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OZET

Myeloproliferatif neoplaziler (MPN) birden fazla myeloid seride klonal proliferasyon
ile karakterize hematopoetik kok hiicre hastaliklaridir.  MPN’lerin  dogru
smiflandirilmast tani, prognoz ve risk durumunu belirlemek i¢in Snemlidir. Bu
siniflandirmada genetik degerlendirme mutlaka gerekmektedir.  Diinya Saglhk
Orgiitii (DSO) 2016 siniflandirmasinda JAK2 yanisira myeloproliferatif 16semi viriis
onkogen (MPL) ve Calretikiilin (CALR) gen mutasyonlar1 da tani algoritmasi igine
dahil edilmistir. Hastalik prognozu ile iliskiler de yapilan klinik gdzlemlerle
aydinlanmaya baslamistir ki, 6rnegin JAK2 ve/veya CALR mutasyonu olanlara gére
hicbir mutasyonun mevcut olmadigi MPN hastalarinda daha diisiik genel sagkalim ve
daha yiiksek 16semik transformasyon oranlar1 bildirilmektedir. Biz de kendi
serimizde JAK2V617F mutasyonu, kemik iligi biyopsilerindeki histomorfolojik
ozellikler ve klinik verileri karsilastirdik. Calismaya Hacettepe Universitesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda BCR-ABL1 negatif Klasik Myeloproliferatif
Neoplazi (Polistemi Vera, Esansiyel Trombositoz veya Primer Myelofibrozis)
tanisiyla takip edilmekte olan ve hastanemizde periferik kan 6rnegi alinmis 87 hasta
dahil edildi. Hastalarin 19 tanesinin Hacettepe Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda kemik iligi biyopsi Ornegi mevcuttur. JAK2 geninde literatiirde 6zgiil
mutasyonlarin yogunlastig1 belirtilen ekzon 14 bolgesi i¢cin primerler kullanilarak
sekanslandi. Seksen yedi hastanin 62’si (%72) asemptomatikken, 25’1 (%28) bir veya
daha fazla klinik semptoma sahiptir. Semptomatik 25 olgunun 22’sinde (%388)
tromboembolik olay izlenmistir. Olgularin 17/87’sinde (%20) JAK2 ekzon 14’te
V617F mutasyonu saptandi. JAK2 V617F mutasyonu saptanan olgularin 8/17°sinde
(%47) klinik bulgu mevcut olup, klinik bulgu olarak hepsinde tromboembolik olay
izlenmistir. Mutasyon saptanan vakalarin 7/17’sine (%41) ait kemik iligi biyopsisi
mevcuttur. Histopatolojik degerlendirmede JAK2 mutasyone olgularin 6/7’sinde
(%85.7) megakaryositlerde displazi izlenmistir. Olgularin  5/7’sinde (%71.5)
megakaryositler morfolojik olarak degiskenlik gosterirken, 2/7 (%28.5) olguda dev
formlar hakimdir. Mutasyone olgularin kemik iligi ortanca myelofibrozis skoru
2/3°tiir. Diinya Saglk Orgiiti 2016’ya gore bu hastaliklarin tani, progresyon,
prognoz ve tedavi takibi siireclerinde, hem histopatolojik, hem klink/laboratuar hem
de genetik verilerin kullanilmasi gerekmektedir. JAK2V617F mutasyon analizi
genetik mutasyonlarin arastirilmasinda ilk basamak olarak kullanilmaktadir. Ancak
genetik veriler, her zaman kemik iligi morfolojisi ve laboratuar bulgular 1s181inda

degerlendirilmelidir.



Anahtar Kelimeler: Hematopatoloji, Myeloproliferatif Neoplazi, JAK2
ABSTRACT

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are hematopoetic stem cell diseases
characterised with clonal proliferation in more than one myeloid lineage. Accurate
classification of MPN’s is essential in determining the diagnosis, prognosis and risk
category of disease. Genetic evaluation is fundamental in this course. In World
Health Organisation (WHOQO) 2016 classification myeloproliferative leukemia virus
oncogene (MPL) and Calreticulin (CALR) mutations are included in diagnostic
algorithms along with Janus Kinase 2 (JAK2). Also prognostic implications started
to come in sight with clinical observations. For example patients with no mutations
have overall worse survival and higher leukemic transformation rates, compared to
patients with JAK2 and/or CALR mutations. We compared JAK2V617F mutation
status, histomorphological features of bone marrow biopsies and clinical data in our
series. Eighty-seven patients who have been followed-up as BCR-ABL1 negatif
Classical ~ Myeloproliferative  Neoplasm  (Polycythemia  Vera, Essential
Thrombocytosis or Primary Myelofibrosis) by Hacettepe University Department of
Internal Medicine are included in our study. Only 19 of patients had a bone marrow
biopsy sample in the Hacettepe University Pathology Department archive. Forward
and reverse primers for the most commonly mutated domain of exon 14 of JAK2
gene were used. Of 87 patients 62 (%72) were asymptomatic, 25 (%28) has one or
more symptoms. Thromboembolic events were observed in 22/25 (%88) of
symptomatic patients. JAK2V617F exon 14 mutation was detected in 17/87 (%20) of
the cases. Within mutated cases 8/17 (%47) of them had clinical symptoms, which
was a thromboembolic event in all. The number of mutated patients who had a bone
marrow sample was 7/17 (%41). Megakaryocytic dysplasia was detected in 6/7
(%85.7) of these cases. While 5/7(%71,5) had variable megakaryocytic morphology
and 2/7 (%28,5) showed predominantly giant megakaryocytes. Median myelofibrosis
score in mutated cases was 2/3. According to WHO 2016 genetic data beside
histomorphologic, clinical and laboratory findings should be evaluated to determine
diagnosis, progression, prognosis and treatment outcome. JAK2V617F mutation
analysis is the first step in genetic evaluation, but all genetic data should be assessed
in correlation with bone marrow morphology and laboratory findings.

