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OZET

Bu c¢alismada patoloji arsiv materyalinden elde edilen DNA o&rnekleri ile yeni nesil
dizileme teknolojileri kullanilarak JAK2 ekzon 12 ve ekzon 14 (JAK2V617F) ve MPL
ekzon 10 (MPLWS515L, MPLW515K, MPLAS06T ve MPLAS519T) mutasyonlarinin
arastirtlmast ve patoloji arsiv materyallerinde mutasyonlu hiicre oran1 hastalik
prezentasyonu iligkisinin tespitinde yeni nesil dizileme teknolojilerinin duyarlilig

arastirilmastir. .

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’da 2001-2011 yillar1 arasinda
kemik iligi biyopsi ve yayma preparatlari incelenen BCR ABL negatif MPN (ET, PV,
PMF) tanis1 almis hastalar ¢alismaya alinmistir. JAK2 ve MPL mutasyonlarini saptamak
amactyla yeni nesil dizileme (pirosekanslama) yontemi kullanilarak molekiiler analiz

gerceklestirilmistir.

Yas, cinsiyet dagilimlari ile laboratuvar bulgulari hastaliklarin evreleriyle beklenen sinirlar
iceriside bulunan serimizde tiim olgularin % 76.5’inde JAK2 ekzon 14 V617F mutasyonu
bulundugu ve % 23.5 olgunun yabanil tip oldugu saptanmistir. JAK2 ekzon 12 mutasyonu
hig bir olguda saptanmamistir. MPL ekzon 10 mutasyonu ise sadece 1 ET tanili olguda (%
2.9) saptanmistir. ET (% 75) ve PMF (% 75) tam1 gruplarinda JAK2V617F mutasyonu
klasik kaynaklarda bildirildiginden daha yiiksek oranda, PV (% 78,6) olgularinda ise daha
diisik oranda bulunmustur. JAK2V617F-pozitif klonunun biyiikligii anlaminda olan
“Allel burden” orani en diisiik PMF olgularinda, bunu izleyen oranda ET ve en yiiksek PV
olgularinda bulunmustur. Selltlarite ve kan l6kosit dizeyleri ile allel burden orani arasinda
anlaml iligki saptanmistir. Bu calismada kemik iligindeki tiim farkli klonlar1 igeren
materyallerde, yeni nesil dizileme teknolojisinin metot olarak tercih edilmesindeki en
onemli avantajlarindan biri olan allel burden durumunuun yiiksek hassasiyet ile tespit

edilebildigi goriilmiistiir.



ABSTRACT

In this study, we aimed to investigate JAK2 exon 12 and JAK2 exon 14 (JAK2V617F)
mutations and MPLW515L, MPLW515K, MPLA506T and MPLA519T mutations, on
DNA extracted from pathology archieve materials using Next Generation Sequencing
Technologies. Also we aimed to evaluate the relationship between disease presentation

and the“allele burden” ratios by this molecular analysis on bone marrow samples.

The bone marow biopsies and smears diagnosed as BCR ABL negative MPN (ET, PV,
PMF) between 2001-2011 in Ankara University Faculty of Medicine Department of
Pathology were selected for the study. The molecular analysis by using Next Generation

Sequencing (pyrosequencing) was performed for detection of JAK2 and MPL mutations.

Our series showed compatible age, gender and laboratory findings with the stages of the
diasease groups. JAK2 exon 14 V617F mutation was examined in %75 of the patients.
None of the cases carried JAK2 exon 12 mutation. MPL exon 10 mutation was examined
only on one ET case (%2,9). The diagnostic groups ET (%75) and PMF (%75) in our series
were presenting higher JAK2V617F mutation compared to the classical literature. In the
PV (%78,6) group the mutation ratio was lower than the classical literature. “Allel burden”
which represents the amound of JAK2V617F mutated clone ratio was lowest among PMF
cases, followed by ET. The ratio was highest among PV cases. A positive relation between
cellularity, blood leokocyte levels and allel burden was examined. We determined that
performing the next generation sequencing method for the bone marrow samples which
contain all of the different clones, has the advantage of giving information on detection of

allel burden status with high sensitivity.



ONSOZ ve TESEKKUR

Ben biyolog olmaya etrafimdaki ¢cogu meslektasim gibi cocukken degil ¢ok gec karar
verdim. Bu kararin, hayatimda aldigim en yerinde kararlardan biri oldugunu, yuksek
lisansimin sonuna geldigim su an bu tesekkiir yazisini yazarken daha iyi anliyorum.
Biyolojiyi benim géziimde anlamli kilan en 6nemli 6zelligi, hayatimda gérdiigiim gizemli,
olaganiistli ve birbiriyle ilgisizmis gibi goziiken ¢ogu olaymn nasil da mantiga yatkin ve
birbirleriyle muhtesem bir uyum i¢inde olduklarini gostermis olmasidir. Bu benim hayata
olan bakis acimi etkiledi. Cilinkii ne kadar Ogrenirseniz, o kadar daha fazla seyi
sorgulamaya basliyorsunuz ve bu isin en heyecan verici tarafi 6greneceklerinizin bir

sonunun olmayacagini bilmek.

Yiiksek lisans egitimim siiresince bana her tiirlii imkan1 saglayan, her zaman sabir ve
hosgorii ile yol gosteren, ne kadar yogun olursa olsun degerli vaktini ayiran, 6grencisi
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engin bilgi ve tecriibelerinden yararlanabildigim i¢in kendimi sansli hissettigim degerli

hocam, Doc. Dr. Hilal OZDAG’a,
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hocadan ¢ok abla gibi yaklasan, bu tezden sonra da ayni yakinligi hissedecegimden emin

oldugum sevgili Dr.Yesim DOGAN’a,

Laboratuvar bilgi ve tecriibelerini her zaman benimle paylasan degerli arkadaslarim

Uzm.Bio. Yasemin SAHIN’e, Uzm.Bio.Oznur COSKUN’a ve Bio. Cennet CAN SINUP’a,
Dokularn arsivden ¢ikarilmasinda emegi gegen Yusuf Arslan ve Alaattin Alptekin’e,
[statistik calismalarin1 gerceklestiren Dr. Beyza DOGANAY ERDOGAN’a,

DNA dizi analizi calismalarinda destek olan degerli ROCHE ekibinden Sn. Inang
FIDANCI ve Birben Erdem’e,

Bu yola ¢iktigim ilk giinden beri bana benden daha ¢ok giivenen, cesaretlendiren, bitmek

bilmeyen sorularima hi¢ usanmadan cevap veren, Pazar sabahlarinda bile bana bilgisayar
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1.GIRIS

Miyeloproliferatif neoplaziler gilinlimiizde patogenezlerinde bulunan bazi molekiiler
genetik anomaliler ve klinikopatolojik 6zellikleri ile siniflandirilirlar. BCR-ABL pozitif ve
BCR-ABL negatif olarak iki ana gruba ayrilirlar. BCR-ABL pozitif grubu Kronik miyeloid
Losemi (KML) meydana getirir. BCR-ABL negatif grupta yer alan neoplaziler arasinda en
blyuk grubu JAK2 mutasyonu iligkili Esansiyel Trombositemi (ET), Polistemia Vera (PV)
ve Primer Miyelofibrozis (PMF) meydana getirmektedir. Bu gruptaki neoplazilerin
patogenezinde JAK2 ve MPL gen mutasyonlarinin rolii ve tanisal degeri oldugu konusunda
kuvvetli veriler bulunmaktadir. Ancak buna ragmen klinik ve patolojik 6zellikleri ile ET,
PV veya PMF profilini yansitan vakalarin tiimiinde JAK2 mutasyonu saptanmamaktadir.
JAK2 mutasyonu saptanmasi durumunun bu hastaliklarin tanisindaki yeri, BCR-ABL ve
KML iliskisi kadar mutlak tanisal sart degildir. JAK2 negatif hastalar da bulunmaktadir.
ET, PV, PMF li hastalarda yapilan ¢aligmalar JAK2 mutasyonlarinin varligi ve mutasyonlu
klonun miktarimnin yani “allel burden” durumunun, hastaliklarin ilerlemesi ve farkli hastalik
prezentasyonlar1 ile arasinda iliski bulundugu konusunda goriigsler vardir. JAK2
mutasyonlar1 bu grup hastalarda ekzon 14 ve ekzon 12 de gorilmektedir. JAK2 ekzon 14
mutasyonu negatif hastalarda JAK2 ekzon 12 ve MPL genlerinde daha diisiik oranda
mutasyonlar bulunabilmektedir. JAK 2 ekzon 14 mutasyonu V617F seklinde bir nokta
mutasyondur. JAK2 ekzon 12 mutasyonlar1 ¢esitli delesyon ve insersiyonlarin oldugu,
MPL mutasyonlar1 ise birden ¢ok ¢esit nokta mutasyonu seklindedir. Bu mutasyonlarla
ilgili literatiirdeki  bilgiler farkli serilerde birbirlerinden ¢ok farkli oranlarda
bildirilmektedir. Hastalarda daha onceki calismalarda ve rutinde incelenen materyal
genellikle ¢cevre kani 6rnekleridir. Ayrica gegmisteki ¢alismalarda mutasyonun tesbiti igin

cok farkli yontemler kullanilmigtir.

Sadece tanisal amagli degil hedeflenmis tedavilerde bu grup hastaliklarda Onem
kazanmaktadir. BCR-ABL mutasyonu ile olusan tirozin kinaz aktivitesine kars1 gelistirilen
ilag olan imatinib benzeri JAK?2 inhibitorii ilaglar da gelistirilmektedir. Bu nedenle JAK2
iligkili neoplazilerde bu hedeflenmis tedaviye aday hastalarin belirlenmesinde de bu

mutasyonlarin tespitinin 6nemi bulunmaktadir.

DNA dizileme teknolojileri biyoloji ve saglik alaninda ¢aligan bilim insanlarina, molekiiler

klonlama, patojenik genlerin bulunmasi, karsilastirmali ¢alismalar ve evrim caligmalari
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gibi ¢ok cesitli uygulamalarda yardimer olmaktadir. DNA dizileme teknolojilerinin hizli,
kesin, kolay uygulanabilir ve ucuz olmasi gerekmektedir. Gectigimiz otuz yilda, DNA
dizileme teknolojileri konusunda ¢ok onemli gelismeler kaydedildi. 1977°de, Frederick
Sanger, zincir-sonlanma esasina dayanan DNA dizileme teknolojisini (Sanger
Sekanslama), Walter Gilbert ise DNA’nin kimyasal modifikasyonu ve ardindan onun
spesifik bazlarda kesilmesi esasina dayanan baska bir DNA dizileme teknigi gelistirdi.
Sanger sekanslama yiiksek verimliligi ve diisiik radyoaktivitesinden dolay1 laboratuvar ve
ticari dizileme uygulamalarinda birincil yontem olarak kabul gormiistiir. Ancak bu
yontemler her ne kadar altin standart yontemler olsa da mutasyon gosteren hiicre orani ile
ilgili saglikli bilgi vermekten uzak ve %20 altindaki mutasyonlu klonlari saptamak

acisindan yetersiz kalan yontemlerdir.

Yeni nesil dizileme teknolojileri, yiiksek verim, diisiik maliyet gibi 6zellikleri ile Sanger
sekanslamadan istiinliigii olan yeni sekans yontemleridir. Bu c¢alismada amplikon
sekanslama ve emulsion PCR temeline dayali Roche 454 sistemi kullanilmistir. Bu
sistemde Dbeadler icerisinde hapsedilen MID isaretli amplikonlar kalip olarak
kullanilmaktadir. Bu beadler icerisinde dideoksi-nikleotidleri  kullanarak  zincir
sonlandirma reaksiyonu yerine, niikleotitleri birlestirirken ortaya ¢ikan pirofosfatin (Ppi)
kullanilmas: esasina dayanan sentez esnasinda okuma yapilmaktadir. Bu sayede her bir
amplikonun  sekanslanmasi  ve  ¢ogalan  amplikonlardaki ~ mutasyon  orani

anlasilabilmektedir.

Bu ¢alismay1 planlarken hipotezlerimiz:

1- ET, PV, PMF grubu JAK2 mutasyonu iligkili miyeloproliferatif neoplazilerde
hastaliklarin ilerlemesi ve farkli hastalik prezentasyonlari ile “allel burden” durumu
arasinda iliski bulundugu,

2- JAK 2 exon 14 mutasyonu negatif hastalarda Jak2 exon 12 ve MPL genlerinde
bilinen veya alternatif mutasyonlarin hastalik patogenezini agiklayabilecek sekilde
diisiik oranlarda da olsa alternatif anomaliler olarak saptanabilecegini diisiiniiyoruz.

3- Gegmiste yapilan calismalarda ET ve PMF grubu hastalarda mutasyonun daha
diisiik oranlarda saptanmasinin, kullanilan yontemlerin duyarliligi ve hastaliklarda
“allel burden” durumu ile iligkili oldugunu. Daha duyarli yontemler kullanarak ve
kemik iliginde mutasyonarn dagilimmin bulunmasim1 bu anamalilerle hastalik

iliskisini agiklamada daha yeterli lacagini diisiiniiyoruz.
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Bu hipotezlerimizi kanitlamak i¢in :

1- Calismamizda materyal olarak, rutinde incelenen ¢evre kani yerine tim kemik iligi
hlcrelerini iceren ornekler olan, kemik iligi aspirasyon yaymalarini kullanmay1
amagladik.

2- Yontem olarak da birden ¢ok mutasyonu tarayabilecegimiz ve ayni zamanda allel
burden durumu ile ilgili bilgi verebilecek yeni nesil dizileme tekniklerini
kullanmay1 amacladik.

3- JAK 2 ve MPL mutasyonlarinin “allel burden” durumu ile hastalik evresi agisindan
bilgi veren, tam1 siradaki klinik ve patolojik parametrelerini karsilastirmay1

amacladik.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. MiYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILER

Hematopoetik kok hucreler, kan hicrelerini yapan koék hicrelerdir. Miyeloproliferatif
neoplaziler olgun hematopoetik kok hiicrelerin kontrolsiiz artisi, hematopoetik progenitor
kok hiicrenin temel homeostatik zelliklerini kaybettigini gostermektedir  (Berkofsky-
Fessler 2010).

[ MIYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILER ]

N

e
[ BCR-ABL NEGATIF BCR-ABL POZITIF ]
[ Polisitemia Vera (PV) ] [ Kronik Miveloid Lésemi (KML) ]

[ Esansivel Trombositemi (ET) ]

[ Primer Mivelo Fibrozis (PMF) ]

Sekil 2.1: Miyeloproliferatif Neoplazilerin siniflandirilmast

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), olgun eritroid, miyeloid, ve megakaryositik seri
hiicrelerinin kemik iliginde artisi ve ekstramediiller hematopoez ile karakterlidirler

(Tsiakalou et al. 2009).



2.2. TARIHCE

MPN’lerin genetik sebeplerinin i¢yiiziine ilk bakis 1976-1981 yillarinda gergeklesir. Ug
klasik MPN’nin hepsinin genetik olarak anormal bir hematopoetik progenitor kok
hicreden kaynaklanan Kklonal hastaliklar oldugu birgok ¢alisma ile gosterilmistir
(Kilpivaara and Levine 2008).

1980’lerde, Kronik Miyeloid Losemi, molekiler seviyede, ABL protoonkogeninin BCR
genine flizyonuna neden olan kromozomal yapmin yeniden diizenlenmesi ile

tanimlanmistir (Tsiakalou et al. 2009).

Loseminin aksine, BCR-ABL negatif miyeloproliferatif neoplaziler olan Polisitemia Vera
ve Esansiyel Trombositeminin molekiiler taban1 yakin zamana kadar belirsiz olarak
kalmistir. 2005°te JAK2 kinaz geninin tek baz degisiminin (G—T) PV ve ET ile ¢ok gii¢lii
bir iligki i¢inde oldugu kesfedilmistir (Tsiakalou et al. 2009).

MPN’ler ilk olarak farklt MPN’ler arasindaki patogenetik ve klinik benzerlikleri belirleyen
William Dameshek tarafindan gruplandirilmiglardir. 2005’in baglarinda JAK2V617F
mutasyonunun kesfinden sonra farkli MPN’ler birgok gen kesif ¢alismasinin kaynagi
olmustur. Bu da MPN’li hastalarda, hastaligin patogenezine dahil oldugu bilinen
genlerdeki yeni mutasyon serileri ve yeni genlerdeki mutasyonlarin ortaya ¢ikmasini
saglamistir (Tefferi 2008).

MPN’lerdeki genetik kesiflerin tarihi genomik teknolojinin gelisiminin tarihini de yansitir.
MPN’lerin genetik temellerinin ilk ¢caligmalari, farklit MPN’lerin klonal, kok hiicre orijinini
gosteren seminal X inaktivasyonuna dayanmaktadir. Daha sonra, Sanger sekansa erisimin
artmasiyla Insan Genom Projesi'nin tamamlanmasi, JAK2 ve MPL mutasyonlarmin
kesfinden kismen sorumlu olan aday-tabanli sekanslama yaklagimlarini arttirmistir

(Kralovics 2008).

Bu caligmalarin her biri X kromozom geni glukoz-6 fosfat dehidrojenaz (G-6-PD)’in
poliformizmini, bu genin heterozigot oldugu kadinlarda tanimlayarak avantaj
kazanmiglardir. PV, ET ve PMF’li hastalarin graniilositlerinin, trombositlerinin ve kirmizi
kan hucrelerinin G-6-PD alleli igin iki ihtimalden sadece birini igerirken, diger biitiin

viicut dokularimin G-6-PD alleli i¢in iki ihtimali de igerdigi gosterilerek bu hastaliklarin
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klonal yapist kanitlanmistir. Genigs X kromozomu inaktivasyonu c¢alismalar1 ve
MPN’lerdeki somatik gen mutasyonu tanimlama ¢aligmalarina ragmen, MPN patogenezine
dahil olan higbir spesifik gen 20 yildan fazla siire gegene kadar tanimlanamamistir
(Verstovsek and Tefferi 2010).

CML ABL1

Myeloid neoplasms

=vete: PDGFRA, PDGFRB, FGFR1
with eosinophilia ;

PV

PMF

ET

Mastocytosis KIT D816V

Sekil 2.2: WHO 2008 Siniflamasina gére MPN grubuna giren hastaliklar ve patogenezde
sorumlu olan genler (Swerdlow et al. 2008).



