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Akut lenfoblastik I6semili hastalarda MYC gen bolgesindeki yeniden diizenlenmelerin

konvansiyonel sitogenetik ve floresan in situ hibridizasyon yontemleriyle incelenmesi
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OzZET

Amag: Bu calismada akut lenfoblastik I6semili (ALL) has-
talarda MYC gen bdlgesindeki yeniden dizenlenmelerin
konvansiyonel sitogenetik ve interfaz FISH yéntemleriyle
incelenmesi amaclanmistir.

Yontemler: Calisma, ALL tanisiyla laboratuvarimiza gén-
derilen 25 olgudan alinan kemik iligi érneginde gercek-
lestirildi. On dort gocukluk ¢agr ve 11 yetiskin ALL hasta-
sI incelendi. Konvansiyonel sitogenetik inceleme igin G
bantlama yontemi, Floresan in situ hibridizasyon (FISH)
yontemi icin MYC breakapart probu (Cytocell) kullanildi.

Bulgular: Toplam 25 olgunun 2’sinde (%8) degerlendiri-
lebilecek metafaz elde edilemedi. Kromozom analizi ger-
ceklestirilen 23 olgunun 9'unda (%39,1) normal karyotip
saptanirken, 6 olguda kromozom sayi anomalileri, 4 olgu-
da yapi ve 4 olguda ise hem sayi hem de yap1 anomalileri
g6zlendi. MYC gen bdlgesini igine alan tek sitogenetik
anomali olarak bir olguda (%4) 1(8;14)(q24;932) saptan-
di. Olgularin timunde FISH analizinden sonug alindi ve 3
olguda (%12) MYC bdélgesinde FISH yontemi ile yeniden
dizenlenme oldugu gosterildi.

Sonug: ki ydntem karsilastirildiginda MYC gen bélge-
sinin yeniden dlzenlenmelerinin gdsteriimesinde FISH
yonteminin daha duyarli oldugu, ancak konvansiyonel
sitogenetik yontemlerin de kromozomlarda meydana ge-
len tim degisimlerin ortaya konmasinda etkili oldugu g6z-
lendi. Bu nedenle tek bir anomali arastirilan durumlarda
dahi iki yéntemin birlikte kullaniminin daha etkili olacagi
sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Akut lenfoblastik 16semi, MYC, si-
togenetik, floresan in situ hibridizasyon

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate rear-
rangements at the region of MYC gene by conventional
cytogenetics and interphase FISH methods in patients
with acute lymphoblastic leukemia (ALL).

Methods: The study was carried out on bone marrow
specimens of 25 ALL patients who were referred to our
laboratory. Fourteen children and 11 adult ALL cases
were examined. Conventional cytogenetic analysis was
performed using G banding technique and fluorescence
in situ hybridization technique was applied using MYC
breakapart probe (Cytocell).

Results: Totally, in 2 of 25 cases available metaphases
were not obtained. While in 9 of 23 cases were found to
have normal karyotype (39.1%), numerical chromosomal
abnormalities were detected in 6 cases, structural abnor-
malities in 4 and both numerical and structural abnormali-
ties were found in 4 cases.

In one case (4%) 1(8;14)(924,;932) was found as a cyto-
genetic aberration in which MYC gene locus involved.
FISH analysis was performed successfully in all cases
and MYC rearrangements were found in 3 cases (12%)
by FISH method.

Conclusion: By comparing two techniques, it was ob-
served that FISH method showed more sensitivity, how-
ever conventional cytogenetic techniques were also ef-
fective to reveal all changes of the chromosomes. There-
fore, we concluded that it would be more efficient to use
of these two techniques together. J Clin Exp Invest 2015;
6(1): 21-26
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GIRIS

Akut lenfoblastik 16semi (ALL), kemik iliginden ko-
ken alan progenitor lenfoid hicrelerin artmasiyla
seyreden malin bir hastaliktir. ALL, ¢ocukluk ¢agin-
da en sik g6zlenen kanser tiru olup, tim kanser-
lerin %30’unu, tim Iésemilerin ise %75-80'ini olus-
turmaktadir. Yetiskinlerde ise I6semilerin % 15’ini
olusturmaktadir [1-3].

