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Hematolojik Kanserlerde FISH Uygulamalar›

FISH Analysis in Hematologic Cancers

Funda S. PALA

Amaç: Son y›llarda gelifltirilen FISH (fluorescence
in situ hybridization) tekni¤i hem hematolojik hem
de solid tümörlerle iliflkili olan kromozomal aberas-
yonlar›n belirlenmesinde oldukça yararl› olmakta-
d›r. Bu çal›flmada hematolojik maligniteli olgularda
yap›lan FISH analiz sonuçlar› de¤erlendirildi.
Hastalar ve Yöntemler: Hematolojik malignite ön-
tan›s› konmufl veya izlemde olan 36 olgudan elde
edilen kemik ili¤i örneklerinde FISH analizleri ger-
çeklefltirildi. Hematolojik malignitelerin tipine göre
4, 24, 48, veya 72 saatlik hücre kültürleri yap›ld›.
Her bir olguya ait hücre görüntüleri SPOT RT
program› yard›m›yla bilgisayara aktar›ld›.
Bulgular: Otuz alt› olgunun 24’ünde t(9;22),
12’sinde t(15;17), alt›s›nda t(8;21) ve inv 16
t(16;16) lokusa spesifik FISH problar› kullan›larak
araflt›r›ld›. Kronik miyeloid lösemi öntan›s› ile ince-
lenen hastalarda t(9;22)’deki kromozomal translo-
kasyon %60-90 oran›nda pozitif bulundu. Di¤er
hematolojik malignitelerde, iliflkili kromozomal
aberasyonlar›n varl›¤› %3-74 aras›nda de¤iflen
oranlarda gözlemlendi. Bu yöntemle takipteki has-
talarda aberasyonlardaki düflüfl baflar›yla belirle-
nebildi.
Sonuç: Özellikle hematolojik kanserlerde hem ön
tan›da hem de izlemdeki olgular›n kromozomal
aberasyonlar›n›n belirlenmesinde FISH yöntemi
oldukça önemli bir yard›mc›d›r.
Anahtar Sözcükler: Kromozom aberrasyonu; hematolojik neop-
laziler/genetik; in situ hibridizasyon, floresans; lösemi,
miyeloid/genetik; translokasyon, genetik.

Objectives: Fluorescence in situ hybridization (FISH)
is a new technology which is helpful in the identifica-
tion of chromosomal aberrations that are associated
with hematologic malignancies or solid tumors. In this
study, we evaluated the results of FISH analyses in
patients with hematologic malignancies. 
Patients and Methods: FISH analyses were per-
formed in bone marrow samples of 36 patients with
an initial or confirmed diagnosis of hematologic
malignancy. The cells were cultured for 4, 24, 48, or
72 hours depending on the type of disease. The
images obtained from each case were processed on
a computer with the SPOT RT program.
Results: Using locus specific FISH probes, chro-
mosomal translocation at t(9;22) was studied in 24
patients, t(15;17) was studied in 12 patients, t(8;21)
and inv 16 t(16;16) were studied in six patients. In
patients with an initial diagnosis of chronic myeloid
leukemia, t(9;22) was positive in 60% to 90%. The
detection of chromosomal aberrations associated
with other hematologic malignancies ranged between
3% to 74%. The FISH analysis was also successful
in showing decreases in chromosomal aberrations
in patients under follow-up. 
Conclusion: FISH analysis is of particular help in
both the initial diagnosis of, and monitoring chro-
mosomal aberrations in the follow-up of hemato-
logic malignancies.
Key Words: Chromosome aberrations; hematologic neo-
plasms/genetics; in situ hybridization, fluorescence; leukemia,
myeloid/diagnosis/genetics; translocation, genetic.
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Hematolojik maligniteler, kemik ili¤inden
türeyen hücrelerde meydana gelen bir grup ne-
oplazmad›r. Son y›llarda yap›lan çal›flmalar, he-
matolojik tümörlerin büyük bir ço¤unlu¤unun
yap›sal ve/veya say›sal kromozom anomalileri
ile iliflkili oldu¤unu ortaya koymufltur. Bu kro-
mozom anomalileri gen ekpresyonunun bozul-
mas›na ya da yeni bir füzyon proteinin oluflma-
s›na yol açarlar.[1] Philadelphia kromozomu in-
sanda neoplazma ile iliflkili bulunan ilk kromo-
zom aberasyonudur. Novel ve Hungerford[2] bu
kromozomu Kronik Miyeloid Lösemi (KML) ol-
gular›nda G grubu kromozom anormalli¤i ola-
rak tan›mlam›fllard›r.[3] Sonraki y›llarda geliflen
bantlama teknikleri ve rekombinant DNA tek-
nolojisi ile bu kromozomun 22. kromozomun sis
onkogeni yak›n›ndaki bcr parças›n›n, abl geni-
nin bulundu¤u dokuzuncu kromozomun bir
parças› ile yer de¤ifltirmesiyle meydana geldi¤i
anlafl›lm›flt›r.[3] Kronik miyeloid löseminin par-
mak izi olarak kabul edilen Philadelphia kro-
mozomunun tespit edilmesinden sonra, zaman
içinde hematolojik kanserlerin farkl› tiplerinde,
farkl› kromozomlara ait translokasyon, deles-
yon ve/veya inversiyonun hastal›¤›n tan› ve
prognozunda önemli rol ald›¤› bildirilmifltir
(Tablo 1).