2.3. TANI
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Sekil 2.3: MPN’lerin modern tanisal algoritmasi (Tefferi et al.2011)

BCR-ABL negatif miyeloproliferatif neoplazi tanisi almig vakalarin ¢ogu, neoplastik
hiicrelerin olgunlasmasinin kemik iliginde etkin oldugu ve periferik kandaki graniilosit,
eritrosit ve/veya trombositlerin sayilariin arttigi proliferatif fazda teshis edilmektedir.
Baslangiglar1 sinsi olan MPN’ler, miyelofibrozis, etkin olmayan hematopoez ve/veya
transformasyondan dolayr kemik iligi bozuklugu sonucu akut losemiye doniisme

potansiyeline sahiptir (Passamonti et al. 2011).

Baz1 hastalarda, ilk proliferatif evre goriilmez ya da kisa siirer. Bu ylizden MPN ile

ilerlemis evrede karsi karsiya kalinir (Murphy 1997).

Tanida splenomegali (dalak biiyiimesi) ve hepatomegali (karaciger biiylimesi) ¢ok
yaygindir ve hastalik siiresince daha belirgin hale gelir. Organomegali asir1 sayidaki kan
hiicrelerinin dalak ve karacigere el koymalarindan, kan hiicrelerinin kemik iligi disindaki
organlarda uretilmesinden (ekstra mediller hematopoez) ya da her ikisinden kaynaklanir
(Murphy 1997).




WHO (Diinya Saghk Orgiiti)’nun MPN’ler igin olan tanisal algoritmalar1 ve
siiflandirmasi, MPN’lerin tedavisinden Once, baslangigta var olan klinik, laboratuvar,
morfolojik ve genetik bulgulara dayanmaktadir. Bir MPN’den siiphelenildigi zaman,
hemogram dikkatlice bir periferik kan filmi ile iliskilendirilmelidir. Stiphelenilen hastaliga
gore, ek laboratuvar testleri (serum eritropoetin, serum laktat dehidrojenaz (LDH) ve temel
kimyasal profiller, karaciger fonksiyon testleri, demir testleri, koagiilasyon ve trombosit
fonksiyon testleri gibi) hastanin tam olarak degerlendirilmesi ve tanisi i¢in gerekli olabilir

(Vardiman et al. 2009).

Bazilariin, kemik iligi orneklerinin bazi MPN’lerin tanisin1 garantilemedigi tartismasina
ragmen, kemik iligi histolojisi WHO tanisal ana hatlarimin 6nemli bir parametresidir.
Ustelik, JAK2V617F, BCR-ABLI1 ve diger genetik anormallikler i¢in periferik kandan
molekiiler genetik caligmalar1 basariyla gergeklestirilmesine ragmen, kemik iligi 6rnekleri
bir MPN’si oldugundan siiphelenilen bir hasta i¢in siddetle tavsiye edilen rutin sitogenetik

caligmalar i¢in en iyi materyali saglamaktadir (Vardiman et al. 2009).

Miyeloproliferatif neoplazilerin yillik goriilis sikligi, higbir klinik ve hematolojik
anormalligi olmayan JAK2V617F mutasyonu tasiyan saglikli denegin yaklasik %10°u ile
kiyaslanarak, her 100,000 kiside 0.5 ile 6.5 arasinda degismektedir (Cankovic et al. 2009).

2.4, BCR-ABL-NEGATIF MiYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILER

JAK2 V617F mutasyonu BCR-ABL negatif miyeloproliferatif neoplazirde en yaygin
olarak gorilen mutasyondur. Polistemia Vera, Esansiyel Trombositemi ve Primer

Miyelofibrozis’in major tani1 kriterleri arasindadir.
2.4.1. POLISITEMIA VERA (PV)

Polistemi, birim hacimdeki kirmizi kan hiicrelerinin sayisinin artisidir. Polistemi’nin
birgok nedeni vardir. Primer ve sekonder polistemi dogustan veya sonradan olabilir.
Sonradan olan tek polistemi Polisitemia Vera’dir. Bati diinyasinda yillik olarak rapor
edilen vaka sayis1 100.000 bireyde 1-3 vaka iken bu oran Asya’da daha disiiktiir. Nadir
gortlen bir bozukluktur. Bir ailesel yatkinlik s6z konusudur. 60’1 yaslarda daha sik
rastlanir ve nadiren 20 yasindan kiiciik hastalarda da goriiliir. Erkekler, kadinlardan daha

cok etkilenir. PV’li hastalarin %90’indan fazlasinda kazanilmis somatik mutasyon
8



JAK2V617F goriliir ve geri kalanlarin ¢ogunda JAK2 ekzon 12 aktive edici mutasyonlari
gbzlenir. Bu bulgular PV’yi diger polistemilerden ayirmaktadir. PV sadece eritroid
prekirsorlerin degil ayrica graniilositlerin, megakaryositlerin ve onlarin prekiirsorlerinin de
kemik iligindeki klonal proliferasyonudur, bu yiizden 16kositoz (I6kositlerin artisi) ve
trombositoz (trombositlerin artig1) genellikle periferik kandaki kirmizi kan hicrelerinin
artigina eslik eder (Tark Hematoloji Dernegi,
http://www.thd.org.tr/thdData/Books/69/bolum-ii-bcr-abl-negatif-klasik-kronik-
miyeloproliferatif-neoplaziler.pdf, 2012; Verstovsek and Tefferi 2010).

PV’nin 3 kliniko-patolojik evresi tanimlanmistir;
1-Pre-polisitemik evre; hafif eritrositoz sinirinda ve genelde belirgin trombositoz
2- Polisitemik evre

3-Post-polisitemik evre; anemiyi iceren sitopeni ve kemik iligi fibrozu, ekstramediiller

hematopoezle karakterize edilir (Verstovsek and Tefferi 2010).

Akut l6semiye doniisiim olasilig1 diisiiktiir ancak bazi hastalar onceki sitotoksik terapilerle

iliskili olarak miyelodisplastik ya da blast evre gelistirebilir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Polisitemia Vera tan1 kriterleri (2008);

Tani i¢in 2 major ve 1 mindr veya iki mindr kriterle beraber birinci major kriterin varlig

gerekir.

Major Kriterler

1. Hemoglobin erkek i¢in >18,5 gr/dl, kadin i¢in >16,5 gr/dl veya eritrosit kiitlesi artiginin
diger bulgularr*

2. JAK2 V617F veya JAK2 ekzon 12 mutasyonu gibi diger fonksiyonel olarak benzer

mutasyonlarin varligi

Minor Kriterler
1. Yasa gore hiperselliilarite gosteren kemik iligi biyopsisi; belirgin eritroid, graniilositik

ve megakaryositik ¢gogalma ile kendini gosteren ti¢ dizi hiperplazisi (panmiyelozis)
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2. Normal referans araliginin altinda serum eritropoetin diizeyi

3. In vitro endojen eritroid koloni olusumu

* Yas, cinsiyet, yasanan yerdeki yiikseltiye gore belirlenmis referans araliginin 99 persentil
uzerindeki hemoglobin veya hematokrit degeri. Kisiye 6zel bazal hemoglobin degerinde,
demir eksikligi anemisinin diizeltilmesi ile iliskisiz olarak, en az 2 gr/dl diizeyinde,
belgelenmis ve devamlilik gdsteren bir artisin varliginda, erkekte 17 gr/dl, kadinda 15 gr/dl
hemoglobin degeri. Eritrosit kiitlesinin ongoriilen normal ortalama degerinden % 25’den

daha
fazla artisi.

Tan1 neredeyse her zaman polisitemik evrede yapilir. En yaygin baslangic semptomlari
(bas agrisi, halsizlik, parestezi, skotom, eritromelalji) mikrodolasimdaki trombotik
olaylarla iligkilidir. Diger semptomlar, kasinti, gut ve gastrointestinal hemoraj (kanama)dir
(Turk Hematoloji Dernegi, http://www.thd.org.tr/thdData/Books/69/bolum-ii-bcr-abl-
negatif-klasik-kronik-miyeloproliferatif-neoplaziler.pdf, 2012; WVerstovsek and Tefferi
2010).

Latent ya da pre-polisitemik vakalarda JAK2V617F mutasyonu varsa, serum eritropoetini
seviyesi diisilkse ve kemik 1ligi PV’nin tipik morfolojik 6zelliklerini gosteriyorsa tam
kanitlanabilir. PV’deki en belirgin fiziksel bulgular; kan hiicrelerindeki artis % 80,
splenomegali % 70 ve hepatomegali % 40-50’dir (Gruppo Italiano Studio Policitemia,
Ann Intern Med 1995).

Tedavi gormeyen PV hastalari tromboz veya hemorajdan genelde 1-2 yil iginde hayatlarini
kaybetmektedirler. Ancak diizgilin bir tedavi ile sagkalim, 6zellikle tan1 aninda 70 yasindan

klglk hastalarda, 15 y1l ve iistii olarak rapor edilmistir (Verstovsek and Tefferi 2010).
2.4.2. ESANSIYEL TROMBOSITEMI (ET)

Kemik 1iliginde trombosit ana hiicrelerinde, kan saymminda ise trombositlerde artis
(trombositoz) ile karakterize bir hastaliktir. Idiyopatik myelofibrozis (IMF), Kronik
Miyeloid Ldsemi (KML), Polisitemia Vera (PV) gibi bir hematopoetik kok hiicre
hastaligidir. Diger miyeloproliferatif neoplazilerle karsilastirildiginda daha iyi prognozlu
olup, kadinlarda daha sik gozlenir. Nadir goriilen bir hastaliktir. Kemik iliginde kontrolsiiz

olarak ¢ogalan trombosit ana hiicreleri (megakaryosit) asir1 miktarda trombosit iiretirler.
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Bazi hastalarda trombositlerin sayisi fazla olmasimna ragmen fonksiyonel olarak
calismadiklarindan bu hastalarda kanama olusurken baz1 hastalarda ise fazla

calistiklarindan damarlarda tikanmalara neden olurlar (Verstovsek and Tefferi 2010).

ET icin WHO 2008 tan1 kriterleri;

Tani i¢in 4 kriterin tiimiiniin karsilanmasi gerekir.

1. Trombosit sayisinin siirekli olarak a >450.000/pL olmasi

2. Megakaryositik dizinin hakimiyetinde, biliyiik olgun megakaryositlerin sayisinda artis
bulunan, proliferasyon gosteren kemik iligi biyopsi ornegi. Notrofilik graniilopoezde
dikkate deger artis ve sola kayma olmamalidir. Eritropoezde dikkate deger bir artis yoktur.
3. Polisitemia vera, primer miyelofibroz, BCR-ABL pozitif kronik miyelositik 16semi,
miyelodisplastik sendrom veya diger miyeloid neoplazilerin WHO tani kriterlerinin
bulunmamast

4. JAK2 V617F veya diger klonal bir belirtecin gosterilmesi veya JAK2 V617F
yoklugunda reaktif trombositoz bulgusunun olmamasi

a. Degerlendirme siireci boyunca sureklilik.

b. Disiik serum ferritini varliginda, demir yerine koyma tedavisi hemoglobin miktarini
polisitemia vera diizeyine ylikseltememelidir. Polisitemia veranin dislanmasi hemoglobin
ve hematokrit diizeyleri temel alinarak yapilir, eritrosit kutlesi 6l¢imu gerekli degildir.

c. Onemli duzeyde retikiiler fibroz, kollajen fibroz ve cevresel kanda lokoeritroblastoz
olmamali veya primer miyelofibrozis i¢in tipik megakaryosit morfolojisinin (bozuk
sitoplazma/cekirdek oranli ve hiperkromatik, kabarcikli veya diizensiz biiklimlii ve yogun
kiimelesme gosteren cekirdekli, kiigiikten biiyiige degisen megakaryositler) eslik ettigi
belirgin hiperselliiler kemik iligi olmamali.

d. BCR-ABL fiizyon geni pozitif olmamalidir.

e. Diseritropoez ve disgraniilopoez bulunmamalidir.

f. Demir eksikligi anemisi, splenektomi, cerrahi, infeksiyon, yangi, bag dokusu hastaliklari,
metastatik kanser ve lenfoproliferatif bozukluklar reaktif trombositoz nedenleri icinde yer
alir. Buna karsin, reaktif trombositoz ile iligkili bir durumun varligi eger ilk {i¢ kriter
karsilaniyorsa esansiyel trombositemi ihtimalini dislamaya yetmeyebilir (Turk Hematoloji
Dernegi, http://www.thd.org.tr/thdData/Books/69/bolum-ii-bcr-abl-negatif-klasik-kronik-
miyeloproliferatif-neoplaziler.pdf, 2012).
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X-bagimli genlerin polimeraz zincir reaksiyonu ve DNA metilasyonundan yararlanilan
caligsmalar, ET’1i hastalarin biiyiik ¢ogunlugunun monoklonal hematopoeze sahip oldugunu
gostermistir. JAK2V617F mutasyonu vakalarin yaklasik % 50°sinde, MPLWS515K/L
mutasyonu ise % 1-2’sinde tanimlanmistir. Bu mutasyonlar megakaryosit proliferasyonu

ve trombosit liretimini uyaran yolaklarin asir1 aktivasyonuna neden olmaktadir (Thiele et
al. 2008).

En biiylik megakaryositik gelisme ve farklilagsma faktorii olan serum trombopoetin
seviyesinin ylkselmis oldugu gdsterilmistir. Trombopoetinin sirkiilasyon seviyesi, MPL’ye
baglanma derecesiyle diizenlenmektedir. Megakaryositlerin ve trombositlerin Kdtlesi
artarken, bu baglanmanin sonucu olarak trombopoetin seviyesi diiger. Normal olarak
MPL-trombopoetin  kompleksi yok edildigi kadar trombositler sirkiilasyondan
uzaklastirilir, trombopoetin seviyeleri daha fazla trombosit liretimini uyarmak icin artar.
Megakaryositlerde  trombopoetinin  MPL ile baglanmast normalde = MPL’nin
konformasyonel olarak degisimini ve JAK kinazin MPL’nin sitoplazmik domainine asir1
derecede baglanmasimi baglatir. Bu, STAT, PI3K ve MAPK yolaklar1 araciligiyla
proliferasyon, endoreduplikasyon ve megakaryosit kiitle artis1 uyaran sinyalizasyonu

baglatir (Kaushansky 2008).

Spesifik olarak ET’yi tanimlayan yegane bir test yoktur, trombositoza yol agabilecek diger
biitin nedenler tanidan 6nce elimine edilmelidir. Her ne kadar JAK2V617F mutasyonu
ET’li hastalarin yaklasik yarisinda ve MPL mutasyonu da % 1-2’sinde goriilse de, bu
mutasyonlar spesifik degildir. Ama yine de bu mutasyonlardan birinin bulunmasi

trombositozun klonal yapisini kanitlamaktadir (Jones et al. 2005).

Hastalarin % 5’inden azinda akut l0semiye transformasyon goriilmektedir. Ortalama

sagkalim stiresi 10-15 yi1l olarak belirtilmistir.
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2.4.3. PRIMER MIYELOFIBROZIS (PMF)

Miyelofibrozis, tizerinde hematopoezin gerceklestigi yapisal iletisim agmi saglayan
ekstraselliiler matriks proteinlerinin yogunlugunun ve sayilarinin artigidir (Klco et al.

2010).

Reaktif miyelofibrozis enfeksiyonlarda, iltihabi durumlarda, metabolik bozukluklarda ve
neoplastik hastaliklarda ve sekonder olarak fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalmaktan

meydana gelebilir (Verstovsek and Tefferi 2010).

PMF, megakaryositlerin ve graniilositlerin baskin olarak artis1 ve ilerleyen miyelofibroz,
asirt anjiojenez ve ekstramediiller hematopoezi igeren kemik iliginin yeni bir bigim
kazanmasiyla karakterize edilen bir klonal MPN’dir (Verstovsek and Tefferi 2010).

Primer Miyelofibrozis i¢cin WHO tani kriterleri;

Tani1 i¢in 3 major ve 2 mindr kriter gereklidir.

Major Kriterler

1. Genellikle retikulin ve/veya kollajen fibrozla birlikte megakaryositik proliferasyon ve
atipi varlig1 veya belirgin retikiilin fibrozu yoklugunda, megakaryosit degisikliklerine,
graniilositik cogalma ve siklikla eritropoez azalmas: ile kendini gdsteren, artmis kemik iligi
hiicreselligi

eslik etmelidir.

2. Polisitemia vera, BCR-ABL pozitif kronik miyelositik 16semi, miyelodisplastik sendrom
veya diger miyeloid neoplaziler i¢cin WHO kriterlerinin karsilanmamasi

3. JAK2V617F veya diger klonal belirteglerin (6rn MPLW515K/L) gosterilmesi veya
klonal belirte¢ yoklugunda, kemik iligi fibrozu veya diger degisikliklerin infeksiyon,
otoimmiin bozukluk, diger yangisal durumlar, sacli hiicreli 16semi ve diger lenfoid
neoplaziler, metastazli timor veya toksik (kronik) miyelopatilere sekonder oldugunu
gosteren bulgu olmamasi (Turk Hematoloji Dernegi,
http://www.thd.org.tr/thdData/Books/69/bolum-ii-bcr-abl-negatif-klasik-kronik-
miyeloproliferatif-neoplaziler.pdf, 2012).
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Mindr Kriterler

1. Lokoeritroblastoz

2. Serum laktat dehidrogenaz diizeyinde artis

3. Anemi

4. Splenomegali

a) Bozuk c¢ekirdek/sitoplazma orani, hiperkromatik, kabarcikli veya diizensiz biikliimlii
cekirdek ve yogun kiimelesmelerle ile kendini gosteren kiiciikten biliyiige dogru giden
degisik capta megakaryositler

b) Diisiik serum ferritini varliginda, demir tedavisi ile hemoglobin miktar1 polisitemia vera
tanist i¢in gerekli diizeye ¢ikmamalidir.

c) BCR-ABL+ olmamalidir.

d) Diseritropoez ve disgraniilopoez olmamalidir.

e) Reaktif miyelofibroz nedenlerinin varligi PMF tanisini diglamaz.

f) Lokoeritroblastoz sinirda veya belirgin olabilir (Tirk Hematoloji Dernegi,
http://www.thd.org.tr/thdData/Books/69/bolum-ii-bcr-abl-negatif-klasik-kronik-
miyeloproliferatif-neoplaziler.pdf, 2012).

