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KISALTMALAR LIiSTESI

BCR: “Breakpoint cluster region” geni 22.kromozomdadir.

BCR-ABL: Ber ve Abl genleri arasinda olusan resiprokal translokasyon

CBL: “ Casitas B-lineage Lymphoma” proteini, hiicre sinyalleri ve protein
“ubugqitin”lesmeye istirak eden proteinler

MPL: Miyeloproliferative Leukemia Viriis oncogene, trombopoetin reseptorii

DSO: Diinya Saglik Orgiitii

PMF: Primer Miyelofibroz

KML: Kronik Miyeloid Losemi

PV: Polisitemia Vera

ET: Esansiyel Trombositemi

AML: Akut Miyeloid Losemi

TNFa : Timo6r Nekroz Faktorii Alfa

TGFp: Trombosit Biiylime Faktorii Beta

MDS: Miyelodisplastik Sendrom

PDGFRA: Alfa tip trombosit kaynakli bliylime faktorii reseptorii, 4. kromozomda
bulunur.

PDGFRB: Beta tip trombosit kaynakli bliylime faktorii reseptorii, 5. kromozomda
bulunur.

TET2: “Ten-eleven- translocation” geni tilirlinden bir gendir. Metilsitozin
hidroksimetilsitozine doniistiiriir. Myelopoezde gorev alir. 4. kromozomda bulunur.
KIiT: “Proto-oncogene c-Kit “ mast/kok hiicre bilyiime faktdrii reseptorii (CD117)
olarak da bilinen protein ve buna ait gen,4. kromozomda bulunur.

FGFRI1: “Fibroblast growth factor receptorl”, CD331 olarak da bilinir. Fibroblast
biiylime faktorii reseptorii ve buna ait en, 8. kromozomda bulunur.

LNK: SH2B3 olarak da bilinen JAK-STAT sinyallerini inhibe eden protein ve buna
ait gen

SOCS1,SOCS2,SOCS3:” Suppessor of cytokine signalling protein” olarak bilinirler.
JAK-STAT sinyal yolagini inhibe eden protein ailesininl, 2, 3 nolu {iyeleri
IDH1,IDH2: izositrat dehidogenaz 1, 2 enzimi



IKZF1: “Ikaros family zincfinger protein 1” proteni ve buna ait gen, kromatin
diizenlenmesi ile genlerin ekspresyonunu diizenler, tiimdr siipresor gendir.

NRAS: “Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog” proteini ve buna ait
gen, sitoplazma ve golgi arasinda mekik islevi goren proteini kodlayan gendir.

TPS53: “Tumor protein 53” geni, p53 tiimdr supresdr proteinini kodlar. Hiicre
siklusunu kontol eder ve 17. kromozomda bulunur.

RUNXI1: “Runt-related transcription factor 1” proteini ve buna ait gen. Diger isimleri
AMLI1 ve CBFA2’dir Hematopoetik kok hiicrelerin farklilagmalarini kontrol eden
transkripsiyon faktoriidiir. 21.kromozomda bulunur.

ASXLI1: “Additional sex combs” proteini ve buna ait gen, embriyonun gelismesi i¢in
gerekli epigenetik degisikliklerde rol alan proteindir. 20. kromozomda bulunur.
EZH2: “Histone-lysine N- Methyltransferase “ enzimi ve bunu kodlayan gen,
ASLX1 geni gibi poli-comb proteini kodlar, epignetik ve gen susturucu etkisi vardir.
Hematopoiezis ve merkezi sinir sisteminde rol alir.7. kromozomda bulunur.

BFU-E: Burst forming unit- erythroid

LDH: Laktat Dehidrogenaz enzimi

PAR-2: Proteaz aktive edici faktor-2

bFGF: Temel fibroblast biiyiime faktorii

VEGTF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

CMPD-U: Smiflandirilamayan kronik miyeloproliferatif neoplazi
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1- GIRIS VE AMAC

Kronik miyeloproliferatif hastaliklar (KMH) baghigr altinda toplanan
polisitemia vera (PV), esansiyel trombositemi (ET), primer miyelofibroz (PMF) ve
kronik miyeloid 16semi (KML) herhangi bir farklilasma ve olgunlagsma kusuru
gostermeksizin proliferasyonla giden miyeloid kok hiicre hastaliklaridir. Daha ender
olarak goriilen kronik notrofilik 16semi, kronik eosinofilik I6semi, sistemik
mastositoz ve atipik KML gibi hastaliklar daha sonradan KMH kapsamina alinmistir.

Bunlardan KML kendine 6zgii bir klonal genetik bozukluk olan Philadelphia
(Ph) kromozomu varlig1 ile diger {i¢ hastaliktan ayrilir. Tanim geregi PV, ET ve
PMF’de Ph kromozomu bulunmaz ve bu nedenle Ph-negatif kronik
miyeloproliferatif hastaliklar olarak adlandirilirlar.

Miyeloproliferatif hastaliklarin klonal hastaliklar oldugu 1978-1985 yillarinda
kanitlanmist1 (1). Miyeloproliferatif neoplazilerde, tirozin kinazlar ve bunlarla iliskili
genlerde mutasyonlar vardir. Bu mutasyonlar sinyal yolaklarini siirekli aktif tutarak
anormal proliferasyona yol acarlar. Ornegin PV’da dominant ve spesifik bir
eritrositoz, ET de nonspesifik izole trombositoz goriilmesine neden olur.

2005 senesinde, dort farkli ¢alisma grubu birbirinden bagimsiz olarak Ph
kromozomu negatif miyeloproliferatif neoplazili hastalarda Janus Kinaz 2 (JAK2)
geninde 617. pozisyonda valin-fenilalanin (JAK2V617F) somatik tek nokta
mutasyonunu gostermislerdir (2,3,4,5). Mutasyon JAK2 proteininde konstitiitif
fosforilasyona yol agarak hiicreyi sitokinlere karsi asir1 duyarli yapmaktadir.
JAK2V617F mutasyonu PV hastalarinin biiyiik cogunlugunda (%95), ET ve PMF’li
hastalarin yaklasik %50-60’1nda goriilmektedir.

Polisitemia vera diigiiniilen olgularda JAK2V617F negatif ise, JAK2 ekson 12
mutasyonu %3 oraninda goriilebilir. Bunlarin PV alt tipleri oldugu diistiniilmektedir.
Bu hastalar daha gen¢ ve kadin agirlikli hastalardir (6). MPLWS515L/K mutasyonu
ET hastalarinin %1’inde, PMF hastalarinin ise %5’inde bulunmaktadir (7). Bu
mutasyonlar hem periferik kanda nétrofillerde hem de kemik iligi hiicrelerinde DNA
veya RNA diizeyinde arastirilabilir.

Miyeloproliferatif hastaliklarin hepsinde JAK2 mutasyonu bulunmayabilir ve
ayn1 mutasyon farkli fenotipik 6zellikte hastaliklara sebep olabilir. JAK2 mutasyonu

Ph kromozomu negatif miyeloproliferatif hastaliklar disinda miyelodisplastik



sendromda (MDS), akut miyeloid 16semide (AML) ve diger atipik miyeloproliferatif
neoplazilerde de goriilebilmektedir (8). Ozellikle de halka sideroblastli refrakter
anemide (RARS) sik goriilmektedir.

Kronik miyeloproliferatif neoplazili hastalarin kemik iligi biyopsilerinde,
degisik oranlarda olmak tiizere miyelofibroz ve retikiilin lif artis1 goriilmektedir.
Erken evre kronik miyeloproliferatif hastaliklarda en sik PMF’de %40 olmak {izere,
KML’de %20, PV’da %11,2 ve ET da %2,9 miyelofibroz goriilmiistiir (9).

Mast hiicreleri ilk defa 1878 senesinde Ehrlich tarafindan tanimlanan bag
dokusu hiicreleridir. Periferik kandaki bazofillere benzer yapisal Ozellikler
gostermesinden dolay1 mast hiicrelerinin dokudaki bazofiller oldugu diisiiniilmiistiir.
Lakin her iki hiicre kemik iligindeki farkli kok hiicrelerinden kéken alirlar. Yapilan
arastirmalar her iki hiicrenin de CD34 molekiiliinii sentezledigini ve IgE reseptor
pozitif kemik iligi onciil hiicrelerinden kaynagini aldigin1 gostermistir (10,11).

Yapilan son calismalarda mast hiicrelerinin fibrozis ve diger inflamatuar
siireclerde 6nemli bir rol tlstlendigi gdsterilmistir (12). Mast hiicrelerinden tiretilen
histamin, heparin, triptaz, kimaz, IL-4, TNF o, TGFB gibi sitokinler ve matriks
metalloproteinaz igeren bircok madde fibrogenezise istirak edebilir. [lave olarak mast
hiicreleri muhtemelen fibrozise direkt olarak katkida bulunan ekstraselliiler matriks
glikoproteinlerini de tiretebilir (13).

CD34, hematopoetik kok hiicrelerde baskin olarak bulunur ve 90-110
kDa’luk glikoprotein yapisindadir. Hiicrenin adezyonu ve/veya hiicre siklusunu
durdurmada aracidir. Ancak kok hiicreler i¢in spesifik degildir. CD34+ hematopoetik
hiicrelerin sadece %1°1 pluripotent kok hiicrelerdir.

Primer miyelofibrozlu hastalarda periferik kana mobilize olan tek veya c¢ok
dizili hematopoetik progenitor hiicrelerin sayisi dikkat ¢ekici sekilde artmstir.

Bir ¢alismada primer miyelofibrozlularin periferik kaninda mevcut bulunan
CD34+ hiicre sayist normal kontrol grubuna gore 360 kat, polisitemia vera veya
esansiyel trombositemilere gore 18 ile 30 kat daha fazla bulunmustur (14).

Bir baska calismada primer miyelofibrozlu hastalarda artmis CD34+ kok
hiicre sayis1 erken hiperseliiler evrelerde (prefibrotik veya hafif fibrotik) goriilmekte
ve muhtemelen prekiirsor hiicre havuzunun daha yiiksek proliferatif aktivitesine

isaret etmektedir (15).



Diger yandan PV ve PMF’da diisiik sayida progenitor hiicre varligi azalmig
proliferasyon hizindan kaynaklanmakta ve bu yiizden hematopoezin rejeneratif
kapasitesindeki azalmay1 yansitmaktadir. Allojeneik kok hiicre nakli yapilan, primer
miyelofibrozlu 4 hastanin kemik iligi biyopsilerinin incelendigi bir diger ¢alismada
ise nakil sonrasinda retikiilin lif kantitatif 6l¢iimiinde progresif azalma gorilmiistiir.
Nakil sonrasi1 4 hastanin kemik iligi normal sayida CD34+ hiicre iceren normoseliiler
yapidaydi. Bu bulgular PMF’li hastalarda kemik iligi fibrozisi ve anormal
hematopoetik kok hiicre dagilimimin malign hematopoetik kok hiicre klonunun
sonucu oldugunu gostermektedir (16).

Kronik miyeloproliferatif neoplazili olgularda dolagsan mutlak CD34+ hiicre
sayisinin arttigr ve tanisal degeri oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismamizda dolasan
CD34+ hiicre miktarinin kronik miyeloproliferatif hastaliklarin ayirici tanis1 ve klinik
takiplerinde yararli bir parametre olup olamayacagmi arastirmayr amagladik.
Calismamizin  amagclarindan  birisi de Ph kromozomu negatif kronik
miyeloproliferatif hastaliklarda degisik oranlarda bulunan retikiilin lif artiginin, mast
hiicre proliferasyonu ile iliskisinin gosterilmesidir. Bir diger amacimiz ise bu
hastaliklarin patogenezinde 6nemli rolii bulunan JAK?2 pozitifligi ile mast hiicre artisi

arasindaki baglant1 olup olmadiginin ortaya konulmasidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KRONIiK MiYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILER

Kronik miyeloproliferatif hastaliklar, farklilasma ve olgunlasma kusuru
olmaksizin, proliferasyon kusuru gosteren, hematopoetik hiicrenin klonal
hastaliklaridir. Birbirleriyle molekiiler ve fenotipik benzerlik gosteren bu hastaliklar
2008’de yeniden gdzden gegirilen Diinya Saglik Orgiitii (DSO) smiflandirmasina
gore, kronik miyeloproliferatif hastaliklar yerine kronik miyeloproliferatif
neoplaziler olarak isimlendirildi (17). Fenotipik ¢esitlilik; farkli sinyal transdiiksiyon
anormalliklerine neden olan, protein kinazlarini1 ya da ilgili molekiilleri etkileyen
farkli mutasyonlarin bir sonucudur (18). Bu hastaliklarin tiimiinde ya tirozin kinaz
sinyal yolaginda regiilasyonunun bozulmas: (JAK2, MPL veya KIT mutasyonu) ya
da kromozomal yeniden diizenlenme (ABL1, PDGFRA/B veya FGFR1’in yeniden
diizenlenmesi) vardir. Miyeloproliferatif neoplazilerde eritroid, miyeloid ve
megakaryositik dizilerin bir veya daha fazlasinda asir1 proliferasyon séz konusudur
ve nispeten normal olgunlagsmanin sonucu olarak, periferik kanda eritrositlerin,
trombositlerin ve/veya granulositlerin sayisi artmistir. Bunu takiben asir1 artmis
hiicrelerin sekestrasyonu, neoplastik hiicrelerin infiltrasyonu veya ekstramediiller
hematopoez nedeniyle hepatomegali ve splenomegali yaygindir.

MPN’ler diseritropoez, granulositik displazi veya monositoz olmaksizin
efektif hematopoez ile karakterizedir. MPN’ler miyelofibroza ilerleme, inefektif
hematopoez ve blastik transformasyon potansiyeline sahiptir.

2008 DSO smiflamasina gore miyeloid neoplazilerin smiflandirilmasi Tablo

1’de verilmistir (19).



Tablo 1: DSO 2008 MiYELOID NEOPLAZIi SINIFLANDIRMASI

A. Miyeloproliferatif Neoplaziler
Kronik miyeloid 16semi (Bcr-Abl pozitif)
Kronik nétrofilik 16semi
Polisitemia vera
Primer miyelofibrozis
Esansiyel trombositemi
Kronik eozinofilik 16semi, baska yerde siniflanamayan
Mastositozis
Siniflanamayan miyeloproliferatif neoplaziler
B. Eozinofiliyle Birlikte Olan Lenfoid ve Miyeloid Neoplaziler ve
PDGFRA, PDGFRB ya da FGFR1’nin Anomalileri
C. Miyelodisplastik/miyeloproliferatif Neoplaziler
Kronik miyelomonositik 16semi
Juvenil kronik miyelomonositik 16semi
Atipik kronik miyeloid 16semi (Bcr-Abl negatif)
Siniflandirilamayan MDS/MPN
D. Miyelodisplastik Sendrom
E. Akut Miyeloid Losemi

Kronik miyeloid 16semi, miyeloid seri hiicrelerinin asir1 ve kontrolsiiz
cogalmasina yol acan bir hematopoetik pluripotent kok hiicre hastaligidir. 9.
kromozomdaki Abelson (ABL) ptotoonkogeni ile 22. kromozomdaki breakpoint
cluster region (BCR) geninin 22. kromozom iizerinde fiizyonuna yol agan resiprokal
bir translokasyon [t(9;22)q4:q11] sonucu ortaya ¢ikmis anormal 22. kromozom olan
Philadelphia (Ph) kromozomu KML hastalarinin %95’inde bulunur, bulunmayan
olgular atipik KML olarak degerlendirilir (20,21).

