<>

BASKENT UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
Tibbi Genetik Anabilim Dah

JAK2 VE MPL MUTASYONU NEGATIF ESANSIYEL
TROMBOSITOZ VE PRIMER MYELOFiBROZ HASTALARINDA
KALRETIKULIN (CALR) MUTASYON DURUMUNUN
BELIRLENMESI

UZMANLIK TEZi
Dr. Enver Okan OTE

Ankara, 2015



<>

BASKENT UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
Tibbi Genetik Anabilim Dah

JAK2 VE MPL MUTASYONU NEGATIF ESANSIYEL
TROMBOSITOZ VE PRIMER MYELOFiBROZ HASTALARINDA
KALRETIKULIN (CALR) MUTASYON DURUMUNUN
BELIRLENMESI

UZMANLIK TEZI
Dr. Enver Okan OTE
Tez Damismani: Prof. Dr. Feride iffet SAHIN

Ankara, 2015
Bu tez Baskent Universitesi arastirma fonu tarafindan desteklenmistir.

Proje No: KA14/318



OZET

Myeloproliferatif hastaliklar (MPH), matur ve immatur kan hiicrelerinin asir1 yapimi
ile karakterize kronik myeloid kanserlerdir. Esansiyel Trombositemi (ET) ve Primer
Myelofibroz (PMF), BCR-ABL negatif kronik myeloproliferatif hastaliklar
grubundadir. Bu hastaliklarin tanisinda JAK2 ve MPL mutasyonlar1 kullanilmaktadir
fakat bu mutasyonlar hastalarin  %30-40’lik  kisminda saptanmamaktadir.
Caligmamizda JAK2 ve MPL mutasyonu negatif hastalarda Kalretikulin (CALR)

mutasyon sikligini, mutasyon tiplerini ve klinikle iligkilerini arastirdik.

Calismaya 16 ET ve 4 PMF hastasi dahil edildi. Tiim hastalar JAK2V617F, MPL
WSI15K/L ve S505N mutasyonlart agisindan negatif olan hastalardi. CALR

mutasyonlart Sanger dizileme yontemi ile arastirildi.

CALR geninde tiim hastalarin %25’inde mutasyon saptandi. 4 PMF hastasinda
mutasyon saptanmazken, 16 ET hastasinin 5’inde (%31.25) mutasyon saptandi.
Saptanan mutasyonlarin {i¢ tanesi (%60) 52 baz ¢ifti (b¢) delesyon (Tip I mutasyon,
c.1092 1143del), bir tanesi 5 be¢’lik insersiyon (Tip II  mutasyon,
c.1154 1155insTTGTC)ve bir tanesi 46 b¢’lik delesyon (c.1094 1139del) olarak

saptand1. Tip I mutasyon saptanan hastalar gen¢ ve kadin hastalar idi.

Calisgmamizda saptanan mutasyon sikliklart ve tipleri daha once yapilan ¢aligmalar
ile benzer oranlarda bulundu. Daha fazla sayida hasta ile yapilacak prospektif
caligmalar CALR mutasyonlarmin bu hastaliklardaki etkisini anlamay1 ve

hastaliklarin yonetiminin daha iyi yapilmasini saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: JAK2, MPL, Kalretikiilin, Esansiyel trombositemi, Primer

miyelofibroz
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ABSTRACT

The myeloproliferative neoplasms are chronic myeloid cancers characterized by the
overproduction of mature and immature blood cells. Essential trombocythemia (ET)
and primary myelofibrosis (PMF) are two of the BCR-ABL negative chronic
myeloproliferative neoplasms. JAK2 and MPL mutations are being used for the
diagnosis of ET and PMF, but 30-40% of the patients do not carry any mutations at
these genes. Recently, another gene called Calreticulin is thought to be involved in
the development of ET and PMF. In this study, we investigated the CALR mutation

frequency, mutation types and their relevance with clinical findings.

16 ET and 4 PMF patients were enrolled in this study. All patients were negative for
JAK2V617F, MPL WS5I15K/L and S505N mutations. We investigated CALR

mutation status with sanger sequencing method.

The mutation rate was 25% in general. However, we did not find any mutations in
patients with PMF. We detected three different mutations (31.25%) in 5 patients with
ET. Three of the mutations were 52 base pairs (bp) deletion (Type I mutation,
c.1092 1143del), one was 5 bp insertion (Type II mutation, c.1154 1155insTTGTC)
and the last one was 46 bp deletion (c.1094 1139del). All patients with Type I
mutation were women and the mean age (23.3y) was found to be significantly lower

compared to all groups (p=0.003).

The results of the study showed us that the mutation rate and mutation types were
similar with the previous studies. New prospective studies with larger cohort will
help us to understand the effect of CALR mutations in the development and

prognosis of myeloproliferative neoplasms.

Keywords: JAK2, MPL, Calreticulin, Esential trombocythemia, Primary

mylefibrosis
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ADP : Adenozin difosfat

ALP : Alkalen fosfataz

BCR-ABL  : Break cluster region-abelson

BFU-MK : Burst-forming unit-megakaryocyte

CALR : Kalretikiilin

CFU-MK : Megakaryosit koloni olusturucu birim (Colony-forming unit-

megakaryocyte)
CMP : Common myeloid progenitor
DSO : Diinya Saglik Orgiitii
EPO : Eritropoetin
ET : Esansiyel trombositemi
FGF-B : Fibroblast biiyiime faktorii Beta
G-CSF : Grantilosit koloni uyarici faktor
GM-CSF : Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktorii (Granulocyte-

macrophage stimulating factor)

Hb : Hemoglobin

HSC : Hematopoietik kok hiicre

IL-3 : Interlokin-3

IL-6 : Interldkin-6

IL-11 : Interlokin-11

JAK? : Janus Kinaz 2

Ki : Kemik iligi

KML : Kronik myeloid 16semi

KMML : Kronik myelomonositik 16semi

KMPH : Kronik myeloproliferatif hastalik

LDH : Laktat dehidrogenaz

MDS : Myelodisplastik sendrom

MEP : Megakaryosit-eritroid onctil (Megakaryocyte-erythroid progenitor)
MPH : Myeloproliferatif hastaliklar

MPL : Myeloproliferatif Losemi Viriis Onkogeni
MPN : Myeloproliferatif neoplazm
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1. GIRIS ve AMAC

Myeloproliferatif hastaliklar (MPH), matur ve immatur kan hiicrelerinin asir1 yapimi
ile karakterize kronik myeloid kanserlerdir. BCR-ABL1 (+) Kronik Myeloid Losemi
(KML) ile beraber en sik goriilen ii¢ tipi Polisitemia Vera (PV), Esansiyel
Trombositemi (ET) ve Primer Myelofibrozis (PM) ‘dir. BCR-ABLI (-) MPH’lar
olarak da adlandirilan bu ii¢ hastaligin tanisinda kullanilan JAK2 V617F mutasyonu
hastalarin yaklasik dortte ticlinde tespit edilmekle beraber PV’daki siklig1r %95, ET
ve PMF’da %60-65 civarindadir. JAK2 ekzon 12 mutasyonlar1 PV hastalarinin kalan
%5’inde ve MPL ekzon 10 mutasyonlar1 ise ET ve PM hastalarinin yaklasik %5’inde
tespit edilmektedir . ET ve PM hastalarinin %30 — 40’lik bir kisminda ise genetik

diizensizligin ne oldugu bilinmemektedir.

