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OZET

Esansiyel Trombositoz ve Primer Miyelofibrozis Hastalarinda Kalretikulin

Mutasyonlarinin Sikhi ve Prognostik Oneminin Degerlendirilmesi

Esansiyel Trombositoz ve Primer Miyelofibrozis BCR/ABLL1 flizyon geninin negatif
oldugu klasik miyeloproliferatif neoplazi grubu hastaliklar arasindadir. Trombotik
olaylar, degisen derecelerde kemik iligi yetmezligi ve akut miyeloid 16semiye
donilisim bu hastaliklarin seyri esnasinda goriilebilecek ciddi komplikasyonlardir.
MPN’lerin tanist ve prognozunun tayininde molekiiler genetik ve sitogenetik
belirtecler biiyiik 6nem tagimaktadir. JAK2 geninden sonra, son yillarda tanimlanmig
olan kalretikiilin (CALR) gen mutasyonlari, BCR/ABL1 negatif miyeloproliferatif

neoplazilerde en sik goriilen ikinci genetik belirtectir.

Bu ¢alismada JAK2 V617F ve MPL gen mutasyonu olmayan esansiyel trombositoz ve
primer miyelofibrozis hastalarinda CALR mutasyonlarinin sikligi, dagilimi, klinik ve

hematolojik parametrelerle olan iliskisinin belirlenmesi amaglandi.

Calismamizda 98’1 ET (%76) ve 31°i PMF (%24) olmak iizere 129 hasta incelendi. 98
ET hastasinin %89.8’inde mutasyon (JAK2 V617F, CALR ve MPL) gbzlendi. 51°inde
(%52) JAK2 V617F mutasyonu, 28’inde (%28.6) CALR mutasyonu, 9’unda (%9.1)
MPL mutasyonu vardi. JAK2 ve MPL mutasyonu olmayan 38 hastanin 28’inde
(%73.6) CALR mutasyonu vardi. 10 hastada (%10.2) ise ii¢c mutasyonda saptanmadi.
31 PMF hastasinin 16’sinda (%51.6) JAK2 V617F mutasyonu, 7’sinde (%22.6) CALR
mutasyonu ve 2’sinde (%6.5) MPL olmak tizere %80.7’sinde mutasyon vardi. JAK2
ve MPL olmayanlarin %53.8’inde CALR mutasyonu vardi. 6 hastada (%19.4) ise her

lic mutasyonda saptanmadi.

Calismamizda JAK2 V617F, MPL ve CALR mutasyonlari, ET ve PMF hastalarinin
yaklasik %90’mda gosterilebilmistir. MPN patogenezinde yer alan mutasyonlarin ve
etkiledikleri kritik sinyal yolaklarinin anlasilmasi, bu hastaliklarin tan1 ve tedavi
siirecinde nemli adimlarin atilabilecegini diisiindiirmektedir. Bugiin i¢in Ulkemizden
bu konuda yapilmis en kapsamli ¢caligsma niteliginde olan ¢alismamizdan elde edilecek
verilerin s6zii edilen I6komogenezi igeren sistematikde etkin olacak yeni bilgiler

yansitacagi inancini tagiyoruz.



ABSTRACT

Mutation Frequency, Clinical and Prognostic Impact of Calreticulin Gene in
Patients with Essential Thrombocytosis and Primary Myelofibrosis

Essential thrombocytosis (ET) and primary myelofibrosis (PMF) are classical
myeloproliferative neoplasia (MPN) disorders which by molecular and chromosomal
assays, BCR/ABL1 fusion gene is negative. Thrombotic events, varying degree of bone
marrow failure and transformation to acute myeloid complications which can be seen in
the course of the diseases. Genetic markers are important in the diagnosis and prognosis
of MPN. Molecular studies first revealed the discovery of JAK2 gene in MPN and
recently, calreticulin (CALR) gene has been identified. Currently CALR mutataion is
second most commonly used genetic marker in BCR/ABLL1 negative MPN.

In this study, the aim was to identify the frequency and allelic distribution of CALR
gene mutations in JAK2 V617F and MPL mutations negative ET and PMF patients and

to determine their correlation with the clinical and hematological parameters.

A total 129 patients, 98 (76%) of whom major whom were diagnosed as ET and 31
(24%) of whom were diagnosed as PMF were included in our study. Mutations relevant
to JAK2 V617F, CALR and MPL genes was detected in 89,8% of 98 ET patients, and
of these, 51(52%) patients had JAK2 V617F, 28 (28,6%) had CALR and 9 (9,1%) had
MPL mutations. 38 patients were negative for JAK2 and MPL mutations, 28 of 38
(73,6%) had CALR mutation. In 10 (10,2%) patients none of the above mentioned
three PMF patients and of them 16 (51,6%) had JAK2 V617F, 7 (22,6%) had CALR
and 2 (6,5%) had MPL mutations. 53,8% of the patients who were negative for JAK2
and MPL mutations had CALR mutation. In 6 (19,4 %) patients none of these three

mutations were detected.

In our study, JAK2 V617F, MPL and CALR mutations, all together were detected
approximately 90% of the ET and PMF patients. Identification of mutations which take
part in the pathogenesis of MPN and understanding the critical signal pathways affected
are the major clues four the diagnosis, and treatment/management of MPN. We aassume
that as a relatively extensive researh our study would be one of those contributing to the
management of MPNs signficantly.
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PMF - Primer Miyelofibrozis
PV : Polisitemia Vera
RARS-T  : Refractory Anemia with Ring Sideroblasts and Thrombocytosis

REAL : Avrupa-Amerika Lenfoid Neoplazmlar1 Siniflamasi
SCF : Kok Hiicre Faktorii

SM : Splenomegali

STAT : Transkripsiyon sinyal aract molekiilii ve aktivatorii
TPO : Trombopoetin

VWH : Von-Willebrand Hastalig1

WHO : World Health Organization
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1. GIRIS VE AMAC

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), hematopoetik kok hiicreden koken alan,
bir ya da daha fazla miyeloid serinin anormal proliferasyonu ile karakterize
hematopoetik sistemin klonal bir grup hastaligidir (1). MPN’ler BCR/ABLL1 flizyon
geninin pozitif ve negatif olmasma gore iki ana alt gruba ayrilir. BCR/ABL1 negatif
MPN’ler baslica polisitemia vera (PV), esansiyel trombositoz (ET) ve primer
miyelofibrozis (PMF)’dir. Trombotik olaylar, degisen derecelerde kemik iligi
yetmezligi ve akut miyeloid losemiye doniisiim bu hastaliklarin seyri esnasinda

gortlebilecek ciddi komplikasyonlardir.

MPN’lerin tanist ve prognozunun tayininde periferik kan sayimi, LDH diizeyi,
kemik iligi morfolojik ve patolojik incelemesi, dalak boyutunun degerlendirilmesi yani

sira molekiiler genetik ve sitogenetik belirtegler biiylik 6nem tagimaktadir.

2005 yilinda BCR/ABL negatif MPN’lerde JAK2 V617F mutasyonunun
kesfedilmesi ile bu hastaliklarin tan1 ve tedavisinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir.
Ancak ET ve PMF hastalarinin {igte birinden fazlasinda JAK2 V617F ya da MPL
mutasyonu gosterilememistir. 2013 yilinda JAK2 V617F ve MPL mutasyonu olmayan
ET ve PMF hastalarinin ¢ogunda kalretikulin mutasyonlarinin gosterilmesi MPN tan1
kriterlerinin tekrar gozden gecirilmesi ihtiyacin1 dogurmustur. 2016 yilinda WHO
tarafindan diizenlenen MPN tani kriterlerinde kalretikulin mutasyonlar1 ET ve PMF
hastaliklar1 i¢in major kriterler arasinda yerini almistir. Kalretikulin mutasyonlar1 ET ve
PMF hastalarinin sadece tanisi degil prognozunun tayininde, ayrica JAK-STAT
yolaginin daha iyi anlagilmasi ile bu yolu hedef alan yeni tedavilerin gelistirilmesinde

de biiyiik ilerlemelere yol agabilecektir.

Ulkemizden en genis seri olarak bilinen bu ¢alismamizda ET ve PMF hastalarinda
kalretikulin mutasyonlarinin sikligi, dagilimi, Klinik ve hematolojik parametrelerle

iligkisini ve prognostik degerini belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Miyeloproliferatif Neoplaziler

Miyeloproliferatif neoplaziler, kemik iliginde bir veya birden fazla miyeloid
serinin proliferasyonu ve matur fonksiyonel kan hiicrelerinin sayisinin artmasi ile

karakterize klonal hematolojik malignitelerdir (1).

fIk defa 1951 yilinda William Dameshek tarafindan kronik miyeloid 16semi
(KML), PV, ET, PMF ve eritrolosemi adi altindaki hastaliklar, “Miyeloproliferatif
Hastaliklar (MPH)” olarak adlandirilmistir. 1960 yilinda “Philadelphia” kromozomu
KML ile iligkilendirilmis, eritrolosemi ise varyant akut miyeloid 16semi (AML) grubuna
alinip, kalan ti¢ hastalik (PV, ET, PMF) klasik BCR/ABL negatif MPH olarak
smiflandirilmistir (2). 2001 yilinda ise “World Health Organization” (WHO) tarafindan,
1994 yilinda gozden gecirilmis olan Avrupa-Amerika Lenfoid Neoplazmlar1 Siiflamasi
(REAL)’na dayanarak yeni bir siniflama yapilmistir (3). 2008 yilinda yeni gelismeler
1s15inda WHO tarafindan bu gruptaki hastaliklar MPN olarak adlandirilmis ve yeni

hastaliklar da siniflamaya eklenmistir (4).

Son olarak 2016 yilinda MPN’lar yeni Kklinik, prognostik, morfolojik,

immiinofenotipik ve genetik bilgiler 1s181nda yeniden siiflandiriimistir (Tablo 1) (5).

Tablo 1. WHO 2016 MPN Siniflandirmasi™

Miyeloproliferatif Neoplaziler

Kronik Miyeloid Losemi, BCR/ABL1+

Kronik Notrofilik Losemi

Polisitemia Vera

Primer Miyelofibrozis

-Prefibrotik Erken Evre PMF  -Agik Fibrotik Evre PMF
Esansiyel Trombositoz

Kronik Eozinofilik Lésemi, bagka sekilde siniflandirilmamis
Smiflandirilamayan MPN

Mast Hiicre Hastalig1

*(5)



BCR/ABL1 negatif klasik MPN’ler baslica PV, ET ve PMF’dir.

2.1.1. Polsitemia Vera

Polisitemia vera, eritroid seri basta olmak {izere, miyeloid ve megakaryositik seri
hiicrelerinin artisi ile karakterize klonal miyeloproliferatif bir hastaliktir. Artis herhangi
bir uyarana bagli degildir ve hiicreler morfolojik olarak normaldir (6). Hastalik ilk kez
1892 yilinda Vaquez tarafindan tanimlanmistir. 1951 yilinda William Dameshek

tarafindan miyeloproliferatif bozukluklardan biri olarak kabul edilmistir (5).
2.1.1.1. Epidemiyoloji

PV yillik insidans1 100.000°de 1 ile 2 arasinda degismektedir. Tan1 anindaki yas
ortalama 60°tir. Erkeklerde kadinlardan daha siktir, ¢ocuklarda ise oldukca nadir
goriilmektedir.  Etyolojide iyonize radyasyon ve benzen gibi kimyasallar
suglanmaktadir. PV tiim etnik gruplarda bildirilmekle birlikte Dogu Avrupa
Yahudilerinde daha sik goriillmektedir (7).

2.1.1.2. Patogenez

PV’da normal pluripotent hematopoietik hiicrenin neoplastik transformasyonu
sonucu degisen derecelerde klonal hematopoez meydana gelir (8). Hastalarda klonal
kok hiicrelerin yanisira normal hematopoetik kok hiicrelerin varligi da sézkonusudur.
Ancak KML’de oldugu gibi tanisal klonal sitogenetik belirte¢ (Philadelphia
kromozomu) PV’da gosterilememistir. PV’da karyotip anomalileri nadir ve
nonspesifiktir. Karyotip anomalileri arasinda trizomi 8, trizomi 9, 13. ve 20.

kromozomlarin uzun kolunun delesyonu vardir (9).

Eritropoietin (EPO), eritropoezin en oOnemli diizenleyicisidir. PV’h
hastalarda eritroid Oncii hiicrelerinin kiiltiir ortamlarinda eritropoetin olmaksizin
cogalabildikleri gosterilmistir. PV’da diger eritropoez nedenlerinden farkli olarak serum

EPO diizeyi diisiiktiir ve eritropoez otonomdur (8).

PV gelisiminde rol alan faktorlerle ilgili kimi hiicre kiiltiirii ¢alismalari
PV’da kok hiicre faktorii (SCF), interlokin 3 (IL3), graniilosit-makrofaj koloni stimiile
edici faktor (GM-CSF), insiiline benzer biiyiime faktorii 1 (IGF-1) ve trombopoetine



(TPO) olan asir1 duyarlilig1 ortaya koymustur. Ayrica IGF-1 baglayici proteinin serum
konsantrasyonu artmistir ve bu protein in vitro “eritroid burst” olusumunu stimiile eder
(10). PV’da endojen eritroid koloni biiyiimesinin JAK2 kinaz inhibitorleri ile
baskilandig1 gosterilmistir (11).

2.1.1.3. Tam

PV tami sistemi, PV’da 0zgiin bir mutasyon olarak tanimlanan JAK2
mutasyonunun 2005 yilinda kesfedilmesinden sonra degismis, 2008 yilinda bir
siiflama yapilmis ve en son 2016 yilinda WHO tarafindan revize edilmis tani kriterleri
yayimlanmistir (Tablo 2) (5). WHO 2008 ile 2016 PV siniflamasi arasindaki farklar
Tablo 3’te dzetlenmistir (12).

2016 WHQ’ya gore tan1 i¢in i¢ major kriterin tamami veya ilk iki major kriter

ile minor kriterin varhigr gereklidir.

Tablo 2. WHO 2016 PV Tam Kriterleri

Major Kriterler:

1- Erkekte hemoglobin (Hb) >16,5 g/dl, kadinda >16 g/dl olmasi ya da erkekte
hemotokrit (Hct) > %49, kadinda >%48 olmasi ya da artmis kirmizi hiicre
Kitlesi

2- Kemik iligi (ki) biopsisinin yasa gore hiperseliiler olmas1 ve eritrosit,
graniilosit ve pleomorfik, biiyiikliikleri farkli olgun megakaryositler ile birlikte
her {i¢ serinin miyeloproliferasyonu*

3- JAK2 V617F ya da JAK2 exon 12 mutasyonlarindan birinin varligi

Minor Kriterler:

1- Subnormal serum EPO diizeyi

*stirekli mutlak eritrositozu olan, Hb degeri erkekte >18,5 g/dl veya kadinda >16,5 g/dl olan
hastalarda ek olarak hem iigiincii kriter hem de minér kriter varsa tani i¢in kemik iligi biyopsisi gerekli

olmayabilir. Bununla birlikte miyelofibrozis vakalarinda ilk taninin kemik iligi biyopsisi ile konabilecegi

g6z oniinde bulundurulmalidir.



Tablo 3. WHO 2008 ve 2016 PV Kiriterlerinin Karsilastirilmasi

PV WHO 2008 WHO 2016
Hb Al Erkekte >18.5 kadinda >16.5 | Al Erkekte >16.5 kadinda >16.0
Kirmizi hiicre kitlesi veya artmis veya artmis
Hct Artmis >%49 erkekte, >%48 kadinda
Klonal genetik | A2 JAK2 V617 yada JAK2 exon | A3 JAK2 V617 yada JAK2 exon 12
belirteglerin varligi 12 mutasyonu varlig1 mutasyonu varlig1

Endojen eritroid koloni | B3 -

biiyiimesi
Subnormal EPO B2 B
Kemik iligi morfolojisi B1 Yasa gore hiperseliiler ve ii¢ A2 Yasa gore hiperseliiler ve {i¢

seride miyeloproliferasyon seride miyeloproliferasyon ile

pleomorfik, olgun megakaryositler

2008 kriterlerine gore PV tanis1 A1+A2 ve bir B ya da Al+ iki B kriteri, 2016 kriterlerine gore PV tanisi
Al-3 ya da A1+2 ve B kriteri

2.1.1.4. Klinik

PV, cocukluktan yasliliga kadar herhangi bir donemde goriilebilmekle birlikte
genellikle 60 yas civarinda baglar. Hastalik sinsi bir baglangic sergiler ve semptomlari
genellikle nonspesifiktir. Tan1 aninda hastalarin sadece %30’unda semptom vardir.
Semptomlarin ¢ogu eritrosit kitlesindeki artis ile iligkili hipervizkozite nedeniyledir. En
stk semptomlar basagrisi, yorgunluk, kas gii¢siizliigli, kasinti, bas donmesi ve gece
terlemesi seklinde siralanabilir. Yiiz, konjonktiva, miik6z membranlar ve ellerde pletore
onemlidir. Splenomegali, pletoreden sonra en sik goriilen fizik muayene bulgusudur
(13). Hastalarda banyodan sonra ortaya ¢ikan kasinti en spesifik semptomlar arasindadir

(14).

PV’da en sik ve en 6nemli komplikasyon, hastalarin yaklasik iigte birinde
goriilen trombotik ataklardir (15). Trombotik olaylardan en sik goriileni serebrovaskiiler
hadiselerdir. Bunu miyokard infarktiisii, derin ven trombozu ve pulmoner emboli takip
eder (16). Gingival kanama, burun kanamasi gibi kiiglik mukozal olaylarin yanisira daha

ciddi gastrointestinal sistem ve santral sinir sistemi kanamalar1 da goriilebilmektedir



(17). Hepatik Ven Trombozu (Budd-Chiari Sendromu) PV’nin en oldiriicii
komplikasyonlarindandir (18). Budd-Chiari Sendromu PV’nin ilk klinik bulgusu
olabilir. Bu nedenle hastalarda JAK2 mutasyonlar1 bakilmalidir (19).

PV’da trombositozla iligkili olarak eritromelalji sendromu goriilebilir. Bu
sendromda hastalarin el ve ayaklarinda agr1, kizariklik ve yanma meydana gelir ve tipik

olarak diisiik doz aspirine yanit verir (20).

PV hastalarinin bir kismi ileri donemlerde miyelofibrozis ve akut miyeloid

16semiye doniisiim riski ile kars1 karsiyadir (sirasiyla %10 ve %6) (21,22).
2.1.1.5. Laboratuvar

Hemoglobin, hematokrit ve eritrosit sayisi artmistir. Flebotomi tedavisi alan
hastalarda eritrosit sayisi, hemoglobin ve hematokritten bagimsiz olarak yiiksek olabilir.
Hastalarin yaklasik tigte ikisinde 16kositoz, %50’sinde trombositoz vardir. Hemoglobin
degerlerinin yiikselmedigi ilk evrelerde izole trombositoz nedeniyle yanlislikla demir
eksikligi anemisi ya da esansiyel trombositoz tanis1 konabilir. Kirmizi hiicre kitlesi,
Polisitemia Vera Calisma Grubu tarafindan tan1 esnasinda tiim hastalara uygulanmasi
gereken tani testi arasina alinmasina ragmen, Ol¢limiinde radyoaktif izotoplarin
kullanilmasi, pahali olmasi ve her laboratuvarda bulunmamasi nedeniyle WHO nun

2001 ve sonrasindaki tani kriterleri arasindan ¢ikarilmustir (16).

PV’11 hastalarin periferik kan veya kemik iligi hiicrelerinde kiiltiir ortaminda
EPO olmadan eritroid koloni olusumu goézlenir. Buna endojen eritroid koloni (EEK)
olusumu denir. Saglikli bireyler ya da sekonder eritrositozu olanlarda bu durum

goriilmez (23).

PV hastalarinda serum EPO diizeyi genellikle diisiiktiir. Ancak diisiik degerler
hastaliga spesifik degildir. Ailesel polisitemiali olgularda ve diger MPN olgularinda da
diisiik olabilir. Yiiksek EPO degerleri ise PV’da pek goriilmez. Bu nedenle diisiik ya da
normal EPO seviyesi PV tanisin1 destekleyicidir ve mindr tani kriterleri arasinda yer
almaktadir. Hastalarda ayrica diisiik eritrosit sedimantasyon hizi, yiiksek serum iirik asit

ve laktat dehidrojenaz seviyeleri goriilebilir (7).
2.1.1.6. Tedavi

PV’da ortalama yasam siiresi 15 yilin {zerindedir. 10 yil igerisinde



miyelofibrozise ve AML’ye doniisiim riski sirasiyla %10 ve %6 kadardir. Giinlimiizde
uygulanan ila¢ tedavisi ortalama yasam siiresi, miyelofibrozis ve AML’ye doniisiim
riski tizerinde anlamli bir etkiye sahip degildir (21,22). Ancak en énemli mortalite ve
morbidite nedenleri olan vaskiiler komplikasyonlar1 (tromboz, kanama) Onleme

konusunda tedavinin dnemi biiytiktiir.

