Del(7q) DeletionProbe sematik ¢izimi

- 5q (5031.2) delesyonu gozlemlemek icin gene 0zgl delesyon FISH
probu (Zytovision — Zytolight EGR1/5p15 Dual Color Probe)

kullanildi.
RH47863 RH67940
| 2
< —>
EGR1
~700 kb
Cen = 5931.2 » Tel
D10S18 RH41110
| g |
< B >
TERT
~615 kb
Tel < 5p15.33 » Cen

Cizim 4.2. Zytovision — Zytolight EGR1/5p15 Dual Color Probe sematik ¢izimi
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- 209 (20912) delesyonu gozlemlemek icin gene 6zgu delesyon FISH
probu (Cytocell - Del (20q) Deletion Probe) kullanild.

—
[ [ |
D20543 0205150

I I
331kb 139kb 174kb
100kb
——i

Cizim 4.3. Cytocell - Del (20qg) Deletion Probe sematik ¢izimi

- Kromozom Y kaybini gozlemlemek i¢in ise sentromere Ozgii FISH

probu (Zytovision — Zytolight CEN X/Y Dual Color Probe) kullanildi.

4.2. Kullanilan Cihazlar
% Ceker ocak
% Etlv — Heraeus
% Floresan ve 151k mikroskoplar1 — Olympus Bx51 ve Cx31
% Su banyosu — Hy-Bex
% Bozdolab1 — Vestel
%+ Hassas terazi (AND)
+ Denatiirasyon ve hibridizasyon cihazi — Hy-Chrome
% Susiticis1 — CVS

%+ Derin dondurucu - Arcelik
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*
°e

Santriftj — Universal 320 ve 320R

*
°e

Vorteks — Heidolph

o

Dijital saat

X/
o

Nem ve sicaklik olger — Hygro Termometre

X4

Hot plate

L)

4.3. Kullanilan Malzemeler
% 15 ml’lik santrifiij tiipii — Corning
¢ Yiizey ve sivi termometreleri
% Mikropipet ve pipet uglar1 — Eppendorf
s Pastor pipeti
% Enjektor — Setecoject
s pH metre
% Yapistirici — Fixo-Gum
% Elmas uclu kalem
% Kronometre
% Pens
s Mape
s Otoklav band1
¢ Tiip stand1
4.4. Kullanilan Cam Malzemeler
%+ Lam ve lameller — Superfrost Thermo Scientific
% Mezir
% Beher
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4.5. YOntemler

4.5.1. Kemik Iligi Kiiltiirii

Hastalara ait kemik iligi aspirasyonu materyali kiiltiiri i¢in asagidaki islemler

sirastyla uygulanmaistir.

1.

Her hasta i¢in mitotic ajan icermeyen hazir besiyeri iki ayr1 santrifiij tiipiine 5

ml paylastirilarak ekim siiresine kadar 1sinmalar1 i¢in 37°C’lik etiive birakildi.

Tiplere 0,4 ml heparinize edilmis kemik iligi materyali damlatilarak ekim

yapildi ve 37°C’lik etiive hiicrelerin {iremesi i¢in koyuldu.

Ekimin 22. Saatinde hiicreleri metafaz evresinde durdurmayi saglamasi
amaciyla 0,2 ml colsemid (kolsisin) eklemesi yapidi ve tiipler tekrar 37°C’lik

etive koyuldu.

Ekimin 24. Saatinde hiicrelerin dibe ¢Okelmesini saglamak igin tipler 1500

rpmda 8 dakika santrifiije alind.

Hipotonik sok icin tlplere 0,75 M KCl ilave edildi ve 37°C’lik etiivde 1 saat
inkube edildi.

Inkiibasyondan sonra hiicrelerin dibe ¢dkmesini saglamak igin 1500 rpmda 8
dk santrifiij edildi ve 1:3 oraninda Cornoy fiksatifi ile fikse edildi. Bu islem 4
kez tekrarlandi ve bdylece parcalanmis hiicreleri ve artiklar uzaklastirilmis

oldu.