JAK2V617F mutasyonun tanimlanmasini, JAK2 ekzon 12 mutasyonlart ve
myeloproliferatif 16semi virus onkogenindeki (MPL) mutasyonlarin tanimlanmasi
takip etmistir ve bdylece ET ve PMF hastalariin %60-65’inin tanis1 miimkiin

olmustur ve JAK-STAT yolaginin daha iyi anlasilmas1 saglanmistir.

Alttan yatan genetik temellerin aydinlatilmasi bu hastaliklarin daha iyi anlagilmasini
ve ayni grupta yer alan bu hastaliklarin daha dogru bi¢imde birbirinden ayrilmasini
saglamaktadir. Bu da erken tani, prognozun belirlenmesi, ve dogru tedavi

uygulamalariin ypilmasi agisindan ¢cok onemlidir.

2013 yilinda birbirinden bagimsiz yapilan iki ¢alisma ile kalretikulin (CALR)
genindeki mutasyonlar ile ET ve PMF hastaliklar1 arasindaki iligki ortaya konmustur.
JAK2 ve MPL mutasyonu olmayan hastalarda CALR geninde yiiksek oranda

mutasyon saptanmaigstir.

Biz de ¢aligmamizda MPH’da tan1 algoritmasin1 degistirebilecek, prognoz ile ilgi,li
Ongorll yapilmasini saglayabilecek ve ileride yeni tedavi modellerinin gelismesini
saglayabilecek CALR genindeki mutasyon sikligi, mutasyon tipleri ve klinikle olan

iligkilerini belirlemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoetik Hiicre Fizyolojisi

Dolagimdaki tiim kan hiicrelerinin kaynagi eriskinde kemik iliginde bulunan
hematopoetik kok hiicredir. Hematopoetik pluripotent hiicre 6zelligine sahiptir;
kendini yenileyebilir ve bir¢ok farkli hiicreye doniisebilir. Bu kok hiicreden gelisen
oncill hiicreler farkli serilerdeki kan hiicrelerini olusturmak iizere farklilasirlar.
Hiicreler morfolojik olarak farklilagip olgunlastik¢a, kendilerini yenileme 6zellikleri
azalir. Kan hiicreleri lenfoid ve myeloid olarak ikiye ayrilir ve 6ncelikle ortak lenfoid
oncill ile ortak myeloid Onciil olusur. Bu Onciil hiicrelerden megakaryositler,

lenfositler, eritrositler, bazofiller, eozinofiller, nétrofiller ve monositler sentezlenir

(1,2). (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. Kan hiicrelerinin kemik 1iligindeki pluripotent kok hiicrelerden
farklilagmasi (2)



2.2 Trombosit Olusumunun Fizyolojisi

Trombositler megakaryositlerden koken alir. Megakaryositler, poliploid ¢ok loblu
niikleusa sahip biiyiik hiicrelerdir. Megakaryositler sirasiyla hematopoietik kok hiicre
(HSC), multipotent 6nciil hiicre (MP), ortak myeloid 6nciil hiicre (common myeloid
progenitor, CMP), ortak megakaryosit-eritroid Onciil hiicre (megakaryocyte-
erythtroid progenitor, MEP), hizla ortaya ¢ikarict birim (burst-forming unit-
megakaryocyte, BFU-MK), megakaryosit koloni olusturucu birim (colony-forming
unit-megakaryocyte, CFU-MK) koken alirlar (3).

Megakaryosit ve trombosit {iretiminin diizenlenmesi, humoral faktorlerim, hiicre
ylizey reseptorlerinin, hiicre i¢i sinyal yolaklarmin ve niikleer transkripsiyon

faktorlerinin yol aldig hiicre sistemleri tarafindan kontrol edilir (3, 4)

2.3 Trombositlerin Genel Ozellikleri

Trombositler, biiyiik ¢cok ¢ekirdekli hiicreler olan megakaryositlerin pargalaridir. Bu
parcalarin kendilerine ait c¢ekirdekleri yoktur (5). Kan dolasimi igerisindeki diger
hiicrelerden daha kiigiiktiirler ve &miirleri 7-10 giindiir (6). Insanlarda ortalama
normal kabul edilen trombosit sayist litrede 150 x10° ile 400 x10° arasindadir (7).
Trombosit liretimini birgok sitokin (IL-3, IL-6, IL-11 ve TPO (trombopoietin) ve
biiyiime faktorii (PDGF, FGF) tarafindan uyarilir fakat baslica uyaran TPO’dur.

Trombopoezi uyaran baslica faktor ise trombosit sayisinin diismesidir (5, 7).

2.4. Trombositoz

Trombositoz, eriskinlerde trombosit sayisimn 450x10/litre degerini asmasi olarak
tanimlanir. Trombositoz 4’ ayrilir: Hafif trombositoz (450700 x 10”/litre), orta
trombositoz (700-900 x 10°/litre), agir trombositoz (900-1500 x 10°/litre) ve ug
(extreme) trombositoz (1500 x 10°/litre tizeri degerler). (8). Yeni yaymnlarda ug
trombositoz smiflamasi 1000 x 10%/litre iizerindeki degerler olarak ifade edilmistir
(19, 20). Trombositlerin artmasina neden olan durum hematopoetik hiicreleri hedef
alan degisiklikler nedeniyle gerceklesmisse bu durumda “primer trombositoz” tanimi

kullanilirken, sebep olan akut veya kronik enfeksiyon veya inflamasyon, akut kan
3



kayb1, kanser, demir eksikligi veya splenektomi sonrasi tepki gibi digsal bir neden ise
“sekonder trombositoz” (reaktif trombositoz) olarak tanimlanir. Sekonder
trombositoza primer trombositozdan daha sik rastlanir ve nadiren komplikasyona
neden olur. Sekonder trombositozun yonetimi genellikle altta yatan hastaligin

tedavisine yoneliktir (9). Trombositoz nedenleri Tablo 2.1°de verilmistir (10).

