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Akut lenfoblastik lösemi hastalarında t(12;21) TEL-AML1 
translokasyonunun gerçek zamanlı qRT-PZR ile 5 yıllık 

sonuçlarının değerlendirilmesi
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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;q22) 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;q22) 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.
Keywords: Acute lymphoblastic leukemia; polymerase chain reaction; reverse transcriptase.

The evaluation of t(12;21) TEL-AML1 translocation in acute lymphoblastic leukemia 
patients by real-time qRT-PCR  with 5-year follow-up results

ÖZ
Amaç: Bu çalışmada akut lenfoblastik lösemi (ALL) ön tanılı olgularda t(12;21) translokasyonu gerçek zamanlı kantitatif revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu 
(qRT-PZR) yöntemi kullanılarak kantite edildi.

Hastalar ve yöntemler: Ocak 2009 - Aralık 2013 tarihleri arasında Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı’na başvuran 175 pediatrik ve 138 erişkin olmak 
üzere toplam 313 olguya ait kan ve kemik iliği örneklerinde t(12;22) (p13;q22) translokasyonu RNA sonuçları kantitatif olarak değerlendirildi. Olgulara ait 75 kan ve 484 kemik 
iliği örneklerinden total RNA veya haberci RNA izole edildi. RNA izolasyonlarının ardından tamamlayıcı  DNA sentezi gerçekleştirildi. t(12;21) (p13;q22)  translokasyon çalışması 
LightCycler t(12;21) Kit’i ile füzyon transkripte özgül biçimde tasarlanmış primer ve problarla (Way2Gene) uygun olacak şekilde gerçekleştirildi. Son adım olarak, t(12;21) 
translokasyon sonuçlarının kantitatif olarak değerlendirilmesi gerçek zamanlı qRT-PZR yöntemi kullanılarak LightCycler2 ile gerçekleştirildi.

Bulgular: Otuz dört pediatrik olgu  örneğinde (%19) ve 17 erişkin olgunun örneğinde (%12) TEL-AML-1 (ETV6-RUNX1) pozitif bulundu. TEL-AML1 (ETV6-RUNX1) kantitasyon 
değeri ortalaması pediatrik olgularda 0.90±3.21, erişkin olgularda ise 0.34±1.20 olarak belirlendi.

Sonuç: Elde ettiğimiz veriler, gerçek zamanlı qRT-PZR yöntemi ile ALL hastalarında yeni tanı döneminde ve tedavi sürecinde t(12;21) translokasyonunun kantitatif tayininin 
hem tanının kesinleştirilmesinde hem de moleküler remisyon sağlanmasına yönelik tedaviyi yönlendirmesinde değerli bir yöntem olduğunu desteklemektedir.
Anahtar sözcükler: Akut lenfoblastik lösemi; polimeraz zincir reaksiyonu; revers transkriptaz.
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Lösemi, hematopoietik hücrelerdeki prolife-
rasyon ve diferansiyasyon dengesinin bozulması 
sonucu ortaya çıkan malign bir hastalıktır. Genetik 
de¤iikliklerin sonucu olarak transforme olan 
hematopoietik hücrelerin klonal olarak proliferas-
yonu söz konusudur.[1,2] Çocukluk ça¤ı lösemileri-
nin en sık görülen formu olan prekürsör B ve T 
akut lenfoblastik lösemi (ALL)/lenfoblastik lenfo-
ma (LBL) B ve T hücre serisini oluturacak lenfob-
lastlardan kaynaklanan neoplazilerdir. Akut len-
foblastik lösemilerin %80-85’i ve LBL’lerin %10’u 
prekürsör B hücrelerinden, ALL’lerin %15-20’si 
ve LBL’lerin %90’ı prekürsör T hücrelerinden 
kaynaklanmaktadır.[3,4] Pediatrik ALL hastalarının 
%22-27’sinde, erikin B-ALL olgularının %3’ünde 
t(12;21) (p13;q22) gözlenmektedir ve özellikle 
erken ALL alt tipi ile ilikilidir. t(12;21) (p13;q22) 
translokasyonu sonucunda TEL-AML1 (ETV6-
RUNX1) kimerik geni oluur.[5,6]