ALL'nin 6nemli belirteclerinden biri 16semik
hlcrelerde meydana gelen kromozom anomalileri
ve genetik degisimlerdir [3,4]. Yapilan calismalar,
ALL'ye 6zgu tekrarlayan birgok kromozom sayi ve
yap! anomalisi oldugunu ortaya koymustur. Bu ano-
malilerin tanimlanmasi, hastaligin molekuler geneti-
gi ve hematopatolojisinin anlasiimasina énemli kat-
kilar saglamistir [5-8].

MYC onkogenini (avian myelocytomatosis vi-
ral oncogene homolog) icine alan 8g24 bdlgesinin
yeniden duzenlenmeleri ALL'de sik gorllen genetik
degisimler arasinda yer almaktadir. MYC geninin
kodladigi protein, ¢ok islevli bir gekirdek fosfoprote-
ini olup hiicre déngusunun ilerleyisinde ve apoptoz-
da rol oynar. Bu genin onkogenik aktivasyon kazan-
masina neden olan yeniden dizenlenmeler; t(2;8)
(p11;924), t(8;14)(924;932) ve 1(8;22)(q24;911) ye-
tiskin ALL olgularinin %5’inde, ¢ocukluk ¢agi ALL
olgularinin da %2-5’inde gézlenmektedir [8,9].

Akut lenfoblastik I6semili hastalarda sitogenetik
analiz, hem hastaligin patofizyolojisinin anlagiima-
sI hem de prognoz agisindan blyik éneme sahip-
tir [10]. ALL’'de gbézlenen kromozom anomalilerinin
saptanmasi icin konvansiyonel sitogenetik ve FISH
yontemleri kullaniimaktadir. Konvansiyonel sitoge-
netik inceleme tim kromozomlarin incelenmesine
olanak sagladigi i¢in daha bilgi verici olsa da hem
teknik kisitlamalari hem de ¢ézUnurlGgdnun kisith
olmasi nedeniyle tamamlayici yontemlere gerek du-
yulmaktadir. interfaz FISH yéntemiyle metafaz elde
etmeye gerek olmadan arastiriimak istenen kromo-
zom anomalisi veya gen bolgesi goruntilenmekte-
dir [11].

Bu calismada, akut lenfoblastik 16semili hasta-
larda konvansiyonel sitogenetik yontemlerle olgula-
rin kromozom analizi, interfaz FISH yontemiyle de
MYC gen boélgesindeki yeniden diizenlenmelerin
arastiriimasi ve her iki ydntemle elde edilen sonug-
larin karsilastirilmasi amaglanmistir.

YONTEMLER

Olgular

Calisma, i.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi i¢ Hasta-
liklari Hematoloji Bilim Dall, istanbul Tip Fakdiltesi
ic Hastaliklari Hematoloji Bilim Dali ile istanbul Tip
Fakultesi Cocuk Saghgdi ve Hastaliklari Anabilim
Dal’'ndan laboratuvarimiza ALL tanisiyla génderi-
len toplam 25 hastanin kemik iligi 6érneginde ger-
ceklestirilmistir. Olgu grubunu, 14 gocukluk ¢agi, 11
yetiskin ALL hastasi olugturmustur. Cocuk ALL olgu
grubunu 10 erkek, 4 kiz, erigkin olgu grubunu ise
7 erkek, 4 kadin hasta olusturmustur. Calisma igin
etik kurul onay raporu ve hastalar veya hasta ya-
kinlarinin timunden bilgilendirilmis onam alinmistir.

Yontem

Sitogenetik analiz icin G-bantlama, MYC gen bdlge-
sindeki yeniden dizenlenmeleri arastirmak amaciy-
la da interfaz FISH yontemi uygulanmistir.

Sitogenetik analiz

Kemik iligi aspirasyon biyopsi orneklerine gece
boyu kolsemid inklbasyonu ve 24 saatlik kultar
yontemi ile GTL bantlama yontemi uygulanmistir.
Her hastadan metafaz sayisina ve kalitesine bag-
Ii olarak 3- 35 (ort. 19,1) metafaz analiz edilmistir.
Analiz edilen metafazlar ISCN 2013’e gére deger-
lendirilmigtir [12].

