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Akut lenfoblastik 16semi hastalarinda t(12;21) TEL-AMLI1
translokasyonunun gercek zamanli qRT-PZR ile 5 yillik
sonug¢larinin degerlendirilmesi

The evaluation of t(12;21) TEL-AMLI translocation in acute lymphoblastic leukemia
patients by real-time qQRT-PCR with 5-year follow-up results
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Amag: Bu calismada akut lenfoblastik [6semi (ALL) 6n tanili olgularda t(12;21) translokasyonu gercek zamanl kantitatif revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu
(qRT-PZR) yontemi kullanilarak kantite edildi.

Hastalar ve yontemler: Ocak 2009 - Aralik 2013 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal’'na bagvuran 175 pediatrik ve 138 eriskin olmak
tizere toplam 313 olguya ait kan ve kemik iligi 6rneklerinde t(12;22) (p13;922) translokasyonu RNA sonuglari kantitatif olarak degerlendirildi. Olgulara ait 75 kan ve 484 kemik
iligi 6rneklerinden total RNA veya haberci RNA izole edildi. RNA izolasyonlarinin ardindan tamamlayici DNA sentezi gergeklestirildi. t(12;21) (p13;922) translokasyon calismasi
LightCycler t(12;21) Kit'i ile fuzyon transkripte 6zgul bicimde tasarlanmis primer ve problarla (Way2Gene) uygun olacak sekilde gergeklestirildi. Son adim olarak, t(12;21)
translokasyon sonuglarinin kantitatif olarak degerlendirilmesi ger¢ek zamanl qRT-PZR yontemi kullanilarak LightCycler2 ile gergeklestirildi.

Bulgular: Otuz dort pediatrik olgu 6rneginde (%19) ve 17 erigkin olgunun 6rneginde (%12) TEL-AML-1 (ETV6-RUNX1) pozitif bulundu. TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) kantitasyon
degeri ortalamasi pediatrik olgularda 0.90+3.21, eriskin olgularda ise 0.34+1.20 olarak belirlendi.

Sonug: Elde ettigimiz veriler, gercek zamanl gRT-PZR y6ntemi ile ALL hastalarinda yeni tani ddneminde ve tedavi strecinde t(12;21) translokasyonunun kantitatif tayininin
hem taninin kesinlestiriimesinde hem de molekiler remisyon saglanmasina yonelik tedaviyi yonlendirmesinde degerli bir yontem oldugunu desteklemektedir.

Anahtar sozciikler: Akut lenfoblastik I6semi; polimeraz zincir reaksiyonu; revers transkriptaz.

ABSTRACT

Objectives: This study aims to quantify the t(12;21) translocation in cases pre-diagnosed with acute lymphoblastic leukemia (ALL) using the real-time quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) method.

Patients and methods: Between January 2009 and December 2013, results of RNA t(12;22) (p13;922) translocation belonging to blood and bone marrow samples of 175
pediatric and 138 adults, a total of 313 patients, who were admitted to the Department of Medical Biology, Faculty of Medicine, Ege University, were evaluated in this study.
Total RNA or messenger RNA isolation was performed for 75 peripheral and 484 bone marrow samples belonging to the cases. Following the RNA isolation, we carried out
the complementary DNA synthesis. We performed t(12;21) (p13;922) translocation appropriate to the primer and probes (Way2Gene) specifically designed for the fusion
transcripts by using LightCycler t(12;21) Kit. As the final step, we carried out quantitative evaluations of t(12;21) translocation results via the real-time qRT-PCR method of
LightCycler2.

Results: We found 34 pediatric cases (19%) and 17 adults cases (12%) TEL-AML-1 (ETV6-RUNX1) positive. While the average of TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) quantification value
was 0.90+3.21 for pediatric cases, it was 0.34+1.20 for adult cases.

Conclusion: Our findings support that quantitative assessment of t(12;21) translocation by real-time qRT-PCR method is a valuable one to lead the treatment towards
confirming the diagnosis and achieving the molecular remissions in ALL patients during the new diagnostic period and treatment period.
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Loésemi, hematopoietik hiicrelerdeki prolife-
rasyon ve diferansiyasyon dengesinin bozulmasi
sonucu ortaya ¢ikan malign bir hastaliktir. Genetik
degisikliklerin sonucu olarak transforme olan
hematopoietik hiicrelerin klonal olarak proliferas-
yonu s6z konusudur.™? Cocukluk ca@i lésemileri-
nin en sik gériilen formu olan prekiirsér B ve T
akut lenfoblastik 16semi (ALL)/lenfoblastik lenfo-
ma (LBL) B ve T hiicre serisini olusturacak lenfob-
lastlardan kaynaklanan neoplazilerdir. Akut len-
foblastik 16semilerin %80-85’i ve LBLlerin %10’u
prekiirsér B hiicrelerinden, ALLlerin %15-20’si
ve LBLlerin %901 prekiirsér T hiicrelerinden
kaynaklanmaktadir.®# Pediatrik ALL hastalarinin
%22-27’sinde, eriskin B-ALL olgularinin %3’tinde
t(12;21) (p13;922) gozlenmektedir ve 6zellikle
erken ALL alt tipi ile iligkilidir. t(12;21) (p13;q22)
translokasyonu sonucunda TEL-AML1 (ETV6-
RUNX]1) kimerik geni olusur.>®!

