T.C.
KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI

PATOLOJi ANABILIM DALI

ESANSIYEL TROMBOSITOZ ve POLISITEMiA VERA HASTALIKLARINDA
KEMIK iLiGi BiYOPSILERINDE Wnt YOLAK PROTEINLERININ (Wnt-

1/p-katenin/E-kaderin) DEGERLENDIRILMESI

Dr. HATICE KUCUK

UZMANLIK TEZIi

Trabzon-2011



T.C.
KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI

PATOLOJi ANABILIM DALI

ESANSIYEL TROMBOSITOZ ve POLISITEMiA VERA HASTALIKLARINDA
KEMIK iLiGi BiYOPSILERINDE Wnt YOLAK PROTEINLERININ (Wnt-

1/p-katenin/E-kaderin) DEGERLENDIRILMESI

Dr. Hatice KUCUK

UZMANLIK TEZIi

Tez Danmismani

Dog. Dr. Umit COBANOGLU

Trabzon-2011



TESEKKUR

Asistanlik egitimim boyunca tiim tecriibe ve bilgilerinden yararlanmami saglayan
basta degerli hocam Prof.Dr.Yavuz OZORAN olmak iizere tiim hocalarima , ayrica benden
ilgi ve desteklerini esirgemeyen ve bu tezin hazirlanmasinda degerli katki ve dnerilerinden
dolayr Do¢.Dr.Umit COBANOGLU’na sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica birlikte
calistigim tliim asistan,teknisyen,sekreter ve diger gorevli arkadaslara da tesekkiirii borg

bilirim.



ICINDEKILER

TESEKKUR .....cocvteereensreeresnesessssnssessssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessasssssssssssasssssssssssessesssesaes I
TCINDEKILER.......ovececterereceencnesnsesesesssssssesesessssssssssessssssssssesssesssssssssssessssssesssesssssssssssses I
SEKILLER LISTESI c.uuoucuveeereeeeeeeesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess v
TABLOLAR LISTESI c...cuouiveeiteeetieeeesesesesessesesessesesssssssssessssssssessessssssssssssssssssesesssssssssessssases A%
RESIMLER LISTESI ....cvuoviteeuiecieeeissesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssesssssssessesens VI
KISALTMALAR .....cuovteetrerrrnnsnnssssssessssessessessessessessssssssssessessessssssessessessessasssssssessessessessesses VII
1. GIRIS VE AMAC 1

2. GENEL BILGILER ......cuouoveeiteeerieeenesesnssssessssssssesessssssssesssssssssssssssssssesssssssssessssssesesses 3
2.1 HEMATOPOEZ .....ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et nessesenees 3

2.2. ERITROPOEZ ..o ses s annans 4

2.3. MYELOPOREZ ..o 5

2.4, MEGAKARYOPOEZ.........ooooioeeoeeoeeeeeeeeeeeseeseseeesss s 5

2.5. HEMAPOETIK KOK HUCRELER VE PROGENITOR HUCRELER ................... 6

2.6. ILIK SELULARITESI ......coouitiiiieeiceeeeeee e 6

2.7. KEMIK ILIGI STROMASLI ..o 7

2.8. POLISTEMIA VERA .....coooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 7
008 T B 11 o 7

2.8.2. EPIdemMIYOlOfi...ceceieeieeiiieiieeie ettt e 8

2.8.3. EHIYOLOJT evieuiieiiieiieeiie ettt ettt ettt sttt e e e e enbeeeneeenne 8

2.8.4. KIHNIK OZEIIKIET ......vvviiiiiiiiiieeeeeee e e 9

B T LY ()5 1] U0 ) LSRR 9

2.8.6. PTOZNOZ ..ttt et 10

2.9. ESANSIYEL TROMBOSITEMI ....coouiviiiiiiiiieieieeeee e, 10
S B TR I 1 ' o SRR 10

2.9.2. EPIAemMIYOLO]i...ccccurieiiiieeiiieeciieeeiie e siee et e et e et e e e e et e et e e saae e e e snaeeenes 11



B TG T )0 (0] USSP SRS 11

2.9.4. KINiK OZEIIKIET ...cuveiiiiiiiiieiece e 11

2.9.5. MOTTOLOJT 1ttt et ettt 11

2.9.6. PTOZNOZ ..ttt ettt ettt ettt st eanee e 12

2.10. KEMIK ILIGI SINYAL YOLAKLARI VE JAK2 MUTASYONU...................... 12
2.10.1. JAK2 VOI7F MULASYONU ......eeviriiiniiniinieeiieiieteniestestesse et eie et eae e sae e 12
2.10.2. Wit SInyal YOIaZ1...coceevuiiiiniiiiiiiiteieccreee et 13

« MATERYAL METOD ...ucouiiiiiineiininninrininsensensnsssissessissesseesssssssasssssssssssssssssssssssssessesass 17
BULGULAR ...cuiiticiitinnictesnensnecssissecssissssssesssessssssesssessssssssssessssssssssessasssassssssssssasssssss 19
TARTISMA ...uouiiiirintinninininnnnssnesssssessessessesssssasssssssssessesssssssssssssssssssssesssssessssssssssssssass 27
SONUCGLAR ....ucouiiinintininiininississississessissississssssessssstssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssassasss 30
OZET ..uuouiiriiiieinnsnisnissinissessessssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssesssssssasss 31

« SUMMARY ucitiiriiininnnsninsncsnissecssnssnsssesssessesssessssssssssesssessassssssssssssssasssessassssssssssssssasssess 32
 KAYNAKLAR ctiitinnineninnenesinessississesssssssssssssessessssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssaes 33

III



SEKILLER LISTESI

Sekil 1: JAK?2 sinyal yolagi ..................

Sekil 2:Wnt -B-katenin standart yolagi

Sekil 3: Wnt -B-katenin- E-kaderin yolagi .......c.cccveviiiiiiiiiiiiiciecieeteee e

IV



TABLOLAR LiSTESI

Tablo:1 ET, PV ve kontrol grubu olgularinin immiinhistokimya sonuglari..........cc.ccccceeneen. 19
Tablo:2 PV olgularinin Wnt ile boyanma SONUGIArt ............coceevueriiniiiiniieniininieeeeee 19
Tablo:3 PV olgularinin E-kaderin ile boyanma sonuglart ............ccoceeeevenieneninenceenee 20
Tablo:4 PV olgularinin B-katenin ile boyanma sonuglari.........cccceecveeeeiieerieeecieecieeeeeeene 20
Tablo:S ET olgularinin Wnt ile boyanma sonuglart ............coceeveriereininieneenenieneciceienenne 20
Tablo:6 ET olgularinin E-kaderin ile boyanma sonuglart ............cccoceevervieniineniienienicnienenn 20
Tablo:7 ET olgularinin B-katenin ile boyanma sonuglart...........oceeeeveevienienenienceneeienee 21
Tablo:8 Kontrol olgularinin Wnt ile boyanma sonuglari............cccoeecvveeeiieecieeecieeeieeeeeee 21
Tablo:9 Kontrol olgularinin E-kaderin ile boyanma sonuglart...........ccccoevveniiiiiiniinenin. 21
Tablo:10 Kontrol olgularinin B-katenin ile boyanma sonuglart ............coceveeverienieneniennne 21
Tablo:11 ET, PV ve kontrol grubu olgularinin Wnt-1 ile boyanma sonuglari........................ 22
Tablo:12 ET, PV ve kontrol grubu E-kaderin ile boyanma sonuglari .............ccccceeuveeennnnnne. 22

Tablo:13 PV olgularinin eritroid seride Wnt-1, E-kaderin ve f-katenin ile boyanma

SOMUGIATT ....evtii ettt et e et e et e e et e e e taeeeaseesaraeeeaseeesnsaeenanes 23

Tablo:14 ET olgularinin megakaryositik seride Wnt-1, E-kaderin ve p-katenin ile

bOYanmMa SONUGIATT .......eeeuiieeiiieceeece e e et e e s 23



RESIMLER LISTESI

Resim 1. PV olgusunda megakaryopoez ile birlikte hiperseliiler goriiniim (HE X100) ....... 24

Resim 2. ET olgusunda hiperlobiile goriiniimde, belirgin artis gdsteren megakaryositler

ve hiperseliiler kemik iligi ( HE X100) ...ccoooviiiieiiiiniieieeieeeeeeeee e 24
Resim3. Kontrol grubu normoseliiler kemik iligi (H.E X100)........cccccceviieviiieiiiieiiieeiens 25
Resim 4. PV olgusunda megakaryositlerde stoplazmik Wnt-1 pozitifligi (IHKX200)......... 25
Resim 5. ET olgusunda Wnt-1 ile megakaryositlerde stoplazmik pozitiflik (IHKX200).....26