FISH yontemi

MY C gen bélgesindeki yeniden dizenlenmeleri tes-
pit etmek amaciyla MYC breakapart probu (Cyto-
cell) kullaniimistir. inceleme Nikon Eclipse E600W
floresan mikroskobunda 100X objektifte DAPI/
FITC/Texas Red uglu filtre kullanilarak gergeklesti-
rilmis ve Applied Imaging Powergene otomatik go-
rintileme sistemi ile fotograflanmistir. Her hasta
icin 200 interfaz nukleusu ve bazi hastalarda gozle-
nebilen metafazlar degerlendirmeye alinmistir. Sin-
yaller, Ventura ve ark.nin ¢alismasindaki kriterlere
gore degerlendirilmistir [13].

istatistiksel analiz olarak, tanimlayici istatistikler ya-
pilmis, olgularin sayi ve yuzdeleri verilmigtir.

BULGULAR

Olgu grubumuzu olusturan 25 olgunun 2’sinde (%38)
degerlendirilebilecek kalitede metafaz elde edile-
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memistir. Sitogenetik analizi gerceklestirilen 23 ol-
gunun 9’unda normal karyotip saptanirken, 6 olguda
kromozom say1 anomalileri, 4 olguda yapl, 4 olguda
ise hem sayl hem de yapi anomalileri g6zlenmisgtir.
Dort olguda kompleks karyotip gdzlenmistir.

Kromozom anomalisi saptanan olgularin
10’unda klonal anomali iceren metafazlarda hipo-
diploidi (35-45), 2'sinde de hiperdiploidi (47-67)
g6zlenmistir. Hiperdiploidi gdzlenen iki olguda ortak
olarak 11, 17, 21 ve 22. kromozomlarin trizomisi bu-
lunmustur. Ayrica 13, 19 ve 21.kromozomlarin mo-
nozomisi 2’ser olguda gézlenmistir.

Tablo 1. 25 ALL olgusuna ait sitogenetik ve FISH sonuglari

Klonal yapi anomalileri olarak add(1)(q42),
add(11)(g23), add(11)(g25), 1(9;22)(934;q11),
dup(1)(923g32),  del(6)(a23),  1(8;14)(q24;q32),
t(4;6)(q35;924), del(3)(q13923), del(9)(q11921) ve
add(6)(q12) gbézlenmigtir (Tablo 1).

Tdm olgularin FISH analizlerinden sonug elde
edilmistir. FISH uygulanan 25 olgunun 3’inde (%12)
MYC bdlgesinde yeniden dizenlenme oldugu bu-
lunmustur. Olgulara ait karyotip ve FISH sonuglari
Tablo 1’de 6zetlenmektedir.

FISH
Olgu No Yas (yil) Cinsiyet Karyotip (MYC yeniden
diizenlenme)
1 44 E 46,XY[16]

47~53,XX,add(1)(q42)[20],+11[15],add(11)(q23)[18],-13[3],+14[8],

2 " K +17[6],+21[10],+21[5],+22[2], +mar1[3], +mar2[2], *mar3[2][cp20]

3 7 E DMB*

4 0,1 K 38~42,XX,-15[cp3]/46,XX[16]

5 28 E 38~45,XY,-4[4] -6[4],-7[3],-8[3],-13[3],-16[3],-19[4],-20[3][cp11]/46,XY[10]

6 32 K 41~46 XX, add(11)(q25)[3],-17[4],-19[9], +mar1[9], +mar2[8][cp9]/46 XX[3] +
7 31 E 42~46 XY,-21[cp3]/46,XY[29]

8 54 K 45 XX 1(9;22)(q34;q11)[cp2]/46,XX[16]

9 24 K 92, XXXX[2]/46, XX[17]

10 6 E 46 XY[27]

1 16 E 46,XY[29]

12 27 E 40~46,XY,dup(1)(q23932)[25],del(6)(q23)[3],1(8;14)(q24;q32)[21][cp25] +
13 18 E 46,XY[20]

14 7 E 46~60,<2n> XY,+5[2],+11[2],+17[2],+18[2], +21[2],+22[2], +mar[2][cp3]/46 XY[20]

15 22 E 46,XY[3]

