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OZET

FIBROZISIN ESLIK ETTIGI MYELODISPLASTIK/MYELOPROLIFERATIF
NEOPLAZILER, FIBROZISIN ESLIK ETTIGI MYELODISPLASTIK SENDROM VE
PRIMER MYELOFIBROZ OLGULARINDA ASXL1 MUTASYONLARI VE PROGNOZA
ETKISI

AMAG:

Calisgmamizda, fibrozisin eslik ettigi myelodisplastik/myeloproliferatif neoplaziler
(MDS/MPN), myelodisplastik sendrom (MDS) ve primer myelofibrozis-seliler faz (PMF-SF)
gibi myeloid kok hiicre hastaliklarinda, morfolojik ayirici tan1 6zelliklerinin belirlenmesi ve
bu hastaliklarda sik gorilen ASXL1 mutasyonlar1 ve protein ekspresyonunun prognoza

etkisinin arastirilmas1 amaglanmustir.

MATERYAL-YONTEM:

2008-2013 yillar1 arasinda Cerrahpasa Tip Fakiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda tani
alan, fibrozisin eslik ettigi, eriskin MDS/MPN, MDS ve PMF-SF hastalar1 taranarak 84
ardisik hastaya ait tim kemik iligi aspirasyon ve biyopsileri ¢alisma kapsamina alinmustir.
Hastalar, Klinik, morfolojik parametreler, ASXL1 mutasyonu ve protein ekspresyonu
acisindan incelenmis, bu parametrelerin birbirleriyle ve sag kalimla iligkisi aragtirilmustir.

ASXL1 mutasyonlarma Sanger dizileme, protein ekspresyonuna immunohistokimya

(IHK) yontemleriyle bakilmis, sonuglar karsilagtirilmistir.

BULGULAR:

MDS ve MDS/MPN hastalarinda, diisiik hemoglobin, yiiksek/diistik ferritin duzeyleri,
kemik iliginde ¢ogul displazi (>2 dizi), displastik megakaryosit morfolojisi, yiiksek blast
oranlar1 (>%5, 0zellikle >%15-<%20), interstisyel plazma hiicre artig1 ve lenfoid nodil sag
kalimi kisaltmaktadir.

ASXL1 mutasyonlar1 ve protein ekspresyonu, sag kalimi kisaltmakla birlikte, erkek

cinsiyet, lokositoz, anemi, ylksek blast oranlari, yiksek ferritin ve B2 mikroglobulin



diizeyleri, ¢ogul displazi, interstisyel plazma hiicre artigi, takip sirasinda blast oraninda artma

ve losemik doniistim ile iligkilidir, ancak fibrozisle arasinda iliski gosterilememistir.

Bu ¢alismada, literatiirde ilk kez uygulanan yontemler ve yeni saptanan bulgular elde
edilmistir. Bunlar; DNA’nin kazima ydntemiyle kemik iligi aspirasyonlarindan elde edilmesi,
bu sayede, hastaligin degisik evrelerinde mutasyon varliginin arastirilmasi, ASXL1
mutasyonlarina dizileme yontemiyle bakilmasi yanisira ASXL1 protein ekspresyonuna da
bakilip birbirleriyle karsilastirillmasi, morfolojik parametrelerle iliskisinin arastirilmasi ve
dizilemede yeni 2 frameshift, 6 missense, 1 sessiz mutasyon ile 3° UTR’de daha o6nce

tanimlanmamig 2 genetik degisikligin gosterilmesidir.

SONUGC:

Immunohistokimya; skor 2/3 IHK-ASXL1 protein ekspresyonu, Sanger dizileme
yontemiyle saptanan frameshift mutasyonlarla tam ortiistiigiinden, dizileme yapilacak

hastalarm segilmesinde, ucuz ve guvenilir bir yontem olarak kullanilabilir.

Anahtar kelimeler:  Myelodisplastik/Myeloproliferatif =~ Neoplaziler, Myelodisplastik
Sendrom, Primer Myelofibroz, Kemik iligi Fibrozisi, ASXL1 mutasyonlari, ASXL1 protein

ekspresyonu, megakaryosit morfolojisi, displazi, blast orani, I[6semik doniisiim, sag kalim.



ABSTRACT

THE INCIDENCE AND PROGNOSTIC IMPACT OF ASXL1 MUTATIONS IN
MYELODYSPLASTIC SYNDROME& MYELODYSPLASTIC/MYELOPROLIFERATIVE
NEOPLASIAS WITH CONCURRENT FIBROSIS AND PRIMARY MYELOFIBROSIS

OBJECTIVE:

The aim of the study is to identify the morphological criteria for the differential
diagnosis of myeloid stem cell diseases such as myelodysplastic/myeloproliferative neoplasias
(MDS/MPN) and myelodysplastic syndrome (MDS) with concurrent fibrosis and primary
myelofibrosis-cellular phase (PMF-SF) and to determine the incidence and prognostic impact

of ASXL1 mutations and protein expression in these patients.

PATIENTS, MATERIALS AND METHODS:

The bone marrow aspirations and biopsies of 84 consecutive adult patients diagnosed
as MDS-F, MDS/MPN-F and PMF-SF at Cerrahpasa Faculty of Medicine, Pathology
Department between the years 2008-2013 were included in the study. Patients were evaluated
according to clinical, morphological parameters, presence of ASXL1 mutations and protein
expression. Correlations between these parameters and their prognostic value were
investigated.

Patients were examined for ASXL1 mutations by Sanger sequencing and protein
expression by immunohistochemistry (IHC) and the results were compared.

RESULTS:

In MDS-F and MDS/MPN-F patients, low hemoglobin, high blast count (>5%,
especially >15%-<20%), high/low ferritin levels, bone marrow dysplasia in >2 myeloid
lineages, dysplastic megakaryocyte morphology, increase in stromal plasma cells and
lymphoid nodules were associated with shorter overall survival (OS).

ASXL1 mutations and protein expression shorten the OS and were significantly
associated with male gender, leukocytosis, anemia, high blast count, high ferritin and B2



microglobulin levels, dysplasia in >2 lineages, increase in stromal plasma cells, blast count
raise during follow-ups and leukemic transformation, but not associated with bone marrow

fibrosis.

In this study, novel findings were obtained and new methods were used for the first
time in literature. These are; extracting DNA by scraping off the bone marrow aspiration
slides in order to detect mutations in the course of the disease, searching for ASXL1 protein
expression by IHC together with mutation analysis by Sanger sequencing, comparing these
two methods, investigating the associations between mutational status/protein expression and
the morphological parameters, also indicating 2 frameshift, 6 missense, 1 silent novel

mutations and 2 unannotated genetic alterations in 3’UTR.

CONCLUSION:

IHC could be performed as a cheap and reliable method to select the suitable cases for
sequencing, since score 2/3 IHC-ASXL1 protein expression is 100% concordant with

frameshift mutations in sequencing.

Key words: Myelodysplastic Syndrome, Myelodysplastic/myeloproliferative Neoplasias,
Primary Myelofibrosis, Bone Marrow Fibrosis, ASXL1 mutations, megakaryocyte

morphology, dysplasia, blast count, leukemic transformation, overall survival.



1. AMAGC:

Myelodisplastik/myeloproliferatif neoplaziler (MDS/MPN), myelodisplastik sendrom
(MDS) ve myeloproliferatif neoplaziler (MPN), Kklinik, morfolojik ve genetik olarak
birbirleriyle ortiisen, myeloid kok hicreden koken alan klonal hematopoietik kok hiicre
neoplazileridir. Bu tablolara kemik iliginde orta/agir diizeyde fibrozisin eklenmesi ile ayirict

tan1 daha da giiglesmektedir.

Caligmamizda, orta/agir dlzeyde fibrozisin eslik ettigi MDS/MPN grubu hastaliklar
(kronik myelomonositer l16semi (KMML), siniflandirilamayan MDS/MPN (MDS/MPN-U),
atipik kronik myeloid lésemi, BCR-ABL1 (-) (aKML), trombositozla birlikte ring
sideroblastli refrakter anemi (RARS-T)), fibrozisle birlikte MDS (MDS-F) ve fibrozisin
hafif/orta diuzeyde oldugu ve MPN grubu hastaliklar icinde yer alan primer myelofibroz-
seltler faz (PMF-SF) olgular1 secildi. Tam1 ve gunumiize kadar yapilan tum kemik iligi
biyopsileri yeniden incelenerek, hastalik seyri, takip sirasinda blast artisi, 16semik doniisiim
ve sag kalim gibi prognostik parametreler, klinik, morfolojik ve genetik 6zellikleri

degerlendirilerek tan1 gruplar arasinda karsilastirildi.

Son yillarda, myeloid kok hiicre hastaliklarinda tanimlanan gen mutasyonlart iginde
ASXL1 mutasyonlari, prognozla muhtemel iliskisi ve sik gorulmesi nedeniyle bir adim 0ne
cikmaktadir. Calismamizda, ASXL1 gen mutasyonlari, altin standart olan Sanger dizileme
yontemiyle arastirilmis, bunun yani sira ASXL1 protein ekspresyonuna ¢ok daha ucuz ve
kolay uygulanabilir bir yoéntem olan immunohistokimya ile bakilmustir. ki yontem hem

birbiri ile karsilastirilmig, hem de prognoz faktorleri ile iliskileri arastirilmistir.

Literaturde, ASXL1 mutasyonlarinin, Klinik ve prognostik parametrelerle
karsilastirildigi  ¢aligmalar olmasina karsin, ¢alismamiz, mutasyon durumunu protein
ekspresyonu ile karsilagtiran ve fibrozisin eslik ettigi myeloid kok hiicre hastaliklarinda

ASXL1 mutasyonunu morfolojik parametrelerle iliskisini inceleyen ilk ¢alismadir.



2. GENEL BiLGILER:

2.1. KEMIK iLiGi FIBROZISI:

Birgok benign ve malign hastalik, kemik iligi stromasinda normalde var olan liflerde
artisa neden olabilir. Cogunlukla retikulin liflerde gorilen bu artisa baz1 durumlarda tip | ve
tip 1l kollajen lifler de eslik eder (1). Mevcut ¢alismalar, kollajen lif artisinin, altta yatan
hastalik, anormal kan degerleri ve kotl prognozla kuvvetli iliskisi oldugu halde retikdlin lif
artiginin etkisi olmadig1 yonundedir (1-5). Retikdlin fibrozis, zeminde yatan hastaliga yonelik
tedavilerle geri donisli seyir izler. Kollajen fibrozis, allojeneik kemik iligi transplantasyonu

(AKIT) veya kortikosteroid gibi tedavilerle nadiren geriler (6-11).

Kemik iligi mikrocevresi, makrofaj, fibroblast, adiposit, endotel hcresi, lenfosit,
plazma ve mast hicresi gibi hicresel bilesenler, retikalin, kollajen, laminin, fibronektin gibi
yapisal lifler ve glikozaminoglikan, glikoprotein, su ve tuzlar gibi hiicre disi matriksten
olugmaktadir (12-17). Bu bilesenler, bir yandan hematopoietik progenitor htcreler icin fiziki
destek saglarken bir yandan da hematopoietik hicreler igin gerekli himoral faktorleri

olusturarak hematopoezin siirekliligini saglarlar (18-21).

Kemik iligi fibrozisi gorilen ¢ogu hastalikta, megakaryosit ve trombosit say1 veya
isleviyle ilgili anormallik saptanmustir. Megakaryosit ve trombositlerden salinan sitokinlerin
fibrozis gelisimi igin gerekli oldugu ancak tek basina yeterli olmadigi bilinmektedir (22).
Trombosit kaynakli biylme faktoruniin (PDGF), kemik iligi fibrozisini baglatan fibroblast
artisin1 uyardig1 ancak retikilin veya kollajen yapiminda sinirli etkisi oldugu anlasilmistir (23-
26). Daha sonralari, megakaryosit ve trombositlerde bulunan, doénistiiriicii blyime faktori-
B’nin (TGF-B) asidik mikrogevre ve proteazlar tarafindan aktive edilerek kollajen sentezinde
etkili oldugu ortaya ¢cikmustir (27-35). Bugln icin gecerli olan, megakaryosit, trombosit,
monosit ve lenfositlerden salinan birgok sitokin, kemokin ve hiicre dis1 matrikste bulunan
matriks metalloproteinazlar1 gibi proteazlarin fibrozis sirecinde etkili oldugudur. Aktive olan
fibroblast ve fibrositler, sitokin, buyime faktori ve kemokinler ureterek inflamasyonun
devamliligin1 saglar ve fibrotik strece katkida bulunurlar (26, 30, 36-38). Kemik iliginde
fibrozis ile birlikte, sinuzoidler cevresi ve intrasinuzoidal yerlesimli megakaryositler, PDGF
ve TGF-B disinda vaskuler endotelyal blyume faktori (VEGF), endotelyal buyime faktori
(EGF), fibroblast biylme faktorli (FGF) salgilayarak endotelyal hicrelerle sitokin aracili
tepkimelere girerek fibrozisin yani sira neo-anjiogeneze de yol agarlar (36).



Kollajen fibrozis, hematoksilen-eozin boyasiyla da ayird edilebilmesine karsin
kollajen lifler Masson trikrom histokimyasal boyasiyla daha net secgilmektedir. Retikilin
fibrozis ise giimiisleme teknigi ile Gomori boyasiyla ayird edilir. Retikuler liflerdeki bol
miktarda bulunan heksoz sekerlerin giimiisii tutmasi ig¢in Once potasyum permanganat,
ardindan ferrik amonyum nitrat ile muamele edilir. Giimiis diamin eklendikten sonra retikuler
liflerdeki giimiis birikimlerinin gértnir hale gelmesi igin formaldehid eklenir ve zemin boyasi
icin notral kirmizi1 ya da eozin kullanilir (39). BOylece, retikiler lifleri siyah, zemindeki diger

kemik iligi elemanlar1 kirmizi goruldr.

Fibrozis derecelendirmesinin objektif ve standardize olmasi adina gegmisten bugiine
ilk kez 1964’te Kundel, 1969°da Roberts ve 1971 yilinda Bauermeister kendi siniflamalarini
yayinlamiglardir. Ancak fibrozis derecelendirme siniflamalarinin yaygin kullanimi, 1979°da
Manoharan’in yaptigi (modifiye Bauermeister) fibrozis simiflamasiyla baslamistir. Thiele,
2005 yilinda smiflamay1 4 kategoriye sinirlayarak su an kemik iligi fibrozis siniflamasi igin

Avrupa konsensusunda da kabul edilen halini vermistir (5).

Manoharan ve Avrupa konsensus fibrozis derecelendirme siniflamalar1 Tablo 2.1°de
Ozetlenmistir. Normal kemik iliginde de perivaskiler ve peritrabekiler alanlarda retikilin
liflerde artis ve yogunlasma gorulir. Bu nedenle, fibrozis derecelendirmesi yapilirken

hematopoietik hticrelerin yer aldig: alanlar lif yogunlugu igin degerlendirilmelidir (5).

Kemik iliginde retikllin ve kollajen fibrozis; primer myelofibroz (PMF) basta olmak
uzere diger myeloid kok hicre hastaliklari, akut I6semi, multipl myelom, kemik iligine
yayilan Hodgkin ve non-Hodgkin lenfoma gibi hematolojik maligniteler, metastatik karsinom,
sistemik lupus eritematozus, sistemik skleroz, Sjogren hastaligi gibi otoimmun hastaliklar,
tlberkiloz ve diger grantlomatéz hastaliklar, osteopetrozis, primer ve sekonder
hiperparatiroidizim, osteomalazi, D vitamini eksikligi gibi hastaliklarda gorilir. Bu
hastaliklarda kemik iligi fibrozisi yaygindir. Osteomyelit, Paget hastaligi, kemik iligi nekrozu,
radyoterapi, kirik iyilesmesi ya da kemik iligi biyopsi lojunda ise fibrozis lokalizedir. Tlyll
hicreli 16semi, HIV enfeksiyonu, pulmoner hipertansiyon, viseral leishmaniyazis,
hematopoietik blyime faktorleriyle tedavi sonucu kemik iliginde retikiler lif artisi
gorilurken kollajen liflerde artis gorulmez (1, 4, 22, 40-44).

Primer myelofibroz olgularinda yapilan ¢alismalarda fibrozis artisinin kotli prognostik
faktor oldugu gosterilmistir (45, 46). Myelodisplastik sendrom olgularinda orta-agir derecede

kemik iligi fibrozisinin gerek sag kalim gerekse akut myeloid l6semi (AML) doéniistimii



Uzerinde kotu etkisi oldugu, hafif derecedeki fibrozisin ise sag kalim etkilemedigi
bildirilmektedir (47-52).

TABLO 2.1: Manoharan ve Avrupa konsensus fibrozis derecelendirme simflamalar:

GRADE TANIM
0 Perivaskiler veya benign lenfoid folikil iliskili ag olusturan ya da yer yer
tek tik ince lifler
1 Kesitin ¢ogunda ag olusturan, ince lifler, yer yer tek tiuk kalin lifler,
. . damarlardan ve benign lenfoid foliktllerden uzak fokal retikulin lif artig1
MANOHARAN FIBROZIS
DERECELENDIRME 2 Difliz ag olusturan lif artig1 ve aralara dagilmus kalin lifler.
SINIFLAMASI
3 Difuz genellikle kalin liflerden olusan retikllin agi, Masson Trikrom
boyastyla kollajene rastlanmaz.
4 Difliz kalin lif ag1 ve Masson Trikrom boyastyla kollajen varlig:.
0 Dagnik, birbirleriyle kesismeyen, ¢izgisel retikulin lifler
. : Ozellikle perivaskiiler alanlarda birbirleriyle kesisen gevsek ag olusturan
AVRUPA KONSENSUS FIBROZIS 1 A
. retikilin lifler
DERECELENDIRME
SINIFLAMASI 4 Birbirleriyle gogu alanda kesisen ve ag olusturan, difiiz ve yogun retikilin
lif artig1, yalmzca fokal kollajen lif demetleri
3 Birbirleriyle cogu alanda kesisen ve ag olusturan, difiiz ve yogun retikilin
lif artig1, siklikla belirgin osteoskleroz ile iligkili kalin kollajen lif demetleri

2.2.  MYELOID KOK HUCRE HASTALIKLARI:

Diinya Saglik Orgitii (DSO) simiflamasinda “myeloid” terimi, granilositik (notrofil,
eozinofil, bazofil), monositik/makrofaj, eritroid, megakaryositik diziler ile mast hicre

dizisinin timund kapsar.

DSO, myeloid maligniteleri morfoloji, immunfenotip, klinik ve genetik ozelliklerini
g0z oniline alarak 5 ana gruba aymrmustir. Bunlar; 1) Myelodisplastik Sendrom (MDS); 2)
Myeloproliferatif Neoplaziler (MPN); 3) Myelodisplastik/ Myeloproliferatif neoplaziler
(MDS/MPN); 4) Eozinofili ve PDGFRA, PDGFRB ve FGFR1 anormalliklerinin eslik ettigi
myeloid ve lenfoid neoplaziler; ve 5) Akut Myeloid Ldsemidir (AML) (53). Myeloid kok
hiicre hastaliklarindan MDS, MPN ve MDS/MPN grubu hastaliklarin temel 6zellikleri Tablo

2.2’de dzetlenmistir.




TABLO 2.2: MDS, MPN ve MDS/MPN: Temel 6zellikler

HASTALIK | HEMATOPOEZ KAN KEMIK iLiGi KEMIK MATURASYON | MORFOLOJi | ORGANOMEGALI
SAYIMI | SELULERITESi | iLiGiBLAST
ORANI (%)
MDS Inefektif . . Genelde <%20 Mevcut Bir veya daha Sik degil
Sitopeni ; . -
(ler) hlpersel.uler, apcak ggk. mye.I0|d .
bazen hiposeliler dizide displazi
MPN Efektif Bir veya Genelde <%10 Mevcut Sik
daha ¢ok hiperseller Goreceli
dizide normal
artma
MDS/MPN Efektif/ inefektif Genelde <%20 Mevcut Bir veya daha Sik
Degisken hiperseliiler cok myeloid
dizide displazi

Bu hastalik gruplarinin tanisinda morfolojiyi temel alan geleneksel yaklasim énemli
olmakla birlikte yeterli degildir. DSO 2008 kriterlerine gére myeloid kok hiicre hastaliklarinin
smiflandirmas1 ancak Klinik, laboratuvar verileri, immunfenotip, morfoloji ve sitogenetik/

molekiiler testlerin birlikte degerlendirilmesi ile mimkundur.

Etyolojisi bilinmeyen bu grup hastaliklarin patogenezinde hicre proliferasyonu,
olgunlagmasi ve yasaminin surdurilmesinde etkin olan myeloid yolaklarin diizenlenmesindeki
bozukluklarin etkili oldugu disiiniilmektedir. Bu hastalarin bir bolumiinde metafaz

sitogenetik ¢alismalarla kromozomal anomaliler saptanmustir.

Son donemlerde yapilan molekiler c¢alismalar, bazi genetik ve epigenetik
degisiklikleri ac¢iga ¢ikarmistir. Bu ¢alismalar, bir yandan hastalik patogenezini anlamamiza
151k tutarken bir yandan da hedefe yoOnelik tedavi calismalari icin aday genleri ortaya

cikarabilirler.

2.2.1. MYELODISPLASTIK/ MYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILER
(MDS/MPN):

Myelodisplastik/myeloproliferatif neoplaziler (MDS/MPN), tan1 aninda hem
myelodisplastik hem de myeloproliferatif 6zellikleri es zamanli gdsteren hibrid klonal
hematopoietik malignitelerdir. Bir yandan myelodisplastik sendromdaki gibi inefektif
hematopoeze bagli periferik sitopeniler, bir veya daha ¢ok myeloid dizide displazi ile
sitogenetik anomaliler ve l6semik donisiim  Ozelliklerini  gosterirken bir yandan
myeloproliferatif neoplazilerdeki gibi bir veya daha cok myeloid dizide proliferasyon,

anormal hematopoietik hiicre proliferasyonunun sekestrasyonuna bagli organomegali




(splenomegali, hepatomegali) dzelliklerini gosterirler. Blast oranlar1 degisken olmakla birlikte
daima <%20°dir.

DSO 2008 smiflamasina gore myelodisplastik/myeloproliferatif neoplaziler (53);

e Kronik Myelomonositik Losemi (KMML)

e Juvenil Myelomonositik Lésemi (JMML)

e Atipik Kronik Myeloid Lésemi, BCR-ABL1 negatif (aKML)

e Myelodisplastik/Myeloproliferatif Neoplazi-Siniflandirilamayan (MDS/MPN-U) ve
bu grup icinde yer alan Trombositozla birlikte Ring Sideroblastli Refrakter Anemi
(RARS-T)

Calismamiz eriskin hastalar zerine kuruldugundan c¢ocukluk cagi hastaligi olan
Juvenil Myelomonositik Losemi (JMML) dahil edilmemistir.

2.2.1.1. KRONIK MYELOMONOSITIK LOSEMI (KMML):

KMML, kanda ve kemik iliginde monosit proliferasyonu, sebebi agiklanamayan, inatci
monositoz, bir veya daha fazla dizide displazi ile ayirt edilen bir kronik 16semi tipidir (54).
Tam icin ilk adimda mutlak monositoz (>1000/mm?®) saptanan ve blast oran1 <%20 olan
hastalar secilmeli, BCR-ABL1 flzyonu ve PDGFRA ile PDGFRB genlerinde yeniden
dizenlenmelerin oldugu olgular dislanmalidir. Morfolojik displaziler, siklikla — anemi,
notropeni ve trombopeniye neden olan inefektif hematopoez ile iliskilidir. Belirgin displastik
ozelliklerin olmadigi durumlarda, KMML tanis1 i¢in; agiklanamayan monositozun 3 aydan
daha uzun sire devam etmesi veya MDS tipi klonal sitogenetik/molekiler anomalilerin
saptanmas1 gereklidir (54). Tablo 2.3’te MDS/MPN tamis1 icin DSO tani kriterleri
Ozetlenmistir. Dalak, karaciger, deri ve lenf digiimleri, kan ve kemik iligi disinda l6semik
infiltrasyonun en sik goriildiigii organlardir (55-57).

22111000000 Klinik:

Enfeksiyona yatkinlik, kanama ve halsizlik gibi ilik yetmezligine bagli bulgular sik
gorulir (58). Mutlak monositoz, hastaligin tanimlayici1 6zelligi olmakla birlikte diger diziler
de etkilendiginden kan tablosu degiskendir. L6kositoz, trombositoz gibi I6kopeni, anemi veya
trombopeni de gorulebilir. Kilo kaybi, gece terlemeleri, ates gibi hiperkatabolik semptomlarin
yan sira, olgularin %30-50’sinde splenomegaliye bagli erken doygunluk hissi ve karin agrisi
izlenir (57). Bennett ve ark., KMML olgularim, I6kosit sayismi 13.000/mm? esik deger alarak
myelodisplastik ve myeloproliferatif olarak ikiye ayirmistir (59). Bu konuda yapilan diger

calismalarda iki grup arasinda, biyolojik 6zellikler, sag kalim ve 16semik doniisiim agisindan
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belirgin fark saptanmadigindan DSO 2008 siniflamasi bu yénde bir ayirim yapmamustir (57,
60-62).
22112000000  Genetik degisiklikler:

KMML olgularimin %20-%50’sinde anormal Kkaryotip saptanir. En sik gorulenler,
trizomi 8, monozomi 7/del(7q) ve 12p anomalileri olmakla birlikte hicbiri KMML’ye 6zgi
degildir (54). Son dénemlerde, myeloid kok hiicre hastaliklarinda, bir dizi gen mutasyonu
saptanmistir.  Bu mutasyonlar, hicrenin ¢ogalma, yasam ve olgunlagmasini etkileyen,
translasyon ve transkripsiyonun genetik/epigenetik diizenlenmesi gibi temel islevleri saglayan
sinyal yolaklarin1 yoneten genleri etkilemektedir. En sik goriilen gen mutasyonlar1 ASXL1
(additional sex combs like 1), TET2 (ten eleven translocation 2) ve SRSF2 (serine/arginine-
rich splicing factor 2) olup gorilme sikliklar1 %30-60 arasindadir (63). Bunlar disinda, daha
az siklikta EZH2 (enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit), RUNX1
(Runt-related transcription factor 1 gene), DNMT3a (DNA methyltransferase 3a), NRAS
(neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog), KRAS (Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog), CBL (Casitas B-lineage lymphoma gene), IDH1 ve IDH2 (Isocitrate
dehydrogenase 1 ve 2), FLT3 (Fms-related tyrosine kinase 3), NPM1 (Nucleophosmin 1),
CEBPA (CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha) mutasyonlari da bildirilmistir.

Bu genler icinde ASXL1’in l6semik transformasyon, EZH2’nin de kotl prognozla
iliskisi 6ne ¢ikmaktadir (64-68). NPM1, CEBPA ve WT1 mutasyonlar: gok nadir gortilmesine
karsin kot Klinik seyirle iliskilidir (69, 70).

JAK2 V617F mutasyonu, myeloproliferatif Ozellikleri baskin KMML olgularinda
hastalarin ~%210’unda gorilmektedir (71-73).

2.2.1.1.3.00000000  Morfoloji:

Kemik iligi hiperseliiler nadiren normo-hiposeltlerdir (74). Myeloid:Eritroid orani
tipik olarak artmus olup myeloid ve monositik éncilerin baskin oldugu bir myelopoez vardir.
Monositleri ayirt etmek zor oldugundan nonspesifik esteraz (NSE) sitokimyasal boyasi fayda
saglayabilir. Granllopoezde sola kaymanin yani sira hipogranulasyon, psodo Pelger-Hugt
hicreleri ve nikleer anormallikler seklinde displastik degisiklikler siktir (59). Eritropoez
normal veya azalmistir. Eritroid dizide megaloblastoid degisiklikler, ¢cekirdek ve sitoplazma
olgunlasma uyumsuzlugu, nikleer fragmantasyon, gekirdek zarinda diizensizlik, multintkleer
formlar, artmis ring sideroblastlar gibi displastik degisiklikler vardir. Megakaryositler sayica
artmig olup mono/hipolobe veya multipl gekirdek ya da mikromegakaryosit gibi displastik
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formlardadir (75, 76). Orta-belirgin retikilin lif artis1 olgularin yaklasik %20’sinde gozlenir
(77).

Displastik hipograniuler myeloid oncller ve immatur/atipik monositlerin morfolojik
olarak benzerligi yuzinden kemik iligi aspirasyon sayimi oldukca guctir. Blast ve esdegeri
kabul edilen monoblast ve promonositlerin taninmasi pratikte cok 6énemlidir. Zira,
promonositlerin kotli prognoz ve akut l6semiye doniisiim riskinde en guvenilir prognostik
parametre oldugu kabul edilmektedir (61). Monaoblastlar, buytk, hafif dizensiz smirl,
yuvarlak-oval niikleuslu, dantelimsi kromatinli, bir veya daha ¢ok belirgin nikleolld, ince
granllli ve az sayida vakuol iceren orta-genis bazofil sitoplazmali buyuk hicreler iken
promonositler, duzensiz, hafif katlantili niikleuslu, ince kromatinli, belirsiz nikleolll, ince
granulll ve az sayida vakuol iceren orta-genis sitoplazmali huicrelerdir.

DSO 2001 ve 2008 siniflamalar1 KMML ’de iki alt tip ayirt eder:

KMML-1: Periferik kanda <%?5, kemik iliginde <%10 blast ve promonosit,

KMML-2: Periferik kanda >%5-<%20, kemik iliginde >%10-<%20 arasinda blast ve
promonosit

Auer rod gorilmesi blast sayisindan bagimsiz olarak KMML-2 tanisii kesinlestirir.
KMML ve akut myelomonositik/monositik 16semi arasinda esik deger >%20 blast+

promonosit gorilmesidir (53).

TABLO 2.3: MDS/MPN; DSO tam Kkriterleri

ERISKIN OLGULARDA MDS/MPN TANI KRiITERLERI:

Kronik Myelomonositik L&semi Atipik Kronik Myeloid Lésemi Siniflandirilamayan
(KMML) (aKML) Myelodisplastik/myeloproliferatif
Neoplazi (MDS/MPN-U)

1-Periferik  kanda inatgt  monositoz | 1-Belirgin displazi ve sola kayma gdsteren 1-KMML ve aKML tan1 kriterlerine uymayan
(1.000/mm®, monosit/Iokosit >%10) nétrofili, l6kositoz (>13.000/mm?®) ancak hem  myelodisplastik hem de
2- Philadelphia kromozomu/BCR-ABL1 (-) | 2-Philadelphia kromozomu/BCR-ABL1 (-) | myeloproliferatif 6zellikler gdsteren olgular

ve PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 yeniden | ve PDGFRA, PDGFRB, FGFR1 yeniden | 2-Daha Onceden var olan myeloid neoplazi

diizenlenmesi(-) diizenlenmesi(-) varhiginin diglanmasi

3-Kanda veya kemik iliginde <%20 blast 3-Notrofil  prekirsorler  (promyelosit, | 3-Buyime faktori veya sitotoksik ilag
4-Bir veya daha fazla myeloid dizide | myelosit, metamyelosit)  lokositlerin | kullaniminin diglanmasi

displazi >0610’unu olusturur. *RARS-T;

-Displazi minimal/yoksa; diger 4 kriter ve 4-Bazofili veya monositoz  yoklugu | 1-Trombositoz varligi (>450.000/mm?)
+ Edinsel klonal sitogenetik/ molekiler | (periferik kanda <%10 monosit, <%2 | 2->%15 ring sideroblast varlig:

anomali varlig1 veya bazofil) 3-Kemik iliginde biyuk, atipik
+ En az 3 ay devam eden monositoz 5-Grantlositik proliferasyon ve displazi | megakaryositlerin varlig: ve diseritropoez
+ Monositozun olas1 tim nedenlerinin | gdsteren hiperplastik kemik iligi, eritroid | 4-BCR-ABL1 (-), izole kromozom 5
diglanmasi ve megakaryositik dizilerde displazi eslik | delesyonu ve kromozom 3  anomalileri
edebilir. yoklugu
6-Periferik kan ve kemik iliginde <%20 | 5-Ring sideroblast artigma neden olan ilag
blast varligi kullanimi ve durumlarin diglanmasi

12




22114000000  Aymrer tann:

Mutlak monositoz siresi bilinmeyen, sitogenetik anomali ve displazi izlenmeyen
durumlarda KMML tanis1 giictiir. Oncelikle, tilberkiiloz, sifiliz, subakut bakteriyel endokardit
gibi enfeksiyonlar, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, Glseratif kolit, poliarteritis
nodosa gibi otoimmun hastaliklar, sarkoidoz, Hodgkin ve non-Hodgkin lenfoma ve karsinom
gibi malign hastaliklar seyrinde gorilebilen reaktif monositoz dislanmalidir (78). BCR-ABL1
negatif ve agir fibrozis gorilen olgular, periferik kanda mutlak monositozun izlendigi,
KMML benzeri kemik iligi Ozellikleri gosteren, agresif gidisli PMF olgularindan ayirt
edilmelidir (79). Displazinin belirgin oldugu olgularda, MDS; 6zellikle RCMD ve RAEB alt
tipleri ayiric1 tantya almmali ve DSO kriterlerine gore ayirim yapilmahdir. BCR-ABL1
negatif olan aKML olgular1 da KMML ile benzer 6zellikler gosterir, ancak periferik kandaki
monosit oran1 ve aKML olgularinda daha agir grandlositik displazi varligi taniya goturdr (78)

22115000000  Prognoz:

Sag kalim oldukca degisken olup 1-100 ay arasinda degismektedir (54, 75, 80-81).
Akut l6semiye dontisiim farkli ¢alismalarda %15-52 oranlarinda bildirilmistir (54, 77, 80).
AML doniisiimii gosteren KMML olgular1 agresif seyirlidir (82). Cok degiskenli analizlerde,
periferik kan ve kemik iligi blast oranit AML’ye dOniisiim ve sag kalimi etkileyen bagimsiz
prognostik faktorlerdir. Losemik donisim, KMML-1 olgularinda 5 yillik takipte %18,
KMML-2 olgularinda ise %63’tlr (61, 74, 77, 80, 83).

Risk degerlendirme sistemlerine gore kotl prognostik 6zellikler; erkek cinsiyet, diisiik
hemoglobin degeri (<10 g/dL), yiiksek Iokosit sayis1 (>13.000/mm?®), diisiik trombosit say1s1

(<100.000/mm?), kemik iligi blast oram (>%10), yiiksek laktat dehidrogenaz (LDH)
seviyeleri, trizomi 8, monozomi 7 ve kompleks kromozom anomalileridir (84, 85).

2.2.1.2. ATIPIK KRONIK MYELOID LOSEMIi, BCR-ABL1 NEGATIF
(aKML):

Atipik KML, klinik ve morfolojik olarak BCR-ABL1 pozitif kronik myeloid l6semi ile
benzer Ozellikler gosteren, ancak belirgin disgraniulopoez ve BCR-ABL1 gen flizyonunun
olmayis1 ile ayrilan, bir veya daha c¢ok myeloid dizide belirgin displazi ve granulositik
proliferasyon ile tanimlanan myelodisplastik/myeloproliferatif 6zellikte, olduk¢a nadir
gorulen klonal myeloid kok hiicre neoplazisidir. Atipik KML i¢in tami Kriterleri Tablo 2.3’te
Ozetlenmistir.

22121000000 Klinik:
Hastaligin en belirgin 6zellikleri, sola kayma ve belirgin displazi gdésteren notrofilik

Ibkositoza (>13.000/mm?®) ile promyelosit, myelosit ve metamyelosit gibi myeloid énciilerin
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tim  I6kositlerin - >%10’unu  olusturmasidir (53). Anemi ve trombositopeni siktir.
Splenomegali, hepatomegali ve bunlara bagli erken doygunluk hissi, karin agris1 gibi
semptomlar gorulebilir. Atipik KML, benzer myeloproliferatif 6zelliklerine ragmen KML’ye
gore agresif klinik seyir gosterir (86).