Ph(-) miyeloproliferatif neoplazilerin ¢ogunda JAK2617F mutasyonu
tanimlanmistir. Bir sitoplazmik tirozin kinaz inhibitorii olan JAK2, Tipl sitokin
reseptorlerinden gelen (EpoR, TpoR veya G-CSFR) sinyallerin hiicre igine
iletiminden sorumludur; bu iletiler 6n planda hiicre i¢i proliferasyon mekanizmasinda

onemli rol oynarlar.



JAK2 mutasyonunun ¢esitli miyeloid neoplazmlarda bulunma sikliklar1 Tablo

2’de verilmistir:

Tablo:2 JAK2 MUTASYONU GORULME SIKLIKLARI

Hastahk Sikhk
Polisitemia vera %381-99
Esansiyel trombositemi %41-72
Primer miyelofibrozis %39-57
Kronik miyelomonositik 16semi %3-9
Miyelodisplazi %3-5
Akut miyeloid 16semi <%S5

Bazi PV hastalarinda JAK2 ekzon 12 mutasyonu, bazi ET ve PMF
hastalarinda da MPL mutasyonu tanimlanmistir. Bu mutasyonlar farkli fenotipte
hastaliklar olusturabilmektedirler.

MPN’lerde hastaligin klinik, etyolojik ve patogenetik olarak belirlenmesi igin
diger tirozin kinazlarda ve tiimor supresif genlerde aragtirmalar yapilmis ve farkl
mutasyonlar ve sitogenetik anomaliler saptanmistir (22). MPN patogenezine istirak
eden mutasyonlar agagidadir:

A. Temel mutasyonlar olan JAK2V617F ve MPL mutasyonlari

B. Hiicre i¢i sinyal yolagindaki LNK, CBL, SOCS1, SOCS2, SOCS3 gen
mutasyonlari

C. Losemik progresyona katilan IDHI1, IDH2, IKZF1, NRAS, TP53 ve RUNX1

D. Epigenetik modiilasyonla iligkili TET2, ASXL1, EZH2 genlerindeki mutasyonlar

Ph(-) kronik miyeloproliferatif neoplazilerin patogenezinde hi¢ siiphesiz ki
cok onemli rol oynayan sinyal ileti yolaklarindan biri JAK/STAT sinyal yolagidir;
clinkii siklikla mutasyonlar1 saptanan genlerin hepsi bu yolakta gérev alan proteinleri
kodlamaktadir. MPL geni 6zgiil ligand1 varliginda yolagin aktivasyonunu baglatan ve
plazma membraninda yerlesim gosteren trombopoetin reseptoriinii kodlarken, JAK2
geni reseptorden aldigi sinyali hiicre i¢i ileten ve bunun icin hedef proteinleri
fosforilleyen kinazi, TET2 ve CBL genleri de yolagi diizenleyen proteinleri
kodlamaktadir. Genellikle MPL ve JAK2 genlerindeki mutasyonlar proteine



fonksiyon kazandirici yani onlar1 aktive edici oOzellikte iken, TET2 ve CBL
genlerindeki mutasyonlar proteininin fonksiyon kaybiyla sonuglanmaktadir (22).
JAK?2 mutasyonu tagimayan PMF’li olgularin %10’unda ve ET’li olgularin %3’tinde
MPL geninde mutasyonlar saptanmistir (23). TET2 genindeki mutasyonlar ET’de
%S5, PV’li olgularda %16 ve PMF’de %17 oraninda saptanmaktadir.

Goriildugii gibi ber-abl negatif kronik MPN’in etyopatogenezinde tek bir geni
suclamak miimkiin degildir. Pek ¢ok sinyal ileti yolagini etkileyen degisik gen ya da
genlerin etkilendigi, hastalikta tetikleyici rol oynadig asikardir. Bu yiizden KML’de
oldugu gibi hedefe yonelik se¢ici bir ilag heniiz kullanima girmemis olup, bu konuda
caligsmalar devam etmektedir.

Kronik miyeloproliferatif neoplazili hastalarin kemik iligi biyopsilerinde,
degisik oranlarda olmak iizere miyelofibroz ve retikiilin lif artis1 goriilmektedir.

DSO siiflandirmasina gére ber-abl negatif kronik miyeloproliferatif neoplazi 1300
hastanin baglangic kemik iligi biyopsilerinde retikiilin ve/veya kollagen fibrozisin
derecelerinin rdlatif insidanslar1 % olarak asagidaki Tablo 3’de verilmistir (24).

Tablo 3: Kronik neoplazilerde

miyeloproliferatif miyelofibrozisin

derecelendirilmesi

Miyelofibrozisin Derecesi
0 1 2 3
Polisitemia Vera 84 15 1 0
Primer Miyelofibrozis 27 17 18 38
Esansiyel Trombositemi | 99 1 0 0

Burada sadece bcr-abl negatif klasik miyeloproliferatif hastaliklar olarak
bilinen polisitemia vera, esansiyel trombositemi ve primer miyelofibroz hakkinda

genel bilgiler verilecektir.

2.1.1. POLISTEMIA VERA

Polisitemia vera (PV) on planda eritroid seride artisla birlikte, genellikle
l16kositoz, trombositoz, splenomegali ile karakterize kronik, klonal ve progresif bir
miyeloproliferatif neoplazidir (25). Kemik iliginde eritroid, miyeloid ve

megakaryositik seride proliferasyon olur.



2.1.1.1.Epidemiyoloji:

Gergek insidansi tan1 konmamis asemptomatik hastalar nedeniyle bilinenden
daha yiiksek kabul edilebilir. Erkeklerde 100.000°’de 2,8 oraninda, kadinlarda ise
100.000°de 1.3 oraninda goriiliir (26). Yahudilerde daha yiiksek siklik oranina
sahiptir (27).

2.1.1.2.Patogenez:

PV hastalarinin kemik iligi ve periferik kanindan elde edilen eritroid
koloniler, BFU-E (burst forming unit erythroid) dnciillerinden kdken alirlar ve in
vitro ortamda eritropoetin olmaksizin endojen eritroid koloniler olusturabilirler (28).
Kromozom 9p iizerinde bulunan JAK2V617F mutasyonunun kesfi hastalik
patogenezinin anlasilmasinda ve tan1 koymada olduk¢a onemli bir gelismedir (29).
617.aminoasit bolgesinde valin ve fenilalaninin yer degistirmesi ile meydana gelen
kazanilmis nokta mutasyonu sonucunda JAK?2 otoregiilasyonun etkisinden kurtulup
fizyolojik sinyal olmaksizin aktive olur (30).

JAK2 ekson 12 pozitif olan hastalarda genellikle eritroid seri artisi diger
serilere gore daha baskin olup, eritropoetin diizeyi daha diisiik bulunmustur.

PV hastalarinda trombositlerdeki TPO reseptor diizeylerinde azalma (31),
apoptoz inhibitorii olan BCL-X regiilasyonunda bozulma, graniilositlerde PRV—

1 (polisitemia rubra vera-1) geni m RNA diizeylerinde artma da saptanmstir (32,33).

2.1.1.3.Klinik:

Hastalarin %80’inde tani esnasinda bir sikayeti yoktur. Kalan hastalarin
yarisinda halsizlik, bas agrisi, kasint1 izlenebilir. Olgularin %30’unda eritromelalji,
terleme, kilo kayb1 dispne, bas donmesi, gérme bozukluklari, epigastrik agr1 gibi
belirtiler goriilebilmektedir (34). PV hastalar i¢in siklikla arteryel daha az oranda da
vendz tromboembolik komplikasyonlar Onemli morbidite ve mortalite nedeni
olabilmektedir (35).

Trombozun noétrofil aktivasyonu, notrofil-trombosit kompleksleriyle iliskili
oldugu gosterilmistir  (36,37,38). JAK2 mutasyonunun trombosit-notrofil
agregatlarinin  olusumu i¢in uygun protrombotik bir durum olusturdugunu

destekleyen calismalar bildirilmistir (39).



Pulmoner hipertansiyon, epistaksis, GIS kanamalari, plethoreik yiiz
gorinimii ve hipertansiyon PV’da goriilebilmektedir. Hastalarin  %70’inde

splenomegali, %45’ inde hepatomegali goriilmektedir.

2.1.1.4.Laboratuvar Bulgulari:

JAK?2 V617F mutasyonu PV hastalarinin %95’inden fazlasinda gosterilmistir
(4). Serum eritropoetin diizeyi PV’da siklikla diisiik bulunurken, az bir hasta
grubunda terapotik flebotomi sonrasi, Budd Chiari sendromu varligi ve demir
eksikligi durumunda normal saptanabilir (40). PV’da kemik iliginde siklikla eritroid
ve megakaryositik seride hiperplazi kiimeleri izlenir. ileri evre retikiilin fibrozis tam
aninda hastalarin %5’inden azinda goriiliirken, 20 yildan sonra bu oran %50’ye ulasir
(41).

PV’da artmis 16kosit alkalen fosfataz (LAP) skoru ve LDH diizeyleri,
hiperiirisemi, trombosit agregasyon bozuklugu izlenebilir. Tani esnasinda %15
olguda trizomi 8, trizomi 9, 13q delesyonu ve 20q delesyonu gibi sitogenetik
anomaliler goriilebilir (41). Trombosit fonksiyon bozukluklar1 ve edinsel von

Willebrand hastalig1 goriilebilir.

2.1.1.5.Tan:
PV tanis1 morfolojik ve laboratuvar ile ilgili verilere dayanir. DSO’niin

2008’de PV tanis1 koymak i¢in olusturdugu olgiitler Tablo 4’de gosterilmektedir
(19).



Tablo 4: DSO 2008 POLISITEMIA VERA TANI OLCUTLERI

Major Kriterler:

Al: Hemoglobin diizeyinin erkeklerde 18,5 g/dl, kadinlarda > 16,5 g/dl olmasi

veya eritrosit kitle artiginin diger bulgulart *

A2: JAK2 V617F veya JAK2 Ekson 12 gibi fonksiyonel olarak benzer

mutasyonlarin varligi

Minor Kriterler:
1. Yasa gore hiperselliiler kemik iligi biyopsisi, belirgin eritroid, graniilositik ve

megakaryositik proliferasyon ile karakterize panmiyelozis

2. Serum eritropoetin diizeyinde distikliik

3. In vitro endojen eritroid koloni formasyonu

Tan1 i¢in 2 major ve 1 mindr kriter veya 1. major kriterle birlikte 2 mindr kriter
varlig1 gereklidir.

*Demir eksikliginin diizeltilmesi ile iliskisiz olarak en az 2 g/dl seviyesinde
dokiimente edilmis ve devamlilik gosteren bir artisin varliginda erkekte 17 g/dI’nin
kadinda 15 g/dI’nin iizerinde hemoglobin degeri veya eritrosit kitlesinin normal
ongoriilen ortalama degerinden %25 daha fazla artmasi veya cinsiyet, yas, yasanan
yerin rakimina gore belirlenen referans araligmin 99 persentil {iizerindeki

hemoglobin veya hematokrit diizeyi

2.1.1.6.Tedavi:

PV’da tedavi plan1 yaparken trombotik komplikasyonlarin gelisimi agisindan
hastanin risk grubu belirlenir. 60 yasin iistiinde olmak veya daha once arteriyel/vendz
tromboz Oykiisii varligi yiiksek risk faktorleri olarak kabul edilir ve sitorediiktif
ilaclarla tedavi endikasyonu vardir (42). Hipertansiyon, hiperlipidemi, diyabet, sigara
icimi gibi kardiyovaskiiler risk faktorleri varliginda ise diger yiiksek risk faktorleri
olmadan da hasta orta dereceli risk grubunda yer almaktadir.

Komplike olmamis PV hastalarinin baslangi¢ tedavisi genellikle flebotomidir
(43). Hematokrit artistyla orantili olarak tromboz riski de artmaktadir (44).
Hedeflenen hematokrit degeri erkeklerde %45, kadinlarda %42’nin altinda tutmaktir.
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Sitorediiktif ajan olarak giiniimiizde hidroksiiirea kullanilmaktadir. Tromboz
riskini, 16kosit ve trombosit sayisini azaltir, dalak boyutlarini kiigiiltiir, metabolik
semptomlar diizeltir.

Mutajenik ve lokomojenik etkisi hala tartismali bir konu olmasi nedeniyle
geng eriskinlerde tercih edilmemektedir. Uzun siireli hidroksiiirea alan hastalarda
AML/MDS riski diisiik olarak goziikmektedir (45). Gebelikte ve gebelik planlayan
kadin hastalarda teratojenik potansiyeli olmamasi nedeniyle ilk tercih edilmesi
gereken ajan interferon alfa’(IFN-a)dir (46). Pegile IFN-a ile hematolojik ve
hastalikla ilgili semptomlarin kontrolii yan1 sira bir kisim hastada molekiiler diizeyde
de yanit saglandig1 goriilmiistiir (47).

Yan etki nedeniyle hidroksiiirea kullanilamiyor veya hidroksiiireanin
maksimum dozuna ragmen trombosit sayisinda azalma yoksa anagrelid kullanilabilir
(25). Yiksek riskli hastalarda tromboz riskini azalttifi gosterilemedigi i¢in ilk
secenek olarak onerilmez. Kalp yetmezligi ve bas agrist gibi yan etkileri vardir.