Pediatrik ALL hastalarında t(12;21) translo-
kasyonu sıklıkla gözlenen bir anomalidir. TEL 
(translocation-Ets-leukemia or ETV6) geninde en sık 
gözlenen kırılma noktası 5. ekzondadır ve AML-1 
geni 2. ekzon ile birleir. Nadir olarak TEL 5. ekzon 
ile AML-1 3. ekzon arasında da füzyon gözle-
nir. t(12;21) (p13;q22) translokasyonu sonucun-
da TEL-AML1 kimerik geni oluur.[7,8] Prognozun 
saptanması ve tedavi yaklaımının belirlenmesi 
açısından bu translokasyonun t(9;22), t(4;11) ve 
t(1;19) translokasyonları ile birlikte de¤erlendirilmesi 
önemlidir.[9] Gerçek zamanlı kantitatif polimeraz 
zincir reaksiyonu (qRT-PZR) yönteminin hassasiyeti 
sayesinde t(12;21) translokasyonunun tanısı ve 
hastanın tedaviye yanıtı ile remisyonunun mole-
küler takibi kolaylamıtır. Gerçek zamanlı PZR ile 
t(12;21) translokasyonu kalitatif ve kantitatif ola-
rak de¤erlendirilebilmektedir. Translokasyon varlı¤ı, 
klasik sitogenetik yöntemleri ve FISH (Floresan in 
situ hibridizasyon) yöntemi kullanılarak da tespit 
edilebilmektedir. FISH analizi interfaz nükleusun-
da analizi sa¤layan  kanser geneti¤inde  sıklıkla 
kullanılan tekniklerden biridir. Ancak  tümör hüc-
relerinde metafaz kromozom eldesinde güçlükler 
yaanabilmektedir. Özellikle kemik ili¤i örneklerinde 
bu moleküler yöntemler ile sorun yaanabilmektedir. 
Bu durumlarda, gerçek zamanlı qRT-PZR yöntemi 
en sık tercih edilen yöntemlerden biridir.

Bu çalımada amacımız,  ALL ön tanılı olgu-
lara ait kan ya da kemik ili¤i materyallerinden 
t(12;21) translokasyonunun gerçek zamanlı qRT-
PZR ile kantite edilip de¤erlendirilmesidir.

HASTALAR VE YÖNTEMLER
Bu çalımaya, Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı’na Ocak 2009 
- Aralık 2013 tarihleri arasında akut lösemi 
ön tanısıyla 138 erikin (57 kadın, 81 erkek) 
ve 175 pediatrik (71 kız, 104 erkek) olmak 
üzere toplam 313 olgunun Hematoloji-Onkoloji 
Klinikleri’nden gönderilen örnekleri dahil edil-
di. ‹ncelenen örnekler kan ve kemik ili¤i olmak 
üzere tarafımıza ulatırıldı ve örneklerden total 
RNA veya haberci RNA (mRNA) izole edildi ve 
çalımanın yapılaca¤ı zamana kadar -80 °C’de 
saklandı. t(12;21) (p13;q22) translokasyon 
çalıması iki aamalı olarak LightCycler t(12;21) 
Kit’i ve füzyon transkripte özgül biçimde tasar-
landı ve primer ve problara (Way2Gene) uygun 
olacak ekilde tarafımızdan gerçekletirildi. ‹lk 
aamada, konvansiyonel bir PZR cihazı ile total 
RNA veya mRNA’dan ‘first-strand’-cDNA sentez-
lendi. Bu amaçla, her bir örnek, pozitif kontrol ve 
negatif kontrol için reaktiflerden belirlenen oran 
ve konsantrasyonlarda reaksiyon karıımı hazır-
landı ve her bir örnek için 7.5 µL master mix üze-
rine sırası ile 2.5 µL izole örnek total RNA veya 
mRNA’sı ve bidistile H2O ilave edildi. Örnekler 
daha sonra PZR cihazına yerletirilip, termal pro-
file uygun olarak ‘first-strand’-tamamlayıcı DNA 
(cDNA)’ları sentezlendi. Tamamlayıcı DNA için 
reaksiyon karıımının hazırlanıı Tablo 1’de, PZR 
protokolü ise Tablo 2’de verilmitir. Çalımanın 
ikinci aamasında ise, t(12;21) translokasyonu 
kantitatif olarak çalııldı. Bunun için her bir 
örnek, pozitif ve negatif kontrolden sentezlenmi 

