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KISALTMALAR

ASA - Aspirin
CR : Tam yanit
DNA :Deoksiriboniikleik asit

DNMT3A : Deoksiriboniikleik Asit Metil Transferaz 3a
EPO : Eritropoetin

EPOR : Eritropoetin Reseptorii

FERM :4.1 Ezrin Radixin Moesin

G-CSF : Koloni Stimile Edici Faktor

Hb : Hemoglobin

HCT : Hematokrit

HU - Hidroksiiire

INF > Interferon

JAK : Janus Kinaz

LDH : Laktat Dehidrogenaz
MDS : Miyelodisplastik Sendrom
MPN : Miyeloproliferatif Neoplazm
Ph : Philadelphia Kromozomu
PLT : Trombosit

PR > Kismi yanit

PV :Polisitemia Vera

RDW : Retikiilosit Dagilim Hacmi
TPO : Trombopoetin

WHO : Diinya Saglik Orgiitii

YND > Yeni Nesil Dizilim
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OZET

Polisitemia Vera Tamili Hastalarda Yeni Nesil Dizilim Teknolojisi Ile Saptanan
Mutasyonlarin Tani, Prognoz, Tedaviye Yamit Ve Sagkalim Uzerine Etkisinin

Degerlendirilmesi

Giris ve Amag: Polisitemia vera (PV), basta kirmizi kan hiicreleri olmak
lizere myeloid ve megakaryositer serinin artis1 ile karakterize Philadelphia
kromozomu (Ph) negatif miyeloproliferatif neoplazmlardan biridir. PV’de siiriicii
mutasyon olarak tanimlanan JAK2V617F, CALR ve MPL klonal
miyeloproliferasyondan sorumludur. Yeni nesil dizilim (YND) yontemi DNA’y1
enzimatik yollarla daha kiiclik parcalara ayirir ve bu pargalarin ¢ogaltilmasi esasina
dayanir. YND yonteminin gelismesi ile saptanan biyobelirteglerin hem tanisal hem
de prognostik degerlere sahip oldugu anlasilmistir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO)
miyeloid neoplazmlarin 2016 yili siniflamasinda klonaliteyi dogrulamak ve
morfolojik  kriterleri tanimlamak amaciyla daha fazla genetik c¢alismay1
onermektedir. Bu calismanin amaci klinigimizde takip edilenPV hastalarindatant,
klinik, prognoz ve sagkalimin degerlendirilmesi ile yeni nesil dizilim teknolojisi ile

saptanan mutasyonlarin hastalik iizerine etkilerini aragtirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calisma Izmir Saglik Bilimleri Universitesi Bozyaka
Egitim ve Arastirma Hastanesi Hematoloji Boliimii’ne basvuran polisitemia vera
tanis1 alan 81 hasta ile yapilan retrospektif tek merkezli bir ¢alismadir. Calismaya
dahil edilen hastalara ait yas, cinsiyet, JAK2V617F gen mutasyon analizi, yeni nesil
dizilim yontemi sonuglari, tan1 esnasinda hemoglobin, hematokrit, 16kosit degerleri,
splenomegali varligi, tromboz Oykiisli, sigara kullanimi Oykiisii hasta takip
dosyalarindan geriye doniik olarak elde edildi. Tiim bu veriler ile yapilan istatistikler

karsilastirmali olarak degerlendirildi.
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Bulgular:Yapilan analiz sonucunda JAK2V617F normal olan grup ile pozitif
olan gruplar arasinda yas, trombosit sayisi, hemoglobin sayisi, WBC ve nétrofil
sayilar1 ortancalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadik(p>0.05).
Splenomegali varligi ile hemoglobin seviyeleri arasinda iliski saptamadik(p>0.05).
Tromboz goriilen hastalarda trombosit ortanca sayilart agisindan anlamli fark
saptamadik(p>0.05). Tromboz ile lokosit ortancalari arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptamadik(p>0.05). Kadinlarda erkeklere gére daha yiiksek oranda

trombositoz belirledik ve bu bulgu istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Sonuc¢:Bu calisma Hematoloji Klinigimize bagvuran PV tanili hastalarin
derlemesidir. YND teknolojisi; PV tani, klinik seyir, prognoz ve sagkalimi
belirlemede 6nemli bir yere sahiptir.Ancak hastalarimizda tan1 aninda yapilan YND
incelemelerinde herhangi bir ek mutasyona rastlamadik. Prospektif diizenlenmis,
homojen hasta gruplariyla ve uzun siireli takip ile yapilacak ¢ok merkezli
caligmalarla ile PV’li hastalarda YND yonteminin tani, klinik, prognoz ve sagkalim

iligkisini daha net ortaya koymak miimkiin olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Polisitemia vera, JAK2V617F, yeni nesil
dizileme(YND)



ABSTRACT

Evaluation of the Effects of Mutations Detected by Next Generation Sequencing
Technology on Diagnosis, Prognosis, Treatment Response and Survival in
Patients with Polycythemia Vera

Introduction and Aim: Polycythemia vera (PV) is one of the Philadelphia
chromosome (Ph) negative myeloproliferative neoplasms characterized by an
increase in myeloid and megakaryocytic series, especially red blood cells.
JAK2V617F, CALR and MPL, defined as drive mutation in PV, are responsible for
clonal myeloproliferation. The new generation sequencing (NGS) method breaks
down DNA into smaller fragments by enzymatic means and is based on the
reproduction of these fragments. The biomarkers detected with the development of
NGS method have both diagnostic and prognostic values. The World Health
Organization (WHO) recommends further genetic studies to confirm clonality and
define morphological criteria in the 2016 classification of myeloid neoplasms. The
aim of this study was to evaluate the diagnosis, clinical, prognosis and survival of PV
patients followed by our clinic and to investigate the effects of mutations detected by

next generation sequencing technology on the disease.

Materials and Methods: This is a retrospective single-center study of 81
patients with polycythemia vera who were admitted to the Hematology Department
of Bozyaka Training and Research Hospital, Izmir University of Health Sciences.
Age, sex, JAK2 gene mutation analysis, new generation sequencing method results,
hemoglobin, hematocrit, leukocyte values, presence of splenomegaly, history of
thrombosis and smoking history of the patients included in the study were obtained
retrospectively from the patient follow-up files. All these data and the statistics were

evaluated comparatively.



Findings: As a result of the analysis, no statistically significant difference
was found between the median age, platelet count, hemoglobin count, WBC and
neutrophil counts of the JAK2V617F normal and positive groups(p>0.05) . There
was no correlation between the presence of splenomegaly and hemoglobin levels (p>
0.05) . There was no significant difference in the median number of platelets in
patients with thrombosis (p> 0.05) . There was no statistically significant difference
between thrombosis and leukocyte median (p> 0.05) . Thrombocytosis was higher in

females than males and this finding was statistically significant (p <0.05) .

Result: This is a review of patients with PV who admitted to our Hematology
Clinic. NGS technology; PV has an important role in diagnosis, clinical course,
prognosis and survival. However, we did not find any additional mutations in the
YND examinations performed at the time of diagnosis in our patients. Multicentre
studies with prospective, homogeneous patient groups and long-term follow-up will
make it possible to clearly identify the relationship between diagnosis, clinical,

prognosis and survival of NGS in PV patients.

Key Words: Polycythemia vera, JAK2V617F, next generation sequencing
(NGS)
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1. GIRIS VE AMAC

Polisitemia vera (PV), basta kirmiz1 kan hiicreleri olmak {izere myeloid ve
megakaryositer serinin artigt ile karakterize Philadelphia kromozomu (Ph) negatif
miyeloproliferatif neoplazmlardan biridir(1-3). Tan1 aninda ortalama yas 60’tir(2, 3).
PV’de siiriicii mutasyon olarak tanimlanan JAK2, CALR ve MPL klonal
miyeloproliferasyondan sorumludur(3, 4). Erkeklerde daha sik goriiliir ve insidansi
yilda 1,9 / 100000°dir(5). Yeni nesil dizilim yontemi DNA ‘y1 enzimatik yollarla daha
kiiglik parcalara ayirir ve bu pargalarin ¢ogaltilmasi temeline dayanir(1). YND
yonteminin gelismesi ile saptanan biyobelirteglerin hem tanisal hem de prognostik
degerlere sahip oldugu anlasilmistir(4). JAK2V617F pozitifliginde daha uzun
sagkalim siiresini  gdsterir(6). Diinya Saglik Orgiitii‘niin(WHO) miyeloid
neoplazmlarin 2016 yili siniflandirmasinda klonaliteyi dogrulamak ve morfolojik
kriterleri tanimlamak i¢in bu hasta grubunda daha fazla genetik test onermektedir(4).
Bu calismanin amaci klinigimizde takip edilen PV hastalarinda tani, prognoz,
sagkalimi incelemek ve bu hastalarda YND’nin klinige etkilerini arastirmak ile bu

yeni yontemin Tiirkiye verilerinin olusumuna katkida bulunmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tanim

PV, basta kirmizi kan hiicreleri olmak iizere myeloid ve megakaryositer
serinin artig1 ile karakterize Ph negatif miyeloproliferatif hastaliklardan biridir(2, 3).
Baslica eritroid seride artis olmakla birlikte 16kositoz, trombositoz, splenomegalinin
de eslik ettigi kronik, klonal ve progresif bir MPN’dir(7).PV, tiim popiilasyonlarda
goriilmesine ragmen tani aninda ortalama yas 60’tir(2, 8). Olgularn %5’i 40
yasindan 6nce tam alir ve 30 yas altinda hastalik nadir goriiliir(9). Insidans1 yilda 1,9

/ 100000°dir(5). ilerleyen yaslarda goriilme orani artar(9).