Tablo 2.1 Trombositoz nedenleri

Primer trombositoz Sekonder trombositoz Yalanci trombositoz
Esansiyel trombositemi Enfeksiyon Mikrosiferosit (6rn: ciddi yaniklar)
Polisitemia vera Enflamasyon Krioglobulinemi
Primer myelofibroz Doku hasari Neoplastik hiicre sitoplazmik pargalari
Myelodisplazi del(5q) Hiposplenizm Sistosit
Inatc1 anemi Operasyon sonrasi Bakteri
KML Kanama Pappenhemier cisimcikleri
KMML Demir eksikligi
AKML Malignansi
MDS/MPN-U Hemoliz
Ilag  tedavisi  (adrenalin,
kortikosteroidler vs)

Sitokin verilmesi (6rn: TPO)

Myelosupresif kemoterapi

2.5. Kronik Miyeloproliferatif Hastaliklar ve Sinflandirilmasi

Kronik miyeloproliferatif hastaliklar multipotent kok hiicrelerin bir veya birka¢ kan
hiicre serisinde asir1 ¢ogalmas: ile karakterize hastaliklardir (11). Miyeloproliferatif
hastaliklar ilk kez 1951°de William Dameshek tarafindan tanimlamistir. Kronik
miyelositik 16semi (KML), Polisitemia Vera (PV), esansiyal trombositemi (ET),
primer miyelofibrozis (PMF) ve eritrolosemiyi (Di Guglielmo sendromu) bu gruptaki
hastaliklar olarak degerlendirmistir (12). Kronik miyeloid neoplazmlarin revize
edilmis 2008 Diinya Saglik Orgiitii (DSO) siniflandirmasinda ‘hastalik’ terimi,
‘neoplazm’ tanim ile yer degistirmistir (13). Bununla birlikte KML, Philadelphia
(Ph) kromozomu, BCR/ABLI flizyon geninin varligi ve kendine o6zgii klinik
ozellikleri ile ayr1 bir hastalik olarak goriilmektedir (14). KML dis1 miyeloproliferatif
hastaliklar igin 2008 DSO tani kriterlerindeki degisikliklere Janus Kinaz 2 (JAK2)
mutasyonlarinin bulunmasi Onciilik etmistir (15). JAK2 mutasyonu miyeloid

neoplazmlara spesfiktir (16). JAK2 mutasyonu PV hastalarinin %90-95° inde, ET



hastalariin %50-70’inde PMF hastalarin %40-50’sinde gosterilmistir (17, 18). MPL
ekzon 10 mutasyonlar1 ise ET ve PMF hastalarimin yaklasik %35’inde tespit
edilmektedir (19). CALR mutasyon sikli ET ve PMF’da sirasiyla %25 ve %35
bulunmustur (69).

Miyeloproliferatif hastaliklarda tromboembolik ve hemorajik olaylar morbidite ve
mortaliteden sorumlu 6nemli ve sik goriilen komplikasyonlardir. Arteryel veya vendz
tromboembolik olaylar goriilebilir. En sik goriilen arteryel olaylar arasinda, iskemik
serebrovaskiiler olay, gecici iskemik atak, miyokard infarktiisii, anjina pektoris,
periferal arteryel hastalik ve eritromelalji sayilabilir. Sik gdoriilen venoz
tromboembolik olaylar arasinda derin ven trombozu, pulmoner emboli, splenik ven
trombozu, portal ven trombozu, budd-chiari sendromu ve yiizeyel tromboflebitler
sayilabilir (20-22). Tromboembolik ve hemorajik komplikasyonlarin disinda daha
nadir olarak sekonder miyelofibrozis ve sekonder 16semik doniisiim goriilebilir.
PV’de %10-12, ET’de %3-4 oraninda sekonder miyelofibrozis goriiliir (18, 20, 21).
ET’de %1’in altinda, PV’de %6, PMF’de %10 oraninda da sckonder losemik
doniisiim goriiliir (23,24).

Miyeloproliferatif hastalik geleneksel olarak ‘klasik’ ve ‘atipik’ olarak siniflandirilir.
Klasik MPH; Philadelphia (Ph) translokasyonu ve BCR/ABL fiizyon geni tasiyan
KML ve Ph negatif PV, ET ve PMF’ den olusur. Atipik MPH ise, daha nadir goriilen
kronik miyelomonositik 16semi, juvenil miyelomonositik 16semi, kronik nétrofilik
16semi, kronik bazofilik 16semi, kronik eozinofilik l16semi, hipereozinofilik sendrom,

sistemik mastositoz ve siniflandirilmamis MPH’ tan olusur. (Tablo 2.2) (25)



Tablo2.2. Miyeloproliferatif neoplazilerin (MPN) 2008 Diinya Saglik Orgiitii (DSO)

siniflandirma semasi

I. Klasik Miyeloproliferatif Hastaliklar

1. BCR-ABL pozitif
A. Kronik miyeloid 16semi
2. BCR-ABL negatif
A. Polisitemia vera
B. Esansiyel trombositemi
C. Primer miyelofibrozis

II. Atipik Miyeloproliferatif Hastaliklar

1. Kronik miyelomonositik 16semi

2. Juvenil miyelomonositik 16semi

3. Kronik nétrofilik 16semi

4. Kronik eozinofilik 16semi

5. Hipereozinofilik sendrom

6. Kronik bazofilik 16semi

7. Sistemik mastositoz

8. Miyelodisplazi/miyeloproliferatif hastalik birlikteligi
9. Siniflandirilmamis miyeloproliferatif hastalik

2.6. Esansiyel Trombositemi

Esansiyel trombositemi, megakaryositlerin proliferasyonu ve dolasimdaki
trombositlerin artisi ile karakterize kronik miyeloproliferatif bir hastaliktir. Periferik
dolasimdaki trombosit sayist  600.000/mm’ iizerindedir. Kemik iliginde
megakaryositer seride hiperplazi saptanir. Fizik muayenede splenomegali dikkati
ceker. Klinik tabloda hemorajik ve trombotik epizodlar goriiliir. Klinik tablo oldukca
heterojendir ve hastalarin 2/3’linden daha fazlasi tan1 esnasinda asemptomatiktir
(26). Epidemiyolojik ¢aligmalarda ET nin yillik insidanst 100.000 populasyonda 2,5
yeni vaka olarak saptanmigtir. Ortalama tani1 yasi 60 olup kadin hastalarin sayisi

erkek olanlardan yaklagik iki kat daha fazladir (27).
2.6.1. Patofizyoloji
Yapilan arastirmalar ET tanili hastalarin yaklagik %50-70 kadarinda JAK2

mutasyonunun varhigint ortaya koymustur (17). JAK2 mutasyonunun ET

patogenezindeki mekanizmalar1 aragtirilmaktadir. JAK2 mutasyonu olmayan klonal



hiicrelerde, DNA hasar1 oldugu zaman Bcl-xl proteininde deaminasyonla sonlanan
bir modifikasyon meydana gelmektedir. Bunun sonucunda hasarli hiicrenin
apoptozisle 6liimii meydana gelmektedir. Mutant JAK2 oldugunda klonal hiicrelerde
DNA hasar1 artmakta bununla birlikte normal Bcl-x1 proteininde deaminasyon cevabi
inhibe edilmektedir. Sonugta apoptozis mekanizmasinin c¢alismamasi ile klonal
hiicrede proliferasyon meydana gelmektedir (28). Trombositozu olan bir olguda bu
mutasyonun gdosterilmesi miyeloproliferatif bozukluk iliskili trombositoz ile reaktif
trombositozun ayirimi i¢in olduk¢a degerli bir veri olmakla birlikte ET, PV ve PMF
arasindaki bir ayirima katkida bulunamaz. JAK2 pozitif ET hastalarinin PV’ye
benzer fenotip; daha fazla hemoglobin ve l6kosit seviyesi varken, daha diisiik
trombosit seviyesinin olmasi tipiktir. ET veya PV’nin gelismesi JAK2 mutasyon
tipine, yiikiine, hastanin demir hemostazina ve kazanilmis veya herediter genetik
diizenleyicilere gore degismektedir (29). Kromozomal anormallik olgularin
%S5,3’linde goriilmiistiir. Kromozomal anormalliklerden 1q, 20q, 21q anormallikleri

goriiliirken, ET’a 6zgiil kromozomal anomali saptanmamuistir (30).

