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KISALTMALAR DIZIiNi

MPN : Miyeloproliferatif neoplaziler
KML : Kronik miyeloid l16semi

PV : Polistemia vera

ET : Esansiyel trombositemi

PMF : Primer miyelofibrozis

JAK?2 : Janus kinaz 2

AML : Akut Miyeloblastik Losemi
MDS : Miyelodisplastik sendrom
KMML : Kronik miyelomonositer losemi
FISH : Floresan in situ hibridizasyon
PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu
Epo : Eritropoietin

TPO : Trombopoietin

DNA : Deoksiriboniikleik asit

TGF : Transforming growth factor
RT : Reaktif trombositoz

BFU-E : Burst forming unit-eritroid
CFU-E : Colony forming unit-eritroid
Ph : Philedelphia

DSO : DSO

PVSG : Polistemia vera ¢aligma gurubu
VWH : von Willebrand hastahigi

32P : Radyoaktif fosfor

IFN-a - interferon-alfa

MCV . Kirmizi hiicre hacmi

PO : Per oral

allo-HKHN  : Allojenik hematopoietik kok hiicre nakli
STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription
TYK2 : Tirozin kinaz

EDTA : Etilendiamin tetra asetik asit
Htc : Hematokrit

BK : Lokosit sayisi

HM : Hepatomegali

HT : Hipertansiyon
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(p.08764.08)- ET olgusunda izlenen normoselliiler kemik iligi
biyopsi 6rnegi graniilositer seri artigi

(p.9542.09)- PV olgusunda izlenen eritroid seri artigina bagl
M/E oranda azalma
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komsulugunda artmis megakaryositler

(P.12814.07)- ET olgusunda izlenen lenfoid nodiil

a(p.03848.07)- PMF olgusunda artmig vaskiiler yapilar ve
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(p.18207.06)- PMF olgusuna ait biyopsi Orneginde artmig
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(p.8764.08)- ET olgusunda izlenen graniilositer serinin geng
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(P.15821.07)- ET tanili hastanin kemik iligi biyopsisinde
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(p.3695.07)- PMF olgusuna ait biyopsi Orneginde
paratrabekiiler alanlara yaklagsmis siki kiimeler olusturan
megakaryositler

(p.04031.08)- ET olgusunda izlenen artmis megakaryositler

(p.13070.08)- ET tanili olguya ait gevsek kiimelenme yapan
megakaryositler

(P.3695.07) PMF tanili hastanin biyopsi oérneginde siki kiimeler
yapmis megakaryositler

(P.33177.05)- PV olgusuna ait kemik iligi biyopsi Orneginde
hiperlobiile megakaryositler (ok)
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Sekil 7.1:

SEKILLER DiZINI

Displastik megakaryositler, b. Megakaryositlerde siki ve
gevsek kiimelenme

MPN  gurubu  neoplazilerin  morfolojilerine  gore
siniflandirilmasi.

Ph Negatif MPN grubu ii¢ hastalikta patogenez, siire¢ ve

sonug iliskili hipotez semasi



1. GIRIS VE AMAC

DSO 2008 smiflamasinda myeloproliferatif neoplaziler (MPN) olarak ayrilan
neoplaziler sirasiyla: kronik myeloid 16semi, polistemia vera, esansiyel trombositemi,
primer myelofibrozis, kronik notrofilik 16semi, kronik eozinofilik 16semi NOS (CEL,
NOS), mastositozlar ve smiflandirilamayan MPN seklindedir. Bu neoplaziler
arasinda KML digindakiler Ph (-) MPN gurubu neoplaziler seklinde gruplanirlar. Ph
(-) MPN iginde yer alan PV, ET ve PMF’nin patogezinde JAK2 mutasyonunun rolu
oldugunu destekleyen bulgular gosterilmistir. Her {i¢ hastalik gurubu da klinik,
laboratuar, morfolojik ve sitogenetik agidan kismen farkli kismen ortiisen 6zellikler
bulundurmakta ve benzer fibrotik siirecler ile son doneme ilerlemektedir. Ancak tani
stirecinde belirgin prognostik ve tedavi farkliliklart bulunmasi nedeniyle bu grup
neoplazilerin birbirinden ayrilmasi gereklidir. Gegmiste yapilan ¢alismalarda Ph (-)
MPN lerden PV, ET ve PMF nin kemik iligi biyopsilerinde yl tanimlanan morfolojik
parametreler ile birbirlerindenayiriminin miimkiin oldugu bildirilmistir. Ancak
tanimlanan morfolojik parametreler hastaliga 6zgili degildir ve bunlarin yorumunda

patololar aras1 uyumsuzluk orani yiiksektir.

Calismamizda Ph (-) MPN gurubu neoplazilerdan Polistemia Vera (PV), Esansiyel
trombositemi (ET) ve Primer Myelofibrozis (PMF) tanis1 almis hastalarda klinik
parametreler, JAK2 mutasyonlart ve morfolojik tanimlanan 6zellikler ile kemik
iliginde hastaligin ilerlemesiyle iliskili olabilecek stromal degisikliklerin
karsilastirilmast ve bu degerlendirilen 6zelliklerin tanit gruplarini belirlemede

0zgiinliigliniin arastirilmas1 amaglanmistir



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KEMIK ILiGi
2.1.1. Kemik iligi histolojisi

Kemik trabekiilleri ve kortikal kemigin i¢ yiizeyi osteojenik hiicreler, yani
osteoblastlar ve osteoklastlar ile doselidir. Osteoblastlar ve osteositler mezenkimal
orijinli, osteoklastlar ise hematopoetik kok hiicre orijinlidir ve monositik seri
hiicrelerinin fiizyonu sonucu olusurlar. Kemik iliginin hematopoetik hiicreleri
medulladaki intertrabekiiler mesafeleri kaplayan bir bag dokusu stromasi igine
gomiiliidiir. Stroma, yag hiicreleri ve kan damarlar1 agi, fibroblastlar, makrofajlar,
nadir myelinli ve myelinsiz sinir lifleri ve az miktarda retikiilin liflerinden ibarettir.
Stromal hiicreler arasinda ayrica retikulum ya da retikiiler hiicreler seklinde
tanimlanan hiicreler de bulunur. Bu tanim muhtemelen farkli orijinli iki hiicre tipini
kapsamaktadir. Fagositik retikulum hiicreleri makrofajlardir ve bir hematopoetik
progenitorden gelisirler (1). Non-fagositik retikulum hiicreleri ya da retikiiler
hiicreler ise, fibroblastlar, sinuzoidlerin adventisyal hiicreleri ve muhtemelen de
osteoblastlar ve kondrositler de dahil olmak tiizere diger stromal hiicrelerle yakin
iliskide olan hiicrelerdir. Fagositik retikulum hiicrelerinden temel farklar1 ¢ogunun
alkalen fosfataz pozitif olmasidir. Hematopoetik hiicreler ile mikrogevrelerindeki bu
hiicreler arasinda ¢ok yakin bir iligki s6z konusudur, bir kompartmandaki

degisiklikler digerini etkiler.

Uzun kemiklerde kemik iliginin damarlanmasini saglayan santral besleyici arter,
diafiz ortalarindan girer ve iki longitudinal santral artere dallanir (2). Yassi ve
kiiboidal kemikler de benzer damarlarla beslenir. Periosttan kemige giren kortikal
kapillerler ise ek bir besleyici ag olustururlar. Santral arterlerin dallarindan ayrilan
arteriol ve kapillerler endosteuma dogru uzanarak kemige girerler, daha sonra tekrar
ilik mesafesine girmek iizere geri donerler ve ince duvarli bir sinuzoid agina agilirlar
(2). Kapillerlerin yalnizca kiigiik bir kismi1 dncelikle kemigi beslemeden direkt olarak

sinuzoidlerde sonlanir.



Sinuzoidler besleyici artere komsuluk eden santral vendz sinuzoidler bosalirlar.
Sinuzoidler takip esnasinda kollapsa gittikleri i¢in genellikle histolojik kesitlerde
goriilemeyen ince duvarli genis damarlardir ve matiirasyonunu heniiz tamamlamis
hematopoetik hiicreler sinuzoidal endotelyal hiicrelerden transselliiler yolla gecerek
dolasima katilirlar (2). Ilikte sklerozisin oldugu durumlarda ise bu damarlar acik kalir
ve belirgin olarak goriintiilenir. Morfolojik degerlendirmede PMF olgularinda
izlenen genislemis sinozoidler bu durumun giizel bir O6rnegidir. Sinuzoidlerin
duvarlarini olusturan endotel hiicreleri iist iiste binen birlesme bdlgeleriyle tam bir
ortli olustururlar ve altta inkomplet bir bazal membran yer alir. En dista ise
adventisyel hiicreler perivaskiiler mesafeye dallanarak, hematopoetik hiicreler,
makrofajlar ve mast hiicrelerine yataklik yapar. Adventisyel hiicrelerin
fibroblastlardan gelistigine inanilmaktadir ve retikiilin boyasiyla boyanan ince
ekstraselliiler fibrillerden olusan bir ag ile iligkilidirler. Retikiilin fibrilleri damarlarin
cevresinde ve paratrabekiiler bolgede yogunlasirlar. Hem adventisyel hiicrelerin hem
de fibroblastlarin retikiilin sentezledigi diislinlilmektedir. Hematopoetik hiicreler
interstisyumda  yerlesirler, bazen patolojik durumlarda siniizoidlerin icinde
hematopoez gelisebilir. ilik yag icerigi hematopoetik doku miktari ile ters orantilidir.
Yas ilerledik¢e kemik kaybiyla birlikte yag icerigi artar. Ilik yag: fizyolojik olarak
subkutan yagdan farklidir. Sar1 iligin yag1 acglikta en son olarak kaybedilen yagdir.
Hematopoetik doku ¢ok hizli olarak kaybedildiginde dncelikle interstisyel miisin ile

yer degistirir, daha sonra yag dokusu miisinin yerini alir.

2.1.2. Kemik Iligi Selliilaritesi

Kemik iligi selliilaritesi, aspirasyon yaymalarindaki doku fragmanlarinda, igne ya da
acik biyopsi materyallerinde veya otopsi 0rneklerinde degerlendirilebilir. Selliilarite,
en 1yi histolojik kesitlerde degerlendirilebilir ve yas ile 6rnegin alindig1 bolgeye bagh
olarak farkliliklar gostermektedir. Histolojik kesitlerde selliilarite, komputarize
goriintii  analizi ve histomorfometri gibi yOntemlerle daha net olarak
degerlendirilebilirse de, subjektif olarak goézle tahmin sonuglar1 diger objektif

yontemlere yakin sonuglar vermektedir (3,4,5).



Yenidoganlarda kemik iligi selliilaritesi %100°diir ve yag hiicreleri yok denecek
kadar azdir (6). ilk dekad boyunca ¢ocuklarda kemik iliginin %680-90°1 hematopoetik
doku, kalan %10-20’si yag doku olup, orani 4:1°dir. Erigskinlerde yasa bagli olarak
%70 ile %30 arasinda degisir. Selliilarite, yas arttikga sabit bir ivme ile azalir, 30
yas civarinda hematopoetik:yag doku orani 1:1°dir ve 70 yas iizerinde bu ivmede bir
art1s izlenir ve oran 1:4 olarak tersine déner (5, 7, 8). ilik kavitesinde hematopoetik
dokunun tuttugu alanin yilizdesindeki bu azalma, hem hematopoetik dokunun
miktarindaki gercek azalmaya, hem de yasla ilerleyen kemik doku kaybi sonucu daha
da genislemis olan ilik kavitesini doldurmak iizere yag dokusunun artmasina baglhdir.
Kembhastaligi bulunmayan hematolojik olarak da normal olan bireylerde iliak
krestten alinan biyopsiler incelendiginde, hematopoetik hiicrelerin ilik alanina oranm
ikinci dekadda %64, sekizinci dekadda %29 (5); 20 yasinda %85, 60 yasinda %40
(7); sternal biyopsilerde 20 yasta %66, 80 yasta %30 (8) olarak bildirilmistir.
Selliilarite konusunda kesin oranlar verilmesi olanaksizdir, ancak 6zetlecek olursa,
ileri derecede yashlar disinda %20 ve altindaki selliilarite hipoplazi, 20 yasin
altindakiler disinda %80 ve iizerindeki selliilarite hiperplazi lehinedir.
Aspirasyon yaymalarinda selliilarite tayini yaparken doku fragmanlarinin selliilaritesi
esas almmalidir ve %25-75 arast bir selliilarite gen¢ ve ileri yas olgular disinda

normal kabul edilir.

Bir intertrabekiiler aralik ile komsu intertrabekiiler aralik arasinda selliilarite
degisken oldugu icin az sayida fragman aspire edildiginde ya da biyopsi yetersiz
biiyiikliikteyse selliilaritenin degerlendirilmesi olanaksizdir. Az miktarda subkortikal
ilik alanini igeren kii¢lik biyopsilerde, 6zellikle de yaslhilarda, bu mesafede selliilarite
genellikle diisiik oldugu icin ve kemik iliginin genelini yansitmadigi icin
degerlendirme yapilmamalidir. Ayrica stromal hemoraji ve artefakt alanlar
degerlendirme dis1 birakilmalidir. En az bes ya da alt1 intertrabekiiler mesafe igeren
biyopsilerde selliilarite  degerlendirmesi  olanaklidir.  Ayrica  fokal ilik
infiltrasyonlarinin degerlendirilmesi i¢in de en az bu boyutlara ulasan bir biyopsinin

alinmas1 gereklidir, bu da 20-30 mm’lik bir biyopsi 6rneginde miimkiindiir (3).

Kemik iliginin tamamiyla yag dokusu ile yer degistirmesi aplastik ilik olarak

tanimlanir, jeneralize veya fokal olabilir. Akut 16seminin kemoterapi ile indiiksiyonu,



serdz yag atrofisi, hipoproliferatif durumlar ve fibrozis durumlarinda selliilaritenin
azalmasina paralel olarak yag dokusu artmaz, dolayisiyla bu durumlar gercek

aplaziden ziyade hiposelliilarite durumudur.

2.1.3. Hematopoetik Hiicreler

Multipotent kok hiicrenin kaynaklik ettigi hematopoetik kemik iligi hiicreleri;
eritrositler, granulositler, makrofajlar, monositler, mast hiicreleri ve megakaryositler
ile bunlarin 6ncii hiicreleridir. Normal bir kemik iliginde hematopoetik hiicrelere ek
olarak lenfoid hiicreler ve plazma hiicreleri ile daha dnce tanimlanan stromal hiicreler

de bulunur.

2.2. ERITROPOEZ
2.2.1. Sitoloji

Eritrosit Oncii hiicrelerine eritroblast denir. Normoblast terimi ise daha dar
anlamlidir, “eritroblast” terimi tiim eritroid prekiirsorlerini tanimlarken,
“normoblast” terimi eritropoezin normal oldugu durumlarla sinirli olarak kullanilir.
Eritroblastlar evrimlerini tamamlarken bir makrofa; ile yakin iliskidedirler ve
makrofajin sitoplazmik uzantilar1 eritroblastlarin arasinda ve onlar1 sararak uzanir.
Birkag eritroblast jenerasyonu tek bir makrofaj ile iliskidedir ve grup olarak
eritroblastik ada seklinde tanimlanir. Eritroblastik adalar bazen aspirasyon
yaymalarinda da goriilebilir. Eritroblastlar morfolojik agidan klasik olarak dort gruba
ayrilir: proeritroblastlar ve erken, intermedier ve gec¢ eritroblastlar. Alternatif
olarak kullanilan bir baska terminoloji de: proeritroblast, basofilik eritroblast,
erken polikromatofilik eritroblast ve ge¢ polikromatofilik eritroblast. Yaygin
olarak kullanilmis olan ve matur eritrositlerle ayn1 boyanma 6zelligi gosteren yani
asidofilik boyanan anlamma gelen ortokromatik eritroblast terminolojisi, ¢ogu
matiir eritroblastin sadece eritropoezin anormal oldugu durumlarda ortokromatik

boyanma gostermesi nedeniyle giinlimiizde tercih edilmemektedir.
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Geg eritroblastlar nukleuslarini disar1 atarak polikromatofilik eritrositleri olusturur.
Bu hiicreler matiir eritrositlerden bir miktar biyiiktiir ve retikiilin boyast ile
boyanmalar1 nedeniyle retikiilositler olarak tanimlanirlar. Hematopoez normal
oldugunda ti¢ giinliikk Omiirlerinin iki giinlinli kemik iliginde gegirirler. Normal
eritroblastlarin az bir kismi dilizensiz nukleuslar, ¢ift nukleuslar ve komsu
eritroblastlar arasinda sitoplazmik kopriilesme gibi atipik morfolojik o6zellikler

gosterebilirler (9).

2.2.2. Histoloji

Eritroblastik adalar, bir makrofaji ¢evreleyen bir ya da daha fazla konsantrik halka
olusturan eritroblastlarin olusturdugu hiicre kiimeleri seklinde izlenir. Makrofaja
daha yakin olan eritroblastlar, periferdekilere kiyasla daha immatiirdiir. Merkezde
yer alan makrofaj her eritroblasti saracak tarzda ince uzantilar verir. Makrofaj
defektif eritroblastlar1 ve atilan eritroblast nukleuslarin1 fagosite eder, dolayisiyla,
sitoplazmada nukleer ve hiicresel debriler goriilebilir ve Perls boyasi gibi 6zel
boyalarla hemosiderinin varlig1 gosterilebilir. Eritropoez ilik sinuzoidlerine yakin bir

lokalizasyonda gergeklesir.

Erken eritroblastlar gorece dar sitoplazmali ve kromatini dagilmis iri nukleuslu ve
nukleer membran iizerinde yerlesmis cok sayida kiiciik diizensiz nukleoller iceren
bliylik hiicrelerdir. Nukleuslar1 myeloblastlardan daha yuvarlaktir, ancak
aspirasyondaki erken eritroblastlara kiyasla nukleuslar daha oval veya hafif diizensiz
kontiirliidiir. Daha matiir eritroid hiicrelerde nukleer kromatin yogunlagmistir ve

sitoplazma daha az bazofiliktir.

Eritroblast nukleusundaki kromatin diizgiin dagilim gosterir ve kromatin

kondansasyonu gelistik¢e de diizgiin dagilim paterni korunur.

Eritroid oncli hiicrelerinin kemik iligindeki diger hiicrelerden ayirt edilmesinde
baslica dort 6zellik yardimcidir (1). Farkli boyut ve matiirasyondaki degisik hiicre

matiirasyon asamalarin1 igeren belirgin eritroblastik adalar halinde izlenirler.



Eritroblastlar birbirine sikica yapismis olarak izlenir. Nukleuslar1 yuvarlaktir. Geg
eritroblastlarda kromatin diizgiin bir yogunlagsma gosterirken, kiigiik lenfositlerin
nukleuslarindaki kromatin kaba kiimelenmeler gosterir. Giemsa boyamasinda
eritroblastlarin sitoplazmalar1 koyu bazofiliktir ve nukleusa komsu boya almayan
Golgi zonu da belirgindir. Parafine gomiili o6rneklerde gec eritroblastlarda
sitoplazmanin artifisyel biiziismesi de lenfositlerden ayirici tanida yardimci bir
Ozelliktir. Kemik iliginin hizla rejenere oldugu veya eritropoezin anormal oldugu
durumlarda eritroid adalarin hepsi ayni matiirasyon donemindeki hiicrelerden
olusabilir. Bunun sonucu olarak da sadece immatiir elemanlardan olusan bazi adalar
goriilebilir ve benzer patern gosteren myelodisplazi gibi eritroblastlarin intramediiller
Olimiiniin gerceklestigi tablolardan ayirici tanida giiclilk yaratabilir. Anormal
eritroblastlarin taninmasi normal eritroblastik adalarin taninmasindan daha giigtiir ve
eritroid prekiirsorlerin goriilmedigi durumlarda sitokimyasal ve

immiinohistokimyasal yontemlere basvurulabilir.

2.3. GRANULOPOEZ

2.3.1. Sitoloji

Tanmabilen ilk granulopoetik hiicre myeloblasttir. Proeritroblasta benzer boyutta,
yaklagik 12-20 um ¢apindadir. Proeritroblasta gore daha diizensiz sekilli,
sitoplazmas1 orta derecede bazofiliktir. Kromatin paterni diffiizdiir ve birka¢ adet
nukleol icerir. Myeloblastlar genellikle graniil icermeyen hiicreler olarak
tanimlanirlar, ancak akut myeloid 16semi (AML) ve myelodisplastik sendrom (MDS)
gibi anormal myelopoezin oldugu durumlarda graniillii primitif hiicreler de
myeloblast olarak kabul edilebilir. Myeloblastlar boliinebilen hiicrelerdir ve

promyelositlere diferansiasyon gosterirler.

Promyelositler nukleollii, hafif kivrimli nukleuslara sahiptir ve sitoplazmalarinda
Golgi zonu ile Romanowsky boyalari ile kirmizi-mor boyanan primer ya da
azurofilik graniiller igerirler. Promyelositler myeloblastlardan daha iridir, genellikle

15-25 pum c¢apindadir ve sitoplazmalart genellikle daha bazofiliktir. Her ii¢



granulositik serinin promyelositlerinin birbirlerinden ayrimi1 yalnizca elektron
mikroskopik diizeyde miimkiindiir. Promyelositler de boliinebilen hiicrelerdir ve

myelositlere matlirasyon gosterirler.

Myelositler promyelositlerden daha kiigiik hiicrelerdir ve boyutlar1 10-20 pm
arasinda degisir. Nukleuslarinda bir miktar kromatin kondansasyonu vardir ve
nukleol igermezler. Sitoplazmalar1 promyelositlere gore daha az bazofiliktir ve
spesifik graniilleri 151k mikroskop diizeyinde ayirt edilebilir Metamyelositler 10-12
um capinda belirgin olarak ¢entiklenme gosteren, bobrek ya da U seklinde nukleusa

sahip olan, boliinemeyen hiicrelerdir ve comaklara diferansiye olurlar.

Comaklar bant seklinde nukleuslara sahiptir ve segmente nukleus ile spesifik
notrofilik, eosinofilik ya da bazofilik graniillere sahip olan polimorf niiveli

16kositlere matiirasyon gosterirler. Kemik iligi matiir nétrofillerin deposudur.

2.3.2. Histoloji

Myeloblastlar histolojik olarak goriintiilenebilen en erken granulosit 6ncii hiicresidir.
Az sayidadirlar ve en sik olarak kemik iliginin trabekiiler yiizeyleri boyunca ya da
arteriollere komsu olarak izlenirler. Yuvarlak veya oval nukleuslu, bir ile bes arasi
kiiciik nukleollere sahip olduke¢a iri hiicrelerdir. Kromatin kiimelenmesi yoktur.
Gorece dar sitoplazmalidirlar. Lenfoid hiicrelerden kromatin kiimelenmesinin
olmayis1 ve nukleollerinin varhigr ile ayirt edilebilirler. Normal iliklerde
promyelositler ve myelositler myeloblastlara kiyasla ¢ok daha yiiksek oranda
izlenirler ve Ozellikle plastige gomiilii kesitlerde graniilleriyle ayirt edilebilirler.
Primer ve noétrofilik graniiller, 6zellikle plastige gomiilii materyelde, iyi boyanmig
H&E kesitlerde soluk eosinofilik boyanir, ancak Giemsa boyali kesitlerde daha iyi
goriilebilirler. Eosinofilik graniiller iri, 15181 ¢ift kiran, daha koyu eosinofilik
graniillerdir ve hem plastige, hem de parafine gomiilii 6rneklerde, hem H&E, hem de
Giemsa boyali kesitlerde rahatlikla ayirt edilebilirler. Bazofilik graniiller suda
coziindiikleri i¢in ve biyopsiler sulu fiksatiflerle tesbitlendikleri i¢in, genellikle

kesitlerde ayirt edilemezler. Matiirasyon asamalarindaki granulositik oncii hiicreler



hematopoetik hiicre kordonlarinin daha derin kisimlarina dogru ilerlerler, ancak
sinuzoidlerden yine de uzakta yer alirlar. Metamyelosit evresinde sinuzoidlere
ulasirlar ve polimorf niiveli 16kosit evresinde sinuzoid duvarmi asarak dolasima
katilirlar. Gerektiginde granulositik serinin taninmasit immiinohistokimya ile

kolaylagtirilabilir.

