KLINIK GALISMA / CLINICAL RESEARCH

TIP DERGISi
Medical Journal

VA

Van Tip Derg 28(1): 44-50, 2021
DOI: 10.5505/vtd.2021.27790

Multiple Myelom Tanili Hastalarda Floresan in Situ

Hibridizasyon Yontemi ile Saptanan 13. Kromozom

Delesyonu Sikhgi

Detection of 13th Chromosome Deletion Frequency by Fluorescent in Situ
Hybridization Method in Patients With Multiple Myeloma

Yusuf Coskun®’, Giiven Getin?, Mecdi Hikmet Ergiiney’

"Diskapr Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi, Gastroenteroloji klinigi, Ankara
?Bezmialem 1 akif Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematolgji Bilim dali, Istanbul
Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi, I¢ hastaliklar: klinigi, Istanbul

OZET

Amag: Multipl myelom (MM) kemik iliginde tek bir
plazma htcre klonunun proliferasyonu sonucu gelisen,
setrum ve/veya idrarda monoklonal protein vatligi ile
karakterize malign bir hastaliktir. Kromozom 13
monoallel kayb1 (del 13) ya da uzun kolunda kayip (del
13q) standart kemoterapi ile tedavi verilen hastalarda
gicli negatif prognostik o6zellik gosterir. Yeni tespit
myelom hastalarinin yaklasik yarisinda floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yontemiyle del 13 ya da del 13q
saptanir. Biz bu calismada myelom tanili hastalarda.13.
kromozom delesyonu oranlarini  saptayarak klinik
bulgular ile iliskisini karsilastirmay1 amagladik.

Gereg ve Yontem: Bu ¢alismaya hematoloji poliklinigine
basvuran uluslararast myelom ¢alisma grubu kriterlerine
gore MM tanist konulan ve takip edilen 42 hasta alinmig
ve klinik, laboratuvar, patolojik ve genetik verileri
retrospektif olarak kayit altina alinarak incelenmistir.
Kromozom anomalileri FISH yéntemi ile incelenmistir.
Bulgular: Hastalarin 26’st kadin (%61,9), 16’st erkekti
(%38,1). Hastalarin ortalama yas1 62 idi. Calismaya alinan
42 hastadan 30’unda dell3 sonuclarina ulasilabildi, 6
hastada (%20) pozitif olarak saptandi. 24 hastada (%80)
ise dell3 gbzlenmedi. 13. kromozom delesyonu ¢alisilan
30 hastanin 40 IgA, 19 tanesi IgG tipinde, del 13
saptanan 6 hastanin tamami da IgG (2’si kappa, 3’d
lambda) tipinde tespit edilmistir.

Tartigma: Son c¢alismalarla kiyaslandiginda del13’tn
calismamizda daha disik oldugu gérilmektedir. Yapilmis
bircok ¢alismada %30-50 arasinda degisen oranlarda
del13 saptanmistir. Buldugumuz %20 orani literatiirdeki
verilerden  dugik  gorilmekle  birlikte  myelom
hastalarindaki  del13  sikligint  yansitmast  agisindan
degerlidir. Yeni tant almis her myelom hastasinda
konvansiyonel sitogenetik inceleme ve FISH y6ntemi ile
stk rastlanan kromozom anomalilerinin  analizinin
yapilmasi gerektigini disiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Multip] myelom; 13. kromozom
delesyonu; FISH; Hipodiploidi

ABSTRACT

Objective: Multiple myeloma (MM) is a malignant
hematological disease characterized by malignant
proliferation of a single plasma cell clone leading to
monoclonal protein in plasma or urine. Presence of
monoallelic loss of chromosome 13 (dell3) or loss of
long arm (dell3q) indicates poor prognostic outcome in
patients  treated  with  standard = chemotherapy.
Dell3/del13q is detected by FISH method in
approximately half of newly diaghosed MM patients.
Material and Methods: 42 patients diagnosed with MM
according to the criteria of the International myeloma
working group and treated at research and education
hospital, were included in this study. Clinical, laboratory,
pathological data were analyzed retrospectively and
genetic data obtained by FISH method.