2.2.1.22.000000  Genetik degisiklikler:

Atipik KML olgularinin %80’inde 12, 13, 14, 17 ve 19. kromozomlari tutan karyotipik
anomaliler tanimlanmis olup en siklar1 +8 ve del(20q)’dur (76, 87-89). izole izokromozom
17¢ tanimlanan nadir olgular daha cok KMML tan1 kriterlerine uymaktadir (90).

ASXL1, TET2, EZH2, NRAS ve KRAS mutasyonlar1 %5-25 oranlarinda bildirilmistir
(91, 92). SETBP1 (SET binding protein 1) mutasyonu, KMML olgularinda yalnizca %4
oraninda gorulirken aKML olgularinda %24 oraninda izlenmektedir (93). JAK2 V617F
mutasyonu ise KMML olgularinda ~%10 saptanirken aKML olgularinda genellikle goriilmez
(94).

2.2.1.23.00000000  Morfoloji:

Kemik iligi, nétrofil ve dnculerinin belirgin proliferasyonu nedeniyle hiperselilerdir.
Myeloid:Eritroid oran1 myeloid dizi lehine artmistir. Disgranillopoez, en tipik 6zellik olup
psodo Pelger-Huét hiicreleri, notrofillerde anormal kromatin kiimelesmesi, hipograntlasyon
ve hipersegmentasyon seklindedir (95-99). Notrofillerde anormal kromatin kiimelesmesi,
mikofenolat mofetil tedavisi, HIV enfeksiyonu ve bazi lenfoproliferatif hastaliklarda da
goralebilir (100, 101).

Atipik KML, klonal myeloid kok hicre neoplazisi oldugundan eritroid ve
megakaryositik dizilerde de displazi gorulebilir. (88, 89). Blast oran1 genelde %5 civarindadir.
Kemik iliginde retikdlin lif artis1 az sayida olguda gorulir. Lokosit alkalen fosfataz (LAP)
skoru, aKML olgularinda diisiik/normal/yiiksek olabildiginden tanida yardimci olmaz (76,
102).

22124000000  Ayriel tani:

Ayirici tanida ilk dislanmasi gereken KML ve kronik nétrofilik 16semidir. BCR-ABL1
fizyon geninin yoklugu ve belirgin disgranilopoez KML’den, monositoz goérilen olgularda,
I6kositlerin - <%10’unun monositlerden olusmas1 ve belirgin disgraniilopoez varligi
KMML’den ayirt eder. Kronik nétrofilik 16semi ve siniflandirilamayan MDS/MPN’den
ayirimi ise gUgtr.

2.2.1.2.5.000000000  Prognoz:
Atipik KML, gunimuz yontemleri ile tedavi edilemeyen, medyan sag kalim stresi

14-37 ay arasinda degisen, agresif gidis gosteren bir hastaliktir (88-89, 102-103). Olumsuz
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prognoz faktorleri arasinda; ileri yas (>65 yas), kadin cinsiyet, ylksek lokosit sayist
(>50.000/mm?®), diisik hemoglobin degeri (<10 g/dL) ve disikk trombosit sayist
(<100.000/mm°) sayilabilir. AML déniisiimiinde etkin olan faktorler; kemik iligi (>%5) blast
orani, belirgin diseritropoez ve dolasimda immatir myeloid oncilerin varhigidir (88, 89).
Hastalarin ¢ogu ilik yetmezliginden kaybedilir. Akut I6semiye doniis %15-40 oranindadir (88,
102). Geng hastalarda allojeneik kemik iligi nakli sonrasi sag kalim suresini uzatmaktadir
(104).
2.2.1.3. SINIFLANDIRILAMAYAN MYELODIiSPLASTIK/
MYELOPROLIFERATIF NEOPLAZI (MDS/MPN-U):

MDS/MPN-U grubu, myelodisplastik ve myeloproliferatif ¢zelliklere sahip olduklari
halde KMML, aKML, MDS ve MPN tan1 kriterlerinin higbirini tam anlamiyla dolduramayan
olgular1 icermektedir (105).

Tanm sirasinda ©6nceden var olan myeloid bir neoplazi, buyume faktéri ve/veya
sitotoksik ilaclarla tedavi sorgulanmali, sitogenetik/ molekuler 6zellikler dikkate alinmalidir
(105). MDS/MPN-U igin tan1 kriterleri Tablo 2.3’te 6zetlenmistir.

22131000000  Klinik:
Myeloid dizide asi1 proliferasyona bagli l6kositoz (>13.000/mm?), inefektif

hematopoeze bagli sitopeniler ya da trombositoz (>450.000/mm?®), splenomegali veya
hepatomegali gibi ilik dis1 organlarin tutulumu goérdlebilir (105).
2.2.1.3.2.0000000  Genetik degisiklikler:

Sitogenetik anomalilerin siklig1 ve tipi, diger MDS/MPN olgularina benzer. Molekdler
calismalar ise RARS-T grubuyla sinirlidir.

2.2.1.33.000000  Morfoloji:

Kemik iligi hiperseluler olup myeloid hiperplazi ve en az bir dizide displazi goralir.
Belirgin fibrozis eslik edebilir. Periferik kan veya kemik iligi aspirasyonlarinda psédo Pelger-
Hugt hicreleri ve hipograniiler notrofiller, dev, hipograntler trombositler, makrositoz
goralebilir (58). Blast oraninin %10’un Uzerinde olmasi, hastaligin daha agresif seyredecegine
isaret edebilir (105).

2.21.3.4.000000  Aymrer tani:

MDS/MPN-U, diger olasi tanilar dislanarak ulasilan bir tan1 oldugundan displastik ve
proliferatif 6zellikler gosteren tim myeloid neoplaziler ayirici tam icine alimmalidir. DSO
2008 tani1 kriterlerine gore bu tan1 gruplarina uymayan olgular, MDS/MPN-U kategorisinde

degerlendirilir.
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2.2.1.35.000000  Prognoz:
MDS/MPN-U hasta grubunun insidans1 ve prognozu ile ilgili fazla ¢alisma yoktur.
Wang ve ark., RARS-T hari¢c MDS/MPN-U hastalarinda %23.2 oraninda l6semik doéniisiim
goriildigiini bildirmistir (106). Az gorilen ve prognozu koéti olan bu hasta grubunda yapilan

calismalarda medyan sag kalim suresi 12.4-21.4 ay arasinda verilmistir (106-108).

2.2.1.3.6.0111010[] TROMBOSITOZLA BIiRLIKTE
RING SIDEROBLASTLI REFRAKTER ANEMIi
(RARS-T):

DSO 2001 ve 2008 siniflamalarinda MDS/MPN-U grubu iginde gegici bir 6ge olarak
yer almustir. Belirgin trombositoz (>450.000/mm?), proliferatif megakaryositler ve ring
sideroblastlarin eslik ettigi diseritropoez ile ayirt edilir. RARS-T tani1 kriterleri Tablo 2.3’te
Ozetlenmistir.

2.2.1.3.6.01. 010101121 Klinik:

Anemi ve trombositozun yani sira I6kositoz da gorulebilir. Splenomegali olgularin

bircogunda mevcuttur.
2.2.1.3.6.00.0100 010207 Genetik degisiklikler:

RARS-T olgularinin ¢ogunda karyotip normaldir (109-111). Buna karsin hastalarin
%60-80’inde JAK2 V617F mutasyonu, %87’sinde SF3B1 mutasyonu goralir (110, 112-113).
Bu iki mutasyon, hastalarin %64’0Unde birliktedir. Cazzola ve ark., ilk olarak SF3B1
mutasyonunun edinilip mitokondrial demir yliklenmesi ve inefektif hematopoezin gelistigini,
sonradan edinilen JAK2 V617F mutasyonunun da myeloproliferatif Ozelliklere neden
oldugunu ileri stirmiiglerdir (114).

MPL W515 mutasyonlar1 az gorilur (115). ASXL1 ve TET2 gen mutasyonlar1 da
bildirilmistir (111).

2.2.1.3.6.00.000000 0200 Morfoloji:

Kemik iligi hiperselllerdir. Aspirasyonlarda eritroid hiperplazi, diseritropoez ve
eritroid Onculerin >%15’ini kapsayan ring sideroblastlar vardir. Kemik iligi biyopsilerinde
inefektif eritroid hiperplazi, proliferatif nitelikli, blyuk, atipik megakaryositler gortlir. Blast
oran1 <%5’tir.

2.2.1.3.6.00.00001010201 Ayiricr Tann:

Benzer morfoloijk 6zellikler sitogenetik olarak del(5q) saptanan olgularda da

goralebilir (116). Bu tip olgular, izole del(5q) ile iliskili MDS olarak tanimlanmalidir.
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Kromozom 3921926 anomalilerinin saptandigi MDS ve AML olgularinda trombositoz ve
megakaryositik displazi gorilebilir (105).
2.2.1.3.6.00.00000 0200 Prognoz:

MDS/MPN grubu icinde prognozu en iyi olan hastaliktir. Medyan sag kalim siresi 71-
101 aydir (117, 118). Cok merkezli son calismalarda, RARS-T olgularinin esansiyel
trombositemi (ET) olgularindan daha kisa, RARS olgularindan ise daha uzun yasadiklarini
gostermistir (115, 117-119). AML’ye donisme sikligin ET olgularindan fazla, RARS
olgularindan daha azdir (115).

2.2.2.  MYELODISPLASTIiK SENDROM (MDS):

Myelodisplastik sendrom, bir veya daha ¢ok hematopoietik dizide displazi, inefektif
hematopoez, artmig apoptoz ve sitopenilerle ayirt edilen, klonal, heterojen bir grup
hematopoietik kok hiicre hastaligidir. Kemik iligi ve periferik kanda es zamanli blast artisi

mevcut olmakla birlikte AML tan1 sinir1 olan %20°nin altindadar.

MDS, herhangi bir nedene bagl olmaksizin primer ya da kemo/radyoterapi veya
myelotoksik cevresel faktorlere maruz kalma sonrasinda sekonder olarak gorilebilir (120).
DSO MDS siniflamasi, Tablo 2.4’te 6zetlenmistir.

2.2.2.1. Klinik:

Klinik semptomlar, anemiye bagh halsizlik, trombositopeniye bagli kanama ve
noétropeniye bagl infeksiyona yatkinlik gibi ilik yetmezligine bagli belirtilerdir (121-123).
Splenomegali nadir de olsa gérulebilir.

2.2.2.2. Genetik degisiklikler:

Hastalarim  ~%50’sinde sitogenetik anomali mevcut olup AML’nin  aksine
dengelenmemis translokasyonlar ve delesyonlar daha sik gorultr (124-129). En sik gorulen
anomaliler, -5/del(5q), -7/del(7q), +8, del(20q), -Y, del(17p) ve inv(3)/inv(3)(g21926.2)’dir
(128). Sitogenetik anomaliler tek basina olabilecegi gibi birka¢ tanesi birlikte kompleks

formlarda da gordlebilir.

Son yillarda tanimlanan gen mutasyonlari arasinda MDS i¢in en ayirt edici mutasyon
SF3B1 olup ring sideroblast varlig ile iliskilidir. Ring sideroblastlarla birlikte olan MDS ve
RARS-T olgularinin blylk ¢ogunlugunda SF3B1 mutasyonu saptanmaktadir (130). Diger gen
mutasyonlar1 i¢inde, TET2, MDS’de ~%20 oraninda gorilir. RUNX1, TP53 ve NRAS

mutasyonlarinin, trombositopeni ve kemik iliginde yulksek blast oranmiyla iliskili oldugu
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bildirilmistir (131). Cok degiskenli analizlerde, ASXL1, EZH2, TP53, RUNX1 ve ETV6

mutasyonlari birbirlerinden bagimsiz olarak kisa sag kalimla iligkili bulunmustur (131).

JAK2 V617F mutasyonu, MDS’da 06zellikle izole -5q hastalarinda gortlmektedir
(132).

TABLO 2.4: MDS; DSO tam kriterleri

e RN LOSEMIK
PERIFERIK KAN KEMIK ILIGI T P
MDS ALT GRUPLARI DONUSUM RISKI
BULGUSU BULGUSU S
(%) *k*k
Refrakter anemi
<%1 blast* . . .
Tek dizide displazi ile birlikte Refrakter notropeni Tek dizide sitopeni** I%sdgzlagf L0 dple
refrakter sitopeniler (RCUD) p <%15 ring sideroblast %16
Refrakter trombositopeni
S
Ringed sideroblasth refrakter anemi (RARS) Blast yok i%s blast P %2
<‘;A>é_b_lgst*_ _ EDZ/gizbilde >%10 displazi
>2 dizide sitopeni <%?5 blast
Cogul displazi ile birlikte refrakter sitopeni (RCMD) Auer rod yok Auer rod yok %19
Monosit : <1x10%/L +9%015 ring sideroblast 0
l]S/itzoi)‘ekr)lliler Tl;c/kécogui gibslplazi
02-4 blast* >065-<%. ast
Blast artish refrakter anemi (RAEB-1) Auer rod yok Auer rod yok %2
Monosit : <1x10%/L %24
Sitopeniler S, .
>%5-<9620 blast Ef/oki%"f;}izd(')sgl':szt'
Blast artigh refrakter anemi (RAEB-2 + Auer rod*** : ek
i ( ) Monosit : <1x10%/L + Auer rod %50
MDS-smiflandirilamayan (MDS-U) Sitopeniler Tek/gogul <%10 displazi
. i i - <%] blast* <%5 blast %28
Fibrozisle seyreden MDS (MDS-F)
Anemi <%b5 blast
. I Normal/artmis trombosit sayist izole del(5q)
1zole del(5q) ile iliskili MDS <% blast Auer rod yok %20

*Kemik iliginde <%5, periferik kanda %1 blast varliginda olgu, MDS-U smifinda, kemik iliginde <%5, periferik
kanda %2-4 blast varliginda olgu, RAEB-1 sinifinda degerlendirilmelidir.

**Nadiren iki dizide sitopeni de gdzlenebilir, ancak pansitopeni gorilen durumlarda olgu, MDS-U smifinda

degerlendirilmelidir.

***Auer rod bulunan, periferik kanda <%5, kemik iliginde <%10 blast varliginda olgu, RAEB-2 sinifinda

degerlendirilmelidir.
2.2.2.3. Morfoloji:

Kemik iligi  hiper/normo/hiposeliiler ~ olabilir.  Kemik iligi aspirasyonlari
degerlendirilirken displazi olarak yorumlanmasi gereken 6zellikler Tablo 2.5°te 6zetlenmistir
(124).

MDS’da bazi sitogenetik anomaliler, ayirt edici morfolojik 6zelliklerle iliskilidir. izole
5g delesyonu; hipo/nonlobe nikleuslu, kiclk megakaryositlerde artma, 17p delesyonu;
psodo Pelger-Huét tipi notrofiller ve sitoplazmik vakuollerle, 3. kromozom anomalileri;

hipolobe, kiiclik megakaryosit ve mikromegakaryosit artisi ile iliskilidir (133-138).
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TABLO 2.5: Displazi kriterleri

DiSERITROPOEZ DiSGRANULOPOEZ DiISMEGAKARYOPOEZ
NUKLEER

1-Nukleer

tomurcuklanma 1-Kigiik veya anormal biyiik boyut

2-ntraniikleer 2-Nkleer hipolobasyon 1-Mikromegakaryositler
kopriilesme SITOPLAZMIK (psédo Pelger-Huét, pelgeroid) 2-Niikleer hipolobasyon
3-Karyoreksis 1-Ring sideroblastlar 3-Diizensiz hipersegmentasyon 3-Multipl gekirdek

4-Multipl gekirdek 2-Vakuolizasyon 4-Hipo veya agranuler formlar

5-Niikleer 3-PAS pozitifligi 5-Psddo Chediak-Higashi grandlleri *Normal megakaryositlerde lobule tek niikleus
hiperlobasyon 6-Auer rodlar vardir.

6-Megaloblastik

degisiklikler

2.2.2.4. Fibrozisle birlikte Myelodisplastik Sendrom (MDS-F):

MDS-F, hiperseliler kemik iligi, cogul displazi, sik transflizyon ihtiyact doguran derin
sitopeniler, kompleks karyotip gibi koti risk faktorleri ve kisa yasam siresi ile ayirt edilen bir
gruptur (47). DSO 2008 simiflamasinda simiflandirilamayan MDS alt grubu iginde yer
almaktadir.

Buesche ve ark., MDS’da fibrozis insidansiin %16 olup en sik blast artigh refrakter
anemi (RAEB) ve c¢ogul displazi ile birlikte refrakter sitopeni (RCMD) hastalarinda
goruldigini, ring sideroblastli refrakter anemide (RARS) ise rastlanmadigini bildirmistir
(48). Della Porta ve ark. galismalarinda fibrozis insidans1 %17 olup RCMD’de sik, RA,
RARS ve izole del(5q)’da nadirdir (139).

2.2.2.5. Ayirici tan:

Ayirict tani, nedeni agiklanamayan sitopeniler ve morfolojik displaziler arasinda
yapilir. Displazi bir dizi klonal ve nonklonal hastalikta gorilebilir. Bunlar arasinda B12
vitamini ve folik asit eksikligi, arsenik gibi agir metallere maruziyet, kotrimaksazol gibi
antibiyotik ya da kemoterap6tik ilag kullanimi, paroksismal nokturnal hemoglobindiri
sayilabilir. Bakir eksikliginde sitopeniler, ring sideroblastlar, kemik iliginde myeloid
oncillerde vakuolizasyon gortlebilir (140-142). Displazi eritroid diziyle siirliysa konjenital
diseritropoietik anemi ayirict taniya alinmahdir (143, 144). Viral enfeksiyonlar icinde,
parvovirtis B19 enfeksiyonu dev eritroblastlara, HIV virusi diseritropoez ve disgraniilopoeze
neden olur (145-147). Granulosit koloni stimulan faktor kullaniminda nétrofillerde
hipergranilasyon, Dohle cisimcikleri, belirgin niikleer hipolobulasyon goérulebilir (148).

RAEBL ve RAEB 2 ayiriminda 6nemli oldugundan sinirda kalan olgularda blast orani
saptanirken 500 ve Uzerinde hiicre sayilmalidir. Aymi sekilde, blast orani yiiksek ve %20
sinirina yakin olgularda da AML’den aymrim igin fazla sayida hiicre sayimina gidilmelidir.

MDS-F’da aspirasyonlar hiposeliler oldugundan displazi ve blast oranini1 degerlendirmek
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gictir. Bu nedenle MDS/MPN grubu hastaliklar ve PMF ile ayirici tani biyopsi ile
mumkanddar.
2.2.2.6. Prognoz:

MDS’da, baslica mortalite ve morbidite nedeni kemik iligi yetmezligidir. Prognozu
olumsuz etkileyen faktorler icinde en dénemlileri, ileri yas, erkek cinsiyet, MDS-alt tipi,
yuksek riskli tek ya da kompleks kromozom anomalileri, komorbidite yaratan ek hastaliklar,
yuksek blast oran1 ve CD34+ hiicre artisi, derin sitopeniler, ylksek ferritin ve LDH duzeyleri
ve kemik iligi fibrozisidir (139, 149-150). AML doniisiimii %2-50 arasinda olup MDS alt
tipine ve eslik eden kromozom anomalisine gore degisir (151). MDS olgularinda prognoz
degerlendirme siniflamalarina gore olgular ¢esitli risk gruplarina ayrilmistir. Son genisletilmis
uluslararas1 prognoz skorlama sistemine (IPSS-R) gore 5 risk grubunun diisiikten yiiksege
dogru medyan sag kalimlar1 sirasiyla 8.8, 5.3, 3.0, 1.5, 0.8 yildir. Medyan l6semik dontisiim
stirelerine en diisiik risk grubunda ulasilamamis olup digerlerinde ise sirasiyla 10.8, 3.2, 1.4
ve 0.7 yil olarak belirtilmistir (150-153).

2.2.3. PRIMER MYELOFIBROZ (PMF):

PMF, myeloid kok hicre hastaligi olup BCR-ABL1 negatif kronik Myeloproliferatif

Neoplazi (MPN) grubu icinde yer alir. Bu grup hastaliklarda eslik eden morfolojik displaziler

ve blast artis1 gorilmez veya hastaligin erken evrelerinde 6n planda degildir.

PMF, kemik iliginde retikiler ve kollajen lif artis1, atipik megakaryosit proliferasyonu,
myeloid dizi artis1 ve ekstrameduller hematopoez ile karakterize klonal bir myeloid
neoplazidir. Hastaligin iki fazi vardir. Prefibrotik-seller faz; retikdlin lif artisi ve
ekstramediller hematopoez minimal olup kemik iligi hiperselilerdir. Bu dénemde trombosit
sayist genellikle yulksektir. Fibrotik faz; retikulin ve/veya kollajen lif artis1 belirgin olup
kemik iligi normo/hiposeliiler olabilir. Periferde l6koeritroblastoz  belirgindir ve
ekstrameduller hematopoeze bagl splenomegali ve hepatomegali vardir (154, 155). Hastalik,

zaman icinde prefibrotik fazdan fibrotik faza dogru ilerler.

Fibroblastlar neoplastik klona ait olmayip megakaryositlerin salgiladigi trombosit
kaynakli blytme faktori (PDGF) ve doniistiiriicii blytme faktori-p (TGF-B) gibi fibrojenik
sitokinlere yanit olarak g¢ogalmakta, retikilin ve kollajen yapimiyla fibrozise neden
olmaktadir (36, 156, 157). Bu sitokinler ayn1 zamanda endotel hiicreleri zerine de etkili
oldugundan es zamanli olarak kemik iliginde anjiogenez de artar. Dalaktaki anjiogenez artisi

ise ekstrameduller hematopoez ile iliskilidir (158, 159). PMF’da fibrozis ve vaskiler
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proliferasyona neden olan sitokinler disinda baska birgok inflamatuar sitokin de hastalik

patogenezinde etkili olan “sitokin firtinasi”’nda rol almaktadir (160).
2.2.3.1. Klinik:

Prefibrotik fazda, trombosit sayisindaki artis ve islev bozukluklarina bagli trombotik
olaylar ve kanamaya yatkinlik, fibrotik fazda ise derin anemi, masif hepatosplenomegali ve
buna bagl portal hipertansiyon, varis kanamalari, asit gorulebilir (154, 155, 157). Prefibrotik-
seluler faz PMF’a 6zgi hematolojik o©zellikler, 16kosit sayisinda hafif artma (ortalama
14.000/mm°), normal ya da hafif azalma gosteren hemoglobin degerleri (ortalama 13g/dl),
belirgin trombositoz (ortalama 962.000/mm®) seklindedir (155). Monositoz nadiren
gorulebilir ve olumuz prognoz faktoridir (79, 161). Hastalik fibrotik faza gectiginde, dalak
boyutlar1 artar, derin anemi, trombositopeni, 16kopeni gibi ilik yetmezligi bulgular1 6ne gecer
(155). Periferik kan tablosunda lokoeritroblastoz, gozyasi hiicreleri, ¢iplak megakaryosit
cekirdekleri ve bazen megakaryositler izlenir. Blast gorilebilir, ancak genellikle %10’un
altindadir. Fibrotik faz siiresi uzun olup hemen akut losemiye déniismez. DSO kKriterlerine
gore, periferik kan ve/veya kemik iliginde >%10-<%20 blast varlig1 “akselere” faz PMF
olarak tanimlanir (154). PMF igin DSO tani kriterleri Tablo 2.6°da 6zetlenmistir.

2.2.3.2. Genetik Degisiklikler:

Anormal karyotip gorilme sikligr %30-50 olup en sik gorilenler del(20q), del(13q),
+9 velveya +8 ve 1q anomalileri, monozomi7/del(7q), -5/del(5q) ve del(12p)’dir (157, 162,
163). Kompleks karyotip %10-15, monozomiler ise %2-3 oranlarinda bildirilmistir (164).

JAK2 V617F mutasyon sikligi %50-60, MPL mutasyon sikligi %5-10 arasindadir
(157, 162, 165). JAK2 ve MPL mutasyonlar1 saptanmayan esansiyel trombositemi (ET) ve
PMF olgularinin ¢ogunda kalretikllin geninde (CALR) 9. ekzonda somatik delesyon veya
insersiyonlar gosterilmistir. CALR mutasyonlart polisitemia vera (PV) hastalarinda ise
gorilmemektedir (166). Son yillarda, PMF’da epigenetik duzenlemede rol alan TET2,
ASXL1 ve DNMT3a genlerindeki ~%10, RNA kirpilmasiyla iligkili proteinleri kodlayan
SF3B1 ve SRSF2 gibi genlerdeki mutasyonlar ~%20 oranlarinda tanimlanmustir (157, 162).
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TABLO 2.6: PMF; DSO tani kriterleri

PRIMER MYELOFIBROZ (PMF)*

Major kriterler Mindr Kkriterler

1-Megakaryosit proliferasyonu ve atipisinin** bulunmas1 veya retikillin/kollajen fibrozis veya
belirgin fibrozis yoklugunda megakaryosit degisikliklerinin granulositik proliferasyon ve azalmis

eritropoez ile karakterize artmg kemik iligi selUleritesine eslik etmesi (PMF-selliler faz)

2-Belirgin retikiler fibrozis yoklugunda, megakaryosit degisikliklerinin eslik ettigi grantlositik
proliferasyon ve diisiik eritropoezle karakterize hiperselller kemik iligi (prefibrotik-seliler faz) 1-Lékoeritroblastoz
2-Yiksek serum LDH diizeyi
3-Polisitemia vera (PV), BCR-ABL1 (+) kronik myeloid l6semi (KML), MDS veya diger | 3-Anemi

myeloid neoplazilerin DSO kriterlerini karsilamamasi 4-Splenomegali

4-JAK2 V617F veya MPLW515K/L gibi diger klonal belirteclerin gosterilmesi veya bu klonal
belirteclerin yoklugunda kemik iligi fibrozisinin enfeksiyon, otoimmiin hastalik, diger kronik
inflamatuar durumlar, tuyli hicreli 16semi veya diger lenfoid neoplaziler, metastatik maligniteler,

toksik (kronik) myelopatiler gibi hastaliklara sekonder gelisme ihtimalleri diglanmali.

* Tam igin major kriterlerin 3’0, minor kriterlerin 2’si gereklidir.

** Atipik megakaryositler; cekirdek/sitoplazma orani1 anormal, hiperkromatik, bulb6z veya diizensiz katlantili

cekirdek, sik1 kiimelesme gdsteren kiicik/blyiuk megakaryositlerdir.

2.2.3.3. Morfoloji:

Prefibrotik-selller fazda, kemik iligi hiperselulerdir. Segmente nétrofillerin baskin
oldugu myeloid hiperplazi ve kiimelesme gosteren, gekirdek/sitoplazma oran1 anormal, siskin,
iri, bulutsu cekirdekli megakaryosit artis1 6n plandadir. Retikiler lif artigi damarlar etrafinda
ve minimal olabilecegi gibi hafif/orta diizeyde de olabilir. Kollajen lif artis1 yoktur. Fibrotik
fazda kollajen fibrozis eklenir, selllerite normaldir. Megakaryositlerde siki kiimelesmeler,
pleomorfizm ve hiperkromazi gorulir. Daha ileri evrelerde ilik alanlarinda daralma,
osteoskleroz ve hiposelilerite eklenir. Atipik megakaryositler azalmakla birlikte bu donemde
de goruldr.

2.2.3.4. Ayiric tani:

Seluler fazda, esansiyel trombositemiden (ET) aymrmak gulgtir. PMF-SF yoOnlnde
olan bulgular; myeloid hiperplaziye eslik eden gevsek ve siki kiimeler olusturan degisik
boyutlarda, kicukli-buydkld, bulutsu, iri c¢ekirdekli, bazen ¢iplak cekirdek seklinde
gorllebilen anormal megakaryositlerdir. ET’de yalmzca dagmik ya da gevsek kimeler

olusturan derin gentikli ¢ekirdekli, genis sitoplazmali blylk megakaryositler artmistir. PMF-
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SF’da trombosit sayis1 >450.000/mm? olabildigi gibi normal de olabilir, oysa ET’de daima
>450.000/mm*’tir. PMF-SF’da lékosit sayisi degisken olmakla birlikte siklikla artmustr,
ET’de ise normaldir.

Displastik megakaryositlerin  ve CD34+ hicrelerin  varligiyla MDS-F  ve
myelofibrozisle birlikte akut panmyelozisten ayirt edilir. Myeloproliferatif 06zelliklerden
dolay1 diger MPN’ler ve MDS/MPN grubu hastaliklar 0zellikle KMML ayiric1 taniya
alinmaly, ayirim DSO 2008 tani kriterlerine gore yapilmalidir.

Otoimmun hastaliklarin seyrinde kemik iliginde fibrozis gelisebilir. Bu olgularda
kemik iligi biyopsilerinde megakaryosit morfolojisi normaldir ve lenfoid folikiller ile

lenfoplazmositer hiicre artisi izlenir.

Fibrotik faz morfolojik olarak polisitemia vera (PV), esansiyel trombositemi (ET) ve

kronik myeloid lI6semi (KML) seyrinde gelisen myelofibrozdan ayirt edilemez.
2.2.3.5. Prognoz:

Kotl prognoz faktorleri arasinda, ileri yas (>65 yas), anemi (hemoglobin <10g/dL),
Iokositoz (I6kosit >25.000/mm?), trombositopeni (trombosit <100.000/mm?), dolasimda >%1
blast, kan transfiizyonu ihtiyaci ve kotu risk sitogenetik anomali varligi sayilabilir (157, 167).
Periferik kanda mutlak monositoz, kemik iliginde KMML benzeri 0zellikler ve blast artisi
akselere faz PMF yoénunde bulgulardir (79).

2.3. MDS, MPN VE MDS/MPN: ORTAK GENETIK DEGIiSIKLIiKLER:

Kronik myeloproliferatif neoplazilerin (KMPN) patogenezinde anormal hiicre
cogalmasina yol acan ortak ¢zellik timinde mutant tirozin kinazlarin varhigidir. Bu anormal
kinazlar iginde ilk bulunan BCR-ABLL1 kinaz olup KMPN’ler iginde sadece KMLde gorulir
(168-173). Geri kalan BCR-ABL1 (-) KMPN’lerde ortak olarak gorilen diger mutant tirozin
kinazlar JAK2 V617F ve MPL kinazlardir (174-177).

JAK2 V617F mutasyonu, en sik PV’da gorulmekle birlikte ET ve PMF gibi farkli
fenotipte hastaliklarda ortaktir. Ailevi MPN olgularinda JAK2 mutasyonunun her zaman
bulunmamasi, JAK2 V617F mutasyonunun baslatici mutasyon olmayip sonradan edinildigini
diistindiirmektedir (178, 179). JAK2 V617F mutasyonunun, hematopoietik blylme
faktorlerinden bagimsiz bir proliferasyon saglayabilmesi igin eritropoietin  (EpoR),
trombopoietin  (TpoR) veya granilosit stimile edici faktor (G-CSFR) gibi sitokin
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reseptorlerinin olusturdugu yapiya gereksinimi vardir (180). Bu, JAK2 V617F mutasyonunun
neden farkli fenotipte myeloid kok hiicre hastaliklarinda goriilebildigi ve farkli myeloid hiicre
proliferasyonlarina yol actigini agiklamaktadir.

Son yillarda, myeloid malignitelerde patogenez, prognoz ve tedavi iligkili olabilecek
cok sayida gen ve bu genleri tutan mutasyonlar saptanmistir. Bu genler icinde TET2,
DNMT3A, IDH1 ve IDH2 DNA metilasyonunda, ASXL1 ve EZH2 kromatin
modifikasyonunda, RUNX1 transkripsiyonun dizenlenmesinde, JAK2, MPL, CBL, NRAS ve
KRAS sinyal iletiminde, p53 DNA onariminda, SRSF2 ve SF3B1 RNA baglanmasinda rol
almaktadir.

2.3.1.  Sinyal iletiminde gorevli genler:

JAK2 V617F mutasyonu, her t¢ myeloid dizide proliferasyona neden oldugu halde
JAK2 ekzon 12 mutasyonu eritroid, MPL mutasyonu megakaryositik dizide proliferasyona
yol agmaktadir (181, 182).

Trombopoietin reseptorunii kodlayan MPL geninin, JAK/STAT, MAP kinaz, PI3K-
AKT sinyal yolaklarinda aktive edici roll oldugu gosterilmistir (183). CBL geninin,
JAK/STAT sinyal yolaginda STAT5, EpoR, C-KIT, Grb2, JAK2 ve Tyk2 gibi proteinlerle
dogrudan etkileserek ve MAP kinaz sinyal yolaginda RAS onkogeni (zerinden dizenleyici
gorev aldigr gosterilmistir (184, 185).

2.3.2. DNA metilasyonunda gorevli genler:

TET2, DNA demetilasyonunda gorevlidir. In vitro ¢aligmalar, TET2 mutasyonlarmmn
TET2 geninde islev kaybi yaparak DNA hipermetilasyonuna neden olup hematopoietik
hlcrelerin farklilasmasini1 6nledigini gostermektedir (186). TET2 mutasyonlar1 myeloid
malignitelerde en sik gOrtlen iki mutasyondan biri olsa da sag kalim ile iligkisi
gosterilememistir (64, 85, 187-190). IDH1 ve IDH2 mutasyonlarinin, DNA metilasyonu
Uzerine etkisi TET2 mutasyonlarina benzer. KMML’de sikligi %10’un altindadir (64, 191,
192). Epigenetik dizenlemelerde rol alan DNMT3o gen mutasyonu normal Kkaryotipli
olgularda daha siktir (192).

2.3.3.  Transkripsiyonun dizenlenmesinde gorevli genler:

Duzenleyici transkripsiyon faktéri olan RUNXI, timor supresoér gen olarak gorev
yapar ve normal hematopoezde kritik rolii olan DNA core binding faktorin alt Gnitelerinden
birini kodlar (193).

2.3.4. RNA baglanmasinda gorevli genler:

SRSF2, RNA kirpilmasinda diizenleyici bir gendir. RUNX1 mutant olgularda SRSF2

mutasyonu olumlu prognoz bulgusudur (194, 195). SF3B1 ve U2AF1 yami sira RNA
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kirpilmasinda gorevli diger genlerde de daha diisiik oranlarda mutasyonlar tanimlanmistir
(195-197).
2.3.5.  Kromatin modifikasyonunda gorevli genler:

Calisgmamizda incelenen ASXL1 geniyle ilgili ayrintili bilgi 2.4. bélimde verilmistir.
Polycomb gen ailesine ye olan ASXL1 ve EZH2 gen mutasyonlarimin kot prognozla
iliskileri gosterilmistir (64, 198). Prognostik 6neme sahip bu iki gen, hedefe yonelik tedavi
aragtirmalar1 igin aday olabilecek degere sahiptir. ASXL1 mutasyonlarinin EZH2
mutasyonlarina gore ¢ok daha sik bulunusu nedeniyle ASXL1 geni bir adim daha 0One
cikmaktadir. Myeloid malignitelerde, Polycomb ailesinin SUZ12, EED ve JARID2 gibi
bircok diger liyesinde de mutasyonlar saptanmustir (199, 200).

2.4, ASXL1 MUTASYONLARI:
2.4.1. ASXL1 geni ve I6komogenezdeki rolu:

Additional Sex Combs-Like 1 (ASXL1) geni, “Drosophila- Additional sex combs”
geninin (Asx) insandaki homologudur. ASXL1, 20. kromozomda, 20g11 bélgesinde yer alan,
12 ekzonu bulunan bir gendir. Protein kodlayan 8 transkripti olan bu gen, 1541 aminoasitlik

bir protein sentezler.

Asx genindeki delesyonlar hem Polycomb (PcG) grubu gen delesyonlart gibi
baskilayict hem de Trithorax (TxG) grubu gen delesyonlar1 gibi aktive edici ozellik
tagidigindan ¢ift yonll isleve sahiptir (201).

ASXL1 geninin lokomogenezdeki roll hentiz tam olarak agiklanamamistir. Drosophila
ve fareler Gzerinde yapilan ¢alismalarda, niikleus icinde kromatin ile iligkili protein kodlayan
ASXL1’in normal hematopoez icin gerekli oldugu anlasilmistir. Myeloid l6komogenezle
iliskili olarak Hox genlerinin aktivasyon ve baskilanmasinda etkin oldugu diisiiniilmektedir
(202).