2.2.JAK2 Mutasyonlari

Sitokin resoptorii liganda baglandiginda iligkili JAK i fosforilasyonuna ve
sonrasinda aktive JAKsitokin reseptor kompleksi ile substrat molekiillerinin
fosforilasyonu meydana gelir(10). Sinyal doniistiiriici ve transkripsiyon aktivator
proteinleri olan STAT proteinleri hizlica ¢ekirdege gegerek spesifik diizenleyici
molekiillere baglanir (sekil 1) ve gen transkripsiyonuna neden olur(11, 12).
Fizyolojik kosullarda JAK2 kinaz; FERM (4.1 Ezrin Radixin Moesin) bolgesiyle
EPO( eritropoetin), TPO (trombopoetin) , G-CSF(koloni stimiile edici faktor)
reseptorlerine baglanarak fosfoinozitol-3,ras, MAP kinaz ve STAT proteinlerini
aktive eder(13). PV’de progenitor hiicreler eksojen EPO uyarimi olmaksizin eritroid
kolonileri meydana gelir(6). Bu eritroid koloniler hematopoetik hiicrelerin STATlar
yoluyla JAK proteinlerini aktive ederek anormal sinyal yolagimm temelini
yansitir(6). Bu sinyal yolagi aktivitesi hiicresel asir1 proliferasyona, apopitozisin
dengesizligine neden olur ve boylece MPN’li hastalarda sinyal yolagimin degisime

ugradigini gosterir(13).

EPO, eritropoezde primer rol oynayan biiylime faktoriidiir(13). Resoptori
olan EPOR, EPO’ya baglandiginda JAK?2 aktivasyonu meydana gelir, sonrasinda da
STATS gibi aktivator molekiilerin aktivasyonu gerceklesir ve eritroid progenitor

hiicrelerin proliferasyonu sonu¢ olarak da kirmizi kan hiicrelerinde artis ile



sonuglanir(13).Yapilan c¢aligmalarda JAK2 mutasyonunun; progenitdr hiicrelerin
bliyiime faktorleri ve sitokinlere karsi asir1 duyarli olmasina neden oldugu
gosterilmistir(14). STAT5’In diger bir hedefi anti-apoptotik protein olan Bcl-Xtir.
Progenitor hiicrelerde siirekli STATS5 ve Bel-X aktivasyonu spontan eritroid koloni

artisina neden olur(15).

Icerisinde V617F psddokinazi barindiran, JH2 olarak adlandirilan katalitik
olarak inaktif olan bolge; bazal JAK aktivitesinin  otoinhibisyonundan
sorumludur(16).JAK2V617F mutasyonu ise, JAK2’nin 617. kodonunda ki valin
yerine fenilalanin gegmesi ile olur(6). Bu durum miyeloproliferatif hastaliklarin
gelismesinden sorumlu tutulmaktadir. JAK2V617F’ nin mutasyon tasimayan tipe

gore daha fazla trozin kinaz aktivitesi gosterdigi bilinmektedir(13).

Cogu calisgmada JAK2V617F mutasyonu % 95- % 97 oranda ekson 14
bolgesinde saptanmistir(3). Saglikli kisiler ve sekonder polisitemisi olan kisilerde bu
mutasyon yoktur(17, 18). JAK2V617F mutasyonunun yiiksek diizeylerde olmasi
graniilosit sayis1 ile orantili bulunmus ve mutasyon varligi ile birlikte 16kositozu olan

hastalarda yiiksek tromboz insidansi gosterilmistir(19).

Yapilan bir ¢alismada ekson 14 bolgesinde mutasyon saptanmayan PV’li
hastalarn = %91°‘inde ekson 12 bolgesinde dort ¢esit mutasyon oldugu
goriilmiistiir(20). Bu galismada goriilen ekson 12°de ki tiim mutasyonlarin biiyliime
faktorlerini asir1 duyarl hale getirmis, EPO/ EPOR sinyal yolaginin asir1 aktivitesine

neden olmustur(20).
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Sekil 1: JAK-STAT sinyal yolagi, Benekli ve arkadaslarindan modifiye
edilmistir(11)

2.3. Klinik ve Laboratuar Ozellikler

Bas agrisi, nefes darligi, gorme bozuklugu, gece terlemesi, kilo kaybi, kulak
cinlamas1 ve karakteristik olarak sicak banyo sonrasinda baslayan kasinti PV’de
goriilen baslica yakinmalardir(21). Bazi hastalarda asemptomatik olup rastlantisal
sekilde tan1 alir. Kontrol altina alinmamus eritrositoz vertigo, kulak ¢inlamasi, bas
agrisi, gérme bozukluklari, gecici iskemik ataklar gibi nérolojik semptomlara neden
olabilir(22). Bazi hastalar vendz veya arteriyel tromboz ile PV tanisi alabilir.
Serebral, kardiyak ve mezenterik arterler siklikla etkilenen damarlardir. Hepatik ven
trombozu( Budd- Chiari sendromu) 6zellikle gen¢ kadinlarda sik goriiliir ve hepatik
ven trombozu gelisen hastalarda oOzellikle PV agisindan incelenmelidir. Dijital
iskemi, kolay morarma, epistaksis ve gastrointestinal kanamalar vaskiiler staz veya
trombositoz nedenli karsimiza c¢ikabilir(22).Tam kan sayiminda hemoglobin ve
hematokrit artisi, l6kositoz,trombositoz goriiliir(21). Artmis 16kosit alkalen fosfataz
skoru ve laktat dehidrogenaz(LDH) ile hiperiirisemi ve buna bagli gut artriti, tofiis
goriilebilir(21). WHO Kkriterleri ile belirtilmis 1545 PV’li hastanin klinik ve

laboratuar degerleri tablo1’de verilmistir(23).



Tablol:IWG-MRT tarafindan toplanan WHO kriterleri ile tanimlanmis 1545 PV
hastasinin klinik ve laboratuvar bulgulari, Tefferi ve arkadaslarindan modifiye

edilmistir(23)

Hemoglobin 18.4 gr/ dl
Hematokrit 55
Lokosit 10400 /mm?
Trombosit 466000/mm?
Laktat dehidrogenaz 368(U/L)
Splenomegali 534 ( %36)
Kasinti 485 (% 36)
Acrteriyel tromboz 246 (%16)
Venoz tromboz 114 (% 7,4)
Major hemoraji 24 (% 4,2)

2.4. Komplikasyonlar

Tefferi ve arkadaglarinin 2018 yilinda yayinladigi algoritmada PV’yebagh
komplikasyonlarin ¢ogu direkt olarak artmis kan viskozitesine; indirekt olarak da
eritrosit, 16kosit, trombosit ve iirik asitin artmis turnoverina baghdir. Helicobacter
pylorinin neden oldugu peptik iilser insidansi PV’li hastalarda artmistir. Kagintidan
JAK2V617F mutasyonu ile artan mast hiicre aktivasyonu sorumlu tutulmaktadir.
Hastalarin %15’inde myelofibrozis goriilebilir,miyelodisplastik sendrom(MDS) veya

akut 16semiye doniisiim olabilir ve prognoz kotiidiir(3).

Organomegali portal hipertansiyona ve kaseksiye sebep olabilir(22).
PV’lihastalarda akut 16semi insidansi artsa da genel olarak bu oran diisiiktiir(22).
Kontrol altina alinamayan eritrositoz durumlarinda hayati organlarda ciddi trombozis
durumlar goriilebilir( 6rnegin myokard infarktiisii, serebrovaskiiler hasar, pulmoner
emboli, Budd-Chiari sendromu vs.)(22).PV’de kanama sik goriiliir ancak mortalite

ile sonuglanacak kadar ciddi degildir(24).

PLT >1000000 mm?* oldugunda von Willebrand faktdriiniin trombositlere

baglanmasinin artmasiyla edinilmis vonWillebrand hastaligi meydana gelir(22). Bu



durumda aspirin tedavisi kanama riskini artiracagi igin sitorediiktif tedavi tercih

edilmelidir(3).

