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Amag: Kemik iligindeki hematopoietik hiicrelerin anormal birikimiyle karakterize
olan kronik myeloid 16semi (KML) icin t(9;22) kromozomal translokasyonu tanisal
bir belirtectir. Philadelphia kromozomu olusumuyla sonuglanan translokasyon,
KML olgularinda gelismekte ve hastalarmin %95'inde goriilmektedir ve akut
lenfoblastik 1osemi (ALL) ve akut myeloid l6semi (AML)'de daha kotii bir
prognozun gostergesidir. Bu ¢alismada, Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda 2004-2013
yillar1 arasinda gelen KML 6n tanili hastalarm t(9;22) analizi yapilarak,
sonuglarinin degerlendirilmesi amaglanmustir.

Yontem ve geregler: 2004-2013 yillar1 arasinda gelen KML 6n tanili olgularin, BCR-
ABL fiizyon gen ekspresyonun belirlenmesi, 361 ¢ocuk ve 2433 erigkin olguda
gerceklestirilmistir. Cocuk olgularinin 125i ve erigkin olgularmin 626’s1 takip
hastas1 olup 3612 kan (%59) ve 2516 kemik iligi (%41) 6rneginden total RNA veya
mRNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

Bulgular: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji Anabilim dalinda 2004-2013
yillar1 arasinda 6128 (9;22) ekspresyon analizi gerceklestirilmistir. Takip hastasi
cocuklarda (yas ortalamas: 10,43+5,07) 2 ile 26 arasinda degisen 545 analiz ve
eriskin takip hastalarinda (yas ortalamasi 51,07£14,63) ise 2 ile 30 arasinda degisen
753 analiz gerceklestirilmistir. Cocuk olgularin 38'i ve eriskin olgularm 474’ti BCR-

Cumhu r GUNDUZ ABL fiizyon gen ekspresyonu pozitif olarak belirlenmistir.

Ege Universitesi Tartisma ve sonug: BCR-ABLI transkriptlerinin kan ve kemik iligindeki kantitatif
Tip Fakdltesi olciimii, KML'nin ilk tarusi ve rutin tedavi sonrast t(9;22)-pozitif l6semili hiicrelerin
Tibbi Biyoloji AD patobiyolojisini daha iyi anlamamiz agisndan 6nem tasimaktadir.

IZMIR Anahtar Kelimeler: Kronik myeloid 16semi, Philadelphia kromozom, p210, BCR/ABL
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ABSTRACT

Objective: The t(9,22) chromosomal translocation is a diagnostic marker for the
chronic myeloid leukemia (CML) which is characterized by abnormal
accumulation of hematopoietic cells in the bone marrow. The translocation
resulting in the formation of the Philadelphia chromosome; develops in KML cases
and is observed in 95% of patients, it is the indicator of poorer prognosis in acute
lymphoblastic leukemia (ALL) and acute myeloid leukemia (AML). In this study,
the CML pre-diagnosed patients in Medical Biology Department for the 2004-2013
period are analyzed for t(9; 22) and the results are evaluated.

Methods: The determination of BCR-ABL fusion gene expression for the CML pre-
diagnosed patients between 2004-2013, has been conducted in 361 children and
2433 adult cases. 125 of children cases and 626 of adult cases are follow-up patients
and total RNA or mRNA isolations are conducted for 3612 blood (%59) and 2516
bone marrow (%41) samples.

Results: In the Medical Biology Department, 6128 t(9;22) expression analysis are
conducted for the 2004-2013 period. In follow-up children cases, (average age
10.43£5.07), 545 analyses changing between 2 and 26 are conducted; in follow-up
adult cases (average age 51.07+14.63), 753 analysis changing between 2 and 30 are
conducted. The BCR-ABL fusion gene expression determined to be positive for 38
children cases and for 474 adult cases.

Discussion and conclusion: The quantitative measurement of BCR-ABL in blood
and bone marrow are important for initial diagnosis of CML and for better
understanding of t(9; 22) leukemia positive cells” pathology after routine treatment.
Keywords: Chronic myeloid leukemia, Philadelphia chromosome, p210 BCR/ABL