2.6.2. Klinik

Esansiyel trombositemi hemorajik ve trombotik epizodlar ile seyreden kronik bir
hastaliktir. Trombotik komplikasyonlar siklikla yasli ve daha dnce trombotik olay
gecirmis hastalarda, hemorajik komplikasyonlar ise trombosit sayisi 1,000.000/mm3
tizerinde olan hastalarda daha fazla goriiliir (31). ET de trombosit sayisi artis1 ve
buna eslik eden kalitatif trombosit bozukluklar tromboz veya kanama
komplikasyonlarinin gelismesine neden olur. Esansiyel trombositemili hastalarin
yaklasik yarisinda hastalik rutin kan sayimlar esnasinda yiiksek trombosit diizeyine
rastlanmasi ile taninir. Semptomatik hastalarda en sik yakinmalar kiiciik veya biiytik
damarlarda trombozlar veya mindr kanamalardir. Trombotik olaylar Oncelikle
mikrovaskiiler sistemde gelisse de biiyiilk damarlarda da tromboz goriilebilir. En sik
goriilen norolojik semptom bas agrisidir. Bunun yaninda paresteziler, trans iskemik
ataklar, géorme bozukluklar1 ve konviilziyonlar goriilen diger semptomlardir (32,33).
Mikrovaskiiler okliizyonlar genellikle el ve ayak parmaklarinda goriiliir. Bunlarin

sonucunda parmakta agri, 1s1 artisi, distal ekstremite gangrenleri ve eritromelalji
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goriilebilir. Eritromelalji, ekstremitelerde yanici tarzda agr ve kizariklikla seyreden
bir sendromdur. Agrinin giinde tek doz aspirin ile rahatlamasi eritromelalji igin
tanisaldir. ET de biiyiik ven ve arterlerde de tromboz olduk¢a sik goriiliir. Bacak
arterleri, koroner arterler ve renal arterler siklikla tutulurken, karotik, mezenterik ve
subklavian arterler ise nadir olarak tutulurlar. Splenik ven, hepatik venler (Budd-
Chiari sendromu) veya bacak ve pelvis venleride trombozlarin goriildiigii bolgelerdir

(33,34).

2.6.3. Laboratuvar

Tanim olarak trombosit sayisinn 450x10°/mm’’den fazla olmasi gerekmektedir. Bazi
vakalarda trombosit sayist 1.000x10°/mm™iin iizerindedir (13). Periferik kan
yaymasinda l6koeritroblastik tablo ve gdzyasi hiicreleri gézlenmez. Hastalarin iigte
birinden daha fazlasinda hafif eozinofili ve bazofili goriiliir. Hafif notrofilik 16kositoz
goriiliir (35). Dev, garip goriiniislii trombositler, ¢ekirdekli megakaryosit fragmanlari
gozlenebilir. Biyokimyasal inceleme de LDH ve {irik asit yiiksekligi ve belirgin
trombositozu olan olgularda yalanci hiperkalemi goriilebilir (30). Kanama zamani
hastalarin  %10-20’sinde uzamustir. Trombosit agregasyon c¢alismalar1 siklikla
anormaldir. Epinefrin, ADP ve kollajene agregasyon yaniti bozulmustur, fakat
aragidonik asit ve ristosetin yanitt normaldir. Kemik iligi hiperselliilerdir. Hastalarin
ticte ikisinde belirgin megakaryosit hiperplazisi ile beraber morfolojik olarak niikleer
pleomorfizm olan ve kiimelesme egiliminde olan megakaryositler siktir. Multilobiile
bliylimiis megakaryositler ve siniisler boyunca uzanan kiiclik gruplar halinde kiimeler
olusturma egiliminde olan megakaryositler ET nin temel bulgusudur. Kemik iliginde

retikiilin lif artig1 gézlenebilir, fakat belirgin fibrozis yoktur (36).

2.6.4. Tam

ET bir diglama tanisidir; trombositozun diger nedenlerinin ekarte edilmesi gerekir.
Bilinen reaktif ve klonal trombositoz yoklugunda ve persistan trombositoz varliginda
ET tanis1 konabilir. Trombositozla seyreden ama farkli bir prognoz ve tedaviye sahip

olan diger miyeloproliferatif hastaliklardan ayirt etmek gereklidir. 2008 yilina kadar
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Polisitemia Vera Calisma Grubu’nun tani kriterleri kullanilmistir (36). JAK2
mutasyonun kesfi ile birlikte ET tam kriterleri de 2008 yilinda DSO tarafindan
yeniden tanimlanmistir. Tani i¢in aranan en diisiik trombosit degeri
600x103/mm>’den 450x10°/mm’’e indirilmistir. JAK2 mutasyonu tam kriterleri
arasina girmistir (Tablo 2.3.). ET dislama tanis1 oldugu i¢in belirlenen 4 kriterin de

karsilanmasi gereklidir (13).

Tablo 2.3. DSO 2008 ET tani kriterleri

1- Trombosit sayisinim 450x10°/mm? ve tizeri olmasi.

2- Biiyiik ve matiir morfoloji ile birlikte megakaryosit proliferasyonu. Granulosit veya eritroid

proliferasyon olmamasi veya az olmasi.

3- KML, PV, PM, MDS veya diger miyeloid neoplazmlar i¢in DSO kriterlerini karsilamamasi.

4- JAK2 V617F veya diger klonal markirlarin gosterilmesi veya reaktif trombositoz kanitt olmamasi

2.6.5. Tedavi

60 yas altindaki asemptomatik hastalara tedavi Onerilmemektedir. Semptomatik
olanlar ve yiiksek tromboz riski olanlar (60 yas ve lizeri, eritromelalji, trans iskemik
atak, biiyiik damar trombozu gibi gecirilmis trombotik epizodu olan hasta grubu)

tedavi edilmeyi hak eder (36).

Aspirin: Diisiik doz aspirin (100 mg/giin) tekrarlayici trombotik komplikasyonlar,
ozellikle digital ve serabrovaskiiler iskemi geciren hastalarda efektif tedavi seklidir.

Kanama riskini artirabileceginden dikkatli kullanilmalidir (36).

Hidroksiiire: Trombosit sayisin1 azaltmak i¢in 60 yas usti hastalarda ilk segilecek
ilag hidroksiiire olmalidir (37).Trombosit sayisim1 konrol altina almak icin gerekli
olan doz 10-30 mg/kg arasinda degisir. Tedaviye basladiktan 2-6 hafta sonra
trombosit sayismni diisiiriir. En énemli yan etkisi 16kopenidir. Ilacin kesilmesi ile geri

doner. Kan sayimina gore idame dozu belirlenir (38).



Anagrelid: Anegrelid secici olarak trombositleri baskilar. Trombosit sayisin1 kemik
iliginde megakaryositlerin olgunlagsmasini engelleyerek azaltir. Baslangic dozu
giinde 2-4 kez alinan 0,5 mg Anagrelid seklinde Onerilmektedir. Trombosit sayisi
kontrol altina alinana kadar doz 0,5 mg/hafta olacak sekilde artirilir. Anagrelid
genellikle iyi tolere edilen, yan etkileri hafif ve kisa siireli olan bir ilagtir. En sik
karsilagilan yan etki vazodilatasyona bagli bas agrisi, tagikardi, anjina ve bas
donmesidir. Karslasilabilecek diger komplikasyonlar arasinda karin agrisi, diyare,

bulanti - kusma ve deri dokiintiisii sayilabilir (39).