PV’l1 hastalar, prognozu ve tedavi se¢imini belirlemede yol gosterici olmasi
acisindan, disiik risk ve yiiksek risk olmak iizere iki gruba ayrilir. 60 yasin altinda ve
gecirilmis trombotik atak Oykiisii olmayan hastalar diisiik risk, 60 yasin {istiinde ve

trombotik atak oykiisii olan hastalar ise yiiksek risk grubunda degerlendirilirler.

Tedavide diisiik risk grubundaki hastalar flebotomi ve diisiikk doz aspirin
kullanilirken, yiiksek risk grubundaki hastalarin tedavisinde sitorediiktif ilaglar
kullanilir (15). Yiiksek platelet diizeyleri trombozdan ziyade kanama riskini artirir.
Ozellikle 1500x10°L’den yikksek platelet degerlerinde kazanilmis Tip 2 Von-
Willebrand hastaligi (VWH) nedeniyle kanama riski artar (24). Lokositoz ve kuantitatif
olarak belirlenen JAK2 mutasyonu allel yiikiiniin trombotik olaylarda rol oynadigina

dair yayinlar vardir (25,26).

PV  tedavisindeki ama¢ hem semptomlarin giderilmesi hem de

komplikasyonlarin 6nlenmesine yoneliktir.

Flebotomi Tedavisi: PV tedavisinde ilk segeneklerden biri flebotomidir (7).
Yiiksek hematokrit ile tromboz arasindaki iligkinin gdsterilmesiyle bu tedavi
uygulanmaya baglanmistir. Flebotominin amaci hematokrit degerlerini erkeklerde %45,
kadinlarda %42’den asagida tutabilmektir. Flebotomi 2 ile 4 giinde bir 450-500ml kan

alarak uygulanir. Bu tedavi ile demir eksikligi anemisi goriilebilir (27).

Aspirin Tedavisi: Diisik doz aspirinin PV’daki etkinligi kanitlanmustir.
Yaklagik 100mg/giin aspirin kullanan hastalarda vaskiiler komplikasyonlar anlamli

olglide azalmistir (28).

Miyelosiipresyon Tedavisi: Miyelosiipresyon kan sayimini diizeltir, vaskiiler
olaylar1 azaltir ve semptomlar: iyilestirir. Hastalarin uzun siireli sag kalimini artirdig
diistintilir ancak bunu kanitlayacak uzun siireli calismalara ihtiyag vardir (27).

Miyelosupresif ajanlar:

1- Hidroksiiire (HU), PV tedavisinde en sik kullanilan miyelosiipresif ajandir. Onerilen



giinliik doz 10-30 mg/kg/giindiir. Miyelosiipresif etkisi kisa siirelidir bu yiizden rolatif
olarak giivenilir bir ajandir. Alkilleyici bir ajan olmadig i¢in daha az 16komojenik etkisi
vardir. Genel olarak iyi tolere edilir ancak sitopeni, gastrointestinal sistem semptomlari,

mukokutan6z iilserler, ates ve alopesi gibi yan etkiler de goriilebilir (29,30).

2- Busulfan, kontrol altina alinamayan ya da hidroksiiire ile yan etki ortaya ¢ikan
hastalarda kullanilan bir ilagtir. Miyelosiipresif etkisi uzun siirelidir. Bu durum
hastaligin tedavisi i¢in avantaj saglamakla birlikte, kemik iligini uzun siireli baskilamasi

ile olusan pansitopeni riski dezavantaj olusturmaktadir (30).

3- Radyoaktif Fosfor, PV tedavisinde kullanilan ilk tedavi yontemlerinden biridir.

Giiniimiizde yasli ve takibi zor olan hastalar i¢in nadiren kullanilmaktadir (31).

4- Interferon-alfa (IFN-a), PV hastalarinda klinik ve hematolojik diizelmeye neden
olur. Pruritiste dahil olmak flizere pek ¢ok semptomu diizeltir ve ¢ogu hastada
hematolojik tam yanit saglar. Gebelik doneminde tercih edilen bir ilagtir. Ancak

enjeksiyonlar halinde uygulanmasi ve maliyetli olusu gibi dezavantajlari vardir (32).

Anagrelid Tedavisi: Trombositler tizerine selektif etkili bir ilagtir.
Trombositozu olan 113 PV hastasinda anagrelid uygulamasi ile %75 yanit elde
edilmistir (33). Cogu hastada bir haftada istenen yanit alinir. Yan etkileri arasinda bas
agrist, carpinti, diare vardir ancak genelde iyi tolere edilir. PV’da hidroksilire ve

interferona direngli vakalarda anagrelid tercih edilir (34).

JAK2 Inhibitérleri ile Tedavi: MPN patogenezinde JAK-STAT yolaginin kesfi
ile birlikte umut verici yeni terapotik ajanlardir. JAK2 inhibitorlerinin PV’da
kullanimina dair klinik testler mevcut olmasia ragmen etkinligi ve giivenilirligi i¢in

yeni ¢alismalara ihtiyag vardir (35).

Histondeasetilaz (HDAC) Inhibitorleri ile Tedavi : HDCA inhibitorii,
vorinostat, HU’ye yanitsiz olgularda HU ile birlikte semptomlar: gidermede ve

splenomegalide etkinligi gosterilmis yeni ilaglardandir (36).

2.1.2 Esansiyel Trombositoz

Miyeloproliferatif sendromlardan biri olan esansiyel trombositoz, kemik iliginde

megakaryositlerin progresif olarak artmasi ve periferik kanda trombosit sayisinda artigla



karakterize klonal hematopoietik kok hiicre hastaligidir. Trombotik ve hemorajik
komplikasyonlara neden olabilir. Hastalik ilk kez 1934 yilinda tanimlanmis, 1981
yilinda klonal bir hastalik oldugu ortaya konmustur (37).

2.1.2.1 Epidemiyoloji

ET’un yillik insidans1 100.000’de 1 ile 2.5 arasinda degismektedir. Hastalik 50
ile 70 yas arast pik yapmaktadir ve kadinlarda daha siktir. Cocuklarda nadir olarak
goriiliir (38).

2.1.2.2 Patogenez

ET, hiperaktif sitokin sinyali ile karakterize olup, vakalarin %50 ile %60’ inda
JAK2 ve MPL geninde somatik mutasyonlar gosterilmistir. Son yillarda JAK2/MPL
geninde mutasyon olmayan hastalarin ¢ogunda yeni bir mutasyon, kalretikulin
mutasyonu tanimlanmistir. Hastalarin %10’una yakin bir kisminda bu {i¢ mutasyonda
saptanmazken, kiicilk bir kisminda transkripsiyonel diizenlenme basamaklarinda
mutasyonlar vardir (27). ET patogenezinde PV’nin aksine EPO, TPO yada reseptorii
olan c-MPL’nin belirgin bir rolii yoktur (39,40).

ET hastalarinda primer molekiiler patolojiyi tespit etmek giictiir. Hastaligin
klinigi ve laboratuvar 6zelliklerindeki heterojenite birden fazla mutasyonun varligini
diisiindiirmektedir. Tan1 sirasinda ET hastalarinin yaklasik %5’inde sitogenetik anomali
goriilebilir. Bunlar trizomi 9, trizomi 8, kromozom 5, 7, 13, 17 ve 20’deki sayisal ve

yapisal anomalilerdir (41).

Klonal miyeloproliferasyona ek olarak ET’de, mikrovaskiiler semptomlar ve
artmis trombohemorajik olay riski vardir. Mikrovaskiiler semptomlarin patogenezinde
ise tromboksan A2 ve anormal trombosit-endotel etkilesimi yatmaktadir. ET’de kanama
diyatezinden = kazanilmig  Von-Willebrand  Sendromunun  sorumlu  oldugu
diistiniilmektedir. Bu hastalarda trombosit sayis1 ¢cok yiiksektir. ET’de diger trombosit
kusurlar1 arasinda uzamis kanama zamani, epinefrin, kollagen ve ADP ile indiiklenen
trombosit agregasyonunda defekt, ATP sekresyonunda azalma gibi kanamaya katkis1

olan bagka faktorler de vardir (42,43).

2.1.2.3. Tam



WHO miyeloproliferatif neoplazi siniflandirmasi, ilk olarak 2001 yilinda
yayinlanmis ve 2008 yilinda giincellenmistir (44,45). WHO 2008 siniflandirmasi yeni
klinik, prognostik, morfolojik, immiinofenotipik ve genetik veriler ile birlestirilerek
2016 yilinda tekrar gbzden gecirilmistir (Tablo 4). 2016’ya dek tabloda sadece JAK2
V617F mutasyonu yer almakta iken artik JAK2 V617F mutasyonunun yanisira MPL ve
kalretikulin (CALR) mutasyonlarin1 da icermektedir. Reaktif trombositoz ve {i¢ major
klonal mutasyon (JAK2 V617F, CALR ve MPL mutasyonu) disindaki klonal genetik

belirteglerin varligi ise mindr kriterler arasina alinmustir (Tablo 5) (12).

ET’un, erken MF ve maskelenmis PV’den (Hb ve Hct degeri beklenenden diisiik
oldugu halde PV’nin diger kriterlerini karsilamasi) ayiriminin yapilabilmesi i¢in major
tan1 kriterleri i¢cinde yer alan kemik iligi biyopsisi biiylik nem tagimaktadir (46,47). ET
tanisinda diger 6nemli durum ise reaktif trombositoz nedenlerinin ayirt edilmesidir.
Reaktif trombositoz nedenleri baslica akut hemoraji, trombositopeni iyilesme donemi,
enfeksiyonlar, inflamatuar hastaliklar, doku hasari, demir eksikligi anemisi, hemolitik
anemi, splenektomi sonrasi, kriyoglobulinemi, ilaclar ve neoplaziler olmak iizere

pekeok nedene bagli olarak meydana gelebilir (48).

Tan1 i¢in 4 major kriterin olmasi veya ilk 3 major kriterle mindr kriterin

birlikteligi gereklidir.

Tablo 4. WHO 2016 ET Tam Kriterleri

Major Kriterler:

1- Trombosit sayisinin >450.000/mm® olmast

2- Biiyik ve olgun morfolojideki megakaryositlerin proliferasyonu ile
karakterize kemik iligi. Notrofilik graniilopoezde sola kayma yok ve
eritropoezde artis yok, ¢ok ender olarak retikiilin liflerinde mindr artis (derece
1) olabilir.

3- Polisitemia vera, primer miyelofibroz, bcr/abl pozitif kronik miyeloid
16semi, miyelodisplastik sendrom veya diger miyeloid neoplazilerin WHO
kriterlerinin bulunmamasi

4- JAK2, CALR veya MPL mutasyonu varligi

Minor Kriterler:

1- Klonal bir belirte¢ varhigi (6rnegin patolojik karyotip) veya reaktif
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trombositoz bulgusu olmamasi

Tablo 5. WHO 2008 ve 2016 ET Kriterlerinin Karsilastirilmasi

ET

WHO 2008

WHO 2016

Platelet

Al > 450x10°/L

Al >450x10°/L

Kemik iligi morfolojisi

A2 Biiyiik ve olgun morfolojideki
megakaryositlerin  proliferasyonu
ile  karakterize = kemik

Notrofilik

iligi.
graniilopoezde  sola
kayma yok ve eritropoezde artis

yok.

A2 Biiyiik ve olgun morfolojideki
megakaryositlerin proliferasyonu ile
karakterize kemik iligi. Notrofilik
graniilopoezde sola kayma yok ve
eritropoezde artis yok, ¢ok ender
olarak retikiilin liflerinde minér artig

(derece 1) olabilir.

Dislama kriteri

A3 PV, PMF, BCR/ABL+ KML,
MDS

neoplazilerin  WHQO  kriterlerinin

veya diger miyeloid

bulunmamasi

A3 PV, PMF, BCR/ABL+ KML,

MDS veya diger miyeloid
neoplazilerin ~ WHO  kriterlerinin
bulunmamasi

Klonal genetik belirtegler

A4 JAK2 V617F veya diger klonal
belirteclerin
JAK2 V617F yoklugunda reaktif

gosterilmesi  veya

trombositoz bulgusunun olmamasi

A4 JAK2, CALR ya da MPL

mutasyonunun varlig1

Minor kriter

B Klonal bir markir varligi veya

reaktif trombositoz bulgusu

olmamasi

WHO 2008 ET tanist i¢in; A1-A4
WHO 2016 ET tanist i¢in; Al-4 ya da Al-3 ve B kriterlerinden bir tanesinin olmast

2.1.2.4. Klinik
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ET hastalarinin ¢ogu asemptomatik olup, baska nedenlerle yapilan kan tetkiki
sirasinda tesadiifen saptanirlar. Hastalarda mikrodolasimi etkileyen vazomotor
semptomlarin yanisira fatal olabilen tromboz, kanama, miyelofibrozis veya AML’ye

doniistim de gortilebilir (49).

ET hastalarinda vazomotor semptomlar agirliklidir: bas agrisi, bag donmesi,
kulak ¢imnlamasi, senkop, karincalanma, gorsel degisiklikler, akrosiyanoz veya
eritromelalji bunlar arasindadir. Eritromelalji, kii¢iik kan damarlarindaki tikanma
sonucu ortaya ¢ikan, el ve ayaklarda yanma ve renk degisikligi ile karakterize bir
tablodur (50). Hafif splenomegali, %40'a varan oranda bulunur. Trombositler 1000 x
10°/L'yi astiginda gastrointestinal sistemde spontan kanama riski artar. Hastalarda
santral sinir sistemi, nazal ve bukkal mukoza kanamalar1 da goriilebilir (29). ET’de
kanama nedeni tam olarak agiklanamamakla beraber hastalarda uzamis kanama zamani,
anormal trombosit agregasyonu ve biiyiik von-willebrand dimerlerinin kayb1 goriilebilir
(42).

Trombotik hadiseler ET’deki major mortalite ve morbidite nedenleri arasindadir.
Arteriyel tromboz kendini santral sinir sisteminde inme ya da gegici iskemik atak,
kardiyovaskiiler sistemde miyokard infarktiisii, anstabil angina pektoris ve periferik
damar tikaniklig1 seklinde, vendz tromboz ise kendini derin ven trombozu, pulmoner
emboli seklinde gosterebilir. ET tanis1 almadan Once hastalarda hepatik, portal veya
mesenterik venlerde trombotik olaylar da meydana gelebilir. Bir ¢aligmada hepatik ven
trombozu ile gelen bir grup hastanin yarisinda JAK2 mutasyonu pozitif bulunmus ve bu
hastalarinda dortte biri ileride ET basta olmak iizere MPN seklinde kendini gostermistir
(50). 60 yas tizerinde ve tromboz Gykiisii olan hastalar trombotik olaylar agisindan en
yiiksek riske sahiptir. Ayrica tan1 anindaki platelet ve 16kosit sayisindaki yiikseklik ya
da JAK2 mutasyonu pozitifligi trombotik komplikasyonlar agisindan riski artirir

(51,52).

2.1.2.5. Laboratuvar

ET’de trombosit sayis1 >450x10%L olmak iizere tiim hastalarda yiiksektir. Beyaz
kiire sayis1 orta derecede yiiksektir ve genellikle 20x 109/L’yi asmaz. Hemoglobin degeri

normal ya da orta derecede yiiksektir. Biyokimyasal incelemede LDH ve iirik asit
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yiiksekligi ve belirgin trombositozu olanlarda yalanct hiperkalemi goriilebilir. Kanama
zamani bazi hastalarda hafif yilikselmistir (53,54). ET’de kemik iligi aspirasyonunda
bliyiik hiperlobule megakaryositler goriiliir. Tipik olarak retikiilin fibrozisi olmaksizin
megakaryosit kiimelenmesi ve niikleer hiperlobiilasyonla birlikte megakaryosit
sayisinda artig goriilebilmektedir. Kemik iligi hiicreselligi genellikle normal ya da hafif
artmigtir (55).

2.1.2.6. Tedavi

ET’da tedavi semptomlarin giderilmesi ve uzun dénemde komplikasyonlarin
Onlenmesine yoneliktir. Bu amacla yapilan retrospektif ve prospektif c¢alismalar
sonucunda hastalik diisiik, orta ve yiiksek risk gruplarina ayrilmistir. 60 yasin iistiinde
gecirilmis kanama ve tromboz Sykiisii olan, trombosit sayst 1.500x10%L olan hastalar
yiiksek risk grubundadir (56). ET’nin risk gruplarina gore siniflamasi Tablo 6°da
verilmistir  (56). Ayrica JAK2 mutasyonunun varligt ve 16kosit sayisinin

1.000x10%L’den fazla olmasi tromboz i¢in yiiksek risk olarak kabul edilmistir (52).

ET’da basagris1 ve eritromelalji gibi semptomlari ortadan kaldirabilen diisiik doz
aspirin hemen hemen tiim hastalara onerilmektedir (42). Giliniimiizde aspirini tolere

edemeyen hastalarda antitrombosit ajan olan klopidogrel 6nerilmektedir.

Yiiksek riskli ET hastalarinda trombozu Onlemek igin hidroksiiire
kullanilmaktadir. Randomize kontrolli bir caligmada trombotik olaylar1 onledigi
kanitlanan sadece sitorediiktif tedavidir (57). Hidroksiiire ve diisiik doz aspirin
kombinasyonu ilk tercih edilecek ila¢ grubudur. Diislik risk grubunda hidroksiiirenin
koruyucu etkisi gosterilememistir. Hidroksilire’nin major komplikasyonu reversible

miyelosupresyon, alt extremite ve bukkal mukozada tilserasyonlardir.

Anagrelid, ‘quinazoline’ derivesi olarak bilinir ve megakaryosit farklilasmasini
inhibe ederek trombosit degerini azaltir. Bu ilag, l6kosit degerini etkilemezken
hemoglobin degerinde progresif diisiis yapabilir (58). Tasikardi, aritmi, bas agrist ve
sivi  retansiyonu gibi yan etkilerinden dolayr ¢ofu hasta tarafindan tolere
edilememektedir (34). Giiniimiizde anagrelid, hidroksiiire’nin kullanilamayacagi

hastalarda ikinci basamak tedavi olarak tercih edilen bir ilagtir.

Interferon alfa, ET hastalarinda trombosit degerlerini kontrol altina almak igin

kullanilan bir diger ilagtir. Grip benzeri semptomlar ve psikiyatrik bozukluklar gibi
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onemli yan etkileri olmasina ragmen lokomojenik ve teratojenik yan etkileri olmadigi

icin geng hastalarda ve gebelerde kullanimi tercih edilir (59).

Radyoaktif fosfor ve busulfan gibi alkilleyici ajanlar da trombosit degerini
diisiiriirler ancak 16semiye progresyon gibi ciddi yan etkilerinden dolay1 sadece diger

tedavilerin uygulanamadigi yaslh hastalarda tercih edilirler (60).

Sonu¢ olarak ET hastalar1 ti¢ risk grubuna boliinerek tedavi algoritmalar

olusturulmustur (48).

Tablo 6. ET Hastalarinda Risk Gruplan

—60 yas ve listii olmas1
Yiiksek Risk —Gegirilmis kanama veya tromboz dykiisii ve/veya

—Trombosit sayisinin 1.500.000/mm3’den fazla olmasi

—Yasin 40-60 yas arasinda olmasi
Orta Risk —Kardiyovaskiiler risk faktorlerinin varligi (sigara,hipertansiyon,
dislipidemi, diabetes mellitus)

—Trombosit sayisinin 1.500.000/mm3°den az olmasi

—Yasin 40’1n altinda olmasi
Diisiik Risk —Tromboz Gykiisii olmamast
—Kardiyovaskiiler risk faktorlerinin olmamasi

—Trombosit sayisinin 1.500.000/mm3’den az olmasi

ET’de Risk Gruplarina Gore Tedavi

1- Diisiik Risk Grubunda Tedavi: Asemptomatik hastalarda ‘bekle ve gor’ seklinde
izlem Onerilmektedir. Bazi ¢alismalar ise aspirinin trombotik komplikasyonlari

onledigini ve mikrovaskiiler hastaliklara bagli semptomlar1 azalttigini1 gostermistir.

2- Orta Risk Grubunda Tedavi: Kardiyovaskiiler risk faktorlerinin varliinda trombosit
sayist 600.000/mm? iistiinde ise aspirin tek bagina veya trombosit degerini diisiiren diger

ilaglarla birlikte kullanilabilir.

