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OZET

MiYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILERDE ASXL1 GEN MUTASYONLARININ
KLINIK SEYiR VE PROGNOZA ETKIiSi

Amag: Kronik miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), kemik iliginde her ii¢ hiicre serisinde
klonal ¢ogalmayla karakterize hastaliklar grubunu olusturur. Bu hastalik grubunda yer alan
kronik miyeloid I6semi (KML), ‘Philedelphia kromozomu’ ve bunun onkogeni BCR-ABL
pozitif klondan gelisir, farkli klinik 6zelliklere sahiptir. Ph (-) MPN baslica; esansiyel
trombositemi (ET), polistemia vera (PV) ve primer miyelofibrozis (PMF) olarak gruplandirilir.
PV; eritrosit kitlesinde artig, ET; trombosit sayisinda artis, PMF ise kemik iliginde fibrozis ile
karakterizedir. 2005 yilinda tanimlanan JAK-2 V617F mutasyonu ile PV hastalarinin %95-
98’inde, ET ve PMF hastalarinin %50’sinde klonal gelisimi gostermek miimkiin olmustur.
Daha sonra PV’de JAK2 exon-12 mutasyonlari, PMF ve ET’de MPL W515L/K ve CALR
(kalretikilin)  mutasyonlart  tanimlanmistir.  MPN  hastalarinda  oldugu  gosterilen
mutasyonlardan biri de ASXL1 gen mutasyonlaridir. ASXL (Additional sex comb like) 1,
ASXL (Additional sex comb like) 2 ve ASXL (Additional sex comb like) 3 ile birlikte HOX
genini baskilayan Asx (Drosophilia melanogaster additional sex combs) geni ile iliskilidir.
ASXL1 gen mutasyonlart genelde cergeve kaymasi mutasyonlar1 seklinde olup, genin 12.
eksonunda yer alirlar ve genellikle karboksi terminalinde PHD (plant homeofinger domain)
kayb1 ile kendilerini gosterirler. ASXL1 gen mutasyonlart PV’de % 2-7, ET’de % 0-10,
PMF’de % 13-32 oraninda bildirilmistir. ASXL1 gen mutasyonlarinin miyeloproliferatif
neoplazilerin patogenez ve kanser biyolojisinde onemli degisiklikler yaptigi diisiiniilmektedir.
Bu mutasyonlarin hastalik seyrinde olumsuz etkilerinin oldugunu, bu nedenle mutasyon
saptanan hastalarda daha agresif tedavi yaklagimlarinin gerektigini ileri siiren ¢alismalar
mevcuttur. Bu ¢alismada T.C. Istanbul Bilim Univeristesi Hematoloji Bilim Dali
Poliklinigi’nde takip edilmekte olan 103 Ph(-) MPN hastasinda ASXL1 gen mutasyonlarinin

sikligi incelenerek, bu mutasyonlarin hastaligin klinik seyir ve prognozuna etkisi



aragtirilmustir.

Gereg ve Yontem: Calismaya toplam 103 Ph(-) MPN hastas1 dahil edilmistir. Bu ¢alisma igin
Istanbul Bilim Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan onay alinnustir. Hastalardan
bilgilendirilmis onay alindiktan sonra, rutin poliklinik kontrolleri sirasinda alinan kan sayimi
ornekleri kullanilarak DNA dizi analizi yontemi ile ASXL1 gen mutasyonlar1 taranmistir.
Istatistiksel analizlerin degerlendirilmesinde ki-kare, Fisher gerceklik testi, odds ratio (OR)

degerleri, Tukey ¢oklu karsilastirma testleri kullanilmistir.

Bulgular: ASXL1 gen mutasyonlari, kohortumuzda 6 hastada saptanmistir (%5,8). Bu
mutasyonlar ET hastalarinin %6,25’inde (3/48), PV hastalarinin %4,35’inde (2/46) ve PMF
hastalarinin %11,11’inde (1/9) bulunmustur. ASXL1 gen mutasyonlar1 olanlarda kadin-erkek
orant esit bulunmustur. ASXL1 geninin 12. eksonu tarandiginda en sik c¢.1934dupG
(p.g646TrpfsX12) mutasyonuna (4 hasta, %66,66), ikinci siklikta ise €.1954G.a (p.G652S)
mutasyonuna (2 hasta, %33,33) rastlanmistir, bu mutasyonlar ASXL1’in en sik gorulen
mutasyonlaridir. ASXL1 ¢.1934 dupG (p.g646TrpfsX12) mutasyonu ET tanili hastalarin
3’tnde (%6,25), PV tanili hastalarin 1’inde (%2,22); c.1954g.a (p.G652S) mutasyonu PV
tanil1 hastalarin 1’inde (%2,17) ve PMF tanili hastalarin 1’inde (%12,5) saptanmistir. ASXL1
gen mutasyonlar1 olanlarda baslangic hemoglobin ve trombosit ortalama degerleri daha
yiiksek, baslangic 16kosit ve notrofil ortalama degerleri daha diisiikk bulunmugtur. ASXL1 gen
mutasyonlart olanlarda splenomegali oranlari, olmayanlara oranla daha diisiik bulunmustur.
ASXL1 gen mutasyonlari bulunan grupta tromboz (6zellikle arter trombozu) oranlarinin daha
yiiksek oldugu anlagmistir. Ortalama takip siiresi 4,1 yil olan MPN grubumuzda hematolojik
olmayan kanser oranlari (solid tiimér) oldukga yiiksek bulunmustur (%14,5). Bu hastalarin %
80’inde JAK-2 V617F mutasyonu mevcuttur. JAK-2 V617F mutasyonu pozitif hastalarin 2
tanesinde ayrica ASXL1 ¢.1954G.a (p.G652S) gen mutasyonu da bulunmaktadir.

Sonug: ASXL1 gen mutasyonlari, litaretir verileri ile benzer sekilde ET ve PV’ye kiyasla
PMF hastalarinda daha yuksek oranda saptanmistir. ASXL1 gen mutasyonlar1 olanlarda,
olmayanlara kiyasla yas ortalamasi daha yiiksek bulunmustur. Kohortumuzda ASXL1 geninin
en sik mutasyonlar1 olan ¢.1934dupG (p.g646TrpfsX12) (4/6) ve ¢.1954G.a (p.G652S) (2/6)

mutasyonlart saptanmistir. ASXL1 gen mutasyonlar1 bulunanlarda tromboz (6zellikle arter
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trombozu) oranlar1 daha yiiksek saptanmustir. Kohortumuzda, hematolojik olmayan kanser
oranlar1 (solid tiimdr) oldukca yiiksek bulunmustur (%14,5). Hastalarin % 80’inde JAK-2
V617F mutasyonu mevcuttur. JAK-2 V617F pozitif hastalarin 2 tanesinde de ayrica ASXLI
c.1954G.a (p.G652S) mutasyonu olmasi dikkat cekici bulunmustur. Kohortumuzda bes
hastada 6nce MPN tanisiyla hidroksilirea kullanimi ve takibinde hematolojik olmayan kanser
tanist bulunmasi hidroksitrea kullanimmin hematolojik olmayan kanser gelisimine sebep
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan iki hastada ise MPN tanisi aldiktan sonra
hidroksitirea kullanmadig: halde sekonder kanser gelismis olmas1 hidroksitirea disinda baska

faktorlerin de hematolojik olmayan kanser gelisiminde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
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ABSTRACT

THE AFFECT OF ASXL1 GENE MUTATIONS ON CLINICAL COURSE AND
PROGNOSIS OF MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASMS

Aims: Chronic myeloproliferative neoplasms (MPN) are a group of disorders characterized by
clonal proliferation in all three cell lines. One of the disorder in this group, namely chronic
myelogenous leukemia (CML), develops from Philadelphia chromosome and its oncogene
BCR-ABL. CML has different clinical features. Ph (-) MPN is grouped as primary
polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF).
While increased red blood cell mass is defined as PV, increased number of platelets is called
ET. PMF is characterized by the increased bone marrow fibrosis. In 2005 with the definition
of the JAK-2 V617F mutation, it became possible to demonstrate the clonal growth in 95-98%
of patients with PV, and almost 50% of patients with ET and PMF. Later on, JAK2 exon 12
mutations in PV patients, MPL W515L/K and CALR (calreticulin) mutations have been
identified in ET and PMF patients. One of the mutations shown in MPN patients is the ASXL
1 gene mutations. ASXL 1 (Additional sex comb likel), ASXL 2 ( Additional sex comb like 2)
and ASXL 3 (Additional sex comb like 3) are associated with gene Asx (Drosophila
melanogaster additional sex combs) which suppresses the HOX gene. ASXL1 gene mutations
are generally present in the form of shift mutations located in exon 12 of the gene and have the
loss of PHD (plant homeofinger domain) at the carboxy terminus. The incidence of ASXL 1
gene mutations are in PV 2-7%, in ET 0-10%, in PMF 13-32%. ASXL1 gene mutations make
some changes in the pathogenesis and cancer biology of myeloproliferative disease. The
mutations are negatively impact the prognosis and some studies suggest a more aggressive
therapeutic approach in patients who have ASXL1 gene mutations. In this study, we
investigated the frequency of ASXL1 gene mutations of 103 Ph(-) MPN patients and how
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ASXL1 gene mutations affect clinical course and prognosis of the patients followed in T.C.

Istanbul Bilim University Department of Hematology.

Materials and Methods : Totaly 103 MPN patients were enrolled in this study. This study
was approved by the Clinical Research Ethics Committee of Istanbul Bilim University. After
obtaining informed consent from the patients, we performed DNA isolation from the blood
that were kept in EDTA tubes. ASXL1 gene mutation analysis were done by DNA sequence
analysis method.Results were evaluated and fisher reality test, chi-square test, odds ratio and
tukey's multiple comparison tests were performed for statistical analysis.

Results: ASXL1 gene mutations were identified in 6 patients in our cohort. These mutations
were found as %6,25 (3/48) in ET, %4,35’(2/46) in PV and %11,11(1/9) in PMF patients.
When exon 12 of ASXL1 gene mutations were scanned, the most common mutation was
€.1934dupG (p.g646TrpfsX12) and the second was ¢.1954G.a (p.G652S), these are the most
common types of ASXL1 gene mutations. The mutation ASXL1 ¢.1934 dupG
(p.g646TrpfsX12) was found in 3 of ET patients (%6,25) and 1 of PV patients (%2,22). The
mutation of ¢.1954g.a (p.G652S) was found in 1 of PV patients (%2,17) and 1 of PMF patients
(%12,5). While the average baseline hemoglobin and platelet values were higher, the average
baseline neutrophil and leukocytes were lower in the group with ASXL1 gen mutations than
the other group. Splenomegaly was found to be lower and the rate of thrombosis (especially
arterial thrombosis) was found to be higher in the group with ASXL1 gene mutations. In our
cohort that were followed up for 4,1 years, non-hematologic cancer rates (solid tumors) were
found to be quite high (%14,5). Eightly percent of these patients have JAK-2 V617F mutation.
Two of these patients with JAK-2 V617F mutation have also ASXL1 ¢.1954G.a (p.G652S)
gene mutation.

Conclusion: Consistent with the literature ASXL1 gene mutations are most common in PMF
patients than ET and PV patients. The mean age was higher in the group with ASXL1 gene
mutations. In our cohort the most common types of in ASXL1 genes were ¢.1934dupG
(p.g646TrpfsX12) (4/6) and c.1954G.a (p.G652S) (2/6). Thrombosis (especially arterial
thrombosis) was found to be higher in the patient with ASXL1 gene mutations. In our cohort

non-hematologic cancer (solid tumors) rates were found to be higher (%14,5). Two of the
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patients with non-hematologic cancer were found to have both JAK-2 V617F gene mutation
and ASXL1 ¢.1954G.a (p.G652S) gene mutation. In our cohort, five of the patients had used
hydroxyurea after the diagnosis of MPN disease and then they had non-hematological cancers.
On the other hand, after the diagnosis of MPN, two of the patients who did not use
hydroxyurea have had non-hematologic cancer (solid tumors). So we suggest that not only
using hydroxyurea but also the other factors may cause non-hematologic cancers (solid

tumors) in patients with MPN.
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1.GIRIS ve AMAC

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), pluripotent hematopoietik kok hicre veya
progenitor hiicrelerde gelisen mutasyonlar sonucunda kemik iliginde her ii¢ hiicre dizisinde
kalic1 ve ilerleyici artis ile sonuglanan hastaliklar grubudur. Beraberinde miyelofibrozis ve
nadiren de I6semik doniisiim saptanabilmektedir. Bu grupta bulunan kronik miyeloid 16semi
(KML)’de Ph “Philedelphia kromozomu’ ve onun onkogeni olan BCR-ABL pozitif saptanir.
Ph(-) MPN’ler ise; esansiyel trombositemi (ET), polistemia vera (PV) ve primer
miyelofibrozis (PMF) olarak gruplandirilir. 2005 yilinda JAK-2 V617F mutasyonunun kesfi
ile bu mutasyon PV hastalarinin %95-98’inde, ET ve PMF hastalarinin %50 sinde
saptanmistir (67). Bu hastaliklarin tanisinda reaktif eritrositoz ve trombositoz mutlaka
dislanmalidir (18,36).

ASXL1 (Additional sex comblike 1) geni, Drosophila’da bulunan ‘Additional sex
combs (Asx) geninin insan homologudur. ASXL1 geni 20q11°de yer alir ve 1084 aminoasitlik
bir nukleer proteini kodlar. ASXL1 proteininin gorevi tam olarak anlagilamamakla beraber,
histon modifikasyonu yoluyla epigenetik degisiklikleri kontrol ettigi diisiiniilmektedir. ASXL1
gen mutasyonlar1 genelde ¢ergeve kaymasi mutasyonlar1 seklinde olup genin 12. eksonunda
yer alirlar ve genellikle karboksi terminalinde PHD (plant homeofinger domain) domain kayb1
ile kendilerini gosterirler. ASXL1 gen mutasyonlari PV’de % 2-7, ET’de % 0-10, PMF’de %
13-32 oraninda goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda; ASXL1’in kromatine baglanarak belli
boélgelerin transkripsiyonunu arttirtp, belli bolgeleri ise baskilayarak etki ettigi ileri
slirilmiistlir(76). Dolayisiyla bu mekanizmayla miyeloid neoplazilere neden olabilecegi ileri
strilmektedir(77,78 ). ASXL1 gen mutasyonlart MPN diginda MDS, AML ve KMML gibi
farkli hematolojik malignitelerde de gosterilmistir(79).

Bu calismada T.C. Istanbul Bilim Univeristesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali
Poliklinigi’nde takip edilmekte olan 103 Ph(-) MPN hastasinda ASXL1 gen mutasyonlarinin
bulunma sikligi, bu mutasyonlarin hastaligin klinik seyir ve prognozuna olan etkisi
aragtirtlmistir. ASXL1 gen mutasyonlart rutin poliklinik kontrolleri sirasinda alinan kan
sayimi Ornekleri kullanilarak DNA dizi analizi yontemi ile taranmigtir. ASXL1 gen

mutasyonlarinin klinik seyir ve prognoz iizerine olan etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. MIYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILER

Miyeloproliferatif neoplaziler (MPN), kemik iligindeki pluripotent hematopoietik kok
hiicre veya progenitor hiicrelerde gelisen mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikar. Bu mutasyonlar
hematopoietik biiyiime faktorleri ve sitokinlere bagimli olmadan veya bunlara asir1 duyarlilik
yaratarak oncu hticrelerin anormal proliferasyonuna neden olur. Sonugta kemik iliginde her ti¢
hiicre dizisinde persistan bir artig goriiliir; periferik kanda graniilosit, eritrosit veya trombosit
sayisinda kalici ve ilerleyici artig ile birlikte miyelofibrozis ve nadiren de 16semik doniisiim
izlenir. MPN’lerde miyeloproliferasyondan sitoplazmik veya reseptor tirozin kinazlarinda
gelisen ve sonugta intraselliiler sinyal molekiillerini aktiflestiren mutasyonlar sorumlu tutulur
(1).

Miyeloproliferasyon kavrami ilk kez 1951 senesinde William Damashek tarafindan
one siiriilmils olup, birbirine klinik ve biyolojik benzerlikleri olan dort klasik hastaligs;
polisitemia vera (PV), esansiyel trombositemi (ET), primer miyelofibrozis (PMF), kronik
miyeloid 16semiyi (KML)’yi tarif etmek ic¢in kullanilmistir(2). Tek tek hastaliklarin
tanimlanmasi ise daha eskilere dayanir. PV ilk defa 1892 yilinda; PMF ayni yillarda; ET ise
1930’larda tanimlanmistir. Daha ender goriilen kronik nétrofilik 16semi, kronik eosinofilik
16semi, sistemik mastositoz, atipik KML gibi hastaliklar daha sonradan MPN kapsamina
almmistir(3). 1960 yilinda Philedelphia kromozomu (Ph) ve 1980 yilinda Philedelphia
kromozomu iizerine yerlesmis onkojenik mutasyon BCR-ABL’nin tanimlanmasi ile, bu
hastaliklarin kok hiicrede gelisen mutasyonlar nedeniyle olustugu anlasilmistir (4, 5).

KML diger MPN’lerden farkli bir klinik seyir izler, eger tedavi edilmezse olgularin
biiyilk bir kisminda akut l6semi gelisir. KML; patognomonik mutasyonu Philedelphia
kromozomu ve onun Uriinti BCR-ABL’yi gosteren testlerle kolaylikla taninabilmektedir. Yine
bu mutasyona gore dizayn edilmis hedef ilaglar sayesinde tamamen kontrol altina
aliabilmektedir. Bu 6zel durum nedeniyle MPN’ler KML ve KML dis1 Ph(-) MPN olmak
tizere iki ayr1 grupta ele alinmaktadir.