Dokuzuncu kromozom ile 22. Kromozom arasinda
resiprokal translokasyon olan t(9;22), philadelphia (Ph)
kromozomu, hematolojik malignensilerde ilk saptanan
kromozom anomalisidir. 1960 yilinda Philadelphia’da
Pennsylvania Universitesi Tip Fakiiltesinden Novell ve
Hungerford KML hastalarindan elde edilen 22.
kromozomun normal hiicrelerdeki ayni kromozomdan
daha kisa oldugunu gozlemleyerek, kisa kromozomu
"philadelphia kromozomu" olarak adlandirmislardir (1).
Translokasyonun kirik bolgeleri t(9;22)(q34;q11), 1973
(2). Ph

kromozomu molekiiler seviyede, 22q11 BCR geninin 5’

yilinda Rowley tarafindan tanimlanmigstir
bolgesinin, 9q34 bolgesine yerlesmis olan ABL geninin (9
kromozom) 3’ bolgesine birlesmesi ile olusan BCR/ABL
fizyon genidir (1). Bu fiizyon, BCR i¢indeki kirilma
noktalarina bagli olarak, P190 BCR/ABL1 ve P210
BCR/ABLI1 proteinlerini kodlayan BCR/ABL1 simerik gen
formuyla sonuglanmaktadir. KML olgularinin ¢ogunda,
210-kDa agirhgindaki onkojenik bir protein olan p210
sentezlenmektedir (1). KML" de BCR geni igerisindeki
kirilmalar, 12 ve 16. ekzonlar arasinda gerceklesmektedir.
Bu bolge, M-BCR (Major breakpoint cluster region) olarak
tanimlanmaktadir (1-6). Bu bdlgede sentezlenen p210

flizyon proteini, akrosentrik kromozom yapisinda olup,

artmig tirozin kinaz aktivitesine ve anormal hiicre
lokalizasyonuna sahiptir (4). P210 BCR/ABL1, KML
olgularinin  %95'inde, erigkin ALL olgularinin %25-
30"unda, cocuk ALL olgularimin %2-5inde ve nadir olarak
da AML olgularinda saptanmaktadir. Ph kromozomu
olusumuyla sonuglanan translokasyon, KML i¢in tanisal
bir belirtectir. ALL ve AML "de daha kétii bir prognozun
gostergesidir.

Bu calismada, Tibbi Biyoloji Anabilim dalinda 2004-
2013 yillar1 arasinda analizi yapilan t(9;22) sonuclarinin

degerlendirilmesi amaglanmaistir.
GEREC VE YONTEM

Tibbi Biyoloji Anabilim dalina 2004-2013 yillar
arasinda gelen KML 6n tanili olgularin, BCR-ABL fiizyon
gen ekspresyonun belirlenmesi, 361 g¢ocuk [156 kadin
(%44) / 204 erkek (%56)] ve 2433 erigkin [1161 kadin (%48)
/ 1272 erkek (52)] olguda gerceklestirilmistir. Calisma igin
etik kurul izni alinmigtir (Etik kurul 14-5/1). Cocuk
olgularinin 125’ i ve erigkin olgularimin 626’s1 takip hastasi
olup 3612 kan (%59) ve 2516 kemik iligi (%41) 6érneginden
total RNA veya mRNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Standart, pozitif ve negatif kontroller icin reaksiyon
karigimi hazirlanarak, denatiire edilmis RNA eklenerek,
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cDNA sentez protokolii uygulanmaktadir. Tki bin dort ile
iki bin on iki yillar1 arasinda (9;22) ekspresyonu, Light
Cycler t(9;22) Quantification Kiti ile (Roche Applied
Science, Mannheim, Germany) real time online RT-PCR ile
belirlenmis, ABL / GAPDH gen ekspresyonuna gore
kantite edilmistir (7). Iki bin on iig yilindan itibaren
uygulanan metot degistirilmis ve ipsogen BCR-ABL1 Mbcr
ISSMMR  Kit (8). Kit
protokoliine gore; kullanilan referans gen ABL’dir. Hem
ABL hem de Mbcr igin farkli standartlar kullanilarak,
Uluslararasi skalada degerlendirme, IS-MMR kalibrator ile
yapilmistir.

kullanilmaya  baslanmustir

Olgulara ait parametrelerin tanimlayic
istatistikleri, regresyon analizi ve “odds ratio” (OR)
SPSS  istatistik

gergeklestirilmistir. Anlamlilik p<0,05 olarak almmustir.

analizleri paket programinda

BULGULAR

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
dalinda 2004-2013 yillar1 arasinda 6128 t(9;22) ekspresyon
analizi gergeklestirilmistir (Tablo I). Cocuk olgularinin yas
ortalamasi 10,43+5,07 olup takip hastalarinda 2 ile 26
arasinda degisen 545 (9;22) analizi ve erigkin takip
hastalarinda (yas ortalamasi 51,07+14,63) ise 2 ile 30
arasinda degisen 753 t(9;22) analizi gerceklestirilmistir.
Cocuk olgularin 381 (%11) ve eriskin olgularin 474’
(%20) BCR-ABL fiizyon gen ekspresyonu pozitif olarak

belirlenmistir.

