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1. GIRIS ve AMAC

Miyeloproliferatif hastaliklar (MPH) miyeloeritroid hiicrenin kemik iligindeki
kontrolsiiz proliferasyonu ve periferik kanda matur ve immatur hiicrelerin sayisinin
artmasiyla karakterize, akut l0semiye doniisiim gosterebilen klonal hastaliklardir. Polistemi
vera (PV), esansiyel trombositoz (ET) ve primer miyelofibrozis (PMF) bu hastalik
grubundandir. Janus kinaz - 2 (JAK-2) V617F mutasyonunun kesfinden sonra MPH’larin
siiflamasi ve tani kriterleri degismis, tedaviye yonelik yeni ilag gelistirilmesi i¢in yogun
aragtirmalar baslatilmistir. Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) yeniden revize edilen
kriterlerinde PV, ET ve PMF’ nin tanisinda JAK-2 V617F mutasyonu varlig: tani kriterleri
icine girmistir.

Yapilan c¢alismalarda; JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile Philadelphia
kromozomu negatif myeloproliferatif hastaliklarin tani anindaki yas, tromboz Oykdsii,
l6kositoz, kasinti ve organomegali gibi bazi semptom ve bulgularin iligkisine
deginilmektedir. Biz de ¢alismamizda Philadelphia kromozomu negatif myeloproliferatif
hastaliklar olarak takip ettigimiz PMF, ET ve PV hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon
yiikiiniin prognostik faktorlerle iligskisini arastirmayr amacladik. Philadelphia kromozomu
negatif myeloproliferatif hastaliklarda tedavi plani hastanin risk grubu temel alinarak
yapilmaktadir. JAK-2 V617F gen mutasyon yiikiiniin, hastaliklarin risk grubu ile iliskisinin

saptanmasi hastalarda en uygun tedavi yaklasiminin se¢ilmesine olanak saglayabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Miyeloproliferatif Hastaliklara Genel Bakis

2.1.1. Miyeloproliferatif Hastalhiklar

Hematopoetik pluripotent kok hiicre kendini yenileme ve farklilasma 6zelliklerine
sahiptir. Efektif bir hematopoez igin biiyiime faktorleri ve reseptor etkilesimlerinin saglikli
oldugu mikro ¢evreye ihtiya¢ vardir (1).

Hematolojik orjinli malign hastaliklar hiicre yapisina gore lenfoid ve miyeloid,
kemik iligindeki blast (immatiir prekiirsor hiicre) oranina gore akut ve kronik olmak {izere
smiflandirilir. Kronik miyeloid hastaliklar ise, dismiyelopoez gostermelerine gore
miyelodisplastik sendromlar (MDS) ve MPH olarak tanimlanir (2).

MPH, MDS’lerin aksine periferik kanda farklilasmanin son sathasinda miyeloid
hiicre artis1 ile karakterize olup, klasik ve atipik MPH’lar olmak iizere iki grupta
tanimlanirlar. PV, ET, PMF ve kronik miyeloid 16semi (KML) klasik MPH’leri olusturur.
Atipik MPH’ler ise giincel olarak MDS veya MPH olarak tanimlanamamis hastaliklari
icerir. Kronik miyelomonositik 16semi, juvenil miyelomonositik 16semi, sistemik
mastositoz, hipereozinofilik sendrom, kronik eozinofilik 16semi, kronik bazofilik 16semi
bunlardan bir kismidir (3).

Klasik miyeloproliferatif bozukluklar: Bu gurup hastaliklar igerisinde yer alan
KML, 9 ve 22 numarali kromozomlar arasinda karsilikli par¢a degisimi t (9;22) ile
karakterizedir. Bu degisimin sonucunda kisalmig 22’nci kromozom (philadelphia
kromozomu) hastalarin % 90-95’inde izlenir (4). Geride kalan hastalarda ise floresan in
situ hibridizasyon (FISH) veya ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yardimiyla t (9;22) tesbit edilebilir (5). Bu gruptaki diger hastaliklar; PV, ET ve PMF ise
BCR/ABL negatif miyeloid bozukluklar olarak bilinmektedir (6, 7).
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PV olgularinin yaklasik tiimiinde, ET ve PMF olgularinin ise yaklasik %50’sinde
tespit edilen JAK-2 V617F mutasyonunun kesfi ile klasik MPH’larin tanisal kriterlerinde
giincelleme gergeklesmistir (8, 9).

JAK-2 V617F mutasyonunun mevcudiyeti ve azalmis eritropoietin  (Epo)
seviyelerinin eslik ettigi yliksek hematokrit degeri olan olgular PV tanisi alir (8, 9). ET, bir
dislama teshisi olup; PV, KML, MDS veya PMF olarak tanimlanamayan bir olgudaki
otonom, klonal trombositozu gostermektedir (6). PMF ise diger bir MPH ile
iliskilendirilemeyen kemik iligi fibrozisi ile karakterizedir (10).

MPH’ler igerisinde artmis eritrosit kitlesi PV i¢in spesifik olsa da, KML ve MDS
olgularinin, ET tanis1 diisiindiiren izole trombositoz veya PMF ile karisabilecek izole
miyolefibroz ile prezente olmalart miimkiindiir. Bundan dolayr MPH tanis1 diisiiniilen tim
hastalarda t (9;22) varhigmi dislamaya yonelik sitogenetik inceleme (KML) ve
dismiyelopoez ayirici tanisi i¢in (MDS) kemik iligi morfolojik incelemesi yapilmalidir (7).

Klonal degisim ve malign doniisim MPH’ler i¢in fatal bir komplikasyondur.
AML’ye doniistim sikligt MPH alt gruplar arasinda farklilik gostermektedir. Efektif bir
tedavi yoklugunda KML hastalar1 i¢in malign doniisiim sikligi %90 ve {izerinde
saptanirken, ET icin bu oran %5’in de altindadir (11).

Miyelofibrotik evreye doniisim MPH’lerin bir baska komplikasyonu olup, PV
hastalarinda 10 yillik izlemde yaklasik %10 riski vardir (12).

Trombohemorajik komplikasyonlar ise 6zellikle PV ve ET agisindan belirgin risk
olusturan problemlerdir (13). Hemorajik episodlar genellikle hafif seyirli olup, spontan
hemorajiler o6zellikle yiiksek platelet sayilart olan hastada gerceklesmektedir. Ciinkii
kalitatif platelet bozukluklar1 tabloya eslik eder. Trombotik komplikasyonlar arteriyel ve
vendz trombozlar olabilecegi gibi gérme bozuklugu, noérolojik semptomlar ve eritromelalji
gibi mikrodolasim bozukluklar1 olarak da gergeklesebilir (13). Eritromelalji mikrovaskiiler
alanda trombus olusumlar1 ve platelet tiiketimi ile ilgili bir tablodur. Aspirin kullanim ile
semptomatik iyilesme ve kisalmis olan platelelet dmriinde uzama gergeklesir. Aspirinin
sagladigi bu yararin warfarin ve heparin ile elde edilememesi, prostaglandin sentez
iiriinlerinin patogenezde rolii oldugunu diisiindiiriir (14).

Blastik transformasyon ve tromboz iligkili 6ltim risklerinin MPH alt gruplarinda
farklilik gostermesi sebebiyle ortalama yasam beklentisi ET hastalarinda normale yakin

iken, PMF icin bes yildan azdir (15).
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Hemoraji, tromboz, AML’ye doniisiim gibi major komplikasyonlarin yani sira
MPH’ler hastalarin yasam kalitesini kisitlayan semptomlara yol agmaktadir (16).

MPH’lerde hematopoietik biliylime faktorlerinin klonal prosesin gelisimine katkisi
gosterilmemistir. Bu nedenle; MPH’lar spontan (biiylime faktoriine ihtiya¢ duymayan)
hematopoietik koloni olusumu ile karakterizedir (10).

PV hastalarinda Epo seviyeleri bariz olarak azalmistir ve molekiiler ¢alismalar Epo
reseptorii ile ilgili mutasyon ortaya koymamistir. Bununla birlikte PV’de eritroid
onciilerinde bcl-x (bir apoptoz inhibitdrii) asir1 ekspresyonunun gosterilmesi bu hiicrelerin
Epo yoklugundaki otonom ¢ogalmalarina agiklik getirebilmektedir (17).

ET’de gerek trombopoietin (TPO), gerekse TPO resptorii (c-MPL) icin klonal
prosesin TPO’dan bagimsiz oldugunu isaret eden molekiiler lezyonlar tanimlanabilmis
degildir (18). Bununla beraber ET hastalarinda serum TPO diizeylerinin normal veya
normalden yiliksek diizeyde bulunmasi feedback mekanizmasinin bozuk oldugunu
disiindiirmektedir (19). Bu gozlemle uyumlu olarak ET hastalarinda platelet ve
megakaryositlerde TPO reseptor ekspresyonu azalmustir (7). Platelet ve megakaryositlerde
TPO reseptor ekspresyonu PV’de de bariz olarak azalmistir. Yani bu hastalikta da platelet
cogalmast ET’de oldugu gibi TPO’dan bagimsizdir (20).

2.1.2. JAK-2 V617F ve MPL Mutasyonlari

Hematopoietik hiicreler; farklilagma, biiyiime ve siireklilik i¢in biiylime faktorlerine
ithtiya¢ duyarlar. Bu biliylime faktorleri kendilerine ait reseptorlere baglanarak, bir cesit
protein kinaz ailesi liyesi olan JAK aktivasyonuna ve hiicre i¢i sinyal iletimine sebep
olurlar (21, 22). JAK ailesi, sitokin aracili sinyal iiretiminde gorev alip hiicre i¢i reseptorii
olmayan bir grup tirozin kinazin ismidir. Bu aktivasyondan sonra “Signal Transducers and
Activators of Transcription” (STAT) ad1 verilen transkripsiyon faktorleri devreye girer. Bu
yolaga JAK-STAT yolagt adi verilir. Bu yolak hematopoietik hiicrelerin bdliinmesi,
farklilagmas1 ve apopitozisin diizenlenmesi i¢in onemlidir. Inflamasyonda da gorev
almaktadirlar (23, 24).

JAK ailesi su ana kadar tanimlanan dort tiyeden olusmaktadir. Bunlar JAK-1, JAK-
2, JAK-3 ve Tirozin Kinaz 2’dir. JAK ailesi iiyeleri farkli kromozomal yerlesime sahiptir.

JAK’ lar biiyiik proteinler olup, 1000’den fazla aminoasit igerirler (25).
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Sekil 1. JAK geninin yapisi (26)

JAK’ lar sitokin reseptorlerinin sinyal {iretimini diizenlerler. Hiicre yiizeyindeki
sitokin reseptdrlerine tutunan JAK enzimleri, sitokinin reseptdr glandina baglanmasiyla
beraber fosforile hale gelir ve reseptdr dimerizasyona ugrar. JAK fosforile oldugu zaman
aktive olur. Aktive JAK - reseptor kompleksi, substrat molekiilii ve transkripsiyon faktorii
olan STAT’lar1 fosforile ederek aktiflesmelerine sebep olur. Aktive STAT dimerleri
niikleusa hareket eder, sitokine cevap veren ilgili genin promotor bolgesindeki 6zel DNA

dizilerine baglanir ve gen transkripsiyonunu aktive ederler (27, 28).