PMF’nin patogenezindeki anormal megakaryopoezin mekanizmasi arastirmak igin
yapilan bir girisimde, birka¢ transgenik fare modeli iiretilmistir. Bu modeller, hem
JAK2V617F mutasyonlu hem de normal megakaryopoezin ekstrinsik (trombopoetin ve
reseptori MPL) ve intrinsik (GATAL transkripsiyon faktoru) kontroline mudahale eden
mutasyonlara dayandirilmaktadir. Hayvan modellerinin, MPL mutasyonlular JAK2V617F
mutasyonlulardan daha fazla PMF-benzeri fenotipte oldugu gosterilmistir (Varicchio vd
2009).

PMF ilerleyen bir hastaliktir ve tanidaki bulgular hastada semptomlarin ilk kez gortildigi
evreye baghdir. Hastalarin yaklasik % 70 kadartyla ilk kez fibrotik fazda karsi karsiya
kalinmaktadir (Verstovsek and Tefferi 2010).
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2.5. JAK2 GENI ve OZELLIKLERI
2.5.1. JAK2 GENININ YERI veYAPISI

9p24°te yer alan JAK2 geninin 25 ekzonu vardir. 1132 aminoasitten olusan bir protein
kodlamaktadir (Tefferi 2010). Her JAK bir aktif tirozin kinaz domaini JAK homoloji 1
(JH1), bir katalitik olarak inaktif psddokinaz domaini JAK homoloji 2 (JH2), bir SRC
homoloji 2 domaini (SH2) ve tip 1 sitokin reseptorlerinin baglandigi bir amino terminal
FERM homoloji domaini icermektedir (McLornan et al. 2006).

JAK2 DOMAINLERI

Sitokin

reseptorleriyle Tk benzeri domain
interaksiyon otoinhibitér rol
o—| FERM: SR E gy i g |c
—_— :
Konformasyonel ﬁ =
korunumdaki rolii Tirozin kinaz
= (tk) aktivitesi

I VE1LTF Mutation I

Human Amino Acid 1az

Sequence

Sekil 2.4: JAK2 geninin yapist (McLornan 2006)

2.5.2. JAK-STAT YOLAGI

Tirozin kinazlarin Janus (JAK) ve Signal Transducers and Activators of Transcription
(STAT) ailesi hiicresel hayatta kalim, proliferasyon, farklilasma ve apoptoza aktif olarak
dahil olan ¢esitli sinyal transdiiksiyon yolaklarmin kritik elemanlaridir. STATlar, cesitli
sitokinler, hormonlar ve biyime faktorlerine cevap veren yedi transkripsiyon faktoriinden
olugsmaktadir (Er et al. 2009).
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Sekil 2.5 :JAK-STAT yolag: (Vladareanu et al. 2010)

Aktive olan STAT hedef gen transkripsiyonunu arttirmak i¢in hiicre i¢inde dimerlesir ve
translokasyona ugrar. STATlar, basta Janus (JAK) aracilifiyla olmak {izere tirozin
fosforilasyonu ile aktive olurlar (Veneri et al. 2009).

Tirozin kinazlar (JAK1, JAK2, JAK3 ve Tirozin Kinaz 2) tip 1 ve tip 2 sitokin reseptorleri
ilgili ligandlariyla (eritropoetin, trombopoetin) karsilagtiginda hiicre-i¢i ve hiicreler arasi

tirozin fosforilasyonu yoluyla aktive edilir (Veneri et al. 2009).

JAK2 FERM domainin etkilesimi ayrica EPO reseptoriiniin sitoplazmik domaininin hiicre
yiizeyiyle iletisiminde bir role de sahiptir. Normal fizyolojik kosullar altinda bir ligand bir
reseptore baglandiginda konformasyonel degisim gergeklesir. JAK2 proteini daha sonra
tirozin fosforilasyonunu katalizledigi reseptoriin sitoplazmik domainiyle baglanti kurar. Bu
ilk olarak transkripsiyon faktorli olarak gorev yapan daha sonra fosforile olan,
homodimerize ve transloke olan STAT molekiillerinin giliglenmesini saglarlar. Tirozin
fosforilasyonu ayni zamanda sitokin sinyalizasyon yolaklarindaki diger anahtar diizenleyici

olaylar1 da modifiye ederler (McLornan et al. 2006).



2.5.3. JAK2 MUTASYONLARI
JAK2 mutasyonlar1 ekzon 12 ve ekzon 14 mutasyonlari olarak iki grupta incelenmektedir.

JAK2V617F ve JAK2 ekzon 12 mutasyonlarinin neredeyse biitiin hastalarda goriildigii
PV’nin aksine, ET ve PMF’nin yarisina yakini JAK2V617F negatiftir. JAK2V617F negatif
ET ve PMF’lerde JAK2’de tanimlanmis baska bir mutasyon gozlenmemistir (Kilpivaara
and Levine 2008).

JAK2V617F mutasyonunun Polisitemia Vera, Esansiyel Trombositemi ve Primer Miyelo
Fibrozis hastaliklar arasinda dagilimi heterojen olarak géziikmektedir. JAK2V617F allel
burden (mutant allelerin, yabanil tip allelere orani) ve hastalik fenotipindeki,
komplikasyonundaki ve evrimindeki potansiyel etkisi konusuna olan ilgi giderek
artmaktadir (Burjanivova et al. 2009).

JAK2V617F-negatif hastalarda ise 10 farkli JAK2 ekzon 12 mutasyonu buglne kadar
tespit edilmistir. Polisitemia Vera benzeri ancak farkli kemik iligi morfolojisi ve farkli
Klinik bulgular gosteren bir hastalik birkag JAK2 ekzon 12-pozitif hastalarda
tanimlanmustir (Burjanivova et al. 2009).

Tek bir mutasyonun nasil olup da {li¢ ayr1 hastaligin patogenezine katkida bulundugu

o6nemli bir sorudur. Bu hastaliklarin fenotipik ¢esitliligini agiklamak i¢in birkag hipotez

Bilinmeyen pre-JAK2
olaylar
JAK2V617F/IAK2V
617 yiksek, JAK2V617F/JAK2V617
homozigotluk diistk

JAK2V617F/JAK2V617
yuksek

Onerilmistir.

JAK2V617F/JAK2V617
fibrotik ~—
transformasyondan
>50% fazla

Ek mutasyonlar?

Sekil 2.6 : JAK2 V617F’nin MPN’lerdeki onkopatogenetik rolii (\VVladareanu et al. 2010)
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Bunlar;
1-Gen dozaj

JAK2V617F’nin homozigotlugu kromozom 9p24°teki uniparental dizominin sonucudur.
Uniparental dizomi (UPD) bir homolog kromozom ¢iftinin hepsi veya bir pargasinin tek
ebeveynden aktarilmasidir. ilk ¢alismalar JAK2V617F homozigotlugunun PV’de ET’den

daha yaygin oldugunu gostermistir.

Gen dozaj hipotezi ayrica Scott ve arkadaglari tarafindan homozigot JAK2V617F mutant
eritroid kolonilerin daha ¢ok PV’li hastalarda, nadiren de ET’li hastalarda gdzlendigi
gosterilmistir (Vladareanu et al. 2010).

9p24 uniparental dizomisi ve JAK2V617F homozigotlugu PV’ nin ilk gelisiminde ET den
daha yaygin olmasi, JAK2 sinyalizasyonunun yiiksek seviyede olmasi eritroid fenotipe
avantaj saglarken, diisik JAK2 seviyesinin megakaryosit fenotipine avantaj sagladigini

gostermektedir (Vladareanu et al. 2010).

Bu hipotezi destekleyen in vivo c¢aligmalar, hematopoetik kompartmanlardaki
JAK2V617F’nin asir1  ekspresyonunun ilgili trombositoz olmadan, lokositoz ve
polisitemiye neden oldugunu gostermistir. MPN fenotipiyle ilgili JAK2V617F igin
homozigot ve heterozigot hiicrelerdeki asir1 sinyalizasyonda farkliliklar olabilecegi ihtimali

vardir.

JAK2V617F gen dozajinin MPN patogenezini etkileme mekanizmasinin agikliga

kavusmast i¢in yeni ¢aligmalar gerekmektedir (Kilpivaara and Levine 2008).
2-Germline dizenleyiciler

Pardanani ve arkadaglar1 JAK2, MPL, EPOR, ve GCSFR’deki SNP’lerin fenotipi etkileyip

etkilemedigini arastirmislardir.

MPN’li 179 hastadaki 32 SNP’in analizi PV ve ET ile iligkili spesifik SNP’leri
belirlemelerine imkan tanimistir. Bu veri tek bir baglantidan olsa bile, MPN fenotipiyle

ilgili host genetik varyasyon kanitini saglamistir (Kilpivaara and Levine 2008).
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3-Egilimli alleller

MPN gelisimine yatkinligi olan allellerde, JAK2V617F bir somatik allel olarak

kazanilmaktadir.

Bu, JAK2 sinyal yolagindaki mutasyonlarin gelisimine spesifik segici bir avantaj saglayan

MPN egilimli alleller oldugunu gostermektedir (Vladareanu et al. 2010).
4-Ek somatik mutasyonlar

MPN’li hastalarda sitogenetik anormallikler gbzlenmistir. Bunlarin en 6nemlisi kromozom
20q’daki delesyondur. Ayrica, biitlin hematopoetik hiicrelerinde 20q delesyonu yoklugu
sadece kiguk bir grup JAK2V617F- pozitif hastalarda gozlenmistir.

Bu veriler, baz1 hastalarda JAK2V617F alleli kazanimindan 6nce ortaya ¢ikan bir “pre-
JAK?2 alleli” oldugunu disiindirmektedir. En ilging olan veri ise, JAK2V617F-pozitif
MPN’den JAK2V617F-negatif akut 16semiye doniisen hastalardan gelmistir. Bu durum
hematopoetik progenitore doniistiiren bir “pre-JAK2 alleli” oldugunu gostermektedir. Bu

allellerin kimligi ise hala sir olarak kalmaktadir (Kilpivaara et al. Levine 2008).

2.5.3.1. JAK2 V617F Mutasyonu

JAK2V617F, JAK2 geninin 14. ekzonunda 617. kodonun 1849. pozisyonundaki Guanin
nikleotidinin Timin nilikleotidine transversiyonu sonucu Valin aminoasitinin Fenilalanin

aminoasitine doniistiigii somatik bir nokta mutasyonudur (Tefferi 2010).

Biitlin hiicrelerde bulunan kalitsal mutasyonlarin aksine, somatik mutasyonlar viicudun
sadece belli hiicrelerinde meydana gelir ve ¢ogunlukla onkogeniktirler (Tsiakalou vd
2009).

MPN patogenezinde ilk olarak tanimlanan spesifik mutasyon JAK2V617F dir. JAK2, hem
tip 1 hem de tip Il sitokin reseptorlerinin downstreaminde bulunan bir sitoplazmik

nonreseptor tirozin kinaz kodlamaktadir ( Tefferi 2008).

JAK2V617F mutasyonu 2005’te dort bagimsiz grup tarafindan kesfedilmistir.
Baslangigtaki bu dort grubun hepsi JAK2V617F mutasyonunun en ¢ok PV(% 81-99) daha

sonra ET (% 41-72) ve en son olarak da MF (% 39-57)’de heterozigot ya da homozigot
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halde bulundugunu bildirmiglerdir. Ayrica, homozigot JAK2V617F mutasyonunu mitotik
rekombinasyondaki bir mutant allelin duplikasyonunun sonucu oldugunu da hepsi

gostermistir (Verstovsek and Tefferi 2010).

JAK2V617F’nin bir onkogen oldugunu dogrulayan bir¢cok in vitro ve in vivo calisma
yapilmistir. Ancak, bu ¢alismalardan en onemlileri JAK2V617F nin ifade edildigi fare
kemik iligi naklinin oldugu in vivo deneylerdir. Bu baglamda, alici farelerdeki
JAK2V617F nin ifadesi, polisitemia, strain-spesifik I0kositoz, ekstrameduller hematopoez
ve trombositoz yokluguyla belirgin bir MPN’ye neden oldugu gosterilmistir (Kilpivaara
and Levine 2008).

JAK2V617F mutasyonu downstream hedeflerin ligand bagimsiz aktivasyonunu
etkinlestirir. Bunun sonucu olarak da hiicre dongiisiindeki G1 fazindan S fazina gegis
hizlanmig olur. JAK2V617F BCL-XL ve siklin D2 protein ekspresyonunu tesvik eder
(Vakil and Tefferi 2011).

JAK2V617F mutant proteini asirt fosforile edilir ve STATS, MAK/ERK ve PI3K/AKT
sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol acar. Tiim aktivasyon tip 1 homodimerik sitokin
reseptOriiyle bir ligandin etkilesimine kismen baglhidir. Bu durum, bu mutasyonun
etkilerinin neden esas olarak bu tip reseptorleri dominant olarak ifade eden eritroid,
miyeloid ve megakaryositik hiicre hatlarinda goriildiigiinii agiklayabilir (Vakil and Tefferi
2011).

JAK2 mutasyonu ayrica reseptor aracili apoptozu da inhibe eder ve MPL reseptor
ekspresyonunda diislikliige neden olur. Hiicre hatlarinda, JAK2, STATS ve PI3K
yolaklarinin asir1 aktivasyonuyla iliskili olarak, JAK2V617F, IL3 ve eritropoetin gibi

hiicrelerde sitokin bagimsiz hiicre bliyimesini stimiile eder (Vladareanu et al. 2010).

JAK2 mutasyonu ayrica tedavi yanitin1 da etkilemektedir. ET’li hastalar i¢inde, V617F
mutasyonu olanlar mutasyonsuz hastalara kiyasla, hidroksikarbamiduma daha duyarl iken
anagrelide degildir. Tedavi yaniti JAK2-pozitif periferik kan hiicrelerinin hesaplanmasiyla
direkt olarak degerlendirilebilir. Bu 0zellikle allogenik hematopoetik kok hiicre

transplantasyonu yapilan hastalar i¢in 6nemlidir (\VVladareanu et al. 2010).

Spesifik JAK inhibitorlerinin gelismesi BCR-ABL pozitif KML’ye benzer olarak hastalik
takibine imkan saglayabilir (Vladareanu et al. 2010).
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2.5.3.2. JAK2 Ekzon 12 Mutasyonlari

JAK2 ekzon 12 mutasyonlari, Scott ve arkadaslar1 tarafindan JAK2V617F-negatif PV’li
hastalardaki JAK1, JAK2, JAK3, TYK2, STAT5A ve STAT5B’nin kodlayan biitiin

ekzonlarinin sistematik olarak yeniden sekanslanmasiyla kesfedilmistir (Scott et al. 2007).

JAK2 ekzon 12 ‘de kodonlardaki kicuk delesyonlar ya da insersiyonlar olan K539L
allelini ve 3 tane daha alleli i¢ceren dort yeni mutasyon tanimlanmistir. Bu dért mutasyonun
JAK2’nin ardisik aktivasyonuna neden oldugu fonksiyonel olarak dogrulanmistir.

JAK2KS539L allelinin eritrositoz ve PV fenotipine neden oldugu gosterilmistir.

JAK?2 ekzon 12 mutasyonlarinin ilk kesfinden sonra H538Q’y1u da igeren birgok mutasyon
daha belirlenmistir (Li et al. 2008).

JAK2 ekzon 12 mutasyonlarinin ilk kesfedildigi zaman, sadece JAK2V617F mutasyonu
tasimayan hastalarda meydana geldigi diisiiniilmiistiir. Ancak, yakin bir zamanda ender PV
hastalarinin hem JAK2 ekzon 12 hem de JAK2V617F mutasyonu tasidigi goriilmiistiir.
Klonal analizler JAK2V617F mutasyonu ve JAK2 ekzon 12 mutasyonlarinin bagimsiz
klonlarda meydana geldigini ve bu iki mutasyonun muhtemelen hiicre davranisinda ve bir
MPN’nin varhigin1 gosteren yatkinlik alleli iizerinde cakisan etkilere sahip oldugunu

gostermistir (Li et al. 2008).

MPN’lerdeki JAK2 aktive edici somatik nokta mutasyonlara ek olarak, l6semilerde ve
nadir olarak da klasik MPN’lerde JAK2’yi iceren birka¢ kromozomal translokasyon

bulunmustur.

JAK2’nin TEL(Translokasyon ETS Losemi veya ETV6) ile fuzyonu insan malinitelerinde
tanimlanan ilk JAK2 somatik degisimidir (Lacronique et al. 1997).

Tanimlanan biitin TEL-JAK2 fuzyon proteinleri JAK2‘nin JH1 kinaz domainini
icermektedir ve JH2 psédo kinaz domainini igeren bazi translokasyonlarda bulunmustur
(Peeters et al. 1997).

TEL-JAK?2 fiizyonu JAK2’nin temel kinaz aktivitesine yol agmaktadir. Ikinci en ¢ok rapor
edilen JAK2 translokasyonu JAK2’nin PCM1 ile birlesmesidir (Verstovsek and Tefferi
2010).
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Yakin zamanda ALL’li bir hastada yeni nesil transkriptom sekanslama yontemi ile JAK2

ve Striatin geni arasindaki translokasyon kesfedilmistir (Mullighan et al. 2009).
2.6. MPL MUTASYONLARI

MPL (trombopoetin reseptori), proto-onkogen c-MPL tarafindan kodlanir. Trombopoetin
reseptori c-MPL araciligiyla megakaryopoez ve trombopoezin dnemli bir regiilatoriinii
temsil eden bir trombopoetindir. Bu reseptér, CD34+ hematopoetik progenitorleri,
megakaryositleri ve trombositleri Uzerinden ifade edilir, MPL ve eritropoetin

reseptOriindeki mutasyonlar ilk olarak ailesel eritrositoz ve trombositozda tanimlanmuistir.

MPL geninde su anda MPLW515L, MPLWS515K, MPLS505N, MPLASI9T igeren bir seri
mutasyon bilinmektedir. MPL mutasyonlar1 ET ve MF’li hastalarin % 8 kadarinda
meydana gelmektedir ancak MPN’li hastalardaki MPL mutasyonlarinin gergek frekansi
JAK2V617F yaygmligt i¢in yapilan c¢aligmalar kadar genis olmadigi icin tam olarak
bilinmemektedir (Pardanani et al. 2006).