Polycomb grubu proteinler, Hox genlerinin baskilanmasinda gorevlidirler. ASXL1
proteini, polycomb represif kompleks 2 (PRC2) komponentleri olan, EZH2 ve SUZ12
proteinleriyle etkilesir. PRC2, H3K27’nin trimetilesyonunu katalize eder ve sonug¢ drin
H3K27me3 olusur. H3 lizin 27 metiltransferaz, kok hicre yenilenmesi Uzerinde etkilidir.
Bunu hiicre 6lumi ile iligkili genlerin epigenetik baskilanmasi yoluyla saglar (165). Basitce,
ASXL1 mutasyonlari, H3K27me3 kaybina ve HOXA gen ekspresyonunda artisa neden olur.
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ASXL1’in heterokromatin represif kompleksin bir komponenti olan HP1a/CBXS5 ile
iliskili oldugu bilinmektedir (203, 204). HPla, histon H3Y41’e baglanir. JAK2, histon
H3Y41’i fosforiller ve HP1a’y1 kromatinden uzaklastirir (205). Bu nedenle, ASXL1 ve JAK2

mutasyonlari arasinda heniiz agikliga kavusturulmamis, muhtemel bir iligki olabilir.
2.4.2. ASXL1 mutasyonlari:

Gelsi-Boyer ve ark., 2009 yilinda karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH)
yontemiyle bir hastada 20g11-g13 boélgesinde delesyon fark etmisler ve bu bolgede yer alan
ASXL1 ve DNMT3p genlerinin dizilemesini yaparak ASXL1 genindeki mutasyonlar ilk kez

gostermislerdir.

ASXL1 mutasyonlarinin blyik ¢ogunlugu 12. ekzonda yer alan gergeve kaymasi
(frameshift) veya nokta mutasyon sonucu nonsense (anlamsiz) ya da missense (yanlis anlamli)
mutasyonlar seklinde olup diger ekzonlarda da az sayida mutasyon bildirilmistir. En sik
gorulen mutasyon, guanin nikleotidinin duplikasyonu sonucu gelisen frameshift (cerceve
kaymasi) mutasyonudur (c.1934_1935insG; G646WfsX12). Bir galismada, bu mutasyonun
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) artefakti oldugu ileri siiriilmistiir (206). Ancak germ-line,
kontrol DNA'’larda veya diger tip kanserlerde goriilmediginden ve hastalarin tekrarlanan

analizlerinde surekli saptandigindan gercek mutasyon oldugu sonucuna varilmustir (66, 207).

ASXL1 mutasyonlari, KMML’de %12.5-52, sekonder AML’de %12.5-53, de novo
AML’de %4.5-29.6, MDS’da %11.4-20.7, MPN’lerde %6.5-54.8 oranlarinda bildirilmistir
(198, 207-216). MPN’lerde en sik PMF, MDS’da en stk RAEB’de gorilirken az sayida
JMML ve RARS-T olgusunda da bildirilmistir (111, 208, 211, 217-218).

ASXL1 mutasyonlari, NPM1 ve FLT3 disinda, IDH1/2, RUNX1, TET2, CBL, JAK2,
NF1, RAS, SF3B1, SRSF2, U2AF35 gibi bircok mutasyonla birliktelik gostermektedir.

ASXL1 mutasyonlari, JAK2 pozitif ve negatif MPN’lerde benzer oranlarda
saptanmistir (215, 219-220). MDS’da RUNX1, AML’de RUNX1 ve CEBPA mutasyonlariyla
siklikla birlikte goralir (212, 221-222).

PRC2 ile etkileserck islev gosteren ASXL1 ile kendisi PRC2 komponenti olan EZH2,

sanilanin aksine birbirlerini dislayan mutasyonlar olmayip birliktelik gosterebilirler (198).
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2.4.3. ASXL1 mutasyonlarmin prognoza etKisi:

ASXL1 mutasyonlari, MPN, KMML, MDS ve AML’de kisa sag kalim ve agresif
Klinik seyirle iligkili bulunmustur (67, 207, 219, 223). MDS’da 18 gen Uzerinde yapilan bir
calismada prognozla iliskili oldugu saptanan 5 genden biri ASXL1 olup digerleri TP53,
EZH2, ETV6 ve RUNX1 dir (131).
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3. MATERYAL-YONTEM:

3.1.0LGU SECIMi:

2008-2013 yillar1 arasinda Cerrahpasa Tip Fakdltesi Patoloji Anabilim Dali’nda MDS,
MDS/MPN ve PMF-SF tanilart alan tim eriskin olgular arsivden tarandi ve bunlar iginde
fibrozisle seyreden, ardisik 84 olgu ¢alisma kapsamina alindi. Seksen dort olgunun, gegmisten
ginimuze kadar yapilan tim kemik iligi aspirasyon ve biyopsilerine ait lam ve bloklari

arsivden c¢ikarildi.

Seksen dort hastanin 44’0 Cerrahpasa Tip Fakiltesi, 10’u Haseki Egitim Arastirma
Hastanesi, 9°u Bakirkdy Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi, 7°si Okmeydani Egitim
Arastirma Hastanesi, 2’si Istanbul Egitim Arastirma Hastanesi, 1’i GOztepe Egitim Arastirma
Hastanesi, 1’i Bezm-i Alem Vakif Gureba Vakif Hastanesi hematoloji veya dahiliye
polikliniklerinden, 10°’u 6zel bir klinikten takip edilmekte olup kemik iligi aspirasyon ve
biyopsileri tarafimiza tan1 ve takipteki degisimleri izleme amaglari ile gonderilmistir.

Hastalara ait klinik bilgiler servis arsivlerinden taranarak kaydedildi.
3.2. KLINiIK DEGERLENDIRME:

Hastalarin yas, cinsiyet, fizik muayene ve batin ultrasonografisinde (USG) olcilen
dalak ve karaciger boyutlari, tan1 ve tekrarlayan biyopsiler sirasindaki 16kosit, absolu nétrofil,
absolu monosit, hemoglobin, ortalama eritrosit kitle hacmi (MCV), trombosit sayilari, kan
biyokimyasal degerlerinden laktat dehidrogenaz (LDH), B2 mikroglobulin, eritrosit
sedimentasyon hizi (ESH), demir, total demir baglama kapasitesi (TDBK), ferritin dlzeyleri
olgularin takiplerinin yapildig: 8 ayri merkezin bilgisayar sistemi ve hasta arsiv kayitlarindan
tarand1. Karyotip tayini, JAK2 V617F mutasyonu ve/veya JAK2 ekzon 12, MPL W515L/K
mutasyonlar1 gibi genetik testlere iliskin bilgiler hasta takip dosyalar1 veya ilgili tibbi biyoloji
ve genetik bolimlerinden elde edilmistir. Sag kalim sureleri hasta takip dosyalarindan

kaydedildi. Takip dis1 kalan hastalarda ise hasta yakinlarindan 6lum tarihleri 6grenildi.

Dalak ve karaciger boyutlari icin fizik muayene ve batin USG sonuglari birlikte
degerlendirildi. Splenomegali simir degeri 13 cm, masif splenomegali 17 cm ve Ustd,

hepatomegali sinir1 da 16 cm olarak alindi.
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Hemogram ve kan

Kan degerleri, hem sayisal, hem de esik degerler kullanilarak diisiik, normal, yiksek

vb. Kkategorik gruplara ayrilarak iki ayr1 yontemle yapilmustir.

biyokimyasal degerleri i¢in kabul edilen esik degerler Tablo 3.1 ve 3.2°de verilmistir.

TABLO 3.1: Hemogram esik degerleri
Lokosit sayisi Absolu nétrofil Absolu monosit Hemoglobin (Hb) MCV Trombosit sayisi
(WBQC) sayisi (ANC) sayisi (AMC) (PIt)
Lokopeni: Agir anemi: Mikrositer: Orta-agir trombopeni:
<4000/mm® <8 gr/dL; <80 fL <100.000/mm?®
N . Normal:
Notropem.3 <1000/mm? . . . . .
Normal: <1500/mm Orta dereceli anemi: Normositer: Hafif trombopeni:
>4000-<10.000/mm? >8-<10 gr/dL >80-<100 fL >100.000-
<150.000/mm®
Normal:
Lokositoz : Normal: Monositoz: Hafif anemi-normal: Makrositer: >150.000-
>10.000/mm? >1500/mm? >1000/mm? >10 gr/dL >100 fL <400.000/mm?®
Trombositoz:
>400.000/mm®
TABLO 3.2: Kan biyokimyasi esik degerleri
Eritrosit Total demir
Laktat dehidrogenaz B2 mikrolobulin sedimentasyon hizi Demir (Fe) baglama rritin
(LDH) (ESH) Fe kapasitesi
(TDBK)
Diistik: Diisiik: Dusiik: DUsiik: Diisiik:
<135 U/L <900 ng/mL Normal: Yiiksek: <50 pg/dL <250 pg/dL <13 ng/mL
<20/sa >20/sa
Normal: Normal: Normal: Normal: Normal:
>135-<243 U/L >900-<2000 ng/mL >50-<175 pg/dL >250-<410 pg/dL >13-<150 ng/mL
Y iksek: Yiiksek: Yiiksek: Yiksek: Y iiksek:
>243 U/L >2000 ng/mL >175 pg/dL >410 pg/dL >150 ng/mL

Tam ve takip sirasinda alinan biyopsilerle es zamanli hemogram degerlerine tim
olgularda ulasildi. Tan1 biyopsileri sirasinda LDH 77, 2 mikroglobulin 28, ESH 61, demir

63, TDBK 61, ferritin 62 hastada bakilmusti.
Konvansiyonel karyotipleme 39/84 (%46.4) hastada bakilmisti, 5 olguda metafaz

izlenmediginden sonuglar 34/84 (%40.5) hastada degerlendirilebildi.

JAK2 V617F mutasyonuna hastalarin %61.9’unda (52/84) bakilmist1 (26 PMF-SF, 13
KMML, 6 MDS/MPN-U, 3 MDS-F, 2 aKML, 2 RARS-T). ki PMF-SF, 1 KMML ve 1 MDS-

F olgusunda JAK2 ekzon 12 ve MPL W515L/K mutasyonlarina da bakilmisti.

Takip sirasinda gerek tedavi yanitinin gerekse progresyonun degerlendirilmesi igin
alman biyopsi ve aspirasyonlar blast ve CD34+ hiicre oranlarindaki degisiklikler, AML

dontisiimii agisindan degerlendirildi. Periferdeki blast oran1 ve akim sitometri sonuglari ile
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I6semik dontisim saptanan olgular da kaydedildi. Tedaviler ve allojeneik kemik iligi

transplantasyonu yapilan hastalar kaydedildi.

Yasam sureleri hesaplanirken, takip siresi, tani tarihi baslangi¢ alinarak 01 Eylil 2015
tarihinde sonlandirildi. Bu tarihler arasinda sag ve kaybedilmis olan hastalar kaydedilerek

yasam Sureleri ay olarak hesaplandi.
3.3.MORFOLOJiK DEGERLENDIRME:

Seksen dort olguya ait 128 kemik iligi aspirasyonu ve 129 kemik iligi biyopsisinin
tamami arsivden ¢ikarildi. Gegmis yillara ait lamlardan zaman icinde boyas1 solan,
degerlendirmeye elverisli olmayan lamlar soldurulduktan sonra hematoksilen-eozin (H&E),
giimiisleme ve Prusya mavisi histokimyasal boyalar1 ile boyandi. Immunohistokimya
lamlarinda da (MPO, CD34, CD117, CD68, GlyA, CD3, CD20, CD38, CD138) ayni sekilde

karsit hematoksilen boyalar1 yenilendi.

Kemik iligi aspirasyonlar1 selllerite, myeloid/eritroid hiicre orani, myeloid, eritroid ve
megakaryositik dizilerde olgunlasma ve sola kayma, displazi, ring sideroblastlar ve blast
say1st agisindan degerlendirildi. Blast oranlar1 aspirasyonlarda yuzde (%) olarak diisiik (<%5),
orta (>%5-<%10), yiksek (>10-<%20) seklinde gruplandirildi. Yilksek blast orani olan
olgular, kendi iginde ylksek (>10-<%15) ve ¢ok yuksek (>%15-<%20) olarak iki gruba daha
ayrildi. Giemsa ve Prusya mavisi (demir) yan1 sira NSE (nonspesifik esteraz), LAP (I6kosit
alkalen fosfataz), ACP (asit fosfataz), PAS (periodik asit-Schiff) gibi enzim boyalar1 da
gerektiginde degerlendirildi. Hiicre sayisi azligi nedeniyle 5 olguda demir skoru ve ring
sideroblast varligi, 36 olguda LAP skoru degerlendirilemedi (demir skoru 79 (%94), LAP
skoru 48 (%57.1) olguda istatistiksel analize alinmistir). Myeloid, eritroid displazi ve
megakaryositik dizideki displastik ve proliferatif degisiklik kriterleri Tablo 3.3’te

Ozetlenmistir.

Kemik iligi biyopsisinde selilerite degerlendirilirken, yag/hiicre oram1 yiizde olarak
hesaplandiktan sonra hasta yasina gore duzeltildi ve hiper/normo ve hiposeluler olarak 3
grupta degerlendirildi. Myeloid, eritroid ve megakaryositik diziler sirasiyla, olgunlasma
oOzellikleri, sayisal degerleri ve displazi agisindan degerlendirildi. Megakaryositlerdeki artma
hafif, fokal belirgin ya da yaygin belirgin olarak kaydedildi (Resim 3.1 a-f). Bu
degerlendirmeler sirasinda H&E boyasina ek olarak immunohistokimya ile myeloid dizi
(MPO), monositler (CD68), eritroid dizi (GlyA), megakaryositler (CD61) monoklonal
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antikorlar yardimi ile daha ayrintili incelendi. Biyopside blast oran1 morfoloji yani sira
immunohistokimya ile CD34+ ve CD117+ hicrelerin varligi ve dagilim paternlerine gore
seyrek/daginik (<%5), kuguk kumeler (>%5-<%10), yaygin dagimik ve kiumeler (>%10-
<%?20) olarak degerlendirildi (Resim 3.2).

TABLO 3.3: Eritroid, myeloid displazi ve megakaryositlerde displastik ve proliferatif
degisiklik kriterleri (aspirasyon ve biyopsi)

ERITROID DISPLAZI MYELOID DISPLAZI MEGAKARYOSITLERDE GORULEN
DEGISIKLIKLER

Niikleusta tomurcuklanma Kugtik veya anormal biyuk formlar DIiSPLASTIK PROLIFERATIF

Interniikleer k&priilesme Hipolobe cekirdek DEGISIKLIKLER DEGISIKLIKLER

Karyoreksis (psédo Pelger-Huét, pelgeroid)

Multipl veya hiperlobe cekirdek Diizensiz hipersegmentasyon Hipo/monolobe ¢ekirdek Bliyuk/dev megakaryosit

Cekirdekte megaloblastik degisiklikler Hipo veya agraniler formlar Multipl cekirdek Hiperkromatik cekirdek

Cekirdek/sitoplazma olgunlagma Psédo Chediak-Higashi graniilleri Mikromegakaryosit Pleomorfizm

uyumsuzlugu Auer rodlart Cekirdekte hipolobasyon veya

Sitoplazmada vakuolizasyon derin ¢entiklenme

PAS pozitifligi (bulbdz, bulut, balon (PMF)/

Ring sideroblast varligt geyik boynuzu (ET) gekirdek)
Ciplak cekirdek
Cekirdek/sitoplazma
olgunlagma uyumsuzlugu

Megakaryosit morfolojisi; normal, displastik, proliferatif olarak degerlendirildi. Her
iki megakaryosit morfolojisini birlikte barindiran olgularda megakaryositler, displastik
agirlikli ve proliferatif agirlikli mikst morfoloji seklinde gruplandirildi (Resim 3.3 a-c).
Mikromegakaryositler immunohistokimyasal olarak anti CD61 antikoruyla boyanan lamlarda
degerlendirildi (Resim 3.1 f). Megakaryositlerin kiimelesme egilimi olup olmamasi, varsa siki
kiime, gevsek kiime, her iki tip kiimelesmenin de olmasi1 durumunda siki1 agirlikli ve gevsek
agirlikli - mikst tip kiimelesme seklinde 5 kategoriye ayrildi (Resim 3.4 a-d).
Megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu olan olgular da kaydedildi (Resim 3.5 a).

Biyopsilerde, stromal degisiklikler olarak lenfosit, plazma ve mast hiicre artisi ile
lenfoid nodul varligima bakildi. Lenfoid nodil (Resim 3.5 b) ve lenfositler CD3/CD5 ve
CD20, plazma hicreleri CD38/CD138, mast hiicreleri CD117 ve/veya triptaz antikorlari
kullanilarak immunohistokimyasal olarak, eozinofil artist H&E kesitlerinden degerlendirildi.

Depo demiri Prusya mavisi ile skorlandi.
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RESIM 3.1: A) Myeloid hiperplazi (X400), B) Eritroid hiperplazi (X400),
Megakaryositlerde; C) hafif artma (X200), D) fokal belirgin artma (X200), E) yaygin belirgin
artma (X200), F) CD61 ile megakaryositlerde yaygin artma (X1000)
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RESIM 3.2: Biyopside; A) dagmik paternde CD34+ hiicreler; <%5 (X1000), B) kiiciik kiime
ve dagmik paternde CD34+ hiicreler, >%5-<%10 (X1000), C) kiime ve yaygm dagmik
paternde CD34+ hiicreler, >%10-<%15 (X400), D) buyik kime ve yaygin daginik paternde
CD34+ hicreler, >%15-<%20) (X1000)

T -
(Bt S G
I B

RESIM 3.3: Megakaryositlerde; A) Displastik morfoloji (X400), B) Proliferatif morfoloji
(X400), C) Displastik+proliferatif morfoloji (x400)
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RESIM 3.4: Megakaryositlerde; A) Siki kiimelesme (x400), B) Gevsek kiimelesme (x400),
C) Sikit+gevsek kiimelesme (x400)

5 ,
i '”..-1%\;. :

RESIM 3.5: A) Megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu (X1000), B) Interstisyel
lenfoid nodal (x400)

Kemik iligi fibrozisi giimiisleme boyas1 ile Avrupa konsensus ve Manoharan fibrozis
siiflamalarina gore ayri ayri derecelendirildi (Resim 3.6 a-d). Anjiogenezde artma (Resim
3.7 a); immunohistokimyasal olarak CD34 antikoruyla boyanan damar sayilarina gore;
yok/hafif/orta/agir, sinuzal hematopoez (Resim 3.7 b); hematoksilen-eozin ve CD34 boyali
kesitlerde morfolojik olarak var/yok seklinde degerlendirildi.

Takip biyopsilerinde ilk biyopsilerine gore blast oranindaki artislar, tip degisimi olan

KMML olgular1 ve I6semik doniisiim gorilen olgular (blast oran1 >%20) kaydedildi.
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RESIM 3.6: Manoharan (M) ve Avrupa (A) smiflamalarina gére; A) M: Grade 1, A: Grade 1
(X400), B) M: Grade 2, A: Grade 2 (X400), C) M: Grade 3, A: Grade 2 (X400), D) M: Grade
4, A: Grade 3 (X400) fibrozis

RESIM 3.7: A) CD34 ile belirgin anjiogenez artis1 (X400), B) Sinuzal hematopoez (X400)
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Tam gruplari, klinik ve morfolojik veriler bir arada degerlendirilerek DSO 2008
kriterlerine gore belirlendi. Daha énce PMF-selller faz tanis1 konulan 3 hastada tan1 MDS-F,
KMML ve MDS/MPN-U olarak degistirildi. Boylece tan1 gruplarinin son dagilim MDS-F (11
hasta), KMML (23 hasta; displastik 15, proliferatif 8), MDS/MPN-U (17 hasta), aKML (2
hasta), RARS-T (2 hasta) ve PMF-SF (29 hasta) seklindedir.

3.4.ASXL1 GEN MUTASYONLARI VE ASXL1 PROTEIN EKSPRESYONUNUN
DEGERLENDIRILMESI:

ASXL1 geninin (ENSG00000171456) protein kodlayan 8 transkripti mevcuttur.
Bunlar icinde en uzun olan ASXL1-203 (ENST00000613218) isimli transkript ¢alisma icin
secilmistir. Yedi bin otuz sekiz baz cifti iceren bu transkript, 1541 aminoasitlik bir protein
(ENSP00000480487) sentezlemektedir. On iki ekzon igeren bu transkriptin tanimlanmisg 1786

varyant1 vardir.

Calismamizda ASXL1 geninde gorilen degisiklikler iki ayr1 yontemle arastirilmustir.
Ik yontem altin standart olan Sanger dizi analizi iken diger yontem ¢ok daha ucuz ve kolay

uygulanabilir olan immunohistokimyadir.
3.4.1. Sanger dizi analizi:

Dizi analizi igin izlenen asamalar sirasiyla DNA izolasyonu, DNA yogunlugu ve
kalitesinin 6l¢cimd, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile hedef gen bdlgesinin gogaltilmast,

elde edilen Grlndn saflastirilmasi ve Sanger dizileme cihazinda dizi analizidir.
3.4.1.1. Parafine gomuld bloklardan DNA izolasyonu:

Kemik iligi biyopsilerine ait parafine gdmult bloklardan yari steril kosullarda elde
edilen 5-10 pm kalinliginda 8-10 kesit, 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarildiktan sonra
deparafinizasyon asamasi icin Uzerlerine 1 ml molekdler grade ksilen eklenerek maksimum
hizda (14800 rpm) 5 dakika santriftj edildi. Stpernatant kismi atilip peletin Gzerine yeniden 1
ml ksilen eklenerek bir kez daha santrifuj tekrarlandi. Ardindan ksileni uzaklagtirmak igin 1
ml molekiiler grade absolu alkol eklenip maksimum hizda 5 dakika santriftij edilerek
stpernatant kismi atilip bu asama bir kez daha tekrarlandi. Alkol tamamen cekilip atildiktan
sonra dokular kurumalari i¢in 37°C sicak bloga birakilip 10 dakikada bir kontrol edilerek
yaklagik yarim saat sonra kuruyan dokular bloktan alindi. Ardindan Roche FFPE kit

kullanilarak izolasyon islemine gegildi.
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Kuruyan dokularin (zerlerine 180 pL doku lizis tamponu ve 20 pL proteinaz K
eklenerek 30 saniye vortekslenip 1 saat 56°C’de 600 rpm hizda karistirilarak inkibe edildi.
Parcalanan lizat berraklasinca 90°C’deki sicak blokta 600 rpm hizda karistirilarak 1 saat daha
inkibasyon edilerek 15-25°C’ye kadar sogumaya birakilip 200 ML baglayici tampon
eklenerek 3-4 kez pipetleyip homojen olana kadar karistirildi ve 15 dakika inkiibasyona
birakildi. Sonraki agamada (izerine 100 pL isopropanol eklenerek birka¢ kez karistirilip atik
tlplerinin igine yerlestirilmis filtreli tlplere aktarildi. 8000g°de 1 dakika santriftij edildikten
sonra atik tuplerinde biriken sivi uzaklastirilip 500 ul yikama tamponu | eklendi ve 8000 g’de
1 dakika santrifij edilip atik tiplerinde biriken sivi uzaklastirildi. Ayni islem 2 kez 500 pl
yikama tamponu Il ile tekrarlanip 1 dakika 16000 g’de santrifuj edilip atik tpleri atildi.
Filtreli tipler 1.5ml’lik steril, kapakli, DNaz/RNaz igermeyen reaksiyon tuplerine konularak
uzerlerine 50 pl elution tamponu eklenip oda sicakliginda 10 dakika tamponun filtreye nifuz

etmesi beklendi. 8000 g’de 1 dakika santriflj sonunda izole edilen DNA tlipe aktarildi.
3.4.1.2.DNA yogunluk ve safliginin 6l¢iimii:

Izole edilen DNA’nin yogunluk ve saflik tayini, Nanodrop 2000c spektrofotometre ile
gerceklestirildi (Thermo Scientific, USA). Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda yapilan Olglimlerle DNA’nin safligi ve yogunlugu belirlendi. Elde edilen DNA

calisma yapilana kadar kisa dénem i¢in +4°C’de saklandi.
3.4.1.3.Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR):

Elde edilen DNA’lardan 6n denemeler igin farkli konsantrasyonlarda 2 6rnek segilip
hedef gen bdlgelerini ¢ogaltmak icin PZR islemine alindi. On ikinci ekzon ve 3° UTR
(kodlama yapmayan boélge) bolgesini ¢ogaltmak icin daha 6nce Gelsi-Boyer ve arkadaglarinin

(208) tasarladig1 6 adet primer cifti kullanildi. Primerler Tablo 3.4’te verilmistir.

PZR reaksiyonu icin primerler énceden sulandirilarak 10 pmol/ul yogunluga getirildi.
PZR, taq polimerazin Uretici firmasinin onerisiyle 12.5 ul’lik iki ayr1 karisim elde edildikten
sonra bunlarin birlestirilmesiyle toplam 25 pl olacak sekilde hazirlandi. Kitin icinde yazdigi
gibi ileri ve geri primerler 0.75%er ul, dNTP 0.5 pL, taq polimeraz 0.3 pL, tampon ¢ozeltisi
2.5 uL olmak tzere, DNA pL’de 50 ng olacak sekilde, MgCl, disinda total hacmi 25 pL’ye
tamamlayacak kadar dH,0 konulmustur. MgCl, duizeyi 1.5-2.5 pl arasinda degisecek sekilde 3
farkli kombinasyonda, literatiirde bildirilen baglanma sicakliklarindan baslayarak A-T, G-C

nikleotid sayilarinin hesaplanmasiyla elde edilen muhtemel baglanma sicakliklarin1 da
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icerecek sekilde 55-67°C arasinda 7 farkli sicaklikta Biorad T100 PZR cihazinda gradient
PZR kuruldu.

TABLO 3.4: Kullamlan primer ciftleri

;?J:?Ir Primer dizisi- ILERI 5'-3" Primer dizisi- GERi 5'-3' PZR urunu(r;l;; uzunlugu
fpflkrﬁg:‘ AGGTCAGATCACCCAGTCAGTT TAGCCCATCTGTGAGTCCAACTGT 561
;Z;r'l‘;‘;’; AGAGGACCTGCCTTCTCTGAGAAA TTCGATGGGATGGGTATCCAATGC 558
ézsr'f;oe’; ACTTGAAAACCAAGGCTCTCGT GCAACCATCCCATCTGTCCTTGTA 532
4112::;10; GGTGGACAAGGATGAGAAACCCAA TGTCCTGTGACATAGCACGGACTT 674
ézpflknﬁg:‘ TGGATTCCAAAGAGCAGTTCTCTTC CATGACAAAGGGCATCCCTTCCAA 533
lszlfr'l‘é"e? ACAGGAAAGCTACTGGGCATAGTC CAAGAGTGCTCCTGCCTAAAGAGT 593

Elde edilen PZR drlnlerinin kontroll igin %2’lik agaroz jel hazirlanarak 2.5 ul PZR
urtind 0.5 pl yikleme tamponu ile karstirilarak jeldeki kuyulara yiklendikten sonra ilk
kuyuya yuklenen 3 ul 100 bp’lik DNA markeri ile birlikte elektroforezde yiratuldu ve jel
Uzerindeki bantlar UV 1sik altinda incelendi. Bu islem sonrasi beklenen PZR Urtnleri elde
edilemedi. DNA yogunlugu ve taq polimeraz miktar1 degistirilerek ¢cok kez  tekrar
denenmesine ragmen PZR 0rinl elde edilemeyince izole edilen DNA’lar %0.6’lik agaroz
jelde yurutildu. DNA’lar, UV 1sik altinda jelde smear olarak izlendi ve kemik iligi
biyopsilerine ait parafin bloklardan elde edilen bu DNA oOrneklerinin ¢ok kicuk parcalar
halinde kirik oldugu goriildii. Bu kirilmalarin %210’luk formik asitte bekletilerek yapilan
dekalsifikasyon islemi sirasinda olustugu diistiniildii. Kirtkli DNA’larin kurtarilma ihtimalleri
Adli Tip Kurumu, DETAM, Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Bogazigi Genetik bolumlerine danisildi, ancak Sanger dizilemede her baz
ciftinin net okunmasi i¢in kusursuz dizi eldesi gerektiginden parafin bloklarin kullanimindan
vazgecilip DNA izolasyonunun kemik iligi aspirasyon lamlarindan kazima ydntemiyle

denenmesine karar verildi.
3.4.1.4. Kemik iligi aspirasyon lamlarindan DNA izolasyonu ve saflik 6lcimu:

Arsivden ¢ikarilan aspirasyon lamlari iginden boya yapilmamig olanlar, yoksa Giemsa

veya diger enzim boyalart uygulanmis 2-3 lam DNA ekstraksiyonu igin segildi. Boya varsa
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soldurulduktan sonra lamlar dik pozisyonda kurutuldu. Kuruyan lamlardaki hucreler, 180 uL
doku lizis tamponu ile kazmnarak 1,5 ml’lik eppendorf tliplere aktarilip Uzerlerine 70 pL
proteinaz K eklenerek 30 saniye vortekslendi ve 1 saat 56°C’de 600 rpm hizda karistirilarak
inkibe edildi. Ardindan, 90°C’de 600 rpm hizda inkiibasyon basamagi atlanarak ayni DNA
izolasyon prosedurine devam edildi. Saflik 6lcimi sonrasi1 6rnekler, galisma yapilana kadar
kisa donem i¢in +4°C’de, uzun donem igin -20°C’de saklandi.

3.4.1.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR):

Hicre kazima yoluyla elde edilen DNA’lardan farkli konsantrasyonlarda 2 &Ornek
secilip hedef gen bolgelerini ¢ogaltmak i¢in PZR islemine alinarak ayni kosullarda gradient
PZR kuruldu. Kontrol amaciyla Sanger dizilemede basarili olunmus, bir DNA &rnegi de
eklendi. Uygun baglanma sicakliklarinda hem kontrol, hem de hasta DNA’larindan PZR
urlind elde edilebildi. Elde edilen PZR drinleri kullanilan primere goére 532-674 bp arasinda
degisen boyutu ve yogunlugu kontrol edilip jel goruntileme sistemine kaydedildi. PZR
drinlerinin UV 11k altinda jel gorlntlsune ait 6rnek Resim 3.8’de verilmistir. Bantin en
parlak oldugu baglanma sicakligi ve MgCIl, yogunlugu saptandiktan sonra optimum PZR
kosullar1 bu banta gore belirlendi. PZR karisim igerigi Tablo 3.5’te, PZR kosullar1 Tablo
3.6’da verilmistir. Gradient PZR disindaki PZR ¢aligmalari, Techne 3200 cihazinda
gerceklestirildi.

[ —— e el . o

RESIM 3.8: PZR iiriinlerinin UV 151k altinda jel goriintisii
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TABLO 3.5: PZR karisimi

50-100 ng/ pl 0.5 ul dNTP 0.75 pl ileri 0.75 pl geri Toplam hacmi 12.5
1.KARISIM DNA primer primer ul’ye tamamlayacak
(genelde 1-2 pl) kadar dH,O TOPLAM
HACIM:
2 pl MgCl, 0.3 pl taq polimeraz 2.5 pl tampon ¢ozeltisi 7.7 ul dH,0 25ul
2. KARISIM (ROCHE expand high
fidelity PCR system)

TABLO 3.6: PZR kosullar:

94°C 5 dk i1k denatiirasyon

94°C 15sn Denatiirasyon

65°C(1-4. Primerler igin) 30sn Baglanma 35 dongi
63°C (5-6. Primerler igin)

72°C 453n Uzama

72°C 10 dk Son uzama

+4°C o

Kemik iligi aspirasyon lamlarindan DNA elde edilmesi ve DNA’larin %0.6’lik agaroz
jelde yuratilmesinde sorun olmamasina ve kosullar degistirilerek defalarca ¢alisilmasina karsin
38 Ornekte PZR (rinu elde edilemedi. Bunun nedeni olarak onceden uygulanmis olan
histokimyasal boyalarin, hassas olan PZR kosullarin1 olumsuz etkilemesine ve polimeraz zincir
reaksiyonunu inhibe etmesi distiniildi. PZR Urini elde edilen 46 6rnek bir sonraki basamak olan
saflagtirma evresine alindi.

3.4.1.6. Saflastirma islemi:

Bu islem icin “ROCHE high pure” saflastirma Kiti kullanildi. PZR Grln0 Gzerine 100
ul baglayic1 tampon ¢Ozeltisi eklenerek iyice pipetlenip kolona aktarildiktan sonra maksimum
hizda (14800 rpm) 1 dakika santrifuj edildi. Biriken atik kisim atilarak kolon yeniden toplama
tplne kondu ve zerine 500 ul yikama tamponu eklendi. Maksimum hizda 1 dakika daha
santrifuj edilip toplama tipinde biriken atik yeniden uzaklastirilarak kolon yine toplama
tplne alind1 ve 200 pl yikama tamponu eklenip maksimum hizda 3 dakika daha santrifuj
edilip 1.5 ml’lik eppendorf tlpe aktarildi. 50 -100 ul elution tamponu eklenip maksimum
hizda 1 dakika santrifij sonrasi temizlenmis amplikonlar tlpe aktarildi. Saflastirma sonrasi
temizlenen Urlnden alian 2.5 pl 6rnek 0.5 ul yiikleme tamponu ile karistirilip %2’lik agaroz
jele yuklenerek elektroforezde ydritildid. Yogunlugu kontrol edilerek jel goruntileme

sistemine kayit edildi ve uygun bulunan drnekler, sekans PZR islemine alindi.
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3.4.1.7. Sekans polimeraz zincir reaksiyonu (Sekans PZR):

Sekans PZR amplikon eldesi icin degil, 6nceki PZR’ndan alinan ve temizlenen
amplikonlardan DNA dizisi olusturmak ve olusan diziyi okumak icin kullanilan bir islem
oldugundan baglandigi noktada uzamayi sonlandiran bir OH grubu eksik, farkli renkte
floresan boya igeren niikleotidler kullanildi.

10 pL PZR grade saf su, 1 pL tek yonlt primer (ileri ya da geri), 1 pL (50-100 ng)
hedef DNA, 8 pL master miks (DTCS Quick start kit) kullanilarak toplam 20 pL reaksiyon
karistmi olusturularak uygun PZR kosullarinda amplifiye edilip olusan drln, temizleme

islemine tabi tutuldu.
3.4.1.8.Etanol presipitasyonu ve 6rneklerin cihaza ytuklenmesi

Temizlenmis sekans PZR Urunine 2 pL 3M sodyum asetat, 2 uL. 0.1M EDTA ve 1 pL
glikojen karisimu ile elde edilen STOP solisyondan 5 pL eklenerek karistirildi ve temiz 1.5
ml’lik eppendorf tuplere aktarildi. Karisim tizerine 60 pL %95’lik soguk alkol eklenip 4°C’ye
ayarlanmis sogutmali santrifijde 10 dakika santrifiijden sonra stpernatant uzaklastirildi. Pelet
Uzerine 200 pL %70’lik soguk alkol eklenip 4 dakika santrifilj edilerek ayni islem tekrarlandi.
Alkol, pelete zarar vermeden, pipetle tamamen uzaklastirildiktan sonra 37°C’ye ayarlanan
wsitict blokta 5-10 dakika kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra 40 pL SLS (6rnek yikleme
cozeltisi) kullanilarak 20-25 defa yavasca pipetleme yapilarak pelet ¢Ozdurtlup cihaza
yiklenmeye hazir hale getirildi. Ornekler, 96 wellplate’e yiiklendikten sonra baska bir 96
wellplate’e ayristirma tamponu konarak her iki plate de cihaza yiklendi. Beckman Coulter
GeXP sekans cihazi icin okuma sablonu olusturulduktan sonra baslatildi. Cihaz okumay1
sonlandirdiginda kaydedilen veriler referans diziyle kiyaslanarak farkli gen dizilimleri olup
olmadig1 incelendi. Dizilerin kesintili elde edildigi durumlarda, kesintinin yerine gore ileri

veya geri primerler tercih edilerek sekans PZR isleminden itibaren basamaklar tekrar edildi.