4.5.2. Preparatlarin Hazirhg,, G-Bantlama ve Analiz

Hastalara ait kemik iligi aspirasyonu materyali kiiltiiriine sitogenetik analiz i¢in

asagidaki islemler sirasiyla uygulanmastir.

1.

Yikama islemlerinden sonra, 25°C ve %55-60 nem oranindaki ortamda tliplerdeki
slipernatant atilip pelletten birkag damla slayta yayildi. Yayma isleminden
sonra 1:3 oraninda taze hazirlanmis Cornoy fiksatifi slayta damlatild1 ve slayt

kurumaya birakild.
Kuruyan slaytlar yaslanma islemi i¢in 60°C’lik etiivde 20 dakika inkiibe edildi.

Yaglanma iglemi tamamlanmis slaytlar sirasiyla; tripsin ve fosfat buffer salin (PBS)
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cozeltilerinden gecirildi.

4. Slaytlar 1:4 oraminda hazirlanmis Leishman boyasi kullanimin soliisyonuyla 1 dakika

boyandi.

5. Hazirlanan slaytlar 151k mikroskobuyla tarandi ve metafazlar Cytovision
Version 7.2 Build 147 sisteminde her bir hasta i¢cin metafaz sayis1 ve kalitesine
bakilarak 2-20 metafaz analiz edildi. Metafazla ISCN 2013°¢ gore
degerlendirilmeye alind1 (Shaffer 2013).

4.5.3. FISH Yontemi ve Analizi

Hastalara ait kemik 1iligi aspirasyonu materyali kiiltiiriine FISH yontemi ve

analizi i¢in asagidaki islemler sirasiyla uygulanmistir.

1. Tiiplerdeki siipernatant atilip pelletten birka¢ damla slayta yayildi. Yayma
isleminden sonra 1:3 oraninda taze hazirlanmis Cornoy fiksatifi slayta

damlatild1 ve slayt kurumaya birakildi.

2. Kuruyan slaytlar sirasiyla; 2xSSC, %70, %85 ve %100’liik etanol serilerinden
2’ser dakika gecirildi ve slaytlar tekrar kurumaya birakildi.

3. Kullanilacak problar her bir ¢alisma i¢cin 10 pl olacak sekilde ependorflara alindi
ve slaytlarla birlikte 37°C’lik etiivde bekletildi.

4. Isik almayan ortamda kullanilacak problar, slaytlarda hiicre yogunlugunun ¢ok
oldugu bolgeye muamele edildi ve lizerleri lamel yardimiyla hava almayacak

sekilde kapatildi.

5. Slaytlar 1sitic1 tizerinde 10 dakika denature edildi. Bu siire sonunda slaytlar
nemli ve karanlik bir kutuya alinip 37°C’lik etiivde 16-17 saat hibridizasyon
i¢in birakild1.

6. Hibridizasyon sonrasinda slaytlarin iizerlerindeki lamellar dikkatlice kaldirild1
ve slaytlar 6nce; 72°C’lik su banyosunda 1 dakika sonra da 10 pl Tween 20

iceren 2xSSC soliisyonunda 30 saniye yikandi ve kurumaya birakildi.

7. Slayt tizerlerinde prob muamele edilmis bolgelere 10 pl DAPI Antifade eklendi

ve lamel yardimiyla hava almayacak sekilde kapatildi.

8. Hazirlanan slaytlar 151k almayan mapelere yerlestirildi ve +4’lik buzdolabinda

muhafaza edildi.