Key words: Hematopathology, Myeloproliferative Neoplasm, JAK2
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1. GIRIS

Myeloproliferatif neoplaziler (MPN) birden fazla myeloid seride klonal
proliferasyon ile Kkarakterize hematopoetik kok hiicre hastaliklaridir. Bu
neoplazilerde etyolojide ¢ogunlukla bir tirozin kinaz aktivasyonu izlenmektedir. Bu
etyolojik mekanizma diginda matiirasyon defekti olmayan hiicrelerden olusan
neoplastik popiilasyonlarin varligi, tam kan sayiminda en az bir hematopoetik seride
artig, sinsi klinik gidis ve splenomegali gibi ortak bazi ozellikller mevcuttur @
MPN’lerin dogru siniflandirilmast prognoz, tani ve risk durumunu belirlemek igin
onemlidir. Bu siniflandirmada genetik degerlendirme mutlaka gerekmektedir. Ilk
basamak olarak kronik myeloid l6semi (KML) tanis1 dogrulanmali veya
diglanmalidir. KML tanisinda ise Philadelphia kromozomu/BCR-ABLI1 fiizyonunun
varligi gosterilmelidir (2). KML disindaki myeloproliferatif neoplaziler i¢inde klasik
BCR-ABL1 negatif olanlar (polistemi vera, esansiyel trombositoz ve primer
myelofibrozis) ve daha nadir olarak goriilen kronik nétrofilik 16semi, mast hiicre
hastaliklari, PDGFRA/B,FGFR1 mutasyonu gosteren myeloid neoplaziler, kronik
eozinofilik 16semi ile MPN-NOS (baska tiirlii siniflandirilamayan) yer almaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2008 siniflandirmasina kadar klasik BCR-ABL1
negatif antitelerde tanida klinik, laboratuar ve histomorfolojik Kriterler
kullanilmaktaydi. DSO 2008 smniflandirmasinda  Janus kinaz 2 (JAK2),
myeloproliferatif 16semi viriis onkogen (MPL) ve KIT gibi molekiiler belirteglerinin
tanimlanmasi; polistemi Vera (PV), esansiyel trombositoz (ET) ve primer
myelofibrozis (PMF) tanisinda yardimci olmustur (3). Ayrica son yillarda bu
hastaliklarda calretikiilin (CALR) ve CSF3R gibi mutasyonlarin tanimlanmasi
myeloproliferatif hastaliklarin tanisinda molekiiler biyobelirteglerin bakilmasinin

Onemini arttirmaktadir (4).



2. GENEL BILGILER

2.1. Polistemi Vera

Polistemi vera belirgin eritrositoz ile karakterize, myeloid hiicrelerin klonal
proliferasyonu ile giden bir MPN’dir. Genellikle orta yasta goriilen PV vakalarinin
cogu tan1 aninda asemptomatiktir. Bir kisminda ise tromboz bulgular1 ortaya
cikabilmektedir. PV’nin tipik olarak 3 fazi1 bulunmaktadir: Prepolistemik faz,
belirgin  polistemi  evresi ve postpolistemik  myelofibrozis. Hastalarda
hemoglobin/hematoktrit (Hb/Hct) diizeyleri ve eritrosit kitlesinde artis yan1 sira, %60
vakada trombosit ve 16kosit sayilarinda artis izlenmektedir. Serum EPO diizeyleri
diisiiktiir. Kemik iligi biyopsisinde orta-ileri derecede hiperseliiller goriinlim ve
panmyelozis goriilmektedir. Megakaryositler siniizoidler ve/veya kemik trabekiilleri
komsulugunda yerlesmekte olup, degisken boyutlarda ve hiperlobiile formlar dikkati
¢ekmektedir ©®. PV hastalarmm tiimiinde JAK2V617F mutasyonu veya fonksiyonel
olarak benzer bir mutasyon izlenmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2016 revize
edilmis haline gore polistemi vera tanisinda kullanilan major kriterler artmis Hb-Hct
diizeyleri (erkeklerde >16,5g/dL.-%49, kadinlarda 16.0 g/dL->%48), artmis eritrosit
kitlesi (ortalama beklenen eritrosit Kitlesinden %25 daha fazla), kemik iligi bulgulari
(hiperseliilerite/panmyelozis/degisken boyutlarda matur megakaryosit
proliferasyonu), JAK2V617F veya ekzon 12 mutasyonu’dur. Diigiik serum
eritropoietin (EPO) diizeyi ise mindr bir kriterdir. Tan1 i¢in iki major kriter veya ilk
iki major kriter ve mindr kriter varligi gerekmektedir @ Hastalarin %96’sinda
JAK2V617F fonksiyon kazanimi mutasyonu izlenmekte olup, bu mutasyon PV i¢in

spesifik degildir ©.

Olgularim geri kalaninda biiyiik oranda ekzon 12 JAK2
mutasyonu mevcuttur 0 pv ayirici tanisinda Hb/Hct diizeylerinde ve eritrosit
kitlesinde artisa neden olan diger durumlar ekarte edilmelidir. Hipoksi, yiiksek
oksijen afiniteli Hb, eritropoietin reseptdr eksikligi veya eritropoietin salgilayan bir
tiimor varlig1 gibi sekonder polistemi sebeplerinde eritropoietin seviyesi artis1 yant
sira JAK2 mutasyonunun izlenmemesi onemlidir. Prepolistemik faz PV kriterlerini
her zaman karsilamasa da; belirgin polistemi PV’yi diger MPN’lerden ayiran en
onemli o6zelliktir. Kemik iligi biyopsisinde panmyelozis olusu PV’yi de ET’den

