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Akut lenfoblastik I16semi hastalarinda t(4;11) MLL/AF4 translokasyonunun real
time RT-PCR ile 5 yillik sonuglarinin retrospektif degerlendirilmesi

A five-year retrospective evaluation of t(4;11) MLL/AF4 translocation results with real
time RT-PCR in acute lymphoblastic leukemia patients
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Oz

Amag: t(4;11), MLL-AF4 translokasyonu sonucu olusan, 4921 kromozomal bandina yerlesim gdsteren AF4 geninin
11923 kromozomal bandina yerlesim gosteren MLL genine flizyonu sonucu gelisen kromozomal bir anomalidir. Bu
calismada, retrospektif olarak 2009-2013 yillari arasindaki akut lenfoblastik I6semi (ALL) hastalarindaki t(4;11) MLL-
AF4 translokasyonunun analiz sonuglarinin incelenmesi amaclandi.

Gereg ve Yontem: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalr'na 2009-2013 vyillari arasinda akut
I6semi On tanisiyla 176 gocuk (70 kiz, 106 erkek) ve 144 yetiskin (60 kadin, 84 erkek) olgunun kan veya kemik iligi
ornekleri incelendi. Bu olgulara ait 71 kan ve 473 kemik iligi 6rneginin t(4;11) translokasyon RNA sonuglari, gergek
zamanh RT-PCR yéntemi ile kantitatif olarak degerlendirildi. ilk asamada, kan ve kemik iligi drneklerinden izole edilen
total RNA veya mRNA’'dan konvansiyonel bir PCR cihazi ile komplementer DNA sentezlendi. ikinci agamada, gergek
zamanli PCR cihazi ile t(4;11) kantitasyonu gergeklestirildi. Olgularin kantitatif olarak degerlendirilmesi, pozitif kontrol
ve negatif kontroliin karsilastiriimasi ile 6rneklerin negatif yada pozitif (pozitif olgu kopya sayisinin referans kopya
sayisina orani) olmasi seklinde yapildi.

Bulgular: Calismamizda 98'’i takip hastasi olmak Uzere toplam 320 hasta t(4;11) MLL-AF4 translokasyonu igin
degerlendirildi. Caligsmalarin sonucunda toplam 34 olgu (24 ¢ocuk, 10 yetigkin) pozitif ve diger érnekler negatif olarak
bulundu.

Sonug: Bu degerlendirmenin sonuglari, RT-PCR yoéntemi ile ALL hastalarinda yeni tani doneminde ve tedavi
surecinde t(4;11) MLL-AF4 translokasyonunun kantitatif tayini, hem taninin kesinlestirimesinde hem de molekiiler
remisyon saglanmasina yonelik tedaviyi yonlendirmesinde degerli bir yéntem oldugunu desteklemektedir.

Anahtar Sozciikler: t(4;11) MLL-AF4 translokasyonu, gercek zamanh RT-PCR.

Abstract

Aim: t(4,11) is a chromosomal abnormality formed by the translocation MLL-AF4, which is the result of the fusion of
the AF4 gene, localized on 4921 chromosomal band, to the MLL gene, localized on 11923 chromosomal band. The
aim of this study is to examine the results of the analysis of t (4;11) MLL-AF4 translocation in acute lymphoblastic
leukemia (ALL) patients retrospectively.

Materials and Methods: Peripheral blood or bone marrow samples of 176 children (70 girls, 106 boys) and 144
adults (60 women, 84 men) with a preliminary diagnosis of acute leukemia between 2009-2013 were analyzed in the
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Medical Biology Department of Ege University Faculty of Medicine. The translocation RNA results of 71 peripheral
blood and 473 bone marrow samples of these patients were evaluated quantitatively for t(4;11) with real-time RT-
PCR. t(4;11) quantitation was performed by real-time qRT-PCR instrument after the synthesis of complementary DNA
with conventional PCR from total RNA or mRNA isolated from blood and bone marrow. Quantitative analysis of the
patients was performed by comparing positive and negative controls and samples classified as positive or negative
(the ratio of the number of positive copies to the number of reference copies).

Results: A total of 320 patients, with 98 having also follow-ups, were evaluated for t(4;11) translocation. Totally 34
patients (24 children and 10 adults) were found positive and the other samples were negative.