Resim 6. ET olgusunda eritroid seride E-kaderin ile membrandz pozitif boyanma

(THKIX200) ..o eee s eeseeeeses s ees e essesesess e eees e seeseseessseeeeseeeees 26

VI



KISALTMALAR

JAK2-kinaz Janus kinaz

PV Polisitemia vera

ET Esansiyel trombositoz

MPN Myeloproliferatif neoplazi
KML Kronik myeloid 16semi

KNL Kronik nétrofilik 16semi

DSO Diinya Saglik Orgiitii

IHK Immiinhistokimya

KIMF Kronik idiyopatik myelofibrozis
CFU-S Koloni olugturan birim

VII



1. GIRIS VE AMAC

2008 Diinya Saghk Orgiitii (DSO) siniflamasina gore myeloproliferatif
neoplazmlar (MPN) 7 gruba ayrilmaktadir (1).

1-Kronik myeloid 16semi (KML)(BCR-ABL-1 pozitif)
2-Kronik nétrofilik 16semi (KNL)

3-Polisitemia vera (PV)

4-Esansiyel trombositoz (ET)

5-Kronik eozinofilik 16semi (KEL)

6-Mastositozis

7-Smiflandirilamayan myeloproliferatif neoplaziler

MPN, bir veya birden fazla myeloid kokenli hematopoetik kok hiicrenin
(graniilosit, eritrosit, mast hiicresi) proliferasyonundaki bozuklukla karakterizedir. Siklikla
eriskinlerde 5 ve 7. dekad arasinda goriiliir. PV, kemik iliginde eritroid seride daha belirgin
olmak tizere myeloid ve megakaryositik serilerde artis, vendz ve arteriyel trombozlarin
eslik ettigi klonal myeloproliferatif bir hastaliktir. Cogu olgu sporadik olup nadiren bazi
ailelerde kalitimsal gecis bildirilmistir. ET, multipotent kok hiicreden kaynaklanan kronik
myeloproliferatif bir bozukluktur. Trombosit sayisinda belirgin artis  vardir.
Megakaryositlerde devamli proliferasyona bagli dolasimdaki trombositlerin sayisi artar.
Hastalik tipik olarak kemik iliginde megakaryosit hiperplazisi ve splenomegali ile
karakterizedir. MPN patogenezinde 6zellikle PV ve ET tablosunda Janus kinaz 2 (JAK2)
geninde gelisen JAK2 V617F somatik mutasyonu bildirilmistir. JAK2 mutasyonuna ek

olarak trombopoetin reseptor gen mutasyonu MPN tanisinda 6nemlidir (2).

Hematopoetik kok hiicreler kendiliginden yenilenir ve bu siirecte mikrogevre
etkilesimi onemlidir. Kendiliginden yenilenme, dis c¢evresel uyaranlarla aktive olur ve
farklanma icin intrensek faktorlerle koordinasyon ic¢indedir. MPN’lerin koken aldig:
hematopoetik kok hiicrenin gelismesinde de (proliferasyon ve farklanma) gesitli yolaklar

mevcuttur. Bu yolaklar icinde Wnt sinyal yolagi , ScF/c —kit sinyal yolagi, Notch sinyal
1



yolagi, HOX sinyal yolag1 ve EPO sinyal yolagi yer almaktadir. Wnt sinyal yolaginda
Wnt-1/B-katenin/E-kaderin proteinleri bulunmaktadir (1,2). Calismamizda hematopoetik
kok hiicre kokenli PV ve ET tablolarinda Wnt sinyal yolaginda normal kemik iligi
dokusuna kiyasla degisiklik olup olmadig1 ve patogenezdeki olasi roliinlin arastirilmasi

amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 . HEMATOPOEZ

Kanin sekilli elemanlariin olustugu bir siirectir. Prekiirsor hiicre kiimeleri veya
adalar1 siniizoidler aracilifi ile kan dolagimina girer. Periferik kandaki normal hiicre
popiilasyonu kemik iligindeki hematopoetik dokular tarafindan saglanir. Kemik iliginde
eritrosit, graniilosit, trombositler yam1 sira kokeni mezenkim olan fibroblastlar,

osteoblastlar, mast hiicreleri ve osteoklastlar da yer alir (3).

Dogumda ilik mesafesini hematopoetik hiicreler olusturur. Dogum ile birlikte
iskelet sistemindeki biitiin ilik mesafesi hematopoetik aktivite gosterir. Tim hematopoetik
hiicreler hemen, hemen bir yasina kadar terminal falankslarda yag hiicreleri tarafindan
degistirilir. ilik dort yildan sonra kemik iligi bosluklarinda hematopoetik hiicreler arasinda
artan sayida goriliir. Hematopoetik hiicreler on-on dort yaslar arasinda uzun kemiklerin
orta saft kisminda yag hiicreleri ile yer degistirir. Daha sonra nonhematopoetik sar1 ilik
kemik dokusunda proksimal ve distal bolgeye yayilir. Proksimal yayilim distal yayilimdan
daha yavas olur. Uzun kemiklerde yaklasik yirmibes yasina kadar kirmiz1 ilik mevcuttur
(humerus ve femurun proksimal g¢eyreginde hematopoetik ilik bulunur ). Yetiskinlerde
hematopoezin diger yapim yerleri sirastyla kafatasi, kaburga, klavikula, skapula, sternum,
vertebra ve pelvistir. [htiyaca gére hematopoez uzun kemiklerin saft kisminda dahi yapilir.
Hematopoetik hiicrelerin émiirleri siirli oldugu i¢in siirekli olarak olgun kan hiicrelerine
doniistiiriilmeleri  gerekir. Mikrosiirkiilasyondaki degisikliklere bagli olarak ilik
mesafesindeki yag oranindaki miktarda artis veya azalisa gore kirmizi ilikte bir genigleme
olur. Bazi durumlarda hematopoeze karaciger, dalak ve lenf nodlar1 destek olan organ ve
dokulardir. Normal kemik iligi hiicre popiilasyonundaki ¢ogalma Ki67 ve PCNA
antikorlarmin kullanmimi ile tesbit edilir. Oncii hiicrelerin kendi kendine yenilenmesi
yoluyla, puliripotent kok hiicrelerin bdliinmesiyle eritropoez, graniilopoez, monosit,

lenfopoez ve megakaryositler olusur (4).

Kemik iligi lenfopoez ve plazma hiicre matiirasyonunu destekler. Kok ve
progenitdr hiicreler morfolojik tekniklerle ( histokimya ve inmiinhistokimya ) taninmazlar

ve biyopsi kesitlerinde goriilmezler.



Kemik iligi iki komponent igerir:

1. Parankim: Prekiirsér ve tiim matiirasyon evrelerindeki kirmizi hiicreler, beyaz

hiicreler ve megakaryositleri igerir.
2. Stroma: Yag hiicreleri, histiositler, fibroblastlar ve kan damarlart (5-8).
2.2. ERITROPOEZ

Eritropoez gelismekte olan embriyoda gestasyonun 12-19. giinlerinde yolk
kesesinde kirmizi kan adaciklar1 seklinde baslar. Bunlar ilk primitif hiicrelerdir ve
eritropoez gestasyonun 12.haftasina kadar siirer.Yolk kesesinde eritropoez intravaskiiler ve
megaloblastik tip olarak ortaya cikar. Yolk kesesinde hematopoezin erken déneminde
megakaryositler ve graniiler 16kositler goriilebilir. Gebeligin yaklasik 8.haftasinda kan
adaciklarinda gerileme baslar. Cekirdekli kan hiicreleri azalmaya baslar ve gebeligin 12-

15. haftalar1 arasinda dolagimdan kaybolur (9).

Karaciger eritropoezin diger bir yapim yeridir. Gestasyonun 6. haftasinda karaciger
siniizoidlerinde eritropoez goriilmeye baslar, 6 aya kadar ¢ekirdekli eritrositlerin %50’sinin
yapimini  karaciger istlenir. Eritroblastlar karaciger parankiminde ekstravaskiiler alan
icinde baslangicta megaloblastik tipte olusur ve daha sonra makronormoblastik hale

doniistir.

Fetal hepatik eritropoez ve hemoglobinler c¢ekirdeksiz makrositik kirmizi
hiicrelerdir. Karacigerde kirmizi kan yapimi 6.aydan sonra azalarak dogumdan sonra
1.haftaya kadar devam eder. 6. aydan sonra major fetal hematopoez yeri kemik iligidir.

Gestasyonun 7. ayindan sonra myeloid/eritroid oran1 V4’ tiir .