2.4. MONOSITOPOEZ
2.4.1. Sitoloji

Monositler morfolojik olarak ayirt edilemeyen ortak bir granulositik-monositik oncii
hiicreden gelisirler. En erken taninabilen 6ncii hiicre ise monoblasttir. Monoblastlar,
myelositten daha biiyiik, degisken bazofili gdsteren genis sitoplazmali, yuvarlak ya
da lobiile iri nukleuslu hiicrelerdir. Monoblastlar boliinebilirler ve promyelositlerle
benzer biyiikliikteki promonositlere matiirasyon gosterirler. Promonositler
sitoplazmik graniiller icerirler ve genellikle bir dereceye kadar nukleer lobiilasyon
gosterirler. Promonositler hizla periferik kana gd¢ eden monositlere diferansiye
olurlar. Monositler 12-20 pum ¢apli, lobule nukleuslu ve soluk bazofilik genis
sitoplazmal1 hiicrelerdir. Sitoplazma ince azurofilik graniiller icerebilir ve siklikla
lenfositlerin berrak sitoplazmasindan farkli olarak buzlu cam goriiniimiindedir.
Monositler kemik iligi ve diger dokularda makrofajlara matiirasyon gosterirler.
Makrofajlar 20-30 wum ¢apli, diizensiz sekilli, diisiik nukleus:sitoplazma oranina
sahip ve ¢ok soluk bazofilik genis sitoplazmali iri hiicrelerdir. Daha immatiir
olanlarda nukleus oval olup, olduk¢a diffiiz kromatin paternine sahiptir. Daha matiir
olan hiicrelerde ise nukleus daha kiiclik ve kondansedir, sitoplazma lipid tanecikleri,
dejenere hiicreler ve amorf debri igerebilir ve demir boyast siklikla hemosiderinin
varligint ortaya koyar. Kemik iliginde makrofaj ya da histiositler kolaylikla
goriilebilirken, monositler ve oncii hiicreleri olduk¢a nadirdir, matiir notrofillerden

farkli olarak kemik iliginde biriktirilmeden hizla periferik kan dolagimina atilirlar.



2.4.2. Histoloji

Histolojik kesitlerde monosit Onciileri ayirt edilemezler, ancak monositler
notrofillerden daha iri, lobiile nukleuslu hiicreler olarak izlenirler ve normal
kosullarda az sayidadirlar. Genellikle arterioller civarinda, hematopoetik kordonlarin

merkezinde yer alirlar.

Makrofajlar ise kemik iliginde diizensiz dagilim gosteren, kiigiik nukleuslu, genis
sitoplazmali oldukga iri hiicrelerdir. Ince kesitlerde yalmzca sitoplazmalari
goriilebilir. Sitoplazmalarinda fagosite edilmis debri goriilebilir. Bazilar eritrositler
(eritroblastik adalar), plazma hiicreleri veya lenfoid nodiillerle iligkilidir.
Immiinohistokimya ile stromada dagilim gosteren dendritik makrofaj ag

goriintlilenebilir.

2.5. MEGAKARYOPOEZ VE TROMBOPOEZ
2.5.1. Sitoloji

Normal ilikte megakaryosit dizisinde morfolojik olarak ilk goriilen hiicre
megakaryositin kendisidir. Hematopoezin anormal oldugu durumlarda bazen
myeloblasta benzer boyut ve morfolojide bir megakaryosit oncii hiicresi goriilebilir.
Megakaryositler olgunlastik¢a endo reduplikasyona giderler ve sonugta hem nukleer
DNA igerigi (ploidi) hem de nukleus boyutu agisindan belirgin derecede heterojenite
gosteren iri bir hiicre (30-160 um) ortaya ¢ikar. Megakaryositler ploidi diizeylerine
gore siiflandirilabilirler. Normal bir kemik iliginde 4N (tetraploid) ile 32N arasinda
degisken DNA igerikleri izlenir, ancak hiicrelerin ¢ogunlugunda hakim olan ploidi
16N’dir. Megakaryositler ayrica niikleer ve daha da Onemlisi sitoplazmik
Ozelliklerine gbore 1ic matiirasyon donemine ayrilabilirler (10). Grup |
megakaryositler koyu bazofilik sitoplazma ve ¢ok yiiksek nukleus: sitoplazma orani
gosterirler. Grup Il megakaryositler daha diisiik nukleus: sitoplazma oran1 ve bazi
azurofilik graniiller igeren daha az bazofilik sitoplazmaya sahiptirler. Grup Il

megakaryositler ise yogun azurofilik graniiller iceren genis soluk bazofilik
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sitoplazmal1 hiicrelerdir ve hiicre smirlarindaki sitoplazma agraniilerdir. Grup III
megakaryositler matiir hiicrelerdir ve trombosit yaparlar, ancak artik DNA
sentezlemezler. Matiirasyonun ii¢ donemi ile ploidi diizeyi arasinda bir miktar
korelasyon vardir. Tiim matiirasyon donemleri 8N, 16N ve 32N’lik megakaryositleri
kapsar, ancak 4N megakaryositler grup I’de ve 32N megakaryositler grup III’de daha
yogundur. Normal poliploid megakaryositlerin ¢ogunlugunun nukleusu kromatin
bantlar1 ile baglanan diizensiz loblardan olusmaktadir. Az bir kisminda ise
lobiilasyon gdstermeyen bir nukleus ya da birden fazla nukleus bulunur.
Megakaryosit matiirasyonunun son doneminde ise belli belirsiz, ince bir sitoplazma
ile gevrili ¢iplak nukleus izlenir, sitoplazmanin biiyiik bir kismi trombositler olarak
dokiilmistiir. Trombosit gereksiniminin arttigi hallerde, 0Orne8in periferik
destriiksiyon s6z konusu oldugunda, ploidi diizeyi ve hiicre boyutu artar ve bu da
yaymalarda sitoplazma voliimiinde artis ve iri, genellikle lobiilasyon gosteren
nukleuslar tarzinda izlenir. Ozellikle bilinmesi gereken bir nokta da
megakaryositlerin trombosit dokiiyor olarak goriliip goriilmemesinin, yapilan

trombosit sayimi ile ¢ok az korelasyon gostermesidir.

Trombositozlu olgularda, Ozellikle esansiyel trombositemide siklikla cok sayida
trombosit doken megakaryositler bulunurken, otoimmiin trombositopenide de
trombosit yapimi ¢ok artmistir, ancak trombosit doken megakaryositler nadirdir.
Morfolojiler1 kadar megakaryositlerin sayisinin da degerlendirilmesi 6nemlidir.
Aspirasyon yaymalarinda bu subjektif bir degerlendirmedir ve megakaryositler
azalmis, normal ya da artmig olarak tanimlanabilir. Aspire fragmanlarin ya da
biyopsilerinhistolojik kesitlerinde daha kesin bir degerlendirme s6z konusudur. Doku
fragmanlarinda bu biiytik hiicreler diger ilik hiicreleri kadar kolay aspire edilemedigi

i¢in, biyopsilere gore megakaryosit sayis1 daha az olabilir.

Megakaryositler lenfositler, eritrositler, eritroblastlar, granulositler ve 6ncii hiicreleri
gibi bir kisim hiicreyi sitoplazma igine alabilirler ve bu olaya emperipolezis ya da
psodofagositoz adi verilir. Bu olayin fagositozdan farki yutulan hiicrelerin fagositten
ziyade, bir demarkasyon membran sistemi igindeki genislemis kavitelerde
bulunmasidir ve yaymalarda megakaryositler igindeki hiicrelerin morfolojik olarak

normal ve intakt olusudur.
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2.5.2. Histoloji

Megakaryositler genis sitoplazmalari, genellikle lobule nukleuslar1 ve iri boyutlar ile
ilik hiicreleri arasinda kiigiik biiyiitme ile ayirt edilirler. Giemsa boyamasinda
sitoplazmada trombositler net olarak goriiliir. Genellikle kemik trabekiillerinden
uzak, sinuzoidlerle iliskili olarak izlenir. Paratrabekiiler yerlesimleri yalnizca
anormal hematopoez durumlarinda s6z konusudur. Seri kesitlerde normal iliklerde
tim megakaryositlerin  sinuzoidlerle iliskili oldugu  goriilmektedir (11).
Megakaryositler hemen sinuzoid disinda yer alir ve endotelyal hiicreler arasindan
sitoplazmik uzantilarin1 verirler ve bunlarin pargalanmasi sonucu trombositler
serbestlesir. Histolojik kesitler ve yaymalarda hemen tiim sitoplazmalarini bu sekilde

salmis olan bu hiicreler “giplak nukleuslar” olarak izlenir.

Megakaryositlerin morfolojileri degerlendirilirken ¢ok biiylik hiicreler olduklar1 ve
sadece bir kesit yiizeylerinin incelenebildigi akildan ¢ikarilmamalidir. Dolayisiyla
tek megakaryosite bakarak boyutu ve nukleer lobiilasyonun derecesini belirlemek
olanaksizdir. Cok sayida hiicrenin incelenmesi ile ortalama megakaryosit boyutu,
ortalama lobiilasyon derecesi, hipolobiile ya da mikromegakaryositlerin varlig
hakkinda bir fikir sahibi olunabilir. Hematopoez normal oldugunda megakaryositler
iki ya da {li¢ hiicreden daha fazla kiimelenme olusturmazlar. Daha fazla hiicre igeren
megakaryosit kiimeleri kemoterapi ve kemik 1ligi transplantasyonu ardindan rejenere
olan kemik iliginde, MPN’lerin bazi alt tiplerinde goriiliir ve ayrica degisik patolojik
durumlarda taniya yardime1 olur. Megakaryositler alan birimine sayilar1 hesaplanarak
ya da subjektif olarak artmis, normal ve azalmis seklinde degerlendirilebilir. Takip
islemi ve boyama teknigine bagl olarak ilikteki ortalama megakaryosit sayis1 7-
15/mm2 arasinda degisir (12). Immiinohistokimyasal teknikler uygulandiginda ise
daha kii¢iik megakaryositler ve megakaryosit onciileri de taninabildigi i¢in bu say1

25/mm?2’ye ulasir.
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2.6. MAST HUCRELERI

2.6.1. Sitoloji

Mast hiicreleri multipotent myeloid kdk hiicreden gelisir. Kemik iligi yaymalarinda
mast hiicreleri oval ya da elonge 5-25 pm arasinda farkli boyutlarda hiicrelerdir.
Nukleus santral yerlesimli, kii¢lik, yuvarlak ya da ovaldir. Sitoplazma Romanowsky
boyalar1 ile koyu mor boyanan graniillerle doludur. Mast hiicreleri bazofillerden
nukleuslarinin lobiilasyon gdstermemesi ve kromatinin daha az kiimelenme

gostermesi, ayrica graniillerin nukleusu 6rtmemesi ile ayirt edilebilir.

2.6.2. Histoloji

Mast hiicreleri normal ilikte nadir olarak izlenir. H&E boyali kesitlerde graniilleri
boyanmadigl icin taninmalar1 giigtiir. Giemsa boyamasinda ise metakromatik
boyanan graniilleri mor renklenme ile mast hiicrelerini belirginlestirir. Mast hiicre
graniilleri klorasetat esteraz ile pozitif reaksiyon verir, PAS pozitiftirler, toluidine
blue ile belirgin metakromatik boyanma verirler. Mast hiicreleri mediiller kavitede
diizensiz dagilim gosterirler, ancak endosteal ve periosteal yiizeylerde, kiigiik damar
adventisyalarinda ve lenfoid nodiiller ile kiimelenmelerin ¢evresinde daha sik olarak
izlenir (13). Ortalama 12 pm ¢aph eliptik ya da elonge hiicrelerdir. Sitoplazmik
uzantilart diger hematopoetik hiicreler arasinda uzanir. Dagilimlar1 ve sitolojik

ozellikleri immiinohistokimya ile gosterilebilir.

2.7. OSTEOBLASTLAR VE OSTEOKLASTLAR

2.7.1. Sitoloji

Osteoblastlar 20-50 mikrometre c¢apinda mononukleer hiicrelerdir. Nukleuslar
ekzantrik yerlesim gosterir, sitoplazmalar1 orta derecede bazofilik olup, niikleer

membrana komsuluk gostermeyen bir Golgi zon igerirler. Nukleus bir miktar

13



kromatin kondansasyonu gosterir ve kiiciik bir nukleol izlenir. Osteoblastlar yiizeyel
olarak plazma hiicrelerini andirsalar da, kromatin kondansasyonunun daha az
derecede olusu ve Golgi zonunun nukleustan ayr1 olusu ile ayirt edilirler.
Osteoblastlar saglikli erigkinlerin kemik iliginde ¢ok nadir olarak izlenir, ancak
bulunduklarinda genellikle kiigiik kiimeler halindedir. Cocuklarin kemik iligi

aspirasyonlarinda ise daha sik olarak izlenirler.

Osteoklastlar 30-100 mikrometre ¢apinda multinukleer dev hiicrelerdir. Nukleuslar
birbirinden ayr1, uniform, hafif oval olup, tek leylak rengi boyanan nukleol igerirler.
Sitoplazmalar1 olduk¢a genis olup, megakaryositlerinkinden daha kaba goriiniimlii
cok sayida azurofilik graniil icerir. Osteoklastlar da erigskin kemik iliklerinde ¢ok

nadirdir, genellikle ¢ocuklarda goriiliir.

2.7.2. Histoloji

Osteositler, osteoblastlar ve osteoklastlar histolojik kesitlerde yerlesimleri ve
morfolojik oOzellikleri ile ayirt edilirler. Osteositler kemikte lakiinler igerisinde,
osteoblastlar kemik trabekiilii ya da osteoid tabakasi boyunca, osteoklastlar ise

Howship lakiinleri igerisinde yer alir.

2.8. YAG HUCRELERI

2.8.1. Sitoloji

Stromal yag hiicreleri aspire edilen fragmanlarda izlenir. Takip sirasinda yag eridigi

i¢in sitoplazmalar bostur. Nukleuslar oval, periferik ya da santral yerlesimlidir.
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2.8.2. Histoloji

Kesitlerde yag hiicreleri hematopoetik doku ile birbirinden ayrilan kiimeler
halindedir. Ozellikle trabekiil komsulugunda belirgindir. Yag hiicreleri bir kenarinda

oval nukleuslar i¢eren bosluklar tarzindadir.

2.9. LENFOPOEZ
2.9.1. Lenfositler

Hem B, hem de T lenfositler diger myeloid hiicrelerle benzer sekilde pluripotent kok
hiicreden koken alir. Prekiirsor hiicrelerde B fenotipe, matiir hiicreler i¢inde ise T

hiicrelere daha sik olarak rastlanir.

2.9.2. Sitoloji

Kemik iligi lenfositleri yiiksek nukleus: sitoplazma oranina sahip, dar hafif bazofilik
sitoplazmal1 kiiciik hiicrelerdir. Kromatin bir miktar kondansasyon gosterir, ancak
genellikle periferik kan lenfositlerine gore daha diffiizdiir. Lenfositler yagamin ilk
giinlerinde az miktardadirlar, fakat bunun disinda yenidoganlarda kemik iliginin
nukleuslu hiicrelerinin yaklasik 1/3-1/2’sini kapsarlar (14). Cocukluk ¢aginda sayilari
azalir ve eriskinlerde kemik iligi aspirasyonu periferik kanla dilue olmadiysa
nukleuslu hiicrelerin genellikle %15-25’sinden azini, ortalama %10 ’unu olustururlar.
Cocuklarda kemik iliginde hematogon adi verilen, B lenfosit prekiirsorleri olan,

sitolojik olarak 16semik lenfoblastlar1 andiran immatiir hiicreler goriilebilir.

2.9.3. Histoloji

Normal ilik interstisyel dagilim gosteren lenfositler ve bazen de lenfoid nodiiller ve

follikiiller icerir. Histolojik kesitlerde lenfosit sayisi1 aspirasyonlara gore daha az

15



olup, yaklasik %10 civarindadir ve T:B lenfosit oran1 6:1°dir (15). Normal kemik
iligindeki lenfositlerin ¢ogu CDS8 pozitif T lenfositlerdir. Lenfositler hematopoetik
kordonlarin merkezinde arterler etrafinda yogunlasirlar. Normal ilikte lenfoid
follikiillerin ortasinda kiigiik kan damarlar1 izlenir, birka¢ makrofaj ve c¢evrelerinde

mast hiicreleri ile plazma hiicreleri bulunabilir.

2.10. PLAZMA HUCRELERI
2.10.1. Sitoloji

Plazma hiicreleri normal ilikte nukleuslu hiicrelerin %1°den azini olusturacak kadar
nadirdir (16). Caplar1 15-20 um arasinda, ekzantrik nukleuslu, orta derecede
bazofilik sitoplazmali ve belirgin paranukleer Golgi zon iceren hiicrelerdir. Saat
kadran1 kromatin paterni histolojik kesitlerde daha belirgindir, yaymada niikleer
kromatin belirgin kaba kiimelenmeler gosterir.Nadiren normal plazma hiicreleri iki
yada daha fazla niikleus icerebilir. Plazma hiicreleri kiigiik kiimeler yapabilir, ilik

fragmanlarinda ve kapillerler ¢cevresinde bu kiimelenmeler goriilebilir.

2.10.2. Histoloji

Normal ilikte az sayida interstisyel dagilim gosteren plazma hiicreleri bulunur,
makrofajlarla iligkili olabilirler ve daha cok kapillerler ¢evresinde yer alirlar.
Histolojik kesitlerdeki tipik plazma hiicreleri niikleuslarinin ekzantrik yerlesimi ve
belirgin golgi zonlar1 ile kolaylikla taninabilirler. Giemsa boyali kesitlerde golgi

zonu diginda sitoplazma koyu bazofiliktir.

2.11. MYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILERA GENEL BAKIS

Hematopoetik pluripotent kok hiicre kendini yenileme ve farklilasma yetilerine

sahiptir. Efektif hematopoez i¢in biiylime faktorleri ve reseptor etkilesimlerinin
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saglikli oldugu bir mikrogevreye gereksinim vardir (17). Hematolojik kokenli malign
neoplaziler hiicre kdkenine gore lenfoid ve miyeloid, kemik iligindeki blast (immatiir
prekiirsor hiicre) oranina gore akut ve kronik olmak iizere siniflandirilir. Kemik
iliginde % 20’den fazla miyeloblast izlenmesi durumunda akut miyeloblastik
16semiden (AML) bahsedilir. Kronik miyeloid neoplaziler ise, efektif veya inefektif
hematopoez sergileme durumlarina gore miyelodisplastik sendromlar (MDS) ve
miyeloproliferatif neoplaziler (MPN) olarak tanimlanir (18). MDS kemik iliginde
displazi ve hiperplazi (nadiren hipoplazi) ile periferik kanda monositozun eslik

edebildigi sitopeniler olarak tanimlanmaktadir (19).

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN) MDS’lerin aksine periferik kanda
farklilasmanin son asamasinda miyeloid hiicre artis1 ile karakterize olup, polistemia
vera (PV), esansiyel trombositemi (ET), primer miyelofibrozis (PMF) ve kronik
miyeloid l6semi (KML) klasik MPN’leri olusturur seklinde bir bilgiye sahipken
DSOniin 2008 smiflamasinda kronik nétrofilik 16semi, kronik eozinofilik 16semi
simiflandirilamayan, mastositoz ve myeloproliferatif neoplazm siniflandirilamayan
seklinde yeni bazi tanmilar smiflamaya dahil edilmistir (20,21). X kromozomu
inaktivasyonuna bagli genetik ve enzim temelli ¢alismalar gerek MDS, gerekse
MPN’lerin multipotent progenitor hiicre kokenli klonal neoplaziler oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte gilincel metodlarla yapilan X kromozomuna bagh
DNA analizlerinde baz1 saglikli yash kadinlarda monoklonal hematopoez, baz1 ET
hastalarinda ise poliklonal hematopoez izlenmistir (22). Poliklonal ET hastalarinda
JAK2V617F mutasyonunun saptanmast ise X kromozom temelli analizlerin bir kisim
hasta i¢in yeterli olmayacagini diislindiirmektedir (23). Ailesel gecisli PV, ET ve
PMF olgulart icin JAK2 mutasyonu predispozan faktor olarak goriinmemektedir
(24). Sporadik oldugu diisiiniilen 458 olgunun incelendigi bir arastirmada sirasiyla
PV, ET ve PMF gruplarinda ailesel iliski % 8,7, % 6 ve % 8 oranlarinda saptanmistir
(24).

Miyeloproliferatif neoplaziler bu grup neoplaziler igerisinde yer alan KML 9 ve 22
numarali kromozomlar arasinda karsilikli par¢a degisimi t(9;22) ile karakterizedir.
Bu degisimin ortaya koydugu kisalmis 22’nci kromozom (philadelphia kromozomu)

olgularin % 90-95’inde izlenir (25). Geride kalan olgularda ise floresan in situ
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hibridizasyon (FISH) veya ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yardimiyla t(9;22) gosterilebilir (26). Bu gruptaki diger neoplaziler olan PV, ET ve
PMF, kronik eozinofilik 16semi smiflandirilamayan ve kronik nétrofilik 16semi, ise
BCR/ABL negatif miyeloid bozukluklar olarak bilinmektedir (27). PV olgularinin
hemen tamaminda, ET ve PMF olgularinin ise yaklasik %50’sinde saptanan JAK2
mutasyonunun kesfi ile klasik MPN’lerin tanisal kriterlerinde giincelleme yapilmistir
(28,29). JAK2 mutasyonu mevcudiyeti ve azalmis eritropoietin (Epo) seviyelerinin
eslik ettigi yiiksek hematokrit degeri olan olgular PV tanisi alir (30). ET, bir diglama
teshisi olup, PV, KML, MDS veya PMF olarak tanimlanamayan bir olgudaki
otonom, klonal trombositozu temsil etmektedir. PMF ise diger bir MPN ile

iligkilendirilemeyen kemik iligi fibrozisi ile karakterizedir (31).

MPN’ler igerisinde artmis eritrosit kitlesi PV i¢in spesifik olsa da, KML ve MDS
olgularinin, ET tanist diislindiiren izole trombositoz veya PMF ile karisabilecek izole
miyolefibroz ile prezente olmalari miimkiindiir. Sonug¢ olarak MPN tanis1 diisiiniilen
tiim hastalarda t(9;22) varhigm dislamaya yonelik sitogenetik inceleme, KML ve
MDS ayiric1 tanist i¢in kemik iligi morfolojik incelemesi yapilmalidir (32). Klonal
degisim ve malign donlisim MPN’ler icin fatal bir komplikasyondur. AML’ye
dontigtim sikligt MPN alt gruplart arasinda farklilik gostermektedir. Efektif tedavi
yoklugunda KML hastalar1 i¢in malign donlisim sikligi %90 ve iizerinde
saptanirken, ET i¢in bu oran %35’in altindadir (23). Miyelofibrotik evreye doniisiim
MPN’lerin bir baska komplikasyonu olup, PV hastalarinda 10 yillik izlemde yaklasik
%10 risk mevcuttur (33,34). Trombohemorajik komplikasyonlar ise 6zellikle PV ve
ET acisindan belirgin risk olusturan sorunlardir (35). Hemorajik episodlar genellikle
hafif seyirli olup, spontan hemorajiler O6zellikle yiiksek trombosit sayilar1 olan
hastada olmaktadir. Ciinkii kalitatif trombosit bozukluklar1 tabloya eslik eder.
Trombotik komplikasyonlar arteriyel ve vendz trombozlar olabilecegi gibi gorme
bozuklugu, norolojik semptomlar ve eritromelalji gibi mikrodolagim bozukluklari
seklinde de olusabilir (35). Eritromelalji mikrovaskiiler sahada trombus olusumlari
ve trombosit tiiketimi ile iliskili bir tablodur. Aspirin kullanimi ile semptomatik
iyilesme ve kisalmis olan trombosit 6mriinde uzama saglanir. Aspirinin sagladigi bu
diizelmenin kumadin veya heparin ile elde edilememesi prostaglandin sentez

tiriinlerinin patogenezde rolii oldugunu diisiindiiriir (36). Blastik transformasyon ve
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tromboz iligkili 6liim risklerinin MPN alt gruplarinda farklilik gostermesi nedeniyle
ortalama yasam beklentisi ET hastalarinda normale yakin iken, PMF ig¢in bes

seneden azdir (37).