ayirmada yardimciyken, PMF’de izlenen atipik megakaryosit morfolojisinin PV’de



bulunmayis1 iki antitenin ayirici tanisinda 6nemlidir ©) Ayrica CALR ve MPL
mutasyonlarinin varligi PV dislayan birer faktordiir @ Risk belirlemede genellikle
yas, tromboz Oykiisii, ve lokositoz varligi kullanilmaktadir ® JAK2 alel yiki
trombotik olaylar ve myelofibrozis i¢in bir risk faktérii oldugu bildirilmektedir (10
Giiniimiizde polistemi vera tedavisinde ana hedefler trombozu engellemek ve
eritrosit kitlesini azaltmaktir. Bu amagcla terapdtik flebetomi ve hidroksilire gibi
sitorediiktif metodlar kullanilmaktadir. JAK2 inhibitorleri ve diger hedefe yonelik

tedaviler mevcut olmakla birlikte, su anda sadece klinik ¢alisma diizeyinde

denenmektedir . Polistemi vera’da 5 yillik sagkalim %90’1n iizerindedir.

2.2. Primer Myelofibrozis

Primer myelofibrozis graniilositik ve megakaryositik proliferasyon, reaktif
kemik iligi fibrozis ve ekstramediiller hematopoez ile karakterize klonal kok hiicre
hastaligidir @ Fibrozisin ¢ok hafif diizeyde oldugu veya hi¢ izlenmedigi hiperseliiler
evreden , belirgin fibrozis hatta osteoskleroza kadar ilerleyen bir hastaliktir. Fibrotik
evrede periferik kanda l6koeritroblastik tablo ve gozyasi seklinde eritrositler izlenir.
PMF orta-ileri yasta izlenen nadir bir hastaliktir. Tan1 aninda hastalarin 1/3’1
asemptomatiktir. Vakalarin %30’u prefibrotik/seliiller evrede yakalanir. Klinik
bulgular genellikle kemik iligi fibrozisi ile birlikte c¢ikar. Splenomegali de
ekstramediiller hematopoezin izlendigi bu evrede ortaya cikar ve 10 cm’i gegebilir.
Fibrozis sekonderdir ve klonal degildir. Neoplastik megakaryositlerden salinan basta
transforme edici biyiime faktorii - B1 (TGF-B1) gibi faktorlerin etkisiyle olusur.
PMF etyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, JAK2, CALR ve MPL
mutasyonlariin patogenezde rol oynadigi tanimlanmistir. Olgularin %50-60’1nda
JAK2V617F, %20-25’inde CALR ve %5-10’unda MPL mutasyonu izlenmektedir
Trombositoz- 6zellikle evren evrede- en belirgin hematolojik bulgu olup, hastalarin
%86’sinda izlenmektedir. Bunun disinda anemi ve lokositoz da izlenebilen
hematolojik bulgulardir. Periferik kanda l6koeritroblastik tablo, gozyasi eritrositler
haricinde ekstramediiller hematopoezin bir bulgusu olarak mikromegakaryositler de
izlenebilir. Fibrotik evrede kanda blastlar da saptanabilmekle birlikte %10’unda
altinda olmahdir. Diinya saghk orgiitii 2016 sinmiflamasindaki major kriterler:

megakaryosit proliferasyonu ve atipisi, siklikla eslik eden retikiilin ve/veya kolajen



fibrozisi veya fibrozis yoklugunda megakaryosit proliferasyona eslik eden
megakaryosit degisiklikleri; graniilositik seride artig ve eritroid seride azalma igeren
seliller kemik iligi; PV, KML, MDS veya myeloid bir neoplazinin dislanmasi;
JAK2V617F, CALR, MPL mutasyonu gosterilmesi ve klonal bir belirtecin varligimin
gosterilmesi. Minor kriterler ise; anemi, l6kositoz (>11.0x109 /L), splenomegali,
serum laktat dehidrogenaz diizeylerinde artis, l0koeritroblastozistir @ Prefibrotik
evre belirgin megakaryositik proliferasyon ile karakterizedir. Graniilositik seride
artis ve eritroid seride ise azalma izlenebilirken, her iki seri de immatiiriteye kayma
saptanabilir. Megakaryositler paratrabekiiler alanda siki kiimeler olusturur ve boyut
degiskenligi  sergiler.  Hiperkromatik, bulbdz (bulut-benzeri) niikleuslar,
hiposegmentasyon, diizensiz lobiilasyon ve “ciplak™ niikleus varligi gibi belirgin
morfolojik atipiye sahiptirler. Bu megakaryosit morfolojisini tanimak seliiler PMF’1
ozellikle ET’den ayirmada 6nemlidir. PMF’in ayirici tanisindaki en énemli antiteler
kemik iliginde belirgin fibrozis ile giden hematolojik veya non-hematolojik
neoplazmlar, toksik siire¢ler, bdbrek hastaliklari, otoimmiin hastaliklar,
hiperparatiroidizm ve osteopetrozis gibi diger durumlardir. Prognoz 3.5 ile 10 yil
arasinda degisiklik gostermektedir. PMF’de risk siniflamasi yapmak gereklidir. Kotii
prognoz ile iliskili faktorler, ileri yas (<65y), >10g/dL Hb, >30x109/L I6kosit, <
100x109/L, %1-3 blast diizeyi veya immatiir nétrofillerin en az %10 olmasi ve
konstitiisyonel semptomlardir. Kompleks sitogenetik anomalilerdir de koti
prognozla iliskilidir 12 PMF’de JAK2 mutasyon varligl tromboz riskinde artis ile
iligkiliyken, CALR mutasyonu varlig1 daha geng yas, yavas seyirli hastalik ve JAK2
pozitif vakalara gore daha iyi prognoz ile karakterizedir @) Her i mutasyonunun da
negatif (triple negatif) oldugu vakalarin ise daha kotii prognoz ve daha yiiksek akut
16semik transformasyonu sahip oldugu bildirilmektedir (13). (4) Ayrica PMF’de bazi
epigenetik genlerdeki mutasyonlarin (ASXL1, TET2, SRSF2, IDH1/2) ve sitogenetik
anomalilerin ( 12p-, +8, -7/79-) de prognoz ve tedavide yonlendirici olduklari
bildirilmektedir ™ “® Diigiik riskli hastalarda tedavi gerekli olmazken, secilmis
yiiksek riskli hastalarda kok hiicre nakli yapilabilir. Yeni ortaya ¢ikan JAK?2 inhibitor
tedaviler klinik ¢alisma asamasindadir. Kok hiicre nakli ve JAK?2 inhibitor tedavileri

ile fibroziste diizelme bildirilmektedir (17).