KML dist MPN olgularinda son on yila kadar periferik kan yaymalar: ve kemik iligi



biyopsileri ile tan1 konmaya calisilmaktaydi. Batin i¢i trombozlar nedeniyle splenomegali
gelisen olgularda, sekonder eritrositoz ve trombositoz yapan durumlarin varliginda MPN tanisi
koymak cok zor olmaktaydi. 2005 yilinda JAK-2 V617F mutasyonunun tanimlanmasiyla
birlikte, bu hastaliklarin da kemik iligindeki mutasyonlar sonucunda (yani klonal olarak)
olustugu teyit edilmis oldu. JAK-2 V617F mutasyonu, KML’de Ph kromozomu varligi gibi
KML dis1 MPN’lerde bir molekiiler belirte¢ olarak yerini almistir. Ancak Ph kromozomundan
farkli olarak, JAK-2 V617F mutasyonu spesifik bir hastaligin tanisin1 tek basma
koymamaktadir; PV’de %95-98, ET ve PMF’de %50 oraninda bulunmaktadir. Aym
mutasyonun i¢ degisik klinik patolojiye (PV, ET ve PMF) neden olabilmesi, Ph(-) MPN
gelisiminin farkli bir siire¢ oldugunu isaret etmektedir. Izleyen yillarda JAK-2 V617F
mutasyonu negatif olgularda yeni mutasyonlar tanimlanmistir; PV’de JAK-2 ekson 12
mutasyonlari, ET ve PMF olgularinda MPL W515L/K mutasyonu ve CALR (kalretikilin)
mutasyonlart.

MPN’lere neden olan mutasyonlarin anlasilmasiyla birlikte DSO (Diinya Saglik
Orgiitii) kronik miyeloid neoplazilerin simiflandirmasin1 2008 yilinda revize etmistir. Eskiden
miyeloproliferatif hastalik olarak isimlendirilen bu grup bozukluklar 'miyeloproliferatif
neoplaziler' seklinde yeniden adlandirilmistir. Philedelphia(Ph) kromozomu, BCR-ABL
translokasyon varligi ve kendine 6zgl klinik ozellikleriyle KML ayr1 bir hastalik olarak
ayrilmistir(6) (Tablol). Ph(-) MPN'ler ise PV, ET, PMF ve klasik olmayan diger MPN'ler
olarak gruplandirilmistir. DSO 2008 simiflamasinda PV, ET ve PMF tanis1 i¢in JAK-2 V617F
ve benzeri aktive edici mutasyonlar (MPL W515L/K, JAK-2 ekson 12 mutasyonlari ve
sonradan tanimlanan CALR mutasyonlar1 gibi) ve kemik iligi morfolojik bulgular1 agirlik
kazanmustir.

Bu mutasyonlar hem periferik kanda nétrofillerde hem de kemik iligi hiicrelerinde
DNA veya RNA diizeyinde arastirilabilir. JAK-2 mutasyonlarinin miyeloproliferasyona yol
agma mekanizmalar1 ve sinyal fonksiyonlar1 heniiz ¢alisma altindadir(7). JAK-2 ve MPL
WS515L/K disinda, KML dist MPN’lerde, TET2 (8), LNK(9), IDH1/IDH2, ASXL1, EZH2,
CBL, IKZF1, DNMT3A, ve CALR, CSF3R genlerinde mutasyonlar bulunmustur(10).



Tablo 1. Miyeloid Neoplazilerin 2008 DSO siniflandirmasi (3)

1.Akut Myeloid Losemi ve iligkili prekiirsor neoplazileri
2. Kronik Miyeloproliferatif Neoplaziler (MPN)
2.1 Kronik miyeloid I6semi BCR-ABL pozitif (KML)
2.2.BCR-ABL negatif MPN’ler
2.2.1 Polisitemia vera(PV)
2.2.2. Esansiyal trombositemi(ET)
2.2.3. Primer miyelofibrozis(PMF)
2.2.4. Prefibrotik PMF
2.3.Diger MPN’ler
2.3.1 Kronik notrofilik 16semi(KNL)
2.3.2. Kronik eozinofilik 16semi- siniflandiriimamis (KEL)
2.3.3. Mastositoz
2.3.4.MPN —siniflandirilamamis,(MPN-U)
3. MDS/MPN
3.1 Kronik miyelomonositik 16semi(KMML)
3.2 Juvenil miyelomonositik 16semi
3.3 Atipik kronik miyeloid lésemi BCR-ABL1 negatif
3.4 MDS/MPN- simiflandirilamamis
3.5 Refrakter anemi halka sideroblast ve trombositozlu(RARST)
4.Eozinofili ile seyreden myeloid ve lenfoid neoplaziler
4.1 PDGFR-a defektli miyeloid ve lenfoid neoplaziler
4.2 PDGFR-f defektli miyeloid neoplaziler
4.3 FGFR1 defektli miyeloid ve lenfoid neoplaziler
5.Miyelodisplastik sendromlar (MDS)
5.1.Refrakter sitopeni-tek hicre dizisinde
5.1.1.Refrakter anemi(<%15 Ring sideroblast)
5.1.2.Refrakter nétropeni
5.1.3.Refrakter trombositopeni
5.2. Refrakter anemi-ring sideroblastli(RARS)(>%15 Ring sideroblast )
5.3. Refrakter anemi-artmis blastli(RAEB)
5.3.1.RAEB-1.Perifer kaninda %2-4, kemik iliginde %5-9
5.3.2.RAEB-2. Perifer kaninda %5-19, kemik iliginde %10-19 veya Auer rod(+)
5.4.Refrakter sitopeni-multidizi displazili,(RCMD) (Ring sideroblast sayis1 6nemsiz)
5.5. MDS-izole del (5q)
5.6. MDS —¢ocuklukta
5.7. MDS-siniflandirilamamis



2.2 POLISITEMIA VERA

2.2.1. Epidemiyoloji

Polisitemia vera (PV), basta eritroid seri olmak iizere her li¢ hematopoietik hiicre
serisinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize kronik, klonal ve progresif bir hastaliktir. Yillik
insidansi erkeklerde 100.000°de 2,8, kadinlarda 100.000 de 1,3’dir(4). Eriskin yas grubundaki
yillik insidanst 100.000°de 18’dir (11). Askenazi Yahudilerinde daha sik goriiliir(5). Ortalama
tan1 yas1 60’tir ve daha ¢ok erkeklerde gortlmektedir. Nadir olarak bazi ailesel olgular
tanimlanmistir(11).

2005 yilinda JAK-2 V617F mutasyonunun kesfi ile beraber PV hastaliginin patogenezi
ve tanisinda 6nemli gelismeler saglanmistir (12). JAK-2 V617F mutasyonu JAK2’nin JH2
domainindeki 617. kodonunda valinin fenilalanin ile yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikar. JH2
domainindeki bu mutasyon sonucunda JAK?2 ileti sistemindeki inhibisyon ortadan kalkar, JH1
domaini daha da aktive olur ve hemotopoietik biyume faktorleri Gzerinden her (g dizinin de
etkilendigi bir proliferasyon sonucu PV ortaya ¢ikar(13-16). PV’de % 95-98 JAK-2 V617F

mutasyonu ile beraber %3 JAK-2 ekson 12 mutasyonu saptanmistir.

2.2.2. Tanm

2008 Diinya Saglik Orgiiti (DSO) kriterleri gunimiizde en ¢ok kullanilan tam
sistemidir(17) (Tablo 2).

Tablo 2. 2008 DSO PV Tam Kriterleri(17)

Major kriterler:

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

JAK-2 V617F veya JAK-2 ekson 12 mutasyonu varligi

Mindr Kkriterler:

Kemik iliginde her {i¢ serinin miyeloproliferasyonu

Serum EPO diizeyinin normalin altinda olmas1




Endojen eritroid koloni buytumesi(EEC)

Tam: Her iki major ve bir mindr kriter ya da ilk major kriter ve iki mindr kriterin birlikte

bulunmasiyla tan1 konur.

Tablo 3. Sekonder Eritrositoz Nedenleri(18)

1.Konjenital :

1.1.Yksek oksijen affiniteli hemoglobinopatiler
1.2.2,3 Bifosfogliserat mutaz eksikligi
1.3.Eritropoietin reseptdr mutasyonlari

1.4.VHL mutasyonu, Chuvash eritrositoz

2.Kazamlms :

2.1.EPO Iliskili

2.1.1.Hipoksi Iliskili artmis EPO iiretimi

2.1.1.1.Santral
2.1.1.1.1.Kronik Akciger Hastaliklar
2.1.1.1.2.Sagdan sola santl kardiyopulmoner hastaliklar
2.1.1.1.3.Karbonmonoksit zehirlenmesi
2.1.1.1.4.Sigara kullanim1

2.1.1.2.Renal
2.1.1.2.1.Renal soliter kist veya polikistik bobrek hastaliklari
2.1.1.2.2.Renal arter stenozu
2.1.1.2.3.Renal kanserler

2.1.2.Patolojik EPO uretimi
2.1.2.1. Tumorlerde paraneoplastik sendrom

2.1.3.Ekzojen EPO uretimi
2.1.3.1.Androjenik ilaclar
2.1.3.2.Kortikosteroidler
2.1.3.3.1diopatik eritrositoz
2.1.3.4.Eksojen EPO enjeksiyonu

3.Yalanci eritrositoz (dehidratasyona bagh)




2.2.3. Klinik Ozellikler

Hastalarin %80’ asemptomatiktir, tan1 rutin yapilan laboratuvar analizleri sirasinda
tesadiifen bulunan hemoglobin yiiksekligi sonucu konur. Oncelikle hastada sekonder pletora
(yuzde kirmizi-mor renk degisikligi) tipik bulgudur. Semptomatik hastalarda basagrist (%48),
halsizlik (%47), bas donmesi (%43), kasint1 (%36), terleme (%33), eritromelalji (%28), kilo
kayb1 (%29), parestezi (%29), nefes darligir (%26), eklem semptomlart (%26), epigastrik
rahatsizlik hissi (%24) nadiren de gegici gorme kaybi ve cilt Ulserleri gorulmektedir(19).
Hipermetabolizma nedeni ile gece terlemeleri ve kilo kaybi olabilir, dzellikle post-polistemik
miyelofibroz gelisen olgularda bu durum daha sik goriiliir. Hastalarin %40’mnda goriilen
Ozellikle sicak banyo sonrasi ortaya ¢ikan kasintt (akuojenik pruritis) PV’nin klasik
belirtisidir, bu kagintiya mast hiicre degranulasyonu, histamin salimimi ve fibrinolitik
faktorlerin sebep oldugu disiiniilmektedir(20). Yiksek JAK-2 V617F mutasyonu varligi
kasintiya yol agabilmektedir(21). Cogunlukla trombosit sayisinin >400.000/mm3 oldugu
olgularda goriilen parmak uglarinda belirginlesen kirmizilik ve yanma hissi ile seyreden
eritromelalji hastalarin %28 ‘inde gorulir ve aspirine yanitlidir(22). Cilt Glserleri ve akneiform
degisiklikler nadiren gelismektedir.

Yuksek hemotokrit diizeyi kan vizkositesinin artmasina yol acar; bas agrisi, bas
donmesi, tinnitus, bulanik gérme, senkop ataklari, parmak uglarinda uyusma, halsizlik ve efor
dispnesi artan kan viskozitesinin yol agtig1 baslica belirti ve bulgulardandir. Hastalarin
yaklasik 1/5’inde tani1 aninda veya oOncesinde gegici iskemik atak, serebrovaskiler olay,
miyokard enfarktiisii gibi siklikla gozlenen arteriyel ve derin ven trombozu, hepatik ven
trombozu (Budd-Chiari sendromu) gibi daha az oranda goézlenen vendz tromboembolik
komplikasyonlar 6nemli morbidite ve mortalite nedeni olabilmektedir(23). Batin i¢i tromboz
gelisen tiim hastalarda, 6zellikle splenomegaliye ragmen hemogram degerleri normal veya
yiiksek ise mutlaka MPN akla gelmelidir. PV’de tromboz gelisiminin sadece eritrositozla
iliskili olmadigi, ytiksek 16kosit degerlerinin ve JAK-2 V617F mutasyonunun kendisinin de bu
duruma katkist oldugu gosterilmistir. PV’de hemorajik komplikasyonlar tromboza goére daha



seyrektir. Siklikla epistaksis (%15-20 ) ve gastrointestinal kanamalar (%5) olarak karsimiza
¢ikmaktadir.

PV olgularinda tanm1 sirasinda %70 hastada splenomegali goriilebilir, genellikle kot
kavsini bir kag¢ santim gecer. PV diisiiniilen bir hastada masif splenomegali varliginda primer
miyelofibrozis veya post-polisitemik miyelofibrozis akla gelmelidir. Mutlaka splenik ven
trombozu gibi dalagi biiylitecek ek durumlar da dikkate alinmalidir. Tan1 sirasinda hastalarin
yaklasik yarisinda hepatomegali bulunur.

Pulmoner hipertansiyon, PV’li hastalarda sik goriilen yasam siiresini kisaltan bir
komplikasyondur, aktive trombositlerden salinan biiylime faktorleri sonucu damar diiz kas
hiperplazisi ve dolasimdaki megakaryositlerin olusturdugu tikanikliklar sonucu gelisir(24)
Sistemik hipertansiyona bagl sistolik kan basinci ytiksekligi (>140 mmHg) %72, diyastolik
kan basinct yiiksekligi (>90mmHg) %32 oraninda goriiliir (25). Eritrositozla bagvuran her
hastada sekonder eritrositoz nedenleri de dikkatle incelenmelidir (Tablo 3) (18).

PV tanisinda en 6nemli laboratuar bulgusu artmis hemoglobin ve eritrosit sayisidir.
DSO kriterlerine gére hemoglobin degeri 16,5 mg/dlI’den fazla olan (hematokrit >% 50)
kadinlar ve 18,5 mg/dl’den fazla olan (hematokrit >% 56) erkekler i¢in PV tanisi
diisiiniilmelidir. Klinik pratikte bu degerlerin iizerindeki Olgiimler saptandiginda eritrosit
kitlesi artmis olarak kabul edilmektedir. Eritrosit kitlesi arttig1 i¢in plazma orani azalir, in vitro
testlerde PT, aPTT yalanci olarak uzun bulunabilir. Demirin artmus eritrosit kitlesince
harcanmasi, tekrarlanan flebotomiler ve gastrointestinal sistemden kayip nedeni ile hipokromi,
mikrositoz ve poikilositoz izlenebilir. Serum demir seviyesi azalmig, demir baglama kapasitesi
artmis ve ferritin azalmistir. Retikiilosit yilizdesi hafifce artmistir. Post-polisitemik
miyelofibrozis sathasinda belirgin 16koeritroblastozis ve gozyast damlasi seklinde eritrositler
g6zlenir(25). Trombosit morfolojisi normal olmakla beraber >450.000/mm®iin Ustiinde
bulunabilmektedir. Ates ve enfeksiyon olmaksizin lokositler >12.000/mm?® iin tistiindedir, 6n
planda miyelosit ve metamiyelositlerde artis olmakla birlikte lenfosit ve monosit degerlerinde
artis beklenmemektedir. Bazofili ve eosinofili genellikle mevcuttur. Lokositoz PV iliskili
tromboz igin 6nemli bir risk faktoridir (26).

Serum EPO seviyesi PV’li hastalarin %85’inde diisiik bulunur ve bu durum sekonder

eritrositoz olgularindan ayrimini saglar (27). Terapé6tik flebotomi sonrasi, Budd Chiari



sendromu varligi ve demir eksikligi durumunda eritropoietin diizeyleri normal
saptanabilmektedir. Endojen eritroid koloni biyumesi (EEC) %73 gorilmektedir. Lokosit
alkalen fosfotaz diizeyi artmistir (25). Serum laktat dehidrogenaz (LDH) dlzeyi ve
transkobalamin artig1 nedeni ile B12 vitamin diizeyi yiiksek bulunabilir.

2005 yilinda JAK-2 V617F mutasyonunun kesfi ile birlikte PV tanisinin konulmasi
biylk oranda kolaylasmistir. JAK-2 V617F mutasyonu PV ile diger hemotokrit artis1 yapan
sebeplerin ayirict tanisinda %97 sensitiviteye ve %100 spesifiklige sahiptir (28). Tani
sirasinda trizomi 8, trizomi 9, 13q delesyonu ve 20q delesyonu gibi sitogenetik anormallikler
%15 hastada goriiliirken, klonal sitogenetik bozukluklarin siklig: yillar iginde artarak %80’lere
ulasabilmektedir (29). PV’de plazma sitokin seviyelerinde artis gorilmektedir. IL-2
hemotokrit artis1; IL-1b, IL-2, IL-7, FGF-b ve HGF l6kositoz; ve IFN-alpha ve IFN-gamma
trombositoz ile iliskili bulunmustur (30).

Kemik iliginde eritroid seri bagta olmak iizere her ii¢ seride artis s6z konusudur. Genis
ve hiperlobe cekirdekli anormal megakaryosit kiimeleri izlenir. Retikiilin lif artis1 bulunur ve
ileri evre retikiilin fibrozisi tan1 aninda hastalarin % 5’inden azinda goriiliirken, 20 yildan
sonra bu oran %50’ye ulasir (29). Kemik iligi demir depolar1 tiikenmistir (31). PV hastalarinda
kemik iligi ve periferik kan Orneklerinden elde edilen eritroid koloniler normal EPO
duyarliligi olan “burst forming unit-eritroid” (BFU-E) onciillerinden kdken alirlar, bunun
yanisira insiilin-like biliylime faktorii I’e karsi olan hipersensitiviteye bagli olarak EPO

olmadan olusan endojen eritroid koloniler de gosterilmistir (32).

2.2.4. Prognoz

PV tanisi olan hastalarda tedavi ile yasam siiresi 13 yilin tizerinde olmaktadir (33).
Mortalitenin sebepleri arasinda ilk sirada tromboz (%29) ve buna bagl kardiyovaskiiler
Olimler gelmektedir. Bunu sirast ile hematolojik maligniteler (%23), hematolojik olmayan

maligniteler (%16), hemorajiler (%7) ve miyelofibrozis (%3) izlemektedir (25).