JAK2 ekzon 12’de oldugu gibi MPL’de de yalmizca JAK2V617F mutasyonu tagimayan
hastalarda meydana gelecegi diisiiniilmiistiir. Ancak bir¢ok rapor JAK2V617F ve MPL
mutasyonlarinin aynt anda MPN’li hastalarda olabilecegini gostermistir (Beer vd 2009,

Guglielmelli et al. 2007, Pardanani et al. 2006).

2005’te JAK2V617F mutasyonunun kesfinden beri, birka¢ rapor JAK2V617F MPN’den
kaynaklanan akut miyeloid 16seminin (AML) 16semik blastlarinin siklikla JAK2 yabanil tip
oldugu tutarl bir sekilde bildirilmistir (Campbell et al. 2006).

Bu MPN ve AML’nin iki farkli progenitér hiicreden kaynaklanabilecegini ya da
JAK2V617F’den once bir anormallik tasiyan, hem AML hem de MPN’ye sebep olan

atasal bir klonun var olabilecegi 6ne stiriilmektedir (Theocharides et al. 2007).

Son olarak, JAK2 ve MPL mutasyonlarinin kesfi MPN’lerin ailesel vakalarmin olasi
genetik nedenleri i¢in yogun ¢aligmalara yol agmistir. Japonya’da ailesel bir ET tiiriinde
germline MPLS505N tanimlanmis olmasina ragmen, bu zamana kadar JAK2’de higbir

kalitimsal mutasyon tanimlanmamistir (Verstovsek and Tefferi 2010).
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MPL genindeki somatik mutasyonlar ilk olarak Pikman ve arkadaslari tarafindan EPO-R,
MPL ve GCSF-R’nin aday gen yeniden sekanslamasi esnasinda kesfedilmistir (\Vladareanu
et al. 2010).

Pikman ve grubu MPL mutasyonlarinin intraselliiler JAK2/STAT yolaginda JAK2V617F
mutasyonuna benzer olarak aktive edici bir etkiye sahip oldugunu kesfetmislerdir
(Vladareanu et al. 2010).

MPL’nin sitoplazmik domainiyle transmembran domaininin baglandig1 yerdeki 16sin ve
triptofan degisimiyle bilinen MPL WS5I5L mutasyonu, sitokin-bagimsiz hiicre
proliferasyonuna ve JAK2, STAT, AKT ve ERK’in asir1 fosforilasyonuna yol agmaktadir
(Vladareanu et al. 2010).

Hicre ylzeyinde, JAK2 mutasyonunun c-MPL ekspresyonunun down regulasyonuna
neden olmasi c-MPL ekspresyonunun PV ve MMM hastaliklarinda diisiik olmasi bu
hastaliklarin karakteristik 6zelligi oldugunu, ayrica PV ve diger eritrositoz tiplerinin
arasindaki tani farkliliklarinin bir unsuru oldugunu gostermektedir (Vladareanu et al.
2010).

Megakaryositlerin ve trombositlerin hicre ylzeyindeki trombopoetin reseptorinin(MPL)
azalmis ekspresyonu Polistemia Vera ve Miyelofibrozis’te bilinen bir durumdur ancak, bu

olaydan sorumlu mekanizmanin tam olarak nasil oldugu biiyiik 6l¢iide belirsiz kalmigtir

(Fleischman et al. 2012).

Pecquet ve arkadaslari, MPL ekspresyonunun JAK2V617F mutant proteini tarafindan

diisiirtildiiglinii géstermislerdir.

Royer ve arkadaslarinin onceki bir calismasinda yabanil tip JAK2’nin MPL’nin
endoglikozidaz H-direngli formunu stabilize ettigini ve dolayisiyla hiicre yiizeyindeki
toplam reseptor seviyelerinin yiikselisini gostermistir. Bu son g¢alismada Pecquet ve
arkadaglar1 JAK2V617F’nin bu yetenegini kaybettigini gdstermislerdir. Sonug¢ olarak,
JAK2V617F eksprese eden hiicreler proteozom tarafindan MPL degradasyonunda bir artis
gosterirler (Fleischman et al. 2012).

Yakin zamanda, MPL ligand1 trombopoetinin yliksek konsantrasyonlarinin hiicre
yiizeylerinde antiproliferatif bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu megakaryosit

gelisiminin geg¢ evrelerinde proliferasyonu disiiren bir fizyolojik mekanizma gibi hizmet
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edebilir. Bu nedenle, ge¢ megakaryosit evresinde diisiik seviyede MPL eksprese eden

genetik olarak modifiye edilmis farelerde trombositoz gelisir (Fleischman et al. 2012).
2.7. GERMLINE JAK2 HAPLOTIPI

MPN’li ailelerin olmast uzun zamandir MPN gelisimine egilimli germline genlerin

varhigimi akla getirmektedir (Kralovics et al. 2003).

Ustelik hem epidemiyolojik veriler hem de ailesel calismalar kalitimsal faktdrlerin
MPN’lere egilimli olabilecegini gostermistir Ayrica JAK2 genindeki kalitimsal olarak
aktaritlan SNP(tek niikleotit polimorfizmi)’lerin spesifik MPN alttiirleriyle iliskli

olabilecegi one siiriilmektedir (Jones et al. 2009).

JAK2 mutasyonlar1 ailesel MPN’lerin potansiyel bir nedeni olarak degerlendirilmislerdir

ancak JAK2’de hichir germline mutasyon tespit edilmemistir (Landgren et al. 2008).

MPN’li ailelerin birikmis ¢alismalarindan, ¢ogu soydaki kalitim paterninin diisiik
etkinlikteki bir otozomal dominant Ozellik ile tutarli oldugu goriinmektedir. Ancak,
MPN’ye germline olarak egilimli higbir sitogenetik ya da genetik lokus, JAK2’nin kendi
igcindeki bir risk SNP’nin 2009°da kesfine kadar iliskilendirilememistir (Jones et al. 2009).

2009°da, ti¢ ayr1 rapor JAK2’inin kendisini i¢eren ve hem JAK2V617F mutasyonu hem de
MPN’nin gelisimiyle iligkilendirilen bir germline haplotip blogu (46/1 de denilmektedir)
yaymlanmistir. Bu haplotip blogu belirgin olarak MPN hastalarinda zenginlestirilmis ve
JAK2 ekzon 12 ve 13’iin arasindaki intronun i¢inde yer alan bir SNP (rs10974944) ile
isaretlidir. Bu ii¢ calismanin iicli de bu haplotip i¢in heterozigot olanlarin, diger
kromozomdan daha fazla egilimli SNP alleli ile birlikte JAK2V617F mutasyonu kazanma
ihtimalinin yiiksek oldugunu gostermistir (Olcaydu et al. 2009).

Onerilen giincel hipotezler, 46/1 haplotipinin, MPN ve JAK2V617F gelisimi i¢in nasil risk
olusturduguna atifta bulunan iki hipotez icermektedir. ilk hipotez, haplotipin JAK2
lokusundaki mutasyonlarin artmis frekansimna sebep oldugudur ve bu mutasyonlarin bir
klonal bozukluk gosterme gibi secici buyime avantajlari ile sonuglandigidir. Bu hipotez
daha once tanimlanmis olan bagimsiz klonlarda bir¢ok kez JAK2 mutasyonu kazanan
MPN hastas1 6rnekleriyle giiclii bir sekilde desteklenmistir. Ancak, bu “hiper- mutability”

denilen hipotez haplotipin uzak bir nikleotitteki mutasyon sikliginin arttirmasi
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mekanizmasi hakkinda higbir agiklama getiremedikleri gercegiyle engellenmistir. Ayrica,

haplotip JAK2V617F negatif MPN’lerde de zenginlestirilmistir (Pardanani et al. 2010).

Ikinci hipotezin fikri ise, JAK2V617F mutasyonunun farkli haplotiplerde esit ihtimalde
meydana geldigi, ama risk haplotipinde mutasyon olanlarin daha giiglii bir biiyiime avantaji
kazanmakta oldugudur. Bu “fertile ground” denilen hipotezi haplotipin bir biiylime
avantaji bahgedebilecegi mekanizmasi Onerilmedigi ya da tanimlanamadigi gercegiyle

engellenmistir (Olcaydu et al. 2009).

Son zamanlarda haplotipin ayni zamanda JAK2 ekzon 12 ve MPL mutasyonlar riskini de
arttirdiginin kesfi fertile ground hipotezini hiper mutability hipotezinden daha fazla
desteklemektedir. Yine de, haplotipin hastalik patogenezini etkileyen heniiz
tanimlanmamis fonksiyonel bir varyantla iliski i¢inde oldugu olasilig1 hala bulunmaktadir

(Seaman et al. 2009).
2.8. JAK2 MUTASYONLARI ve ALLEL BURDEN KAVRAMI

JAK2V617F mutasyonunun ve bu mutasyonun allel burden durumunun prognostik roli
cesitli hiicre ve hayvan modelleri oldugu gibi genis hasta serilerini kullanan yogun
aragtirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Yiiksek allel burden varliginin, hiicre-igi
sinyal yolaklarinin artmis aktivasyonunun temelinde oldugu ve PV’nin klinik fenotipiyle
iligkili oldugu konusunda bir konsensusa varilmistir. Diger taraftan miyelofibrozisteki

diisiik allel burden, sagkalimin azalmasiyla iliskilendirilmistir (Vannucchi 2011).

Mutasyonun kesfinden sonra en kafa karistiric1 soru, tek bir mutasyonun nasil en az ¢

farkli hastaliga sebep oldugudur (Passamonti et al. 2009).

Bu hipotezlerden biri, hastalik fenotipi ve JAK2V617F mutant allelerinin oran1 yani
hematopoetik hiicrelerdeki yabanil tip, mutant oran1 anlamina gelen allel burden kavrami

arasindaki iligkiyi 6ne siirmektedir (Passamonti et al. 2009).

JAK2 mutasyonu allel burden durumunun, downstream JAK/STAT sinyal yolaklarmin
aktivasyon seviyesi yoluyla hastalik fenotipini etkileyebilecegi olasilig1 bircok deneysel ve
Klinik gozlemle desteklenmistir (Vannucchi et al. 2008, Passamonti et al. 2008).

JAK2V617F’yi  ¢esitli  seviyelerde ifade eden transgenik fareler bu hipotezi
desteklemektedir. JAK2V617F’nin diisiik seviyeleri trombositozisle belirgin ET-benzeri
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bir fenotipe sebep olurken, mutant allellerin daha ylksek seviyeleri PV-benzeri fenotipe

neden olmaktadir (Passamonti et al. 2009).

Trombozis ?
Hastalik Miyelofibrozis
komplikasyonlar1 Losemi ?

ve gelisimi

JAK2 V617F
allel burden

Klinik
fenotip

WBC Hb PLT WBC Hb PLT WBC Hb PLT

JAK2 V617F icin heterozigot hicreler
JAK2 V617F icin homozigot hiicreler

Normal Normalin {stlinde Normalin altinda

Sekil 2.7: JAK2V617F mutasyonu ve allel burden iligkisi (Passamonti, Rumi 2009).

Birgok ¢alisma, JAK2V617F allel burden durumunun MPN hastalarindaki klinik ug
noktalarla ve hematolojik karakteristiklerle baglantili oldugunu gdstermistir (Vannucchi et

al. 2008).

Baz1 bakis acilarina gore; fenotip, normal ve mutasyonlu JAK2 mRNA arasindaki oranla
yakin bir iligki halindedir. Diisiik oranda mutasyonlu JAK2 eksprese eden farelerin I6kosit,
hemoglobin ve trombositlerinde énemli bir artig tespit edilmistir. Bu da diisitk JAK2V617F
ekspresyonunun ET fenotipine, yuksek JAK2V617F ekspresyonunun ise PV fenotipine
avantaj sagladiginin bir gostergesidir (Tiedt et al. 2008).

Allel burden’n dl¢timii; tani, tedavinin takibi ve minimal rezidiiel hastaliklarin tespiti i¢in

kritik 6Gneme sahiptir (Tsiakalou et al. 2009).
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JAK2 mutasyonlar1 homozigot ya da heterozigot durumda bulunabilir. Literatlr
bulgularmma gore, JAK2 mutasyonunun homozigotlugu 9. kromozomun kisa kolundaki

mitotik rekombinasyondan meydana gelmektedir. Homozigotluk PV ve PMF hastalarinda

% 30 civarindayken, ET’li hastalarda daha nadirdir (% 2-4) (Veneri et al. 2009).

Sonug olarak, 2008’de JAK2V617F alleli miyeloproliferatif neoplaziler i¢in Diinya Saglik
Orgiitii simiflamasinda  (WHO)’niin tanisal belirteclerine dahil edildi. Bir analitik
kimyactya gore; zor olan insan genomik DNA’sindaki bir¢ok normal allelin varlig i¢inde
JAK2V617F mutant allelin tespiti i¢in duyarli, saglam ve pratik metotlar gelistirmektir.
Ustelik mutant allel burden’n hesaplanmasinda, prognostik &nem ve tedavinin
izlenmesinin yararlili1 ile miyeloproliferatif klonun biiylikliigliniin tahminini saglamasi

beklenmektedir (Tsiakalou et al.2009).
2.9. JAK2 MUTASYONLARININ SAPTANMASININ ONEMIi

JAK2V617F mutasyonunun tespiti;

1-Polisitemia Vera (PV), Esansiyel Trombositemi (ET) ve Primer Miyelo Fibrozis (PMF)

hastaliklarinin ilk teshisinde,
2-Mutasyonun durumundan dolay1 hastaliklarin prognozunda,
3-Kok hiicre transplantasyonundan sonra hastalarin izlenmesinde,

4-Tirozin Kinaz inhibitor tedavisinden potansiyel olarak yararlanabilecek hastalarin

se¢iminde 6nemli rol oynamaktadir (Siebolts et al. 2010).
2.10. MPN’LER ICIN HEDEFE YONELIK TEDAVI

JAK2 inhibitorlerinin giivenli ve etkili olacagi, spesifik JAK2 kinaz aktivitesi
inhibitorlerinin PMF’de faz I/II denemelerinde ve post-PV/ET miyelofibrozunda kliniklere

girecegi konusunda en bastan beri umut vaad etmistir ( Kilpivaara and Levine 2008).

Koloni deneyleri JAK2 inhibitorlerinin JAK2 ekzon 12 ya da MPL mutasyonlu hastalar
icin degerini ve JAK2-MPL negatif hastalardaki JAK2 inhibitor terapisinin PV, ET ve
PMF’nin patogenezinin merkezinin JAK-STAT sinyalizasyonu oldugu hipotezinin direkt
bir testine imkan verebilecegini gostermistir ( Kilpivaara and Levine 2008).
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Bu hastaliklarda JAK?2 inhibitor gelistirmeye dnemli bir ilgi olmasina ragmen, bu ajanlarin
klinik arenaya girmesiyle ilgili 6nemli endiseler oldugunu akilda tutulmasi gerekmektedir.
Bunlardan ilki, in vitro sistemler kullanilarak c¢alisilmasi gereken ancak JAK?2 inhibitorleri
ile tedavi edilen bazi hastalarin direng gostermeye meyilli olmalaridir ( Kilpivaara and

Levine 2008).

Ustelik, bu veri JAK2V617F-pozitif MPN’li hastalarda siklikla JAK2V617F-negatif akut
miyeloid 16semi meydana geldigini gosteriyor, bu da JAK2 inhibitdr terapisinin 16semik

transformasyon riskini arttirdigini gosteriyor.

JAK-STAT yolagi ruxolitinib (INCB018424), SAR302503 (TG101348), CYT387,
lestaurtinib (CEP-701), SB1518, AZD1480, BMS911543, LY278544 ve XL019 gibi ATP-
taklidi kuctik molekdl kinaz inhibitérleri ve panobinostat (LBH589), vorinostat (MK0683),
givinostat (ITF2357) ve SB939 gibi histon deasetilazlar1 igeren bir¢ok ilag grubu
tarafindan inhibe edilmektedir (Tefferi and Pardanani 2011).

a)Ruxolitinib

Ruxolitinib (INCB018424) bir JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2 inhibitériidiir. Ilacin JAK2,
STATS, ERK1/2 ve Akt fosforilasyonunu baskiladigi gosterilmistir. Ruxolitinibin ayrica
PV’li hastalarda endojenlerin ve sitokin-destekli eritroid progenitorlerin gelisimini de

inhibe ettigi gosterilmistir (Tefferi and Pardanani 2011).
b)SAR302503 (TG101348)

SAR302503 (TG101348) bir JAK2/FLT3 inhibitérdiir. SAR302503 HEL (Insan
Eritrolosemi Hiicreleri) ve murin Ba/F3 JAK2V617F hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
eder. Bu  hiicrelerin  SAR302503’¢ maruz kalmalar1 STATS fosforilasyonu
konsantrasyonunu hiicre proliferasyonunu inhibe edecek seviyeye diislirmektedir.
SAR302503 hem HEL hem de Ba/F3 JAK2V617F hiicrelerini doza bagl olarak apoptoza
yonlendirdigi gosterilmistir (Tefferi and Pardanani 2011).

C)CYT387

CYT387 bir JAK1, JAK2 ve TYK2 inhibitérudir. CYT387 bBa/F3-JAK2V617F ve HEL
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe etmektedir. CYT387’nin JAK2V617F-pozitif PV
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hastalarinda eritroid koloni gelisimini baskiladigi gosterilmistir (Tefferi and Pardanani
2011).

d)Lestaurtinib

HEL hdcrelerinde, lestaurtinib JAK2V617F ve onun downstream hedefleri STAT5 ve
STAT3’lin fosforilayonunu inhibe etmektedir (Tefferi and Pardanani 2011).

£)SB1518

SB1518, hem yabanil tip JAK2 hem de JAK2V617F’nin ve FLT3’lin giigli bir
inhibitoriidiir. Bu ilag JAK1 ve JAK3’e kars1 daha az etkilidir. Ilag ayrica STAT3 ve
STATS’in JAK2-aracili fosforilasyonunu inhibe eder (Tefferi and Pardanani 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. MATERYAL

Retrospektif (geriye doniik) olarak 2001-2011 yillar1 arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’da kemik iligi biyopsi ve yayma preparatlar1 incelenen ve
BCR ABL negatif MPN tanisi almisg 12 ET, 14 PV ve 8 PMF, toplamda 34 vaka ¢alismaya
alinmistir. Bu hastalara ait kemik iliginde gozlenen morfolojik parametreler olan
selliilarite, kemik iligi retikiilin artis1 varli@i ve derecesi ayrica yeniden (0-3
derecelendirme sistemine gore) degerlendirilmistir. Hastalarin ¢alismada incelenen
biyopsilerinin alindig1 zamanda yapilmis olan ve bu hastalik grubunda tanisal 6nemi olan
klinik ve laboratuar parametreler arasinda bulunan; kan 16kosit diizeyi, hemoglobin degeri,
trombosit miktar1 gibi O6zellikler ile splenomegali varligi hastane bilgi sisteminden
alimmistir. Bu sekilde patoloji arsivinde anonimize edilen MPN tanili hastalara ait kemik
iligi yayma orneklerinden uygun olanlar1 ve parafin doku 6rneklerinden yapilan kesitler

DNA eldesi icin kullanilmastir.