Conclusion: The assessment of these results supports that, quantitative determination of t(4;11) with RT-PCR
method among newly diagnosed ALL patients and ALL patients undergoing treatment, is a valuable method for both

confirming the diagnosis and guiding the treatment intended to achieve molecular remission.
Keywords: t(4;11) MLL-AF4 translocation, real time RT-PCR.

Girig

Lésemi, hematopoietik hiicrelerdeki proliferasyon ve
diferansiasyon dengesinin bozulmasi sonucu ortaya
ctkan malin bir hastaliktir. Genetik degisikliklerin sonucu

olarak transforme olan hematopoietik hicrelerin klonal
olarak proliferasyonu s6z konusudur.

Akut lenfoblastik I6semi (ALL), tim ¢ocukluk malinitele-
rinin %30’u olmakla birlikte ¢cocukluk ¢agi I6semilerinin
de %80’inden sorumludur (1,2). Pik insidansi 3-7 yaslari
arasindadir ve bazen vyetiskinlerde de gorulebilmekle
birlikte, 50 yasin tzerinde son derece nadirdir.

Hematopoietik hiicrelerin malin transformasyonunun
baslangicina sebep olan ve bdylece myeloid ve
lenfoblastik I6semilere veya lenfomalara sebep olan bir
seri kromozomal translokasyon bilinmektedir (3). 11923
Uzerinde bulunan MLL geni, Drosophila trithorax’in
memeli karsihgidir ve erken dénemde embriyo gelisimi
ve hematopoez gen ifadesinin pozitif dizenlenmesinde
onemli bir rol oynar (6rn; Polycomb ve Hox genleri) (4).
MLL birden fazla korunmus fonksiyonel alanlari igeren
Uc¢ AT hook, dort sentral ginko parmak bdlgesi ve 210-
aminoasit C-terminal SET bdlgesini iceren 500 kD’luk bir
proteini kodlar. Sonuncusu, epigenetik transkripsiyonel
aktivasyon ile iligkili kromatin modifikasyonlarini diizen-
leyen histon H3 lizin 4 (H3K4) metiltransferaz aktivite-
sinden sorumludur (5). Son yayinlanan veriler 64 translo-
kasyon ortak genlerinin 104 farkli MLL dizenlenmeleri
ortaya koymustur (6). Tim ortak proteinler nikleer
lokalizasyon sinyalleridir ve gli¢lu transkripsiyon faktori
olarak iglev gérmektedirler. MLL’'nin en yaygin ortak
genleri; AF4, AF9, ENL, AF10, AF6, ELL ve AF1P’dir.
iiging olarak, ayr MLL fiizyon ortaklarinin l6semi
yoneliminde olasi rolleri olabilir ¢unki belirli ortak
proteinler sadece MLL'yi onkogenik bir flizyon proteinine
baglamakla kalmayip, ayni zamanda transformasyon igin
soy duyarlihdini da yodnetebilir;, MLL-AF4 ekspresyonu
gorulen |6semiler, c¢ogunlukla hem pediatrik hem
yetiskinlerde pro-B ALL diagnozu alirlar, bunun yaninda
fizyon ortaklan AF9, AF6 veya AF10 genellikle
myelomonositik veya monoblastik akut myeloid I6semi
alttiplerinde yaygindir (7).
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MLL-AF4 flizyon geninin olusmasina neden olan; 1123
kromozomal bandina yerlesim gésteren MLL geninin 4921
kromozomal bandina yerlesim gosteren AF4 genine
flzyonu [t(4;11)(921;923)], ALL’de en yaygin gorilen
kromozomal aberasyondur ve loésemilerde kot prognoz
gostergesidir. Fakat erigkin nlfusta ALL sikhdginin gérece
olarak dusuk oldugu dusundldaginde yetiskin @ ALL
hastalarinda t(4;11)(g21;923)/MLL-AF4 pozitifligi nadir bir
olaydir. Nadir gérilmesine ragmen, |6seminin bu formu,
klinik olarak ilgi c¢ekicidir, ¢linkl evrensel karakteristik
immunfenotipik ve Klinik ézellikleri ile benzersiz ve ayr
biyolojik bir olgu olarak kabul edilmektedir (8).

Cocuk ALL’de, herhangi bir MLL yeniden diizenlemesi
kotu prognozla iligkilidir, bunun yaninda yetiskin ALL
hastalarinda MLL AF4 ve MLL-AF9 flizyon genlerinin
varlid1 diger MLL yeniden duzenlenmelerine gére daha
koti sonug ile iligkilidir (9).