Interferon: Anagrelid ve hidroksiiire tedavisini tolere edemeyen hastalara 3.000.000
iinite iic kez/hafta subkutan interferon tedavisi baslanir. Interferon anormal
megakaryosit klon proliferasyonunu baskilar ve megakaryosit sayisin1 azaltir. Eger
gebe olan hastada trombotik komplikasyon gelisirse interferon alfa tedavisi tercih

edilmelidir. Interferon plasentadan gegmez ve teratojenik etki olusturmaz (38).

2.7. Primer Myelofibrozis

Primer myelofibrosis (PMF) kemik iligi fibrozisi, anormal sitokin salinimi, anemi,
splenomegali, ekstramedullar hematopoez ile karakterize klonal bir myeloproliferatif
hastaliktir. PMF ilk olarak Heuck G. tarafindan 1879’da tanimlanmis, ancak
“Myeloproliferatif hastaliklar” tanimi 1951 yilinda Dameshek W. tarafindan
yapilmistir. Hastaligin  isimlendirilmesinde kronik idiopatik miyelofibrosis,
agnojenik miyeloid metaplazi gibi farkl iilkelerde 20’den fazla tanim kullanilmis
olsa da uluslararas1 myelofibroz arastirma ve tedavisi ¢alisma grubu tarafindan
“Primer Myelofibrosis” ismi kabul edilmis ve DSO’ niin 2008’de yayimlanan

myeloid neoplazilerin siniflamasinda bu isimle yer almistir (40,41).

PMF her yasta goriilmekle birlikte hastalarin ¢ogunlugu 50 yas lizerinde olup,
ortalama goriilme yas1 65-70°dir. Kadin erkek orani esit ve hastalik insidansi 0,4-
1,5/100.000 arasinda degismektedir. Cocukluk caginda nadir olmakla birlikte ailesel
gecis gosteren vakalar bildirilmistir. Geng ve orta yas eriskinlerde sessiz seyreden

vakalar daha sik olarak izlenmektedir. Nadir olmakla birlikte benzen veya yliksek
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doz iyonize radyasyon gibi c¢evresel etkenlere maruz kalan kisilerde

gelisebilmektedir (27,42).

2.7.1. Patofizyoloji

Anormal sitokin salimimi PMF patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Klonal megakaryositler, graniilositler ve stromal hiicrelerce anormal miktarlarda
transforming biiylime faktorii beta (TGF-B), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF), trombosit kaynakli bliylime faktorii (PDGF) ve fibroblast biiyiime faktorii
beta (FGF-B) salinmaktadir. Bu sitokinler 6zellikle kemik iligi fibrozisi, angiogenez
ve osteosklerozdan sorumludurlar. Diger iki 6nemli sitokin ise IL-2 ve IL-6’dir. Bu
sitokinler konstitiisyonel semptomlar, transflizyon bagimliligi, kemik iliginde yeni
damar olusumu ve 16semik donlisim ile iligkilidir. Sitokin salinimindaki
dengesizlikler, CD34+ progenitdr hiicrelerin dolasima ge¢cmesine ve dolayisi ile
cesitli ekstramediiller hematopoez odaklarinin gelismesine ve bununla birlikte
dalakta yeni damar olusumuna yol acarak hepatosplenomegaliye neden olmaktadir

(43, 44).

2.7.2. Klinik

PMF’li hastalar genellikle anemi ve splenomegaliye bagl olarak gelisen halsizlik,
nefes darligi, carpinti, karinda dolgunluk hissi gibi semptomlarin yaninda, kilo kaybi,
gece terlemesi, hafif ates gibi konstitlisyonel sikayetlerle de bagvururabilirler. Ayrica
kasinti, osteoskleroza bagl kemik agrilari, kolay morarma, 6dem ve lenfadenopati de
daha nadir olarak izlenmektedir. Bununla birlikte hastalarin dortte biri tan1 aninda
asemptomatik olabilmektedir. Trombositozla seyreden bazi vakalarda ise tromboz
yada kanama ile ilgili bulgular saptanabilir. Bu bulgularin disinda ekstramedullar
hematopoez odaklarina bagli olarak semptomatik portal hipertansiyon ve asit, plevral
effiizyon, spinal kord basisi, pulmoner hipertansiyon ve yaygin ekstremite agrilari
gelisebilmektedir. Bagvuru sirasinda fizik muayenede hastalarin %80’inde dalak
palpe edilebilir, %30 hastada ise kot altinda 10 cm’den daha biiyiik bir dalak

saptanabilir. Hepatomegali hastalarin yarisinda mevcuttur (40,45).
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2.7.3. Laboratuvar

Cevresel kan yaymasinda miyeloid seri Onciilleri ile eritroid Onciillerinin birlikte
goriildiigii 16koeritroblastik kan tablosu ve eritrositlerin gdzyasi seklinde goriilmesi
PMF’nin karakteristik laboratuar bulgularidir. Ancak prefibrotik asamada bu
bulgular belirgin olmayabilir. Anemi tan1 aninda hastalarin 2/3’iinde saptanir ve
hastalarin yarisindan fazlasinda hemoglobin 10 g/dL’nin altindadir. Hastalarin
yaklagik %40’1inda transflizyon gereksinimi mevcuttur. Hastaligin hiperseliiler ya da
fibrotik asamada olmasina bagli olarak, l6kositoz, 16kopeni, trombositoz veya
trombositopeni goriilebilir, laktat dehidrogenaz (LDH) ve alkalen fosfataz (ALP)
yiiksekligi saptanabilir (46,47).

Kemik iligi aspirasyonu genellikle fibrozis nedeni ile alinamayabilir (dry tap). Kemik
iligi selliiler fazda hiperselliiler iken, fibrotik agsamaya gelmis hastalarda hiposelliiler
olarak izlenebilir. Myeloid ve megakaryositer seri hakimiyeti mevcuttur. Eritroid seri
elemanlar1 ise azalmistir. Tipik olarak degisik biiytikliiklerde dismorfik megakaryosit
kiimeleri izlenmektedir. Hastaligin selliiler fazinda belirgin fibrozis izlenmeyebilir

ancak genellikle tani sirasinda retikiilin ya da kollajen fibrozis saptanir (40).

2.7.4. Tam

PMF tamisinda DSO tarafindan belirlenmis, klinik ve laboratuar bulgulari iceren tani

kriterleri kullanilmaktadir (Tablo 2.4) (46,47).