Pediatrik ALL hastalarinda t(12;21) translo-
kasyonu siklikla gbézlenen bir anomalidir. TEL
(translocation-Ets-leukemia or ETV6) geninde en sik
gozlenen kirilma noktasi 5. ekzondadir ve AML-1
geni 2. ekzon ile birlesir. Nadir olarak TEL 5. ekzon
ile AML-1 3. ekzon arasinda da fiizyon gozle-
nir. t(12;21) (pl13;922) translokasyonu sonucun-
da TEL-AML1 kimerik geni olusur.”® Prognozun
saptanmasi ve tedavi yaklasiminin belirlenmesi
agisindan bu translokasyonun t(9;22), t(4;11) ve
t(1;19) translokasyonlari ile birlikte degerlendirilmesi
oénemlidir.®” Gercek zamanl kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (QRT-PZR) yoénteminin hassasiyeti
sayesinde t(12;21) translokasyonunun tanisi ve
hastanin tedaviye yamti ile remisyonunun mole-
kiiler takibi kolaylasmistir. Ger¢cek zamanh PZR ile
t(12;21) translokasyonu Kkalitatif ve kantitatif ola-
rak degerlendirilebilmektedir. Translokasyon varligt,
klasik sitogenetik yontemleri ve FISH (Floresan in
situ hibridizasyon) yontemi kullamlarak da tespit
edilebilmektedir. FISH analizi interfaz niikleusun-
da analizi saglayan kanser genetiginde siklikla
kullanilan tekniklerden biridir. Ancak timoér hiic-
relerinde metafaz kromozom eldesinde giicliikler
yasanabilmektedir. Ozellikle kemik iligi érneklerinde
bu molekiiler yontemler ile sorun yasanabilmektedir.
Bu durumlarda, gercek zamanh gRT-PZR yéntemi
en sik tercih edilen yontemlerden biridir.

Bu calismada amacimiz, ALL &én tanili olgu-
lara ait kan ya da kemik iligi materyallerinden
t(12;21) translokasyonunun gercek zamanh gRT-
PZR ile kantite edilip degerlendirilmesidir.
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HASTALAR VE YONTEMLER

Bu calismaya, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dal’na Ocak 2009
- Aralik 2013 tarihleri arasinda akut l6semi
on tamisiyla 138 eriskin (57 kadin, 81 erkek)
ve 175 pediatrik (71 kiz, 104 erkek) olmak
izere toplam 313 olgunun Hematoloji-Onkoloji
Klinikleri'nden génderilen 6rnekleri dahil edil-
di. Incelenen 6rnekler kan ve kemik iligi olmak
lizere tarafimiza ulastirildi ve 6rneklerden total
RNA veya haberci RNA (mRNA) izole edildi ve
calismanin yapilacagi zamana kadar -80 °C’de
saklandi. t(12;21) (p13;q22) translokasyon
calismas iki asamali olarak LightCycler t(12;21)
Kit’i ve fiizyon transkripte 6zgiil bicimde tasar-
land1 ve primer ve problara (Way2Gene) uygun
olacak sekilde tarafimizdan gerceklestirildi. flk
asamada, konvansiyonel bir PZR cihazi ile total
RNA veya mRNA’dan ‘first-strand’-cDNA sentez-
lendi. Bu amacla, her bir érnek, pozitif kontrol ve
negatif kontrol icin reaktiflerden belirlenen oran
ve konsantrasyonlarda reaksiyon karisimi hazir-
land1 ve her bir 6rnek i¢in 7.5 pL master mix {ize-
rine sirasi ile 2.5 pL izole dérnek total RNA veya
mRNA’s1 ve bidistile H2O ilave edildi. Ornekler
daha sonra PZR cihazina yerlestirilip, termal pro-
file uygun olarak ‘first-strand’-tamamlayici DNA
(cDNA)’lart sentezlendi. Tamamlayict DNA icin
reaksiyon karisiminin hazirlanisi Tablo 1'de, PZR
protokolii ise Tablo 2’de verilmistir. Calismanin
ikinci asamasinda ise, t(12;21) translokasyonu
kantitatif olarak c¢ahsildi. Bunun igin her bir
ornek, pozitif ve negatif kontrolden sentezlenmis

Tablo 1. Tamamlayici deoksiriboniikleik asit reaksiyon

protokolil

ns
Niikleaz serbest su 1.6
10x reaksiyon tamponu 1.0
MgCl2 2.0
Deoksiniikleotid karigimi 1.0
Primer 1.0
RNaz inhibitér 0.5
AMW revers transkriptaz 0.4
Toplam 7.5

AMV: Avian Myeloblastosis Virus.