2.5. Tam

WHO’nun da 2016 yilinda tami algoritmasi giincellenmis olup artmis
hemoglobin veya hematokrit degerlerine (Erkeklerde;Hb> 16.5 g / dL veya
HCT>%49, Kadinlarda ; Hb>16.0 g / dL veya HCT>% 48) ile birlikte 16kositoz,
trombositoz, splenomegalinin bir veya birkagi eslik ediyorsa PV tamismi agikca
diistindiiriir, ancak eslik eden diger durumlar yoksa eritrositozun ayirict tanisi
yapilmalidir(22). Normal arteriyel oksijen saturasyonu olan kisilerde kirmizi hiicre
kiitlesi ve plazma voliim degerlendirmesi konusunda yetersiz kalindiginda; JAK2
mutasyon analizi yararli olabilir(22). Normal serum EPO diizeyleri PV varligini
diglamaz, fakat yiiksek seviyeler ikincil nedenler i¢in yol gostericidir(22).Tant
WHO’nun tan1 kriterleri ile konur( tablo2), PV teshisi i¢in 3 major kriterin hepsi ya

da ilk 2 ana kritere mindr kriterin eslik etmesi gerekir(4).

Tablo 2: Diinya Saglik Orgiitii 2016 y1li revizyonu PV tami kriterleri, Arber, D.A ve
arkadaglarindan modifiye edilmistir(4)

1. Hemoglobin> 16,5 gr/ dl( erkeklerde)

Hemoglobin> 16 gr/ dI( kadinlarda)

Veya

Hematokrit> %49( erkeklerde)

Hematokrit > %48( kadinlarda)

Major kriterler Veya

Artan kirmizi hiicre kitlesi

2. Kemik iligi biyopsisinde belirgin eritroid, graniilositik ve
megakaryositik proliferasyon ile 3 seride hiperseliilerite(
panmiyelozis) goriilmesi

3. JAK2V617F veya JAK2 ekzon 12 mutasyon varligi

Minor kriterler | 1. Normalin altinda serum EPO diizeyi




Periferik kan yaymasinda ki bulgular hastalifin evresine gore degismekle
birlikte genelde eritrosit morfolojisi normaldir, trombositoz siktir ancak demir
eksikligi eslik ediyorsa eritrosit yapisi hipokromik ve mikrositerdir(23).
Postpolisitemik miyeloid metaplazi evresinde ise belirgin anizositoz, poikilositoz ve

gozyast damlasi seklinde eritrositler gézlenir(23).

Kemik iligi biyopsisinde basta eritroid seri olmak {izere graniilositik ve
megakaryositik proliferasyon ile birlikte hiperseliilariteyi gosterir(4). Demir

olmamasi siktir(25).

PV hastalarinda diisiik serum eritropoetin( EPO) seviyeleri goriiliir(26). EPO
seviyeleri primer ve sekonder polisitemiyi ayirmada giiglii bir indikatordiir( tablo
3)(27). Hatta tedavi altinda normal hematokrit seviyesinde olan PV hastalarinda,
EPO diisiik seviyelerdedir(sekil 2) (27).

Artmis Hb/ HCT |

} Coomel
|

I RBC serum seviyesi Rélatif eritrositoz

- - | |

Serum EPO seviyesi *! polisiternia Vera - © mutasyonu
‘ 1 ) .m Pulmoner/ kardiyak patolojiler
Arteriyel O, seviyesi T - / yaxp J
Sigara | Hb /0, afinitesi dl¢

| l ot >
Karboksihemoglobin Yiitksek O, aflnltell I -

 seviyesiol¢ hemoglobinopati

m Yiksek EPO nedenleriniarastir(renal karsinom,

' Sigaraya bagl uterin leomyoma,hepatomavs)

' polisitemia

Sekil 2: Polisitemi olan hastaya yaklasim, Prchal JT ve arkadaslarindan modifiye
edilmistir(21)



Tablo 3: Eritrositoz nedenleri, Prchal JT ve arkadaslarindan modifiye edilmistir(21)

Primer eritrositoz (Konjenital, EPOR mutasyonu, polisitemi vera, akkiz nedenler)

Sekonder eritrositoz

Konjenital Hidronefroz
VHL gen mutasyonu Polikistik bobrek hastaligi
HIF-2 mutasyonlar1 Patolojik EPO yapimi(serebellar

hemanjiom, menenjiom, paratroid

Kronik akciger hastaliklari e . )
tiimorleri, hepatoseliiler karsinom,

Sag- sol kardiyopulmoner sant renal karsinom, feokromasitoma, uterin
Karbonmonoksit zehirlenmesi myoma)
Obstriiktif uyku apnesi Ilag iliskili( EPO, androjenler)
Renal arter stenozu Sigara
Yiiksek rakim

Son doénem bobrek yetmezligi

2.6. Tedavi

Tedavinin amaci semptomlar1 kontrol altinda tutmak, tromboz, niiks,
l6semiye ve miyelofibrozise transformasyonu Onlemektir(28). Tedavi edici olmasa

da PV i¢in mevcut tedaviler semptomlari azaltabilir ve yasam siiresini uzatabilir(29).

PV tedavisinde risk siniflandirmasi yapilir ve yonetim siniflandirmaya gore
yonetim uygulanir(28). Risklerin belirlenmesinde 6ncelikli durum &nlenebilir
mortalitenin bagta gelen nedeni trombotik komplikasyonlar ve yastir(3). Tedavi
modalitesini etkileyen diger durumlar; semptom kontrolii, kardiyovaskiiler risk

faktorleri, 16kositoz, gebeliktir(3).

2.6.1. Diisiik Riskli Hasta Yonetimi

PV’de diisiik riskli hasta 60 yas altinda ve tromboz Oykiisii olmayan hasta
olarak tanimlanir. Bu grup hastalarda HCT< %45’in altinda tutacak sekilde
flebotomi,kontraendikasyon yoksa diisiik doz aspirin( ASA) uygulanir. Kilo, fiziksel

inaktivite, hipertansiyon, sigara gibi kardiyovaskiiler risklerin belirlenmesi ve



Onlenmesi gerekir. Ayrica yasam kalitesini artirmak amacli semptomlara yonelik

tedavi uygulanmalidir(30).

Diisiik riskli hasta gruplarinda sitorediiktif tedaviye gerek yoktur. Ancak
kontrolsiiz PV ile iligkili semptom varligi, 16kosit veya trombosit sayisinda progresif
artig, ilerleyici ve semptomatik splenomegali, flebotomiye intolerasyon varsa

sitorediiktif tedavi diistiniilebilir(3).

Terapotik flebotomi; PV hastalarinda kirmizi kan hiicre kitlesini azaltmay1
hedefler. Tiim hastalarda HCT< %45 alt1 hedeflenerek islem yapilir. Her bir iinite
flebotomi hasta hematokritini ortalama %3 azaltmaktadir.Flebotomi uygulamasi
reaktif trombositoz ve demir eksikligine neden olabilir ancak demir replasmani

onerilmemektedir(3).

Diisiik doz aspirin; trombozun Onlenmesi ve oOzellikle eritromelalji gibi
mikrovaskiiler semptomlarin giderilmesi amaciyla belirgin kontraendikasyon yoksa
tim hastalara oral 81-100 mg aspirin Onerilmektedir. Aspirin trombosit
agregasyonunu ve tromboksan sentezini azaltmasiyla PV’de otonom kazanmis
tromboksan iiretimini inhibe eder. Soncalismalarda mikrovaskiiler semptomlari
kontrol altina alinamayan veya kardiyovaskiiler risk faktorleri olan hastalarda giinde
iki kez diisik doz aspirinin faydali olacagi disiiniilmektedir(3). PV’de aspirin
kullanimim1 kisitlayan baglica konu edinilmis von Willebrand hastaligi ve hasta
intoleransidir(3, 29). PV hastalarinda diisiik doz aspirin ve plaseboyu karsilastiran
ECLAP caligmasinda aspirin kullanan grupta mortal olmayan miyokard infarktiisii,
serebrovaskiiler hastaliklar, pulmoner emboli, majoér tromboz olaylarinda azalma
saptanmis; plasebo koluna gore de major kanama olaylarinda artis

gozlenmemistir(28).

Prutitus; genellikle banyo sonrasi yasam kalitesini 6nemli derecede bozan
siddetli bir semptomdur. Sicak ortamdan kag¢imilmasi, cildin nemlendirilmesigibi
onlemler ile giderilmezse antihistaminik Onerilir. Diisiik doz aspirin veya alternatif

olarak klopidogrel de kullanilabilir(31).

Eritromelalji; diger miyeloproliferatif hastaliklarda da goriilebildigi gibi
eritem,solgunluk veya siyanozun eslik ettigi ellerde veya ayaklarda agrili yanma

hissidir. Aspirin ve sitorediiktif tedaviye iyi cevap verir(32).