Sitokin Sitokin

Sekil 2. JAK-STAT yolag: ve sinyal iletimi (29)

JAK-2; Epo, TPO, interleukin-3 (IL-3), G-CSF, prolaktin, leptin, interferon alfa
(IFN-a), gama ve beta gibi reseptorler tizerinden sinyal iletiminde rol oynarlar (30,31). Epo
reseptOriinlin  Oonemli bir sinyal ileticisidir. Epo; reseptoriine baglanarak JAK’in

fosforillenmesini ve aktive JAK’1n intraselliiler sinyal kaskadini1 baglatmasini saglar (32).



JAK-2 V617F Mutasyonu ve Sinyal Iletimine Etkisi

JAK-2 bir sitoplazmik fosfotirozinkinazdir. Yapisinda birbirine benzer iki kinaz
domaini bulundurur: Fonksiyonel olan JAK homoloji 1 (JH1) ve kinaz aktivitesi olmayan
JAK homoloji 2 (JH2) domainidir. JAK’ lar bu iki bolge i¢ceren yapilar1 nedeniyle eski
Roma tanrisi olan, ikiyiizlii Janus’dan esinlenerek isimlendirilmistir. JH1 domaini aktif bir
tirozin kinaz domaini iken, hemen yakininda olan JH2 domaini, katalitik olarak inaktiftir
ve bu nedenle pseudokinaz adini alir (33, 34).

JAK-2 V617F mutasyonu; JAK-2’nin pseudokinaz par¢asinin (JH2) 617.
kodonunda bulunan wvalinin, fenilalanin ile yer degistirmesidir. PV hastalarinda bu
mutasyon yiizdesi yaklasik %90-95 arasindadir (35). Inaktif durumda bulunan JH2, bu
mutasyonla beraber aktiflesir ve artmis JAK-2 aktivitesine neden olur. Bu yiizden JAK-2
V617F’in JH2 pargasinin normal sartlar altinda, tirozin kinaz 6zelligi gosteren ve aktif olan
JH1 bolgesini baskiladigr diistiniilir. JH2 bolgesindeki bu mutasyon sonucunda JHI
bolgesinin {lizerindeki inhibisyon ortadan kalkar ve devamli tirozin kinaz aktivitesi
meydana gelir (36). JAK-2 V617F mutasyonu, tirozin kinaz aktivitesini arttirmakta ve
hiicrelerde asir1 Epo duyarliligi yaratmaktadir. Deneysel olarak farelere JAK-2 V617F
mutasyonu igeren kemik iligi hiicreleri verildiginde PV fenotipi gelistigi goriilmiistiir (37).
EPO reseptorii (EpoR) tasiyan Ba/F3 (insan kemik iliginden elde edilmis hiicreler)
hiicrelerinde JAK-2 V617F mutasyonu olusturuldugunda ise; hiicrelerin Epo’dan bagimsiz
olarak boliindiigli ve hiicrelerin eritropoietine asir1 duyarliliga sahip oldugu goriilmiistiir
(38). EpoR tipki JAK-2 V617F gibi, homodimerik tip 1 sitokin reseptoriidiir. EpoR’a
benzer olarak JAK-2 V617F’ nin hematopoietik hiicrelerin sitokinden bagimsiz olarak
boliinebildigi, ¢linkii JAK-STAT sinyal ileti yolagini aktive ettigi gozlenmistir (36).

JAK-2 V617F mutasyonu hiicre i¢i transkripsiyon faktorleri lizerinde de etkilidir.
Bu transkripsiyon faktorleri baslica STATS, STAT3, MAP kinazdir (39,40). Bu
faktorlerden STATS; prolaktin, Epo, graniilosit-makrofaj stimiile edici faktor (GM-CSF),
trombopoietin, IL-2, 3, 5, 6 ile aktive olur (32). Aktive olan STAT5 daha sonra fosforile
olarak ilgili gen transkripsiyonuna neden olur. STATS hedef genleri arasinda PV’de de
Onemi gosterilen apopitoz inhibitorii Bel-X vardir (35). Son ¢alismalarda hematopoietik
onciil hiicrelerde STATS ve Bcl-X aktivasyonunun endojen eritroid koloni formasyonuna
(EEC) yol actig1 goriilmektedir (41).
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JAK-2 V617F mutasyonunun kesfi ile myeloproliferatif hastaliklarin patogenezi
onemli dl¢iide aydinlatilmistir (30). Fakat bir kisim hastada ise JAK-2 V617F mutasyonu
negatiftir ve bu hastalarda patogenez tam aydinlatilamamistir. Yapilan ¢alismalarda MPL
(Myeloproliferative Leukemia Virus) geninde triptofan-16sin yer degistirmesi sonucu
olusan MPLWS5I15L mutasyonu, yine 515. kodonda triptofan ile lizin yer degistirmesi
sonucu olusan MPLWS515K mutasyonlar1 bulunmustur (42, 43). Bu mutasyonlar JAK-2
V617F mutasyonu negatif olan PMF hastalarin yaklasik %10’unda, ET ve PV hastalarinin
¢ok az bir kisminda goriilmistiir. JAK-2 V617F mutasyonu negatif olan ET ve PMF’li
hastalarda JAK-2 exon 12 mutasyonu gosterilmistir. Ilging olarak; hem JAK-2 V617F,
hem MPL negatif olan ET ve PMF’li hastalar bulunmaktadir. JAK-STAT sinyal yolunun
diger genleri lizerinde yapilan taramalar ve yeni arastirmalar PV, ET ve PMF i¢in yeni

hastalik genlerini ortaya ¢ikarabilir (44).

2.2. Polistemia Vera

2.2.1. Epidemiyoloji

PV basta kirmizi kan hiicreleri olmak {izere her ii¢ hematopoietik hiicre serisinin
asir1 iiretimi ile karakterize, edinilmis miyeloproliferatif bir bozukluktur. Hastaliga neden
olan mutasyon sonucu hematopoietik kok hiicre zamanla baskin miyeloid Onciil hiicre
haline gelmektedir (45).

PV genellikle altinci dekatta ortaya ¢ikan sinsi bir hastaliktir (45). Hastalarin
yaklasik olarak %60’1 erkektir (46). Minnesota’da yapilan bir ¢calismada PV insidanst 1,9
0lgu/100.000 populasyon/yil olarak bildirilmistir (46). Ortalama yasam beklentisi tedavi
edilmeyen olgularda 6-18 ay, tedavi ile 11-15 yil olarak saptanmustir (47).

PV, klinik olarak diger MPH, kirmiz1 hiicre kitlesindeki belirgin artis ile ayrilir.
Ancak kirmizi hiicre kitlesindeki artis tek basina PV tanisi i¢in yeterli degildir, ¢iinkii bu
bulgu kronik hipoksi ile iligkili olan bir¢ok durum ve nadiren de olsa Epo salgilayan
tiimdrlerde de goriilmektedir (45).

PV hastalarimin kemik iligi Orneklerinden elde edilen kolonilerde normal Epo
duyarlilig1 olan “burst forming unit-eritroid” (BFU-E) kolonilerinin yani1 sira Epo olmadan
da ¢ogalan koloniler gdsterilmistir. Bununla beraber PV olgularinda trombositlerde TPO

reseptOr seviyesinde azalma, Bel-x (bir apoptoz inhibitdrii) regiilasyon bozuklugu, eritrosit
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onciilerinde (BFU-E, colony forming unit-erythroidCFU-E) protein tirozin fosfataz
ekspresyonu artisi, periferik kan granulositlerinde polistemia rubra vera (PRV)-1 geni asir
ekspresyonu, 9p kromozomunda heterozigosite kayb1 gibi anormallikler de tanimlanmistir
(45).

Son yillarda Philedelphia kromozomu negatif [Ph (-)] kronik MPH’larda JAK-2
V617F mutasyonunun tespit edilmesi PV patogenezi agisindan 6nemli bir bulus oldu.
Hastaligin progresyonu ile kemik iliginde gézlenen fibroblast birikimi ise anormal klonun
bir parcast olmayip, muhtemelen ¢ogalan megakaryositlerin iirettigi “platelet derived

fibroblast growth factor (PDGF)” etkisine baglidir (45).

2.2.2. Klinik Ozellikler

Bas agrisi, halsizlik, kaginti, bag donmesi, kulak ¢inlamasi, terleme PV’de sik
karsilagilan yakinmalardir. Bunun yaninda bazi PV hastalar1 asemptomatik olup, herhangi
bir nedenle tam kan sayimi yapildiginda rastlantisal olarak hematokrit yiiksekligi
saptanmasi sonrasinda tani alir (45).

PV’de yaklasik ii¢ olgudan birinde gozlenen trombotik olaylar bu hastalar i¢in
major mortalite ve morbidite nedenidir (45). Trombotik olaylarin sik olmas1 artmis serum
viskozitesi ve trombositoz ile iligkilidir. Daha ¢ok arteriyel olmakla beraber vendz
sistemde de goriilen trombotik olaylar siklik sirasina gore; kalic1 serebral iskemi, gegici
iskemik atak, miyokard enfarktiisii, derin ven trombozu, pulmoner tromboemboli ve Budd-
Chiari sendromudur (48, 49). Hiperviskoziteye bagli olusan anjina pektoris ve norolojik
bulgularin sorgulanmasi 6nemlidir (45). Tromboz ile ¢eligkili gibi gériinmekle birlikte,
kalitatif trombosit bozuklugu ve peptik iilser hastaliginin artmis insidans1 PV olgularinda
gastrointestinal hemoraji ile klinige yansiyabilmektedir (45).

Bazi hastalar i¢in 6zellikle sicak bir banyodan sonrasi goriilen kasint1 6n plandaki
semptom olabilir. Hastalarin yaklasik olarak % 40 kadarinda kasint1 yakinmasi mevcuttur.
Bu durumun sebebi olarak bazofil sayisindaki artisa sekonder histamin salinim
diistiniilmektedir (50).

El ve ayaklarda kizariklik ve morarmanin eslik ettigi agri ve yanma hissi olarak
belirtilen ve vazomotor bir bozukluk olan eritromelalji ET kliniginde daha sik karsilasilan
bir bulgu olmakla beraber, 6zellikle trombosit sayisinin yiiksek seyrettigi PV olgularinda
da goriilebilmektedir (45).
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PV’de sik karsilasilan fizik muayene bulgulart olarak plethora, splenomegali ve
hepatomegali dikkati ¢eker. Sirasiyla bu ii¢ bulgu, PV c¢alisma gurubunun (PVSG)
verilerine gore % 70, % 67 ve % 40 oranlarinda izlenmektedir (45). Serum
viskozitesindeki artis kan basincinda artisa sebep olabilir. Daha nadir rastlanan bulgular ise
kasint1 nedeniyle deride olusan lezyonlar, eski trombotik olaylara bagli olan cilt lizerindeki
lekelenmeler, optik fundus venlerinde tikanmalar ve gut artriti olarak bildirilmektedir (45).