3- Yiiksek Risk Grubunda Tedavi: Kardiyovaskiiler risk grubunda olan 60 yas iisti,

trombosit sayisi 600.000/mm® iizerindeki hastalara tedavi baslanmalidur. Baslangic
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tedavisi hidroksiiire ile yapilir. Tolere edemeyen ya da direngli hastalarda anagrelid

veya interferon alfa gibi ikinci basamak tedavilere gecilmelidir.

2.1.3. Primer Miyelofibrozis

Primer Miyelofibrozis (PMF), reaktif kemik iligi fibrozisi, osteoskleroz,
anjiogenezis, ekstrameduller hematopoiezis ve anormal sitokin salinimi ile karakterize
klonal miyeloproliferatif bir hastaliktir. PMF ilk olarak Heuch tarafinda 1879 yilinda iki
vakada tanimlanmistir. Yirminci yilizyilin ilk yarisinda hastaligin patogenezine dair ilk
veriler aciklanmis, kemik iligi kokenli oldugu, extrameduller hematopoezisin varligi,
ayrica hematolojik degisiklikler ile fibrozis iliskisi ortaya konmustur (61). Hastalik i¢in
eskiden Kronik idiopatik Miyelofibrozis, Agnojenik Miyeloid Metaplazi gibi isimler
kullanilmasma ragmen WHO’nun 2008’de yayinlanan miyeloproliferatif neoplaziler
siiflamasinda ‘Primer Miyelofibrozis® olarak adlandirilmistir (62). PMF, siklikla de-
novo olarak gelisir. Polisitemia vera, esansiyel trombositoz ya da ¢ok nadir olarak
kronik miyeloid 16semi ve smiflandirilamamis MPN zemininden gelisenler ise sekonder

miyelofibrozislerdir.
2.1.3.1. Epidemiyoloji

PMF insidans1 yaklasik olarak 100.000°de 0,4 ile 1,5 arasinda degismektedir
(63). Hastalik genellikle 50 yasindan sonra ortaya g¢ikar. Ortalama tani yas1 65-70
arasindadir. Kadin ile erkek arasinda esit siklikta goriilmektedir (64). Iyonize radyasyon
ve benzen gibi ¢evresel faktorlerin PMF’e neden olabilecegi ileri siiriilse de etyolojisi

tam olarak bilinmemektedir (65).
2.1.3.2. Patogenez

PMF klonal bir hastaliktir. Bunu desteklemek i¢in yapilan ilk calisma , G6PD
geni heterozigot olan bireylerde G6PD’in X kromozomuna bagli inaktivasyon
paternlerinin ortaya konmasidir (66). N-Ras geni mutasyon analizi ile B ve T lenfositik
dizinin etkilenmesi hastaligin pluripotent kok hiicre kaynagin1 desteklemektedir (67).
Dolagsan hematopoetik Onciillerin artist PMF’in bir 6zelligidir. Bu 6nciil hiicrelerin
artisiyla periferik kanda CD34 hiicre sayisida artar.CD34 sayisinin PMF’i diger
Philadelphia-negatif MPN’lerden ayirmak, ayrica blastik transformasyona doniistimii

tahmin etmek i¢in 6nemli oldugu ileri siiriilmektedir (68).
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PMEF’de sitogenetik anomaliler nadirdir. Kromozomal degisikliklerin %80’den
fazlasini, trizomi 8, 13q, 20q delesyonlar1 ve 1, 7, 9. kromozomlardaki anomaliler
olusturmaktadir. 13q delesyonu en sik goriilen sitogenetik anomalidir. Bunu 20q
delesyonu ve birinci kromozomun uzun kolunun parsiyel duplikasyonu izler (69).
PMF’in 16semik transformasyonunda biiylik oranda 5q ve 7q delesyonu goriiliir ve bu

olgular kemoterapiye zayif yanit verirler (70).

PMF hastalarinda inflamatuar ve anjiogenik sitokinler olan transforming growth
faktor B (TGF-P), vaskiiler endotelyal growth factor (VEGF), interlokin 1 (IL-1), IL-2
ve IL-6 artmistir ve bu faktorlerle iligkili olarak hastalarda pulmoner ve portal
hipertansiyon meydana gelir. Ayrica bu faktorler kemik iligi fibrozisi, anjiogenez ve

osteosklerozdan sorumludur (71-73).
2.1.3.3. Tam

PMF tani kriterleri, 2016 yilinda WHO tarafindan revize edilerek tekrar
yayinlanmistir (Tablo 7, Tablo 8). 2016 WHO kriterlerine gore PMF, kemik iligi
patolojik incelemesine gore erken PMF (Pre PMF) ve acik PMF olarak ayrilir.
Siniflamaya Pre PMF alt grubunun eklenmesi kemik iligi incelemesinde 1.derecede
miyelofibrozisi iyi tamimladigindan, hig¢ retikiiler fibrozis olmayan ET hastalarinin
yanlig tan1 almasinin Oniine gecilmesini saglamistir. Ciinkii pre PMF trombositoz,
sinirda anemi, hafif splenomegali ve l16koeritroblastozisin yoklugu nedeni ile yanlislikla
ET tanis1 alabilmektedir (5,46). Pre PMF’de megakaryositik displazinin varhigi da

ET’den ayirici tanida 6nemlidir.

PMF’de 2016 WHO’ya gore major kriterler arasina JAK2V617F mutasyonunun
yanisira CALR ve MPL mutasyonlari da eklenmistir (74).

WHO 2008 ve 2016 PMF tani kriterlerinin karsilastiriimas: Tablo 9 ve Tablo

10’de 6zetlenmistir.

Tablo 7. WHO 2016 Pre PMF Tam Kriterleri

Pre PMF?

Major Kriterler
1- Yasa gore hiperseliiler kemik iligi, graniilositik proliferasyon ve siklikla azalmis

eritropoezin eslik ettigi, derecel’den fazla retikiilin fibrozisi® olmaksizin,
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megakaryositik proliferasyon ve atipi®

2- BCR/ABL pozitif KML, PV, ET, MDS veya diger miyeloid metaplaziler i¢in
WHO kriterlerinin karsilanmamasi

3- JAK2 V617F, CALR veya MPL mutasyonlariin varligi veya bu mutasyonlarin
yoklugunda, diger klonalite belirteg:lerinind varligr veya minor reaktif kemik iligi

retikiilin fibrozisi® yoklugu

Minoér Kriterler (Asagidakilerden en az birinin varligi:® )
a- Bagka bir hastalifa baglanamayan anemi c- Lokositoz (>11000/ul)
b- Palpabl splenomegali d- LDH yiiksekligi "

Tablo 8. WHO 2016 A¢ik PMF Tami Kriterleri

Major Kriterler

1- Retikiilin ve/veya kollajen fibrozisin (derece 2-3) eslik ettigi megakaryosit
proliferasyon ve atipisi®

2- BCR/ABL pozitif KML, PV, ET, MDS veya diger miyeloid neoplaziler i¢in WHO
kriterlerinin kargilanmamasi

3- JAK2 V617F, CALR veya MPL mutasyonlarinin varlig1 veya bu mutasyonlarin
yoklugunda, diger klonalite belirteglerinin® varligr veya minor reaktif kemik iligi

retikiilin fibrozisi’ yoklugu

Minér Kriterler (en az birinin varlig::%)

a- Bagka bir hastali§a baglanamayan anemi
b- Palpabl splenomegali

c- Lokositoz (=11000/pul)

d- LDH yiiksekligi "

e- Lokoeritroblastozis

& Tam i¢in 3 major kriterin tamami ve en az bir minér kriter gereklidir. ® Bozuk cekirdek/sitoplazma orani,
hiperkromatik, diizensiz biikliimlii ¢cekirdek ve yogun kiimelesmelerle kendini gosteren kiiciikten biiyiige dogru giden
degisik capta megakaryositler © Derece 1 retikiilin fibrozis olgularinda megakaryosit degisikliklerine artmis kemik
iligi hiicreselligi, graniilositik proliferasyon ve siklikla azalmis eritropoez eslik etmelidir. 4 Sozkonusu iig mutasyonun
voklugunda ASXL1, EZH2, TEET2, IDHI/IDH2, SRSF2, SF3B1 gibi mutasyonlar hastaligin klonal dogasmn tespit
etmeye yardimci olur. © Enfeksiyon, otoimmiin bozukluk veya diger kronik inflamatuar durumlar, sagl hiicreli 16semi
veya diger lenfoid neoplazmlar, metastatik malignite veya toksik (kronik) miyopatilere sekonder gelisen minér

(derece 1) fibrozis ' Enfeksiyon, otoimmiin bozukluk veya diger kronik inflamatuar durumlar, sach hiicreli I6semi
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veya diger lenfoid neoplazmlar, metastatik malignite veya toksik (kronik) miyopatilere sekonder gelisen kemik iligi

fibrozisi 9 fki ardisik calismada tespit edilmeli. " Anormalligin derecesi sinirda veya belirgin olabilir. LDH diizeyi iin

kurum referans araligi kullamilmalidir.

Tablo 9: WHO 2008 ve 2016 Pre PMF Kriterlerinin Karsilastirilmasi

PrePMF WHO 2008 WHO 2016
Kemik iligi | Al 6nemli retikiilin fibrozisi olmaksizin, | Al Yasa gore hiperseliiler kemik iligi,
morfolojisi graniilositik proliferasyon ve siklikla | graniilositik proliferasyon ve siklikla
azalmig  eritropoezin  eslik  ettigi, | azalmig  eritropoezin  eslik  ettigi,
megakaryositik proliferasyon ve atipi. derecel’den fazla retikiilin fibrozisi
olmaksizin, megakaryositik

proliferasyon ve atipi®
Dislama A2 ber/abl+ KML, MDS veya diger | A2 PV, ET, bcr/abl+ KML, MDS veya
kriteri miyeloid neoplazilerin WHO | diger miyeloid neoplazilerin WHO

kriterlerinin bulunmamasi

kriterlerinin bulunmamasi

Klonal genetik

A3 JAK2 V617F veya diger klonal

A3 JAK2, CALR veya MPL

belirteglerin belirteglerin varligi veya reaktif kemik | mutasyonunun varligi veya diger klonal

varlhigt iligi fibrozisinin olmamasi belirteglerin varhigi veya reaktif kemik
iligi fibrozisinin olmamasi

Mindr kriter B 1- 16koeritroblastozis B 1- Anemi

2- LDH yiiksekligi
3- Anemi

4- Splenomegali

2- 16kositoz >11K/pl
3- palpabl splenomegali

4- LDH yiiksekligi

Pre PMF tanis1 2008 WHO kriterlerine gore A1-A3 ve B kriterlerinin ikisi, 2016 WHO

kriterlerine gore ise A1-A3 ve B kriterlerinden en az bir tanesi varsa tan1 konur.
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Tablo 10: WHO 2008 ve 2016 A¢ik PMF Kriterlerinin Karsilastirilmasi

Agik PMF

WHO 2016

Kemik iligi morfolojisi

WHO 2008
Al Siklikla retikiilin ve kollajen
fibrozisinin eslik ettigi

megakaryositik  proliferasyon  ve

atipinin varlig1

Al 1-
fibrozisin (derece 2-3) eslik ettigi

Retikiilin ve/veya kollajen

megakaryosit  proliferasyon ve

atipisi

Dislama kriteri A2 ber/abl+ KML, MDS veya diger | A2 PV, ET, bcr/abl+ KML, MDS
miyeloid neoplazilerin WHO | veya diger miyeloid neoplazilerin
kriterlerinin bulunmamasi WHO kriterlerinin bulunmamasi

Klonal genetik | A3 JAK2 V617F veya diger klonal | A3 JAK2, CALR veya MPL

belirteclerin varligi

belirteglerin  varligt veya reaktif

kemik iligi fibrozisinin olmamasi

mutasyonunun varligi veya diger
klonal belirteglerin varligt veya
fibrozisinin

reaktif kemik iligi

olmamasi

Minor kriter

B 1- 16koeritroblastozis
2- LDH yiiksekligi
3- Anemi

4- Splenomegali

B 1- Anemi
2- 16kositoz >11K/ul
3- palpabl splenomegali
4- LDH yiiksekligi

5- Lokoeritroblastozis

Agik PMF tanist 2008 WHO kriterlerine gore A1-A3 ve B kriterlerinin ikisi, 2016

WHO kriterlerine gore ise A1-A3 ve B kriterlerinden en az bir tanesi varsa tani konur.
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PMF’in yanisira bir hastaliga sekonder olarak da miyelofibrozis gelisebilir. PV
ve ET’a sekonder olarak gelisen miyelofibrozis i¢in IWG-MRT (international Working
Group for Myeloproliferative Neoplasms Research and Treatment) tarafindan post ET

ve post PV miyelofibrozis tani kriterleri olusturulmustur (Tablo 11) (75).

Tablo 11. Post PV/ Post ET Miyelofibrozis Tam Kriterleri*

Gerekli Kriterler
1- Daha 6nceden WHO kriterlerine uygun olarak PV ya da ET tanis1 almis olmak

2- Kemik iligi fibrozisinin derece 2-3 veya 3-4 olmasi

Ek Kriterler (En az iki tanesinin olmas: gereklidir)
1- PV igin, anemi ya da sitorediiktif tedavi olmaksizin flebotomi ihtiyacinin ya da
eritrositoz igin sitorediiktif tedavi ihtiyacinin kaybolmasi. ET igin, anemi ve bazal
hemoglobin diizeyinden >2 g / dL azalma
2- Periferik kanda 16koeritroblastozis tablosu
3- >5cm palpabl splenomegali artigi ya da yeni gelisen splenomegali varligi

4- Su ¢ konstitiisyonel semptomun birinden fazlasinin goriilmesi

- 6 ayda %10’dan fazla kilo kaybi1

- Gece terlemesi

- Nedeni aciklanamayan ates (>37,5)

(75)*

2.1.3.4. Laboratuvar

Hastalarin tan1 anindaki kan sayimi degerleri genis bir aralikta seyreder. Cogu

hastada normokrom normositer bir anemi vardir. Ortalama hemoglobin degeri 9 ile 12
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mg/dl arasinda degisir. Hastalarin periferik kan yaymasinda anizositoz, poikiilositoz ve
gozyast seklinde hiicreler gortliir. Siklikla retikiilositoz vardir (76). Beyaz hiicre sayisi
graniilopoez sonucunda orta derecede artmistir ve yaklasik 10.000 ile 14.000/ul
arasindadir. Hastalarin ¢ogunda kanda tanida %0,5-2 arasinda blast vardir. Bu oranin
%20’den daha yiiksek oldugu durumlarda AML doniisiimii g6z Onilinde
bulundurulmalidir. Platelet degerleri 175.000 ile 580.000/mm? arasindadir. Hastalarin
platelet degeri ortalama %40 normal limitin istiindedir. Masif splenomegali olan
hastalarda orta derecede trombositopeni ii¢te bir oraninda gozlenmektedir. Hastalikta
dev ve anormal graniilasyona sahip plateletler karakteristiktir (77). Hastalarin %10’unda
kemik iligi fibrozisi ile iligkili pansitopeni vardir. Kanda CD34+ hiicrelerin artmasi
primer miyelofibrozis icin olduk¢a karakteristik bir bulgudur ayrica hastalik
progresyonu hakkinda da bilgi verir (68). Serum {irik asit, laktat dehidrojenaz, bilirubin
degerleri yiiksek, alblimin ve kolesterol degerleri ise genellikle diisiiktiir. Hipokalsemi
ya da hiperkalsemi goriilebilir (78). PMF’de antieritrosit antikorlar1 ve dolasan immiin
komplexlerde artis gozlenmistir. Hastaligin SLE ve PAN ile birlikteliginin olabilmesi
bu hipotezi destekler (79,80).

Kemik iligi biyopsisi fibrozis nedeniyle alinamayabilir. Kemik iligi seliilerdir ve
graniilositik ve megakaryositik hiperplazi ve degisik boyutlarda, anormal lobiilasyonlu
niikleus igeren atipik megakaryositler vardir. Eritroid hiicreler azalmig, normal ya da
artmis olabilir. Yogun fibrotik kemik iliginde seliilarite azalir ancak megakaryositler
belirgindir. Kemik iligi histomorfometrik analizleri ile osteoskleroz gosterilebilir.
Bauermeister skalas1 kullanilarak kemik iligi fibrozisi 0’dan 4’¢ kadar derecelendirilir.
Pre PMF asamasinda retikiiler fibrozis ¢ok belirgin olmayabilir. Artmis ve anormal

megakaryopoezis bu donemin en karakteristik bulgusudur (12).

2.1.3.5. Klinik

Hastalarin yaklagik %25°lik bir kism1 teshis sirasinda asemptomatiktir. Halsizlik,
nefes darligi, kasint1 ve ¢arpinti nonspesifik ancak sik sikayetler arasindadir. Anemi
derecesinden bagimsiz olarak halsizlik en sik sikayettir. Konstitiisyonel semptomlar
olarakta adlandirilan ates, gece terlemesi ve kilo kayb1 miyelofibrozis hastalarinda ayni

zamanda tedavi yanitinin degerlendirilmesinde sik kullanilir (77,81).
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Splenomegali  hastalarin  tigte ikisinde palpasyon ya da goriintiileme
yontemleriyle gosterilebilir. Hastalarin dortte birinde hafif, yarisinda orta derece ve
kalan kisminda masif splenomegali goriilir. PMF’de ‘sweet sendromu’ olarakta
adlandirilan  nétrofilik  dermatozlar goriilebilir. Bu cilt lezyonlarim1  I6semik
infiltrasyonlardan ayirmak gereklidir. Extrameduller hematopoez veya miyeloid
metaplazi, etkilenen organlara 6zgii spesifik semptomlara neden olur. Santral sinir
sistemi, adrenal gland, lenf nodlar1, bobrek, akciger, karaciger ve cilt gibi pek ¢cok organ
tutulum sekline bagl olarak degisik bulgular verebilir (82,83). PMF hastalarinda portal
ven trombozu yada masif splenomegali sonucu artmis portal kan akimi ve azalmig
hepatik vaskiiler akim nedeniyle 6zefagus varisleri, gastrointestinal sistem kanamalari
ve hepatik ensefalopati tablosu meydana gelebilir (84). PMF’de arteriyal ve vendz
tromboz riski, ET ve PV kadar olmasa da artmistir. Hastaligin ilk dort yilinda yaklagik
%10 hasta anlaml1 trombotik bir olayla karsilagir. Bu durum i¢in en 6nemli risk faktorti,

JAK?2 pozitifligi, 16kosit sayisinin yiiksekligi ve ileri yastir (85).

PMF’de 6liimiin major nedenleri enfeksiyon, kanama, kalp yetersizligi ve akut
16semik transformasyondur. Olgularin yaklagik %15’inde akut 16semiye doniisiim

gozlenmektedir (86).

2.1.3.6. Tedavi

Asemptomatik hastalarin c¢ogu yillarca stabil kalir ve tedaviye ihtiyag
duymazlar. Anemi, trombositopeni ve splenomegali baslangi¢c tedavisinin temel
nedenidir. 10g/dl altinda hemoglobin, 4.000 /ul alt1 ya da 30.000/ul iistii beyaz kiire
sayisi, 100.000/ul altinda trombosit sayist ve %]1’in ilizerinde periferik blast sayisi

hastaligin hizli ilerleyecegini 6ngdren bulgulardir.

PMF’de tedavinin amaci miyeloid proliferasyonu azaltmak, hastanin
semptomlarini iyilestirmek ve 16semiye dontisiim riskini en aza indirmektir. Bu amagla
Uluslararas1 Prognostik Puanlama Sistemi (IPSS), Dinamik Uluslararasi Puanlama
Sistemi (DIPSS) ve DIPSS art1 puanlama sistemi gelistirilmistir (Tablo 12, 13, 14) (87—
89). Bu prognostik sistemler sadece PMF’de degil ayn1 zamanda post PV-MF ve post
ET-MF hastalarinda da kullanilir. IPSS tanmi sirasinda, DIPSS-plus tan1 ve tedavi

boyunca, DIPPS ise karyotip sonucuna ulasilamadigi durumlarda kullanilir. Hastalar bu
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skorlama sistemleri ile diisiik, orta ve yiiksek risk gruplarina ayrilirlar. PMF’de tedavi

risk skorlama sistemlerine gore gelistirilmistir.