Saptanan genetik degisiklikler, cancer.sanger.ac.uk/cosmic ve www.ensembl.org veri
tabanlarinda tarandi, cosmic ya da rs kodlar1 olanlar belirlenerek PolyPhen-2 programiyla
muhtemel hastalik yapma durumlar1 incelendi. iki frameshift, 6 missense, 1 sessiz mutasyon
ve 3’UTR’de 2 genetik degisiklik ilk kez bu ¢alismada tanimland: (Resim 3.9 a-d).
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RESIM 3.9: Tk kez ¢alismamizda saptanan frameshift (cerceve kaymasi1) mutasyonlar;
A) ¢.2015_2019del (p.C672SfsX3), B) ¢.2604_2604delT (p.G869V{sX7)

3.4.2. immunohistokimya (IHK):

Tan1 ve izleme sirasinda alinan tum kemik iligi biyopsilerinde ASXL1 antikoru ile
immunohistokimyasal boyama yapild: ve nukleer boyanma olup olmadigi 1s1tk mikroskobunda
degerlendirildi. Tim kemik iligi biyopsileri degerlendirilerek ASXL1 igin boyanmanin hangi
asamada goriildiigi kaydedildi.

Kemik iligi biyopsi parafin bloklarindan 2’ser mikronluk kesitler pozitif sarjli lama
alindi. Immunohistokimyasal boyama icin otomatik boyama cihaz1 (Ventana Medical
Systems, Tuscon, AZ, USA) ve indirekt avidin biotin peroksidaz kit kullanildi. ki mikronluk
kesitler gece boyunca 40°C ayarli etlivde bekletildikten sonra deparafinize edilip azalan
oranlarda alkol soliisyonlari ve distile sudan gegirilerek hidrate edilmistir. Antijeni geri alma
(retrieval) islemi icin 10 mmol/L'lik tamponlu sitrat cozeltisinde 30 dakika 36 °C’de
bekletildi. Ticari olarak elde edilen ASXL1 antikoru (Elabscience Biotechnology co., Itd)
damlatilarak 1 saat beklendi ve yikama islemleri sonrast %0.1 hematoksilen ile karsit boyama

yapildi. Kontrol olarak testis dokusu kullanildu.

ASXL1 ile nukleer boyanma saptandiginda boyanmanin, zayif ya da kuvvetli, fokal

ya da yaygim olusu kaydedilerek 0’dan 3’e kadar bir skorlama sistemi olusturuldu. ASXL1

42



negatif olgular skor 0, fokal zayif niikleer boyanma izlenenler skor 1, fokal kuvvetli ve yaygin
zay1f boyanma izlenenler skor 2, yaygin kuvvetli niikleer boyanma izlenenler ise skor 3 olarak
degerlendirildi. Skor 0 ve 1, ASXL1 mutasyonu icin negatif, skor 2 ve 3, pozitif kabul edildi
(Resim 3.10 a-h).

3.5.STATISTIK:

Kaydedilen tum hasta verileri SPSS 21.0 (SPSS Inc.) istatistik programina yuklendi.
Istatistiksel analizde kullanilan yas, hematolojik parametreler, splenomegali ve hepatomegali
varhigi, displazi, blast oran1 ve diger morfolojik parametreler hastanin ilk basvurusunda tani

sirasindaki verilerdir.

Cinsiyet, klinik, morfolojik ve genetik verilerin kategorik gruplandirildigi analizlerde
“Pearson’s ki-kare testi” ve “Fisher’s exact testi” kullanildi. Yas, seltlerite ve Kklinik verilerin
sayisal degerlerinin normal dagilima uygun olup olmadigi “Kolmogorov-Smirnov testi” ile
hesaplandi. Normal dagilim gésteren (parametrik) iki grup arasindaki farkliliklar “Student T
testi” ile, U¢ ve daha fazla grup arasindaki farkliliklar “Anova tek yonli varyans analizi”
kullanilarak degerlendirildi. Parametrik olmayan iki grup arasindaki farkliliklar *“Mann-
Whitney U testi”, i¢ veya daha fazla grup arasindaki farkliliklar ise “Kruskal-Wallis testi” ile
yapildi. Analizler 84 hastay1 kapsayan tim grup icin yapildiktan sonra, displastik ¢zelliklerin
baskin oldugu fibrozisle birlikte MDS, KMML ve MDS/MPN-U gruplari birlestirilerek
proliferatif 0zelliklere sahip PMF-SF grubu ile karsilastirildi. Yasam sreleri, “Kaplan-Meier
analizi” ile hesaplanip grafikleri ¢izildi, “log-rank testi (Mantel-Cox)” ile karsilastirildi. Cok
degiskenli analiz icin Cox regresyon modeli kullanildi. TUm analizlerde anlamlilik sinir1 p
<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR:
4.1.KLINIK OZELLIKLER:

Calismaya, Grade 2-3 fibrozisin eslik ettigi; 11 MDS-F, 23 KMML, 17 MDS/MPN-U,
2 aKML, 2 RARS-T ve 29 PMF-SF olgusundan olusan 84 hasta alindi. Tani1 gruplarina gore
karsilagtirmali hasta 6zellikleri Tablo 4.1°de 6zetlenmistir. Seksen dort hasta genelinde, yas
ortalamasi1 61, medyan 62+13.8, yas araliklar1 34-87 yas arasindadir. Olgularin 52°si (%61.9)
erkek, 32’si (%38.1) kadin olup Erkek/Kadin = 1.6’dur.

Fizik muayene ve batin USG ile Olgulen dalak boyutlarina gore 84 hastadan 21’i masif
(>17 cm) olmak uzere 50’sinde (%59.5) splenomegali (>13 cm) mevcut olup en stk PMF-SF
ve ardindan KMML’de gorildi (p=0.040). Hepatomegali (>16 cm) 30 hastada (%35.7), en
stk MDS-F ve PMF-SF olgularinda saptandi, ancak farkli tan1 gruplar1 g6z 6énine alindiginda

istatistiksel anlam tagimiyordu.

Lokosit, hemoglobin, MCV ve trombosit diizeyleri, hem sayisal, hem de esik degerler
kullanilarak incelendi. Lokosit sayisi tim hastalarin %36.3’0Unde normaldi. Ldkopeni
(<4000/mm®), MDS-F hastalarimin %63.6’snda ve  MDS/MPN-U hastalarmm  %29.5’inde
gorildii. Buna karsin l6kositoz (>10.000/mm®) KMML’de %65.2, PMF-SF’da %55.2 ve
MDS/MPN-U’de %35.3 oranlarinda izlendi. Lokosit sayisi, medyan olarak alinip tan1 gruplari
arasinda  karsilagtirildiginda; MDS-F’de  diisiik  (3800/mm®), MDS/MPN-U’de normal

(6400/mm3), KMML (15300/mm3) ve PMF-SF’da (10500/mm?) yiiksek bulundu (p<0.001).
Medyan hemoglobin duzeylerine gére, PMF-SF’da anemi saptanmazken ( Hb 12.6 g/dL),
MDS-F ve MDS/MPN-U olgularinda agir anemi (sirasiyla Hb 7.3g/dL ve 7.9 g/dL), KMML
olgularinda hafif anemi (Hb 9.3 g/dL) saptandi (p<0.001). MCV degerleri agisindan tani

gruplari arasinda anlamli bir fark yoktu. Medyan trombosit diizeyleri, MDS-F (63.000/mm?)
ve MDS/MPN-U (72.000/mm®) olgular1 arasida benzer olup trombopeni orta diizeyde,
KMML’de ise hafif (120.000/mm?®) diizeylerdeydi. PMF-SF hastalarinda belirgin trombositoz
(841.000/mm?®) mevcuttu (p<0.001).

LDH degerine 77 olguda bakilmis olup genellikle tim hastalik gruplarinda yiiksekti
(PMF-SF %100, KMML 9%90.9, MDS-F %77.8 ve MDS/MPN-U %52.6). p2-mikroglobulin
diizeyine 28 olguda bakilmisti1 ve tani gruplarinda siklikla yiksekti (MDS-F %100, KMML
%87.5, MDS/MPN-U %85.7, PMF-SF %81.8). Baslangic ESH degeri 61 olguda mevcut olup
PMF-SF olgular1 diginda yiksekti (MDS-F %100, MDS/MPN-U %72.7, KMML %72.2 ve
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PMF-SF %30.8). Yiksek ferritin degerleri, MDS-F (%77.8), KMML (%72.2) ve MDS/MPN-
U (%61.5) hastalarinda siklikla goriildiigii halde PMF-SF hastalarinin sadece %5’inde goruldi
(p<0.001).

Konvansiyonel karyotipleme 39 (%46.4) hastada yapilmis ancak 5’inde metafaz
goriilmediginden 34 hastada sonu¢ verilmisti. Buna gore, normal karyotip 20 (%58.8),
sitogenetik anomali 14 (%41.2) hastada saptandi. Sitogenetik anomalilerin tani1 gruplarina
gore dagilimi Tablo 4.2°de verilmistir. Hastalarin 11’inde (%32.4) tek anomali, 3’Unde
(%8.8) kompleks karyotip (2 MDS-F ve 1 KMML) izlendi. Gruplar arasinda istatistiksel
anlamlilik gorilmemesine ragmen sitogenetik anomali saptanma sikliklart MDS-F olgularinda
%60, KMML olgularinda %55.6, MDS/MPN-U olgularinda %42.9 oranlarindaydi. En sik
gorulen anomaliler, trizomi 8, del(20) ve del(21) seklindeydi.

JAK2 V617F mutasyonu, 52 (%61.9) hastada bakilmis olup pozitiflik oranlari, PMF-
SF (%53.8), KMML (%38.5), MDS-F (%33.3), MDS/MPN-U (%16.7)’dir. JAK2 mutasyon
sikligi, PMF-SF’de en yilksek olsa da gruplar arasinda anlamli farkliik yoktur. JAK2
mutasyonu saptanmayan 4 hastada (2 PMF-SF, 1 KMML, 1 MDS-F) JAK2 ekzon 12 ve MPL

W515L/K mutasyonlarina da bakilmis, ancak mutasyon saptanmamustir.

RARS-T (n:2) ve aKML (n:2) olgulari say1 azligi nedeniyle Tablo 4.1°de yer
almamistir. Ozetle; 4 hasta da kadim olup ortalama yas, aKML’de 72.5 (72-73) yas ve RARS-
T’de 70.5 (64-77) yas seklindeydi. Splenomegali, aKML ve RARS-T hastalarinin yarisinda
mevcuttu.  Hepatomegali, RARS-T olgularinda goriilmedigi halde, akKML olgularmin
%50’sinde mevcuttu. Lokosit sayisi, aKML’de yiiksek (>10.000/mm?), RARS-T’de olgularin
birinde yiiksek, digerinde normaldi. Her iki hastalik grubunda hafif/agir anemi mevcut olup
akKML’de makrositer (>100 fL), RARS-T’de ise normositer anemi seklindeydi. Trombosit
sayis;, RARS-T’de yilksek (>400.000/mm®), aKML’de olgularin birinde 100.000/mm*iin
altinda, digerinde normaldi. LDH, aKML ve RARS-T olgularinin timinde, ferritin RARS-
T’de yiksekti. Karyotip % hastada normal olup bir aKML olgusunda trizomi 8 saptandi.
JAK2 mutasyonu, RARS-T olgularindan birinde pozitif iken diger 3 hastada saptanmadi.
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TABLO 4.1: Klinik 6zellikler

MDS-F KMML MDS/MPN-U PMF-SF P-
n:11 n: 23 n: 17 n: 29 DEGERI
55.09; 58 63.91; 63 64.59; 65 57.59; 61 _
YAS (ORTALAMA/MEDYAN/ARALIK) (38-75) (45-62) (39-87) (34-60) =0.058
N 7(%63.6)/ 19(%82.6)/ 10(%58.8)/ 16(%655.2)/ -
CINSIYET (E/K) 4(%36.4) 4(%17.4) 7(%41.2) 13(%644.8) =0.087
3800 15300 6400 10500
MF D"YAN(ARAL 1K) (1300-6200) (3400-165800) (1300-176000) (5700-49200)
DUSUK (<4000) 7(%63.6) 2(%8.7) 5(%29.4) 0(%0)

WBC (/mm®) NORMAL 0 ) 0 0 <0.001
(>4000- <10000) 4(%36.4) 6(%26.1) 6(%35.3) 13(%44.8) =
YUKSEK (>10000) 0(%0) 15(%65.2) 6(%35.3) 16(%55.2)
MEDYAN(ARALIK) 7.3(4.3-11.9) 9.3(5.7-16) 7.9(5.4-12.3) 12.6(7.9-17.5)
<8 7(%63.6) 4(%17.4) 9(%52.9) 1(%3.5)

Hb (g/dL) 8-10 3(%27.3) 11(%47.8) 4(%23.5) 3(%10.3) <0.001
>10 1(%9.1) 8(%34.8) 4(%23.5) 25(%86.2)
MEDYAN(ARALIK) 88(77.8-102) 90(67.3-123) 86.9(71-143) 85(57-96)
<80 2(%18.2) 3(%13.0) 2(%11.8) 3(%10.3)

MCV (fL) 80-100 8(%72.7) 16(%669.6) 11(%64.7) 26(%89.7) =0.122
>100 1(%9.1) 4(%17.4) 4(%23.5) 0(%0)

120000
63000 72000 841000
MEDYAN(ARALIK) (96000-165000) 2(:3??;)8(?0) (7000-616000) (155000-1742000)

Trombosit <100.000 7(%63.6) 10(%43.5) 10(%58.8) 0(%0)

(/mmd) >100.000-<150.000 3(%27.3) 2(%8.7) 3(%17.6) 0(%0) <0.001
>150.000- <400.000 1(%9.1) 8(%34.8) 3(%17.6) 4(%13.8)
>400.000 0(%0) 3(%13.0) 1(%5.8) 25(%86.2)

Absoll Notrofil >1500 6(%54.5) 21(%91.3) 14(%82.4) 29(%100) _

Sayisi (ANC) <1500 5(%45.5) 2%8.7) 3(%17.6) 0(%0) 20001

Absolii Monosit | >1000 0(%0) 20(%87.0) 5(%29.4) 5(%17.2) <0.001

Sayis1 (AMC <1000 11(%100) 3(%13.0) 12(%70.6) 24(%82.8) .

y
. 5 (%45..5) 15 (%65}.2) 7 (%41.2) 23 (%79.3) =0.040
SPLENOMEGALI (1 MASIF) (4 MASIF) (4 MASIF) (11 MASIF) —_—
. 0, 0, 0, 0 =
HEPATOMEGALI 6(%54.5) 5(%21.7) 5(%29.4) 14(%48.3) 0.113
. . o * (0, * (0, 1* (0, =
SITOGENETIK ANOMALI 3/5(%60) 5/9*(%55.6) 3/7*(%42.9) 2/9*(%22.2) 0.401
JAK2 V617F MUTASYONU 1/3**(%33.3) 5/13**(%38.5) 1/6**(%16.7) 14/26%*(%53.8) =0.304

NOT: aKML (n:2) ve RARS-T (n:2) olgu sayilar1 az oldugu icin tabloya alinmamus, metin icinde yazilmstir.

* Olgularin 34’tinde karyotip tayini yapilmistir.

**Qlgularin 52’sinde JAK2 V617F mutasyonu arastirilmistir.

TABLO 4.2: Sitogenetik anomalilerin tam gruplarina gére dagilimi

MDS/MPN-U, aKML ve

Sitogenetik MDS-F KMML RARS-T PMF-SF
anomaliler n:5 n:9 11 n:9
7 (%63.6)
Normal karyotip | 2 (%40) 4 (%44.4) 4 MDS/MPN-U, 1 aKML, 2 7(%77.7)
RARS-T
4 (%36.4)
. 1(%20) 3 (%333) 3 MDS/MPN-U
Tekanomali del(19) Trizomi 8 (n:2), monozomi 7 | (del(6), del(20), trizomi 8), 0 (%0)
1 aKML (trizomi 8)
2(%40)
| 1.del(20), del(21) 1(%11.1)
Kompleksanomali | 5'i;0mi's, del(17), del(18), del(Y), del(20), del(21) 0 (%0) 0 (%0)
del(20)
Tetraplsidi 0 (%0) 1 (%1L1) 0 (%0) 2 (%222
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42. KEMIK 1LIGI ASPIRASYON VE BIiYOPSISINDE MORFOLOJIK

OZELLIKLER:

Seksen dort olgu, tan1 biyopsilerindeki 6zellikler temel alinarak degisik morfolojik
parametreler agisindan karsilastirildi. Izleme sirasinda tekrar biyopsileri tan1 gruplar arasinda
farkli olup ortalam biyopsi sayilart sirasiyla MDS-F (1.22), KMML (2.13), MDS/MPN-U
(1.82) seklindeydi (p<0.001). PMF-seluler faz hastalarinda ise biyopsi tekrar1 yoktu. Kemik
iligi biyopsi ve aspirasyonlarinda gozlenen morfolojik dzellikleri Tablo 4.3’te 6zetlenmistir.

4.2.1. Seliulerite:

Selilerite, yasa gore duzeltilerek degerlendirildiginde, tim tani gruplarinda artmist.
Dort olguda yogun fibrozis ve hematopoetik hiicrelerin belirgin azalmasi nedeniyle seliilerite

verilememistir.
4.2.2. Hematopoetik diziler:

Myeloid dizi, tim olgularin %17.5’inde normal, %63.8’inde artmis, %18.7°sinde ise
azalmistt. Myeloid dizide azalma, MDS-F’de %72.7 oraninda goriildiigii halde diger tani
gruplarinda normal veya hiperplastikti (p<0.001). Eritroid dizi, tim olgularin %25’inde
normal, %57.5’inde artmus, %17.5’inde ise azalmisti. Eritroid dizide azalma en sik KMML
(%34.8) ve MDS/MPN-U’de (%29.4) gorilirken MDS-F’de nadir (%9.1), PMF-SF’da ise
yoktu (p=0.001). Megakaryosit sayisindaki artma, tum olgularin %22.5’inde hafif,
%46.3’inde fokal belirgin, %31.2°sinde ise yaygin belirgindi. Fokal belirgin megakaryosit
artis1, PMF-SF’da %86.2, MDS/MPN-U’de %47.1 oranlarinda gortilmesine karsin MDS-F’de
gorilmedi (p<0.001). Ote yandan megakaryositlerdeki yaygmn belirgin artis, MDS-F,
MDS/MPN-U ve KMML’de sirastyla %54.5, %41.2 ve %34.8 oranlarinda gortlurken bu oran
PMF-SF’de oldukga az olup %13.8 oranindaydi ( p<0.001).

4.2.3. Displazi:

Displazi, her G¢ hematopoetik dizi igin aspirasyon ve biyopsiler birlikte incelenerek
degerlendirildi. Dokuz hastada (7 MDS-F, 2 MDS/MPN-U) agir fibrozise bagh
hipo/aselllerite nedeniyle aspirasyonlar degerlendirilemedi. Displazi PMF-SF olgularinin
%82.8’inde gorilmedi. Geri kalan 5 olguda ise hipograntler noétrofiller, eritroid dizide
sitoplazma/niikleus olgunlasma uyumsuzlugu ve proliferatif megakaryositlere eslik eden
displastik megakaryosit gibi degisikliklere rastlandi. Ote yandan, MDS-F’de olgularin
timunde ¢ dizide, KMML’de %95.7’sinde >2 dizi, %4.3’linde tek dizide, MDS/MPN-U’de
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%70.6’sinda >2 dizi, %29.4’Unde tek dizide displazi izlendi. Displazi dizilere gore
siralandiginda; eritroid, myeloid ve megakaryositik dizilerde displazi gorilme sikliklari,
KMML igin sirasiyla %87, %73.3 ve %95.7, MDS/MPN-U i¢in %76.5, %100 ve %100
oranlarindadir (p<0.001). Atipik KML’de olgularin birinde her (¢ dizide, digerinde yalnizca

myeloid dizide, RARS-T olgularinda ise yalnizca eritroid dizide displazi mevcuttu.

4.2.4. Megakaryosit morfolojisi:

Proliferatif tip megakaryosit morfolojisi, PMF-SF’da %96.6, KMML’de %4.3
oranlarinda gorildi (p<0.001). Displastik tip megakaryosit morfolojisi PMF-SF olgularinda
gorilmezken KMML, MDS-F ve MDS/MPN-U’de sirasiyla %52.2, %45.5 ve %35.3
oranlarinda izlendi (p<0.001). Proliferatif megakaryosit morfolojisi 6n planda olmakla birlikte
displastik megakaryositlerin de eslik ettigi "*proliferatif agwrlikli mikst morfoloji** KMML ve
MDS/MPN-U’de sirastyla %30.4 ve %29.4 oranlarinda gorulirken MDS-F ve PMF-SF’da
sadece birer olguda izlendi (p<0.001). Displastik megakaryosit morfolojisinin baskin oldugu
ancak proliferatif morfolojide megakaryositlerin de goriildiigi "'displastik agwrlikli mikst
morfoloji** sirasiyla MDS-F (%45.5), MDS/MPN-U (%35.3) ve KMML’de (%13)
oranlarinda gorildiigii halde PMF-SF’da gorilmedi (p<0.001). Her iki RARS-T ve bir
aKML’de proliferatif, diger aKML’de displastik morfolojide megakaryositler mevcuttu.

Megakaryositlerde kiimelesme, olgularin %75’inde gorildl. Gevsek kiimelesme, tim
olgularin %11.3’lnde mevcut olup gorilme sikligt MDS-F, MDS/MPN-U ve KMML
olgularinda sirasiyla %27.3, %23.5 ve %8.7 oranlarindaydi. PMF-SF’da ise gorilmedi
(p<0.001). Sikt kiimelesme, tim olgularin %13.8’inde mevcut MDS/MPN-U’de gdrilmedi.
Gorulme sikliklar1 sirasiyla, KMML (%21.7), PMF-SF (%17.2) ve MDS-F (%9.1)
seklindeydi. Gevsek agwhkli mikst patern en sik PMF-SF (%31) ve MDS/MPN-U’de
(%17.6) gorulmekle birlikte diistik oranlarda da olsa MDS-F (%9.1) ve KMML’de (%8.7) de
gozlendi. Skt agwrlikli mikst patern, siklik sirasina gére PMF-SF (%51.7), MDS/MPN-U
(%35.3), KMML (%13) ve MDS-F (%9.1) oranlarinda saptandi (p<0.001).

Megakaryositlerde fokal belirgin artis; proliferatif ve proliferatif agirhikli mikst
megakaryosit morfolojisi ile paralellik gosterdi (p=0.001). Displastik ve displastik agirlikli
mikst megakaryosit morfolojisi; megakaryositlerde kiimelesme olmamasi, myeloid ve eritroid
dizilerde displazi ile birlikte gézlendi (p<0.001). Megakaryositler displastik oldugunda sik1 ve
sik1 agirlikli mikst kiimelesme gorulme sikligi azalmaktaydi (p<0.001).
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Displastik ve displastik agirlikli mikst megakaryosit morfolojisi MDS-F (%90.9),
KMML (%65.2), MDS/MPN-U (%70.6), aKML’de (%50) oranlarinda gorilirken PMF-SF
ve RARS-T’de gorulmedi (p<0.001).

4.2.5. Megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu:

Megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu, 20/84 (%23.8) hastada saptandi.
Gorililme sikligr sirastyla MDS-F (%45.5), MDS/MPN-U (%41.2), KMML ( %34.8) ve PMF-
SF (%3.5) oranlarinda olup aKML ve RARS-T’de gorilmedi (p=0.010). Aberan CD34
ekspresyonu, displastik ozelliklerin baskin oldugu, MDS ve MDS/MPN grubu hastaliklarda
daha sik izlendi (p=0.001). Ote yandan, megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu, >2
dizide displazi (p=0.004), displastik/displastik agirlikli megakaryosit morfolojisi (p=0.005),
megakaryositlerde kiimelesme egilimi (p=0.018), ylksek blast oran1 (p=0.012) ve stromada
mast hiicre artis1 (p=0.022) ile birliktelik gostermekteydi.

4.2.6. Blast oranlar1 ve kemik iligi biyopsisinde CD34+ hicre dagilhmlari:

Blast orani; aspirasyonu olan olgularda yuzde (%) olarak, biyopsilerde CD34/CD117
pozitif hiicre dagilimlarina gore seyrek (<%5), orta (>%5-<%10) ve yiksek (>%10-<%20)
seklinde degerlendirildi. Aspirasyon ve biyopsi birlikte yorumlandiginda; PMF-SF olgularinin
%51.7’si ve iki RARS-T olgusunda blast gorilmedi. Diigiik blast orani (<%5), geri kalan
PMF-SF olgulari (%48.3) ile MDS/MPN-U (%47.1), MDS-F (%36.4), KMML (%26.1) ve 1
aKML’de izlendi. Orta duizeyde blast orant (>%5-<%10), sirasiyla KMML (%47.8), MDS-F
(%18.2), MDS/MPN-U (%17.6) ve 1 aKML’de saptandi. Yuksek blast oram (>%010-
<%?20), siklik sirasina gore MDS-F (%45.4), KMML (%39.1) ve MDS/MPN-U (%35)
olgularinda goruldu. Kemik iligi biyopsilerinde CD34+ hiicre sayisi l6semik doniisiim sinirina
yakin yikseklikte oldugunda (>%15-<%20) cok yiiksek olarak degerlendirildi. Bu olgularin
dagihimi; KMML (%21.7), MDS/MPN-U (%17.6) ve MDS-F (%9.1) seklindeydi (p<0.001).
Tan1 gruplarina gore aspirasyon ve biyopsilerde saptanan blast oranlarinin (%) dagilimi Sekil
4.1°de verilmistir. Blast orani arttikga, displastik ve displastik agirlikli mikst megakaryosit
morfolojisi daha sik izlenirken (p<0.001) megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu

gorilme sikligi da artmaktadir (p=0.012).
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SEKIL 4.1: Tam gruplarina gére blast oranlarmimn (%) dagilim
(aspirasyon ve biyopsiler)

Kemik iligi biyopsilerinde CD34+ hiicrelerin dagilim paterni blast oran: ile paraleldi
(p<0.001). Aspirasyonda blast oraninin diisiikk (<%5) oldugu olgularda, biyopside de CD34+
hiicreler daginik olup siklik sirasina gére akKML (%100), MDS/MPN-U (%52.9), PMF-SF
(%48.3), KMML (%39.1) ve MDS-F (%27.3) oranlarinda izlendi. Blast oraninin aspirasyonda
(>%5-<%10) oranlarinda oldugu olgularda CD34+ hicreler kimeler olusturmaktaydi. Bu
dagilim paterni, MDS-F (%27.3), MDS/MPN-U (%11.8), KMML’de (%8.7) oranlarinda
goruldu. CD34+ hucrelerin hem kiime hem de yaygin daginik sekilde arttigi olgularda ise
blast oram1 >%10-<%20 dizeylerinde olup sirasiyla KMML (%52.2), MDS-F(%45.5),
MDS/MPN-U’de (%35.3) oranlarinda izlendi. Aspirasyonda blast oranindaki artma, kemik
iligi biyopsisinde CD34+ hiicrelerin kiime veya kiime+yaygin daginik paternde gorilmesi ile
istatistiksel olarak da baglantili bulundu (p<0.001).

4.2.7. Kemik iligi biyopsisinde demir skoru degerlendirmesi:

Kemik iligi biyopsilerinde depo demiri, 79/84 (%94) olguda degerlendirildi ve
%38’inde normal, %16.4’(inde diisiik, %45.6’sinda yuksek bulundu. Depo demirinde artma
aKML ve RARS-T olgularinin hepsinde, diger olgularda siklik sirasina gére, MDS-F (%72.7),
KMML (%52.2), MDS/MPN-U (%47.1) ve PMF-SF’de (%16.7) oranlarinda gorildii
(p=0.005). Depo demirinde azalma, sirasiyla PMF-SF (%20.8), MDS-F (%18.2),
MDS/MPN-U (%17.6), KMML’de (%13) oranlarinda gorildi. Biyopside demir skorunda
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artma saptanan olgularin %66.7’sinde megakaryositlerde displastik veya displastik agirlikli

mikst megakaryosit morfolojisi mevcuttu (p=0.002).

TABLO 4.3: Morfolojik 6zellikler (Aspirasyon ve biyopsi)

MDS-F KMML MDS’UMPN' PMF-SF p-
n: 11 n: 23 . n: 29 DEGERI
n: 17
BIiOPSI SAYILARI (ORTALAMA/ARALIK) 122(1-2) 213(1-5) 1.82(1-5) 1) <0.001
. . 9/9 22122 15/16 o
SELLULERITE (YASA GORE HIPERSELUIjER (%100)* (%100)* (%93.8)* 29(%100) -0.376
DUZELTILMIS) NORMOSELULER 0(%0) 0(%0) 1/16* 0(%0) -
HiIPOSELULER 0(%0) 0(%0) 0(%0) 0(%0)
NORMAL 1(%9.1) 2(%8.7) 2(%11.8) 9(%31.0)
. ARTMA 2(%18.2) 18(%78.3) 11(%64.7) 20(%69.0) <0.001
MYELOID DIZI AZALMA 8(%72.7) 3(%13.0) 4(%23.5) 0(%0)
NORMAL 1(%9.1) 2(%8.7) 3(%17.6) 14(%48.3)
: R ARTMA 9(%81.8) 13(%56.5) 9(%52.9) 15(%51.7) =0.001
ERITROID DIZI AZALMA 1069.0) | 8(%348) 5(%29.4) 0(%0)
HAFIiF ARTMA 5(%45.5) 11(%47.8) 2(%11.8) 0(%0)
. . - i i (v () () ("
MEGAKARYOSITIK Dizi FOKAL BELIRGIN ARTMA 0(%0) 4(%17.4) 8(%47.1) 25(%86.2) <0.001
YAYGIN BELIRGIN ARTMA 6(%54.5) 8(%34.8) 7(%41.2) 4(%13.8)
DISPLAZI YOK 0(%0) 0(%0) 0(%0) 24(%82.8)
. . TEK DiZiDE DiSPLAZI 0(%0 1(%4.3 5(%29.4 5(%17.2 <
DISPLAZI (%0) (%4.3) ( ) ( ) 0.001
COGUL DIiZiDE DiSPLAZI 11(%100) | 22(%95.7) 16(%70.6) 0(%0)
PROLIFERATIF 0(%0) 1(%4.3) 0(%0) 28(%96.6)
;‘}%}FERAT‘F ¢ GIRLIKLI 1%91) | 7(%30.4) 5(%29.4) 1(%35)
MEGAKARYOSIT DISPLASTIK 5(%45.4) 12(%52.2) 6(%35.3) 0(%0) <0.001
MORFOLOJISI 1]\)41is§SL11}STIK AGIRLIKLI 5(0645.4) 3(%13.0) 6(%35.3) 0(%0)
KUME YOK 5(%45.4) 11(%47.8) 4(%23.5) 0(%0)
GEVSEK/GEVSEK o 0 0 o
MEGAKARYOSITLERDE AGIRLIKLI MIKST KUME 4(%36.4) 4(%17.4) 7(%41.2) 9(%31.0) <0.001
KUMELESME i'[’.fl\'/’é“" AGIRLIKLIMIKST | 50185y | g934.8) 6(%35.3) 20(%69)
MEGAKARYOSITLERDE ABERAN CD34 EKSPRESYONU 5(%45.5) 8(%34.8) 7(%41.2) 1(%3.5) =0.010
BLAST YOK 0(%0) 0(%0) 0(%0) 15(%51.7)
DUSUK (<%5) 4(%36.4) 3(%13.0) 8(%47.1) 14(%48.3)
ORTA o 0 0 o
(2%5 - <%10) 20182 | 10478 30679 000 <0.001
BLAST ORANI YUKSEK 0 9 9 o —
(2%10 - <%15) 4(%36.4) 4(%17.4) 4(%23.5) 0(%0)
COK YUKSEK o o 0 o
E915 - <420) 1(%9.1) 5(%21.7) 2(%17.6) 0(%0)
CD34(+) HUCRE YOK 0(%0) 0(%0) 0(%0) 15(%51.7)
CD34(+) HUCRELERIN DAGINIK 3(%27.3) 9(%39.1) 9(%52.9) 14(%48.3) <0.001
DAGILIM PATERNI KUME/ KUME VE DAGINIK 8(%72.7) 14(%60.9) 8(%47.1) 0(%0)
NORMAL 1(%9.1) 8(%34.8) 6(%35.3) 15/24(%62.5)**
. ARTMA 8(%72.7) 12(%52.2) 8(%47.1) 4/24(%16.7)** =0.005
DEMIR SKORU AZALMA 2(%18.2) 3(%13.0) 3(%17.6) 5/24(%20.8)**
* Myeloid displazi. agwr fibrozis nedeniyle 9 olguda (7 MDS-F, 2 MDS/MPN-U)

degerlendirilememistir.

** Demir skoru, 5 PMF olgusunda ¢c6kme nedeniyle degerlendirilememistir.
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4.3 KEMIK iLiGi BiYOPSISINDE FiBROZiS DERECELENDIRMESI:

Kemik iligi biyopsilerinde fibrozis derecelendirmesi hem Manoharan hem de Avrupa
fibrozis siniflamalarina gore yapildi. Her iki sisteme gore tani gruplarmin dagihimi Tablo

4.4°te 6zetlenmistir.

TABLO 4.4: Olgularn fibrozis derecelendirmesi

FibROZIS VDSE | KMML | MDSIMEN-U | PMESE | o ey
DERECELENDIRMESI: ' ) ' '

2 0(%0) 11(%47.8) 1(%5.8) 12(%41.4)
MANOHARAN 3 5(%45.5) 6(%26.1) 8(%47.1) 10(%34.5) =0.045
SINIFLAMASI 4 6(%54.5) 6(%26.1) 8(%47.1) 7(%24.1)

2 4(%36.4) 17(%73.9) 9(%52.9) 23(%79.3)
’SAIY\IF:ELP AAM AS| 3 7(%63.6) 6(%26.1) 8(%47.1) 6(%20.7) =0.058

Manoharan siniflamasina gore, Grade 2 (hafif/orta) fibrozis, 25/84 (%29.8), Grade 3
(orta) fibrozis 29/84 (%34.5) ve Grade 4 (agir) fibrozis 27/84 (%32) olguda saptandi. Hafif
fibrozis siklikla KMML ve PMF-SF hastalarinda gorulirken orta/agir fibrozis MDS-F ve
MDS/MPN-U hastalarinda izlendi.

Avrupa siniflamasina gore Grade 2 (orta) fibrozis, olgularin %67.9unda mevcut olup
en stk PMF-SF ve KMML hastalarinda gortlmekle birlikte tim tani gruplarinda goruldi.
Grade 3 (agir) fibrozis tim olgularin %32.1’inde mevcut olup en sik MDS-F (%63.6) ve
MDS/MPN-U (%47.1) olgularinda izlendi. Manoharan smiflamasi ile tan1 gruplari arasinda
istatistiksel anlamlilik mevcuttu (p=0.045). PMF-SF disinda kalan 55 hasta, tani gruplarina
ayrildiginda Manoharan siniflamasina goére MDS-F ve MDS/MPN-U hastalarinda agir (Grade
3-4), KMML hastalarinda hafif/orta dereceli fibrozis (Grade 2) mevcuttu (p=0.021).
Manoharan ve Avrupa fibrozis derecelendirme smiflamalarinin Klinik parametrelerle iliskisi
Tablo 4.5°te, morfolojik parametrelerle iliskisi Tablo 4.6’da, tan1 gruplarina gore

karsilastirmasi Sekil 4.2°de verilmistir.

Her iki fibrozis derecelendirme sistemine gore hemoglobin degeri ve kemik iligi
fibrozisi arasinda iliski mevcuttur (Manoharan siniflamasina gore; p=0.002, Avrupa
simiflamasina gore; p=0.004). Ote yandan, l6kositozun gériildiigi KMML ve PMF-SF
olgularinda fibrozis derecesi daha distiktiir (Avrupa siniflamasina gore; p=0.023). PMF-SF

hastalar1 ayr1 olarak incelendiginde, diisiik-normal trombosit diizeyleri agir, yiksek trombosit
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diizeyleri orta derecede fibrozis ile iliskili bulundu (Avrupa siniflamasina gore p=0.020,

Manoharan siniflamasina gore p=0.030).