PV’de eritrosit morfolojisi normaldir. Bununla birlikte demir eksikliliginin eslik
ettigi olgularda hipokromi, mikrositoz ve poikilositoz izlenir. Demir eksikligi; demirin
artmig eritrosit Kkitlesine transferi, gastrointestinal sistemden kronik hemoraji ve
hiperviskozite nedeniyle uygulanan flebotomilere sekonderdir. Postpolistemik miyeloid
metaplazi fazinda ise belirgin anizopoikilositoz ve gdzyasi damlasi seklinde eritrositler
gozlenir (45).

PV’de nétrofili hastalarin ¢ogunda mevcut olup, 16kosit sayis1 genellikle 10-20
x103/uL araligindadir. Beyaz kiire morfolojisi siklikla normal olmakla birlikte seyrek
olarak gozlenen miyelosit ve metamiyelositlere hastaligin ileri sathalarinda daha sik
rastlanir. Lokosit alkalen fosfataz diizeyi artmistir (45). Lokositozun PV iligkili tromboz
icin 6nemli bir faktor oldugunu belirtilmistir (51). Bazofili ve eosinofili genellikle eslik
eder (45).

Eritrositozu olan hastanin ilk degerlendirmesinde serum Eritropoietin (Epo) diizeyi
6l¢iimii her ne kadar 6nemli olsa da PV tanisim1 dogrulamada serum Epo diizeyini normal
veya diisiik bulunmasi tek basina yeterli degildir. Bununla birlikte serum Epo diizeyinin
yiiksek saptanmasi halinde (Epo >5IU/L) eritrositoz PV’ye degil, sekonder bir nedene
baglidir. Bu sebeple, serum Epo diizeyinin 6l¢timii primer polistemilerin prototipi olan bu
hastaligin dislanmasinda ¢ok Onemlidir. Gilincel tanisal smiflamalar Epo seviyesi

diisiikliiglinii mindr kriter olarak tanimlar (9, 52, 53).

2.2.3. Prognoz

PV tanis1 olan ve tedavi edilmeyen semptomatik hastalarin ortalama sagkalim
siiresi 6 ile 18 ay arasinda tahmin edilirken, tedavi ile bu siire 10 yilin {izerine ¢ikmaktadir
(47). Yas ve cins agilarindan uyumlu kontrol grubu ile karsilastirildiginda, tedavi goren
hastalar icin toplam mortalite riski 1,6 kat artmakta ve olast nedenler icinde

kardiyovaskiiler oliimler basi1 cekmektedir (53, 54). PV, tedavi ile yasam beklentisi normal
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olmasa bile normale yakin olan bir hastaliktir. Oliim sebepleri arasinda tromboz % 29 ile
ilk sirada bulunurken, hematolojik malignensiler % 23, hematolojik olmayan malignansiler
% 16, hemorajiler % 7 ve miyelofibroz gelisimi % 3 olarak kaydedilmistir (45).

Trombotik olaylar temel olarak hiperviskozite sebebiyledir (54). Basta akut koroner
sendrom ve serebrovaskiiler olay olmak iizere, derin ven trombozu, pulmoner embolizm,
hepatik ven trombozu gibi komplikasyonlar goriilebilir (45). Klinik ¢alismalar ileri yas (>
60 yi1l) ve gecirilmis tromboz Oykiisiiniin kardiyovaskiiler olay gelisimi icin risk faktorii

olabilecegini ortaya koymustur (47, 52).

2.2.4. Tedavi

PV’°de tedavi uygulanirken hastanin semptomlarinin ortadan kaldirilmasi, uzun
donem komplikasyonlarin (trombotik olaylar, kanama, miyelofibroz, akut 16semi ve diger
maligniteler) onlenmesi amaglanir (55). Bundan dolay1 uygulanacak tedavi plani tromboz
risk grubuna gore belirlenir (59).

P.Vera ile iligkili prognostik faktérler gere¢ ve yontem boliimiinde belirtilmistir.

Flebotomi: Hematokrit seviyesi erkekler i¢in % 45, kadinlar igin ise % 42
seviyelerinin altinda tutacak sekilde flebotomi siklig1 ayarlanmalidir (57).

Aspirin: Aspirin 75-100 mg/giin, kontrendike olmadik¢a, tim PV hastalarina
baslanmalidir (56).

Sitorediiksiyon: Yiiksek risk grubu hastalarda kullanilir (58)

Tablo 1. Polisitemia vera olgularinda sitorediiktif tedavi segenekleri (58)

1.BASAMAK 2.BASAMAK 3.BASAMAK
<60 yas Interferon/Hidroksiiire Hidroksiiire Anagrelide
60-75 yas Hidroksiiire Interferon Anagrelide
>75 yas Hidroksitire Kombine (Hidroksilire+anagrelide veya Busulfan

interferon
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2.3. Esansiyel Trombositemi

2.3.1. Epidemiyoloji

ET, reaktif trombositoz (RT) ve kronik miyeloid bozukluklarin varliginin
dislanmasi ile tan1 konulabilir (6).

Epidemiyolojik ¢alismalarda ET nin yillik insidans1 100,000 populasyonda 2,5 yeni
vaka olarak saptanmistir (59). Ortalama tan1 yas1 60 olup kadin hastalarin sayisi erkek
hastalarin sayisindan yaklasik iki kat daha fazladir (60). On yillik sag kalim siiresi % 61-84
olarak belirtilmistir ki bu da normal veya normale yakin bir yasam beklentisi demektir (61,
62).

Gerek trombopoietinin (TPO), gerek trombopoietin reseptoriiniin (c-Mpl) ET
patogenezine katkis1 gosterilebilmis degildir (62). Buna karsin ailesel otozomal dominant
ET’de TPO veya c-Mpl genlerindeki aktive edici mutasyonlar TPO iligkili trombositoza
neden olmaktadir (7). ET hastalarinda serum TPO seviyeleri beklenmedik sekilde normal
veya yliksek izlenmistir (63). Kemik iligindeki stromal iiretim artisinin bu durumu agiklik

getirebilmesi miimkiindiir (60).

2.3.2. Klinik Ozellikler

ET hastalarimin yaklasik yaris1 asemptomatik iken diger yaris1 vazomotor
semptomlar veya trombohemorajik komplikasyonlar gostermektedir. Vazomotor
semptomlar; bas agrisi, bas donmesi, senkop, atipik gégiis agrisi, akral paresteziler, livedo
retikiilaris, eritromelalji ve gecici vizuel bozukluklar olarak sayilabilir (7, 64).

ET’de miyeloid meteplazili myelofibroza ve polistemia veraya doniisebilir (64).
PMF’ye doniisiim insidans1t daha yiiksektir (65, 66). AML’ye doniisim de olasidir.
Retrospektif ¢alismalarda 3-7 yillik izlemde % 0,6-5 oraninda l6semik donilisim rapor
edilmistir (7, 62, 65). Bu hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda birden fazla ajanla sitorediiktif
tedavi uygulanma oykiisii dikkati ¢cekmektedir (64).

ET’nin en onemli fizik muayene bulgusu hastalarin % 25-48’inde saptanan
splenomegalidir (7). PMF’ye doniisim durumunda ise splenomegali kacinilmazdir.

Hepatomegali ve lenfadenopati nadir bulgulardir (64).
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2.3.3. Prognoz

ET tanis1 olan hastalarin ¢cogu hastalik iligkili komplikasyonlar olmaksizin normal
bir yasam beklentisine sahiptir (60, 67). AML veya miyelofibroz gelisimi nadir bir
durumdur (64).

ET icin trombotik komplikasyonlar hemorajik komplikasyonlardan ¢ok daha
onemlidir. Vaka-kontrol tasarimli bir ¢alismada trombotik olaylar ET hastalarinda %
6,6/hasta-y1l, kontrol grubunda ise % 1,2/hasta-y1l olarak saptanmistir (68). Bu hasta
grubunda tromboz igin risk faktorleri 60 yasin iizerinde olmak, tromboz 6ykiisii ve uzun
stireli trombositozdur. Hastaligin tiim klinik seyri sirasinda major kanama gelisimi % 5’in
altindadir ve trombosit sayilar1 1 milyon/uL’nin altinda seyrettigi siirece diisiik doz asprin
(81 mg/giin) kullanimi bu riski artirmamaktadir (63, 68-69). Lokositozun trombotik
komplikasyonlar i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu da vurgulanmaktadir (69).

ET hastalarinin biiyiik ¢ogunlugu normal bir yasam siiresine sahiptir. Bununla
birlikte, olusabilecek bazi komplikasyonlar tedavi endikasyonu olusturur (7). En sik
vazomotor komplikasyonlar goriiliir ve bunlarin ¢ogu diisiik doz aspirin (40-81 mg/giin
PO) kullanimu ile kontrol altina alinabilir (70). ET hastalarinin % 20 kadarinin trombotik
olaylar ile prezente oldugunu gostermektedir (70, 71). Diisiik risk grubundaki hastalarda
trombotik olaylarla ¢cok nadiren karsilasilir. Bu nedenle potansiyel zararlari bulunan
ilaclarin kullanimi uygun goriilmemektedir (71).

ET ile iliskili prognostik faktorler gere¢ ve yontem kisminda belirtilmistir.

2.3.4. Tedavi

Tiim hastalar ET ile iligskili tromboz riski acisindan degerlendirilir. Sigara,
hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemi, obezite gibi diger risk faktorleri belirlenir ve tedavi
edilir (72, 73).

ET hastalarin tedavisinde aspirin (75-100 mg/giin), hidroksiiire (15 mg/kg/giin),
anagrelid (baslangi¢ dozu gilinde 1,5 mg 3 boliinmiis doz halinde olup, 1-4 mg/giin
dozlarda idame yapilir) kullanilir (7).
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2.4. PrimerMiyelofibrozis

2.4.1. Epidemiyoloji

PMF miyeloid hiicrelerin  degisken morfolojik maturasyonu ve klonal
proliferasyonu ile karakterize bir MPH'dir (76,15). PMF, MPH’lar arasinda en nadir
rastlanilan1 olup, Minnesota’da yapilan bir ¢alismada sikligi 100,000°de 1,5 vaka/yil olarak
bildirilmistir. Genellikle orta yas iizeri erkeklerde goriilen bir hastaliktir (75).