PMF ile diger miyeloid neoplaziler ve MDS ayirimi yapilmalidir. KML’den
ayriminda BCR- ABL’nin molekiiler ve sitogenetik olarak bulunmadigi gosterilmeli,
kemik iliginde fibrozis saptanan hastalarda PV tani kriterleri degerlendirilmelidir.
Prefibrotik asamada PMF ile ET karisabileceginden, kemik iligi &rnekleri
incelendiginde ET’de matlir megakaryositlerin artisi, PMF’de kiiglikten biiytlige
degisen atipik displastik degisikler izlenen megakaryositlerin varlig1 ayirici tanida
onemlidir. Tan1 esnasinda periferik kanda 1000/mm®’den fazla monosit varliginda

kronik miyelomonositer 16semi diisliniilmeli ve tanisal degerlendirme yapilmalidir.
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PMF’nin ayrica akut miyelofibrosis (miyelofibrosis ile birlikte akut panmiyelozis
veya akut megakaryoblastik 16semi) tablosu ile ayrimi Onemli olup, akut
miyelofibrosis tablosunda siddetli konstitiisyonel semptomlar, pansitopeni, periferik
kanda artmis blastlara ragmen splenomegalinin belirgin olmamasma dikkat

edilmelidir (46,48,49).

Tablo 2.4 DSO 2008 PMF tani kriterleri

Major Kriterler

1-Kemik iligi biyopsisinde retikiilin ve/veya kollajen fibrozisin eslik ettigi megakaryosit
proliferasyonu ve atipi varlig1 veya fibrozisin olmadig1 durumda megakaryositlerdeki proliferasyon
ve atipi ile birlikte kemik iliginde seliilarite artis1, graniilositik proliferasyon ve azalmis eritropoez

olmasi

2- Diinya Saglik Orgiitii tam kriterlerine gore KML, PV, MDS veya baska myeloid neoplazi

tanisini karsilamamasi

3- JAK2 V617F veya baska bir klonal belirtecin (MPL W515K/L gibi), gosterilmesi veya reaktif

kemik iligi fibrozisi kanitinin olmamasi

Minor Kkriterler

1. Lokoeritroblastik kan tablosu

2. LDH diizeyinin artmasi

3. Anemi

4. Palpabl splenomegali

2.7.5. Tedavi

Androjenler ve kortikosteroidler: Anemi tedavisinde androjenler (fluoksimesteron 10
mg giinde iki veya tii¢ defa) ve kortikosteroidler (prednizolon 0,5 mg/kg)
kullanilabilir. Hemoliz varliginda steroidler tek basina yeterli olabilir. Bazi
hastalarda Danazol (600-800 mg/giin) ve Eritropoetin (EPO, 40.000 Unite/hafta)

anemi kontroliinde yardimci olabilir (50).

Hidroksiiire: Lokositoz, trombositoz ve bazi hastalarda splenomegali kontrol altina

almabilir. Busulfan, Melfelan da kullanilabilir (50).
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Splenektomi: Kemoterapotiklere cevap vermeyen masif splenomegali, transfiizyona
bagimli anemi, portal hipertansiyon ve agir trombositemi varhiginda splenektomi

yapilabilir (50) .

Radyoterapi: Splenektomi i¢in uygun olmayan hastalarda uygulanabilir. Karaciger
ve dalak disindaki ekstramediiller hematopoezisin tedavisinde de kullanilabilir (50).
Talidomid: Talidomid, 200 mg/giin dozunda kullanildiginda hastalarin énemli bir

kisminda anemi ve splenomegalide diizelme saglamistir (50).

Kemik iligi nakli: Kemik iligi nakli tek kiiratif tedavi yontemidir. Erken morbidite ve
mortalite oranlarinin yiiksek olmasindan dolay1 45 yas alt1, uygun vericisi olan, genel

durumu elverisli az sayida hastada yapilmaktadir (81).

2.8. JAK2 Mutasyonu

JAK2 geninin kodladigi protein bir sitoplazmik tirozin kinazdir ve bu gen 9.
kromozom {izerinde (9p24.1) yer alir (51). Bu protein eritropoetin ve diger
hematopoetik uyarict faktorler tarafindan aktive olan sitoplazmik bir sinyal
dontistiiriiciidiir (52). JAK2, sayilar1 dort tane olan (JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK?2)
reseptdr olmayan tirozin kinazlardan birisi olup sitokin ve biiyiime faktorii
sinyallemesinin tamamlayici bir parcasidir (53). JAK2 proteinleri bir¢cok reseptdriin
hiicre i¢i bolgesine 4.1-ezrin radiksin moezin benzeri [FERM (4.1 Ezrin Radixin
Moesin) like] bolgesiyle baglanarak hiicre i¢i sinyal akisini saglar (54). JAK
proteinleri 2 tane birbirine komsu kinaz benzeri bolge icermekle birlikte (JHI ve JH2
bolgeleri), sadece JH1 bolgesi enzimatik aktiviteye sahiptir (Sekil 2.). JH2 bolgesi
veya yalanci kinaz (psddokinaz) bolgesi kinaz aktivitesinin negatif yonde
diizenleyicisidir (55). JAK2 proteini, EPO, TPO, G-CSF ve graniilosit-makrofaj
koloni stimiilan faktoriin (GM-CSF) ve interlokinlerin (IL) hiicre yiizey reseptorleri
icin hiicre i¢i sinyal iletiminde kritik rol oynar. JAK2’nin bagli bulundugu bu
reseptorler genellikle kendisinde tirozin kinaz aktivitesi bulunmayan Tip-I
homodimerik  reseptorlerdir.  Sitokinin membran reseptoriine  baglanmasi

konformasyon degisikligine neden olarak JAK2’nin fosforilasyonu ve aktivasyonuna
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neden olur. Aktive JAK2, reseptoriin sitoplazmik parcasini fosforiller ve bu

kolaylastirarak sinyal iletimini baglatir (Sekil 2.2) (51).
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Sekil 2.2 Miyeloproliferatif hastaliklarda JAK2V617F sinyal mekanizmasi.

A. JAK2V617F yapisi: mutasyon JH2 bdlgesinde yerlesmistir. Mutasyon,
diizenleyici bolgenin otoinhibisyonunu bozarak JH1 bdlgesine karsilik gelen tirozin
kinaz1 aktifler. B. Homodimerik sitokin reseptorii varliginda (6rm. EPOR),
transfosforilat reseptoriiniin intraselliiler boliimiine bagli JAK2V617F proteinleri,
tirozin kaltilariin fosforillenmesini saglar. Takiben STATS, fosfotidil 3-kinaz
(PI3K) ve renin—angiotensin sistemi (RAS) sinyal yolaklar1 aktiflenerek hiicre
dongiisii, proliferasyonu ve apoptoz iligkili faktorlerin transkripsiyonu regiile olur.
Bcl-XL, Cok biiyliik B hiicre lenfomasi; ERK, Ekstraseliiler sinyal iligkili kinaz;
GATA, GATA-baglayic1 faktor; GRB, Biiyliime faktorii reseptoriine bagli protein;
MEKI1, Karsilikli hassas mitojen aktive protein kinaz 1; NF, Niikleer faktor; P,
Fosfat; PIP2, Fosfotidil inositol bifosfat ve PIP3, Fosfotidil inositol trifosfat; SH2,