Hemoraji, tromboz, AML’ye doniisim gibi major komplikasyonlarin yani sira
MPN’ler hastalarin yagam kalitesini kisitlayan semptomlara yol agmaktadir. 1179
hastay1 kapsayan internet temelli semptom sorgulamasinin sonuglarina gore; halsizlik
% 81,kasint1 % 52, gece terlemesi % 49, kemik agrilar1 % 44, ates % 14, kilo kayb1
% 13 hastada mevcuttur (38). MPN’lerde hematopoietik biiylime faktorlerinin klonal
prosesin gelisimine katkisi gosterilmemistir. Sonu¢ olarak; MPN’ler spontan
(bliylime faktoriine gereksinimi olmayan) hematopoietik koloni olusumu ile
karakterizedir (39). PV hastalarinda Epo seviyeleri belirgin olarak azalmistir ve
molekiiler ¢alismalar Epo reseptorii ile ilgili mutasyon ortaya koymamigtir. Bununla
birlikte PV’de eritroid Onciilerinde bcl-x (bir apoptoz inhibitdrii) asir
ekspresyonunun gosterilmesi bu hiicrelerin Epo yoklugundaki otonom ¢ogalmalarina

aciklama getirebilmektedir (40).

ET’de gerek TPO, gerekse TPO reseptorii (c-MPL) i¢in klonal prosesin TPO’dan
bagimsiz oldugunu isaret eden molekiiler lezyonlar tanimlanabilmis degildir (41).
Bununla birlikte ET hastalarinda serum TPO konsantrasyonlarinin normal ya da
normalden yiiksek seviyede bulunmasi feedback mekanizma bozuklugu
diistindiirmektedir (42). Bu gozlemle uyumlu olarak ET olgularinda trombosit ve
megakaryositlerde TPO reseptor ekspresyonu azalmistir. Trombosit ve
megakaryositlerde TPO reseptor ekspresyonu PV’da da belirgin olarak azalmistir.
Yani bu hastalikta da trombosit ¢ogalmas1 ET de oldugu gibi TPO’dan bagimsizdir
(42). Biiylime faktorleri neoplastik gelisimde etkili olmamakla birlikte, MPN iligkili
miyelofibroza katkida bulunmaktadir. Fareler iizerinde yapilan bir arastirmada
Olimciil dozda irradiyasyonu takiben murine TPO cDNA tasiyan retrovirus ile
infekte greftler kemik iligine yerlestirilmistir (43). Baslangigta trombosit ve beyaz
kiire artiglar1 goriilmekte ancak bu donemin ardindan miyelofibroz, ekstramediiller
hematopoez, anemi ve losemik doniisim gelismektedir (44). PMF benzeri bu

hastaligin insan miyelofibrozunda da isaret edilmis olan megakaryosit kdkenli asiri
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miktarda transforming growth factor (TGF)-beta {iretimine baglhh oldugu
distiniilmektedir (45).

2.11.1. Polistemia Vera

2.11.1.1. Epidemiyoloji

Polistemia vera (PV) basta kirmizi1 kan hiicreleri olmak iizere her iic hematopoietik
hiicre serisinin asir1 iretimi ile karakterize, kazanilmis miyeloproliferatif bir
neoplazidir (24). Hastaliga neden olan mutasyon sonucu doniigiime ugramis
hematopoietik kok hiicre zamanla baskin miyeloid onciil hiicre haline gelmektedir
(45). PV, klinik olarak diger miyeloproliferatif neoplazilerden (MPN), kirmiz1 hiicre
kitlesindeki belirgin artis ile ayrilir. Ancak kirmizi hiicre kitlesindeki artis tek basina
PV tanist icin yeterli degildir, ¢linkii bu bulgu kronik hipoksi ile iliskili olan bir¢ok
durum ve nadiren de Epo salgilayan tiimorlerin varliginda da goézlenir (45). PV
olgularinin kemik iligi 6rneklerinden elde edilen kolonilerde normal Epo duyarlilig:
olan “burst forming unit-eritroid” (BFU-E) kolonilerinin yan1 sira Epo olmadan
¢ogalan koloniler de gdsterilmistir. Bununla birlikte PV olgularinda trombositlerde
TPO reseptor seviyesinde azalma, Bcl-x (bir apoptoz inhibitorii) regiilasyon
bozuklugu, eritrosit onciilerinde (BFU-E, CFU-E) protein tirozin fosfataz
ekspresyonu artis1, periferik kan granulositlerinde polistemia rubra vera (PRV)-1
geni asirt ekspresyonu (46,47), 9p kromozomunda heterozigosite kaybi gibi
anormallikler de tanimlanmistir (45). Son yillarda Philedelphia kromozomu negatif
[Ph (-)] kronik MPN’lerde JAK2 V617F mutasyonunun tanimlanmasi PV patogenezi
acisindan onemli bir kesif olmustur. Hastaligin progresyonu ile kemik iliginde
gbzlenen fibroblast birikimi ise anormal klonun bir pargasi olmayip, muhtemelen
cogalan megakaryositlerin irettigi “trombosit derived fibroblast growth factor
(PDGF)” etkisine baghdir (45). PV genellikle altinct dekatta ortaya ¢ikan sinsi bir
hastaliktir. Hastalarin yaklasik olarak %60°1 erkektir. Minnesotada yapilan bir
calismada PV insidansi 1,9 olgu/100.000 populasyon/yil olarak bildirilmistir (46).
Ortalama yasam beklentisi tedavi edilmeyen olgularda 6-18 ay, tedavi ile 11-15 yil
olarak saptanmistir (47).
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2.11.1.2. Tam

Revize edilmis DSO (DSO) kriterleri giiniimiizde ilk olarak dnerilen tan1 sistemidir.
Buna gore, major kriterlerden ikisi birden ve bir mindr kriter veya major kriterlerden

ilki ve iki mindr kriterin eklenmesi PV tanisi i¢in yeterlidir (21).
Major kriterler:

1. Artmis kirmizi hiicre kitlesi: Ortalama degerden % 25 fazla veya erkekte
hemoglobin >18,5 g/dL, kadinda >16,5g/dL veya yas, cinsiyet ve yasanan
irtifaya gore hesaplanmis referans araliginin % 99’undan biiytik hemoglobin

degeri.

2. JAK2 V617F mutasyonu ve fonksiyonel olarak benzer JAK2 ekzon 12

mutasyonunun gosterilmesi
Minor kriterler:

1. Kemik iliginde her ii¢ seride(eritroid, graniilositik, megakaryositik) belirgin
proliferasyon (panmyelozis)
2. Serum eritropoietin seviyesinin normal referans degerlerinin altinda olmasi

3. Endojenoz in vitro eritroid koloni formasyonu

PV tanis1 i¢in yaygin olarak kullanilan bir siniflama da PV ¢alisma gurubu (PVSG)
tarafindan hazirlanmis olandir. Bu siniflama sistemine gore her {i¢ major kriterin, ya
da ilk iki major kriter ile birlikte herhangi iki tane mindr kriterin bir olguda

bulunmasi PV tanisin1 dogrulamaktadir.

Major kriterler:
1. Artmis kirmizi hiicre kitlesi (erkekte > 36 mL/kg, kadinda >32 mL/kg)
2. Arteriyel oksijen saturasyonu > % 92

3. Splenomegali
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Minér kriterler:
1. Trombosit sayis1 > 400,000/uL
2. Beyaz kiire sayis1 > 12,000/uL.
3. Lokosit alkalen fosfataz skoru >100

4. Serum vitamin B12 seviyesi >900 pg/mL veya serum serbest B12 baglama

kapasitesi >2,200 pg/mL

2.11.1.3. Klinik Ozellikler

Bas agrisi, halsizlik, kasinti, bas donmesi, kulak ¢inlamasi, terleme PV’de sik
karsilagilan yakinmalardir. Bunun yaninda bazi PV hastalar1 asemptomatik olup,
herhangi bir nedenle tam kan sayimi yapildiginda rastlantisal olarak hematokrit
yiiksekligi saptanmasi sonrasinda tani alir.2810 PV’de ortalama ii¢ olgudan birinde
gozlenen trombotik olaylar bu hastalar icin major mortalite ve morbidite
nedenidir(45). Trombotik olaylarin bu denli sik olmasi artmis serum viskozitesi ve
trombositoz ile ilgilidir. Daha ¢ok arteriyel olmakla beraber vendz sistemde de
goriilen trombotik olaylar siklik sirasina gore; inme, gegici iskemik atak, miyokard
enfarktiisii, derin ven trombozu, pulmoner tromboemboli ve Budd-Chiari
sendromudur.(48,49) Hiperviskoziteye bagli gelisebilen anjina pektoris ve ndrolojik
bulgularin sorgulanmasi 6nemlidir. Tromboz ile ¢eliskili gibi gériinmekle birlikte,
kalitatif trombosit bozuklugu ve peptik iilser hastalifinin artmis insidanst PV
olgularinda gastrointestinal hemoraji ile klinige yansiyabilmektedir (45). Bazi
hastalar icin ozellikle sicak bir banyodan sonrast goriilen kasinti 6n plandaki
semptom olabilir. Hastalarin yaklasik olarak % 40 kadarinda kasinti yakinmasi
mevcuttur. Bu durumun sebebi olarak bazofil sayisindaki artisa ikincil histamin
salinimi  O6ne siiriilmektedir. Kasinti patogenezinde “kutan6z mast hiicre
degranulasyonu” (histamin) yani sira, fibrinolitik faktorler, katekolaminler ve
prostaglandinlerin de rol oynadigi diisiiniilmektedir. El ve ayaklarda kizariklik ve

morarmanin eslik ettigi agr1 ve yanma hissi olarak tanimlanan ve vazomotor bir
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bozukluk olan eritromelalji ET seyrinde daha sik karsilagilan bir klinik bulgu
olmakla birlikte, 6zellikle trombosit sayisinin yiiksek seyrettigi PV olgularinda da
gortlebilmektedir (45). PV’de sik karsilagilan fizik muayene bulgular1 olarak
plethora, splenomegali ve hepatomegali dikkati ¢eker. Sirasiyla bu ii¢ bulgu, PV
calisma gurubunun (PVSG) verilerine gore % 70, % 67 ve % 40 oranlarinda
izlenmektedir. Serum viskozitesindeki artis kan basincinda yiikselmelere neden
olabilir. Daha az rastlanan bulgular ise kasintt nedeniyle deride olusan
ekskoriyasyonlar, eski trombotik olaylara bagli olan deri iizerindeki lekelenmeler,
optik fundus venlerinde tikanmalar ve gut artriti olarak bildirilmektedir.
Miyelofibrozis, splenomegali ve anemi PV olgularinda hastaligin postpolisitemik
miyeloid metaplazi doneminde oldugunu gosterir. Gegmiste flebotomi gereksinimi
olan olgularin transfiizyona bagimli hale gelebildigi bu dénem, PV’nin terminal bir
komplikasyonudur. PV’de akut 16semiye transfomasyon riski (16semik faz) armistir.
Bu risk postpolistemik miyeloid metaplazi fazindaki olgularda ¢ok daha yiiksektir.
Doniistim siklikla AML ve MDS, nadiren de KML seklinde gerceklesir. AML’ye
transforme olgular tedaviye direnglidir (45). PV’nin en temel laboratuar bulgusu
artmis hemoglobin ve eritrosit sayisidir. Gegmiste PVSG tarafindan major tam
kriterleri icerisinde gosterilen artmis eritrosit kitlesi, pahali ve standardizasyonu zor
bir islem olmasi nedeni ile giincel pratikte yerini hemoglobin artigina birakmistir.
Hemoglobin degeri 16,5 mg/dlI’den fazla olan (hematokrit >% 50) kadinlar ve 18,5
mg/dlI’den fazla olan (hematokrit >% 56) erkekler i¢in eritrosit kitlesinin arttig1
gosterildigi i¢in, klinik pratikte bu degerlerin {izerindeki Olgiimler saptandiginda

eritrosit kitlesi artmis olarak kabul edilmelidir.

PV’de eritrosit morfolojisi normaldir. Bununla birlikte demir eksikliliginin eslik
ettigi olgularda hipokromi, mikrositoz ve poikilositoz izlenir. Demir eksikligi
demirin artmis eritrosit kitlesine transferi, gastrointestinal sistemden kronik kan
kayb1 ve hiperviskozite nedeniyle uygulanan flebotomilere ikincildir. Serum demir
ve ferritin seviyeleri azalmis, demir baglama kapasitesi artmis olarak saptanir.
Postpolistemik miyeloid metaplazi fazinda ise belirgin anizopoikilositoz ve gézyasi

damlas1 seklinde eritrositler gozlenir.
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Kemik iligi incelemesi DSO kriterlerinde belirtildigi gibi, megakaryositler basta
olmak iizere, her ii¢ seri elemanlarinin arttigi panhiperplazi gosterir. Degisken
derecelerde retikiilin artig1 bulunabilir. Kemik iligi demir depolar1 tiikkenmistir. PV’de
notrofili hastalarin ¢ogunda mevcut olup, 16kosit sayisi genellikle 10-20 x103/uL
araligindadir. Beyaz kiire morfolojisi siklikla normal olmakla birlikte seyrek olarak
gbzlenen miyelosit ve metamiyelositlere hastaligin ileri safhalarinda daha ¢ok

rastlanir.

Lokosit alkalen fosfataz diizeyi artmistir (45). Lokositozun PV iliskili tromboz igin
onemli bir faktér oldugunu vurgulanmistir. Bazofili ve eosinofili genellikle
mevcuttur. Hastalarin yarisinda degisken derecelerde trombositoz bulunur ve bazen
bir milyon/uL degerlerini asabilir. Trombosit morfolojisi normaldir. Kazanilmis von
Willebrand hastaligt (VWH) PV ve diger miyeloproliferatif bozukluklarda
gozlenebilen kalitatif bir trombosit bozuklugu olarak bildirilmektedir (45). Bu
hastalarda kongenital tip2 VWH’dekine benzer sekilde von Willebrand faktor

multimerlerinin kayb1 s6z konusudur.

Kazanilmis VWH trombositozun derecesi ile iligkili olup, trombosit sitoreduksiyonu
ile ortadan kalkar. TPO reseptdr bozuklugu, trombositlerin epinefrine yanitinin
azalmasi, trombosit membran glikoproteinlerinde anormallikler kalitatif trombosit

bozuklugunun diger bazi nedenleridir.

PV’de hiicre dongiisiinden ileri gelen hiperiirisemi gut hastaligi yatkinligina neden
olabilir. Serum vitamin B12 seviyesi PV’de belirgin olarak yiikselebilir. Bunun
nedeni kaynagi 16kositler olan transkobalamin III (B12 baglayicisi) diizeyindeki

artistir (45).

2.11.1.4. JAK2 Mutasyonlari

Yapilan arastirmalar JAK2 V617F ekzon 14 mutasyonunun saglikli kisiler ve
sekonder polistemisi olan kisilerde bulunmamakla birlikte, PV tanisi olan kisilerde %

95- 97 oraninda saptandigini ortaya koymustur (59,60). JAK2 V617F mutasyon
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analizi sekonder polistemiler ile PV arasinda net bir ayirim yapmaya olanak saglar,
ancak bu testin maliyeti ve erisilebilirligi heniiz istenilen uygunlukta degildir. Diger
taraftan mutasyon PV’ye spesifik olmayip ET ve PMF hastalarinin yaklasik olarak

yarisinda saptanabilmektedir.

Dikkat ¢ekici bir baska nokta ise yiiksek mutasyon seviyeleri ile yiiksek granulosit
sayilar1 arasinda saptanan iliskidir (61). Bu bulgu l6kositozu olan hastalardaki

yiiksek tromboz sikligin1 agiklamaya yardim edebilir.42

PV tanisi olan 63 hastanin ekzon 14 mutasyonu agisindan incelendigi bir ¢alismada
mutasyona 58 hastada (% 92) rastlanirken, mutant olan bu hastalarin 13’iinde (% 22)
mutasyonun homozigot oldugu gozlenmistir.55 Homozigot olgularin geriye kalan 45
heterozigot olguyla karsilastirildiginda, bu olgularda kasinti yakinmasinin daha sik,
hemoglobin seviyelerinin daha yiiksek, fibrozis gelisim oraninin artmis ve periferik
kandaki granulositlerde PRV-1 transkript seviylelerinin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bununla birlikte homozigot ve heterozigot hastalar arasinda hastalik
siiresi, tromboz ve kanama insidanslar1 arasinda anlamhi fark bulunmamistir. Bagka
bir calismada JAK2 V617F mutasyonu periferik kandaki granulositler yerine BFU-E
hiicrelerinde incelendiginde, 17 hastanin tamaminda mutasyonun homozigot oldugu,
ET tanis1 olan 15 hastanin ise higbirisinde homozigot mutasyonun bulunmadigi
gorlilmiistlir.63 PV tanisi olan 114 hastanin incelendigi bir calismada ise 111 hastada
(%97) V617F ekzon 14 mutasyonu miisbet iken, geriye kalan 3 hastada ise ekzon 12
mutasyonu izlenmistir. Bunun sonucunda tiim PV hastalarinin kromozom 9p24
bolgesinde lokalize olan JAK2 geninde ekzon 14 veya 12 olmak iizere mutasyon
varhigiin olabilecegi one siiriilmiistiir.14 Ekzon 14 V617F mutasyonu pozitif olan

hastalarda ekzon 12 mutasyonuna rastlanamamustir (60).

2.11.1.5. Prognoz

PV tanisi olan ve tedavi edilmeyen semptomatik hastalarin ortalama sagkalim siiresi
6 ile 18 ay arasinda kabul edilirken, tedavi ile bu stire 10 yilin iizerine ¢ikmaktadir.

Oliim sebepleri arasinda tromboz % 29 ile ilk sirada bulunurken, hematolojik
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malignansiler % 23, hematolojik olmayan malignansiler % 16 hemorajiler % 7 ve

miyelofibroz gelisimi % 3 olarak kaydedilmistir (45).

PV’de hastaligin miyeloid metaplazili miyelobroza veya losemiye (AML veya MDS)
doniigiimii olast bir mortalite nedenidir. Mevcut iki klinik ¢aligmanin sonuglar ileri
yasin (> 70 y1l) ve hidroksiiire disindaki sitorediiktif ilaglarla tedavi edilmis olmanin
akut 16semi ya da MDS gelisimi i¢in anlamli risk olusturduguna isaret etmektedir

(49,61).

Sekonder miyelofibroz gelisimi igin ise ileri yas (> 60 yil) ve hastaligin siiresi risk
olusturmaktadir (49,62). Hastalik siiresinin 10 yili agmast durumunda miyelofibroz

gelisimi i¢in relatif risk 15,2 olarak gosterilmektedir (63).

2.11.1.6. Tedavi

PV’°de tedavi uygulanirken hastanin semptomlarinin ortadan kaldirilmasi, uzun
donem komplikasyonlarin (trombotik olaylar, kanama, miyelofibroz, akut 16semi ve
diger maligniteler) 6nlenmesi amaglanir (62). Uygulanacak miyelosupresif tedavide
ilk hedef, trombotik komplikasyonlarin oniinii almak ve flebotomi ihtiyacini ortadan
kaldirmak olmalidir. Flebotomi hiperviskoziteyi azaltmak amaciyla aralikli olarak
kullanilabilir ancak tek basina flebotominin trombotik komplikasyonlardan yeterince
korumadigr goriilmiistiir (45). Bunun yaninda radyoaktif fosfor (32P) ve busulfan
gibi miyelosupresif ila¢ kullanimi uzun dénemde 16semik doniisiim ve miyelofibroz
gelisimi riskini artirmaktadir. PVSG verilerine gore flebotomi ile tedavi edilen
hastalarda AML gelisimi % 1,5 iken, flebotominin 32P ile kombine edildigi grupta %
10 ve busulfan kullanilan hastalarda % 13’diir. Hidroksiiirenin = kullanima
girmesinden sonra, lokomojenik etkileri nedeniyle, basta busulfan olmak tizere diger
miyelosupresiflerin kullanimi 6nerilmemektedir. Daha sonraki PVSG protokollerinde
tromboz riskini azaltmak icin flebotomi koluna aspirin ve dipiridamol eklenmis,

l6komojenik etkiyi azaltmak amaci ile diger kolda hidroksiiire kullanilmistir (45).
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2.11.2. Esansiyel Trombositemi
2.11.2.1. Epidemiyoloji

Esansiyel trombositemi (ET), reaktif trombositoz (RT) ve kronik miyeloid

bozukluklarin varliginin dislanmasi ile dogrulanabilir bir tanidir (27).

Gerek trombopoietinin (TPO), gerek trombopoietin reseptoriinin (c-Mpl) ET
patogenezine katkis1 gosterilebilmis degildir (64). Buna karsin ailesel otozomal
dominant ET’de TPO veya c-Mpl genlerindeki aktive edici mutasyonlar TPO iliskili
trombositoza neden olmaktadir. ET hastalarinda serum TPO seviyeleri beklenmedik
sekilde normal veya yiiksek izlenmistir (65). Kemik iligindeki stromal tiretim
artiginin bu duruma agiklik getirebilmesi olasidir (66). Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzim temelli ¢alismalar ET’nin tipki PV gibi klonal bir hastalik oldugunu
gostermistir. Buna ragmen X kromozomuna bagl klonalite calismalarininda yash
kadin hastalarin yarisinda monoklonal hematopoez, yarisinda ise poliklonal

hematopoez saptanmustir.

Epidemiyolojik ¢aligmalarda ET nin yillik insidans1 100,000 populasyonda 2,5 yeni
vaka olarak saptamistir (67). Ortalama tani yasi 60 olup kadin hastalarin sayisi erkek
olanlardan yaklagik iki kat daha fazladir (68). On yillik sag kalim siiresi % 61-84
olarak belirtilmistir ki bu da normal veya normale yakin bir yasam beklentisi

demektir (69,70).

2.11.2.2. Tam

ET diger kronik miyeloproliferatif bozukluklardan farkli olacak sekilde bir diglama
teshisi olarak dikkati geker. Oyle ki reaktif veya klonal bir nedeni bulunamayan
persistan trombositoz varliginda ET’den bahsetmek miimkiin olabilmektedir (27). Bu
anlamda, ET’den mutlaka ayirimi yapilmasi gereken durumlar KML, PV, PMF,
MDS ve RT olarak siralanabilir (27,28).
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ET tanisi i¢in polistemia vera ¢alisma grubu (PVSG) tarafindan olusturulmus ve
modernize edilmis tanisal kriterler mevcuttur ve tani igin biitiin kriterlerin saglanmasi
gerekli goriilmektedir (71). DSO tarafindan yayilanan kriterler de benzer 6zellikler

icermektedir.
1. Trombosit sayisinin >450,000/uL olmasi ve stirekli yiiksek seyretmesi
2. Kemik iligi aspirasyon veya biyopsisinde megakaryositik hiperplazi

3. Rutin sitogenetik ¢alismada Ph kromozomunun, ya da sitogenetik olarak
maskelenmis KML olgular1 icin BCR/ABL fiizyon geni bulunmamasi,
PV,PMF, MDS ve diger myeloid neoplazmlardan herhangi biri ile drtiisen

tan1 kriterlerinden herhangi birini igermemesi.

4. JAK2 mutasyonu olmasi veya JAK2 mutasyonu bulunmamasi durumunda
enfeksiyon, enflamasyon ve diger reaktif trombositoz nedenlerinin

bulunmamasi

ET’de klonal sitogenetik anormalliklerin insians1 yaklasik % 5°dir ve bu
anormalliklerin higbirisi ET i¢in tanisal 6zellige sahip degildir (72). Periferik kandaki
granulositlerde PRV-1 geni asir1 ekspresyonu PV ve ET’de igin bildirilmis olup,
sekonder eritrositozda ise gosterilmemistir (73). Serum TPO seviyeleri ise ET ve

RT’de genellikle yiiksek saptanacagindan ayirim agisindan 6nem arz etmez.

2.11.2.3. Klinik Ozellikler

ET hastalarinin yaklagik yaris1 asemptomatik iken diger yaris1 vazomotor
semptomlar veya trombohemorajik komplikasyonlar sergilemektedir. VVazomotor
semptomlar; bas agrisi, bas donmesi, senkop, atipik gogiis agrisi, akral paresteziler,
livedo retikiilaris, eritromelalji ve gegici vizuel bozukluklar olarak sayilabilir (28).
ET’de trombosit sayisi artist ve buna eslik eden kalitatif trombosit bozukluklari
tromboz veya kanama komplikasyonlarina neden olur (74). ET’de miyeloid

metaplazili myelofibroza ve polistemia veraya doniisebilir.
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PMF’ye doniisiim insidans1 daha yiiksektir (75). AML’ye doniisiim de olasidir.

Retrospektif calismalarda 3-7 yillik izlemde % 0,6-5 oraninda l6semik doniisiim
rapor edilmistir (28,75). Bu hastalarin biliylik cogunlugunda birden fazla ajanla
sitorediiktif tedavi uygulanma oykiisii dikkati cekmektedir.