JAK-2 inhibitorleri klasik tedaviye yanitsiz hastalarda deneme amacl
kullanilmaktadir (48). Son olarak geng¢, miyelofibroz veya losemi gelismis veya

agresif seyirli hastalarda allojeneik kok hiicre nakli denenebilir

2.1.2. ESANSIYEL TROMBOSITEMIi

ET en sik goriilen miyeloproliferatif neoplazi hastaligidir. KML, PV ve PMF
gibi klonal kok hiicre bozukluklarindan biridir ve kendini izole trombositoz ve
trombohemorajik komplikasyonlarla gosterir. Onlardan farkli olarak ET, sitogenetik
ve morfolojik olarak ¢ok iyi tanimlanamaz ve giinliik pratikte tanisi halen énemli
Olciide diger hastaliklarin diglanmasina dayanir (49,50).
2.1.2.1.Epidemiyoloji:

ET’nin yillik insidans1 100.000 kiside 1-2.5 kadardir, 50-70 yas arasi zirve
yapar ve her iki cinste esit goriilmektedir (51,52).
2.1.2.2.Patogenez:

ET’de trombosit Omiirleri normal veya normale yakindir, megakaryositler
sayica artmistir, niiveleri hiperlobiiledir. Sonugta trombositoz normalin on katina

yakin trombosit Uretiminden kaynaklanir (53). Patogenezde TPO’nun ya da
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reseptOriiniin (c-MPL) bir rolii yoktur. Endojen megakaryosit koloni gelisimi TPO’
yu ilgilendiren otokrin bir uyarana bagl degildir.

ET’nin etyopatogenezindeki cevresel faktorler arasinda uzun siireli sag
boyalarina, gama 1smina ve radona maruz kalma potansiyel risk faktorleri olarak
bildirilmistir (54).

ET’nin molekiiler patogenezi JAK2 genindeki akkiz ~mutasyonun
(JAK2V617F) ortaya konmasi ile daha iyi anlagilmistir. JAK2V617F pozitif ve
negatif ET’nin klinik fenotipleri farklidir. JAK2 pozitif olanlarin daha yasli,
hemoglobin ve lokositleri daha yiiksek, trombosit sayilari daha diisiik olma
egilimindedir (55). JAK 2 bakimindan homozigot olma PV gelisimine zemin
hazirlarken, homozigot klon ET hastalarinda nadirdir. Insan CD34+ hiicrelerinde
JAK2 STATS aktivasyonu arttiginda eritrositoz, azaldiginda ise trombositoz egilimi
ortaya ¢ikar (56).

ET hastalarinin kiigiik bir kisminda AML doniisiimii ortaya c¢ikmaktadir.
Klonal proliferasyona ek olarak ET, eritromelalji gibi mikrovaskiiler semptomlar ve
artmis trombohemorajik olay riski ile karakterlidir (57). Mikrovaskiiler semptomlarin
patogenezinde artmig tromboksan A2 sentezi suglanir, bunun klinik kanitt bu
semptomlarin aspirin ile dramatik olarak diizelmesidir (58).
2.1.2.3. Klinik:

ET olgularinin yaris1 tan1 aninda asemptomatiktir. Semptomatik olgular en sik
mikrovaskiiler ve vazomotor belirtilerle gelirler. Bunlar basagrisi, bas dénmesi,
senkop, atipik gogiis agrisi, akral parestezi, livedo retikiilaris, eritromelalji ve gegici
gorme bozukluklarini kapsar. Tromboz siklikla arteryeldir, tan1 aninda olgularin
%11-25’inde gozlenir. Hemorajik komplikasyonlar daha nadirdir, %2-5 oraninda
saptanir. Hemorajik komplikasyonlar edinsel von Willebrand hastaligina
baglanmistir. Bu durum trombosit sayisinin artmasi ve yiiksek molekiil agirlikli
vWF’liniin trombositle etkilesmesi ve proteolizisine baghdir (59). Asemptomatik
pulmoner hipertansiyon goriilebilir. Hafif ve orta diizeyde splenomegali olgularin

%25-48’inde bulunur. Hepatomegali ve lenfadenomegali sik degildir (60,61).
2.1.2.4. Tani:

Ik kez trombositoz saptanan hastalarda testin tekrar1 ve periferik yayma ile

dogrulanmasi uygundur. Daha sonra ayrintili 6ykii, fizik muayene ile CRP ve serum
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ferritin gibi laboratuvar tetkikleri istenebilir. Reaktif trombositoz nedenleri olan
demir eksikligi, splenektomi, enfeksiyon, enflamasyon, konnektif doku hastaligi,
metastatik kanser ve lenfoproliferatif bozukluklar diglanmalidir. Bundan sonraki
asamada ET siiphelenilen olgularda JAK2 V617F mutasyonu aranmasi ilk test olarak
onerilmektedir. DSO tarafindan 2008’de yeniden gézden gegirilen ET tan1 kriterleri
Tablo 5’te belirtilmistir.

Tablo 5: DSO 2008 ESANSIYEL TROMBOSITEMI TANI OLCUTLERI

1. Trombosit sayisinin devamli olarak 450.000/pL nin {izerinde olmasi

2. Biiyilik, olgun megakaryositlerde sayica artigla temel olarak megakaryositik
proliferasyon gosteren kemik iligi 6rnegi olmali, notrofil graniilopoezinde veya
eritropoezde belirgin artis veya sola kayma olmamalidir.

3. PV, PMF, KML, MDS veya diger miyeloid neoplaziler yoniinden DSO é&lgiitlerini
karsilamamalidir.

4. JAK2 V617F veya diger klonal belirteglerin ortaya konmasi; belirteg yoklugunda
reaktif trombositoz belirtisi bulunmamalidir.

Tant i¢in 4 kriterin birlikte bulunmasi gerekmektedir.

2.1.2.5. Laboratuvar:

Trombosit sayis1 genelde 600.000/pL’ten fazla olup bazen 1.000.000/ uL’nin
tistline c¢ikar. Lokosit sayist normal veya hafifce artmistir. Periferik yaymada
trombosit kiimelesmesi, mikrotrombositler veya dev trombositler goriilebilir.
Hemoglobin diizeyi genelde normaldir. Kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisinde
megakaryositoz belirgindir. Kemik iligi normo veya hiperselliilerdir. Serum
potasyum diizeyinde yalanci yiikseklik goriilebilir. Bunun nedeni in vitro pihti
olusumu sirasinda potasyumun trombositlerden disar1 sizmasidir. Ayrica serum iirik

asit, laktik dehidrogenaz diizeylerinde vakalarin yarisinda artis bulunabilir.

2.1.2.6. Prognoz ve Risk Faktorleri:
Diisiik hemoglobin diizeyi (kadinlarda 12 g/dI’'nin erkeklerde 13,5 g/dI’nin
alt1), yasin 60’tan biiylik olmasi, 16kosit sayisinin 15.000/ pL nin iizerinde olmasi,

sigara, vendz tromboz ve diyabetes mellitus Oykiisii sagkalim iizerinde olumsuz
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faktorlerdir (62). Risk degerlendirmesi hemorajiden ¢ok trombozu etkileyen faktorler
tizerinden yapilmaktadir. Trombozu 6ngoérmede herkesin uzlastigi iki faktor; yasin
60’1 tizerinde olmasi ve Onceki tromboz Oykiisiidiir (63,64). Tanidaki trombosit
sayisinin tromboz i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ortaya konmustur (65,66).
Giliniimiizde genel olarak 60 yasin lizerinde olanlarda veya daha once

tromboz Oykiisii bulunanlarda sitorediiktif tedavi gerekli bulunmaktadir.

2.1.2.7. Tedavi:

Kontrendikasyon olmadik¢a tiim ET’li olgularda diisiikk doz aspirin tedavisi
onerilmektedir. Diisiik riskli olmakla birlikte trombosit sayis1 1.000.000/ pL’nin
tizerinde olan olgularda, kazanilmis von Willebrand hastaligi nedeniyle aspirin
kanama riskini arttirabileceginden, aspirin baslanmadan ristosetin kofaktor
aktivitesinin bakilmasi, aktivitenin %30’dan az olmasi durumunda aspirin
verilmemesi Onerilmektedir (67).

Yiiksek riskli olgularda sitorediiktif tedavi endikasyonu vardir. Hidroksitirea
ve anagrelidin karsilastirildigl bir ¢alismada, hidroksiiirea arteryel tromboz, major
kanama ve fibrozise ilerleme riskini azaltma bakimindan anagrelide {istiin
bulunmustur. Buna karsin vendéz koruma anagrelid kolunda daha iyidir (68).
Sitorediiksiyon i¢in diger alternatif trombosit sayisin1 kontrolde etkinligi bilinen
interferon o’dir ancak trombozu 6nlemede kanitlar1 ¢ok degildir (69).

Tablo 6’te ET i¢in European Leukemia Net (ELN) yanit dlgiitleri verilmistir.

Tablo 6: Esansiyel Trombositoz icin ELN yamit olg¢iitleri

Tam yanit: Trombosit sayist 400.000/ pL’den az, hastalikla iligkili semptom yok,
dalak boyutu normal, 16kosit sayist 10.000/ pL den az

Kismi yanit: Tam yanit dlgiitlerini karsilamiyor fakat trombosit sayis1 600.000/ pL

den az veya baslangica gore %50’den fazla azalmis.

Yanitsiz: Kismi yanit 6l¢iitlerini karsilamayan herhangi bir yanit
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2.1.3. PRIMER MiYELOFiBROZ

Miyelofibroz, primer ya da esansiyel trombositemi, polisitemia vera sonrasi

geligsen klonal bir miyeloproliferatif hastaliktir. KMPH’lar i¢inde en az goriilendir.

2.1.3.1.Epidemiyoloji:

Hastaligin yillik goriilme oran1 Kuzey Avrupa’da 100.000° de 0,5 iken
Amerika’da ise 100.000°de 1,5 olarak tahmin edilmektedir. Tan1 aninda ortalama yas
65-70 civarindadir (70).
2.1.3.2.Laboratuvar:

En sik anemiye rastlanir. Ayrica trombositoz, 16kositoz veya lokopeni de
gozlenebilir. Trombosit agregasyon defekti siklikla mevcuttur. LDH diizeyi
hastalarin %95’inde ylikselmistir. Periferik yaymada tipik l6koeritroblastik tablo
bulgular1 olan c¢ekirdekli eritrositler, graniilosit Onciilleri ve gozyasi hiicreleri
izlenebilir.

Kanda CD34+ hiicrelerindeki bir artts PMF i¢in ¢ok karakteristiktir ve bu
hiicrelerin yogunlugu tani koymada 6nemlidir. CD34+ hiicre sayisinin yiiksekligi
hastaligin yaygimligi ve hastalik progresyonu ile koreledir. Kanda CD34+ hiicreler
15x10%/I’den fazlaysa adeta primer miyelofibroz igin tamsaldir. CD34+ hiicresi
300x10%1’dan fazla olan hastalar, daha az CD34+ hiicreli hastalara gore, hastaligin
daha hizli progresyonuna sahiptir.
2.1.3.3. Kemik 1ligi:

Fibrotik fazda kemik iligi aspirasyonu, fibrozis yiiziinden siklikla basarisizdir.
Kemik iligi biyopsi ornekleri genellikle selliilerdir ve grantilositik ve megakaryositik
hiperplazi gosterir. Eritroid hiicreler azalmis, normal veya artmis sayida olabilir.

Gilimiis boyama retikiilin liflerdeki artis1 gosterir ve hastalarin yarisinda
retikiilin liflerde gbéze carpan artis gozlenmektedir. Dev megakaryositler ve
mikromegakaryositler, anormal niikleer lobulasyon ve ¢iplak megakaryosit
cekirdekleri mevcuttur. Trombopoetin reseptorleri megakaryosit ve trombositlerde
azalmigtir. Grantilositler niikleer hiperlobulasyonu ve hipolobulasyonu, edinsel
Pelger Huet anomalisi ve niikleer-sitoplazmik olgunlasma asenkronisi gostereblir.
Blast kiimeleri ve CD34+ hiicreler siklikla mevcuttur. Dilate kemik iligi sintisleri

yaygindir.
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Prefibrotik evrede kemik iliginde genelde hafif retikiiler fibrozis vardir ya da
fibrozis bulunmaz. Kemik iligi hiperseliilerdir ve metamiyelosit ve miyelosit gibi
notrofil prekiirsorlerinin oran1 artmistir. Miyeloblastlar ve CD34+ hiicreler
farkedilmezler. Eritropoez hafifce azalmistir. Artmis ve anormal megakaryopoez bu
faza damgasin1 basar. Megakaryosit kiimeleri mevcuttur. Ciplak megakaryosit
cekirdekleri bulunur. Megakaryositler kemik iliginin CD61 gibi megakaryosit
belirtecleri ile boyanmasiyla gosterilirler.

Kemik iligi biyopsisinde retikiilin ve trikrom boyasi ile saptanan fibrozise ek
olarak bozulmus c¢ekirdek/sitoplazma oranina sahip hiperkromatik, diizensiz
katlantil megakaryositlerin goriilmesi beklenir.
2.1.3.4. Klinik:

Hastalarin %15-30’u asemptomatiktir ve genellikle splenomegali acisindan
tetkik edilirken tanmi alirlar. Ayrica en sik goriilen yakinmalar halsizlik, kilo kaybi,
gece terlemesi, karinda sigkinlik hissi, erken doyma, karin agris1 ve kemik agrisidir.
Inefektif eritropoez ve ekstramediiller hematopoez, anemi ve organomegalinin ana
sebebidir. Portal ve pulmoner hipertansiyon, plevral efiizyon, asit, kord kompresyonu

gibi komplikasyonlara rastlanabilir.
2.1.3.5. Tann:

Miyelofibroz tanisi i¢in Tablo 7°da verilen 3 major kriter yaninda, 2 minor

kriter gereklidir.
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Tablo: 7 Miyelofibroz Tamsi icin Gerekli DSO 2008 Siiflamasi Olgiitleri

Major olciitler:

1. Retikiilin/kollajen varliginda megakaryosit proliferasyonu ve atipisi veya anlamli
retikiilin olmadiginda artan graniilositik proliferasyon ve azalan eritropoez ile

birlikte artmis kemik iligi selliilaritesi

2. DSO 6lgiitlerine gére polisitemia vera, kronik miyeloid 16semi, miyelodisplasik

sendrom ve/veya diger miyeloid neoplazilerin tan1 dlgiitlerinin karsilanmamasi

3. JAK2V617F mutasyonunun veya diger klonal gostergelerin (MPLWS515K/L)
varlig1 veya klonal gdsterge olmadiginda kemik iligi fibrozisi yapabilecek altta

yatan inflamatuar veya neoplastik baska bir hastaligin olmadiginin gosterilmesi

Minor olciitler:

1. Lokoeritroblastozis

2. LDH diizeyinde artis

3. Anemi

4. Palpabl splenomegali

Hastalig1 baglatan mutasyon halen bilinmemekte olup hastalarin %350-
60’inda JAK2V617F mutasyonu saptanmaktadir. Bir calismada JAK2V617F diisiik
allel ytikii bulunduranlarin daha diisiik hemoglobin diizeyi ve daha az splenomegali
ile seyrettigi fakat sitopeniye bagli enfeksiyonlar veya losemik transformasyon
nedeniyle daha kotii sagkalim ile beraber oldugu gosterilmistir (71). Hastalarin %5-
10’unda MPL mutasyonu pozitif bulunmaktadir.
2.1.3.6. Prognoz:

Hastaligin prognozunu belirlemek i¢in en sik kullanilan skorlama sistemi
Uluslararas1 Prognostik Skorlama Sistemi (IPSS)’dir (72). Risk faktorleri yasin
65’ten biiyiilk olmasi, hemoglobinin 10 g/dI’nin altinda olmasi, 16kosit sayisinin
25.000’in lizerinde olmasi, periferik kanda dolasan blastlarin %]1°den fazla olmas1 ve

konstitusyonel semptomlarin bulunmasidir.
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Tablo 8: Miyelofibrozda Uluslararasi Prognostik Skorlama Sistemi

Risk Faktorii Sagkalim
Diistik risk 0 11,3 yil
Orta-1 risk 1 7,9 y1l
Orta-2 risk 2 4 yil
Yiiksek risk 3 23yl

Losemiye doniisiim riskinin trombosit sayis1 diisiik olan ve +8, -7q, inv13, -
59, 12p- veya 11923 gibi kotii karyotipe sahip hastalarda daha yiiksek oldugu
gosterilmistir.
2.1.3.7.Tedavi:

Konvansiyonel tedavi se¢enekleri sadece palyatiftir. Sifa sagladigi gdsterilmis
tek tedavi segenegi allojeneik kok hiicre naklidir. Asemptomatik diisiik ve orta-1 risk
faktorii olan hastalarda tedavisiz izlem yapilabilir. Anemi, splenomegali,
konstitusyonel semptomlarin varliginda bu hastalarin tedavi edilmesi gerekir. Orta-2
ve yiiksek riskli hastalara, yaslar1 ve komorbid durumlar1 degerlendirilerek 6ncelikle
allojeneik nakil, uygun degilse konvansiyonel tedavi segenekleri veya splenektomi
secenekleri onerilebilir.

