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AML on tanil olgularda inv(16) CBFBETA-MYHL11 inversiyonunun real time RT-
PCR ile 5 yillik sonuglarinin degerlendirilmesi

Evaluation of 5-year results of the inversion of inv(16) CBFBETA-MYH11 with real
time RT-PCR in patients prediagnosed as AML
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Amag: Bu calismada, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na 2009-2013 yillari arasinda akut
myeloid I6semi (AML) 6n tanisi ile bagvuran 402 olgunun (322 yetiskin, 80 ¢ocuk) kan veya kemik iligi drneklerinin
inv16 kantitasyon analizlerinin RT-PCR ydntemi ile degerlendiriimesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Hastalardan alinan kan ve kemik iligi 6érneklerinden total RNA/mRNA izolasyonunu takiben
cDNA’lar elde edilerek revers-transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ydntemiyle inv16 kantitasyonu
LightCycler2 cihazinda gergeklestirildi.

Bulgular: Doért yiz iki olgu, inv(16) CBFBETA-MYH11 inversiyonu agisindan degerlendirildi. Yapilan analiz
sonucunda 12 (% 4) eriskin ve 7 (% 9) ¢cocuk olmak tzere toplam 19 olguda inv16 pozitifligi saptandi.

Sonug: Inv16 kantitatif analizi, AML hastalarinin klinik degerlendirimesinde, hastaligin seyri ve remisyon
saglanmasina yonelik tedavi protokollerinin uygulanmasinda etkili bir yontem oldugunu desteklemektedir. AML hasta
grubunu igeren daha genis kapsamli ¢alismalar yapilarak elde edilen sonuglar desteklenmelidir.

Anahtar Sozciikler: Akut myeloid I6semi, inv16, CBFBETA-MYH11, RT-PCR.

Abstract

Aim: In this study, it was aimed to evaluate the analysis of inv16 blood and bone marrow samples quantitively by
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) method of 402 patients (322 adult, 80 children)
prediagnosed as acute myeloid leukemia (AML), who were admitted to Ege University Faculty of Medicine,
Department of Medical Biology between years 2009-2013.

Materials and Methods: cDNA’s were obtained following the total RNA/mRNA isolation which were taken from
patients’ blood and bone marrow samples and quantitaion of inv16 were performed by reverse transcriptase RT-PCR
method at LightCycler2.

Results: Four hundred and two cases were evaluated in terms of inv(16) CBFBETA-MYH11 inversion. As a result of
the analysis, a total of 19 patient were determined inv16 positivity includes 12 adult (% 4) and 7 children (9%).
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Conclusion: Inv16 of quantitative analysis is supported to be an effective method for clinical evaluation of patients
with AML, regarding remission of disease and implimentation of the treatment protocols toward achieving remission.
More studies with AML patients are required for confirmation of the results.

Keywords: Acute myeloid leukemia, inv16, CBFBETA-MYH11, RT-PCR.

Girig

Kemik iligindeki hematopoietik kék hilicre formasyonu
sonucu kan hucreleri gelismektedir. Losemi, hemato-
poietik hiicrelerde proliferasyon ve diferansiasyon
asamalarinda meydana gelen bozukluklar sonucu ortaya
¢tkan malign bir hastaliktir. Yetigkinlerde gorilen
I6semilerin %80’ini akut myeloid I6semi (AML) olustur-
maktadir. AML, normal hematopoietik kék hiicrelerde
meydana gelen genetik degisiklikler sonucu gelisen,
fenotipik olarak hastadan hastaya degisiklik gosteren,
bircok hastada intraklonal varyasyon saptanan, malign
hematopoietik bir diizensizliktir (1,2). Somatik hiicrelerde
meydana gelen mutasyonlarla indiiklenen I6semi,
onkogenlerin aktive olmasina ya da timor slpressor
genlerin inaktive olmasina neden olan insersiyonlar,
delesyonlar, kromozom kiriklari ve fiizyonlari igeren
kromozomal yeniden dizenlemeler sonucu olus-
maktadir. Bu degisiklikler blastlarin veya anormal I16semi
hicrelerinin  differansiasyonunun  bloke edilmesine
ve/veya asiri proliferasyonuna sebep olmaktadir (2).
AML hastalarinda meydana gelen t(15;17), t(8;21), inv16
ve trizomi21 gibi kromozomal anomaliler iyi prognoz; 5-,
7-, 59-, 79-, trizomi 8, belirgin hiperdiploidi ve t(6;9) gibi
kromozomal anomaliler ise kotli prognoz gostergesi
olarak kabul edilmekte ve tedavi planinin elde edilen
bulgulara gore diizenlenmesi énerilmektedir. inv16, 16.
kromozomun inversiyonu sonucu CBFB-MYH11 flizyon
proteinin olusmasina neden olan ve Fransa-Amerika-
ingiltere tarafindan yapilan FAB siniflamasina gére AML
hastalarinin %8’ini olusturan akut eozinofilik miyelomo-
nositer 16semi (M4Eo) alt grubunda siklikla gézlenen, iyi
prognoz gostergesi olarak kabul edilen kromozomal bir
anomalidir (3-5). Bu nedenle hastalik tani ve takibinde
bir belirtec olarak kullanilmaktadir. inv16, 16p13’de
lokalizasyon go6steren miyozin agir zincir 11 geni
(MYH11) ile 16922 Ilokalize olan c¢ekirdek-baglayici
faktor beta (CBFB) geninin fiizyonu sonucu olugsmaktadir
(5). Bu yeniden dizenlenmeler; standart sitogenetik
analiz, Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontem-
lerinin yani sira gunimizde minimal reziduel hasta-
liklarin gérintilenmesinde oldukga 6nemli bir yéntem
olan revers-transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) ile de saptanabilmektedir (6). Gunimuzde
kantitatif RT-PCR, hastalarin tedavi oncesinde, tedavi
sirasinda ve tedavi sonrasindaki flizyon transkript
seviyelerinin kantitasyonuna izin veren bir metoddur (7).