30



9. Hazirlanan slaytlar floresan mikroskobuyla, 100X objektifte tarandi. Her bir
hasta icin; ¢ekirdek smirlar1 belli, sinyallerin giiclii ve net oldugu 100-200
hucre analiz edildi.
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5.BULGULAR

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik ve Molekiiler Biyoloji

Laboratuvarinda yiiriitiillen bu tezde Miyelodisplastik Sendrom Ontanisi almig 143
hastadan alman kemik iligi aspirasyon materyaline; kemik iligi kiiltiirii, G-Bantlama
ve Floresan In Situ Hibridizasyon teknigi uygulanmis ¢ikan sonuglar retrospektif
olarak degerlendirilmistir.
Olgularin yas ortalamasi 67,9 (42-92) ve kadin/erkek oran1 71/72 olarak bulunmustur.
Olgularimizin; cinsiyet, yas, trombosit (PLT), eritrosit (RBC), anemi (HGB), nétrofil
(NEU), lokosit (WBC) ve sagkalim verileri olgu dosyalarindan elde edilmistir.
Olgulara ait yas, cinsiyet ve bazi hematolojik parametrelerin dagilimi Cizelge 4.1.de
verilmistir.

Cizelge 5.1. Miyelodisplastik Sendrom 6ntanili olgulara ait yas, cinsiyet ve ilgili
hematolojik parametrelerin dagilimi

Bulgu Olgu sayis1
Cinsiyet K/E 71/72
Yas 67,9 (42-92)

PLT <152x10"3/uL/>348 x10"3/uL | 5,06/578,5

RBC <4,06x10"6/uL/>5,63x10"6/uL | 1,68/5,9

HGB <12,5g/dL/>16,3g/dL 5,33/16,23

NEU <1,7x10"3/uL/>7,6 x10"3/uL | 0,03/93,6

WBC <3,6x10"3/uL/>10,2 x10"3/uL | 0,56/71,67

Bu ¢aligmada baz aldigimiz gruplar, FISH ile birlikte konvansiyonel sitogenetik
caligilan olgular ve sadece FISH calisilan olgular olmak iizere iki ana gruba ayrilarak

degerlendirilmistir.
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[lk grup olan FISH ile birlikte konvansiyonel sitogenetik ¢ahsilan grup
103(%72,1), sadece FISH ¢aligilan grup ise 40(%27,1) olgudan ibarettir.

FISH ile birlikte konvansiyonel sitogenetik calisilan grupta 14 (%13,6) olguda
anomali tespit edilmistir. Sadece FISH calisilan grupta 12 (%30) olguda anomali

saptanmistir.

Calismada analizi yapilan FISH olgularmin tamami degerlendirildiginde anomali
goriilenlerin sayist 27 olup oranit %18,9 olarak bulunmustur. Bu olgularin sadece

1’inde birden fazla anomali saptanmistir.
5.1. Sitogenetik Bulgular

Konvansiyonel sitogenetik analiz calismasi 103 olguya (%72) yapilmis fakat
bunlarin 74’tinde (%71,8) kromozom elde edilerek anlamli sonu¢ bulunmustur. Analiz
asamasinda yeteri kadar yada degerlendirilecek kalitede metafaz saptanamamasindan
otliird 29 (%28,2) olgunun kromozom analizi sonucu bulunamamistir. Bunlarin
disindaki 40 (%27) olgu ise kromozom analizi calismasi yapilmayan grupta
bulunmaktadir.

Calismada yer verilen olgulardan kromozom analiz sonucu saptanan 74 olgunun
61’inde (%82,4) normal karyotip goriilmiistiir. Caligmadaki kromozom analizi yapilan

13 (17,6) olguda ise anomaliler bulunmustur.

Cizelge 5.2. Gozlenen sayisal/yapisal kromozom anomalilerinin oranlari

H(+2)
H(+3)
u(+4)
H (+8)
m (+9)
B (+16)
H(+17)
H (+21)
(+22)
H (+X)
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Calismada kromozom anomalisi saptanan 13 olgunun 8’1 (%61,5) kadmn, 5’i
(%38,5) ise erkek olgulara aittir. Kromozom analizi ¢aligmasina alinan ancak
degerlendirilebilecek metafaz elde edilemeyen 29 (%28,2) olgunun 12’si (%41,4)
kadin iken 17’°si (%58,6) erkek olgulardan olusmaktadir. Kromozom analiz yontemi
uygulanmayan 40 (%38,8) olgunun 15’1 (%37,5) kadinlardan olusurken 25’1 (%62,5)

erkek olarak belirlenmistir.