Src homoloji 2; SOCS, Sitokin sinyal baskilayicisi.
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2005 yilinda JAK2 ekzon 14’te edinsel bir mutasyon tanimlanmis olup 617. kodonda
valin aminoasitinin yerine fenilalanin degisiminin meydana geldigi tespit edilmistir
(c.1849G>T; p.Val617Phe). Bu kodon JH2 yalanci kinaz bdlgesinde yer almaktadir.
Meydana gelen mutasyonla kinaz aktivitesinin otoinhibisyonunda gorev alan bu
bdlgenin etkinligini gosterememesi neticesinde siirekli bir aktivasyon halinin ortaya
cikmastyla, JAK/STAT, PI3K/AKT ve MAPK/ERK gibi bir¢ok yolagin asagi yonde
aktiflenmesine neden oldugu tespit edilmistir. JAK2 V617F mutasyonu PV’li
hastalarin  %98’inden fazlasinda ve ET ve PMF’li hastalarin %50-60’1nda
saptanmistir. Bu mutasyona RARS-T disinda kalan (bu grubun yaklasik %50’sinde
JAK2 V617F mutasyonu saptanir) MDS (%3-5), KMML (%3-13), AML (%5’ten az
siklikta, bunlarin ¢ogu da MPN sonrasi1 gelismistir) gibi diger myeloid hastaliklarda

nadiren rastlanir (56, 57).

JAK2 V617F mutasyonu tek olarak herhangi bir MPN’ye 6zgii degildir. Fakat
bununla birlikte bu mutasyonun varlig1 myeloid proliferasyonun neoplastik zeminli
oldugunu gosterir (51). ET’de JAK2 V617F mutasyonu cogunlukla heterozigot
formdadir (yaklasik %2-4 oraninda homozigot mutant formdadir) (58). Ilging olarak
akut 16semik faza doniisiim sirasinda JAK2 V617F pozitifligi kaybolmaktadir (57).
Genellikle JAK2 V617F pozitif ET, PV, PMF hastalarinda bu mutasyon agisindan
negatif olanlara gore yiiksek hemoglobin (Hb), hematokrit, I6kosit sayis1 saptanirken;
ET’de ilave olarak daha diisiik trombosit sayist ve vendz tromboza daha fazla

yatkinlik tespit edilmistir (47, 57).

2.9. MPL Mutasyonu

1p34 lokusunda bulunan MPL geninin kullanilan esanlamli ifadeleri MPLV, TPOR,
c-MPL ve CDI110’ dur. ilk olarak 1990 yilinda sigan (murine) myeloproliferatif
16semi viriisiinde bulunan v-MPL tespit edilmistir. Bu protoonkogenin, kemik
iligindeki farkli kokenden gelen hematopoietik hiicrelerde, oliimsiizlik yetenegi
kazandirdig1 tespit edilmistir. 1992°de c-MPL olarak adlandirilan insanlardaki
homologu klonlanmistir. Dizi analizi, MPL’nin hematopoietik reseptdr siiper

ailesinin bir iyesi oldugunu gostermistir. (59). 1999 yilinda konjenital
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amegakaryositik  trombositopeni  hastaliginda  (congenital amegakaryocytic
thrombocytopenia-CAMT) iki heterozigot MPL nokta mutasyonu tanimlandigindan
bu yana, kalitsal trombositemide (hereditary thrombocythemia-HT), MPN’lerde,
RARS-T’de ve AML’de MPL mutasyonlar1 tanimlanmistir (60). Giinlimiize kadar
MPL geninde bildirilmis mutasyon sayisi 218’dir (61). Bunlardan ET ve PMF ile
iliskili mutasyonlar ilk olarak 2006 yilinda yayinlanmistir. MPL mutasyonlar1 ET ve
PMF hastalarimin % 5-10’unda saptanmis olmakla birlikte herhangi bir PV
hastasinda saptanmamistir. ET ve PMF hastalarinda trombopoetin reseptorii olan
MPL’de S505 ve W515 kodonlarini ilgilendiren en az 5 farkli mutasyon (W515L;
W515K; S505N; W515R; W515A) tanimlanmistir (56). Bu MPL mutasyonlar1 10.
ekzonda bulunmakta olup en sik goriileni MPL W515L ve MPL WS515K’dir (Sekil
2.3) (62). 12 ekzonu bulunan MPL geninde bu mutasyonlarin disinda MPL
mutasyonlart saptanmig olsa da bu mutasyonlarin patogenez agisindan anlami net

degildir (51, 56).

Sitoplazmik transmembran
kavsak bolgesi

I AS1ST
| Lsigp
A0 WST15L

W515K
ASDET

Sekil 2.3. Trombopoetin reseptorii olan MPL’nin ve ekzonlariin sekilsel gosterimi.
MPL’nin en ¢ok tekrarlayan mutasyonlar1 ekzon 10°’da yer alir ve reseptOriin

sitoplazmik-transmembran kavsagini kodlar (51).

Tespit edilmis olan diger somatik mutasyonlar W515-P518delinsKT, Y591D,
AS519T, L510P, AS506T, T487A, Y252H, S204P, S204F, IVS 11/12 ve IVS
10/11°dir. Bazi bilim adamlar1 bu mutasyonlardan A519T, L510P, AS506T

mutasyonlarinin hematolojik hastaliklarla iliskisi olmadigini 6ne siirmiiglerdir. Yine
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W515-P518delinsKT, Y591D, S204P, S204F, IVS 11/12 ve IVS 10/11
mutasyonlarinin etkisinin ne yonde oldugu net olarak aydinlanmis degildir (60).

MPL S505N mutasyonu hem germ hiicre hattinda (kalitsal trombositemi) hem de
somatik hiicrelerde bulunabilen bir mutasyondur. Bu mutasyon etkinlestirici bir
mutasyon olup ilk olarak Ding ve arkadaslari tarafindan tiim aile iiyelerinde herediter
trombositemi saptanmis olan bir Japon ailesinde tespit edilmistir (62). Kalitsal
trombositemide saptanan diger MPL mutasyonlar1t K39N, P106L mutasyonlaridir. Bu
mutasyonlar tam penetre olmayan otozomal dominant ve otozomal ressesif kalitim

kaliplart olmak iizere ¢ok ¢esitli yollarla kalitilirlar (60).

Baz1 yaymlarda ET’de MPL mutasyonunun daha ileri yas, diisiik Hb seviyeleri,
artmis trombosit sayist mikrovaskiiler belirtilerle iligkili oldugu bildirilmistir (63).
Artmis trombosit seviyesi W515K mutasyonu ile daha fazla iligkili bulunurken, Hb
disiikliigii W515L mutasyonu ile daha fazla iliskili bulunmustur. MPL mutasyonu
MPL’nin siirekli uyarilmasina bagli asir1 aktivitesi sonucunda oldugu diisiiniilen
mekanizmayla mikrovaskiiler bozukluklara bagli vazomotor semptomlarla belirgin
derecede iligkili bulunmustur. MPL agisindan mutant bireyler, MPL ve JAK2
acisindan yabanil tipte genotipe sahip kisilerle karsilastirildiginda arteryel tromboz
ile anlaml iliski tespit edilmistir. MPL mutasyonlarinin vendz trombozla,
kanamayla, daha agir miyelofibroza doniisiimle veya yasam beklentisiyle arasinda

iligki saptanmamustir (7, 51, 64).