ET’nin en 6nemli fizik muayene bulgusu hastalarin % 25-48’inde saptanan palpabl
splenomegalidir (28). PMF’ye doniisiim durumunda ise splenomegali kaginilmazdir.

Hepatomegali ve lenfadenopati nadir bulgulardr.

2.11.2.4. JAK2 Mutasyonlari

Yapilan aragtirmalar ET tanili hastalarin yaklasik % 50 kadarinda JAK2 V617F
mutasyonunun varligini ortaya koymustur (31,76). Trombositozu olan bir olguda bu
mutasyonun gosterilmesi miyeloproliferatif bozukluk iliskili trombositoz ile reaktif
trombositozun (RT) ayirimi i¢in oldukca degerli bir veri olmakla birlikte ET, PV ve

PMF arasindaki bir ayirima katkida bulunamaz.

Bu mutasyonun varlig1 ile ET nin klinik seyri ve laboratuar bulgulari arasinda ¢ok

net bir iligki gosterilebilmis degildir.

2.11.2.5. Prognoz

ET tanis1 olan hastalarin ¢ogu hastalik iliskili komplikasyonlar olmaksizin normal bir
yasam beklentisine sahiptir (77). AML veya miyelofibroz gelisimi nadir bir
durumdur. Ornegin 435 hastanin dahil edildigi retrospektif bir ¢alismada ET’de
tromboz gelisimi ve AML veya PMF’ye klonal doniisiim icin 15 yillik kiimiilatif risk
oranlar1 swras1 ile % 17, % 2 ve % 4 olarak bulunmustur. Sagkalim
degerlendirmesinin yapildig1 bir calismada ET tanist olan 605 hasta 7 yil siire ile
takip edilmistir. Bu siire zarfindaki mortalite orant % 26 olup, 16semik doniigiim i¢in

risk faktorleri; diisiik hemoglobin seviyesi, ileri yas, lokositoz, sigara kullanimi,
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diyabetes mellitus ve vendz tromboz Oykiisii olarak saptanmistir (76). Bunlar i¢cinde
ileri yas ve lokositoz en belirleyici olanlaridir. Bu caligmada sitorediiktif tedavi

kullanimi ve JAK2 mutasyonu varlig1 16semik doniisiim riskini etkilememistir.

ET i¢in trombotik komplikasyonlar hemorajik komplikasyonlardan c¢ok daha
onemlidir. Vaka-kontrol tasarimli bir ¢alismada trombotik olaylar ET hastalarinda %
6,6/hasta-y1l, kontrol grubunda ise % 1,2/hasta-y1l olarak saptanmistir (78). Bu hasta
grubunda tromboz i¢in risk faktorleri 60 yasin {izerinde olmak, tromboz dykiisii ve
uzun siireli trombositozdur. Hastaligin tiim klinik seyri sirasinda major kanama
gelisimi % 5’in altindadir ve trombosit sayilart 1 milyon/uL’nin altinda seyrettigi
stirece diisiik doz asprin (81 mg/giin) kullanimi bu riski artirmamaktadir (78,79).
Lokositozun trombotik komplikasyonlar i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu da

vurgulanmaktadir (80).

ET hastalarinin biiylik cogunlugu normal bir yasam beklentisine sahiptir. Bununla
birlikte, olusabilecek bazi komplikasyonlar tedavi endikasyonu olusturur. En sik
vazomotor komplikasyonlar goriilir ve bunlarin ¢ogu diisiik doz aspirin (40-81
mg/giin PO) kullanim1 ile kontrol altina almabilir (81). ET hastalarinin % 20
kadarinin trombotik olaylar ile prezente oldugunu gostermektedir (81,82). Diisiik risk
grubundaki hastalarda trombotik olaylarla ¢ok nadiren karsilasilir, bu nedenle

potansiyel zararlar1 bulunan ilaglarin kullanimi sakincali goriilmektedir (82).

2.11.2.6. Tedavi

ET i¢in diisiik doz aspirin (75-325 mg/giin) kullaniminin sitorediiktif tedavi altinda
olmayan hastalarda trombotik komplikasyonlar1 azaltti§i ve vazomotor
komplikasyonlar1 (eritromelalji, paresteziler) oOnledigi gosterilmistir. Ayrica

hidroksiiire ve anegralid de tercih edilebilen ilag¢ secenekleridir (28).
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2.11.3. Primer Miyelofibrozis
2.11.3.1. Epidemiyoloji

Primer miyelofibrozis (eski ad: ile agnojenik miyeloid metaplazi) DSO tarafindan
kronik idiyopatik miyelofibrozis olarak isimlendirilmistir (83).Primer myelofibrozis
(PMF) miyeloid hiicrelerin degisken morfolojik maturasyonu ve klonal
proliferasyonu ile karakterize bir myeloproliferatif neoplazidir (84). PMF, MPN’ler
arasinda en nadir rastlanilant olup, Minnesota’da yapilan bir calismada siklig
100,000°de 1,5 vaka/yil olarak bildirilmistir. Genellikle orta yas tizeri erkeklerde
goriilen bir hastaliktir. Yaklagik olarak 40 yas Oncesi tani alanlar hastalarin %5’ini,

50 yas Oncesi tan1 alanlar ise %17’sini olusturur (85).

2.11.3.2. Tam

PMF tanisinda fibrozisin gosterilmesi ve malignitenin dislanmasi i¢in kemik iligi
biyopsisi yapilmalidir (30). Biyopsi ile kemik iligindeki fibrozis gosterildikten sonra
PMF tanisinin dogrulanmasi i¢in kemik iligi fibrozisine yol agabilecek ikincil
nedenler dislanmalidir. Bu nedenler arasinda kronik miyeloproliferatif neoplaziler,
MDS, akut Iosemiler, lenfoid neoplaziler, metastatik kanserler, bag doku

neoplazileri, enfeksiyonlar, D vitamini eksikligi sayilabilir.
PMF tanisal kriterleri (DSO) (21)
Major kriterler:

1. Megakaryositik proliferasyon ve atipi bulgularina retikiilin ve/veya kollajen
fibrozisin eslik etmesi veya fibrozis olmaksizin megakaryositik degisikliklere
granulositer seride artis eritroid seride azalmanin belirgin oldugu hiperselliiler

kemik iligi(prefibrotik selliiler faz)

2. KML, PV, MDS ve diger myeloid neoplazmlarm DSO kriterleri ile drtiisen

kriterlere sahip olmamasi
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3. JAK2 mutasyonunun gdsterilmesi veya mutasyonun olmamasi durumunda
kemik iligindeki fibrozisin enfeksiyona, otoimmiin hastaliga veya herhangi bir

maligniteye bagli olmadiginin gosterilmesi.

Minor Kriterler:
1. Lokoeritroblastosiz
2. Serum LDH seviyelerinde artis
3. Anemi
4. Splenomegali

Tan1 i¢in her {i¢ major kriter ile birlikte herhangi iki minor kriterin birlikteligi

gereklidir.

2.11.3.3. Klinik Ozellikler

PMF’de en sik rastlanan semptom hastalarin % 50-70’inde goriilen siddetli
Halsizlikdir (85,87). Olgularin % 25-30 kadar1 asemptomatiktir. Bazi1 hastalar ise
(%5-20), kilo kaybi, ates ve gece terlemesi gibi hipermetabolik duruma igaret eden
semptomlara sahiptir (87). Asemptomatik olgular genellikle splenomegali,
hepatomegali veya anormal kan sayimi nedeniyle incelenirken tani almaktadir.
PMF’deki karaciger ve dalak biiylimesine ekstramediiller hematopoez yol acar.
Splenomegali PMF’nin en 6nemli klinik bulgusu olarak karsimiza ¢ikar ve hastalarin
% 90’dan fazlasinda mevcuttur (85). Dalak bazi olgularda pelvik bolgeye kadar
uzanim gosterecek oranda biliyliyebilir. Splenomegali splanknik akim artigina,
ekstramediiller hematopoez ise intrahepatik obstruksiyona neden olarak portal
hipertansiyona yol agabilir. Assit, 6zofageal ve gastrik varisler, gastrointestinal
kanama, hepatik ensefalopati ve portal vendz tromboz portal hipertansiyonun
komplikasyonlar1 olarak sayilabilir. Hepatomegali ise hastalarin % 40-70’inde
mevcuttur. PMF’de hemen her organda ekstramediiller hematopoez odaklari
geligebilir. Organ tutulumlari, splenomegali, hepatomegali, lenfadenopati, plevral,

perikardiyal veya abdominal efiizyonlar veya diziiri ve solunum sikintisi gibi
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semptom ve bulgulara yol acan genitoiiriner ve akciger tutulumlari seklinde
olabilmektedir (88). Merkezi sinir sistemi tutulmasi durumunda intrakraniyal basing
artist ve sensorimotor kayiplar gelismesi olasidir. Cilt tutulumu ise eritamatdz
plaklar, nodiiller, iilser ve biiller seklinde izlenebilen nadir bir tablodur (89).
PMF’ye iskelet sistemi degisiklikleri eslik edebilir. Bu bozukluklar asemptomatik
olabilecegi gibi, agrili kemik ve eklem tutulumlari, 6zellikle de alt ekstremitelerde
agri, hassasiyet, 1s1 artis1 semptomlar1 bulunabilir. Osteoskleroz radyografilerde difiiz
veya yama tarzinda dansite artis1 seklindedir. Metastatik karsinom ile karigabilen
goriiniimler olabilmektedir. Urik asitin asir1 iiretimine bagh gelisen gut akut
monoartikiiler ya da kronik poliartikiiler artrite neden olabilir. Anemi PMF’nin en
onemli laboratuar bulgusu olarak ortaya ¢ikar. Hastalarin yaklasik yarisinda
hemoglobin 10g/dI’nin altindadir (85). Anemi sebepleri arasinda; kemik iligindeki
eritropoietik alanlarin azalmasi, inefektif eritropoez, dolasimdaki eritrositlerin
dalaktaki sekestrasyonu, trombositopeniye veya portal hipertansiyona bagl gelisen
kanamalar, otoimmun hemoliz, dilusyonel anemi, trombopoietin mutasyonlarinin
(MPL) etkisi gibi durumlar sayilabilir (90). Anemi baslangicindan sonra hastalarin
bircogunda tekrarlayan eritrosit transflizyonlarina gereksinim ortaya cikar. Periferik
kan yaymasinda anizositoz, poikilositoz, gozyas1 hiicreleri  (dakrositler)
gorilmektedir (30).

PMF’de tan1 aninda belirgin 16kositoz (>30,000/uL) ve trombositoz (trombosit sayisi
>500,000/uL) olabilecegi gibi, 16kopeni ve trombositopeni de goriilebilir (85).

Lokoeritroblastik kan tablosuna bagli olarak ndtrofilik serinin immatiir hiicreleri
periferik yaymada izlenir. Miyeloblast sayis1 genellikle toplam 16kosit sayisinin
% 5’inden azdir. Hastaligin progresyonu ile trombositopeni belirginlesir. Trombosit

fonksiyon bozukluklugu olabilir ancak genellikle kanamaya yol agmaz (30).

Tedavi altinda olmayan hastalar i¢cin PMF’nin diger Ph negatif kronik MPB’lerden
ayirnminda CD34+ hiicre sayimi %98 pozitif prediktif degere ve % 85 negatif
prediktif degere sahip oldugu gosterilmistir. Hastalik siddeti ile birlikte CD34 (+)
hiicre sayilarinin da arttigi, CD34 sayimi 300 hiicre/ulL’den fazla olan hastalarda

ortalama sag kalim ve blast krizine gidis siiresinin kisaldig1 saptanmistir (91).
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Kemik iligi fibrozu hastaligin temel ozelligi olsa da kemik iligi yaygin fibrotik
degisim gostermeyebilir. Kemik iligi degerlendirilmesi direkt aspirasyon, biopsi
yontemi ile olabilecegi gibi, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) veya sintigrafik
inceleme ile de yapilabilir. PMF’de kemik iligini aspire etmek oldukg¢a glictiir ve
islem genellikle “dry tap” ile sonuglanir. Aspirasyon yapilabilse dahi verecegi
sonuglar tanisal olmayabilir. En sik karsilagilan bulgular nétrofilik ve megakaryositik

hiperplazi seklindedir.

Megakaryositlerde morfolojik bozukluklar, nétrofillerde hiperlobulasyon goriiliir
(30). Kemik iligi biopsisi fibrozisin gosterilmesi igin gereklidir. Fibroz atipik
megakaryositik hiperplazi ile iliskilidir. Retikiilin lifler giimiis boyamaya, matiir
kollagen trikrom boyamadan daha cok yanit verir. Kemik iligi sinuzoidleri
genislemistir ve intravaskiiler hematopoiezis mevcuttur. Kemik trabekiiler yapisinda
diizensizlik ve kalinlagsma (osteosklerozis) meydana gelir. Baz1 hastalarda kemik iligi
incelemesi fibrozis olmaksizin belirgin hiperselliiler yap1 gosterir. Akut l6semi daha
once alkilleyici ajanlar veya radyasyon ile tedavi uygulanmamis PMF hastalarinin
cok az bir kisminda gelisen terminal bir komplikasyondur. Losemik doniisiimlerin
hemen tamami1 miyeloid olsa da nadiren lenfoid, eritroid, megakaryositik doniisiimler
olabilmektedir. Losemik blastlarin fokal odaklar olusturmasi da (kloroma veya

granulositik sarkom) miimkiindiir (92).

2.11.3.4. JAK2 Mutasyonlari

Bir¢ok yayinda PMF hastalarinin % 40-50’sinde JAK2 gen mutasyonu gosterilmistir
(30,31). PMF’de mutasyon varligimin ve allel yiikiiniin, klinik 6zellikler, toplam sag
kalim ve losemik doniisiim ile ne derecede iligkili oldugu heniiz tam olarak ortaya
konamamuistir (30,31). Mutasyonun varlig1r veya yoklugunun gosterilmesi PMF nin
PV veya ET ile olan ayirict teshisine pek katki yapamasa da tedavi sonrast minimal

rezidiiel hastaligin saptanmasina faydali olabilir.
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2.11.3.5. Prognoz

PMF hastalarinin ¢ogu anemi, belirgin splenomegali, erken doyma halsizlik, ates,
gece terlemesi ve kilo kaybi gibi hiperkatabolik semptomlarla basvurur. Klinik
seyirde hastalarin ¢cogunda sik eritrosit transfiizyonu gerektiren siddetli anemi ortaya
cikar. Gerek masif splenomegali, gerekse intrahepatik obstruksiyona bagli portal
hipertansiyon gelisebilir. Baz1 hastalarda spinal kolon etrafinda, plevral ve peritoneal
alanda ekstramediiller hematopoez gelisimi kord basisi, plorezi ve assite yol agabilir.
Epidemiyolojik bir ¢caligmada ii¢ yillik sag kalim oran1 % 52 olarak saptanmistir. Sag
kalimi azaltan risk faktorleri, ileri yas (>60 yil), hepatomegali, kilo kaybi, anemi
(hemoglobin< 10 g/dl), 16kositoz (>30.000/uL), 16kopeni (<4000/uL), dolasimdaki
blastlarin artis1 (>% 2), trombositopeni (< 150.000/uL) ve anormal karyotip olarak
saptanirken, splenomegali ve kemik iligindeki fibrozis derecesinin sag kalimi
olumsuz etkiledigi goriilmemistir (93). Bu bulgulara gore; asagidaki iki risk
faktoriine de sahip olan hastalar 16semik doniisiim, tromboz ve kanama agilarindan
yiiksek riskli, bir risk faktorii olanlar orta riskli ve risk faktorli bulunmayanlar ise

diisiik riskli kabul edilirler (93,94).

1. Serum hemoglobin degeri <10 g/dl

2. I6kositoz (> 30.000/uL) veya 16kopeni (< 4000/uL) varlig

2.11.3.6. Tedavi

Gilinlimiizde PMF i¢in kiiratif potansiyeli olan tek tedavi modalitesi allojenik
hematopoietik kok hiicre naklidir (allo-HKHN). Diger faydali tedavi uygulamalar
ise androjenler, kemoterapi, hidroksiiire, anegralide, splenektomi, dalaga radyasyon

tedavisi uygulamasi ve talidomiddir.
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2.11.4. MPN’lerde karsilastirmali Morfolojik Degerlendirme

Morfolojik  degerlendirme sirasinda bazi morfolojik  parametreler MPN
subtiplendirmesinde yardimeci olmakla beraber morfolojik bulgular genellikle ortiisiir
ozellikledir. Temel olarak megakaryositer seri, granulositik seri ve eritroid seride
artisin hangi serilerde daha belirgin oldugu, displazinin varlig, retikiilin lif artig1 ve
kollajen varligi, trabekiiler yeni kemik yapimi, vaskiiler proliferasyon, stromada
lenfoid nodiillerin varlig1 gibi parametreler degerlendirilerek ve klinikle korele

edilerek subtiplendirme yoluna gidilmeye caligilir.

Polisitemia vera’da tam1 verebilmek icin izlenen morfolojik bulgularin klinik ve
laboratuar bulgulari ile korele olmasi gerekir. Ornegin erken prepolisitemik fazda
izlenen morfolojik bulgular sekonder polisitemilerle ve MPN’lerin diger subtipleri ile
benzer ozellikler sergiler. Pre-polisitemik fazda kemik iliginde 6zellikle eritroid ve
megakaryositik seride olmak iizere her ii¢ seride proliferasyon dikkati ¢eker ki bu
morfoloji ET ve PMF erken donemleri i¢in de benzer sekildedir. Dikkat cekici bir
nokta PV ve ET da izlenen megakaryositer seride ki belirgin sekil ve boyut
farkliliklari, PMF da izlenen displazi derecesine ulasmaz. Benzer sekilde ET ve PV
da izlenen artmis megakaryositler kemik iligi trabekiillerine yaklasarak gevsek
kiimeler olustururken PMF da izlenen artmis ve displastik megakaryositler siki
kiimeler olustururlar. Post polisitemik miyelofibroz fazinda ise durum degisir ve
fibrotik  hiposelliiler ilikte displastik megakaryositler izlenebilir. Morfolojik
degerlendirmede sorun yaratabilecek bir baska nokta prefibrotik fazda tek bulgu
olarak izlenebilen belirgin tombositozun ET olarak degerlendirilme olasiligidir.
Ancak bu olgularda kemik iliginde vaskiiler proliferasyon, yaklasik %20-30 oraninda
lenfoid nodiillerin varlig1 patologu prefibrotik- PMF yoniinde uyarict olmalidir. ET
da izlenen megakaryositler, PV ve PMF’dakilerden farkli olarak daha biiyiik olma
egilimindedir. ~ Retikiilin ~ varliginin ~ degerlendirilmesi de ~ MPN’lerin
subtiplendirilmesinde yardimci bir kriterdir. ET’da hafif retikiilin lif artis1 olabilir.
Belirgin retikiilin artis1 veya kollajen varliginda ET ekarte edilir. Retikiilin lif artig1
ve fibrozis PMF ve PV da daha ¢ok beklenen bir bulgudur.
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2.12. CALISMADA KULLANILAN IMMUNHISTOKIMYASAL
BELIRTECLER

2.12.1. CD105 (Endoglin)

Endoglin (CD105) 180 kDa agirliginda hiicre membran glikoproteini olup, IGF-Beta
reseptor komplaksinin komponentidir. Neovaskularizasyonu saptamada onemli bir
belirteg olan CD105, tiimdr anjiogenezinde dnemlidir(95). CD105 seviyesinde artisin
meme ve kolorektal karsinomda kotii prognozla iligkili oldugu saptanmistir. (95).
CD105’in kiiltirde yiiksek proliferasyon gosteren kan damarlarinda endotelyal
hiicrelerde ekspresyonu artar. Hematopoetik progenitor hiicrelerde, fibroblastlarda,
stromal ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ise zayif ve fokal ekspresyon gosterir (95).
flging olarak CD105’in immatiir morfoloji ve fenotipik karakteristikler gdsteren
16semik hiicrelerde, normal hematopoetik progenitorlere oranla daha fazla eksprese

oldugu saptanmis.

CD105 IGF-Beta 1’e yiiksek afinite gosteren IGF-Beta reseptor kompleksinin bir
komponentidir (95). Calismada CD105 kemik iligi stromasindaki yeni damar

olusumunu degerlendirme amach kullanilmistir.

2.12.2. CD146

Kemik iligi stromal hiicrelerinde ve klonojenik kemik iligi osteoprogenitorlerinde
eksprese edilen antikor kemik iligi mikrogevresinde dnemli bir role sahiptir (96,97).
CD146 kemik iliginde subendotelyal hiicrelerde gosterilmis ve mikrodamar
olusumunda anjiopoietin-1 ve onun endotelyal hiicreler {izerinde Tie 2 reseptorii ile
etkilesimi gosterilmis (97). CD146 kemik iliginde damarlarin abluminal yiiziinde
hematopoetik hiicreler i¢ine dendririk uzantilar olusturan hiicrelerde pozitif boyama
gosterir. Erken evre myelofibrosis olarak tanimlanan grade 0 ve 1 olgularda kontrol
grubu ile benzer oranlarda ¢ok minimal ekspresyon gosterirken, ileri evre olgularda
subendotelyal hiicrelerde belirgin ekspresyon izlenir (98). Calismada olgun vaskiiler

yapilrai beliremek amaciyla kullanilmigtir.
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2.12.3.CD34

110 kDalton agirliginda monomerik hiicre yilizey glikoproteinidir. Hiicre- hiicre
adezyonunda etkilidir (99). Kemik iliginde hematopoetik progenitor hiicrelerde ve
vaskiiler endotelde, mast hiicrelerinde, dendritik hiicre subpopiilasyonunda, deride
adneksiyal yapilar etrafinda, dermatofibrosarkoma protuberans, gastrointestinal
stromal tiimorde, periferik sinir kilifi tiimorlerinde pozitiflik gosterir. CD34
tiimorlerde vaskiiler dansiteyi gosterir ve ayni zamanda vaskiiler endotel belirteci
olarak da kullanilir (99). Calismamizda kemik iligi aralifindaki tiim vaskiiler yapilari
gostermek ve blastik donlisiim varsa bu hiicreleri ortaya koymak amaciyla

kullanilmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. OLGU SECiMi

Bu ¢alismada 2000-2010 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’nda raporlanmis Ph (-) kronik myeloproliferatif neoplaziler arasinda,
esansiyel trombositemi (ET), polisitemia vera (PV), primer myelofibrozis (PMF)
tanist alan olgular ¢alismaya dahil edilmistir. Hastane bilgi sisteminden ve hastane
dosya arsivinden ¢alismaya dahil edilen olgularin yas, cinsiyet, tani, Jak-2 mutasyon
analizi sonuglari, tan1 anindaki loboratuvar bulgulari, splenomegali varlig1 bilgileri
elde edilmistir. Klinik bulgular ve histopatolojik parametreler tablo halinde
kaydedilmistir. Kemik iligi biyopsilerinin H.E kesitleri 151k mikroskobik olarak
yeniden Tablo 3.1-3.8 de tamimlanan histopatolojik inceleme parametreleri ile

degerlendirilmistir.

3.2. HISTOPATOLOJIK iNCELEME

Hematoksilen eozin boyali preparatlarin  degerlendirilmesinde dikkat edilen

parametreler ve degerlendirme Olgiitleri:

Kemik iligi selliilaritesi, kemik iligindeki hematopoetik hiicrelerin fibrozisden
bagimsiz olarak yag hiicrelerine orant degerlendirilmis ve ylizde olarak
belirlenmigstir. Kemik iliginde hakim hiicrelerin hangi seri hiicreleri oldugu
belirlenmis ve her biyopsi ic¢in kaydedilmistir. Magakaryositlerin morfolojik
ozellikleri, mikromegakaryosit varligi bu hiicrelerde olgunlagma durumunun
degerlendirilmesi i¢in megakaryosit ¢ekirdek lobiilasyonu, boyutlarimin durumu
kaydedilmistir. Ayrica Megakaryositlerin kemik iliginde yerlesim yerleri,
kiimelenme yapip yapmadiklar1 ve kiimelerin gevsek veya siki kalabalik gruplar
olusturmas1 degerlendirilmistir. Graniilositer serinin olgunlasma o&zellikleri, kemik
iliginde dagiliminin  bulunup bulunmadigi, eozinofil Onciilerinin  varhig
degerlendirilmistir. Eritroid serinin kiimeler halinde bulunup bulunmadigi, kemik

iliginde  yerlesim  ozellikleri, olgunlasma durumu  degerlendirilmis  ve
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derecelendirilmistir. kemik iligi mikrogevresinde goézlenen stromal degisiklikler
arasinda; damarlarin sayisi, damar genislemelerinin varligi, perivaskiiler plazma
hiicrelerinin varlig1 degerlendirilmistir. Tabekiiler genisleme yeni kemik yapimi,
osteoblast artisi, lenfoid nodiillerin varligi degerlendirilmistir. kemik iligi fibrozisi
icin retikiilin histokimyasal boyasi ile stromal retikiilin lif varlig1 4 derece lizerinden

degerlendirilmistir.