16 10 K 46,XX[19] +
17 22 E 46, XY,1(4;6)(q35;q24)[41/46 XY[12]

18 13 E 46,XY[18]

19 11 E 44~46 XY,-21[cp3]/46,XY[19]

20 2 E 46 XY[15]

21 26 E DMB*

22 15 E 38~45,XY,-22[cp3]/46,XY[18]

23 20 K 46, XX[17]

24 4 E 45~46,XY,+3[2],del(3)(q13923)[2],del(9)(q11q21)[4], +mar[2][cp5]/46,XY[16]

25 17 K 39~45,XX,add(6)(q12)[cp2)/46, XX[1]

*DMB: Degerlendirilecek metafaz bulunamadi, E: Erkek, K: Kadin
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Sekil 1. Olgu 12ye ait 46,XY,dup(1)(923q32),del(6)
(923),t(8;14)(924;q32) gbsteren G banth karyotip érnegi.
Degisime ugrayan kromozomlar okla gdsterilmistir

Sekil 2. Olgu 12’ye ait FISH uygulanan interfaz nikleus-
lari. MYC gen bdlgesinde yeniden diizenlenme olan niik-
leus okla gdsterilmigtir

TARTISMA

Genetik degisimler, bircok hematolojik kanser turtn-
de oldugu gibi ALL’'de de hastaligin patogenezinin
aciklanmasi, seyri ve tedavisinin belirlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu degisimler, kromozom
dizeyinde gorilebildigi gibi gen dizeyinde de mey-
dana gelebilmektedir. Kromozom dlzeyinde olan
degisimler ¢cogu zaman konvansiyonel sitogenetik
yontemlerle saptanabilmektedir. Ancak kriptik bazi
degisimlerin saptanmasinda bu ydntemler yetersiz
kalmakta, bu durumlarda da molekuler sitogenetik
yontemlere basvurulmaktadir [2,4]. MYC gen bdl-
gesindeki yeniden diuzenlenmeler ALL hastalarinda
g6zlenen genetik dedisimler arasinda yer almakta-
dir. ALL'de MYC geni ile iliskili degisiklikler; yetis-
kin ALL olgularinin %%’inde, ¢ocukluk gcagindakile-
rin ise %2-5'inde bulunan t(8;14)(q24;932), 1(8;22)
(924;911) ve t(2;8)(p12;924) translokasyonlari ola-
rak bildiriimektedir [7-9,14]. Lokomogenezde rolu
oldugu disunulen bu yeniden dizenlenmeler, MYC
geninin ifadesinin degdismesine neden olmaktadir
[8].

Bu galismada, 25 ALL olgusunda konvansiyo-
nel sitogenetik yontemler ve FISH yontemi kullani-
larak MYC gen bolgesindeki yeniden dizenlenme-
ler arastiriimistir. Olgularin %92’sinde kromozom
analizi, %100’Unde ise FISH ydntemiyle sonug elde
edilmistir. FISH analizi ile 3 olguda (%12) MYC
gen bolgesindeki yeniden dizenlenme oldugu sap-
tanmistir. Kromozom analizi sonuglarina goére ise
kromozom elde edilen 23 olgunun sadece birinde
(%4,3) MYC yeniden duzenlenmesiyle iligkili bir kro-
mozom anomalisi gdzlenmistir (olgu no:12).