Tablo 12. Primer Miyelofibrozis IPSS risk skorlamasi

1- Yas >65

2- Hb <10 g/dI

3- Lokosit say1s1>25.000/mm3
4- Dolasan blast sayis1 > %1

5- Konstitiisyonel semptomlarin varligi

Skor: Her biri 1 puan olmak {izere; diisiik risk 0 puan, orta-1 risk 1 puan, orta-2 risk 2 puan ve yiiksek

risk > 3 puan

Tablo 13. Primer Miyelofibrozis DIPSS risk skorlamasi

1- Yas > 65

2- Hgb <10 g/dI

3- Lokosit sayis1 >25.000/mm3
4- Dolasan blast sayis1 > %1

5- Konstitiisyonel semptomlarin varligi

Skor: Hgb <10 g/dl igin 2 puan olmak tizere; digerleri i¢in 1 puan almaktadir; diisiik risk 0 puan, orta-1
risk 1-2 puan, orta-2 risk 3-4 puan ve yiiksek risk 5-6 puan

Tablo 14. Primer Miyelofibrozis DIPSS-plus risk skorlamasi

1- Yas > 65

2- Hgb <10 g/dI

3- Lokosit sayis1 > 25.000/mm3

4- Dolasan blast sayis1 > %]

5- Konstitlisyonel semptomlarin varligi

6- Eritrosit transflizyon ihtiyaci

7- Trombositopeni (trombosit sayist <100.000/mm3)

8- Patolojik karyotip (kompleks karyotip veya trizomi 8, 7/7q, i(17q), inv(3),

5/5q, 12p veya 11q23 rearanjmanini igeren bir veya iki karyotip anomalisi)

Skor: Her biri 1 puan olmak iizere; diisiik risk O puan, orta-1 risk 1 puan, orta-2 risk 2 veya 3 puan ve
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yiiksek risk >4 puan

Diisiik ve orta risk grubu hastalar asemptomatik ise spesifik tedavinin yarari
gosterilememistir. Konstitlisyonel semptomlarin varliginda, semptomatik anemi,
splenomegali, karaciger dalak disindaki extramediiller hematopoez gibi durumlarda
tedavi gerekir. Belirgin 16kositoz ve trombositoz varliginda da sitorediiktif tedavi
baslanmalidir. Splenomegali tedavisi ic¢in hidroksiiire kullanilabilir ancak portal
hipertansiyon, tedaviye direngli splenomegali, transflizyon bagimli anemi, belirgin
trombositopeni gibi durumlarda splenektomi uygulanmasi onerilir. Pansitopenide ya da
karaciger-dalak disindaki ekstramediiller hematopoezin tedavisinde radyoterapi

kullanilir.

Intermediate 1 risk grubundaki hastalarda anemi tedavisi icin androjenler,
danazol, kortikosteroidler, talidomid ve lenalidomid kullanilabilir. Androjenlerin en
onemli yan etkileri hepatotoksisite ve virilizasyon, talidomidin periferik néropati ve

lenalidomidin miyelosiipresyondur (90,91).

Intermediate 2 ve yiiksek risk grubundaki hastalar ise daha diisiik sagkalim
oranina sahip olup, ilag tedavisine gereksinim duyarlar. Anemi ve splenomegali tedavisi
diistik risk grubu ile aynidir. Lokositoz, trombositoz, splenomegali ve kemik agrilarinin
tedavisinde hidroksiiire kullanilabilir. Ayrica deneysel ila¢ tedavisi ve allojenik kdk

hiicre transplantasyonu onerilen diger tedaviler arasindadir.

Deneysel ila¢ tedavisinde kullanilan JAK inhibitérii ATP mimetik ilaglar
ruxolitinib, fedratinib, momelotinib ve pacritinib’tir. Bu ilaglardan ruxolitinib FDA
onaylt kullanimdadir. Momelotinib faz 3 c¢alismasindadir. Digerleri ise yan etkileri
nedeniyle kullanilmamaktadir. Bir JAK1/JAK2 inhibitorii olan ruxolitinib, ile yapilan
caligmalarda hastalarda konstitliisyonel semptomlarda iyilesme ve dalak boyutunda
kiigiilme tespit edilmistir. lacn JAK2 V617F allel yiikii ya da kemik iligi patolojisi
tizerine etkisi belirsizdir. Uzun donemde yan etkilere (ensefalopati, anemi,
trombositopeni, diyare gibi) bagli ila¢ birakildiginda hastalik semptomlarinin akut
relapst ve septik sok benzeri hemodinamik dekompansasyon ile kendini gosteren

“‘ruxolitinib ¢ekilme sendromu’’ meydana gelebilir (92,93).

JAK-STAT aktivasyonunun mTOR aktivasyonuna neden oldugu bilindigi i¢in

PMF’de bu yolagin inhibisyonu ile ilgili ¢aligmalar everolimus ve insan telomeraz

24



revers transkriptazi olan imetelestat ile yiiriitilmektedir (94).

Sonug olarak PMF’in etkin tedavisinin olmadigini dikkate alarak ortalama bes
yildan kisa yagsam siiresi ve %?20’den fazla 16semik transformasyon riski nedeni ile
komplikasyonlar goze alinarak hastalar transplantasyona yonlendirilebilir ya da bunun
miimkiin olmadigr durumlarda deneysel ilaglar kullanilabilir. Ayrica direncli
splenomegali durumunda da deneysel ilaglar splenektomi ve radyoterapiye alternatif

olarak denenmelidir (95).
2.2. Miyeloproliferatif Neoplazilerde Mutasyonlar

MPN’lerde sitogenetik degisiklikler nonspesifiktir ve tanisal olmaktan ziyade
prognoz hakkinda bilgi verirler. 2005 yilinda JAK2 V617F ve sonra sirastyla MPL ve
CALR mutasyonlarinin kesfedilmesi ile birlikte bu hastaliklardaki molekiiler genetik
belirtegler tanida yerini almistir. MPN’lerde JAK-STAT yolaginda yer alan bu ii¢ ana
mutasyonun yanisira daha az siklikta goriilen ve epigenetik regiilasyon, sitokin sinyali
ve m-RNA splicing yoluyla etkili, hastaliga spesifik olmayan baska molekiiler klonal

belirtegler de vardir.

Gintimiizde BCR/ABL negatif MPN’de altta yatan spesifik molekiiler
degisiklikten bagimsiz olarak JAK-STAT yolaginin merkezi rol oynadigi gosterilmistir.
JAK-STAT yolu, hiicre i¢i sinyalleri, biiyiime faktorleri ve sitokin reseptorlerine
aktarmadaki temel yolaklardan biridir. Bu mekanizma ¢ogalmayi, farklilasmayi, hiicre
goglinii, apoptozu ve hiicre sag kalimimi diizenler. Bu yolagin aktivasyonu MPN

patogenezinde temel rolii oynamaktadir (96).

2.2.1. JAK2 V617F Mutasyonu

JAK proteinleri, 120-140 kDa biiyiikliigiinde ve 7 tane Janus homology (JH1-7)
bolgesi tasiyan proteinlerdir (Sekil 1). JH1 bolgesinin kinaz aktivitesi vardir. JH2 ise
psddokinaz bolgesi olup, JH1 aktivitesini diizenler. JAK ailesi, Tyk2, JAK1, JAK2 ve
JAK3’den olusur ve sirasiyla kromozom lokalizasyonlar1 19p13.2, 1p31.3, 9p24 ve
19p13.1°dir.
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Sekil 1. JAK Proteininin Yapisi

JAK2, 25 ekzon ve 1132 aminoasit iceren bir proteindir. Eritropoetin,
trombopoetin ve interlokinler sitokin reseptdriine baglandiginda JAK-STAT
yolagindaki JAK2 proteini, reseptoriin sitoplazmik alani ile etkilesime girer ve tirozin
fosforilasyonunu katalize eder. Tirozin bolgelerinden fosfor baglanan reseptorler, STAT
(Transkripsiyon sinyal aract molekiilii ve aktivatorii) proteinlerinin baglanmasi igin
uygun hale gelir. Reseptdre baglanan STAT proteinleri, JAK tarafindan fosfat
baglanarak akiflestirilirler. Aktiflesen STAT proteinleri serbest kalarak dimer olusturur,
niikleusa gider ve genlerin aktivasyonunu saglarlar (Sekil 2) (96). Miyeloid hiicrelerin

salinimi, ¢ogalmasi ve farklilagmasini diizenlerler (97).
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Sekil 2. JAK-STAT Sinyal Yolag1

JAK?2 genindeki spesifik somatik mutasyon ilk kez 2005 yilinda tanimlanmustir.

PV’da, JAK2’nin inhibisyonu ile EPO bagimsiz koloni olusumunun azaldiginin
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gosterilmesi lizerine, JAK2 geni sekanslanmis ve psddokinaz bolgesinde JAK2 V617F
mutasyonu tespit edilmistir. Bu mutasyon, JAK2 geni ekzon 14’de 1849. pozisyondaki
guaninin timine doOniismesi sonucunda, 617. pozisyondaki valinin fenilalanine
doniistimii ile meydana gelir (Sekil 3) (11). Mutasyon sonucunda proliferasyonda artis
ve apopitozda diizensizlikler meydana gelir. Mutasyonun ortaya konmasi ile birlikte
BCR/ABL negatif klasik MPN’lerin tanisinda yeni bir donem baglamis ve 2008 yilinda
da MPN tani kriterleri arasina girmistir. Ancak mutasyon PV, ET ve PMF’in ii¢iinde de

varoldugu i¢in hastaliklarin ayiriminda tek basina yeterli degildir.

JAK2 exon 14 Codon 617

5 _TTTGGTTTTAAATTATGGAGTATGTGTCTGTGGAGACGAG-3'
L Vv L N Y G v ¢ Vv |C G D E

mut-JAK2 exon 14

5 -TTTGGTTTTAAATTATGGAGTATGT|TTCTGTGGAGACGAG-3
L Vv L N Y G v C| F | C G D E

Figure 1. JAK2 mutation site identification.

Sekil 3. JAK2 V617F Mutasyon Bolgesi

JAK2 V617F mutasyonu, PV’da %95, ET’da %50-70 ve PMF’de 9%40-50
oraninda goriilmektedir. Ayrica daha az oranda kronik miyelomonositik losemi
(CMML), juvenil miyelomonositik 16semi (JMML), atipik KML (aCML) ve “refractory
anemia with ring sideroblasts and thrombocytosis” (RARS-T) ve akut miyeloid

16semide de goriilebilir (91).

JAK2 V617F mutasyonu, 9. kromozomun kisa kolunda mitotik rekombinasyonla
heterozigotlugun kaybi ile homozigot forma gegebilir. PV’da siklikla homozigot formda
bulunmakla birlikte ET’da nadiren homozigottur (98).

Ayrica kantitatif PCR metodu ile graniilositlerdeki JAK2 V617F mutasyonu allel
yiikii de tespit edilebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda ET’da bu oran genellikle %25’in
altinda, PV’da ise %50’nin {istiindedir. Post-PV MF ve post-ET MF’de oran %100’e
yakindir. PMF’de genellikle yiiksek olmakla birlikte degiskendir (99).

PV’da JAK2 V617F mutasyonu, yiiksek hemoglobin diizeyi, pruritis ve post-PV
MF oraninda artis ile iligkilidir. JAK2 mutant allel yiikii fazla olan hastalarda 16kositoz,

splenomegali oraninda artis ve kemik iligi fibrozisine ilerlemenin daha hizli oldugu
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gosterilmistir (100).

ET’da JAK2 V617F mutasyonu, yiiksek hemoglobin ve l6kosit sayisi, diger
ET’lardan daha diisiik trombosit sayisi ve 6zellikle yasl bireylerde trombotik olaylarda
artmus risk ile karakterizedir. (101).

PMF’da da JAK2 V671F mutasyonu, yiiksek 16kosit sayisi, hemoglobin ve
platelet degerleriyle iliskilidir. Hastalarda dalak boyutu artmis olup, 16semik
transformasyon ile sagkalim orami azalmistir. Calismalarda bu mutasyonu tasiyan
hastalarin daha yasli olduklar1 gézlenmis ancak trombotik olaylarda belirgin bir risk

artig1 gosterilememistir (102).

JAK2 V617F mutasyonun, fenotipik olarak birbirinden farklit MPN gruplarinda
farkl klinikte goriilmesi, bu hastaliklarin fenotipinde JAK2 V617F’den baska eslik eden

yolaklar ve mutasyonlarin varligin diisiindiirmektedir.

2.2.2. JAK2 Ekzon 12 Mutasyonu

PV’da yaklasik %5 hasta JAK2 V617F mutasyonu i¢in negatiftir. JAK2 V617F
negatif PV ve esansiyel eritrositozu olan hastalarda yaklagik %2 oraninda JAK2 ekzon
12°de mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlar JH3 ile JH2 bolgesi arasinda yerlesmis,
siklikla delesyon ve insersiyon tipi mutasyonlardir ve tirozin fosforile JAK2 ve STATS5
diizeylerinin artmas1 ile, sitokine bagli olmayan eritropoietin reseptorii (EpoR)
ekspresyonunu indiiklerler (103) ve sonug olarak eritrositozu igeren miyeloproliferatif

hastalik fenotipi ortaya ¢ikar.

JAK2 ekzon 12 mutasyonu olan hastalar tani aninda daha geng, yiiksek
hemoglobin ve eritrosit diizeyi, diisiik beyaz kiire ve trombosit sayis1 olan hastalardir.
Siklikla subnormal serum EPO diizeyleri gozlenir. PV hastalari i¢in JAK2 ekzon 12
mutasyonu, JAK2 V617F mutasyonuna benzer sekilde prognostik 6zellik gosterir (104).

2.2.3. Trombopoetin Reseptor Gen (MPL) Mutasyonu

JAK-STAT yolaginda trombopoetin reseptort, megakaryopoezin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. MPL, kromozom 1p34’de lokalize 12 ekzondan

olusan bir molekiildiir. Extraseliiler yerlesimli bir bilyiime faktorii olan trombopoetin
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(TPO), JAK2'nin fosforilasyonu ve aktivasyonuna neden olur ve JAK2, MPL
fosforilasyonuna ve boylece STAT ve ERK gibi sinyal yollarinin aktivasyonuna yol

agar.

Calismalar MPN gelisimi ve progresyonunda MPL ekspresyonunun énemli roli
oldugunu gostermistir. Ilk olarak Pikman ve arkadaslar1 2006 yilinda, JAK2 V617F
negatif MF hastalarinda, MPL transmembran bolgesinde (MPLWS515L) somatik bir
mutasyon gostermislerdir. MPLW515L mutasyonu, ekzon 10’da 1544. niikleotidin
guaninden timine doniigmesi sonucu 515. aminoasitin triptofandan 16sine doniismesi ile
olusur (105). Daha sonra triptofanin lizine doniisimi ile olusan MPLWS515K
mutasyonu da tanimlanmistir. MPL W515L/K mutasyonu bu geni ilgilendiren hemen
hemen tek mutasyondur. Ancak W515A ve W515R mutasyonlarini bildiren az sayida
yayin vardir. MPL mutasyonlari, PMF ve ET’de sirastyla %5-10 ile %3-5 oranlarinda
bildirilmistir.

MPL mutasyonu olan hastalar, tan1 sirasinda yagl, yiiksek platelet ve serum
EPO diizeyleri ile diisiik hemoglobin diizeyi ve azalmis kemik iligi seliilaritesine sahip

hastalardir. Trombotik komplikasyon riski JAK?2 pozitif hastalara gore artmistir (106).

2.2.4. Kalretikulin (CALR) Mutasyonlari

MPN’lerin yaklasik %30-45’inde JAK2 ve MPL mutasyonlar1 negatiftir. 2013
yilinda Klampfl ve arkadaglar1 JAK2 ve MPL negatif PMF’de tiim ekzon sekanslama
1slemini gerceklestirmistir. Daha sonra elde edilen veriler ile CALR geni sekanslanmig
ve CALR geninin 9. ekzonunda 32 farkli somatik mutasyon tespit edilmistir. Sonraki
caligmalarda sadece MPN’de degil MDS, RARS-T, CMML gibi miyeloid
neoplazilerde de diisiik oranlarda CALR mutasyonu gosterilmistir (107).

CALR, 19p13.1°de lokalize 9 ekzondan olusan bir gendir. Kalretikulin, hiicre
proliferasyonu, farklilasmasi, apopitoz ve immiinogenik hiicre Gliimiinde 6nemli rol
oynayan, saperon aktivitesi gosteren ve kalsiyum dengesinde rolii olan, ¢ok fonksiyonlu
bir endoplazmik retikulum proteinidir. Bu protein {i¢ bolgeden olusur. Birincisi, saperon
aktivitesinde rol oynayan N-terminal lektin baglayict bolge ve Zn-baglayici bolge,
ikincisi diisiik kapasite ve yiiksek afinite ile Ca** baglayan prolin-zengin P bolgesi ve

liciinciisii coklu Ca®* baglayan bolge igceren C bolgesidir. Mutasyona ugramamis

29



kalretikulin C terminal ucunda lizin, aspartik asit, glutarik asit ve ldsinden olusan
KDEL adi verilen aminoasit sekansit igerir. Tiim CALR mutasyonlarinda C
terminalindeki KDEL motifi kaybolur. CALR tip 1 mutasyonlar1 tim negatif yiikli
aminoasitleri, Tip 2 mutasyonlar1 ise negatif yiiklerin yarisin1 degistirerek pozitif yiiklii
aminoasitlere gevirir. Sonug¢ olarak proteinin Ca baglama kapasitesini degistirir. C-
terminal bolgesindeki degisikliklerin ikinci 6nemli sonucu, bu degisimle saperonlari
endoplazmik retikuluma geri getiren ER-golgi arasindaki sinyal motifi (KDEL), mutant

protein i¢inde kaybolarak Ca’un ER’ye geri doniisiinii engeller (Sekil 4) (108).

Signal
peplide Chaperone activity Ca2+ buffering
[ W

1
N-torm STl <O Ctem [ wr CALR
17 197 308 417

1

Signal Lower
peptide Chaperone activity Caz+ buffering
W \f Y
WETM  ctom [Mutated CALR
117 197 308 411 — del52
430 = insS
mutations

Vainchenker at all. 2016

Sekil 4. Kalretikulin Proteininin Yapisi

CALR’deki tim mutasyonlar 9. ekzondaki insersiyon ve delesyon
mutasyonlaridir. Gozlenen en sik degisiklikler 52-bp delesyondan olusan p.L367fs*46
(tip 1 mutasyonu) ve 5-bp insersiyondan olusan p.K385fs*47 (tip 2 mutasyonu)’dur. Bu
mutasyonlar PMF’de sirastyla %75 ve %15, ET’de ise sirasiyla %55 ve %35 oraninda
goriilmektedir (109). Yaklasik %10 hasta CALR, MPL, JAK2 V617F mutasyonlar1 igin
negatiftir. Birkag yayinda JAK2 V617F ve CALR mutasyonunun birlikte oldugu az
sayida hasta rapor edilmistir (107).

ET’da CALR mutasyonu olan hastalar, genellikle gen¢ yasta ve erkektir. JAK2
V617F mutasyonu olan ET’a gore daha diisiik hemoglobin ve beyaz kiire degerleri,
daha yiiksek trombosit degerlerine sahiplerdir. Serum EPO diizeyleri daha yliksek,
tromboz riski daha diigiiktiir. Splenik ven trombozu olan 144 hastada JAK2 V617F

mutasyonu %18 iken hi¢c CALR mutasyonu gézlenmemistir. Miyelofibrozise doniisme
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riski net degildir. Baz1 ¢aligmalarda yiiksek iken (110) bazi ¢calismalarda ise anlamli fark
gozlenmemistir (111). Toplam sagkalim siiresi JAK2 V617F ile fark gostermez ancak

“triple negatif “ olan yada MPL mutasyonu olanlardan daha uzundur.

PMF’de CALR mutasyonu olanlar, JAK2 V617F mutasyonu olan hastalara
kiyasla daha geng yastadir. Diisiik beyaz kiire ve yiiksek platelet degerleri, transfiizyon
ihtiyaci olan anemileri vardir. Tromboz riskinde ise artis gézlenmemistir (107). CALR
mutasyonu olan PMF’de ortalama yasam siiresi DIPPS-plus kriterleri ve ASXL1
mutasyonundan bagimsiz olarak daha iyidir. Ayrica “Triple negatif” olan yada CALR-
/ASXL1+ olan hastalardan ortalama sagkalimlar1 yiiksektir (112). Tip 1 CALR
mutasyonu olan hastalar, JAK2 V617F yada tip 2 CALR mutasyonu olan PMF

hastalarindan daha uzun sagkalima sahiptir (113).

2.2.5. MPN’lerde Goriilen Diger Mutasyonlar

MPN’de ii¢ ana mutasyonun (JAK2, MPL ve CALR) yanisira MPN’ye 6zgiin
olmayan baska klonal mutasyonlar da vardir. Bu mutasyonlar etkilerini baslica
epigenetik regiilasyon, sitokin sinyali ve “m-RNA splicing” tiizerinden gosterirler

(Tablo 15) (114).