Molekuler dizeyde, MLL ve AF4 genlerindeki kirilma
noktalari intronlarin igine yayllmistir, ekzon 8 ve 12 (MLL)
ve ekzon 3 ve 7 arasinda, bazi transkriptler yetiskin ya da
infant ALL hastalarinda daha sik gérilmektedir (10).

Molekuler sitogenetik ile elde edilen genetik anomaliler
hakkindaki bilgi, hedefli tedavileri gelistirmek ve tedavi
protokollerinde onlari birlestirmek icin gereklidir.

Bu calismada, retrospektif olarak 2009-2013 yillan
arasindaki ALL hastalarindaki t(4;11) MLL-AF4 translo-
kasyonunun analiz sonuglarinin incelenmesi amaclan-
mistir. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalr'na 2009-2013 yillari arasinda akut 16semi
on tanisiyla gelen hastalarin yetigkin ve ¢ocuk grubun-
daki demografik 6zellikleri ve MLL-AF4 translokasyon
sonuglari degerlendirilmistir.

Gereg ve Yontem

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dalrna 2009-2013 yillari arasinda ALL 6n tanisiyla gelen
hastalar retrospektif olarak degerlendirildi. Calisma igin
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu onayi (27.05.2014, 14-5/2) alindi. Bes yili igeren
doénemde, 176 gocuk (70 kiz, 106 erkek; yas ortalamasi
8.08+5.24) ve 144 yetigkin (60 kadin, 84 erkek; yas
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ortalamasi 46.32+19.01) hastanin 71 kan [18 c¢ocuk
(%5), 53 yetiskin (%31)] ve 473 kemik iligi [353 g¢ocuk
(%95), 120 vyetiskin (%69)] ornekleri incelendi. Rutin
analiz igin 6rneklerden total RNA (MagNA Pure Compact
RNA Isolation Kit, Roche) veya mRNA (mRNA Isolation
Kit for Blood/Bone Marrow, Roche) kit protokoliine gére
izole edildi. izole edilen total RNA veya mRNA’dan
konvansiyonel bir PCR cihazi ile komplementer DNA
(cDNA) (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit,
Roche) kit protokoliine gore sentezlendi.

Elde edilen cDNA 6rnekleri, t(4;11) MLL-AF4 translokas-
yonu icin Europe Against Cancer (EAC) program primer
ve problarn (Tablo-1) kullanilarak kantitatif olarak
¢aligildi. Bunun icin amplifikasyon ve kantitatif olarak
orneklerin degerlendirilmesi, Tagman ydntemi ile gercek
zamanli bir PCR cihazi olan LightCycler (LC, Roche
Applied Science) ile gergeklestirildi. Housekeeping gen
olarak ABL kullanildi.

Hastalarin kantitatif olarak, pozitif hasta kopya sayisinin
referans kopya sayisina orani ile degerlendirildi
(Sekil-1,2).
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Sekil-1. Negatif bir olgu sonucu.
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Sekil-2. Pozitif bir olgu sonucu.

Bulgular

Calismamizda 176 cocuk (70 kiz, 106 erkek) ve 144
yetiskin (60 kadin, 84 erkek) toplam 320 hasta t(4;11)
MLL-AF4 translokasyonu igin degerlendirildi. Doksan
sekizi takip hastasi olmak Uzere ¢ocuk hastalarin 74’G ve
yetiskin hastalarin 24’( takip hastasi idi.

Calismalarin sonucunda toplam 34 hasta [24 ¢ocuk
(%14), 10 vyetiskin (%7)] pozitif t(4;11) MLL-AF4
translokasyonu taslyicisi ve diger érnekler negatif t(4;11)
MLL-AF4 translokasyonu tasimayan olarak bulundu.
Pozitif saptanan gocuk hastalarda MLL-AF4 kopya sayisi
ortalamasi 0.029+0.12 ve yetiskin hastalarda ise
5.98+18.17 olarak hesaplandi (Tablo-2).