ALL olgularinda MYC bdlgesini igcine alan ano-
maliler arasinda en sik gdzlendigi bildirilen [6,9]
1(8;14)(924;932) bulgusuna sahip olguda ek ola-
rak dup(1)(g23932) ve del(6)(q23) anomalileri de
saptanmigtir (Sekil-1). Bu olguda FISH ydntemiyle
de MYC gen bdlgesinde yeniden diuzenlenme po-
zitif sonu¢ vermistir (Sekil-2). Literatirde, 1(8;14)
(924;932) anomalisi tasityan bazi ALL olgularinda
da bu bulgularin ek anomali olarak gdézlendigi bil-
dirilmigtir [6]. FISH ile MYC yeniden diuzenlenmesi
pozitif olarak saptanan diger iki olgudan birinde nor-
mal karyotip bulunurken birinde kompleks karyotip
g6zlenmistir. Ancak bu olgunun karyotipinde ALL’de
tekrarladidi bildirilen anomaliler gdzlenmemistir.
Daha 6nce yapilan galismalarda MYC gen bodlgesi-
nin yeniden dizenlenmesine neden olan kromozom
anomalilerinin gértlme siklig1 %5 civarlarinda bildi-
rilmistir [6,8,9]. Bizim olgularimizda g6zlenen %4,3
orani bu sikliga yakin bir oran olarak bulunmustur.
Yaptigimiz literatir ¢calismasinda MYC gen bdlge-
sinin yeniden dizenlenmelerinin konvansiyonel
sitogenetik ve FISH ydntemlerinin karsilastirildigi
bir ¢galismaya rastlanmamigstir. Calismamizda FISH
yontemiyle MYC yeniden dizenlenmeleri igin %12
olarak saptanan sikhdin, bu gen bdlgesinde meyda-
na gelen submikroskobik degisikliklerden kaynak-
landig1 dusinulmektedir.

Kromozom analizi sonuglarina goére, klonal
kromozom anomali sikhdi %56 bulunmustur. Bu
oran, ¢ocuk ALL olgularimizda %53,8, yetigkin ol-
gularda %70 olarak dagihm gostermistir. Cocukluk
¢agl ALL olgularinda yapilan ¢alismalarda bu oran
degiskenlik gostermektedir [14-22]. Silva ve ark. bu
orani oldukga yiksek (%92.3) olarak bildirmiglerdir
[17]. Shaikh ve ark ise bu orani %48 olarak sapta-
miglardir [19]. Yetiskin olgularimizda saptadigimiz
oran, Gmidene ve ark’nin [14] ¢calismasindaki orana
(%76) yakin olarak bulunmustur.

Kromozom analizi gergeklestirilen ¢ocuk olgu-
larimizin ikisinde (%17,4) hiperdiplodi gézlenmisgtir.
Hiperdiplodi, ALL’'de sik gortlen ve prognostik éne-
me sahip bulgular arasinda bildiriimektedir [4,6,10].
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Hiperdiploidili olgularimizin ikisinde de kromozom
sayisi yuksek hiperdiploidiye (>50) uymaktaydi.
Kromozom sayisi 50’den fazla olan (>50) hiperdip-
loidilerin gocukluk ¢agindaki ALL olgularinda daha
sik bulundugu ve daha iyi prognoza isaret ettigi
bildiriimektedir [4,6,20]. Calismamizda ¢ocuk ALL
grubunda saptanan >50 hiperdiploidi gériilme orani
(%17,4) Li ve ark.” nin [21] bildirdidi (%17,5) oranla
blylk benzerlik gdstermektedir. Her iki olgumuzda
ortak olarak 11, 17, 21 ve 22. kromozomlarin artisi
saptanmistir. 17, 21 ve 22. kromozomlarin artiglari
yuksek hiperdiploidili olgularda siklikla artis gdste-
ren kromozomlar arasinda yer almaktadir [4,6,14].
Ayrica her iki olgunun karyotipinde kromozom yapi
anomalisi de bulunmustur.

Calismamizda hipodiploidi goérilme orani
%43,5 ve diger calismalardan daha yiksek olarak
bulunmustur. Hipodiploidi i¢in literatirde rastladigi-
miz en yuksek oran Settin ve ark.nin ¢alismasin-
da bildirilen %37,5’dir [18]. Diger calismalarda bu
oran daha dusuk (%2-10) olarak rapor edilmistir
[6,10,14,15,20].

Ug veya daha fazla kromozom yapi anomalisi-
nin bir arada bulundugu karyotipler kompleks kar-
yotip olarak deg@erlendiriimekte ve kotl prognozia
iliskilendirilmektedir [23]. Bu galismada 4 olguda
(%17.4) kompleks karyotip gézlenmistir. Kompleks
karyotip saptanan olgulardan birinde daha 6nce de
belirtildigi gibi MYC gen bolgesiyle iligkili olan t(8;14)
(924;932) bulgusu yer almistir. Konvansiyonel si-
togenetik yontemlerle bu anomali ve ek anomaliler
(dup(1)(9q23g32) ve del(6)(q23)) tanimlanabilmis,
FISH yontemiyle sadece MYC yeniden diizenlen-
mesi agisindan degerlendirilebilmigtir.