2.2.5. Tedavi



PV’de tromboembolik komplikasyonlar, kanama, miyelofibrozis, akut 16semi ve diger
malignansilere doniisiimden korunma ve semptomlarin giderilmesi tedavinin amaglaridir. PV
tedavisi i¢in hastalik aktivitesine ve risk faktorlerine gore c¢esitli algoritmalar belirlenmistir
(Tablo 4) (34).

Flebotomi, komplike olmamis PV hastalarinda baslangi¢ tedavisidir. 60 yasin altinda
ve tromboz Oykiisii olmayanlarda tek basina tedavi segenegi olarak diisiiniilmelidir (35).

Hematokrit degerini % 45 altinda tutmak hedeflenmektedir.

Tablo 4. PV’da risk kategorileri ve tedavi yonetimi (34)
Risk Yas >60 veya Genel Tedavi
tromboz 6ykusu kardiyovaskuler
risk faktorleri *
Diisiik Yok Yok Diisiik doz aspirin +
Flebotomi
Dusiik risk ama Diisik doz aspirin
trombosit sayisl Yok Var (edinsel von
1.000.000/mm?3  den Willebrand hastaligi
fazla yok ise) + Flebotomi
Yuksek Diisiik doz aspirin +
Flebotomi +
Var Yok veya Var HidroksiUre
Hidroksiure Diisiik doz aspirin +
direnci/intoleransi Flebotomi+
bulunan ylksek risk Var Yok veya Var Interferon
alfa<60yas+
busulfan>60 yas

*Hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diyabet, sigara igimi

Cok ylksek trombosit sayis1 (>1.500.000 / mm?3) kanama agisindan potansiyel risk faktoradar.
Yuksek Iokosit sayis1 ve yiiksek JAK-2 V617F allel yikii tromboz agisindan potansiyel risk
faktorleridir (14)
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2.3. ESANSIYEL TROMBOSITEMI

2.3.1. Epidemiyoloji

Esansiyel trombositemi (ET), kronik ve reaktif olmayan bir trombositoz ile giden diger
Ph(-) MPN’lerin diglanmasi ile tan1 konan hematolojik klonal bir hastaliktir (36). ET nin
tahmin edilen yillik insidansi yaklasik 100.000°de 2,5’dir. Ortalama tani yas1 60’tir ve
kadinlarda daha sik goriilmektedir. Cocuklarda oldukca nadirdir.

Trombopoietinin (TPO) ve trombopoietin reseptorunin (c-Mpl) ET patogenezine
katkis1 gosterilememis olmasina ragmen ailesel otozomal dominant ET’de TPO veya c-Mpl

genlerindeki aktive edici mutasyonlar TPO iliskili trombositoza neden olmaktadir (37).

2.3.2. Tam

ET tanis1 diger Ph(-) MPN’lerin ve olasi reaktif trombositoz sebeplerinin diglanmast ile
konulur (36). 2008 Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterleri giiniimiizde en ¢ok kullanilan tani
sistemidir (17) (Tablo 5).

Tablo 5. Esansiyel Trombositemi 2008 DSO simiflandirma kriterleri (17)

1. Trombosit sayisinin sirekli >450.000/ mm3 olmasi

2. JAK-2 V617F veya diger klonal bir belirtecin gosterilmesi veya belirte¢ yoklugunda
enfeksiyon, enflamasyon ve diger reaktif trombositoz bulgularinin olmamasi

3. PV, PMF, KML, MDS’ ye ait DSO kriterlerini karsilamamas1

4. Rutin sitogenetik calismada Ph kromozomunun ya da sitogenetik olarak maskelenmis
KML olgulart igin BCR/ABL fuzyon geninin bulunmamasi

5. Demir depolarinin normal olmasi (normal serum ferritin degeri ve ortalama kirmizi hiicre
hacminin (MCV) normal olmasi).

6. Azalmis serum ferritin varliginda ise demir replasman tedavisinin hemoglobin diizeyini
PV araligina ¢ikaramamasi

7. Kemik iligi aspirasyon veya biyopsisinde megakaryositik hiperplazi (anormal
maturasyonlu megakaryosit veya lokoeritroblastozis olmamalr)

8. MDS veya PMF icin periferik kan, kemik iligi ve karyotipik kanitlarin bulunmamasi
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Tablo 6. Sekonder Trombositoz Nedenleri(36)

1.Malign olmayan hematolojik hadiseler
1.1.Akut kan kayb1
1.2.Demir eksikligi anemisi
1.3.Vitamin B12 eksikligi tedavisi
1.4. Akut hemolitik anemi
1.5.immiin trombositopeni tedavisi sonras1 rebound etki
1.6.Etanol iliskili trombositopeni sonrasi rebound etki

2.Kronik Infeksiyonlar

3.Akut ve kronik inflamatuar hadiseler

3.1.POEMS sendromu (Polintropati, Organomegali, Endokrinopati, M Protein ve cilt (skin)
bulgular1)

3.2.Colyak hastaligi

3.3.Inflamatuar barsak hastalig

3.4.Romatolojik hastaliklar, vaskiilitler

4.Doku hasari
4.1.Termal yaniklar
4.2.Myokard infarkttsu
4.3.Koroner arter bypass sonrasi
4.4. Akut pankreatit
4.5.Ciddi travmalar
4.6.Postop dénem

5.Malign hadiseler
5.1.Metastatik kanserler
5.2.Lenfoma
5.3.Miyelosupresif ajanlarin kullanimi sonrasi rebound etki

6 .Ilag reaksiyonlar
6.1.Trombopoietin, trombopoietin mimetikleri
6.2.Epinefrin, glukokortikoid
6.3.Interlokin 1B
6.4.All-trans retinoik asit
6.5.Vinkristin
7.Aspleni-splenektomi
8.Allerjik reaksiyonlar

9.Egzersiz
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2.3.3. Klinik Ozellikler

ET hastalarinin yarisi tani aninda asemptomatik olup rastlantisal olarak goriilen
trombositoz ile tani alirlar. Semptomatik olgularda ise siklikla bag agrisi, bas donmesi, senkop,
atipik gogiis agrisi, akral paresteziler, livedo retikiilaris, eritromelalji ve gegici gdrme
bozukluklar1 gibi vazomotor semptomlar, trombozlar ve hemorajik komplikasyonlar
gorullr(38).

Mikrovaskiiler semptomlar %34 oraninda meydana gelir ve ¢ogunlukla yasami tehdit
etmezler. Parmak uclarinda siyanoz (akrosiyanoz), nekroz ve gangren gorulebilir. Bunlarin
arasinda en tipik olani el ve ayaklarda eritem, sicaklik hissi, yanma ve agri1 ile bulgu veren
eritromelaljidir, diisiik doz aspirinle belirgin olarak diizelmektedir.

Trombotik komplikasyonlar hastalarin yaklasik beste birinde goriilmektedir. Siklikla
inme, gegici iskemik atak, retinal arter ve ven oklizyonu, koroner arter iskemisi, pulmoner
emboli, hepatik ve portal ven trombozu, derin ven trombozu ve dijital iskemi olarak bulgu
vermektedir (39).

Kanama, ET hastalarinda daha nadir goriilen bir bulgu olmasina ragmen o6zellikle
trombosit sayist >1.000.000/ mm? UGzerine c¢iktiginda goriilebilmektedir. Trombosit islev
bozuklugu, edinsel vWF eksikligi ve tedavi i¢in kullanilan ilaglarin bir sonucu olarak 6zellikle
gastrointestinal sistem, cilt ve mukozalarda boyutu blyuk olmayan kanamalar gorulebilir (40).

ET’de losemik transformasyon nadirdir, degisik serilerde % 0.6-2 oraninda
bildirilmektedir.

ET’nin en 6nemli fizik muayene bulgusu hastalarin %25-48’inde gozlenebilen palpabl
splenomegalidir(41). Nadiren hepatomegali, lenfadenopati ve asemptomatik pulmoner
hipertansiyon gorilebilmektedir.

Trombosit sayis1 hastalarm timiinde 450.000/mm®den, ¢ogunda 1.000.000/mm?®
fazladir. Dev trombositler goézlenebilir. Protrombin ve parsiyel tromboplastin zamani
normaldir, ancak uzamis kanama zamani ve bozulmus trombosit agregasyonu gibi trombosit
fonksiyonu anormallikleri gorulebilir(42). Hemoglobin genellikle normaldir. Notrofilik
I6kositoz gorlebilir. Lokosit alkalen fosfataz (LAP) skoru normal veya yiksektir. LDH ve

tirik asit yiiksek olma egilimindedir. ET’li hastalarin %50’sinde JAK-2 V617F mutasyonu
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(43), %5-10’unda MPL WH5I15L/K mutasyonu ve %15-20’sinde CALR  mutasyonu
goriilebilmektedir. CALR mutasyonu geng erkeklerde daha siktir; bu mutasyonu tasiyanlarda
genellikle hemoglobin ve 16kosit sayisi diisiik, trombosit sayist yiiksek olma egilimindedir
(44).

Kemik iligi hiperseliillerdir. Eritropoiezde ve granilopoezde Onemli dizeyde
olmamakla birlikte her Ug seriye ait hiperplazi gorilebilir ve dev megakaryositler kiimelesmis
olarak bulunur. ET’de megakaryositlerde belirgin displazi olmamasi PMF ile ayiriminda
onemli bir kriter olarak kabul edilir. ET hastalarinin kemik iligi biyopsisinde hafif diizeyde

fibrozis gordlebilir. Belirgin fibrozis PMF’nin erken evrelerini diisiindirir.

2.3.4. Prognoz

ET hastalarinda 15 yillik sagkalim %90’ iizerindedir (45). ET tanili hastalar geg
donemde gelisen komplikasyonlar disinda normal yasam siiresine sahiptirler (46). AML ve
miyelofibrozis gelisimi nadirdir ancak anemisi olan, trombosit sayisi >1.000.000/ mm® olan
yaslt hastalarda ardisik sitotoksik ilag¢ (6zellikle busulfan) kullanim1 ve hastalik siiresi arttikGa
risk yukselir (42).

ET’de morbidite ve mortaliteyi etkileyen en 6nemli komplikasyonlar tromboz ve
kanamalardir. ET hastalarinin beste birinde goriilen trombotik komplikasyonlar icin risk
faktorleri olarak 16kositoz, ileri yas (>60), obezite, ge¢irilmis tromboz Oykiisii, ailede tromboz
Oykusl(veya genetik trombofili varligi), sigara kullanimi, oral kontraseptif kullanimi,
kardiyovaskiler risk faktorlerinin  bulunmasi  (diyabetes mellitus, hipertansiyon,
hiperkolesterolemi ), JAK2-V617F mutasyonu varligi sayilabilir(47). Hastalarin ancak %5
kadarinda majér kanama olmaktadir. Trombosit sayist >1.000.000/mm® ve von Willebrand

hastalig1 varliginda kanama riski artmaktadir.
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2.3.5. Tedavi

ET tedavisinde amag losemi ve miyelofibrozis doniisiim olasiligini arttirmadan
trombohemorajik komplikasyonlar1 azaltmaktir. Bu sebeple ET tedavisi icin hastalik

aktivitesine ve risk faktorlerine gore cesitli algoritmalar belirlenmistir (Tablo 7) (34)

Tablo 7. ET’de risk kategorileri ve tedavi yonetimi(34)
Risk Yas >60 veya tromboz | Tedavi
oykust
Diisiik Yok Diisiik doz aspirin
Diisiik risk ama trombosit | Yok Diistik doz aspirin (edinsel
sayist 1.000.000/mm? den von Willebrand hastalig1 yok
fazla ise)
Yiksek Var Diisiik doz aspirin +
Hidroksitre
Hidroksitre Var Diisiik doz aspirin +
direnci/intolerans1  bulunan Interferon  alfa(<65 yas)
yuksek risk veya
Busulfan (>65 yas)

2.4. PRIMER MIYELOFIiBROZIS

2.4.1. Epidemiyoloji

Primer miyelofibrozis (PMF), Ph(-) MPN’ler arasinda en az siklikla goriilen, etyolojisi
tam olarak bilinmeyen, primer veya sekonder olarak gelisebilen multipotent hematopoietik
progenitor hiicrenin klonal bir bozuklugudur. Kemik iligi fibrozisi, ekstrameduller
hematopoiez, kronik miyeloproliferasyon, atipik megakaryositik hiperplazi ve splenomegali
varhigt ile karakterize bir hastaliktir (48). Yillik insidansi yaklagik 100.000°de 1,5°tir. Tani
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aninda hastalarin ortalama yas1 65-70°dir. Cocuklarda nadir goérilir. PMF’li hastalarin
%50’sinde JAK-2 V617F mutasyonu, %5-10’unda MPL WH515L/K, %20-25 CALR
mutasyonu pozitif bulunur(49-53) LNK, CBL, TET2, ASXL1, IDH, IKZF1, EZH2, 209-,130-
kromozom delesyonlari basta olmak tizere del(6), t(1;6) (q21-23;p21.3), 9p, trizomi 8 veya 9, -
18 - kismi trizomi 1q gibi spesifik olmayan kromozom anormallikleri yaygin olarak goriiliir
(48). Monozomal karyotip, inv(3)/(17q) anomalileri +8, -7/7g-, i(17q), inv3, -5/5q, 12p-veya
11923 yeniden dizenlenmesi kotl karyotipler olarak sayilmaktadir(54).

PMF’de klonal hematopoietik kdk hiicre hasar1 sonucu kronik miyeloproliferasyon ve
atipik megakaoryopoez olusur (55). Kemik iligi fibrozu bir fibroblast klonu tarafindan
olusturulmaz (56). Basta tip 3 kollagen olmak fiizere tip 1, 4 ve 5 kollagen artar. Fibrozis;
transforming biylme faktorl (TGF) ve metalloproteinaz doku inhibitorleri ile; osteoskleroz
ise bir osteoklast inhibitorii olan osteoprotegrin ile iliskilidir. Bu stregte rol oynayan
sitokinlerin baslicalar1 TGF beta, PDGF, epidermal biyime faktori (EGF), endotelyal hiicre
blylme faktéri (ECGF), fibroblast buytime faktori (FGF)’dr.

2.4.2. Tam

PMF’de tani aninda hastalarin biiyiik bir kismi semptomatiktir, dev splenomegali
varhiginda siiphelenilir. PMF tanis1 kemik iligi biyopsisinde fibrozis varligi ile konur, bu
donemde sekonder olarak miyelofibrozis gelistiren durumlarin diglanmasi gerekir. PV ve ET
sonrast gelisen miyelofibrozis diginda, miyelodisplastik sendrom, myeloid ve lenfoid
maligniteler, kemik iligi metastazi yapmis solid tiimorler, bag dokusu hastaliklari,
infeksiyonlar ve D vitamini eksikligi miyelofibrozise yol agabilir. PMF tanisi igin en sik
Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin belirledigi kriterler kullanilmaktadir (Tablo 8) (17).
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Tablo 8. Primer Miyelofibrozis 2008 DSO tam kriterleri(17)

Major kriterler:

1. Retikiilin ve/veya kollojen fibrozisinin eslik ettigi megakaryosit proliferasyonu ve
atipisi olmali veya anlamli retikiilin olmadiginda megakaryosit degisimlerine artmais ilik
seliilaritesi, graniilositik proliferasyon ve siklikla azalmis eritropoiez eslik etmelidir
(fibrotik PMF)

2. KML, PV, MDS veya diger miyeloid neoplazmlar i¢in DSO kriterlerini karsilamamasi

3. JAK-2 V617F veya diger klonal markirlarin gosterilmesi veya reaktif ilik fibrozu kaniti
olmamast

Mindr kriterler:

1. Anemi

2. Palpabl splenomegali
3. Lokoeritroblastozis
4. LDH dizeyinde artma

Tani: Tiim 3 major ve 2 mindr kriter bulunmasi ile tan1 konur.

2.4.3. Klinik Ozellikler

Klinik 6zellikler hastaligin evresiyle iligkili olarak degismektedir. Miyelofibrozusun
erken donemlerini ET’den ayirmak kolay degildir, kemik iliginde fibroz gelisip splenomegali
belirginlesince semptomlar, bulgular ve kan tablosu da farkli 6zellikler kazanir.

Halsizlik hastalarin %50-70’nde goriilen en sik bulgudur. Bazi hastalarda kilo kaybu,
kemik agrisi, ates ve gece terlemesi gibi hipermetabolik durumun neden oldugu semptomlar
gorulebilmektedir (57). Belirgin splenomegali nedeni ile sol {ist kadran agris1 ve erken doyma
hissi sikayetlere eklenebilir. Nadiren kasinti ve pulmoner hipertansiyon gelisebilmektedir.
Arteryel ve vendz tromboz %13 oraninda goriilmektedir.

Splenomegali PMF’de %90 oranla en sik rastlanan bulgudur ve extrameduller
hematopoieze bagli olarak olusur. Dalak bazi olgularda inguinal bolgeye kadar buyuyebilir.
Spleomegaliye bagli erken doyma, sol iist kadran ve omuz agrisi, karinda siskinlik hissi

olabilir. Extrameduller hematopoieze baglh olarak olusan diger bir bulgu da hepatomegalidir
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ve hastalarin % 40-70’inde mevcuttur. Splanknik alanda gelisen trombozlar 6nemli bir portal
hipertansiyon nedenidir bunu disinda splenomegali ve hepatomegali splanknik kan akimi
artisina, ekstrameduller hematopoiez ise intrahepatik obstruksiyona neden olarak portal
hipertansiyona yol agabilir. Bunun disinda assit, 6zofageal ve gastrik varisler, gastrointestinal
kanama, hepatik ensefalopati ve portal ven trombozu portal hipertansiyonun komplikasyonlari
olarak sayilabilir.