2.3. Esansiyel Trombositoz

Esansiyel trombositoz devam eden trombositoz ve iri, matiir megakaryosit
proliferasyonu ile karakterize BCR-ABL1 negatif bir myeloproliferatif neoplazidir
®) Hastaligin ortalama goriilme yas1 55 olup, hafif derecede kadin baskinligi
izlenmektedir. Hastalarin yarisi tan1 aninda asemptomatiktir. Semptomatik hastalarda
mikrovaskiiler dolasim bozukluklarina bagli bas agrisi, bayginlik hissi, eritromelalji
ve akral paresteziler bildirilmektedir. Tromboz ve hemoraji de ET’de sik goriilen
komplikasyonlardandir ®. Etyoloji bilinmemekle birlikte JAK2, CALR ve MPL
mutasyonlart patogenezde anahtar rol oynamaktadir. Laboratuar bulgular1 belirgin
trombositoz (>450 x 10° /L) ve Hb/Hct degerlerinin PV’yi karsilamamasidir. Lokosit
diizeyleri genellikle normaldir. Periferik kan yaymasinda trombosit sayisinda artis ve
kiimelenme goriiliir. Iri trombositler izlense de atipik veya displastik trombositler
mevcut degildir. Kemik iligi normoseliiler veya hafif derecede hiperseliiler olup,
megakaryositlerde belirgin artis mevcuttur. Megakaryositler kemik iligine
serpistirilmis olabilir veya gevsek kiimeler yapabilir. Genis matiir sitoplazmali,
belirgin lobiilasyon gosteren iri hatta dev megakaryositler izlenir. Atipi veya
displastik degisiklikler gostermezler. Graniilositik proliferasyon belirgin degildir.
Eritroid hiperplazi hasta yakin zamanda kanama gecirdiyse izlenebilir. Retikiilin
fibrozis genellikle yoktur. Vakalarin %60’1 JAK2V617F mutasyonu, %25’1 CALR
mutasyonu ve %5’1 ise MPL mutasyonu gosterirken, %10°u ise triple negatiftir.
Diinya Saglik Orgiitii'ne gére major kriterler: trombosit diizeyinin siirekli >450 x 10°
/L olmasi; kemik iliginde sayica artmus, iri, hiperlobe, matiir megakaryositler olmasi,
artmis veya sola kaymis graniilpoez ve eritropoez bulunmamasi; PV, PMF, KML
veya MDS kriterlerinin karsilanmamasi; JAK2V617F, CALR veya MPL mutasyonu
gosterilmesi. Mindr kriter klonal bir belirteg varligi ve veya reaktif trombositoz
varligimi kanitlayacak bir bulgu olmamasi. Tiim major kriterlerin karsilanmasi veya
ilk li¢ major kriter ve minor kriterin varligi tam1 koydurucudur @ . Demir eksikligi
anemisi, aspleni, travma, kanama, hemoliz, inflamatuar siiregler gibi reaktif
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trombositoz etkenlerinin ekarte edilmesi ayirici tanida Onemlidir
sitogenetik bir anomalinin veya kazanilmis bir mutasyonun gosterilmesi reaktif bir
trombositozu neoplastik bir siiregten ayirir. ET’yi diger BCR-ABL1 negatif

MPN’lerden ayirmada kemik iligi biyopsisinde megakaryosit morfolojisi ve kan



degerleri yardimcidir. ET prognozu alan hastalarda ilk 10 yilda sagkalim stireleri
hasta olmayan bireylerle aynidir. Bundan sonraki zamanda tromboz mortalitenin ana
sebebidir. Tromboz igin risk faktorleri; 60 yas tstiinde olmak, tromboz hikayesi,

JAK?2 pozitifligi ve altta yatan kardiyovaskiiler risk faktorleridir (20). 21),

2.4. JAK2 (Janus Kinaz 2)

JAK2 (Janus Kinaz 2); bir non-reseptér tirozin kinaz olup,
transkripsiyonun sinyal ileticileri ve aktivatorlerini (STAT) fosforile eden Janus
Kinaz (JAK) ailesinin bir tiyesidir. JAK-STAT vyolu proliferasyon, differansiasyon,
migrasyon, apoptoz ve hiicre sagkaliminda rol oynamaktadir ®?. JAK2 geni 9.
Kromozomun kisa kolunda yerlesmektedir.

JAK2 geninde ekzon 14’iin 1849. niikleotidinde guanin yerine timin ge¢gmesi
sonucu, 617. kodonda wvalin yerine fenilalanin olugsmaktadir (JAK2V167F). Bu
mutasyon JH2 otoinhibitér bolgesinde yer almaktadir. Bu mutasyon
otofosforilasyona ve bunun sonucunda JAK-STAT yolaginin sitokinlerden bagimsiz
olarak aktivasyonuna neden olmaktadir. Multipotent hematopoetik progenitor
hiicrede olusan JAK2V167F mutasyonu; myeloid serinin tiim hiicrelerinde
mevcuttur; ayrica 6zellikle B ve NK hiicreleri olmak tizere lenfoid hiicrelerde de
izlenebilir. Hematopoetik olmayan hiicrelerde bu mutasyonu beklemeyiz.
JAK2V617F mutasyonu, ring sideroblast ve trombositoz ile giden refrakter anemi
(RARS-T) harig, genellikle klasik MPN’lere sinirlidir @3 Nadiren diger bazi malign
hematolojik hastaliklarda izlenebilir.