Eritroblastlarin inmatiir ve matiir ¢ekirdekli formlar kiiciik ve biiylik adalar halinde
bulunur. Bunlar yapilarinda bulunan Hb ve glikoforin antikorlarina gore taninirlar. Bu
adalarin ¢evresinde veya orta kisimda hemosiderin niikleer debri bulunan stoplazmik émrii
uzun olan makrofajlar bulunur. Makrofajlarin kirmizi hiicre yapiminda destekleyici rolii

vardir. Myeloid/eritroid oran1 yaklagik 2/1 dir (9).



2.3. MYELOPOEZIS

Graniilositik seriyi nétrofil, eozinofil, bazofil ve mast hiicreleri olusturur. Kemik
iligi kesitlerinde myeloblast, promyelosit, metamyelosit, bant ve segmentli formlari
tanimlanabilir. Graniilositik seri paratrabekiiler ve periarterioler bolgeler de gelisim

gosterir ancak prekiirsorleri kemik iliginin her yerinde dagilmis olarak bulunur.

Notrofil ve eozinofilik graniiller erken myelosit gelisim doneminde dahi taninirlar.
Olgun bazofiller seyrek olarak goriiliirler. Bunlar daha biiylik ve daha koyu kirmizi
boyanirlar. Normal sartlarda graniilopoez ¢ok etkilidir ve iiretilen biitiin hiicreler hemen
hemen dolasima katilirlar. Matiir graniilositler damar endotelindeki siniizoidlere migrasyon
gosterirler. Myeloid hiicreler CD15, CD13, CD33 pozitiftir, ayrica myeloperoksidaz ve
CD34 eksprese ederler. Myeloperoksidaz ile premyelositik evrede azurofilik graniiller

gosterilebilir (10).
2.4. MEGAKARYOPOEZ

Bunlar normal kemik iligindeki genis hiicrelerdir. 12-150 mikrometre arasinda

degisen boyutta ve degisen niikleer konfigilirasyonda goriiliir.
3 agamada tanimlanirlar:

1. Megakaryoblast:15-20 mikron, oval veya bobrek seklinde niikleus ve bazofilik

stoplazmalidirlar.

2. Promgakaryosit :Stoplamalar1 az bazofilik, graniilleri periniikleer bdlgede

bulunur.
3. Matiir megakaryosit: Eozinofilik stoplazma ve degisen derecede graniil igerir.

Niikleus kaba serebriform ve siklikla multilobiiledir (11).



2.5. HEMAPOETIK KOK HUCRELER VE PROGENITOR HUCRELER
Hematopoetik kok hiicreler iki kategoride incelenir:

1. Erken prekiirsor hiicreler: Morfolojik olarak taninamazlar, fonksiyonel testlerle

taninirlar.
2. Morfolojik olarak taninabilen prekiirsor hiicreler,

Hematopoetik kok hiicreler pluripotent ve multipotent kok hiicreleri igerir. Bunlar;
eritrositler, graniilositler, monositler, trombositler, osteoklastlar, mast hiicreleri ve lenfoid

kok hiicreleri igerir .

Yukarida belirtilen multipotent kok hiicreler ve lenfopotent kdk hiicreler erken
progenitor hiicreler olarak kabul edilir. Multipotent kok hiicre letal dozda isimlanmis
farelere enjekte edildiginde makroskopik olarak goriinlir koloniler dalakta olusur. Bu

nedenle kok hiicreler koloni olusturan birim olarak adlandirilir ( CFU-S ) (3).

Saglikli yetiskinlerde miyeloid kok hiicreler uzun bir GO veya G1 fazinda istirahat
halinde kalir. Ihtiya¢ halinde prolifere olurlar. Miyeloid kok hiicreler farkli olgun
hematopoetik progenitér kok hiicrelerin ¢ogalmasini saglarlar. Kok hiicreler hematopoez
yetenegine sahip ilk hiicrelerdir. Kendini yenileme ve multilineer farklilagma potansiyeline
sahiptir. Pluripotent kok hiicreler kademeli olarak myeloid ve lenfoid hiicrelerin
onciillerine smirlt oranda doniigiir. Normal hematopoetik kok hiicreler kendiliginden
yenilenme yoluyla olusurlar ve mikro ¢evrelerinden etkilenirler. Eksternal uyarilarla aktive
olurlar ve akibetleri intrensek faktorlerle koordinelidir. Bunlar SCF, LIF, BMP/TGF-Beta,
IL-3, IL-6, Flt3—ligand, TPO, Wnt proteinleri, Notch-ligand (Jaggedl),Anjiopoetin-1, Ca
yani sira HOXB4 protein, PGE2, ve retinoik asit gibi hematopoetik biiylime faktorlerini
icerir. Kendini yenileme p18 ve p21 inhibitorleri, p5S3, PTEN ile oldugu kadar c-myc hiicre

diizenlemesiyle de olusur (12).
2.6. ILIK SELULARITESI

Kemik iligi yag dokusu ve hematopoetik doku olmak iizere iki ana bilesenden
olusur. Bu iki dokunun miktar1 goreceli olarak degisir. Kemik iligi yag dokusu ve

hematopoetik doku miktarina gore 3 gruba ayrilir;



[-Normoseliiler kemik iligi: Esit oranda hematopoetik ve yag hiicresi igeriri veya

hematopoetik hiicre biraz daha fazla olabilir.
[I-Hiposeliiler kemik iligi: Hematopoezde azalma, yag hiicrelerinde artis olur.

[II-Hiperseliiler kemik iligi: Yag hiicresinde azalma ,hematopoetik hiicrelerde artis

gozlenir.

Ilerleyen yasla birlikte trabekiiler kemik miktarinda ve hematopoezde bir azalma
meydana gelirken subkortikal bolgede , 6zellikle yag hiicrelerinde bir artis olur. Buna bagl
olarak yasliharin kemik iliginde lenfosit, plazma ve mast hiicrelerinde normal bir artig

goriiliir (13).
2.7. KEMIK iLiGi STROMASI

Kemik iliginde stroma hematopoez icin gerekli olan catiy1 olusturur. Retikiiler
hiicreler, yag hiicreleri, fibroblastlar, fibriller, kan damarlarini ,siniizoidleri iceren genis bir
catidan olusur. iliak kemik biyopsisinde yag hiicreleri ilik hacminin yaklasik iigte birini
olusturur. Retikiiler hiicreler makrofajlar, endosteal hiicreler, fibroblastlar, osteoblastlar
mezenkimal elementler, endotel ve adventisyal hiicreler arasinda yakin iliski vardir.
Omegin myeloid biiyiime faktdrii osteoblastlarin paratrabekiiler yerlesimine katkida

bulunur.

Genis c¢ekirdekli, genis retikiiler hiicrelerin fibroblastlardan ayirimi1 zordur.
Fibroblastlar kan damar1 ve endostiumu olusturan retikiiler lifleri {iretir. Proteinler stromal
hiicreler tarafindan iiretilen c¢esitli komponentlerden olusur. Bunlar kan elemanlarini
diizenleyen adezyon molekiil, kollajen, fibronektin, vitronektin, proteoglikan, biiyiime

faktorleri ve diger faktorlerdir(3,14).
2.8. POLISTEMIA VERA
2.8.1. Tanim

Ik kez 1892 yilinda Vaquez tarafindan tanimlanan klonal, kronik, progressif bir
myeloproliferatif hastalik olarak tanimlanmustir.  Genellikle sinsi  baslangichdir.

Eritrositlerde ve total kan voliimiinde mutlak artis ile karakterizedir.



Normal eritropoez mekanizmalarindan bagimsiz olarak artan, asir1 kirmizi kan
hiicresi ile karakterli bir hastaliktir. Hemen hemen tiim hastalarda sadece eritroid seri degil
graniilositik ve myeloid seride ¢ogalmaya neden olan JAK kinaze geninde JAK2 V617 F
somatik mutasyonu saptanir. PV’li hastalarda c¢esitli kromozomal bozukluklar
tanimlanmistir. Hastalarin yaklasik %20’sinde tan1 aninda sitogenetik anormallikler vardir.
En sik kromozom 20°‘nin uzun kolunda delesyon goriiliir. Ayrica trizomi 8 ve 9, del (13q)

ve del (1p) de goriilebilir (1).
PV ‘nin 3 evresi tanimlanmustir:
1. Prodromal polisitemik faz : Orta derecede eritrositozisle karakterlidir

2. Asikar polisitemik faz : Belirgin sekilde artan kirmizi kan hiicreleri ile

karakterlidir

3. Post polisitemik myelofibrozis fazi : Sitopeni, anemi, inefektif eritropoez,
kemik iliginde fibrozis, ekstramediiller hematopoez ve hipersplenizm ile
karakterlidir. PV diisiik bir insidansla myelodisplastik sendrom, prelésemik faz
veya akut 16semiye progresyon gosterir. Tiim vakalarda sekonder eritrositoz,

kalitimsal polisitemi ve diger myeloproliferatif neoplaziler ekarte edilmelidir

(D).
2.8.2. Epidemiyoloji

PV’nin bildirilen yillik insidansi ileri yagsla birlikte artar ve Avrupa ve Kuzey
Amerika’da insidans 0.7-2.6/100000 arasinda degisir. Cogu raporda erkeklerde

kadinlardan biraz daha sik olarak goriildiigii bildirilmistir. K/E oran1 1-2:1 arasinda degisir

(15).
2.8.3. Etiyoloji

Altta yatan neden ¢ogu durumda bilinmemektedir. Bazi ailelerde genetik yatkinlik
oldugu rapor edilmistir. Iyonize radyasyon ve mesleki olarak toksinlere maruz kalma bazi

hastalarda rapor edilmistir (16).