3.2. YONTEM

Bu tez calismasinda, belirlenen olgulara ait kemik iligi aspirasyon yayma preparatlar1 ve
parafin bloklarindan DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu DNA’lar lizerinde molekiiler

analizler yapilmugtir.

Molekiler yontem olarak ilk o6nce secilen orneklerden DNA izolasyonu
gerceklestirildikten sonra elde edilen DNA’larin konsantrasyon analizi yapilmistir. Bu
asamadan sonra ise elde edilen DNA’larin kalitesi Size Ladder PCR ile kontrol edilmistir.
Daha sonra JAK2 ve MPL mutasyonlarini saptamak amaciyla yeni nesil dizileme

(pirosekanslama) yontemi kullanilarak molekiiler analiz gerceklestirilmistir.
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3.2.1.1. DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen 6rnekler Qiagen, QiaAmp DNA FFPE Tissue Kit (Katalog No:
56404)  kullanilarak DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. DNA izolasyonu igin

asagidaki protokol izlenmistir:

e 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline alinan 10 mg’dan az doku Orneginin
Uzerine 180 ul Buffer ATL ve 20 ul Proteinaz K eklenir. 15 saniye

vortekslenir.
e Tip calkalamal: inkiibatére yerlestirilir ve 56°C’de gece boyu inkiibe edilir.
o 90°C’de 1 saat inkiibe edilir.
e 200 ul Buffer AL eklenir ve 15 saniye vortekslenir.

e 200 ul soguk absolut etanol eklenir. Dikkatlice karistirilip 15 saniye
vortekslenir. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. Spin yapilir.

e Lizat, membrana degmeden “QIAamp minElute Coloumn”a aktarilir. 5

dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.
e 8000 rpm (6000g)’de 1 dakika santrifiij edilir. Kolon temiz tiipe aktarilir.

e Membrana degmeden 500 ul Buffer AW1 eklenir. 8000 rpm (6000g)’de 1

dakika santrifuj edilir. Kolon temiz tupe aktarilir.

e Membrana degmeden 500 ul Buffer AW2 eklenir. 8000 rpm (6000g)’de 1
dakika santrifiij edilir. Collection tiipiliniin i¢indeki siv1 dokiillir ve tekrar

kolona yerlestirilir.
e Membranin tamamen kurumasi i¢in 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.

e Kolon 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tlipline aktarilir. Membrana degmeden tam

merkezine 20-100 ul Buffer ATE veya distile su eklenir.

e Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir ve 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij

edilir.

e 12 ve 13. basamaklar tekrarlanir. Kolonlar atilip tiiplerin kapaklar1 kapatilir.
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YONTEM

Il

[ Yayma preparatlardan ve parafin ]

bloktan DNA izolasyonu

Il

4 N
DNA’nin spektrofotometrik

6lglimu ve miktar tayini

Il

DNA size ladder tayini

Il

Yeni Nesil Dizileme

Sekil 3.1: Yontemde is akist

3.2.1.2. DNA’min Spektrofotometrik Analizi ve Miktar Tayini

Spektrofotometrik olarak DNA’nin safliginin ve konsantrasyonunun belirlenmesi igin
spektrofotometre (Nanodrop) kullanilarak 6l¢tim yapilmistir. DNA 260 nm dalga boyunda,
protein 280 nm dalga boyunda, fenol ve diger bilesikler ise 230 nm dalga boyunda
maksimum absorbans vermektedir. Buna gore DNA’nin safligi degerlendirilirken
A260/280 ve A230/280 oranlar1 dikkate alinmaktadir. Bu ¢alismada da bu prensiplere
uyularak DNA saflik ve miktar analizi yapilmistir.

3.2.1.3. Kalite Kontrol (Size Ladder) PCR

Kemik iligi yayma preparatlarindan elde edilen DNA 0Orneklerinin kalite tayini
housekeeping genler i¢in diizenlenmis multiplex PCR yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Size ladder PCR kitinin igerisinde 100, 200, 300,400 ve 600 baz ¢ifti boyutlarinda olan

cesitli  house-keeping gen bolgelerini cogaltmak igin tasarlanmis primer ¢iftleri
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bulunmaktadir. Size Ladder PCR i¢in In Vivo Scribe Specimen Control Size Ladder-
Unlabeled (katalog no:2-096-0020) kiti kullanilmustir.

Malzeme 1 6rnek icin miktar

Mix 45 ul

Thermostart Taq Polimeraz 0,25 ul

DNA 5ul

Tablo 3.1:Kalite Kontrol PCR protokoli
Amplifikasyon Program

95°C’de 7 dk

95°C’de 30 sn

60°C “de 45 sn 35 dongi
72°C°de 90 sn

72°C’de 10 dk

15°C’de bekletilir.

3.2.1.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Size ladder PCR’1 yapilan DNA’larin PCR {iriinlerinin kalite ve boyutunu kontrol etmek
amaciyla Agaroz jel elektroforezinde yliriitiiliip gorlintiilenmistir. Gorilintiileme i¢in Vilber

Lourmat Doc Print goriintiileme sistemi kullanilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlarin hazirlanisinda asagidaki protokol

izlenmistir:

e Etidyum bromir son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak sekilde sulandirilir.100 ul
DNA ladder’in iizerine 240 ul 6X loading dye ve 660 ul ddH20O(duble distile su)
eklenerek DNA ladder hazirlanir.
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e 5X TBE (Tris-HCL (katalog no: 77-86-1), Borik Asit (katalog no: 10043-35-3),
EDTA) hazirlanmasi i¢in 54 g Tris Base, 27.5 g Borik asit ve 20 ml 0.5 M EDTA
(katalog no: 6381-92-6) deiyonize su ile karigtirilarak ¢oziinmesi saglanir. Hacmi

1000 ml’ye tamamlanir.

e 5X TBE’nin deiyonize su ile 1/5 oraninda sulandirilmasi ile 1X TBE (Tris-HCL,
Borik Asit, EDTA) hazirlanir.

e Agaroz; % 2’lik jel igin 2g/100 ml olacak sekilde hassas terazide tartilir. Uzerine
100 ml 1X TBE eklenip mikrodalgada kaynatilarak agarozun ¢oziinmesi saglanir.
Sicakligr 60-70 0C’ye diistiikten sonra jel trayine dokiiliip katilagmasi i¢in 30 dk
beklenir.

o 9% 2’lik agaroz jel, elektroforez tankina yerlestirilir. 3 ul DNA ve 3 ul 6X loading
dye ile karistirlarak jelin kuyucuklarma yiiklenir. Ornekler, 120 voltta 30 dakika

yuratuldr. Jel, UV gorintileme sistemi ile goriintiilenerek fotograflanir.

3.2.1.5. JAK2 ve MPL Mutasyon Analizleri

Yeni Nesil Dizileme

/ Amplikon PCR \

PCR Purifikasyonu

i

Fluorimetrik 6lcim

i

emPCR

i

Bead Recovery

i

Sekans islemi

e/

Sekil 3.2: Yeni nesil dizileme islem sirasi

JAK2 geni ekzon 12 ve 14 igin, MPL geni ekzon 10 mutasyonlarinin saptamak icin yeni

nesil dizileme teknigi kullanilmigtir. Bu teknik sentez esnasinda dizileme esasina
34



dayanmaktadir. Dizileme reaksiyonu sirasinda, kalip DNA dizisine her niikleotit
baglanmasindan sonra Apiraz enzimi ortamdaki diger niikleotitleri uzaklagtirir.
Niikleotitlerin takilmasiyla yapilan iiretimden sonra DNA Polimeraz bir pirofosfat (PP1)
ag1ga cikarir. Siilfirilaz enzimi ise bu pirofosfatlart ATP’ye déniistiiriir. Uretilen her ATP
Luciferaz enzimi tarafindan kullanilir. Luciferaz her ATP’yi hidrolize eder ve oxy-luciferin

ve luciferin substratindan 1s1ma olusturur.

Amplikon kiitiiphanelerinin hazirligi, amplifikasyon ve sekanslama 2-4 glin suren bir
calisma gerektirmektedir. Bu islemde klonlamaya gerek duyulmaz, ¢ilinkii emulsion PCR
asamasinda benzer mantikla amplifikasyon klonal olarak gergeklestirilmektedir. Dizileme
sirasinda goriintiiniin es zamanli olarak takip edilebildigi bu sistemin okuma uzunlugu 400

baz-¢iftidir. Hata oraninin ise % 1-2 oldugu literatiirdeki ¢esitli caligmalarda gosterilmistir.

. ‘9,, Ris o Signal image

er

Sulfurylase
ATP

\/H”en.n

Light + oxy luciferin

Luciferase

http://454.com/products/technology.asp
Sekil 3.3: Yeni nesil dizileme reaksiyonu

Yeni nesil dizileme agsamasinda agagidaki islemler uygulanmistir;
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Amplikon PCR

Bu PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer dizilerinin basinda anahtar dizi (TCAG) olarak
adlandirilan bir dizi bulunmaktadir. Anahtar diziden sonra ise MID (Multiplex Identifiers)
ad1 verilen barkod gorevi yapan 15 ayr1 6rnek icin 15 farkli diziye sahip bir oligoniikleotit
dizisi bulunmaktadir. Bu 6rneklerin barkodlanmasi olarak diisiiniilebilir, bu sekilde her
ornege kimlik kazandirilarak amplifikasyon tamamlanir. Bu barkodlama isleminin amac1
amplikonlarin sekans asamasinda biribirleriyle kolayca ayirt edilerek okunmasini

saglamaktir.

Roche FastStart High Fidelity PCR Systems kiti (katalog no: 03 553 400 001) kullanilarak
JAK2 ekzon 12, ekzon 14 ve MPL ekzon i¢in ayr1 PCR reaksiyonlari hazirlanmistir.

Master mix hazirlanir. Her 6rnegin her amplikonu i¢in bir PCR reaksiyonu hazirlanmistir.

Bu asamada asagidaki protokol takip edilmistir:

5-TCAG- MID-CTCCTAGCCTGGATCTCCTTG-3’
MPL Ekzon 10 Reverse Primer

5°-TCAG- MID- CCTAGTCGCCGAGGTGAG-3’
Amplikon Uzunlugu 345 baz Gifti

Tablo 3.2: MPL ekzon 10 primer dizileri

5°-TCAG - MID- CTCCTCTTTGGAGCAATTCA-3’

JAK2 Ekzon 12 Reverse Primer

5°-TCAG- MID- CC AAT GTC ACATGAATG TAAATC-3
Amplikon Uzunlugu 280 baz gifti

Tablo 3.3 :JAK2 Ekzon 12 primer dizileri

5’- TCAG- MID- TGCTGAAAGTAGGAGAAAGTGCAT-¥»
JAK?2 Ekzon 14 Reverse Primer

5°- TCAG- MID- TACAGTGTTTTCAGTTTCAAAAA-3’
Amplikon Uzunlugu 342 baz cifti

Tablo 3.4: JAK2 ekzon 14 primer dizileri
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Malzeme Stok 1 6rnekicin  Final
Konsantrasyon miktar Konsantrasyon

FastStart Buffer 10X 5ul 1X

d NTP mix 10 mM 1ul

Forward primer 10 pmol 2 ul

Reverse primer 10 pmol 2ul
FastStart HiFi Polimeraz 5 Ulul 0.5 ul
DNA 25 ng/ul 2ul
Molekuler Biyoloji Grade Su 37.5ul 37.5ul

Toplam 50 ul

Tablo 3.5: JAK2 Ekzon 12 ve Ekzon 14 PCR Protokoli

Malzeme Stok 1 6rnek icin Final Konsantrasyon
Konsantrasyon  miktar

MgClI; ‘siz buffer 10 X 5ul 1X
MgCl, 25 mM ul

d NTP 10 mM 1ul

Enzim 5 Ulul 0.5ul

DNA 25 ng/ul 4 ul

Primer (F+R) 10 pmol 4 ul

Su 24 ul
25 ul

50 ul

Tablo 3.6: MPL Ekzon 10 PCR Protokoli
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Liyofilize halde sentezlenen primerler, son konsantrasyonlart 100 pmol/ul olacak sekilde
deiyonize su ile sulandirilir. Stok primerin 1/10 sulandirilmasi suretiyle 10 pmol/pl primer

hazirlanir.
DNA 6rnekleri molekdler biyoloji grade su ile 25 ng/ul olacak sekilde hazirlanmistir.

PCR master mix 24 ul olacak sekilde tiiplere ya da plate’e dagitilir ve her tiipe 1ul’e diliie
edilmis DNA konur.

BiO-RAD C1000 Thermal cycler’da asagidaki protokollerle PCR yapilmustir;

Basamak Sure (dk)  Sicaklik

Baslangi¢ 5:00 94°C
denatiirasyonu

Denatiirasyon 0:45 94°C

Annealing 0:45 58°C
Uzama 0:45 72°C

Son uzama 10:00 72°C

Tablo 3.7: JAK2 Ekzon 12 PCR Programi

Basamak Dongu  Sdre (dk)  Sicaklik Dongu  Suare (dk) Sicaklik

Baslangi¢ 1 5:00 95°C 1 5:00 95°C
denattirasyonu

Denatiirasyon 10 0:30 95°C 0:30 95°C

Annealing 0:30 60°C—55°C 0:30 55°C

Uzama 0:30 72°C 0:30 72°C

Son uzama 7:00 72°C

Tablo 3.8: JAK2 Ekzon 14 PCR Programi1
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Basamak Sure (dk) Sicaklik Dongu Sure (dk)  Sicaklik

Baslangi¢ 10:00 95°C 1 5:00 95°C
denatlirasyonu

Denatiirasyon 0:30 95°C 0:30 95°C

Annealing 0:30 63°C—58°C 0:30 55°C

Uzama 0:30 72°C 0:30 72°C

Son uzama 10:00 72°C

Tablo 3.9:MPL Ekzon 10 PCR Programi1

PCR Purifikasyonu

Purifikasyon icerisinde manyetik beadler (boncuklar) bulunan Agencourt AMPure XP Kiti
(katalog n0o:A63880) ile yapilmistir. PCR iirlinlerinin bu manyetik beadlere baglanmasi ile

cesitli yikama asamalariyla saflastirilmasi saglanir.

PCR drunlerinin  purifikasyonundan sonra Agilent 2100 Bioanalyzer sistemi ile
ptirifikasyonu yapilmis amplikon kiitiiphanelerinin boyut ve kalitesi kontrol edilmistir. Bu
sistemde bir cam ¢ipin kanallarina jel doldurulduktan sonra ¢ipin kuyularma 6rneklerin
yiiklenmesiyle elektroforezin gerceklestigi bir sistemdir. Ozelligi ise ¢ok diisiik oranda

amplifikasyonun gerceklestigi 6rnekleri bile hassasiyetle 6lgmesidir.

Piirifikasyon Sonras1 Ol¢iim

Kitlphane 6lcimi Quant- IT PicoGreen dsDNA Assay Kit (katalog no:P7589) ve
flourimetre kullanilarak yapilir. Oncelikle standart egrinin olusturulabilmesi igin 1°den 8’e
kadar numaralandirilmis olan tiiplerde standartlar hazirlanir. Standart egri olusturarak
orneklerin konsantrasyonlar: hesaplanir.

Burada tespit edilen konsantrasyon i¢in molecule/ul ‘ye dontistiirecek excel Uzerinde bir

hesaplama yapilir.

39



Burada sonug 10%dan daha bliylik bir deger ¢ikarsa, 10%a diliie edilir. Diliisyon ig¢in
asagidaki denklem kullanilir. Bu diliisyonun amaci her amplikon 6rneginden esit oranda

alinarak pool olusturmaktir.

Molecule/ul

10°

lul &érnek ile yukarida denklemde hesaplanan Z ul kadar TE karnistirilip 1X10°
molekiil/bead ‘e déniistiiriliir. Daha sonra pool’un son konsantrasyonu 1X 10’ olacak

sekilde diliisyon yapilir. Diliie edilen 6rnekten 1/10 diliisyon ile 1 X 10° pool elde edilir.

Emulsion PCR (emPCR)

A
+ PCR Reagents
— —
+ Emulsion Oil
B
& o ’ Micro-reactors
Adapter carrying Mix DNA Library Create -
library DNA & capture beads “Water-in-oil"

(limited dilution) emulsion

“Break micro-reactors” Perform emulsion PCR
Isolate DNA containing beads

www.roche-applied-science.com
Sekil 3.4: emPCR

Amplikon kiitiiphanelerinin 6l¢iimii de yapildiktan sonra emPCR ad1 verilen, yeni nesil
dizileme yonteminin temelini olusturan en O6nemli basamak gerceklestirilir. Bu islemde
spesifik adaptorleri olan DNA’lar denatiirasyonla tek zincir haline getirilir ve
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amplifikasyon beadleri (boncuklar1) tarafindan yakalanarak her fragment ayr1 bir
mikroreaktoriin i¢inde olacak sekilde klonal olarak cogaltilmis olur. Bu sekilde her
amplikon kendini ¢ogaltma sans1 elde ederek sekans asamasinda tek bir varyasyonun bile
gbzden kagirilmasiin oniine gecilmis olur. Bu PCR’da emPCR kit (katalog no: 05 996
538 001) kullantlmistr.

EmPCR islemi icin asagidaki protokol takip edilmistir;

Su 235ul 235ul
Additive 260ul 260ul
Amp. Mix 135ul 135ul

Amp Primer 40ul (A) 40ul (B)
Enzim karisimi 35ul 35ul
Pipiase 1ul 1ul
Toplam 676 ul 676ul

Tablo 3.10: emPCR protokolu

Tablo3.11 deki program kullanilarak amplifikasyon gerceklestirilir.