2.4.2. Klinik Ozellikler

PMF’de en sik rastlanan semptom hastalarin % 50-70’inde goriilen siddetli
halsizlikdir (76, 77). Olgularin % 25-30 kadar1 asemptomatiktir. Bazi hastalar ise (%5-20),
kilo kaybi, ates ve gece terlemesi gibi hipermetabolik duruma isaret eden semptomlara
sahiptir (5, 78). Asemptomatik olgular genellikle splenomegali, hepatomegali veya
anormal kan sayimi nedeniyle incelenirken tani almaktadir. PMF’deki karaciger ve dalak
biliylimesine ekstramediiller hematopoez yol agar (5). Splenomegali PMF’nin en 6nemli
klinik bulgusu olarak karsimiza ¢ikar ve hastalarin % 90’dan fazlasinda mevcuttur (75).
Dalak bazi olgularda pelvik bolgeye kadar uzanim gosterecek oranda biiyiiyebilir, dalagin
sag kenar1 orta hatti karsiya gegebilir. Splenomegali splanknik akim artisina,
ekstramediiller hematopoez ise intrahepatik obstruksiyona neden olarak portal
hipertansiyona yol agabilir. Assit, 6zofageal ve gastrik varisler, gastrointestinal kanama,
hepatik ensefalopati ve portal vendz tromboz portal hipertansiyonun komplikasyonlari
olarak sayilabilir. Hepatomegali ise hastalarin % 40- 70’inde mevcuttur (5).

PMF’de hemen her organda ekstramediiller hematopoez odaklar1 gelisebilir (5).
Organ tutulumlari, splenomegali, hepatomegali, lenfadenopati, plevral, perikardiyal veya
abdominal efiizyonlar veya disiiri ve solunum sikintist gibi semptom ve bulgulara yol acan
genitoiiriner ve akciger tutulumlar seklinde olabilmektedir (79). Merkezi sinir sistemi
tutulmas1 durumunda intrakraniyal basing artis1 ve sensorimotor kayiplar gelismesi olasidir
(65). Cilt tutulumu ise eritamatdz plaklar, nodiiller, iilser ve biiller seklinde izlenebilen

nadir bir tablodur (80).
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PMF’ye iskelet sistemi degisiklikleri eslik edebilir. Bu bozukluklar asemptomatik
olabilecegi gibi, agrili kemik ve eklem tutulumlari, 6zellikle de alt ekstremitelerde agri,
hassasiyet, 1s1 artis1 semptomlar1 bulunabilir.

Anemi PMF’nin en 6nemli laboratuar bulgusu olarak ortaya c¢ikar. Hastalarin
yaklagik yarisinda hemoglobin 10g/dI’nin altindadir (76). Anemi sebepleri arasinda; kemik
iligindeki eritropoietik alanlarin azalmasi, inefektif eritropoez, dolasimdaki eritrositlerin
dalaktaki sekestrasyonu, trombositopeniye veya portal hipertansiyona bagli gelisen
kanamalar, otoimmun hemoliz, dilusyonel anemi, trombopoietin mutasyonlarinin (MPL)
etkisi gibi durumlar sayilabilir (81). Anemi baslangicindan sonra hastalarin ¢cogunda
tekrarlayan eritrosit transfiizyonlarina gereksinim ortaya ¢ikar. Periferik kan yaymasinda
anizositoz, poikilositoz, g6z yasi hiicreleri (dakrositler) goriilmektedir (5).

PMF’de tan1 aninda belirgin 16kositoz (>30,000/puL) ve trombositoz (platelet sayisi
>500,000/uL) olabilecegi gibi, lokopeni ve trombositopeni de goriilebilir (76).

Kemik iligi fibrozu hastaligin temel 6zelligi olsa da kemik iligi yaygimn fibrotik
degisim gostermeyebilir. Kemik iligi degerlendirilmesi direkt aspirasyon, biopsi yontemi
ile olabilecegi gibi, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) veya sintigrafik inceleme ile de
yapilabilir. PMF’de kemik iligini aspire etmek oldukca giictiir ve islem genellikle “dry tap”
ile sonuclanir. Aspirasyon yapilabilse dahi verecegi sonuclar tanisal olmayabilir. En sik
karsilagilan ~ bulgular  notrofilik  ve  megakaryositik  hiperplazi  seklindedir.
Megakaryositlerde morfolojik bozukluklar, nétrofillerde hiperlobulasyon goriiliir (5).

Kemik iligi biopsisi fibrozisin gosterilmesi icin gereklidir. Fibroz atipik
megakaryositik hiperplazi ile iliskilidir. Retikiilin lifler giimiis boyamaya, matiir kollagen
trikrom boyamadan daha ¢ok yanit verir. Kemik iligi sinuzoidleri genislemistir ve
intravaskiiler hematopoiezis mevcuttur. Kemik trabekiiler yapisinda diizensizlik ve
kalinlasma (osteosklerozis) meydana gelir. Bazi hastalarda kemik iligi incelemesi fibrozis
olmaksizin belirgin hiperselliiler yap1 gosterir (5).

Akut 16semi daha dnce alkilleyici ajanlar veya radyasyon ile tedavi uygulanmamis
PMF hastalariin ¢ok az bir kisminda gelisen terminal bir komplikasyondur. Losemik
doniistimlerin hemen tamami miyeloid olsa da nadiren lenfoid, eritroid, megakaryositik
dontistimler olabilmektedir. Losemik blastlarin fokal odaklar olusturmasi da (kloroma veya

granulositik sarkom) miimkiindiir (81).
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2.4.3. Prognoz

PMF hastalarinin ¢ogu anemi, belirgin splenomegali, erken doyma halsizlik, ates,
gece terlemesi ve kilo kaybi gibi hiperkatabolik semptomlarla bas vurur. Klinik seyirde
hastalarin ¢ogunda sik eritrosit transfiizyonu gerektiren siddetli anemi ortaya ¢ikar. Gerek
masif splenomegali, gerekse intrahepatik obstruksiyona bagli portal hipertansiyon
gelisebilir. Bazi hastalarda spinal kolon etrafinda, plevral ve peritoneal alanda
ekstramediiller hematopoez gelisimi kord basisi, plorezi ve assite yol agabilir (5).

PMF ile iliskili prognostik faktorler gere¢ ve yontem kisminda belirtilmistir.

2.4.4. Tedavi

PMPF’de sitorediiktif tedavi (58)

Klonal miyeloproliferasyon ve miyeloid metaplazi ile iliskili hipermetabolik
semptomlarin (halsizlik, istahsizlik, kilo kaybi, gece terlemesi) varliginda sitorediiktif
tedaviye baglanir.

Transplantasyon adayi olmayan PMF hastalarinda ilk basamak tedavide HU
onerilmektedir.

Transplantasyon aday1 olabilecek hiperproliferatif evredeki PMF, PV ve ET sonrasi
miyelofibrozun tedavisinde de IFN onerilmektedir.

Diger konvansiyonel sitorediiktif ajanlara direngli semptomatik hastalarda
(6zellikle splenektomi sonrasinda) 2-klorodeoksiadenozin onerilmektedir. Konvansiyonel
sitorediiktif ajanlar1 kaldiramayan semptomatik trombositozlu hastalarda anagrelide

Onerilmektedir.

PMF’de anemi tedavisi (58)

Oncelikle demir, folik asit ve vitamin B12 eksiklikleri dislanmalidir. Ozellikle orta
derecede splenomegalili ve normal sitogenetigi olan hastalarda androjen tedavisine iyi
yanit (%40 civarinda) alinmaktadir. Bu nedenle danazol PMF’de aneminin tedavisinde ilk

basamakta Onerilmektedir.
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Glukokortikoidler; Coombs pozitif hemolitik anemi tedavisinde, immiin hemoliz
bulgusu olmayan bazi1 anemili hastalarda da faydali olabilir.
Danazol’a yanit vermeyen veya danazol kullaniminin uygun olmadigi hastalarda
aneminin tedavisinde eritropoetin kullanilmasi onerilmektedir.
Danazol veya eritropoetin tedavilerine yanit vermeyen hastalarda diisik doz
talidomid (50 mg/giin) + prednizolon tedavisi 6nerilmektedir.

Del 5q tastyan nadir hastalarda lenalidomid diisiintilmelidir.

Splenektomi (58)
Dekompanse koagiilopatisi ve eslik eden ciddi kronik hastaliklar1 olan olgular
disinda splenektomi asagidaki durumlarda yapilabilirse de sagkalima olumlu etkisi,

gosterilememistir:

* Narkotik analjezik kullanimin1 gerektiren agrili splenomegali
* Hipersplenizm ile iliskilendirilen agir sitopenilerin varlig

» Allogeneik kok hiicre nakli 6ncesinde engraftmani kolaylastirmak amaciyla

Radyoterapi (58)

Dalak 1sinlamasi semptomatik splenomegalisi olan, konvansiyonel sitorediiktif
tedaviye direngli ve splenektomi aday1 olmayan yasli hastalarda diistiniilmelidir.

Akciger 1smlamasi, miyeloid metaplazi sonucu olusan pulmoner hipertansiyona
bagli semptomlar1 hafifletmek i¢in kullanilabilir.

Diger bolgelerdeki miyeloid metaplaziye bagli semptomlar diisiik doz radyoterapi

ile azaltilabilir.

PMF’de allo-HKHN Endikasyonlari (58)

Miyeloablatif veya azaltilmis yogunluklu hazirlama rejimleri ile yapilan allo-
HKHN yiiksek riskli gen¢ (<40 yas) hastalarda uygulanabilir.

Diisiik yogunluklu hazirlama rejimi ile transplantasyon; biyolojik yas1 40-65
arasinda olan, tani sirasinda veya hastaligin seyri esnasinda yiiksek risk bulgular1 olan
hastalarda diisiiniilmelidir. Nakil tipi ve yas smirlart merkezin deneyimine gore

degistirilebilir.



3. GEREC ve YONTEM

Karadeniz Teknik Univeristesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dal1 Polikliniginde
Ocak 2011 ile Subat 2015 tarihleri arasinda degerlendirilen ve 2008 DSO kriterlerine gore
tani alan 63 ET, 30 PV ve 6 PMF olmak iizere 99 hasta ¢calismaya dahil edildi.

Calismada hastalarin adi, soyadi, protokol numarasi, yas, cinsiyet, fizik muayene
bulgulari, tanidaki laboratuar degerleri, abdomenin ultrasonografik goriintiillemesi, kemik
iligi aspirasyon ve biyopsi verileri, JAK-2 V617F gen mutasyon sonuglari ve goriilen
komplikasyonlari igeren bilgiler retrospektif olarak incelendi ve kaydedildi.

Biitiin hastalarin periferik kan graniilositlerinde JAK-2 V617F mutasyon analizi,
“Light Cycler FastStart DNA Master Hybridization Probe” (Roche Diagnostics kullanima
hazir reaksiyon karigimi, Berlin, Almanya) ile test edilerek, Real Time (RT)- PCR (ger¢ek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile gerceklestirildi. JAK-2 V617F mutasyon
yiikii degerleri %0-12 , %12-24, %25-49 , %50-75 ve %>75 olmak iizere bes farkli sekilde
sonuglandi.

PV tanis1 i¢in DSO 2008 kriterleri kullanild: (82). Buna gore;

Tan1 i¢in 2 major ve 1 mindr veya iki mindr kriterle beraber birinci major kriterin
varlig1 gerekir.