2.8.4. Klinik o6zellikler

Major semptomlar artan kan kitlesinin neden oldugu hipertansiyon ve vaskiiler

anormalliklerdir. Yaklagik 20 hastada arteryal tromboz, derin ven trombozu, myokardiyal

iskemi ya da inme PV nin ilk belirtisi olarak rapor edilmistir (17).

2.8.5. Morfoloji:

Morfolojik bulgular hastalarin kemik iligi biyopsi bulgulari ile korelasyon gosterir.

Ayrica klinik ve laboratuar bulgulart ile yakin iliskilidir . Hatta myeloproliferatif

neoplazilerin alt tipleri ve sekonder polisitemiden ayiracak kadar 6zgiil bulgular1 vardir.

Hastalik iki asamada meydana gelir:

1.

Erken polisitemik faz ve asikar polisitemi

2. Spent faz ve post polisitemik myelofibrozis

1.

Erken polisetmik faz ve asikar polisitemi: Prepolisitemik faz ve asikar
polisitemi evresinde kan ve kemik iliginde eritroid, graniilosit ve
megakaryositlerde etkili proliferasyon vardir yani kemik iliginde panmyelozis
vardir. Panmyeloziste Ozellikle eritroid Onciileri ve megakaryositlerde artig
gozlenir. Kirmizi kan hiicreleri normokrom ve normositik 6zelliktedir. Kanama
nedeniyle demir eksikligi olursa kirmizi kan hiicreleri hipokrom mikrositer
goriintim alirlar. Noétrofili ve nadiren bazofili olur. Nadiren asikar polisitemik
fazda inmatiir graniilositler olabilir fakat dolagimda blastlar genellikle
bulunmazlar. Myeloblast oran1 artmaz. Erken faz polisitemide %15 vakada
asikar trombsitoz olur ve esansiyel trombositozu taklit eder. Bu gibi durumlarda
daha sonra asikar polisitemik faz gelisir. Erken faz PV’de ilk sirada
megakaryositik seride artig goriiliir ve fazla artan trombosit morfolojilerinde
hiperlobulasyon gibi anormallikler olur. Panmyelozis erken polisitemik fazda
asikar polisitemik fazdan daha belirgindir. Erken PV ve ET klinikleri benzerdir
ve ikisinin ayirimi panmyelozis ile olur. Zira ET’de oldugu gibi erken PV’ de
megakaryositoz olur. Megakaryositler gevsek kiime olusturma egilimindedir

yada kemik trabekiilerine yakin yerlesirler. Bunlar genellikle farkli boyutta ve
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ileri derecede pleomorfiktirler. Hastalarin %80°de normal bir retikiilin ag1
bulunur geri kalaninda retikiilin aginda artis gozlenir. Bazen tami sirasinda
hastaligin evresine bagli olarak hafif fibrozis mevcuttur. %20 vakada kemik
iliginde lenfoid agregatlar goriilir. Normal kemik iligi seliilaritesi %35-100
arasinda degisir (ortalama %480). Bu oran yasa bagl degisiklik gosterir. Bu

vakalarda kemik iligi hiperseliilerdir (1).

Spent faz ve post polisitemik myelofibrozis fazinda eritropoezde progresif bir
azalma goriiliir. Sonug olarak kirmizi kan kitlesi 6nce normallesir, sonra azalir
ve dalak ekstramediiller hematopoeze bagli olarak daha fazla biiyiir.periferik
kanda 16koeritrobalstik kirmizi kan tablosu ,g6z yas1 hiicreleri ve poikilositoz
goriiliir. Hastaligin progresyonunda kemik iliginde fibrozis gelisir. Terminal
donemde hiicresellik degiskendir ancak spesmenlerde hiposeliilarite sik goriiliir.
Megakaryositler kiime yapar, hiperkromazi ve pleomorfizm belirgindir.
Eritropoez ve graniilopoez miktarinda azalma ve bazen bir miktar megakaryosit
genisleyen ilik sinuzoidlerinde goriliir. Osteosklerozis dahi gelisebilir.
Olgunlagmamis hiicrelerin sayisinda artis olur. Kemik iligi veya periferik
kandan blast oraninin %10’nun iizerinde olmasi myelodisplastik sendrom

lehinedir (1,18-21).

2.8.6. Prognoz

Ileri yas ve diger risk faktdrlerine ragmen tedavi ile ortalama yasam siirelerinin 10

yilin {izerinde oldugu rapor edilmistir. Cogu hasta Oliimleri kanama veya trombozise

baglidir,%20 kadar hasta myelodisplazi veya akut myeloid 16semiye yenik diiser (22).

2.9. ESANSIYEL TROMBOSITEMIi

2.9.1. Tanim

Esansiyel trombositemi myeloproliferatif neolazmlar i¢inde yer alir. Primer olarak

megakaryositer seriyi ilgilendiren bir hastalik grubudur. Kanda trombositler 450000

tizerindedir. Kemik iliginde megakaryositlerde artis mevcuttur. Klinikte tromboz ve/veya

kanama epizotlar1 goriiriiliir. ET tanis1 i¢in bilinen bir biyolojik isaretleyici yoktur

trombositoz yapan diger nedenler, inflamatuar ve infeksiydz hastaliklar, diger tip
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hematolojik ve nonhematolojik hastaliklar ekarte edilmelidir. BCR-ABLI1 flizyon geninin
varligr taniyr diglar. %40-50 vakada JAK kinaz geninde mutasyon vardir. Hastalarin
tedavilerinin tayini i¢cin onemlidir. Molekiiler veya sitogenetik olarak bilinen spesifik bir
anomali yoktur. %40-50 vakada JAK 2kinaz veya benzer fonksiyonel anomaliler vardir

(1,23-24)
2.9.2. Epidemiyoloji

Gergek insidansi bilinmemektedir. Ancak PV i¢in yapilan ¢aligma gruplarinda 0,6-
2,5/100000 oraninda saptanmistir. Goriilme yas1 50-60 yastir. Ancak 6zellikle kadinlarda
2. pik 30 yasinda olur. Az siklikta ¢gocuklarda goriiliir ancak herediter trombositozdan ayirt

edilmelidir (25) .
2.9.3. Etiyoloji:
Etiyolojisi bilinmiyor.
2.9.4. Klinik ozellikler

Hastalarin yaridan fazlasi asemptomatiktir. Rutin ¢aligsmalarda periferik kandaki
asikar trombosit artis1 ile tesadiifi fark edilirler. Kalan hastalar vaskiiler okliizyon veya
hemoraji ile fark edilirler. Hastalarda mikrovaskiiler okliizyon, transiskemik atak, dijital

iskemi, paraestezi ve gangren goriiliir. Major arter ve venlerde belirgin okliizyon olur (26).
2.9.5. Morfoloji:

Periferik kanda belirgin trombositoz goriiliir. Trombositlerde sik¢a anizositoz,
kiicilme veya biiylime, dev trombosit olusumu goriiliir. Lokosit sayis1 genellikle normal
olsada bazen orta derecede bir yiikselme olabilir. Bazofili yok veya minimal derecede
gorilir. Kirmizi hiicreler genellikle normositer, normokrom goriintimliidiirler. Ancak kan

kaybi gelisirse demir kaybina bagli hipokrom mikrositer hal alirlar.

Cogu vakada kemik iligi normoseliiller veya hafif hiperseliiler gortinimliidiir.
Kemik iliginde genis stoplazmali, biiyiik boyutlu hiperlobiile megakaryositler mevcuttur.
Megakaryositler kemik ilig boyunca daginik ama gevsek kiimeler halinde bulunurlar. ET
tanist olan hastada primer myelofibrozisteki gibi son derece atipik megakaryositler varsa

ET tanist sorgulanmalidir. ET de genis hiperlobiile ve orta boyutlu monolobiile
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megakaryositlerin varligi 5q delesyonu ile iliskilidir (27-29).
2.9.6. Prognoz

ET uzun semptomsuz donem ile karakterize yavas seyirli bir hastaliktir. Zaman
zaman hayat1 tehdit eden tromboembolik ve hemorajik ataklar olur .Her ne kadar bir siire
sonra hastalarin kemik iliginde myeloid metaplazi, myelofibrozis gelisirse de bu
mekanizma tam olarak bilinmemektedir. Sitotoksik tedaviye bagli %5 hastada Akut
myeloid 16semi veya Myelodisplastik sendrom transformasyonu goriiliir. Ortalama yasam
stiresi 10-15 yil olarak rapor edilmistir. Pek ¢ok hastada yasam siiresi normale yakindir
(30).