3.2.1. Histokimyasal Degerlendirmede Kullanilan Kriterler

Isik mikroskobik incelemede kullanilan kriterler her seri i¢in asagidaki tablolarda

belirtildigi gibidir.

Tablo 3.1. Megakaryositer serinin morfolojik degerlendirilmesinde kullanilan

morfolojik parametreler

Boyut biiytik kiiciik
Maturasyon defekti yok var
Niikleer 6zellikler hipolobule hiperlobule
Lokalizasyon paratrabekiiler intertrabekiiler/
parasiniizoidal
Kiimelenme yok var
sik1 / gevsek
loose cluster dense cluster

quantity

size (small)

size (large to giant)
maturation defects
nuclear lobulation

bulky nuclei
naked nuclei
. - ET CIMF
(hyperiobulated nuclei) (bulky nuclei)
a b

Sekil 3.1. a. Displastik megakaryositler, b. Megakaryositlerde siki ve gevsek

kiimelenme (J. Thiele, H.M. Vasnicka and V.Diehl. Histol.Histopathol. 2005;
20:633-644)
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Tablo 3.2. Graniilositer serinin morfolojik degerlendirilmesinde  kullanilan
morfolojik parametreler

Olgunluk olgun Geng

Lokalizasyon paratrabekiiler intertrabekiiler

Eozinofil 16kositler normal artmis

Tablo 3.3. Eritroid serinin

parametreler

morfolojik degerlendirilmesinde kullanilan morfolojik

Kiimelenme Yok Var
Olgunluk olgun geng
Lokalizasyon paratrabekiiler intertrabekiiler

3.3. KEMIK iLiGi STROMAL DEGIiSIiKLiKLERi

Tablo 3.4. Stromal degisikliklerin degerlendirilmesinde kullanilan morfolojik

kriterler
Damarlar Damar sayist Normal/Artmis
Damar alani Normal/ Genislemis
Lenfoid nodiil Yok/Var
Perivaskiiler Plazma | Yok/Var
Hiicreleri
Kemik trabekiil | Yok /Var
geniglemesi-yeni  kemik
yapimi
Kemik trabekiillerinde | Yok/Var

osteoblast artis1

41




Tablo 3.5. Stromal retikiilin lif varlig1 degerlendirilmesi

0 Higbir retikiilin lif varliginin bulunmamasi

1 Tek tek nadir ince fibriller ve ince bir fibril ag1 odagi

2 Kesitin biiyiik bir kisminda ince fibril ag1, kalin fibriller yok

3 Arada kalin kaba fibriller igeren, fakat matiir kollajen bulundurmayan diffiiz
fibril ag
4 Diffiiz, genellikle kalin fibril ag1 ve eslik eden kollajenizasyon alanlar

0: Retikiilin lif artis1 yok, 1:Grade I, 2:Grade 11, 3:Grade 111, 4:Grade IV

3.4. IMMUNHISTOKIMYASAL INCELEME

Kemik 1iligi araligindaki vaskiiler yapilarin degerlendirilmesi amaciyla CD34,

CD105, CD146 belirtecleri kullanilmistir.

3.4.1. Kullanilan Antikorlarin Ozellikleri

Tablo 3.6. Calismada Kullamlan Antikorlarin Isimleri, Diliisyonlar1 ve Ticari

Kaynaklar1
ANTIKOR KLON DILUSYON TICARI KAYNAK
ORANI
CD34 QBENd-10 1/150 Neobelirtegs
CD105 SN6h 1/20 Dako
CD146 N1238 1/50 ABCAM

42




3.4.2. Kullanilan Antikorlarin Degerlendirilmesi

CD34, CDI105 ve CDI146 antikorlar1 ile mikrovaskiiler yogunlugun
degerlendirilmesinde; kesitler 400 ve 1000 biiyiitme ile taranarak, en yogun vaskiiler
yapmin oldugu 10 alanda 400 biiylitme ile bu belirtecleri bulunduran damarlar
saytlmistir. Sayim yapilirken limen varligi sartt olmaksizin, pozitif boyanma
gosteren endotelyal hiicreler veya mikrovaskiiler yapilar degerlendirilmistir.
Preparattan elde edilen 10 alandaki mikrovaskiiler yapilarin sayisi elde edildikten
sonra bu sayinin ortalamasi alinarak bu biyopsi 6rnegi i¢cin damar sayisi1 degeri elde

edilmistir.

3.5. ISTATISTIK

Orneklemlerin degerlendirilmesinden elde edilen sonuglar bilgisayar ortamina
aktarilarak sayisallagtirilmistir. Gerekli hata kontrolleri ve diizeltmeler yapilmustir.
Kategorik verilerin karsilastirilmasinda Ki-kare ve Fisher’in kesin Ki-kare testi
kullanilmistir.Ug ve iizeri gruplarda normal dagilmayan siirekli degiskenler ya da
siralt degigkenler i¢in Kruskal Wallis testi, ikili gruplarda normal dagilmayan siirekli
degiskenler ya da sirali degiskenler icin Mann Withney testi kullanilmistir.
Degiskenler arasindaki iliskinin yonii ve giiciiniin belirlenmesinde Spearman’in
korelasyon katsayis1 kullanilmugtir. Istatistiksel kararlarda p<0.05 degeri anlaml

farkliligin gostergesi olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen vakalarda yas ortalamasi 52.4, ortanca 51 (ss 14.8)
bulunmustur. ET tanili hastalarda ortalama yas 56.3, ortanca 61 (sS + 47.7), PV tanili
hastalarda ortalama yas 57.3, ortanca 53 (ss +13.3) ve PMF tanili hastalarda ortalama
yas 48,3, ortanca 49 (ss £ 12.3) olarak bulunmustur (Tablo 4.1). Tam ile yas
arasindaki iligki istatistiksel olarak arastirildiginda Annova testi (0.156) ile

istatistiksel acidan anlamli bir farklilik olmadig1 saptanmustir.

Calismada ET tanili hastalarin %52’si kadin, %48’i erkek, PV tanili hastalarin
%153.3’1 kadin, %46.7’s1 erkek ve PMF tanili hastalarin %70.4°1 kadin, %29.6’s1
erkektir. Hastalik gruplarmin istatistiksel olarak anlamli bir cinsiyet dagilimi

gostermedigi izlenmistir (p=0.354) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Tanilara gore yas ve cinsiyet dagilimi

TANI (n) YAS ORTALAMASI CINSIYET
(YIL) K/E

ET (23) 56.3 12/11

PV (15) 57.3 8/7

PMF (27) 48.3 19/8

TOPLAM (65) 52.4 39/26

P degerleri 0.156 0.354

Caligmaya dahil edilen vakalarda tani ile tan1 biyopsisi alindigisirasindaki kan beyaz
kiire, hemoglobin ve trombosit diizeyleri arasindaki iliski aragtirildiginda (Tablo 4.2),
hemoglobin ve beyaz kiire ile tani gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
bulunmazken, ET ve PV tanili olgularda trombosit degerlerinin PMF tanili olgulara
gore artmis oldugu izlenmis ve sonuglar sirasiyla Ki- kare testi ile (p<0.001),

(p=0.001) anlaml1 bulunmustur.
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Tablo 4.2. Tani ile laboratuar bulgulari arasindaki iligki

TANI Beyaz kiire HB Trombosit
ET Ortalama 12.7 11.6 807
Ortanca (ss) 12.2(£6.5) 12.4(£3.2) 733(+482.2)
PV Ortalama 16.1 13.2 599
Ortanca 11.3(£13.2) 13(x2.1) 599(+218)
PMF Ortalama 11.4 111 356
Ortanca 9.2(+8.4) 11.3(%3) 310(+310)

Calismaya dahil edilen vakalarda tani ile splenomegali varligi arasindaki iliski
arastirildiginda, her ii¢ hasta gurubunda da splenomegali oranlarinin yiiksek oldugu
ancak PMF tanili olgularda splenomegali goriilme oraninin %77.8 seklinde daha
yiiksek oldugu goriilmiis, ancak bu oran artisinin Ki-kare testi ile istatistiksel agidan
gruplar arasinda anlamli olmadig1 goriilmistiir (p= 0.422) (Tablo 4.3). Tan1 gruplari
ile JAK-2 mutasyonlar1 arasindaki iligki arastirildiginda JAK-2 mutasyonu tanilar
icinde %66.7 gibi bir deger ile en fazla PV olgularinda bulunurken, %6 degeri ile en
diisiik ET olgularinda saptanmistir (Tablo 4.3). Jak mutasyonu goriilmesinin gruplar
arasinda Ki-kare testi
(p=0.054).

ile istatistiksel ac¢idan anlamli bir iliski izlenmemistir

Tablo 4.3. Tam ile klinik parametrelerden splenomegali ve JAK2 mutasyonu

arasindaki iliski

TANI(n) SPLENOMEGALI |JAK2 MUTASYONU
VARLIGI VARLIGI

ET(23) 14 (%60.9) 6 (%27.3)

PV/(15) 10 (%66.7) 10 (%66.7)

PMF(27) 21 (%77.8) 10 (%38.5)

TOPLAM(65) 45 (%69.2) 26 (%41.3)

P Degerleri 0.422 0.054
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Calismaya dahil edilen olgularda kemik iligi selliilaritesi ile tanilar arasindaki iliski
arastirilmis, kemik iligi selliilaritesinin en diisiik %85.65 oraninda ET tanili olgularda
saptanmigtir (resim 1) (Tablo 4.4). PV ve PMF olgularinda ET olgularina gore
selliilarite belirgin artmis bulunmustur. Kruskal- Wallis testi ile istatistiksel olarak
ET- PV arasinda (p=0.045) ve ET-PMF i¢in arasinda sellularitenin anlamli arttigi
bulunmustur (p=0.002). PV-PMF arasinda selliilarite farkinin istatistiksel (p=0.420)

anlamli olmadig1 bulunmamustir.

Selliilarite acisindan bu iki tan1 gurubunun benzer 6zellikte oldugu izlenmistir.

Tablo 4.4. Tan ile selliilarite arasindaki iliski

TANI KEMIK ILIGI SELLULARITESI
Ortalama Ortanca(ss)
ET 85.65 90 (+10.2)
PV 92.67 90 (+6.77)
PMF 93.89 100 (+8.80)
TOPLAM 90.69 90 (+9.59)

Calismaya dahil edilen olgularda kemik iligi selliilaritesi ile stromal retikiilin lif
artis1 arasindaki iliski arastirllmis ve GR2 ve GR4 olgularda retikiilin lif varhig
arttik¢a bu iki grup arasinda selliilaritenin de arttig1 izlenmistir. Kruskal- Wallis testi
ile istatistiksel olarak sonuglar anlamli bulunmustur (p=0.006) (Tablo 4.5). Ayrica
GR1 ve GR4 arasinda da istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte retikiilin lif

artist ile selliilarite arasinda dogru orant1 izlenmistir.
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Tablo 4.5. Kemik iligi selliilaritesi ile stromal retikiilin lif artis1 arasindaki iligki

RETIKULIN KEMIK ILiGI SELLULARITESI
Ortalama Std dev Ortanca

YOK 80 . 80
GR1 90 11.04 90
GR 2 88.48 8.84 90
GR3 88.33 9.83 90
GR 4 95.56 7.83 100
TOPLAM 90.69 9.59 20

Calismaya dahil edilen vakalarda tani ile kemik iligi araligina hakim hiicre arasindaki
iligki arastirilmis ve her ii¢ hasta grubu genel olarak degerlendirildiginde kemik iligi
araligina hakim hiicrelerin bagta graniilositer seri olmak iizere graniilositer seri ve
megakaryositer seri oldugu goriilmiis (resim 2), megakaryositer seri tek basina
degerlendirildiginde PMF olgularinda %18.5 en yiiksek degere ulastig1 izlenmistir
(Tablo 4.6). Ki-kare testi ile tanilarina gore hakim hiicre dagilimlarinin istatistiksel

olarak anlamli olmadigi bulunmustur (p=0.358).

Tablo 4.6. Tani ile kemik iligi araligina hakim hiicreler arasindaki iligki

TANI(n) G+M M+G M+E G+E G+E+M G M E
10 3 2 0 0 8 0 0
ET (23) Y635
(%43.5) | (%13.0) | (%8.7) (%0) (%0) (%34.8) (%0) (%0)
8 1 0 1 1 3 1 0
PV (15)
(%53.3) | (%6.7) (%0) %6.7) | (%6.7) (%20) (%6.7) (%0)
8 3 1 2 0 7 5 1
PMF (27)
%29.6) | (W11.1) | (%3.7) | (%7.4) (%0) %25.9) | (%185) | (%3.7)
TOPLAM 26 7 3 3 1 18 6 1
(65) (%40) | (%10.8) | (%4.6) | (%46) | (%15) | (%27.7) | (%9.2) | (%1.5)
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Tani ile kemik iligi araligindaki myeloid/ eritroid seri oran1 durumu aragtirildiginda,
ET ve PMF olgularinda myeloid/ eritroid seri oraninin ( normal: 1,5-3) arttig1 ve PV
olgularinda ise oranin eritroid seride belirgin artisa bagli olarak azaldig1 saptanmistir
(resim 3) (Tablo 4.7). Saptanan bu degisikliklerin tan1 gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p< 0.00).

Tablo 4.7. Tani ile kemik iligi araligindaki myeloid/ eritroid seri orani arasindaki

iligki
TANI (n) MYELOID/ ERITROID ORANI
ARTMIS AZALMIS
ET (23) 17 (%73.9) 6 (%26.1)
PV (15) 1 (%6.7) 14 (%93.3)
PMF (27) 21 (%77.8) 6 (%22.2)
TOPLAM (65) 39 (%60) 26 (%40)

Hastalik gruplarina gore retikiilin dagilim oranlar1 tabloda verilmistir (Tablo 4.8).
Buna gore tam1 ve stromal retikiilin lif varligit ve artist arasindaki iligki
arastirildiginda MPN olgularinin genel olarak %72.3’ilinde grade 2 ve iizeri retikiilin
lif varligr saptanmis ve olgularin %27.7’sinde ileri fibrozisin gostergesi kollajen
varligi tesbit edilmistir. Retikiilin lif artis1 en az ET tan1 gurubunda izlenmistir (resim
4a,b,c)Ancak retikiilin ile tan1 gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli biriliski
bulunmamustir (p=0.275).

Tablo 4.8. Tan1 ve stromal retikiilin lif varlig1 ve artis1 arasindaki iliski

TANI (n) STROMAL RETIKULIN LIF VARLIGI

YOK GR1 GR2 GR3 GR 4
ET (23) 1(%4.3) | 7(%30.4) | 9(%39.1) | 3(%13) 3 (%13)
PV (15) 0 (%0) 6 (%40) | 5(%33.3) 0 (%0) 4(%26.7)
PMF (27) 0(%0) 4(%14.8) | 9(%33.3) | 3(%11.1) | 11(%40.7)
TOPLAM (65) 1(%1.5) | 17(%26.2) | 23(%35.4) | 6 (%9.2) | 18(%27.7)
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Calismaya dahil edilen vakalarda tan1 ile HE ile boyali kesitlerde saptanan damar
sayist arasindaki iliski arastirildiginda, her ii¢ tan1 gurubunda da damar sayisinda
genel olarak artis saptanmakla birlikte artisin en fazla PMF olgularinda oldugu
goriilmiis ancak bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p= 0.247)
(Tablo 4.9). Tan1 gruplar1 ve stromal degisikliklerden damar alami arasindaki iligki
arastirllmis ve ET da damar alani normal sinirlarda izlenirken PMF ve PV
olgularinda damar alaninda belirgin genisleme dikkati ¢ekmistir (resim 5) (Tablo
4.9). Sonuglar istatistiksel agidan anlamli bulunmamakla birlikte sinirli hasta
sayisinin sonuglari olumsuz yonde etkiledigi diistiniilmiistiir (p=0.680). Vakalarda
tan1 ve stromal lenfoid nodiilli varlig1 arasindaki iliski arastirildiginda stromal lenfoid
nodiilii MPN olgularinda ¢ok nadir izlenmekle birlikte, %21.7 gibi bir orandaki
hastada en fazla ET olgularinda goriilmistiir (resim 6) (Tablo 4.9). Bu bulgular
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.135). Vakalarda tan1 ve perivaskiiler
plazma hiicreleri varligi arasindaki iliski arastirildiginda ise perivaskiiler plazma
hiicrelerinin MPN olgularinda genel olarak normal simirlarda oldugu, belirgin bir
artis gostermedigi goriilmiis (Tablo 4.9) ve sonuglar) istatistiksel agidan anlamlhi

bulunmamustir (p=0.982).

Tan1 gruplarinda kemik trabekiillerinde genisleme arastirilmis ve her ii¢ tam
gurubunda da kemik trabekiillerinin genel olarak normal oldugu izlenmistir (Tablo
4.9). Ancak PMF olgularinda hafif de olsa trabekiil genislemesi tesbit edilmistir
(resim 7a,b,c). Sonuglar (p=0.157) istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. Tani
ve osteoblast varligi arasindaki iligkinin de(p=0.617) istatistiksel agidan anlamh

olmadig1 saptanmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Tan1 ve diger stromal degisiklikler arasindaki iligki

TANI (n) Damar | Siniislerde | Lenfoid | Perivaskiiler | Trabekiiler | Osteoblast
Artis1 | Genisleme nodiil plazma Genisleme artisi
(%) (%) (%) hitcresi (%) (%)
(%)
ET (23) 10 (43.5) | 8(34.8) 5(21.7) 3(13) 3(13) 5(21.7)
PV (15) 9 (60) 9 (60) 3(20) 2 (13.3) 4(26.7) 5(33.3)
PMF (27) 18 (66.7) | 18 (66.7) 1(3.7) 4 (14.8) 10(37) 9(33.3)
TOPLAM (65) | 37 (56.9) | 35(53.8) | 9(13.8) 9(13.8) 17(26) 19(29)
P Degerleri 0.247 0.680 0.135 0.982 0.157 0.617
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Calismaya dahil edilen vakalarda tani ile kemik iligi araligindaki megakaryositlerin

boyutu arasindaki iligki arastinnldiginda ET ve PMF olgularinda biiyiik
megakaryositlerin hakim oldugu izlenirken, PV olgularinda megakaryositlerin daha
kiigiik boyutta oldugu saptanmis ancak bu dagilim Ki-kare testi ile istatistiksel
acidan anlamli bulunmamistir (p=0.858) (resim 8a,b,c) (Tablo 4.10). Vakalarda tani
ile kemik iligi araligindaki megakaryositlerin lokalizasyonu arasindaki iligki
arastirtlmis ancak herhangi bir guruba 6zgii olarak degerlendirilebilecek sekilde
istatistiksel anlamli bulunmamistir (p=0.323) (resim 9a,b) (Tablo 4.10). Tam ile
kemik iligi araligindaki megakaryositlerin kiimelenmesi arasindaki iliski arastirilmas,
gevsek kiimelenme %73.3 gibi bir oranla PV da en fazla izlenirken sik1 kiimelenme
PMF olgularinda daha belirgin olarak izlenmistir (resim 10a,b). Bu megakaryosit
organizasyonunun dagilimi istatistiksel ac¢idan anlamli bulunmustur (p=0.046)
(Tablo 4.10).

Calismaya dahil edilen vakalarda tani ile kemik iligi aralifindaki megakaryositlerin
matiiritesi arasindaki iliski arastirildiginda PMF olgularinda daha belirgin olmak
tizere, PMF ve PV olgularinda gen¢ megakaryositlerde artis izlenirken, ET
olgularinda matiir megakaryosit formlarinin hakim oldugu goriilmiis sonuglar Ki-

kare testi ile istatistiksel agidan anlamli bulunmamugtir (p=0.089) (Tablo 4.10).

Calismaya dahil edilen vakalarda tani ile kemik iligi araliindaki megakaryositlerin
niikleer lobiilasyonu arasindaki iligki arastirilmis ve genel olarak degerlendirildiginde
PV de daha belirgin olmak iizere her ii¢ hasta gurubunda da hiperlobiile
megakaryositlerin daha fazla oldugu saptanmistir (resim 11a,b,c). Sonuglar Ki-kare
testi ile istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir(p= 0.076) (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. Tani ile megakaryosit morfolojisi arasindaki iliski

TANI (n) Boyut Lokalizasyon Kiimelenme Olgunluk Niikleer
lobiilasyon
Bityiik | Kiiciik |P i S G 0 G Hipo | Hiper
(%) (%) | (%) (%) (%) %) |0 | (%) (%) | (%)
ET (23) 12 11 1 22 4 12 13 10 4 19

(52) @7 | 4.3) (95.7) | (14) (52) |(56) |@35) |@7) [(82)

PV (15) 7 8 |0 15 1 11 6 9 2 13
(46) (53) (10) (6.7) (73) | (40) |(60) (13) | (86)
PMF (27) 15 12 |3 24 12 11 7 20 11 16

(55) 44) |(@111) [(889) |(444) |@0) |(25) |(741) |(40) |(59)

TOPLAM 34 31 |4 61 17 34 |26 |39 17 |48
(65) (52) @7) |62) |©38 |(262) |(B2) |@0) |(60) 26) | (73)
P Degeri 0.858 0.323 0.046 0.089 0.076

P- paratrabekiiler, I-intertrabekiiler, S-sik1, G-gevsek, O- olgun, G- geng

Calismaya dahil edilen vakalarda tani ile graniilositer serinin kemik iligi araligindaki
lokalizasyonu arasindaki iligki arastirildiginda her ti¢ tan1 gurubunda da graniilositer
serinin biiylik oranda intertrabekiiler lokalizasyonda oldugu izlenmis ve sonuglar
(p=0.020) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4.11). Calismaya dahil
edilen vakalarda tani ile graniilositer serideki olgunluk arasindaki iliski arastirilmis
ve genel olarak degerlendirildiginde ET ve PMF olgularinda gen¢ formlarin hakim
oldugu ancak PV olgularinda matiir graniilositer seri elemanlarinin tabloya hakim
oldugu izlenmistir ve sonuglar istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (Tablo
4.11). Tam ile kemik iligi araligindaki eozinofil 16kosit artis1 arasindaki iligki
arastirilmig, her ii¢ tan1 gurubunda da genel olarak belirgin bir eozinofil 16kosit artisi
izlenmemekle beraber, en fazla ET olgularinda eozinofil 16kosit goriilmiistiir (resim
12). Bu haliyle sonuglar (p=0.326) istatistiksel agidan anlamli bulunmamustir. (Tablo
4.11).
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Tablo 4.11. Tani ile graniilositer seri morfolojisi arasindaki iliski

TANI (n) LOKALIZASYON OLGUNLUK EOZINOFIL

ARTISI

P (%) I (%) OLGUN | GENC (%) (%)
(%)

ET (23) 3(13) 20 (87) 10(43.5) 13(56.5) 10(43.5)
PV (15) 0 15 (100) 10(66.7) 5(33.3) 3(20)
PMF (27) 9(33.3) 18 (66.7) 11(40.7) 16(59.3) 10(37)
TOPLAM(65) 12 (18.5) 53 (81.5) 31(47.7) 34(52.3) 23 (35.4)
P Degeri 0.020 0.056 0.326

P- paratrabekiiler, I-intertrabekiiler

Calismaya dahil edilen vakalarda tani ile eritroid serinin kemik iligi araligindaki
lokalizasyonu arasindaki iliski arastirildiginda her {i¢ hastalik gurubunda da kemik
iligi araliginda eritroid serinin agirlikli olarak intertrabekiiler lokalizasyonda oldugu
goriilmiis ancak sonuglar  istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0.336)
(Tablo 4.12). Tani ile eritroid seride kiimelenme arasindaki iliski arastirilmis ve
genel olarak bakildiginda her ii¢ hastalik gurubunda da eritroid seride kiimelenmenin
baskin oldugu goriilmistiir. Sonuclar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0.903) (Tablo 4.12). Tam ile kemik iligi araligindaki eritroid seride olgunluk
arasindaki iliski arastirildiginda her ii¢ tam1 gurubunda da matiir eritroid seri
elemanlarinin gen¢ formlardan daha fazla oldugu saptanmis, sonuclar istatistiksel

acidan anlamli bulunmamstir (p=0.159) (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. Tan eritroid seri morfolojisi arasindaki iligki

TANI (n) LOKALISAZYON KUMELENME OLGUNLUK
P (%) I (%) YOK (%) | VAR (%) | OLGUN |GENC
(%) (%)
ET (23) 3 (13) 20 (87) 7 (30.4) 16(69.6) | 17(73.9) |6(26.1)
PV (15) 0 15 (100) | 4(26.7) 11(73.3) | 13(86.7) |2(13.3)
PMF (27) 2 (7.4) 25(92.6) 9(33.3) 18(66.7) | 16(59.3) |11(40.7)
TOPLAM 5(7.7) 60(92.3) | 20(30.8) | 45(69.2) | 46(70.8) [19(29.2)
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P Degeri 0.336 0.903 0.159

P- paratrabekiiler, I- intertrabekiiler

Caligsmaya dahil edilen vakalar arasinda tanilar ve stromal degisikliklerin yansimasi
olan damar sayisi ve olgunlugunun kantitatif sonuglar1 degerlendirildiginde CD105
ile saptanan geng, CD146 ile saptanan matiir ve CD34 ile saptanan toplam damar
sayisinin en fazla PMF olgularinda oldugu izlenmistir (Tablo 4.13). Genel olarak her

ti¢ tan1 gurubunda da geng¢ damarlarin gorece fazla olduklari saptanmistir (resim 13

a,b,c).