On yillik t(9;22) analizi sonuglar1 incelendigine yillara
bagli yillara bagli olarak analiz sayisinda (Tablo II)
anlamli artis oldugu belirlendi [Sekil 1, (R2=0,9522,
p<0,001)]. Toplam pozitiflik degerlendirildiginde % 29,54
oraninda t(9;22) pozitifligi oldugu saptandi; 2004 ve 2013
yillarinda %46,58 ve %40,55 pozitiflik dikkat ¢ekicidir.

Cocuk ve erigkin olgularda t(9;22) pozitifligi yillara
gore degerlendirildiginde (Tablo III) ¢ocuk olgularinda
2004 yili hari¢ son ii¢ yilda (2011-2013) anlamli artig
gosterdigi ve 2006 yilina gore 2013 yilindaki t(9;22)
pozitifligindeki artism 10,98 kat oldugu belirlenmistir
(OR=10,987  %95CI=1.437-83.835,  p=0,021).
olgularda t(9;22) pozitifligi 2005-2012 yillar1 arasinda
ortalama %32,07 olarak belirlenmistir. Son yilda (2013) 1,4
kathk bir artisla t(9;22) pozitifliginin %44,47 oldugu

saptanmigtir.

Eriskin

t(9,22)
degerlendirildiginde (Tablo IV) ¢ocuk olgularda kizlarda
daha (%62,86)
saptanmustir. Yillardaki oranlarina bakildiginda 2011

pozitifligi  cinsiyet farklihigi  agisindan

yliksek oranda pozitif bulundugu
yilinda kiz olgularindaki pozitiflik oran1 1,31 kat artarak
%82,61 olarak belirlenmistir. Erigkin olgularda t(9;22)

pozitifligi cinsiyet agisindan farklilik gostermemektedir.

Tablo I £(9,22) analizi yapilan olgularin demografik 6zellikleri, kliniklere gore dagilimi ve test pozitiflikleri

Cocuk Eriskin
Toplam
n 0/o n 0/o

Test Sayis1 788 12,86 5340 87,14 6128
Hasta Sayis1 361 12,92 2433 87,08 2794
Takip Hasta Sayis1 125 16,60 626 83,40 753
Test Tekrar Sayis1 545 (2-26) 13,33 3542 (2-30) 86,67 4087 (2-30)
Kadin/Kiz 156(%44) 11,84 1161(%48) 88,16 1318
Erkek 204(%56) 13,82 1272 (%52) 86,18 1476
Yas Ortalamasi 10,43+5,07 51,07+14,63 46,22+19,12
Pozitif Hasta 38 (%10,53) 7,42 474 (%19,48) 92,58 512
Pozitif Test 105 (%13) 5,80 1705 (%32) 94,20 1810
NCN Ortalamas1 847,96+5190,24 167,41+3555,04 206,88+3672,26
Kan 119 (%15) 3,29 3493 (%65) 96,71 3612
Kemik iligi 669 (%85) 26,59 1847 (%35) 73,41 2516

NCN=normalize kopya sayis
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Tablo IL Yillara gore negatif ve pozitif t(9;22) analiz sayilar1

Yil Negatif | Pozitif | % Pozitiflik = Toplam
2004 86 75 46,58 161
2005 107 46 30,07 153
2006 189 78 29,21 267
2007 252 106 29,61 358
2008 350 154 30,56 504
2009 470 190 28,79 660
2010 640 194 23,26 834
2011 762 265 25,80 1027
2012 852 286 25,13 1138
2013 610 416 40,55 1026
Toplam 4318 1810 29,54 6128
1200
1000
% 800
5
N 600
©
c
< 400
200
0
2004 2005 2006 2007 2008 %CiIOQ 20102011201220132014
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Sekil 1. Yillara gore yapilan t(9;22) analiz sayilar:

Tablo III. Cocuk ve eriskin olgularin t(9;22) pozitifliginin
yillara gore dagilimi

Cocuk Erigkin
Yillar | Negatif | Pozitif % Negatif | Pozitif %
Pozitiflik Pozitiflik