2.10. KEMIK iLiGi SINYAL YOLAKLARI VE JAK2 MUTASYONU
2.10.1. JAK2 V617F Mutasyonu

9.kromozomda bulunan Janus kinaz 2 (JAK2) geninde meydana gelen JAK2
V617F somatik mutasyonu, PV ve diger myeloproliferatif hastaliklarda gosterilmis olup
nadiren myelodisplastik sendromlarda, akut myeloid I6semi, sistemik mastositoz ve
hipereozinofilik sendromda da goriilebilmektedir. JAK2 normal ve neoplastik hiicrelerde
bulunur ve eritropoetin gibi hematopoetik biiyime faktorleri tarafindan uyarilan sinyal
iletim sisteminde yer alan sitoplazmik tirozin kinazdir. Valin yerine fenialanin
mutasyonunun (Val 617F) gelismesi ile meydana gelir. JAK kinaz proteinler transfer
alaninda iki adet fosfat bulundurur. STAT transkripsiyon faktorleri dikkate alinarak
JAK/STAT yolu olarak adlandirilirlar (Sekil 1) (31-32).
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Sekil 1: JAK?2 sinyal yolagi

2.10.2. Wnt Sinyal Yolag:

Wnt ailesi tarafindan salgilanan glikoproteinler 6zellikle mezodermal kokenli

hiicrelerin kaderinin belirlenmesinde onemli yer alir. Wnt ailesi sekrete ettigi proteinleri

blinyesinde barindirir. Son zamanlarda ortaya ¢ikan yeni bir reseptor ligand ¢ifti olan Wnt

ailesi tarafindan salinan glikoproteinler Frizzled ailesi ve LDL- reseptor iliskili

transmembran proteinlerince baglanirlar. Wnt proteinleri en az ii¢ intraseliiler sinyal

yolagini tetikleyebilir:
1. Standart (canonical) B-katenin yolagi
2. Standart olmayan kalsiyum yolag:

3. c-Jun N-terminal kinaz yolagi

B —katenin, standart Wnt yolaginin merkezi oyuncusudur. Wnt sinyal yoklugunda

—katenin yikim kompleksi olarak adlandirilan protein kompleksi ubiqualitasyonla

ayrigtirma yapar. Reseptoriine baglanan Wnt proteini B-kateninin ayrismasina engel olur ve

B-katenin stoplazmada birikir. Daha sonra B-katenin niikleusa iletilir ve transkripsiyon
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faktorleri olan Lenfoid Enhacing Binding / T-cell transkription faktor ile B —katenin
kompleksi olusur. Bu kompleks olusumu niikleusta hedef genlerde translokasyonun
aktivasyonunu uyarirlar (Sekil 2). Wnt-1, Wnt-5a, Wnt-2b ve Wnt-10b insan fetal kemik

stroma hiicrelerinden klonlanmistir (33).

Son zamanlarda yapilan in-vitro c¢alismalarda Wnt iizerinden olusan
sinyalizasyonun hematopezin kaderini belirledigi gosterilmistir. Wnt proteinleri omurgali
ve omurgasizlarin gelisim siireclerini etkileyen biiylik bir sinyal yolak ailesini olustururlar.
Wnt sinyal yolunun hematopoetik sistem iizerindeki etkileri kismen biliniyor olmasina
ragmen ¢esitli organlarin gelisiminde 6nemli rolii vardir. Fetal hematopoez sirasinda Wnt
proteinleri 6zellikle Wnt 5a-Wnt-10b yolk salk ve karacigerde eksprese edilir, embriyoda
hematopoez her ikisinde de meydana gelir. Wnt 3A proteini hemapoetik kok hiicrelerin
kendini yenilemesinde Onemlidir. Bu genler karsinogenez ve embriyogenez sirasinda

bir¢ok hiicre kaderinin belirlenmesinde énemli rol oynar (34).

INACTIVE ' ACTIVE

LRP5/6

Cytoplasm

Degradation

Nucleus

Sekil 2:Wnt -B-katenin standart yolagi
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B-katenin Wnt sinyal yolagimin bir bileseni olan stoplazmik bir proteindir. Wnt
uyarimi ile B-katenin c¢ekirdekte TCF/LEF proteinleri ile etkilesime girip transkripsiyon
aktivatorlerini etkileyerek hedef genlerde aktivasyona neden olur. Intestinal kriptler,sag
follikiilleri ve hematopoetik hiicreler gibi farkli dokularda kok hiicrelerin kendini
yenilemesinde Wnt/B-catenin yolaginin 6nemli rolii oldugu bulunmustur. Bu yolagin
regiilasyonunun bozulmasi1 kolon kanseri, melanom, prostat kanseri, hepatoseliiler
karsinom, endometriyal karsinom, medulloblastom, ve pilomatriksoma tiimoérogenezis ile

iliskilidir (35).

Epitelyal ve yumusak doku neoplazmlarinda B-kateninin rolii yaygindir. Bireyin
yasami boyunca hematopoetik kok hiicreler proliferasyon ve farklilasma yolu ile yeniden

yapilirlar. B- katenin bu iki etkiyi sahiptir.

E-kaderin Wnt sinyal yolaginda yer alir.Hiicrelerin birbirine yapismasinda
kalsiyuma bagli olarak gorev yapan onemli bir adhezyon molekiilidiir (Sekil 3). Epitel
hiicre yiizeylerinde bulunur. Intraseliiler, intramembrandz ve ekstraseliiler alanlar

mevcuttur. Onemli bir timor siipresor gendir.

E-kaderin (ECAD) geni CDHI 16¢g22.1 de lokalizedir. ECAD gen kaybr1 hiicresel
adezyon kaybina, metastaz gelisimi ve yasam siiresinin kisalmasina neden olur. Bu
yolaklardan farkli olarak kemik iliginde ScF/c —kit sinyal yolagi, Notch sinyal yolagi,
HOX sinyal yolag1 ve EPO sinyal yolag: yer almaktadir (36-37).
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Sekil 3: Wnt -B-katenin- E-kaderin yolagi (www.em2.molmed.uni-erlangen).
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3. MATERYAL METOD

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali’'nda PV ve ET
tanisi ile kemik iligi biyopsisi yapilan 25 PV ve 25 ET olgusu yani sira 25 kontrol grubu

olarak normoseliiler kemik iligi biyopsisi ¢caligmaya dahil edilmistir.

Olgulara ait parafin bloklar ve preparatlar patoloji arsivinden ¢ikarildi. H&E boyali
preparatlar tekrar degerlendirilerek uygun parafin bloklar secildi. Parafin bloklardan
adhezivli camlar {izerine immiinhistokimyasal boyama yapmak iizere her bir parafin
bloktan ticer adet 5 mikron kalinliginda kesit alindi (Leica RM 2155 Rotary). Her olguya
ait parafin bloklardan Wnt-1 (Neomarkers. Rabbit poliklonal konsantre), E-kaderin
(Neomarkers. Rabbit Monoklonal, kullanima hazir) ve B-katenin (Neomarkers. Rabbit

Monoklonal, kullanima hazir) ¢alismak iizere 3 kesit hazirlandi.

Daha sonraki asamada deparafinizasyon ve antijen aciga ¢ikarma (CCL,standart )
islemi dahil tiim boyama basamaklar1 Benchmark XT (Ventana Medicalsystem, Inc,
Tuscon, AZ) otomatik immiinhistokimya boyama cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi.
Antijenik boyama islemi peroxidase-labeled Streptavidin-biotin kiti ve diaminobenzidan

kromojen ile yapildi. Zemin boyasi i¢in Mayer’s Hematoksilen kullanildi.

Pozitif kontrol grubu olarak; her {i¢ immiinhistokimyasal isaretleyici i¢in meme

invaziv duktal karsinom dokusu kullanildi.
Boyanan preparatlar tek bir gézlemci tarafindan degerlendirildi.
Immiinhistokimyasal degerlendirme:

Immiinhistokimyasal degerlendirmede her ii¢ antikor igin eritroid, myeloid ve
megakaryositik seriye ait 2000 hiicre ve bu hiicreler i¢inde en az 20 megakaryosit olmak
lizere degerlendirme yapildi. immiinhistokimyasal degerlendirmede her bir seri igin %10’a
kadar olan boyanma negatif, %10 ve iizerinde boyanma pozitif olarak kabul edildi.