Major Kriterler:

1. Hemoglobin erkek i¢in >18,5 gr/dl, kadm i¢in >16,5 gr/dl veya eritrosit kiitlesi
artisinin diger bulgulari*

2. JAK-2 V617F veya JAK-2 exon 12 mutasyonu gibi diger fonksiyonel olarak
benzer mutasyonlarin varligi

Minoér Kriterler:

1. Yasa gore hiperselliilarite gosteren kemik iligi biyopsisi; belirgin eritroid,
graniilositik ve megakaryositik ¢ogalma ile kendini gosteren ii¢ dizi hiperplazisi
(panmiyelozis)

2. Normal referans araliginin altinda serum eritropoetin diizeyi
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3. In vitro endojen eritroid koloni olusumu
(*Yas, cinsiyet, yasanan yerdeki yiikseltiye gore belirlenmis referans araliginin 99
persentil iizerindeki hemoglobin veya hematokrit degeri. Kisiye 6zel bazal hemoglobin
degerinde, demir eksikligi anemisinin diizeltilmesi ile iliskisiz olarak, en az 2 gr/dl
diizeyinde, belgelenmis ve devamlilik gosteren bir artisin varliginda, erkekte 17 gr/dl,
kadinda 15 gr/dl hemoglobin degeri. Eritrosit kiitlesinin Ongoriilen normal ortalama
degerinden % 25’den daha fazla artis1).
NOT: PV disiindiiren bulgularin (suyla temasla tetiklenen —akuajenik- kasinti,
eritromelalji, atipik yerlesimli tromboz veya jlivenil tromboz, splenomegali, trombositoz
ve/veya lokositoz) olmasi halinde birinci major kriter yoksa da PV arastirilmalidir (60).

Prodromal MPH’lara DSO 2008 kriterleri ile tan1 konulamayabilir (83).

Tablo 2. Polisitemia vera olgularinda risk siniflamasi (82)

Risk Kategorisi Yas>60 / Tromboz Oykiisii Genel Kardiovaskiiler Risk Faktorleri*
Diisiik Yok Yok
Orta Yok Var
Yiiksek Var Var veya yok

*Hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diyabet, sigara i¢cimi

Cok yiiksek trombosit sayist (>1500 000/puL) kanama acgisindan potansiyel risk
faktoridiir. Lokosit sayist ve yiiksek JAK-2 V617F allel yiikkii tromboz agisindan
potansiyel risk faktorleridir (57, 84).

ET diger kronik miyeloproliferatif bozukluklardan farkli olarak bir diglama teshisi
olarak dikkati ¢eker. Oyle ki reaktif veya klonal bir nedeni olmayan persistan trombositoz
varliginda ET’den bahsetmek miimkiin olabilir (6). Bu anlamda, ET’den mutlaka ayirimi
yapilmasi gereken durumlar KML, PV, PMF, MDS ve RT olarak siralanabilir (6,7).

ET i¢in DSO 2008 Tani1 Kriterleri;

Tani i¢in 4 kriterin tiimiiniin karsilanmasi gerekir.

1. Trombosit sayisinin siirekli olarak >450.000/uL olmasi

2. Megakaryositik dizinin hakimiyetinde, biiyiik olgun megakaryositlerin sayisinda
artis bulunan, proliferasyon gosteren kemik iligi biyopsi drnegi. Notrofilik graniilopoezde

dikkate deger artig ve sola kayma olmamalidir. Eritropoezde dikkate deger bir artis yoktur.
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3. PV, PMF, BCR-ABL pozitif KML, MDS veya diger MPH'lerin DSO tani
kriterlerinin bulunmamasi

4. JAK-2 V617F veya diger klonal bir belirtegin gosterilmesi veya JAK-2 V617F
yoklugunda RT bulgusunun olmamasi (82)

ET’de klonal sitogenetik anormalliklerin insidans1 yaklagik % 5’dir ve bu
anormalliklerin higbirisi ET i¢in tanisal 6zellige sahip degildir (67). Periferik kandaki
granulositlerde PRV-1 geni asir1 ekspresyonu PV ve ET’de igin bildirilmis olup, sekonder
eritrositozda ise gosterilmemistir (68). Serum TPO seviyeleri ise ET ve RT’de genellikle
yiiksek saptanacagindan ayirim agisindan kiymet olusturmaz (59).

ET hastalar: tromboz ve hemoraji agisindan diisiik ve yiiksek riskli olmak tizere iki
grupta siniflandirilabilir (68).

Risk Degerlendirilmesi:

Diisiik Risk: Yas<60 ve diger yiiksek risk bulgulart yok

Yiiksek Risk: Yas>60 veya ET iliskili trombozlu veya kanamali olay gecirmis veya
trombosit sayis1 > 1.500.000/ul olan hastalar

Mikrovaskiiler semptomlar ciddiyse ve aspirine yanit vermiyorsa bu hastalar
yiiksek riskli kabul edilebilir. Tan1 sirasinda 16kositozu olan olgularda tromboz riskinin
yiiksek oldugu bildirilmektedir (72, 73).

PMF tanisinda fibrozisin gosterilmesi ve malignitenin dislanmasi i¢in kemik iligi
biyopsisi yapilmalidir (5). Biyopsi ile kemik iligindeki fibrozis gosterildikten sonra PMF
tanisinin  dogrulanmasi i¢in kemik iligi fibrozisine yol acabilecek sekonder nedenler
dislanmalidir. Sekonder nedenler arasinda kronik miyeloproliferatif hastaliklar, MDS, akut
l6semiler, lenfoid hastaliklar, metastatik kanserler, bag doku hastaliklari, enfeksiyonlar, D
vitamini eksikligi sayilabilir (85).

PMF icin DSO Tani Kriterleri (82)

Tan1 i¢in 3 major ve 2 mindr kriter gereklidir.

Major Kriterler

1. Genellikle retikiilin ve/veya kollajen fibrozla birlikte megakaryositik
proliferasyon ve atipi varligina, veya belirgin retikiilin fibrozu yoklugunda, megakaryosit
degisikliklerine, graniilositik cogalma ve siklikla eritropoez azalmasi ile kendini gosteren,
artmis kemik 1ligi hiicreselligi eslik etmelidir.

2. PV, BCR-ABL pozitif KML, MDS veya diger MPH'ler i¢in DSO kriterlerinin

karsilanmamasi
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3. JAK-2 V617F veya diger klonal belirteclerin (6rn MPLWS515K/L) gosterilmesi
veya klonal belirte¢ yoklugunda, kemik iligi fibrozu veya diger degisikliklerin infeksiyon,
otoimmiin bozukluk, diger yangisal durumlar, sacli hiicreli 16semi ve diger lenfoid
neoplaziler, metastazli timor veya toksik (kronik) miyelopatilere sekonder oldugunu
gosteren bulgu olmamasi.

Minér Kriterler

1. Lokoeritroblastozis

2. Serum laktat dehidrogenaz diizeyinde artis

3. Anemi

4. Splenomegali

PMF i¢in risk faktorleri ise: ileri yas (>60 yil), hepatomegali, kilo kaybi, anemi
(hemoglobin< 10 g/dl), 16kositoz (>30.000/uL), Iokopeni (<4000/uL), dolasimdaki
blastlarin artist (>% 2), trombositopeni (< 150.000/uL) ve anormal karyotip olarak
saptanirken, splenomegali ve kemik iligindeki fibrozis derecesinin sag kalimi olumsuz

etkiledigi goriilmemistir.

Tablo 3. PMF’de DIPSS-plus risk degerlendirmesi (12, 13)

Kotii Prognostik Faktor Sayisi Risk Grubu Ortanca Yasam Stresi (Y1)
0 Diisiik 15.4
1 Orta-1 6.5
2 veya 3 Orta-2 29
4ve >4 Yiiksek 13

3.1. JAK-2 Geni V617F Nokta Mutasyonunun Belirlenmesi

3.1.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu Miller ve arkadaglarinin tuzla ¢oktiirme (salting out) yontemi ile
yapildi. Yapilan islemler asagida belirtilmistir.
* Antikoagiilanli (EDTA) tiip ile laboratuara getirilen kan 6rnegi yaklasik 3000
devir/dakika (rpm) hizinda bes dakika santrifiij edildikten sonra plazmasi
uzaklastirildi. Geriye kalan kismi pipetle homojen hale getirildi.
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* 1,5 mI’lik bir eppendrof tiipe 900 pl 1X eritrosit lizis tampon ve {izerine 600 pl
plazmasi uzaklastirilmis kan 6rnegi ilave edilerek iyice pipetlendi. Tiip aralikli
olarak alt iist edilirken, oda sicakliginda bes dakika bekletildi. Ardindan, 6rnek
7000 rpm’de bes dakika santrifiij edilip, siipernatan uzaklagtirildi.

* Bir sonraki asamada dipte kalan pellet iizerine 900 pl X lizis buffer eklendi.
Pipetlenerek karistirildi, 5000 rmp’de 5 dakika santrifiij edildi ve {ist sivisi
uzaklastirildi.

* Pellet tizerine 0,5 ml % 10 SDS ve 10 pul proteinaz K koyuldu, kopiirtmeden
lyice pipetlendi.

« 65 °C’de 30 dakika siireyle aralikli olarak alt iist etmek suretiyle inkiibe
edildikten sonra, buzdolabinda bes dakika bekletilip, 200 ul 6M NaCl ilave
edilerek iyice calkalandi.

* 14.000 rpm’de on dakika santrifiij edildikten sonra, {izerine 300 pul
kloroform/izoamil alkol karisimi1 (24/1 oraninda) konularak ¢alkalandi.

* 14.000 rpm’de bes dakika santrifiij edilip, list stv1 dokiildii. Steril bir tiipe alinip,
iizerine 1/1 oraninda % 100 etil alkol eklenerek tiip alt {ist edildi. Bu arada
genomik DNA goriildii.

* 14.000 rpm’de bes dakika santrifiij edildi, iist sivist dokiildi. Tipe 1 ml %
70’lik alkol konularak birkag kez alt {ist edildi.

* 14.000 rpm’de bes dakika santrifiij edildi. Tiip ters ¢evirildi, alkol dokiildii Bu
asamada DNA’nin kaynamamasma dikkat edildi. Bir kurutma kagidinin
iizerinde alkoliin uzaklastirilmasi i¢in on bes dakika bekletildi.

* DNA iizerine yeterince enjeksiyonluk su koyuldu, ¢alkalandi ve kisa bir siire
santrifiij edilip 75-80 °C’de inkiibe edildi.

+ DNA konsantrasyonu OoOlgiildiikten sonra, elde edilen genomik DNA’lar

kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

3.1.2. JAK-2 V617F NoktaMutasyonunun Saptanmasi

JAK-2 geni V617F nokta mutasyonunun Real Time-PCR Teknigi ile saptanmasi
i¢in, Light Mix kiti asagida tarif edildigi sekilde kullanilmistir. Light Mix, genomik cDNA
hedeflerinde insan DNA JAK-2 V617F genotipini saptayan bir sistemdir. Yeterli DNA
bulundugunda % 1’1 JAK-2 V617F mutant olan DNA’y1 saptama duyarliligina sahiptir.
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Light Mix sistemi, “Light Cycler Fast Start DNA Master Hybridization Probe” (Roche
Diagnostics kullanima hazir reaksiyon karigimi) ile test edilmistir.