Tablo 4.13. Tam ile immiinhistokimyasal olarak elde edilen damar sayisi ve
matiirasyonunu  belirlemek  amaciyla kullanilan  parametreler

arasindaki iliski

TANI (n) CD34 CD105 CD146
ET (23) Ortalama 162.1 57.4 50.9
PV (15) Ortalama 147.8 61.4 60.8
PMF (27) Ortalama 194.1 79.5 65.2
TOPLAM(65) | Ortalama 172 67.5 59.1

Calismaya dahil edilen vakalarda stromal retikiilin lif varlig1 ile vaskiiler yapilarin
sayist ~ ve  olgunlugunu  belirleyen = immiinhistokimyasal — paremetreler
karsilagtirildiginda toplam damar sayisini degerlendirmek i¢in kullanilan CD34 ile
grade 1, grade 2 retikiilin lif varlig1 arasinda p:0.068 degeri ile ve grade 1, grade 3+4
retikiilin lif varlig1 p=0.006 degeri ile istatistiksel olarak anlamli bulunmus, grade 2,
grade 3+4 arasinda ise p=0.292 degeri ile istatistiksel anlam saptanmamustir (Tablo
4.14). Geng¢ damarlar1 degerlendirmemizi saglayan CD105 sonuclart ile gradel,
grade 3+4 retikiilin lif varligi p=0.016 ve grade 2, grade 3+4 p= 0.009 degerleri
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Grade 1, grade 2 retikiilin lif varhigi ise
p=980 degeri ile istatistiksel agidan anlam ifade etmemistir. Matiir damar belirteci

olan CD146 sonuglar ile grade 1, grade 3+4 retikiilin artis1 (p=0.005) degeri ile,
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grade 2, grade 3+4 ( p=0.006) degerleri ile istatistiksel agidan anlamli bulunmus
(resim 14a,b) grade 1, grade 2 retikiilin lif artis1 ise p=0.749 degeri ile anlam ifade

etmemistir.

Tablo 4.14. Stromal retikiilin lif varlig1 ile vaskiiler yapilarin sayisi ve olgunlugunu

belirleyen immiinhistokimyasal paremetreler arasindaki iligki

RETIKULIN CD34 CD105 CD146
YOK 217 41 105
GR1 122.7 55.1 42.3
GR2 186.7 61.7 51.6
GR 3+4 191.2 82.9 76.4
Total 172.1 67.5 59.1

Kemik iliginde vaskiiler yapilarin degerlendirilmesinde kullanilan
immiinhistokimyasal parametreler ile ¢alismaya dahil edilen vakalarda splenomegali
varlifi, yas, cinsiyet, laboratuar bulgulari, JAK2 mutasyonu, hakim hiicre,
megakaryositer, graniilositer ve eritroid seriye ait morfolojik degisiklikler, stromal
degisiklikler ve vaskiiler yapilar1 degerlendirmede kullanilan immiinhistokimyasal

parametreler arasinda anlamli istatistiksel sonuglara ulasilamamaistir.

Megakaryosit  hakimiyeti gosteren olgular ile laboratuar parametreleri
karsilastirildiginda kemik iligi araliginda megakaryosit hakimiyeti ile trombosit
seviyelerinde artisin paralel oldugu saptanmis ancak sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (Tablo 4.15). Megakaryosit hakimiyeti gdsteren olgular ile
imiinhistokimyasal = parametreler karsilagtirildiginda  kemik iligi araliginda
megakaryosit hakimiyeti ile stromal damarlar1 degerlendirmek icin kullanilan
immiinhistokimyasal parametrelerle saptanan damar sayisinda artisin paralel oldugu
saptanmig, ancak sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 4.15).
Megakaryosit hakimiyeti gosteren olgular ile splenomegali arasindaki iligki
arastirildiginda splenomegalisi olan olgularda megakaryosit hakimiyeti dikkat ¢ekici

bulunmustur. Ki- kare testi ile sonuglar (p=0.787) istatistiksel olarak anlamli
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bulunmamaistir (Tablo 4.15). Graniilosit hakimiyeti gosteren olgular ile laboratuar
parametreleri karsilastirildiginda kemik iligi araliginda graniilosit hakimiyeti ile
laboratuar parametrelerinden beyaz kiire ve trombositlerin daha belirgin artis
gosterdigi izlenmis ancak sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo
4.15). Graniilosit hakimiyeti gosteren olgular ile immiinhistokimyasal parametreler
karsilastirildiginda, sonuclar istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (Tablo 4.15).
Gantilosit hakimiyeti gdsteren olgular splenomegali ile karsilagtirildiginda sonuglar
anlamli bulunmamis ancak graniilosit hakimiyeti gdsteren olgularin 2/3’iinden
fazlasinda splenomegali saptanmigtir (Tablo 4.15). Eritroid seri hakimiyeti gosteren
olgular ile laboratuar parametreleri karsilastirildiginda kemik iligi araliginda eritroid
seri hakimiyeti ile hemoglobin arasinda paralelik izlenmis, sonuglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamaistir (Tablo 4.15). Eritroid seri hakimiyeti gosteren olgular
ile immiinhistokimyasal parametreler karsilagtirlldiginda kemik iligi araliginda
eritroid seri hakimiyeti ile her ili¢ parametre arasinda ters iliski izlenmis, sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 4.15). Eritroid seri hakimiyeti
gosteren olgularda splenomegali arastirildiginda sonuglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir (Tablo 4.15).

Tablo 4.15. Hakim hiicre klinik parametre tablosu

HAKIM BK HB PLT | SM (%) | CD34 |CD105|CD146
HUCRE
M ortalama| 11.2 12.02 646.97 |30 (71.4) | 188.9 | 72.16 | 62.29
ortanca 10.25 12.4 549
(s9) (#5.6) | (+3.16) | (+464.1)
G ortalama| 13.66 11.73 566.92 | 36 (66.7) |168.72| 69.92 | 59.43
Ortanca | 10.85 11.75 482.5
(ss) (£9.95) | (£3.14) | (+413.2)
E ortalama|  9.45 12.91 493.42 | 4(57.1) | 146 | 51.2 | 4157
Ortanca 94 12,5 514
(ss) (+1.47) | (x243) |[(#311.07)

M- megakaryositer seri, G- graniilositer seri, E- eritroid seri
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Megakaryosit, graniilosit ve eritroid hakimiyeti gosteren olgular ayr1 ayr1 kemik
iliginde retikiilin 1if varligi ile karsilastirildiginda Ki- kare testi ile sonuglar
(p=0.283) ,(p=0.592, (p=0.665) istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo
4.16).

Tablo 4.16. Hakim hiicre stromal retikiilin lif artis1 iligkisi

HAKIM HUCRE RETIKULIN LiF VARLIGI

GR1(%) | GR2(%) | GR3(%) | GR4 (%)
MEGAKARYOSIT 8 (19.5) 15(36.6) 5(12.2) 13 (31.7)
GRANULOSIT 16(30.2) 18(34) 5(9.4) 14(26.4)
ERITROSIT 3 (42.9) 2 (28.6) 0 2 (28.6)

Megakaryosit, graniilosit ve eritroid seri hakimiyeti gosteren olgular sirasiyla kemik
iligi stromasindaki HE kesitlerde saptanan damar sayisi ile karsilastirildiginda Ki-
kare testi ile sonuglar (p=0.881),(p=0.122), (p=1000) istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (Tablo 4.17).Megakaryosit, graniilosit ve eritroid seri hakimiyeti
gosteren olgular sirasiyla kemik iligi stromasindaki damar alam ile
karsilastirildiginda megakaryosit hakimiyeti olan olgularda damar alaninin daha
genis oldugu saptanmis, Ki- kare testi ile sonuglar tan1 gruplarinda sirasiyla
(p=0.283), (p=1000), (p=0.692) istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo

4.17).

Megakaryosit, graniilosit ve eritroid seri hakimiyeti gosteren olgular kemik
trabekiillerinde kalinlasma ile karsilastirildiginda Ki- kare testi ile sonuglar
(p=0.926), (p=1000), (p=0.664) istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo
4.17).
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Benzer sekilde tiim seriler sirasiyla osteoblastik aktivite artisi ile karsilastirildiginda

sonugclar (p=0.398), (p=1000), (p= 1000) istatistiksel olarak anlaml1 bulunmamustir.

Tablo 4.17. Hakim hiicre stromal degisiklikler arasindaki iliski

HAKIM HUCRE DAMAR ARTISI GENIS GENIS OSTEOBLAST
(%) SINUSLER TRABEKUL ARTISI
(%) (%) (%)
MEGAKARYOSIT 24 (57.1) 25 (59.5) 11 (26.2) 11 (26.2)
GRANULOSIT 29 (53.7) 3 (42.9) 14(25.9) 16(29.6)
ERITROSIT 4 (57.1) 18 (66.7) 1(14.3) 2(28.6)

Caligmaya dahil edilen olgularda kemik iligi araligindaki stromal degisikliklerden
olan damar alani ile immiinhistokimyasal parametreler arasindaki iligki arastirilmis
damar alan1 genisledikge CD105 ile saptanan gen¢ damar sayisinin azaldigi, CD146
ile saptanan matiir damarlarin sayisinin ise arttigi saptanmistir. Mann-Whitney testi
ile (CD105 igin p = 0.031, CD146 i¢in p= 0.073) sonuglar anlamli bulunmustur.
CD34 ile ise istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte yine damar alani
genislemesi ile korele olarak CD34 ile sayilan damar sayisinin artis gosterdigi
izlenmistir (Resim 13a,b,c) (Tablo 4.18). Kemik trabekiil genislemesi ile
immiinhistokimyasal —parametreler arasindaki iliski arastirildiginda  kemik
trabekiillerindeki genislemeye paralel olarak CD105 ile saptanan damar sayisinin
yani gen¢ damar sayisinin ve CD146 ile saptanan matiir damarlarin sayisinin arttigi
saptanmis ve Mann-Whitney testi ile (CD105 i¢in p= 0.011, CD146 icin p= 0.046)
sonuclar anlamli bulunmustur (Tablo 4.18). CD34 ile ise istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte yine kemik trabekiil genislemesi ile korele olarak CD34 ile

sayllan damar sayisinin artis gosterdigi izlenmistir.

Olgularda osteoblastik aktivite ile immiinhistokimyasal parametreler arasindaki iliski
arastirtlmis ve osteoblastik aktivite artisi ile paralel olarak CD105 ile saptanan damar

sayisinin yani gen¢ damar sayisinin artti@i saptanmistir. Mann-Whitney testi ile
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CDI105 igin sonuglar anlamli bulunmustur (p=0.035). CD146 ile ise istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte benzer sekilde osteoblastik aktivite artisi ile
paralel olarak CD146 ile sayillan damar sayisinin artis gosterdigi izlenmistir
(p=0.252). CD34 ile saptanan damar sayisi osteoblastik aktivite artisi ile iliskili
bulunmamastir (Tablo 4.18).

Tablo 4.18. Immiinhistokimyasal parametreler ile kemik iligi stromal degisiklikleri

arasindaki iliski

ANTIKOR GENIS SINUZOIDLER KEMIK OSTEOBLASTIK
TRABEKULLERI AKTIVITE ARTISI
NORMAL | GENIS NORMAL | GENIiS | NORMAL | ARTMIS
CD34 158.73 183.6 167.87 184.11 176.39 161.78
CD105 58.20 75.54 61.02 85.94 62.23 80.36
CD146 53.06 63.71 51.74 78.64 53.64 71.31

Calismaya dahil edilen vakalarda JAK2 mutasyonu ile hastalarin yas (p=0.855),
cinsiyet (p=0.491), splenomegali varlig1 (p=0.491), tan1 biyopsileri sirasindaki kan
beyaz kiire, hemoglobin ve trombosit diizeyleri, kullanilan immiinhistokimyasal
parametreler, hakim hiicre arasindaki iliski arastirilmis (p=0.816) ve sonuglar

istatistiksel acidan anlamli bulunmamagtir

Ayrica vakalarda JAK2 mutasyonu ile megakaryosit boyutu (p=0.987), megakaryosit
(p=0.491), (p=0.245),
megakaryosit lokalizasyonu (p=0.637) , megakaryositlerdeki kiimelenme (p=0.493)

maturasyonu megakaryositlerde niikleer lobiilasyon

arasinda istatistiksel agidan iligki bulunmamastir.

Vakalarda JAK2 mutasyonu ile graniilositer serideki olgunluk (p=0.120),
graniilositer seride lokalizasyon (p=0.746), eozinofil l6kosit artis1 (p=0.264)

arastirilmig ve yine istatistiksel agidan anlamli bulunmamastir.

Vakalarda JAK2 mutasyonu ile eritroid serideki olgunluk (p=0.929), eritroid serinin
kemik 1iligi araligindaki lokalizasyonu (p=0.394) ve eritroid seride kiimelenme

(p=0.639) arasinda istatistiksel agidan anlamli iliski bulunmamustir.
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Mutasyonun ayni zamanda stromal degisiklikler ile karsilastirilmasinda da anlamh
sonugclar elde edilememistir.

Resim 1 (p.08764.08)- ET olgusunda izlenen

Resim 2(p.3695.07)- PMF olgusunda geng
normoselltler kemik iligi biyopsi 6rnegi

granulositer seri artigl

A

A

O

Resim 3 (p.9542.09)- PV olgusunda izlenen
eritroid seri artisina bagh M/E oranda azalma

""t, / W
QT2 | MY 22
Resim 4a (p.04031.08)- ET Resim 4b (p.05661.07)- ET Resim 4c (p.33713.05)- PMF
olgusunda grade | retikdilin lif olgusunda grade I! retiklin lif olgusunda grade Il retikdlin lif
artisi artisi artisi ve kollajen varligi
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Resim 5(p.33177.05)- PV olgusunda izlenen Resim 6 (P.12814.07)- ET
genislemis sinliizoidler ve komsulugunda olgusunda izlenen lenfoid nodul
artmis megakaryositler

Resim 7a(p.03848.07)- PMF olgusunda artmis Resim 7b (p.18207.06)- PMF olgusuna
vaskdler yapilar ve genislemis kemik trabekdlleri ait biyopsi 6rneginde artmis displastik
megakaryositler ve geniglemis kemik
trabekdalleri

Resim 7c (p.05129.07)- PMFolgusunda izlenen yeni Resim 8a (p.01320.07)- ET olgusunda
kemik olugumu, osteoblastik aktivite artisi géstergesi izlenen h|per|0bu|e megakaryosit|er ve gey|k
kalin kemik trabekdlleri ve artmis vaskuler yapilar boynuzu seklinde dev megakaryosit (ok)
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Resim 8b (p.8764.08)- ET olgusunda izlenen Resim 8c (P.15821.07)- ET tanili hastanin kemik
granulositer serinin geng formlari ve hiperlobile iligi biyopsisinde izlenen armis bayik

dev megakaryosit megakaryositler

Resim 9a (p.3695.07)- PMF olgusuna ait Resim 9b (p.04031.08)- ET olgusunda izlenen
biyopsi 6rneginde paratrabekuler alanlara artmis megakaryositler

yaklasmis siki kiimeler olugturan
megakaryositler

Resim 10a (p.13070.08)- ET tanili olguya ait Resim 10b (P.3695.07) PMF tanili hastanin biyopsi
gevsek kimelenme yapan megakaryositler orneginde siki kiimeler yapmis megakaryositler
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Resim 11a (P.33177.05)- PV olgusuna ait Resim 11b (P.08028.08)- PMF tanili hastanin
kemik iligi biyopsi 6rneginde hiperloblle biyopsi 6rneginde izlenen immatiri displastik
megakaryositler (ok) megakaryositler
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Resim 11c (P.08623.08)- PMF olgusuna ait biyopsi Resim 12 (p.18403.07)- ET olgusuna ait biyopsi
orneginde izlenen displastik megakaryositler (ok- drneginde izlenen artmis eozinofil I6kositler
ciplak megakaryositler)

Resim 13a (p.06672.08) ET olgusunda CD34 ile Resim 13b (P.21005.05) CD 105 ile boyanan
boyanan geniglemis sintzoidler geng¢ damarlar
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Resim 14a (P.06672.08)- ileri evre PMF
olgusunda izlenen CD 146 pozitif vaskiler

Resim 13c (P.23906.05) PV olgusunda CD146 ile
matir damar duvarlarinda boyanma

yapilar

Resim 14b(p.03695.07)- PMF olgusunda izlenen

artmis ve geniglemis vaskuler yapilar
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5. TARTISMA

Bcr Abl negatif kronik miyeloproliferatif neoplaziler multipotent kok hiicrelerin bir
veya birkag¢ kan hiicre serisine farklilasarak gogalmasi ile karakterli neoplazilerdir.
Bu grup neoplaziler iginde en sik gozlenen polisitemia vera (PV), esansiyel
trombositemi (ET) ve primer miyelofibrozis olmak iizere ti¢ ana baslik altindaki

neoplazilerde histopatolojik ve klinik ortiisen 6zellikler gostermektedir (57).

/ 1.Sellllarite
Artmis Artmis Normal
PV KMPH _ EIT
Pleomofizim gosteren Maturasyon defektif 2 MegakaryOSItler Buyuk hiperloble
hiperlobiile nulkleuslu l ﬂﬂklk‘uslar
Artmis Normal/ Azalmis 3. Eritropoez Normal
Sola kayma Artmig 4. Graniilopoez Normal
5.Myelofibroz Norml
Normal Normal  Artmis
| | |
PV IMF-0 IMF-1 ET

Sekil 5.1. MPN gurubu neoplazilerin morfolojilerine gore smiflandirilmasi.
(Kvashnicka H. M, Thiele J. 2007;74:63-71)

Polisitemia vera ¢alisma gurubu (PSVG) tarafindan belirlenen kriterler ET olgularini,
trombositemi ile iligkili erken evre PV ve prefibrotik PMF olgularindan ayirmak igin
yeterli degildir. PSVG klinik kriterleri ileri evre PV olgular1 i¢in tanisal anlam

tasimaktadir. DSOniin (DSO) MPN gurubu neoplaziler i¢in belirledikleri kemik iligi
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morfolojik kriterleri ET, PV, prefibrotik ve fibrotik PMF icin tanisal agidan oldukga
gelismis kriterlerdir. Bu iki kriter gurubunun da yetersiz kaldigi olgular
bulundugundan yenilenmis biyolojik ve molekiiler belirteclar1 da degerlendirme
kapsaminda bulunduran Avrupa Klinik ve Patolojik (ECP) kriterleri glindeme
gelmistir. ECP kriterleri ile gercek ET olgularinin erken evre PV olgularidan ayrima,
ET olgularinin trombositemi ile prezente olabilen PMF olgularindan ayriminin

miimkiin olabilecegi savunulmustur (100)

Ancak sonug olarak tiim bu Olgiitlerin degerlendirilmesi ile bile klinik, laboratuar,
morfolojik ve molekiiler olarak ¢ok fazla benzerlik gosteren ve ortiisen MPN gurubu
neoplazilerm ayrimi giintimiizde hala gii¢lilk yaratmaktadir. Bu nedenle kronik
myeloproliferatif neoplazilerin gerek alt tiplendirmesinin yapilmasi ve gerekse
reaktif graniilositik, eritroid ve megakaryositik hiperplaziden ayirmak amaciyla
molekiiler degerlendirmelerin yani1 sira morfolojik kriterler tanimlanmistir (101).
Ancak tanimlanan bu morfolojik parametreler tanisal neoplazilera 6zgiin degildir.
Megakaryosit morfolojisi, dagilimi diger serilerin olgunluk dereceleri ve
lokalizasyonlari, stromal degisiklikler gibi parametrelerin klinik bilgilerle
birlestirilerek alt tiplendirme daha dogrudur. Bu hastalik siireclerinde kemik iligi
araligi mikrogevre degisiklikleri veya stromal degisikliklerin, tanisal acidan
Oneminin arastirtlmasi amaclanmistir.  Bu amagla tiim klinik ve patolojik

parametreler ile mikrogevrede 6zellikle vaskiiler yapilarin iligkisi arastirilmstir.

Calismaya dahil edilen 12 K, 11 E ve ortalama yas1 56.3 olan toplam 23 ET, 8 K, 7 E
ve ortalama yas1 57,3 olan toplam 15 PV ve 19 K, 8 E ortalama yas1 48.3 olan toplam
27 PMF olgusu arasinda gerek tani ve yas, gerekse tan1 ve cinsiyet arasinda anlamli
bir farklilik bulunmamakla birlikte PMF i¢in yas ortalamasinin diger iki hastalik
gurubuna oranla biraz daha kiigiik oldugu saptanmistir. Mevcut literatiir ve kaynak
kitaplarda da benzer sekilde ph negatif MPN gurubu hastalarin yas ve cinsiyetleri ile
tanilar1 arasinda anlamli bir iliskiden bahsedilmemektedir. ET diger ph negatif
MPN’lerden farkli olarak belirgin artmis trombosit seviyeleri ile karakterlidir. ET
tanili olgularda agirlikli olarak izlenen tromboz ve hemoraji gibi komplikasyonlarin
nedeni de budur. Tanimlanan komplikasyonlar 6zellikle trombosit seviyesi 500x10

tizeri 9 /I seviyesinin Tlzerindeyken goriilmektedir (102,103,104). Bizim
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calismamizda da ET olgularinda izlenen trombosit seviyesi ortalama degeri 807
olarak bulunmus, PV ve PMF olgularina gore istatistiksel olarak da anlamh
trombosit artis1 saptanmistir. Sonuglarimiz trombosit seviyeleri ile ilgili mevcut
literatiir bilgileri ile ortlismektedir. Ancak unutulmamasi gereken bir nokta artmis
trombosit seviyelerinin erken evre PV ve prefibrotik PMF olgularinda da

izlenebilecegi gergegidir.