Gereg ve Yontem
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Hematoloji Bilim Dali ve GCocuk Hastaliklari Hematoloji
Bilim Dalr’'ndan gelen AML 6n tanili 322 erigkin (106 kan,
264 kemik iligi) ve 80 pediatrik olgunun (11 kan, 116
kemik iligi) 127 kan ve 370 kemik iligi 6rneginin inv16
(CBFBETA-MYH11) kantitasyon analizii, RT-PCR
yontemi kullanilarak LightCycler2 cihazinda gercekles-
tirildi.

Olgulardan alinan kan ve kemik iligi drneklerinden total
RNA (MagNA Pure Compact RNA izolasyon kiti) / mRNA
(mRNA Isolation Kit for Blood/Bone Marrow Roche
Applied Science) izolasyonlari, kit protokollerine uygun
olarak yapildi. RNA izolasyonunu takiben ters
transkripsiyon islemi ile first strand cDNA sentezi
(komplementer DNA) “Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis”  kiti  kullanilarak ~ “Thermal  Cycler’da
gerceklestirildi. Elde edilen cDNA'lar, inv16 tespit Kkiti
(Way 2 Gene) kullanilarak 400 baz cifti iceren inv16
cDNA fragmani, spesifik primerlerle c¢ogaltip spesifik
floresan boyalarla isaretli problarla hibridize edilerek
amplifikasyonlari RT-PCR ydntemiyle LightCycler2
cihazinda yapildi. Sonuglar F2 kanalinda kantite edildi.
RNA kalitesinin kontrolinde G6PDH kullanildi. Olgularin
kantitatif olarak degerlendiriimesi, inv16 (pozitif olgu gen
kopya sayisi) / G6PDH (referans gen kopya sayisi) gen
ekspresyonuna gore gerceklestirilerek ornekler negatif
ya da pozitif olarak degerlendirildi.

Bulgular

Hematoloji Bilim Dal’'ndan gelen 322 eriskin ile Cocuk
Hastaliklari Hematoloji Bilim Dal’'ndan gelen 80 pediatrik
olgunun yas ortalamalar sirasiyla 50.18+15.57 ve
7.62+4.79 olarak belirlendi (Tablo-1). Ug yiiz yirmi iki
erigkin olgunun 138'i (%43) kadin, 184’0 (%57) erkek; 80
pediatrik olgunun 35i (%44) kiz, 45’1 (%56) erkekti
(Tablo-1). Eriskin gruptaki 322 olgunun 37’si, pediatrik
gruptan 34’0, toplam 61 olgu tedavi sirasinda takibe
alindi. Toplam 402 hastadan 497 Ornekte inv16
kantitasyon analizi gergeklestirildi. inv16 kantitasyonu
gerceklestirilen 497 6rnekte, taninin kesinlestiriimesi ve
minimal rezidlel hastalik takibi agisindan degerlen-
dirilebilmesi igin, 86’si (%55.13) erigkin gruptan, 70’i
(%44.87) pediatrik gruptan olmak tzere toplam 156 olgu
icin 2-5 tekrar olmak Uzere inv16 kantitasyonu
gerceklestirildi. Eriskin gruptaki 322 hastadan 12’si (%4),
pediatrik grupta ise 7’si (%9) olmak tzere toplam 19 olgu
inv16 kantitasyonu agisindan pozitif olarak saptandi.
Pozitif olgu kopya sayisinin Referans kopya sayisina
oranin ortalamasi (CN degeri) erigkin grupta 0.09+0.17,
pediatrik grupta ise 0.14+0.42 olarak bulundu (Tablo-2).
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Tablo-1. AML On Tanili Hasta Grubunun Cinsiyet ve Yag Ortalamasi.