2.6.2 Yiiksek Riskli Hasta Yonetimi

PV’de yiiksek riskli grup tromboz Oykiisii olan veya 60 yasindan biiyiik
hastalardan olusur. Bu grup hastalarda HCT< %45’ in altinda tutacak sekilde aralikli
flebotomi,kontraendikasyon yoksa diisiik doz aspirin,hidroksiiire( HU) ile birlikte
sitorediiktif tedavi( interferon( INF) veya busulfan) uygulanir. Ayrica
kardiyovaskiiler risk faktorlerin belirlenmesi ve giderilmesi ile semptomlara yonelik

tedavi de eklenmelidir(3).

Hidroksiiire( HU); sitorediiktif tedaviye gereksinimi olan tiim PV hastalarinda
birinci tercih DNA sentezini énleyen riboniikleozid rediiktaz inhibitdriidiir. Onerilen
doz 15 mg/ kg/ glindiir. Haftada bir kez doz titrasyonu 6nerilir. Hedef doz trombosit
sayis1 100000-400000 mm? olmas1 ndtropeni ve anemi olmamasidir. En diisiik dozda
tam kan sayimini belirtilen sinirlarda tutmak hedeflenir(3).Sitopeni,bacak iilserleri,
ishal, periferik ndropati, cilt kanseri baslica yan etkileridir. Reprodiiktif donemde
kadin hastalar gebelikten kagimmalidir. Tromboz riskini azaltir, tek ajan olarak

kullanildiginda 16semik doniisiim veya miyelofibrozisle iliskili degildir(23).

Busulfan; PV tedavisinde kullanilan alkilleyici ajandir. Yillardir yaygin
kullanilmasimma ragmen yan etkileri( uzun siliren sitopeniler, kemik iligi
baskilanmasi,cilt pigmentasyonu, pulmoner fibrozis) nedenli kullanimi sinirlidir.
Diger ajanlarla birlikte kullanildiginda 16kojenik 0Ozellikte ancak tek ajan
kullanildiginda 16kojenik olmadigi gosterilmistir(23). Baglangic dozu 2-4 mg/
giindiir. Trombosit < 200000 mm? veya l6kosit< 3000 mm?*’iin altina diiserse doz
diisiiriiliir, trombosit < 100000 mm? ve lokosit< 3000 mm? olursa ilag kullanimi

durdurulur(33).

Pegile IFN; 40 yas alt1 kadin hastalarda ilk sitorediiktif tedavi i¢in uygun bir
ajandir(3).

Ruxolitinib; HU direngli veya tolere edemeyen ile PV sonrasi miyelofibrozis
gelismis hastalarda, sitorediiktif tedaviye cevap vermeyen splenomegali, uzun siireli

tedaviye yanitsiz pruritusta kullanilmasi 6nerilir(3).

Kardiyovaskiiler risk faktorleri(hipertansiyon, hiperkolestrolemi, diyabet,

sigara) olan tiim hastalarda bu 6zellikler kontrol altinda tutulmasi gerekir(30). Tiirk
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Hematoloji Dernegi’nin onerileri dogrultusunda “hastalar yiiksek riskli olmasa da

baz1 durumlarda sitorediiksiyon tedavisi baslanabilir;

. Trombosit sayis1 >1.500.000/mm? olan hastalar,

a
b. ilerleyici 16kositozu olanlar,

(@]

. Flebotomiyi tolere edemeyen veya ¢ok sik flebotomi gerektiren hastalar,

o

. PV*‘ye ait ciddi rahatsiz edici semptomlar,

D

. Semptomatik veya ilerleyici splenomegalisi olan hastalardir”(30).

2.7. Tedaviye Yanit Degerlendirilmesi

Tedaviye yanit izleminde tam kan sayimi,semptom ve bulgularin
degerlendirilmesini igerir (Tablo 4)(30). Tedaviye yanit degerlendirilmesinde kemik

iligi incelenmesi veya molekiiler yanit takibinin yeri yoktur(3).

Tablo 4: PV’ de yanit degerlendirme kriterleri, Tefferi A. ve arkadaslarindan(3).

Tam Yamt(CR);

e En az 12 hafta siiresince hastalik belirtileri ve semptomlarin ¢dziimlenmesi

e FEn az 12 hafta siiresince tam kan sayiminin normallesmesi( 16kosit< 10.000
mm? , PLT<400.000 mm?* ,HCT< %45 )

e Vaskiiler olaylarin olmamasi, hastaligin progresyonsuz devami

e Kemik iligi histolojik anormalliklerin kaybolmasi

Kismi Yamit ( PR);

e Kemik iligi histolojik remisyonda ilk 3 kriter elde edilmesi

2.8. Prognoz

Tedavi edilmeyen PV hastalarinda ortalama sag kalim 18 ay; tedavi ile bu
stire en az 13 yildir(34, 35). 1638 hastanin katildig1 bir ¢alismada kardiyovaskiiler

mortalite oran1 %45, 16semik dontisiim %13 saptanmistir(36).

PV hastalarinda mortalite ve morbiditenin baslica nedeni tromboembolik
olaylardir. Bazi1 ¢alismalar 16kositozun PV’da tromboz ile iliskili oldugunu

gostermistir(36).
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Bir ¢alismada PLT> 400.000 mm? oldugunda vaskiiler okliizif olaylarin 1,5
kat arttigt goOsterilmis ancak hem trombositozun hem de trombosit islev

bozuklugunun iligkisi gosterilememistir(37, 38).

2.9. Yeni Nesil Dizilim Teknolojisi

Yeni Nesil Dizilim yontemi DNA’nin enzimatik yontemlerle kesilerek olusan
cok sayida ki DNA pargalariyla olusturulan havuzdan milyonlarca kopya sekanslama
ve dizileme islemidir. Calisma yapilacak olan materyal elde edildikten sonra DNA
izolasyonu ve sonrasinda hedef bolge se¢imi yapilir. Secilen bolge enzimatik
reaksiyonlarla kesilerek DNA pargalarindan olusan havuz elde edilir. Bu DNA
pargalar1 cogaltilir, dizilenmesi yapilir. YND ile dogrulama ve ayrigma analizi yapilir
ve son olarak raporlanir(1). Bu teknoloji ile tiim insan genomik yapisinibir giinde

dizilemek miimkiindiir(1).

YND teknolojisi ile genetik ozellikleri belirlenerek basta hematolojik
hastaliklar, akciger, meme, pankreas gibi solid organ tiimdrlerinin erken tani,

bireysel tedavi semasi ve tedaviye yaniti izlemde yararli olmustur(39).
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3.GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢alisma Ocak 2016- Haziran 2019 tarihleri arasinda Saghk Bilimleri
Universitesi, Izmir Bozyaka Saghik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde 24 Nisan
2019 tarihinde 203 karar no ile etik kurul onay: alarak yapildi(EK 1).Arastirma
siiresince, Diinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesi, Iyi Klinik ve Laboratuvar
Uygulamalar1 kurallarina uyuldu. Arastirma, PV tanili hastalarda JAK2V617F, YND
sonuglar1 ve diger biyokimyasal parametrelerin degerlendirildigi retrospektif,

tanimlayici bir caligmadir.

Calismaya Saglik Bilimleri Universitesi, Izmir Bozyaka Egitim ve Arastirma
Hastanesi Hematoloji Poliklinigine bagvuran 18 yas ve tistii, gebe olmayan, PV tanisi
alan 81 hasta dahil edildi.

3.1. Polisitemia Vera Tanis1

Calismamizda hastalarin  Polisitemia Vera tanmis1 WHO tan1 kriterleri
kullanilarak yapilmistir. PV teshisi i¢in 3 ana kriterin ya da ilk 2 ana kriterin ve

mindr kriterin karsilamasi gerekir (tablo2).

Tablo 2: Diinya Saglik Orgiitii 2016 yili revizyonu PV tam kriterleri, Arber, D.A ve
arkadaglarindan modifiye edilmistir(4)

1.Hemoglobin> 16,5 gr/ di( erkeklerde)Hemoglobin> 16 gr/
dl(kadinlarda)

Veya

Hematokrit> %49( erkeklerde) Hematokrit > %48(kadinlarda)
Major Veya

kriterler Artan kirmizi hiicre kiitlesi

2.Kemik iligi biyopsisinde belirgin eritroid, graniilositik ve
megakaryositik proliferasyon ile 3 seride hiperseliilerite( panmiyelozis)
goriilmesi

3.JAK2V617F veya JAK2 ekzon 12 mutasyon varligi

Mindr

. 1.Normalin altinda serum EPO diizeyi
kriterler
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3.2. Vakalarin Klinik Degerlendirilmesi

Calismaya alinan bireylerin detayli tibbi oykiileri alindi. Tibbi dykiide sigara
ve alkol kullanimi, olgularin kronik hastaliklari, gegirilmis hastaliklar1 ve ilag

kullanimlar1 kayit edildi.

Tan1 aninda saptanan 16kosit, nétrofil, hemoglobin, hematokrit, trombosit,
RDW, EPO, JAK2V617F pozitifligi ve semikantitatif degeri ile birlikte hastanin yas

ve cinsiyetleri kayit edildi.