JAK2V617F mutasyonu PV olgularinin %96’sinda, ET ve PMF olgularinin
%50-60’1nda goriilmektedir © pv olgularinin geri kalan kisminda biiyiik oranda
ekzon 12 mutasyonu izlenmektedir (7) . JAK2 genindeki mutasyonlar PV tanisi
vermekte yararli olmakla birlikte, PV’yi ET veya PMF’den ayirmada yardimeci
degildir. Yiiksek JAK?2 allel yiikiiniin artmis trombovaskiiler olay riski, daha yiiksek
Hb, trombosit ve 16kosit diizeyleri, daha belirgin splenomegali ve myelofibrozise
ilerleme riskinde artis ile iliskilidir .

JAK2 inhibitor tedavileri semptomlar1 kotiilesen, vaskiiler olaylar yasayan
veya hidroksi direnci veya intoleranst olan hastalarda kullanilabilecegi

bildirilmektedir V) .



Hematolenfoid tiimérlerin DSO 2016 siniflandirmasinda JAK2 yanisira MPL
ve Calretikiilin gen mutasyonlar1 da tani algoritmasi i¢ine dahil edilmistir. Yaklagsik
son on yil igindeki ¢alismalar bu genlerdeki mutasyonlarin patogenezde rol
oynadigini ortaya koymustur. Ayrica hastalik prognozu ile iliskiler yapilan klinik
gozlemlerle aydinlanmaya baslamistir ki, JAK2 ve/veya CALR mutasyonu olanlara
gore hicbir mutasyonun mevcut olmadigt MPN hastalarinda daha diisiikk genel

sagkalim ve daha yiiksek 16semik transformasyon oranlar1 bildirilmektedir.



3. GEREC VE YONTEMI

3.1. Etik Kurul Onam

Bu c¢alisma Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’nda ¢alisma igin etik izin alindiktan sonra (karar no: GO 17/730-24),
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

THD-2018-16691 numarali bilimsel arastirma projesi olarak desteklendi.

3.2. Olgu Secimi ve Yontem

Bu calismaya Hacettepe Universitesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda BCR-
ABL1 negatif Klasik Myeloproliferatif Neoplazi (Polistemi Vera, Esansiyel
Trombositoz veya Primer Myelofibrozis) tanisiyla takip edilmekte olan ve
hastanemizde periferik kan 6rnegi alinmis olan hastalar dahil edildi. Bu sekilde 87
hastaya ulasildi. Veri tabanindan hastalarin yas, cinsiyet, klinik bulgularina
ulasilmistir. Hastalarm 19 tanesinin Hacettepe Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim
Dali’nda kemik iligi biyopsi 6rnekleri mevecut oldugu kaydedilmistir. Bu olgulara ait

H&E boyali kesitler ve MGG boyal1 yayma preparatlar tekrar degerlendirilmistir.

3.3 Klinik Bulgular

Olgularm klinik semptomlarina ait veriler Hacettepe Universitesi I
Hastaliklar1 Anabilim Dali arsivinden elde edilmistir. Klinik semptom veren
hastalarda konstitisyonel bulgular, trombovaskiiler olaylar ve/veya hemorajik

olaylarin varlig1 kaydedilmistir.

3.4. Histopatolojik degerlendirme

Boliimiimiize kemik iligi biyopsi 6rnegi gelen ve myeloproliferatif neoplazi
tanist almis 19 olguya ait H&E boyali kesitler ve MGG boyali yayma preparatlar
arsivden c¢ikarilarak tekrar degerlendirildi. Tekrar degerlendirme sirasinda
megakaryosit morfolojisi, displazi ve retikiilin fibrozisi goz 6niine alindi.

Retikiilin fibrozis skorlamasinda semikantitatif kemik iligi myelofibrozis

(MF) skorlamasi kullanildi (Sekil 3.1) (25):



Megakaryosit

A) MF skoru 0: Daginik lineer
retikiilin, iist {iste binme mevcut
degil. Normal kemik iligi

B) MF skoru 1: Kesisen daginik
retikiilin ag1, ozellikle
perivaskiiler alanda

C) MF skoru 2: Retikiilin aginda
cok sayida kesisme ile birlikte
yaygin ve yogun artig, arada fokal
kollajen demetleri ve/veya fokal
osteoskleroz

D) MF skoru 3: Kalin kollajen
bantlarinin  izlendigi retikiilin
aginda ¢ok sayida kesisme ile
birlikte yaygin ve yogun artis,
siklikla  eslik eden  belirgin
osteoskleroz

morfolojisi

Sekil 3.1. Myelofibrozis skorlamasi (9)

degerlendirilirken hiicre boyutu, niikleus

morfolojisi, sayisi, yerlesimi ve kiimelenme 6zellikleri g6z 6niine alind1 (Sekil 3.2),

(Sekil 3.3) ©.

| 4

Sekil 3.2. Megakaryositlerde niikleer lobiilasyon. A) Polistemi Vera B) Esansiyel

Trombositoz C) Primer Myelofibrozis ©
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Sekil 3.3. Megakaryosit dagilim ve kiimelenme 6zellikleri. A) Polistemi Vera B)

Esansiyel Trombositoz C) Primer Myelofibrozis ©

3.5. Molekiiler Yontemlerle JAK2 Ekzon 14 Mutasyon Analizi

Calismada Hacettepe Universitesi Kanser Enstitiisii  Temel Onkoloji
Laboratuvar1 arsivinde mevcut daha Onceden periferik kandan elde edilerek
saklanmig DNA Ornekleri kullanildi. JAK2 geninde literatiirde 6zgiil mutasyonlarin
yogunlastigr belirtilen ekzon 14 bolgesi igin dizayn edilmis forward ve reverse
primerler kullanildi. Primerlerin her birinin 5° ucunda M13 primer dizileri
bulunmaktadir. PCR ile ¢ogaltilan gen Ornekleri PCR temizleme kiti ile piirifiye
edildi. Jelde goriintiilendikten sonra, dideoksi PCR ile dizileme i¢in ornekler
olusturuldu. AB3500 cihazinin ilgili kit ve soliisyonlar1 kullanilarak, AB3500
dizileme cihazinda her bir ekzon icin dizileme yapildi. Dizi analizi yine AB3500
software kullanilarak yapildu.