50 doéngu

Tablo 3.11: emPCR amplifikasyon programi

Her amplikonun ayr1 mikroreaktdrlerde amplifiye oldugu EmPCR sonrasinda bu iiriinler
emPCR Oil and Breaking Kit ( katalog no: 05 996 511 001) ile toplanmaktadir, ¢esitli
yikamalardan sonra diger asamalara hazir hale getirilmektedir. Bu geri kazanim
asamasinda emPCR Kit Bead Recovery Reagents kiti (katalog no: 05 996 490 001)

kullanilmistir.
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Uzerinde amplikon Kkiitiiphanlerinin bulundugu DNA beadler, daha sonra enrichment
beadler ile baglanarak zenginlestirilirler ve ardindan farkli yikama asamalarindan

gecirilirler. Daha sonra bu zenginlestirilmis DNA beadler’e sekans primerleri baglanir.

Bu asamadan sonra elde edilen beadler bead counter ile 6l¢iiliirler ve 500 molekil/bead
hattina indirilirler. Bu indirgemenin sebebi Picotiter Plate’in her kuyucuguna tek bir
amplifiye olmus DNA bead’inin girmesini saglamak ve her kuyucuktan tek bir dizinin

okunmasini saglamaktir. Bunun i¢in 500 molekiil/bead orani1 ideal olarak belirlenmistir.
Bu asamalardan sonra sekans ¢alismasi icin asagidaki protokol takip edilmistir;

Sekans calismasi i¢in zenginlestirilmis DNA beadleri ile birlikte farkli bead katmanlar
hazirlanarak (packing bead, enzim bead, pipiase bead) no: 05 996 619 001) Picotiter
Plate’e yiiklenir. Sekans islemi Roche GS Junior 454 Sequencing cihazinda

gerceklesmistir. Sekans sonuclar1 degerlendirilirken JSI SeqPilot yazilimi kullanilmistir.

Bead katman Bead Tipi
1.katman Enzim bead 6ncesi katman
2.katman DNA+Packing bead

3.katman Enzim bead sonrasi katman

4. katman Pipiase bead

Tablo 3.12: Bead Katmanlari

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sirekli ve kesikli veriler ortalamatstandart sapma, ortanca(minimum-maksimum)
biciminde, kategorik veriler ise frekans ve yiizdeler ile Ozetlenmistir. Gruplar arasi
karsilastirmalarda uygun olarak “Mann Whitney U” testi, “Kruskal Wallis” testi ya da
“Fisher’s Exact” testi kullamlmustir. iki siirekli ya da kesikli degisken arasindaki
korelasyona ise Spearman korelasyon katsayisi ile bakilmistir. Biitiin analizler i¢cin SPSS
15.0 for Windows paket programi kullanilmistir. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. DEMOGRAFIK BULGULAR

Hastalarin yas dagilimi1 29-75 arasindadir, ortalama yas 56 bulunmustur. ET tanili olgularin
yas dagilimi 29-73 arasinda degisirken, ortanca yas 61.5 dur. PV tanili olgularin yas
dagilimi 35-72 arasinda degisirken ortanca yas 57’dir. PMF tanisi alanlarda ise olgularin
yas dagilim1 30-75, yas ortancas1 51 bulunmustur (Tablo 4.1). Istatistiksel olarak gruplar

arasinda yas dagilimi bakimindan anlamli fark olmadigi gérilmistir (p=0.661 Kruskal-
Wallis).

Yas Ortalamasi

(xStandart sapma) )
Tam Ortanca (Max-Min)

ET (n=12) 56 (+14) 61.5 (29-73)

PV (n=14) 55 (+13) 57 (35-72)

PMF (n=8) 52 (+14) 51 (30-75)

P*

Tablo 4.1: Tani gruplarindaki hastalarin yas dagilimi. *P< 0,05 (Kruskal-Wallis).

Hastalarin cinsiyet dagilimi incelendiginde; 34 olgunun % 44’ (n=15) kadin, % 56’s1
(n=19) ise erkektir. ET tanili hastalarin % 40’1 (n=6) kadin, % 31.6’s1 (n=6) erkektir. PV
Tanili hastalarin % 26.7’si (n=4) kadin, % 52.6’s1 (n=10) erkektir. PMF tanili hastalarin %
33.3’0 (n=5) kadin, % 15.8 (n=3) erkektir. Tan1 gruplarina gore cinsiyetin dagiliminin
istatistiksel olarak incelenmesinde anlamli fark bulunmadigi goriilmiistiir (P=0.276, Fisher’s
Exact testi) (Tablo 4.2).
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Cinsiyet ET PV PMF
N (%) N (%) N (%)
6 4 5
(% 40) (%26.7) (%33.3)

6 10 3

(%31.6) (%52.6) (%15.8)

0276

Tablo 4.2 : Hastalik gruplarinda cinsiyet dagilimi. *P< 0,05, Fisher’s Exact testi

4.2.KLINIK, LABORATUVAR VE HISTOPATOLOJi BULGULARI

Hastalik tanilarinda ve takibinde 6nemi olan laboratuar bulgulari incelendiginde ET
olgularinda (n=12) kan 16kosit degeri ortalamas1 15/dl, PV olgularinda (n=14) 16/dl, PMF
olgularinda ise (n=8) 15/dl olarak tespit edilmistir. Ortalama hemoglobin degerleri ise ET
(n=12) i¢in 12 gr/dl, PV (n=14) icin 15 gr/dl, PMF (n=8) icin ise 10 gr/dl olarak
gbzlenmistir. Ortalama trombosit miktarlar1t ET (n=12) icin 885/dl, PV (n=14) i¢in 602/dl,
PMF (n=8) igin ise 394/dl olarak gbzlenmistir. PMF tanili hastalarin 16kosit, trombosit ve
hemoglobin degerleri PV ile ET ye gore daha diisiik bulunmustur. Trombosit miktar
beklendigi gibi ET tanililarda digerlerine gore yliksek bulunmustur ( Tablo 4.3) .

Histopatolojik parametreler arasinda bulunan ve tani gruplarinda farklilik gosterebilen
kemik iligi hiicre yogunlugu olan selliilarite degerlendirildiginde; tiim tan1 gruplarinda
ortalama olarak % 85 ve iizerinde bulunmustur. En yiiksek selliilarite PV grubundaki
hastalarda saptanmustir ( ortanca: 92.5; 80-100). En diisiik selliilarite ET tanili hastalarda
ortalama % 85 (ortanca 90; 60-100) bulunmustur.

Bu degerlerin tan1 gruplarindaki dagiliminin anlamli olup olmadig: istatistiksel olarak
arastirildiginda hemoglobin (p=0,006) ve trombosit degerlerinin (p=0,014) tan1 gruplarinda
dagiliminin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p< 0,05, Kruskal Wallis)
(Tablo 4.3).
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Ortalama

ET (n:12)  Ortanca

(min-max)

Ortalama

PV (n:14)

Ortanca
(min-max)

Ortalama

PMF (n:8)  Ortanca

(min-max)

P*

Lokosit (£SD)

15 (8)

12.3 (5.5-33.6)

16 (9)

12.2 (5.9-35)

15 (+18)

9.5 (1.1-56.8)

0.313

Hemoglobin
(xSD)

12 (+4)

12.6 (1.5-15.4)

15 (3)

14.3 (9-18.3)

10 (£3)

8.9 (7.1-16.4)

0.006

Trombosit (£SD)

885 (+473)

825 (375-1972)

602 (+240)

605 (231-1011)

394 (+526)

195 (30-1599)

0.014

Sellularite (%0)

85 (+16)

90 (60-100)

93 (£7)

92.5 (80-100)

85 (+25)

95 (30-100)

0.518

Tablo 4.3: Klinik ve patoloji parametrelerinin tanilara gore dagilimi. (*P< 0,05Kruskal

Wallis)

Histopatolojik parametreler arasinda bulunan ve bu grup hastalikta hastalik ilerlemesiyle

ortaya ¢ikan kemik iligi retikiilin artig1 oraninin tan1 gruplarindaki dagilimi incelendiginde,

ET ve PV tanili hastalarda retikiilin artis1 derecelerinin diisiik oldugu, buna karsilik PMF

tanili hastalarda ise retikiilin artis1 derecelerinin yiliksek oldugu gorilmiistir. ET
olgularinin (n=12) % 16.7’s1 (n=2) grade 0, % 50’si (n=6) grade 1, % 16.7’s1 (n=2) grade 2
ve % 16.7’si (n=2) grade 3 olarak tespit edilmistir. PV olgularinin (n=14) % 7.1°1 (n=1)
grade 0, % 64.3°1i (n=9) grade 1, % 21.4’1i (n=3) grade 2 ve % 7.1°1 (n=1) grade 3 olarak
tespit edilmistir. PMF olgularimin (n=8) % 12.5°1 (n=1) grade 1, % 25’1 (n=2) grade 2, %

62.5’1 (n=5) grade 3 olarak tespit edilmistir. Ancak bu dagilimin istatistiksel olarak anlamli

olmadigi bulunmustur (p=0.076 Fisher’s Exact testi) (Tablo 4.4)
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Retiktlin

Tani Grade 0 (%) Gradel (%) Grade 2 (%) Grade 3 (%)

ET (n=12) 2 (% 16.7) 6 (% 50) 2 (% 16.7) 2 (% 16.7)

PV (n=14) 1(%7.1) 9 (% 64.3) 3 (%21.4) 1 (%7.1)
PMF (n=8) 0 (% 0) 1 (%12.5) 2 (% 25) 5 (62.5)

p* 0.076

Tablo 4.4: Hastalik gruplarinda kemik iligi retikiilin artis1 derecelerinin dagilimi. (*p<
0,05 Fisher’s Exact testi).

Bu grup hastalarda hastaligin ilerlemesiyle ortaya g¢ikan splenomegali varligmin tani
gruplarinda dagilimi1 incelendiginde ET olgularinin (n=12) % 41.7’sinde (n=5)
splenomegali gozlenirken % 58.3’tinde (n=7) gbzlenmemistir. PV olgularinin (n=14) %
69.2’sinde (n=9) splenomegali gozlenirken, % 30.8’inde (n=4) gbzlenmemistir. PMF
olgularinin (n=8) % 87.5’inde (n=7) splenomegali gozlenirken, % 12.5’inde (n=1)
gozlenmemistir. Tani gruplart arasinda splenomegali goriilme oranlarinin  dagilimi

istatistiksel olarak incelendiginde anlamli bulunmamistir (p=0.1 Fisher’s Exact testi)
(Tablo 4.5).

Splenomegali
Tani Var Yok
ET (n=12) 5 (% 41.7) 7 (% 58.3)

PV (n=14) 9 (% 69.2) 4 (% 30.8)

PMF (n=8) 7 (% 87.5) 1 (% 12.5)

P*

Tablo 4.5: Splenomagali varliginin tani gruplarinda dagilimi (*p<_ 0,05 Fisher’s Exact
testi).
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4.3. MOLEKULER BULGULAR
4.3.1. DNA Izolasyonu ve Spektrofotometrik Analiz

Olgulardan, yéntem boluminde ifade edildigi sekilde elde edilen DNA’larin konsantrasyon
ve kaliteleri spektrofotometrik analiz ve size ladder PCR ile degerlendirilmis ve bu
analizlerden elde edilen sonuglara gore tiim DNA’larin mutasyon analizine uygun (5-20

ng/ul) konsantrasyon ve kalitede oldugu gozlenmistir.

Size ladder PCR kitinin igerisinde 100, 200, 300, 400 ve 600 baz gifti boyutlarinda olan
cesitli  house-keeping gen bolgelerini ¢ogaltmak icin tasarlanmis primer ciftleri
bulunmaktadir. Bu sekilde 6rnek DNA’nin kalitesi, agaroz jel elektroforezinde 100 baz
ciftlik merdiven ile birlikte yiiriitiilerek size ladder PCR’1 sonucu 300—600 bg araliginda
bulunmus, hicbir olguda 300 b¢ altinda DNA parcalanmasit bulunmamigstir. Parafin
dokulardan elde edilenlerde ise en uzun 600 bg¢ en kisa 300 b¢ bulunmustur. Bu sekilde
hedef genlerimiz igin PCR ve sekans basarisi tahmini ve DNA uygunlugu tahmin

edilemeye ¢aligilmistir.

Nanodrop sonuglarina ¢ok genis bir araliga sahipken (18-2396 ng/ul) en diisiik olan
konsantrasyon miktar1 dahi calismamiza dahil olabilecek miktarda bulunmustur. Ornekler
arasindaki DNA konsantrasyon farkliliklar1 yayma preparatlarda bulunan kemik iligi hiicre

sayisinin degisken olmasindan kaynaklanmaktadir.

100 bp
Molekdiler
belirtec

Sekil 4.1: DNA kalite 6l¢timii amach yapilan “size ladder” temsili agaroz jel fotografi
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Ornekler A260/280
1 1.8
2
3.2
2
2.2
4.2
1.8
1.9
1.9
2.3
2.6
2
1.9
24
2.3
2.1
24
1.9
1.9
2.2
1.7
2.4
1.8
1.9
2
1.9
1.8
1.8
1.8
3
1.8
1.8
1.8
1.8

© 00 N O OB W N

Tablo 4.6: Izole edilen DNA’lara ait spektrofotometre sonuglar
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4.3.2. Mutasyon Analizi Sonuclari

Amplikon PCR sirasinda kullanilan primer dizilerinde anahtar diziden sonra ise MID
(Multiplex Identifiers) ad1 verilen barkod gorevi yapan 15 ayr1 6rnek icin 15 farkli diziye
sahip bir oligoniikleotit dizisi bulunmaktadir. Bu sekilde her DNA 6rneginin amplifikasyon
iriinii birbirinden ayirt edilecek hale getirilmektedir. Bu islemin sebebi, piirifikasyon
sonras1 yapilan Ol¢limiin ardindan biitiin amplikonlarin tek bir havuz haline getirilerek
diger islemlere devam edilecek olmasidir. Bizim ¢alismamizda kullanilan materyal kemik
iligi aspirasyonu yayma preparatlariydi. Biz calismamizda elimizde yayma preparatlar
bulunan 4 vakanin parafin bloklarin1 da dahil edip iki materyalin sonuglarinda nasil bir
farklilik olacagin1 gozlemlemlemeyi diisiindiik. Ancak parafin bloklardan elde edilen
DNA'’larin kaliteleri de iyi olmasina ragmen PCR asamasinda basarisiz sonu¢ alinmistir ve

calismaya dahil edilememislerdir.

JAK?2 ekzon 14

JAK2 ekzon 12

Sekil 4.2: Amplikon PCR sonuglari temsili agaroz jel goriintUsu

Amplikon PCR ardindan yapilan piirifikasyondan sonra elde edilen GrGnun durumu,
kaybedilip kaybedilmedigi ve olasi primer dimerlerden kurtulup kurtulamadigimizi

anlamak i¢in kullandigimiz Agilent 2100 Bioanalyzer sistemi ile bekledigimiz sekilde
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primer dimer oraninin yok denecek kadar az oldugu gozlenmistir. Ancak piirifikasyonda

kaybettigimiz liriinler de olmustur ve bu 6rnekler ¢alismaya dahil edilememistir.

Electrophoresis File Run Summary Sample 1
[FU]
[bp] . — L] iy =+ uy (r=] P
£ 2 2 = & &2 =2 =2 .
® E £ € E £ & E 00
e ST S B BV B A
0
M T 7T T T T 1T
15 150 400 1500 [bp]
Sample 4
[FU]
L00) — o — e e s e s e 1000
S00 — —
300 — 500
150 — ——
MrTTIT T T T 10T
15 150 400 1500 [bp]

Sekil 4.3: Agilent Bioanalyzer sonuglar1 temsili gortintiisii

Piirifikasyon sonrasinda yapilan flurimetrik 6l¢lim ile {irlinlerin piirifikasyon sonrasi
konsantrasyonlar1 Olciilmiis ve hepsinin esit konsantrasyonda havuza katilacak sekilde

diliisyonlar1 yapilmistir. Kaybedilen iirtinler oldugu bu asamada da gézlenmistir.

Calismamizdaki 34 vaka Orneginin JAK2 ve MPL genlerinin toplamda 3 bdlgesi icin
sekans asamasi lic kosumda tamamlanmistir. Birinci kosumda toplamda 15.210.084 baz
okunmustur. Bizim ilgilendigimiz 3 gen bolgesinin (JAK2 ekzonl2 ve 14, MPL ekzon10)

tamaminin gecerli bir sekilde okundugu fragman sayisi ise 46.210 olarak gézlenmistir.

Ikinci kosumda toplamda 22.455.501 baz okunmustur. Bizim arastirdigimiz 3 gen
bolgesinin (JAK2 ekzonl2 ve 14, MPL ekzon10) tamaminin gegerli bir sekilde okundugu

fragman sayis1 ise 73.257 olarak gdzlenmistir.

Uclincii kosumda ise toplamda 37.435.915 baz okunmustur. Bizim arastirdigimiz 3 gen
bolgesinin (JAK2 ekzonl2 ve 14, MPL ekzon10) tamaminin gegerli bir sekilde okundugu
fragman sayis1 ise 123.831 olarak gozlenmistir. Bir fragmanin ka¢ kere okundugu
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anlamma gelen “coverage”, birinci kosumda ortalama 500, ikinci kosumda bu say1 700,

ticlincti kosumda ise 1400 civari olarak gbzlenmistir.