Tam kan sayiminda; WBC (3.98-10.04x10* mm?), Notrofil (1.56-6.13x10°
mm?), Trombosit (180-370x10° mm?), Hemoglobin (erkek bireylerde (>16.5 g/dL),
kadin bireylerde (> 16.0 g/dL)), HCT (erkek bireylerde (> 49 %), kadin bireylerde (>
48 %)), RDW (11.7-14.4 %), LDH (0-247 U/L), EPO (4.3-29 mU/mL) referans

araliklarinda degerlendirildi.

Tiim hastalarda trombotik ve hemorajik olay Oykiisii sorgulandi. Trombotik
olaylara katkida bulunabilecek risk faktorleri (hipertansiyon, diyabetes mellitus,
sigara kullanimi, hiperlipidemi) arastirildi. Kasint1 ve eritromelalji gibi eslik eden
semptom ve bulgular kaydedildi. Tanmi anindaki splenomegali ve kemik iligi
aspirasyon ve biyopsisi yapilan hastalarda miyelofibrozis varligi incelendi.
Miyelofibrozis kemik iligi biyopsi materyali incelemesinde 100x biiyiitmede her
alanda retikiilin liflerinin degerlendirilmesiile belirlenmistir. Hastalarda, abdominal
ultrasonografik muayenede dalak uzun aksinin 13 santimetreden biiyiikolmasi

splenomegali olarak degerlendirilmistir.

3.3. JAK2V617F Mutasyonunun Belirlenmesi

Real-Time PCR yonteminde, JAK2 MutaScreen Kit & Reference Scale Assay
Kit kullanildi.Tagman hidroliz problar1 kullanilarak allelik diskriminasyonu ile
genomik DNA’daki JAK2’ nin allelleri saptandi. Yontemde iki spesifikprob
kullanildi. Her prob, allelere 6zgii farkli floresans boyalar ile isaretlendi. Iki allele
spesifik olan boyalarin vermis oldugu floresans siddeti Real-Time PCR yontemiyle

amplifiye edilerek es zamanh 6lgiildii.
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Real-Time PCR islemi Rotor Gene-Q cihazinda gergeklestirildi. Cihazda
uygulanan sicaklik profilisu sekildedir; 95°C’de 10 dakika (enzim aktivasyonu), 50
tekrarlik dongii 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 60 saniye seklinde gerceklesti. Ardindan
60°C’de 20 saniyelik veri toplama ile toplam floresan degerleri not edildi. Bu veriler,
Rotor Gene-Q yazilimi degerlendirilerek allelin sayisal degerleri Microsoft Excell
programi kullanilarak hesaplandi.

Yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak ilk 6nce segilen 6rneklerden DNA
izolasyonu saglandiktan sonra elde edilen DNA’larin konsantrasyon analizi
yapilmistir. Bu asamadan sonra ise elde edilen DNA’larin kalitesi Size Ladder PCR
ile kontrol edilmistir. Daha sonra JAK2 ve MPL mutasyonlarini saptamak amaciyla

yeni nesil dizileme yontemi kullanilarak molekiiler analiz gerceklestirilmistir.

3.4. istatistiksel Yontemler

Istatistiksel analizler SPSS 15.0 for Windows kullanilarak yapilmstir.
Tanimlayic1 Olgiitler; ortalama ve ylizde dagilimi olarak sunulmustur. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile kontrol edilmistir. Gruplar
arasindaki  ortalama  farklarinin  saptanmasi  i¢in  parametrik  kosullar
saglanamadigindan Mann Whitney U testi, yiizdeler aras1 farklar1 karsilastirmak i¢in

Pearson Ki-Kare testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi i¢in p<0.05 olarak alinmustir.
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4. BULGULAR

Arastirmaya dahil edilen 81 hastanin 24 tanesi(%29.6) kadin, 57 tanesi
(%70.4) erkekti ( sekil 3). 81 hastanin tan1 aninda yas ortalamasi1 61,2 + 7,4 bulundu.

H Kadin

W Erkek

Sekil 3: Hastalarin cinsiyete gore dagilim oranlar

JAK2 mutasyonu 71 hastada(%87.7) pozitif, 10 hastada( %12.3) negatif
saptandi( sekil 4). JAK2 mutasyonu pozitif olan hastalarda semikantitatif index 30,3
+ 24,7 bulundu. Erkeklerin %86’sinda JAK2V617F mutasyon pozitifligi goriiliirken
kadinlarin %91,7’sinde JAK2V617F mutasyon pozitifligi saptanmistir ve bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildir ( tablo 5).

M JAK2V617F pozitif
m JAK2V617F normal

Sekil 4: Hastalarin JAK2V617F pozitiflik oranlar
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Tablo 5: JAK2V617F pozitif ve normal olan gruplarda erkek ve kadin yiizdelerinin

dagilimlarinin karsilagtirilmasi

JAK2V617F Pozitif JAK2617F Normal
p degeri
Say1 (%) Say1 (%)
Erkek 49 (86,0) 8 (14,0)
0,715
Kadin 22 (91,7) 2 (8,3)

Calismadaki 8 hastanin(%9.9 ) sigara kullanimi mevcuttu.Tan1 aninda 70

hastada(%86.4) dalak biiyiikligli saptanmadi. 11 hastanin(%13.6) tan1 aninda

splenomegalisi mevcuttu. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda splenomegali olan

ve olmayan hasta gruplar1 arasinda Hb sayis1 ortancalar1 agisindan istatistiksel olarak

anlaml1 bir fark saptanmamistir(tablo 6). Ayrica yapilan analizde kadin ve erkekler

arasinda splenomegali goriilmesi agisindan anlamli bir fark saptanmamustir (tablo 7).

Tablo 6: Splenomegali olan ve olmayan gruplar arasinda hemoglobin diizeylerinin

karsilastirilmasi
Splenomegali — Splenomegali +
Ortanca _(minimum- Ortanca .(minimum- degperi
maximum) maximum)
Hemoglobin 17,5 (16,2 — 22,3) 18,5 (16,4 — 21,6) 0,36
Tablo 7: Cinsiyete gore splenomegali varliginin degerlendrilmesi
Splenomegali + Splenomegali — D
Say1 (%) Say1 (%) degeri
Erkek 9 (15,8) 48 (84,2)
0,49
Kadin 2 (8,3) 22 (91,7)
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Hastalarin tan1 aninda laboratuar degerleri incelendiginde WBC ortalamasi
12687+ 14436 mm?®, notrofil sayist ortalamast 7531+ 2901 mm? idi. Ortalama Hb
17,8+ 1,1 gr/dl saptanirken trombosit sayisi ortalama 481259+ 226521 mm? idi.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda JAK2V617F normal olan grup ile

JAK2V617F pozitif olan gruplar arasinda yas, trombosit sayisi, Hb sayisi, WBC ve

notrofil sayilart ortancalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir(tablo 8).

Tablo 8: JAK2V617F pozitif olan ve olmayan gruplar arasinda yas, hemoglobin,

16kosit, ndtrofil,trombosit sayilarinin degerlendirilmesi

JAK2V617F Normal JAK2V617F Pozitif

Ortanca (minimum- Ortanca (minimum- degperi
maximum) maximum)
Yas 59 (51 - 66) 62(37 — 84) 0,417
) 394000 481000

Trombosit(mm?) 0,698

(201000 — 995000) (177000 — 1133000)
Hemoglobin(gr/dl) 17,4 (16,2 - 18,5) 17,5 (16,1 — 22,3) 0,600
Lokosit(mm?) 10550 (5160 — 12990) | 11140 (6250 —137740) | 0,389
Notrofil(mm?) 6250 (3460 — 8590) 7350 (3430 — 17470) 0,301

Caligmamizda kadinlarda erkeklere gore daha yiiksek oranda trombositoz

goriilmistiir ve bu fark istatistiksel anlamlidir (p: 0.03)(tablo 9).
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Tablo 9: Cinsiyete gore trombositoz varliginin degerlendirilmesi

Trombositoz + Trombositoz — p
Say1 (%) Say1 (%) degeri
Kadin 18 (75,0) 6 (25,0)
0,03
Erkek 27 (47,4) 30 (52,6)

Tami1 aninda 43 hastanin kemik iligi retikiiler lif derecesi incelenmistir. 8
hastanin (%18.6) retikiiler lif derecesi 0 (sifir), 29 hastanin (%67.4) retikiiler lif
derecesi 1, 6 hastanin (%14.0) retikiiler lif derecesi 2 olarak saptandi(sekil 5).

retikiler lif derecesi 0 retikiler lif derecesi 1 retikuler lif derecesi 2

Sekil 5:Hastalarin kemik iligi retikiiler lif dereceleri degerlendirmesi

Splenomegali goriilen ve goriilmeyen gruplar arasinda kemik iligi retikiiler lif

derecesi ortancalar1 arasinda istatistiksel anlamli bir fark saptanmamustir (tablo 10) .
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Tablo 10: Splenomegali goriilen ve goriilmeyen

retikiiler lif derecelerinin karsilastirilmast

gruplar arasinda

kemik 1iligi

Splenomegali — Splenomegali +
Ortanca Ortanca b
(minimum- (minimum- degeri
maximum) maximum)
;(emlk 'lllgl retikiiler lif 1(0-2) 100-2) 0.453
erecesi

Calismaya katilan 10 hastada ( %9.4) tromboz gelisti. Bunlardan 4 tanesi

arteriyel tromboz 6 tanesi vendz trombozdur.Tromboz goriilen ve goriilmeyen

gruplar arasinda trombosit ve 16kosit ortancalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmamustir (Tablo 11,12).