Tablo 15. MPN’de Goriilen Mutasyonlar ve Etki Mekanizmalar*

GENLER Mutasyon Etki Mekanizmast | PV (%) ET (%) MF (%)
JAK2 V617F 95-97 50-60 50-60
JAK?2 Ekzon 12 1-2 0 0
CALR JAK/STAT Sinyal Yolagt 0 25 30
MPL 0 35 5-10
CBL NF 0-2 5-10
SH2B3/LNK 2-20 2-6 3-6
ASXL1 2 5-10 10-35
EZH2 1-2 1-2 7-10
IDH1/2 Epigenetik Modifikasyon 2 1- 5
DNMT3A 5-10 2-5 8-12
TET2 10-20 4-5 10-20
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SF3B1 2 2 4
SRSF2 mRNA Splicing NF NF 4-17
U2AF1 <1 <1 1-8
ZRSR2 <1 <1 <1
TP53 DNA Onarimu 1-2 1-2 1-2

NF: mutasyon gozlenmedi, *(114)

Epigenetik regiilasyon; DNA metilasyonu ve “kromatin remodeling” olmak
tizere iki temel yol {izerinden gen expresyonunu diizenler. TET2, DNMT3A ve
IDH1/IDH2 DNA metilasyonu, EZH2 ve ASXLL1 ise “kromatin remodeling”inde rol

oynayan baslica genlerdir.

TET2 geni, DNA metilasyon siirecinde rol alan metilsitozin dioksijenaz
ailesinden bir proteini kodlar. TET2 mutasyonlar1 fonksiyon kaybina yol agarak DNA
metilasyonunu artirir ve hidroksimetil sitozin seviyesinde azalmaya neden olur. JAK2
V617F mutasyonu negatif ya da pozitif MPN’lerde gozlenebilir. Bazi ¢aligmalarda
TET2 mutasyonu losemiye doniisim riskinde artis ve kisa sagkalim ile iligkili
bulundugu halde, tromboz oranini, ldsemiye doniisiimii veya ortalama yasam siiresini
etkilemedigi yoniinde ¢aligmalarda vardir (114). Bu mutasyon PMF’de %17, ET’de
%11 ve PV’de %7-16 oranlarinda bildirilmistir (115).

DNMT3A, DNA metiltransferazi kodlayan gen ailesinin bir iiyesidir. Bu
gendeki mutasyonlar AML’de yaklasik %20 oraninda gdzlenmekle birlikte, MPN’de
oldukga nadir bildirilmistir (116).

Izositrat dehidrojenaz 1 (IDH1) ve izositrat dehidrojenaz 2 (IDH2) mutasyonlari,
izositrat1 alfa-ketoglutarata déniistiiren nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP")
bagimli enzimlerdir. Bu genlerdeki mutasyonlar, histon demetilasyonu yoluyla
hematopoietik farklilasmay1 engeller. IDH1 ve IDH2 mutasyonlart MPN’de ¢ok diisiik
oranlarda bildirilmistir. ET’de %0.8, PV’de %1.9, PMF’de %4.1, post-ET/PV
miyelofibrozda %1, blastik faz ET de %0, blastik faz PV’de %25 ve blastik faz PMF’de
%25 oraninda saptanmustir (117).

EZH2 geni, histon H3 iizerinde lizinin trimetilasyonundan sorumlu multiprotein
enzim kompleksidir. Kromatinin kompakt hale gelmesinde rol oynar. B hiicreli lenfoma,

meme ve prostat kanseri gibi solid tiimdrlerde daha onceden tanimlanmis olan bu
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mutasyon MPN’de de gosterilmistir. PMF’de %13, PV’de %3 oraninda bildirilmis

ancak ET’de gézlenmemistir. Mutasyonu tasiyan vakalarda prognoz kotiidiir (118).

Addition Sex Comb Like 1 (ASXL1) mutasyonu, miyeloid neoplazilerde sik
goriilen mutasyonlardandir. ASXL1 20q11.1°de lokalizedir. Bu protein transkripsiyonel
diizenlenmelerde rolii olan “polycomb ailesi” ile iligkilidir. ASXL1’in “loss of function
mutasyonlar1” onkogen aktivasyonuna yol agar. ASXL1 mutasyonu MPN’lerde diisiik
siklikta bildirilmistir ve PMF’de kotii prognoza isaret eder (119). ASXL1 mutasyon
sikligi PV’da %2-5, ET’da %5-10, PMF’de %13-26 ve post-PV/ET MF’de %22-38,5
olarak bildirilmistir. Son ¢alismalara gére CALR+/ASXLI1- olanlarin, CALR+/ASXL1+
ve CALR-/ASXL1+ olanlara gore daha uzun sagkalima sahip oldugu gosterilmistir
(112).

Lenfosit-spesifik adaptor protein (LNK) olarakta bilinen SH2B3, bir JAK-STAT
inhibitdr proteinidir. TPO ve MPL aracili JAK2 aktivasyonu i¢in negatif diizenleyicidir
ve bu yol ile hematopoezde onemli rol oynar. Prolinden zengin amino bdlgesi, PH
domaini ve MPL/JAK2’ye baglanan SH2 domaini olmak iizere ii¢ ana bdliimden
meydana gelir. Mutasyonlarin ¢cogu PH domainde ekzon 2 mutasyonlaridir (120). PV’da
%2-20, ET ve PMF’de %2-6 oraninda bildirilmistir (114).

CBL, kromozom 11q23.3’de yerlesmis 16 ekzondan olusan bir protoonkogendir.
CBL mutasyonlart sonucunda ubiquitin ligaz aktivitesi bozulur (121). ET’da %0-2 ve
PMEF’de %5-10 oraninda bildirilmistir (114).

Epigenetik  diizenleyicilerin yaninda “RNA splicing” mutasyonlar1 da
MPN’lerde bildirilmistir. Bu mutasyonlar basglica SF3B1, SRSF2 ve U2AF1’dir.
PMF’de daha sik goriiliir ve kotii prognozla seyrederler (122).

Tp53 geni, hiicre siklus kontrolii, apoptozis ve DNA onarimi gibi fonksiyonlarda
diizenleyici rol oynayan bir tiimdr supresor gendir. TP53 mutasyonu MPN’den AML’ye
dontisen hastalarin yaklasik %25 gosterilmistir (123). ET ve PMF’de goriilme oranlari

901-2 civarindadir.
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3. HASTALAR VE YONTEM
3.1. Hasta Secimi

Calisma 129 Miyeloproliferatif Neoplazi (MPN) hasta grubunun alt gruplar1 olan
ET (98) ve PMF (31) hastalarinda yiiriitiildi. Siniflandirma 2016 WHO MPN
kriterlerine gore yapildi. 2015-2017 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Hematoloji Bilim Dali’inda MPN 6n tanisiyla
takip edilen ya da yeni tan1 alarak Tibbi Genetik boliimiine yonlendirilen, 18 yas iistii
bireylerden olugsmaktaydi. Tiim hastalara JAK2 V617F ve MPL W515L/K mutasyonlari
bakilmisti. CALR mutasyonu bu iki mutasyon i¢in negatif olan hastalara uygulanmisti

(Sekil 5).
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Sekil 5. Hasta Se¢im Algoritmi

Hastalardan ilgili mutasyon analizleri i¢in bilgilendirilmis onam formlarinin

almmasinin yan1 sira OMU Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan da onay alind.

Hasta bilgileri, retrospektif dosya tarama yontemi ile gergeklestirildi. Ayrica
hastane niikleus bilgi sisteminden ve laboratuvar kayit defterlerinden gerekli diger
bilgiler elde edildi. Kesitsel olarak yapilan bu ¢alismada mutasyon analizi i¢in ornek
aliman tarihteki yagslari, cinsiyetleri, beyaz kiire sayilari, hemoglobin ve trombosit
degerleri, LDH diizeyleri ile splenomegali varlig1 degerlendirildi. LDH diizeyi {ist sinir1
OMU Tip Fakiiltesi Biyokimya laboratuvarinin referans araligi dikkate alinarak 509
kabul edildi. Tim hastalarin kemik iligi patoloji sonuglar1 degerlendirildi. Skorlama
kosullar1 temelinde klinik tan1 i¢in zorunlu olan kemik iligi patolojik incelemesi, ET 6n
tanis1 ile gelen 26’s1 hari¢ tiim hastalarda yapilmisti. Hastalarin dalak boyutu
longitudinal ¢apin 130 mm’nin altinda olmast normal ve 160 mm {izeri olmasi masif

splenomegali olarak degerlendirildi.

Hasta dosyalar1 ayrica tromboz, kanama, ET igin miyelofibrozise doniigim

(post-ET MF), 16semiye doniisiim ve excitus parametreleri agisindan tarandi.

Oncelikle, ET ve PMF’in hematolojik ve klinik verilerle iliskisi, JAK2, MPL ve
CALR mutasyonlarinin bu hastaliklardaki dagilimi belirlendi. Mutasyonlarin CALR
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icin Tip 1, Tip 2, CLAMP ve MPL i¢in ise W515L ve W515K olmak iizere alt grup
dagilimlari yapildi.

Kuantitatif olarak bakilan JAK2 mutasyonu allel yiikiiniin hastaliklarla, klinik ve

hematolojik verilerle olan iliskisi degerlendirildi.

ET ve PMF grubu hastalarda her mutasyonun ayri1 ayri klinik ve hematolojik
verilerle iliskisi belirlendi. Ayrica CALR tip 1 ve tip 2 mutasyonlar1 kendi arasinda ve
JAK2 V617F mutasyonu olan hastalar ile klinik ve hematolojik veriler agisindan

karsilastirildi.
3.2. Yontem
3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Hastalarin periferik kan 6rneklerinden QIAamp DNA kit (giagenGmbH, Hilden,
Almanya) ile DNA elde edildi. Spektrofotometri cihaziyla 260 nm ve 280 nm
boylarinda yapilan ol¢iimlerle elde edilen DNA {iriinlerinin konsantrasyon ve saflik

dereceleri belirlendi. Elde edilen iiriinler -20 °C’de saklandu.
3.2.2. JAK2 V617F Mutasyon Analizi

JAK2 V617F mutasyon analizi, Ipsogen JAK2 MutaQuant Kit kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu yontemde gergek zamanli PCR ile JAK2 V617F mutasyonu
kuantitatif olarak saptanmistir. PCR sirasinda ilgilenilen hedef mevcutsa, amplifikasyon
ve beraberinde floresans sinyal artis1 meydana gelir. Allel spesifik PCR ile WT veya
V617F primer ve prob karigimimin kullanilmasi aynm1 6rnek kullanilarak yiirtitiilen iki
ayr1 reaksiyonda WT veya mutant allelin spesifik olarak saptanmasini saglar (Sekil 6).

Sonuglar toplam JAK?2 kopyalar1 icinde VF kopyalar1 ylizdesi olarak ifade edilir.
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Sekil 6. JAK2 V617F Mutasyon Tespiti (Allel Spesifik PCR)
3.2.3. CALR Mutasyon Analizi

CALR geni mutasyon analizi amaciyla /psogen CALR RGQ Kiti kullanilmistir.
Kit, CALR geninin ekzon 9'unun ¢.1091_ 1162 bolgesindeki somatik mutasyonlarin
kalitatif tayinini yapan gergek zamanli PCR (qPCR) testidir. Bu test tip 1 ve tip 2 olarak
adlandirilan iki énemli CALR mutasyonunun yanisira CLAMP olarak adlandirilan 32
farkli min6r degisikliklerin de tespitini saglar. CALR tip 1 mutasyonu 52-bp
delesyondan (p.L367fs*46) ve tip 2 mutasyonu 5-bp insersiyondan olusan
(p.-K385fs*47) en sik goriilen mutasyonlardir. CLAMP mutasyonlarinin goriilme sikligi

ise %3’1n altindadir.

PCR sirasinda ilgilenilen hedef mevcutsa hem ileri hem de geri primerler
spesifik olarak baglanir. Floresan sinyaldeki artis, yalnizca hedef dizinin primerleri ve
probu tamamlayici nitelikte olmasi ve bu sayede PCR esnasinda amplifiye edilmesi

durumunda algilanir.

CALR mutasyonlarint ayirt etmek icin primerlerin tamamlayic1 diziye 6zgii
hibridizasyonu ve DNA polimerazin PCR primerinin 3' ucundaki eslesmeyi veya
eslesmemeyi ayirt etme yetenegini kullanan ARMS (Allele Refractory Mutation
System) teknolojisi sayesinde allele 6zel bir amplifikasyon elde edilir.

PCR primeri tam olarak eslestiginde, amplifikasyon tam verimlilikle ilerler. 3'

baz eslesmesi olmadiginda, yalnizca diisiik seviyeli amplifikasyon olusur (Sekil 7).
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Sekil 7. CALR Mutasyonlarinin ARMS-PCR ile saptanmasi

3.2.4. MPL Mutasyon Analizi

MPL mutasyon analizi i¢in Qia-gene mutascreen kit kullanilarak semi-kantitatif
MPL W515L ve W515K mutasyon tayini yapilmistir. Kit TagMan allelik ayirimini
kullanarak genomik DNA’da dogal-tip MPL, MPL W515L ve MPL W515K allellerini
tespit edebilmektedir. Allelik ayirimin degerlendirilmesinde iki TagMan probu,
multipleks 6l¢iim icin kullanilmaktadir. Problardan biri allel 2 dizisine uyum saglarken
(dogal tip allel) digeri allel 1 dizisine (mutasyonu tasiyan allel) uyum gostermektedir.
Her bir prob 5’ ucunda ayirt edici floresan boya (FAM veya VIC) ile isaretlenmistir ve
3’ ucunda floresan olmayan bir baskilayici igermektedir. PCR’1n ¢ogalma fazi sirasinda
tam uyum saglayan prob, Taqg DNA polimerazin 5'—3' ekzoniikleaz aktivitesi
tarafindan kesilmektedir. Boylece indikatér boya, baskilayicisindan ayrilarak floresan
1stma yapmaktadir. Tam uyum saglamayan prob, Taq DNA polimeraz tarafindan
kesilmez ancak yeri degistirilir. Boylece indikator boya salinmaz. PZR sonunda floresan
sinyali (VIC veya FAM) toplanir ve hedef dizilerin varligi (dogal-tip allel, mutant allel

veya her ikisi) saptanir.
3.2.5. Istatistiksel Degerlendirme

Hastalarin bulgu ve sonuclar1 SPSS (Stastical Package For Science Studies) for
windows 22.0 paket programi ile degerlendirilmistir. Oranlar ki-kare testi ile
karsilastirilmis, sonuglar mean (SD) olarak verilmistir. Parametrik verilerin analizi
“student t testi” ve tek yonlil varyans analizi, nonparametrik veriler Mann-Whitney testi
ve Kruskal-Wallis testi ile analiz edilmistir. Sonuglar i¢in p degeri <0,05 olanlar anlamli
kabul edilmistir. Yasam egrileri Kaplan Meier analizi ile, gruplar aras1 karsilastirma log

rank testi ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calismada toplam 129 miyeloproliferatif neoplazi hastasi incelendi. Bunlarin
98’1 esansiyel trombositoz (%76) ve 31’i primer miyelofibrozis (%24)’den olusuyordu
(Sekil 8). Hastalarin kemik iligi incelemesinin yapilmasi planlanan 26 tanesi hari¢ hepsi
(103 hasta) 2016 WHO MPN kriterlerini karsiliyordu. Hastalarin 75’1 kadin (%58.1) ve
54’1 (%41.9) erkekti (Sekil 9). En kiigligli 21 ve en biiyiigii 93 olmak iizere ortalama
yag 60.7+15.5 idi. Hasta yas araliklar1 dagilimina bakildiginda 60 ile 80 arasinda
yogunlagmakta idi (Sekil 10).

Hasta Dagilimi

mET
PMF

Sekil 8. ET ve PMF Hastalarinin Dagilimi

CiNSIYET

W KADIN

B ERKEK

Sekil 9. ET ve PMF hastalarinin cinsiyete gore dagilimi
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PMF
B B

20-39 40-59 60-79 >80

Sekil 10. ET ve PMF hastalarinin yas araliklarina gére dagilimi

Hastalarin mutasyon analizinde, toplam 129 hastanin 113’Gnde (%87.5)
mutasyon tespit edildi. Bu mutasyonlarin 67’si (%51.9) JAK2 V617F, 35’1 (%27.2)
CALR ve 11’1 (%8.5) MPL idi (Sekil 11). JAK2 ve MPL mutasyonu olmayan hastalarin
%68.7’sinde CALR mutasyonu vardi. Bu hastalarin 18’i (%51.5) CALR tip 1, 157
(%42.8) CALR tip 2 ve 2’si (%5.7) CLAMP mutasyonu idi (Sekil 12). MPL
mutasyonlariin ise 9’u (%81.8) W515L ve 2’si (%18.2) W515K seklindeydi (Sekil
13).

%51,9

%27,2

%12.4
%85 °

WJAK2V617F m TiP1 mTIiP2 CLAMP mW515L mW515K mYOK

Sekil 11. Hasta Populasyonundaki Mutasyonlarin Dagilim1
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CALR Mutasyonlarinin Dagilimi

CALR CLAMP
6%

43% e

B CALRTipl mCALRTip2 mCALRCLAMP

Sekil 12. Hasta Populasyonundaki CALR Mutasyonlariin Dagilimi

MPL Mutasyonlarinin Dagilimi

[KATEGORI ADI]
%18,2

[KATEGORI ADI]
%81,8

= MPLW515L = MPL W515K

Sekil 13. Hasta Populasyonundaki MPL Mutasyonlarmin Dagilimi
JAK2 V617F, CALR ve MPL mutasyonlar1 hastalik bazinda incelendi.
4.1. ET Grubu Hastalar

ET grubunda 60’1 kadin (%61.2), 38’1 erkek (%38.8) olmak iizere toplam 98
hasta bulunmaktaydi. Hastalarin en kiigiigii 21 en biiyiigii 93 olmak iizere yas ortalamasi
60.2+15.6 olarak saptandi. Hastalarin 72’sine kemik iligi patolojik inceleme yapilmist.
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54’{iniin kemik iligi patolojik incelemesi ET ile 18’1 ise post-ET MF ile uyumluydu. 26

hastaya ise kemik iligi aspirasyonu uygulanmasi planlandi.

Hastalarin bagvuru sirasindaki ortalama 16kosit sayis1 hafif yiiksek, [11.45/mm®
(£7.1)], hb diizeyi normal [12.7g/dl (+2.0)], platelet diizeyi yiiksek [942.7/mm?
(+414.4)], LDH degeri ise normal [344.49 U/L (£143.439)] idi. 27 hastada (%27.6)
splenomegali vardi. 46 hastada 16kositoz saptandi [en kiicigli 10.200 ve en biiyiigi
56.000 olmak fiizere ortalama 15.711 (£8.510)]. LDH diizeyi 82 hastada (%83.7) tist
siir olan 509U/L’nin altindaydi. Hb degeri 14 hastada anemiyi (hb 10g/d1’nin altinda)
yansitiyordu. Platelet degerleri 36 hastada 1.000.000/mm? iizerindeydi (Tablo 16).

Tablo 16. ET Hastalarindaki Klinik ve Hematolojik Veriler

ET
Hasta Sayisi 98
Ortalama Yas 60.22 (+£15.6)
Cinsiyet K/E (%) 60 (%61.2) / 38 (%38.8)
Lokosit (mm®) 11.45 (+7.17)
Hemaoglobin (g/dl) 12.7 (+2.0)
Trombosit (mm?) 942.7 (+414.4)
LDH (U/L) 344.49 (+143.439)
Splenomegali varlig1 (%) 27 (%27.6)

Molekiiler genetik belirteclerin dagilhimim gostermek iizere yapilan mutasyon
analizinde, toplam 98 ET hastasinin %89,8’inde mutasyon (JAK2 V617F, CALR ve
MPL) gozlendi. 51°inde (%52) JAK2 V617F mutasyonu, 28’inde (%28.6) CALR
mutasyonu, 9’unda (%9.1) MPL mutasyonu vardi (Sekil 14).
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ET'de Mutasyonlar

YOK
10%

JAK2 V617F
52%

m JAK2 V617F = CALR MPL = YOK

Sekil 14. ET Hastalarinda Mutasyonlarin Dagilim1

JAK2 ve MPL mutasyonu olmayan 38 hastanin 28’inde (%73.6) CALR
mutasyonu vardi. Tiim 28 CALR pozitif ET un 14’1 (%50) tip 1, 13’1 (%46.4) tip 2 ve
1’1 (%3.6) CLAMP mutasyonu seklindeydi. MPL mutasyonlarinin ise 7’si (%77.7)
WS5I15L ve 2’si (%22.3) W515K seklindeydi. 10 hastada (%10.2) ise {i¢ mutasyonda
saptanmamuisti (Sekil 15). Kantitatif JAK2 ¢alismasinda ise, JAK2 kuantifikasyonu %72
(37) hastada %50’nin altinda idi.