PMF’de bir ¢ok organda gelisebilen ekstramediiller hematopoieze bagli olarak
lenfadenopati, plevral, perikardiyal veya abdominal efiizyonlar, genitoiiriner, akciger ve
merkezi sinir sistemi tutulumlart olabilmektedir (58).

PMF’de kemik iligi fibrozusuna bagli iskelet sistemi degisiklikleri gorilebilir.
Ozellikle alt ekstremitelerde agrili kemik ve eklem tutulumlari olabilmektedir. Nadiren
osteoskleroz, periostit, sekonder gut ve osteolitik lezyonlar tespit edilmektedir.

Laboratuvar tetkiklerinde en sik anemiye rastlanir. Hastalarin %50’sinde Hb seviyesi
<10 g/dl’dir ve % 20’sinde transfiizyona bagimli anemi mevcuttur. Perifer kanda goriilen
karakteristik anizositoz, poikilositoz, graniilosit Onciilleri, gozyasi hiicreleri ve ¢ekirdekli
eritrositler tan1 koydurucudur. Hastalarim %]12‘sinde trombosit sayist 500.000/mm> den,
16kosit say1st 30.000/ mm>den fazladir. Lokoeritroblastik kan tablosuyla beraber graniilosit
oncdlleri ve miyeloblastlar perifer kanda gorulebilir. Trombositopeni, 16kopeni, eozinofili ve
bazofili olabilir. LAP skoru diisiik, normal ya da yilikselmis bulunabilir (59). Serum (rik asit,
LDH, alkalen fosfataz (ALP) ve biluribin degerleri artmis olabilir.

Kemik iligi biyopsisinde; PMF evresine gore fibrozisin belirgin olmadig: hiperselliiler
bir ilikten, tamamiyla fibrotik hatta osteosklerotik ilige varan ¢esitli tablolar goriilebilir. Agir
fibrozisli hastalarda kemik iligi siklikla aspire edilemez (dry tap). Kemik iligi biyopsisinde
ayrica displazik (¢ekirdek/sitoplazma orani bozulmus, hiperkromatik, diizensiz katlantil)
megakaryositlerin goriilmesi tipik bulgudur. Retikiilin fibrozis goriilmediginde megakaryositik
degisikliklere ek olarak grantilositik proliferasyonda artis ve eritropoiezde azalma saptanabilir
(17, 52). Granulositlerde hiper veya hipolobilasyon, edinsel Pelger-Hiet anomalisi ve

nikleositoplazmik asenkroni gorulebilir.
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2.4.4. Prognoz

PMF ‘de ortalama yasam siiresi 6-10 yildir(60). Diger Ph(-) MPN’lere gore yasam
stiresi daha kisadir. Ciddi kemik iligi yetersizligi ve organ tutulumlar1 sonucu gelisen anemi,
infeksiyonlar ve kanamalar morbidite ve mortaliteyi arttirmaktadir.

Hastalarin yaklasik %6-18’inde 10 yilda 16semiye doniisiim goriiliir (61). Losemiye
doniisiim riskinin trombosit sayisi diisik olan ve kotl karyotipin saptandigi hastalarda daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (62).

PMF’de prognozu etkileyen faktorler anemi, trombositopeni, yas, kompleks
sitogenetik anormallik varligi, nedeni agiklanamayan ates, gece terlemeleri ya da kilo kayb1
gibi semptomlardan olusmaktadir. Tedaviyi belirleme amaciyla ¢esitli prognostik skorlama
sistemleri gelistirilmistir. Giiniimiizde en sik IPSS skorlama sistemi kullanilmaktadir(Tablo 8)
(60). En glincel DIPSS-plus skorlama sisteminde ise bu risk faktorlerine eritrosit transfiizyon
ihtiyaci, trombosit sayisinin 100.000/mm® altinda olmasi ve kétii karyotipin saptanmasi
eklenmistir (99). Kotii karyotip +8, -7/79-, i(17q), inv3, -5/5q, 12p-veya 11923 yeniden
diizenlenmesi, monozomal karyotip, inv(3)/(17q) anomalileri olarak tanmimlanmustir. Uglii
(triple) negatif olarak adlandirdigimiz JAK-2 V617F, MPL W515L/K ve CALR genlerinin

negatif olmasi prognozu kotii yonde etkilemektedir.

Tablo 9. Primer Miyelofibrozis IPSS risk skorlamasi(60)

Yas >65

Hb < 10g/dI

Lokosit sayist >25.000/ mm?

Periferik kanda dolasan blast ylizdesi >%1
Konstitusyonel semptomlar

N N

Skor: Her biri 1 puan olmak iizere; diisiik risk 0 puan, orta-1 risk 1 puan, orta-2 risk 2 puan
yuksek risk 3 puan
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2.4.5. Tedavi

PMF  hastalarmin  tedavisini  belirlerken  prognostik  skorlama  ydntemleri
kullanilmaktadir. Risk skorlamasina gore yiiksek riskli geng hastalarda kiratif potansiyeli olan
tek tedavi modalitesi allojenik hematopoietik kok hiicre naklidir. Fakat islemin morbiditesinin
ve mortalitesinin ¢ok yiiksek oldugu unutulmamalidir. Hidroksiiirea periferik kanda l6kositoz
ve trombositozu olan hastalarda hemoglobin diizeyi izin verdigi siirece kullanilabilir. Gerek
dalak boyutlarini kiigiiltmesi gerekse trombozu engellemesi agisindan tedavide dnemli bir
secenek olarak Onemini korur. Anemi gelisen olgularda androjenler, kortikosteroidler ve
talidomid denenebilir. Son yillarda JAK-2 inhibitdrlerinin kullanima girmesi ile birlikte bu
hastalarda kemik iligi fibrozisini azaltmak, splenomegaliyi kugultmek ve konstitiisyonel
semptomlar1 rahatlatmak miimkiin olmustur. Masif splenomegalisi olan olgularda gelisen
siddetli anemi ve konstitusyonel semptomlar sitorediiktif ilaglarin kullanimimi kisitlar.
Refrakter olgularda talidomid, lenalidomid, androjen etkili ilaglar, steroidler, interferon
denenebilir. Splenektomi veya splenik radyoterapi tum bu tedavilere refrakter olgularda ve

splenik enfarkt varliginda tercih edilebilir.

2.5. MIYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILERDE MUTASYONLAR

Genel anlamda kanser bir hiicrenin normal biiylime ve farklilagma fonksiyonlarini
saglayan mekanizmalarin bozulmasi ve apopitozise ugramamasi olarak ifade edilebilir.
1960°da KML patogenezinden Ph kromozomunun sorumlu oldugunun gosterilmesiyle birlikte,
ilk kez kanserin genetik bir mutasyon sonucu olustugu ispatlanmis oldu. Son 50 yilda
molekiiler tan1 yontemlerinin hizla gelismesi, hiicre fonksiyonlarini diizenleyen genetik
mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi ile kanserin; DNA’da veya DNA’daki bilginin proteine

aktarimi sirasinda (6zellikle transkripsiyon asamasinda) gelisen bozukluklardan kaynaklandigi
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gosterildi.

Ozellikle hematolojik malignitelerde genetik degisimlerin tanimlanmas1 gerek tamida,
gerekse tedavide onemli bir ¢igir agmistir. Ik calismalarda major karyotip analizleri ile
kromozomlar diizeyindeki bozukluklar anlasilabilmistir. Philadelphia kromozomu, t(9;22);
t(15;17), trisomi 21 bu gen degisimlerine Ornek olarak verilebilir. Major kromozom
bozukluklar1 FISH yontemi ve PZR ile gunlik pratikte de kolayca gosterilebilmektedir. DNA
dizileme yontemleri ile insersiyonlar, delesyonlar gibi farkli gen degisimleri de taninabilmistir.
Bu tarz major gen degisimleri hastaliklarin spesifik tanisinda, siniflandirilmasinda ve
prognozun degerlendirilmesinde rutin olarak kullanilmaktadir. Ayrica gelistirilen hedef ilaglar
ile baz1 hematolojik malignitelerin basarili bir bigimde tedavisi miimkiin olabilmistir.

Molekiiler tan1 yontemlerinin son 20 yilda hizla gelismesi ile birlikte, hiicrenin biiyiime
ve farklilagsmasinda DNA’daki degisiklikler disinda, DNA’da kodlanan bilginin protein
asamasina doniistiiriilmesi sirasinda gorev yapan transkripsiyon faktorleri ve onlari
diizenleyen proteinlerin de o6nemli rol oynadigi ortaya konmustur. DNA dizisinde bir
degisiklik yapmaksizin transkripsyonel asamada ortaya ¢ikan ve yavru hiicreye aktarilabilen
stabil ve uzun siireli degisiklikler ‘epigenetik’ degisiklikler olarak tanimlanmaktadir.
Epigenetik degisiklikler DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve transkripsiyonu kontrol
eden proteinlerin aktivitelerinde degisiklikler olarak ii¢ ana baslikta incelenebilir. Bu
degisikliklerin transkriptomu etkiledigi, hiicrenin biiylimesini ve farklilasmasini yonettigi
gosterilmistir. Son yillarda kanser olusumunu tetikleyen epigenetik mekanizmalar en 6nemli
arastirma konusunu olusturmaktadir. Her gecen giin yeni yolaklar tanimlanmakta, bu
yolaklarin aktivatorleri ve inhibitorleri arastirilmakta ve kanserogenezin mekanizmalari
anlagilmaya c¢alisilmaktadir. Farkli kanser tiplerinde farkli yolaklarin aktive oldugu
gosterilmektedir. Modern kanser tedavisinde spesifik bir kanser i¢in, o kansere 6zgii yolaklari
bloke edecek ajanlar1 kullanmak hedeflenmektedir(63).

MPN’ler farkli somatik gen degisimlerinin nasil benzer sendromlara neden olabildigini
gosteren ilging bir hastalik grubunu olusturmaktadir. Ornegin JAK2 V617F mutasyonu PV,
ET ve PMF olmak iizere {i¢ farkli fenotiple karsimiza ¢ikabilmektedir. MPN kemik iliginin
asirt aktivasyonu, periferik kanda degisik derecelerde pansitozun ve kemik iliginde fibrozun

eslik ettigi, losemik doniisiim ile sonuglanabilen bir grup kronik hematolojik maligniteyi
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kapsar. Son 50 yilda bu hastaliklarin genetik alt yapilariin ortaya konmasiyla birlikte
hematolojik kanserler farkli bir boyuta ulagmistir: artik hematolojik kanserlerde tani, tedavi ve
prognozda en belirleyici 6zelligin hastaliga 6zgii genetik degisimler oldugu anlagilmistir.

[k rnek, KML hastalarinda 1960 yilinda gosterilen, 9. Kromozomdaki ABL onkogeni
ile 22. kromozomdaki BCR geni arasinda gelisen resiprokal bir translokasyon (Philedelphia
kromozomu)’dur. Sonugta olusan BCR-ABL flizyon geninin Grind sitoplazmik bir tirozin

kinazin siirekli aktif kalmasina neden olur ve KML gelisir.

2.5.1 JAK-2 V617F Mutasyonu

2005 yilinda Ph(-) MPN’lerde JAK-2 V617F mutasyonu tanimlanmustir. Janus kinaz
ailesi JAK-STAT yolag: ile sitokin aracili sinyallerin doniisimiinii saglayan bir grup tirozin
kinaza verilen isimdir (64) (Sekil 1). Bu yolaktaki transkripsiyon faktérleri STAT lar (Signal
Transducers and Activators of Transcription) olarak bilinir. JAK ailesi JAK1, JAK2, JAK3
ve TYK2 olmak Ulzere 4 kinazdan olusur. JAK1 ve JAK2 tip II interferon gamma (IFN-y)
sinyal yolunda rol alirken, JAK1 ve TYK2 tip I IFN sinyallenmesi ile iligkilidir (65). TYK2
“natural Killer” fonksiyonlarina aracilik eder. JAK’lar ‘Janus homoloji domain 1-7° (JH 1-7)
olarak adlandirilan yedi bolge ihtiva ederler. JAK’larin yapisinda birbirinin aynisi 2 adet fosfat
transfer edici bolge mevcuttur. Bunlardan biri kinaz aktivitesi gosterirken digeri negatif yonde
regiilasyondan sorumludur (66). JH1 ve JH2 domainleri bu sekilde islev goriirken JH3 ve JH4
domainleri Src-homoloji-2 (SH2) ile benzerlikler gosterir. Amino terminal u¢ kisminda yer
alan JH4-JH7 kismu ise FERM (4.1, ezrin, radixin, moesin) domain olarak adlandirilir ve
sitozolik kismina baglanarak sitokin reseptorleri ve diger kinazlarla olan iletisimi
saglamaktadir (64). JAK-2 V617F mutasyonu JAK2’nin JH2 pargasindaki 617. kodonunda
valinin fenilalanin ile yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikar. JH2 domainindeki bu mutasyon
sonucunda JAK ileti sistemindeki inhibisyon ortadan kalkar ve hematopietik progenittr
hicrelerin blyume faktorleri ve diger sitokinlere olan duyarliligi artar. Eritropoietin,
trombopoetin, interlokin-3, insulin like growth faktor-1, granulosit stimile edici faktor (G-
CSF) ve granulosit-makrofaj stimiile edici faktor diizeyleri artisi ile her 3 serinin de etkilendigi

bir proliferasyon durumu ortaya ¢ikar (12). JAK-2 V617F mutasyonu sonradan kazanilmus,
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fonksiyon kazandiran (gain-of-function), somatik bir mutasyondur. Hayvan modellerinde
JAK-2 V617F mutasyonunun ekspresyonu PV benzeri bir klinik tabloya yol agmaktadir. Bu
bulgu mutasyonun patojenik oldugunun baska bir gostergesi olarak kabul edilir (67).

JAK-2 V617F mutasyonu PV’de %95-98, ET ve PMF’de %50 bulunmaktadir. PV’de
ayrica JAK-2 Ekson 12 mutasyonlar1 ve B hiicreli akut lenfoblastik 16semide JAK-2 Ekson 16

mutasyonlari da tarif edilmistir (67).

Sekil 1. Janus Kinazlarin DomainYapisi. JH: JAK homoloji domain (64)

JH2(ps6do .
JH7 JH6 JH5 JH4 JH3 : JH1(kinaz)
kinaz)

HN COOH

JAK-2 molekiiliindeki bu nokta mutasyonun nasil olup da ii¢ farkli fenotipe (PV, ET
ve PMF) neden olabildigi konusu tam olarak aydinlatilamamistir. Muhtemelen MPN
patogenezini baslatan bagka mutasyonlarin oldugu, bu mutasyonlarin JAK gelisimine yatkinlik

yarattig1 ileri siiriilmektedir (67).

2.5.2 JAK-2 ekson 12 Mutasyonu

JAK-2 V617F mutasyonu bulunmayan nadir PV hastalarinda bir diger kazanilmig
mutasyon JAK-2 ekson 12 mutasyonudur. JAK-2 V617F mutasyonundan farkli olarak JAK-2
ekson 12 mutasyonu yaklasik 20 niikleotidde birden yer alarak delesyon , insersiyon ve
kayiplar yapabilmektedir. SH2 ve JH2 domainleri arasinda bag gorevi goriir (68). PV
hastalarinda miyelofibrozise gidisle iliskilidir. JAK-2 V617F mutasyonu PV’de %3 goruldr,
ET ve PMF’de gorilmez (69). Bu mutasyon JAK-2 V617F mutasyonu bulunan hastalara
kiyasla daha gen¢ hastalarda bulunmakta olup eritroid seride belirgin artisa sebep
olmaktadir.Ozellikle ailesel olgularda ve splenik ven trombozu bulunan olgularda

g6zlenmektedir(70).
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2.5.3 MPL Mutasyonlar1

MPL (Miyeloproliferatif Losemi Virlis Onkojen) mutasyonlar1 (en sik goriilenleri
WSI15L ve W515K), ekzon 10 tizerinde tanimlanmigtir ve trombopoietin reseptor mutasyonu
olarak gorev alirlar. 515. kodon tizerindeki triptofanin 16sin, lizin, asparajin veya alanin ile yer
degistirmesi sonucu olusurlar (71). Aminoasit 515 transmembran domainin 6ninde
sitoplazmada yer alir. Bu molekiil reseptoriin sitozolik sekli i¢in 6nemli bir rol oynar ve
spontan aktivasyonunu Onler. Bu yer degistirme mutasyonlarindan sonra reseptoriin inhibisyon
mekanizmasi kaybolarak hiicrede anormal proliferasyon olur. Bu mutasyonlar ET ve PMF’de

olgularin %5-10"unda gortlmektedir (72, 73).

2.5.4. CALR (Kalretiktlin) Mutasyonu

CALR geni evrimsel siirecte siki bir bigimde korunmustur, bu durum proteinin elzem
fonksiyonlariin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. CALR geni Kkalretikilin denen gok
fonksiyonlu bir proteini kodlar. Bu protein endoplazmik retikulum, sitozol ve hicre yuzeyinde
yer alir. Kalsiyum saperon proteini olarak da taninir. Endoplazmik retikulumda protein
islenmesi ve transportunda gorev alir, proteinlerin uygun bir bi¢gimde katlanmasini kontrol
eder; ayrica kalsiyum iyonlarinin belirli diizeylerde tutulmasinda goérev alir. Mekanizmalari
tam aydinlatilamamakla birlikte, kalretikiilinin kalsiyum regiilasyonu ve protein katlanmasi
tizerindeki etkileriyle gen aktivitesini diizenledigi; hiicrenin biiylime, migrasyon, farklilagma
ve apopitoz gibi major fonksiyonlarinin saglanmasinda rol aldigi ileri siiriilmektedir. Bu
protein ayrica yara iyilegsmesi ve immiin sistem fonksiyonlarinda da gorev almaktadir (74).