Maligniteli olgularda sitogenetik çal›flma ya-
pabilmek için tümör hücresi gerekmektedir. Lö-
semilerde örnek, genellikle kemik ili¤i aspiras-
yon materyalinden elde edilir. E¤er kemik ili¤i
aspirasyon materyali elde edilemezse kemik ili-
¤i biyopsi materyali de kullan›labilir. Beyaz
hücre say›s› >10.000/ml, immatür miyeloid ve
lenfoid hücre oran› %10’dan fazla olan olgular-
da periferik kan hücresinden de sitogenetik ça-
l›flma yap›labilir.[7]

Klasik bantlama yöntemlerinde analizi yap›-
lan materyalin metafaz hücresi olmas›, bu olgu-
larda yeterli ve kaliteli metafaz elde edilememe-
si araflt›r›c›lar› yeni teknikler gelifltirmeye itmifl-
tir. Hem interfaz hem de metafaz hücrelerinde
analize olanak sa¤layan FISH (Fluorescence In
Situ Hybridization) yöntemi, son y›llarda kro-
mozomal aberasyonlar›n analizinde uygulanan
konvansiyonel sitogenetik yöntemlere alternatif
olarak gösterilmeye bafllanm›flt›r. FISH yöntemi,

radyoaktif olmayan molekül ile kimyasal olarak
de¤ifltirilen DNA problar›n›n immünolojik ya
da afinite reaksiyonlar›n› kullanarak kromozom
veya kromozom parçalar›n›n floresans olarak
görüntülenmesine olanak sa¤layan bir tekniktir.
Bu yöntemle say›sal ve yap›sal anomalileri hem
interfaz hem de metafaz hücrelerinde saptamak
mümkündür.[15]

Bu makalede 2004 y›l›nda kurmufl oldu¤u-
muz moleküler sitogenetik laboratuvar›nda he-
matolojik maligniteli 36 olguda yap›lan FISH
analiz sonuçlar› özetlendi.

HASTALAR VE YÖNTEMLER
Hematolojik malignite ön tan›s› konulmufl

veya izlemde olan 36 olgudan elde edilen kemik
ili¤i örneklerinde FISH analizleri gerçeklefltiril-
di. Hematolojik malignitelerin tipine göre 4, 24,
48, veya 72 saatlik hücre kültürleri yap›ld›. K›sa
süreli kültürlerde; kan örne¤inin türüne göre,
0.2 ml kemik ili¤i hücreleri veya 0.3 ml periferik
kan hücreleri 10 ml RPMI-1640 medyum (Sig-
ma) içinde bekletilirken, 24 saatten uzun süreli
kültürlerde medyuma %10 Fetal Calf Serum
(Sigma) ve %1 penisilin/streptomisin (Sigma)
ilave edildi. Kültürlere kültür süresinin son 1-2
saatinde 10 µg/ml colchemid (Sigma) eklendi.
Fiksasyon iflleminden sonra lamlara ekilen hüc-
reler bir gece oda s›cakl›¤›nda bekletildi.

Fluorescence In Situ Hybridization analizleri
için, incelenecek translokasyonlarda özel haz›r-
lanm›fl füzyon problar› (Cancer Genetics) kulla-
n›ld› (Tablo 2). Metafaz elde edilen olgular›n ba-
z›lar›nda analizler tüm kromozom problar›
(Cambio) kullan›larak tekrarland›. Fluorescence
In Situ Hybridization problar› önerilen protokol-
lerde küçük de¤ifliklikler yap›larak uyguland›.

Say›mlar Olympus Bx52 marka floresan mik-
roskopta, Floresan isothiocyanat (FITC), Tetra-
methyl rhodamine isothiocyanate (TRITC) ve
dihydrochloride (DAPI) filtreler yard›m›yla ya-
p›ld›. Her bir olguya ait hücre görüntüleri SPOT
RT program› yard›m›yla bilgisayara aktar›ld›.