ET'daki Mutasyonlar

2,00% W JAK2 V617F

7,10% W CALR TiP1

1,00% \

I CALR TiP2
OCLAMP

B MPL W515L
@ MPL W515K
B YOK

Sekil 15. ET Hastalarindaki Mutasyonlarin Alt Gruplarmin Dagilim1
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ET hastalarinin takipleri sirasinda, 18’inin (%18.3) miyelofibrozise (post-ET

MF) doniistiigii gozlendi. 6 hastada koroner arter hastaligi, 3 hastada portal vendz

tromboz, 2 hastada derin ven trombozu, bir hastada serebrovaskiiler olay gelismisti ve

li¢ hasta excitus olmustu. Hastalarin hi¢birinde 16semiye doniisiim olmamusti.

ET’nin alt grubu olan post-ET MF hastalarimin yasi ortalama 66.17 (£10.8)

idi. Lokosit degerleri yiiksek [14.978 (£14.83)], ortalama hb degerleri normale yakin
[10.9 (£1.7)], plt degerleri yiiksek [872.94 (+453.1)], LDH diizeyi ise 473.61 (+125.78)

olup yiiksek olma egiliminde idi. Hastalarin yarisinda splenomegali vardi. Bu hastalarin

KI ET ile uyumlu hastalara gore yas ortalamasi, 16kosit ve LDH diizeyleri daha yiiksek,

Hb degerleri ise anlamli olarak daha diisiikti (Tablo 17).

Tablo 17. Kemik iligi ET ve Post-ET MF Ile Uyumlu Hastalarin Klinik ve Hematolojik

Yonden Karsilastirilmasi

ET KI ET Ile Uyumlu (A) KI Post-ET MF ile Uyumlu (B) |p degeri (A-B)
Hasta Sayis1 54 18

Ortalama Yas 57.93 (£15.23) 66.17 (£10.87) *0.038
Kadin (%) 18 (%75) 6 (%75) 0.607
Lokosit (mm®) 10.08 (£2.91) 14.97 (+14.83) *0.023
Hb (g/dl) 13.03 (+1.74) 10.92 (+1.79) *0.000
PIt (mm°) 986.50 (+486.13) 872.9 (+453.1) 0.330
LDH (U/L) 309.13 (+120.8) 473.6 (£125.7) *0.000
SM varhig 7 (%25) 20 (%28.6) 0.806
Komplikasyonlar

-tromboz 4 (%7.4) 1 (%5.6) 0.553
-kardiovaskiiler olay 1 (%1.9) 3 (%16.7) *0.046
-16semi 0 0

Excitus 1 2 (%11.1) 0.152
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Hastalarin tamaminda ii¢ mutasyondan biri mevcuttu. 6 hastada JAK2 V617F
(%33.3), 10 hastada CALR (%55.5) (6’s1 tip 1, 471 tip 2), 2 hastada ise MPL (%11) (1’1
WS515L, 1’1 W515K) vardi (Sekil 16).

Post-ET MF MUTASYONLAR

5,50%
5,50%

WJAK2 V617F WCALRTIP1 MCALRTIP2
B MPLW515L @ MPL W515K

Sekil 16. Post-ET MF’de Mutasyonlarin Dagilimi

Kemik iligi patolojik incelemesi ET ile uyumlu hastalarla kiyaslandiginda,
CALR mutasyonu goriilme oranit post-ET MF’de daha yiiksekti (p=0.019). Bu
hastalarin birinde derin ven trombozu, ii¢ hastada koroner arter hastaligi mevcuttu.
Kardiovaskiiler olay bu hastalarda anlaml sekilde daha fazla idi (p=0.046). Losemiye

doniisiim olmamuisti. iki hasta excitus olmustu.

Yine 98 ET un 26’sinda kemik iligi morfolojik incelemesi yapilmamisti ancak
WHO 2016 ET kriterlerinin kalanini kargiliyorlardi. Bu hastalar MPN tan1 algoritmine
bagl olarak ET 6n tanisiyla dncelikli olarak mutasyon analizi igin yonlendirilmislerdi.
Bu grup hastalarin 16’sinda JAK2 V617F, 6’sinda CALR ve 4’iinde MPL olmak tizere

tamaminda mutasyon vardi.

4.2. PMF Grubu Hastalar

PMF grubunda 15’1 kadin (%48.4), 16’s1 erkek (%51.6) olmak tlizere toplam 31

hasta bulunmaktaydi. Hastalarin en kii¢iigii 31 en biiyiigli 89 olmak {izere yas ortalamasi
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62.45 (+15.2) olarak saptanmisti. Hastalarin bagvuru sirasindaki ortalama 16kosit sayist
yitksek [12.41/mm?® (+11.5)], hb diizeyi diisiik [9.8g/dl (+2.4)], platelet degeri normal
sinirlarda [237.4/mm* (£222.2)] idi. LDH degeri ise iist simra yakin [495.58U/L
(+270.284) idi. Bir hasta disinda hastalarin tiimiinde (%96.8) splenomegali vardi (Tablo
18).

Tablo 18. PMF Hastalarindaki Klinik ve Hematolojik Veriler

PMF
Hasta Sayist 31
Ortalama Yas 62.45 (+15.22)
Kadin (%) 15 (%48.4)
Lokosit (mm®) 12.41 (+11.5)
Hemaoglobin (g/dl) 9.8 (+2.4)
Trombosit (mm?) 237.4 (+222.2)
LDH (U/L) 495.58 (+270.284)
Splenomegali varligi (%) 30 (%96.8)

Dalak boyutu 24 hastada 160mm (%77.4) {izerinde olup masif splenomegali
vardi. PMF’de LDH diizeyi 16 hastada (%51.6) iist sinir olan 509 U/L’nin tizerindeydi.
16 hastada anemi olup hb degeri 10g/d1’nin altindaydi.

Hastalarin kemik iligi patolojik incelemesinde 26 hasta acik PMF ve 5 hasta pre
PMF ile uyumluydu.

Toplam 31 PMF hastasinin 25’inde (%80,6) mutasyon vardi. 16’sinda (%51.6)
JAK2 V617F mutasyonu, 7’sinde (%22.6) CALR mutasyonu, 2’sinde (%6.5) MPL
mutasyonu vardi. 6 hastada (%19.4) ise ti¢ mutasyonda saptanmamusti (Sekil 17).
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Sekil 17. PMF Hastalarindaki Mutasyonlarin Dagilimi

JAK2 ve MPL olmayanlarin %53.8’inde CALR mutasyonu vardi. CALR
mutasyonlariin ise 4’ (%57.2) tip 1, 2’si (%28.5) tip 2 ve 1’i (%14.3) CLAMP
mutasyonu seklinde dagilim gosteriyordu. MPL mutasyonlarinin ise 2’side W515L idi
(Sekil 18). Kantitatif JAK2 ¢alismasinda ise, JAK2 kuantifikasyonu 27 (%87.1) hastada

%>50’nin ustinde idi.

-

-

W JAK2 V617F B CALRTIP 1
I CALR TiP 2 O CLAMP

19,40%

6,50%

3,20%

6,50%

12,90%

51,60%

~

J

Sekil 18. PMF Hastalarindaki Mutasyonlarin Alt Gruplariin Dagilimi
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PMF hastalarindan 2’sinde portal vendz tromboz, 3’linde serebrovaskiiler

hadise, 6’sinda koroner arter hastaligi, birinde hem CVH ve akut 16semi, birinde akut

16semi gelismisti ve bir hasta excitus olmustu.

4.3. ET ve PMF Grubu Hastalarin Karsilastirilmasi

ET ve PMF hastalar1 karsilastirildiginda ortalama yas, cinsiyet ve lokosit

degerleri agisindan anlamli farklilik saptanmadi (p>0.05). Ortalama hb degeri PMF’de

anlamli olarak diisiikk (p=0.000), platelet degerleri ise ET’da anlamli olarak yiiksekti
(p=0.000). LDH yiiksekligi PMF i¢in anlamli idi (p=0.000). PMF’de splenomegali

goriilme orant ET’dan anlamli derecede yiiksek saptandi. Ayrica splenomegali

gruplarina bakildiginda PMF olgularinda masif splenomegali orani anlamli derecede

yiiksekti (p=0.000). Lésemiye doniisiim ET’da goriilmez iken PMF’de iki hastada vardi.

Diger komplikasyonlar ve excitus agisindan anlamli farklilik yoktu (Tablo 19).

Tablo 19. ET ve PMF Hastalarinin Klinik ve Laboratuvar Bulgulari

ET PMF Toplam p degeri

Hasta Sayis1 98 31 129 -
Ortalama Yas 60.22 (+15.6) 62.45 (£15.22) 60.7 (£15.5) 0.488
Kadn (%) 60 (%61.2) 15 (%48.4) 75 (%58.1) 0.292
Ortalama Lokosit (mm®) 11.45 (£7.17) 12.41 (£11.5) 11.682 (+8.4) 0.485
Ortalama Hemoglobin (g/dl) | 12.7 (£2.0) 9.8 (£2.4) 12,046 (£2,4) *0.000
Ortalama Trombosit (mm?®) 942.7 (+414.4) 237.4 (£222.2) 771.65 (+484.5) | *0.000
LDH (U/L) 344.49 (£143.439) | 495.58 (270.284) | 380.8 (x192.1) | *0.009
LDH 509U/L {istii (%) 16 (9%16.3) 16 (%51.6) 32 (%24.8) *0.000
Splenomegali varligi (%) 27 (%27.6) 30 (%096.8) 57 (%44.2) *0.000
Masif SM (160mm {istii) 10 (9%10.2) 24 (%77.4) 34 (%26.4) *0.000
Hemoglobin 10g/dl alti 14 (%14.3) 16 (%51.6) 30 (%23.3) *0.000
Lokosit 10.000/mm?® iistii 46 (%46.9) 13 (%41.9) 59 (%45.7) 0.626

Komplikasyonlar

-tromboz 6 (%6.1) 6 (%19.4) 12 (%9.3)
-kardiovaskiiler olay 6 (%6.1) 2 (%6.4) 8 (%6.2)
-miyelofibrozis 18 (%18.4) - -

-16semi 0 2 (%6.4) 2 (%6.4)

Excitus 3 (%3) 1(%3.2) 4 (%3.1) -




ET ve PMF hastalarinda mutasyonlarin dagilimi karsilastirildiginda, JAK2 V617F,
CALR ve MPL mutasyonlarinin goriilme siklig1 benzerdi (Tablo 20). Kantitatif JAK2
allel yiikiiniin orani ise ET’da %50’nin altinda, PMF’de ise %50’nin iistiinde olmak

tizere anlamli farklilik gésteriyordu (p=0.006).

Tablo 20. ET ve PMF de Mutasyonlarin Dagilim1

ET PMF TOPLAM p degeri
JAK2 V617F Mutasyonu (%) | 51 (%52) 16 (%51.6) 67 (%51.2) 0.882
JAK2 Allel Yiikii Ortalama 38.93 (+23.7) 61.39 (£23.79) | 44.29 (+25.44)
JAK2 Allel Yiiki *0.006
-%50’nin alt1 (%) 37 (%72.5) 4 (%25) 41 (%61.2)
-%350’nin alt1 ortalama 26.27 (+12.51) 38.41 (+9.39) 74.61 (£14.79)
-%350’nin Gstii (%) 14 (%27.5) 12 (%75) 26 (%38.8)
-%350’nin Uistil ortalama 69.31 (+14.65) 75.18 (£18.19) | 29.47 (%13.51)
MPL Mutasyonu 9 (%9.2) 2 (%06.5) 11 (%08.5) 0.916
-W515L 7 2 9
-W515K 2 0 2
CALR Mutasyonu 28 (%28.6) 7 (%22.6) 35 (%27.2) 0.580
-Tipl 14 4 18
-Tip 2 13 2 15
-CLAMP 1 1 2
Mutasyon Yok 10 (%010.2) 6 (%019.4) 16 (%012.4) 0.683

4.4. ET’da Mutasyonlar
ET’da CALR mutasyonu olanlar olmayanlar ile (Tablo 21) ve JAK2 V617F,

MPL ve ii¢ mutasyonu da tasimayan grup ile klinik ve hematolojik veriler agisindan ayr1

ayri karsilastirildi (Tablo 22).

ET’da CALR mutasyonu olan ve olmayan grup karsilastirildiginda yas ve

cinsiyet agisindan anlamli farklilik gézlenmedi. Hematolojik verilere bakildigi zaman
ortalama lokosit degerleri CALR mutasyonu olan hastalarda olmayanlardan anlamli
sekilde diisiiktii (p=0.019). Her iki grubun ortalama hb degerleri normal, plt degerleri
yiiksek ve LDH degerleri normal olup anlaml farklilik yoktu. Splenomegali varligi da
benzer oranlardaydi (p>0.05).
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Tromboz, koroner arter hastaligi, 16semiye doniisiim ve excitus agisindan her iki
grup arasinda anlamli farklilik gozlenmemisti (p>0.05). Ancak ET hastalarinda
toplamda goriilen 3 excitus CALR mutasyonu olmayan gruptaydi. Post-ET MF

dontistimii CALR mutasyonu olan hastalarda olmayanlardan anlamli sekilde yiiksekti

(p=0.007).

Tablo 21. ET’da CALR Mutasyonu Olan ve Olmayan Grubun Karsilagtirilmasi

ET CALR Mutasyonu Var (A) | CALR Mutasyonu Yok |p degeri (A-B)
(B)
Hasta Sayist 28 70
Ortalama Yas 58.82 (+12.58) 60.79 (£16.75) *0.038
Kadin/Erkek (%) 18/10 (%64.3 / %35.7) 42/28 (%60 / %40) 0.694
Lokosit (mm?®) 8.78 (+3.43) 12.517 (£7.98) *0.019
Hb (g/dl) 12.34 (+2.19) 12.88 (+1.93) 0.237
Pt (mm®) 980.36 (+412.19) 927.74 (+417.4) 0.572
LDH (U/L) 374.1 (£132.15) 332.63 (+146.8) 0.197
SM varligi 7 (%25) 20 (%28.6) 0.806
Lokosit 10.000/mm® | 8 (%28.6) 38 (%54.3) *0.019
Ustii
Hb 10g/dl alt: 6 (%21.4) 8 (%11.4) 0.408
PIt 1000/mm?® iistii 1(%39.2) 23 (%32.9) 0.561
LDH U/L Ustii 7 (%25) 9 (%12.9) 0.144
Komplikasyonlar
-tromboz 2 (%7.1) 4 (%5.7) 0.553
-kardiovaskiiler olay 2 (%7.1) 4 (%5.7) 0.553
-16semi 0 0 -
-post-ET MF 10 (%35.7) 8 (%11.4) *0.007
Excitus 0 3 (%4.3) 0.360

ET’da CALR mutasyonu olan ile JAK2 V617F, CALR ve MPL mutasyonu olan
hastalar ayr1 ayr1 karsilagtirildiginda (Tablo 22);
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ET’da CALR ile JAK2 V617F mutasyonu olan hastalar karsilastirildiginda, JAK2
V617F mutasyonu olan 51 ve CALR mutasyonu olan 25 hasta vardi. Ortalama yas ve
cinsiyet her iki grupta da benzerdi. Lokosit degerleri CALR mutasyonu pozitif ET
hastalarinda %71.4’iinde 10.000/mm? altinda olmak iizere anlamli sekilde diistiktii
(p=0.014). Hb, PIt, LDH degerleri ve splenomegali varlig1 agisindan iki grup arasinda
anlaml1 fark yoktu (p>0.05).

Tromboz, koroner arter hastaligi, 16semiye doniisiim ve 6liim agisindan her iki

grup arasinda anlamli farklilik gézlenmemisti (p>0.05).

ET’da CALR ve MPL mutasyonu olan hastalar degerlendirildiginde, CALR
mutasyonu olanlarin yas ortalamast MPL mutasyonu olanlara gore daha diisiiktii
(p=0.05). Cinsiyet, 16kosit, Hb, Plt, LDH diizeyleri ve splenomegali varligi agisindan

anlamli fark yoktu.

MPL mutasyonu olan ET’da tromboz, koroner arter hastaligi, I16semiye doniisiim

ve 0liim gézlenmemisti.

ET’da CALR ve her ii¢c mutasyonu tasimayan grup karsilastirildiginda,
ortalama yas mutasyon olmayan grupta anlamli derecede diisiiktii (p=0.004) ve kadin
cinsiyet 6n plandaydi (p=0.009). Lokosit degeri CALR mutasyonu olanlarda daha
diisiiktii (p=0.045). CALR mutasyonu olan hastalarin higbirinde 16kositoz yoktu.

Hemoglobin, platelet, LDH degerleri ve splenomegali varlig1 agisindan anlamli
fark yoktu.

Tromboz, koroner arter hastaligi, 16semiye doniisim ve Olim agisindan da
anlaml fark gbézlenmemisti.

Kesit olarak kisa bir dénemdeki hasta grubu ile ¢aligma yapilmis olmasina
ragmen bu haliyle baktigimiz ET hastalarinda mutasyonlar arasindaki ortalama
sagkalim JAK2 V617F’de ortalama 33.1 (+4.7) ay, CALR’de 42.9 (+8.2) ay, MPL’de
55.6 (£19) ay ve her li¢ mutasyonu tasimayan grupta 24.4 (+4.2) ay olup, mutasyonlar
arasinda anlaml fark yoktu (p0.05) (Sekil 19).
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Sekil 19: ET hastalarinda JAK2 V671F, CALR, MPL mutasyonu olan ve her iig¢

mutasyonu tasimayan hastalarin ortalama sagkalimi (p>0.05)

Tablo 22. ET’da Mutasyonlar Arasinda Klinik ve Hematolojik Verilerin
Karsilastirilmasi
ET JAK2(A) CALR(B) MPL(C) Mutasyon Yok (D) |p (A-B) |p (B-C) |p (B-D)
Hasta Sayisi 51 28 9 10
Ortalama Yas 62.67 (+15.48) 58.82 (+12.58) 68.89 (x14.17)  [43.90 (+15.39) 0.264  [<0.050 [*0.004
Kadin (%) 28 (%54.9) 18 (%64.3) 5 (%55.6) 9 (%90) 0.480 [0.643 [0.009
Lokosit (mm?°) 13.27 (+9.06) 8.78 (+3.43) 9.86 (+3.74) 11.06 (+2.66) *0.014 |0.426  [0.045
Hb (g/dI) 13.19 (+1.73) 12.34 (+2.19) 12.46 (+2.29) 11.66 (+2.22) 0.063 [0.888 [0.402
PIt (/mm) 900.49 (+398.31) | 980.36 (+412.19) | 851.00 (+366.01) [1135.80 (+526.47) [0.402 [0.407 [0.348
LDH (1U/L) 337.10 (£139.69) | 374.14 (+132.15) | 330.22 (+95.95) [312.0 (+219.48)  [0.254 [0.365 [0.295
SM varligi 17 (%33.3) 7 (%25) 2 (%22.2) 1 (%10) 0610 [0.868 [0.324
LDH 509U/L
Ustii 7 (%17.7) 7 (%25) 0 2(%20) 0.214 [0.100  [0.7539
Komplikasyonlar
-tromboz 3 (%5.9) 2 (%7.1) 0 1 (%10) I i
-kardiovaskiiler 2 (%3.9) 2 (%7.1) 1(%11.1) 1 (%10)
-16semi 0 0 0 0
-miyelofibrozis 6 (%11.8) 10 (%35.7) 2 (%22.2) 0
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Excitus

2 (%3.9)

1(%111)

ET’da CALR tip 1 ve tip 2 mutasyonlar kendi arasinda ve JAK2 V617F

mutasyonu ile karsilastirildiginda 16kositoz JAK2 V617F mutasyonu olan hastalarda

anlamli olarak daha fazlaydi. Diger klinik ve hematolojik verilerde anlamli farklilik

saptanmadi (Tablo 23).