2013 yilinda birbirinden bagimsiz iki arastirmaci grubu (Klampfl ve ark, Naglia ve
ark) JAK-2 V617F ve MPL W515L/K mutasyonlar1 negatif olan Ph(-) MPN hastalarinda
CALR geninde somatik mutasyonlar tammlamuslardir. Ilging bir sekilde bu mutasyonlar
CALR geninin 9. eksonunda delesyonlar veya insersiyonlar seklinde olmaktadir ve molekiiliin
C-terminal ucunu degistirmektedir (75). Mutant CALR geninin transfeksiyonunun hicre
dizilerinde JAK-STAT yolagini aktive ettigi ve MPN fenotipi yarattigi gosterilmistir. CALR
mutasyonu PMF’de %20-25, ET’de %20 saptanmaktadir.
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2.5.5. ASXL1 Gen Mutasyonlari

ASXL1 (Additional sex comb-like 1) geni, Drosophila’da bulunan ‘Additional sex
combs (Asx)’ geninin insan homologudur. ASXL1 geni 20q11°de yer alir, 1084 aminoasitlik
bir niikleer proteini kodlar. ASXL1 proteinin gorevi tam olarak anlasilamamakla beraber,
histon modifikasyonu yoluyla epigenetik degisiklikleri kontrol ettigi diisiiniilmektedir. Yapilan
calismalarda ASXL1’in kromatine baglanarak belli bolgelerin transkripsiyonunu arttirip, belli
bolgeleri baskilayarak etki ettigi ileri siiriilmistiir (76).

ASXL proteinin 4 pargasi tanimlanmistir: 1) HARE-HTH (HB1, ASXL1, restriction
endonuclease helix-turn helix domain) DNA baglayan bir N-terminal pargasi, 2) Histon 2A’ya
ubiquitin ekleyen parg¢a, 3) Retinoik asit reseptorii ile iliskili par¢a ve 4) C-Terminal kisminda
PHD (a plant homeofinger domain) olarak tanimlanan parga.

ASXL1 mutasyonlarinin bityiik bir kismi C-terminal PHD olarak adlandirilan bélgenin
bir kismini kodlayan ekson 12’de tanimlanmistir. Bu bélge kromatin modifikasyonunda gérev
almaktadir, histon 3 lizin metilasyonundan (H3K4) sorumludur. H3K4 transkripsiyonun
represyonundan sorumlu faktorlerden biridir. Dolayisiyla ASXL1 gen mutasyonlariin
transkripsiyonu arttirdigi, bu mekanizmayla myeloid kanserlere neden olabilecegi ileri
strtlmektedir. (77, 78). ASXL1 gen mutasyonlari, MPN disinda MDS, AML ve KMML gibi
farkli hematolojik malignitelerde de gosterilmistir (79).
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Sekil 2.ASXL1 domain yapisi (80)
BAP1 memeli homologu Calypso‘ya baglanir.

. . 4_
HP1 domainine baglanir.
LSD1 proteinine baglanir.
N | HARE-HTH ASXH NR PHD C
10 100 11p7 1112 1501 1540
DNA baglayan domain
RAR iligkili domain DA
Tablo 10. Miyeloproliferatif Neoplazilerde Mutasyonlar(49-53)
MUTASYON KROMOZOM SIKLIK PATOGENETIK
LOKASYONU ETKI
JAK-2 V617 F Miyeloproliferasyonu,
PV-%95-98 progenitor hiicrelerde
9p24 ET-50 biytime faktériini anormal
PMF-%50 derecede uyarir
JAK-2 EKSON 12 9p24 PV-%3 Miyelofibrozis ve primer
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eritroid hiicre

proliferasyonu,

CALR Endoplazmik retikulum,
(KALRETIKULIN) PMF-%20-25 sitozol ve hiicre yiizeyinde
(EKSON 9 DEL/INS) 19p13.2 ET-%15-20 yer alan multifonksiyonel
PV-%0 kalsiyum baglayici
saperon. Protein iglenmesi
ve transport gorevi
MPL
(MYELOPROLIFERATIF
LOSEMi ONKOJEN 1p34 ET-%5-10 Primer megakaryositik seri
VIRUSU) (MPN ILISKILI PMF-%5-10 proliferasyonu, hiicre
MPL EKSON 10) seklinin korunmasi
LNK (SH2B3) ET, PV ve PMF’de JAK?2 sinyali ile ters etki
(MPN iLiSKILi EKSON 2 12924.12 nadir gosterir
VE MONOALLEL) BP-MPN-%10
TET proteinleri 5
TET2 (BiIRCOK EKSON PV-%16 hidroksimetilsitozin
MUTASYONU) 4024 ET-%5 olusumunda rol alir, TET1
PMF-%17 ve TET2 bu katalitik
aktivitede rol alir
ASXL1 (ADDITIONAL Epigenetik degisiklikleri
SEX COMB LIKE 1) PV’de %2-7 kontrol eder. Wild tip
(EKSON 12 20g11.1 ET-%0-10 ASXL1 normal
MUTASYONU) PMF-%13-32 hematopoiez igin
gereklidir, transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyon ve
represyonunda rol alir
IDH1/IDH2 (ISOSITRAT 2 HG TET fonksiyon
DEHIDROGENAZ) PV-%2 bozuklugu yapar. IDH
(EKSON 4 2033.3/150g26.1 ET-%1 mutasyonu ile 2




MUTASYONU)

PMF-064
BP-MPN%20

ketoglutarat 2
hidroksiketoglutarata(2HG)

cevrilir..

EZH2 (ZEST HOMOLOG

MPN iligkili olanlar timaor

2 GELISTIRICI) PV-%3 supresor gorevi gortr. Wild
(BIRCOK EKSON 7036.1 PMF-%7 tip EZH2 histon
MUTASYONU) MDS-%6 metiltransferazin
pargasidir.
DNMT3A (DNA SiTOZIN
METILTRANSFERAZ PV-%7 Memelilerde DNA
3A) 2p23 PMF-%7 metilasyonu icin DNA
(R882 AMINOASIT BP-MPN-%14 metiltransferazlar
MUTASYONLARI) elzemdir.
CBL (KASITAS B
HUCRE LENFOMA PV ve ET’de nadir CBL, bir E3 ibuquitinidir
MUTASYONU (EKSON 11923.3 MF’de%6 degradasyon i¢in mutant
8/9) kinazlar igaretler.
IKZF1 (IKAROS AILESI
CINKO PARMAK 1 7p12 CP-MPN nadir Transkripsiyon regiilatori
MUTASYONU) BP-MPN-%19 ve tumor supresorudr.
(INTOGENIC
MUTASYONLAR)
TP 53 tUmOor supresor
TP53 (TUMOR PROTEIN 17p13.1 PMF-%4 proteinidir.
53) (EKSON 4-9), BP-MPN-%27
SF3B1, RNA
SF3B1 (3B SUBUNITI siplozomunun bir
EKLEYIiCi FAKTORU) 2033.1 PMF-%7 komponentidir,

(EKSON 14,15)

mutasyonlart ise ring
sideroblast olusumuna

sebep olur.
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SRSF2, RNA

SRSF2 (SERIN-ARJININ siplozomunun bir
EKLEYIiCi FAKTORU 2) 17g25.1 PMF-%17 komponentidir,
(EKSON 2) disfonksiyonunda

eklemelerle ilgili defekt

olusur.

U2 ribonikleoproteininin
U2AF1 (U2 KUCUK 21922.3 PMF-%16 yardimei faktori ile
NUKLEER RNA etkilesimdedir.
YARDIMCI FAKTOR 2)

3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTALAR VE TAKIiP

Bu calismaya Istanbul Bilim Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Hematoloji Bilim Dal1 Poliklinigi’nde Ph (-) MPN tansi ile izlenen ve Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) kriterlerini karsilayan 103 hasta (48 ET, 46 PV, 9 PMF) dahil edilmistir. Bu galigma
i¢in Istanbul Bilim Universitesi Etik Kurulu’ndan onay almmustir (Tarih: 17.02.2015, Sayz:
44140529/ 2015-30). Hastalar bilgilendirilmis onay ile ¢alismaya dahil edilmistir. Calismamiz
Istanbul Bilim Universitesi Arastirma Fonu tarafindan desteklenmistir.

Caligma dahilindeki hastalarin demografik ve klinik bilgileriyle birlikte hastaligin
baslangi¢c zamani, baslangi¢ hemoglobin, 16kosit, trombosit diizeyleri, baslangic splenomegali
varli§i, tromboz ve kanama komplikasyonlar1 varligi, malignite varligi, sitogenetik
incelemeleri ( JAK-2 V617F, JAK-2 EKSON 12, MPL W515L/K, CALR), kullanilan ilaglar
faranmustir.

Calismaya dahil edilen hastalarin vendz kan Ornekleri toplanarak, istanbul Bilim
Universitesi Molekiiler Hematoloji ve Onkoloji Laboratuari’nda DNA izolasyonu yapilarak

dizi analizi yontemi ile ASXL1 gen mutasyonlar1 taranmigtir.
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3.2. METOD

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Ph(-) MPN tanili 103 hastadan ( 48 ET, 46 PV, 9 PMF ) DNA izolasyon kiti (HibriGen
Biyoteknoloji, Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi.

Santrifiij tiipiine gegcen ve genomik DNA igeren s1vi analiz zamanina kadar +4 °C’de saklanda.

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Mutasyon analizi igin, ASXL1 geninin 12. eksonu tasarlanan primer ¢ifti kullanilarak
PZR ile ¢ogaltildi (Tablo 11).

Tablo 11. Eksonlarin ¢cogaltilmasinda kullamlan PZR Kkarisimi

PZR BiLESENLERI ul/TUP | SON KONSANTRASYON
Steril ultra saf su 16.7

10X PZR tamponu 2.0 1X

MgCl, (25mM) 1.0 0.25 mM

dNTP karigimi (25mM) 15 1.5mM

Primer 1 (10 pmol/ul) 0.8 0.8 pmol

Primer 2 (10 pmol/ul) 0.8 0.8pmol

Taq DNA polimeraz (5U/ pul) 0.2 1U

DNA 2

Toplam hacim 25
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3.2.3. DNA Dizi Analizi

“Sanger’in dideoksi yontemi” temeli ile ¢alisan bir cihaz ile (Applied Biosystems ABI
310xl Genetic Analyzer) c¢alisilarak dizileme ile ASXL1 gen mutasyonlar1 analizi
gerceklestirildi. ik olarak, incelenmesi istenen hedef bolge Tablo 11°deki PZR programi
kullanilarak ¢ogaltildi. PZR’de ¢ogaltimin gergeklesip gerceklesmedigi {irtiniin 5 pl’si %2,5
(w/v)’luk agaroz jele yiiklenerek kontrol edildi. Sonrasinda, 4 basamaktan olusan DNA

dizileme islemi gerceklestirildi.

3.2.3.1. Saflastirma Asamasi

Elde edilen PZR firiinleri kolon temelli ¢alisan bir kit ile (PCR purification kit,
HibriGen Biyoteknoloji, Istanbul, Tiirkiye) saflastirildi. Saflastirilan drnekler %2 (w/v)’lik

agaroz jelde kontrol edildi. Jelde goriinmeyen iirlinler i¢in yeniden PZR uygulandi.

3.2.3.2. Dongu Dizileme (Cycle Sequencing)

Saflastirilan Ornekler ayni giin i¢inde dongli dizileme islemine tabi tutuldu. Dongii
dizileme protokoll, kitin (BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied
Biosystems) i¢indeki hazir bulunan ve floresans isaretli 4 farkli dideoksi niikloeotitleri de
iceren “hazir reaksiyon karisimi” kullanilarak PZR cihazi ile asagida belirtilen protokole gore

gercgeklestirildi.

Hazir reaksiyon karigimi: 8 pl

Primer (3,2 pmol) 24l
DNA 06rnegi :2-5ul
dH20 13-6 ul
Toplam hacim :20
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Dongii dizilemede, PZR asamasinda kullanilmis olan ileri ve geri primerler ayri ayri

kullanilarak dizileme karisimi hazirlandi ve asagida belirtilen program uygulandi.

96 0C’de 10 saniye
50 0C’de 5 saniye 25 dong
60 0C’de 4 dakika

4 0C’de sinirsiz

3.2.3.3. NaAc lle Saflastirma

Dongili dizileme sonrasinda, irilinleri artiklardan temizlemek igin yeniden bir
saflagtirma islemi gergeklestirildi. PZR iiriinii lizerine 2 ul mM pH 4,6 olan NaAc eklendi.
Uzerine 50 ul % 95 (v/v)’lik etil alkol eklendi. Karisim, 1,5 ml’lik tiiplere aktarilip hafifce el
ile vurularak karistirilip buz tlizerinde 15 dakika inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 13.000
rpm hizda 20 dakika santrifiijlendi. Ust siv1 pipet ile gekilip iizerine % 70 (v/v)’lik etil
alkolden 250 pl eklenip yine el ile hafifce karstirildi. 13.000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra iist s1ivi tamamen atilip, 6rnekler kurumaya birakildi. Kurutma islemi
oda 1sisinda gergeklestirildi. Liyofilize hale gelen DNA 6rnekleri ya hemen cihaza (ABI Prism
310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) yiiklendi ya da daha sonra analiz edilecekler ise -
20 0C’de 1 hafta siire ile saklandu.

3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu ¢alismada istatistiksel analizler NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
Statistical Software (Utah, USA) paket programi ile yapilmistir.Verilerin degerlendirilmesinde
tanimlayici istatistiksel metotlarin (standart sapma, ortalama) yani sira ikili gruplarin
karsilastirilmasinda bagimsiz t testi , nitel verilerin karsilastirilmalarinda Ki-kare, Fisher
gerceklik testi, Odds Ratio (OR) degerleri, Tukey ¢oklu karsilagtirma testi kullanilmistir.

Sonuglar, anlamlilik p < 0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada 48 ET, 46 PV, 9 PMF olmak (zere toplam 103 Ph(-) MPN hastasi
incelendi. Cinsiyet dagilimi degerlendirildiginde grubumuzun 58 kadin ve 45 erkek hastadan

olustugu anlasildi. Hasta grubumuzun ortalama takip stiresi 4,21 y1l (SS 3,83 yil) idi.

Hastalarin tanilara gére dagiliminda 48’inin ET, 46’sinin PV ve 9 tanesinin ise PMF
oldugu goriildii. ET hastalarinin 16’s1 erkek (33,33%), 32’si kadin (66,67%); PV hastalarinin
20’si erkek (43,48%), 26’s1 kadin (56,52%) idi. PMF grubunda hastalarin tamami erkek
cinsiyette idi. ET, PV ve PMF hastalik gruplar1 cinsiyet dagilimlar1 agisindan istatistiksel
olarak incelendiginde aralarinda anlaml farklilik gézlenmistir (p=0,0001). ET igin ortalama
yas 52,75+19,87, PV i¢in ortalama yas 55,33+15,72 ve PMF i¢in ortalama yas 58,114+16,81
olarak saptandi. ET, PV ve PMF hastalik gruplarinin yas ortalamalari, tan1 yasi ortalamalari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmemistir, ancak PMF hastalarinin daha

ileri yasta olmalar1 dikkat ¢ekicidir (siras1 ile p=0,632, p=0,563)(Tablo 12).

Tablo 12. ET, PV, PMF tanis1 almis hastalarin demografik ozellikleri

ET n:48 PV n:46 PMF n:9 p
Yas 52,75+19,87 55,33+£15,72 58,11+16,81 0,632
Tani yas1 48,52+19,06 50,5+16,15 55,33+19,22 0,563
Cinsiyet Kadmm 32 66,67% 26 56,52% 0 0,00%

Erkek 16  3333% 20 43,48% 9 100,00% 0,0001

ET, PV ve PMF hastalik gruplarinin baslangic hemoglobin, trombosit, I6kosit ve
notrofil ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmistir(sirasi ile
p=0,0001, p=0,0001, p=0,0001, p=0,001). Beklendigi iizere baslangi¢ kan degerleri ele
alindiginda ET’de trombosit sayisi, PV’de eritrosit sayis1 ve PMF’de 16kosit ve notrofil sayisi

yiiksek bulunmustur (Tablo 13).
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Tablo 13. ET, PV, PMF tams1 almis hastalarin klinik 6zellikleri

ET n:48 PV n:46 PMF n:9 p
Baslangic
Hemoglobin(g/dl) 12,86+1,69 15,48+2,52 12,07+3,24 0,0001
Baslangic

Trombosit(imm3)  861,32+415,02 470,91+273,91 299,67+£198,79 0,0001

Baslangic
Lokosit(mm3) 9593,91+3098,99 11558,48+5264,97 16955,56+10084,94 0,0001

Baslangic
Notrofil(m m3) 5989,73+2611,29 8031,03+4340,88 12087,14+7361,96 0,001

Tablo 14. ET, PV, PMF tams1 almis hastalarin hastalik baslangic semptomlar1 ve
splenomegali varhgi iliskisi

ET n:48 PV n:46 PMF n:9 p
Kagsit1 10 23,26% 28 63,64% 2 2500% 0,0001
Pletore 5 1163% 22 52,38% 4 50,00% 0,0001
Ates 5 1163% 10 2381% 0 0,000 0,134
Kilo kayb1 6 1395% 9 2143% 1 12,50% 0,616
Terleme 12 2791% 16 38,10% 2 25,00% 0,543
Splenomegali 19 3958% 29 63,04% 8 88,89% 0,007

ET, PV ve PMF hastalik gruplarinin hastalik baslangi¢c semptomlar1 karsilastirildiginda
PV grubunda kasinti ve pletore semptomu orani oldukg¢a yiiksek bulunmustur (sirasi ile
p=0,0001, 0,0001). ET, PV ve PMF gruplarinda ates, kilo kayb1 ve terleme semptomlarinin
dagilimlar1 benzer bulunmustur (sirasi ile p=0,134, 0,616, 0,543 ). ET, PV ve PMF gruplarinin
splenomegali varligi dagilimlari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir.
Beklendigi gibi PMF grubunda splenomegali oranlari yiiksek saptanmistir (p=0,007) (Tablo
14) (Sekil 3,4).
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Sekil 3. ET, PV, PMF tanis1 almis hastalarin hastalik baslangic semptomlar:

OET ®mPV OPMF
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Sekil 4. ET, PV, PMF tamis1 almis hastalarda splenomegali varhg

OET @PV OPMF
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Tablo 15. ET, PV, PMF tamis1 almis hastalarda tromboz ve kanama komplikasyonlari
gorilme durumu

ET n:48 PV n:46 PMF n:9 p

Tromboz 17 36,17% 20 4545% 1 11,11% 0,145

Kanama 9 1915% 8 1818% 1 11,11% 0,847
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ET, PV ve PMF hastalik gruplarinin tromboz ve kanama komplikasyonlar1 dagilimlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (siras1 ile p=0,145, 0,847). Fakat
PV grubunda tromboz olasilig1 daha yiiksek olma egilimindedir (Tablo 15) (Sekil 5).

