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AML hastalarinda t(15;17) PML-RARA translokasyonunun real time RT-PCR ile 5
yillik sonuglarinin degerlendirilmesi

Identification of t(15;17) PML-RARA translocation in acute promyelocytic leukemia
prediagnosed children and adult cases by real time gRT-PCR with 5 year follow up
results
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Ozet

Amag: Akut promyeldsitik 16semi (APL), akut myeloid 16seminin (AML) iyi tanimlanmis alt tipidir ve spesifik olarak
t(15;17)(922;912) translokasyonu ile karakterizedir. t(15;17), 15. kromozom (zerinde bulunan promyeldsitik [6semi
(PML) ve 17. kromozomda lokalize retinoik asit reseptér alfa (RARA) genlerinin flizyonu sonucu olusur.
Translokasyon varligi, konvansiyonel sitogenetik, floresan in situ hibridizasyon analizi (FISH) ve siklikla gergcek
zamanli kantitatif revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ydntemiyle saptanir. Bu galismada,
anabilim dalimiza basvuran APL 0On tanili olgulara ait kan ya da kemik iligi materyallerinden t(15;17)
translokasyonunun gergek zamanl gqRT-PCR ile kantitasyonu amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 2009-2013 yillar arasinda basvuran 79 cocuk (7.28+5.20 yas; 45 E, 34 K) ve 359
yetiskin (47.71£15.57 yas; 193 E, 166 K) olgu dahil edilmistir. Olgularin kan ya da kemik iligi materyallerinden total
RNA izolasyonunu takiben cDNA sentezi gergeklestiriimistir. Sonrasinda, qRT-PCR ile t(15;17) translokasyonu
calisilip, kantite edilmigtir.

Bulgular: Cocuk olgulardan 2'si (%3), toplamda 6 test (%5) t(15;17) icin pozitif olarak belirlenmistir. Bu olgulara ait
t(15;17) kantitasyon degeri ortalamasi, 0.0002+0.0003'tur. Yetigkin olgularin 26's1 (%7), toplamda 30 test (%8)
1(15;17) icin pozitif olarak belirlenmistir. Bu olgulara ait t(15;17) kantitasyon deg@eri ortalamasi, 0.067+0,144'tir.

Sonug: gRT-PCR’In konvensiyonel sitogenetik calismalara gére Ustinligl, tim calisma basamaklarinin test
esnasinda es zamanli olarak izlenebilmesi ve olusan amplikonlarin kantitasyonunun yapilabilmesidir. t(15;17) kalitatif
tayininin klinikteki onemi, taninin kesinlestiriimesinde, tim trans-retinoik asit ve trioksid arsenik tedavisine yanitin
Oongorulmesi ve tedavinin yararliiginin bilinmesinde, minimal reziduel hastaligin (MRH) takibi ve relapsin erken
evrede belirlenebilmesidir.

Anahtar Sozciikler: Akut promyelositik [6semi, minimal rezidlel hastalik, PML/RARA, qRT-PCR, t(15;17).
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Summary

Aim: Acute promyelocytic leukemia (APL) is a well-defined subtype of acute myeloid leukemia (AML) specifically
characterized by the t(15;17)(q22;q12) translocation. t(15;17) results in the fusion of the genes, promyelocytic
leukemia (PML) on chromosome 15 and retinoic acid receptor alpha (RARA) located on 17™ chromosome.
Translocation is detected by conventional cytogenetic, fluorescence in situ hybridization analyses (FISH) and often a
real time quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (QRT-PCR) method. In this study,
quantification of t(15; 17) translocation via real time gRT-PCR was aimed in blood or bone marrow materials
belonging to APL pre-diagnosed cases that appealed our department.

Materials and Methods: Seventy nine children (7.28 + 5.20 years; 45 M, 34 F) and 359 adults (47.71 + 15.57 years;
193 M, 166 F) were included in the study between the years 2009-2013. Following total RNA isolation from blood or
bone marrow materials of the cases, cDNA synthesis was carried out. Then, t(15; 17) translocation was studied by
gRT-PCR and quantitated.