Konvansiyonel tedavi segeneklerinden eritropoetin, anemisi olup
splenomegalisi olmayan hasta grubuna fayda saglayabilir. Androjenler yine anemisi
olan hastalarda yararli olabilir. Kortikosteroidler tek baglarina ya da kombine
kullanilabilir. Splenektomi endikasyonlar1 arasinda ilaglara diren¢i splenomegali ve
transfliizyon bagimli anemi sayilabilir.

Hidroksiiirenin dalak boyutlarinda kiigiilme, l6kositoz, trombositoz gibi kan
parametrelerinde diizelme sagladigi gibi kemik iligi fibrozisinde de gerileme yaptig1
gosterilmistir (73).

Talidomid, dalak boyutlarinda kiigiilme, hematolojik parametrelerde diizelme
ve konstitiisyonel semptomlarda gerileme saglar. Lenalidomid ve pomalidomid ile de
caligmalar stirmektedir.

Ruxolitinib, hem JAK1 hemde JAK2 inhibisyonu yapan potent, oral bir
ajandir. Miyelofibrozda FDA (Food and Drug Administration) onay1 almistir. Bu ilag
splenomegalide hizli ve kalict bir yanmit, konstitiisyonel semptomlarda, egzersiz

kapasitesinde ve performans durumunda diizelme saglamaktadir. Doz kisitlayici
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etkisi anemi ve trombositopenidir. ila¢ kesildiginde gelisebilecek sitokin bosalmasi
nedeniyle doz azaltilarak kesilmesi onerilmektedir.

Miyelofibroz hastalarinda kok hiicre nakli karar1 hasta i¢in kar-zarar orani
tartilarak verilmelidir. Kronik graft versus host hastaligi énemli bir morbidite ve
mortalite nedenidir. %3049 arasinda degisen oranlarda gozlenebilmektedir. 45 yas
alt1 geng hastalarda, orta-2 ve yiiksek riskli hasta grubunda miyeloablatif; 45 yas iistii
veya komorbiditesi olan hasta grubunda ise HLA tam uyumlu akraba verici
bulundugunda indirgenmis yogunlukta rejim ile allojeneik kok hiicre nakli

Onerilebilir.

2.2. KRONIK MIiYELOPOLIFERATIF NEOPLAZILERDE GORULEN
MUTASYONLAR

2.2.1. JAK 2 MUTASYONU

Janus Kinaz (JAK) ailesi, JAK/STAT yolag: ile sitokin aracili sinyallerin
donlisimiinii  saglayan bir grup tirozin kinaza verilen isimdir. Bu yolaktaki
transkripsiyon faktorleri ise STAT’lar (Signal Transducers and Activators of
Transcription) olarak bilinir. JAK’larin yapisinda birbiri ile neredeyse ayni, iki adet
fosfat transfer edici bolge (domain) vardir. Bu iki domainden bir tanesi kinaz
aktivitesi sergilerken ikincisi ise bu kinaz aktivitesini negatif yonde regiile eder (74).

JAK/STAT sinyal yolaginda gdrev alan bir protein tirozin kinazi kodlayan
Janus Kinaz 2 geni i¢in tanimlanan ilk mutasyon 14. ekzonunda ve 1849.
pozisyonunda yer alan guanin niikleotidinin timine (G1849T) degismesiyle,
sentezlenen proteinin 617. pozisyonundaki valin aminoasidinin yerine fenilalanin
kodlanmasina yol agan V617F mutasyonudur (1,3,4,5,75).

Bu mutasyon bcer-abl negatif kronik miyeloproliferatif hastaliklarda goriilen
en yaygin degisikliktir ve PV, ET, PMF’da sirasiyla %96, %55 ve %65 oraninda
gozlenir (23).

JAK2 V617F mutasyonunun toplumdaki sikligini arastiran en kapsamli
calisma Xu ve arkadaglar1 tarafindan Cin’de 4000’e yakin saglikli hastane ¢alisanina
ait kan ornekleri lizerinde yapilmis ve JAK2 siklig1 %1 bulunmustur (76).

JAK’lar 120-140 kDa arasinda degisen biiyiikliikte olup Janus homoloji
domain 1-7 olarak adlandirilan (JH 1-7) yedi bolge ihtiva ederler. JH1, JAK’1n
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enzimatik aktivitesi i¢in onemli olan kinaz domaini olup, JAK aktivasyonu ig¢in
gerekli tirozinleri igerir. JH2 tirozin kinaza benzer yapidaki psddokinaz domainidir.
JH2, JHI’in aktivitesini diizenlemede gorev alan, normal bir kinaz aktivitesi i¢in
gerekli olan, fakat enzimatik aktivitesi olmayan kisimdir. V617F, JH2’de yer alir.

JAK/STAT sinyal ileti yolagi, sitokinlere ve biiyiime faktorlerine hiicresel
yanitin regiilasyonunda goérev alarak, gen ekspresyonunu modifiye eder. Diger bir
deyisle, aktive STAT proteinleri, ekstraseliiler polipeptidlerde taginan sinyallerin
dontisiimii ve hiicre ¢ekirdegine iletisine olanak tanir. JAK/STAT yolagi hematopoez
icin Ozellikle 6nemlidir. Hiicrelerdeki proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptozun
diizenlenmesini saglar (77).

Koloni stimiile eden faktdrler, prolaktin, biiylime hormonu ve birgok sitokin
JAK/STAT sinyal ileti yolaklarini kullanan molekiillere 6rnek olarak verilebilir.

JAK2 V617F mutasyonu tastyan olgular incelendiginde hepsinin ilgili
mutasyonu sonradan somatik olarak kazanmis olduklar1 ve bunun miyeloid soy
icindeki hiicrelerde siirli kaldigr géze carpmistir ki bu da JAK2 V617F
mutasyonunun once miyeloid soydan bir progenitor kok hiicrede meydana geldigi ve
aktarildig1 hipotezini desteklemektedir. Hatta olgularin ¢ogunda 9.kromozomun p
kolundaki telomerik bdlgenin mitotik rekombinasyonu sonucu olusan JAK2 gen
lokusunun uniparental dizomisi nedeniyle, hiicreler JAK2 mutasyonunu homozigot
sekilde tagimaktaydilar. Bu durum 6zellikle PV hastalarinda gozlendiginden, JAK2
V617F dozajinin kismen hastaligin fenotipik belirtilerini etkiledigi ve yiiksek dozda
eritroid farklilasmayi tesvik ettigini diistindiirmiistiir (78).

Yapisal olarak incelendiginde ise V617F mutasyonu JAK?2 proteinin katalitik
olmayan psoddokinaz bolgesi i¢ine diismektedir. Bdlgenin normalde gorevi olan
otoinhibitér baskilama olayr mutasyon nedeniyle ortadan kalktigindan, ligand
yoklugunda bile devamli bir kinaz aktivasyonu gézlenmektedir (79).

Ancak JAK2 V617F mutasyonunun biliylime faktorlerinden bagimsiz
proliferasyona yol acabilmesi i¢in mutlaka eritropoetin, trombopoetin veya graniilosit
stimiile edici faktor gibi homodimerik Tip 1 sitokin reseptorlerinin olusturdugu yapi
iskelesine ihtiya¢ duydugu gosterilmistir. Adi gegen reseptorlerin hematopoetik
gelisimin farkli asamalarinda ifade edilmeleri, ayn1t JAK2 V617F mutasyonunun
neden bazen eritroid, megakaryositik veya graniilositik kokenli neoplazmlar

gelistirdigi sorusuna da bu sekilde aciklik getirebilmektedir (80). JAK2’nin 14.
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ekzonunu etkileyen mutasyonlarin daha ¢ok PV’nin molekiiler patogenezi ile iliskili
olabilecegi iizerinde durulmustur (81,82,83).

JAK2 V617F nin trombopoietin reseptorii olan MPL’nin hiicre yiizeyindeki
yerlesimi ve stabilitesini degistirerek trombosit aktivasyonuna etki edebilecegi ileri
stiriilmiistiir (84). JAK2 V617F mutasyonu neticesinde aktive olan JAK2/STAT ileti
yolunun bazi apoptoz ve transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon diizeylerinde
degisikliklere yol agarak koagiilasyon mekanizmasin1 dolayli olarak etkileyebilecegi
bildirilmistir (85).

Robertson ve arkadaslari, trombositlerin 16kositlere baglanmasini saglayarak
yiiksek trombojenik potansiyele sahip trombosit-l6kosit agregatlart olugmasina yol
acan soliibl p-selektinin JAK2 pozitif kronik miyeloproliferatif neoplazilerde yiiksek
diizeylerde bulundugunu gostermislerdir (86).

Falanga ve arkadaslari da JAK2 V617F hastalarindan elde edilen
trombositlerde trombosit p-selektin (CD62p) ekspresyonunun artmis oldugunu ve
benzer sekilde doku faktoriine bagli trombosit miktarinin da JAK2 V617F hastalarda
daha yiiksek bulundugunu bildirmislerdir (87).

2.2.2. Miyeloproliferatif Losemi Viriis:

JAK2 V617F mutasyonunu tasimayan PMF’li olgularin %10’unda ve ET’li
olgularin %3’ilinde trombopoietin reseptdriinii kodlayan miyeloproliferatif 16semi
viris (MPL) genindeki mutasyonlar gézlenmistir (23). Bu mutasyonun ilk defa
MPL’nn 10. ekzonu i¢ine diisen W515L mutasyonu belirlenmis ve farelerde PMF
benzeri trombositozlu bir hastalik tablosu gelistirebildigi gosterilmistir (88). Yapilan
deneylerde MPLWS515L/K mutasyonunun hematopoietik hiicrelerin  biliylime
faktoriinden bagimsiz proliferasyonuna yol agtigi ve JAK/STAT, MAPK ve PI3K-
AKT gibi sinyal ileti yolaklarini aktive ettigi ortaya konulmustur (89).

2.2.3. TET Onkogen Aile Uyesi 2:

TET onkogen aile tiyesi 2 (TET2) onceleri bir tiimor baskilayict gen aday:
olarak tanimlanmis ve sonrasinda, TET ailesine {liye diger enzimler gibi, DNA
demetilasyonunda 6nemli bir gorev iistlendigi diistiniilmiistiir (90). TET2 genindeki
mutasyonlar, JAK2 V617F mutasyonunu tasiyan ve tagimayan bcr-abl negatif
KMPH’li olgularda saptanabilmektedir ve goriilme sikliklart PV’li olgularda %16,
ET’de %5 ve PMF’de %]17°dir. TET2 gen mutasyonlar1 biiyiikk bir heterojenite
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sergilemektedir ve daha ¢ok 3. ve 11. ekzonlarda goriilmekle birlikte, diger
ekzonlarini da etkileyebilmektedir.

Mutasyonlar ¢ogunlukla proteinin okuma c¢er¢evesinin kaymasina ve erken
bir stop kodunun olusmasiyla sonugladiklari i¢in, etkilenmis gen lizerinden genellikle
kisa bir protein {iriinii sentezlenmektedir (91). TET2 mutasyonlarinin hematopoietik
kok hiicre fonksiyonlarmi degistirdigi ve miyeloid gelisime epigenetik

modifikasyonlar {izerinden yol actig1 varsayilmaktadir (92).

2.2.4. Casitas B-soyu Lenfoma:

Casitas B-soyu Lenfoma (CBL) geni multifonksiyonel bir proteini
kodlamaktadir. Miyeloid malignitelerde siklikla CBL gen lokusunun uniparental
dizomisi goriilmekle birlikte, ¢esitli gen mutasyonlar1 da tanimlanmistir. Yapilan bir
calismada PV ve ET’li olgularda herhangi bir CBL mutasyonuna rastlanilmaz iken;
PMF’li olgularin %6’sinda ubikitin ligaz islevini yerine getiren bdlgesini kodlayan 8.

ve 9. ekzonlarindaki mutasyonlar saptanmaistir (93).

2.3. MAST HUCRELERI
2.3.1. Genel Ozellikler:

Mast hiicreleri sitoplazmasinda ¢ok sayida biiyiik metakromatik graniiller
iceren, ilk kez Ehrlich tarafindan 1878 yilinda tanimlanmis hiicrelerdir. Eskiden beri
alerjinin anahtar hiicreleri olarak bilinen mast hiicreleri bag dokularinda yerlesim
gosteren multifonksiyonel hiicrelerdir. Bunlar kemik iligindeki CD34+ multipotent
progenitor hiicrelerden koken alir ve kanda prekiirsor hiicreler olarak dolasirlar.
Derinin dermisi, akcigerler, bagirsaklarin mukoza ve submukozasi gibi bolgelere goc
ederek, buralarda cesitli faktorlerin etkisiyle farklilagsip olgunlasirlar (94,95).
Dolasim kanindaki bazofillerle benzer yapisal 6zellikler gostermesinden dolay1 mast
hiicrelerinin dokudaki bazofiller oldugu diistiniilm{istiir.