Sekil 5. ET, PV, PMF tams1 almis hastalarda tromboz ve kanama komplikasyonlari
varhgi

OET ®mPV OPMF

Tromboz Kanama

Tablo 16. ET, PV, PMF tamsi almis hastalarda genetik mutasyon varhgi

ET n:48 PV n:46 PMF n:9 p

JAK-2 V61TF 29 60,42% 39 84,78% 4 50,00% 0,041
MPL W515L/K 0 000% 0 000% 1 12,50% 0,004
CALR 6 1250% 0 0,00% 1 1250% 0,067
ASXL1 3 625% 2 435% 1 11,11% 0,720
f;_;gig#f;sxm 3 625% 1 444% 0 0,00% 0,509
c.1954g.a (p.G652S) 0 000% 1 000% 1 12,50% 0,061
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PV grubunda JAK-2 V617F varligi beklendigi iizere anlamli derecede yiiksek
saptanmustir (p=0,041). PV grubunda bir hastada JAK-2 ekson 12 mutasyonuna rastlanmistir.
MPL W515L/K mutasyonu hasta grubumuzda sadece bir PMF hastasinda saptanabilmistir. PV
grubunda MPL W515L/K ve CALR mutasyonlarina rastlanmamistir. CALR mutasyonu ET’de
6, PMF’de 1 hastada gosterilmistir. ET ve PMF hastalik gruplarinin CALR mutasyonu varligt
dagilimlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (p=0,067) (Tablo 16)
(Sekil 6).

Sekil 6. ET, PV, PMF tanis1 almis hastalarda genetik mutasyon varhgi

OET ®mPV OPMF

90%

80% H

70% H

60%

50% H

40%

30% H

20% H

10% A

0% - PRI L . L
JAK2V617F MPL515LK Calreticulin_mut €.1934dupG G652S ASXL

Calisma dahilinde ET, PV ve PMF tanis1 almis olan 103 hastanin 6’sinda (%S5,8)
ASXL1 gen mutasyonlari saptanmistir; 4 hastada (%66,66) ¢.1934 dupG (p.g646TrpfsX12)
mutasyonu ve 2 hastada (%33,33) c.1954g.a (p.G652S) mutasyonu olmak (zere toplam 2
farklt mutasyon gosterilmistir. ¢.1934 dupG (p.g646TrpfsX12) mutasyonu ET tanili hastalarin
3’lnde (%6,25), PV tanili hastalarin 1’inde (%2,22); c.1954g.a (p.G652S) mutasyonu PV
tanili hastalarin 1’inde (%2,17) ve PMF tanili hastalarin 1’inde (%12,5) saptanmistir (Tablo
17,18).
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Tablo 17. ET, PV, PMF tams1 almis hastalarin ASXL1 gen mutasyonlar: varhgina gore
karsilastirilmasi

ET n:48 PV n:46 PMF n:9 p
ASXL1L 3 625% 2 435% 1 11.11% 0720
‘Z;ggiﬁrﬁx 12 3 625% 1 222% 0 000% 0509
‘(’blg%‘;gz'g) 0 000% 1 217% 1 1250% 0,061

Tablo 18. ASXL1 gen mutasyonlari

ASXL1 N (6) %
¢.1934 dupG 4 66,66
(p.g646TrpfsX12)

c.1954g.a (p.G652S) 2 33,33

Tablo 19. ET, PV, PMF tamis1 almus hastalarin demografik 6zelliklerinin ASXL1 gen
mutasyonlar: varhi@ina gore karsilastirilmasi

ASXLL(+)  ASXLL () D
Yas 5451+17,82  52,17+18,49 0,756
Tam Yagi 50,13£17,74  47,5£20,98 0,728
Kadin 3 50,00% 55 56,70%
Cinsiyet Erkek 3 50,00% 42 43,30% 0,748
ET 3 50,00% 45 46,39%
PV 2 3333% 44 4536%
Tam PMF 1 1667% 8 8,25% 0,720

ASXL1 gen mutasyonlar1 olan 6 hastanin 3’ ET (%50), 2’si PV (%33,33), 1’1 PMF
(%16,67) idi. Mutasyon saptanan hastalarin cinsiyet dagilimi esit bulundu (3’ erkek, 3’i
kadin). Bu hastalarin ortalama yas1 54,51+17,82, ortalama tan1 yas1 50,13£17,74 idi. ASXLI
gen mutasyonlar1 olan hastalarin bu mutasyonu tagimayan hastalara kiyasla yas ve tani yasi
ortalamalarinin daha yiiksek olma egiliminde oldugu dikkati ¢ekti; ancak istatistiksel olarak
anlaml fark saptanamadi (Tablo 19) (Sekil 7).
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Sekil 7. ET, PV, PMF tanis1 almis hastalarin ASXL1 gen mutasyonlar: varhgi ile iliskisi

Tani BASXL (+)
BASXL ()
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ET PV PMF

Tablo 20. ET, PV, PMF tanis1 alms hastalarin klinik 6zelliklerinin ASXL1 gen
mutasyonlari varhgina gore karsilastirilmasi

ASXL1 (+) ASXL1 (-) p
Baslangic
Hemoglobin(g/dl) 14,1242 53 13,96+2,64 0,890
Baslangic
Trombosit(mm3) 733,83+559,84  629,56+392,63 0,540
Baslangic
Lokosit(mm3) 0486,67+3756,1 11249,37+5484,53 0,441
Baslangic
Notrofil(mma3) 4948+4105,79  7596,51+4302,93 0,186

ET, PV ve PMF tanis1 almis hastalar ASXL1 gen mutasyonlari varligina gore
gruplandirildiginda, ASXL1 gen mutasyonlar1 olan hastalarda baslangi¢ trombosit ve
hemoglobin ortalamalarinin daha yiiksek olma egiliminde oldugu saptanmistir. Hastalarin
baslangi¢ 16kosit ve notrofil ortalamalarinin ise daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Ancak hasta
sayisinin azligi nedeni ile baslangi¢ hemoglobin, I6kosit, trombosit ve nétrofil degerlerinin

ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanamamistir (Tablo 20).
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Tablo 21. ET, PV, PMF tamsi almis hastalarda ASXL1 gen mutasyonlar1 varhginin
hastalik baslangi¢c semptomlari ve splenomegali varhgi ile karsilastirilmasi

OR (%95

ASXL1 (+) ASXL1 (-) p GA)
Kasinti 1 20,00% 39 4333% 0,304 0,33
Pletore 1 20,00% 30 34,09% 0,516 0,048
Ates 0 000% 15 17,05% 0,313 0,043
Kilo kaybi 0O 000% 16 18,18% 0,295 0,04
Terleme 1 20,0000 29 3295% 0,547 0,51
Splenomegali 2 3333% 54 5567% 0,286 0,41

ASXL1 gen mutasyonlar1 olan ve olmayan hastalarin baslangic semptomlari
karsilastirildiginda; bu iki grubun kasinti, pletore, ates, kilo kayb1 ve terleme semptomlari
dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmemistir (siras1 ile p=0,304,
0,516, 0,313, 0,295, 0,547 ). ASXL1 gen mutasyonlar1 olan hastalarda konstitlisyonel
semptomlarin ¢ok daha az goriildiigii dikkati ¢ekmektedir. Yine bu gruplar splenomegali
varhigr agisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli farklilik g6zlenmemistir
(p=0,286). ASXL1 gen mutasyonlar1 olmayan grupta splenomegali bulunma olasiligi daha
yiiksek bulunmustur (Tablo 21).

Tablo 22. ET, PV, PMF tams1 almis hastalarda ASXL1 gen mutasyonlar1 varhginin
komplikasyonlar ile karsilastirilmasi

OR (%95

ASXL1 (+) ASXL1 (-) p GA)

Tromboz 3 50,000 35 36,84% 0,519 1,66
Kanama 0 0,00% 18 18,95% 0,282 0,38

ASXL1 gen mutasyonlart olan ve olmayan hasta gruplar karsilastirildiginda ASXL1
gen mutasyonlar1 olan grupta tromboz oranlar1 daha fazla bulunmustur (OR= 1,66), ancak
hasta sayisinin az olmasindan dolay:1 istatistiksel olarak anlamli farka ulasilamamistir

(p=0,519). ASXL1 gen mutasyonlar1 olan ve olmayan hasta gruplari arasinda kanama
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komplikasyonu dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0,282)
(Tablo 22).

Tablo 23. ET, PV, PMF tamis1 almis hastalarda ASXL1 gen mutasyonlar ile JAK-2
V617F, MPL W515L/K ve CALR iliskisinin karsilastirilmasi

ASXLL(+)  ASXL1() p  OR (%95 GA)
JAK-2 V617F 3 50,00% 63 70,000 0,306 0,42
MPL W515 L/K 0 000% 1 111% 0,79 4,59
CALR 0 000% 7 778% 0,479 0,87

ET, PV ve PMF tanis1 almis hastalarda ASXL1 gen mutasyonlar1 sadece JAK-2 V617F
ile birlikte bulunmustur ASXL1 gen mutasyonlari olan hastalarin hi¢gbirinde MPL W515L/K

ve CALR mutasyonlarina rastlanmamistir (Tablo 23).

Tablo 24. ET, PV ve PMF tamis1 almis hastalarda JAK-2 V617F(+) ve ASXL1(+)
birlikteligi

ET n:48 PV n:46 PMF n:9 p

JAK-2 V617F(+)
+ ASXL1 (+)

1 208% 1 21/% 1 11,11% 0,360

ET, PV ve PMF gruplarinin JAK-2 V617F(+) ve ASXL1(+) birlikte varliginin
dagilimlari arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (p=0,360) (Tablo24).

Tablo 25. PMF hastalarinin genel 6zellikleri

HASTAL | HASTA2 | HASTA3 | HASTA4 | HASTAS | HASTA6 | HASTA7 | HASTA8 | HASTA9

RMR | AA. M.A. B.M. H.K. SA. M.S. EB. F.T.
YAS 58 49 33 59 83 82 40 56 63
CINSIYET ERKEK | ERKEK | ERKEK | ERKEK | ERKEK | ERKEK | ERKEK | ERKEK | ERKEK
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TAKIP
SURESI (y1l)

12

ASXL1

JAK-2 V617F

DIPSS-plus
RISK
SKORLAMASI

Tablo 26. ASXL1 gen mutasyonlari olan hastalarin genel 6zellikleri

HASTAL1
O.C.

HASTA2
K.D.

HASTA3
M.K.

HASTA4
M.Y.

HASTAS
N.A.

HASTAG
F.T.

YAS

60

28

78

36

48

63

TANI YASI

56

21

76

27

44

61

CINSIYET

ERKEK

KADIN

KADIN

ERKEK

KADIN

ERKEK

ET

+

+

+

PV

PMF

€.1934 dupG
(p.g646Trpfs
X12)

+

+

+

€.1954g.a
(p.G6525)

+

BMI

20

26

24

JAK-2V617F

+

+

SEMPTOM

KASINTI

TERLEME

PLETORE

KANAMA

TROMBOZ

+

+

+

MALIGNITE

+

SPLENOME
GALI

+

BASLANGIC
HEMOGLOB
iN (g/dl)

14

11

16

16

11

17

BASLANGIC
TROMBOSIT
(mm?®)

1800000

659000

597000

150000

479000

718000

BASLANGIC
LOKOSIT
(mm®)

8900

11000

7920

3110

12700

13290

TEDAVI

ASPIRIN

COUMADIN
IFN
HYDREA

ASPIRIN
HYDREA

COUMADIN
HYDREA

ASPIRIN

ASPIRIN
HYDREA
COUMADIN
RUXOLITINI
B

COUMADIN

+

+

+

ASXL1 gen mutasyonlar1 olan 6 hastay1 kisaca 6zetleyecek olursak;

1. O.C; 60 yasinda erkek hasta, BMI 26, 56 yasinda ET tanis1 almis, JAK-2 V617F (-),c.1934
dupG (p.g646TrpfsX12 (+). Tanm aninda asemptomatik olan hastanin basglangic hemoglobin
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degeri 14g/dl, trombosit degeri 1800000/mm?, 15kosit degeri 8900/mm*’tiir. Tam aninda

splenomegali saptanmigtir. Kanama ve tromboz gelismemistir. Sadece aspirin tedavisi almistir.

2. K.D; 28 yasinda kadin hasta, BMI 20, 21 yasinda ET tanis1 almis. JAK-2 V617F (-), ¢.1934
dupG (p.g646TrpfsX12 (+). Tanm aninda kasinti sikayeti olan hastanin baslangic hemoglobin
degeri 11g/dl, baslangic trombosit degeri 659000/mm3, baslangic lokosit degeri
11000/mm3’tir. Tam1 aninda splenomegalisi yoktur. Tromboz gelismis olup kanama

gelismemistir. Hydrea, aspirin, coumadin, IFN, PEG IFN tedavileri almistir.

3.M.K; 78 yasinda kadin hasta, BMI 29, 76 yasinda ET tanis1 almis. JAK-2 V617F (+) ve
€.1934 dupG (p.g646TrpfsX12) (+). Tani aninda asemptomatik olan hastanin baslangic
hemoglobin degeri 16 g/dl, baslangi¢ trombosit degeri 597000/mm3, baslangi¢ 16kosit degeri
7900/mm3’tir. Tam aninda splenomegalisi yoktur. Kanama ve tromboz gelismemistir.

Aspirin ve hydrea tedavileri almistir.

4.M.Y; 36 yasinda erkek hasta, BMI 26, 27 yasinda PV tanis1 almis. JAK-2 V617F (+) ve
€.1934 dupG (p.g646TrpfsX12) (+). Tam aninda terleme semptomu olan hastanin baslangi¢
hemoglobin degeri 16 g/dl, baslangi¢ trombosit degeri 150000/mm3, baslangi¢ 16kosit degeri
3100/mm3’tir. Tam1 aninda splenomegalisi vardir. Tromboz gelismis olup kanama

gelismemistir. Hydrea ve coumadin tedavileri almistir.

5.N.A; 48 yasinda kadin hasta, 44 yasinda PV tanis1 almis. JAK-2 V617F mutasyonu
bilinmiyor. c¢.1954g.a (p.G652S)(+). Tan1 aninda asemptomatik olan hastanin baglangig¢
hemoglobin degeri 11 g/dl, baslangi¢ trombosit degeri 479000 /mm3, baslangi¢ 16kosit degeri
12700/mm3’tiir. Tan1 aninda splenomegalisi yoktur. Tromboz ve kanama gelismemistir.

Aspirin tedavisi almistir.

6.F.T; 63 yasinda erkek hasta, BMI 24, 61 yasinda PMF tanis1 almis. JAK-2
V617F(+),c.1954g.a (p.G652S)(+). Tan1 aninda pletoresi olan hastanin baslangi¢ hemoglobin
degeri 17 g/dl, baslangic trombosit degeri 718000 /mm3, baslangi¢ 16kosit degeri
13200/mm3’tiir. Tanmi aninda splenomegalisi yoktur. Tromboz gelismis olup kanama

gelismemistir. Hydrea, aspirin, coumadin, ruxolitinib tedavileri almistir.
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a) c.1954g.a (p.G652S) mutasyonu pozitifligi

."_.--u.. .

b) ¢.1934 dupG (p.g646TrpfsX12) mutasyonu pozitifligi
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T L Lo VO T

C) ¢.1934 dupG (p.g646TrpfsX12) mutasyonu negatifligi

170 180 190

d) c.1954g.a (p.G652S) mutasyonu negatifligi

NOT: DNA dizisi kromatogrami, c¢alisma grubumuzda en sik rastlanan ASXL1
mutasyonlarini  gostermektedir. Bizim ¢alismamizda en sik olarak ¢.1934 dupG
(p.g646TrpfsX12) mutasyonu saptanmistir. €.1934 dupG (p.g646TrpfsX12) mutasyonu;
nikleotid 1934 iizerinde yer alir ve 8 baz c¢iftli guanin aminoasiti icerir. ¢.1934 dupG
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(p.g646TrpfsX12) mutasyonu tekrar eden ger¢eve kaymasi ve translasyonu duduran bir
anlamsiz (nonsense) mutasyondur. Calismamizda ikinci siklikta c.1954g.a (p.G652S)
mutasyonu saptanmistir. €.1954g.a (p.G652S) mutasyonu ise; nukleotid 1954 Uzerinde yer
alan guaninden adenin olusumuna sebep olan bir kayip (missense) mutasyondur (79).

Ph(-) MPN tanist ile birlikte hematolojik olmayan kanser tanisi almis 15 hastayir kisaca
Ozetleyecek olursak;

1.hasta E.B. 56 yasinda erkek hasta 1 yildir PMF tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
ve ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, CALR mutasyonu pozitiftir. Tani1 aninda
asemptomatik olan hastanin bilinen tromboz 6ykiisii yoktur. Malignite tanist MPN tanisindan

once konmus, squamoz hiicreli kanser mevcut olup hydrea kullanim 6ykiisii yoktur.

2.hasta S.T. 77 yasinda kadmn hasta 2 yildir ET tanis1 ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlari negatiftir, tan1 aninda kasinti ve ates
sikeyetleri olan hastanin bilinen tromboz Oykiisii yoktur. Renal hiicreli kanser ve mesane
kanserleri mevcut. Malignite tanisi MPN tanisindan 6nce konmus olup hydrea kullanim

Oykiisii vardir.