Calismamizda konvansiyonel sitogenetik in-
celemeyle saptanan diger kromozom yapi anoma-
lileri; add(1)(q42), del(3)(q13923), t(4;6)(q35;924),
add(6)(q12), del(9)(q11921), 1(9;22)(934;q11),
add(11)(g23) ve cesitli marker kromozomlardir. ALL
olgularinda en sik gézlenen kromozom yap1 anoma-
lileri arasinda yer alan t(9;22)(q34;q11) [16, 20, 21]
bizim olgularimizin sadece birinde gézlenmistir. Bir
olguda gozlenen 11923 kirik noktasinin anomalileri
de ALL olgularinda sik gdzlenen bulgular arasinda
bildiriimektedir [4,6,16-19].

FISH yontemi, kriptik degisimlerin saptanma-
sinda oldukga etkili ve duyarl bir ydntemdir. Ayrica
kromozom eldesine gerek olmadan kisa surede, in-
celenmek istenen hedef bdlgeye 6zgu sonug elde
edilebilmektedir. MYC gen bdlgesindeki yeniden

dizenlenmelerin konvansiyonel sitogenetik ve mo-
lekuler sitogenetik yontemlerle karsilastirmal ola-
rak incelendigi bu ¢calismada FISH yéntemi 3 olgu-
da pozitif sonug verirken konvansiyonel yontemle
tek olguda bu bélgeyi icine alan anomali bulunmus-
tur. Ayrica kromozom elde edilemeyen 2 olguda bu
bdlgede MYC gen bdlgesinde bir dedisim olmadigi
gosterilmistir. Ancak kromozom analiziyle MYC gen
bdlgesini icine alan tek anomaliye sahip olguda
t(8;14) (924;932) bulgusuna ek anomaliler gosteril-
mistir. Yine MYC acisindan bir degisim géstermeyen
13 olguda kromozom sayi ve yapl anomalileri bu-
lunmustur. Bu anomaliler arasinda t(9;22)(q34;922)
ya da hiperdiploidi gibi, ALL i¢in prognostik 6neme
sahip anomaliler de yer almaktadir. Ayrica ALL’de
sik gézlenen anomaliler arasinda yer almayan bazi
kromozom anomalileri de g6zlenmigtir ki bu anoma-
liler, hastalidin patogenezinin aydinlatiimasinda po-
tansiyel 6neme sahip olabilmektedir.

Yapilan literatlr arastirmasinda, daha oénce
MYC yeniden duzenlenmeleri i¢in konvansiyonel
sitogenetik ve FISH yontemleriyle karsilastirmali
olarak yapilan bir calismaya rastlanmamistir. Bu
nedenle elde edilen verilerle ALL genetigi ile ilgili
calismalara katkida bulunulacagdi distunilmektedir.

Sonug olarak, bu calismada hem kromozom
analizi hem de FISH yoOntemiyle incelenen 25 ol-
gudan her iki yontemle elde ettigimiz bulgular de-
gerlendirildiginde, kromozom analiziyle ALL igin
prognostik neme sahip bazi bulgular elde edildigi-
ni, ayrica sik gézlenen anomaliler arasinda bildiril-
meyen ama hastaligin molekuler patogenezinin ay-
dinlatiimasinda potansiyel 6neme sahip olabilecek
bazi kromozom anomalilerinin gosterildigini ifade
edebiliriz. FISH yontemi degerlendirildiginde, kro-
mozom analiziyle sadece bir olguda (%4) gosterilen
MYC gen bdlgesini icine alan degisimler, olgularin
%12’sinde gozlenmektedir. Ayrica hi¢ metafaz elde
edilemeyen olgularda da FISH yontemiyle sonug
alinmigtir. Yine de kromozom analiziyle rastgele
olan ve olmayan tiim kromozom dizensizlikleri be-
lirlenebildigi icin konvansiyonel sitogenetik yontem-
ler ve FISH yonteminin birlikte kullaniimasi daha iyi
bir yaklagim olacaktir.
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