TABLO 4.5: Fibrozis simflamalarimin klinik parametrelerle karsilastirmasi

FIBROZIS MANOHARAN i AVRUPA i
DERECEL ENDIRME ___SINIFLAMASI ool | SINIELAMASI | e
SINIFLAMAL AR RADE | GRADE | GRADE RADE | GRADE
<60 13 10 13 23 13
VA 0155) | (6119) | ©e155) | _ .. | ©627.4) | oe1ss) |
5 >60 13 21 14 e 34 14 -
®%155) | (%25 | (%16.6) (%405) | (%16.6)
Kadmn 11 12 9 22 10
o ®131) | (%143) | (%10.7) ®%262) | (%11.9)
CINSIYET =0.794 =0.801
Erkek 15 19 18 35 17
@17.9) | %226) | (%21.4) @417) | (®%202)
<2000 2 (%24) | 7(%83) | 5 (%6) 8(%9.5) | 6(%7.1)
>2000-<10000 ) ’ 14 ) 14
WBC (mm®) 8(%9.5) | 8("95) | (o166) | =0003 | B | (166 | 0023
10000 16 (%19) | 16 (%19) | 8 (%9.5) (%23 3 | (%83
) 7 ) 13 9 13
1(012) | 8(%9.5) | (o155 %10.7) | (%155)
Hb (g/dL) b 6O671) | ﬂ.g) 7(%83) | =0002 | 16(%19) | 7(%83) | =0.004
>10 19 13 2
@%226) | @155 | (%83 @%381) | (%83)
<100000 ) 11 11 , 1
6OO7D) | 04131) | (913.0) 16(%19) | (94143
PLT (¢mm?) figgggg' 783 | BOOS) | o ﬂ.g) =0305 | o, ﬁ.g) o ﬂ.g) =0.054
>400000 13 1
2 ooies) | @oisz | 8O67D 26 (%31) | 5 (%6)
<20 1 8 20
B @197) | @131 | 698 | @%328) | 698 |
ESH (/sa) (n=61) =0.629 = 0629
>20 12 ) 9 : ) 10
@197) | 12) | o148 25(641) | (o416.4)
<13 1(%L6) | 0(%0) | 1(%L6) T(%L6) | 1(%L6)
o 13-149 15 9 20 9
g?;g"m (ng/mL) @242) | 28D | (00145 | z00s5 | (%323) | %145 | =0830
B >150 7 14 10 20 11
@%113) | (%226) | (%16.1) ®%323) | ®%17.7)
Var 17 15 20 3 19
0, 0, 0, 0, 0,
SPLENOMEGALI Yok (/"290'2) (%17.9) (%23.8) =0.121 (/"32'3) (%22.6) =0.271
w6107y | 180619 | 70683 oione) | B9
Var 9 11 11 20 11
0, 0, 0, 0, 0,
HEPATOMEGALI o (/"1(7)‘7) (/";(3)'1) (0131) | _gggp | (%238) | (W13 | _gg6
0, 0, 0,
0202) | oong | 18069 37 (%44) | 16 (%19)
5 7 2 (%59) 7 )
SITOGENETIK Var (6147) | (%206) Coszp | @y | 2009 |
ANOMALI (n=34) 5 9 6 : 14 5 :
Yok @147) | %265) | (%17.6) @412) | (%17.6)
Var 7 7 8 14 8
JAK2 VE17F (6135) | (6135) | (e154) | _ . | (6269) | oe154) | _ oo
MUTASYONU (n=52) | Yok 15 9 5 : 24 5 :
%288) | (%17.3) | (%115) (%462) | (%115)
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TABLO 4.6: Fibrozis simflamalarinin morfolojik parametrelerle karsilagtirmasi

FIBROZIS MANOHARAN ) AVRUPA )
DERECELENDIRME SINIFLAMASI DECERI SINIFLAMASI DECERI
SINIFLAMALARI Grade 2 Grade 3 | Grade 4 Grade 2 Grade3
ASPIRASYONDA Hiposeluler 11 (%13.9) 24 (%304) | 22 (%21.8) 36 (%456) | 21 (%26.6)
HUCRESELLIK Normoseliiler 3 (%3.8) 1 (%1.3) 2 (%2.5) =0.003 4 (%5.1) 2 (%2.5) =0.004
(n=79) Hiperseliler 11 (%13.9) 5 (%6.3) 0 (%0) 16 (%20.3) 0 (%0)
Artma 18 (%21.4) 22 (%26.2) | 15 (%17.9) . 39 (%46.4) 16 (%19) .
Azalma 1(%12) 5 (%6) 9(%10.7) 6 (%7.1) 9 (%10.7)
ERITROID DiZi Normal 9 (%10.7) 9 (%10.7) 2 (%2.4) 19 (%22.6) 1(%l2) —0.008
Artma 15 (%17.9) 17 (%202) | 18 (%2l4) | =0.104 31 (%37) 19 (%22.6) '
Azalma 2 (%2.4) 5 (%6) 7 (%8.3) 7 (%8.3) 7 (%8.3)
B Yayem belirgin | 6 (47,1 9(%10.7) | 10 (%11.9) 14 (6166) | 11 (%13.)
MEGAKARYOSITIK — _ _
Dizi ggrﬁ: belirgin 12 (%14.3) 1619 | 116231 | ~0725 29 (%34.5) 10 (%11.9) =0.300
Hafif artma 8 (%9.5) 6 (%7.1) 6 (%7.1) 14 (%16.6) 6 (%7.1)
Displazi yok 10 (%1L9) 8 (%9.5) 5 (%6) 19 (%22.6) 7 (%4.8)
) ] L - S S o ) 0
DISPLAZI izdldzilzdizedlsplam 4 (%4.8) 4 (%4.8) 4 (%4.8) =0.547 8 (%9.5) 4 (%4.8) =0.193
displaz 12 (%14.3) 10 (%22.6) | 18 (%21.4) 30 (%35.7) 19 (%22.6)
Displastik/
displastik 10 (%11.9) 13 (%155) | 15 (%17.9) 22 (%26.2) 16 (%19)
MEGAKARYOSIT agirlikl mikst _ _
MORFOLOJISi Proliferatif/ = Ol =0.076
proliferatif 16 (%19) 18 (%214) | 12 (%14.3) 35 (%41.7) 11 (%13.1)
agirhikl mikst
Kiimelesme yok 8 (%9.5) 8 (%9.5) 5 (%6) 16 (%19) 5 (%6)
Gevsek/ gevsek
. 5 i () 0 () () ()
MEGAKARYOSIT i%.r:ékh mikst 10 (%11.9) 10 (%11.9) 5 (%6) _ P 19 (%22.6) 6 (%7.1) - 0206
KUMELESMESI S o e =u
agurlikli mikst 8 (%9.5) 13 (%155) | 17 (%20.2) 22 (%26.2) 16 (%19)
kiime
Blast yok 8 (%9.5) 4 (%4.8) 5 (%6) 13 (%155) 7 (%4.8)
<%5 8 (%9.5) 14 (%16.6) | 8 (%95) 22 (%26.2) 8 (%9.5)
BLAST ORANI(%) %5-9 6 (%7.1) 6 (%7.1) 5 (%6) =0.639 12 (%14.3) 5 (%6) =0.410
%10-14 2 (%2.4) 5 (%6) 5 (%6) 6 (%7.1) 6 (%7.1)
%15-19 2 (%2.4) 2 (%2.4) 7 (%4.8) 4 (%4.8) 7 (%4.8)
Blast yok 8 (%9.5) 4(%4.8) 5 (%6) 13 (%15.4) 7 (%4.8)
CD34+ HUCRELERIN [ Daginik_ 13 (%15.4) 15 (%178 [ 10(%119) | _ o33 28 (%33.3) 0119 | _gq0;
DAGILIM PATERNI ;“y';‘z ﬁzgﬁl‘ﬁe 5 (%6) 12 (%14.3) | 12 (%14.3) 16 (%19.1) 9 (%15.5)
ABERAN CD34 Var 5 (%6) 8 (%9.5) 7 (%8.3) 12 (%14.3) 8 (%9.5)
EKSPRESYONU Yok =0.804 =0.389
(MEGAKARYOSIT) 21 (%25) 23 (%27.4) | 20 (%23.8) 45 (%53.6) 19 (%22.6)
Yok 2 (%2.4) 0 (%0) 0 (%0) 2 (%2.4) 0 (%0)
. Hafif 15 (%17.9) 3 (%3.6) 0 (%0) 18 (%21.4) 0 (%0)
ANJIOGENEZ ARTIST =57 6 (%7.0) 16 (%19) 5 (%6) <0001 > (%262 5 (%6) <0.001
Agr 3 (%3.6) 12 (%14.3) | 22 (%26.2) 15 (%17.9) | 22 (%26.2)
SINUZAL Var 7 (%8.3) 18(%214) | 210%25) | _ oo 26 (%31) 20(%238) | _ oo
HEMATOPOEZ Yok 19 (%22.6) 13 (%155) | 6 (%71 | — 3L (%37) 7 (%8.3) =0
) . Artma 6 (%7.6) 16 (%203) | 14 (%17.7) 22 (%27.8) 14 (%17.7)
gg%‘g‘g‘f%)“’o Normal 12(%152) | 12(%152) | 6(%76) | =0094 | 24(%304) 6 (%7.6) =0.232
- Azalma 6 (%7.6) 1(%L3) 6 (%7.6) 7 (%8.9) 6 (%7.6)
PLAZMA HUCRE Var 12 (%14.3) 10 (%226) | 18(%2L4) | _ (501 30 (%35.7) 19(%226) | _ o104
ARTISI Yok 14 (%16.6) 12 (%143) | 9(%ion) | 27 (%32.1) 8 (%9.5) e
LENFOID NODUL Var 2 (%2.4) 9 (%10.7) 8(%95) | _ o001 10 (%1L.9) 9 (%10.7) - 0106
VARLIGI Yok 24 (%28.6) 22 (%262) | 10 (%226) | 47 (%56) 1B2Ls) |
MAST HOCRE Var 4 (%4.8) 5 (%6) 8(695) | _,ooe 9 (%10.7) 8 (%9.5) —0.140
ARTISI Yok 22 (%26.2) 26 (%31) | 19 (%22.6) : 48 (%57.1) 19 (%22.6) :
MDS-F 0 (%0) 5 (%6) 6 (%7.1) 4 (%4.8) 7 (%8.3)
KMML 11 (%13.1) 6 (%7.1) 6 (%71 | _ 17 (%20.2) 6 (%7.1) _
TANI GRUPLARI MDS/MPN-U 3(%3.6) 10 (119 | 8(%95) | =245 [13(%i55) 8 (%9.5) =0.058
PMF-SF 12 (%14.3) 10 (%1L9) | 7 (%8.3) 23 (%27.4) 6 (%7.1)
Var 7 (%8.3) 7 (%8.3) 7 (648) | _ 14 (%16.6) 7 (%4.8) _
BLAST ARTISI Yok 19 (%22.6) 24 (%286) | 23 (ara) | 0001 3 w512) | Bowzray | - 0309
T Var 7 (%8.3) 3 (%3.6) 6 (%) | _ 10 (%1L9) 6 (%7.1) _
LOSEMIK DONUSUM =0 19 (%226) | 28 (%333 | 21(wm) | 02 47 (%56) 21 (%25) =0610
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Her iki simflamaya gore fibrozis dlzeyindeki artma, myeloid dizide azalma
(Manoharan swmiflamasi: p=0.049, Avrupa siniflamasi: p=0.022), anjiogenezde artma (Her
iki simiflamada da p<0.001) ve sinuzal hematopoez (Manoharan siniflamasi: p=0.001,
Avrupa simniflamasi: p=0.014) ile iliskili bulunurken eritroid dizide artma daha ¢ok Grade 2
fibrozis ile birlikte gorildi (Avrupa smmiflamasi: p=0.008). Beklenildigi gibi fibrozis arttikga
kemik iligi aspirasyonunda hucresellik azalmaktaydi (Manoharan siniflamasi: p=0.003,

Avrupa siniflamasi: p=0.004).

TANI GRUPLARINA GORE FIBROZIS SINIFLAMALARININ KARSILASTIRMASI

AVRUPA FiBROZIS SINIFLAMASI MANOHARAN FiBROZIiS SINIFLAMASI

12
10 T
g 1
s M Grade 2
H Grade 2 4
2 HGrade 3
M Grade 3 0
Grade 4

&)
p=0.058 p=0.045

SEKIL 4.2: Tam gruplarma gére Manoharan ve Avrupa fibrozis derecelendirme

siiflamalarimin karsilastirmasi

4.4 KEMIK iLiGi BiYOPSiSiINDE STROMAL DEGIiSiKLIiKLER:

Kemik iligi biyopsisinde gorulen stromal degisikliklerin tan1 gruplarina gére dagilimi
Tablo 4.7°de ozetlenmistir. Anjiogenezde degisik diizeylerde artma hastalarin %97.6’sinda
gozlendi. Orta diizeyde anjiogenez artis1 en stk PMF-SF (%37.9) ve MDS/MPN-U (%35.3),
belirgin artig ise MDS-F (%81.8) hastalarinda saptanmakla birlikte diger tan1 gruplarinda da
mevcuttu. Anjiogenez artis1 ile tan1 gruplart arasinda istatistiksel anlamlilik saptandi
(p=0.025).

Sinuzal hematopoez, tim olgularin %54.8’inde mevcut olup gorilme siklig: sirasiyla
MDS/MPN-U (%70.6), PMF-SF (%62.1), KMML (%52.2), RARS-T (%50), MDS-F’de
(%27.3) oranlarindadir. Sinuzal hematopoezin gériildiigii olgularin %65.2°sinde megakaryosit

morfolojisi proliferatif veya proliferatif agirlikli mikst tiptedir (p=0.034).
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TABLO 4.7: Stromal degisiklikler

STROMAL MDS-F KMML MDS/MPN-U PMF-SF P-DEGERI
DEGiSiKLiKLER n:11 n:23 n:17 n:29
YOK 0(%0) 0(%0) 1(%5.8) 0(%0)
ANJIOGENEZ HAFIF 0(%0) 8(%34.8) 2(%11.8) 8(%27.6)
ARTISI ORTA 2(%18.2) 5(%21.7) 6(%35.3) 11(%37.9) =0.025
BELIRGIN 9(%81.8) 10(%43.5) 8(%47.1) 10(%34.5)
SINUZALHEMATOPOEZ 3(%27.3) 12(%52.2) 12(%70.6) 18(%62.1) =0.215
LENFOSIT ARTISI 11(%100) 23(%100) 16(%94.1) 29(%100) =0.386
LENFOID NODUL VARLIGI 8(%72.7) 4(%17.4) 5(%29.4) 2(%6.9) <0.001
PLAZMA HUCRE ARTISI 10(%90.9) 17(%73.9) 12(%70.6) 7(%24.1) <0.001
MAST HUCRE ARTISI 0(%0) 9(%39.1) 7(%41.2) 1(%3.5) =0.002
EOZINOFIL ARTISI 7(%63.6) 11(%47.8) 12(%70.6) 24(%82.8) =0.060

Lenfosit artigi, tlim olgularin %97.6’sinda degisen yogunluklarda goruldi.

Plazma hicre artis1, olgularin %58.3’(inde izlenmis olup aKML, MDS-F, KMML,
MDS/MPN-U, RARS-T olgularinda sirasiyla %100, %90.9, %73.9, %70.6, %50 oranlarinda
olup PMF- SF’de olgularin %24.1’inde mevcuttu (p<0.001). Kemik iligi seluleritesi plazma
hiicre artis1 olan (ortalama selllerite %84.5) ve olmayan (ortalama sellerite %72) olgularda
yuksek olmasina ragmen aradaki fark anlamhidir (p=0.001). Plazma hicre artisi, myeloid
dizide azalma izlenen olgularin %86.7’sinde (p=0.007), megakaryositik dizide yaygin belirgin
artig gorulenlerin %72’sinde (p=0.026) mevcuttu. Displazi, plazma hiicre artigi gbzlenen
olgularin %80.5’inde myeloid, %79.6’sinda eritroid, %81.6’sinda megakaryositik dizilerde
izlendi (p<0.001). Plazma hiicre artisiyla diplastik ve displastik agirlikli mikst megakaryosit
morfolojisi ve megakaryositlerde kiimelesme gorilmemesi arasinda anlaml iliski goraldi
(swrasiyla p<0.001 ve p=0.042). Plazma hiicre artis1 ile aspirasyonlarda blast oranlarinda (%)
blast oran1 ve biyopside CD34+ hiicrelerin kiime veya kime ve yaygin daginik dagihim
paterni gostermeleri arasinda anlamli iliski goruldi (p<0.001). Depo demirinde artma da
plazma hiicre artisi ile birlikte izlendi (p=0.009).

Lenfoid nodul, tim olgularin %23.8’inde goriilmiis olup en stk MDS-F’de (%72.7)
izlendi. Bunu swrasiyla MDS/MPN-U  (%29.4), KMML (%17.4), PMF-SF (%6.9)
izlemekteydi (p<0.001). Lenfoid nodul gorilme sikligi, biyopside myeloid dizide azalma
(p=0.029), megakaryositik dizide yaygimn belirgin artma (p=0.018) ile artarken fokal belirgin
megakaryosit artig1 olan olgularda daha az gorildi. Lenfoid nodul gorulen olgularin %75’inde
myeloid, %94.7’sinde eritroid (p<0.001) ve %89.5’inde megakaryositlerde displazi (p=0.005)
mevcuttu. Lenfoid nodil gérulme sikligi, (%) blast oraninda artma (p=0.008) ve CD34+
hlcrelerin kime veya kiimetyaygin dagmik dagilim paterni (p=0.029) ile paralel artis
gosterdi. Lenfoid nodul gorilme sikligi, biyopside depo demirinde artma (p<0.001) ve plazma
hicre artig1 (p=0.002) ile de paraleldir.
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Mast hicre artis, tim olgularin %20.2’sinde mevcut olup en stk MDS/MPN-U
(%41.2) ve KMML (%39.1) olgularinda izlendi. MDS-F, aKML ve RARS-T’de ise gorulmedi
(p=0.002). Kemik iligi biyopsisinde eritroid dizide hipoplazi, mast hiicre artis1 ile daha sik
birlikte gorildu (p=0.026). Mast hicre artis1 gorilen olgularin %94.1°inde megakaryositler
displastik morfolojide (p=0.002) olup %47.1’inde megakaryositlerde aberan CD34
ekspresyonu vardi (p=0.022). Blast oran1 (%) ve mast hicrelerindeki artis arasinda iliski
izlendi (p=0.032). Sinuzal hematopoez izlenen olgularin %76.5’ine mast hiicre artis1 da eslik
etmekteydi (p=0.044).

Eozinofil artis1, tim olgularin %67.9’unda mevcut olup siklik sirasina gére RARS-T
(%100), PMF-SF (%82.8), MDS/MPN-U (%70.6), MDS-F (%63.6), aKML (%50) ve KMML
(%47.8) oranlarindadir. Eozinofil artisi, biyopside myeloid dizi artisi (p=0.017),
megakaryositlerde fokal belirgin artis (p=0.038), proliferatif morfolojide megakaryositler
(p=0.016) ile birlikte izlendi. Biyopside eozinofil artis1 goralme sikligi, diisiik (%) blast orani
ile iliskili bulundu (p=0.015).

45 TAKIP BiYOPSILERINDE BLAST ORANINDA ARTMA VE LOSEMIK

DONUSUM:

Takip sirasinda hastalarin %27.4’0Unde periferik yayma ve/veya tekrar biyopsilerinde
blast oraninda artma goruldi. Blast oranindaki artma gerek aspirasyonlarda (%) olarak,
gerekse biyopsilerde CD34+ veya CD117+ hiicre sayilarinda 0nceki biyopsilere oranla artma
seklinde degerlendirildi. Bu hastalar tan1 gruplarma goére dagildiginda KMML (%60.9),
MDS/MPN-U (%35.3) ve MDS-F (%27.3) seklinde olup aKML, PMF-SF ve RARS-T’de
takip sirasinda blast oraninda artma gorilmedi (p<0.001). Aspirasyonlarda blast oranindaki
artiglar kemik iligi biyopsilerine CD34+ hucrelerin kiime veya kiime+yaygin patern seklinde
artig1 olarak yansimistir (p<0.001).

Takip sirasinda blast oranindaki artiglar, >2 dizide displazi (p=0.003),
megakaryositlerde yaygin belirgin artma (p<0.001), displastik ve displastik agirlikli mikst
megakaryosit morfolojisi (p<0.001) ile birlikte izlendi. Ote yandan fokal megakaryosit artist
olan olgularin sadece %5.1°1, proliferatif agirlikli megakaryosit morfolojisi olan olgularin
%17.4’Unde takip sirasinda blast artist mevcuttu. Displazinin eslik etmedigi proliferatif
megakaryosit morfolojisi saptanan olgularda ise takip sirasinda blast artist gorilmedi
(p<0.001). Takip sirasinda blast artisina eslik eden diger bir faktér, megakaryositlerde
kiimelesme olmamasi idi. Bununla birlikte, sik1 kiimelesme gorllen olgularda takip sirasinda

blast artis1 nadiren (%10.5) izlendi (p=0.044). Tan sirasindaki blast orani ve takip sirasindaki
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blast artiglar1 Tablo 4.8’de 6zetlenmistir. Beklenildigi gibi baslangic blast orani yiksek olan
hastalarda takip sirasinda blast oraninda artis daha siktir (p=0.001).

TABLO 4.8: Takip suresi icinde blast oraminda artis izlenen olgularda, tam

biyopsilerinde blast oranlari (%) dagilimi

BLAST (%)
0 <5 5-9 10-14 15-19 Toplam | P-DEGERI
Var 0 (%0) 5 (%16.7) 7 (%41.2) 5 (%41.7) 6 (%75) 23
i;’;“f; Yok 17 (%100) | 25 (%83.3) 10 (%58.8) 7 (%58.3) 2 (%25) o1 =0.001
Toplam 17 30 17 12 8 84

Takip sirasinda blast oraninda artma izlenen olgularin, %87°sinde plazma (p=0.001),
%39.1’inde mast hucrelerinde (p=0.014), %69.6’sinda ise depo demirinde artis (p=0.017)
goruldu. Takip sirasinda blast oraninda artis izlenen hastalarin %57.1’inde sitogenetik
anomali mevcuttu (p=0.012).

Tam gruplarmma gore baslangi¢ blast oranlari, takip sirasinda blast oraninda artis,
I6semik doniisiim, 16semik dondisiim icin gecen sire ve sag kalim oranlar1 Tablo 4.9°da
Ozetlenmistir.

TABLO 4.9: Tam gruplarina gore baslangic blast oranlar, blast artisi, [6semik

doniisiim ve sag kalim sureleri

MDS-F KMML MDS/MPN-U PMF . .
P-DEGERI
n:11 n: 23 n: 17 n: 29
BLAST YOK 0 (%0) 0 (%0) 0 (%0) 15 (%51.7)
KEMIK <%5 4 (%36.4) 3 (%13) 8 (%47.1) 14 (%48.3)
iLIGINDE BLAST | %5-9 2 (%18.2) 11 (%47.8) 3 (%17.6) 0 (%0)
<0.001
ORANI (%) %10-14 4 (%36.4) 4 (%17.4) 4 (%23.5) 0 (%0) -
9%15-19 1 (%9.1) 5 (%39.1) 2 (%35.3) 0 (%0)
TAKIPTE BLAST ORANINDA ARTIS 3 (%27.3) 14 (%60.9) 6 (%35.3) 0 (%0) <0.001
LOSEMIK DONUSUM 1 (%9.1) 10 (%43.5) 5 (%29.4) 0 (%0) =0.001
LOSEMIK DONUSUM ICIN GECEN Ay 145 AY 26.7 AY g
SURE (ORTALAMA/ARALIK) (1-62) (9-56)
SAG KALIM DURUMU
. 9 (%90.9) 17 (%74.9) 15 (%88.2) 5 (%17.2) <0.001
(KAYBEDILEN OLGULAR) -
. 6 AY 25 AY 20 AY &)
SAG KALIM (MEDYAN/ARALIK) <0.001
(2-56 AY) (2-67 AY) (1-81 AY) (22-78 AY) E—
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Takip suresi 84 hasta igin 1-81 ay arasinda olup ortalama 31+20.9 aydir. Bu sire
icinde 16 hastada (%19) I6semik dontisiim izlendi. Lésemik doniisiim siklik sirasina gore
KMML (%43.5), MDS/MPN-U (%29.4) ve MDS-F’de (%9.1) oranlarinda goruldi. PMF-SF,
aKML ve RARS-T’de ise gorulmedi (p<0.001).

Tan1 biyopsilerinden 16semik doniisiim anina kadar gecen ortalama sure MDS-F’de 4
ay, KMML’de 14.5 ay (1-62 ay) ve MDS/MPN-U’de 26.7 ay (9-56 ay) olarak izlendi. Takip
sirasinda blast artist olan olgularn %69.6’sinda 16semik doniisiim goruldi (p<0.001).
Beklenildigi gibi tam1 sirasindaki ylksek blast oram1 da losemik dondsiim riskini
arttirmaktaydr (p<0.001). Losemik donilisim gelisen hastalarin %68.8’inde  kemik iligi
biyopsisinde CD34+ hicre sayist artmis olup dagilimi, kime veya kiimetyaygin daginik
paterndeydi (p=0.014).

Losemik doniisiim; >2 dizide displazi (p<0.001), megakaryositlerde yaygin belirgin
artts (p=0.003), kiimelesme olmamasi (p=0.018) ve displastik megakaryosit morfolojisi
(p<0.001) ile iliskili bulundu. Ote yandan, proliferatif megakaryosit morfolojisi l6semik
dontistim ile birlikte gorilmedi (p<0.001). Megakaryosit morfolojisi ile takip sirasinda blast
artigl, l6semik doniisim ve sag kalim durumlari (kaybedilen ve yasayan hasta sayisi)
arasindaki iligki Sekil 4.3’te gosterilmistir. Kemik iligi stromasinda plazma (p=0.001), mast
(p=0.016) hucre artig1 ve lenfoid nodul (p=0.042) varligi ile AML doniisiimii arasindaki iliski

anlamli bulundu.

B Displastik/displastik
agirlikh mikst morfoloji

N
o
IR TN TR T TR TR TR T N |

M Proliferatif/proliferatif
agirlikh mikst morfoloji

SEKIL 4.3: Megakaryosit morfolojisi ile takip siiresi icinde blast artisi, l6semik

doniisiim ve sag kalim arasindaki iliski
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4.6 KLINIK VE MORFOLOJiK PARAMETRELERIN ILISKiSIi:

4.6.1. Megakaryosit morfolojisinin klinik parametrelerle iliskisi:

Megakaryosit morfolojisi ve klinik parametrelerin iliskisi Sekil 4.4’te 6zetlenmistir.
Splenomegali, proliferatif megakaryosit morfolojisinin hakim oldugu olgularin %80.4’(inde,
displastik agirlikli  megakaryosit morfolojisi g0zlenen olgularin  %39.5’inde gorildi
(p<0.001).

Displastik  agirhikli  megakaryosit ~ morfolojisi  ile  hemogram  degerleri
karsilastirildiginda; %36.5 normal I6kosit dizeyi, %28.9 l6kopeni, %34.2 l6kositoz, %73.7
diisiik hemoglobin (<10 g/dL) ve %57.9 trombopeni (<100000/mm?®), proliferatif agirhikl
megakaryosit morfolojisi gorilenlerde, %58.7 16kositoz, %63 hafif diisitk/normal hemoglobin
diizeyi (>10 g/dL) ve %65.2 trombositoz (>400000/mm®) saptandi. Bu oranlar arasindaki
iligki istatistiksel olarak anlamli bulundu (WBC; p=0.012, Hb; p=0.001, PIt p<0.001).
Displastik veya displastik agirlikli mikst morfolojinin hakim oldugu olgularin %78.3’(inde
ESH (p=0.003), %69’unda ferritin diizeyi yuksekti (p=0.037).

JAK2 V617F mutasyonu, proliferatif/proliferatif agirlikli mikst megakaryosit
morfolojisi gorilen olgularin %81.8’inde saptanmasina karsin displastik veya displastik

agirhikli mikst megakaryosit morfolojisi gorulen olgularin %26.7’sinde mevcuttu (p<0.001).

M Displastik/displastik agirlikli
mikst morfoloji

W Proliferatif/proliferatif
agirlikl mikst morfoloji

WBC

SEKIL 4.4: Kan degerleri ve megakaryosit morfolojisi
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4.6.2. Megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonunun Kklinik parametrelerle
iliskisi:

Megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu ile splenomegali olmamasi (p=0.021),
belirgin trombopeni (p=0.001), yuksek ferritin duzeyi (p=0.049) ve JAK2 V617F mutasyonu
yoklugu (p=0.020) arasinda iliski saptandi.

4.6.3. Kemik iliginde stromal degisikliklerin klinik parametrelerle iliskisi:

Kemik iligi biyopsilerinde lenfoid nodil gérulme sikligi diisiik hemoglobin (p<0.001),
trombopeni (p=0.011), l6kopeni (p=0.001) ve yiiksek ferritin diizeyleri (p=0.049) ile iligkili
bulundu. Diisiik hemoglobin diizeyi ayn1 zamanda mast (p=0.049) ve plazma (p<0.001) hiicre
artiglar ile de iliskili bulundu.

Kemik iligi biyopsisinde plazma hiicre artisi gorilen olgularin %80.6’sinda ESH
(p<0.001), %75.8’inde ferritin (p<0.001) degerleri yuksekti.

4.7.SAG KALIM VE PROGNOZ FAKTORLERI:

Tum hastalarda sag kalim sirelerine ulasilmis olup 1-81 aylik takip slresi icinde 84
hastanin 48’i (%57.1) kaybedilmistir. Kaybedilen hastalarin tani1 gruplarma gére dagilimi
MDS-F (%90.9), MDS/MPN-U (%88.2), KMML (%73.9), aKML (%50), PMF-SF (%17.2)
seklindedir. ki RARS-T olgusu halen yasamaktadir (p<0.001). Tam gruplarina gére medyan
sag kalim streleri MDS-F 6 ay (2-56 ay), MDS/MPN-U 20 ay (1-81 ay), KMML 25 ay (2-67
ay) iken PMF-SF olgularinda medyan yasam siresine ulasilamamistir (ortalama 67.5+4.1 ay)
(22-78 ay). Tan1 gruplar arasinda yasam sUreleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.001).

MDS-F olgular1 iginde yasayan tek hasta olup allojeneik kok hiicre nakli sonrasi 56.
ayda sagdir. Geri kalan 10 hastanin 8’i 2-11 ay (ortalama 4.9 ay) icinde, diger ikisi ise 17 ve
24 ay icerisinde kaybedilmislerdir. MDS/MPN-U grubunda yer alan 17 hastanin 7’si ilk bir
yil iginde 1-12 ay arasinda (ortalama 6.8 ay), 8’i ise 18-58 ay (ortalama 35.1 ay) icginde
kaybedilmistir. Iki hasta ise 37-81 ay arasinda sagdir. iki aKML hastasindan biri 2 ay iginde
kaybedilmis olup digeri ise AKIT sonras1 sagdir (28 ay). RARS-T hastalarinin ikisi de sagdir
(50 ve 58 ay). Yirmi i¢ KMML hastasinin 6’s1 22-35 ay icinde sagdir. Geri kalan 17 hastanin
7°si bir yil icinde, 2-12 ay arasinda (ortalama 8.7 ay), 10°u ise 13-67 ay arasinda (ortalama
25.9 ay) kaybedilmistir. Yirmi dokuz PMF-SF hastasi icinde sadece 5 hasta 24-42 ay icinde
kaybedilmistir. Buna karsin geri kalan 24 hasta 22-78 ay arasinda sagdir.

Tanm1 gruplarina bakilmaksizin tim hastalar birlikte degerlendirildiginde, klinik
parametrelerin medyan yasam sirelerine etkisi Tablo 4.10°da, morfolojik parametrelerin
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medyan yasam slrelerine etkisi Tablo 4.11°de, tan1 gruplarina ait yasam egrileri Sekil 4.5a’da

verilmistir.

TABLO 4.10: Tum hastalar: Klinik parametrelerin medyan yasam siresine etkileri

PROGNOSTIK FAKTORLER MEDYAN YASAM SURESI (AY) P-DEGERI
Yas <60 58+12.1
>60 3516.7 =0.097
Cinsiyet Kadin Medyana ulasilamadi ortalama 45.3+5.2
Erkek 37+4.9 =0.218
Tam gruplari MDS-F 6+2.2
KMML 25+9.4
MDS/MPN-U 20+6.2 <0.001
aKML Medyana ulasilamadi ortalama 15+18.4 —_—
RARS-T Medyana ulagilamad, ortalama 54+5.7
PMF Medyana ulagilamad, ortalama 67.5+4.1
Splenomegali Var 58+11
Yok 18437 =0.007
Hepatomegali Var 58+13.3
Yok 35£102 =0.146
Lokosit sayisi1 (WBC) <4000/mm? 11+6.5
>4000-<10.000/mm® 36£12.9 0229
>10.000/mm® 42+11.8 :
Hemoglobin degeri <8 g/dL 11+5.6
(Hb) >8-<10g/dL 18+6.6 <0.001
>10 g/dL Medyana ulagilamadi, ortalama 63.6+4.5 —_—
Trombosit sayisi (PIt) <100.000/mm® 11+3.7
>100.000-<400.000 /mm® 37£6.9 <0.001
>400.000 /mm® Medyana ulagilamad, ortalama 66+4.4 -
ESR degeri Normal 36+7
Yiksek Medyana ulagilamadi, ortalama 64.9+5.2 =0.001
Ferritin degeri Normal Medyana ulagilamadi, ortalama 63.3+5.5
Diisiik 7 <0.001
Yuksek 21+3.9
Sitogenetik anomali Var 314111 0135
Yok 67
JAK2V617F Var 63+4.8 -0.608
mutasyonu Yok 58 '

Tum hasta grubu icinde yas, cinsiyet, hepatomegali, 16kosit sayisi, sitogenetik anomali
ve JAK2 V617F mutasyonu varhiginin sag kalim Uzerine olumsuz etkileri gorilmemekle
birlikte splenomegali, aneminin agirligi, diisiik trombosit, yiksek ferritin ve ESH degerleri
yasam siresini kisaltmaktadir. Beklendigi sekilde >2 dizide displazi, aspirasyonlarda blast
oraninda (%) veya biyopsilerde CD34+ hucrelerin kiime veya kiime+yaygin dagimik paternde
artmalart1 ve losemik donisiim yasam slrelerini olumsuz etkilemektedir. Morfolojik
parametreler icinde myeloid ve eritroid dizilerde azalma ve displazi yasam siresini kisaltan
faktorlerdir. Benzer sekilde megakaryositlerdeki artisin yaygin belirgin olmasi, kiimelesme
gostermemeleri, megakaryosit morfolojisinin displastik/displastik agirlikli mikst tipte olmasi
(Sekil 4.5 b), megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu, depo demirinde artma yasam
strelerini olumsuz etkilemektedir. Kemik iligindeki fibrozisin orta veya agir dizeyde
olmasimin Avrupa smiflamasinda yasam sureleri (zerine etkisi olmadigi halde Manoharan

siniflamasinda Grade 3-4 fibrozis izlenen hastalarin yasam sureleri anlamli olarak daha
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kisadir. Manoharan fibrozis derecelendirme smiflamasinin sag kalimla iliskisi Sekil 4.6 a-

b’de gosterilmistir. Anjiogenezde artma ve sinuzal hematopoezin yasam sireleri Uzerine

olumsuz etkisi goriilmemistir. Lenfoid nodul varligi, plazma ve mast hiicre artiglart yasam

surelerini olumsuz yonde etkilemektedir (Sekil 4.5 c-d).

Cok degiskenli analizde, diisik hemoglobin degeri (p<0.001), yiksek blast oranlari

(p<0.001), displastik megakaryosit morfolojisi (p=0.004), >2 dizide displazi (p=0.024),

Manoharan smiflamasma gore agir fibrozis (p=0.013) ve interstisyel plazma hiicre artis

(p=0.011) bagimsiz prognostik faktorler olarak 6ne ¢ikmaktadir (Tablo 4.12).