JAK2 Ekzon 14 (ng/ul) JAK2 Ekzon 12 (ng/ul) MPL Ekzon 10
(ng/ul)

77.86 29.25
21.46 28.84 5.69
37.59 4.77 -
56.67 32.38 16.50
21.01 16.16 40.31
31.91 3.03 33.50
58.62 6.71 32.72
3.43 242 8.11
47.47 44.69 25.43
19.76 8.70 12.14
2.88 11.02 45.82
11.07 8.40 23.65
8.66 39.49 17.46

6.21 19.71 31.38

0 34.51 23.98
34.37 2.26 30.43
17.27 21.13 34.10
35.90 40.14 42.73
31.45 18.69 22.96
27.50 31.11 -
10.24 37.93 21.83
28.21 30.99 21.39
23.25 24.53 31.39
53.52 38.10 -
34.16 111.76 29.56
27.35 10.04 10.88
11.00 - 5.78
36.17 12.56 5.34
28.51 39.20 48.78
50.41 68.69 18.32
34.72 34.74 54.16
26.36 45.59 27.92
71.12 61.08 43.79
33.76 51.03 46.99

VN0 DWIN -

Tablo 4.7:.Piirifikasyon sonrasi amplikon kiitiiphanelerinin picogreen dl¢lim sonuglari

51



Mumber Of Library Reads

24,000 4

22,000 |

20,000 4

18,000 1

16,000 1

14,000 +

12,000 4

10,000 { ]

8,000 -

6,000 4

4,000 +

2,000 | uﬂ
0 ; T T T . T

80 1z0 160 200 240 280 320 360 400 440 480 520 580 600 640 680
Read Length, Region Tatal

TCAG {Librand Region
1 Total
Raw Wells 245,073 245,073
Key Pass Wells 237,513 237,513
Passad Filtar Wells 123,821 123,831
Total Bases 37,435,915 37,435,915

Length Average 302.32 30231
Length 5td Deviation 80.29
Longest Reads Langth 716 718
Shartest Reads Length 44 44|
Median Reads Length 301.0 301.0]
Modal Reads Length 298 258

Sekil 4.4: Sekans sonug temsili géruntisu

Tim olgularin % 76.5’inde (n=26) JAK2 ekzon 14 V617F mutasyonu bulundugu ve %
23.5 olgunun (n=8) yabanil tip oldugu saptanmistir. JAK2 ekzon 12 mutasyonu hi¢ bir
olguda saptanmamistir. MPL ekzon 10 mutasyonu ise Sadece bir olguda (% 2.9)
saptanmigtir. JAK2 ekzon 14 bdlgesinde mutasyon varligi ve orani istatistiksel olarak
degerlendirilebilecek nitelikte oldugundan bu sonuclarin dagilimi arastirilmistir.  MPL
mutasyonu bulunan hastada ayni zamanda JAK2 V617F mutasyonu da mevcuttur. Bu
hastada MPL mutasyonu da, JAK2 mutasyonu da izole edilen hiicrelerin %31’inde
bulunmustur. Parafin bloklardan elde edilen DNA ornekleri ile c¢alisildiginda
amplifikasyon asamasinda tiim oOrneklerde basarisiz sonu¢ alinmistir. Bu olgular igin
mutasyon incelemesi yaymalardan elde edilen DNA kullanilarak yapilmis, kalan 2 olgu

calisma dis1 birakilmistir.

ET (n=12) olgularmin % 75’inde (n=9) JAK2V617F mutasyonu bulunurken, %25’inin
(n=3) yabanil tip oldugu saptanmistir. PV (n=14) olgularmin (n=11) %78.6’sinda
JAK2V617F mutasyonu saptanirken, (n=3) %21.4’{inlin yabanil tip oldugu saptanmistir.

Sekiz PMF olgusunun (n=6) %75’ inde JAK2V617F mutasyonu saptanirken, (n=2)
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%25’inin yabanil tip oldugu saptanmistir. JAK2V617F mutasyonu varliginin tani gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir dagiliminin olmadigi anlasilmistir  (p= 1,00,
Fisher’s Exact) (Tablo 4.7).

JAK?2 V617F Mutasyonu
Tam Yok Var
ET (n=11) 3 (% 25) 9 (% 75)

PV/(n=14) 3 (% 21.4) 11 (% 78.6)

PMF (n=8) 2 (% 25) 6 (% 75)

P*

Tablo 4.8: Tani gruplarina gore JAK2 V617F Mutasyonu dagilimi (*p<_0,05 Fisher’s

Exact testi)

Mutant allellerin yabanil tip allellere oran1 ve dolayli olarak da mutasyon bulunduran
hiicrelerin tiim kemik iligi hiicreleri arasindaki oranini ifade eden “allel burden”
durumunun tan1 gruplar ve tiim demografik, klinik, laboratuar ve patolojik parametreler ile
karsilastirilmistir.  Yas, trombosit miktarlari, hemoglobin degerleri ile “allel burden”
durumunun istatistiksel anlamli bir iligki bulundurmadigi anlagilmistir. Buna karsilik
histopatolojik parametrelerden selliilaritenin artisi ile allel burden oranmin ylksek
bulunusu arasinda istatistiksel anlamli iligki saptanmistir ( p= 0.050, Spearman kolerasyon
katsayist (Tablo 4.9 ) Lokosit artist ile JAK2 allel burden durumu karsilastirildiginda ise
istatistiksel anlamli bir dagilim bulundugu saptanmistir (p= 0.003, Spearman kolerasyon

katsayist).
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JAK2V617F Allel burden (%)
42
7
27
9
43
31
33
17
20
36
75
86
9
7
78
80
91
98
10
28
79
73
73
47
35
36

Tablo 4.9: Tam gruplarinin allel burden oranlari

Allel Burden (%)

Korelasyon katsayisi P*
r

Yas 0.092
Lokosit 0.566

Hemoglobin 0.090
Trombosit -0.157
Selltlarite 0.388
Retikulin 0.314

Tablo 4.10: Mutasyonlu hiicre orant “Allel Burden” ile yas ve klinik, patolojik

parametrelerin karsilastirilmasi (p<0,05, Spearman kolerasyon katsayisi)
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JAK2V617F mutasyonunu allel burden oraninin cinsiyet ile iliskisi arastirilmig, kadinlarda
(n=12) ortalama % 42 allel burden durumu saptanirken. erkeklerde (n=14) bu % 50 olarak
bulunmustur. Bu farkliligin statistiksel anlamli olmadigi bulunmustur (p=0.527, Mann-
Whitney U).

Allel burden orani ortalamast ET olgularinda (n=9) % 47, PV olgularinda (n=10) % 48,
PMF olgularinda (n=7) ise % 41 olarak saptanmistir. Tan1 gruplarina gore allel burden
oraninda istatistiksel anlamli bir dagilimimin bulunmadigi saptanmamuis (p=0.822, Kruskal

Wallis).

Splenomegalisi olan olgularda (n=17) allel burden oran1 ortalama % 54 iken,
splenomegalisi olmayan olgularda (n=9) bu oran % 31 olarak saptanmustir. Splenomegali

varligr ile allel burden oranit arasinda istatistiksel anlamli bir iliski bulunmadigi

saptanmistir (p=0.100, Mann-Whitney U) (Tablo 4.10 ).

Allel Burden % Allel Burden (Min.-Max.)
ortalama (SD)

Kadin (n=12) 42 (+31) 32 (7-98)
Cinsiyet (n) Erkek (n=14) 50 (+30) 51.5 (7-91)
ET (n=9) 47 (+28) 42 (10-98)

Tani (n) PV (n=10) 48 (£36) 54 (10-91)
PMF (n=7) 41 (£25) 31 (9-75)
Splenomegali Var (n=17) 54 (£30) 18.5 (0-80)

(n) Yok (n=9) 31 (+23) 33 (7-80)

Tablo 4.11 :JAK2 mutasyonu Allel Burden durumu ile cinsiyet, tan1 gruplart ve
splenomegali dagilimi. (*P< 0,05 Mann-Whitney U).
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Allel Burden (%) Sellularite Retikulin

Tam
ET
PV

Tablo 4.12: Tanm gruplarinda allel burden ve retikiilin iligkisi ve tan1 gruplarinda allel

burden selliilarite iliskisi

Her tan1 grubunda allel burden ve retikiilin iliskisine bakildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki saptanmamistir (p<0,05, Spearman kolerasyon katsayisi). Her tam
grubunda allel burden ve selliilarite iligkisine bakildiginda ise ET harig istatistiksel olarak
anlamli bir iliski saptanmamistir. ET grubunda allel burden ve selliilarite arasinda pozitif
yonlii dogrusal bir iliski oldugu saptanmistir (Tablo 4.11) ( p<0,05, Spearman kolerasyon
katsayist).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada patoloji arsiv materyalinden elde edilen DNA o&rnekleri ile yeni nesil
dizileme teknolojileri kullanilarak JAK2 ekzon 12 ve ekzon 14 (JAK2V617F) ve MPL
ekzon 10 (MPLWS515L, MPLW515K, MPLAS06T ve MPLAS519T) mutasyonlarinin
arastirilmasi ve bu yontemle patoloji arsiv materyallerinde yontemin mutasyonlu hiicre
orani hastalik prezentasyonu iliskisinin tespitinde yeni nesil dizileme teknolojileri ile
duyarliliginin saptanmasi yaninda, hastaliklarin evresi ile ilgili bilgi veren bazi morfolojik
ve klinik, laboratuar parametrelerin kemik iligindeki hastalikli hiicre miktarin1 yansitana
mutant allel/ yabanil allel oran1 (Allel Burden) ile iligkili olup olmadiginin arastiriimasi

amaclanmustir.

BCR- ABL negatif MPN grubu ET, PV, PMF olarak tanimlanan hastaliklar kemik iliginde
klonal hematopoetik kok hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi, bir ya da birkac seriyi
ilgilendiren artmis efektif hematopoez ile karakterli kronik seyirli neoplastik hastaliklardir.
Bu kontrolsiiz proliferasyonun koék hiicre ya da progenitdr hiicre diizeyinde genetik

anomaliler ile gerceklestigi diistiniilmektedir.

2005’te JAK2V617F nin PV ve ET ile ¢ok giiclii bir iligki i¢inde olduklar1 kesfedilmesi ile
bu hastaliklarin patogenezi ve molekiiler 6zellikleri ile ilgili ¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
JAK2V617F mutasyonu PV’de % 95, ET’de % 55 ve PMF’de % 65 oraninda
bildirilmektedir. MPL ekzon 10 mutasyonlar1 ise ET ve PMF’li hastalarda % 3-15
mutasyonal siklikla tespit edildigi bildirilmistir. MPLWS515L en sik goriilen MPN iligkili
MPL mutasyonudur. Morfolojik 6zellikleri ile birbiri ile 6rtiisen MPN grubu hematolojik
neoplastik hastaliklarda molekiiler 6zelliklerin dagilimi ve hastalik prezentasyonu
arasindaki iliski bulundugu konusunda hipotezler ileri siiriilmektedir. JAK2 ve MPL
mutasyonlarinin homozigot ve heterozigot olup olmadigi, bu mutasyonlar1 gosteren

klonlarin oran1 “allel burden” kavraminin burada 6nemi bulundugu ileri siiriilmektedir.

Inceledigimiz hasta serisinde ET, PV, PMF tan1 gruplarinin yas dagilimlar1 genel olarak
orta yas grubunda goriildiikleri sekilde literatiir ile uyumlu bulunmustur (Bain et al. 2010,
Verstovsek and Tefferi 2010). ET tan1 grubunda yas ortalamast 56, PV tani grunuda 55,
PMF tani grubunda ise yas ortalamasi 52 bulunmustur. Inceledigimiz hasta serisinde yas
profili genel olarak literatir ile uyumlu bulunmaktadir. Hastalik gruplarina gore yas
dagiliminin istatistiksel anlamlilik géstermemesi de beklenen bir durumdur (tablo 4.1)
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Hastaliklarin cinsiyete gore dagilimi serimizde literatiirde de bildirildigi gibi PV grubu igin
erkek hakimiyetini bulundurmaktadir. Bizim serimizde de kaynaklarla uyumlu olarak ET
grubunda her iki cinste de esit dagilim bulunmustur. PMF grubunda serimizde kadin hasta
orant erkeklerden daha fazladir. Kaynaklarda farkli serilerde ET ve PMF i¢in degisik
cinsiyet dagilimlar bildirilmistir. Bu iki grupta belli bir cinsiyete gore dagilimi 6zelligi

bildirilmemesi nedeniyle verilerimiz literatiirle uyumsuz degildir (Swerdlow et al. 2008).

Histopatolojik bulgular arasinda bulunan ve bu grup hastaliklarin morfolojik tan
Ozellikleri arasinda bulunan kemik iligi selliilaritesi ve retikiilin valig1 agisindan
serimizdeki hastalar degerlendirildiginde, Selliilarite serimizde ET grubunda literatiirde
belirtildiginden (ortanca % 90) daha yuksektir. Ancak PV (ortanca % 92,5) ve PMF
(ortanca % 95) gruplariyla karsilastirildiginda bunlara gore daha diisiik bulunmustur (
Tablo 4.3). Bu hastaliklardan 6zellikle ET ve PMF igin farkli klinik donemlerinde farkli
selltlaritenin gordlebilmesi nedeniyle sellularite degerleri diger serilerde genis bir
spektrumda dagilim gosterebilmektedir (Bain et al. 2010). Serimizdeki bu durumunda

hastalik antitelerinin bu 6zelliginden kaynaklanmis oldugu diistiniilmiistiir.

Kemik iliginde hastalik seyrindeki ilerleme ile birlikte ET ve PV de son donemlerde, PMF
de ise genellikle daha erken donemde saptanan retikiilin fibrozis agisindan hasta serimiz
degerlendirildiginde ( Tablo 4.4), ET ve PV grubunda hastalik tanimlari ile uygun olarak
biliylik cogunlukta olgunun diisilk derecede (grade 1) retikiilin varligi bulundurdugu
gozlenmistir. PMF hastalarinin ise biiyiikk ¢ogunlugunun (% 87,5) Grade 2 ve Uzeri yiiksek
derecede retikiilin bulundurdugu saptanmistir. Bilindigi gibi son donem hastalikta bu
hastaliklarin tiimiinde klinik tablo birbiriyle ortiisebilen fibrotik gériinimde olabilmektedir
(Swerdlow et al. 2008). Serimizde retikiilin degerinin tan1 gruplarinda istatistiksel olarak

anlamli bulunmamasi hastaliklarin tan1 aninda farkli evrelerde bulunmasi ile agiklanabilir.

Periferik kan bulgular1 degerlendirildiginde kan hemoglobin diizeylerinin PV grubunda ve
trombosit miktarinin ET grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde artmis oldugu
goriilmiistiir (Tablo 4.3). Hemoglobin ve eritrosit artisinin PV, trombosit artisinin da ET
i¢in birincil tanisal 6zellikler arasinda bulunmasi bu sonucun beklenen sebebidir. Buna
ragmen PV grubunda saptanan en diisiik Hemoglobin degerinin, ET grubunda ise saptanan
en diisiik trombosit degerinin tanisal kriterlerin altinda olmasi seyrek olguda da olsa

ilerlemis hastalik profilinin varlig1 ile agiklanabilir (Verstovsek and Tefferi 2010). PMF
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grubunda kan degerlerinin en biiyiik aralikta degisiklik gostermesi hastaligin digerlerine
gore daha hizla son donem evreye gidis bulundurmasi ve evre ile iligkili olarak kan

degerlerinde diisiis seklinde degisikliklerin orteya ¢ikmasi beklenmektedir.

Splenomegali bu hastaliklarda 6zellikle de ileri evrelerde artan ekstramediiller
hematopoezin belirtisi olarak kemik iligi retikiilin artis1 ile paralel artis gostermektedir
(Swerdlow et al. 2008). Serimizde en fazla oranda PMF grubunda, ikinci siklikta PV ve en
seyrek de ET grubunda splenomagali bulunmasi bu karakteristik beklenen 6zelliklerle
uyum gostermektedir. Splenomegali goriilmesi ile hastalik gruplart arasinda iliski

bulunmamasi bu grup hastaliklarin beklenen 6zelliklerindendir.

Klasik bilgiler arasinda MPN grubu hastaliklardan % 95 gibi yiiksek oranda PV
hastalarinda V617F bulundugu seklindedir. Gegmiste yapilan pek ¢ok calismada kullanilan
yontemlerin duyarliligi, mutasyon bulunduran hiicre orani gibi pek ¢ok nedenle degisken
sonuclar bildirilmigtir. Bu calismada incelenen olgularin % 76.5’inde JAK2 V617F
mutasyonu saptanmistir. JAK2 V617F mutasyonunun tani gruplarma dagiliminin
degerlendirilmesinde daha Once yapilan calismalardan farkli olarak PV de biraz daha
yuksek (% 78,6) oranda, ancak ET ve PMF’de de % 75 gibi klasik bildirilen oranlardan
yuksek oranda JAK2 V617F mutasyonu bulunmustur ( Tablo 4.8).

Serimizde inceledigimiz hastalardan sadece bir ET tanili hastada (% 2.9) MPLWS5I15K
mutasyonu saptanmigtir. MPL mutasyonu izole edilen hicrelerin % 31’inde, JAK2
mutasyonu da izole edilen hiicrelerin yaklasik % 31’inde bulunmustur. Farkli zamanlarda
yapilan bu amplifikasyonlarda ayni oranda MPLW515K ve JAK2 V617F mutasyonunun
bulunmas1 bu mutasyonu tasiyan hiicrelerin ayni hiicreler oldugunu kuvvetle
desteklemektedir. Oysa daha onceki ¢aligmalarin bir kisminda bu iki mutasyonun birlikte
bulunmayacagi, genellikle JAK2 V617F olmayan hastalarda bulundugu bildirilmistir. ki
mutasyonu birlikte tasiyanlarda oligoklon varligi ile bu birlikteligin agiklanabilecegi
bildirilmektedir (Verstovsek and Tefferi 2010). Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda
JAK2V617F ve MPL mutasyonlarinin aynt anda MPN’li hastalarda olabilecegini
gostermistir (Beer et al. 2009). Bu gordiigimiiz tek olgu verileri ayni klonda da iki farkli

mutasyonun bulunabilecegini desteklemektedir.

JAK2 ekzon 12 mutasyonlarinin ilk kesfedildigi zaman, sadece JAK2V617F mutasyonu
tasimayan hastalarda bulundugu belirtilmistir (Swerdlow et al. 2008). Ancak, yakin bir
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zamanda ender PV hastalarinin hem JAK2 ekzon 12 hem de JAK2V617F mutasyonu
tasidigr bildirilmistir (Swerdlow et al. 2008). Klonal analizler JAK2V617F mutasyonu ve
JAK2 ekzon 12 mutasyonlarinin bagimsiz klonlarda meydana geldigini ve bu iki
mutasyonun muhtemelen hiicre davranisinda ve bir MPN’nin varligin1 gosteren yatkinlik
alleli lizerinde ¢akisan etkilere sahip oldugunu gostermistir (Li et al. 2008). JAK2 ekzon 12
mutasyonu 35 olgunun hig¢ birinde tespit edilmediginden bu hasta serisinde bu konuda

yorum yapmamiz miimkiin olamamustir.