Ancak her iki hiicre kemik iligindeki farkli kok hiicrelerinden kdken alirlar.
Yapilan ¢aligmalar her iki hiicrenin CD34 molekiiliinii sentezledigini ve IgE reseptor
pozitif kemik iligi hiicrelerinden koken aldigimi gostermistir (96,97). Mast

hiicrelerinin gelisimini, farklilasmasini, ¢ogalmasini, adezyonunu, dokulara gociinii,
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aktivasyonunu ve canliligini siirdiirmesinde en etkili olan kemotaktik faktor, kok
hiicre faktortidiir (stem cell factor=SCF)(98).

Mast hiicreleri histolojik olarak toluidin mavisi gibi metakromatik boyalarla,
kloroasetat esteraz aktivitesiyle, alsiyan mavisi-safranin ikili boyamasi ile ve anti-
triptaz ve anti-kimaz immunohistokimya teknikleri ile gosterilebilirler.

Mast hiicreleri histamin, heparin, triptaz, kimaz, karboksipeptidaz, katepsin C ve G
gibi notral proteazlar, IL-4, TNFa, TGFp ve matriks metalloproteazi igeren birgok
sitokin ve mediatdr iiretirler.

Mast hiicreler histokimyasal 0Ozellikleri, histamin depolarmin durumu,
proteoglikan ve ndtral proteazlari igeren graniil durumu ile tetikleyici ve inhibe edici
ilaglara kars1 verdikleri yanitlara gore alt tiplere ayrilirlar (99). Bu hiicreler 6zellikle
dis ortamla dolayl iliskide olan mukozalarda bulunan triptazdan zengin Mast Cell
Triptaz ile dis ortamdan izole olan viicut bdlgelerinde bulunan ve sinir sonlariyla kan
damarlarinin yakininda yerlesip her iki proteaz tiiriinii de graniillerine tasiyan Mast
Cell Triptaz/Kimaz alt siniflarina ayrilir (100,101). Mast Cell Triptaz daha ¢ok
akut yangisal olaylarda yer alirken, Mast Cell Triptaz/Kimaz kronik olaylarda ve bag
dokunun yenilenme stirecinde rol oynar (102).

Mast hiicrelerindeki tiim proteazlarin 1/3’linii serin proteazlar olusturur.

Bunlarin en 6nemlileri triptaz ve kimazlardir. Bir digeri ise katepsin G’dir.

2.3.2. Mast hiicrelerinin histokimyasal 6zellikleri:

2.3.2.1.Triptaz:

Secici olarak mast hiicreleri ve bazofillerde bulunan tripsin benzeri substrat
spesifik 6zellige sahip serin proteaz ailesidir (95,103,104). Bunlardan § Triptaz mast
hiicre graniillerinde depolanirken, o protriptazlar saglikli bireylerde ve akut seyirli
olmayan sistemik mastositoz durumunda mast hiicrelerinden salgilanan kandaki en
onemli inaktif proenzim 6zelligindeki triptaz formudur (95). B Triptaz mast hiicre
graniillerinde en c¢ok depolanan mediatordiir. Kronik yangilarda, doku
yenilenmesinde ve c¢esitli biyolojik siireclerde Onemli rol oynar. Aktif mast
hiicrelerinden triptazin salinimi, komsu mast hiicrelerinde de salgilanmay1 arttirarak

yangi sirasinda tepkinin genislemesine hizmet eder.
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Mast hiicre triptazi prokoagiilan, matriks, biiylime ve farklilagtiric1 faktorleri
ortadan kaldirip, proteinaz ile aktive olan reseptdrler, iirokinaz, metalloproteinaz ve
anjiyotensini aktive ederek cesitli mekanizmalarla enflamasyon, matriks harabiyeti
ve dokuda yeniden sekillenme olustururlar. Yine kemokin ve sitokinleri hidrolize
ederek immiin yanitlar1 da modifiye ederler. Triptazlar allerjen ve noropeptidleri
inaktive ederek enflamasyonu da azaltabilirler. Boylece, tipki mast hiicrelerinin
kendileri gibi Mast Cell Triptaz da konak¢i doku hasar1 ve savunmasinda coklu
rollere sahiptir (105).

Triptaz bag dokusunda fibrin birikimine neden olan prokoagulan proteinlerin
aktivasyonunu engelleyerek ve {lrokinazlar1 aktive ederek lokositlerin yangi
bolgesine gociinii kolaylastirir (106).

Triptaz kininojenlerden bradikinin olusmasina, bradikinin ise kallikrein
aktivasyonuna neden olur. Kallikrein fibrinojeni yikarak ve hiicre yiizey
integrinlerinin arasindaki baglar1 kopararak damar gecirgenliginde artisa yol agar
(107,108,109). Mast hiicre triptazi, muhtemelen proteaz aktive edici reseptor-2
(PAR-2) araciligiyla havayollarinda eozinofil infiltrasyonu ve hem siklooksijenaz
hem de prostaglandin bagimli fibroblast proliferasyonunda rol oynamaktadir. Bu
durumda mast hiicre triptazi, eozinofil, mast hiicresi ve fibroblast arasinda bir kdprii
gorevi gorebilir (110). B triptaz 6zellikle PAR-2 igeren keratinositler, fibroblastlar,
enterositler, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, spermium ve bazi timor
hiicrelerinin fonksiyonlariin diizenlenmesinde rol oynar (109). PAR-2 aktivasyonu
hiicre i¢i Cat? depolarindan Ca+*’un mobilizasyonuna neden olur ve insan
akcigerinde fibroblast proliferasyonunu uyararak astim, KOAH ve pulmoner fibrozis

gibi fibro-proliferatif hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynar (111).

2.3.2.2. Kimaz:

Bunlar kimotripsin benzeri substrat spesifitesine sahiptirler (95). Kimazlar
inaktif prekiirsorler olarak sentezlenirler ancak mast hiicre graniillerinde heparin ve
kondroitin siilfata baglanarak aktif enzimler olarak depolanirlar (112). Mast hiicre
kimazinin heparinle olan iliskisi enzimin hem katalitik aktivitesini gii¢lendirir, hem
de degranulasyon sonrasinda enzimleri inhibe olmaktan koruyarak yasam siirelerini
uzatir (113). Kimazin, triptazdan farkli olarak histaminden bagimsiz sekilde damar

gecirgenligini arttirdigr gosterilmistir (108).
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2.3.2.3. Katepsin G:

Notrofillerde bulunan triptik ve kimotriptik 6zelliklere sahip serin proteazdir.
Insanlarda Mast Hiicre Triptaz/Kimazda bulunurken Mast Hiicre Triptazda olmadig
belirlenmistir (103). Enfeksiyonlara kars1 konagin dogal savunma sisteminde dnemli
rol oynadig diistintilmektedir (95).

2.3.3. Mast Hiicrelerinin Fibrozis ile iliskisi:

Son caligmalarda mast hiicrelerinin fibrozis ve diger inflamatuar siireglerde
onemli bir rolii oldugu tespit edilmistir (114). Mast hiicrelerinden {iretilen histamin,
heparin, triptaz, kimaz, IL-4, TNFa, TGFB gibi sitokinler ve matriks
metalloproteinaz igeren birgcok madde fibrogenezise istirak edebilirler. Ek olarak
mast hiicreleri muhtemelen fibrozise direkt olarak katkida bulunan ekstraseliiler
matriks glikoproteinlerini de iiretebilir (115).

Aktive mast hiicre hiperplazisi miyokard fibrozisi, idiopatik akciger fibrotik
hastaligi, peritoneal yapisikliklar, sistemik mastositoz, skleroderma ve karaciger
sirozunu da igeren fibrozisle giden birgok klinik durumla iliskilidir
(116,117,118,119,120).

Hodgkin ve non-Hodgkin lenfomada, ozellikle de Hodgkin lenfomanin
noduler sklerozan varyantinda mast hiicre miktar1 ile fibrozisin fraksiyonel alani
arasinda korelasyon saptanmistir (121).

Mast hiicre hastaligi bulunan hastalar siklikla hematolojik malignitelerle
birliktedir. Cok sayida calisma gostermektedir ki mast hiicre hastaligi bulunanlarin
%30’u miyeloproliferatif neoplazi ile iligkilidir ve anormal mast hiicre ile bu
hastaliklar arasinda bir baglant1 oldugu ileri siiriilmektedir (122-131). ilave olarak
miyeloproliferatif neoplazili kemik iligi orneklerinin genis fraksiyonunda artmis
mast hiicreler gosterilmistir (132).

Son zamanlarda sistemik mastositoz ve primer miyelofibrozlu hastalarin her
ikisinde de hem JAK-2’yi hem de c-kit’i aktive edecek mast hiicre ve miyeloid hiicre
dizilerini gosteren mutasyonlarin varligi bir¢ok hastada bildirilmistir. Boylece mast

hiicresi, fibrozis ve miyeloproliferatif hastaliklar arasinda iliski kurulabilir (133).
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2.4. CD34+ HUCRE EKSPRESYONU

2.4.1.Genel Bakis:
CD34 hematopoetik kok hiicrelerde baskin olarak bulunur ve 90—-110 kDa’luk

molekiil agirliginda tip 1 integral membran proteinidir. Glikoprotein yapisindadir.
Hematopoetik hiicrenin, hiicre membranina bagh kii¢lik bir peptidtir. Hematopoetik
progenitor hiicrelerin ve endotelyal hiicrelerin belirleyicisidir. Hiicrenin adezyonu
ve/veya hiicre siklusunu durdurmada aracidir. Ancak kok hiicreler i¢in spesifik
degildir. CD34+ hematopoetik hiicrelerin sadece %11 pluripotent kok hiicrelerdir.

Terminal deoksiniikleotidil transferaz pozitif (TdT +) olgunlasmamis lenfoid
hiicrelerin ve olgunlagmamis miyeloid hiicreleri belirleyen erken hematopoietik kok
hiicrelerin (eritroid, miyeloid ve megakaryositik prekiirsorler) isaretleyicisidir.
Dolagan miyeloid progenitdr hiicreler akim sitometrisi ile kolayca tespit
edilebilir.CD34 AML, B-ALL ve T-ALL disinda hematopoetik olmayan tlimérler
icinde  gastrointestinal ~ stromal  tiimdrler  (GIST), Kaposi  sarkomu,
dermatofibrosarkoma protuberans, igsi hiicreli lipom, miyofibroblastomlar, epitelioid
sarkomlar, ndral ve vaskiiler tiimdrler tarafindan da eksprese edilirler. Cok nadiren
melanomlar, bazi karsinomlar ve Hodgkin dis1 lenfomalarda CD34 eksprese edebilir.

Kemik iligi ve mobilizasyondan sonra periferik kanda bulunan CD34+
hiicrelerde transkripsiyon faktorlerinin tanimlanmasi, CD34+ hiicrelerin kendi
kendini yenileme, diferansiyasyon, mobilizasyon ve migrasyon oOzelliklerini de
ortaya cikarir.

Molekiiler anti-CD34 antikorlart MY 10 ve QBENDI10 pratikte yaygin olarak
kullanilanlaridir. CD34’e karst olugsmus antikorlar arter ve venlerdeki endotelyumla

reaksiyon verir.

2.4.2.Miyelofibroziste CD34+ Hiicreler:

Ekstamediiller hematopoezde dolasimdaki tek veya ¢ok dizili hematopoetik
progenitdr hiicrelerde artis vardir ve CD34+ hiicre sayisi normalden 300 kat fazla
olabilir. Dolagimdaki CD34+ hiicrelerdeki artis PMF’yi diger MPN’lardan ayirir ve
akut I6semiye dontistim riskini ve dalak tutulumunun derecesini 6ngoriir.

PMF’lu hastalarda kanda CD34+ hiicre sayismin yiiksekligi hastaligin
yaygmhigi ve progresyonu ile iliskilidir. Kanda 15x10 %1 den fazla CD34+ hiicre

sayis1 neredeyse PMF i¢in tanisaldir. Kemik iligi fibrozisinin daha gii¢lii derecelerde
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oldugu hastalarin kemik iliklerinde CD34+ hiicrelerin sayisinda azalma
gbzlemlenmistir. Kemik iligi i¢indeki artmig CD34+ hiicre sayisi artmis kemik iligi
selliileritesi ile iligkilidir. Oysaki kemik iliginde CD34+ hiicrelerin azalmis sayisi
yogun fibrozis ile iliskilidir.

PMF’li hastalarda dolasimdaki CD34+ hiicrelerin sayist diger Ph kromozomu

negatif miyeloproliferatif hastalik alt gruplarindan daha ytiksektir.
Primer miyelofibrozis periferik kanda artmis sayida CD34+ hematopoetik progenitor
hiicrelerle karakterizedir. PMF’li hastalarin periferik kaninda dolasan hematopoetik
kok hiicre/hematopoetik progenitdr hiicre oraninin, saglikli kontrol gruplarina goére
birkag misli yiiksek oldugu bildirilmistir (134,135).

PMF, kemik iligi retikiilin lifinde fokal artish ve az sayida yag hiicreli
hiperseliiler formdan, yogun retikiilin ve kollagen fibrozisli hiposeliiler forma kadar
degisir (135). Hiperseliiler kemik ilikli miyelofibroz hastalari, derin fibrotik kemik
ilikli hastalarla karsilastirildiginda, kemik iliginde CD34+ hiicrelerin sayilarinda
anlaml farklilik gozlenmistir (136,137). Hafif¢e fibrotik kemik ilikli predominant
hiperseliiler hastalarda, kemik iligi CD34+ hiicre sayisinda artis gézlenmistir. Kemik
iligi fibrozisinin daha gii¢lii derecelerde oldugu hastalarin kemik iliklerinde CD34+

hiicrelerin sayisinda azalma gézlemlenmistir (136,137).
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3- GEREC VE YONTEM

3.1.Hasta ve kontrol grubu:

Calismaya 2011-2012 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Hematoloji Bilim
Dal1 polikliniginde yeni tan1 konan 47 bcr-abl negatif KMPN hastas1 (25 kadin, 22
erkek, ortalama yas 54.71 yil) dahil edilmistir. 34 hasta ET, 8 hasta PMF, 5 hasta PV
tamistyla calismaya alinmistir. PV tanist DSO 2008 siniflamasi kriterlerine gore
(Tablo 4), ET tanist DSO 2008 siniflamasi Slgiitlerine gore (Tablo 5), PV tanisi da
DSO 2008 siniflamasi dlciitlerine gore (Tablo 7) konulmustur. Calismaya sadece ber-
abl flizyon geni negatif olan hastalar alinmistir. Ber-Abl fiizyon geni tayini igin
periferik kandan aliman 6rneklerden DNA izole edilerek ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (GZ-PZR) yontemiyle (9,22) translokasyonu miktarina kantitatif
olarak bakilmistir. Her hastadan tan1 koyma asamasinda yapilan kemik iligi biyopsi
preparatlar1 incelemeye alinmistir.