TABLO 4.11: Tum hastalar: Morfolojik parametrelerin medyan yasam suresine etkileri

PROGNOSTIK FAKTORLER MEDYAN YASAM SURESI P-
(AY) DEGERI
. . Normal 37+1.6
Myeloid dizi Artma 575112 -0.001
Azalma 7+4.8
S .. Normal 67+21.8
Eritroid dizi oo 36210 ~0.013
Azalma 24437
Yaygin belirgin artma 21+3.7
Megakaryositik dizi Fokal belirgin artma Medyana ulagilamad, ortalama 58.9+4.9 <0.001
Hafif artma 25+8.2 —_—
Displazi yok Medyana ulagilamadi, ortalama 66+4.6
Displazi Tek dizide displazi 63+17.7 <0.001
>2 dizide displazi 17£3.1
. Kiimelesme yok 12+4.6
Megakaryositlerde Stki/Stka agiriikhi mikst tip kiimelesme 58+12.6
kiimelesme Gevsek/Gevsek agirhkh mikst tip kiimelesme 57+16 <0.001
Displastik/ displastik agirhikli mikst morfoloji 11451 ay
Megakaryosit morfolojisi  —proirr proliferatif agariids mikst morfoloji 67:6.92y <0.001
Manoharan fibrozis Grade 2 67+20.3
simiflamasi Grade 3-4 31£7.7 =0.018
Avrupa fibrozis Grade 2 3949 _
=0.220
siiflamasi Grade 3 24+11.8
Azalma 39+10.1
Depo demiri Normal Medyana ulagilamadi, ortalama 38+19.5 <0.001
Artma 18+2.2 —_—
Blast yok Medyana ulagilamadi, ortalama 66.5+4
<%5 57+41.5
Blast oram (%) %5-9 18+7.9 <0.001
%10-14 17+5.2
%15-19 6+5.7
CD 34 (+) hiicrelerin gaD?;i,(]:) hucre yok Medyana u1a$1lam;;i:7ogtalama 66.7+4.8 <0001
dagihm paterni Kiime/ Kame ve yaygn daginik 1820.9
. Var
Megakaryositlerde aberan 17478
CD34 ekspresyonu Yok 57485 =0.009
Var 24+4.2 _
Blast artis1 VoK 571127 =0.021
.. - v e e 18+4.5
Losemik doniigiim ¥3L STl =0.001
P hil Var 18+34
azma nucre artisa Yok Medyana ulasgilamadi, ortalama 61.5+4.5 <0.001
. .. o Var 11+2.7
Lenfoid nodil varhg Yok 12576 ~0.001
. Var 25+8.9
Mast hiicre artisi Yok 574126 ~0.034
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Tablo 4.12: Tum hastalar: Cok degiskenli analizde bagimsiz prognoz faktorleri

B o -Hazard ratio Hazard ratio (Oltim riski ) i¢in
TUM OLGULAR p-degeri (Ol riski 9095 gliven aralig
iim riski)
Alt Ust

Diisiik hemoglobin
degerleri (Hb <10 g/dL) <0.001 7.382 3.110 17.522
Yuksek blast oram <0.001 7.937 2.577 24.440
Displastik
megakaryosit 0.004 3.937 1.538 10.082
morfolojisi
>2 dizide displazi 0.024 3.230 1.165 8.955
Yogun fibrozis
(Manoharan 0.013 2.586 1.224 5.464
Simiflamasr)
Interstisyel plazma 0.011 2.925 1.281 6.679
hiicre artis1 ) ) ) )

Tum hastalar birlikte degerlendirildiginde, anlamli parametreler PMF-SF ve diger tani
gruplari arasinda ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle PMF-SF hastalar1 ayrilip displastik
Ozellikler gosteren diger tami gruplar1 Dbirlestirilerek analiz tekrarlanmistir.  PMF-SF
hastalarmin 6zellikleri Tablo 4.13’te 6zetlenmistir. PMF-SF grubunda yasam suresi diger
gruba gore uzundur (Medyana ulasilamadi, ortalama 67.5+4.1 ay). Klinik parametreler iginde
diisiik hemoglobin duzeyleri (Hb<10g/dL), yiksek ESH, morfolojik parametreler icinde
megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu ve depo demirinde artma/azalma yasam
siirelerini olumsuz yonde etkilemektedir.

Displastik oOzelliklerin ve blast artisinin 6n planda oldugu MDS-F, KMML,
MDS/MPN-U hastalar birlestirilmis, RARS-T ve aKML hastalar1 sayica az ve heniliz 6nerilen
antiteler olduklarindan MDS/MPN-U grubu icine alinarak analiz yapilmistir (Tablo 4.13 ve
4.14). Tablolardan da izlendigi Uzere; Klinik parametreler icinde yas, cinsiyet,
hepatosplenomegali, l0kosit, trombosit sayisi, ESH, sitogenetik anomali, JAK2 V617F
mutasyonu ve ldsemik doniistimiin sag kalim izerine olumsuz etkileri goérilmemekle birlikte
aneminin agirligi ve yiksek ferritin dizeyleri yasam siresini kisaltmaktadir. Morfolojik
parametreler igcinde yasam sureleri Uzerinde olumsuz etkileri olanlar displazinin >2 diziyi
tutmasi, displastik/displastik agirlikli  megakaryosit  morfolojisi, megakaryositlerde
kiimelesme olmamasi, plazma hiicre artis1, lenfoid nodul varligi, yliksek blast orani (>%5) ve
biyopside CD34+ hicre artisigdir. Cok degiskenli analizde diisiik hemoglobin degeri
(p<0.001), displastik megakaryosit morfolojisi (p=0.032) ve interstisyel plazma hicre
artiginin (p=0.033) bagimsiz prognostik faktorler oldugu gosterilmistir (Tablo 4.15).
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TABLO 4.13: MDS, MDS/MPN grubu ve PMF-SF’da klinik parametreler ve sag kalhim

Uzerine etkileri

MEDYAN YASAM
SURESI (AY) MEDYAN YASAM SURESI (AY)
PROGNOSTIK |s_|aaStsa P-degeri |s_:IaStsa P-degeri
.. 151 - i 151 - i
FAKTORLER s MDS-F, KMML, S s ¥
MDS/MPN-U, aKML, PMF-SF
RARS-T (n:29)
(n:55)
Ya <60 22 18+13.6 14 Medyana ulagilamadi, ortalama 73.8+4
' =0.612 =0.198
>60 33 18+9.2 ' 15 Medyana ulagilamadi, ortalama 51.4+3.8
Cinsiyet Kadmn 19 18+2.2 13 Medyana ulagilamadi, ortalama 67.1+3.8
=0812 =0.420
Erkek 3% 1848.7 B 16 Medyana ulagilamadi, ortalama 64.7+5.5
MDS-F 11 6x+2.2
Tani gruplar
KMML 23 25+9.4
29 Med, lagilamadi, ortalama 67.5+4.1
MDS/MPN-U 17 2046.2 =0.027 cdyana tstamad
Medyana ulagilamadi ortalama
SKML 2 15:18.4
Medyana ulagilamad, ortalama
RARS-T 2 54457
R 21 11446 1 42
Hemoglobin degeri
Hb - 20 1345, + <
(Hb) 8-9.9 g/dL 35,6 =0.007 3 35:9 0.001
>10 g/dL 14 42+3.7 25 Medyana ulasilamadi, ortalama 75.3+2.6
ESH degeri Normal 8 31+7.8 18 Medyana ulasilamadi, ortalama 48+17.6
egeri _ =0.003
Yiksek 27 12+11.3 =0.843 8 38+2.1
Ferritin degeri Normal 11 58+14.5 18 Medyana ulagilamad, ortalama 42.1+14.7
erritin degeri =0.520
Diisiik 1 7 =0.045 1 Medyana ulagilamads, ortalama 71
Yiksek 30 20+3.8 1 Medyana ulagilamadi, ortalama 40
St tik Var 12 24+7.9 2 Medyana ulagilamadi, ortalama 34.5+13.4
itogeneti _ =0.711
anormali Yok 12 31459 =0.429 7 Medyana ulasilamad, ortalama 45,113
JAK2 VE17E Var 8 42432.5 14 Medyana ulagilamad, ortalama 45.2+15.7
_ =0.210
mutasyonu Yok 18 3147.6 =0.458 12 Medyana ulagilamad, ortalama 43.3+16.7

Blast orani ayr1 olarak ele alindiginda yasam sureleri; blast gérilmeyen (39 ay) ve

<%5 blast saptanan (57+41.5 ay) hastalarda uzundur. Kemik iliginde >%5-<%10 (18+7.9 ay)

ve >%10-<%15 (17£5.5 ay) oranlarinda blast saptanan hastalarin yasam slreleri birbirine cok

yakin oldugu halde kemik iligi blast oran1 >%15-<%20 olan hastalarda yasam suresi belirgin
olarak kisalmaktadir (6+5.7 ay) (p=0.001). Biyopside CD34+ hiicre artisi, CD34+ hicrelerin

dagilim paterninden bagimsiz olarak yasam siiresini olumsuz etkilemektedir.

Istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamakla birlikte her iki fibrozis derecelendirme

sisteminde, fibrozisin agirliginin artmasi ile birlikte yasam siireleri kisalmaktadir.
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TABLO 4.14: MDS, MDS/MPN grubu ve PMF-SF’da morfolojik parametreler ve sag
kalim Uzerine etkileri

MEDYAN
YASAM SURESI MEDYAN YASAM
. . Hasta (AY) b Hasta SURESI (AY) o
PROGNOSTIK FAKTORLER sayisi degeri | SV degeri
(n) MDS-F, KMML, 8 n) 8
MDS/MPN-U, aKML, PMF-SF
RARS-T (n:29)
(n:55)
Normal 5 12+1.1 9 Medyana ulasilamad, ortalama 44.4+2.5 -0.175
Myeloid dizi Artma 35 3175 =0.031 20 Medyana ulagilamad, ortalama 71.8+4.1 i
Azalma 15 7+4.8 - -
Normal 6 12+12.7 14 Medyana ulagilamadi, ortalama 70.5+4.9 20559
Eritroid dizi Artma 35 17+3.4 =0.897 15 Medyana ulagilamadi, ortalama 60.5+5.8 :
Azalma 14 24+3.7 - -
Yaygin belirgin artma 21 1846.1 4 36
Megakaryositik dizi L Medyana ulagtlamadi, _
Fokal belirgin artma 14 ortalama 18+22.6 —0615 25 Medyana ulagilamadi, ortalama 69+4 =0.111
Hafif artma 20 18+13.8 - -
isplazi - - 2 M lagil rtalama 44+15.
Displazi Dlsplalz! yok' ' 3 edyana ulagilamadi, ortalama 55
Tek dizide displazi 6 63 =0.049 6 Medyana ulagilamad, ortalama 40+16.6 =0.372
>2 dizide displazi 49 17£3.1 - -
Displastik/ displastik R R
Megakaryosit agirlikh morfoloji 8 et .
morfolojisi P D A - =0.003
Proliferauf praliferatif 17 574255 e 29 Medyana ulastlamads, ortalama 67.5+4.1
agirhikh morfoloji
Grade 2 14 31+9.6 12 Medyana ulagilamad, ortalama 39.8+14.4
Manoharan fibrozis =0.088
smiflamasi Grade 3-4 41 13+4.5 =0.094 24 Medyana ulasilamad, ortalama 45.6+16.3 )
A fibrozi Grade 2 34 2145.7 23 Medyana ulagilamadi, ortalama 67.2+4.7
b arozls Grade 3 21 12557 0524 6 Medyana ulasilamads, ortalama 65.3£6.7 =0.759
Yok 27 18+5.2 11 Medyana ulagilamadi, ortalama 59.4+3.3
Azalma 8 11+12.7 5 42+4.9
Depo demiri Normal 15 57+24.3 =0.101 15 Medyana ulagilamadi, ortalama 74.4+3.5 =0.025
Artma 32 17+4 } 4 35
Blast yok 2 39 15 Medyana ulagilamadi, ortalama 68.1+5
<9%5 16 57+41.5 14 Medyana ulagilamadi, ortalama 63.8+5.9
Blast orani (%) %5-9 17 18+7.9 =0.001 - - =0.857
%10-14 12 17+5.2 - -
9%15-19 8 6+5.7 - -
CD34 (+) hiicre yok 2 39 15 Medyana ulagilamad, ortalama 68.1+5
CD 34+ hiicrelerin 5
dongalim paterni D:}glmk _ 24 13423 20175 14 Medyana ulasilamad, ortalama 63.8+5.9 -0.857
JKuvmec Kume ve 29 18+1.9 R R
Megakaryositlerde 19 17465 1 24
aberan CD34 var = =0.821 <0.001
ekspresyonu
Yok 36 18+9 28 Medyana ulagilamadi, ortalama 69.1+4
Var 18 24+4.2 - -
i =0.883 *
;rft'fs'lp swasindablast [0 37 13436 29 Medyana ulasilamads, ortalama 67.5:4.1
) Var 16 18+4.5 - - .
Losemik déniigiim Yok 39 21+6.7 - 29 Medyana ulagtlamads, ortalama 67.5+4.1
0.346
Var 42 13+3.2 7 Medyana ulasilamad, ortalama 55.1+9.8 0213
Plazma hiicre artist Yok 13 63 =0.016 22 Medyana ulasilamads, ortalama 69.8+4.2 s
Var 18 7+2.6 1 Medyana ulasilamad, ortalama 73 ~0.585
Lenfoid nodul varhg Yok 37 25184 =0.047 28 Medyana ulasilamadi, ortalama 42.1+14.7 e

*Her alt grupta hasta olmadigindan log rank karsilastirma analizi yapilamamstir.

MDS-F hastalarinin yasam sireleri, diger tan1 gruplarina gore ¢ok daha kisa olmakla
birlikte her tg¢ grup birlikte degerlendirildiginde, derin anemi, kemik iligi blast orani, CD34+
hlcre sayisi, fibrozisin agirligi, depo demirindeki artma/azalma, lenfoid nodul varligi ve
plazma hicre artis1 disinda gruplar arasinda yasam strelerini olumsuz etkileyen faktorlerde

onemli bir farklilik goriillmemistir.
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TABLO 4.15: Fibrozisin eslik ettigi MDS ve MDS/MPN: Cok degiskenli analizde

bagimsiz prognoz faktorleri

Hazard ratio (Oliim riski ) icin
FIBROZISIN ESLIK deseri e -Hazard ratio %695 gliven arahg
FTTiC:i MDS VF MDS/MPN p-degerl (Oliim riski)
Alt ust
Diisiik hemoglobin <0.001 5.695 2.243 14.463
Displastik megakaryosit 0.032 9.508 1.219 74.147
Interstisyel plazma hiicre artis1 0.033 2.697 1.082 6.723

48.MDS/MPN-U GRUBU; KLINIK, n MORFOLOJIK OZELLIKLER VE
PROGNOZ FAKTORLERI:

KMML ve aKML tani kriterlerini doldurmayan, ancak myelodisplastik/myeloproliferatif
Ozellikler iceren hastalari, tani kriterleri cok net olan RARS-T grubunu dislayarak
smiflandirilamayan MDS/MPN (MDS/MPN-U) basligi altinda topladik. Buna gore 84
hastanin 17°si (%20.2), MDS/MPN-U grubunu olusturdu. MDS/MPN-U hastalari, Klinik
Ozellikleri agisindan analiz edildiginde; erkek/kadin orami (E/K:1.4:1), anemi (%76.2),
trombopeni (%58.8), splenomegali (%41.2) ve takip slresi icinde blast oraninda artma
acisindan MDS-F, yas ortalamasi (64.6 yas) ve l6semik doniisiim sikligi (%29.4) bakimindan
KMML’ye benziyordu (Tablo 4.1 ve 4.9). Morfolojik ac¢idan degerlendirildiginde, MDS-F’a
yakin olan 0Ozellikler; kemik iligi biyopsisinde blast orani1 ve fibrozisin agirhigi, KMML’ye
yakin  Ozellikler; myeloid hiperplazi (%64.7), displastik+proliferatif morfolojide
megakaryositler, depo demirinde artma (%47.1), interstisyel plazma (%70.6), mast hiicre
artiglari (%41.2), lenfoid nodil (%29.4) ve sinuzal hematopoez (%70.6) idi (Tablo 4.3, 4.4 ve
4.7).

Medyan yasam siresi MDS/MPN-U hastalar1 i¢in 20+6.2 ay olup MDS-F’ye gore
(6£2.2 ay) daha uzun, KMML’ye (259.4 ay) benzerdir.

Tek degiskenli analizde sag kalimi olumsuz etkileyen faktorler, diisiik hemoglobin
(<10g/dL) (p=0.021), distik/yiiksek ferritin (p=0.037) ve biyopside depo demirinde
artma/azalma (p=0.020) oldugu halde, cok degiskenli analizde, sadece diisilk hemoglobin
dizeyi (p=0.025) ve depo demirinde artma/azalma (p=0.024) bagimsiz prognoz faktorleri
olarak kaldi (Tablo 4.16).
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TABLO 4.16: MDS/MPN-U: Cok degiskenli analizde bagimsiz prognoz faktorleri

Hazard ratio (Oliim riski ) icin
MDS/MPN-U eP -Hazard ratio %95 glven arahigi

_ i p-degeri L
(RARS-T haric) (Olum riski) Alt Ust

Diisiik hemoglobin

(Hb <10g/dL) 0.025 7.866 1.296 47.726

Biyopside depo demiri

(artma/azalma) 0.024 8.003 1.317 48.623

4.9.SANGER DiZI ANALIZIYLE  ASXL1 MUTASYONLARI VE
IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLE PROTEIN EKSPRESYONU
TAYINI VE KLINIKOMORFOLOJiK PARAMETRELERLE ILISKILERI:
4.9.1. Sanger dizi analizi ile ASXL1 geninde mutasyon tayini:

Kemik iligi aspirasyon lamlarindan kazima yontemiyle elde edilen DNA’lardan 46/84
hastada (%54.8) dizileme ile sonug alinabildi. Mutasyon analizi, 46 hastanin takip siresinde
degisik zamanlarda alinan 74 kemik iligi aspirasyonundan elde edilen DNA’larla Sanger
dizileme yoOntemi ile yapildi. Bu hastalarin 30’unda (%65.2) 20 farkli genetik degisiklik
saptanirken bunlarin 16’sinda (%34.8) aminoasit degisikligi gortuldu. Aminoasit degisikligiyle
sonuglanmayan tek nikleotid degisimleri, ayn1 aminoasiti kodladigindan silent (sessiz)
mutasyona neden olmustu. Yedi hastada (%15.2) insersiyon veya delesyon sonucu frameshift
(cerceve kaymasi) mutasyonlar gorultrken 9 hastada klinik énemi belirsiz, missense (yanlis
anlamli) mutasyonlar izlendi. Sanger dizileme yontemiyle saptanan genetik degisikliklerin
ayrintili sonuglari Tablo 4.17°de verilmistir. Saptanan genetik degisikliklerin 15’1 12.

ekzonda, 2’si ise kodlama yapmayan, 3’ UTR bdélgesinde bulunmaktadir.

Sanger dizileme ile sirastyla KMML (n=17), PMF-SF (n=14), MDS/MPN-U (n=10),
MDS-F (n=2), RARS-T (n=2) ve aKML (n=1) olmak lizere 46 hastada sonu¢ alind1. iki MDS-
F hastasinda herhangi bir genetik degisiklik gortlmedi. Buna karsin, 5/17 (%29.4) KMML,
2/10 (%20) MDS/MPN-U’de 5 farkli frameshift (cerceve kaymasi), 3/10 (%30) MDS/MPN-
U, 3/17 (%17.6) KMML, 2/14 (%14.3) PMF-SF ve bir aKML’de 10 farkli missense (yanlis
anlamli), 5/10 (%50) MDS/MPN-U, 7/14 (%50) PMF-SF, 4/17 (%23.5) KMML ve 1 RARS-
T hastasinda 3 farkli silent (sessiz) mutasyon bulundu. Bunlar disinda, 13 hastada, 12.
ekzonun sonunda, kodlama yapmayan, 3 UTR bdlgesinde yer alan, 2 genetik degisiklik (4
hastada biri, 9 hastada ikisi birlikte) saptandi. On yedi olguda 2-4 arasinda degisen farkli tipte

mutasyon birlikte gorildu. Birden ¢ok mutasyon gorilen hastalarin tani gruplarina gore
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dagilimlari, takip sirasinda blast artigi, I6semik doniisim ve sag kalim durumlart  Tablo

4.18’de 6zetlenmistir.

Saptanan genetik degisiklikler cancer.sanger.ac.uk/cosmic ve www.ensembl.org veri
tabanlarinda tarandi. Daha 6nce tanimlanmis olanlarin cosmic veya rs numaralar1 Tablo
4.17°de Ozetlenmistir. Tabloda rs/cosmic numarasi bulunmayan genetik degisiklikler
literatirde ilk kez calismamizda saptanmustir. Veri tabaninda tanimli genetik degisikliklerin
hastalik diizeyinde anlamli olup olmadigina yonelik muhtemel tahmin niteligindeki Polyphen-

2 sonuglar1 da tabloda verilmistir.

4.9.2. Immunohistokimyasal  yontemle  ASXL1 protein  ekspresyonunun
degerlendirilmesi:

Immunohistokimyasal yontemle ASXL1 protein ekspresyonu, 84 hastadan tam ve
takip sirasinda alinan 129 kemik iligi biyopsisinde incelendi. Alt1 (%7.1) hastada yaygin ve
kuvvetli (skor 3+), 7 (%8.3) hastada multifokal ve kuvvetli (skor 2+), 6 (%7.1) hastada fokal
alanda zayif (skor 1+) boyanma izlendi. Skor 2+ ve 3+ boyanma saptanan 13 (%15.5)
hastada, ASXL1 ekspresyonu (IHK-ASXL1) pozitif kabul edildi.

IHK-ASXL1 (+)’ligi, KMML, MDS-F ve MDS/MPN-U’de sirastyla %30.4, %27.3,
%17.6 oranlarinda izlendi. PMF-SF, aKML ve RARS-T’de ise THK-ASXL1 negatif bulundu
(p=0.015).

Yaygin ve kuvvetli pozitif boyanma (skor 3+) saptanan, 6 hastanin hepsinde Sanger
dizileme yontemiyle delesyon veya insersiyon nedeniyle 5 farkli frameshift (cerceve kaymasi)

mutasyon gorildi (p<0.001).

Multifokal ve kuvvetli boyanma (skor 2+) gorulen, 7 olgunun yalnizca birinde
dizileme yontemiyle sonug alinabildi. KMML tanisi olan bu hastada, tan1 konulan kemik iligi
aspirasyonunda mutasyon saptanmanus Ve es zamanli kemik iligi biyopsisinde IHK-ASXL1
negatifti. Losemik evre DNA’sinda ise dizileme yontemiyle frameshift mutasyon saptandi ve
es zamanlh biyopsisi IHK-ASXL1 (+) bulundu.

Benzer sekilde, bir MDS/MPN-U hastas, tan1 sirasinda THK-ASXL1 (-) iken takipte
8 ve 48 ay sonra alman tekrar biyopsilerinde THK-ASXL1 pozitifligi (skor 3+) izlendi.
[HKya paralel olarak, molekiiler yontemle ilk aspirasyonunda mutasyon goriilmezken tekrar
biyopsileriyle es zamanli aspirasyonlarinda frameshift mutasyon gorildi. Her iki hastada da

IHK-ASXL1 pozitifligi, blast oraninda artma ve sonrasinda l6semik evrede saptand.

71


http://www.ensembl.org/

Baslangic biyopsilerinde IHK-ASXL1 (+) olan olgularin timii, tekrar biyopsilerinde de THK-

ASXL1 pozitifti.

TABLO 4.17: ASXL1 geninin 12. ekzonunda ve 3 UTR bolgesinde gozlenen genetik

degisiklikler
TANI YERLESIM GENETIK DEGISIKLIK n (%) dbSNP ID PolyPhen-2 Bolge | Primer
ciftleri
MDS/MPN-U (AML) c.1733G>T Heterozigot G—T degisimi 2 (%4.3) R R
KMML (AML) p.R578L Arg-578—Leu; CGT-CTT o
€.1900_1922del23 . 0 Hastalik/
KMML (AML) p.E635RFsX15 Heterozigot 23 bazlik delesyon 1(%2.2) COSM36165 Fenotip
KMML (3’Gnde AML) .
€.1934_1935insG . . . o Hastalik/
MDS/MPN-U (AML) p.GBAGWFSX12 Heterozigot G insersiyonu 3 (%6.5) COSM34210 Fenotip 1
€.1934_1934delG . o Hastalik/
KMML (AML) p.GBA5VisX58 Heterozigot G delesyonu 1(%2.2) COSM85923 Fenotip
PK,\'\/’I'MQF(Z'S'”“ AML) | ;1954658 Heterozigot G—A donisimii | 5 g0y | COSM17I6S85 | oo
p.G652S Gly-652—Ser; GGC—AGC o rs3746609 9
X €.2015_2019del Heterozigot GTGGC o :
MDS/MPN-U (AML) p.C672SfsX3 delesyonu ) F
. €.2168C>T Heterozigot C—A doniistimii o :
PMF-SF p.S723Y Ser-723—Tyr; TCT—>TAT 1(%22) B
3 €.2226G>C Heterozigot G—A doniisiimii o : Sessiz
PMF-SF p.G742G Gly-742—-Gly; GGG—GGA ) mutasyon
€.2227C>A Heterozigot C—A doniisiimii o Muhtemel
MDS/MPN-U (AML) | ) 743 Leu-743—lle; CTAATA 1(%22) | rs14SE0RL2 hasarlayici
¢.2604_2604delT . . i 2
KMML (AML) 0.G869VIsXT Heterozigot T delesyonu 1(%2.2) }
C.2658A>T Heterozigot A—T doniigiimii o R )
KMML p.KB8EN Lys-886-Asn; AAAAAT | L (%622)
C.2659A>T Heterozigot A—C dontisiimii o R R 12.
KMML p.T887S Thr-887—Ser; ACC—TCC 1(%2.2) skzon
. P, COSM96383
€.2957TA>G Heterozigot A—G doniisiimii .
KMML 0.N9B6S ASn.986-Ser: AACAGC 1 (%2.2) rs145132837 Benign 3
c.3148A>T Heterozigot A—T doniisiimii o } :
KMML p.M1050L Met-1050—Leu; ATG-HTTG 1(%2.2)
4
€.3513G>A Heterozigot G—A doniistimii o Sessiz
PMF-SF p.R1171R Arg-1171Arg; AGG—AGA | 1 #22) rs150391716 mutasyon
X €.3749C>T Heterozigot C—T doniisiimii o R B
MDS/MPN-U p.S1250L Ser-1250—Leu; TCA-TTA 2(%43)
KMML Heterozigot T—C doniistimii o .
MDS/MPN-U c§7152g;c Homozigot T—C donisiimi éo(o(ﬁﬁ)”) rs4911231 ﬁfjf;sz on
PMFE-SF P Ser-1253—Ser;, AGT—-AGC Y
3 c.4189G>A Heterozigot G—A doniisiimii o :
MDS/MPN-U p.G1397S Gly-1397—Ser; GGT—AGT 1(%2.2) rs146464648 Benign
KMML . [P
) ) Heterozigot A—G doéniigiimii 10 (%21.7) | _ R
MDS/MPN-U F'UTR'de 25. Baz Homozigot A—G déniisiimii 3 (%6.5) 6
PMF-SF
3
KMML .
X s ) Heterozigot T—C doniistimii 7 (%15.2) R R UTR
g/',\'/?FS_/QAFPN U FUTR'de 93. Baz Homozigot T—C doniisiimii 2 (%4.3)
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TABLO 4.18: Birden ¢ok genetik degisiklik gorulen olgularin tam gruplari, blast artisi

ve losemik doniisiime gore dagilim

HASTA

SAVISI . o ADET | MUTASYON | BLAST | LOSEMIK SAG
TANI (n) GENETIK DEGISIKLIK TIPI ARTISI DONUSUM KALIM
p.R578L .
1 FRAMESHIFT
p.G646WfsX12 2 MISSENSE VAR VAR EKS
1 p.G646WfsX12 FRAMESHIFT
p.K886N 3 MISSENSE VAR YOK SAG
p.T887S
1 p.G8IVFsX7 FRAMESHIFT
KMML p.S1253S 2 SESSIZ VAR VAR EKS
P-N986S MISSENSE
1 p.S12535 SESSIz -
3’UTR’de 25. bazda heterozigot A—G doniigiimii 4 3UTR YOK YOK SAG
3’UTR’de 93. bazda heterozigot T—C doniistimii
p.S1253S
1 3’UTR’de 25. bazda homozigot A—G déniisiimii SESSIizZ
3’UTR’de 93. bazda homozigot T—C doniigiimii 8 YOK YOK EKS
1| SUTae s bada A—G d sz
’ *de 25. bazda homozigot A—G déniistimii s =
3’UTR’de 93. bazda homozigot T—C doniigtimii 3 Sy pAR VAR SAG
p.C6725fsX3 FRAMESHIFT
1 p.S1253S SESSizZ
3’UTR’de 25. bazda heterozigot A—G déniisiimii 8 3'UTR VAR AR BKS
p.R578L
MDS/MPN- 1 p.L743I 2 MISSENSE VAR VAR EKS
U
1 p.G1397S MISSENSE
p.S1253S 2 SESSiZ YOK YOK EKS
5'31253(15 25 bazda heteroni SESSiz
1 "UTR’de 25. bazda heterozigot A—G doniigiimii , -
3’UTR’de 93. bazda heterozigot T—C doniigiimii 3 FUTR YOK YOK SAG
RARS-T 1| Sorede 25, bazda A—G d SESSIZ
- ’ *de 25. bazda homozigot A—G déniisiimii s =
3’UTR’de 93. bazda homozigot T—C doniigiimii 3 FUTR YOK YOK SAG
p.RI171R )
1 p.S1253S SESSIiZ 5
3'UTR’de 25. bazda heterozigot A—G doniisiimil 3 3'UTR YOK YOK SAG
PMF-SF
p.81253dS bazdah SESSiz
5 3’UTR’de 25. bazda heterozigot A—G doniigtimii y =
3’UTR’de 93. bazda heterozigot T—C déniisiimii 8 FUTR YOK YOK SAG
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4.9.3. ASXL1 mutasyonlarn1 ve protein ekspresyonunun klinikomorfolojik
parametrelerle iliskisi:
4.9.3.1. Sanger dizi analizinde saptanan frameshift (cerceve kaymasi)

mutasyonlarin klinikomorfolojik parametrelerle iliskisi:

Frameshift mutasyon saptanan 7 hastanin 6’s1 erkek ve biri hari¢ hepsi 60 yasin
Ustinde olmasina ragmen aralarinda istatistiksel anlamlilik gériilmemistir (sirasiyla p=0.177
ve p=0.070). Frameshift mutasyonlar (FS) ile klinik parametrelerden yiksek Iokosit sayisi
(p=0.014), diisiik hemoglobin degeri (p=0.030), yiiksek p2-mikroglobulin (p=0.006) duzeyleri
arasinda istatistiksel anlaml iliski bulundu. Hepatosplenomegali, trombosit sayisi, LDH,
ESH, ferritin degerleri, sitogenetik anomali ve JAK2 V617F mutasyonu ile arasinda iliski

saptanmadi.

FS mutasyonlarla birliktelik gdsteren morfolojik parametreler; eritroid (p=0.034),
megakaryositik displazi (p=0.010), megakaryositlerde hafif artis (p=0.031) ve kiimelesme
olmamasiyd1 (p=0.002). Frameshift mutasyon gorilen olgularin hepsinde >2 dizide displazi
gorilmesine karsin gruplar arasi istatistiksel anlamlilik gosterilemedi (p=0.088). FS
mutasyonlarin, basta fibrozis derecesi olmak lzere diger morfolojik parametrelerle arasinda

iligki gorulmedi.

Frameshift mutasyon gértlen 7 olgunun (5 KMML, 2 MDS/MPN-U) tlimiinde takip
biyopsilerinde blast oraninda artis (p<0.001), 6’sinda l6semik doniisiim (p=0.001) goruldi.
Bu hastalar arasinda sag olan 2 KMML hastasindan biri 16semik evrede, digeri blast artisi

sonucu KMML-2 evresindedir.

4.9.3.2. Sanger dizi analizinde saptanan frameshift ve missense

mutasyonlarin klinikomorfolojik parametrelerle iliskisi:

ASXL1 geninde gorilen frameshift (FS) ve missense (MS) mutasyonlar, klinik
parametreler iginde diisik hemoglobin (p=0.028), diisiik trombosit degerleri (p=0.043),
yuksek ferritin (p=0.025) ve belirgin yuksek p2-mikroglobulin (p=0.006) dizeyleri ile iligkili

bulundu.

FS ve MS mutasyon gorilen hastalarin kemik iligi biyopsilerinde selilerite daha
yuksekti (p=0.019). Morfolojik parametrelerden megakaryositlerde hafif artma (p=0.022),
yuksek blast oran1 (p=0.022), takip biyopsilerinde blast oraninda artma (p=0.012) ve I6semik

doniistim (p=0.038) ile arasinda istatistiksel anlamli iligki goralda.
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ASXL1 geninde gorulen FS ve FS+MS mutasyonlarin takip sirasinda blast artis1 ve

I6semik dontisiim ile iliskisi Tablo 4.19°da verilmistir.

TABLO 4.19: Frameshift ve frameshift+missense mutasyonlarin takip sirasinda blast

artisi ve l6semik doniisiim ile iliskisi

FRAMESHIFT+MIiSSENSE
FRAMESHIFT MUTASYON MUTASYON
VAR YOK P-DEGERI VAR YOK DE g-ERi
TAKIP SIRASINDA VAR 7 (%15.2) 9 (%19.6) 0oL 9 (%19.6) 7 (%15.2) o012
BLAST ARTISI YOK 0 (%0) 30 (%65.2) 6 (%13) 24 (%52.2)
VAR 6 (%13) 6 (%13) =0.001 8 (%17.4) 4 (%8.7)
LOSEMIK DONUSUM =0.009
YOK 1 (%2.2) 33 (%71.7) 7 (%15.2) 27 (%58.7)

4.9.3.3. ASXL1 protein ekspresyonunun klinikomorfolojik parametrelerle

iliskisi:

IHK-ASXL1 pozitif 13 hastanin yas ortalamasi 64.69+9.58 yas, IHK-ASXL1 negatif
71 hastanin 60.41+£14.51 (p=0.309) yas olup pozitif hastalarin %92.3’0 erkektir (p=0.014).
THK-ASXL1 pozitifligi, yilksek I6kosit sayis1 (p=0.003), diisiik hemoglobin degeri (p<0.001),
ylksek ferritin diizeyleri (p=0.046) ile iliskili bulundu. ITHK-ASXL1 ile yas, trombosit sayist,
LDH, B2-mikroglobulin, ESH degerleri, hepatosplenomegali, sitogenetik anomali ve JAK2
V617F mutasyonu arasinda istatistiksel anlamli iligki gortlmedi.

IHK-ASXL1 (+) hastalarda kemik iligi selliileritesi, IHK-ASXL1 (-) hastalara gore
belirgin olarak artmisti (p=0.017). Morfolojik parametreler arasinda IHK-ASXL1
ekspresyonu ile iliskili bulunanlar; myeloid (p=0.021), eritroid (p=0.037), megakaryositik
displazi (p=0.001), >2 dizide displazi varligi (p=0.004), eritroid hiperplazi (p=0.018),
megakaryositlerde hafif artma (p=0.002) ve stromada plazma hiicre artisidir (p=0.007).