Results: Two cases from children (3%), and in total 6 tests (5%) were detected positive for t(15;17). The average
{(15;17) quantification value was 0.0002 + 0.0003. Twenty six cases of the adults (7%), in total 30 tests (8%) were
determined as t(15;17) positive. Average t(15;17) quantification value of these cases was 0.067 + 0.144.

Conclusion: The superiority of gRT-PCR compared to conventional cytogenetic studies can be found in the fact that
all working steps can be monitored simultaneously during the test and the resulting amplicons can be quantitated.
The clinical significance of t(15;17) qualitative determination is, confirmation of the diagnosis, all trans-retinoic acid
and trioxide arsenic treatment response prediction and treatment efficacy knowledge in addition to minimal residual
disease (MRD) monitoring and ability to identify relapse at early ages.

Key Words: Acute promyelocytic leukemia, minimal residual disease, PML/RARA, qRT-PCR, t(15;17).

Girig

Lésemi, kan ya da kemik iligi orjinli, l16kositlerin asiri
proliferasyonuyla karakterizedir. Losemi hiicrelerindeki
anomali, farklilagsmanin engellenmesi ve proliferasyonu
hizindaki artistan kaynaklanir. Lésemi dncelikle akut ve
kronik olarak; sonrasinda lenfositik ve myeloid olarak alt
gruplara ayrilir (1). Bu gruplar icerisinde de genellikle
ileri siniflandirmalar gerekmekle birlikte; iclerinde en
heterojen grup, akut myeloid I6semilerdir (AML) (2).

AML, kemik iliginde bulunan myeloid progenitér
hicrelerin kontrolsiz gcogalmasiyla olusur ve I6semilerin
%15-25ini olusturur. Akut promyeldsitik I6semi (APL),
AML’nin bir alt grubu olmakla birlikte; kemik iliginde
hematopoezin promyeldsitik safhasinda durmasi ve
I6semik blast hucrelerinin  kontrolsiz ¢ogalmasi ile
karakterizedir (3). Morfolojik olarak AML'nin M3 alt tipi
olarak siniflandirihr (4). Sitogenetik olarak, tim APL
olgularinin yaklasik %90-95’'inde 15. ve 17. kromozomlar
arasinda t(15;17) resiprokal translokasyonu goézlenir (5).
t(15;17) sonucunda, promyeldsitik l6semi (PML) ve
retinoik asit reseptor alfa (RARA) genlerinin flizyonuyla
birlikte; PML-RARA simerik onkoproteini olusur (6, 7).
Boylece t(15;17), duzgun ilerleyen promyeldsitik
farklilasmayi bozan majér bir etmen olmakla birlikte; APL
hastaligi icin molekuler bir marker olarak 6ne ¢ikar (8).
Geriye kalan hastalarin kiguk bir grubunda, alternatif
RARA fuzyonlari meydana gelebilir (9-11). APL
tedavisinde farklilasmayr ve PML-RARA degradasyo-
nunu tetikleyici ajan olarak, all-trans-retinoik asit (ATRA)
temel tedavi olarak kullaniimaktadir (12). PML-RARA
translokasyonu karyotip analizi, floresan in situ
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hibridizasyon ve siklikla gercek zamanli kantitatif revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)
yontemiyle saptanir. qRT-PCR, 10°-10° hiicre arasindan
1 l6semik hicreyi saptayabilme hassasiyetindedir.
Bdylece hastalar minimal rezidiel hastalik agisindan
takibe alinip, izlenebilir. t(15;17)nin kantitatif olarak
saptanmasinin klinik yansimasi, remisyondaki ve ylksek
relaps risk grubunda olan olgularin erken evrede
belirlenebilmesidir. Ayrica, tum trans-retinoik asit ve
trioksid arsenik tedavisine yanitin 6ngorilmesi ve
tedavinin yararliliginin bilinmesi, MRH takibi ile mimktn
olmaktadir.

Bu ¢alismada, 2009-2013 yillari arasinda, anabilim
dalimiza bagvuran APL &n tanili olgulara ait kan ya da
kemik iligi materyallerinden t(15;17) translokasyonunun
gergcek zamanh qRT-PCR ile kantite edilip degerlen-
dirilmesi amaclanmigtir.