Results: 26 patients were female (61.9%) and 16 were
male (38.1%). The mean age was 62.

Dell13 results were obtained in 30 of 42 patients, while
positive in 6 patients (20%) negative in 24 patients
(80%). Among the 30 patients with chromosome 13
results, 4 had IgA, 19 had IgG type monoclonal protein.
All of the 6 patients with dell3 were IgG myeloma (2
kappa, 3 lambda).

Conclusion: Compared to the recent studies, dell3 is
lower in our study. In many studies, dell3 has been
found in rates ranging from 30-50%. Although the rate of
20% we found is lower than the data in the literature, it is
valuable in terms of reflecting the frequency of dell3 in
myeloma patients. Therefore, we strongly recommend
that conventional karyotyping and FISH analysis of
common chromosomal abnormalities be performed in
newly diagnosed MM patients.
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Girig

Multipl myelom (MM) kemik iliginde tek bir
plazma hiicre klonunun proliferasyonu sonucu
gelisen anemi, hiperkalsemi, bébrek yetmezligi,
serum ve/veya idrarda monoklonal protein
varligl, osteolitik kemik lezyonlari (kranium,
pelvis, vertebra ve kostalarda) ile karakterize

malign bir hastaliktir. Multipl myelomun
patogenezi sitokin salinimi, sitogenetik ve
molekiiler genetik Ozellikleri, kemik iligi

mikrogevresi ve hiicre siklusu tzerine yapilan
calismalar ile agiklanmaya calistlmistir. MM’ un
etyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte
genetik yatkinlik ve cevresel faktorlerin etkili
oldugu dustnilmektedir (1-3).

M proteini hastaligin temel bulgularindan
birisidir,  hastalarin ~ %97’sinde  protein
elektroforezi, immiinfiksasyon elektroforez ile
serum veya idrarda intakt Ig veya serbest hafif
zincirler tespit edilebilmektedir (4, 5). M
proteini tek tip homojen Ig fazla tretimini
gbsterir. Gorilme sikligr sirasiyla IgG, IgA,
Bence Jones myelom (sadece hafif zincir
varligr), IgD  seklindedir (5). Myelomlu
hastalarin %1°den daha azinda IgM monoklonal
patern gorilmektedir, cogu IgM monoklonal
proteinleri MGUS, lenfoma, Waldenstrom
makroglobtlinemi  veya  primer  sistemik
amiloidozis gibi hastaliklarla iliskilidir (6).
Kromozom 13 monoallel kayb: (del 13) ya da
kolunda kayip (del 13q) standart
kemoterapi ile tedavi verilen hastalarda glicli
negatif prognostik 6zellik gosterir (1-3, 7).
Myeloma spesifik olmamakla birlikte FISH
sitogenetik anomalileri saptama oranini artitir
(8). Kromozomal anormallik saptanan myelom
hastalarinin yaklasik yarisinda floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yoéntemi ile del 13 ya da
del 13q saptanir (1, 8). FISH yontemi ile 13.
kromozom delesyonu saptanmast tedaviye
ragmen koti sag kalim 6zelligi gosterir (9).
Myelomda delesyon 13 varliginin  tespit
edilmesi  tedavi  yaklasimini  degistirmesi
acisindan Onemlidir, bu durumda erken ve
agresif tedavi secenegi tercih edilmektedir,
bir¢ok tilkede myelom hastalarinda delesyon 13
sikliginin arastirildigt yayinlar vardir (10-14).
Ulkemizde ise ¢ok kapsamli calismalar azdir
(15, 16). Biz bu c¢alismada hematoloji klinigine
basvuran myelom  hastalarinin  verilerini
kullanarak 13. kromozom delesyonu sikligini
belirlemeyi amacgladik.

uzun

Gereg ve Yontem

Calismamiz icin etik kuruldan 06.10.2010-5/1

saytll  karart ile onay alinmistur. Uglinci
basamak egitim ve arastirma hastanesi
hematoloji  kliniginde uluslararast myelom

calisma grubunun kriterlerine gére multipl
myelom tanist konulan, takip ve tedavi edilen
yeni tanilt veya niks aktif hastaligt olan MM
hastalari calismaya dahil edildi. Calismada tek
merkezli olarak retrospektif hasta dosya ve
kayitlart incelenerek veriler elde edildi. Yas,
cinsiyet, evre ve tedavi farki gbzetmeksizin
hematoloji  polikliginde  takipli  verilerine
ulagilabilen tim multip]l Myelom hastalar
calismaya dahil edildi.