Tablo 23. ET’da CALR tip 1 ve tip 2 ve JAK2 V617F mutasyonunun Karsilastirilmasi

ET CALR Tip 1(A) CALRTip2(B) |JAK2V617F (C) |p degeri |p degeri |p degeri
A-B A-C B-C
Hasta Sayist 14 13 51 - -
Ortalama Yas 60.29 (+8.62) 58.31 (+16.03) 62.67 (+15.48) |0.985 |0.950 [0.776
Kadimn (%) 8 (%57.1) 9 (%69.2) 28 (%54.9) 0.524 |0.882 [0.354
Lakosit (mm?) 9.300 (£3.92) 8.346 (+3.01) 13.27 (+9.06) 0.986 |0.280 [0.140
Hb (g/dl) 12.214 (+2.39) 12.469 (+2.13) 13.19 (+£1.73) 0.987 |0.355 [0.636
PIt (mm®) 1079.21 (£523.155) | 873.38 (+248.96) |900.49 (+398.31) [0.581 |0.494  [0.997
LDH (U/L) 386.50 (+128.98) 376.23 (+133.67) [337.10 (+139.69) (0.587 [0.483  |0.149
SM varligt 2 (%14.3) 5 (%38.5) 17 (%33.3) 0.160 |0.168 [0.730
Lokosit10.000/mm® Ustii | 5 (%35.7) 3(%23.1) 28 (%54.9) 0.481 |0.207  |0.042
Hb 10g/dl alt: 3 (%21.4) 3(%23.1) 3 (%5.9) 0.952 [0.222  [0.204
PIt 1.000/mm? iistii 6 (%42.8) 5 (%38.5) 14 (%27.4) 0.524 |0.231  |0.617
LDH 509U/L iistii 3 (%21.4) 4 (%30.8) 7 (%13.7) 0.587 |0.483 [0.149
Komplikasyonlar
-tromboz 1 (%7.1) 1 (%7.1) 3(%5.9) i
-kardiovaskiiler 0 2 (%15.4) 2 (%3.9)
-16semi 0 0 0
-MF 6 (%42.9) 4 (%30.8) 6 (%11.8)
Oliim 0 0 2 (%3.9) - -
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4.5. PMF’de Mutasyonlar

PMF’de CALR mutasyonu olanlar olmayanlar ile (Tablo 24) ve JAK2 V617F,
MPL ve ili¢c mutasyonu da tasimayan grup ile klinik ve hematolojik veriler agisindan
karsilastirildi (Tablo 25).

PMF’da CALR mutasyonu olan ve olmayan grup karsilastirildiginda yas ve
cinsiyet agisindan anlamh farklilik gézlenmedi. Hematolojik verilere bakildigi zaman
CALR mutasyonu olan hastalarin ortalama 16kosit degerleri, platelet ve LDH seviyesi
CALR mutasyonu olmayan PMF’e gore diisiik olma egiliminde olmakla birlikte
istatistiksel olarak anlamli degildi. Her iki grubunda ortalama hb degerleri diisiiktii.

Tromboz, koroner arter hastaligi, losemiye donisim ve Olim agisindan
bakildiginda CALR mutasyonu olan PMF’de hi¢bir komplikasyon gozlenmemisti.
CALR mutasyonu olmayan 2 hastada 16semiye doniisiim dikkat ¢ekiciydi. Ancak say1
yeterli olmadig1 igin istatistiksel anlamlilik tam olarak degerlendirilemedi. CALR
mutasyonu olan bir hasta excitus olmustu. CALR mutasyonu olmayan hastalarda excitus

yoktu.

Tablo 24. PMF’de CALR Mutasyonu Olan ve Olmayan Grubun Kargilagtirilmasi

PMF CALR Mutasyonu Var (A) | CALR Mutasyonu Yok (B) |p degeri (A-B)
Hasta Sayis1 7 24
Ortalama Yas 56.00 (+16.45) 64.33 (+14.67) 0.208
Kadin (%) 3 (%42.9) 12 (%50) 0.539
Lokosit (mm®) 5.914 (+2.94) 14.312 (£12.39) 0.089
Hb (g/dl) 9.85 (+1.75) 9.89 (+2.60) 0.971
PIt (mm®) 313.86 (+194.75) 215.17 (+228.55) 0.309
LDH (U/L) 547.29 (+313.91) 480.50 (+261.78) 0.574
SM varlig1 7 (%100) 23 (%95.8) 0.774
Lokosit  10.000/mm° | 0 12 (%50) *0.034
Ustii
Hb 10g/dl alts 4 (%57.1) 12 (%50) 0.749
LDH 509 U/L Ustii 4 (%57.1) 12 (%50) 0,749
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Komplikasyonlar

-tromboz 0 6 (%25)
-kardiovaskiiler 0 2 (%8.3)
-16semi 0 2 (%8.3)
Excitus 1(%14.3) 0

PMF’de CALR ile JAK2 V617F mutasyonu degerlendirildiginde ortalama
yas ve cinsiyet acisindan anlamli fark gézlenmedi. Lokosit degeri ise CALR mutasyonu
olanlarda anlamli oOl¢iide diisiik tespit edildi (p=0.010). Her iki grup arasinda
splenomegali agisindan fark gozlenmedi. Ancak CALR mutasyonu olan hastalarin
hepsinde masif splenomegali vardi (p=0.000). JAK2 V617F mutasyonu olan hastalarda
trombotik olay 6 hastada gozlenirken, 16semiye doniisim CALR pozitif hastada
gbzlenmisti.

CALR ile MPL mutasyonu karsilastirmas1 MPL mutasyonu olan sadece iki
hasta oldugu i¢in yapilmadi.

CALR ile her iic mutasyonda olmayan hastalar karsilastirnldiginda ortalama
yas ve cinsiyet agisindan anlamli fark yoktu. Her iki grubunda 16kosit ortalamasi normal
sinirlarda ve hafif anemiklerdi. Platelet degerleri ise CALR mutasyonu olan hastalarda
anlamli sekilde yiiksekti (p=0.042). LDH degerleri CALR mutasyonu olanlarda
normalin iistiinde iken mutasyonu olmayan hastalarda normal sinirdaydi. Splenomegali
her iki gruptada hastalarin tamaminda vardi. Tromboz, koroner arter hastaligi, 16semiye
doniisiim ve 6liim agisindan bakildiginda gruplar arasinda fark yoktu.

Kesit olarak kisa bir donemdeki hasta grubu ile calisma yapilmis olmasina
ragmen bu haliyle baktigimiz PMF hastalarinda mutasyonlar arasindaki ortalama
sagkalim JAK2 V617F’de ortalama 35.7 (#4.3) ay, CALR’de 41.7 (+7.3) ay, MPL’de
50.4 (£16.3) ay ve her ilic mutasyonu tagimayan grupta 42.2 (£10.0) ay olup,
mutasyonlar arasinda anlamli fark yoktu (p>0.05) (Sekil 20).
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mutasyonu tasimayan hastalarin ortalama sagkalim iliskisi (p>0.05)

Tablo 25. PMF’de Mutasyonlar Arasinda Klinik ve Hematolojik Verilerin
Karsilastirilmasi

PMF JAK2 (A) CALR (B) MPL (C) Mutasyon Yok (D) [Pdegeri  [Pdegeri

(A-B)  |(B-D)

Hasta Sayist 16 7 2 6
Ortalama Yas 67.06 (+15.16) 56.0 (+16.45) 65.5 (+7.77) 56.67 (x13.89) [0.131 0.939
Kadin (%) 8 (%50) 3 (%42.9) 2 (%100) 2(%33.3) 0.758 0.735
Lokosit (mm?°) 14.78 (+11.48) 5.91 (+2.64) 29.4 (+26.16) 8.01 (+5.92) *0.010  [0.424
Hb (g/dI) 10.23 (+2.61) 9.85 (£1.75) 6.85 (+1.76) 10.0 (+2.42) 0730  [0.904
PIt (mm°) 253.56 (+263.33) | 313.86 (+194.75) | 202.50 (219.91) |117.0(+78.93) |0.594  [0.042
LDH (U/L) 478.94 (£252.89) | 547.29 (+313.91) | 903.50 (+152.02) |343.67 (+157.16) |0.585  [0.179
SM varligt 15 (%93.8) 7 (%100) 2 (%100) 6 (%100) 0508 [
Masif Splenomegali 3 (%18.7) 7 (%100) 2 (%100) 6 (%100) *0.000 1
LDH 509 U/L Ustii | 9 (%56.2) 4 (%57.1) 2 (%100) 1(%16.7) 0.969  [0.151
Komplikasyonlar
-tromboz 5 (%31.2) 0 1 (%50) 0
-kardiovaskiiler 0 0 0 0
-16semi 1 (%6.2) 0 1 (%50) 0
Oliim 0 1(%14.3) 0 0

56




4.6. ET’da JAK2 Allel Yiiklerinin Karsilastirilmasi
ET hastalarinda JAK2 V617F mutasyonu kuantitatif degerlendirmesinde,

JAK2 allel yiikii %50’nin alt1 ile %50°nin iistii hastalar karsilastirildiginda
(Tablo 26) ortalama yas ve cinsiyet agisindan iki grup arasinda anlamli fark
saptanmadi. Allel yiikii %50’nin {izerinde olan hastalarda 16kosit degerleri anlamli
olarak yiiksekti (p=0.000). Her iki grubun Hb ortalamasi normal, Plt degeri ise yiiksekti.
LDH degeri ise allel yiikii %50’nin iizerinde olan grupta anlamli sekilde yiiksek idi
(p=0.002). Splenomegali varlig1 ag¢isindan gruplar arast anlamli farklilik yoktu.
Tromboz, koroner arter hastaligi, 16semiye doniisiim agisindan bakildiginda gruplar
arasinda fark yoktu. Miyelofibrozise doniisiim JAK2 allel yiikii yiliksek olan hastalarda
anlamli sekilde fazlaydi (p=0.023). Oliim allel yiikii yiiksek olan hastalarda daha fazla

gozlendi ancak say1 az oldugu i¢in istatistiki anlami belirlenemedi.

JAK2 allel yiikii diisiik olan grup ve JAK2 V617F mutasyonu olmayanlar
arasinda klinik ve hematolojik veriler agisindan anlamli fark yoktu. Sadece

miyelofibrozise doniisiim orant JAK2 mutasyonu olmayanlarda anlamli sekilde yiiksekti

(p=0.015)

JAK?2 allel yiikii yiiksek olan grup ve JAK2 V617F mutasyonu olmayanlar
arasinda ise 16kosit degeri allel yilikii %50°nin {izerinde olan hastalarda anlamli sekilde

yiiksekti (p=0.000). Diger klinik ve hematolojik veriler arasinda anlamli fark yoktu.
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Tablo 26. ET Hastalarinda JAK2 Allel Yiikii Yiksek ve Diisiik Olanlarla JAK2

Mutasyonu olmayan Hastalarin Karsilastirilmasi

ET JAK2 Allel Yiikii | JAK2 Allel Yiki | JAK2 Mutasyonu |A-B A-C B-C
%50 Alti (A) %50 Ustii (B) Yok (C) Pdegeri P degeri P degeri

Hasta Sayis1 37 14 47
Ortalama Yas 60.73 (+16.87) 67.79 (+9.4) 57.57 (15.52) 0.315 0.622 0.081
Kadmn (%) 28 (%54.9) 18 (%64.3) 5 (%55.6) 0.286 0.287 0.122
Lokosit (mm?°) 11.01 (+4.7) 19.24 (£14.2) 9.41 (+3.42) *0.000 |0.527  0.000
Hb (g/dI) 13.19 (+1.81) 13.2 (+1.54) 12.22 (+2.18) 1.000 0.071 0.241
PIt (mm®) 864.54 (£367.3) | 995.50 (+472.46) | 988.66 (+430.9) |0.574 0.364 0.998
LDH (U/L) 296.5 (+113.6) 444.2 (+149.1) 352.5 (+148.5) *0.002  |0.154 0.075
SM varlig: 10 (%27) 7 (%50) 10 (%21.3) 0.107 0.127 0.501
Komplikasyonlar
-tromboz 1 (%2.7) 2 (%14.3) 3 (%6.4) 0.304 0.327 0.541
-kardiovaskiiler | 1(%2.7) 1 (%7.1) 4 (%8.5) 0.537 0.501 0.277
-16semi 0 0 0
-miyelofibrozis | 2 (%5.4) 4 (%28.6) 12 (%25.5) *0.023  [*0.015  |0.822
Excitus 0 2 1

4.7. PMF’de JAK2 Allel Yiiklerinin Karsilagtirilmasi

PMF hastalarinda JAK2 V617F mutasyonu kuantitatif degerlendirmesinde,
JAK2 allel yiikii %50°nin alt1 ile %50’nin Ustii hastalar karsilastirildiginda cinsiyet
acisindan iki grup arasinda anlamli fark saptanmadi. Ortalama yas JAK2 allel yiikii
yiiksek olan hastalarda daha yiiksekti (p=0.020). Lokosit degerleri allel yiikii yiiksek
olan hastalarda daha yiiksekti. Her iki gruptada hafif anemi vardi. Platelet degerleri
normal sinirlardaydi. LDH degerlerinin ortalamasi allel yiikii diigiik olanlarda normal
iken diger grupta yiiksekti. Splenomegali varlig1 allel yiikii yiiksek olanlarda anlamli
oranda fazlayd: (p=0.031). Tromboz komplikasyonu da yine allel yiikii yiiksek
olanlarda daha sik goriildii. Ancak saymin az olusu nedeniyle istatistiki anlamlilig

belirlenemedi (Tablo 27).
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JAK?2 allel yiikii diisiik olan grup ve JAK2 V617F mutasyonu olmayanlar

arasinda klinik ve hematolojik veriler agisindan anlamli fark yoktu.

Sadece

splenomegali goriilme oran1 JAK2 V617F mutasyonu olmayanlarda daha yiiksekti
(p=0.031) (Tablo 27).

JAK?2 allel yiikii yiiksek olan grup ve JAK2 V617F mutasyonu olmayanlar

arasinda ise 1okosit degeri allel yiikii yiiksek olan hastalarda anlamli sekilde yiiksekti

(p=0.000). Diger klinik ve hematolojik veriler agisindan anlamli fark yoktu. Trombotik

komplikasyonda alle yiikii %50 tizerinde olan grupta daha sik gézlenmisti (Tablo 27).

Tablo 27. PMF Hastalarinda JAK2 Allel Yiki Yiksek ve Diisiik Olanlarla JAK2

Mutasyonu olmayan Hastalarin Karsilagtirilmasi

PMF JAK2 Allel Yiiki | JAK2 Allel Yiki | JAK2 Mutasyonu |A-B A-C B-C
%350 Alt1 (A) %50 Ustii (B) Yok (C) Pdegeri [P degeri [P degeri

Hasta Sayist 4 12 15

Ortalama Yas 56.50 (+21.74) 70.58 (+11.42) 57.57 (+15.52) *0.020 (0.622 0.081

Kadn (%) 28 (%54.9) 18 (%64.3) 5 (%55.6) 0.286 |0.287 0.122

Lakosit (mm®) 10.65 (+£6.17) 16.16 (+12.69) 9.41 (+£3.42) 0.214 |0.527 ¥0.000

Hb (g/dI) 9.97 (+0.86) 10.32 (+3.01) 12.22 (+2.18) 0.091 [0.071 0.241

Plt (mm°) 270.75 (+345.9) 247.83 (+248.61) | 88.66 (+430.9) 0.393 [0.364 0.998

LDH (U/L) 304.75 (+188.30) 537.0 (+250.6) 352.5 (+148.5) 0.731 [0.154 0.075

SM varligt 3 (%75) 12 (%100) 15 (%100) *0.031 |[*0.031 0.916

Komplikasyonlar

-tromboz 1 (%25) 4 (%33.3) 1 (%6.7)

-kardiovaskiiler 0 0 2 (%13.3)

-16semi 0 1 (%8.3) 1 (%6.7)

Oliim 0 0 1 (%6.7)

4.8. ET ve PMF Hastalarinda JAK2 Allel Yiiklerinin Karsilastirilmasi

ET ve PMF hastalarinda JAK2 allel yiikii %50 altinda ve iistiinde olmasina gore

anlamli farklilik gosterdi. ET hastalarinin 37 si yani %72.5 hasta %50 nin altinda allel

yiikiine sahipti. PMF de ise %75 hasta %50 nin tizerinde allel yiikiine sahipti (p=0.001).
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5. TARTISMA

Klasik BCR/ABL negatif miyeloproliferatif neoplaziler, polisitemia vera,
esansiyel trombositoz ve primer miyelofibrozis’dir. MPN’lerin tanisi1 ve prognozunun
tayininde molekiiler genetik ve sitogenetik belirtegler son yillarda artan bir 6nem
kazanmistir. 2005 yilinda JAK2 V617F mutasyonunun kesfi, bu hastaliklarin molekiiler
mekanizmasini anlamak i¢in doniim noktasi olmustur. JAK2 V617F mutasyonu PV
hastalarin %95’den fazlasinda tespit edilmistir. Genetik olarak heterojen bir hastalik
grubu olan ET ve PMF hastalarinda ise JAK2 V617F mutasyon orant %50-60

civarindadir.

2006 yilinda JAK2 mutasyonu olmayan ET ve PMF hastalarinda MPL
mutasyonlart bildirilmistir. Bu oran ET’da %3-5 ve PMF’de %8-10’dur. 2013 yilinda
JAK2 ve MPL negatif PMF ve ET hastalarinda CALR mutasyonlar yiiksek oranda
gosterilmis (%60-88) ve CALR, MPN’lerin tanisi, patogenezi ve yonetiminde onemli
bir rol stlenmistir (107,114). Bu 6nem temelinde, 2016 yilinda CALR mutasyonlart,
WHO’ya gore ET ve PMF’nin major kriterleri arasinda yerini almistir (5).

CALR mutasyonlarmin MPN hastalarinda 2013 yilinda kesfedilmesinin
ardindan mutasyonun sikligi ve dagilimi ve hastalik tamisindaki giicii, klinik,
hematolojik veriler ile iligkisi, prognoza olan katkisi ve ilerleyen zamanlarda tedaviye
katkilar: ile ilgili literatiirde pek ¢ok ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Ulkemizden bu konuda
ulusal yada uluslararast bir yaym bulunmamaktadir. Ancak kisithh sayida hastada
uygulanmis iki tez c¢aligmasina rastlanmistir (124,125). Calismamiz bugiin i¢in

Ulkemizden bu konuda yapilmis en kapsamli galisma olarak sunulmaktadir.

Literatiirde MPN’lerde CALR mutasyonu i¢in ilk ¢alisma 2013 yilinda Klampfl
ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir. Bu g¢alismada 1215 ET ve PMF hastasinin
%63.4’tinde JAK2 V617F mutasyonu, %4.4’tinde MPL mutasyonu ve %23.5’inde
CALR mutasyonu tespit edilmistir. %8.8 hastada ise her {i¢ mutasyonun da tespit
edilemedigi bildirilmistir. Ilging olarak CALR mutasyonu, JAK2 ve MPL negatif
olanlarin %72.7’sinde saptanmistir. CALR mutasyonu olanlarin %53’ tip 1, %31.7’si
tip 2 ve %15.3’{ diger mutasyonlar seklindedir (107).
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Calismamizda ise CALR mutasyonu, toplam 129 ET ve PMF hastasina
literatiirdeki bu ilk ¢alismadan daha diisiik oranda (%51.2) JAK2 V617F mutasyonu,
daha yiiksek (%8.5) MPL mutasyonu ve benzer oranda (%27.2) CALR mutasyonu
saptandi. JAK2 ve MPL negatif olanlarin ise %68.7’sinde CALR mutasyonu olup
Klampfl ve arkadaslarinin literatiir verileri ile benzer orandaydi. CALR mutasyonlarinin
18’1 (%51.5) tip 1, 1571 (%42.8) tip 2 ve 2’si (%5.7) CLAMP mutasyonu seklinde olup
tip 1 ve tip 2 mutasyon oranlar1 birbirine yakindi ve CLAMP mutasyonu daha diisiik

orandaydi.

Klampfl ve ark. (2013), 894 ET hastasinin 581’inde (%65) JAK2 V617F
mutasyonu, 186’sinda (%20.8) CALR mutasyonu, 35’inde (%3.9) MPL mutasyonu
tanimlamiglardi. 92’si (%10.3) ii¢ mutasyonu da tasimiyordu. JAK2 V617F ve MPL

mutasyonu olmayan hastalarin ise %67’sinde CALR mutasyonu vardi (107).

Al Assaf ve ark. (2015), Belgika’da 160 ET hastasinda, yaklasik %35.6 oraninda
JAK2 V617F mutasyonu, JAK2 V617F mutasyonu negatif hastalarin %56’sinda CALR,
%12’sinde MPL mutasyonu tespit etmislerdi. Hastalarin %32’si ii¢ mutasyonu da
tasimiyordu. JAK2 ve MPL negatif olanlarin ise %63.7’sinde CALR pozitifti. CALR
mutasyonlarinin %60,3°1 tip 1 ve %32’si tip 2 mutasyonu seklindeydi (127).