Her hasta i¢in klinik, demografik ve laboratuvar verilerini igeren standart bir
form doldurulmustur.

20112012 yillar1 arasinda lenfoma tanist konmus ve evreleme amaciyla
yapilan kemik iligi biyopsisi normal bulunmus 30 lenfoma hastasina ait kemik iligi
biyopsi preparatt kontrol grubu olarak c¢alismaya dahil edildi. Kontrol grubu
hastalarinin 18’1 kadin, 12’si erkekti ve ortalama yaslar1 52.63 yildi. Lenfoma tanisi
DSO 2008 tani kriterlerine gdre konulmustur.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin periferik kanlarindan izole edilen DNA
orneklerinde kantitatif GZ-PZR ydntemiyle JAK2V617F mutasyonuna KOU Tibbi
Genetik ABD Genetik labaratuvarinda bakilmistir.

Kemik iligi biyopsi prepratlarinda mast hiicre ve CD34+ hiicre sayisi tayin
edilmis ve retikiilin lif diizeyi degisimi derecelendirilmistir.

3.2. Kemik iligi biyopsisi

Hastalara standart olarak, steril kosullarda spina iliaca posterior superiordan
11 gauge kalinlikta,15 cm uzunlukta Bon-Core marka kemik iligi biyopsi igneleri ile
biyopsi yapilmis ve yaklasik 1,5 cm.lik kemik iligi materyali Holland soliisyonu

icinde patoloji Ana Bilim Dali’na nakledilmistir.
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3.3 Patoloji preparatlarimin rutin tam icin hazirlanmasi

Kemik iligi biyopsi orneklerinin Holland soliisyonu ile 2-4 saat fiksasyonu
gerceklestirildi. Doku takibi yapildiktan sonra parafinle bloklama islemine geg¢ildi.
Kesitler S5p kalinliginda hazirlandi.

Retikiilin lif boyanmasi igin giimiis boyama yontemi tercih edildi. Once
distile su ile patoloji preparatlar1 yikandi. 5 dakika siireyle potasyum permanganat
soliisyonu ve asit aktivasyon tamponu damlatildi. Distile su ile yikandiktan sonra 3
dakika siireyle oksalik asit soliisyonu damlatildi. Distile su ile tekrar yikandi, 3
dakika siireyle kalacak sekilde ferrik amonyum siilfat soliisyonu damlatildi. Yeniden
distile su ile yikand1 ve 3 dakika amonyakli giimiis soliisyonu damlatildi. Distile su
ile yikandi, 5 dakika siireyle notral formalin sollisyonu damlatildi. Distile su ile
yikandi, sodyum hiposiilfit fiksasyon soliisyonu 5 dakika siireyle kalacak sekilde
damlatildi. Sonra preparat xylenden gecirildi ve lamelle kapatildi.

3.4. CD34 ve mast hiicre triptaz boyamasi

Daha 6nceden hazirlanmig patoloji preparatlarinin kesitleri 1 gece etiivde 56
C’de bekletildi. Ksilol ile 15’er dakikadan 2 kez yikandi. %99.5’1uk etil alkol ile 15
dakika, sonra % 96’lik alkol ile 15 dakika ge¢irildi. Musluk suyu ve distile su ile
yikandi. Mikrodalga firinda 5’er dakikadan toplam 4 kez EDTA soliisyonunda
bekletildi. Distile sudan gecirildi. Hidrojen peroksitte 5 dakika bekletildi. PBS
( Fosfat Buffer Salin) ile 5 dakika bekletildi. Siiperblok ile 10 dakika blokaj yapildi.

Mast cell tryptase 0.1 ml Cons.MS-1216-PO ve CD34 0.5 ml Cons. MS-363-
P1 Thermo/Labvision antikor boyalar1 ile 1 gece siireyle inkiibe edildi. PBS
solisyonu ile 10 dakika bekletildi. 15 dakika bekleyecek sekilde polivalan
damlatildi. Tekrar PBS soliisyonundan gecirildi. 15 dakika bekleyecek sekilde
peroksidaz damlatildi. Yine PBS soliisyonundan gegirildikten sonra 10 dakika
kalacak sekilde kromojen damlatildi. Musluk suyundan gecirildikten sonra 5 dakika
hemotoksilende bekletildi. Musluk suyu ve distile su ile yikandiktan sonra

preparatlar lamelle kapatildi.
3.5. Preparatlarin degerlendirilmesi:

Ornekler hematolojik hastaliklar agisindan deneyimli bir patolog tarafindan

Olympus Bx 51 marka 151k mikroskobu ile 40 biiyiitmede degerlendirilmis ve 20
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farkl1 alanda sayilan mast hiicre ve CD34+ hiicre sayilarmin ortalamasi alinmistir
(Resim 1,2,3.4).
3.6.Etik kurul onay1 ve goniilliilerin bilgilendirilmis onam

Calismaya Kocaeli Universitesi Etik Kurul Baskanlig1 tarafindan, 2011/152
proje numarasi, 16/5 onay numarasi ile onay verilmistir. Her hastadan caligmaya
goniillii olarak katildiklarini gdsteren bilgilendirilmis onam formu alinmistir.
3.7.istatistiksel degerlendirme:

Istatistiksel analizler i¢in NCSS (Number Cruncher Statistical System)
2007&PASS (Power Analysis and Sample Size) 2008 Statistical Software (Utah,
USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel
metodlarin (Ortalama, Standart Sapma, Medyan, Frekans, Oran) yanisira niceliksel
verilerin kargilagtirllmasinda normal dagilim gosteren parametrelerin iki grup
karsilagtirmalarinda Student t Test kullanildi.  Normal dagilim gostermeyen
parametrelerin iki grup karsilastirmalarinda Mann Whitney U test; {i¢ ve iizeri olan
gruplarin karsilastirmalarinda Kruskal Wallis test ve farkliliga neden ¢ikan grubun
tespitinde Mann Whitney U test kullanildi. Niteliksel verilerin karsilagtirilmasinda
ise Pearson Ki-Kare testi ve Yates Continuity Correctin test kullanildi. Parametreler
arast iligkilerin  degerlendirilmesinde de Spearman’s Korelasyon analizi

kullanilmistir. Anlamlilik p<0,01 ve p<0.05 diizeylerinde degerlendirildi.

30



Resim 1:Mast hiicre triptaz boyasi ile boyanmis kemik iligi biyopsi 6rnegi

Resim 2: Mast hiicre triptaz boyasiyla boyanmamis kemik iligi biyopsi 6rnegi



4

7

Resim 3: CD34 boyasiyla boyanmis kemik iligi biyopsi 6rnegi

Resim 4: CD34 boyastyla boyanmamis kemik iligi biyopsi drnegi
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4- BULGULAR

Calisma Nisan 2011-Mayis 2012 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Hematoloji Klinigi’nde %54,5’1 (n=42) kadin ve %45,5’1 (n=35)
erkek olmak iizere toplam 77 olgu ile yapilmistir. Olgularin %61°1 (n=47) hasta,
%39’u (n=30) kontrol grubundadir.

Tablo 9:Tanimlayic1 Ozelliklerin Dagilimi

N %
Cinsiyet Kadin 42 54,5
Erkek 35 45,5
KONTROL 30 39,0
HASTA 47 61,0
ET 34 72,4
PMF 8 17,0
PV 5 10,6

Tablo 10: Gruplara Gore Kan Bulgularinin Degerlendirilmesi

Hasta (n=47) Kontrol (n=30)
Ort+£SD (Medyan) Ort+£SD (Medyan)

++

“NEU (10%/uL) 8,86+6,74 (6,88) 4,70+2,16 (4,33) 0,001 **
“EOS (pL) 141,45+3,54 70,13+3,53 0,022*
“PLT (10°/pL) 711,21+340,39 (706) 306,50+75,66 (304)  0,001**
“HGB (gr/dL) 13,35+3,10 (12,9) 12,85+1,28 (12,5) 0,330
"HTC (%) 40,44+9,47 (38,6) 38,24+3,43 (37,15) 0,152
“Student t Test “"Mann Whitney U Test *<0,05 *%5p<(),01

Gruplara gore olgularin 16kosit sayis1 Olglimleri arasinda istatistiksel olarak
ileri diizeyde anlamli farklilik saptanmistir (p<<0,01). Hasta olgularin 16kosit sayisi

Ol¢timleri ortalamasi anlamh diizeyde yiiksektir.
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' WBC (10°/pL.)

25

20 A

Ort+SD

Hasta Kontrol

Sekil 1: Gruplara gore l6kosit sayisi1 degisimi

Gruplara gore olgularin notrofil sayis1 6lgiimleri arasinda istatistiksel olarak
ileri diizeyde anlaml farklilik saptanmistir (p<<0,01). Hasta olgularin nétrofil sayisi

Ol¢timleri ortalamasi anlamh diizeyde yiiksektir.

NEU (10°/pL.)

18
16 -
14 -
12 4
10 4

Ort+SD

o N B O
1

Hasta Kontrol

Sekil 2: Gruplara gore notrofil sayis1 degisimi

Gruplara gore olgularin eosinofil sayisidlgiimleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05). Hasta olgularin eosinofil sayis1 6l¢iimleri

ortalamas1 anlaml diizeyde yiiksektir.
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EOS (uL)

160

140 -
120 +
100 +
80 A

Ort+SD

60 -
40 -
20 A

Hasta Kontrol

Sekil 3: Gruplara gore eozinofil sayis1 degisimi

Gruplara gore olgularin trombosit sayist dl¢limleri arasinda istatistiksel olarak ileri
diizeyde anlamli farklilik saptanmistir (p<0,01). Hasta olgularin trombosit sayisi

Olgtimleri ortalamasi anlamli diizeyde yiiksektir.

PLT (10°/uL)

1200

1000 -+

800 -

Ort+SD

600 -

400 ~

| I

.

Hasta Kontrol

200 -+

Sekil 4: Gruplara gore trombosit sayis1 degisimi

Gruplara gore olgularin hemoglobin ve hematokrit oOlgiimlerinin ortalamalar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).
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Tablo 11:Gruplara Gore Laboratuvar Bulgularinin Degerlendirmeleri

Hasta (n=47) Kontrol (n=30)
Ort+£SD (Medyan) Ort+SD (Medyan)

++

FLDH (IUL)  362,04:244,08(294)  290.23+149.08 264) 0,129
*Urik Asit (mg/dL) 5,732,11 (5,3) 4,64+1,77 (4,6) 0,021*
*M/E (Miyeloid /eritroid) 5,06+2,34 (5) 3,60+1,16 (3) 0,001%*
“"Mast Hiicre Sayisi 30,82+20,92 (26,4) 6,34+7,09 (3,4) 0,001 **
+CD34 (+)Hiicre Sayisi 2,39+1,91 (1,8) 2,57+2,14 (1,8) 0,699
“Student t Test “"Mann Whitney U Test *»<0,05 *%p<(),01

Hasta olgularin LDH (laktat dehidrogenaz) dl¢limleri ortalamasinin kontrol
grubundan daha yiiksek olmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir
(p>0,05).

Gruplara gore olgularin iirik asit Ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik saptanmistir (p<0,05). Hasta olgularin iirik asit dl¢timleri ortalamasi

anlamli diizeyde yiiksektir.

URIK ASIT (mg/dL)

Ort+SD
QO = N W B U O N 0w
1

Hasta Kontrol

Sekil 5: Gruplara gore iirik asit degisimi

Gruplara gore olgularin M/E  (Miyeloid/Eritroid) Olglimleri arasinda
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik saptanmistir (p<0,01). Hasta

olgularin M/E 6l¢iimleri ortalamasi anlamli diizeyde yiiksektir.

36



M/E (Myeloid /eritroid)

IR

Hasta Kontrol

Ort+SD
[=] = (] w B w ()] ~J =]
1

Sekil 6: Gruplara gore miyeloid/eritroid orani degisimi

Gruplara gore olgularin mast hiicreleri arasinda istatistiksel olarak ileri
diizeyde anlamli farklilik saptanmistir (p<0,01). Hasta olgularin mast hiicreleri

ortalamas1 anlaml diizeyde yliksektir.

MAST HUCRE

60

50 -
40 -
30 -
20 -
10 - I
0 4

Ort+SD

Hasta Kontrol

Sekil 7: Gruplara gore mast hiicre degisimi

Hasta olgularin CD34+ hiicreleri ortalamasi 2,39+1,91 ve kontrol grubundaki
olgularin CD34+ hiicreleri ortalamast 2,57+2,14 diir. Buna gore gruplara gore
CD34+ hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir

(p>0,05).
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Tablo 12:Gruplara Gore JAK 2, Retililin Lif ve Splenomegali
Degerlendirmeleri
Hasta (n=47) Kontrol (n=30) i
n (%) n (%) p
“JAK 2 ) 33 (%70,2) 30 (%100) 0.003%*
+) 14 (%29,8) 0 (%0) ’
) 20 (%A42,6) 30 (%100)
oo .. Hafif 15 (%31,9) 0 (%0) s
Retikiilin Lif Orta 5 (%10,6) 0 (%0) 0,001
Agir 7 (%14,9) 0 (%0)
) 21 (%44,7) 26 (%86,7)
. Hafif 19 (%40,4) 4 (%13,3) s
Splenomegali Orta 5 (%10,6) 0 (%0) 0,003
Agir 2 (%4,3) 0 (%0)

“Yates Continuity Correction

" Pearson Ki_kare Test

40,01

Gruplara gore olgularda pozitif ve negatif JAK 2 goriilme oranlar1 arasinda

istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik saptanmistir (p<<0,01). Kontrol

grubundaki olgularin tamaminda (n=30) JAK 2 negatitken; hasta olgularin
%70,2’sinde (n=33) JAK 2 negatif ve %29,8’inde (n=14) pozitiftir.

Oran (%)

100
80
60
40

20

0 -

Kontrol

Hasta

MJAK2(-) MIAK2(+)

Sekil 8: Gruplara gore JAK 2 goriilme oranlari degisimi

Gruplara gore olgularda retikiilin lif gdriilme oranlar1 arasinda istatistiksel

olarak ileri diizeyde anlamli farklilik saptanmistir (p<0,01). Kontrol grubundaki

olgularin tamaminda (n=30) retikiilin lif negatifken; hasta olgularin %42,6’sinda
(n=20) negatif, %31,9’unda (n=15) hafif diizeyde, %10,6’sinda (n=5) orta diizeyde

ve %14,9’unda (n=7) agir diizeyde goriilmektedir.
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Gruplara Gore Retikiilin Lif Diizeyi
Oran (%)

100

80

60

40

20

Hasta Kontrol

M (-) ™ Hafif & Orta HAgIr
Sekil 9: Gruplara gore retikiilin lif diizeyleri degisimi

Gruplara gore olgularda splenomegali goriilme oranlar1 arasinda istatistiksel
olarak ileri diizeyde anlamli farklilik saptanmistir (p<0,01). Kontrol grubundaki
olgularin % 86,7’sinde (n=26) splenomegali negatif, %13,3’linde (n=4) hafif
diizeydeyken; hasta olgularin %44,7’sinde (n=21) negatif, %40,4’inde (n=19) hafif
diizeyde, %10,6’sinda (n=5) orta diizeyde ve %4,3’linde (n=2) agir diizeyde

gorilmektedir.