Hastalarin yaglari ve cinsiyetleri kaydedildi.
Hastalarin tre, kreatinin, hemoglobin, protein,

albumin, LDH  (Laktat  dehidrogenaz),
kalsiyum, sedimentasyon tetkikleri ve @2
mikroglobulin  ve imminfiksasyon ile Ig

dizeyleri (Ig A,G,M) 3. basamak egitim ve
arastirma hastanesi laboratuvarinda yapilmustir.
Sonuglar hastanemiz bilgi islem kayitlarindan
alinmistir. Kromozom 13 delesyonu arastirmast
icin kemik iligi materyali FISH y6ntemiyle
incelenmistir. Prob olarak 1. LSI D13S319
Probe-Vysis, lokus: LSI 13q14.3 (D13S319)
S.Orange 2. 13q14.3 Deletion Prob-Cytocell,
lokus:13q14.3 kirmizi, 13qter yesil 3. LSI 13
(13q14) Probe-Vysis, lokus 13ql4 yesil
kullanilmistir.

Kemik iligi biyopsi materyali tru-cut biyopsi
yontemi ile alinmistir. Holland solusyonunda
fiksasyon, formik  asitte  dekalsifikasyon
ardindan tek kasette takibe alinip havada tesbit
edilmis  aspirat yaymalar1 MGG  (May-
Griinwald-Giemsa) ve Prussion blue ile
boyanarak incelenmistir.

MM tanist uluslararast myelom ¢alisma grubu
kriterlerine gOre vyapilmis ve International
Staging System (ISS) ve Durie-Salmon
Evreleme sistemine gére evrelendirilmistir.

Istatistiksel Degerlendirme: Istatistik SPSS
17 (Armonk, NY: IBM Corp.) paket programi
ile yapilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde
tanimlayict istatistiksel metodlarin (ortalama,
standart sapma) yani sira niteliksel verilerin
(cinsiyet, tip, evre dagilimr)
degerlendirilmesinde  fisher testi
kullanildi. Nicel verilerde (yas ve biyokimyasal
parametreler)  parametrik  test  kosullarn
saglanamadigt i¢in  Mann-Whitney-U testi

exact
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Tablo 1. Klinik Veriler ve Laboratuvar Bulgular1

Yas, Ortalama(Min/max)
Cinsiyet (kadin/erkek)
Durie Salmon Evre

I

II

IITa

11Ib

ISS Evre (say1, %)

I

II

111

M protein tipi dagilimi
Ig A

Ig G

Hafif Zincir

Lambda hafif zincir
Kappa hafif zincir
IgA/Lambda
IgA/Kappa

IeG

IgG/Lambda
IgG/Kappa
Laboratuar bulgular
82 Mikroglobulin (mg/L)
Hemoglobin (g/dl)
Kalsiyum (mg/dl)
Protein (g/dl)
Albumin (g/dl)
Kreatinin (mg/dl)
Sedimentasyon (1.saat)
LDH (U/L)

62 (35-88)
26 /16

7 (%17,1)
5 (%12,2)
19 (%46,3)
10 (%24,4)

2 (%8)
12(%48)
11(%44)
Say1

7 (%16,7)

23 (%54,8)

12 (%28,6)
8 (%19)
4 (%9,5)
4 (%9,5)
3 (%7,1)
3 (%7,1)

9 (%21,4)
11 (%26,2)
Ortalama = SS
9,63 £ 12,82
8,92 £2,15
10,35 £2,04
8,74 £1,79
3,08 £0,7
1,75 £1,46
97,68 £39,57
222,33 £95,02

Kemik litik lezyon 19 (%58)
Delesyon 13 6 (%20)
yapildi. Sonuglar, anlamlilik p<0,05 dizeyinde, M protein tipine gbre en stk IgG  tipi

%95’lik gliven araliginda degerlendirildi.