Gereg ve Yontem

2009-2013 yillari arasinda olgularin kan ya da kemik iligi
materyallerinden sirasiyla 2 ml ve 1 ml alinip, “red blood
cell lysis buffer” (Roche, Mannheim, Germany) ile
I6kositler ¢okturilimis ve “Magnapure compact RNA

Isolation kit” (Roche, Mannheim, Germany) ile
MagnaPure cihazinda (Roche Applied Science,
Germany) total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

RNA’larin miktarlari ve safliklari Nanodrop cihazinda
dlglilmistir. izole edilen RNA’lardan 1 ug alinip ve “High
Fidelity First Strand cDNA Synthesis kit” (Roche,
Mannheim, Germany) ile konvansiyonel PCR cihazinda
(Techne) komplementer DNA’ya (cDNA) cevrilmigtir.
Sonrasinda, t(15;17) PML-RAR deteksiyon Kkiti
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(Way2Gene), referans gen olarak “G6PGH House
Keeping Gene Set” (Way2Gene) kiti ve “Fast Start DNA
Master Hybridisation Probes” (Roche, Mannheim,
Germany) kullanilarak gergek zamanl gRT-PCR cihazi
olan LightCycler ver. 2.0'’da (Roche Applied Science,
Germany) manuelde verilen termal profil dogrultusunda
t(15;17) translokasyonu cahlisiimistir.

Kantitasyon degerinin saptanmasi igin, PML-RARA
fizyon genine ait mRNA kopya sayisi bilinen standartlar
(5x10°- 5x10° kopya sayisi araliginda toplam 5 standart)
ve G6PDH referans genine ait mRNA kopya sayisi
bilinen standartlar ile (5x10%-5x10° kopya sayisi
araliginda toplam 5 standart) ayrn ayri standart egriler
cizdiriimistir. Bdylelikle, bu egrilere gore mRNA kopya
sayllarini bilmedigimiz érneklerin hedef gen konsantras-
yonlari belirlenebilir. Bir pozitif olgu igin t(15;17) igin
absolut kantitasyon degeri, “hedef gen” kopya sayisinin
“referans gen” kopya sayisina oranlanmasiyla elde
edilmigtir. Calismamizin qRT-PCR basamagi ve
kantitasyon hesaplamalari literatlir bilgisine uygun
sekilde gerceklestiriimistir (13).

Bulgular

t(15;17) calisilmasi istemiyle anabilim dalimiza, 79
cocuk ((7,28+5,20 yas), (45 E, 34 K)) ve 359 yetiskin
((47,71+15,57 yas), (193 E, 166 K)) toplam 438 olgu
basvurmustur. Toplam olgu sayimizin %18.04’tini gocuk
grubu, %81.96’sin1 yetigkin grubu olusturmaktaydi.

Calismaya dahil olan gocuk olgulardan 9 adet (%7) kan,
115 adet (%93) kemik iligi olmak lzere toplam 124 adet
materyal alinmistir. Yetigkin olgulardan ise 243 adet

(%45) kan, 284 adet (%55) kemik iligi olmak Uzere
totalde 527 materyal gelmistir. Cocuk ve yetigkin
olgulara ait toplam kan ve kemik iligi 6érnek sayisi ise,
642'dir.

Calismada yer alan 79 c¢ocuk olgunun 24’U (%28.24),
359 vyetigkin olgunun ise 61'i (%71.76) olmak Uzere
toplam 85 kisi takip hastasidir. Takip hastasi gocuk
olgulardan 124 adet (%19.31) t(15;17) testi galisiimistir.
Bunlarin igerisinden 69 test (%23.88), 2-5 kez arasinda
tekrar edilmistir. Takip hastasi yetigkin olgulardan ise
518 adet (%80.69) t(15;17) testi calisiimis; bunlardan
220 tanesi (%76.12) 2-14 kez arasinda tekrar edilmistir.
Cocuk ve yetigkin gruplari birlikte degerlendirildiginde,
toplam 642 adet ¢aligilan t(15;17) testinin 289'u 2 ile 14
kez arasinda degisen sayida tekrar edilmistir.