3.hasta F.T. 63 yasinda erkek hasta 2 yildir PMF tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
ve ASXL1 gen mutasyonlari pozitiftir, tan1 aninda pletoresi olan hastanin tromboz 6ykusu
bulunmaktadir. Coumadin kullanmaktadir. Bazal hiicreli kanser ve parotis squamoz kanseri

mevcut. Malignite tanist MPN tanisindan sonra konmus olup hydrea kullanim 6ykiisii vardir.

4. hasta N.A. 48 yasinda kadin hasta 4 yildir PV tanisti ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F ve
ASXL1 gen mutasyonlar1 pozitiftir, tan1 aninda asemptomatik olan hastanin bilinen tromboz
Oykusl yoktur. Meme kanseri mevcut. Malignite tanist MPN tanisindan 6nce konmus olup

hydrea kullanim 6ykiisii yoktur.

5. hasta Y.G. 35 yasinda kadin hasta 4 yildir ET tanis1 ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, tan1 aninda asemptomatik olan
hastanin bilinen tromboz Oykiisii yoktur. Serviks kanseri mevcut. Malignite tanist MPN

tanisindan sonra konulmustur, hydrea kullanim 6ykiisii yoktur
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6. hasta E.G. 66 yasinda kadin hasta 4 yildir PV tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, tan1 aninda terlemesi olan
hastanin bilinen tromboz 6ykisl yoktur. Bazal hiicreli kanser tanis1 mevcuttur. Malignite

tanist MPN tanisindan dnce konmus olup hydrea kullanim 6ykiisii vardir.

7. hasta T.E. 80 yasinda kadin hasta 20 yildir ET tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlari negatiftir, tan1 aninda terleme sikayeti olan
hastanin bilinen tromboz Oykiisii yoktur. Meme kanseri mevcut. Malignite tanis1 MPN

tanisindan 6nce konulmustur, hydrea kullanim 6ykiisii vardir.

8. hasta $.A.82 yasinda kadin hasta 1 yildir PMF tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, tan1 aninda kasinti, kilo kaybz,
pletore sikayetleri olan hastanin bilinen tromboz Oykiisii yoktur. Mesane kanseri mevcut.

Malignite tanis1 MPN tanisi ile ayn1 y1l konulmustur, hydrea kullanim 6yksii yoktur.

9. hasta T.A. 77 yasinda erkek hasta 11 yildir ET tanist ile takip edilmektedir. JAK-2V617F
mutasyonu ve ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, tan1 aninda terleme, kilo kaybi, kasinti
sikayetleri olan hastanin bilinen tromboz Oykiisii vardir. Coumadin kullanmaktadir. Meme
kanseri mevcut. Malignite tanist MPN tanisindan sonra konulmustur, hydrea kullanim 6ykiisii

vardir.

10. hasta M.S. 68 yaginda kadin hasta 5 yildir PV tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, tan1 aninda kasint1 sikayeti olan
hastanin bilinen tromboz Oykiisii yoktur. Meme kanseri mevcut. Malignite tanis1 MPN

tanisindan 6nce konulmustur, hydrea kullanim 6ykiisii vardir.

11. hasta M.U.U. 60 yasinda erkek hasta 20 yildir PV tamisi ile takip edilmektedir. JAK-2
V617F mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, tan1 aninda terleme
sikayeti olan hastanin bilinen tromboz Oykiisii yoktur. Prostat kanseri mevcut. Malignite tanisi

MPN tanisindan sonra konulmustur, hydrea kullanim 6ykiisti yoktur
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12. hasta S.M. 56 yasinda erkek hasta 20 yildir PV tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, tan1 aninda asemptomatik olan
hastanin bilinen tromboz Oykiisii yoktur. Prostat kanseri mevcut. Malignite tanisi MPN

tanisindan sonra konulmustur, hydrea kullanim 6ykiisii yoktur

13. hasta A.K. 74 yasinda erkek hasta 3 yildir ET tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlari negatiftir, tan1 aninda kasinti, pletore
sikayeti olan hastanin bilinen tromboz Oykiisii yoktur. Pankreas kanseri mevcut. Malignite

tanist MPN tanisindan sonra konulmustur, hydrea kullanim 6ykiisii vardir.

14. hasta S.K. 51 yasinda kadin hasta 4 yildir PV tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, tan1 aninda kasinti, pletore
sikayeti olan hastanin bilinen tromboz Gykiisii yoktur. Kolon kanseri mevcut. Malignite tanisi

MPN tanisindan 0nce konulmustur, hydrea kullanim 6ykiisii vardir.

15. hasta H.B. 68 yasinda kadin hasta 8 yildir PV tanisi ile takip edilmektedir. JAK-2 V617F
mutasyonu pozitif olup ASXL1 gen mutasyonlar1 negatiftir, tan1 aninda kasinti, terleme
sikayeti olan hastanin bilinen tromboz Oykiisii yoktur. Akciger kanseri mevcut. Malignite

tanist MPN tanisindan sonra konulmustur, hydrea kullanim 6ykiisii vardir.

Calisma grubumuzu degerlendirirken hastalarimizda hematolojik olmayan (solid)
kanserlerin beklenenden daha fazla oldugu dikkatimizi ¢ekti. Yiiz {i¢ hastalik kohortumuzda
15 hastada (% 14,5) toplam 17 hematolojik olmayan kanser tespit edilmistir. Hastalarin
7’sinde kanser, MPN tanisindan once bilinmektedir (1 inde sarkom, 1’inde mesane kanseri ve
renal hicreli kanser, 1’inde bazal hiicreli kanser, 1’inde kolon kanseri, 3’linde meme kanseri),
7 hastada 6nce MPN tanisi, takipte hematolojik olmayan kanser saptanmistir (1’inde bazal
hicreli kanser ve parotis squamoz hicreli kanser, 1’inde meme kanseri, 1’inde pankreas
kanseri, 1’inde serviks kanseri, 1’inde akciger kanseri, 2’sinde prostat kanseri).Bir hastada ise

MPN ve hematolojik olmayan kanser tanisi ayni siirecte konulmustur (Tablo 27).
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Hematolojik olmayan kanser saptanan hastalarin molekiiler 6zellikleri incelendiginde
12 hastada JAK-2 V617F mutasyonu (12/15 % 80), 1 hastada CALR mutasyonlari
saptanmustir. Iki hastada JAK-2 V617F ile ASXL1 ¢.1954g.a (p.G652S) mutasyonu birlikte
goriilmiistiir. 1ki hastada tiim mutasyonlar negatif bulumus ve Ph(-) MPN tanis1 kemik iligi

biyopsisi ile konulmustur.

Hastalarimizda MPN tedavisinde hidroksilire ve IFN kullanilmistir. On hasta daha
once herhangi bir tedavi almadigi halde hematolojik olmayan kanser tanisi almistir. Bes

hastanin 6zge¢misinde ise uzun siireli hidrokisiire kullanim1 mevcuttur.

Hematolojik olmayan kanserli Ph(-) MPN hastalarinda yas ortalamasi 64,06, tan1 yasi

ortalamas1 58,5 olarak saptandi.

Tablo 27. Malignitesi bulunan hastalarin genel 6zellikleri

HASTA | TAN YA | CINSIY TAKIP MUT | ASXL SEMPTO TRO MALIG | MALIGN HYDREA
| S ET SURESI/Y | ASY |1 M MBO | NiTE iTE
IL ON MUT. Z ZAMA
NI(MP
N
ONCES
I/SONR
ASI
1.E.B | PMF | 56 | ERKEK 1 CAL - - - ONCE Sarkom
R
2S.T. ET 77 | KADIN 2 JAK - KASINTI - ONCE Renal +
, ATES hicreli
kanser,
mesane
kanseri
3.F.T | PMF | 63 | ERKEK 2 JAK + PLETOR + SONR Bazal +
E A hucreli
kanser,
parotis
squamoz
kanseri
4.N.A PV 48 KADIN 4 JAK + - - ONCE Meme
kanseri
5.Y.G ET 35 KADIN 4 JAK - - - SONRA Serviks
kanseri
6EG PV 66 KADIN 4 JAK - TERLEM - ONCE Bazal +
hicreli
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E kanser
7TE ET 80 KADIN 20 JAK - TERLEM - ONCE Meme +
U E kanseri
8 S A PMF 82 ERKEK 1 JAK - KASINTI, - BIRLIK Mesane
T PLETORE TE kanseri
JKILO
KAYBI
9.T.A ET 77 | ERKEK 11 - - TERLEM + SONR Meme +
E.KiLO A kanseri
KAYBI,
KASINTI
10.M. PV 68 | KADIN 5 JAK - KASINTI - ONCE Meme +
S kanseri
11.M. PV 60 | ERKEK 4 - - TERLEM - SONR Prostat -
U U E A kanseri
12.S. PV 56 | ERKEK 14 JAK - - - SONR Prostat -
M A kanseri
13.A. ET 74 | ERKEK 3 JAK - KASINTI - SONR | Pankreas +
K ,PLETOR A kanseri
' E
14.S. PV 51 | KADIN 4 + - ATES, - ONCE Kolon +
kanseri
K PLETOR
E
15.H. PV 68 | KADIN 8 + - KASINTI - SONR | Akciger +
B ,TERLE A kanseri
' ME
5. TARTISMA

Bu calismaya Istanbul Bilim Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Hematoloji Bilim Dal1 Poliklinigi’nde Ph (-) MPN tanisi ile izlenen ve Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) MPN tan1 kriterlerini karsilayan 103 hasta (48 ET, 46 PV, 9 PMF) dahil edilmistir. Ph(-
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) MPN hastalarinda ASXL1 gen mutasyonlarinin bulunma siklig1; bu mutasyonlarin hastalarin
klinik ozellikleri ile olan iligkileri ve prognoza olan etkileri incelenmistir. Bu ¢alisma, bu
konuda tilkemizde yapilmig olan ikinci blyuk ¢alismadir.

Calismamiza dahil edilen 103 Ph (-) MPN hastasinin cinsiyete gore dagilimina
bakildiginda 58’inin kadin, 45’inin erkek oldugu goriildii. Tanilara gore cinsiyet dagilimi
incelendiginde ise 48 ET hastasinin 16’sinin erkek (33,33%), 32’sinin kadin (66,67%); 46 PV
hastasinin 20’sinin erkek (43,48%), 26’sinin kadin (56,52%) oldugu goriildi. PMF grubunda
ise 9 hastanin tamaminin erkek oldugu dikkati c¢ekti. Literatirde Turkiye’den bildirilen ve
184Ph (-) MPN hastasini igeren en biiyiikk calismada kadin-erkek orami ET olgulart igin
%54,3°1 kadin, %45,7’si erkek (58/49); PMF i¢in %55,84°1 kadin, %44,16’s1 erkek (43/34)
olarak bildirilmistir(81). Bizim ¢alismamizda PMF grubundaki hasta sayisinin az olmasi
nedeni ile cinsiyet dagilimindaki farklilik hakkinda bir yorum yapilamamaktadir.

ET hastalarimizin ortalama tani yas1 48,52+19,06, PV hastalarimizin ortalama tani yasi
50,5%16,15, PMF hastalarimizin ortalama tani yas1 55,33+19,22 olarak bulunmustur. Her ne
kadar baslangic yas ortalamasi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunamadiysa da; bulgularimiz ET nin nispeten daha geng olgularda, PMF nin ise daha yash
hasta grubunda gorildiigiinii isaret etmektedir. Litaretiirde ET i¢in ortalama yas 50-57, PV igin
60, PMF icin 65 olarak bildirilmektedir (90). Bizim kohortumuzda Ph(-) MPN alt gruplarinin
ortalama tani yaslar1 belirgin olarak diisiik bulunmustur. Bu durum, Ph(-) MPN tanisinda
o6nemli belirte¢ olarak kabul edilen 3 mutasyonun (JAK-2 V617F, CALR, MPL W515L/K)
laboratuarimizda tiim hastalarda taranabilmesi ile agiklanabilir. Molakiiler tan1 yontemlerinin
rutin kullanilmasi hastalarin daha erken tani almasini kolaylastiran bir faktor olarak kabul
edilebilir.

Baslangi¢ hematolojik parametreler ele alindiginda beklendigi tizere ET’de trombosit
sayist, PV’de eritrosit sayis1t ve PMF’de 16kosit ve notrofil sayisi yiiksek bulunmustur. ET, PV
ve PMF gruplarinin splenomegali varligi dagilimlari arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gozlenmis olup; ET grubunda splenomegali varligi daha diisiik iken PMF grubunda
splenomegali varliginin yiiksek olma egiliminde oldugu saptanmaistir.

Ph(-) MPN hastalari, sik rastlanan klonal mutasyonlar agisindan degerlendirildiginde;

hastalarin %71,3’linde (72/103 hasta) JAK-2 V617F mutasyonu saptanmistir. Alt gruplara
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gore dagilimlara bakildiginda PV’de bu oran %84,78 (39/46 hasta), ET de %60,42 (29/48
hasta), PMF’de %50 (4/8 hasta) bulunmustur. Bir PV hastamizda JAK-2 ekson 12 mutasyonu
bulunmustur. Bu durumda PV hastalarinda mutant JAK-2 molekiilii saptama oranimiz %87
olmaktadir. Litaretire kiyasla PV hasta grubumuzda JAK-2 mutasyon orani diisiik
bulunmustur. Bunun nedeni hakkinda degisik yorumlar yapilabilir. Olgularimizin bir kisminda
JAK-2 V617F mutasyonu periferik kan hucrelerinde gosterilememis iken kemik iliginden
yapilan genetik incelemede pozitif sonug¢lanmistir. Maalesef JAK-2 mutasyonlar1 negatif olan
hastalarin hepsine kemik iliginden genetik inceleme yapma sanst olmamustir, zira olgularin bir
kismi dis merkezde kemik iligi biyopsisi yapilarak tani1 konulmus olgulardir ve ikinci kemik
iligi islemini kabul etmemistir.

CALR mutasyonlar1 toplam 7 hastada bulunmustur, 6 tanesi ET ve bir tanesi PMF
grubundadir. MPL W515L/K mutasyonu ise sadece bir PMF hastasinda gosterilmistir.

Calisma grubumuzda ASXL1 gen mutasyonlari 6 hastada saptanmistir (%5,8). Bu
mutasyonlar ET hastalarinin %6,25’inde (3/48), PV hastalarinin %4,35’inde (2/46) ve PMF
hastalarinin %11,11’inde (1/9) gosterilmistir. Litaretirde ASXL1 gen mutasyonlar ile ilgili
calismalarda farkli sonuglar gosterilmekle birlikte, siklik genel olarak Ph(-) MPN hastalarinda
yaklasik %10 olarak verilmektedir (82). Litaretiirde bu mutasyonlarin tanilara gore dagilimi
incelendiginde PV’°de %2-7, ET’de %0-10, PMF’de % 13-32 sikliklar1 verilmektedir (53, 81-
85). 2011 yilinda yayinlanmig olan, Stein ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada 166
MPN hastasi ASXL1 gen mutasyonlar: agisindan degerlendirilmistir. PV hastalarinin
%?2’sinde, PMF hastalarinin %32’sinde ASXL1 gen mutasyonlarina rastlanmis olup ET
hastalarmin higbirinde ASXL1 gen mutasyonlar1 saptanmamistir (84). 2012 yilinda
Brecqueville ve arkadaslarinin yapmis oldugu bagka bir ¢alismada ASXL1 gen mutasyonlari
149 MPN hastasinda arastirilmistir: 30 PV hastasinin 2’sinde (%7), 53 ET hastasinin 2’sinde
(%4), 30 PMF hastasinin 6’sinda (%20), 4 PV sonrast PMF hastasinin 2’sinde (%50), 10 ET
sonrast PMF hastasinin 1’inde (%10) ASXL1 gen mutasyonlari saptanmistir (53). Gelsi Boyer
ve arkadaglariin 2009 yilinda yapmis oldugu baska bir caligmada PV’de %2-5, ET’de %5-10,
PMF’de %13-26 olarak saptanmistir(85). Yonal ve arkadaslarinin {ilkemizde yaptiklar
calismada 184 MPN hastasinda ASXL1 gen mutasyonlarinin sikligi aragtirilmig, ET’de % 8.4
(9/107), PMF’de %24.7 (19/77) olarak bulunmustur(81) (Tablo 28).
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Tablo 28. ET, PV ve PMF hastalarinda ASXL1 gen mutasyonlarmmn litarettrlerde
goriilme oranlar (81,84,85,53)

ET% PV% PMF%
Stein ve ark.2011 (84) 0 2 32
Gelsi Boyer ve ark.2009 | 5-10 2-5 13-26
(85)
Brecqueville ve ark. |4 7 20
2012 (53)
Yonal ve ark.2015 (81) | 8,4 - 24,7
Bizim ¢alismamiz 6.25 4.35 11.11
Abdel-Wahab ve ark. - - 13(n=6/46)

Bizim Ph(-) MPN kohortumuzda ASXL1 geninin 12. eksonu tarandiginda en sik
€.1934dupG (p.g646TrpfsX12) mutasyonuna (4 hasta), ikinci siklikta ise ¢.1954G.a (p.G652S)
mutasyonuna (2 hasta) rastlanmistir. Bunun disinda baska mutasyon gosterilememistir.
Ulkemizde yapilan diger calismada da ASXL1 geninin sadece ekson 12 bdlgesi taranmustir.
Bu calismada da en sik ¢.1934dupG (p.g646TrpfsX12) mutasyonu ve ikinci siklikta c.1954G.a
(p.G652S) mutasyonu ve 1900 1922 del varligi saptanmugtir (81).