Primer dizileri.

jak2_14 F TGTAAAACGACGGCCAGTgggtttcctcagaacgttga

jak2_14 R CAGGAAACAGCTATGAC tcattgctttcctttttcacaa

3.6 istatistiksel Analiz

Tanimlayic1 degiskenler icin say1 ve yiizde degerleri ile sayisal degiskenler
icin ortanca ve ortalama degerleri kullamlmustir. Istatistiksel analiz IBM SPSS 20

paket programinda yapilmuistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik ve Klinik Bulgular

Olgularin 44’1 (%51 ) erkek , 43’1 (%49) kadindir (Sekil 4.1) (Tablo 4.1-1).
Ortalama yas 49°dur. Seksen yedi hastanin 62’1 (%72) asemptomatikken, 25’1 (%28)
bir veya daha fazla klinik semptoma sahiptir (Sekil 4.2), (Tablo 4.1).

Cinsiyet Dagilim

m Erkek

m Kadin

Sekil 4.1. Calismaya dahil edilen olgularin cinsiyet dagilimi

Klinik

u Asemptomatik

u Semptomatik

Sekil 4.2. Calismaya dahil edilen olgularin klinik durumlari

Semptomatik 25 olgunun 22’sinde (%88) tromboembolik olay izlenmistir.
Konstitisyonel semptomlara sahip 7 olgu bulunmakta olup, 5’inde eslik eden
tromboembolik olay mevcuttur. Sadece 4 semptomatik vakada hemorajik bir
komplikasyon izlenmis olup, bu olgularin tiglinde eslik eden tromboembolik olay

izlenmisgtir.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Olgulardan 19 tanesinde Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’na kemik iligi biyopsi 6rnegi gonderilmis olup, bu biyopsilerden bir
tanesi histopatolojik degerlendirme i¢in yetersiz niteliktedir.

Ortanca myelofibrozis skoru 1/3 ’tiir. Yeterli biyopsi 6rnegi bulunan 18
olgunun 6’s1 (%33) skor 0/3, 6’s1 (%33) skor 1/3, 5’1 (%28) skor 2/3 ve 1’1 (%6) skor
3/3 (total fibrozis) myelofibrosis skoruna sahiptir (Sekil 4.3), (Sekil 4.4).

Myelofibrozis (MF) skoru

® MF skor 0
= MF skor 1
= MF skor 2

MF skor 3

Sekil 4.3. Kemik iligi biyopsisi olan olgularda myelofibrozis skoru dagilimi
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Sekil 4.4. Myelofibrozis skoru 0/3, 1/3, 2/3 ve 3/3 olarak degerlendirilen hastalar

Histopatolojik degerlendirme olgularin 10/18’sinde (%52.6)
megakaryositlerde displazi izlendi (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Bir kismi1 hiperkromatik, bir kismi “bulut benzeri” 6zellikler gosteren
niikleuslara sahip siki gruplar olusturan displastik megakaryositler (400x
HE)
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Olgularin 9/18’sinde (%50) megakaryosit boyut, niikleer lobiilasyon ve
sekillerinde degiskenlik mevcuttur (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Degisken morfolojide megakaryositler (400x HE)

Dev formda megakaryositler olgularin 6/18’sinde (%33,3) izlendi (Sekil 4.2-5).

Sekil 4.6. Gevsek gruplar olusturan hiperlobiile niikleuslara sahip dev
megakaryositler (200x HE)
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4.3. JAK2 Ekzon 14 Mutasyon Bulgular:

Olgularin 17/87’sinde (%20) JAK2 ekzon 14’te V617F mutasyonu saptandi
(Sekil 4.7).

JAK2V617F mutasyonu

= Var
m Yok

Sekil 4.7. JAK2 ekzon 14 V617F mutasyonu dagilimi

JAK2 V617F mutasyonu saptanan olgularin 8/17’sinde (%47) klinik bulgu
mevcut olup, klinik bulgu olarak hepsinde tromboembolik olaylar izlenmistir (Tablo
4.3-1). Trombovaskiiler olay izlenen toplam 22 vaka mevcut olup 8’inde (%36)
JAK2V617F mutasyonu mevcuttur.

Mutasyon saptanan vakalarin 7/17’sine (%41) ait kemik iligi biyopsisi
mevcuttur. Bu olgularda kemik iligi ortanca myelofibrozis skoru 2/3’tiir.
Histopatolojik degerlendirmede JAK2 mutasyone olgularin 6/7’sinde (%85.7)
megakaryositlerde displazi izlenmistir. Olgularin 5/7’sinde (%71.5) megakaryosit
morfolojik olarak degiskenlik gosterirken, 2/7 (%28.5) olguda dev formlar hakimdir
(Tablo 4.1).