Calismamizda, siras1 ile JAK-2 V617F’nin 165 baz c¢iftli ve genomik cDNA
hedefin 179 baz ¢iflti fragmanlar spesifik primerlerle amplifiye edildi ve Light Cycler Red
640 adli problarla saptandi. Se¢ilmis niikleik asitlerin genotipleri (genomik DNA veya
cDNA), mutant olan i¢in 61 oC’de ve wildtype (dogal tip) icin 57 oC’de saptanan ergime
egrileri ile belirlendi. 116 baz giftinden olusan ilave bir {irin, ayr1 bir reaksiyon ile
orneklerin DNA miktarin1 6lgmek ic¢in kullanildi (kantifikasyon). Uygulanan program 4
asamadan olusmaktadir.

Elde edilen veriler (DNA kantifikasyonu ve ergime egrileri) Light Cycler kilavuzu
kullanilarak analiz edildi.

Program agamalart:

1. Omegin denatiirasyonu ve enzim aktivasyonu

2. Hedef DNA’nin PCR amplifikasyonu (siklus)

3. Hedef DNA kaynakl1 PCR {iriiniinii belirleyen ergime egrisi

4. Sogutma

3.2. istatistiksel Analiz

Bu caligmada yapilan analizlerde Statistical Package for Social Sciences for
Windows Version 22 (SPSS Inc; Chicago USA) programi kullanilmigtir. Sonuglar
tanimlayici istatistikler, independent samples t test ve mann-whitney u testi ile
degerlendirildi. Korelasyon analizinde Pearson ve Sperman korelasyon testi kullanildi.

Verilerin analizinde p< 0,05 olmas1 anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

Ph kromozomu negatif MPH tanisi almis ve JAK-2 V617F gen mutasyonu
saptanmis 99 hasta calismaya dahil edildi. Hastalarin 30'u (%29) PV, 63'i (%65) ET ve
6's1 (%6) PMF taniliydi. Hastalar DSO 2008 kriterlerine gore tan1 almislard.

HASTA SAYISINA GORE DAGILIM

oPY BET oPMF

S ) by 0=30, %29)

ET (n=66, %65)

PV:polisitemia vera ET:esansiyel trombositemi PMF:primer myelofibroz n:6rnek sayisi

Sekil 3. Calismaya dahil edilen hastalarin dagilimi

PV hastalarinin 11'1 (%36,7) kadin ve 19'u (%63,3) erkek, ET hastalarinin 45'
(%71,4) kadmn ve 18'1 (%28,6) erkek, PMF hastalarinin 4 (%66,7) kadin ve 2'i (%33,3)
erkek 1idi. (Tablo 4) PV hastalarinin yas ortalamast 57,3+£13,5, ET hastalarinin yas
ortalamasi 63,4+16,2 ve PMF hastalarinin yas ortalamasi 66+15,4 idi. (Tablo 4)

Tablo 4. Calismaya dahil edilen hastalarin demografik 6zellikleri

PV / n=30 (%29) ET / n=66 (%65) PMF / n=6 (%6)
Yas (y1l) (ortalama+£SS) 57,3%13,5 63,4+16,2 66+15.,4
Cinsiyet E/K 19/11 18/45 2/4

PV: polisitemia vera ET:esansiyel trombositemi PMF:primer myelofibroz n:6rnek sayisi E:erkek
K:kadin SS:standart sapma
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PV hastalarindan <60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii

%39,2+14,4 iken, >60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii %44,5+18,6
olarak saptandi ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildi (p=0,430). (Sekil 4)
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PV hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yuku ile <60 ve >60 yas grubu arasindaki fark
istatiksel olarak anlaml degildi (p=0,430). (PV: polisitemia vera JAK 2: janus kinaz 2)

Sekil 4. PV hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile <60 ve >60 yas grubu
arasindaki fark

ET hastalarindan <60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii
%34,6+£19,3 iken; >60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiiki %39,2+19,1
olarak bulundu ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildi (p=0,362), (Sekil 5).
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ET hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yuki ile <60 ve >60 yas grubu arasindaki fark
istatiksel olarak anlamli degildi (p=0,362). (ET: esansiyel trombositemi, JAK 2:janus kinaz
2)

Sekil 5. ET hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile <60 ve >60 yas grubu
arasidaki fark

PMF hastalarindan <60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiiki %31
iken >60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii %53,2+24 olarak bulundu
ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildi (p=0,447), (Sekil 6).
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PMF hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiki ile <60 ve >60 yas grubu arasindaki
fark istatiksel olarak anlamli degildi (p=0,447). (PMF:primer myelofibroz, JAK 2:janus

Sekil 6. PMF hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile <60 ve >60 yas

grubu arasindaki fark

Tablo 5. Jak- 2 gen mutasyon yiikii ile yas arasindaki iliski

Yas/n Jak 2 V617F Mutasyon Yiikii p Degeri
<60/19 39,2+14,4

PV >60/11 44,5+18.6 p=0.4%0
<60 /24 34,6+153

ET >60 / 39 39,2419,1 =362
<60/ 1 31,0

PMF >60 /5 53,2424,06 p0.447

PV: polisitemia vera ET:esansiyel trombositemi PMF:primer myelofibroz n:6rnek

sayist JAK 2:janus kinaz 2

PV ve PMF hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile 16kosit sayisi
arasinda anlamli bir iligski saptanmadi (p>0,05). Ancak ET hastalarinda JAK-2 V617F gen

mutasyon yukii ile lokosit sayist arasinda pozitif korelasyon saptandi (r=0,336; p=0,003). (

Sekil 7)
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ET hasta grubu

R2 Linear = 0,134
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ET hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyonu ile lokosit sayisi arasinda pozitif korelasyon
saptand1 (r=0,336; p=0,003). (ET:esansiyel trombositemi JAK 2: janus kinaz 2)

Sekil 7. ET hasta grubunda JAK- 2 V617F gen mutasyon yiikil ile 16kosit sayist
arasindaki iligki

PV hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile ndtrofil, lenfosit, monosit,

eozinofil ve bazofil ve trombosit sayilar1 arasinda anlamli bir iliski yoktu (p>0,05).

Tablo 6: PV hastalarinda 16kosit dagilimi ve trombosit sayisi

PV (n=30) Ortalama =+ SS
Lokosit Sayisi 12390+5381
Notrofil 9321+956,9
Lenfosit 2069+792,9
Monosit 588+222.8
Eozinofil 297+166,9
Bazofil 99+97,7
Trombosit 523400,00+216,342

PV:polisitemi vera SS:standart sapma n:6rnek sayisi
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ET hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon ylikii ile nétrofil ve bazofil sayilart
arasinda pozitif korelasyon saptandi (sirasiyla r=0,354, p=0,004; r=0,264, p=0,037). (Sekil
8,9). JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile lenfosit sayisi arasinda ise negatif korelasyon
saptand1 (p=0,006). (Sekil 10). JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile monosit, eozinofil ve

trombosit sayilart arasinda iligki saptanmadi (p>0,05).

ET hasta grubu

R2 Linear = 0,125
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Notrofil sayisi

ET hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikil ile notrofil sayilar1 arasinda pozitif
korelasyon saptandi (r=0,354, p=0,004). (ET:esansiyel trombositemi  JAK 2: janus kinaz
2)

Sekil 8. ET hastalarinda JAK- 2 V617F gen mutasyon yiikii ile notrofil sayisi
arasindaki iliski
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ET hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile bazofil sayilari arasinda pozitif
korelasyon saptandi (r=0,264, p=0,037). (ET:esansiyel trombositemi  JAK 2: janus kinaz
2)

Sekil 9. ET hastalarinda JAK- 2 V617F gen mutasyon yiikii ile bazofil sayisi
arasindaki iliski
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ET hasta grubu
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ET hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile lenfosit sayilari arasinda negatif
korelasyon saptand1 (p=0,006). ( ET:esansiyel trombositemi JAK 2: janus kinaz 2)

Sekil 10. ET hasta grubunda JAK- 2 gen V617F mutasyon yiikii ile lenfosit sayisi
arasindaki iliski

Tablo 7. ET hastalarinda 16kosit dagilim1 ve trombosit sayisi

ET (n=63) Ortalama + SS
Lokosit Sayisi 1216044395

Notrofil 8530+1155
Lenfosit 2383+948
Monosit 7414400,8
Eozinofil 316+303,8
Bazofil 145+157,0

Trombosit 815492,06+278141,10

ET:esansiyel trombositemi  SS:standart sapma  n:6rnek sayisi
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PMF hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile monosit sayist arasinda

negatif korelasyon saptandi (p=0,20). Nétrofil, lenfosit, eozinofil, bazofil ve trombosit

sayilar1 arasinda anlanmli iliski saptanmadi (p>0,05).

Tablo 8. PMF hastalarinda 16kosit dagilim1 ve trombosit sayisi

PMF (n=6) Ortalama + SS
Lokosit Sayist 14150+6199

Notrofil 1090241485
Lenfosit 1768+703
Monosit 1154+1937
Eozinofil 216,4+£201
Bazofil 113,2+127

Trombosit 269500+186189,95

PMF:primer myelofibroz ~ SS:standart sapma  n:6rnek sayist

PV hastalarinin 26'sinda (%86,6) trombotik ve hemorajik komplikasyon yoktu,
4'inde (%13,4) derin ven trombozu, pulmoner tromboemboli, serebral enfarktiis, hepatik
ven trombozu vardi. ET hastalariin 60'inda (%95,2) trombotik ve hemorajik
komplikasyon yoktu, sadece 3'iinde (%#4,8) derin ven trombozu, pulmoner tromboemboli,
hepatik ven trombozu vardi. PMF hastalarinin higbirinde komplikasyon yoktu. PV ve ET
hastalarinda komplikasyon gelisen ve komplikasyon gelismeyen hastalar arasinda JAK-2
V617F mutasyon ylikii acisindan fark yoktu (p=0,589; p=0,177).

Dalak boyutu i¢in iist sinir1 130 cm kabul ettigimizde PV hastalarinin %68’ inde,
ET hastalarinin %46,7’sinde ve PMF hastalarinin % 75’ inde splenomegali vardi ayrica ET

hastalarinin %6,7’sinde splenektomi oykiisii vardi.



5. TARTISMA

MPH’ larda mortalite, morbidite tahmini ve en uygun tedavi secenegini
belirleyecek olan  prognostik  faktorlerdir.  Philadelphia  kromozomu  negatif
myeloproliferatif hastaliklarda tani i¢in de en degerli bulgulardan biri olan JAK-2 V617F
mutasyonu ile klinik ve laboratuvar bulgular arasindaki iligki daha 6nce calisilmistir. Biz
bu calismamizda PV, ET ve PMF hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile
prognostik faktorler arasindaki iliskiyi aragtirdik.