Bulgular

Bu calismaya 3. basamak egitim ve arastirma
hastanesi hematoloji poliklinigine bagvuran
uluslararasi myelom calisma grubu kriterlerine
gb6re MM tanisi konulan ve takip edilen 42
hasta alinmistir. Hastalarin 26’st kadin (%61,9),
16’st erkekti (%38,1). Hastalarin yaglart 35-88
arasinda degismekte ve ortalama yas 02,
ortanca yas 64’ti.

paraproteinemi saptandr. Dagilim oranlar; 23
hasta (%54,8) IgG, 7 hasta (%16,7) IgA, 12
hasta (%28,6) hafif zincir tipi hastaliga sahipti.
Alt tiplerinin analizi yapildiginda ise literatiirle
uyumlu olarak 11 hasta (%26,2) ile IgG/kappa
tipinin cogunlukta oldugu g6rilda.
IgG/lambda 9 hasta (%21,4), lambda hafif
zincir 8 hasta (%19), kappa hafif zincir 4 hasta
(%9,5), IgA/lambda 4 hasta (%9,5), IgA/kappa
3 hasta (%7,1) olarak saptandi. Durie-Salmon
evreleme sistemine gbre hastalarin c¢ogu ileri
evrede idi. 7 hasta (%17,1) evre 1, 5 hasta
(%12,2) evre 2,19 hasta (%46,3) evre 3a, 10
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Tablo 2. Klinik Verileri ve Laboratuvar Bulgulari ile 13. Kromozom Delesyonu Arasindaki Iliski

Del 13 () Del 13 (+)

Ortalama Ortalama P
Yas 60,21£12,61 56,519,01 0,436
Cinsiyet (K/E) 16/8 3/3 0,641
B2 Mikroglobulin 9,60% 13,94 6,2115,28 0,265
Hemoglobin 9,081+2,02 8,6512,18 0,735
Kalsiyum 10,3312 9,231+1,23 0,262
Protein 8,5512 10,32%1,51 0,104
Albumin 3,151+0,72 2,7710,63 0,153
Kreatinin 1,69£1,39 1,04£0,66 0,103
Sedimentasyon 90,53+41 115,67%£33 0,149
LDH 210,36%88 231,33%£165 0,758
M protein tip Say1 Say1
Ig A 4 0
Ig G 13 6 0,222
Hafif Zincir 7 0
Durie Salmon Evre
1 4 0
11 ! 5 0,056
1IIa 12 2 ’
1I1b 6 1
ISS Evre
1 1 1
1I 9 2 0,777
111 5 2

hasta (%24,4) evre 3b olarak tespit edildi
ISS’ye gore ise 2 hastanin (%8) evre I, 12
hastanin (%48) evre 1I, 11 hastanin (%44) evre
III  oldugu  gorilda.  Calismaya  alinan
hastalardan 33’tnin radyolojik goéruntilerine
ulagilabildi, bunlardan 19’unda (%58) litik
kemik lezyonu saptandi. Calismaya alinan 42
hastadan 30’unda delesyon 13 sonuglarina
ulagilabildi, 6 hastada (%20) pozitif olarak
saptandi. 24 hastada (%80) ise 13.kromozom
delesyonu gézlenmedi. Klinik ve laboratuvar
bulgularina tablo 1°de detayli olarak yer
verilmisgtir.

Tablo 2’de delesyon 13  saptanan ve
saptanmayan hastalarin verileri karsilagtirmalt
olarak detayli olarak yer almaktadir. Delesyon
13 (-) ve (+) olan hastalarin yasa ve cinsiyete
g6re dagilimi yapildiginda istatistiksel olarak
anlamli  fark bulunmadt (p>0,05). Ayrica
laboratuvar parametreleri, hastalik evreleri ve
M protein tip ve alt tipleri agisindan delesyon
13 saptanan ve saptanmayan gruplar arasinda

da istatistiksel ~anlamli  fark  saptanmad:
(p>0.05).