Tablo 1. Tamamlayıcı deoksiribonükleik asit reaksiyon 
protokolü

 µL

Nükleaz serbest su 1.6
10x reaksiyon tamponu 1.0
MgCl2 2.0
Deoksinükleotid karıımı 1.0
Primer 1.0
RNaz inhibitör 0.5
AMW revers transkriptaz 0.4
Toplam 7.5

AMV: Avian Myeloblastosis Virus.

Tablo 2. Tamamlayıcı deoksiribonükleik asit eldesi için 
polimeraz zincir reaksiyonu programı

 Derece (°C) Süre (sn) Döngü sayısı

 42 60 1
 99 5 1
 4 5 1
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olan ‘first-strand’-cDNA’nın 2.5 µL’si ile reak-
tiflerin belirlenen oran ve konsantrasyonları ile 
hazırlanan reaksiyon karıımları ile amplifiye 
edildi. Amplifikasyon ve kantitatif olarak örnek-
lerin de¤erlendirilmesi çalımaları gerçek zamanlı 
bir PZR cihazı olan LightCycler® (LC, Roche 
Applied Science, Mannheim, Almanya) ile 
gerçekletirildi. LightCycler® cihazında ısı 
de¤iiminin 20 °C/sn olması testin çalıma 
süresini oldukça kısaltmaktadır. Analiz yöntemi 
ise floresans rezonans enerji transfer (FRET) 
tekni¤ine dayanmaktadır. Her döngünün ‘annea-
ling’ aaması sonunda ölçülen floresan iddetinin 
artmaya baladı¤ı an oluan amplikonun loga-
ritmik faza girdi¤i döngüyü belirler. Olguların 
kantitatif olarak de¤erlendirilmesi, pozitif kont-
rol ve negatif kontrolün karılatırılması ile 
örneklerin pozitif ya da negatif olması eklinde 
de¤erlendirildi.

BULGULAR
Çalımaya alınan olgulara ait 75 kan ve 

484 kemik ili¤i örne¤inde t(12;21) (p13;q22) 
translokasyonu kantitatif olarak de¤erlendirildi. 
TEL-AML1 kantitatif sonuçları; kopya sayısı (copy 
number; CN) olarak hesaplandı.

Bu sonuçlara göre, 34 pediatrik (%19) ve 
17 erikin (%12) olmak üzere toplam 51 olguda 
t(12;21) (p13;q22) translokasyonu pozitif bulun-
du. TEL-AML1 kantitasyon de¤eri ortalaması 
pediatrik olgularda 0.90±3.21, erikin olgularda 
ise 0.34±1.20 olarak belirlendi. Tüm olgula-
ra ait ortalama kantitasyon de¤eri; 0.74±2.80 
olarak hesaplandı. Pediatrik ve erikin olgular 
birlikte de¤erlendirildi¤inde, çalıılan toplam 559 
t(12;21) translokasyonu testinin 344’ünü (2-10) 
arasında de¤ien sayıda tekrar edilen örnekler 
oluturdu.

Çalımamızda, 313 olguda t(12;21) TEL-AML1 
kromozomal yeniden düzenlenmenin qRT-PZR 
yöntemi ile belirlendi, bu olguların 148’inde takip 
hastası oldu. Bu olgular tedaviye yanıtın izlenme-
sinde takip edildi aynı zamanda moleküler remis-
yon açısından da de¤erlendirildi. Toplam olarak 
27 olguda moleküler remisyon izlendi, bu olgu-
ların 23’ü pediatrik, dördü erikin idi. Lightcyler 
2.0 cihazında de¤erlendirilen t(12;21) TEL-AML1 
translokasyonu sonuçlarına ait; pozitif ve negatif 
olan bir olgu ekil 1 ve 2’de çalımamıza ait tüm 
veriler ise Tablo 3’de verilmitir. Ta
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TARTIMA
Prekürsör B ve T ALL / LBL B ve T hücre 

serisini oluturacak lenfoblastlardan kaynaklanan 
neoplazilerdir ve çocukluk ça¤ı lösemilerinde 
oldukça sık görülür.[10,11]