Calismamizda PV hastalarmin 11'i (%36,7) kadin ve 19'u (%63,3) erkek; hastalarin
yas ortalamasi 57,3£13,5 olarak bulundu. Tiirkiye’de 2009°da Akay ve ark. tarafindan
yapilan 58 hasta iceren en son calismada tani sirasindaki yas ortalamasi 61 (28-81 yil)
olarak rapor edilmisti (86). Polisitemia vera ¢alisma grubunun (PVSG) 325 hastada yaptig1
bir arastirmada ortalama yas 60 (20-85 yil) oldugu goriilmiistiir (87). Uluslararasi
Myeloproliferatif Neoplazm Arastirma ve Tedavi grubunun (IWG-MRT) 1545 PV
hastasinda ortalama yas 61 (18-95 yil) olarak belirlenmistir (88). Toplanan verilerde PV
sikliginin erkeklerde daha fazla oldugu gosterilmistir. Erkeklerde bu oran 100000°de 2,8
iken kadinlarda 100000°de 1,3 olarak saptanmistir. En fazla goriilen grup ise 70-79 yas
arasi erkek populasyondur (89). Bu bulgular literatiirle uyumluydu.

PV hastalarinda <60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiiki
%39,2+14,4 iken, >60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii %44,5+18,6
olarak saptand1 ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildi (p=0,430). Hastalarin
26'sinda (%86,6) trombotik veya hemorajik komplikasyon yoktu, 4'iinde (%13,4) derin
ven trombozu, pulmoner tromboemboli, serebral enfarktiis, hepatik ven trombozu vardi.
Komplikasyon gelisen ve komplikasyon gelismeyen hastalar arasinda JAK-2 V617F
mutasyon yiikii agisindan fark yoktu (p=0,589). Yapilan g¢alismalarda JAK-2 V617F
mutasyon pozitifligi ile yiiksek hemoglobin diizeyi, 16kosit sayis1 ve kasinti ile istatistiksel
olarak iligki saptanirken; JAK-2 V617F mutasyonu ile yas , trombosit sayist ,

splenomegali, tromboz riski, 16semik veya fibrotik doniisiim ilgili farkli istatistiksel
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sonuclar mevcuttur (90). Campbell P.J. ve arkadaslar1 PV'li hastalarla ilgili olarak
yaptiklar1 ¢aligmada JAK-2 V617F mutasyon pozitifligi ile yliksek hemoglobin diizeyi ve
16kosit sayis1 arasinda iligski saptamislar, ayni iliskiyi trombosit sayisi, hematokrit diizeyi
ve yag arasinda saptamamislar (91). Dupont S. ve arkadaglar1 PV ve ET'li hastalarla ilgili
yaptiklar1 ¢aligmada PV grubu hastalarda JAK-2 V617F mutasyon sikligint % 82,5
(179/216) olarak saptamislar. JAK-2 V617F mutaston varlig: ile yiiksek hemoglobin ve
16kosit sayisi1 arasinda istatistiksel olarak iliski saptarlarken; trombosit sayisi, hematokrit
diizeyi ve yas arasinda iligki saptamamislar (92). Lucia E. ve arkadaslar1 yaptiklar
calismada PV gurubu hastalarda JAK-2 V617F mutasyon varlig: ile yiiksek hematokrit,
16kosit ve trombosit sayis1 arasinda istatistiksel olarak iliski saptarlarken; hemoglobin ve
yas i¢in ayni iliskiyi saptamamiglar (93). Xiao Z. ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada PV
gurubu igin JAK-2 V617F mutasyon varligi ile yiiksek hemoglobin diizeyi arasinda
istatistiksel olarak iliski saptarlarken (P=0,033); yas, lokosit, hematokrit ve trombosit
diizeyleri arasinda iligki saptamamuislar (94).

JAK-2 V617F mutasyonunun PV’de prognozu koétii yonde etkiledigi belirtilmis ve
mutasyon pozitifliginin hematokrit, hemoglobin diizeylerini ve tromboza yatkinlig1
arttirdigl  gosterilmistir (95). Vannuchi ve arkadaslarinin 173 PV hastasiyla yapilan bir
calisgmada JAK-2 V617F mutasyon durumunun hematokrit ve 1okosit sayisini
arttirabilecegi, trombosit sayisinit ise azaltabilece§i goOsterilmistir. Bu calismada ayni
zamanda kasinti, tinnitus, gérme bozuklugu gibi semptomlarin, mutasyon yiikii fazla olan
hastalarda daha sik oldugu gosterilmistir(95).Literaturde bu bulgular ile ilgili farkh
sonuglarin oldugu goriildii.

Calismamizda PV hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yikii ile lokosit,
notrofil, lenfosit, monosit, eozinofil, bazofil ve trombosit sayilar1 arasinda anlamli bir iligki
saptanmadi (p>0,05). Yukarda belirtildigi gibi literaturde lokosit ve trombosit ile ilgili
farkli sonuglar goriildii ancak nétrofil, lenfosit, monosit, eozinofil sayilar1 ile ilgili
caligmalara rastlanmadi.

Calismamizda ET hastalarinin 45'1 (%71,4) kadin ve 18'1 (%28,6) erkek; yas
ortalamasi1 63,4+16,2 olarak bulundu. McNally ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada tani
koyma yas1 genis bir aralikta olsa da 50—70 yas arasinda zirve yaptig1 goriilmiis (96).
Passomonti ve arkadaslarinin yaptig: bir ¢alismada 435 ET hastasinin ortalama tan1 yast 55

olarak sonug¢lanmis (97). Fenaux ve arkadaslarinin 143 ET hastasi ile yaptiklar1 ¢alismada
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ortalama yas 60 olarak bulunmus ve kadinlarda erkeklere gore iki kat daha fazla goriildigi
tespit edilmis (77). Bu bulgular literatur ile uyumluydu.

ET hastalarindan <60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii
%34,6+£19,3 iken, >60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii %39,2+19,1
olarak bulundu ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildi (p=0,362). ET hastalarinin
60'inda (%95,2) trombotik veya hemorajik komplikasyon yoktu, sadece 3'linde (%4,8)
derin ven trombozu, pulmoner tromboemboli, hepatik ven trombozu vardi. Komplikasyon
gelisen ve komplikasyon gelismeyen hastalar arasinda JAK-2 V617F mutasyon yiikii
acisindan fark yoktu (p=0,177). Yapilan ¢aligmalarda istatistiksel olarak JAK-2 V617F
mutasyon varligi ile ileri yas, yiiksek hemoglobin diizeyi, artmis 16kosit sayis1 , tant aninda
diisiik trombosit sayisi, artmis vendz tromboz riski ve splenomegali varligi arasinda
anlamli iligki bulunmustur (98). Heller P.G ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ET'li 50
hastanin 24 iinde (%48) JAK-2 V617F mutasyonu tespit etmisler; JAK-2 V617F mutasyon
varligt ile ileri yas (p=0,001), yiiksek hemoglobin diizeyi (p=0,002), hematokrit diizeyi
(p=0,0003), trombosit sayist (p=0,03) arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
saptamiglar. Lokosit sayist ile istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit etmemisler (98).
Cheung B. ve arkadaglar1 ET'li hastalarla ilgili yaptiklar1 ¢aligmada JAK-2 V617F
mutasyon varligt ile yiiksek hemoglobin diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulmuslar; ayn iligkiyi yas, 16kosit sayisi, trombosit diizeyi ve hemotokrit diizeyi
arasinda saptamamuslar (99). Literaturde bu bulgularla ilgili farkla sonuglarin oldugu
gorildii.

Kittur J. ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada 176 ET'li hastanin 96 sinda (%355)
JAK-2 V617F mutasyonunu pozitif olarak saptamislar. JAK-2 V617F mutasyonu varlig
ile ileri yas ,yliksek hemoglobin diizeyi, yiiksek 16kosit sayisi arasinda istatistiksel olarak
anlamli iligki saptamiglar (100).Campbell P.J. ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ET'li
hastalarin % 53 iinde mutasyon pozitif saptamiglar. Hastalarda JAK-2 V617F mutasyonu
ile yliksek hemoglobin diizeyi (p<0,0001), artmis 16kosit sayis1 (p<0,0001) ve trombosit
sayist (p<0,0001) arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulmuglar (91). Xiao Z. ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ET'li 153 hastan n 122 sinde (%79) JAK-2 V617F
mutasyon saptamiglar. Ayn1 c¢aligmada mutasyon varligi ile yiiksek trombosit sayisi

arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski tespit etmisler (p=0,024) (94).
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Wolanskyj A.P. ve arkadaglart ET'li 150 hastanin 73 iinde (% 48,7) JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olarak tespit etmisler. Calismalarinda mutasyon pozitifligi ile ileri yas
arasinda (p=0,02), yiiksek hemoglobin diizeyi (p=0,0002), artmis lokosit sayist 43
(p=0,005) arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski saptamiglar (101). Vannuchi A.M ve
arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada ET'li 130 hastanin 74 iinde (%57) JAK-2 V617F
mutasyonu tespit etmisler. JAK-2 V617F mutasyon pozitifligi ile yiiksek hemoglobin
diizeyi (p=0,001), hematokrit diizeyi (p=0,0001), trombosit sayis1 (p=0,004) arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki saptamislar (102). Dupont S. ve arkadaslar1 281 ET'li
hastanin 157 sinde (%55,9) JAK-2 V617F mutasyonu pozitif olarak bulmuslar. Ayni hasta
gurubunda JAK-2 V617F mutasyon varligi ile trombosit diizeyi ve 16kosit sayisi arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski tespit etmisler (92). Literaturde bu bulgularla ilgili farkla
sonuclarin oldugu goriildii.

JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile lokosit, notrofil, bazofil sayilar1 arasinda
pozitif korelasyon saptandi (sirastyla p=0,003; 0,004; 0,037). JAK-2 V617F gen mutasyon
yiikii ile lenfosit sayis1 arasinda ise negatif korelasyon saptandi (p=0,006). JAK-2 V617F
gen mutasyon yiikii ile monosit, eozinofil ve trombosit sayilar1 arasinda iligki saptanmadi
(p>0,05). Yukarda belirtildigi gibi literaturde 16kosit ve trombosit ile ilgili farkli sonuglar
goriildii  ancak notrofil, lenfosit, monosit, eozinofil sayilart ile ilgili ¢aligmalara
rastlanmadi.

Calismamizda PMF hastalarinin 4'i (%66,7) kadin ve 2'si (%33,3) erkek, yas
ortalmas1 66+15,4 olarak bulundu. PMF hastalarindan <60 yas grubundaki JAK-2 V617F
gen mutasyon yiikii %31 iken >60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii
%353,2+24 olarak bulundu ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildi (p=0,447). PMF
hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile monosit sayisi arasinda negatif
korelasyon saptandi (p=0.20). Notrofil, lenfosit, eozinofil, bazofil ve trombosit sayilar
arasinda anlanmlr iliski saptanmadi (p>0,05).