Karyotip analizi ile gozlenen sayisal/yapisal kromozom anomalilerinin oranlari

Cizelge 5.2.de verilmistir.
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Cizelge 5.3. Karyotip analizi ile gdzlenen anomalilerin oranlar1

Vakano [Yas |[Cinsiyet|Karyotip Vakano |Yas Cinsiyet|Karyotip
1|66 |k X 73|71 E 46,XY[15]
2|79 E X 74(42 E DMB
3[76 [k X 75|71 E 46,XY[16]
477 [k DMB 76|66 K 46,XX[20]
s(s8 |[E 46,XY[16] 77|76 E 46,XY[15]
671 |[E 46,XY[11] 78|54 K 46,XX[10]
7|57 |[E 46,XY[6],45,X,-Y[4],47,XY,+9[3],+16[2] 79(77 K 46,XX[11]
g[s3  |[E 46,XY[16] 80(72 E 46,XY[16]
9|67 E 46,XY[7] 81|70 E 46,XY[12]

10(72 K DMB 82|74 E 46,XY[11]
11|75 |[E DMB 83[69 K 46,XX[4],45,XX,-5[4]
12(72 E DMB 84|79 K DMB
13(72 |k 46,XX[17] 85|64 E 46,XY[9]
1465 |K 46,XX[19] 86|71 K X

15(76 |k 46,XX[20] 87|69 K 46,XX[8],46,XX,-18(p11)[2]
16/54 [k 46,XX[20] 88|53 K 46,XX[17]
17l61  |K 46,XX[11],47,XX,+4[4],+17[2],+21,[2],+22,[2] 89|62 K 46,XX[11]
18|61 K 46,XX[18] 90(71 K 46,XX[20]
19(61  |K 46,XX[20] 91|75 E 46,XY[6]
20(52 K 46,XX[11] 92|74 K DMB
21|57 K 46,XX[13] 93|76 K DMB
22|49 |K 46,XX[2] 94|74 E 47,XY,+8[6], 46,XY,del(12)(p13)[5],46,XY[7]
23|85 |k X 95|66 K 46,XX[5]
24|72 |K 46,XX[19] 96|70 E 46,XY[9]
25|65 E DMB 97|76 E X

26|55 E DMB 98|74 K DMB
27|65 E DMB 99|60 E DMB
2854 |E DMB 100|75 K 46,XX[7]
29(72 |k 46,XX[15] 101(84 K 46,XX[9]
30|82 E 46,XY[11 102|76 E X

31|61 |K 46,XX[12] 103|63 K 46,XX[3]
32[50 |k 46,XX[17] 104[65 E 46,XY[13]
33|72 |E 46,XY[20] 10568 K 46,XX[8]
34|75 K DMB 106|75 E 46,XY[5]
35|56 E DMB 107{73 E 46,XY[4]
36[72 E 47,XY,+4[4],+8[3],+16[3],45,XY,-9[16] 108)|66 K 46,XX[6]
37|75 |k 46,XX[20],inv(9)(p11q12)[15] 109|77 K 46,XX[3]
38(78 K 46,XX[16] 110|60 K DMB
39|70 |E 46,XY[20] 11146 K 46,XX[9]
40|65 |E 46,XY[8] 112(74 K 47,XX,+X[14]46,XX[2]
41|50 K DMB 113|77 K X