Blast oranlar1 ve THK-ASXL1 ekspresyonu arasinda iliski mevcut olup (p=0.038), bu
hastalarin  %53.8’inde  biyopside CD34+ hicreler, kiimetyaygin daginmik paternde,
%46.2’sinde dagmik paternde izlendi. Benzer sekilde, THK-ASXL1 pozitif hastalarin
%46.2’sinde takip biyopsilerinde blast artisi (p=0.028) ve l6semik donisim (p=0.015)
gorlldi. Blast ve CD34+ hiicre artis1 izlenmeyen olgularda THK-ASXL1 ekspresyonu
saptanmadi (p=0.031).
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4.9.4. Dizi analizi ve protein ekspresyonu sonu¢lariin karsilastirilmasi:

ASXL1 mutasyonlarint dogrudan goOsteren dizi analizi ve dolayli yoldan nikleer
protein ekspresyonunu gosteren IHK yontemleriyle ulasilan sonuclar karsilastirildiginda,
dizileme yontemiyle frameshift mutasyon goriillen olgularin  hepsinde IHK-ASXL1
ekspresyonu gorildu. Buna karsin, dizilemede missense mutasyon saptanan 9 olgunun 6’sinda
sadece skor 1+ olarak degerlendirilen boyanma mevcuttu.

Karsilagtirma yapilabilen 39/46 (%84.8) gerek dizileme yontemiyle FS mutasyon,
gerekse THK-ASXL1 ekspresyonu saptanmadi. Ote yandan, altin standart yontem olan dizi
analizinde frameshift mutasyon saptanan olgularm hepsinde skor 2+/3+ IHK-ASXL1
ekspresyonu mevcuttu. Bu bulgu, immunohistokimyasal yontemin duyarlilik, 6zgullik ve
pozitif/negatif kestirim degerlerinin %100 oldugunu gostermekte olup iki yontem arasinda
tam (%100) uyum vardir (p<0.001). iki yontemin karsilastirmali sonuclar1 Tablo 4.20’de
verilmistir.

TABLO 4.20: Dizi analizi ve immunohistokimyasal ASXL1 protein ekspresyonu

IHK-ASXL1 EKSPRESYONU
ASXL1 MUTASYONLARI Pozitif Negatif P-DEGERI
Var 7 (%8.3) 0 (%0)
FRAMESHIFTMUTASYON Yok 0 (%0) 39 (%46.4) <0.001
Dizileme basarisiz 6 (%7.1) 32 (%38.1)
Var 7 (%8.3) 9 (%10.7)
FRAMESHIFT+MiSSENSE . ) _
MUTASYON Yok 0 (%0) 30 (%35.7) =0.001
Dizileme basarisiz 6 (%7.1) 32 (%38.1)

4.9.5. ASXL1 mutasyonlari ve protein ekspresyonunun prognozla iliskisi:

ASXL1 mutasyonlart ve protein ekspresyonu, erkek cinsiyet, diisiik hemoglobin,
Iokositoz, yiksek blast orani, yiksek ferritin, >2 dizide displazi, displastik/displastik agirlikli
megakaryosit morfolojisi, interstisyel plazma hicre artisi, takip biyopsilerinde blast oraninda

artma ve l6semik doniisiim gibi olumsuz prognostik faktorlerle iliskili bulundu.

ASXL1 mutasyonlar1 ve IHK-ASXL1 ekspresyonunun sag kalimla iliskisi ve medyan
sag kalim sireleri Tablo 4.21°de verilmistir. Sanger dizi analiziyle saptanan mutasyonlar
frameshift+missense ve frameshift mutasyon seklinde gruplandiginda, ASXL1 mutant
olgularin medyan sag kalim slreleri daha kisa olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik
gorilmedi. Buna karsin, IHK-ASXL1 (+) hastalar, IHK-ASXL1 (-) hastalara kiyasla daha
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kisa yasamaktadir (sirastyla 24+7.8 ay ve 42+10.8 ay) (p=0.024) (Sekil 4.7). IHK-ASXL1
ekspresyonunun, tek degiskenli analizde sag kalimi olumsuz etkiledigi, 6lim riskini 2.14 kat

arttirdig1 halde ¢ok degiskenli analizde bagimsiz prognostik faktor olmadigi goruldi.

Iki y1llik sag kalim THK-ASXL1 ekspresyonu goriilen hastalarda %38.5 (2-58 ay) iken
ekspresyon goriilmeyen hastalarda %63.3 (1-67 ay) idi. Calisma sonunda, IHK-ASXL1 (+)
hastalarin %84.6’s1, IHK-ASXL1 (-) hastalarmn %52.1’i kaybedilmistir.

[HK-ASXL1 ekspresyonuna gore gruplarin karsilastirmas: ve sag kalim siireleri Tablo
4.22’de dzetlenmistir. Buna gore, IHK-ASXL1 (+) hastalarda sag kalimi olumsuz etkileyen
baslica faktorler; >60 yas, I0kopeni, JAK2 V617F (+), biyopside depo demirinde artma,
stromada lenfoid nodiil, hepatosplenomegali yoklugudur.

JAK2 V617F ve ASXL1 mutasyonu birlikte ele alindiginda, en kisa sag kalim IHK-
ASXL1 (+)/JAK2 mutant grupta (12+8.2 ay) goruldi. Bunu sirastyla, IHK-ASXL1 (+)/JAK2
mutant tip (25+5.7 ay), IHK-ASXL1 (-)/JAK2 mutant (67+4 ay) ve IHK-ASXL1 (-)/JAK2
wild tip (medyana ulasilamadi, ortalama 57.1+6 ay) hastalar izledi (p<0.001).

TABLO 4.21: ASXL1 mutasyonlar1 ve ASXL1 protein ekspresyonunun sag kalimla

iliskisi
ASXL1MUTASYONLARI/PROTEIN MEDYAN YASAM P-DEGERI
EKSPRESYONU SURESI (AY)

Pozitif (n=13) 24+7.8

PROTEIN EKSPRESYONU (iHK) o004
Negatif (n=71) 42+10.8 o
Var (n=7) 31+6

FRAMESHIFT MUTASYON

(SANGER DiZi ANALIZi) Yok (1=39) 5849 1 =0.350

FRAMESHIFT + MiSSENSE Var (n=16) 31£13.1

MUTASYON

. - =0.176
(SANGER DiZi ANALIZi) Yok (n=30) 58
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TABLO 4.22: THK-ASXL 1 ekspresyonunun klinik ve morfolojik parametrelere gore sag

kalimla iliskisi

MEDYAN YASAM SURESi

(AY)

MEDYAN YASAM SURESI

PROGNOSTiK Hasta Hasta (AY) p.
o sayis1 sayisi -
FAKTORLER . . degeri
Q) THK-ASXLL (+) Q) [HK-ASXLL ()
(n:13) (n:71)
THK-ASXL1 ekspresyonu 13 24+7.8 71 42+10.8 =0.024
<60 4 24+16.7 32 67+18.8 ~0.026
Yas >60 9 18+8.9 39 37+2.4 —_—=
Kadin 1 11 31 Medyana ulasilamadi, ortalama 46.4+5.3
insi =
Cinsiyet Erkek 12 24+6.1 40 38+3.5 0.041
MDS-F 3 6+3.3 8 6+5.7
KMML 7 24+7.9 16 31+18
Tam gruplari MDS/MPN-U 3 573212 14 18185 .
PMF-SF 0 - 29 Medyana ulasilamad, ortalama 67.5+4.1
i Var 9 25+15 43 63+10.7
Splenomegali =0.011
Yok 4 7£6 28 20+4.3
) Var 4 24+18.7 27 58+13.9 _
Hepatomegali =0.037
Yok 9 18+8.9 44 3945
<4000/mm 2 6 12 11+6.1
Lokosit sayis1 >4000-<10000/mm? 6 11+10.4 24 Medyana ulasilamad, ortalama 45.9+.6.1 =0.021
(WBC) >10.000/mm® 5 25+7.7 35 58+16.7
B2-mi kroglobul in Yiksek 4 25+14.5 20 58+14.3
(n=28) Normal 1 11 3 Medyana ulasilamadi, ortalama 30+11.4
Diigiik 0 - 2 7 =0.043
Yiiksek 9 24+17.9 22 20+4.1
Var 2 57 12 24+7.9
Sitogenetik =0.363
anormali (n:34) Yok 5 25+1.1 15 67
Var 3 1248.2 19 67+4
JAK2 V617F <0.001
mutasyonu (n=52) Yok 3 25+5.7 27 Medyana ulagilamadi, ortalama 57.1+6
) i Displazi yok 0 - 23 Medyana ulasilamadi, ortalama 66+4.6
Displazi Tek dizide displazi
0 - 12 Medyana ulagilamadi, ortalama 63+17.7
>2 dizide displazi 13 12+4.5 36 17+3.1
Displastik/ displastik
. - o 9 18+10.4 29 11+3.4
Megaka.r.y.osn agll‘l-lkll rr_10rf0|0]_| i ~0.609
morfolojisi Pl’0|lfel’atlf/ proI!feratlf 4 24465 42 67
agirhikh morfoloji
Grade 2 3 25+5.7 23 67+20.3
Manoharan Grade 3 4 6+18.3 27 36+9 0075
fibrozis Grade 4 6 1248 21 424224
simiflamasi
Grade 2 7 25+9.2 50 39+7.3
Avrupa fibrozis =0.062
siniflamast Grade 3 6 1248 21 424245
Artis yok 0 - 2 11
Anjiog artist Hafif 2 25 16 67 .
Orta 3 12+8.2 24 37+5.1
Belirgin 8 18+9.2 29 42+20.1
Var 7 24+15.7 39 42+13.8
Sinuzal Yok 6 18411 32 30:11.4 20,029
hematopoez
Azalma 1 25 12 39+4.2
Depo demiri Normal 5 574334 25 Medyana ulagilamadi, ortalama 64.5+5.9 =0.026
(n=79) Artma 7 11#5.2 29 20+2.7
Blast yok 0 - 31 Medyana ulagilamadi, ortalama 66.5+4
<%5 5 63+24.5 11 57+41.5
Blast orami (%) %5-9 3 13156 14 18+7.9 -
%10-14 3 17+9 9 17+5.2
%15-19 2 3+24 6 6+5.7
) } Var 4 6:2.5 15 11+6.4
Lenfoid nodil =0.049
varhg Yok 9 25415 56 58+10.7
. Var 3 25£11.4 14 20+16.4
Mast hiicre artist =0.023
Yok 10 18+9.5 57 63+14.1
Var 8 18+9.2 49 58 20,027
Eozinofil artist Yok 5 24+18.6 22 35+14.9 —_
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5. TARTISMA:

Bu calismada, displazi ve blast artisinin eslik ettigi MDS ve MDS/MPN gibi myeloid
kok hicre hastaliklarinda, basli bagma kotu prognostik faktdr olan fibrozisin eklenmesi
durumunda karsilasilan Kklinik ve morfolojik ayirici tami  Ozellikleri ile ASXL1 gen
mutasyonlarinin arastirilmasi amaglanmistir. Ayni1 parametrelere, en belirgin 6zelligi fibrozis
olan, ancak displazi ve blast artisinin goriilmedigi myeloid kok hiicre hastaligi olan seliler faz
primer myelofibroz hastalarinda da bakilmus, fibrozisin ortak bulgu oldugu bu myeloid kok

hlicre hastaliklari arasindaki ortak ve ayirt edici 6zellikler aragtirilmustir.

Kemik iligi fibrozisinin derecelendirilmesi oldukca subjektif bir yontem olup bu,
fibrozis derecesi ile daha da artmaktadir. Bu nedenle 2005 yilinda 15 hematopatologun kor
degerlendirdiklerinde yinelenebilirligi yuksek bulunan ve grade sayisinin azaltildigi “Avrupa”
smiflamast yayinlanmistir (5). Calismamizda Avrupa smiflamasindan Once yaygin olarak
kullanilan Manoharan siniflamasi da Avrupa siniflamasina paralel olarak kullanilmstir.
Manoharan siniflamasinda Grade 4, Avrupa smiflamasinda Grade 3’e tam karsilik olarak
geldigi halde, Manoharan siiflamasinda Grade 2, Avrupa siniflamasinda ¢ogu kez Grade 1,
bazen de Grade 2 igine, Grade 3 ise Grade 2 veya 3 igine kaymaktadir. Bu nedenle tani
gruplart ile fibrozis grade’i arasinda istatistiksel anlamlilik Manoharan smiflamasinda

gorilmiistiir.

Myeloid kok hiicre hastaliklarina, kemik iliginde retikilin-kollajen fibrozis degisik
oranlarda eslik edebilir. Della Porta ve ark. (47) 6 yillik bir stre iginde kendi merkezlerinde
orta/agir fibrozisin eslik ettigi 193 myeloid kok hicre hastalig: iginde ilk siray1 123 hasta ile
PMF’nin aldigini, bunu 52 hasta ile MDS’nin izledigini bildirmislerdir. Geri kalan hastalar,
myeloproliferatif/myelodisplastik neoplazi (13 olgu), akut megakaryoblastik I6semi (3 olgu)
ve akut panmyelosis (2 olgu) olarak bildirilmistir. Bu dagilim bizim 6 yillik sire iginde
orta/agir fibrozisin eslik ettigi 84 myeloid kok hiicre neoplazisi serimizden oldukga farkl: olup
her iki ¢alismada ilk siray1 PMF olgular1 almakla birlikte MDS, bizim serimizde orta/agir
fibrozisin en az (11 hasta) goriildigii hasta grubudur. KMML, Della Porta ve ark.’nin
serisinde 7 hasta olarak goriildiigii halde bizim hasta grubumuzda 23 hasta ile PMF sonrast ilk
siray1 almaktadir. On yedi hastanin yer aldigt MDS/MPN-U grubu Della Porta ve ark.’nin
serisinde ise yoktur. Gruplar arasi ayirim morfolojik kriterlere dayali olup sitogenetik analiz
tim hastalarda olmadigindan, MDS/MPN-U olarak siniflandirdigimiz  hastalarin ~ bir

bdliminin MDS olmast mimk{nddr.
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Della Porta ve ark. (47), MDS’da orta/agir kemik iligi fibrozisinin, kotd riskli
sitogenetik, yuksek blast orani, >2 dizide displazi ve sik transflizyon ihtiyaci gibi kotu risk
faktorleri ile birlikte goriildiigiinii, cok degiskenli analizde ise bagimsiz kot prognostik faktor
oldugunu gostermislerdir. Calismamizda, orta ve agir fibrozis her iki siniflamada da sag kalim
siresini  kisaltmakla birlikte istatistiksel anlamlilik sadece Manoharan siniflamasinda
saptanmugtir. Orta/agir fibrozis ile birlikteligi anlamli olan diger parametreler, anjiogenezde
artma ve sinuzal hematopoez gibi fibrozisle birlikte giden bulgulardir. Ote yandan, kemik
iliginde orta/agir diizeyde fibrozis; >2 dizide displazi, yliksek blast orani, displastik agirlikli
megakaryosit morfolojisi, megakaryositlerde yaygin belirgin artma ve aberan CD34
ekspresyonu ile interstisyel plazma ve mast hicre artisi gorilen hastalarda daha sik
izlenmesine karsin istatistiksel anlamli iliski gosterilememistir. Benzer sekilde, hasta takip
stresinde blast oraninda artma ve losemik doniisiim ile fibrozis derecesi arasinda baglanti

bulunamamustir.

Ote yandan, MDS hastalarinda kemik iligi fibrozisi, diisiik hemoglobin diizeyi, diisiik
trombosit sayis1 ve kan transflizyon ihtiyacinda artma ile iliskili bulunmustur (47). Myeloid
kok hucre hastaliklarinda, uzun siren anemiye bagli kompansatuvar olarak artan demir
emilimi ve/veya kan transfuzyonu nedeniyle ferritin degerleri yiksektir. Calismamizda, gerek
fibrozisin eslik ettigi MDS ve MDS/MPN grubu hastalarda gerekse tani gruplarina
bakilmaksizin tim hastalar ele alindiginda kemik iligi fibrozisi, literatirle paralel olarak

diisiik hemoglobin ve yuksek ferritin duizeyleri iligkili bulunmustur.

Fibrozisin sag kalimla iligkisi olmadigimi sdyleyen yayinlar olsa da (224), bugin icin
gecerli olan kemik iliginde orta/agir fibrozisin bagimsiz bir prognostik faktor oldugudur (5,
22, 45-49, 51, 225). Calismamizda, Manoharan derecelendirme simiflamasina gore agir (Grade
3-4) fibrozis tek ve cok degiskenli analizde sag kalimi olumsuz yonde etkiledigi halde ayni
iliski Avrupa siniflamasinda goriillmemistir. Bunun nedeni Avrupa sisteminde Grade 2 ve
Grade 3 fibrozisi birbirinden ayiran kriterler icinde kollajen lif artig diizeyinin sadece retikilin
boyasi ile ayird edilememesi olabilir. Bu nedenle, kemik iligi biyopsisinde Avrupa
smiflamasma gore fibrozisin degerlendirilmesinde Masson trikrom boyasiyla kollajen lif

artisinin duizeyi belirlenmelidir.

Myelofibroz patogenezinde megakaryositlerden salinan, PDGF, FGF ve TGF-B gibi
fibrojenik ve VEGF, EGF gibi anjiojenik sitokinlerin rol oynadigi bilinmektedir (36). Thiele
ve ark. (226) ile Kvasnicka ve ark. (227), myelofibrozisin anjiogenezde artma ve sinuzal
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hematopoez ile iligkili oldugunu bildirmelerine karsin bu parametrelerin fibrozisle iliskisi
olmayan bagimsiz faktorler oldugunu bildiren yayinlar da vardir (158, 228). Calismamizda
fibrozis, Manoharan ve Avrupa konsensus smiflamalarina gére anjiogenez artis1 ve sinuzal

hematopoez ile iliskili bulunmustur.

Kemik iligi fibrozisinin baslica megakaryositlerden salinan fibrojenik faktorlerle
iligkili oldugu uzun slredir bilinmektedir (36). Fibrozis gorllen olgularda megakaryosit
sayilarinda belirgin artis oldugu da bir gergektir. Bu nedenle megakaryosit morfolojisinin ve
sayisal degisikliklerinin Kklinik ve morfolojik parametrelerle iliskisi dnem kazanmaktadir.
Calismamizda tlm hastalara ait kemik iligi biyopsilerinde megakaryosit sayisinda yaygin
hafif, fokal belirgin ya da yaygin belirgin artiglar gorilmesine ragmen megakaryosit artis
diizeyi ve fibrozis arasinda anlamli iliski saptanmamustir. Literatlirde, displastik megakaryosit
morfolojisi ile sag kalim arasindaki iliskiye deginen yayinlar diginda megakaryositlerdeki
sayisal ve morfolojik degisikliklerin sag kalim ile iligskisini ele alan kapsamli bir ¢alisma
yoktur. Riccardi ve ark. (229), dismegakaryopoez olarak kabul ettikleri mikromegakaryosit
varligi ile sag kalim arasinda iliski bulamamistir. MDS ve KMML hastalarin1 kapsayan diger
calismalarda, dismegakaryopoez ile losemik doniisim ve sag kalim slrelerinin kisaligi
arasinda iligki gosterilmistir (230-231). Calismamizda, kemik iligi biyopsisinde gozlenen
“displastik/displastik agwrlikli” megakaryosit morfolojisi, klinik parametrelerden I6kopeni
(<4000/mm?), anemi (<10g/dL), trombopeni (<100.000/mm?®), ASXL1 mutasyonlar1, yiiksek
ESH ve ferritin dizeyleri, morfolojik parametrelerden >2 dizide displazi, ylksek blast orani,
takip sirasinda blast artisi, megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu, megakaryositlerde
kiimelesme olmamasi, depo demirinde artma, interstisyel plazma ve mast hiicre artisi, lenfoid
nodul varhig:r gibi olumsuz prognostik faktorler ile birlikte gorulmektedir. Cok degiskenli
analizde *“displastik megakaryosit morfolojisinin” bagimsiz prognoz faktori oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, dismegakaryopoezin dogru olarak saptanmasi icin H&E kesitlerine

paralel olarak CD61 gibi megakaryosit belirtecleri de kullanilmalidir.

Proliferatif/proliferatif agirlikli megakaryosit morfolojisi, MPN grubu hastaliklara
0zgu olmakla birlikte MDS/MPN grubunda da gorulebilir. Calismamizda, proliferatif
megakaryosit morfolojisi, splenomegali, megakaryositlerde fokal belirgin artma, sinuzal
hematopoez, eozinofil artis1 ve JAK2 V617F mutasyonu gibi MPN 0zellikleriyle birlikte olup
siklikla PMF’da gorilldii. Bennett ve ark., KMML"yi I6kosit sayist 13000/mm® i esik deger
alarak, displastik ve proliferatif olmak (zere iki gruba ayirmayi1 énermisler (59), Breccia ve
ark., bu kritere gore iki gruba ayirdiklart KMML hastalarinda, proliferatif 6zellikleri baskin
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olanlarda sag kalimmmn daha kisa oldugunu bildirmislerdir (232). Ote yandan, KMML’de
displastik ve proliferatif alt gruplarin prognostik anlami olmadigini bildiren yayinlar daha
coktur (57, 60). Calismamizda, MDS/MPN grubu icinde yer alan hastalar, hem 13000/mm?®
Iokosit sayis1 esik degeri hem de megakaryosit morfolojisine gore degerlendirildiginde,
Breccia ve ark.’nin aksine, medyan yasam sireleri displastik 6zellikleri baskin olan hastalarda
daha kisadir.

Megakaryositlerde aberan CD34 ekpresyonu, genellikle MDS ile iliskilendirilmekle
birlikte diger myeloid kok htcre hastaliklari, non-Hodgkin lenfoma infiltrasyonlar1 ve reaktif
degisiklikler iceren kemik iliklerinde de goérulebilir (233). Tang ve ark. (234) 8 yil iginde
merkezlerinde MDS tanis1 alan 202 hastanin 13’Unde yiiksek (>%20) olmak Uzere toplam 29
hastada (%14) megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu saptadiklarini, diisiik ekspresyon
izlenen hastalarin, CD34 negatif gruba benzemesine karsin yiksek CD34 ekspresyonunun
(>%20), diisiik trombosit diizeyleri, yiiksek blast orani, ylksek riskli sitogenetik ve kisa sag
kalim ile iligkili oldugunu ve bu iliskinin ¢ok degiskenli analizde de bagimsiz prognoz faktori
olarak kaldigini bildirmislerdir. Calismamizda, megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu,
tek degiskenli analizde klinik ve morfolojik olumsuz prognoz faktorleri ile iliskili oldugu

halde bu iliski cok degiskenli analizde kaybolmustur.

Myeloid kok hiicre hastaliklarinda prognozu etkileyen en o6nemli morfolojik
parametreler, blast oran1 ve displazilerdir. MDS ve MDS/MPN’de sag kalim ile displazinin
tek ya da >2 diziyi tutmasi ve blast oranlar1 arasinda 6nemli prognostik iliski mevcuttur (53,
61). Calismamizda da literatlire paralel olarak sag kalim KMML-2 hastalarinda KMML-1’e
gore daha kisa olup MDS-F ve MDS/MPN-F hastalarinda da blast oran1 arttik¢a sag kalim
kisalmaktadir. Blast oran1 klasik olarak >%5-<%10 ve >%10-<%20 olarak ayrildiktan sonra,
>0010-<%20 grubunu kendi icinde >%10-<%15 ve >%15-<%20 olarak boliindiigiinde,
medyan sag kalim >%5-<%10 ve >%10-<%15 blast gruplarinda sirasiyla 18+7.9 ay ve 17+5.2
ay gibi birbirine ¢ok yakin sireler olmasina karsin >%15-<%20 blast grubunda bu siire ¢cok
daha kisadir (6+5.7 ay). Bu bulgu, DSO risk smiflamasinda blast oranlarinda yeni bir

diizeltme geregini ortaya koymaktadir.

Della Porta ve ark. (235) eritroid, granulositik ve megakaryositik displazi sikligini
fibrozisin olmadigi 414 ve eslik ettigi 64 MDS hastasinda degerlendirdiklerinde her iki grupta
da en sik eritroid displazinin goriildiigiinii, bunu sirasiyla grandlositik ve daha siktir (%50 ve

%35). Sag kalimla eritroid displazi arasinda iliski bulmadiklart halde grandlositik ve
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megakaryositik displazi tek ve ¢ok degiskenli analizlerde sag kalimi olumsuz etkilemistir.
Displazinin etkiledigi dizi sayisi arttik¢a sag kalim kisalmaktadir. Calismamizda, 84 hasta
birlikte degerlendirildiginde, tek degiskenli analizde tekil ya da ¢ogul olmasi fark etmeksizin
tim dizilerdeki displazi sag kalimi olumsuz etkiledigi halde ¢ok degiskenli analizde bagimsiz
prognoz faktorleri megakaryositik dizide displazi ve >2 dizide displazidir. MDS-F ve
MDS/MPN-F grubunda sag kalimi olumsuz etkileyen displaziler, megakaryositik dizide
displazi ve >2 dizide displazi olup ¢ok degiskenli analizde megakaryositik displazi bagimsiz

prognoz faktori olarak kalmaktadir.

Yasam suresini kisaltan diger koOtu prognostik faktorler, takip suresi icinde blast
oraninda artma ve lésemik donisiimdiir. Calismamizda, 84 hasta birlikte degerlendirildiginde,
bu iki faktor diger tum klinik ve morfolojik olumsuz prognoz faktorleriyle birlikte goriildigi
halde, PMF-SF hastalar1 ¢ikartilip analizler tekrarlandiginda takipte blast oraninda artma ve
I6semik doniisiim ile sag kalim arasinda istatistiksel iligki gorilmedi. Bu durum, muhtemelen
hastalarin  16semik doniisimden ©nce kemik iligi yetmezligi nedeniyle kaybedilmeleri

sonucudur.

MDS ve MDS/MPN’de sag kalim ve l6semik doniisiim risklerini belirleyecek
prognostik skorlama sistemleri mevcuttur. Siralanan baslica risk faktorleri; yas (>65 yas),
erkek cinsiyet, diisiik hemoglobin (<10 g/dL) ve trombosit (<100.000/mm?) sayisi, yiiksek
mutlak lenfosit sayis1 (>2500/mm?®), kromozom anomalileri, periferik kan ve kemik iligi blast
orani (>%10), yiksek LDH duzeyleri, transflizyon ihtiyact ve performans durumudur (84, 85,
236). Calismamizda, fibrozisle seyreden MDS, KMML, aKML, MDS/MPN-U, RARS-T
hasta grubunda, sag kalimi olumsuz yonde etkileyen paramereler; diisiik hemoglobin (<10
g/dL), yiksek veya disik ferritin dlzeyleri, kemik iliginde >2 dizide displazi,
displastik/displastik agirlikli megakaryosit morfolojisi, yuksek blast oran1 (>%5, 6zellikle
>0%615-<%20), interstisyel plazma hicre artis1 ve lenfosit nodul varligidir. Sag kalim slresi,
diisiik trombosit sayis1 (<100.000/mm?®) olan hastalarda olmayanlara gére daha kisa olmakla
birlikte aralarinda istatistiksel anlamlilik gorulmedi. Kromozom anomalileri ve sag kalim
arasinda istatistiksel anlamlilik gosterilememe nedeni hastalarin %45.4’lUne karyotipleme
yapilmasidir. Yas ve erkek cinsiyet faktorleri, diger ¢ogu ¢alismanin aksine mevcut ¢alismada
kotu prognoz faktoru degildir.

Myeloid kok hicre hastaliklarinda, kemik iligi stromal degisikliklerin, patogenezdeki

roli tam bilinmemekle birlikte son yillarda, bir¢ok timaorin patogenezinde mikro ¢cevrenin, T
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regUlator hicreler ve immunsupresif sitokinler araciligi ile 6nemli rol oynadigi anlagilmistir.
Yapilan 6nceki calismalarda, kemik iligindeki stromal degisikliklerin sag kalim Uzerindeki
etkisi bilinmemektedir (121). Maschek ve ark. (51, 52), MDS ve KMML’de fibrozis ve sag
kalimi degerlendirdikleri iki ardisik ¢alismada kemik iliginde interstisyel lenfosit, plazma ve
mast hicre artis1 ile lenfoid nodll varligi ve fibrozis arasinda anlamli bir iliski bulmamuslar,
sadece mast hiicre artisinin sag kalim Uzerinde olumlu etkisi oldugunu bildirmislerdir.
Calismamizda, interstisyel lenfosit, plazma, mast hicre artislar1 ve lenfoid nodul fibrozis
derecesi  arttikca  belirginlesmelerine  karsin  aralarinda istatistiksel — anlamlilik
gosterilememistir. Tek degiskenli analizde sag kalimi olumsuz etkileyen lenfoid nodul ve
plazma hicre artisidir. Plazma hiicre artisi, gok degiskenli analizde, bagimsiz bir prognostik
faktor olarak kalmistir. Calismamizda, KMML-F, MDS/MPN-U-F’de saptanan mast hticre
artiginin, Maschek ve arkadaslarinin (52) bulgularinin aksine kisa sag kalimla birlikte
olusunu, diger olumsuz prognostik faktorler ile birlikte gorilmesine bagliyoruz. Bunlar
disinda, lenfoid nodil ve interstisyel plazma hicre artisinin, Klinik ve morfolojik olumsuz
prognoz faktorleri ile iliskili bulunmasi da mikro ¢evrenin ©6nemini dolayli olarak

gostermektedir.

Calismamizin, diger amaci da siniflandirilamayan MDS/MPN grubunun, klinik ve
morfolojik 6zellikleri agisindan diger gruplardan hangisine daha yakin oldugunu gdstermekti.
DSO 2008 smiflamasina gére MDS/MPN-U grubu; daha énce myeloid neoplazi gegmisi veya
blytme faktori/sitotoksik ila¢ kullanim Oykust  bulunmayan, myelodisplastik ve
myeloproliferatif 6zellikler gosterdigi halde KMML ve aKML tani kriterlerini dolduramayan,
MDS/MPN icinde yer alan herhangi bir alt gruba yerlesemeyen, siniflandirilamayan hasta
populasyonudur. Literatirde MDS/MPN-U grubu (izerinde yapilmis az sayida ¢alisma vardir.
Wang ve ark. (106), 8 yil icinde 7 merkezde tan1 konulan 65 aKML ve 69 MDS/MPN-U
hastasinda klinik ve morfolojik ayirict tani kriterlerini aragtirdiklarinda MDS/MPN-U’de en
sik gorilen Klinik bulgunun I6kositoz (%90) olup bunu anemi (%39.1), trombopeni (%34.8)
ve hepatosplenomegalinin (%34) izledigini, 20/69 (%29) hastada kemik iliginde Avrupa
siniflamasina gore Grade 2-3 fibrozis goriildiigiinii bildirmislerdir. Benzer sekilde ¢calismamiz
6 yil icinde 8 hastaneden gelen ve merkezimizdeki tani alan kemik iligi biyopsilerini
kapsamaktadir. Tam Kriterleri net olan RARS-T dislandiginda, grade 2-3 fibrozisin eslik ettigi
MDS/MPN-U hasta sayimiz 17 olup Wang ve ark.’nin ¢alismasindaki hasta sayisina yakindir
(106).
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MDS/MPN-U grubu, erkek cinsiyet (E/K:1.4:1), anemi (%76.2), trombopeni (%58.8)
ve splenomegali (%41.2) gibi klinik parametreler a¢isindan MDS-F hastalarina yakin olmakla
birlikte medyan yas KMML yakin olup MDS-F hastalarindan yiksektir. Morfolojik
parametreler agisindan, kemik iligi biyopsisinde CD34+ hiicrelerin dagilimi, fibrozisin
agirh@r belirginligi ve takip siresi icinde blast artisi gorilme sikligi bakimindan MDS-F’ye
benzedigi halde, biyopside megakaryositlerin displastik+proliferatif morfolojisi, myeloid
hiperplazi ve mast hiicre artis1 agisindan KMML’ye benzemektedir. Wang ve ark.’nin (106)
calismasiyla (%23.2) uyumlu olarak MDS/MPN-U hastalarinin %29.4’inde 16semik doniisiim
goriilmiistir. MDS/MPN-U hastalariin medyan sag kalim suresi 12.4-21.4 ay arasinda
bildirilmekle birlikte galismamizda 20£6.2 ay bulunmus, KMML’ye (25£9.4 ay) yakin oldugu
goriilmiistiir (106-108).

DiNardo ve ark. (107) 27 yil iginde RARS-T dislandiktan sonra MDS/MPN-U tanist
alan, Klinik verilerine ulasilabilen 85 MDS/MPN-U hastasin1 prognoz faktorleri agisindan
degerlendirdiklerinde, <60 yas, dolasimda blast yoklugu, kemik iligi blast oran1 <%5 ve
trombositozun olumlu prognoz faktorleri oldugunu ancak ¢ok degiskenli analizde
sadecetrombositozun bagimsiz faktor kaldigini bildirmislerdir. Caligmamizda, tamamen farkli
parametreler olarak diisiik hemoglobin dizeyi (<10g/dL), diisiik/yiiksek ferritin degeri ve
biyopside artmis/azalmis depo demiri sag kalimi olumsuz etkilemekte, cok degiskenli
analizde diisiik hemoglobin dizeyi ve artmis/azalmis depo demiri bagimsiz prognoz faktorleri

olarak devam etmektedir.

KML’de, BCR-ABL1 gen yeniden diizenlenmesinin, hastalik patogenezindeki rolinin
kesfiyle hedefe yonelik tedavi calismalari baslamustir. Tirozin Kkinaz inhibitori-imatinib
gelistirilmis ve tedaviyle Kklinik, sitogenetik ve molekiler remisyon goriilmiistiir (168-173).
Bu 6nemli gelismenin Uzerinden cok ge¢cmeden diger myeloid malignitelerin molekiler
patogenezinde rol alan muhtemel mutasyonlar ve klonalite Uzerinde c¢alismalar hiz
kazanmustir. Gegtigimiz son 10 yil i¢inde, myeloid kok hicre hastaliklarinda, 6nce JAK2
V617F mutasyonu (72, 174-176), ardindan transkripsiyonun genetik ve epigenetik
dizenlenmesi, translasyon, hiicrenin gogalma, yasam ve olgunlasma gibi temel islevlerini
saglayan Yyolaklarda gorevli bircok gen ve bu genleri etkileyen c¢ok sayida mutasyon
bulunmustur. Bu gen mutasyonlar1 arasinda sikligi, 16semik doniistim ve kotl Kklinik seyirle
muhtemel iligkisi nedeniyle ASXL1 mutasyonlari, bir adim 6ne ¢ikmaktadir (67, 131, 207,
219, 223). ASXL1 mutasyonlarr, en sik genin C-terminal ucundaki PHD (plant

homeodomain) bolgesinden hemen 6nce yer alan 12. ekzonda frameshift (cerceve kaymasi),
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nonsense (anlamsiz) ya da missense (yanlis anlamli) mutasyonlar olarak gorulmektedir. Bu
mutasyonlar, ASXL1 proteininin kromatindeki metillenmis lizinlere baglanan C-terminal
PHD bolgesinin hemen Onlinden kesilmesine neden olur. Tek nikleotid degisimi seklindeki
missense mutasyonlarin hangilerinin islevsel degisiklige neden oldugu ise hentz belirsiz olup
yapilan c¢alismalarla agiklik kazanacaktir. Bu tek nuikleotid degisimlerinin bir kisminin tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP) olmasi nedeniyle bazi ¢alismalarda missense mutasyonlar
istatistiksel analizlere katilmamistir (221, 237, 238). Calismamizda hem frameshift
mutasyonlar, hem de frameshift+missense mutasyonlar ayr1 gruplanarak istatistiksel analizler

yapilmustir.

ASXL1 mutasyonlari, ilk kez 2009 yilinda Gelsi Boyer ve arkadaslar1 tarafindan
MDS’de tanimlanmistir (208). Sonraki ¢alismalarda ASXL1 mutasyonlari, MDS, KMML, de
novo ve sekonder AML, PMF, ET, PV ve KML hastalarinda sirasiyla %11.4-20.7, %12.5-52,
%4.5-29.6, %12.5-53, %6.5-54.8, %3.8, %6.7 ve %14.6 oranlarinda goriilmiistiir (198, 207-
216). Literatirde ASXL1 mutasyonu, MDS, MPN, KMML ile primer ve sekonder AML
hastalarinda degisik oranlarda saptanmasina karsin MDS/MPN-U grubuna ait veri yoktur.
Calismamiz, MDS/MPN-U hastalarinda ASXL1 mutasyonu insidansi ve prognoza etkisini

aragtiran ilk caligmadir.