Tablo 11: Tromboz goriilen ve goriilmeyen gruplar arasinda trombosit diizeylerinin

karsilastirilmasi
Tromboz — Tromboz +
Ortanca (minimum- Ortanca (minimum- degperi
maximum) maximum)
) 489500 430000
Trombosit(mm?) 0,927
(177000 — 1133000) (185000 — 867000)

Tablo 12: Tromboz goriilen ve goriilmeyen gruplar arasinda 16kosit diizeylerinin

karsilastirilmasi
Tromboz — Tromboz +
Ortanca (minimum- Ortanca (minimum- degperi
maximum) maximum)
- 11115 (5160 —
Lokosit(mm?) 137740) 10600 (7220 — 16410) 0,817
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Hastalara uygulanan tedaviler incelendiginde 17 hasta ( %21) sadece ASA, 37
hasta ( %45.7) ASA ve flebotomi, 9 hasta ( %11.1) ASA ve HU, 1 hasta ( %1.2)
anagrelid ve HU, 3 hasta (% 3.7) HU ve flebotomi alirken 14 hasta ( %17.3) ASA,
HU ve flebotomi tedavisi almaktadir( sekil 6 ).

Calismaya katilan 2 hasta ( %2.5) exitus olmustur.

40

35

>/

30

25

20

15

17

14

10

9

3
1
l e

ASA ASA+ ASA+HU  Anagrelid+ HU HU+
Flebotomi Flebotomi

ASA+ HU+
Flebotomi

Sekil 6:

Hastalarin almis oldugu tedavilerin degerlendirilmesi
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Tablo 13 : Calismaya ait istatistiksel veriler

Say1 (%)
Ortalama = SS

Cinsiyet
Kadin 24 (29,6)
Erkek 57 (70,4)
Yas 61,2+ 7.4
JAK2617F
Normal 10 (12,3)
Pozitif 71 (87,7)
Semikantitatif 30,3+ 24,7
Karyotip
Normal 17 (94,5)
Hipodiploidi 1(5,5)
Sigara
Var 8 (9,9
Yok 73 (90,1)
Tedavi
Asa 17 (21,0)
Asa + Flebotomi 37 (45,7)
Asa + Hidroksiiire 9(11,1)
Asa + Hidroksiiire + Flebotomi 14 (17,3)
Anagrelid+ Hidroksiiire 1(1,2)
Flebotomi 1(1,2)
Hidroksiiire+ Flebotomi 2 (2,5)
Splenomegali
Normal 70 (86,4)
Var 11 (13,6)
Tam Lokosit (mm?) 12687+ 14436
Tam Notrofil(mm?) 7531+ 2901
Hemoglobin (mg/dl) 17,8+ 1,1
Hematokrit 539+44
Trombosit(mm?) 481259+ 226521
Laktat Dehidrogenaz(U/L) 229,1+ 86,0
Eritropoetin(mU/mL) 7,1+ 4.0
Kemik iligi retikiiler lif (n: 43)
0 8 (18,6)
1 29 (67,4)
2 6 (14,0)
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5.TARTISMA

Calismamizda tan1 aninda ortalama yas 61.2 saptanmistir. Tefferi ve
arkadaslarinin 1545 hastada yapmis oldugu ¢alismada ortalama yas 61° dir, bu oran
literatiir ile uyumludur(2, 23, 40).

PV tanist almis hastalarin ¢ogunlugu (%70.4) erkeklerden olusmaktadir.
Minesota’da 1935-1989 tarihleri arasinda PV tanisi ile takip edilen hastalarin %62’si
erkeklerden olugmaktadir (5). Bulgumuz literatiir ile benzerdir. Cinsiyet dagilimi
2:1°dir.

Calismamizda JAK2V617F pozitifligi 71 hastada (%87.7) saptanmistir(
ekson 14 mutasyonu %385.5, ekson 12 pozitifligi %1.2). Literatiirde ekson 14
pozitifligi %95- 97’ dir(3, 18). Bu mutasyon oldugunda PV’li hastalari sekonder
polisitemiden ayirir(17). Ancak hastaliga spesifik degildir, diger miyeloproliferatif
hastaliklarda da pozitif saptanabilir(18). Bir ¢alismada JAK2V617F ekson 14 negatif
saptanmig PV tanili hastalarda 11 hastanin 10’ unda JAK2V617F genininin ekson 12
bolgesinde mutasyon saptandi(20). Bizim ¢alismamizda ekson 14 orani literatiire
gore diistik saptadik. Bu oranin diisiik olmasi yapilan caligmalara gore bizim
calismamizin daha kiigiik bir popiilasyona sahip olmasi neden olabilir. Calismamizda
1 hastada (%1.2) ekson 12 saptadik. Bu sonucu Real Time PCR teknigi ile
saptayamayilp YND yontemiyle saptadik.Sanger yontemi ile yapilan PCR teknigi
giivenilir ve yaygin bir yontem olsa da en az % 10-20 oraninda mutasyona ugramis

alleli saptayabilmesi bu teknigi kisitlamaktadir.

PV’li hastalarda {glii siiriici mutasyonlarin( JAK2V617F, CALR, MPL)
negatif olmasi durumunda en sik goriilen ek mutasyonlarin arastirilmasi, hastaligin
klonal yapisini belirlemeye yardimer olacaktir(26). Bu mutasyonlar ASXL1, EZH2,
IDH1 / IDH2, SRSF2, TP53, TET2, DNMT3A ve CBL‘dir(26). Calismalar CALR
pozitifligine ek olarak ASXL1 negatif hastalar en uzun sagkalim, CALR negatifligi
ile birlikte ASXL1 pozitif hastalarda ise ortanca degeri 2.3 yil kadar olan en kisa
sagkalim oldugunu gostermektedir(41). ASXL1, SRSF2, CBL, KIT, RUNX1 ve
SH2B3 mutasyonlarin ayrica 16semi igermeyen sagkalima negatif etkisi oldugu

gostermektedir(42). Uglii siiriicii mutasyonu disindaki ek mutasyonlar1 belirlemede
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YND yontemi daha etkin olup WHO tarafindan da daha fazla genetik analiz

yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir(4).

Calismamizda JAK2V617F pozitifligi semikantitatif indeksi ortalama 30,3
saptadik. Bu deger Real Time PCR teknigi ile elde edilmis olup; YND yonteminde

pozitifligin kantitatif degeri elde edilmemektedir.

Tan1 aninda hemoglobin ortalamasi1 17,8+ 1,1 gr/dl; HCT ortalamasi 53,9 +
4,4 saptadik. Hemoglobin ve eritrosit artisinin PVigin birincil tanisal 6zellikler
arasinda bulunmasi bu sonucun beklenen sebebidir. Tan1 aninda ortalama l6kosit
say1s1 12687 mm?; trombosit sayis1 481259 mm? ve EPO 7.1mU/mL saptadik. 1545
hasta ile yapilan bir ¢alismada 16kosit ortalamasi 10400 mm?®, Hb ortalamasi 18.4
g/dl, HCT ortalamast 55, trombosit ortalamasi 466000 mm?® seklindedir(23).
Lokositoz, trombositoz ve EPO diisiikliigii literatiir ile uyumludur(9, 23).

Calismamizda kadinlarda erkeklere gore daha yiiksek oranda trombositoz
goriilmistiir ve istatistiksel olarak anlamlidir (p< 0.05). Bununla ilgili literatiir bilgisi
yoktur. Bu istatistiki veri ¢alismamizin homojen olmamasi ile ilgili olabilir. Bu
durum c¢alismamizin kisithiliklarindan biridir. Bu konuyla ilgili daha ¢ok c¢alismaya

gereksinim vardir.

Calismaya katilan 10 hastada ( %9.4) tromboz saptadik. Bunlardan 4 tanesi
arteriyel tromboz, 6 tanesi vendz trombozdur.Isve¢’te yapilan bir analizde
PV’lihastalarda sirasiyla arteriyel ve vendz tromboz riskinin %3 ve %16 oraninda
artig1 saptanmistir(43). Hastalarin %16.7’sinde tromboz oldugu ve bu hastalarin % 4’
tinde de tan1 6ncesinde tromboz oldugu belirlendi(43).Literatiirde tromboz igin ileri
yas, hastalik siiresi, polisitemi, 16kositoz, JAK2V617F bagimsiz risk faktorleri olarak
degerlendirilmektedir(38). Calismamizda tromboz goriilen ve goriilmeyen gruplar
arasinda trombosit ve 16kosit ortancalari,cinsiyet agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptamadik. Literatiir bilgisi olarak erkeklerde arteriyel tromboz, kadinlarda
vendz tromboz goriilmesi daha siktir(23). Bizim c¢alismamizin literatiire
uymamasinin nedeni hem caligmaya dahil edilen popiilasyon sayisinin hem de

caligmada ki kadin popiilasyonun az olmasi az olmasi ile ilgili olabilir.