Yurt disinda yapilan ¢alismalarda da en sik goriilen mutasyon ¢€.1934dupG
(p.g646TrpfsX12) mutasyonudur. Gelsi-Boyer ve arkadaslarinin 2012 yilinda yapmis oldugu
calismada ASXL1 gen mutasyonlart olan hastalarin %50’sinden fazlasinda c¢.1934dupG
(p.g646TrpfsX12) mutasyonu saptanmistir (79). Stein ve arkadaslarinin yapmis oldugu kohort
calisgmasinda ASXL1 gen mutasyonlar1 saptanan hastalarda ilk sirada c¢.1934dupG
(p.g646TrpfsX12) mutasyonuna rastlanmaktadir, ikinci sirada ¢.1900 1922del ve ardindan en
sikc.1954G.a (p.G652S) mutasyonu gorilmektedir (84). Tefferi ve arkadaslarinin 2011 yilinda
yapmis oldugu calismada da, diger bircok c¢alismada oldugu gibi en sik €.1934dupG
(p.g646TrpfsX12) varyant1 gosterilmistir (51).

Hasta grubumuzda ASXL1 gen mutasyonlari (¢.1934dupG p.g646TrpfsX12, ¢.1954G.a
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p.G652S) sayist az oldugu i¢in saptanan iki farkli ASXL1 varyanti ayri1 ayri
degerlendirilememistir. Istatistiksel analiz ASXL1 gen mutasyonlar1 tasima ve tasimama
acisindan gruplanarak yapilmistir. ASXL1 gen mutasyonlarinin epidemiyolojik ve klinik
bulgularla iliskisi konusunda litaretiirdeki bilgiler heniiz tam netlik kazanmamistir, celiskili
yorumlar mevcuttur. Yas ve cinsiyet ele alindiginda bizim hastalik grubumuzda ASXL1 gen
mutasyonlar1 saptanan 6 hastanin kadin erkek dagilimi esit bulunmustur (3/3). Hastalarimizin
ortalama yas1 54,51+17,82, ortalama tani yas1 50,13+17,74 olarak belirlenmistir. Her ne kadar
ASXL1 gen mutasyonlart olan ve olmayan hastalar kiyaslandiginda yas ve tani yasi
ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadiysa da (Tablo 19);
ASXL1 gen mutasyonlar1 olanlarin ortalama yas ve tan1 yaglarinin daha yiiksek oldugu dikkati
cekmektedir. Stein ve arkadaslarinin yapmis oldugu kohort ¢aligmasinda 83 hastada ASXL1
gen mutasyonlart bakilmistir. Bu mutasyonlar1 tagiyanlarda gerek baslangic yasi, gerekse
ortalama yas daha diisiik bulunmustur. Ancak aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir
(sirasiyla p=0,14 ve 0,67)(84). Yine Vannuchi ve arkadaslarinin yapmis oldugu 879 Ph (-)
MPN hastasini kapsayan ¢aligmada ASXL1 gen mutasyonlar ileri yastaki hastalarda daha sik
saptanmustir (86). Brecqueville ve arkadaslarimin 2012 yilinda yapmis oldugu ve 127 Ph(-)
MPN hastasini igeren ¢alismada ASXL1 gen mutasyonlari olan hastalarin ortalama yas1 74, bu
mutasyonlar! tagimayanlarin ortalama yasi 63 bulunmustur, aradaki fark istatistiksel olarak
anlamli saptanmustir (p=0,008)(53). Tiirkiye’den yapilan 184 Ph(-) MPN ‘nin dahil edildigi
calismada ASXL1 gen mutasyonlart olanlarda tanit yast ve ortalama yasi bu mutasyonu
tasimayanlara kiyasla daha yiiksek bulunmustur (81).

ASXL1 gen mutasyonlarmin PV, ET ve PMF’deki dagilimlar1 ve demografik
ozellikleri ile ilgili litaretiirdeki bulgular c¢eligkilidir. Bizim g¢alismamizda ASXLI1 gen
mutasyonlart; ET’de erkeklere oranla kadinlarda daha fazla (% 66,7), PV’de kadin ve erkek
hastalarda esit oranda, PMF’de ise sadece erkek hastalarda bulunmaktadir. Bizim
calismamizda hasta sayisinin azligi ve PMF grubunda sadece erkek hastalarin bulunmasi
nedeni ile bu konuda bir yorum yapmak mimkun gérilmemektedir.

Calismamizda Ph(-) MPN hastalarinda ASXL1 gen mutasyonlarinin baslangig
trombosit ve hemoglobin ortalamalarina etkisi arastirillmistir. ASXL1 gen mutasyonlari

olanlarda olmayanlara kiyasla baslangic hemoglobin ve trombosit ortalamalarimin daha
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yuksek, baslangic 16kosit ve nétrofil ortalamalarmin ise daha diisiik oldugu saptanmistir
(Tablo 20). Ancak hasta sayisinin azligi nedeni ile bu degerler istatistiksel olarak anlamli
bulunamamistir. Bu konuda iilkemizde yapilan diger calismada sonuglar farkli bulunmustur.
Yonal ve arkadaslarinin yaptigi ¢aliygmada ASXL1 gen mutasyonlart olan Ph(-) MPN
hastalarinda baslangi¢ 16kosit degerleri ASXL.1 gen mutasyonlar1 olmayan gruba kiyasla daha
yuksek olup, iki grubun baslangi¢ trombosit ve hemoglobin degerleri benzer oranda
bulunmustur (81). Stein ve arkadaglarinin yapmis oldugu kohort ¢aligmasinda ASXL1 gen
mutasyonlart olan ve olmayan PMF hastalarinda baslangic 16kosit, hemoglobin ve trombosit
degerleri benzer oranda saptanmistir(84). Baska bir ¢alismada Brecqueville ve arkadaslari
baslangi¢ 16kosit ve trombosit sayilar1 arasinda ASXL1 gen mutasyonlar1 olan ve olmayan
grupta farklilik saptamamakla beraber hemoglobin seviyelerinin ASXL1 gen mutasyonlari
olanlarda daha diisiik oldugunu gostermistir(53). Sonug olarak litaretiirdeki tiim ¢alismalarda

oldukea farkli sonuglar bildirilmektedir.

Bizim ¢aligmamizda ASXL1 gen mutasyonlar1 olan hastalarda splenomegali orant daha
diisiik bulunmustur (%33,33 versus %55,67). ASXL1 gen mutasyonlar1 ve splenomegali
iligkisi az sayida calismada vurgulanmistir. Stein ve arkadaslarinin yapmis oldugu kohort
calismasinda ASXL1 gen mutasyonlar1 olan ve olmayan PMF hastalarinda dalak boyutlar
kiyaslanmis ancak anlamli farklilik saptanmamustir (84). Yo6nal ve arkadaslarimin yapmus
oldugu caligmada ET ve PMF hastalarinda splenomegali varligi ve dalak boyutlart
degerlendirildiginde ASXL1 gen mutasyonlar1 tasiyan ve tagimayan hastalarda anlamli
farklilik bulunmamustir. Bizim ¢alismamizda maalesef biitiin hastalarin USG ile dalak boyutu
verileri mevcut degildir, bu nedenle dalak boyutlar1 agisindan bir yorumda bulunulamamastir.

Calismamizda ASXL1 gen mutasyonlart olan hastalarda ASXL1 gen mutasyonlar
olmayanlara kiyasla tromboz gelisimi 1.66 kat fazla saptanmistir. ASXL1 gen mutasyonlari
olan hastalarda arter trombozu oran1 %66,7, ven trombozu oran1 %33,3 olarak bulunmustur.
ASXL1 gen mutasyonlar1 negatif grupta ise arter trombozu oran1 % 14,4 ve ven trombozu
orant % 20,6 dir. Litaretirde ASXL1 gen mutasyonlar ile tromboz iliskisini arastiran az
sayida calisma mevcuttur. 2012 yilinda Brecqueville ve arkadaglarinin yapmis oldugu bu

calismada ASXL1 mutasyonlari olan ve olmayan hasta gruplar1 arasinda tromboz gelisimi
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arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (53). Ayrica Yonal ve arkadaslarinin yapmis oldugu
son calismada da ASXL1 mutasyonlar1 olan ve olmayan hasta gruplari arasinda tromboz
gelisimi oranlart benzer saptanmustir (81). Bizim ¢aligmamizda ise ASXL1 gen mutasyonlari
bulunan grupta arter trombozu oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir.

ASXLI1 gen mutasyonlar: ile sagkalim arasindaki iligki ¢ok sayida calismaya konu
olmustur. Brecqueville ve arkadaglarinin 2012 yilinda yapmis oldugu c¢alismada 44 PMF
hastasinda ASXL1 gen mutasyonlari olan grubun 5 yillik yasam siiresinin ASXL1 gen
mutasyonlar: olmayanlara kiyasla daha kisa oldugu goriilmiistiir (%56 ya karsilik %87) (53).
Mayo klinigin yapmis oldugu kohort calismasinda 279 PMF hastasinda 5 yillik yasam siiresi
ASXL1 gen mutasyonlart olan ve olmayan grupta benzer olarak saptanmustir (86). Gelsi-
Boyer Veronique ve arkadaslarinin 2012 yilinda yapmis oldugu c¢aligmada ASXL1 gen
mutasyonlart olan hastalarda prognozun daha k&t oldugu gosterilmistir (79). Tefferi ve
arkadaslarinin 2014 yilinda yayinladiklar1 570 PMF hastasini iceren uluslararasi bir calismada
ASXL1 gen mutasyonlarmin varligi kotii prognostik kriter olarak tanimlanmistir. Bu
mutasyonu tastyanlarda yasin daha ileri oldugu, DIPSS-Plus skorlarinin daha yiiksek oldugu
ve sagkalimin belirgin olarak azaldigi gosterilmistir(160). Aymi calismada CALR tipl
mutasyonlarinin iyi prognostik 6zellik tasidigi gosterilmistir. Bu bulgulara dayanarak Tefferi
ve arkadaslart ASXL1 ve CALR gen mutasyonlarinin biitlin PMF hastalarinda bakilmasini ve
DIPSS-Plus skorlamasina ilave edilmesini dnermektedirler. Bizim ¢alismamizda ise PMF
hastalarinin ortalama takip siiresi 5 yildan kisadir. PMF grubumuzdaki 9 hastanin da takibi
devam etmektedir, eksitus olan veya 16semik doniisiim saptanan hastamiz yoktur. Bu nedenle
sagkalim a¢isindan yorum yapmak miimkiin degildir.

ASXL1 gen mutasyonlarinin MPN dis1 hematolojik malignitelerle iligkisi litaretiirde
ilk tanimlandigi zamandan beri bilinmektedir. Gelsi-Boyer Veronique ve arkadaslari
tarafindan MDS/AML tanili 40 hastalik bir ¢caligmada genetik arastirma yapilmasi sirasinda
saptanmistir. 2009 yilinda yapilmis bu calismada 35 MDS tanili hastanin 4’{inde (%11) ve 39
kronik myelomonositik 16semi tanili hastanin 17’sinde (%43) ASXL1 gen mutasyonlarina
rastlanmistir (85). Ardindan Carbuccia tarafindan yapilmis olan bagka bir ¢aligmada 64 MPN
tanili hastanin 5’inde (%8), 63 AML tanili hastanin 11’inde (%17) olarak ASXL1 gen

mutasyonlarma rastlanmistir(82),(87). Boultwood ve arkadaglarinin 2010 yilinda yapmis
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oldugu calismada; 79 MDS hastasinin 5’inde (%6), 55 refrakter anemi artmis blastli (RAEB1)
hastasinin 17’sinde (%31), 67 AML hastasinin 17’sinde (%25) ASXL1 gen mutasyonlar
saptanmugtir (88).

Ph(-) MPN’lerde hastalarin %1-5’inde takip sirasinda akut 16semiye doniisiim
goriilebilecegi bilinmektedir. Ancak MPN’lerin hematolojik olmayan kanserler (solid timor)
ile iliskisi konusunda literatirde bilgi bulunmamaktadir. Bizim kohortumuzda hastalarimizin
hicbirinde akut l6semiye doniisiim gerceklesmemistir, bu durum ortalama takip siiresinin kisa
olmas1 (4.66 yil) ile agiklanabilir. Ote yandan kohortumuzda 15 hastada 17 hematolojik
olmayan kanser (solid tiimor) goriilmiistiir (%14,5) (15/103). Bu durum ayni yastaki normal
popiilasyonla kiyaslandiginda oldukga fazladir. Hematolojik olmayan kanser sikliginin artmis
olmas1 degisik hipotezlerle agiklanabilir. Oncelikle MPN mutasyonlarmin baska malignitelerin
gelisimini de kolaylastirabilecegi diistiniilebilir. Hematolojik olmayan kanser gelisen
hastalarimizin molekiiler 6zellikleri incelendiginde 2 hasta hari¢ hepsinde MPN mutasyonlari
gosterilmistir (12 hastada JAK-2 V617F mutasyonu, 1 hastada CALR mutasyonu). iki hastada
ayrica JAK-2 V617F ile birlikte ¢.1954G.a (p.G652S) mutasyonu saptanmistir. Bu
mutasyonlarin hiicre proliferasyon yolaklarmi aktive ettigi bilinmektedir, ancak su anki
bilgilerimiz bu mutasyonlarin sadece hematopoietik kok hiicrelerde gelisen bir somatik
mutasyon oldugunu desteklemektedir. Bu durumda diger hiicre dizilerinde malign
transformasyonu induklemesi moimkin goérinmemektedir. JAK-2 V617F ve CALR
mutasyonlarinin non-hematolojik hiicre dizilerinde bulunduguna dair literatiirde bulgu yoktur.
Lee ve arkadaglarinin bir ¢aligmasinda JAK-STAT yolaginin aktivasyonu ile seyreden mide
kanserlerinde JAK-2 V617F mutasyonu taranmis, ancak higbir hastada pozitif bulunamamustir
(89). Ikinci olasilik MPN tedavisinde kullamilan ilaglarin (6zellikle hidroksiiire) sekonder
kanser gelistirme riskidir. Hidroksilirenin sekonder kanser gelistirme riski konusunda ¢ok
sayida yayin bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlisi Kissova ve arkadaglarinin yapmis
calismadir. Kissova bu calismada 172 Ph (-) MPN hastasinda sekonder kanser gelisimini
arastirmug; hidroksiurea kullanan 66 hastanin 13’Unde (19,7), hidsoksiiirea kullanmayip baska
sitorduktif tedavi kullanan 2 hastaya gore %2 (166 ) daha ylksek oranda sekonder kanser
gelismistir. Bu kanserlerin ¢ogunu cilt kanserleri (6zellikle squamoz hiicreli kanser)

olusturmustur(90). Bizim hasta grubumuzda ise hematolojik olmayan kanser saptanan
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hastalarin 7°’sinde MPN tanisindan 6nce malignite dykiisii mevcuttur (1 inde sarkom, 1’inde
mesane kanseri ve renal hiicreli kanser, 1’inde bazal hticreli kanser, 1’de kolon kanseri, 3’{inde
meme kanseri). Bes hastada 6nce MPN tanisiyla hidroksiiirea kullanimi ve takipte hematolojik
olmayan kanser tanis1t mevcuttur Iki hasta MPN tamis1 aldiktan sonra hidroksiiirea veya bir
baska sitorediiktif ila¢/IFN kullanmadigi halde sekonder kanser gelistirmistir. Bu bulgular
hematolojik olmayan kanser saptanan hastalarimizda hidroksiiirea diginda baska faktorlerin de
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu konu ile ilgili daha fazla hasta igeren hasta

gruplartyla ¢alismaya devam edilmesi planlanmustir.

6. SONUCLAR

Bu ¢alismada Ph (-) MPN’da ASXL1 gen mutasyonlar1 taranmistir. Sonug olarak;

. ASXL1 gen mutasyonlar1 ET hastalarinin %6,25’inde (3/48), PV hastalarinin %4,35’inde
(2/46) ve PMF hastalarinin %11,11’inde (1/9) saptanmistir.

. ASXL1 gen mutasyonlar1 olanlarda kadin-erkek orani esit bulunmustur.

. ASXL1 gen mutasyonlari olanlarda olmayanlara kiyasla yas ortalamasi daha yiiksek
bulunmustur.

. ASXLI1 gen mutasyonlar1 olanlarda olmayanlara kiyasla ortalama baslangic hemoglobin ve
trombosit degerleri yuksek iken, ortalama baslangi¢ 16kosit ve notrofil degerleri daha diisiik
saptanmuigtir.

. ASXL1 gen mutasyonlar1 olanlarda olmayanlara kiyasla splenomegali oranlar1 daha diisiiktiir.

. ASXL1 geninin en sik mutasyonlari olan ¢.1934dupG (p.g646TrpfsX12) (4/6) ve ¢.1954G.a
(p.G652S) (2/6) mutasyonlar yiiksek oranda tespit edilmistir.

. ASXL1 gen mutasyonlar1 bulunan grupta tromboz (6zellikle arter trombozu) oranlarinin daha

yiiksek oldugu anlasilmaktadir.
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8. MPN grubumuzda hematolojik olmayan kanser oranlar1 (solid tiimor) oldukca yiiksek
bulunmustur (%14,5). Hastalarin % 80’inde JAK-2 V617F mutasyonu mevcuttur. JAK-2
V617F pozitif hastalarin 2 tanesinde de ayrica ASXL1 gen mutasyonlar: bulunmustur. Her iki
hastada da ASXL1 ¢.1954G.a (p.G652S) mutasyonu olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur.

9. Kohortumuzda bes hastada 6nce MPN tanisiyla hidroksiirea kullanimi ve takibinde
hematolojik olmayan kanser tanis1 bulunmasi hidroksitrea kullaniminin hematolojik olmayan
kanser gelisimine sebep olabilecegini diisiindiirmektedir. Yine kohortumuzda iki hastada ise
MPN tanis1 aldiktan sonra hidroksiiirea kullanmadigi halde hematolojik olmayan kanser
geligsmistir. Bu durum hidroksiurea disinda baska faktorlerin de hematolojik olmayan kanser

gelisiminde etkili olabilecegini diislindiirmektedir.
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