Tartisma

Multipl myelom  hastalarinda  kromozom
bozukluklarinin ~ saptanmast  en  6nemli
prognostik taktorlerdendir. Kromozom
anomalileri konvansiyonel sitogenetik
yontemlerle ve interfaz FISH yo6ntemiyle tespit
edilebilir (8, 17). FISH yontemi ile yapilan
calismalarda  %86-98 oraninda kromozom
anomalileri saptanmustir (18, 19). Yapilan
calismalarda FISH yontemi ile myelom
hastalarinin =~ %30-50’sinde  13.  kromozom
delesyonu saptanabilecegi gosterilmistir (8, 17,
19).

Viyana’da 2000 yilinda Zojer ve arkadaslarinin
yaptiklart bir ¢alismada 68’1 IgG, 23’1 IgA, 6’s1
da diger tiplerden olmak izere toplam 97
Myelom tanili hastadan 46’sinda (%47,4) FISH
yontemi ile del 13 saptanmustir (14). Del 13
saptanan hastalar daha sik olarak evre IIT’te yer
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almaktadir ve B> mikroglobulin ile kemik iligi
plazma hiicre orani yiksek bulunmus, diger
laboratuar parameterleri ile iliski
kurulamamustir, del 13 saptananlarda sik relaps,
konvansiyonel kemoterapi tedavisine kotil yanit
ve ortalama yasam sliresinde kisalma (24,2 ay)
saptanmustir (14). Cin’de 2007 yilinda Deng ve
arkadaslart tarafindan yapilan ¢alismada FISH
analizi ile MM tanist almis 100 hastanin
%33,3inde del 13 saptanmustir, hastalarin
konvansiyonel sitogenetik analizinde ise sadece
%6’s1nda 13. kromozom anomalisi
bulunmustur, ayrica del 13 varhiginin kisa
sagkalim siiresine neden olan bagimsiz bir
prognostik faktér oldugu ileri strtlmugtir (11).
Chiecchio ve arkadaslarinin 2009  yilinda
Ingilterede 400 myelom tanili hasta {izerinde
yaptiklart calismada FISH yontemi ile 395
hastadan 186’sinda (%47) del 13 saptanmustir,
ayrica bu c¢alismada del 13 myelom iliskisinin
onemi belirsiz monoklonal gamopati
(Monoclonal gammopathy of undetermined
significance-MGUS) ve smoldering multiple
myeloma (SMM) gére anlamli derecede yiksek
oldugu bulunmustur, del 13 saptanan hastalar
icinde myelomun MGUSa  gére IgH
translokasyonu ve t(11;14) ile iliskili g6rilme
olasilig1 daha yitkksek bulunmustur ve ek olarak
diger anomaliler t(4;14), t(14;16), t(14;20) ile
del 13 iliskisi acisindan her 3 grupta da (MM,
SMM MGUS) anlamli  bir  fark
bulunamamistir (10). Reece ve arkadaslarinin
2009 yilinda Kanada’da 130 myelom tanisi
almis hasta tzerinde FISH analizi ile yaptiklar
calismada 54 hastada (%41,5) del 13
saptanmustir, del 13 saptananlardan %29,6’s1
evre 1, %42,6’s1 evre 11, %18,51 evre I1I olarak
bulunmustur (13).