Ph (-) neoplaziler gurubunda 6zellikle 2004 yilindan sonra JAK2 mutasyonu varligi
giindeme gelmistir. Yapilan ¢alismalarda JAK2 V617F mutasyonunda kalitatif ve
kantitatif degisikliklerin myeloproliferatif hastaligin fenotipi ile iligkili olabildigi ve
homozigot JAK2V617F mutant eritroid seri kolonilerinin PV hastalarinin biiyiik
kisminda izlendigi ancak diisiik JAK2 V617F allelinin ET hastalarinda goriildiigii
saptanmistir (105). JAK2’deki bu fonksiyon kazanimli nokta mutasyonu PV
hastalarinin % 90-95’inde, ET hastalarinin % 30-40’inde, PMF hastalarinin % 40-
50’sinde gosterilmistir (106,107). Ozellikle PV hastalar1 olmak iizere ET ve PMF
gibi MPN’lerin biiylik cogunlugu JAK2V617F (+) olmakla birlikte MPN olgularinin
bir kism1 JAK2V617F (-) de olabildigi bilinmektedir (108,109). Calismamizda MPN
hasta gruplarinda JAK2 mutasyonu varligi agisindan istatistiksel agidan anlamli bir
fark bulunmamakla birlikte bu sonucun sinirli hasta sayisina bagli oldugu yorumu
yapilmustir. JAK-2 mutasyonu tanilar i¢inde %66.7 gibi bir deger ile en fazla PV
olgularinda bulunurken, %6 degeri ile en diisiik ET olgularinda saptanmistir. Bu
oranlarin literatiir bilgilerine gore diisiik olmasinin, olgulara ait JAK2 mutasyon
sonuglarinin hastalara ait dosya arsivlerinden edinilmis olmasi ve buna bagh
incelemelerin farkli zaman dilimlerinde neoplazilerin farkli asamalarinda ve kismen
tedavi altinda iken yapilmis olmasi, degerlendirilmelerinde farkli ydntemlerin
kullanilmasi, bagli oldugu diisiiniilmiistiir. Bu testlerin yeniden bu materyal ile
duyarli  yontemler kullanilarak  incelenmesinin  bu oranm1  degistirecegi
ongoriilmektedir. JAK2 pozitif ve negatif MPN vakalar1 arasinda yapilan laboratuar
ve klinik parametrelerin karsilastirildigr biiyiik kohort ¢alismalarinda ¢ok da anlaml
farklar olmadig1 saptanmis ve bu sonug arastirmacilart JAK2 (-) MPN hastalarinda
mevcut baz1 somatik mutasyonlarin JAK?2 sinyalini aktive ettigi ve JAK2 (+) benzeri
tablolart ortaya cikardigi hipotezi yoniinde diisinmeye sevk etmistir (110). JAK2

mutasyonunun klinik olarak MPN hastalarinda tromboz, myelofibroz ve 16semik
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transformasyonla iligkisi bilinmemekle birlikte, yakin zamanda yapilan c¢aligmalar
gostermistir ki; 10kositoz MPN hastalarinda tromboz i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir
(111,112). JAK2 V617F + ET hastalarinda belirgin notrofil artisinin izlenmesi
nedeniyle JAK2 V617F mutasyonu ile nétrofil aktivasyonu ve dolayisiyla tromboz
arasinda iliski bulunmaktadir (113). Calismamizda JAK2 mutasyonu ile laboratuar
parametreleri arasindaki karsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde
edilememekle birlikte literatiire benzer sekilde 16kosit diizeylerinde artis saptanmis
ancak trombosit seviyeleri ile ilgili benzer sonuca ulasilamamistir. Dokuzuncu
kromozomun kisa kolunda (9p) bulunan sitoplazmik tirozin kinaz Janus kinaz 2
(JAK2) genine yonelik bir calisma ile MPN’lerde hematopoietik progenitor
hiicrelerin  biiyiime faktorleri ve diger sitokinlere olan asir1 duyarliligi
aciklanabilmektedir (114,115). JAK2 genindeki bir mutasyonun fare modellerinde
stirekli tirozin fosforilasyon aktivitesine yol acarak sitokinlere asiri duyarlilik ve
eritrositozu indiikledigi gosterilmistir (115). JAK2 mutasyonu varliginda miyeloid

ve eritroid hiicreler de ¢ok belirgindir (115).

B hiicresi, T hiicresi ve NK hiicresi (lenfoid hiicreler) serilerinde mutasyon varligi ise
halen bir tartisma konusudur (111,116). Calismamizda literatiire benzer sekilde
JAK? pozitif olgularda myeloid seri artis1 belirginken, literatiire aykir1 olarak eritroid
seride artisa raslanmamistir. MPN tanist olan 115 hastanin dahil edildigi bir
calismada JAK2 mutasyonu megakaryositlerde granulositlerden bir miktar daha

yiiksek saptanmistir (117).

Mutasyonun Epo’dan bagimsiz cogalan eritroid kolonilerde bulunmasi biiylime
faktorii asirt duyarliligi ile iliskisini ortaya koymaktadir (59). JAK2 V617F
mutasyonunun KML, MDS, kronik miyelomonositik 16semi, sistemik mastositoz,
kronik notrofilik 16semi gibi diger kronik miyeloid bozukluklarda ¢ok nadir olmakla
birlikte, MPN sonrasi ortaya ¢ikan AML hastalarinda bulunabilmesi mutasyon ile
klasik BCR/ABL negatif MPN’ler arasinda spesifik bir baglantiya isaret eder (118).
Sonug olarak bu mutasyonun varlig1 ve yoklugunun gdésterilmesi PV ile sekonder
polisitemi, ET ile reaktif trombositoz (RT) ayrimi agisindan degerlidir (106). PV
tanist olan 63 hastanin ekzon 14 mutasyonu agisindan incelendigi bir ¢alismada

mutasyona 58 hastada (% 92) rastlanirken, mutant olan bu hastalarin 13’iinde (% 22)
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mutasyonun homozigot oldugu gozlenmistir (119). Homozigot olgular geriye kalan
45 heterozigot olguyla karsilastirildiginda, bu olgularda kasinti yakinmasinin daha
sik, hemoglobin seviyelerinin daha yiiksek, fibrozis gelisim oraninin artmis ve
periferik kandaki granulositlerde PRV-1 transkript seviyelelerinin daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte homozigot ve heterozigot hastalar arasinda
hastalik siiresi, tromboz ve kanama insidanslar1 arasinda anlamli fark bulunmamastir.
Bunun sonucunda tiim PV hastalarinin kromozom 9p24 boélgesinde lokalize olan
JAK2 geninde ekzon 14 veya 12 olmak iizere mutasyon varliginin olabilecegi 6ne
striilmistiir (120). Baska bir ¢alismada JAK2 V617F mutasyonu periferik kandaki
granulositler yerine BFU-E hiicrelerinde incelendiginde, PV tanis1 olan 17 hastanin
tamaminda mutasyonun homozigot oldugu, ET tanis1 olan 15 hastanin ise higbirinde
homozigot mutasyonun bulunmadig goriilmiistiir (121). PV tanisi olan 114 hastanin
incelendigi bir ¢alismada ise 111 hastada (%97) V617F ekzon 14 mutasyonu pozitif
iken, geriye kalan 3 hastada ise ekzon 12 mutasyonu izlenmistir.

Caligmamizda JAK2 mutasyonu saptanan hastalarda klinik, laboratuar parametreler
ve morfolojik 6zellikler karsilastirilmistir. Jak mutasyonu varlhigi ile yas, cinsiyet,
splenomegali arasinda istatistiksel olarak anlamli bir dagilim bulunmamistir. Ancak
genel olarak splenomegalisi olan olgularin %68.3 kadarinda JAK2 mutasyonunun da
eslik ettigi dikkati ¢ekmistir. Bu sonu¢ JAKZ mutasyonunun en az goriildiigi MPN
grubu olan ET olgularinda splenomegalinin de ¢ok fazla beklenen bir toblo olmamasi
ile de uyumludur. Calismamizda ayrica megakaryositlerde niikleer lobiilasyon,
lokalizasyon, matiirite ve kiimelenme, granulositer seri ve eritroid seride olgunluk,
matiirite ve lokalizasyon gibi morfolojik parametreler ile JAKZ mutasyonu
arasindaki iliski aragtirilmis ve anlamli bulunmamigtir. Damar sayis1 ve damar alani
ile JAK2 mutasyonu arasinda iliski bulunmamakla birlikte genel olarak damarlarda
genislemenin JAK2 mutasyonu negatif olgularda daha fazla oldugu saptanmistir.
Perivaskiiler plazma hiicreleri ve reaktif lenfoid nodiil varlig: ile JAK2 mutasyonu
arasinda iliski bulunmamistir. JAK2 mutasyonu ve ¢aligmamizda vaskiiler yapilari
degerlendirmek amaciyla kullanilan immiinhistokimyasal belirtecler olan CD34,
CDI105 ve CDI146 ile elde edilen damar oranlar1 arasinda anlamli bir iliski
izlenmemistir. Stefan ve arkadaslarinin PMF olgular {izerinde yaptiklar1 bir

calismada JAK2 pozitif ve negatif tim PMF olgularinda splenomegali ve fibrosis
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derecesinin benzer oldugunu saptanmistir (121). Bu calisma sonuglart bizim
calismamizin sonuglarint da desteklemektedir. JAK2 mutasyonu varliginin bu

neoplazilerda belirgin bir morfolojik parametre ile iliskili olmadigi anlasilmaktadir.

MPN gurubu hastalarda splenomegali nedeninin ekstramediiller hematopoez oldugu
bilinmektedir. Ekstramediiller hematopoez kemik iligi fibrozisi ile artis gosterir.
Klinik olarak splenomegali takibinin hastalik ilerlemesinin degerlendirilmesi veya
tedaviye yanitin degerlendrilmesi i¢in de kullanilmasi kismen miimkiindiir. Bu
bilgiler esliginde ¢calismamizda PMF tan1 gurubunda daha belirgin olmak iizere her
tic tan1 gurubunda da splenomegali izlenmis olmasi neoplazilerm biyolojileri ile

uyumludur.

Calismaya dahil edilen vakalarda splenomegali varligi ve kemik iligi araligina
hakim hiicreler arasindaki iliski arastirildiginda sonuglar istatistiksel olarak anlamli
bulunmakla birlikte genel olarak degerlendirildiginde splenomegalisi olan vakalarda
kemik iligi araligindaki hakim hiicrenin graniilositer ve megakaryositer seriye ait
oldugu saptanmistir. Splenomegalinin en fazla PMF olgularinda izlenmesi ve bu tani
gurubunda hakim hiicre olarak megakaryositer ve graniilositer serinin bulunmasi
gerce8i, bu sonuglar ile oOrtiisiir niteliktedir. Bu ozellikler splenomegalinin bu
neoplazilerda gelisim sebebi ile iligkilendirildiginde, en ¢ok ve en hizli kemik iligi
fibrozisinin bulundugu grupta goriilmesinin yiiksek olmasi beklenen bir durumdur.
Kemik iligi fibrozisinin en fazla goriildiigi durumlarda da buna megakaryosit artisi
eslik etmektedir. Dolayisiyla megakaryosit ve graniilosit artisi ile splenomegali
iliskisi beklenen bir durumdur. Ayrica splenomegalili hastalarda kemik iligi
selliilaritesinin, splenomegalisi olmayan olgulardakine oranla artmis oldugu

saptanmistir.

Olgularda splenomegali varliginin, megakaryosit matiiritesi, niikleer lobulasyonu,
kiimelenmesi ve lokalizasyonu gibi morfolojik parametrelerle arasindaki iliski
arastirilda, splenomegalisi olan vakalarda daha ¢ok gen¢ megakaryositer seri
elemanlarinin hakim oldugu goriilmiis, splenomegalisi olan ve olmayan vakalarda
megakaryositer seride niikleuslarin daha ¢ok hiperlobiile oldugu ve biiyiikk oranda

intertrabekiiler yerlesimli oldugu saptanmistir. Splenomegalisi olan olgularda
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megakaryositlerde belirgin kiimelenme artis1 saptanmistir. Splenomegalinin PV ve
PMF olgularinda daha siklikla goriildiigii ger¢egi géz Oniinde bulunduruldugunda

sonuglarin ¢ok da sasirtici olmadigi diistiniilmiistiir.

Splenomegalisi olan olgularda stromal degisiklikler degerlendirildiginde ise damar
sayisinda artis ve damar alaninda genisleme saptanmis, stromal lenfoid nodiil varlig
ve perivaskiiler plazma hiicrelerinde artisin splenomegali ile iliskisiz oldugu
sonucuna varimustir. Splenomegalisi olan olgularda retikiilin 1if varhig
degerlendirildiginde ise splenomegalisi olmayan olgularda grade 1 ve 2 retikiilin lif
artis1 izlenirken, splenomegali saptanan olgularda grade 2 ve 4 lif artiginin belirgin
oldugu tespit edilmistir. Yani splenomegalisi olan olgularda artmis retikiilin lif
varligr saptanmistir. Kemik trabekiillerinde kalinlasma, yeni kemik yapimi ve
osteoblastik aktivite artisi, splenomegali ile iliskilendirilememis, laboratuar
parametreleri ve Thiele calismasinda kemik iligi stromast ile ilgili olarak retikiilin lif
varligini degerlendirmis ve retikiilin lif artisinin ge¢ donem PMF olgularinda belirgin
oldugunu saptamigtir. Tiim bu bulgular kemik iligi fibrozisi ve artan ekstramediiller
hematopoez nedeniyle gézlenen splenomegalinin kemik iligindeki fibrozis ile iliskili

parametrelerle uyum bulundurmasini agiklamaktadir.

Kemik iligi selliilaritesi ile retikiilin lif artis1, damar sayisi, damar alani gibi stromal
degisiklikler, hematopoetik seriye ait elemanlarin her biri ve laboratuar parametreleri
arasindaki iliski degerlendirildiginde ET tanili olgularda kemik iligi selliilaritesi
%85.65 degeri ile en diisiik olarak saptanmis, ET-PV ve ET-PMF arasinda esansiyel
trombositemide az olmak {izere selliilarite agisindan belirgin farklik izlenmistir. PV-
PMF olgularinda benzer selliilarite degerleri saptanmustir. Sonuglar literatiirde
tanimlanan ET olgularinda genel olarak selliilaritenin normal olmasi1 ve bunun tanisal
acidan olduk¢a Onemli oldugu bilgisine (128) paraleldir. Retikiilin lif varlig
selliilarite agisindan 6zellikle grade 2 ve grade 4 fibrozis gosteren vakalar arasinda
anlamli farklilik gostermektedir. Bu iki grup arasinda retikiilin artisi ile selliilaritenin
de arttig1 izlenmistir. Ayrica GR1 ve GR4 arasinda da istatistiksel olarak anlamli

olmamakla birlikte retikiilin lif artis1 ile selliilarite arasinda dogru orant1 goriilmiistiir.
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Kemik iligi mikrogevresi hematopoetik  hiicrelerin  proliferasyonu  ve
diferansiasyonunda olduk¢a onemli bir role sahiptir. Mikrogevre nonhematopoetik
mezensimal orijinli stromal hiicreler, ekstraseliiler matriks komponentleri ve
hematopoetik biiylime faktorlerinin sentezinde etkili stromal makrofajlar1 da igeren
kompleks bir sistemdir (129). Bu gibi nedenlerle kemik iligi mikrogevresi daha ileri
incelemeyi hak etmektedir. Thicle 46 vakalik PMF olgusu iizerinde yaptigi ve
stromal degisiklikleri de degerlendirdigi bir caligmasinda perivaskiiler plazma
hiicreleri, reaktif lenfoid nodiiller, damar dansitesi, retikiilin lif varligr ve
osteosklerotik degisiklikler gibi stromal degisiklikleri degerlendirmistir(130). Bu
calismasinda perivaskiiler plazma hiicrelerini hafif artmis olarak saptamis, benzer
sekilde reaktif lenfoid folikiilleri hafif artmis olarak bulmus ve sadece 1 vakada ¢ok
belirgin lenfoid nodiil izlemistir. Retikiilin 1if varligi degerlendirmesinde ise
olgularin yarisindan fazlasinda grade 1 retikiilin lif artis1 izlemis ve daha az oranda
grade 2 ve 3 retikiilin lif varligi tesbit etmistir. Osteosklerotik degisiklikler agisindan
yaptigi morfolojik degerlendirmede ise 46 olgunun sadece 12 kadarinda hafif
trabekiil kalinlagmasi saptamis, olgularin biiyiik kisminda kemik trabekiillerinin
normal morfolojide oldugunu izlemistir. Damar dansitesi ile ilgili belirgin degisiklik
izlememekle birlikte olgularin 19 kadarinda hafif ve orta siddette dansite artisi
saptamistir (130). Bizim c¢aligmamizda damar sayist ve damar alami ayri ayri
degerlendirilmis ve gerek damar alani gerekse damar sayisinda artisin istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte PMF olgularinda daha fazla oldugu saptanmuistir.
Calismamizda stromal lenfoid nodiil MPN olgularinda ¢ok nadir izlenmis literatiirde
belirtildigi gibi PMF olgularinda belirgin bir farklilik gostermemistir. Perivaskiiler
plazma hiicreleri ¢alismamizda genel olarak normal smirlarda izlenmis, PMF
olgularinda minimal farkla her {i¢ olgu gurubunda da ¢ok hafif artis saptanmistir.
Thiele’nin calismasina benzer sekilde bizim vakalarimizda da stromal retikiilin
varliginin PMF olgularinda biiyiik oranda grade 2 ve iizerinde oldugu saptanmustir.
Calismamizda her {i¢ tan1 gurubunda da kemik trabekiillerinin genel olarak normal
oldugu izlenmis ancak PMF olgularinda hafif de olsa trabekiil genislemesi tesbit
edilmistir. Calismamizda ayrica osteoblast artis1 da degerlendirilmis ve PMF ve PV

olgularinda benzer oranlarla ET olgularindan gorece fazla osteoblast varligi tesbit
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edilmistir. Bu sonuglar PV ve 6zellikle PMF olgularinda izlenen artmus retikiilin lif

varliginin sonucunda beklenebilecek stromal degisikliklerdendir.

Calismaya dahil edilen vakalarda tanidan bagimsiz olarak stromal retikiilin lif varlig
ile vaskiiler yapilarin sayist ve olgunlugunu belirleyen immiinhistokimyasal
parametreler karsilastirildiginda  her li¢ immiinhistokimyasal belirteg ile armis
retikiilin lif varligi iligkili bulunmus . Retikiilin lif artis1 ile damar sayis1 ve genisligi
nin korele oldugu izlenmistir. Retikiilin lif varligi, damar sayis1 ve alani arasindaki
iligki literatiirde bu her iki stromal degisikligi de biinyesinde bulunduran bir MPN
tan1 gurubu olan PMF iizerinde calisilmistir. PMF I6koeritroblastozis, gozyasi
damlas1 seklinde kirmizi kan hiicreleri, kemik iliginde ve periferde degisik
derecelerde artmis fibrozis, splenomegali ve ekstramediiler hematopoez ile
karakterize Ph (-) MPN gurubu bir hastaliktir (131,132). Tek kiiratif tedavi sekli kok
hiicre transplantasyonudur (133). PMF olgularinda sayica artmig ve anormal
morfolojide megakaryositlerin ~ varligi tamisal agidan olduk¢a Onemlidir.
Megakaryosit artiginin biyolojik temelleri heniiz agiklanamamistir ancak bilinen bir
nokta vardir ki o da megakaryositlerin lokal olarak salgiladiklar1 bir takim
sitokinlerle kemik iligi fibrozisine ve anjiogeneze neden olduklar1 gercegidir (134).
TGF-beta ekstraselliiler matriks yapimi, anjiogenez ve fibrozis gelisiminde oldukca
onemli bir sitokindir (135). PDGF, basic FGF ve VEGF artmis damar dansitesi ve
fibrozisin diger araci sitokinleridir (136). Goriildiigii tizere sonuglar stromal retikiilin

lif miktar1, damar say1 ve genisligi arasinda uyumlu goriinlimdedir.

Kronik myeloproliferatif neoplazilerin gerek alt tiplendirmesinin yapilmast ve
gerekse reaktif graniilositik, eritroid ve megakaryositik hiperplaziden ayirmak
amaciyla sitogenetik degerlendirmelerin yam1 sira bazi morfolojik kriterlere
gereksinim duyulmus ve MPN gurubu neoplazilerda hastaliga spesifik karakteristik
paternler yaratmak amactyla kemik iligi morfolojik 6zelliklerini standardize etmek
icin genel bir egilim olugsmaya baslamis ve bu teknigin yeni gelistirilen ilaglarin
etkisini yansitan diger 6zellikler gibi tedavi iliskili etkileri tespit etmek i¢in de uygun
oldugu sonucuna varilmistir (137). Bu kapsamda fibrosis varligt da mutlaka
degerlendirilmelidir (138,139,140). Literatiirde kemik iligi selliilaritesinin yasa bagh

olarak degisiklikler gosterdigi vurgulanmis ve (141,142) seliilarite yani sira
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graniilositopoez ve eritropoezdeki sola kayma ve matiirasyon defektleri,
megakaryopoez ve myeloid stromada yani kemik iligi stromasindaki retikiiler liflerin
varligi, lenfoid nodiiller ve demir depozitlerinin MPN gurubu neoplazilerin
ayriminda g6z Oniinde bulundurulmasi gereken morfolojik 6zellikler oldugu

saptanmistir (101).

Thiele ve arkadaslarinin ¢alismasinda seliilarite normal, hafif artmis, orta derecede
artmis, cok artmis, hafif azalmis, orta derecede azalmis, ¢ok azalmis seklinde
degerlendirilmis ve bodylece degerlendiriciler arasi farkliliklar en aza indirilmeye
calisilmig  (101). Bahsedilen c¢alismada megakaryopoez degerlendirilirken
megakaryositlerin boyutu, matiirasyon defekti, niikleer lobulasyon ve niikleusun
kiigiiliip kompakt hal almasi1 gibi parametreler gz 6niinde bulundurulmustur (101).
Thiele ph negatif MPN hastalik gurubunda yaptigt morfolojik degerlendirme ve
standardizasyon c¢aligmasinda alt tiplerden bagimsiz olarak yaptig1 ilk
degerlendirmesinde hastalarin biiylik ¢ogunlugunda selliilaritede hafif artis izlemis,
bizim c¢alismamizda selliilarite ET tan1 gurubunda daha az olmak iizere tiim olgularda
selliilarite artis1 tesbit edilmistir. PV ve PMF olgularindaki selliilarite artisi benzer
oranlardadir. Thiele megakaryosit degerlendirmesinde siki ve gevsek kiimelenmede
hafif artis, mikro ve dev megakaryositlerde her ikisinde de hafif artis ve maturasyon
defektinde hafif artis izlerken, niikleer lobulasyonda azalma tesbit etmistir.
Graniilositer seride genel olarak maturasyon defekti izlememis, hafif sola kayma
tesbit etmistir. Eritroid seride ise maturasyon defekti ve sola kayma izlememistir.
Yine stromal degisiklikler tizerindeki morfolojik degerlendirmesinde Thiele retikiilin
lif artis1, lenfoid nodiil veya demir depozitleri artist agisindan anlamli sonuclara

ulasamamustir (101).

Thiele alt tipleri referans alarak yaptig1 degerlendirmesinde ise, megakaryositer
seride matilirasyon defektlerini agirlikli olarak PMF olgularinda izlemis, niikleer
lobulasyon artisin1 ise PV ve ET olgularinda saptamistir. Bizim c¢aligsmamizda da
benzer sekilde maturasyon defekti PMF olgularinda izlenmis ve niikleer lobulasyon
artis1 ise PV ve ET olgularinda saptanmistir. Ayrica megakaryositleri boyut agisindan
degerlendirdiginde ET disindaki MPN olgularinda megakaryositlerin kii¢iik boyutlu

oldugunu saptamistir. Bizim ¢aligmamizda ise genel olarak MPN olgularinda %52,3
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orani1 ile megakaryosit boyutunda hafif artis izlenmis alt tipler goéz Oniinde
bulunduruldugunda ise PMF olgularinda megakaryosit boyutunda artisin en fazla
olugu, PV olgularinda kii¢iik boyutlu megakaryositlerin hakim oldugu izlenmis ve
ET tanili hastalarda ise megakaryosit boyutunda anlamli bir farklilik bulunmadig
saptanmistir. Bizim c¢alismamizda da Thiele’nin degerlendirmesine benzer sekilde
megakaryositer seri PMF olgularinda belirgin olarak artmis bulunmustur. Bizim
calismamizda ayrica megakaryositlerin lokalizasyonu iizerinde de degerlendirme
yapilmis ve megakaryositleri intertrabekiiler veya paratrabekiiler yerlesimleri
acisindan da degerlendirilmistir. Sonugta megakaryositlerin ¢ok biiylik oranda
intertrabekiiler yerlesim gosterdigini gézlemlenmis ve istatistiksel agidan anlamli
olmamakla birlikte PMF olgularinda paratrabekiiler lokalizasyonun daha fazla

oldugu saptanmistir (101).