BULGULAR
Hematolojik maligniteli olgular›n FISH ana-

lizleri, Üniversitemizin T›bbi Biyoloji Anabilim
Dal›’n›n FISH laboratuvar›nda yap›ld›. Otuz al-
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t› olgunun 24’ünde t(9;22), 12’sinde t(15;17), al-
t›s›nda t(8;21) ve inv 16 t(16;16) lokusa spesifik
FISH problar› kullan›larak araflt›r›ld›. Olgular›n
da¤›l›m› ve kullan›lan problar Tablo 2’de veril-
mektedir.

Kronik miyeloid lösemi ön tan›s› konulmufl
dokuz olguda t(9;22) %60-%90 oran›nda pozitif
bulundu, izlemdeki olgular›n ikisinde bu trans-
lokasyon gözlemlenmezken birinde %7 oran›n-
da bcr/abl füzyonu saptand›. Kronik miyeloid
lösemili bir olguda t(9;22) %20 oran›nda pozitif-
lik gösterirken, MP ve miyelodiplastik sendom-
lu (MDS) olgularda bu translokasyon gözlem-
lenmedi.

Akut lenfoblastik lösemili (ALL) üç olguda
kötü prognoza iflaret eden t(9;22) araflt›r›ld›.
Füzyon probu kullan›larak yap›lan FISH anali-
zinde olgulardan birinde t(9;22) %75 oran›nda
pozitif olarak saptand›. Tüm kromozom 9 ve 22
problar› kullan›larak metafaz hücrelerinde ya-
p›lan ikinci bir analizde ise t(9;22) oran› %74
olarak bulundu. Di¤er iki ALL olgusunda ise
t(9;22) gözlemlenmedi.

Akut miyeloid lösemi (AML) M3 ön tan›s›
konulan bir olguda yap›lan FISH analizinde
t(15;17) %56 oran›nda pozitif bulundu, iki ay
sonra yap›lan ikinci analizde bu oran›n %3’e
düfltü¤ü saptand›, bir ay sonra yap›lan analizde

Tablo 1. Hematolojik malignitelerle iliflkilendirilen yap›sal ve/veya say›sal kromozomal 
aberasyonlar›n baz›lar›[1,3-14]

Hematolojik malignite Prognozu etkileyen kromozom anomalileri

Akut lenfoblastik lösemi t (12.21) (p12; q22), t (9; 22) (q34;q11); 
t (4, 11) (q21, q23), t (1; 19) (q23; p13), t (1.14), del 1p32

Kronik lenfositik lösemi +12, del 11q, del 17p13, del 13q14
Diffüz büyük B hücreli lenfoma t (3, var) (q27, var), t (14.18), t (8.14), mutasyon ve/veya del17p13
Mantle hücreli lenfoma t (11.14), +3q ve del 11q
Miyelom -13, del 13q, del 11q, t (11.14), t (4.14), t (6.14), t (14.16)
Akut miyeloid lösemi t (8.21) (q22; q22), t (15.17) (q22; q12), inv (16) (p13q22) t (16; 16) (p13; q22), 

del 11q23, del 5q, del 7q, +8
Miyelodisplastik sendrom -5, -7, del 7q, del 5q
Kronik miyeloid lösemi t (9.22) (q34, q11)
Diffüz büyük B hücreli lenfoma t (14.18) del p53, t (3, var) (q27, var)
Folikül merkez hücreli lenfoma t (14.18) del 9p21-22 +p53

Tablo 2. FISH analizi yap›lan hematolojik maligniteli olgular›n da¤›l›m›
ve kullan›lan problar

Tan› Araflt›r›lan kromozomal aberasyonlar

t (9;22) t (15.17) t (8.21) inv 16 t (16.16)

ALL 3 – – –
AML – 6 6 6
AML M3 – 6 – –
KML 12 – – –
KMML 1 – – –
MDS 2 – – –
MP 6 – – –
Toplam 24 12 6 6

ALL: Akut lenfoblastik lösemili; AML: Akut miyeloid lösemi; KML: Kronik miyeloid lösemi; MDS: Miyelo-

diplastik sendromlu; MP: Miyeloproliferatif hastal›k.
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ise translokasyon gözlemlenmedi. Tedavisi sü-
ren AML M3 tan›s› konulmufl bir olguda
t(15;17) oran› %20 olarak saptand›, ikifler ay ara
ile yap›lan iki analizde ise translokasyon göz-
lemlenmedi. ‹zlemdeki di¤er dört olguda ise
t(15;17) saptanmad›.