2004 16 11 40,74 70 64 47,76
2005 3 3 7,89 72 3 37,39
2006 38 1 2,56 151 77 33,77
2007 9 5 676 183 101 35,56
2008 51 3 5,56 299 151 33,56
2009 89 5 532 401 185 31,57
2010 = 3 441 575 191 24,93
2011 117 23 1643 645 242 27,28
2012 123 25 16,89 729 261 26,36
2013 90 26 241 487 390 4447

Toplam 693 105 13,16 3612 1705 32,07

Tablo IV. Cocuk ve erigkin olgularmn £(9;22) pozitifliginin
cinsiyete gore dagilimi

Cocuk Erigkin
Yillar Erkek Kiz Erkek Kadin
(%) (%) (%) (%)

2004 2 (18,18) 9 (81,82) 38 (59,38) 26 (40,63)
2005 1(3333) | 2(66,67) 17 (39,53) 26 (60,47)
2006 1 (100,00) 0 (0,00) 36 (46,75) 41 (53,25)
2007 3(60,00) | 2 (40,00) 53 (52,48) 48 (47,52)
2008 3 (100,00) 0 (0,00) 86 (56,95) 65 (43,05)
2009 2(40,00) | 3 (60,00) 87 (47,03) 98 (52,97)
2010 1(3333) | 2(66,67) 95 (49,74) 96 (50,26)
2011 4 (17,39) 19 (82,61) 120 (49,59) 122 (50,41)
2012 10 (40,00) 15 (60,00) 134 (51,34) 127 (48,66)
2013 12(46,15 | 14(53,85) | 193 (49,49) | 197 (50,51)

Toplam 39 (37,14) 66 (62,86) 859 (50,38) 846 (49,62)

Tablo V. Ik tar (9;22) pozitifliginin yillara gore dagilm

Cocuk % Eriskin % Toplam %
2004 3 14,29 19 18,63 22 17,89
2005 2 6,45 16 25,81 18 19,35
2006 1 3,23 38 27,14 39 22,81
2007 3 6,67 32 23,70 35 19,44
2008 2 7,41 36 17,56 38 16,38
2009 2 4,00 45 17,79 47 15,51
2010 1 3,45 30 10,49 31 9,84
2011 6 15,79 91 22,09 97 21,56
2012 10 21,28 96 20,92 106 20,95
2013 8 19,05 71 18,73 79 18,76
Toplam 38 10,53 474 19,48 512 18,32

[k tan1 t(9;22) pozitifligi cocuk olgularinda %10,53
eriskin olgularda %19,48 olarak belirlenmistir. Yillara gore
degisimi incelendiginde g¢ocuk olgularinda son 3 yilda
(2011-2013) ilk tani (9;22) pozitifligi belirgin bir sekilde
artmustir. En yiiksek olarak 2006 yilina gore 2012 yilinda
6,6 kat artis gozlenmistir (OR=6,5957, %95CI=0,8036-
54,1370, p=0,078). Hging olarak 2010 yilinda hem ¢ocuk
olgularinda (%3,45) hem eriskin olgularda (%9,84) en
distik ilk tan1 £(9;22) pozitifligi oldugu saptanmustir.

TARTISMA

Kanser, belirli genlerde ortaya c¢ikan mutasyonlar

sonucu olusan, hiicresel seviyedeki genetik bir

bozukluktur (2). Kanser hiicrelerinde olugsan kromozomal
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diizeydeki genetik degisiklikler, gen iirtinlerinin ya da
aktivitelerinin degisimine neden olabilmektedir (2,3,5). Bu
genetik degisiklikler kanser gelisiminin incelenmesinin
temelinde ve tiimo6r olusumunda oldukc¢a 6nemlidir (3).
Hematolojik kanserler kromozom kayip ve kazanimlari
icermelerine ragmen daha cok tipik translokasyonlarla
karakterizedir. Bazi  hematolojik  kanserlerde bu
translokasyonlar, hastaligi smniflandiracak kadar o6zeldir
(9). KML olgularmin %95'i, yetiskin ALL olgularinin %25-
30y, Philadelphia t(9,22)

translokasyonuna sahiptir. Philadelphia kromozomu, Bcr-

kromozomu varliginda,

Abl fiizyon proteinlerinin ekspresyonuyla t(9;22)(q34;q11)
BCR/ABL

tarafindan olusan malign transformasyon, onun abl

translokasyonu sonucunda olusmaktadir.
tirozin kinaz aktivitesine bagli olarak kritiktir. Ayni
zamanda, hibrid genin bir pargasi olan ber, malign fenotipin
gerceklesmesinde de yer almaktadir (10). Calismamizin
temelinde, KML patogenezinden sorumlu t(9;22)(q34;q11)
olan BCR-ABL1

kantitatif analizi yer almaktadir.