Tartisma

t(4;11) MLL-AF4 translokasyonu; sitogenetik, FISH ve
PCR gibi c¢esitli yodntemlerle belirlenebilmektedir.
Sitogenetik yontemler minimal rezidiel hastaliklarin
takibi agisindan yeterli olmamaktadir. Aktif transkripsiyon

Tablo-1. t(4;11) MLL-AF4 Translokasyonu igin Europe Against Cancer (EAC) Program Primer ve Problari.*

Gen referans

Primer / prob lokalizasyon

EAC Gen
kodu Aksesyon Ekzon 5-3 pozisyonu (biiyiiklik) 5 - 3’ dizi
numarasi
ENF207  MLL L04284 9 4050-4074 (25) CCCAAGTATCCCTGTAAAACAAAAA
ENF208  MLL 10 4186-4208 (23) GATGGAGTCCACAGGATCAGAGT
ENP242  AF4 L13773 5 1517-1538 (22) CATGGCCGCCTCCTTTGACAGC
ENR262  AF4 5 1581-1560 (22) GAAAGGAAACTTGGATGGCTCA
ENF1003 ABL X16416 2 372-402 (31) TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT
ENPri043 ABL 3 467-440 (28) CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT
ENR1063 ABL 3 495-475 (21) GATGTAGTTGCTTGGGACCCA

*ENF: Forward primer, ENP: TagMan probe, ENPr: TagMan reverse probe, ENR: Reverse primer.
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dizeyini belirlemede kullanilan RT-PCR yodnteminin
sitogenetik metoda gore Ustlnlugu daha hizli ve duyarh
olmasinin yaninda, sayisal bir deger olarak elde edilen
sonuglarin hastalarin tedaviye verdikleri yanitin takibinde
kolaylik saglamasidir. Kantitatif sonuglar klinisyenler igin
daha yol gostericidir ve tedavinin takibini kolaylastirmak-
tadir. Cok dislk dizeydeki ekspresyonlarin bile
belirlenebilmesi, klinisyenlere hastaligin prognozu igin
erken ipuglari verebilmektedir.

Calismamizda Cocukluk c¢adi AlLL'de MLL-AF4
pozitifligini %14 olarak belirlenmistir. Santamari’a-
Quesada ve ark. (11) Kosta Rika’da gocukluk ¢adi ALL
hastalarinda %1,54 (1/65) oraninda MLL-AF4 pozitiflik
saptamistir. Pakakasama ve ark. (12), Tayland’daki
cocukluk cagi ALL hastalarinda astirmasinda 1/63
(%1,59) oraninda flizyon genini saptamiglardir. Calisma-
mizda ¢ocukluk c¢agi ALL'de MLL-AF4’'nin yulksek
pozitiflik orani hastalarin prognozu agisindan koti olarak
degerlendirilmistir. Liu ve ark. (13), 256 yetiskin ALL
hastalarinda yaptiklan ¢alismada MLL-AF4 flizyon
genini hastalarin 14’Gnde (%5,47) pozitif bulmuslardir.

saptamiglardir. Calismamizda yetigkin ALL grubunda
MLL-AF4 pozitifligi %7 olarak belirlenmis olup literaturdeki
diger calismalarda belirlenen yetigkin ALL'deki MLL-AF4
pozitifligi ile benzer olarak bulunmustur.

Sonug

t(4; 11) (g21; g23) / MLL-AF4 pozitif yetiskin ALL, diger
ALL formlarina gére 6zel patolojik ve klinik agidan daha
atraktif bir I6semi alttipidir. Yetiskin hastalarda ALL’nin
bu formunun prognozu, klinik sonuglarini iyilestirmek igin
birkag devam eden klinik ve biyolojik calismalara ragmen
zayif kalir. Burada en 6nemli sorulardan biri, ilk tam
remisyon icinde konsolidasyon tedavisi olarak allojenik
hematopoetik kok hicre transplantasyonu roludur, bu en
¢ok kullanilan yaklasim olsa da, dinya c¢apinda
uluslararasi igbirligi gruplari tarafindan elde edilen veriler
tartismalidir.

Bu degerlendirmenin sonuglari, RT-PCR ydntemi ile ALL
hastalarinda yeni tani déneminde ve tedavi surecinde
t(4;11) MLL-AF4 translokasyonunun kantitatif tayini, hem
taninin kesinlestiriimesinde hem de molekuler remisyon

Sabir ve ark. (14),

Pakistan'da 104 yetiskin ALL saglanmasina yonelik tedaviyi yonlendirmesinde degerli

hastasinin  10'unda  (%9,62) MLL-AF4 flizyonunu  bir ydntem oldugunu desteklemektedir.
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