Akut miyeloid lösemili alt› olguda t(8;21),
t(15;17) ve inv (16), t(16;16) birlikte araflt›r›ld›.
Olgularda t(15;17) %1-4 aras›nda de¤iflim göste-
rirken, inv 16 %16-19 aras›nda gözlemlendi,
t(8;21) ise %4-60 aras›nda de¤iflen oranlarda po-
zitif bulundu.

TARTIfiMA

Hematolojik malignitelerde kromozomal
aberasyonlar›n belirlenmesi, tan› ve prognozun
de¤erlendirilmesi aç›s›ndan önemlidir. Fluores-
cence In Situ Hybridization tekni¤i bu tip de¤i-
flimlerin belirlenmesinde h›zl›, kolay ve güveni-
lir bir yöntem olarak son y›llarda önem kazan-
maktad›r. Klasik sitogenetik yöntemlerle 2000,
3000 kbaz’lik kromozom anomalileri tespit edi-
lebilirken, FISH yöntemi ile 0.5 kb’lik bölgeleri
belirleyebilmek mümkündür.[15]

Bunun yan› s›ra FISH analizi ile elde edilen
sonuçlar›n, klasik bantlama yöntemleri ile elde
edilen sonuçlara göre daha duyarl› oldu¤unu
ortaya koyan çal›flmalar son y›llarda art›fl gös-
termektedir.

Tanaka ve ark.[16] yapt›klar› bir çal›flmada 288
lösemi/lenfomal› olguda t(9;22), t(8;21), del
11q23, t(11;n) (q23;n), t(15;17), del (5q)/-5, del
(13q)/-13, +8, -7, ve +12’yi hem G bantlama hem
de FISH yöntemi ile araflt›rm›fl ve sonuçlar› kar-
fl›laflt›rm›fllard›r. Çal›flmalar›nda t(8;21), t(9;22),
11q23, ve trizomi 8 için her iki yöntemle de ben-
zer sonuçlar bulurken, t(15;17)’nin pozitiflik
oran›n› G bantlama ile beklenenin alt›nda göz-
lemlemifllerdir. Tanaka ve ark.[16] bu sonucu,
t(15;17)’ye sahip hücrelerin kültür ortam›nda
daha yavafl ço¤ald›¤› veya ço¤almad›¤›, dolay›-
s›yla da analiz için metafaz hücrelerini kullanan
G bantlama yönteminin bu translokasyon için
uygun olmad›¤› fleklinde aç›klam›fllard›r. Yine
ayn› çal›flmada monozomi 7, trizomi 12 ve del
13q14’ün pozitiflik oran› GTG bantlamayla
%10-20 oran›nda düflük gözlemlenmifltir.

Lee ve ark.[17] ise hematolojik maligniteli 919
olguda 18 ayr› FISH probu ile yapt›klar› çal›fl-
mada; tan›da t(9;22) ve t(8;21)’in hem G bantla-
ma hem de FISH yöntemi ile yap›lan analizle-
rindeki farkl›l›¤›n kabul edilebilir s›n›rlar içinde
(%4.8) oldu¤unu ancak, del (7q), t(15;17) ve tri-
zomi 21 için G bantlaman›n hata pay›n›n %12.5
ile %20 aras›nda de¤iflti¤ini, izlemdeki olgular
için ise t(9;22) ve t(8;21)’in pozitiflik oran›ndaki
hatan›n %25’in üzerine ç›kt›¤›n› saptad›klar›n›
bildirmifllerdir.

Bunun yan› s›ra interfaz hücrelerinde yap›-
lan FISH analizi, maskelenmifl/varyant translo-
kasyonlar›n belirlenmesinde klasik bantlama
yöntemlerinden daha baflar›l›d›r.[18]

Sonuç olarak, konvansiyonel bantlama yön-
temlerine oranla daha h›zl› ve kolay analiz ola-
na¤› sa¤layan FISH yöntemi özellikle hematolo-
jik kanserlerde hem ön tan›da hem de izlemde-
ki olgular›n kromozomal aberasyonlar›n›n be-
lirlenmesinde oldukça önemli bir yard›mc›d›r.
Bu yöntemle sadece iflaretlenen bölgenin anali-
zinin yap›labiliyor olmas› ve di¤er aberasyonla-
r›n ayn› anda tespit edilememesi, tekni¤in deza-
vantajlar›ndan biri olmakla birlikte, metafaz el-
de edilemeyen durumlarda tek alternatif olarak
görülmektedir.
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