Calismanin sonucunda ¢ocuk olgulardan 2'si (%3)
t(15;17) icin pozitif olarak saptanirken, toplamda 6 test
(%5) pozitif olarak belirlenmistir. Bu olgulara ait t(15;17)
kantitasyon degeri ortalamasi, 0.0002+0,0003 olarak
belirlenmistir. Yetiskin olgularin ise 26's1 (%7), t(15;17)
icin pozitif olarak saptanirken, toplamda 30 test (%8)
pozitif olarak belirlenmistir. Bu olgulara ait t(15;17)
kantitasyon degeri ortalamasi, 0.067+0,144 olarak
belirlenmistir. Cocuk ve yetigkin gruplari birlikte deger-
lendirildiginde toplam 28 olgu (15;17) icin pozitif olarak
belirlenmis iken, toplam pozitif test sayisi 36’dir. Tim
olgularin t(15;17) igin ortalama kantitasyon degeri ise
0.065+0.141 olarak hesaplanmistir. Olgulara ait tim
veriler, Tablo-1'de 6zetlenmistir.

Tablo-1. Cocuk ve Yetigkin Olgulara Ait t(15;17) Testi Calisma Ozeti.

Cocuk Dahiliye Toplam
n % n %

Test Sayisi 124 19.31 518 80.69 642
Hasta Sayisi 79 18.04 359 81.96 438
Takip Hasta Sayisi 24 28.24 61 71.76 85
Test Tekrar Sayisi 69 (2-5) 23.88 220 (2-14) 76.12 289 (2-14)
Kadin 34 (%43) 17.00 166 (%46) 83.00 200
Erkek 45 (%57) 18.91 193 (%54) 81.09 238
Yag Ortalamasi 7.2845.20 47.71+£15.57 38.13+22.13
Pozitif Hasta 2 (%3) 7.14 26 (%7) 92.86 28
Pozitif Test 6 (%5) 16.67 30 (%8) 83.33 36

CN Ortalamasi 0.0002+0.0003 0.067+0.144 0.065+0.141
Kan 9 (%7) 3.70 243 (%45) 96.30 243
Kemik iligi 115 (%93) 28.82 284 (%55) 71.18 399

Tartisma kromozomal yeniden dlizenlenmesin sonucu olusan

Molekdler genetik alanindaki gelismelere paralel olarak,
cocukluk ve yetiskin cagi APL etiyolojisinde genetik
anomalilerin 6dnemli rol oynadigi bilinmektedir. Losemide
gOzlenen bu genetik defektler, kanserli hicrenin
biyolojisini; bu nedenle de hastaligi klinik seyrini ve
prognozunu etkilemektedir. APL patogenezindeki en
yaygin genetik anomali, PML-RARA simerik flizyon
geninin olusumuyla sonuglanan t(15;17)dir. t(15,17)
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PML-RARA fiizyon proteini, transkripsiyonel faktor
olarak l6komogenezde etkilidir (3, 14). Bu nedenle,
olusan simerik onkoproteinin aktif transkript seviyesinin
belirlenmesi, hastaligin seyrinin izlenmesi agisindan
oldukga 6nemlidir.

Bu calismanin amaci, 2009-2013 yillari arasinda
anabilim dalimiza APL 6n tanisiyla bagvuran toplam 438
adet gocuk ve yetigkin olguda, t(15;17) analizinin gergek
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zamanli qRT-PCR metodu ile saptanmasiydi. Calis-
manin sonucunda pediatrik olgulardan 2'si (%3) t(15;17)
icin pozitif olarak saptanirken, toplamda 6 test (%5)
pozitif olarak belirlenmigtir. Yetigkin olgularin ise
26'sinda (%7), t(15;17) pozitif olarak saptanmis,
toplamda 30 test (%8) pozitif olarak belirlenmistir.
Boylelikle caligilan toplam 642 test arasinda, 36 testte
(%5.6) PML-RARA pozitifligi saptanmistir. Bu pozitiflik
orani, 6nceki rapor edilen galismalarla da uyumludur.
Betancourt ve ark. ile Sazawal ve ark.’nin 2009 yilinda
yayinladiklari iki ayr calismada da, tum AML hastalar
icinde PML-RARA pozitiflik oraninin %6-9 arasinda
oldugu rapor edilmistir (15,16). italya’da 2005 yilinda
yapilan bagka bir retrospektif calismada ise, 983
olgudan 97’inde (%9) PML-RARA pozitif saptanmigstir
(17). Tirkiye'de ise, Gukurova Universitesi'nden 2010
yihinda Kémur M. ve ark.’nin rapor ettigi ¢galismada, 34
pediatrik AML 6n tanili olgudan 3’Unde, %8.8 oraninda
t(15;17) pozitifligi saptanmistir (18). Sonug¢ olarak,