Andrikovics ve ark. (2014), ET’da %53 JAK2 V617F, %33 CALR, %3 MPL
mutasyonu tespit etmislerdi. %11 hasta her ii¢ mutasyonu da tagimiyordu. JAK2 ve
MPL negatiflerin ise %76.2’sinde CALR mutasyonu vardi. CALR mutasyonlariin
%350’si tip 1, %32’si tip 2 ve %181 diger mutasyonlardi (128).

Rotunno ve ark. (2014), 576 ET hastasinda %64.1 JAK2 V617F mutasyonu,
%4.3 MPL, %15.5 CALR mutasyonu tespit etmislerdi. Hastalarin %16.1’inde her ii¢
mutasyonda bulunmuyordu. JAK2 ve MPL negatif hastalarin ise %48.9’unda CALR
mutasyonu gostermislerdi. CALR mutasyonunun ise %60.7’s1 tip 1 ve %39.3’1 tip 2
mutasyonu seklindeydi (129).

Uzakdogu’dan yapilan calismalarda ET hastalarinda yaklagik %50-60 JAK2
V617F mutasyonu, %17-28 CALR ve %1-5 MPL mutasyonu vardi. Hastalarin %13-20
kadar1 her ii¢ mutasyonu da tasimiyordu. JAK2 V617F ve MPL mutasyonu
olmayanlarda ise %51-67 oraninda CALR mutasyonu vardi. CALR mutasyonlarinin
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%45-651 tip 1 ve %30-39’u tip 2 mutasyonu seklinde olup tip 1 mutasyonlar1 daha sikti
(130-134).

Tim bu degerler gozoniinde bulunduruldugunda bu galismada JAK2 V617F
mutasyon dagilimi (%52), tek bir yayin harig, literatiir ile uyumlu bulundu; sézkonusu
tek yayinda ise Al Assaf ve ark., (2015) bu degeri %35 olarak bildirmislerdi. ET’da
MPL mutasyonu ve JAK2 V617F ve MPL negatif hastalarda CALR mutasyon orani
genel literatiire gore olduke¢a yiiksekti (sirasiyla %9 versus %4; %73,7 versus %60)
(127,129-133,135-138).

Calismamizda 98 ET hastasinin 10’un her ii¢ mutasyonda negatifti. Ancak
yiiksek oranda (%89.2) JAK2 V617F, CALR ve MPL mutasyonu bulunmustu. Ayrica
JAK2 ve MPL mutasyonu olmayan hastalarda %73.7 oraninda tespit edilen CALR

mutasyonu orani genel literatiir ortalamasindan oldukga yiiksekti.

Calismamizda JAK2 ve MPL negatif hastalardaki CALR mutasyon oraninin
genel olarak Avrupa’dan yapilan yayinlarla benzer oldugu ancak Uzakdogu’dan yapilan

yayinlardan daha yiiksek oldugu tespit edildi.

ET’da CALR mutasyonlarinin alt gruplarina bakildiginda, Uzakdogu’dan
yapilan yaymlarda CALR tip 1 ve tip 2 mutasyon oranlari birbirine yakindi
(107,127,128,137). Ancak farkli etnik gruplardan olan yaymlarin g¢ogunda tip 1
mutasyonu, tip 2 mutasyonundan anlamli oranda daha yiiksekti. Caligmamizda ise
Uzakdogu’ya benzer sekilde CALR tip 1 mutasyonu tip 2 mutasyonuna yakin
oranlardaydi. Literatiirde kimi yayinlarda CALR’de tip 1 ve tip 2 disindaki diger
mutasyonlar1 (CLAMP) %18-24 olmak tizere yiiksek oranda bulmuslardi (113,128,137).
Bizim c¢aligmamizda ise literatiirdeki cogu calismaya benzer sekilde tipl ve tip 2

disindaki CALR mutasyonlar1 diisiik oranlardaydi (%3.6).

Literatiirde CALR pozitif ET hastalar1 JAK2 pozitif olanlara kiyasla daha geng
ve cogunlukla erkek hastalardan olusuyordu. Bu hastalar daha yiiksek platelet ve daha
diisiik hemoglobin ve 16kosit degerlerine sahipti. LDH degerleri ve splenomegali
varliginda ise anlamli farklilik yoktu (107,127,128,137). Kim BH ve arkadaslarinin
calismasinda ise CALR mutasyonu olanlar JAK2 pozitiflere gére daha diisiik l6kosit
sayis1 ve daha yiiksek platelet diizeyine sahipti. Ancak yas, cinsiyet, hb degeri, LDH

diizeyleri ve splenomegali varligi agisindan anlamli farklilik gézlenmemisti (130).
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Calismamizda ise Kim ve ark. benzer sekilde CALR mutasyonu ile JAK2 V617F
mutasyonu olan ET hastalar ile kiyaslandiginda 16kosit diizeyleri anlamli olarak diigiik
tespit edildi (p=0.014). Yas, cinsiyet ve diger hematolojik verilerde anlamli farklilik

gbdzlenmedi.

Al Assaf ve Andrikovics CALR mutasyonu olanlar ile JAK2 V617F, CALR ve
MPL mutasyonu olmayan hastalar1 karsilastirdiklarinda hematolojik ve klinik veriler
arasinda anlamli bir farklilik bulamamislardi. Ancak Andrikovics’in ¢aligmasinda kadin
cinsiyet 6n plandaydi (127,128). Kim BH ve ark. ise CALR pozitiflerde 16kosit degerini
daha diisiik, LDH degerini anlaml1 olarak yiiksek bulmuslardi (130).

Calismamizda, her ii¢ mutasyonu tagimayan hastalar, CALR mutasyonu olanlara
gore daha geng (p=0.004) ve literatiire benzer sekilde kadinlardan (p=0.009) olusuyordu
ve yine literatiirle uyumlu olarak CALR mutasyonu olan hastalardan daha yiiksek

I6kosit diizeyine sahiplerdi (p=0.045).

Literatiirde c¢ogu c¢alismada, ET hastalarinda, komplikasyonlar acisindan
mutasyonlar arasinda anlaml fark yoktu (127,128,130,137,139). Ancak bazi ¢aligmalar
CALR pozitif ET hastalarinda JAK?2 pozitif ve her lic mutasyon negatif olan hastalardan
daha az tromboz gelistigini ortaya koymustu (140). Miyelofibrozise doniistim (Post-ET
MF) ise CALR mutasyonu olanlarda, JAK2’den ve ii¢ mutasyonu da tasimayan
hastalardan anlamli sekilde yiiksekti (110). Post-ET MF doniistimii bir yayinda CALR,
JAK2 ve MPL mutasyonlar i¢in sirasiyla %18, %4, %0 (127), bir bagka yayinda bu
oran %15, %6 ve %3 seklindeydi (128). Calismamizda da ET hastalarinda mutasyonlar
arasinda trombotik ve vaskiiler diger komplikasyonlar agisindan anlamli fark yoktu.
Post-ET MF ise CALR pozitif hastalarda JAK2 (p=0.015) ve her {i¢ mutasyonu
tasimayan (p=0.001) hastalara gére anlamli sekilde ytiksekti.

Andrikovics ve ark., 99 PMF’de %57 JAK2 V671F, %25 CALR, %7 MPL
mutasyonu tespit etmislerdi. %11 hastada ise {i¢ mutasyonda yoktu. JAK2 ve MPL
negatiflerin %69.5’u CALR mutasyonu tastyordu. PMF’de CALR’nin %64 tip 1, %12
tip 2 ve %24°1 diger mutasyonlar seklinde idi.

Rozovski ve arkadaslar1 ¢alismalarinda 344 PMF’de, 226 (%66) JAK2 V617F,
43 (%12) CALR ve 16 (%5) MPL mutasyonu gostermislerdi. Hastalarin %17’si bu

mutasyonlart tasimiyordu. JAK2 V617F ve MPL mutasyonu olmayan hastalarda ise
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%57.3 CALR mutasyonu vardi. CALR mutasyonlarimin 40’1 tip 1 (%93.1), 3’1 (%6.9)
tip 2 seklindeydi.

Kim ve arkadaglarinin ¢aligmasinda 50 PMF’de, %54 JAK2 V617F, %22 CALR
ve %4 MPL mutasyonu vardi. %20 hastada ii¢ mutasyonda yoktu. JAK2 ve MPL
mutasyonu olmayanlarda CALR mutasyonu %52.4 seklindeydi. CALR mutasyonlarinin
%81.8’1 tip 1, %9.1°1 tip 2 ve%9.1’1 diger mutasyonlardi.

Calismamizda PMF’deki JAK2 ve MPL mutasyonu sirastyla %51.6 ve %6.5
olmak {iizere genel literatiir ile uyumluydu. Avrupa’dan yaymnlarda, JAK2 ve MPL
negatif hastalarda CALR mutasyon orani yiiksek iken (%69.5-%77.8) (128,139),
Ortadogu ve Uzakdogu’dan (%44-52) yapilan yaymnlarda (130,131,141,142) bu oran
daha diistiktii. Calismamizda %53.8 orani ile Ortadogu ve Uzakdogu’ya benziyordu.

PMEF’de CALR tip 1 mutasyonu literatiirdeki gibi ¢calismamizda da yiiksekti. Tip
2 mutasyon orani tip 1’den daha az olmakla birlikte, genel literatiirden yiiksekti. Ayrica
cogu yayinda CLAMP mutasyonu goriilme orani %5’in altinda iken Andrikovicz’in
yaptigi ¢alismaya benzer sekilde (%24) ¢alismamizda da CLAMP mutasyonu goriilme
orani oldukga yiiksekti (%14.3).

Tefferi ve arkadaslari CALR mutasyonu olan PMF hastalarini  diger
mutasyonlar1 tasiyanlara gore daha geng, yiiksek platelet diizeyine sahip, anemi ve
lokositozun daha az goriildigii hastalar olarak tanimlamiglardi (136). Losemiye
doniistim orani her {i¢ mutasyon i¢in negatif hastalarda CALR ve JAK2 mutasyonu olan
hastalara gore daha yiliksek tespit edilmisti. Diger komplikasyonlar agisindan

mutasyonlar arasinda anlamli farklilik gézlenmemisti (128).

Bir bagka calismada CALR pozitif PMF hastalarinda JAK2 mutasyonu olanlara
gore platelet degerleri yiiksek, lic mutasyonun negatif oldugu gruba gore hemoglobin
degeri yiiksekti. Diger parametrelerde anlamli farklilik gézlenmemisti (130,143). Bizim
caligmamizda da literatiirle uyumlu olarak JAK2 pozitif hastalar CALR’ye gore anlamli
16kosit yiiksekligine sahipti (p=0.01). Her li¢ mutasyonda olmayan hastalara gore
CALR mutasyonu olan hastalarda platelet degerleri yiiksek tespit edilmisti (p=0.004).
Hastalarimizda JAK2 mutasyonu olanlarda trombotik olay goriilme riski daha sik tespit

edildi. Calismamizdaki hasta grubu kesit olarak son iki yil1 igerdigi i¢in, uzun dénem

64



komplikasyon oranlarinin belirlenmesinde mevcut say1 ile istatistiki anlamlilik

belirlenememis olmakla birlikte sonug literatiirle uyumlu bulunmustur.

Literatiirde JAK2 allel yiikiiniin dagilimi PV’da yiiksek, ET’da diisiik ve
PMEF’de orta-yiiksek oldugunu bildiren yayinlar vardi (144). Calismamizda da ET’da
diisiik allel yiikii, PMF’de ise yiiksek allel yiikii vardi ve iki grup hastalik arasinda
anlamli farkliliga sahipti (p=0.001).

MPN’lerde JAK2 V617F allel yiikiinlin hastalik fenotipine olan etkisini ortaya
koyan calismalar da yapilmistir (145). Bu ¢alismalara gore yiiksek allel yiikii ET ve
PMF hastalarinda 16kositoz ve splenomegali ile, PMF’de pruritis ve ET’de
miyelofibrozis ile iligkili bulunmustur (146). Bizim ¢alismamizda da JAK2 allel yiikii
fazla olan ET de allel yiikii diisiik yada hi¢ olmayanlara gore 16kosit ortalamasi anlamli
derecede yiiksekti (p=0.000). Allel yiikii fazla olanlarda LDH degeri anlamli olarak
daha yiiksekti (p=0.002).

PMF’de ise allel yiikii fazla olanlar daha yasli, 16kosit ve LDH degerleri anlaml1
olarak daha yiiksek bulundu (p=0.020 ve p=0.031).

PV ve ET hastalarin1 igeren bir ¢alismada allel yiikiiniin artmasi ile tromboz
riskinin arttigi ancak losemiye doniisiim ve ortalama sagkalim agisindan anlamli
farklili@in olmadigi bildirilmistir (26,147). Bizim ¢alismamizda da ET hastalarinda
trombotik olay riski agisindan anlamli farklilik gozlenmedi. Ancak PMF’de allel yiikii
yiiksek olanlarda daha sik trombotik olay vard.

CALR mutasyonlar1 ile ilgili arastirmalarin ¢ogunda oldugu gibi bizim
caligmamizda da ET ve PMF hastalarinda ti¢c mutasyon (JAK2 V617F, CALR ve MPL)
%90’a yakin hastada gosterilebilmistir. JAK2 V617F ve MPL mutasyonu olmayan
trombositozlarda CALR mutasyonlarinin gosterilmesi ile sadece noninvaziv olarak
MPN tanis1 koyulmakla kalmayip ayni zamanda bu hastalarin tan1 ve yonetimi ig¢in

onemli bir adim atilmistir.

Calismamiz retrospektif olarak kisa bir zaman diliminde ve tek merkezden nispeten az
sayida hasta igermesi nedeniyle bazi kisithiliklara sahiptir ancak yinede Ulkemizden
yapilmis en kapsamli ¢alisma olma niteligindedir. Mevcut verilerin, MPN

patogenezinde yer alan mutasyonlarin ve etkiledikleri kritik sinyal yolaklarinin
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anlasilmasina ve bu hastaliklarin tan1 ve tedavi siirecinde 6nemli adimlarin atilmasina

yol agacagi diisiiniilmektedir.

6. SONUCLAR

1. Calismada toplam 129 miyeloproliferatif neoplazi hastasi incelendi. Bunlarin 98’i
esansiyel trombositoz (%76) ve 31’i primer miyelofibrozis (%24)’den olusuyordu.
Hastalarin 75’1 kadin (%58.1) ve 54’1 (%41.9) erkekti. En kiictigli 21 ve en biiyiigi 93

olmak iizere ortalama yas 60.7+15.5 idi.

2. Hastalarin mutasyon analizinde, toplam 129 hastanin 113’tinde (%87.5) mutasyon
tespit edildi. Bu mutasyonlarin 67’si (%51.9) JAK2 V617F, 35’1 (%27.2) CALR ve 11’1
(%8.5) MPL idi. JAK2 ve MPL mutasyonu olmayan hastalarin ¢ogunda (%68.7) CALR
mutasyonu vardi. CALR mutasyonlarinin dagilimi %51.5 CALR tip 1, %42.8 CALR tip
2 olup, birbirine yakin oranlarda saptandi. CLAMP mutasyonu ise %5.7 ile tip 1 ve 2’ye
gore cok diisiik orandaydi. MPL mutasyonlarindan WS515L, %81.8 orami ile
WS515K’dan daha sik tespit edilmisti.

3. ET’da toplam 98 hasta vardi ve bunlarin %61.2°si kadinlardan olusmaktaydi.
Hastalarin yas ortalamasi 60.2+15.6 idi.

4. ET hastalarinda toplam %89.8 mutasyon (JAK2 V617F, CALR ve MPL) tespit
edildi. JAK2 ve MPL mutasyonu olmayan 38 hastanin 28’inde (%73.6) CALR
mutasyonu vardi. Tiim 28 CALR pozitif ET un %50°si Tip 1, %46.4’1 Tip 2 ve %3.6’s1
CLAMP mutasyonu seklindeydi. Tip 1 ve Tip 2 mutasyon oranlar1 birbirine ¢ok yakin,
CLAMP mutasyonu ise ¢ok diisiik orandaydi.

5. ET’da JAK2 kuantifikasyonu ile elde edilen ortalama allel yiikii %72 (37) hastada
%350’nin altinda idi.
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6. ET’nin alt grubu olan post-ET MF hastalarinin yas ortalamasi (p=0.038), 16kosit
(p=0.023) ve PIt degerleri kemik iligi ET ile uyumlu olan hastalardan daha yiiksekti.
Ortalama LDH diizeyleri anlamli sekilde yiiksekti (p=0.000). SM goriilme oran1 da
diger gruptan daha yiiksekti. Kardiovaskiiler olay daha sik gozlenmisti. Post-ET MF
hastalariin tamaminda {i¢ mutasyondan biri mevcuttu. CALR %55.5 orani ile en sik

goriilen mutasyondu.

7. PMF grubunda cinsiyet oran1 birbirine yakindi (%48.4 kadin ve %51.6 erkek) ve yas
ortalamas1 62.45 (£15.2) idi.

8. PMF hastalarinda %51.6 JAK2 V617F, %22.6 CALR, %6.5 MPL mutasyonu vardi.
%19.4 hastada ise li¢ mutasyonda saptanmamisti. MPL mutasyonu ve ii¢ mutasyonu da

tasimayan hasta orani yiiksekti.

9. JAK2 ve MPL olmayanlarin %53.8’inde CALR mutasyonu vardi ve bu oran ET
hastalarina kiyasla daha diisiik ¢ikmisti. CALR mutasyonlar ise %57.2 Tip 1, %28.5
Tip 2 ve %14.3 CLAMP mutasyonu seklinde dagilim gosteriyordu. Tip 1 mutasyonu en
stk mutasyondu. CLAMP mutasyon oran1 da yiiksekti.

10. PMF’de JAK2 kuantifikasyonu ile elde edilen allel yiikii %87.1 hastada %50 nin
tistiinde idi.
11. Kantitatif JAK2 allel yiikii ET hastalarinda %50’nin altinda, PMF’de ise %50 nin

istlinde olmak {izere dagilim gostermesi ile anlamli farklilik gdsteriyordu (p=0.006).

12. ET’da CALR mutasyonu olmayanlarda ortalama 16kosit degerleri, CALR
mutasyonu olan hastalara goére anlamli sekilde yiiksekti (p=0.019). Post-ET MF
dontisiimii 1se CALR mutasyonu olan hastalarda anlamli sekilde yiiksekti (p=0.007).
CALR pozitif ET’da ortalama 16kosit degerleri normal sinirlarda iken JAK2 V617F
mutasyonu olanlarda 16kositoz vardi (p=0.014). ET’da CALR mutasyonu olanlar MPL
mutasyonu olanlara gore daha gengti (58 versus 68) (p=0.05). ET’da CALR mutasyonu
olanlara gbre li¢ mutasyonu tasimayan grupta ortalama yas diisiiktii (p=0.004) ve kadin
cinsiyet 6n plandaydi (p=0.009). ET’da CALR tip 1 ve tip 2 mutasyonlar1 ayr1 ayr1 ve
JAK2 V617F mutasyonu ile karsilastirildiginda 16kositoz JAK2 V617F mutasyonu olan

hastalarda daha fazla idi.

13. PMF hastalarinda CALR ile JAK2 V617F mutasyonu degerlendirildiginde 16kosit
degerleri JAK2 V617F mutasyonu olanlarda yiiksek tespit edildi (p=0.01). CALR
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mutasyonu olan hastalarin hepsinde masif splenomegali vardi (p=0.000). CALR ile her
tic mutasyonda olmayan hastalar karsilastirildiginda platelet degerleri CALR mutasyonu
olan hastalarda anlaml1 sekilde yiiksekti (p=0.042).

14. ET hastalarinda kuantitatif JAK2 V617F allel ylikii %50’nin iizerinde olan
hastalarda ortalama 16kosit (p=0.000) ve LDH degerleri (p=0.002) ve miyelofibrozise
doniistim (p=0.023), allel yiikii %50’nin altinda olan gruba kiyasla anlamli olarak
yiiksekti. JAK2 V617F mutasyonu olmayan gruptan ise 16kosit degerleri anlaml1 olarak
yiiksekti (0.000).

JAK?2 mutasyonu olmayanlarda JAK2 allel yiikii diisiik olan gruba gére miyelofibrozise
doniisiim oranit anlamli sekilde yiiksekti (p=0.015).

15. PMF hastalarinda JAK2 allel yiikii %50’nin istiinde olan hastalarin ortalama yasi,
allel yilikii %50°nin altindakilere oranla anlamli sekilde yiiksekti (p=0.020),
splenomegali goriilme siklig1 daha fazlaydi (p=0.031). Tromboz komplikasyonu da yine
allel yiikii yiiksek olanlarda daha fazla goriildii. Ayrica JAK2 V617F mutasyonu

olmayan hastalara kiyasla 16kositoz goriilme oran1 anlamli sekilde yiiksekti (0.000).
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