42|56 K DMB 114|68 E X

43|65 E DMB 115|71 E X

44|68 |E 46,XY[11],47,XY,+8[5] 11670 K X

45(69 E 46,XY[11],47,XY,+8[5] 117|64 K X

46|55  |K 46,XX,[12],47,XX,+2[2],+3[6],45,X,-X[4] 118|65 K X

47171 |K 46,XX,[20] 119|56 E X

48|85 K DMB 120|58 E X

49|82 |k 46,XX[5] 121|74 E X

50(63 E DMB 122(81 E X

51|72 E DMB 123[59 E X

52|70 E X 124|58 E X

53|51 E DMB 125[69 E X

54(55 E 46,XY[14] 126|61 E X

55|76 |K 46,XX[10] 127|77 K X

56(87 E DMB 128|70 E X

57|70 E DMB 129(78 E X

58|63 E 46,XY[4] 130{79 K X

59|61 E 46,XY[6] 131{92 E X

60|68 K 46,XX[20] 132|51 E X

61[65 K DMB 13368 E X

62|68 K X 134|67 E X

63(73 E 46,XY[6] 135|63 E X

64|71 E DMB 136|72 K X

65|76  |K 46,XX[14],47,XX,+2[3],+3[3] 137|81 E X

66|54 |K 46,XX[17] 138|72 E X

67|61 K 46,XX[6] 139(83 K X

68(45 K 46,XX[3] 140|168 E X

69|67 K 46,XX[5] 141{78 K X

70(48 K 46,XX[2] 142|178 E X

71|72 E DMB 143|53 K X

72|72 |E 46,XY[14]

Analiz yorumlarinda; X(Calisma  yapilmadi), Analiz  yorumlarinda;
DMB(Degerlendirilecek metafaz bulunamadi), [ J(Analiz edilen hiicre

say1s1)
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Cizim 5.1. 83 nolu olguya ait karyogram. Olguda 46,XX,del(5)(g31,2) [4]

karyotipi saptanmustir.
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Cizim 5.2. 8 nolu olguya ait karyogram. Olguda 46,XY[6],45,X,-
Y[4],47,XY,+9[3],+16[2] karyotipi saptanmustir.
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Cizim 5.3. 36 nolu olguya ait karyogram. Olguda 47,XY,+4[4,+8[3],+16[3],
45,XY,-9[16] karyotipi saptanmustir.
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Cizim 5.4. 65 nolu olguya ait karyogram. 46,XX[14],47,XX,+2[3] ,+3[3] karyotipi

saptanmistir.
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Cizim 5.5. 94 nolu olguya ait karyogram. Olguda 47,XY,+8[6],
46,XY,del(12)(p13)[5],46,XY[7]karyotipi saptanmustir.
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Cizim 5.6. 112 nolu olguya ait karyogram. Olguda 47,XX,+X[14]46,XX[2]

karyotipi saptanmistir.
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5.2. Molekdler Sitogenetik Bulgular

Calismamizda olan 143 olguya delesyon ve sentromer bdlgelerine 6zgi problar

kullanilarak FISH analiz ¢caligsmasi yapilmistir. Yapilan analizler neticesinde;

Kromozom 5 anomalileri

Calismamizdaki 143 olgudan kromozom 5 anomalisi saptananlar bulunmaktadir.
Kromozom 5 anomalileri olgularin 11’inde gdzlenmistir. Olgulardaki kromozom 5

anomali oram %7,7 dir.

Kromozom 7 anomalileri

Calismamizdaki 143 olgulardan kromozom 7 anomalisi saptananlar bulunmaktadir.
Kromozom 7 anomalileri olgularm 2’inde gozlenmistir. Olgulardaki kromozom 7

anomali orani1 %0.4 tir.

Kromozom 8 anomalileri

Calismamizdaki 143 olgulardan kromozom 8 anomalisi saptananlar bulunmaktadir.
Kromozom 8 anomalileri olgularin 5’inde gozlenmistir. Olgulardaki kromozom 8

anomali oran1 %3,5 tir.

Kromozom 20 anomalileri

Calismamizdaki 143 olgulardan kromozom 20 anomalileri saptanan veriler elde
edilmistir. Kromozom 20 anomalileri olgularin 6’sinda gozlenmistir. Calismamizda
kromozom 5 anomalilerinden sonra en fazla saptanan anomalidir. Olgulardaki

kromozom 20 anomali oranm1 %4,2 dir.

Kromozom Y anomalileri

Calismamizdaki 143 olgulardan kromozom Y anomalileri saptanan veriler elde
edilmistir. Kromozom 20 anomalileri olgularin 3’linde gdzlenmistir. Olgulardaki

kromozom Y anomali oranm1 %2,1 dir.