Bunun yaninda Budd-Chiari sendromu gibi trombozla giden bazi klinik
durumlara JAK2V617F pozitifliginin PV bulgulari olmaksizin eslik ettiginin
gosterilmesi JAK2V617F mutasyonu ile tromboz gelisimi arasinda bir baglanti
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oldugunu gostermektedir(22). Bu yiizden Budd-Chiari sendromu, portal ven
trombozu, izole splenik veya mezenterik ven trombozu tanisi almis 6zellikle 45 yas
altt kadin hastalari PV agisindan incelenmelidir(22).2007 yilinda Tirkiye’den
Bayraktar ve arkadaslarinin yayinladigi bir ¢alismada kronik izole non-sirotik portal
ven trombozu bulunan ve daha 6nce bu nedenle trombofili tetkikleri yapilmis 25
hasta retrospektif olarak JAK2V617F mutasyonu varlig1 agisindan irdelenmis ve bu

hastalarda %24 oraninda mutasyon saptandi(42).

Lokositoz durumunda cgesitli ¢calismalar PV’li hastalarda artmis tromboz igin
bagimsiz bir risk faktdrii olarak kabul edilir(30). Ozellikle 18kositozun 15.000
mm?*‘in lzerinde oldugunda arteriyel tromboz riskinde Onemli artig
gozlendi(19).Literatiirde JAK2V617F mutasyonunun yiiksek diizeylerde olmasi
graniilosit sayis1 ile orantili bulunmus ve mutasyon varlig ile birlikte 16kositozu olan
hastalarda yiiksek tromboz insidansi gosterilmistir(19). Bizim ¢alismamizda eski ve

yeni vaskiiler tromboz olaylar1 yeterli sayida olmayip iliski kuramadik.

18 hastada Kkaryotip analizi yapilmis olup 1 ( %S5.5) hastada anormal
karyotipsaptadik.

Polisitemia vera tanili hastalarda % 20' sinde tan1 aninda c¢esitli karyotipik
anormallikler vardir. En sik goriilenler del(20q), +8, +9 ve + 1q” dur(27). Polisitemia
verada karyotip anormalliklerin; hastaligin farkli evrelerinde veya tedaviye gore
degisebilecegi saptandi(27). Anormal karyotipli hastalarda hastaligin progresyon
gostermesi ve 16semik transformasyona ugramaksizin kisa sagkalim stireleri oldugu

gosterildi(26). Bu anormal karyotip YND yontemi ile tayin ettik.
Hastalarimiz arasinda 16semik doniisiim saptamadik.

2 hastamizda exitus yasandi. Bu hastalarimizda PV’ye bagli komplikasyon
kaydedilmedi. VVaka sayisi az olmasi nedenli sagkalim egrisi yapilamadi.

Calismamizi tasarlarken YND yontemi ile tani, klinik, prognoz ve sagkalim
tizerine faydalarini amaclamistik. Ancak hastalarimizda tani aninda yapilan YND
incelemelerinde herhangi bir ek mutasyona rastlamadik. Bu konuda hasta sayimizin
siirll  olmast  ve  yOnteme erisimin  yakin zamanda  yaygilagmasi
dejavantajimizdir. Ancak prospektif diizenlenmis, homojen hasta gruplariyla ve uzun

stireli takip ile yapilacak cok merkezli c¢aligmalarla ile PV’li hastalarda YND
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yonteminin tani, klinik, prognoz ve sagkalim iliskisini daha net ortaya koymak

mumkuin olacaktir.

6.SONUC

PV giincel tan1 algoritmasinda JAK2V617F yerini almistir. Mutasyonun
patogenezdeki rolii ve klinik yansimalarina yonelik ¢alismalarda biiyiik yol
alimmistir. YND yontemi ile yeni saptanan mutasyonlar sayesinde klinik, hastaligin
seyri ve sagkalim ilizerine daha fazla ilerleme kaydedilmistir. Bazi calismalarda
YND’nin siire ve yeterli genetik veri saglamasinin yaninda maliyet agisindan da

uygun goriildiigl belirtilmistir.

WHO’nun miyeloid neoplazmlarin 2016 yili siniflamasinda klonaliteyi
dogrulamak ve morfolojik kriterleri tanimlamak amaciyla daha fazla genetik
calismay1 onermektedir. Prospektif diizenlenmis, homojen hasta gruplariyla ve uzun
siireli takip ile yapilacak cok merkezli ¢aligmalarla ile PV’li hastalarda YND
yonteminin tani, klinik, prognoz ve sagkalim iliskisini daha net ortaya koymak

mimkin olacaktir.
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I11- Unvanlar
Asistan hekim

Pratisyen hekim

IVV- Mesleki Deneyimi

SBU Izmir Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi — 4 y1l
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Nigde Ulukisla Devlet Hastanesi — 9 ay

V- Uye Oldugu Bilimsel Kuruluslar

Tiirk I¢ Hastaliklar1 Uzmanlar1 Dernegi

VI- Bilimsel Ilgi Alanlar

Yayinlari: (Ulusal ya da uluslararasi makale, bildiri, poster, kitap/kitap

boliimii vb.)
1. 20.Ulusal i¢ Hastaliklar1 Kongresi, Akut panreatitte ARDS vakas1

2. 19.Ulusal i¢ Hastaliklar1 Kongresi, G6z Tutulumu ile Bagvuran AML

Hastasi
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9. EKLER

EK 1: ETIK KURUL ONAYI

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

Polisitemia Vera Tanili Hastalarda Yeni Nesil Dizilim Teknolojisi ile
ARASTIRMANIN ACIK ADI Saptanan Mutasyonlarin vaognoz. Tedaviye Yanit ve Sagkaim Uzerine

Etkisinin Degerlendiriimesi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

Saghk Bilimleri Universitesi izmir Bozyaka Egitim ve Arastirma

-
Sz ETIK KURULUN ADI Hastanesi Klinik Arastrmalar Etik Kurulu
a = ACIK ADRESI: Bahar Mh. Saim Cikrik¢i Cad. No:59 Bozyaka/IZMIR
=
> 3 TELEFON 0232250 50 50— 1133
'E = FAKS 0232 261 44 44
E-POSTA etikkurulbozyaka(@gmail.com
KOORDINATOR/SORUMLU _ _
ARASTIRMACI Prof. Dr. Oktay BILGIR
UNVANFADISOYADI
KOORDINATOR/SORUMLLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | I¢ Hastaliklan
ALANI

Km:flg?;‘;%‘fgmém'“ SBU Izmir Bozyaka Egitim ve Arastirma Hastanesi lg
BULUNDUGU MirkEz | Hastaliklan Klinigi

VARSA IDART SORUMLU
UNVANVADI/SOY ADI

DESTEKLEYICI Yok
= PROJE YURUTOCUSO
= UNVANIADISOYADI
| (TUBITAK vb. gibi kaynaklardan
- destck alanlar igin)
3 DESTEKLEYICININ YASAL
= TEMSILCISI
a FAZ | [m]
';}2 FAZ 2 (m]
e FAZ3 O
- FAZ 4 O
ARASTIRMANIN FAZI VE Gozlemsel ilag caligmas (m}
TORD Tibbi cihaz klinik aragtirmas: (]
In vitro ubbi tam cihazlan ile
yapilan performans (m]
degerlendirme gal lar
llag digi klinik aragtirma [m]
Diger ise belirtiniz Retrospektif Klinik Calisma
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ QOK MERKEZLI ULUSAL
MERKEZLER O = ULUSLARARASI ]
Etik Kurul Baskaninin
Unvam/Ady/Soyadi: Dog. Dr. Mehmet YILDIRIM
imza:
Not: Etik kurul bask i yer almadige her sayfaya imza atmalidir,
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