translokasyonunun  iiriinii geninin
KML olgularinda qRT-PCR gibi molekiiler yontemler ile
bcr-abl

kromozomunun

olusan Ph
takibi
gerceklestirilebilmektedir. Tedavi sonrasinda hastalarin

genin yeniden yapilanmas: ile
varligt ile tedavi
tagidiklart Ph+ hiicrelerinin oranin dogru bir sekilde tespit
edilmesi, tedaviye verilen cevabin belirlenmesi acisindan
olduk¢a o©nemlidir. Tedavi sonrasinda artan BCR-ABLI1
RNA seviyeleri, hastalik ilerlemesi riskini 6nemli bir sekilde
arttirmaktadir (11). Bu yiiksek riskli hastalarin erken tespiti,
niiks o6ncesinde, terapdtik strateji igin erken degisiklik
BCR-ABL1
transkriptlerinin kan ve kemik iligindeki kantitatif 6l¢iimii,

yapilmasina izin verebilecektir. Bdylece,
klinik uygulamalarda t(9;22)-pozitif 16semili hiicrelerin

patobiyolojisini daha iyi anlamamizi saglayacaktir.

Sonu¢ olarak belirli periyotlarda olciilen t(9;22)
ekspresyonu, KML'nin ilk tanis1 ve rutin tedavi sonrasi
minimal rezidiiel hastalik takibi ve prognozun belirlenmesi

i¢in gereklidir.
KAYNAKLAR

1. Nowell P, Hungerford D. A minute chromosome in

chronic granulocytic leukemia. Science 1960;132:1497.

10.

11.

Rowley JD. Letter. A new consistent chromosomal

abnormality in chronic myelogenous leukaemia
identified by quinacrine fluorescence and Giemsa
staining. Nature 1973;243(5405):290-3.

Zheng X , Oancea C, Henschler R, Malcolm A. S. Moore,
Ruthard M. Reciprocal t(9;22) ABL/BCR Fusion Proteins:
Leukemogenic and Effects on B Cell
Commitment. PLoS One 2009;4(10):e7661.

Klug, SW, Cummings RM. Genetik Kavramlar. Oner C.
Vol. 2, Palme Yayincilik, Ankara, 2002.

Schulz W. Molecular Biology of Human Cancers.
Springer Science and Business Media, 2005;219-226.
Telegeev GD, Dubrovska AN, Dybkov MV, Maliuta SS.
Influence of BCR/ABL fusion proteins on the course of
Ph leukemias. Acta Biochim Pol 2004;51(3):845-9.

Miiller MC, Saglio G, Lin F, Pfeifer H, Press RD, Tubbs
RR, Paschka P, Gottardi E, O'Brien SG, Ottmann OG,
Stockinger H, Wieczorek L, Merx K, Kénig H, Schwindel
U, Hehlmann R, Hochhaus A. An international study to

standardize the detection and quantitation of BCR-ABL

Potential

transcripts from stabilized peripheral blood preparations
by quantitative RT-PCR. Haematologica 2007;92(7):970-3.
Mauté C, Nibourel O, Réa D, Coiteux V, Grardel N,
Preudhomme C, Cayuela JM; GBMHM. Calibration of
BCR-ABL1 mRNA quantification methods using genetic
reference materials is a valid strategy to report results on
the international scale. Clin Biochem 2014;47(13-14):1333-
6.

Moore FR, Rempfer CB, Press RD. Quantitative BCR-
ABL1 RQ-PCR Fusion Transcript Monitoring in Chronic
Myelogenous Leukemia. Methods Mol Biol 2013;999:1-
23.

Yaghmaie M, Ghaffari SH, Ghavamzadeh A, et al
Frequency of BCR-ABL Fusion Transcripts in Iranian
Patients with Chronic Myeloid Leukemia. Arch Iranian
Med 2008;11(3):247 -251.

Hickey FB, Cotter TG. Identification of transcriptional
targets associated with the expression of p210 Bcr-Abl.
Eur ] Haematol 2006;76:369-383.



60 Losemilerde t(9;22) BCR-ABL Translokasyonunun Real-Time RT-PCR ile 10 Yillik Sonuglarinin Retrospektif Degerlendirilmesi



	RETROSPECTIVE EVALUATION OF 10-YEAR RESULTS OF T (9; 22) BCR-ABL TRANSLOCATION VIA REAL-TIME RT-PCR IN LEUKEMIA