42



Cizelge 5.4. FISH yontemiyle tespit edilen kromozom anomalilerinin dagilimi

M (delsq)
M (del7q)
= (+8)
M (del20q)
()

Yapilan FISH analizinde metafaz kromozomlarinda ve interfaz nukleusunda sinyal

goruntmleri ve degerlendirmeleri Cizim 4.2.da verilmistir.
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Cizim 5.7. FISH analizinde metafaz kromozomlarinda ve interfaz nukleusunda sinyal

goriliniimleri ve degerlendirmeleri
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Cizelge 5.5. Anomali gozlenen olgularin FISH ve karyotip sonuglari

\ngka Karyotip 5q del. 7q del. 20q del. |Trizomi 8 |Mono Y
6(46,XY[11] ) ) () () %25(+)
7|46,XY[6],45,X,-Y[4],47,XY,+9[3],+16[2] %5(+) e ) ) X
9l46,XY[7] () %12(+) () ) Q)

11{pmB ) () Q) () %100(+)
1746, XX[11], X, +4[4],+17[2],+21,[2],+22,[2] 0 @) @) ) X
23[X 0620(+) ) %20(+) |(-) X
29[46,XX1(9;22)(q34;q11)[20] (-) (-) ) () X
36(47,XY,+4[4],+8[3],+16[3],45,XY,-9[16] Q) Q) ) sy X
3746,XX,inv(9)(p11q12)[15] () () () Q) X
4447, XY ,+8[5],46,XY[11] ) () () ) ()
4547, XY ,+8[2],46,XY[5] 67 (+) () Q) Q) ¢
46[47,X X, +2[2]+3[6],45,X,-X[4] () () () DMB X
47[46,XX,[20] %7 (+) () () HY X
48|DMB %46 (+) Q) Q) HY X
62[X %46 (+) X X X X
6547, XX, +2[3],+3[3] ) Q) Q) ) X
71/DmMB ) Q) %51 (+) |() Q)
73(46,XY[15] (-) ©) ) 0690(+)  |(-)
83[46,XX[4],46,XX,del(5)(q31.2)[4] 637 (+) B (-) () X
87[46,XX[8],46,XX,-18(p11)[2] () () ) ) X
92|DmMB %89(+) Q) Q) Q) X
94[47, XY ,+8[6],46,XY, del(12) (p13)[5] @) 8 @) %7,5(+) |()
106[46,XY[5] ) Q) () %50 (+) ()
110/DMB %58(+) Q) Q) ¢ X
11247, XX, +X[14]46,XX[2] () () ) () X
123[x ) Q) %20(+) |() Q)
124X ) Q) %20 (+) |() Q)
125[X %99 (+) () Q) Q) ¢
126X ) ) () () %6(+)
131X %80(+) () Q) Q) Q)
132[x ) %6 (+)  |() Q) Q)
133[x ) () %6 (+) () Q)
134X ) ) Q) %32 (+) ()
137|x ) () Q) %7 (+)  |106)
141]x Q) Q) %8,5(+) () Q)
Analiz yorumlarinda; (-) (Normal), X(Calisma yapilmadi),

DMB(Degerlendirilecek metafaz bulunamadi) , [ ](Analiz edilen hiicre sayisi),

HY (Hiicre yetersiz), SY (Sinyal yetersiz) kisaltmalari ile ifade edildi.
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Cizim 5.8. 9 nolu olguya ait Cytocell - Del (7q) Deletion Probe FISH analizi

goriintiisii. 2 yesil, 1 kirmizi sinyal paterni 7q(7q22) delesyonunu temsil etmektedir.