Thiele ¢aligmasinda graniilositer seride sadece sola kaymayi degerlendirmis ve PV
olgular1 ile PMF erken doneminde sola kaymanin bulundugunu, ET olgularinda ise
sola kayma bulunmadigini saptamistir. Bizim ¢alismamizda graniilositer seri ile ilgili
olgunluk, lokalizasyon, matiirite ve eozinofil miktar1 olmak iizere cok sayida
parametre tizerinde calisilmis ve olgunluk acisindan degerlendirildiginde basta PMF
olmak iizere PMF ve ET olgularinda gen¢ formlarin daha fazla oldugu ancak PV
olgularinda matur graniilositer seri elemanlarinin artmis oldugu saptanmistir.
Grantilositer seride lokalizasyon acisindan yaptigimiz degerlendirmede ise genel
olarak tiim alt tiplerin intertrabekiiler yerlesim gosterdigi izlenmis, PMF olgularinda
paratrabekiiler lokalizasyonda gorece artis saptanmistir. Eozinofil 16kositlerin miktar
olarak degerlendirilmesinde istatistiksel ac¢idan anlamli olmamakla birlikte ET
olgularinda %43.5 gibi bir oranla eozinofil 16kosit artist bulunmustur(101). Thiele
caligmasinda eritroid seri ile ilgili olarak sola kayma ve kantiteyi degerlendirmis ve
her iki parametrenin de PV olgularinda belirgin oldugunu saptamistir. Bizim
calismamizda yine eritroid seride lokalizasyon, olgunluk ve kiimelenme gibi ¢ok
sayida parametre lizerinde calisilmistir. Eritroid seride olgunluk en fazla PV
olgularinda izlenmis, lokalizasyon agisindan her ii¢ grupta farklilik bulunmamakta
olup eritroid serinin agirlikli olarak intertrabekiiler yerlesim gosterdigi izlenmistir.
Kiimelenme agisindan bakildiginda ise PV basta olmak iizere her ii¢ grupta da

eritroid seride belirgin kiimelenme izlenmistir (101). Calismamizda hakim hiicreler
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megakaryositer seri, graniilositer seri ve eritroid seri olarak yeniden toplam degerler
aliarak hesaplanmig ve her serinin hakim oldugu vakalarda retikiilin lif artig1, damar
sayisi, damar alan1 gibi stromal degisiklikler, splenomegali, JAK2 mutasyonu,
laboratuar ve immiinhistokimyasal parametrelerin her biri ile karsilastirilmis ve
anlamlilik degerleri iizerinde durulmustur. Bu sekliyle megakaryosit hakimiyeti
gosteren olgularda kemik iliginde grade 2 ve iizeri retikiilin lif varlig1 izlenmis,
damar alaninda artis saptanmis, damar sayisi, osteoblastik aktivite artis1 ve yeni
kemik yapimi gibi parametrelerle megakaryosit hakimiyeti arasinda istatistiksel
acidan anlamli olmamakla birlikte hafif de olsa pozitif korelasyon izlenmistir.
Megakaryositer seri hakimiyeti gosteren olgularda periferik kanda trombosit artisi
izlenmis ve stromal damarlar1 degerlendirmek i¢in kullanilan immiinhistokimyasal
parametrelerle saptanan damar sayisinda artis saptanmustir. Literatiirde tanimlandigi
sekliyle ET histolojik 6zellikler agisindan oldukg¢a heterojen bir tan1 gurubudur. Bu
nedenle reaktif trombositemi nedenleriyle ve diger Ph (-) MPN neoplaziler gurubu ile
siklikla ayiric1 taniya girer. Selliilaritesinin genelde normal olmasi uyarict bir
ozelligidir. Megekaryosit artis1 ve displazi gostermeyen biiyiik megakaryositlerin
gevsek kiimeler olusturmasi, trombositeminin belirgin olmas1 gibi nedenlerle
ozellikle erken donem PMF ile siklikla karigir (128). Thiele ve arkadaslarinin 272
vakalik ET tanili hasta gurubu ile yaptiklart calismada, vakalarin tekrar
degerlendirilmesinde sadece 98’inin gergek ET olgusu oldugu, 136 vakanin erken
donem, 38 vakanin ise ileri donem PMF olgusu oldugu sonucuna varilmistir. Ekip
caligmada oOzellikle retikiilin fibrillerinin varligi ve megakaryositlerde displazi
kriterlerini (hipolobiile bulut benzeri niikleus, ¢ok artmis niikleer lobiilasyon, naked
niikleus) esas almistir. Aslinda ET tanist sitolojik ve morfolojik olarak net kriteleri
olmayan, trombositemiye neden olan reaktif trombositozlarin ve diger MPN gurubu
neoplazilerin ekarte edilmesi ile verilebilecek bir tanidir (59). Calismamizda da ET
olgularinda izlenen megakaryositlerin biiyiikk ve matiir olduklar, gevsek
kiimelenmeler yaptiklar1 ve matiirasyon anomalisi gostermedikleri saptanmis, genel
olarak grade 1 ve 2 retikiilin lif varlig1 gosterdikleri izlenmistir. Bu sekli ile ¢aligma
sonuglarimiz ET olgularma ait literatiirde belirtilen ozellikler ile uyumludur.
Megakaryositik seri PMF olgularinda tanisal agidan anahtar rol oynamaktadir.

Displastik megakaryositler en belirgin ve egzajere sekli ile bu tan1 gurubunda izlenir
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(143). Calismamizda da PMF olgularinda megakaryositer serinin biiyiik, immatiir,
siki kiimeler olusturur 6zellikte oldugu ve diger tan1 gruplarina gore paratrabekiiler
lokalizasyonun daha belirgin oldugu saptanmustir. PV olgular ile ilgili litratiirde
megakaryositer serinin morfolojik olarak heterojen 6zellikte oldugu, irili ufakl,
gevsek kiimelenme gosteren artmis megakaryositler bulundurdugu ve bunlarin bir
kisminin displastik 6zellikte olabildigi vurgulanmistir. Yine literatiirde post-
polisitemik donemde PV olgularinin belirgin retikiilin lif artis1 gosterebildigi
bildirilmektedir (101). Calismamizda ise PV olgularinda megakaryositlerin irili
ufakli benzer boyutlarda oldugu, immatiir ve hiperlobiile formlarin hakim oldugu ve
genel olarak gevsek kiimelenme gosterdikleri izlenmistir. Displastik formlar PMF
olgularindaki kadar fazla degildir. Retikiilin lif artis1 agisindan degerlendirildiginde
ise grade 2 ve 4 retikiilin 1if artis1 dikkati cekmektedir.

Graniilositer seri hakimiyeti gosteren olgularda retikiilin lif varligi, kemik trabekiil
genislemesi ve yeni kemik yapimi, osteoblastik aktivite, stromal retikiilin lif artist
arasinda iligki saptanmamis, bu olgularda damar sayisinda artis ve damar alaninda
genisleme tesbit edilmistir. Kemik iligi araliginda graniilosit hakimiyeti ile laboratuar
parametrelerinden beyaz kiire ve trombositlerin daha belirgin artis gosterdigi

izlenmis ayrica graniilosit hakimiyeti ile CD105 arasinda korelasyon izlenmistir.

Eritroid seri hakimiyeti gosteren olgularda retikiilin 1if varligi, splenomegali, kemik
trabekiil genislemesi ve yeni kemik yapimi, osteoblastik aktivite, stromal retikiilin lif
artig1 ve damar alani arasinda iligki saptanmamis, kemik iligi araliginda eritroid seri
hakimiyeti ile hemoglobin degerleri arasinda pozitif korelasyon izlenmistir.
Immiinhistokimyasal parametreler ile eritroid seri hakimiyeti arasinda ters iliski
izlenmistir. Bu durum damar sayis1 ve artisinin ¢ok fazla beklenmedigi ET olgular

i¢in ¢ok da sasirtict bulunmamustir.

Endoglin (CD105) 180 kDa agirliginda hiicre membran glikoproteini olup, IGF-Beta
reseptor kompleksinin komponentidir. Neovaskularizasyonu saptamada onemli bir
belirteg olan CD105, tiimdr anjiogenezinde onemlidir (95). CD105’in kiiltiirde
yiiksek proliferasyon gosteren kan damarlarinda endotelyal hiicrelerde ekspresyonu

artar. Hematopoetik progenitor hiicrelerde, fibroblastlarda, stromal ve vaskiiler diiz
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kas hiicrelerinde ise zayif ve fokal ekspresyon gosterir (95). Ilging olarak CD105’in
immatiir morfoloji ve fenotipik karakteristikler gosteren 16semik hiicrelerde, normal
hematopoetik progenitorlere oranla daha fazla eksprese oldugu saptanmistir. Luana
ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada serum soluble CD105 diizeylerinin
MPN vakalarinda saglikli kontrol grubuna gore belirgin artmis oldugu saptanmustir.
Bu artisin blast sayist veya beyaz kiire ile iligkisinin olmadig1 bulunmustur. Soluble
CD105 seviyelerinde en belirgin artis MPN hastalarindan KML de saptanmustir. ET
olgularinda sCD105 diizeyleri saglikli kontrol grubu ile benzer bulunmus. Calismada
sCD105’in AML ve KML hastalarinda belirgin artig géstermesi sCD105’in myeloid
hematopoetik hiicrelerde; 0©zellikle subtiplerin hiicre membranlarinda belirgin
ekspresyon gosterdigini ortaya koymustur.(122). Calismamizda CD105 miktar
(57.4) ET olgularinda, CD34 ile saptanan damar oranina (162.1) gore oldukca diisiik
seviyelerdedir. Saglikli kontrol gurubumuz olmadigindan CD105 degerlerinin
caligmamizda saglikli insanlardaki diizeyi ile ilgili yorum yapamamakla birlikte
mevcut bilgiler esliginde ET olgularinda diger ph negatif MPN olgularina oranla
damar oranlarinda artisin  diisiik seviyelerde oldugu bilinmektedir. Mevcut
calismalarda CD105 Imiinohistokimyasal olarak kemik iliginde ¢alisilmamis sadece
AML ve MPN vakalarinda soluble diizeylerine bakilmistir. Bu bilgiler esliginde

CD105 ile 1lgili daha ileri yorum yapmak miimkiin olmamastir.

PMF philedelphia kromozomu negatif myeloid ve megakaryositik populasyonun
klonal proliferasyonu ile karakterli, kemik iliginde diger KMN lere gore daha hizla
retikiilin artis1 ve kollajen fibrozisi ile giden hematopoetik kok hiicre neoplazisidir.
Fibrojenik natiirii yiliziinden kemik iligi yetmezligine gidisin hizli oldugu, koti
prognozlu bir neoplazidir (123). Hematopoetik hiicre serilerinde proliferasyonun yani
sira kemik iliginde stromal reaksiyonun da hastaligin patogenezinde énemli oldugu
bilinmekte. Hastaligin degisik fazlarinda yeni damar olusumu ve ilerlemis fazinda
kemik yapimi (osteosklerozis) izlenmektedir (101). Bu hastalik gurubunun
degerlendirilebilmesi amaciyla 6zellikle yardimecr immiinhistokimyasal belirleyici
CD146 gibi goriinmektedir. Oyle ki son dénemde kemik iligi stromal nicesi ve
selliiler igerigi ilgi uyandirmis ve CD146 (MCAM) antikorunu ¢ekici kilmistir.
Kemik iligi stromal hiicrelerinde ve clonogenic kemik iligi osteoprogenitdrlerinde

eksprese edilen antikor kemik iligi mikrogevresinde dnemli bir role sahiptir. CD146
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kemik iliginde subendotelyal hiicrelerde gosterilmis ve mikro damar olusumunda
anjiopoietin-1 ve CD146’nin endotelyal hiicreler iizerinde Tie 2 reseptorii ile
etkilesimi gosterilmistir (96,97). CD146 kemik iliginde damarlarin abluminal
yiiziinde hematopoetik hiicreler i¢cine dendririk uzantilar olusturan hiicrelerde pozitif
boyama gosterir ve erken evre PMF olarak tanimlanan grade 0 ve 1 olgularda kontrol
grubu ile benzer oranlarda ¢ok minimal ekspresyon gosterirken, ileri evre olgularda
subendotelyal hiicrelerde belirgin ekspresyon izlenir (98). Claudio ve arkadaslarinin
32 PMF vakasi iizerinde yaptiklar1 ¢alismada CD146 pozitif hiicre sayis1 ve kemik
iligi stromasindaki fibrozisin derecesi arasinda kuvvetli bir iliski bulunmus. CD146
pozitif hiicre sayisi ve fibrozis derecesinin birlikte ayni zamanda diisiik hemoglobin
ve trombosit sayilart ile iligkisi saptanmistir (98). Fibrozis yayginliginin istatistiksel
olarak anlami olmamakla birlikte CD146 (+) hiicre sayisinin PMF tanisinda
diagnostik risk faktorii olarak kullanilabilecegi vurgulanmis. Sonug olarak CD146
ileri evre PMF’da subepitelyal retikiiler hiicrelerde eksprese olan bir antikordur. Hem
klonojenik osteoprogenitor hiicreler iizerine olan etkisi ile fibrozis ve yeni kemik
yapiminda hem de anjiopoietin-1 /Tie-2 yolu ile kemik iliginde yeni damar
olusumunda etkili bir antikordur (124). Bizim calismamizda da CD146 en yiiksek
ortalama deger (65.2) ile PMF olgularinda bulunmustur. Yine benzer sekilde
retikiilin lif artis1 ile CD146 arasindaki iliski p:0.005 ve p:0.006 degerleri ile
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu bulgular ve ¢alismamizda eldeettigimiz
sonuglar, CD146 pozitif artan damar varliginin neoplazilerm ileri evreleri ile

iligkilendirilebilecegini desteklemektedir.

Endotelyal hiicrelerin endotelyal progenitdr hiicrelerden kdoken aldigi (EPC)s
bilinmekle birlikte bazi ¢alismalarda monositlerin endotelyal hiicre benzeri
hiicrelerin orjini oldugu ve bu hiicrelerin endotelyal benzeri hiicreler olarak
adlandirildig: bilinmektedir (125). Monosit derive multipotansiyel hiicreler (MOMC)
olarak adlandirilan CD 14(+), CD45 (+) ve CD34(+) monosit sub populasyonlarinin
endotelyal hiicrelerle bircok 06zelligi benzeyen ELC’nin kaynagi oldugu
belirlenmistir (126). Calismamizda CD34 ortalama degerinin diger bir endotelyal
belirteg olan ve daha ¢ok yeni olusan damarlarin degerlendirilmesini saglayan
CD105’ten daha yiiksek oldugu izlenmis ve PMF olgularinda bu farkin diger hastalik

gruplarina gore daha fazla oldugu saptanmistir. Kemik iligi mikrogevresi
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hematopoetik hiicrelerin proliferasyon ve diferansiasyonunda ¢ok onemli bir role
sahiptir. Mikrogevre nonhematopoetik stromal hiicreleri igerir. Kemik iliginde

hematopoetik progenitor hiicreler ve stromal elemanlar siki bir iligki halindedir(127).

Damar sayis1 ve matiiritesini degerlendirmek amaciyla yapilan immiinhistokimyasal
parametreler ile retikiilin lif artisi, damar sayisi, damar alam1 gibi stromal
degisiklikler, hematopoetik seriye ait elemanlarin her biri ve laboratuar parametreleri
arasindaki iliski degerlendirildiginde damar alan1 genisledikge CD105 ile saptanan
damar sayisinin yani gen¢ damar sayisinin azaldigi, CD146 ile saptanan matiir
damarlarin sayisinin ise arttig1 saptanmistir. CD34 ile ise istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte yine damar alani genislemesi ile korele olarak CD34 ile sayilan
damar sayisinin artis gosterdigi izlenmistir. CD34 ile saptanan damar sayisinin

osteoblastik aktivite artisi ile korelasyon gostermedigi saptanmuistir.

Damar sayisi ile immiinhistokimyasal parametreler arasinda beklenen dogru oranti
izlenmemistir. Kemik trabekiillerindeki genislemeye paralel olarak CD105 ile
saptanan damar sayisinin yani gen¢ damar sayisinin ve CD146 ile saptanan matiir
damarlarin sayisinin arttigi saptanmistir. CD34 ile ise istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte yine kemik trabekiil genislemesi ile korele olarak CD34 ile
sayllan damar sayisinin artis gosterdigi izlenmistir. Osteoblastik aktivite artisi ile
paralel olarak CD105 ile saptanan damar sayisinin yani gen¢ damar sayisinin arttigi
saptanmig, CD146 ile ise istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte benzer
sekilde osteoblastik aktivite artis1 ile korele olarak CD146 ile sayillan damar sayisinin
artis gosterdigi izlenmistir. Bulgular karsilagtirmali olarak degerlendirildiginde
damar sayisindaki artis ve damar alanindaki genisleme, kemik trabekiillerinde
kalinlasma o6zellikle PMF da goriilebilecek o6zelliklerdir ve yine c¢alismamizda
imiinhistokimyasal her {i¢ belirtec icin de en yiiksek ortalama degerler PMF
olgularinda izlenmistir. Sonuglar morfoloji ve immiinhistokimyanin uyumlulugunu

yansitmaktadir.
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6. SONUCLAR

1-

Calismamizda MPN hasta gruplarinda JAK2 mutasyonu varligi agisindan
istatistiksel ac¢idan anlamli degildir. JAK2 mutasyonu dagilimi hastalik
gruplarinda benzerlik gosterse de oransal olarak literatiirden az bulunmustur.
Bu mutasyonun ger¢ek dagilimiin anlasilmasi i¢in mutasyon testlerinin es
zamanli bu materyallerden yapilmasi daha saglikli bilgi vercektir.
Splenomegali goriilme siklig1 neoplazilerla iliskili bulunmasa da morfolojik
fibrotik degisiklikler ve stromal degisiklikler olan damar sayisi, damar alani
ve yeni kemik yapimi gibi parametrelerle dogru orantili olarak artis
gostermistir.

Calismamizda laboratuar bulgularindan trombosit diizeyleri hastalik
gruplarindan ET ile iligkili bulunmustur.

Kemik iligi mikrocevresinde fibrozis arttikca CD146 pozitif olgun damar
orani artmaktadir.

Kemik iligi mikrogevresinde MPN lerde gerek damar alani gerekse damar
sayisinda artig istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte PMF
olgularinda daha fazladir.

Kemik iligi mikrocevresi degisikliklerine sebep olan damar sayisi artisi,
damar alaninda genigsleme ve yeni kemik yapimi gibi parametreler tanidan
bagimsiz olarak splenomegali ile iligkilidir.

Kemik iligi fibrozis diizeyi artis1 ile kemik iligi mikrogevresinde vaskiiler
artig, olgun ve geng damar artig1 paralelik gostermektedir.

Megakaryositer seri hakimiyeti gosteren olgularda periferik kanda trombosit
artis1 ve kemik iligi stromal degisiklikleri arasindaki vaskiiler yapilarin artist
paralellik gostermesi, kemik iligi mikrogevresini en fazla etkileyen hiicrelerin
megakaryositler oldugunu desteklemektedir.

Megakaryosit morfolojik degisiklikleri literatiirde tanimlandig sekilde
hastalik gruplar1 ile genellikle uyum gosterdigi i¢in degerlendirmede
faydalidir. Ancak higbir hastalik grubuna 6zgii degildir.

Kemik iligi araliginda graniilosit hakimiyeti ile mikrocevrede artig gosteren

CD105 pozitif yeni damar olusumu iligkilidir. Bu durum graniilositer seri
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artistnin  kemik iligi mikrogevresi sekillenmesinde 6nemi oldugunu
desteklemktedir.

9- Eritroid seri hiicreleri kemik iligi mikrogevresi ilizerine en az etkisi olan
hiicrelerdir.

10- Damar alani geniglemesi ve CD146 ile saptanan olgun damar sayisi artisi.
kemik iliginde fibrozisin ilerlemesini yansitan bulgulardir.

11- Serimizde ET i¢in selliilaritenin diisiik olmas1 diger ph negatif MPN grubu
neoplazilerin ayirici tanisinda 6nemli belirteglerdendir.

12- Mevcut aragtirmalar ve ¢alismamizdan ¢ikardigimiz sonuglar, philadelphia
negatif MPN gurubu bu ii¢ neoplazinin aslinda ayni hastaligin farkli
donemlerine ait klinik ve morfolojik yansimalar1 olabilecegi konusunda ciddi
stipheler dogurmustur. Bunun anlasilmasi i¢in JAK2 mutasyonu profili ve
bagka bilinmeyen mutasyonlarin incelenmesinin yararli olacagi sonucuna

varilmistir.

? Bilinmeyen mutasyonlar
ET

A7 =T 10-15yil

PMF E::>

PV
‘ Sebep ‘ ‘ Sonug ‘

Sekil 7.1: Ph Negatif MPN grubu ii¢ hastalikta patogenez, siire¢ ve sonug iligkili

hipotez semasi
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7. OZET

Bcr-abl (Ph kromozomu) negatif kronik myeloproliferatif neoplazilerdaki

kemik iligi mikrocevresi 6zelliklerinin bu neoplazilerin ayirici tamsindaki 6nemi

AMAC: Calismada klinik, laboratuar , morfolojik ve sitogenetik olarak ortiisen Ph
(-) MPN gurubu neoplazilerda ayirici tantya sadece morfolojik bulgularla gitmenin
mimkiin olmadigini, klinik, laboratuar parametrelerin ve sitogenetik verilerin,
graniilositik, megakaryositik ve eritroid seriyi ilgilendiren morfolojik 6zellikler ve
damar sayisi, damar alani, lenfoid nodiil varligi, stromal retikiilin lif varligi,
perivaskiiler ~ plazma  hiicreleri  gibi  stromal  degisikliklerle  birlikte
degerlendirilmesinin alt tiplendirme amaciyla ne derece faydali olabilecigini

arastirmak amaglanmugtir.

MATERYAL- METOD: 2000-2010 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda raporlanmig Ph (-) kronik myeloproliferatif
neoplaziler arasinda, 23 esansiyel trombositemi (ET), 15 polisitemia vera (PV) ve 27
primer myelofibrozis (PMF) tanis1 alan toplam 65 olgu calismaya dahil edilmistir.
Hastane bilgi sisteminden ve dosya arsivinden ¢alismaya dahil edilen olgularin yas,
cinsiyet, tani, Jak-2 mutasyon analizi sonuglari, tan1 anindaki loboratuvar bulgulari,
splenomegali varlig1 bilgileri elde edilmistir. Kemik iligi biyopsi orneklerinin H.E
kesitleri belirlenen morfolojik kriterler esliginde 151k mikroskobik olarak yeniden
degerlendirilmis ve biyopsi 0rneklerine immiinhistokimyasal olarak CD34, CD105
ve CD146 antikorlar1 uygulanmistir.

SONUC VE YORUM: Klinik, laboratuar, morfolojik ve molekiiler olarak ¢ok fazla
benzerlik gosteren ve Ortiisen Ph negatif MPN gurubu neoplazilerdan PV, ET ve
PMF ayriminda giigliik bulunmaktadir. Morfolojik ve mikrogevre ile ilgili
parametreler tek basima yeterli degildir. Inceledigimiz pek ¢ok parametrenin tanisal
belirleyici olmamasi, philadelphia negatif MPN gurubu bu ii¢ neoplazinin aslinda
ayn1 hastaligin farkli dénemlerine ait klinik ve morfolojik yansimalar1 olabilecegi
konusunda ciddi siipheler dogurmustur. Mevcut diisiincenin desteklenmesi amaciyla

daha ileri morfolojik ve sitogenetik ¢aligmalar planlanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: MPN, Bcr-abl, JAK2 mutasyonu, morfolojik parametreler,

mikrogevre
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8. SUMMARY

The signature of bone marrow microenvironment for differential diagnosis in

Bcr-abl negative myeloproliferative neoplasms

PURPOSE: The value of vascular and other microenvironment characteristics of
bone marrow on differential diagnosis of Philadelphia chromosome negative
myeloproliferative neoplasies including PV, ET and PMF was the main aim of this

study.

MATERIALS AND METHODS: 23 ET, 15 PV and 27 PMF total of 65
philedelphia chromosome negative myeloproliferative neoplasm cases diagnosed in
Ankara University, Faculty of Medicine, Department of Pathology, between 2000-
2010 have been included in the study. The cases of the study’s age, sex, diagnosis,
JAK2 mutation analyses, laboratuar findings and splenomegaly parameters were
takened from hospital information system. The bone marrow H.E sections were re-
examined with some morfolojik parameters. The biopsy specimens were stained by
CD34, CD105 and CD146.

RESULTS AND CONCLUSION: The Ph (-) MPN such as ET, PV and PMF with
overlapping clinical and molecular characteristics can not be differentiated by the
morphologic and bone marrow microenvironment parameters.The difficulty on
describing a characteristic diagnostic parameter for ET, PMF and PV can be clarified
by the hypotehesis of considering the philedelphia cromosome negative MPN as a
spectrum of one disease. To prove this hypothesis more detailed further molecular

examinations are essential.

Key Words: MPN, Bcr-abl chromosome, JAK2 mutation, morphologic parameters,

microenvironment
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