Ha ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, 103 hastanin 73’tinde (%71.8) JAK2 V617F
mutasyonu saptamislardir. PV vakalarinin % 95.5’inde, ET vakalarinin % 68.8’inde, PMF
vakalarmin ise % 52.9’unda JAK2 V617F mutasyonu tespit etmislerdir. PV ve PMF
gruplarmin  i¢inde JAK2  V617F-pozitif, JAK2 V617F-negatif hastalarinin
klinikohematolojik verilerini kiyasladiklarinda anlamli bir farklilik saptamamislardir.
Bunun aksine JAK2 V617F-pozitif ET hastalar1 JAK2 V617F-negatif ET hastalarindan
daha yasli, daha yiiksek notrofil fraksiyonlari, daha yliksek trombotik olay sikligi ve daha
yiiksek miyelofibroz oranlar sergilediklerini gostermislerdir (Ha et al. 2012).

Literatiir bulgularina gére, JAK2 mutasyonunun homozigotlugu 9. kromozomun kisa
kolundaki mitotik rekombinasyondan meydana gelmektedir. Homozigotluk PV ve PMF
hastalarinda % 30 civarindayken, ET’li hastalarda daha nadirdir (% 2-4) (Veneri et al.
2009).

JAK2V617F mutasyonu tanimlanip MPN ile baglantis1 bulunduktan sonra mutasyonunun
tespiti rutin hale gelmistir. Mutasyonun sadece varliginin tespit edilmesi degil aym
zamanda mutant allel /yabanil tip allel oraminin tespitinin de klinik tablo ile
iliskilendirilmesi mutasyon tespitinde kullanilan ydntemlerin hassasiyet ve dogruluk

oranlarinin biiyiik 6nem kazanmasina neden olmustur.

Son zamanlarda JAK2 V617F mutasyonu allel burden durumuna, bu durumun hastalik
fenotipine ve hastalik seyrine olan etkisine olan giderek artmistir. Calismalarin baglangig
noktasi allel burden’in klinik 6nemi ve bu allel burden’1 kantitatif analizlerle dogru olarak

degerlendirilmesidir. (Passamonti and Rumi 2009).

Alvarez-Larran ve arkadaslar1 ¢alismalarinda, JAK2V617F allel burden oraninin zaman
icinde artip artmadiini anlamak i¢in tedavi almamig PV’li ve ET’li hastalarda ileriye

dontik olarak allel burden oranlarim1 6lgmiislerdir ve 46/1 haplotipin durumuna gore
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kiyaslamiglardir. PV’li hastalarda allel burden oranimin yilda 46/1 haplotip negatif
olanlarda %1, heterozigot olanlarda % 0.8 ve homozigot olanlarda ise % 6 arttigini tespit
etmiglerdir. ET’li hastalarda ise 46/1 haplotipinin allel burdena hi¢ bir etki yapmadigini
gozlemlemislerdir. Sonug olarak tedavi almamis 46/1 haplotipi i¢in homozigot olan PV’li

hastalarda allel burden oraninda artig saptamiglardir (Alvarez-Larran et al. 2012).

Bu caligmada allel burden’in cinsiyetlere gore dagiliminda anlamli bir fark
gbzlenmemistir. Colaizzo ve arkadaslar1 da allel burden oraninin kadinlarda ve erkeklerde

benzer oldugunu gézlemlemislerdir (Colaizzo et al. 2011).

Allel burden’in Olciilmesi JAK2V617F-pozitif klonun boyutunu degerlendirmek igin
gerekli olabilir. Cesitli allel burden seviyelerinde JAK?2 ekspresyonu olan fareler kullanilan
bir ¢aligmada ilgin¢ sonuclar elde edilmistir. Calismada diisiik allel burden oranina sahip
fareler ET-benzeri fenotip sergilerken yiiksek allel burden oranina sahip fareler PV-benzeri
fenotip sergilemistir. Allel burden’in 6l¢iilmesi ayrica JAK?2 inhibitorleriyle tedavi edilmis
hastalarin takibinde de 6nem arz edebilecektir (Morishita et al. 2011).

Kuriakose ve arkadaslarinin ¢alismasi ve diger arastirmalar yiiksek allel burden oraninin (>
50 %) genelde daha siddetli hastalik fenotipine neden oldugunu gostermislerdir (Kuriakose
et al 2012).

Shivarov ve arkadaslari, V617F allel burden oraninin hesaplanmasinin klinik 6neme sahip
oldugunu ileri siirmektedir. ET’nin PV ve PMF’ye kiyasla daha diislik allel burden ile

iligkili olmas1 bunun bir gostergesidir (Shivarov et al 2011).

5.1. Yontemin Degerlendirilmesi

JAK2V617F mutasyonu tanimlanip MPN ile baglantis1 bulunduktan sonra mutasyonunun
tespiti rutin hale gelmistir. Mutasyonun sadece varliginin tespit edilmesi degil ayni
zamanda mutant allel /yabanil tip allel oraminin tespitinin de klinik tablo ile
iliskilendirilmesi mutasyon tespitinde kullanilan yontemlerin hassasiyet ve dogruluk

oranlarinin biiyiik 6nem kazanmasina neden olmustur.
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Arastiricilar

Hastaliklar Vainchenker | Gilliland Jelinek | Boyacigil”

PV % 88 % 74 % 86 % 78.6
ET % 43 % 32 % 30 % 75
% 43 % 35 % 95 % 75

Tablo 5.1: JAK2 V617F mutasyonunun hastaliklardaki dagilim oranlar1 (McLornan 2006).

Baxter ve arkadaslar periferik kandan elde ettikleri DNA 6rneklerini kullanarak dizileme,
allel-spesifik PCR gibi yontemler kullanarak PV’li hastalarin % 97’sinde, ET’li hastalarin
% 57’sinde, PMF’li hastalarin ise % 50’sinde JAK2V617F mutasyonu saptamislardir
(Baxter et al. 2005).

James ve arkadaslar1 kemik iligi ve kandan elde ettikleri DNA 0&rnekleri Gzerinde
gerceklestirilen western blot, sekanslama ve FISH yontemleri ile PV’li hastalarin %
88’inde, ET’li ve PMF’li hastalarin % 43’tinde JAK2V617F mutasyonu saptamislardir
(James et al. 2005).

Levine ve arkadaslari yanak mukozasi ve kan Orneklerinden elde ettikleri DNA
orneklerinde sekanslama, kantitatif PCR ve FISH metotlar1 ile PV’1i hastalarin % 74’{inde,
ET’li hastalarin % 32’sinde, PMF’li hastalarin ise % 35’inde JAK2V7617F mutasyonu
saptamislardir (Levine et al. 2005).

Zhao ve arkadaslar1 periferik kandan elde edilen DNA’lar iizerinde yaptiklar1 sekans
analizleriyle PV’li hastalarin % 83’linde JAK2V617F mutasyonu saptamislardir (Zhao et
al. 2005).

Jelinek ve arkadaslar1 periferik kan ve kemik iliginden elde ettikleri DNA &rnekleri
Uzerinde pirosekanslama yontemini uygulayarak PV’li hastalarin % 86’sinda, ET’li
hastalarin % 30’unda, PMF’li hastalarin ise % 95’inde JAK2V617F mutasyonu tespit
etmislerdir (Jelinek et al. 2005).
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Levine ve arkadaglari 2005°te 164 PV hastasinin graniilositlerinden elde ettikleri
DNA’larin sekans analizi sonucunda 80 (% 49) hastada heterozigot, 41 (% 25) hastada ise
homozigot JAK2V617F mutasyonu tespit etmislerdir. 115 ET hastasinin 34’tinde (% 30)
heterozigot, 3“iinde (% 3) ise homozigot JAK2V617F mutasyonu saptamislardir (Levine et
al. 2005).

Kralovics ve arkadaglari periferik kan ve yanak mukozasindan elde ettikleri DNA’lar
tizerinde yaptiklari calismada PV’li hastalarin % 65’inde, ET’li hastalarin % 23’iinde,
PMF’li hastalarin ise % 57’sinde JAK2V617F mutasyonu tespit etmislerdir. 128’1 PV,
93’1 ET ve 23’1 (IMF) tanist almis 244 hastanin 51°inde mikrosatellit haritalama yontemi
ile homozigot JAK2V617F mutasyonunu igeren 9p LOH (9p heterozigotluk kaybi) tespit

etmislerdir. Heterozigotluk kaybinin nedeni mitotik rekombinasyon olarak agiklanmuistir.
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Sekil 5.1: 9p Heterozigotluk Kayb1 (LOH) (Kralovics et al. 2005)

9p LOH’1 olmayan geriye kalan 193 hastanin 66’sinda heterozigot JAK2V617F

bulunurken, 127°sinde mutasyon saptanmamustir.
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PV hastalarindaki JAK2V617F mutasyon frekanst 128’de 83 yani % 65 olarak tespit
edilmistir. PMF hastalarinda 23’te 13 yani % 57, ET hastalarinda ise 93’te 21 yani % 23
olarak saptanmistir (Kralovics et al. 2005).

Jones ve arkadaslar1 periferik kandan elde ettikleri DNA’lar ile yaptiklari ¢alismada
ARMS PCR ve pirosekanslama yontemlerini kullanmislardir. 72 PV hastasinin 58’inde (%
81), 59 ET hastasimnin 24’iinde (% 41) ve 35 PMF hastasinin 15’inde (% 43) JAK2V617F
mutasyonu tespit etmislerdir. V617F nin homozigotluk oran1 % 43 iken 9pLOH ile siki bir
korelasyon icinde oldugu gozlenmistir. ARMS (Amplification Refractory Mutation
Systems) ve sekanslama birgok hastada mutant bantlarin yabanil-tip bantlardan daha giicli
oldugunu ve hatta bazi vakalarda yabanil-tip bandin neredeyse goriilemedigini
gostermistir, bu da mutant klondaki mutasyonlarin homozigot olabilecegini
diisiindiirmiistiir. ARMS ve sekanslama sonuclar1 her zaman kantitatif olmadig igin,
V617F mutasyonunun allel oranini giivenilir sekilde saglama kapasitesine sahip bir
pirosekanslama analiz tasarlamiglardir. DNA’smna wulagilan 90 mutant Ornege
pirosekanslama uygulanmistir ve ¢ogu Ornegin ARMS analizinden daha giiclii bantlarla
homozigotluklar1 dogrulanmistir. Biitiin rezidiiel yabanil-tip sinyallerin i¢cinde 2 homozigot
vaka pirosekanslama ile yakalanmistir, bu durum pirosekanslamanin hassasiyetinin
yaklastk % 5 oldugunu gostermektedir. ARMS yontemi ile % 100 yabanil genotipte
bulunan 6rneklerin % 23’iinilin pirosekanslama ile yabanil oldugu bulunmustur (Jones et al.

2005). Bu bilgiler pirosekanslamnin burada giivenilirligini ortaya koymaktadir.

Literatlirde yapilan ¢aligmalarda goriildiigi iizere kullanilan yontemler ve materyallarin
farkli olmasi mutasyon ile bu hastalik iliskisi ve prezentasyonu arasinda elde edilen
bilgilerin yorumlanmasimi gii¢lestirmektedir. Calismamizda kemik iligi Orneginin
kullanilmis olmasi1 ve mutasyon oranlarinin diger ¢alismalardan daha farkli dagilmasini

aciklayan sebeplerden biridir. Ikinci bir faktor de kullandigimiz duyarli ydntemdir.

Mutasyonun sadece varligin1 tespit etmede kullanilabilen RFLP yontemi kolay
uygulanabilmesi ve 6zel ekipman gerektirmemesi nedeni ile pratik olmasina ragmen hem
miktar tayinine imkan vermemesi hem de kismi kesim sonucu hatali pozitif sonug¢ verme
olasiligi nedeni ile tercih edilmemektedir. Direkt Sekanslamanin hassasiyeti >20%
civarindadir. Ancak protokol uzmanlik ve 6zel ekipman gerektirir. AS PCR (allel spesifik

PCR) % 1-2 mutant allel yakalama hassasiyetine sahip, oldukca hassas bir yontemdir. Rt

64



AS PCR ise % 0.5 hassasiyette sonug verir ancak dikkatli bir primer ve prob dizayni
gerektirir. Oldukca hassas olan bu teknikte hatali pozitif sonu¢ verilmemesi i¢in CT cut off

degerinin ¢ok dikkatle belirlenmesi gerekir (Hujismans et al. 2011).

Amplification Refractory Mutation System PCR (ARMS-PCR) tek bir niikleotit farki olan
iki kalib1 ayirabilmektedir, ancak bu uzun oligoniikleotidlerin non-spesifik hibridizasyonu

sebebiyle bu metodun uygulanmasi gii¢ ve yanlis pozitif sonuglar olasilig1 yiikselmektedir
(Siebolts et al. 2009).

Cok hassas teknikler kullanildiginda alinan diisiik sinyalin gercekten mutasyon olup
olmadiginin belirlenmesi hatali pozitif sonu¢ agisindan Onemlidir. Farkli teknikler
kullanildiginda, bunlardan birinde mutasyon tespit hassasiyetlerinin altinda kalindiginda
sonu¢ negatif, dogrulandig1 hassas tetkikte ise pozitif oldugunda, mutasyon tayininin
yorumunda gii¢liik ortaya ¢ikmaktadir ( Kjaer et al. 2012). Bu nedenle sekans igerigi ile
ilgili bilgi Gretmeyen hassas yontemlerin yerine kullanilabilecek altin standart olarak kabul
edilen bir dizileme teknigi biiylik 6nem kazanmaktadir. Sanger Sekanslama yillardir
mutasyon tespitinde altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu yontem %20°nin
altindaki sekans varyantlarinin tespitinde kullanilamamaktadir. PCR {irlinlerinin
klonlanmasini gerektiren mindr varyant tespit teknikleri ise hem ¢ok zaman alan pahali
uygulamalardir, hem de PCR kaynakli hata pay1 igermeleri nedeni ile tercih edilmezler. Bu
acidan heterojen hiicrelerin bir arada bulundugu 6rnekler icerisinde daha az say: ile temsil
edilen hucrelerin dizilenmesi amacgli sentez sirasinda sekanslama teknolojisini kullanan
yeni nesil sekanslama, sanger sekanslamaya Onemli bir alternatif sunmaktadir. Bu
yaklasimda DNA fragmentleri mikro boyuttaki boncuklar (beadler) lzerinde yer alan
adaptor diziler tarafindan yakalanir. Her bir fragment kendine ait bead iizerinde bagimsiz
olarak kendini milyonlarca kez ¢ogaltir ve yine ayni bead iizerinde picotiter plate iizerinde
bagimsiz bir kuyucukta kendi sekansini temsil etme sans1 yakalar. Bu nedenle kompleks
bir ornek igerisindeki her varyantin sekansi daha yaygin varyantlar tarafindan
baskilanmadan kendini temsil edebilecek sayiya ulagmis olur (Thomas 2006,

Vandenbroucke 2011).

Kohlmann tarafindan Roche 454 yeni nesil dizileme sisteminin mikrovaryantlar1 tespit
etmede ki giliclinli arastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada standart sanger sekanslamanin cut

off degeri olarak kabul edilen % 10’un ¢ok altinda temsil edilen mikrovaryantlarin
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gosterilebilecegini otaya koymustur. Hatta sekilde gosterildigi gibi JAK2 V617F

mutasyonu %]1.16 hassasiyet ile tespit edilmis ve bu bulgu melting curve analizi ile de

desteklenmistir.

al3 |distinct1 | otheID| homopolymeer & dlGenes  selected Gene it

Frint | mut DB | [iene | Mame | Location | Pas. | Type | Nuc Change | Coverage | A Change
] | K3 JAKDET4  E1d £ (oG RITEAL AT ) IT (et] 1% (B4R]IRRY (RS % [ER]

% Im ke LekeEn : i 1% (1345 i

] I AL C2 | O TR S0 B ] ) (=) SEA L1315 N A L AT |

{ 11l |

Sekil 5.2: Allel burden forward/reverse dizi tutarlilik durumu

Bizim g¢alismamizda JAK2V617F allel burden yiizdeleri hem forward hem de reverse
dizilerde esit oranda tespit edilmistir (Sekil 5.2). Bu durum kullanmis oldugumuz yeni

nesil dizileme sistemi olan Roche 454 sisteminin allel burden durumunu 6l¢gmedeki

giivenilirligini gdstermistir.
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Sekil 5.3 :Ultra deep sequencing duyarlilik seviyesi (Schnittger et al. 2006).
SONUG;

1- Inceledigimiz serimizde hastaliklarin yas ve cinsiyet dagilimlari ile laboratuvar
bulgular literatiirde bildirilen ve hastaliklarin evreleriyle iliskili beklenen sinirlar

icerisindedir.

2- Tim olgularin % 76.5’inde JAK2 ekzon 14 V617F mutasyonu bulundugu ve %
23.5 olgunun yabanil tip oldugu saptanmistir. JAK2 ekzon 12 mutasyonu hig¢ bir
olguda saptanmamistir. MPL ekzon 10 mutasyonu ise sadece 1 olguda (% 2.9)

saptanmuistir.

3- ET ve PMF tani gruplarinda JAK2V617F mutasyonu ve yabanil tip oranlar1 klasik
kaynaklarda bildirildiginden daha yiiksek oranda bulunmustur. PV olgularinda
JAK2V617F mutasyonu ve yabanil tip oranlar klasik kaynaklarda bildirildiginden
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daha diisiik oranda bulunmustur. Bu farkliligin sebepleri arasinda en Onemlisi

kullanilan materyal, yontem ve daha az oranda hastalik evresiyle iliskilidir.

Son yillarda hastalik fenotipi, hastalik seyri ile hakkinda bir fikir vermesi ve hatta
tedaviye yon vermeye baslamis olan JAK2V617F-pozitif klonunun biiyiikligi
anlaminda kullanilan “Allel burden” orani en diisiik PMF olgularinda, bunu izleyen

oranda ET ve en yiiksek PV olgularinda bulunmustur.

Bu ¢alismada kemik iligindeki tiim farkli klonlar1 igeren materyallerde, yeni nesil
dizileme teknolojisinin metot olarak tercih edilmesindeki en 6nemli avantajlarindan
biri olan allel burden durumunu yiiksek hassasiyet orani ile tespit edilebildigi

goriilmiistiir.

Tiim olgular i¢in kemik iliginde selliilarite ve kan 16kosit diizeylerinin artig1 ile allel
burden arasinda pozitif yonlii dogrusal anlamli bir iliski oldugu saptanmistir. Bu

parametrelerin allel burden ile en paralel artis gosterdigi tan1 grubu ET dir.
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