Cizim 5.9. 23 nolu olguya ait 20q (20g12) delesyon FISH probu Cytocell - Del (20q)
Deletion Probe FISH analizi goruntusi
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Cizim 5.10. 6 nolu olguya ait 5q (5931.2) Zytovision — Zytolight EGR1/5p15 Dual
Color Probe FISH analizi goruntusu

Cizim 5.11. 83 nolu olguya ait 5q (50931.2) delesyon Zytovision — Zytolight
EGR1/5p15 Dual Color Probe FISH analizi gorintisi

47



Cizim 5.12. 73 nolu olguya ait Kromozom 8 trizomisi Zytovision — Zytolight CEN 8
Probe FISH analizi goruntusu

Cizim 5.13. 11 nolu olguya ait Kromozom Y kaybi Zytovision — Zytolight CEN X/Y Dual
Color Probe FISH analizi gérintisu
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6. TARTISMA

Myelodisplastik sendrom (MDS), klinik bulgular1 homojenlik géstermeyen bir grup
hastaligidir. Kemik iliginde normal olmayan hiicresel proliferasyonla seyreder. Periferik
kanda hiicre sayisinda azalma sik rastlanan bir durumdur. MDS’de asil problem
sitopenilere bagli morbidite ve AML’ye doniisiim riskidir. MDS i¢in ileri yas hastaligi
denebilir. Tleri yastaki hastalarda agiklanamayan sitopeniler varsa MDS dncelikle
diistiniilmesi gereken durumlardandir.

EGRI geni, erken biiylime yanit1 faktorii olarak bilinmektedir. NGFI-A, Zif268, Krox
24 ve Tis8 olarak da adlandirilmaktadir. Egrl hiicre farklilasmasi ve hiicre
proliferasyonunda rol oynamaktadir. Kromozom 5’in uzun kolunda q31.2 lokusunda yer
alan EGR1 geninin delesyonu veya kromozom 5 monozomisi akut miyeloid 16semi (AML)
ve miyelodisplastik sendrom gibi farkli hematolojik malignitelerde gbézlenmektedir. Bu
hastalarin periferik yayma ve kemik iligi aspirasyonu ile degerlendirilmesi gerekir.
Populasyonda goriilme sikligi yasa gore degiskenlik gosterir. Hastalarda anemi, nétropeni,
trombositopeni gibi bulgular gézlenmektedir.

MDS’nin konvansiyonel sitogenetik, molekiler genetik ve FISH yontemleriyle
belirlenmesi mimkdnddr.

Kullanilan yontemler birbirlerini tamamlayict 6zellikte olup hastaligin tam1 ve
tedavisinde saglikli yonlendirmeler yapmaktadir.

Bu ¢alismada Myelodisplastik sendrom ontanisi ile gelen 143 olgunun 71’1 kadin 72’si
erkeklerden olugsmaktadir. Erkek kadin orani1 1,01°dir. Kemik iligi materyallerine FISH ve
konvansiyonel sitogenetik analiz islemleri yapilmistir. Arastirmamiz sonucunda bulgular

tartisilmistir.

Calismamizda ele aldigimiz 143 olgunun 103’iine konvansiyonel sitogenetik
caligmast yapilmistir. Sonucuna ulastigimiz olgu sayis1 74’tiir (%71,8). Bu olgularin
61’inde (%82,4) normal karyotip sonucu elde edilirken 13 (%17,6) farkli olguda
kromozom anomalileri bulunmustur. Bizim c¢alismamiz sonucunda kromozom 5
anomalisi 11 olguda bulunmus olup saptanan anomaliler arasinda en yiiksek olgu
sayisina sahiptir. Kromozom 7 anomalisi saptanan olgular oran1 %0,4, kromozom 8
anomali orani ise %3,5, kromozom 20 anomalisi oran1 %4,2, kromozom Y anomali