Istatistiksel degerlendirme:

Vakalarin tiimii Wnt-1, Beta —katenin ve E-kaderin antikorlar1 ile ekspresyon
ozellikleri acisindan karsilastirilarak istatiksel analize tabi tutuldu. Istatistiksel analizler

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Halk Saghigi Ana Bilim Dali’nda yapildi.
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Niteliksel verilerin karsilastirmasinda ¢’Ki-kare’’ testi kullanildi. Sayimla elde edilen

veriler % olarak ifade edildi.
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4. BULGULAR:

Calismaya alinan toplam 75 olgunun 25 ‘i PV (Resim 1), 25’ i ET (Resim 2), 25 ‘i
kontrol grubudur (Resim3). PV olgularinin 12’si (%48) kadin, 13° i (%52) erkek, ET
olgularinin 16’s1 (%64) kadin, 9’u (%36 ) erkek, kontrol olgularinin 15’1 (%60) kadin, 10’
u (%40) erkektir. PV olgularinin yas dagilimi 29-79 (ortalama 57,48), ET vakalarinin yas
dagilimi 23-80 (ortalama 47,92), kontrol grubunun yas dagilimi 25-72 ( ortalama 47,44)

olarak bulunmustur.
Immiinhistokimyasal bulgular:

PV , ET, kontrol grubu olgularinda Wnt-1, B-katenin ve E-kaderin ile elde edilen
bulgular.Tablo 1’de yer almaktadir.

Tablo:1 ET, PV ve kontrol grubu olgularinin serilere gore immiinhistokimya

sonugclari
Olgular Wnt-1 E-kaderin [-katenin
PV n=25 eritroid | myeloid | megakaryositer | eritroid
<%10 25 25 24 19 25 24 | 25 25 25
>%10 0 0 1 6 0 1 0 0 0
ET n-25
<%10 25 25 19 13 25 25 | 25 25 25
>%10 0 0 6 12 0 0 0 0 0
Kontrol
n=25
<%10 25 25 23 24 25 25 | 25 25 25
>%10 0 0 2 1 0 0 0 0 0

Wnt ile PV olgularinin 1 tanesinde megakaryositik seride boyanma gdzlenmistir.

Myeloid ve eritroid seride pozitif sonug saptanmamistir. Sonuglar Tablo 2’de belirtilmistir.

Tablo:2 PV olgularinin Wnt ile boyanma sonuglari

Olgu Eritroid Myeloid Megakaryosit

PV 0(%0) 0(%0) 1(%4)

E-kaderin ile PV olgulariin 6 tanesinde eritroid seride, 1 tanesinde megakaryositik
seride pozitif sonug elde edilmistir. Myeloid seride pozitif sonu¢ saptanmamaistir. Sonuglar

Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo:3 PV olgularinin E-kaderin ile boyanma sonuglari

Olgu Eritroid Myeloid Megakaryosit

PV 6(%24) 0(%0) 1(%4)

B-katenin ile PV olgularinda pozitif sonug elde edilmemistir. Tablo 4’te verilmistir.

Tablo:4 PV olgularinin B-katenin ile boyanma sonuglari

Olgu Eritroid Myeloid Megakaryosit

PV 0(%0) 0(%0) 0(%0)

Wnt ile ET olgularinin 6 tanesinde megakaryositik seride pozitif sonu¢ elde
edilmistir (ResimS5). Eritroid ve myeloid seride pozitif sonu¢ saptanmamistir. Sonuglar

Tablo 5’te verilmistir.

Tablo:5 ET olgularinin Wnt ile boyanma sonuglar1

Olgu Eritroid Myeloid Megakaryosit

PV 0(%0) 0(%0) 6(%24)

E-kaderin ile ET olgularimin 12 tanesinde eritroid seride (Resim 6) pozitif sonug
elde edilmistir. Myeloid ve megakaryositik seride pozitif sonu¢ saptanmamistir. Sonuglar

Tablo 6’da verilmistir.

Tablo:6 ET olgularinin E-kaderin ile boyanma sonuglari

Olgu Eritroid Myeloid Megakaryosit

PV 12(%48) 0(%0) 0(%0)

B-katenin ile ET olgularinda pozitif sonu¢ saptanmamustir. Sonuglar Tablo 7°de

verilmistir.
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Tablo:7 ET olgularinin B-katenin ile boyanma sonuglari

Olgu

Eritroid

Myeloid

Megakaryosit

PV

0(%0)

0(%0)

0(%0)

Whnt ile kontrol grubu olgularinin 2 tanesinde megakaryositik seride pozitif sonug
elde edilmistir. Eritroid ve myeloid seride pozitif sonu¢ saptanmamustir. Sonuglar Tablo

8’de verilmistir.

Tablo:8 Kontrol olgularinin Wnt ile boyanma sonuglari

Olgu Eritroid Myeloid Megakaryosit

PV 0(%0) 0(%0) 2(%8)

E-kaderin ile kontrol grubu olgularinin 1 tanesinde eritroid seride pozitif sonug elde
edilmistir. Megakaryositik ve myeloid seride pozitif sonu¢ saptanmamuistir. Sonuglar Tablo

9°da verilmistir.

Tablo:9 Kontrol olgularinin E-kaderin ile boyanma sonuglari

Olgu Eritroid Myeloid Megakaryosit

PV 1(%4) 0(%0) 0(%0)

B-katenin ile kontrol grubu olgularinda pozitif sonu¢ saptanmamustir. Sonuglar

Tablo 10°da verilmistir.

Tablo:10 Kontrol olgularinin f-katenin ile boyanma sonuglari

Olgu Eritroid Myeloid

Megakaryosit

PV

0(%0)

0(%0)

0(%0)
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Karsilastrima sonuclari:

ET ,PV ve kontrol grubu olgularinin f-katenin ile immiinhistokimyasal ekspresyon
sonuclarinin birbiri ile karsilagtirllmasinda anlamli sonu¢ elde edilmemistir (p<0,05).
Ancak ET, PV ve kontrol grubu Wnt-1 ile immiinhistokimyasal ekspresyon sonuglarinin
birbiri ile karsilagtirilmasinda megakaryositik seride ET olgularinda %24 oraninda pozitif,
PV olgularinda %4 oraninda pozitif, kontrol grubunda % 8 pozitif sonu¢ elde edilmistir.
ET olgularinda megakaryositik seride Wnt-1 ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur (p<0,05).(Tablo11)

Tablo:11 ET, PV ve kontrol grubu olgularinin Wnt-1 ile boyanma sonuglari

Olgu Eritroid Myeloid Megakaryosit
ET 0(%0) 0(%0) 6(%24)
PV 0(%0) 0(%0) 1(%4)

Kontrol 0(%0) 0(%0) 2(%38)

E-kaderin ile immiinhistokimyasal ekspresyon sonuglarinin  birbiri ile
karsilastirilmasinda eritroid seride ET olgularinda %48 oraninda pozitif, PV olgularinda
%24 oraninda pozitif, kontrol grubu olgularinda % 4 pozitif sonu¢ elde edilmistir. ET
olgularinda eritroid seride E-kaderin ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur (p<0,05) (Tablo 12).

Tablo:12 ET, PV ve kontrol grubu E-kaderin ile boyanma sonuglari

Olgu Eritroid Myeloid Megakaryosit
PV 6(%24) 0(%0) 0(%0)
ET 12(%48) 0(%0) 0(%0)
Kontrol 1(%4) 0(%0) 0(%0)

PV olgularinda E-kaderin ile megakaryositer seride %4 oraninda pozitif sonug elde

edilmistir. Eritroid ve myeloid seride pozitif sonu¢ elde edilmemistir. istatistiksel olarak
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anlaml fark bulunmamistir (p>0,05). PV, ET ve kontrol grubu olgularinda B-katenin ile
pozitif sonu¢ elde edilmediginden istatistiksel degerlendirme yapilmamustir. ET, PV ve
kontrol grubu olgularin kendi i¢lerinde de eritroid ,myeloid ve megakaryositik serilerde
Wnt-1, E-kaderin ve B-katenin ile boyanmalar1 arasinda PV olgularinda E-kaderin ile
yalniz eritroid seride %24 oraninda pozitif sonug elde edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli
fark elde edilmistir, (p<0,05), (Tablo 13). PVolgularinda megakaryositer seride Wnt-1 ile
%4, E-kaderin ile %4 oraninda pozitif sonug elde edilmemistir. Istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmamuistir (p>0,05).