Klonal özellik taıyan kromozomal sayısal ya 
da yapısal düzensizliklerin moleküler analizleri-
nin yapılması; hastalı¤ın biyolojisinin anlaılması 
ve bu düzensizliklerin “lökomogenesis” deki 
rollerinin aydınlatılması açısından da oldukça 
önemlidir.[12] Pediatrik ALL hastalarının, erikin 
B-ALL olgularında t(12;21) (p13;q22) translokas-
yonu gözlenmektedir ve özellikle erken ALL alt 
tipi ile ilikilidir.[13,14] Bu spesifik kromozomların 
hastalı¤ın tanısı ve tedavisi süresince ve sonra-
sında kalitatif ve kantitatif olarak saptanması, 
terapötik ilaca verilen yanıtın de¤erlendirilmesi 
ve minimal rezidüel hastalık takibi bakımından 
da oldukça önemlidir.[15] Günümüzde floresan 
ııma tekniklerinin geliimi RT-PZR ile çalıma 
imkanı sa¤lamı bu teknik ile kısa sürede sonuç 
alınabilmesi lösemi hastalıklarının tanı ve teda-
visinde büyük kolaylıklar sa¤lamıtır. Yeniden 
düzenlenmenin oldu¤u bölgeye ait özgü pri-
mer ve probların seçimi yöntemin hassasiyetini 
ortaya koymakta ve di¤er moleküler yöntem-
lere göre özgüllü¤ünü göstermektedir Gerçek 
zamanlı PZR ile bireysel genetik de¤iimler 
kolaylıkla takip edilebilmekte böylece bireysel 

tedaviye katkıda bulunabilmektedir.[16,17] Igbal’in[8] 
yaptı¤ı çalımada, 167 olgunun 17’sinde (%10.2) 
TEL-AML1 pozitif bulunmutur. TEL-AML1 pozi-
tif bulunan hastaların %82.4’ünde (14/17) erken 
remisyon gözlenmitir.[18] Baka bir çalımada 
ise, çalımamıza benzer olarak TEL-AML1 geni 
revers transkriptaz PZR yöntemi ile çalıılmı ve 
63 kan ve kemik ili¤i örne¤inde, %34.9 pozi-
tiflik bulmulardır.[18] Gandemer ve ark.[19] ise 
60 pediatrik olguda gerçekletirdikleri çalımada, 
qRT-PZR yöntemi ile 16 olguda TEL-AML1 
pozitifli¤i, 44 olguda ise TEL-AML1 negatifli¤i 
bulmulardır.

Bizim çalımamızda ise 175 pediatrik ve 
138 erikin örne¤inin t(12;21) translokasyonu 
sonucu, pediatrik olgularda 34 (%19) pozitiflik 
bulunurken, erikin olgularda 17 (%12) pozitiflik 
bulundu. Bu hastaların 148’i takip hastası oldu ve 
bu olguların 27’sinde moleküler remisyon izlendi.

Akut lenfoblastik lösemili olgulardan elde 
etti¤imiz sonuçlar farklı ülkelerde yapılan 
çalımalarda elde edilen verilerle benzerlik gös-
termektedir. Sonuç olarak, qRT-PZR ile bireysel 
genetik de¤iimler kolaylıkla takip edilebilmekte 
böylece bireysel tedaviye katkıda bulunabilmek-
tedir. Ayrıca özellikle kemik ili¤i örneklerinde 
FISH (Floresan in situ hibridizasyon) yöntemi ile 
sonuç elde edilemedi¤i durumlarda da RT-PZR 
ALL hastalarının tanı ve takibinde büyük katkılar 
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sa¤lamaktadır. Di¤er yandan, moleküler yöntem-
lerin katkısı aynı zamanda tanı ve tedavideki iler-
lemeler riske göre tedaviyi gündeme getirmitir.
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