Tefferi A. ve arkadaslar yaptiklar1 caligmada 157 PMF hastasinin 80 inde (% 51)
JAK-2 V617F mutasyonunu pozitif olarak saptamiglar. Caligmada JAK-2 VG617F
mutasyonu varligi ile klinik bulgular arasindaki iliski tayininde ileri yas ile JAK-2 V617F
mutasyon varligi arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski tespit etmisler. Cinsiyet,
hemoglobin diizeyi, 16kosit sayis1 ,trombosit diizeyi ve dalak biiyiikliigii ile anlamli iliski
saptamamiglar (103). Barosi G. ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada 304 PMF hstasinin 193
tinde (% 63,5) JAK-2 V617F mutasyonunu pozitif saptamislar. Mutasyon pozitif olgularin
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%27,6 st homozigot olarak saptanmis. Calismada yiiksek hemoglobin diizeyi ve platelet
sayist ile hetorozigot mutasyon pozitifligi arasinda; 16kosit sayist ve dalak biiyiikligi ile
homozigot mutasyon arasinda istatistiksel olarak iliski saptamislar (104). Speletas M. ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢calismada PMF li hastalarda JAK-2 V617F mutasyon pozitifligi ile
yas, hemoglobin diizeyi, 16kosit sayisi ,trombosit diizeyi ve dalak biiyiikliigli arasindaki
istatistiksel iligkiyi degerlendirmisler; JAK-2 V617F mutasyonu varlig: ile ileri yas ve
hemoglobin diizeyi arasinda anlamli iligski saptamislar (105). Xiao Z. ve arkadaslar1 142
PMF i hasta ile yaptiklar1 ¢alismada 111 hastada (% 78) JAK-2 V617F mutasyonunu
pozitif saptamislar. Calismada JAK-2 V617F mutasyonu varlig1 ile hepatosplenomegali
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki bulmuslar (P=0,001) (92). PMF hasta sayis1 az
oldugundan literatiirle saglikl bir kargilastirma yapilamadi.
Sonug olarak, PV ve ET hastalarinda JAK-2 V617F mutasyon yiikiiniin prognostik
faktorlerle iligkisinin olmadigi saptandi. PMF hastalarinda ise vaka sayist az oldugundan
saglikli degerlendirme yapilamamistir. Daha fazla hasta sayisi ile yapilacak ¢alismalara

ihtiyag¢ vardir.



6. SONUCLAR

PV hastalarinda <60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yukii
%39,2+14,4 iken, >60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii
%44,5+18,6 olarak bulundu ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildi
(p=0,430).

PV hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile lokosit, ndtrofil, lenfosit,
monosit, eozinofil ve bazofil ve trombosit sayilar1 arasinda anlamli bir iligki
saptanmad1 (p>0,05).

PV hastalarin 26'sinda trombotik veya hemorajik komplikasyon yoktu, 4'iinde
ise derin ven trombozu, pulmoner tromboemboli, serebral enfarktiis, hepatik
ven trombozu vardi. Komplikasyon gelisen ve komplikasyon gelismeyen
hastalar arasinda JAK-2 V617F mutasyon yiikii agisindan fark yoktu (p=0,589).
ET hastalarindan <60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yikii
%34,6+19,3 iken, >60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii
%39,2+19,1 olarak bulundu ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildi
(p=0,362).

ET hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon ytikii ile lokosit, notrofil, bazofil
sayilar1 arasinda pozitif korelasyon saptandi (sirasiyla p=0,003; 0,004; 0,037).
JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile lenfosit sayisi arasinda ise negatif
korelasyon saptand1 (p=0,006). JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile monosit,
eozinofil ve trombosit sayilar1 arasinda iliski saptanmadi (p>0,05). ET
hastalarinin 60'inda (%95,2) trombotik veya hemorajik komplikasyon yoktu,
sadece 3'linde (%4,8) derin ven trombozu, pulmoner tromboemboli, hepatik ven
trombozu vardi. Komplikasyon gelisen ve komplikasyon gelismeyen hastalar
arasinda JAK-2 V617F mutasyon yiikii agisindan fark yoktu (p=0,177).

PMF hastalarinin 4'i (%66,7) kadin ve 2'si (%33,3) erkek, yas ortalmasi
66+15,4 olarak bulundu. PMF hastalarindan <60 yas grubundaki JAK-2 V617F
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gen mutasyon yiikli %31 iken >60 yas grubundaki JAK-2 V617F gen mutasyon
yiikii 9%53,2+24 olarak saptandi ancak bu fark istatiksel olarak anlamli degildi
(p=0,447). PMF hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile monosit
sayist arasinda negatif korelasyon saptandi (p=0.20). Notrofil, lenfosit,
eozinofil, bazofil ve trombosit sayilar1 arasinda anlanmli iligki saptanmadi
(p>0,05).

Sonug¢ olarak, PV ve ET hastalarinda JAK-2 V617F mutasyon yiikiiniin
prognostik faktorlerle iliskisinin olmadig1 saptandi. PMF hastalarinda ise vaka
sayist az oldugundan saglikli degerlendirme yapilamamistir. Daha fazla hasta

sayisi ile yapilacak ¢aligmalara ihtiyag vardir.



7. OZET

Philadelphia Kromozomu Negatif Myeloproliferatif Neoplazilerde JAK-2 V617F
Mutasyon Yiikiiniin Prognostik Faktorlerle Iliskisi

Amag¢: Janus Kinaz (JAK-2 V617F) gen mutasyonunun tesbit edilmesi;
Philadelphia kromozomu negatif myeloproliferatif hastaliklarin patogenezi ile ilgili
mekanizmalarin  anlasilmasini, tant yoOntemlerinin gelistirilmesini ve tedavi igin
alternatifler olusturulmasini saglamistir. Yapilan c¢alismalarda; JAK-2 V617F gen
mutasyon yiikii ile Philadelphia kromozomu negatif myeloproliferatif hastaliklarin tani
anindaki yas, tromboz Oykiisii, 16kositoz, kasint1 ve organomegali gibi bazi semptom ve
bulgularin iligkisine deginilmektedir. Biz de calismamizda Philadelphia kromozomu
negatif myeloproliferatif hastaliklar olarak takip ettigimiz primer myelofibrozis, esansiyel
trombositemi ve polisitemia vera hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyon yiikiiniin;
Klinik, laboratuvar ve prognostik faktorlerle iliskisini arastirmayi amagladik. Philadelphia
kromozomu negatif myeloproliferatif hastaliklarda tedavi plan1 hastanin risk grubu temel
almarak yapilmaktadir. JAK-2 V617F gen mutasyon yiikiiniin, hastaliklarin risk grubu ile
ilikisinin saptanmasi hastalarda en uygun tedavi yaklagiminin segilmesine olanak
saglayabilir.

Gere¢ ve yontem: Calismaya Karadeniz Teknik Univeristesi Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim Dali Polikliniginde Ocak 2011 ile Subat 2015 tarihleri arasinda
degerlendirilen ve 2008 DSO tanmi kriterlerine gére 63 esansiyel trombositemi, 30
polisitemia vera ve 6 primer myelofibroz tanili toplamda 99 hasta dahil edildi. Biitiin
hastalarin periferik kan graniilositlerinde JAK2 V617F mutasyon analizi, “Light Cycler
Fast Start DNA Master Hybridization Probe” (Roche Diagnostics kullanima hazir
reaksiyon karigimi, Berlin, Almanya) ile test edilerek, Real Time (RT)- PCR (gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile gergeklestirildi.

Bulgular: ET hastalarinda JAK-2 V617F gen mutasyonu ile lokosit, nétrofil,
bazofil sayilar1 arasinda pozitif korelasyon saptandi (sirasiyla p=0,003; 0,004; 0,037),
lenfosit sayilar1 arasinda ise negatif korelasyon saptandi ( p=0.004). PMF hastalarinda
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JAK-2 V617F gen mutasyon yiikii ile monosit sayisi arasinda negatif korelasyon saptandi
(p=0.20).

Sonu¢: PV ve ET hastalarinda JAK-2 V617F mutasyon yiikiiniin prognostik

faktorlerle iliskisinin olmadig1 saptandi. PMF hastalarinda ise vaka sayis1 az oldugundan

saglikli degerlendirme yapilamamistir. Daha fazla hasta sayisi ile yapilacak caligsmalara

ihtiya¢ vardir.

Anahtar sozciikler: Myeloproliferatif hastaliklar, JAK-2 V617F gen mutasyon
yiikii, prognostik faktorler,



8. ABSTRACT

The relationship between load of JAK-2 V617F mutation and prognostic factors in
philadelphia chromosome negative myeloproliferative neoplasms

Objective: The determine Janus Kinase (JAK-2 V617F) gene mutations;
understanding of the mechanisms associated with Philadelphia chromosome negative
myeloproliferative disease pathogenesis, devoloping of diagnostic methods and creating
treatment alternatives. In studies; they touch on relationship with JAK-2 V617F gene
mutation load and age at diagnosis, thrombosis history, leukocytosis, some symptoms and
signs such as itching and organomegaly at Philadelphia chromosome negative
myeloproliferative disease. In our study, we investigated the relationship of JAK-2 V617F
gene mutation load with clinical, laboratory and prognostic factor at patients with
Philadelphia chromosome negative myeloproliferative disorders ;primary myelofibrosis,
essential thrombocythemia and polycythemia vera patients. Philadelphia chromosome
negative myeloproliferative disease treatment plans would made based on the patient's risk
group.the determining of relationship with JAK-2 V617F gene mutation load and disease
risk group may allow the selection of optimal treatment for patients.

Materials and methods :We took 99 patients as 63 essential thrombocythemia, 30
polycythemia vera and 6 primary myelofibrosis diagnosed patients at Karadeniz Teknik
Univercity Faculty of Medicine Hematology department’s polyclinic patients between
January 2011 and February 2015 according to the 2008 WHO diagnostic criteria. JAK-2
V617F mutation analysis of all patients peripheral blood granulocytes were tested with
"Light Cycler FastStart DNA Master Hybridization Probe" (Roche Diagnostics ready to
use the reaction mixture, Berlin, Germany), and performed with Real Time (RT) - PCR
(real-time polymerase chain reaction) method.

Findings: We found positive correlation between JAK-2 V617F gene mutation
load and leukocytes, neutrophils, basophils counts at ET patients ( in order of p = 0.003;
0.004; 0.037).And we found a negative correlation between JAK-2 V617F gene mutation

load and lymphocytes counts at complete blood count (p=0,004). We found negative
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correlation between JAK-2 V617F gene mutation load JAK-2 V617F and monocytes
counts at complete blood count at PMF patients (p = 0.020).

Result: We couldnt find a relationship between JAK-2 V617F mutation load and
prognostic factors at PV and ET patients. We couldnt do a healthy assesment at PMF
patients because of we had less case. There need to be studies with much more number of
patients.

Key Words: myeloproliferative diseases, JAK-2 V617F gene mutation load,
prognostic factors
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