Almanya’da 2010  yiinda  Neben  ve
arkadaslarinin myelom tanist almis 47 hasta
evre I, 101 hasta evre Il ve 47 hasta evre II1
olmak tzere toplam 315 hastadan 312%si
tzerinden FISH analizi ile yaptig1 calismada del

ve

13 sikligt %46 olarak tespit edilmistir,
kromozomal delesyonlar icinde en sik del 13
saptanmigtir, hastalar 3 gruba ayrilmistir.

l.grupta (iyi prognoz) del 17 veya t(4;14)
yoklugu ve evre I, 2.grupta (kétii prognoz) del
17 veya t(4;14) saptanmast ve evre II ya da III
olmasi, 3.grup (orta derece prognoz) ise
digerlerini kapsayacak sekilde siniflandirilmigtir
(12). Fonseca arkadaglarinin  yaptigi
calismada hastalar ek olarak del 13 varligina
gbre siniflandinlmistir  (20). Burada t(4;14),
t(14;16) ya da del 17 varligi kot prognoz

ve

grubunu, del 13 varligt orta prognoz grubunu
digerleri ara prognoz grubunu
olusturmaktadir, bu calismada del 13’4n del 17,
t(4;14) ve ISS evresine gore degerlendirilmesi
gerektigi belirtilmistir (20).

ve

Kéth prognoz icin delesyon 13 saptanmasinin
tek negatif prognostik faktér oldugunu belirten
calismalar olmakla birlikte, bazt c¢alismalarda
del 13 saptanmasinin tek negatif prognostik
faktor olmadigt, t(4;14) ve del 17 ile birlikte
degerlendirilmesi gerektigi belirtilmigtir (8, 9,
21). Konvansiyonel sitogenetik analiz ile del 13
ve 11 saptanmamast yiksek doz kemoterapi
alan vakalarda hastaliktan bagimsiz uzun sireli
sag kalim saglar (22).

Ulkemizde iki merkezde yapilan c¢alismalarda

benzer oranlarda delesyon 13 saptanmustir.
Baskent Universitesinde Yiregir ve
arkadaglarinin  yaptgt bir c¢aligmada FISH

analizi sonucunda 36 olgudan 11’inde (%30,5)
delesyon 13  saptanmustir  (16). Eskisehir
Osmangazi Universitesinde ~ Durak
arkadaslarinin yaptigt calismada ise 50 hastanin
27’sinde 13. kromozom bozukluklari saptanmis
ve bunlardan 13’tinde 13. kromozom delesyonu
(8’1 del 13, 5% del 13q) tespit edilmis (15).
Bizim  calismamizda yas ortalamast 62,
erkek/kadin orani 0,62, hastalarin %54,76’s1
IgG, %16,67°s1 IgA, %28,57’si hafif zincir
tiplerinde olarak bulunmustur. 30 hastadan 6
tanesinde (%20) del 13 saptanmugtir. 13.
kromozom delesyonu calisilan 30 hastanin 4’4
IgA, 19 tanesi IgG tipinde, del 13 saptanan 6
hastanin tamam: da IgG (2’si kappa, 3’0
lambda) tipinde tespit edilmistir. Durie Salmon
evrelemesine gére evre III’te 18 hastada del 13
saptanirken 3 hastada saptanmamistir, bununla
birlikte bu fark istatistiksel anlamli degildir
(p=0.056) béylece Durie Salmon ve ISS’ye gore
ileri evrelerde delesyon 13 sikligi
artmamaktadir.

ve

Yapilmis bircok c¢alismada %30-50 arasinda
degisen oranlarda del 13  saptanmustir.
Buldugumuz %20 orani literattirdeki verilerden
dusik gorilmekle bitlikte myelom
hastalarindaki  del 13 sikligini  yansitmast
acisindan degerlidir. Son yillarda diinyada ve
tlkemizde yapilan calismalarla kiyaslandiginda
13.kromozom delesyonunun bizim
calismamizda daha distk oldugu
go6rilmektedir. Hasta sayisinin  azligi, 6rnek
dagilimindaki heterojenite ve FISH yo6nteminde
olast teknik farkliliklar bu sonucu ortaya
ctkarmis olabilir. Ulkemiz verilerinin detaylt
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olarak
kliniklerinden
kapsamli

Coskun ve ark. / Multiple myelomda Del 13 siklig1

ortaya c¢tkarilmast i¢in  hematoloji
birlestirilmis  verilerle daha

analizler  yapilmast  gerektigini

distinmekteyiz.
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