Tablo 2. Tamamlayici deoksiriboniikleik asit eldesi icin
polimeraz zincir reaksiyonu programi

Derece (°C) Siire (sn) Dongii sayisi
42 60 1
929 5 1
4 5 1
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olan ‘first-strand’-cDNAnin 2.5 pLsi ile reak-
tiflerin belirlenen oran ve konsantrasyonlari ile
hazirlanan reaksiyon karigimlari ile amplifiye
edildi. Amplifikasyon ve kantitatif olarak 6rnek-
lerin degerlendirilmesi ¢alismalar: gercek zamanl
bir PZR cihazi olan LightCycler® (LC, Roche
Applied Science, Mannheim, Almanya) ile
gergeklestirildi. LightCycler® cihazinda 1s1
degisiminin 20 °C/sn olmasi testin calisma
stiresini oldukca kisaltmaktadir. Analiz yéntemi
ise floresans rezonans enerji transfer (FRET)
teknigine dayanmaktadir. Her déngiiniin ‘annea-
ling” asamasi sonunda 6l¢iilen floresan siddetinin
artmaya basladigi an olusan amplikonun loga-
ritmik faza girdigi doéngtiyii belirler. Olgularin
kantitatif olarak deg@erlendirilmesi, pozitif kont-
rol ve negatif kontroliin karsilastirilmas: ile
orneklerin pozitif ya da negatif olmasi seklinde
degerlendirildi.

BULGULAR

Calismaya alinan olgulara ait 75 kan ve
484 kemik iligi 6rneginde t(12;21) (pl3;q22)
translokasyonu kantitatif olarak degerlendirildi.
TEL-AML1 kantitatif sonuclari; kopya sayisi (copy
number; CN) olarak hesaplandi.

Bu sonuclara gore, 34 pediatrik (%19) ve
17 eriskin (%12) olmak tizere toplam 51 olguda
1(12;21) (p13;922) translokasyonu pozitif bulun-
du. TEL-AML1 kantitasyon degeri ortalamasi
pediatrik olgularda 0.90+3.21, eriskin olgularda
ise 0.34+1.20 olarak belirlendi. Tim olgula-
ra ait ortalama kantitasyon degeri; 0.74+2.80
olarak hesaplandi. Pediatrik ve erigkin olgular
birlikte degerlendirildiginde, calisilan toplam 559
t(12;21) translokasyonu testinin 344’tinii (2-10)
arasinda degisen sayida tekrar edilen 6rnekler
olusturdu.

Calismamizda, 313 olguda t(12;21) TEL-AML1
kromozomal yeniden diizenlenmenin gRT-PZR
yontemi ile belirlendi, bu olgularin 148’inde takip
hastast oldu. Bu olgular tedaviye yanitin izlenme-
sinde takip edildi aym zamanda molekiiler remis-
yon acisindan da degerlendirildi. Toplam olarak
27 olguda molekiiler remisyon izlendi, bu olgu-
larin 23’11 pediatrik, dordu eriskin idi. Lightcyler
2.0 cihazinda degerlendirilen t(12;21) TEL-AML1
translokasyonu sonuclarina ait; pozitif ve negatif
olan bir olgu Sekil 1 ve 2’de calismamiza ait tiim
veriler ise Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. ALL hasta grubunda yapilan t(12;21) kantitasyon analiz cahismasinin degerlendirilmesi ve olgularin demografik &zellikleri

ic Hastahklar1 hematoloji

Toplam
Ort.+SS

Pediatri

Dagilim

%
29.87

Ort.+£SS Dagilim

%

Dagilim %
70.13

Ort.+SS

%

559
313

44.09

167
138
75
59

5591

392
175

Test sayist
Hasta sayisi

148

25.51

74.49
82.85

Takip hasta sayisi

2-10

17.15 344

2-5

2-10

285

Test tekrar sayisi

Cinsiyet

128

44.53

41

57

55.47

41

71

Kadin

185

43.78

59

81

56.22

59

104

Erkek
Yas ortalamasi

Pozitif hasta
Pozitif test

19.68+20.66

45.70+117.41

7.72+5.23

51
61

33.33
27.87

12
10

17
17

66.67
72.13

19
11

34
44

0.74+2.80

0.34+1.20

0.90+3.21

CN (kopya sayisi) ortalamasi

Kan

75
484

78.67
22.31

35
65

59
108

21.33
77.69

4
96

16
376

Kemik iligi

Ort.+SS: Ortalama + standart sapma.
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Amplifikasyon egrileri

47734
4.3734
3973
3.573
3.1731
2773
2.373
1.973
1.573
1.173
0.773
0.373

-0.027 7

Floresan (498-640)

Devir

Standart egri [20140613 t(12;21)] standart

38
36
344
324
30
284

2 3 4 5

Log konsantrasyonu

Gegis noktast

Sekil 1. t(12;21) translokasyonu pozitif bulunan bir olgu.