Gruplara Gore Splenomegali Diizeyi
Oran (%)

Hasta Kontrol

M (-) HHafif W Orta HEAgIr

Sekil 10: Gruplara gore splenomegali diizeyleri degisimi



Tablo 13: Tanilara Gore Mast Hiicre ve CD34+ Hiicre Sayis1 Degerlendirmeleri

TANILAR

ET (n=34) PMF (n=8) PV (n=5) P
0,227
OrtsSD  29,69+19,78 42,40+27,59 19,96+6,61
Mast Hiicre
Medyan 26,1 48,6 18,8
0,015*
CD34(+) Ort=SD  2,85+2,02 1,25+0,80 1,08+0,67
Hiicre Medyan 2.3 1,1 0.8
Kruskal Wallis Test *n<0,05

Tanilara gore olgularin mast hiicre ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak
ileri diizeyde anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).

Tanilara gore olgularin CD34 ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmustir (p<<0,05). Farklilig1 yaratan taniy1 bulmak amaciyla yapilan ikili
karsilagtirmalara gore; ET grubundaki olgularin CD34 ortalamast PMF ve PV
tanilarima gore anlamli diizeyde yiiksek saptanirken (p=0,022; p=0,035; p<0,05),
PMF grubu ile PV gruplarinin CD34 ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik saptanmamistir (p=0,768; p>0,05).

Tanilara Gére CD34 Degisimi

OrtiSD

ET PMF PV

Sekil 11:Tanilara gore CD34+ hiicre sayis1 degisimi
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Mast Hiicre ve CD34+ Hiicre Sayisi Ile Kan ve Laboratuvar Bulgularinin
Degerlendirmeleri

Tablo 14:Tiim olgularda.; Mast Hiicre ve CD34(+) Hiicre ile Kan ve
Laboratuvar Bulgularinin Iliskisi

MAST HUCRE CD34

R p r P
WBC (10° p/L) 0,208 0,069 -0,080 0,490
NEU (10° p/L) 0,211 0,066 -0,072 0,536
EOS (uL) 0,137 0,243 -0,177 0,129
PLT (10° p/L) 0,387 0,001 ** 0,063 0,584
Hgb (gr/dL) -0,084 0,468 0,211 0,065
Htc (%) -0,083 0,473 0,167 0,147
LDH (IU/L) 0,154 0,180 -0,157 0,172
Urik Asit (mg/dL) 0,079 0,493 -0,269 0,018
M/E (Miyeloid /eritroid) 0,129 0,263 -0,103 0,373
r:Spearman’s Korelasyon Katsayisi *n<0,05 **p<0,01

Mast hiicreleri ile 16kosit sayisi Ol¢limleri arasinda pozitif yonli %20,8
diizeyinde zay1f iligski goriilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir
(r:0,208; p>0,05).

Mast hiicreleri ile notrofil sayist Ol¢limleri arasinda pozitif yonli %21,1
diizeyinde zay1f iligski goriilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir
(r:0,211; p>0,05).

Mast hiicreleri ile eosinofil sayisi, hemoglobin, hematokrit, LDH, iirik asit ve
M/E 6l¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlaml iligski saptanmamustir (p>0,05).

Mast hiicreleri ile trombosit sayisi Ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli pozitif yonlii %38,7 oraninda orta diizeyde iliski saptanmistir (r:0,387;
p<0,01) (Mast hiicreleri arttikga trombosit sayist 6l¢limii artan ya da mast hiicreleri

azaldikca trombosit sayis1 6l¢iimii azalan).
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Sekil 12:Tiim olgularda; mast hiicre sayisi ile trombosit sayisi iliskisi

CD34+ hiicre sayist ile lokosit sayisi, notrofil sayisi, eosinofil sayisi,
trombosit sayisi, hematokrit, LDH ve M/E Ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml iligki saptanmamistir (p>0,05).

CD34+ hiicre sayist ile hemoglobin 6l¢iimleri arasinda pozitif yonli %21,1
diizeyinde zay1f iligski goriilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir
(r:0,211; p>0,05).

CD34+ hiicre sayisi ile tirik asit 6lglimleri arasinda istatistiksel olarak negatif
yonlii %26,9 oraninda orta diizeyde anlamli iligki saptanmistir (r:0,269; p<0,05)
(CD34 arttikea iirik asit 6l¢iimii azalan).
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Sekil 13:Tiim olgularda; CD34+ ligi ile iirik asit diizeyi iliskisi

Tablo 15: Hasta olgularda; Mast Hiicre ve CD34+ Hiicre Sayis1 Ile Kan ve
Laboratuvar Bulgularinn iliskisi

MAST HUCRE CD34

r p r P
WBC (10°n/L) -0,151 0,311 -0,162 0,277
NEU(10*/ pL) -0,097 0,517 -0,148 0,321
EOS (uL) -0,187 0,213 -0,160 0,287
PLT (10° p/L) -0,081 0,587 0,147 0,325
Hgb (gr/dL) 0,144 0,336 0,243 0,099
Htc (%) -0,149 0,319 0,182 0,220
LDH (IU/L) 0,004 0,980 -0,385 0,008
Urik Asit (mg/dL) -0,153 0,304 -0,425 0,003 %%
M/E (Miyeloid /eritroid) -0,155 0,298 -0,127 0,395
r:Spearman’s Korelasyon Katsayisi **p<0,01
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Hasta olgularda;
Mast hiicreleri ile 16kosit sayisi, notrofil sayisi, eosinofil sayisi, trombosit

sayisi, hemoglobin ve hematokrit kan 6l¢limleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
iligki saptanmamastir (p>0,05).
Mast hiicreleri ile LDH, {irik asit ve M/E Olclimleri arasinda da istatistiksel

olarak anlaml iligki saptanmamaistir (p>0,05).

Hasta olgularda;
CD34+ hiicre sayis1 ile 16kosit, notrofil, eosinofil ve trombosit sayisi ile

hematokrit Olglimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamuistir
(p>0,05).

CD34+ hiicre sayist ile hemoglobin 6l¢timleri arasinda pozitif yonli %24,3
diizeyinde zayif iliski goriilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(r:0,243; p>0,05).

CD34+ hiicre sayis1 ile LDH o6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
negatif yonlii %38,5 oraninda orta diizeyde iliski saptanmistir (1:-0,385; p<0,01)
(LDH arttikca CD34 azalmakta).

HASTA GRUBU
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Sekil 14:Hasta olgularda; CD34+ ligi ile LDH diizeyi iliskisi
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CD34 ile iirik asit 6l¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif yonlii

%42,5 oraninda orta diizeyde iliski saptanmistir (r:-0,425; p<0,01).
P

HASTA GRUBU
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Sekil 15:Hasta olgularda; CD34+ligi ile iirik asit diizeyi iliskisi

CD34 ile M/E olglimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

saptanmamustir (p>0,05).
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Tablo 16: Kontrol Grubu olgularinda; Mast Hiicre ve CD34+ Hiicre Sayisi ile
Kan ve Laboratuvar Bulgularimin Iliskisi

MAST HUCRE CD34

r p r P
WBC (10°n/L) 0,007 0,969 0,096 0,613
NEU (10°w/L) -0,089 0,639 0,123 0,518
EOS (u/L) 0,164 0,395 -0279 0,143
PLT (10°w/L) -0,037 0,846 0,048 0,801
Hgb (gr/dL) -0,191 0,313 0,064 0,737
Htc (%) -0,394 0,031* 0,068 0,719
LDH (IU/L) 0,307 0,099 0,233 0,215
Urik Asit (mg/dL) 0,036 0,852 -0,011 0,953
M/E (Miyeloid /eritroid) -0,157 0,407 -0,104 0,586
r:Spearman’s Korelasyon Katsayisi *n<0,05

Kontrol Grubu olgularda;

Mast hiicreleri ile 16kosit, nétrofil ve trombosit sayisi ile hemoglobin

Olclimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iligski saptanmamaistir (p>0,05).

Mast hiicreleri ile eosinofil dl¢limleri arasinda negatif yonlii %27,9 diizeyinde

zay1f iligki gorlilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (r:-0,279;

p>0,05).

Mast hiicreleri ile hematokrit 6l¢liimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

negatif yonlii %39.,4 oraninda orta diizeyde iliski saptanmistir (r:-0,394; p<0,05).
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Sekil 16:Kontrol grubu olgularda; mast hiicre ile hematokrit iliskisi

Mast hiicreleri ile LDH 6l¢timleri arasinda pozitif yonlii %30,7 oraninda orta
diizeyde iliski goriilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(r:0,307; p>0,05).

Mast hiicreleri ile iirik asit ve M/E Olglimleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml iligki saptanmamaistir (p>0,05).

Kontrol Grubu olgularda;

CD34+ hiicre sayist ile 16kosit, notrofil, eosinofil ve trombosit sayisi ile
hemoglobin ve hematokrit Ol¢iimleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
saptanmamustir (p>0,05).

CD34+ hiicre sayis1 ile LDH olglimleri arasinda pozitif yonli %23,3
diizeyinde zayif iligski goriilmesine ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir
(r:0,233; p>0,05).

CD34+ hiicre sayist ile iirik asit ve M/E dl¢iimleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml iligki saptanmamaistir (p>0,05).
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Tablo 17: JAK 2 Durumuna Gore Mast Hiicre ve CD34 Degerlendirmeleri

MAST HUCRE CD34
Ort+=SD !Medxan) Ort+SD (Medxan!
6 18,23+16,72 (16,4) 2,55+1,92 (2)
JAK 2
) 35,354+30,38 (26,6) 2,07£2,32 (1,3)
P 0,048* 0,108
Kruskal Wallis Test *n<0,05

JAK 2 goriilme durumuna gore olgularin mast hiicre ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05). Pozitif JAK 2 goriilen

olgularin mast hiicreleri ortalamasi negatif olgulara gore anlaml diizeyde yiiksektir.

MAST HUCRE

70
60 -

50 A
40 A

OrtsSD

30 -+
20 A
10 4

JAK 2 (-) JAK 2 (+)

Sekil 17: JAK 2 mutasyonu goriilme durumuna gore mast hiicre degisimi

JAK 2 durumuna gore olgularin CD34+ hiicre sayist ortalamalar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamaistir (p>0,05).
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Tablo 18: Retikiilin Lif Diizeylerine Gore Mast Hiicre ve CD34+ Hiicre

Degerlendirmeleri

MAST HUCRE

CD 34

Ort£SD (Medxan) Ort£SD (Medxan)

o 15,22+18,24 (7.8) 2,7942,14 (2,2)
RETIKULIN Hafif 30,24+15,18 (31,8) 2,04+1,70 (1,4)
LIF Orta 26,76£27,07 (20,4) 2,28+1,60 (1,6)
Agir 41,46+25,98 (44,4) 1,17+0,85 (1)
p 0,001%* 0,080
Kruskal Wallis Test #%p<0,01

Retikiilin lif diizeylerine gore olgularin mast hiicre sayis1 ortalamalari

arasinda istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik saptanmistir (p<0,01).

Yapilan ikili karsilastirmalara gore; retikiilin lif goriilmeyen olgularin mast hiicre

ortalamas1 hafif ve agir diizeyde goriilen retikiilin lif olgulardan anlamli diizeyde

diisiikken (p=0,001; p=0,014; p<0,05); diger diizeyler arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik saptanmamaistir (p>0,05).

80
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Sekil 18: Retikiilin lif diizeylerine gore mast hiicre degisimi

Retikiilin lif diizeylerine gore olgularin CD34+ hiicre sayisi ortalamalari

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmazken (p>0,05); agir diizeyde

retikiilin lif goriilen olgularin CD34+ hiicre sayist ortalamasinin retikiilin lif

goriilmeyen olgulardan diisiik olmas1 dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 19: Retikiilin lif diizeylerine gore CD34+ liginin degisimi

Tablo 19: Splenomegali Diizeylerine Gore Mast Hiicre ve CD34
Degerlendirmeleri

MAST HUCRE CD 34
Ort£SD (Medyan) Ort+SD (Medyan)
©) 15,83+17,29 (9,2) 2,70£2,13 (2,2)
Hafif 30,874+25,20 (26,8) 2,23+1,83 (1,6)
SMG
Orta 26,52+16,65 (26,4) 1,56+1,44 (1,2)
Agir 25,9+4,95 (25.9) 1,70+0,42 (1,7)
p 0,031%* 0,482
Kruskal Wallis Test *0<0,05

Splenomegali diizeylerine gore olgularin mast hiicre ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilk saptanmistir (p<0,05). Yapilan ikili
karsilagtirmalara gore; splenomegali goriilmeyen olgularin mast hiicre ortalamasi,
hafif diizeyde splenomegali goriilen olgulardan anlamli diizeyde diistiikken (p=0,001;
p<0,01); diger diizeyler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamaistir

(p>0,05).
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Sekil 20: Splenomegali diizeylerine gore mast hiicre degisimi

Splenomegali diizeylerine gore de olgularin CD34+ hiicre sayis1 ortalamalari

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05).
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5- TARTISMA ve SONUC

Kronik MPN’ler degisik oranlarda losemik doniisiim potansiyeli tagidiklari
icin onem tasimaktadirlar. Bu ylizden bu hastalarin progresyon, transformasyon ve
tedaviye yanit acgisindan yakin takip edilmeleri kaginilmazdir. PV hastalarinda
tedavisiz izlenen olgularda yaklasik olarak %2, miyelosupresif tedavi alanlarda %14
oraninda AML gelisebilmektedir. ET’da ise l6semik transformasyon orani ¢ok
diistiktiir.

Intramediiller fibrozis artmis retikiiler kollagen, osteoskleroz ve artmis
vaskiilarite (anjiogenezis) ile karakterizedir. Buna sebep olan mekanizmalar sitokin
stimiilasyonu ve TGFp, PDGF (platelet derived growth factor), bFGF (basic
fibroblast growth factor), VEGF (vascular endothelial growth factor) ve
metalloproteazlarin doku inhibitorlerini iceren fibrojenik molekiillerin eylemleriyle
baglantilidir.(138) Mast hiicreleri ¢ok sayida sitokin, biiylime faktorleri, proteazlar ve
biyojenik aminler (TGFB, PDGF, bFGF, VEGF...) araciligi ile fibrozis ve anjiogenez
olusumu ile iligkilidir. Bu iliskinin kalp, periton ve diger bolgelerde olusan fibrozise
de katkida bulundugu gosterilmistir (116, 117, 118, 119, 120).