Calismamizda ASXL1 mutasyonu, fibrozisin eslik ettigi KMML, MDS, MDS/MPN-
U hastalarinda sirastyla %30.4, %27.3 ve %17.6 oranlarinda saptanmis olup literatlr
verileriyle paraleldir. Ote yandan, literatirde ASXL1 mutasyonu, PMF’da %6.5-54.8 (198,
214) oranlarinda bildirildigi halde ¢alismamizda PMF-SF’da 2 hastada 2 farkli missense, 5
hastada 3 farkli silent mutasyon ve 5 hastada 3’UTR bolgesinde 2 farkli genetik degisiklik
saptanmig, frameshift veya nonsense mutasyon ise goériilmemistir. Mutasyon sikliklarinin bu
denli farkli olmasiin nedeni, bazi ¢alismalarin frameshift mutasyonlarin yani sira yalnizca
nonsense mutasyonlari, bazilarinin nonsense+missense mutasyonlarin timuni  dikkate
almalarindan ve Abdel-Wahab ve ark.’nin en sik goriildigi bildirilen G646WfsX12
(c.1934_1935insG) mutasyonunu analizlerine katmamalarindan kaynaklanmaktadir (206).
PMF olgularinin seliler ve fibrotik faz olarak ayrildigi hi¢ c¢alisma olmadigindan sadece
PMF-SF hastalarmi dahil ettigimiz ¢alismamizda sonucu yorumlamak gii¢lesmistir. Koti
prognoz ve hastalik progresyonuyla iliskili olan ASXL1 frameshift ya da nonsense
mutasyonlarinin ~ serimizde gorilmemesi, ileri evre- fibrotik faz PMF hastalarmin

caligmamizda yer almamasina baglanabilir.
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ASXL1 mutasyonlarmin yaridan fazlasimi 646. kodondaki guanin nikleotidinin
duplikasyonu nedeniyle kodlanan glisinin triptofana dOniistiigii, cerceve kaymasiyla
sonuclanan G646WfsX12 (c.1934_1935insG) mutasyonu olusturur (66). Ancak, Abdel-
Wahab ve ark., bu mutasyonun gergek bir somatik mutasyon olmayip bir PZR artefakti
oldugunu ileri siirmiis (206), KMML ve PMF’da ASXL1 mutasyon sikligin1 inceledikleri
calismalarinda, bu genetik degisikligi mutasyon olarak nitelendirmediklerinden ASXL1
mutasyon oranlarin1 daha diisiik bildirmislerdir (198). Thol ve ark. (207), 9/193 MDS
hastasinda G646WfsX12 (c.1934_1935insG) mutasyonunu saptadiklari halde, 65 saglikli
kontrolde bu mutasyon da dahil olmak tzere highir ASXL1 mutasyonu gormemislerdir. Ricci
ve ark. (214), 13 PV, 10 ET sonrasi gelisen sekonder myelofibroz (PV-MF ve ET-MF), 42
PMF tanili toplam 65 myelofibroz olgusunun 6’sinda (%9) G646WfsX12 (c.1934 1935insG)
mutasyonunu saptamis ancak bu hastalarin immunomagnetik olarak pirifiye edilen CD3+ T
lenfositlerinde bu mutasyona rastlamamuslardir. Sonu¢ olarak, yapilan bir¢ok ¢alismada, bu
genetik degisiklik gerek germ-line DNA, gerekse kontrol DNA ya da meme kanseri gibi
baska kanser tiplerinde saptanmadigindan artik gergek bir mutasyon olarak kabul edilmektedir
(66, 215, 221). Caligmamizda, G646WfsX12 mutasyonu, 3 KMML, 1 MDS/MPN-U olgusu
olmak Uzere 3 hastada saptanmis olup frameshift mutasyon gorilen hastalarin 3/7’°sinde
(%42.9), frameshift+missense mutasyon goriilen hastalarin 3/16’sinda (%18.8) mevcuttur.
G646WfsX12 (c.1934_1935insG) mutasyonu saptanan hastalarin timinde
immunohistokimyasal yontemle de kuvvetli (Skor 2/3) ASXL1 ekspresyonu mevcuttur.
Bunlara ek olarak, hastalarin klinik seyirlerinin de diger frameshift mutasyonlarda oldugu gibi

daha agresif olusu, bu genetik degisikligin gergek bir mutasyon oldugu ydniindeki bulgulardir.

Calismamizda saptanan frameshift mutasyonlar, delesyon ya da insersiyon nedeniyle
cerceve kaymasiyla sonuglanan heterozigot mutasyonlar olup bunlar yani sira homozigot/
heterozigot nitelikte missense mutasyonlar da bulunmustur. Nonsense mutasyonlar ise
izlenmemistir. Calismamizda, literatirde ilk olan 2 frameshift ve 6 missense mutasyon
tanimlanmigtir.  Bu hastalarin hemen timi kaybedilmis oldugundan nontimoral kontrol

DNA'’lar elde edilememis ve missense mutasyonlarin SNP olup olmadiklarina bakilamamustir.

Literatiirde hastalik seyri boyunca farkli zamanlarda alinan doku érneklerini mutasyon
acisindan inceleyen az sayida caligma vardir. Bu calismalar iginde en blyuk seri Chen ve
ark.’nin 112 MDS, KMML ve post MDS-AML hastasinin degisik donemlerde elde edilen 305
doku ornegine aittir (238). ASXL1 mutasyonlari, 32/112 (%28.6) hastada goriilmiis olup bu

hastalarin %84.4’°linde hastalik progresyonu, %59.4’inde 16semik doéniisiim izlenmistir. Buna
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karsin, ASXL1 mutasyonu olmayan 80/112 (%71.4) hastada, hastalik progresyonu %45,
I6semik doniisiim %25 oranlarindadir. ASXL1 mutasyonlari, 29/32 hastada seri 6rneklerde de
saptanmus, 2 hastada AKIT sonras1 dizilemeyle mutasyon goriilemedigi halde duyarliig daha
yuksek olan TA klonlama yontemiyle 2/10 klonda ASXL1 mutasyonu saptanmistir. ASXL1
mutasyonu saptanmayan 80 hastanin 2’sinde l6semik dontisiim sirasinda alinan 6rneklerde

ASXL1 mutasyonu gelistigi goriilmiistiir.

Chou ve ark. (221), 127/501 de novo AML hastasindan alinan 269 seri 6rnegi ASXL1
mutasyonlari agisindan incelemistir. Tan1 sirasinda ASXL1 mutasyonlari, hastalarin 18’inde
(%14.2) goriilmiis, 15’inde (%83.3) tedavi sonrast mutasyon kaybolurken 3’iUnde (%16.7)
mutasyon, klinik tam remisyon sirasinda daha az yogunlukta olmakla birlikte sebat etmis ve
4-7.4 ay icinde relaps izlenmistir. Remisyon sirasinda mutasyonun kayboldugu 6 hastanin
4’(inde relaps sirasinda ASXL1 mutasyonu ortaya ¢ikmis, diger iki hastanin birinde dizileme
ile mutasyon gorilmemesine ragmen TA klonlama yodntemiyle 1/20 klonda ayn1 ASXL1
mutasyonu gosterilmistir. Diger hastada ise hem dizileme hem de TA klonlama ydntemiyle
onceden varolan ASXL1 mutasyonu bulunamamus, ancak yeni gelisen bir nonsense mutasyon
saptanmustir. Baglangigta ASXL1 mutasyonu saptanmayan 2/109 (%1.8) hastada relaps
sirasinda ASXL1 mutasyonu bulunmustur. Calismamizda dizi analiziyle ASXL1 frameshift
mutasyonlar1 7/46 (%15.2), ASXL1 nikleer protein ekspresyonu 13/84 hastada gosterildi.
Dizi analiziyle frameshift mutasyon saptanan hastalarm timinde skor 2/3+ THK-ASXL1
ekspresyonu mevcuttu. IHK ’nin, frameshift mutasyonlarin saptanmasinda, %100 duyarlilik ve
%100 Ozgullukle Sanger dizi analiziyle tam uyumlu ve givenilir bulunmasi, ASXL1
mutasyon tayininde, dizileme yodnteminden 0Once kullanilabilecek ucuz ve givenilir bir
yontem olabilecegini gostermektedir. Missense mutasyonlarin izole olarak saptandigi 6/9
(%66.7) hastada skor 1+ olarak degerlendirilen fokal zayif boyanma olmasi, bu tip

mutasyonlarin da IHK ile yakalanabilecegini gostermektedir.

Mutasyon ve protein ekspresyonunun birlikte saptandigi hastalarin 2’sinde ASXL1
mutasyonu ve ekspresyonu, ilk kez hastalik progresyonu ve losemik doniisiim sirasinda
goriilldigi halde diger hastalarda tani1 ve takip biyopsi/aspirasyon orneklerinin hepsinde
gosterildi. Takip biyosilerinde kaybolan mutasyon ve/veya protein ekspresyonu gorilmemesi
bu hastalarin remisyona girmemelerine baglandi. AKIT yapilan 4 hastanin 2’sinde (aKML ve
1 PMF-SF) 2 farkli missense mutasyon, 1’inde (PMF-SF) 1 sessiz mutasyon, 3’UTR
bolgesinde 2 nikleotid degisimi bulunmus, digerinde (MDS-F) ise mutasyon goriilmemistir.
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AKIT sonrast kemik iligi biyopsilerine ulasilamadigindan mutasyonlarn sebat edip

etmediklerine yonelik yorum yapilamadi.

ASXL1 mutasyonlari, MDS, KMML, sekonder AML ve de novo AML hastalarinda
erkek cinsiyet ve ileri yasla birliktedir (221, 238). Calismamizda, literatiire paralel olarak,
ASXL1 mutasyonu, erkek cinsiyet ile iliskili oldugu halde mutasyonun goriildiigii hastalar
daha yash olsa da (64.7+9.4 ve 60.4+14.5 yas) istatistiksel iliski gosterilememesi hasta

say1sinin az olusuna baglandi.

ASXL1 mutasyonlarmin kan degerleriyle iliskisini bildiren ¢ok sayida ¢alisma vardir.
Bunlar icinde, diisiik hemoglobin (67, 219, 239) ve yuksek I6kosit sayis1 (67, 222, 238-240)
sayilabilir. Ote yandan, Shivarov ve ark. (241), 3311 AML hastasim1 kapsayan 6 calismayi
temel alarak yaptiklari meta-analizde, ASXL1 mutasyonu saptanan hastalarda l6kosit
sayisinin  diistik oldugunu belirtmislerdir. Metzeler ve ark. (222), 38/423 (%9) normal
karyotipli AML’de diisiik trombosit degerlerinin mutasyonla iliskili oldugunu géstermislerdir.
Calismamizda literatirle uyumlu olarak mutasyonun, yiksek lokosit ve diisiik hemoglobin
degerleriyle iligkisi bulunmasina karsin trombosit degerleriyle arasinda iliski saptanmamustir.
ASXL1 mutasyonlarinin, MDS’de ferritin diizeyi ve transfizyon ihtiyaciyla iligkili
olmadigini, BCR-ABL negatif MPN’de ise kan transflizyon ihtiyaciyla iliskili oldugunu
bildiren ¢alismalar vardir (207, 215). AML hastalarinda LDH dizeyleri ile mutasyon arasinda
iliski yoktur (221). Caligmamizda ASXL1 mutasyonlar: ile yiksek ferritin (IHK-ASXL1 ve
molekiler FS+MS) ve B2-mikroglobulin (molekiler FS+MS) diizeyleri arasinda istatistiksel

iliski saptanmuig, ancak ESH ve LDH diizeyleri ile arasinda iliski bulunmamustir.

BCR-ABL1 (-) MPN’lerde ASXL1 mutasyonlar1 ve splenomegali birlikteligi hakkinda
celigkili bulgular vardir. Stein ve ark. (215), herhangi bir iliski bulmadiklar1 halde Vannucchi
ve ark. (242), mutasyonun splenomegaliyle iligkili oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda da,

mutasyon ve splenomegali arasinda iliski gériilmemistir.

ASXL1 ve JAK2 V617F mutasyonunun birlikteligini inceleyen caligmalar, JAK2
mutasyonunun, MDS, KMML ve sekonder AML’de ASXL1 mutasyonu olanlarda
olmayanlara gére daha sik, MPN’de ise daha az goriildiigiinii bildirmislerdir (214-215, 238).
Calismamizda, ASXL1 mutasyonu veya protein ekspresyonu gorilen ve gorilmeyen
hastalarda JAK2 V617F mutasyonu sikligi benzer bulunmustur. ASXL1 mutasyonlariin,
prognoz Uzerindeki olumsuz etkileri bilinmekle birlikte izole JAK2 V617F mutasyonunun sag
kalim Uzerinde herhangi bir etkisi gosterilmemistir. Ote yandan, ASXL1 ve JAK2 V617F
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mutasyonlarinin birlikte bulunusunun prognoz tzerindeki etkisi a¢ik degildir. Bununla birlikte
calismamizda THK-ASXL1 (+) ve JAK2 mutant hastalarin sag kalim strelerinin daha kisa

oldugu goriilmiistiir.

MDS, KMML ve AML’de ASXL1 mutasyonlarimin orta riskli karyotip ile
birlikteligini gosteren c¢alismalarin (207, 211, 243) yami sira en sik trizomi 8 ile birlikte
gorildigi bildirilmistir (221, 238, 244). Normal karyotipli AML’de ASXL1 mutasyonu
saptandiginda yasam suresi kisalmaktadir (244). Calismamizda Karyotip tayini yapilmis hasta
sayimiz az oldugundan sitogenetik anomali ve ASXL1 mutasyonlar1 arasinda iliski

gosterilememistir.

MPN’lerde ASXL1 mutasyon sikliginin fibrozis ile birlikte arttigini gosteren
caligmalar mevcuttur. Fibrozisin eslik etmedigi PV ve ET hastalarinda ASXL1 mutasyon
siklig1 sirastyla %2-6.7, %0-3.8 arasinda bildirildigi halde fibrozis ile sonlanan PV, ET ve
PMF hastalarinda ASXL1 mutasyon sikligi sirastyla %36-50, %10-50 ve 9%20-32
oranlarindadir (215, 219). Myelodisplastik ve myelodisplastik/myeloproliferatif hastaliklarda
ASXL1 mutasyonunun fibrozis ile iliskisi yOninde herhangi bir c¢alisma yoktur.
Calismamizda orta-agir fibrozisin eslik ettigi MDS, MDS/MPN grubu hastalar ve PMF-SF
hastalarinda, gerek Manoharan, gerekse Avrupa fibrozis siniflamalarina gore fibrozis agirlig:

ve ASXL1 mutasyonlari/protein ekspresyonu arasinda iliski saptanmamustir.

ASXL1 mutasyonlar1 ile kemik iligi morfolojisi arasindaki iliski henliz ¢aligilmamig
olup calismamiz bu iliskiyi irdeleyen ilk c¢aligmadir. ASXL1 mutasyonlari, displastik
megakaryosit morfolojisi, >2 dizide displazi ve interstisyel plazma hiicre artis1 gibi olumsuz

bagimsiz prognoz faktorleri ile iliskili bulunmustur.

Normal karyotipli AML’de ASXL1 mutasyonu, kemik iligi ve periferik kandaki
yuksek blast oraniyla iligkili bulunmakla birlikte (222), MDS, KMML ve AML’de ASXL1
mutasyonu ve yuksek blast orani arasinda iliski gosterilememistir (67, 207, 240-241, 245).
Ote yandan, MDS’de ASXL1 mutasyonlarinin MDS alt tipleri arasinda anlamli olarak en sik
RAEB’de goriildigiinii belirten ¢alismalar da mevcuttur (211, 238). Calismamizin sonuglari,
ikinci grubu destekler nitelikte olup blast gorilmeyen hastalarda ASXL1 mutasyonu
goriilmedigi halde blast oraninin artmasi ile birlikte mutasyon sikligi da anlamli olarak
artmaktadir. Izleme sireleri iginde tekrarlanan kemik iligi biyopsilerinde blast oranindaki artis

ile birlikte ASXL1 mutasyonu sikliginin arttigi da ilk kez calismamizda gosterilmistir.
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Degisik ¢alismalarda ASXL1 mutasyonu ve loésemik doniisiim arasinda pozitif iligki
gosterilmistir. Bunlar iginde, tan1 sirasinda ASXL1 mutasyonu saptanan KMML hastalarinin
%44’ inde l6semik dontisiim gorildigi (67) ve ASXL1 mutant hastalarda 16semik dontisiim
sikliginin anlamli olarak yiiksek oldugunu (238) gosteren galismalar sayilabilir. Calismamizda

da ASXL1 mutasyonlar1 ve 16semik doniisiim arasinda pozitif iliski mevcuttur.

ASXL1 mutasyonlar1 ve sag kalim arasindaki iliski degisik c¢alismalarda farkl
sonuclar vermistir. Gelsi-Boyer ve ark. (67), KMML’de ASXL1 mutasyonunun tek degiskenli
analizde sag kalim Uzerine olumsuz etkisi oldugu halde bu iliskinin ¢ok degiskenli analizlerde
kayboldugunu, Patnaik ve ark. (240), nonsense ve missense mutasyonlari birlikte
degerlendirdiklerinde sag kalimla iliskisi olmadigini bildirmislerdir. Ayni grup, iki farkli
merkezin MDS hastalarinda sadece nonsense mutasyonlarin sag kalim (zerine etkisini
incelemis, tek ve ¢ok degiskenli analizlerde mutasyonun sag kalimi olumsuz etkiledigini
gostermistir (239). Thol ve ark. (207), mutasyonlari, Frameshift mutasyonlara ek olarak
nonsense ve nonsense+missense seklinde ayirip sag kalimla iliskisini degerlendirdiklerinde
tek degiskenli analizde her iki grubun da sag kalimi1 olmsuz etkiledigi halde, ¢cok degiskenli
analizde bu etkinin sadece nonsense mutasyon eklenen grupta devam ettigini gostermislerdir.
Calismamizda da tek degiskenli analizde frameshift mutasyon gorulen hastalarda sag kalim
anlamli olarak kisaldigi halde frameshift+missense mutasyonlar birlikte ele alindiginda,
yasam sureleri daha kisa olmakla birlikte aralarinda istatistiksel iliski goriilmemistir. THK-
ASXL1 ekspresyonu gorilen hastalarda, ekspresyon olmayan hastalara gére 6lum riski 2.14
kat artmasina ragmen ¢ok degiskenli analizde bagimsiz prognostik faktor olmadigi
anlasilmigtir. AKIT yapilan hastalar da sag kalim analizlerini etkileyebilmektedir. AKIT
yapilan 4 hastanin 2’sinde tedavi Oncesi missense mutasyon, 1’inde 3’UTR’de nikleotid

degisimi saptanmig olup tlimi halen sagdir (28-56 ay).

Sonug olarak, myeloid kok hicre hastaliklarinda, ASXL1 mutasyonlari, l6semik
dontigiim riskini arttirmakta ve prognozu olumsuz yonde etkilemektedir. Son yillarda sayilar
giderek artan calismalar yeni mutasyonlar tanimlamaktadir. Bunlar icinde, missense
mutasyonlarin hangilerinin hastalik iligkili olduklar1 heniz tam agikliga kavusmamustir.
Immunohistokimyasal olarak kuvvetli ASXL1 protein ekspresyonu, frameshift mutasyonlarla
tam ortiistiiginden hangi hastalarda dizileme yapilmasi gerektigi konusunda fikir verebilir.
[HK ve dizileme yéntemlerini karsilastiran galismalarm sayisi arttiginda, calismamiza benzer
sonuclar elde edilirse, THK dolayl: olarak mutasyonu gosteren bir yontem olarak da

kullanilabilir.
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6. SONUCLAR

Calisma grubu, orta-agir fibrozisin eslik etigi 11 MDS, 23 KMML, 17 MDS/MPN-U, 2
aKML, 2 RARS-T ve 29 PMF-SF olmak Uzere 84 hastadan olusmaktadir.

Tan1 gruplarma ayrilmaksizin ortalama yas 61, medyan yas 62+13.8 yastir (34-87).
Hastalarin 52’si (%61.9) erkek, 32’si (%38.1) kadin olup erkek/kadin orani 1.6’dir

Medyan kan degerleri hastalik gruplar1 arasinda farkli olup; MDS-F; l6kopeni, derin
anemi ve trombopeni, KMML; l6kositoz, hafif anemi ve trombopeni, MDS/MPN-U;
normal 16kosit sayisi, derin anemi, trombopeni, PMF-SF; hafif I6kositoz, normal
hemoglobin degeri ve belirgin trombositoz seklindedir.

Splenomegali 50/84 (%59.5) hastada mevcut olup PMF-SF ve KMML hastalarinda daha
siktir.

Karyotipleme sonuglar1 34/84 (%40.5) hastada mevcut olup 20 (%58.8) hastada
normaldir. On bir (%32.4) hastada tek, 3 (%8.8) hastada >3 kromozomu tutan anomali
izlenmistir (trizomi 8, del(20) ve del(21) en sik gorilen kromozom anomalileri olup en sik
MDS-F, ardindan KMML ve MDS/MPN-U hastalarinda izlenmistir).

JAK2 V617F mutasyonu 52/84 (%62) hastada bakilmis olup 21 (%40.4) hastada
heterozigot mutasyon saptanmistir (PMF-SF; 14/26 (%53.8), KMML; 5/13 (%38.5),
MDS-F; 1/3 (%33.3) ve MDS/MPN-U; 1/6 (%16.7)).

Kemik iligi sellleritesi, biyopsilerde yasa gore diizeltilerek degerlendirildiginde tim tani
gruplarinda artmigtir. Aspirasyonlar fibrozis nedeniyle tim tani gruplarinda gogunlukla
hiposelilerdir.

PMF-SF hastalarinin %83’lnde displazi goriilmemistir. Geri kalan az sayidaki hastada tek
diziyi tutan displazi gortilmistir. MDS-F, KMML, MDS/MPN-U’de >2 dizide displazi
mevcuttur.

Megakaryosit morfolojisi, MDS-F, KMML ve MDS/MPN-U’de displastik karakterde
olup bazi hastalarda proliferatif karakterde megakaryositler de eslik etmektedir.

Proliferatif karakterde megakaryositler, KMML ve MDS/MPN-U hastalarinin 1/3’linde
baskindir.

PMF-SF ve RARS-T hastalarinin timunde megakaryositler proliferatif morfolojidedir.
Proliferatif tip megakaryosit morfolojisi; splenomegali, megakaryositlerde fokal belirgin
artma, sinuzal hematopoez, eozinofil artisi ve JAK2 V617F mutasyonu gibi MPN

ozellikleri ile iligkilidir.
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Displastik tipte yaygin artis gosteren megakaryositler; klinik parametrelerden; takip
sirasinda blast oraninda artma, I6kopeni, anemi, trombopeni, yiksek ferritin ve kisa sag
kalim, morfolojik parametrelerden; yuksek blast orani, >2 dizide displazi,
megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu, megakaryositlerde kiimelesme olmamasi,
depo demirinde artma, interstisyel plazma ve mast hiicre artisi, lenfoid nodul ve ASXL1
mutasyonu varhig gibi tim olumsuz prognostik faktorler ile iliskilidir.

Cok degiskenli analizde, displastik megakaryosit morfolojisi bagimsiz prognoz
faktorudar.

Megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu, splenomegali ve JAK2 V617F mutasyonu
gortlmeyen hastalarda daha siktir. Hemen tiim olumsuz prognoz faktorleriyle birliktedir.
Tum hastalar birlikte degerlendirildiginde megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu,
tek ve cok degiskenli analizlerde sag kalimi olumsuz etkilemekle birlikte PMF-SF
hastalar1 ¢ikartildiginda, sag kalim zerindeki etkisi kaybolmustur.

MDS ve MDS/MPN’de tek degiskenli analizde yiiksek blast orani ve displazinin >2 diziyi
tutmasi ile sag kalim arasinda 6nemli prognostik iliski mevcut olup cok degiskenli
analizde her iki parametre de bagimsiz prognoz faktoridr.

Yiksek blast oranini gosteren >%10-<%20 grubu kendi i¢inde >%10-<%15 ve >%15-
<%?20 olarak iki grup halinde degerlendirildiginde, >%10-<%15 grubunun sag kalim
streleri >%5-<%10 grubuyla birbirine ¢ok yakin olmasma karsin >%15-<%20 grubu
hastalarin medyan yasam stresi ¢cok daha kisadir.

Blast oran1 <%5 olan hastalarda kemik iligi biyopsisinde CD34+ huicreler dagiik oldugu
halde blast oran1 >%5-<%10 olan hastalarda CD34+ hicreler kiime olusturmaktadir.
CD34+ hcrelerin hem kiime hem de yaygin daginik paternde goriildiigii hastalarda blast
orani >%10-<%20’dir.

Takip suresince blast oranindaki artis ve 16semik doniisiim; baslangi¢ blast oraninin >%5
olmasi, >2 dizide displazi, displastik megakaryosit morfolojisi, interstisyel plazma hicre
artigi, lenfoid nodil ve depo demirinde artma gibi olumsuz prognoz faktorleri ile
birliktedir.

Takip suresi iginde blast oraninda artma ve ldsemik dontisiim, tum olgular birlikte
degerlendirildiginde, tek degiskenli analizde sag kalimi olumsuz etkilemekle birlikte
PMEF-SF hastalar1 ¢ikartildiginda bu etki kaybolmustur.
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Kemik iliginde agir fibrozis, MDS-F ve MDS/MPN-U hastalarinda daha belirgin olup
diisiik hemoglobin ve yiiksek ferritin dizeyleri ile iliskili bulunmustur. Lokositozun sik
gorildiigi KMML ve PMF-SF hastalarinda fibrozis hafif/orta diizeydedir.

Fibrozis agirhiginin Manoharan siniflamasinda sag kalimi olumsuz etkiledigi hem tek hem
de ¢ok degiskenli analizlerde gosterilmistir. Orta (Grade 2) ve agir (Grade 3 ve 4) fibrozis
arasinda sag kalim agisindan istatistiksel anlamlilik vardir. Bu iliski Avrupa
siiflamasinda saptanmamastir.

Kemik iligi fibrozisi ile koth risk faktorleri (blast orani, ¢cogul displazi, 16semik doniisiim
vb.) arasinda istatistiksel iliski goriilmemistir.

Anjiogenez artis1 Ve sinuzal hematopoez ile fibrozis arasinda anlamli iligki vardir.
Megakaryosit artis diizeyi ve fibrozis derecesi arasinda istatistiksel iliski bulunamamustir.
Manoharan siniflamasma gore fibrozis, KMML’de orta, MDS ve MDS/MPN-U’de agir
diizeydedir.

Fibrozis belirginlestikge interstisyel lenfosit, plazma, mast hiicre artislar1 ve lenfoid nodil
artmakla birlikte aralarinda istatistiksel anlamlilik yoktur.

Kemik iligi stromal degisikliklerinden plazma hiicre artist ve lenfoid nodul; anemi,
trombopeni, yuksek ferritin duzeyi, megakaryosit sayisinda yaygin belirgin artma, >2
dizide displazi, yiksek blast oran1 ve 16semik doniisiim ile iliskilidir.

Plazma hiicre artis1 ve lenfoid nodil; tek degiskenli analizde, tim hastalar birlikte ve
PMF-SF ayrildiktan sonra degerlendirildiginde, sag kalimi olumsuz etkilemektedir.

Plazma hticre artisi, cok degiskenli analizde bagimsiz prognoz faktoriddr.

Stromal degisikliklerden mast hicre artisi, tek degiskenli analizde sag kalimi kisaltmakla
birlikte dismegakaryopoez, megakaryositlerde aberan CD34 ekspresyonu ve takip
sirasinda blast oraninda artma gibi diger olumsuz prognostik faktorler ile iliskilidir.
MDS/MPN-U grubu, medyan I6kosit, hemoglobin ve trombosit sayilari, takip suresi
icinde blast oranininda artis, kemik iligi biyopsisinde CD34+ hicrelerin dagilimi ve
fibrozisin agirligi bakimindan MDS-F; kemik iliginde myeloid ve eritroid dizilerin sayisal
degisiklikleri, megakaryosit morfolojisi, stromal plazma ve mast hiicre artis1, lenfoid
nodl, 16semik doniisiim ve medyan yasam siiresi agisindan KMML’ye yakindir.

ASXL1 mutasyonlari, 46 hastaya ait 74 kemik iligi aspirasyon orneginden elde edilen
DNA’larda Sanger dizileme ile arastirildi.
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ASXL1 mutasyonunu dolayli olarak gosterebilecegi distiniilen nikleer protein
ekspresyonu, 84 hastaya ait 129 kemik iligi biyopsisinde immunohistokimyasal yontemle
incelendi.

Calismamiz, immunohistokimyasal yontemle ASXL1 protein ekspresyonuna bakilan ve
kemik iligi aspirasyon lamlarindan kazima ile DNA elde edilen ilk ¢alismadir.

Retrospektif olarak tani, tedavi yaniti, progresyon ve l6semik doniisiim sirasinda alinan
tim kemik iligi biyopsilerinde, ASXL1 nikleer protein ekspresyonuna bakildi ve es
zamanl alinan kemik iligi aspirasyonlarindan DNA ekstraksiyonu ile dizileme yapildi.
Sanger dizileme yontemiyle 15/46 (%32.6) hastada, 5 farkli frameshift ve 10 farkli
missense mutasyon bulunmustur. Bu mutasyonlardan 2 frameshift, 6 missense ve 1 sessiz
mutasyon ilk kez calismamizda bildirilmistir. Frameshift mutasyonlar (FS) sirasiyla;
KMML; 5/17 (%29.4) ve MDS/MPN-U; 2/10 (%20), missense mutasyonlar (MS);
MDS/MPN-U; 3/10 (%30), KMML; 3/17 (%17.6), PMF-SF; 2/14 (%14.3) ve 1 aKML
hastasinda saptanmustir.

PMF-SF’de literatirden farkli olarak molekiler yontemle frameshift veya nonsense
mutasyon goriilmemis, immunohistokimyasal olarak da ekspresyon  goriillmemistir.
Sadece, 2 hastada 2 farkli missense, 5 hastada 3 farkli silent mutasyon ve 5 hastada
3’UTR bolgesinde 2 farkli genetik degisiklik saptanmustir.

KMML, MDS/MPN-U ve PMF-SF hastalarinda, ASXL1 geninin sonunda, 3° UTR
bélgesinde, literatirde heniiz tanimlanmayan 2 nikleotid degisimi %28.3 ve %19.6
oranlarinda ve genellikle birlikte gortilmiistir. Bu degisikliklerin, ASXL1  gen
ekspresyonu (zerindeki etkisi tam bilinmemektedir. Bu hastalarda gerek kan tablosu
gerekse megakaryosit morfolojisi proliferatif niteliktedir.

FS mutasyonlar tek basina ya da missense mutasyonlarla birlikte degerlendirildiginde,
klinik ve morfolojik olumsuz prognoz faktorleri ile iliskilidir.

FS ve FS+MS mutasyonlar ile fibrozisin agirhig (Manoharan ve Avrupa siiflamalar)
arasinda iliski yoktur.

FS ve FS+MS mutasyonlar ile takip suresi icinde blast oraninda artis ve [6semik doniisiim
arasinda iliski mevcuttur.

Immunohistokimyasal ASXL1 protein ekspresyonu, fibrozisin eslik ettigi myeloid kok
hiicre hastaliklarinda sirasityla KMML 7/23 (%30.4), MDS 3/11 (%27.3), MDS/MPN-U
3/17 (%17.6) oranlarindadir.
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Dizi analiziyle frameshift mutasyon saptanan hastalarin timiinde tiimiinde skor 2/3+ IHK-
ASXL1 ekspresyonu mevcuttu.

IHK; frameshift mutasyonlarin saptanmasinda, %100 duyarlilik ve %100 o6zgulliikle,
Sanger dizi analiziyle tam uyumlu ve guvenilir bulundu.

ASXL1 mutasyonu/ekspresyonu, mutasyon ve protein ekspresyonunun birlikte goériildiigi
hastalarin 2’sinde ilk kez hastalik progresyonu ve lésemik doniisiim sirasinda gorildigi
halde diger hastalarda tan1 ve tim takip biyopsi/aspirasyon drneklerinde gdésterildi.
[HK-ASXL1 protein ekspresyonu, erkek cinsiyet, yiiksek l6kosit, diisiik hemoglobin ve
yuksek ferritin dizeyleri, morfolojik parametrelerden myeloid, eritroid, megakaryositik
displazi, >2 dizide displazi, eritroid dizide artma, megakaryositik dizide hafif artma ve
stromada plazma hiicre artisi ile iliskili bulundu.

IHK-ASXL1 protein ekspresyonu ile JAK2 V617F mutasyonu ve Manoharan veya
Avrupa siniflamalarina gore fibrozis derecesi arasinda istatiksel anlamli iliski gortilmedi.
IHK-ASXL1 pozitifligi ile takip stresi icinde blast oraninda artis ve losemik doniisiim
arasinda kuvvetli iliski izlendi.

Sag kalim sureleri, tan1 gruplarina gore MDS-F; 6 ay (2-56 ay), MDS/MPN-U-F; 20 ay
(1-81 ay), KMML-F; 25 ay (2-67 ay) iken PMF selller faz olgularinda medyan yasam
suresine ulasilamamustir (ortalama 67.5+4.1 ay) (22-78 ay). Tan1 gruplar1 arasinda medyan
yasam Surelerindeki fark istatistiksel olarak anlamlidir.

KMML basta olmak Uzere tim MDS/MPN grubu hastalar, displastik ve proliferatif olarak
ayrildiklarinda displastik grupta medyan yasam sireleri daha kisa saptanmis olmasina
karsin iKi grup arasinda sag kalim agisindan anlamli fark yoktur.

Fibrozisin eslik ettigi MDS ve MDS/MPN grubu hastalarda, tek degiskenli analizde sag
kalimi olumsuz yonde etkileyen parametreler; diisiik hemoglobin, yiksek veya diisiik
ferritin duzeyleri, >2 dizide displazi, displastik agirlikli megakaryosit morfolojisi, yuksek
blast oranlar1 (>%5, 0zellikle >%15-<%20), plazma hucre artig1 ve lenfoid noduldr.

Yas ve erkek cinsiyet, prognostik risk siiflamalarinda yer aldiklar1 halde sag kalimla
iliskisi gosterilemedi.

Cok degiskenli analizde, diisiik hemoglobin, displastik megakaryosit — morfolojisi,
stromada plazma hiicre artis1 bagimsiz prognostik parametreler olarak saptandi.

Cok degiskenli analizde, tum hastalar birlikte ele alindiginda, diisitk hemoglobin degeri,
displastik megakaryosit morfolojisi ve stromada plazma hiicre artisina ek olarak, yiiksek

97



blast oranlari, >2 dizide displazi ve Manoharan siiflamasina gore agir fibrozis de
bagimsiz prognostik faktorler olarak saptanmustir.

FS ve MS mutasyonlar birlikte veya ayri ayri ele alindiginda, yasam siresi ASXL1
mutasyonu gorilen hastalarda daha kisa olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik
gosterilememistir.

[HK-ASXL1 protein ekspresyonu sag kalimi olumsuz etkilemektedir. iki yillik sag kalim,
ekspresyon gorulen hastalarda %38.5 (2-58 ay), ekspresyon gorilmeyenlerde %63.3 (1-67
ay)’tar.

Calismamizin sonunda, IHK-ASXL1 (+) hastalarin %84.6’s1, IHK-ASXL1 (-) hastalarin
%52.1°1 kaybedilmistir.

ASXL1 mutasyon/protein ekspresyonu gorilen ve gorilmeyen hastalarda JAK2 V617F
mutasyon siklig1 benzerdir.

IHK-ASXL1 protein ekspresyonu ve JAK2 V617F mutasyonunun birlikte goriildiigii
hastalarda sag kalim stresi daha kisadir.

Immunohistokimyasal olarak kuvvetli ASXL1 protein ekspresyonu, Sanger dizi analizinde
frameshift mutasyon varlig: ile tam ortiistiiglinden dizileme yapilmasi gerektigi konusunda
on fikir verebilir.

[HK ve dizileme yontemlerini karsilastiran c¢alismalarin sayisi arttiginda calismamiza
benzer sonuclar elde edilirse, IHK dolayl olarak mutasyonu gosteren bir yontem olarak da
kullanilabilir.
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