onceki calismalara ait pozitifik oranlari ile kendi
merkezimizde elde ettigimiz oranlar  benzerlik
gOstermektedir.

Calismamizda t(15;17) Kkantitatif tayini igin gercek

zamanli qRT-PCR kullanmamizin énemli bir nedeni,
hastalari minimal reziduel hastalik takibinde incelemekti.
Translokasyonlar  genellikle FISH, konvansiyonel
sitogenetik, multipleks PCR gibi metotlarla ile uzun bir
surecte belirlenebilmektedir (19). Ancak ylksek spesifite,
sensitivite ve kisa slrede tani koyabilme imkani
saglayan gergek zamanhh gRT-PCR metodu ayni
zamanda, t(15;17) icin pozitif olgularin kantitasyon
degerinin hesaplanmasina, blastik hicrelerin saptandigi
siklusun belirlenmesine olanak verdiginden, galigsmalara
6zgullik katmaktadir. Ayrica, sitogenetik yontemler MRH
takibi agisindan yeterli olmamaktadir. Aktif transkripsiyon
dizeyini belilemede kullanilan gRT-PCR yonteminin
sitogenetik metoda gére Ustunlugu, daha hizli ve duyarl

Referanslar

olmasinin yani sira; sayisal bir deder olarak elde edilen
sonuglarin olgularin tedaviye verdikleri yanitin takibinde
kolaylik saglamasidir (20). Calismamizda MRH takibinde
olan pediatrik olgulardan ve ilk kez Mart 2011’'de gelen
erkek olgudan (A.E.), toplam 4 kez t(15;17) testi
calisiimig, hepsi de negatif sonug vermistir ve olgunun
remisyon hali devam etmektedir. Yetigkinler grubundan
ilk kez Haziran 2011'de gelen kadin olguda (S.A.) PML-
RARA negatif olarak saptanmis ve sonraki 6 aylik
surecte 6 kez daha t(15;17) testi negatif olarak
saptanmistir. MRH baglaminda takip edilen olguda
Nisan 2012’de niks gergeklesmis ve t(15;17) absolut
kantitasyon degeri 0.0000017 olarak belirlenmigtir. Bir ay
sonra test tekrari istenen olgu, tekrar remisyon sergileyip
PML-RARA negatif olarak degerlendirilmistir. Giniimize
kadar olan suregte 6 kez daha t(15;17) calisilan olgunun
remisyon hali devam etmektedir. Bu nedenle translo-
kasyon calismalarinda kisa sirede kantitatif sonug
verilebilmesi klinisyenler icin yol gosterici olmakta,
tedavinin takibini kolaylastirmakta ve ¢ok duslk
dizeydeki ekspresyonlarin bile belirlenebilmesi hasta-
ligin prognozu icin erken ipuglari verebilmektedir.

Sonug

Cocukluk ve yetiskin caginda godzlenen kromozomal
yeniden dizenlenmelerin erken evrede saptanabilmesi
hem klinisyen hem de hasta igin kritk dneme sahiptir.
Anabilim dalimizda t(15;17) kantitasyonu igin kullan-
digimiz gqRT-PCR ybntemi, hizh ve guvenilir sonuglar
vermektedir. Elde ettigimiz sonuclar, APL hastalarinda
yeni tani ddoneminde ve tedavi sirecinde t(15;17) PML-
RARA translokasyonunun kalitatif tayininin; taninin
kesinlestiriimesinde, molekiler remisyon saglanmasina
yonelik tedaviyi yoénlendirmesinde ve MRH takibi
acisindan degerli bir yéntem oldugunu desteklemektedir.
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