Tablo:13 PV olgularinin eritroid seride Wnt-1, E-kaderin ve B-katenin ile boyanma

sonugclari
Seri Wnt-1 E-kaderin p-katenin
Eritroid 0(%0) 6 (%24) 0(%0)

ET olgularinda Wnt-1 ile megakaryositik seride %24 oraninda pozitif sonug elde
edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttur (p<0,05), (Tablo 14). ET olgularinda
E-kaderin ile %48 oraninda pozitif sonuc elde edilmistir. Istatistiksel olarak anlaml1 fark

saptanmamustir. (p>0,05).

Tablo:14 ET olgularinin megakaryositik seride Wnt-1, E-kaderin ve B-katenin ile

boyanma sonugclari

Seri Wnt-1 E-kaderin p-katenin

Megakaryosit 6(%24) 0(%0) 0(%0)

Kontrol grubu olgularinda eritroid seride E-kaderin ile %4 oraninda pozitif sonug

elde edilmistir. Istatiksel olarak anlaml fark saptanmamustir (p>0,05).
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Resim 1. PV olgusunda megakaryopoez ile birlikte hiperseliiller goriiniim (HE
X100)

%_ » o J‘
Resim 2. ET olgusunda hiperlobiile goriinimde, belirgin artis gosteren

megakaryositler ve hiperseliiler kemik iligi ( HE X100)
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Resim3. Kontrol grubu normoseliiler kemik iligi (H.E X100)

Resim 4. PV olgusunda megakaryositlerde stoplazmik Wnt-1 pozitifligi
(IHKX200)
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Resim 5. ET olgusunda Wnt-1 ile megakaryositlerde stoplazmik pozitiflik
(IHKX200)

Resim 6. ET olgusunda eritroid seride E-kaderin ile membrandz pozitif
boyanma(IHKX200)
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5. TARTISMA

2008 Diinya Saglik Orgiitii (DSO) smiflamasina gére myeloproliferatif neoplazmlar
(MPN) 7 gruba ayrilmaktadir. PV ve ET bu siniflama iginde yer alan 2 ayri hastalik
grubunu olusturmaktadir. PV, normal eritropoez mekanizmalarindan bagimsiz olarak artan
,asirt kirmizi kan hiicresi ile karakterli bir hastalik olup kemik iliginde her {i¢ seri artisi
dikkat ¢ekmektedir. ET tablosunda trombositlerde artis 6n planda olmakla birlikte kemik
iliginde megakaryosit artig1 6n plandadir.Her iki hastalik grubunda JAK-2 mutasyonunun
tanisal onem tasidig1 bilinmektedir. Ancak JAK-2 mutasyonu PV ve ET arasinda ayirici
tantya gitmek i¢in yardimci degildir. Her iki hastaligin hematopoetik kok hiicreden koken

aldig1 bilinmektedir (1).

Hematopoetik kok hiicrenin yenilenmesi ve diferansiasyonu asamalarinda farkl
yolaklar rol almaktadir. Bu yolaklar i¢cinde Wnt, SF/c-kit, Notch, HOX, EPO-induced
sinyal yolaklar yer almaktadir (2). Wnt sinyal yolunun hematopoetik sistem iizerindeki
etkileri kismen biliniyor olmasina ragmen literatiirde myeloproliferatif neoplazilerde kemik

iliginde bu yolagin degerlendirilmesine yonelik fazla ¢aligma yapilmamustir.

Wnhnt sinyal yolaginin ET ve PV patogenezinde rolii ve bu iki hastaligin ayiric
tanisinda yardimci olup olamayacaginin arastirilmast amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada ET
—ve PV olgularinda kemik iliginde Wnt sinyal yolaginda rol alan Wnt-1, B-katenin ve E-
kaderinin ekspresyonlar1 incelenmistir. Her ii¢ seri (eritroid, myeloid, megakaryositik)
dikkate alinarak yapilan degerlendirmede Wnt-1 ile PV olgularinda megakaryositik seride
%4 oraninda, ET olgularinda %24 oraninda, kontrol grubunda %8 oraninda pozitif sonug
elde edilmigtir. Bu sonuclar ile gruplar arasinda degerlendirme yapildiginda ET
olgularinda megakaryositik seride anlamli bir farklilik goriilmiistir ve Wnt-1’in ET
olgularinda megakaryositopoezde roli oldugu sonucuna varilmistir. Literatiirde
myeloprolifaratif neoplazilerde Wnt ekspresyonunun degerlendirildigi calisma mevcut
olmamakla birlikte Wnt yolaginin hematopoez ve bazi non hematolojik tiimoér grubunda
Onemini vurgulayan calismalar mevcuttur. Carlene. ve ark., calismalarinda Whnt
proteinlerinin hematopoetik hiicre iizerine etkilerini incelemisler ve kiiltiir ortaminda
(civciv ve bildircin embriyosu) yaptiklart ¢alismada uygun sartlar saglandiginda kemik
iliginde normal hematopoez (eritrosit, monosit, makrofa; ve trombosit) gergeklestigini

saptamiglardir (38). Van Den Berg DJ. ve ark. yaptig1 ¢alismada hematopoezde Wnt gen
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ailesinin roliinii aragtirmislar ve her Wnt reseptoriiniin farklt bir Wnt proteini ile
baglanarak etki olusturduklarini rapor etmislerdir (35). Toshiyuli Y. ve ark., yaptigi
calismada ise Wnt proteinlerinin hedefinin stromal proteinler oldugu vurgulanmistir.
Ayrica Wnt disinda sinyal diizenlenmesinde B- kateninin etkili oldugunu bildirmislerdir
(40). Hematoloji dis1 olgu gruplarinda yapilan ¢aligmalarda; Wnt yolak proteinlerinin
memenin filloides timorii patogenezinde yer aldigi, filloides tiimorde stromal niikleer B-
katenin akiimiilasyonunda artisin oldugu, yolaklarin erken tiimor gelisimi ve ilerleyisinde
yer aldigr belirtilmistir. Epitelyal membrandz ve stromal niikleer B- katenin ,epitelyal
sitoplazmik Wnt-1 ve epitelyal E-kaderin ekspresyonu artan tiimor derecesi ile artan bir
ekspresyon gosterdigini ama belirgin farklilik gostermedigi rapor edilmistir (41). Maria
J.L. ve ark. yaptig1 caligmada kolon tiimorlerinde vitamin D reseptor kayb1 Wnt/B-catenin
yolaginda asir1 aktiviteye ve buna bagli olarak tiimoriin biiyiime ve malignitesinin

hizlanmasinda rolii oldugunu belirtmislerdir (42).

p-katenin ile ET, PV ve kontrol grubu olgularinda pozitif sonu¢ saptanmamustir.
Monica P. ve ark. yaptig1 ¢calismada myeloproliferatif neoplazi patogenezinde f-kateninin
roliinii aragtirmiglardir. PV /ET olgularinda kronik myeloid 16semi (KML)/ kronik
idiyopatik myelofibrozis ( KIMF) serilerine gore 6zellikle megakaryositlerde daha yiiksek
oranda stoplazmik pozitif sonug rapor etmislerdir. Normal kemik iligi kontrol grubunda -
katenin ile boyanma saptamamislardir. Bu boyanma farklarinin megakaryositlerdeki
morfolojik farkliliklardan kaynaklandigii belirtmigler ve KML ‘de megakaryositlerin
kiictik ,dismorfik ve hipolobule iken KIMF, PV ve ET’de ise hiperlobule goriiniim ile
morfolojiye yansidigini ifade etmislerdir. Ek olarak p—katenin pozitifliginin PV ve ET’yi
reaktif siire¢lerden ayirmak acisindan da katki saglayabilecegini rapor etmislerdir. Bu
sonuca varitken ET ve PV olgularinda megakaryositlerde p-katenin pozitif iken, kontrol
grubunda negatif olmast esas alinmistir. PV ve ET serilerinde p-katenin ile
megakaryositlerde stoplazmik kuvvetli boyanma olmasina ragmen niikleer boyanma
gbézlenmemistir. Niikleer boyanmanin p-katenin ve dolayisiyla Wnt sinyal yolaginin
aktive oldugunu ortaya koyacak daha giivenilir bir bulgu oldugunu belirtmislerdir (43).
Serinsdz ve ark. yaptig1 calismada, Philadelphia kromozomu (-) kronik myeloproliferatif
hastaliklarda megakaryositlerde B-kateninin stoplazmik orta/siddetli boyanma gdsterdigini
saptamiglardir (44). Calismamizda literatiir verilerinin aksine PV, ET ve kontrol grubunda

vakalarin tamaminda negatif sonu¢ elde edilmistir. Bu farkliliga neden olacak sebepler
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olarak calismamizda kullanilan primer antikor klonunun literatiirde kullanilan klondan
farkli olmas1 ve kemik iligi dekalsifikasyonu i¢in kullandigimiz kimyasal ajanlarin antikor
duyarliligin1 azaltmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak eksternal kontrol olarak
kullandigimiz meme kanseri dokusunda gozlenen pozitiflik dikkate alinirsa B-katenin
ekspresyonunun gergekten mevcut olmadigi sonucu da ortaya gikabilmektedir. Ayrica olgu
sayilariin artirilmasi ve farkli antikor klonlarinin kullanilmasi ile yapilacak ¢aligmalar bu

konuda katki saglayict olacaktir.