Tablo 4.1. JAK2 V617F mutasyonu olan olgularda klinik semptomlar ve histopatoloji

Konstistisyonel Tromboembolik Olay = Hemorajik Olay Retikiilin Megakaryosit Morfolojisi
semptomlar Fibrozis

) (+) ) % %)

Q) Q) ) % %)

Q) Q) ) % %)

) Q) () % %)

) (+) ) % %)

() (+) () 2 Displazi var. Degisken boyut
) ) ) % %)

) (+) () % %)

() () () 0 Displazi var. Degisken boyut
() (+) ) 2 Displazi var. Degisken boyut
() (+) () 2 Displazi var. Degisken boyut
Q) ) () % %)

) Q) () 2 Displazi var. Degisken boyut
() () ) 1 Displazi var. Dev formlar hakim
) (+) ) % %)

() () ) 1 Displazi var. Dev formlar hakim
Q) (+) ) % %)

& Kemik iligi biyopsisi yok
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5. TARTISMA

Myeloproliferatif neoplaziler, hematopoetik kok hiicrelerin klonal proliferatif
hastaliklaridir. BCR-ABL1 negatif klasik MPN’lerde (ET, PV ve PMF) ortiisen
morfolojik, molekiiler 6zellikler ve kompleks kriterler nedeniyle tani siireci zorlayici
olabilir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2016 smiflamasinda bu tan1 kategorisi icin klinik,
laboratuar, histopatolojik ve molekiiler veriler bir arada kullanilmaktadir @

MPN’lerde JAK2V617F mutasyonu ilk defa 2004 yilinda tanimlanmis olup,
literatiirde ilk yazilar 2005 yilinda ¢ikmistir. Boylece bu hastalik grubu ile iligkili

genetik degisiklikler anlasilmaya baglandi (26)

. JAK2 geni 9. kromozomun kisa
kolunda (9p24) yerlesim gostermektedir, 25 ekzon icermektedir ve kodladig1 protein
1132 aminoasitten olusmaktadir. JAK2, Janus ailesinin non-reseptor protein
kinazlarindan biridir. Janus kinaz/transkripsiyonun sinyal ileticileri ve aktivatorleri
(JAK-STAT) yolag: hiicrede ¢ok cesitli siireglerde rol oynamaktadir. Hematopoetik,
immiin, kardiyak ve diger bir¢ok hiicre grubunda proliferasyon, sagkalim ve normal
fonksiyonlar1 i¢in 6nemlidir.

JAK2V617F mutasyonu ekzon 14’te, guanin yerine timin gegmesi ile 1849.
niikleotidin degismesi sonucunda, 617. kodonda valin yerine fenilalanin kodlanmasi
ile karakterizedir. Bu mutasyon sonucu JAK2 proteinin psddo-kinaz bolgesini
etkilenmekte ve kinaz-diizenleyici aktivitesinin bozulmaktadir ®® . JAK2V617F
knock-in fare modelinde, hem heterozigotik hem de homozigotik mutasyon
ekspresyonlart PV-benzeri hastalik ve sonrasinda myelofibrozisle giden daha agresif
bir fenotip izlenmistir. Literatiirde yer alan bu ve benzeri verilerin beraberinde, PV
hastalarinin  hemen tiimiinde bu mutasyonun izlenmesi JAK2 mutasyonu ile
eritrositoz arasinda bir neden sonug iligkisinin oldugunu diisiindiirmektedir ©).(8). (26),

PV hastalarinin hemen tiimiinde bir JAK2 (9p24) mutasyonu izlenmektedir;
%96 hastada ekzon 14 (JAK2V617F), %3 hastada ise ekzon 12 mutasyonu
saptanmistir @0 JAK2V617F, ET (%55) ve PMF’de (%65) gozlenirken; ekzon 12
mutasyonu bu hastalarda nadirdir. JAK2V617F mutasyonu BCR-ABL1 negatif
MPN olgularinda bildirilen en sik mutasyondur. Baz1 MDS/MPN sendromlar1 (ring
sideroblast ve trombositozla giden myelodisplastik sendrom) ve nadiren de primer

akut l1osemi, MDS ve KML olgularinda da bildirilmistir. Ancak bu mutasyonun
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saglikli goniilliiler, reaktif myeloproliferasyon durumlari veya lenfoid neoplazmlarda

izlenmemesi, myeloid neoplazmlar i¢in spesifik oldugunu desteklemektedir.
JAK2(V617F) mutasyonunun tanimlanmasindan hemen sonra, myelofibrozis

olgularinda myeloproliferatif 16semi virlis onkogeninin (MPL) WS515L 6zgilin

@) Daha sonra ET veya PMF hastalarimin

somatik mutasyonu tanimlanmistir
%5’inde MPL ekzon 10 bélgesinde mutasyonlar bildirilmistir ®®. MPL mutasyonu
ET hastalarinin %4’tinde, PMF hastalarinin ise %8’inde saptanmistir; PV’de
nadirdir. JAK2 veya MPL mutasyonu saptanmayan MPN olgularinda, son yillarda
yapilan ¢aligmalar sonucunda  kalretikiilin (CALR) ekzon 9 mutasyonlar
saptanmistir @ @) CALR mutasyonu PV hastalarinda nadirdir; ET veya PMF
hastalarinin %20-25’inde izlenmekte olup, varligt JAK2 ve MPL mutasyonlar1 i¢in

). (29) Calismamizda klinik tarafindan MPN tanisi ile izlenen hastalarin

dislayicidir
%20’sinde JAK2V617F mutasyonu izlenmistir.

JAK2V617F pozitifliginin ET ve PMF’de tan1 aninda ileri yas, daha yiiksek
Hb diizeyleri, 16kositoz ve diisiik trombosit diizeyleri ile iliskili oldugu bildirilmistir
(30). Yiiksek allel yiikii PV, PMF ve ET’de 16kositoz, PV ve PMF’te kasinti, PV’de
daha yiiksek Hb diizeyleri ile iliskili oldugu gosterilmistir .PMF’de diistiik allel
yiikiiniin kotii prognoz ile iliskili oldugunu saptanmistir ¥ . Literatiirde PV’de,
JAK2 allel yiikiiniin, trombotik olaylar, artmis Hb diizeyleri, artmis lokosit ve
platelet diizeyleri, daha biiylik dalak boyutlar1 ve belirgin myelofibrozise doniisme
ile iliskisi bildirilmistir @Y. Calismamizda rastlanilan en sik klinik bulgu
trombovaskiiler olaydir (%86). JAK2 pozitif vakalarin yariya yakininda (%47)
trombovaskiiler olay izlenmistir.