TARTISMA

Prekiirsér B ve T ALL / LBL B ve T hiicre
serisini olusturacak lenfoblastlardan kaynaklanan
neoplazilerdir ve cocukluk c¢agi lésemilerinde
oldukca sik goriiliir. /1011

Klonal 6zellik tasiyan kromozomal sayisal ya
da vapisal diizensizliklerin molekiiler analizleri-
nin yapilmasi; hastaligin biyolojisinin anlagilmasi
ve bu dizensizliklerin “ldkomogenesis” deki
rollerinin aydinlatilmas1 acisindan da oldukca
o6nemlidir.'?! Pediatrik ALL hastalarinin, erigkin
B-ALL olgularinda t(12;21) (p13;922) translokas-
yonu goézlenmektedir ve ozellikle erken ALL alt
tipi ile iliskilidir.'314 Bu spesifik kromozomlarin
hastaligin tanis1 ve tedavisi siiresince ve sonra-
sinda Kkalitatif ve kantitatif olarak saptanmasi,
terapotik ilaca verilen yanitin de@erlendirilmesi
ve minimal rezidiiel hastalik takibi bakimindan
da oldukca 6nemlidir.’™™ Giiniimiizde floresan
isima tekniklerinin gelisimi RT-PZR ile calisma
imkan1 saglamis bu teknik ile kisa siirede sonuc
alinabilmesi 16semi hastaliklarinin tam ve teda-
visinde biuyiik kolayliklar saglamistir. Yeniden
diizenlenmenin oldugu bolgeye ait &zgii pri-
mer ve problarin secimi yéntemin hassasiyetini
ortaya koymakta ve diger molekiller yéntem-
lere gore ozgiilligiinii gostermektedir Gercek
zamanli PZR ile bireysel genetik degisimler
kolaylikla takip edilebilmekte boéylece bireysel
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Amplifikasyon egrileri

Floresan (498-640)
I
3
1

Devir

Standart egri [20140613 t(12;21)] standart

384
36
344
324
304
284

T T T T
2 3 4 5

Log konsantrasyonu

Gegis noktast

Sekil 2. £(12;21) translokasyonu negatif bulunan bir olgu.

tedaviye katkida bulunabilmektedir.!®17 [gbal’in®®!
yaptidi calismada, 167 olgunun 17’sinde (%10.2)
TEL-AML1 pozitif bulunmustur. TEL-AML1 pozi-
tif bulunan hastalarin %82.4’tinde (14/17) erken
remisyon gézlenmistir.'® Baska bir calismada
ise, calismamiza benzer olarak TEL-AML1 geni
revers transkriptaz PZR yontemi ile cahsilmis ve
63 kan ve kemik iligi 6rneginde, %34.9 pozi-
tiflik bulmuslardir.'® Gandemer ve ark.'” ise
60 pediatrik olguda gerceklestirdikleri calismada,
gRT-PZR yontemi ile 16 olguda TEL-AML1
pozitifligi, 44 olguda ise TEL-AML1 negatifligi
bulmuslardir.

Bizim calismamizda ise 175 pediatrik ve
138 eriskin Orneginin 1(12;21) translokasyonu
sonucu, pediatrik olgularda 34 (%19) pozitiflik
bulunurken, eriskin olgularda 17 (%12) pozitiflik
bulundu. Bu hastalarin 148’i takip hastasi oldu ve
bu olgularin 27’sinde molekiiler remisyon izlendi.

Akut lenfoblastik 16semili olgulardan elde
ettigimiz sonuclar farkli {ilkelerde vyapilan
calismalarda elde edilen verilerle benzerlik gos-
termektedir. Sonuc olarak, qRT-PZR ile bireysel
genetik degisimler kolaylikla takip edilebilmekte
bodylece bireysel tedaviye katkida bulunabilmek-
tedir. Ayrica ozellikle kemik iligi 6rneklerinde
FISH (Floresan in situ hibridizasyon) yontemi ile
sonu¢ elde edilemedigi durumlarda da RT-PZR
ALL hastalarinin tan ve takibinde biiyiik katkilar
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saglamaktadir. DiGer yandan, molekiiler yéntem-
lerin katkisi ayni zamanda tani ve tedavideki iler-
lemeler riske gore tedaviyi glindeme getirmistir.
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