Son yillarda sistemik mastositozlu ve PMF’lu hastalarin her ikisinde de hem
JAK2’yi hem de c-kit’i aktive edebilen, mast hiicre ve miyeloid hiicre dizilerini
ilgilendiren mutasyonlarin varlig1 bir¢ok hastada bildirilmistir (133). Boylece mast
hiicresi, fibrozis ve kronik MPN’ler arasinda iligki kurulabilir.

Arsalan ve arkadaslarinin, 12°si KML, 6’s1 PMF, 4’i ET, 4’4 PV ve 5’1
CMPD-U olmak iizere toplam 31 kronik MPN hastasi ve 12 kontrol grubu hastasi ile
yaptiklart bir ¢alismada, mast hiicrelerinin fibrozis ile uyumlu olup olmadigini
tanimlamak i¢in, tiim kemik iliklerinde hem fibrozis seviyesi, hem de fibrozisin
varligi ya da yoklugu ile mast hiicre sayilar karsilagtirilmistir. Tiim kronik MPN
hastalarinda gradel ya da 2 fibrozisi olan hastalardaki mast hiicre sayilari, fibrozisi
olmayan (grade 0) hastalardaki mast hiicre sayilarina gore anlamli olarak daha
yiiksek saptanmistir (p=0.04, Mann Whitney test).Buna karsin kontrol 6rneklerinde
mast hiicre sayis1 ve fibrozis arasinda anlamli korelasyon saptanmamistir (139).
Calismanin verileri miyeloproliferatif neoplazideki total mast hiicre sayisinin, kemik

iligi fibrozisi gelisimi ile korele oldugunu gostermistir.
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Bizim c¢alismamiz da benzer sonuglari gostermektedir. Retikiilin 1if
diizeylerine gore mast hiicre sayisi ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak ileri
diizeyde anlamli farklilik saptanmistir (p<<0.01). Yapilan ikili karsilagtirmalara gore
retikiilin 1if goriilmeyen olgularin mast hiicre sayisi ortalamasi, hafif veya agir
derecede retikiilin lif goriilen olgulardan anlamli olarak diisiik saptanmistir (p=0,001;
p=0,014; p<0,05, Kruskal Wallis). Orta diizeyde retikiilin lif gozlenen olgularda ise
mast hiicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p>0,05).

Barosi ve arkadaslarinin genis ve iyi tanimlanmis bir populasyonda yapilan
caligmasinda, PMF’li  hastalarin periferik kandaki hematopoetik  kok
hiicre/hematopoetik progenitdr hiicre oranlari, CD34+ hiicrelerinin mutlak sayilariyla
hesaplanmigtir. Bu arastiricilar, PMF’li hastalarin periferik kandaki CD34+
hiicrelerinin ortalama mutlak sayilariin, saglikli kontrol gruplarinin ortalama
sayilarindan 60 kat fazla, diger Ph kromozomu negatif miyeloproliferatif hastalarin
ortalama sayilarindan 18-30 kat fazla oldugunu bildirmislerdir (140).

Bu ¢alismada, ayrica periferik kandaki CD34+ hiicre sayisi, 300x 10%/L’den
fazla olan hastalarin ¢ok daha kotii prognoza sahip oldugu ve bu hastalarin akut
16semiye transformasyon riskinde artis gézlendigi saptanmugtir (140).

Hongyu Ni ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada PMF’1i hastalarin kemik
iligindeki CD34+ hiicrelerin siklig1 ve dagilimmna bakilmis ve kemik iligindeki
CD34+ hiicrelerin sayisi1 ile dolasimdaki CD34+ hiicrelerin sayis1 arasinda bir
baglanti olup olmadigi arastirilmistir. Ortalama yaslar1 57 olan toplam 31 PMF
hastas1 ¢aligmaya dahil edilmistir. Kontrol grubuna hematolojik parametreleri
normal, kemik iligi infiltrasyonu olmayan 20 tane solid tiimdrlii hasta alinmistir. Bu
calismada kemik iligi icindeki artmis CD34+ hiicre sayisi, artmis kemik iligi
selliileritesi ile iligkili bulunmusken, azalmis kemik iligi CD34+ hiicre sayis1 yogun
fibrozis ile iligkili bulunmustur (141).

Hafifce fibrotik kemik ilikli predominant hiperseliiler hastalarda kemik iligi
CD34+ hiicre sayisinda artis gozlenmistir. Kemik iligi fibrozisinin daha yiiksek
derecelerde oldugu hastalarin kemik iliklerinde CD34+ hiicrelerin sayisinda azalma
gbzlemlenmistir.

Periferik kandaki CD34+ hiicrelerin artmis sayisinin nedeninin, dalak ve
karaciger gibi kemik iligi disindaki organlarda uyuyan kok hiicrelerin aktivasyonu

nedeniyle olabilecegi one siiriilmektedir (142). Buna ragmen CD34+ hiicrelerin
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fibrotik kemik iliginden dolasima gecisinin periferik kanda CD34+ hiicre artisina
neden olacagini destekleyen ek bilgiler mevcuttur (143).

Buna ragmen PMF’li hastalarda dolasimda daha fazla CD34+ hiicre
bulunmasinda, kemik iligi mikrogevresindeki fiziksel bozulma ve fibrozisin tek
basina yeterli olmadigi ileri siiriilmiistir (145).Kemik iligi yapisindaki dilate
sinosoidal damarlar ve intraluminal hematopoezi igeren degisiklikler HSC/HPC’nin
dolagima girmesini kolaylastirabilir (144).

Bir g¢alismada CD34+ hiicrelerin kemik iligi mikrogevresiyle etkilesim
yetenegini anlamli sekilde bozan neoplastik HSC/HPC’nin intristik defektinden
olabilecegi ileri siirlilmiistiir (146).

Calismamizda kemik iligi biyopsi 6rneklerinde retikiilin lif diizeylerine gore
olgularin CD34+ hiicre sayis1 ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmadi (p>0,05). Ancak agir diizeyde retikiilin lif goriilen olgularin
CD34+ hiicre sayis1 ortalamasinin retikiilin lif goriilmeyen olgulardan diisiik olmas1
dikkat ¢ekici bulundu.

PMF hastalarinda kemik 1iligi fibrozisindeki progresyon hakkinda halen
tartigsmali bir durum s6z konusudur. Wolf ve Neiman miyelofibrozisli 35 vakayi
caligmalarina almislardir. 21 vakanin takip eden biyopsileri 2 yildan 10 yila varan
araliklarla yapilmistr. Hastalik siiresi ve kemik iligi fibrozisi derecesi arasinda bir
korelasyon gosterememislerdir (147).

Diger yandan Thile ve arkadaslart PMF’li prefibrotik donemdeki bir grup
hasta ile calisma yapmislardir.80 hastanin 22’sinin takip eden kemik iligi biyopsi
ornekleri; klasik PMF’da hematolojik parametrelerle iligkili olarak degisen, progresif
kemik iligi fibrozisini géstermektedir. (148).

Son zamanlarda Buhr ve arkadaslart PMF’li hastalarin kemik iligi biyopsi
orneklerinden ¢alisma yapmiglar. 41 hastanin 13’tinde klasik PMF’nin morfolojik
ozelliklerinin adim adim gelistigini bulmuslar. Baslangi¢ tanisinda fibrozisi olmayan
41 hastanin 16’sinda minimal retikiilin fibrozis bulmusladir (149). PMF’nin adim
adim gelisimini daha 1yi dokiimante etmek i¢in kemik iliginin degerlendirildigi genis
caplt prospektif calismalara ihtiyag¢ vardir.

Sonu¢ olarak; g¢aligmamizda kemik iligi fibrozisi ile mast hiicre sayisi
arasinda anlamli iligki saptanmistir. Ayrica kemik iliginde fibrozis derecesinde

artmaya zit olarak CD34+ hiicre sayisinda azalma tespit ettik. Bu sonuglar
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gosteriyor ki, dolasimdaki mutlak CD34+ hiicre sayis1 muhtemelen kemik iligi i¢inde
hastaligin progresyonunu degerlendirmede bilgi verici biomarker olarak ise
yarayabilir

Ayrica kronik MPN’lerde mast hiicrelerinin degerlendirilmesinin daha sonra
geligebilecek fibrozis i¢in bir Ongdrii kanitt olabilecegi ileri siiriilebilir. Mast
hiicrelerinin intramediiller fibrozis patogenezindeki muhtemel roliine bakilarak,
fibrozisin PMF veya diger miyeloproliferatif hastaliklarda mast hiicrelerini inhibe
eden ilaglarla azaltilip azaltilamayacaginin belirlenmesi ilging olabilir. Homojen
hasta gruplariyla yapilabilecek daha genis ve ileri arastirmalar kronik MPN

hastalarinin tedavisi ile ilgili yeni ufuklar acacaktir.
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6- OZET

AMAC: Bu calismada amacimiz, takip ve tedavi ettigimiz Bcer-Abl negatif MPN
hastalarinin kemik iligi biyopsilerinde belirli diizeyde bulunabilen retikiilin lif
artisinin mast hiicre proliferasyonu ve CD34+ hiicre ekspresyonu ile iliskili olup
olmadiginin gosterilmesidir.

YONTEM: Calismaya 47’si hasta grubu, 30’u kontrol grubu olmak iizere 77 kisi
almmistir.  Hastaliklarin  tanis1 2008°de yeniden gdzden gegirilen DSO tam
kriterlerine gore konuldu. Her hastadan kemik iligi biyopsisi alimmistir. Biyopsi
preparatlar1 Patoloji A.B.D’da incelenmistir. Her bir preparat retikiilin boyasiyla
boyanip, retikiilin lif derecelendirmesi yapildi. Preparatlar daha sonra mast hiicre
triptaz ve CD34 boyalariyla boyandi. Ornekler 151k mikroskobu ile 40 biiyiitmede
degerlendirilip ve 20 farkli alanda sayilan mast hiicre ve CD34+ hiicre sayilarinin
ortalamast alinmigtir. Kruskal Wallis testi ile olgularin retikiilin lif diizeylerine gore
mast hiicre sayisi ortalamalart ve CD34+ hiicre sayis1 ortalamalari karsilastirildi. P
degeri <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR: Hasta grubunun yas ortalamasi 54,71 yil, kontrol grubunun yas
ortalamas1 ise 52,63 yildi. Ber-Abl negatif kronik MPN’li hastalarda, retikiilin 1if
diizeylerine gore olgularin mast hiicre sayisi ortalamalari arasinda istatistiksel olarak
ileri diizeyde anlaml1 farklilik saptanmistir (p<0,01). Oysaki retikiilin lif diizeylerine
gore olgularin CD34+ hiicre sayis1 ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptanmazken (p>0,05); agir diizeyde retikiilin lif goriilen olgularin CD34+
hiicre sayis1 ortalamasinin retikiilin lif goriilmeyen olgulardan daha diisiik
saptanmistir. JAK2 pozitif olan olgularin mast hiicreleri ortalamasi negatif olgulara
gore anlamli diizeyde yliksek bulundu (p<0,05). JAK 2 durumuna gore olgularin
CD34+ hiicre sayis1 ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir (p>0,05).

SONUC: Mast hiicrelerinde iiretilen bircok madde ve sitokinin fibrogenezise katkida
bulundugu gosterilmistir. Bu calismamizda MPN’lerin alt tiplerinde cesitli
derecelerde bulunabilen retikiilin lif artisiyla mast hiicre artisinin korele oldugunu
gosterdik. Ayrica retikiilin lif siddeti arttikca kemik iliginde CD34+ boyanan hiicre
sayisinda azalma tespit ettik. Hafifce fibrotik ve hiperseliiller kemik iligi olan

hastalarda ise kemik iligi CD34+ hiicre sayisinda artis gézlenmistir. Bu sonuglara
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gore MPN’lerde mast hiicrelerini inhibe edebilen ilaglarla belki fibrozis modifiye
edilebilir. Muhtemelen fibrotik kemik iliginden dolasima salinan CD34+ hiicrelerin

artist MPN’lerde hastalik progresyonuna yol gosterici olabilir.
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7-ABSTRACT

Aim: The aim of this study is to determine the relationship between increased
reticulin staining (reticulin fibrosis) in bone marrow biyopsies of Bcr-Abl negative
MPN patients and mast cell proliferation and CD34 positive cell expression.
Material and Method: A total of 77 patients were included in the study. 47 patients
with Bcer-Abl negative MPN and 30 controls were examined. The patients were
diagnosed according to WHO diagnostic criteria revised in 2008. Bone marrow
biopsy were performed in all patients and specimens were evaluated in the division
of pathology. Each specimen was stained with Gomory and graded for reticulin
fibrosis. Then they were stained with mast cell tryptase and CD34 immunostain.
Specimens were obseved under a light micrscobe at 40x magnification. The number
of mast cells and CD34+ cells seen in 20 different areas were averaged. The average
CD34+ cells and mast cells were correlated with the degree of the reticulin fibrosis
by Kruskal Wallis test. P value <0,05 was statistically significant.

Result: Mean age of patients was 54,71 years, whereas mean age of the control
group was 52,63 years. There was statistically advanced level of significance
between reticulin fiber levels and mean mast cell count in patients with bcr-abl
negative chronic MPN (p<0,05). While there was no statistically significant
difference between means of CD34+ cell counts of cases according to reticulin fibers
levels (p<0,05) ; mean CD34+ cell coun in cases with intense reticulin fibers was
lower than those cases without reticulin fibers. Means of mast cells in JAK2 positive
cases were significantly higher than those cases with the negative cases(p<0,05).

According to JAK2 status, there was no statistically significant difference between

means of CD34+ cell count in cases (p > 0,01).

Discussion and Conclusion: It has been demonstrated that many substances and
cytokines produced in mast cells contribute in fibrogenesis. In this present study, we
showed that reticulin fiber increase, which was encountered at various rates in MPN
subtypes, was correlated with mast cell increase. Moreover, we detected the decrease
in CD34+ stained cell number in the bone marrow as the intensity of reticulin fibers
was increased. CD34+ cell counts were increased in patients with mildly fibrotic,
predominantly hypercellular bone marrows. According to these results, drugs

inhibiting mast cellsin MPNs might modify fibrosis. Possibly, increase in CD34+
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cells secreted from fibrotic bone marrow to the circulation can be guiding us for the

disease progression
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