JAK2, MPL ve CALR mutasyonlarinin tiimiinde ortak fizyopatolojinin JAK-
STAT yolaginin aktive olmas1 oldugu saptanmistir ®) JAK2 ve MPL mutasyonlari
sonucu sitokin bagimsiz ve hipersensitif myelopoez gergeklesirken, CALR’1n daha
ziyade hiicre ici kalsiyum diizeylerine etkisiyle bu yolaga etki ettigi diisiiniilmektedir
(2" Ancak bu mutasyonlarin klinik seyir ve sonuglar iizerinde farkli etkileri oldugu
bildirilmektedir. Bu nedenle JAK2, MPL ve CALR mutasyonlarmin varligim
arastirmak sadece tanisal degil prognostik agidan énemlidir, ve Diinya Saglik Orgiitii

2016 smiflamasinda da yer almaktadir.
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Periferal kan oOrneginde mutasyon analizi hiyerarsisinde ilk basamak
JAK2V617F’tir; negatif olgularda oncelikle CALR, CALR negatif olgularda ise
MPL bakilmaktadir V. Her iic mutasyonun negatif oldugu (triple negatif) olgularda
da, mutasyon izlenen olgularda da kesin ayirici tanida kemik iligi morfolojisini
degerlendirmek  gereklidir. ~ Kemik  iligi  biyopsilerinin  histopatolojik
degerlendirilmesi; tani siireci yani sira, progresyonun takibi, tedavi yanitinin
degerlendirilmesi, risk siniflamasi yapilmast ve prognozun O6ngdriilmesinde
gereklidir. Calismamiza klinik tarafindan myeloproliferatif neoplazi ile takip edilen
vakalar dahil edilmistir. Bu nedenle kemik iligi biyopsisi degerlendirilmis ve BCR-
ABL1 negatif klasik MPN tanist desteklenmis vaka sayist azdir. Bu da
calismamizdaki en 6nemli kisitlilik olup, JAK2V617F mutasyonu olan olgu sayisini
literatiirden farkli olarak, daha diisiik (%20) bulmamiza sebep olmus olabilir. Bu
olgularin sadece laboratuar ve klinik verilerle degerlendirilmis olmasi, reaktif
stiregler veya diger MPN’lerin vaka grubumuzda yer almis olma olasiligini ortaya
cikarmaktadir.

PV’de kemik iliginde her ii¢ seride myeloproliferasyon ve pleomorfik
megakaryositler, ET’de iri ve matiir megakaryositler, PMF’te ise megakaryosit
proliferasyon ve atipi (kiiciikten biiylige degisken boyut, aberan niikleo/sitoplazmik
oran, hiperkromatik ve diizensiz katlantili nucleus ve siki kiimeler), eslik eden
retikiilin  ve/veya kollajen fibrozisi ile karakterizedir. Prefibrotik PMF’te
megakaryosit morfolojisi PMF i¢in tipikken, artmis ilik seliilaritesi, granulositik
proliferasyon ve siklikla azalmig eritropoez eslik etmektedir. Calismamiza dahil olan
kemik 1iligi biyopsi Ornegi buluna hasta sayisi azdir (%20), bu hastalara ait
biyopsilerde megakaryositlerde gézlenen en sik bulgu displazidir (%52,6). Hastalarin
yarisinda (%50) degisken boyutlarda niikleuslara sahip megakaryositler izlenmistir.
ET’yi diistindiiren iri matiir goriinimde megakaryositlere sahip hastalarin yaklasik
ticte birinde (%33) izlenmistir. Bu morfolojik bulgulardan JAK2 pozitifligine eslik
eden en sik bulgu displazidir . Tiim kemik iligi biyopsilerinde izledigimiz ortanca
myelofibrosis skoru 1/3 iken, JAK2 mutasyone olgularda 2/3 olarak bulunmustur.

Diinya Saghk Orgiitii’niin tam kriterlerinde laboratuar bulgular da yer
almaktadir. Eritrositoz PV’yi, trombositoz ET’yi akla getirirken, 16koeeritroblastik

tablo PMF i¢in 6nemlidir. Bunun diginda splenomegali, anemi, akuajenik kasinti,
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portal veya hepatik ven trombozu ve ekstramediiller hematopoez MPN’lerde
karsilagilagilabilen bulgulardir. Ayrica MPN’nin ayirici tanisina giren demir eksikligi
anemisi, postsplenektomi, post-operatif durum, enfeksiyonlar, inflamatuar
hastaliklar, hemoliz, travma gibi reaktif siireclerin de oldugu akilda tutulmalidir.
Ozellikle PV tamisinda serum eritropoetin diizeylerinin diisiikliigii yardimci olabilir.
Ayrica JAK2V617F negative hastalarda, literatiirde tanimlanmis JAK2 ekzon 12
mutasyonu © arastirilmasi, eger klinik ve histopatolojik siiphe kuvvetli ise akla

gelmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Polistemi vera (PV), esansiyel trombositoz (ET) ve primer myelofibrosis
(PMF) BCR-ABLI negatif klasik myeloproliferatif neoplazileri olusturmaktadir.
Diinya Saglik Orgiiti 2016 tam kriterlerinde bu hastaliklarin tani, progresyon,
prognoz ve tedavi takibi siire¢lerinde, hem histopatolojik, hem klink/laboratuar hem
de genetik verilerin kullanilmasi gerekmektedir. JAK2V617F mutasyon analizi
genetik mutasyonlarin arastirilmasinda ilk basamak olarak kullanilmaktadir. Ancak
genetik veriler, her zaman kemik iligi morfolojisi ve laboratuar bulgular 1s18inda

degerlendirilmelidir.
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