Polisitemia Vera Tanili Hastalarda Yeni Nesil Dizilim Tekncﬂta:a" i ile
ARASTIRMANIN AGIK ADI Saptanan Mutasyonlanin Prognoz, Tedaviye Yanit ve Sagkali
Etkisinin Degerlendiriimesi
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU
z Belge Adi Tarihi Versiyon Dili
= Numarasi
Z& | ARASTIRMA PROTOKOLD 20/082019 I Torkge (2] ingitizee []  Diger [J
zZiE BILGILENDIRILMI§ GONULLU OLUR
‘:]§ FORMU Tirkge []  Ingilizce ] Diger []
g 2 | OLGURAPOR FORMU Tirkge (] ingilizce ] Diger [J
= ARASTIRMA BROSORO Tirke []  ingilizee [} Diger [
Belge Ads Aciklama
- SIGORTA [m]
=F-] TIRMA BUTCES] [m]
£=  [BIVOLOJNK MATERYEL TRANSFTR o
5 FORMU
zZ= ILAN
s E YILLIK BILDIRIM
w SONUC RAPORU
EL  [GOVENLILIK BILOIRIMLERT
22  [DIGER: [m]
Karar No: 03 Tarih: 11.09.2019
= ‘ﬂhﬂda bilgileri w:nlen bayvuru dosyas: ile ilgili belgeler nrqﬂmqu.uhsnmm gerekge, amag, yaklasim ve leri dikkate alinarak
E - 5 ve uygun bul olup basvuru merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel
§ § sakinca Inﬂnmdnbnn mplmnyu katilan etik kurul (e tam sayisimn saﬂq:ogunlugu ile karar verilmigtir.
2 |jlagve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalar Hakkinda Yénetmelik kapsaminda yer alan
aragtirmalar/calismalar icin Tiirkiye ilac ve Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir,
Etik Kurul Baskaninin

Unvani/Adi/Soyad:: Dog. Dr. Mehmet YILDIRIM
Imza:

Not: Etik kurul bagkan, imzasinin yer almadig her sayfaya imza atmalidr.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Polisitemia Vera Tanili
Saptanan Mutasyonlarin
Etkisinin Degerlendirilmes;

Hastalarda Yeni Nesil
Prognoz, Tedaviye Yanit
i

Dizilim Teknolojisi  ile
ve Safkalim Uzerine

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

l

KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

Dr. Mehmet YILDIRIM

ETIK KURULUN CALISMA ESASI “ém:i;iyolojik Urtinlerin Klinik Arastirmalars Hakkinda Yonetmelik. lyi Klinik Uygulamalar

| BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Doy

Unvanv/AduSoyads Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyvet A“m' e Katihm * imza
Dog. Dr. Mehmet Yildinm | Genel Cerrahi ggﬂ"“‘" Bozyaka 0 BN =RET N B
Dog. Dr. Enver Vardar Patoloji :ﬁg lzmir Bozyaka ‘W [x0 [r0 '@ | el 0O N\
. izik Tedavi 0 Trmi b

Dog. Dr. Taciser Kaya ::__’;':b?if;‘:of Ba (zmir Bozyaka t0 («xM [0 [vm | cm 0o X ,

. SBU [zmir Bozyaka . [~
Dog. Dr. Tagkin Altay Ortopedi EAH El kO |0 |um H NN

2 "
[K):s';l::i?r‘ Hatice $imgek Halk Saghg 11?::(::!‘ l;:lglfllct.:ilil']nwersules: e0 |xm e0 [om | cm | Eﬂ, -_m
| Op. Dr. Ferda Ulviye — Dokuz Eylul Universitesi | _ 4 "
Hosgdrler Fizyoloji Tip Fakltesi ‘0 | M [0 um |cH |[vO
Dog. Dr. Selma Tosun Hukukgu pa LA Bozyaka e0 [«xm [ ¢0 | vm | cm | o 7 Wy
Milyesser Keskiner Eczaci :gg lzmir Bozyaka EO (kM [0 | um | e B EL-?/
=
Sivil, . _—
Abdullah Murat Mete Kiitiphane Dokuz Eylal Universitesi ‘W x0 e0 (vm | cm | uo p
Madara Tip Fakiiltesi
E 7 f’

Dog. Dr. Arif Yiksel Dahiliye ggg lzmir Bozyaka ‘W x0 e0 [vm | cm | o
Dos. Dr.lsmail Yiimaz | Farmakoloji | SBU T7mir Bozyaka ‘B [x0 [0 [om | cm | o

*:Toplantida Bulunma

Etik Kurul Bagkaninin

Unvan/Adi/Soyagh: Dog. Dr. Mehmet YILDIRIM

Imza:

Not: Etik kurul bagkan, imzastmin yer almadfs her sayfaya imza atmalidir,
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TEZ KONUSU HAKEM DEGERLENDIRME FORMU

Ogrenci Adi Soyads GIZEM YILDIRIM
Kurumu IZMIR BOZYAKA SUAM
Uzmanhk Alam IC HASTALIKLARI
*Arastirma/Tez Konusu (Study Title) UYGUNDUR

I-Arastirma Sorusu (Research problem) UYGUNDUR

2-Arka Plan ve Gerekge UYGUNDUR

(Background/rationale)

3-Aragtirma amac) (Objectives) UYGUNDUR

4-Hipotez (Hypothesis) UYGUNDUR

S-Arastirma tiirivtasarim (Study Design) | UYGUNDUR

6- Arasgtirma yeri (Study Setting/ UYGUNDUR

Location)

7- Aragtirmaya katilanlar/denekler (Study | UYGUNDUR

Population)

8- Arastirmanun birincil ve ikincil sonug UYGUNDUR

degiskenleri (Primary and Secondary

Outcome)

9- Aragtirma Siiregleri (Study procedures) | UYGUNDUR

10-Ornek biiyiikliigt ve istatistiksel gii¢ UYGUNDUR

(Sample size and statistical power)

11- Istatistiksel yontemler (Statistical UYGUNDUR

methods)

12-Etik Ongdrii (Ethical Considerations) | UYGUNDUR

13- Anahtar kelimeler (Key words) UYGUNDUR

Hakemin karar:

(:-:X.......) Tez konusu uygundur.

(<+sveee.n) Tez konusu aciklanan cksiklikler giderilmesi sart: ile uygundur.
Tekrar degerlendirmeye gerek yoktur,

(vvseseenn) Agiklanan eksiklikler giderildikten sonra tez konusu tekrar
degerlendirilmelidir.

HAKEM ADI SOYADI: KURUMU:
TARIH:

(envunnannn ) Tez } uygun degildir. Yeni tez konusu onerisi ginderilmelidir.
DOC DR SIMTEN DAGDAS

SAGLIK BILIMLERI UNIVERSITES] ANKARA NUMUNE SUAM
23.04.2019

*Bilgisayar ortaminda deldurulmalidir.

**Liitfen degerlendirmelerinizi agiklayimz.
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EK 2: TEZ KONUSU ONAY FORMU

TEZ KONUSU HAKEM DEGERLENDIRME FORMU

Ogrenci Adi Soyads GIZEM YILDIRIM
Kurumu IZMIR BOZYAKA SUAM
Uzmanhk Alani IC HASTALIKLARI

*Arastirma/Tez Konusu (Study Title)

Polisitemi Vera Taml Hastalarda Yeni Nesil Dizilim Teknolojisi ile
Saptanan Mutasyonlarin Klinik Faydalan

I-Aragtirma Sorusu (Research problem)

Polisitemi vera taml hastalarda yeni nesil dizilim teknolojisi ile
saptanan mutasyonlarin prognoz, sagkalim, l6semik déniigiim ve
tedaviye yanit iizerine etkisi var midir?

2-Arka Plan ve Gerekge veterli
(Background/rationale)

3-Aragtirma amaci (Objectives) uygun
4-Hipotez (Hypothesis) uygun

5-Arastirma tiirii/tasanm (Study Design)

Retrospektif kohort, analitik, kesitsel

6- Aragtirma yeri (Study Setting/
Location)

Saglik Bilimleri Universitesi Izmir Bozyaka SUAM

7- Aragtirmaya katilanlar/denekler (Study | uygun
Population)

8- Aragtirmanin birincil ve ikincil sonug uygun
degiskenleri (Primary and Secondary

Outcome)

9- Arastirma Siirecleri (Study procedures) | uygun
10-Ornek bityiikligii ve istatistiksel giig uygun

(Sample size and statistical power)

11- Istatistiksel yontemler (Statistical
methods)

12-Etik Ongérii (Ethical Considerations)

13- Anahtar kelimeler (Key words)

Polisitemi vera'da DNA mutasyonlari, yeni nesil dizileme, polisitemi vera
‘da prognostik faktérler

Hakemin karan

(XXXX.) Tez konusu uygundur.

(+eseersess) Tez konusu agiklanan eksiklikler giderilmesi sart: ile uygundur,
Tekrar degerlendirmeye gerek yoktur.

(+eseeiiees) Agiklanan eksiklikler giderildikten sonra tez konusu tekrar
degerlendirilmelidir.

(+2e000se0s) Tez konusu uygun degildir. Yeni tez konusu nerisi ginderilmelidir.

HAKEM ADI SOYADI: KURUMU:;
TARIH:

Dog.Dr.Itr SIRINOGLU DEMIRIZ
SBU Bakirkiy Dr Sadi Konuk SUAM Hematoloji Klinigi
22.04.2019

*Bilgisayar ortaminda doldurulmalidir.

**Liitfen degerlendirmelerinizi aciklayimiz
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