Monica C. ve ark. B-katenin eksikliginin lenfopoez ve hematopezdeki roliinii
arastirmak icin yaptiklari ¢alismada T ve B hiicre gelisiminin normal oldugunu, bunun yani
sira hematopoezde pB-katenin eksikliginin 6nemsiz oldugunu belrtmisler ancak Wnt sinyal
yolaginin hematopoetik sistemde tedavi ile iligkili siliregclerde ele alinmasinin gerekli
olabilecegi yorumuna yer vermislerdir (45). Non-hematolojik vaka gruplarinda yapilan
calismalarda B-katenin ile niikleer ve/veya stoplazmik boyanmalar rapor edilmektedir.
Rakheja D. ve ark. yaptig1 calismada soliter fibroz tiimorlerin %33°li Beta-katenin ile
niikleer boyanma  kalanlarin ise stoplazmik boyanma gosterdigini saptamislar
(46).Settakorn J. ve ark. 31 intrahepatik kolanjiokarsinomlu vakanin -katenin ile cogunun
graniiler stoplazmik, bir kisminin membrandz, bir kisminin ise niikleer boyanma
gosterdigini saptamislardir (47). Myeloproliferatif hastaliklara yonelik caligmalarda ise
stoplazmik boyanma rapor edilmektedir (43,44).

Calismamizda PV olgularinda E-kaderin ile megakaryositik seride %4, eritroid
seride %24 oraninda pozitif sonu¢ saptanmisken, myeloid seride boyanma saptanmamustir.
ET olgularinda eritroid seride %48 oraninda pozitiflik saptanirken, megakaryositik ve
myeloid seride pozitiflik saptanmamistir. Kontrol grubunda eritroid seride %4 oraninda
pozitif sonu¢ saptanirken megakaryositik ve myeloid seride pozitiflik saptanmamistir. Bu
sonuglar ile gruplar arasinda degerlendirme yapildiginda ET olgularinda eritroid seride
anlaml bir farklilik goriilmiistiir ve E-kaderin’in ET olgularinda eritropoezde rolii oldugu
sonucuna vartlmistir. Literatiirde myeloproliferatif neoplazilerde E-kaderin ile yapilan
calisma bulunmamakla birlikte 16semi vakalarini kapsayan ¢alismalarda E-kaderin
ekspresyonunda azalma ile 16semik hiicrelerin biiylime ve transformasyonunda artis oldugu
bildirilmektedir (48). Zhonghua X. ve ark. yaptig1 c¢alismada E-kaderinin 16semik
hiicrelerde kaybinin B-kateninin hedef genlerde niikleer transkripsiyon ve translokasyon

aktivasyonuna neden oldugunu gostermislerdir (49).
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. SONUCLAR

. ET olgularinda megakaryositik seride Wnt-1 ekspresyonunda anlamli artig
saptandi ve Wnt-1’in ET olgularinda megakaryositopoezde rolii olabilecegi

sonucuna varilmistir.

. ET olgularinda eritroid seride E-kaderin ekspresyonunda anlamli artig saptandi

ve E-kaderin’in ET olgularinda eritropoez ile iliskili olabilecegi diisiintilmiistiir.

Olgular kendi iclerinde her iic seri flizerinden degerlendirildiginde PV
olgularinda E-kaderin ekspresyonunda artis eritroid seride ve ET olgularinda

megakaryositik seride Wnt-1 ekspresyonunda artig goriildii.

. Literatiiriin tersine caligmaya dahil edilen olgularda PB-katenin ekspresyonu
saptanmadi. Buna neden olarak primer antikor klonunun farkli olmasi ve kemik
iligi dekalsifikasyonu i¢in kullandigimiz kimyasal ajanlarin antikor duyarliligini

azaltmis olabilecegi diigtiniildii.

. Myeloproliferatif neoplazilerde Wnt sinyal yolagi smirli sayida caligma ile
degerlendirilmistir. Daha genis vaka popiilasyonu ile ¢alismanin tekrar1 ve Wnt

yolaginda yer alan diger faktorlerin de arastirilmasi uygun olacaktir.
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7. OZET

Polistemia Vera (PV) ve Esansiyel Trombositoz (ET), hematopoetik kdk hiicreden
koken alan myeloproliferatif neoplazilerdir. Hematopoetik kok hiicrenin yenilenmesi ve
diferansiasyonu asamalarinda farkli yolaklar rol almaktadir. Bu yolaklardan bir tanesi Wnt
sinyal yolagidir. Wnt sinyal yolagimin hematopoetik sistem iizerindeki etkileri kismen
biliniyor olmasina ragmen literatiirde myeloproliferatif neoplazilerde kemik iliginde bu
yolagin degerlendirilmesine yonelik fazla ¢alisma yapilmamistir. Calismamizda
hematopoetik kok hiicre kokenli PV ve ET tablosunda Wnt sinyal yolunda (Wnt-1, B-
katenin, E-kaderin) normal kemik iligi dokusuna kiyasla degisiklik olup olmadigi ve

patogenezdeki olasi roliiniin arastirilmasi amaglanmustir.

PV ve ET tanisi ile kemik iligi biyopsisi yapilan 25 PV ve 25 ET vakas1 yani1 sira
25 kontrol grubu olarak normoseliiler kemik iligi biyopsisi calismaya dahil edilmistir.
Olgulara ait kemik iligi biyopsilerinde eritroid, myeloid ve megakaryositik seriye ait
hiicrelerde Wnt-1, B-katenin ve E-kaderin ekspresyonu immiinhistokimyasal ydntemle
degerlendirilmistir. Her bir seri i¢in %10 ‘a kadar olan boyanma negatif, %10 ve {izerinde
boyanma pozitif olarak kabul edilmistir. ET olgularinda megakaryositik seride Wnt-1
ekspresyonunda ve eritroid seride E-kaderin ekspresyonunda anlamli artis saptandi.
Olgular kendi iglerinde her {li¢ seri ilizerinden degerlendirildiginde PV olgularinda E-
kaderin ile eritroid seride E-kaderin ekspresyonunda artis ve ET olgularinda
megakaryositik seride Wnt-lekspresyonunda artis goriildii. Olgularda B-katenin

ekspresyonu saptanmadi.

Sonug olarak Wnt-1’in ET olgularinda megakaryositopoezde ve E-kaderin’in ET
olgularinda eritropoez ile iligkili olabilecegi diislinlilmiistiir. Ancak daha genis
myeloproliferatif neoplazi serileri ile ¢alismanin tekrar1 ve Wnt yolaginda yer alan diger

faktorlerin degerlendirildigi bagka ¢alismalarinda yapilmasi yararli olacaktir.
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8. SUMMARY

Polycythemia vera (PV) and essential thrombocytosis (ET) are myeloproliferative
neoplasms that are derived from hematopoietic stem cells. Different pathways are involved
in hematopoietic stem cell renewal and differentiation stages. The Wnt signaling pathway
is one ofthese pathways. Although the effects of Wntsignaling pathway in
the hematopoietic system 1is partially known, few studies have been performed for the
evaluation of this pathway in bone marrow. In our study, Wnt signal pathway (Wnt-1, -
catenin, E-cadherin) is compared between hematopoietic stem cell-derived PV,ET, and

normal bone marrow tissue to investigate a possible role in the pathogenesis

In this study, 25 PV ,25 ET cases and 25 normocellular bone marrow biopsy as
control group were included . Wnt-1, B-catenin and E-cadherin expression was evaluated in
the erythroid, myeloid cells and megakaryocytes by immunohistochemical method. Up to
10% of each series staining was considered negative, and over 10% of staining was

considered positive.

Wnt-1 expression in megacaryocytes and E-cadherin expression in erythroid series
of patients with ET was significantly increased. The cases themselves are evaluated over
each of the three series of patients. Increased E-cadherin expression in the erythroid series
was noted in cases with PV and increased Wnt-1 expression in megakaryocytes was noted

in cases with ET .No B-catenin expression was detected in our cases.

In conclusion, these results indicate that Wnt-1 may be associated with
megakaryopoesis in ET and E- cadherin with erythropoiesis in patients with ET.
However, studies with larger patient population and evaluating other factors in the

Wnt pathway for myeloproliferative neoplasms would be appropriate.
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