Erigkin n:322 GCocuk n: 80
(% 80.10) (% 19.90) Toplam
N % n %
Kadin 138 (%43) 79,77 35 (%44) 20.23 173
Erkek 184 (%57) 80,35 45 (%56) 19,65 229
Yas ortalamasi 50.18+15.57 7.62+4.79 37.41+£23.69
Tablo-2. AML On Tanili Hasta Grubunda Yapilan Inv16 Kantitasyon Analiz Calismasinin Degderlendiriimesi.
Eriskin n:322 o Cocuk n: 80 o
(%80.10) % (%19.90) % Toplam
Takip Hasta Sayisi 37 60.66 24 39.34 61
Kan 106 (%29) 90.60 11 (%9) 9.40 117
Kemik iligi 264 (%71) 69.47 116 (%91) 30.53 380
Test Sayisi 370 74.45 127 25.55 497
Test Tekrar Sayisi 86 (2-4) 55.13 70 (2-5) 44.87 156 (2-5)
Pozitif hasta 12 (%4) 63.16 7 (%9) 36.84 19
Pozitif Test 14 (%4) 53.85 12 (%9) 46.15 26
CN ortalamasi 0.09+0.17 0.14+0.42 0.11+0.31
Tartigma CBFB-MYH11 simerik proteinin ekspresyonun tek
Ginimiizde cesiti kromozomal yeniden diizenlen- basina yeterli olmadidi ve AML’nin geligebilmesi igin

melerin I6semiye neden oldudu bilinmektedir. Lésemi
tani, siniflandiriima, tedavi ve prognozunun belirlenme
basamaklarinda siklikla bu kromozomal anomaliler
kullaniimaktadir. Lésemilerde goriulen genetik anomali-
lerin analizinde kemik iligi veya periferik kan 6rneklerin-
den Kkonvansiyonel sitogenetik ile kromozomlarin
karyotip analizi, floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve

RT-PCR yontemleri sikhkla kullanilan  yontemler
arasinda yer almaktadir (8). FISH metodu spesifik
problar kullanilarak; translokasyonlar, delesyonlar,

inversiyon ve kromozomal andploidileri tespit edilme-
sinde kullanilan gig¢li bir ydntemdir. Bu y&ntemin
inceleme alani kullanilan spesifik problar ile sinirlidir
ayrica belirli bir anomaliden siphelenerek analiz
yapilmasi bu teknigin baslica dezavantaji olarak
karsimiza ¢cikmaktadir (9,10). RT- PCR yonteminin diger
molekiler ydntemlere gbre avantaji; yiksek spesifite,
sensitivite ve kisa slrede tani koyabilme imkani
saglamasi, ayni zamanda pozitif olgularin kantitasyon
degderinin hesaplanabilmesidir. Ayrica bu metod &zellikle
minimal rezidiel hastallk takibi ve relapslarin
belirlenmesinde de siklikla kullanilarak kliniklere buyuk
katki saglamaktadir.

AML’li olgularin, 6zellikle geng hastalarin yaklasik olarak
%10-12’sinde, AML (M4Eo) altgrubunda ise inv(16)(p13;
g22) genetik anomalisi saptanmaktadir (11,12). Bu
anomali sonucu olusan CBFB-MYH11 flizyon simerik
proteini, myeloid 16semik hucrelerin diferensiasyonunu
bloke etmektedir. Lokomogenezin baslayabilmesi igin
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ayrica c-KIT mutasyonu gibi mutasyonlarin gercekles-
mesi gerektidi bildiriimektedir. Prognoz amacli AML-
spesifik fuzyon genleri, olgu sayisinin sinirli sayida
olmasi nedeni ile degerlendiriiememektir. Bununla
birlikte bugiine kadar CFB-AML hastalarini iceren genis
capl prognoz calismasi heniiz rapor edilmemistir (5,13).
Liu ve ark. (12), 308 AML'li olguda yaptiklari calismada
18 olguda (%6) CBFB-MYH11 geni saptamiglardir.
Poirel (14) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise,
241 AML’li olgudan 206’sinda inv16 pozitifligi saptan-
mistir. Martin ve ark. (15), yapmis olduklari baska bir
calismada ise AML’li hasta grubunda 16 olgudan 15’inde
CBFB-MYH11 pozitif olarak bulmuslardir. Bu olgulardan
8 tanesinde 18 ay iginde relaps gozlenmistir. Komiir ve
ark. (16), AML’li 34 olguda yaptiklari ¢alismada ise 1
(%3) olgu CBFB-MYH11 geni acisindan pozitif olarak
bulunmustur. Calismamizda ise eriskin gruptaki 322
olgudan 12’si (%4), pediatrik gruptan 80 olgudan 7’si
(%9) olmak Uzere toplam 19 olguda inv16 pozitifligi
saptanmustir. inv16 pozitifligi saptanan 3 pediatrik olguda
tanidan 1 ay sonra remisyon gdzlenmistir.

Sonug

Genetik anomaliler, I6semilerde prognozun belirlen-
mesinde 6nemli role sahiptir. AML’li olgulardan elde
ettigimiz sonuglar, farkh ulkelerde yapilan ¢alismalarda
elde edilen verilerle benzerlik gdstermektedir. AML hasta
grubunu iceren, daha genis kapsamli prognostik
calismalar yapilarak elde edilen sonuglar desteklen-
melidir.
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