orani %?2,1 dir.
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Maura Romeo ve arkadaslarinin 40 olgu {izerinde yaptiklar1 ¢caligmada 15 kadin ve 25
erkek olgu oldugu, medyan yas da 64,1 olarak bildirilmistir. Bizim ¢aliymamizda da erkek
olgu sayist daha fazla olup medyan yas 67,9’dur. Kromozom 5 anomalisi saptadiklar1 olgu
sayist 6 olarak belirtilmistir. Gao ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise 50 olgu
degerlendirilmis ve bu olgularin %50’sinde kromozom anomalisi tespit edilirken %40’ inda
FISH anomalisi tespit edilmistir. Olgularin %6’sinmm FISH bulgularinda kromozom 5
anomalisi, %20’sinde kromozom 7 anomalisi, %6’smnda kromozom 20 anomalisi,
%20’sinde kromozom 8 anomalisi ve %2’sinde Y kromozomu anomalisi tespit edilidigi
bildirilmistir. Kokate ve arkadaslar1 136 olguda FISH yontemiyle %39,7 oraninda anomali
tespit etmislerdir. Maura Romeo ve arkadaglarinin ¢alismasiyla bizim ¢alisma sonuglarimiz
uyumluluk gosterirken Gao ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismayla uyum gostermemektedir.
Bizim c¢alismamiz benzer ¢alismalardan bazilariyla kiyaslandiginda anomali goriilme
sikliginin az oldugu dikkat ¢cekmektedir. Bunun sebebinin; olgularin hastalik evrelerinin
dagilimmin farkli ve hiicre kiiltiir teknigi farkliliklarindan olabilecegini diistinmekteyiz.
Bununla birlikte gozlenen yapisal anomalilerden biri de inv(9)(p11g12) bulgusudur. Bu
perisentrik inversiyon, polimorfizm olarak kabul edilmektedir ve fenotipe etkisi
beklenmemektedir (Mozdarani ve dig. 2007).

Calismada yapilan sitogenetik analiz yontemiyle tespit edilemeyen olmasi miimkiin
anomalileri saptamak i¢cin molekiiler sitogenetik analizlere de bagvurulmaktadir. FISH bu
yontemlerden biridir. Yaptigimiz ¢alismayi gruplara ayirdigimizda; FISH yOntemiyle
analizleri yapilan olgu grubu ve hem FISH hem de konvansiyonel sitogenetik ¢alisilan olgu
grubundan olugmaktadir. FISH-Konvansiyonel sitogenetik birlikte ¢alisilan olgu grubunda
her iki ¢alismada da anomali bulunan 4 olgu vardir. Bu verilerin oran1 %5,4’tiir. Sadece
FISH caligilan olgu grubunun sayist 40’tir. Bu grupta tespit edilen anomali olgu sayist ise
12°dir. Sadece FISH calisilan ve anomali saptanan olgularin orani %30’dur. Bu sonugta
gostermektedir ki FISH, konvansiyonel sitogenetik analiz yonteminin saptayamadigi
anomalileri yakalamustir. Clinkii FISH, interfaz evresi hicresiyle ¢alisma yapilabilen bir
tekniktir. Dolayisiyla daha fazla hiicre kullanilarak daha genis tarama imkam
saglamaktadir. Bununla birlikte FISH’le tespit edemedigimiz ancak sadece sitogenetikle
tespit edebildigimiz monozomiler, trizomiler, delesyon ve inversiyon gibi yapisal
anomaliler gézlemledik.

Bu nedenden dolayr da MDS’de olgulara FISH ile birlikte konvansiyonel sitogenetik

analizinin de uygulanmasi gerektigi dngoriilmektedir.
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7. SONUC VE ONERILER

Temmuz 2013-Subat 2017 tarihleri araliginda, , Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dal’na, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
Anabilim Dali’ndan ydnlendirilen Miyelodisplastik Sendrom 6ntanili 143 olgunun
kemik iligi orneklerine konvansiyonel sitogenetik ve FISH analizi yapilmis ve
sonuglar1 incelenmistir. Caligmada elde ettigimiz veriler yapilan diger ¢aligmalarla
uyumluluk gostermektedir.

Bu sonuglar dogrultusunda Miyelodisplastik Sendrom’un tani ve prognozunda
FISH le birlikte konvansiyonel sitogenetik analiz yonteminin birlikte ¢alisiimas1 daha

anlamli sonucuna ulagsmaktayiz.
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