2.10. CALR Mutasyonlar1

CALR geni 19. kromozom iizerinde 19p13.2°de localize 9 ekzondan olusan bir
gendir ve uzunlugu 4.2 kb’dir (65). CALR proteini 46 kDa biyikliigiinde bir
proteindir ve N-terminal domain, C-domain, P-domain olarak adlandirilan 3 farkl
yapisal domainden olusur (66) (Sekil 2.4). CALR proteininin en iyi bilinen
fonksiyonu endoplazmik retikulumda (ER) kalsiyum (Ca*?) baglayici saperon olarak

fonsiyon gostermesidir (67).
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Novel C-Terminal Peptide Sequence

Sekil 2.4 CALR domainleri ve sik goriilen mutasyonlart.

Prolinden zengin P-domaini kalsiyum i¢in yiiksek afiniteli, diisiik kapasiteli
baglanma bolgesi saglar. N-terminal domain endoplazmik retikulumu taniyan sinyal
sekansindan olusur ve lektini baglar. C-terminal domain ise diisiik afiniteli, yiiksek
kapasiteli kalsiyum baglanma bolgesidir ve hiicresel kalsiyum dengesinden esas
sorumlu bolgedir. Defektif CALR mutasyonu olan hiicrelerin kalsiyum depolama

kapasiteleri azalir. CALR nin fazla ifadelenmesi ise Ca™ retansiyonunu arttirir (66).

C-domaini KDEL sekansi ile sonlanir, KDEL reseptorleri de KDEL sekans1 igeren
proteinlerin cis-Golgi’den ER’a aliminda gorev alirlar (66). C-terminal domain
mutasyonlarinin  bu yiizden hiicrede yanlis lokalizasyona yol acabilecegi
diistintilebilir fakat yapilan arastirmalar mutant CALR proteininin biiyiikk oranda
ER’daki lokalizasyonunu korudugunu gostermektedir (69, 70). Bu CALR’in
KDEL’den bagimsiz olarak da ER’a alindigin1 gosteren mekanizmalar1 destekler. ER
retansiyonun CALR’nin asidik bolgesi tarafindan belirlenebilecegini gdsteren

verilerin elde edildigi ¢calismalar da mevcuttur (71).

CALR, diger saperon proteinlerle birlikte uygun protein ve glikoprotein

katlanmasinda rol oynar. Calneksin ile yapisal olarak homologtur ve proteinlerin
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dogru katlanmasi, degradasyonu gibi fonksiyonlarda calneksin/calreticulin

siklusunda beraber gorev alir (66).

CALR’nin ER’daki esas gorevi olan Ca'™ dengesi ile iliskili gorevleri yamnda;
molekiiler saperonlama, oksidatif streslere yanit, immun system yaniti, hiicre
cogalmas1 ve oOliimii, fibrozis gibi bir¢ok farkli mekanizmalarda gorev aldigim

gosteren ¢aligmalar mevcuttur (72,73)

Ca™ baglama kapasitesinin bozulmasiyla sonuglanan mutant CALR proteinin
olusumu bir¢ok hiicresel fonksiyonda kayba neden olabilmektedir. CALR ve
calneksin, ER’dan gecen proteinlerin postranslasyonel modifikasyonunu ve
katlanmalarin1 direk olarak etkiler. Bunun yaninda hiicre iletisimi, immun cevap,
hiicresel metabolitlerin iretiminin diizenlenmesi gibi bir¢ok fonksiyonlar1 vardir.
Hematopoietik progenitor hiicreler i¢in alternatif bir yolda gorev aliyor olabilen
calreticulin/calneksin defektleri magakaryositik hiicre serilerinde artisa yol agiyor
olabilir (65, 68). Hiicre ylizey kalretikiilini apoptotik hiicrelerin ve kanser

hiicrelerinin fagositozuna yardimci olur (74).

Somatik CALR mutasyonlar1 2013 yilinda iki bagimsiz grup tarafindan es zamanl
olarak yaymlanmistir. Her iki grubun ¢aligmasi da JAK2 ve MPL negatif ET ve PMF
hasta gruplarinda CALR mutasyonlarinin bu hastaliklarla yiiksek iligkisini ortaya
koymustur. Bu ¢alismalarda JAK2 ve MPL negatif ET ve PMF’lu hastalarda CALR
mutasyon siklig1 %50-70 olarak bulunmustur (69,70). Yayinlanan yeni makaleler
ET, PMF ve CALR mutasyonlari arasindaki bu iligki ve gortilme sikligindan dolay1
ve ayrica trombositoz ve myelofibrozun klonal olmayan reaktif formlarinin
aymrmminda getirecegi katkidan dolayr ET ve PMF’un DSO tarafindan belirlenen
major tan1 kriterlerine JAK2 ve MLP ile berarber CALR mutasyonunun eklenmesini

Oonermektedir (78).

Myeloproliferatif hastaligi olan 1107 vaka ile yapilan ¢aligmada CALR mutasyon
sikligt ET’da %25, PMF’da %35 bulunmustur. Bu ¢alismaya ait hi¢ bir PV
hastasinda CALR mutasyonu saptanmamustir (69). Yapilan ¢alismalar ET ve PMF’da
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CALR’in JAK2’den sonra en sik mutasyonu gozlenen gen oldugunu gostermektedir
(69, 70, 75). JAK2 ve MPL negatif ET hastalirinda CALR mutasyon siklig1 %25-49,
PMF hastalarinda %35-74 bulunmustur (69, 76, 77). CALR mutasyonlar1 bu
hastaliklar disinda; PV, belirgin trombositoz iliskili halka sideroblastlar olan
refrakter anemi (RARS-T), diger Idsemiler ve solid tiimorlerde ¢ok nadir
bildirilmistir (69). Ayrica JAK2 ve CALR mutasyonlarinin birlikteligi ¢ok az vakada
bildirilmigtir (81).

Altta yatan mekanizma bilinmemekle beraber CALR mutasyonlart JAK-STAT
yolagini aktiflemektedir. Miyeloproliferatif hastaliklarla iligkisi gosterilen JAK2,
MPL ve CALR genlerinin dikkat ¢ekici ortak 6zelligi iicliniin de JAK-STAT yolagini
aktiflemesidir (69). JAK2, MPL ve CALR mutasyonlarinin patojenitedeki ortak

roliiniin JAK2 sinyalizasyonunda upregiilasyon oldugu diistintilmektedir (80).

Yapilan baz1 calismalar MPN genetopi ile hastali§in gidisat1 arasinda iliski ortaya
koymaktadir. JAK2 mutasyonu olan MPN’lerin klonal evriminde 6nce ET’dan
PV’ya sonra PV’dan MF’e doniisiim gozlenirken, MPL ve CALR mutasyonu olan
MPN’ler ET’dan direk MF’a doniisiim gosterebilir. CALR mutasyonu ve/veya eslik
eden ikincil mutasyonlarin ET’dan myelofibroza doniisiimde sorumlu oldugu

distiniilmektedir (75).

CALR mutasyonlarinin ET ve PMF disinda RARS-T hastalarinda goriilmesi CALR
mutasyonu ile trombositoz arasinda iliski oldugunu ve CALR mutasyonlarinin

megakaryosit biyolojisini etkiledigini diisiindiirmektedir (79).

Glniimiize kadar bildirilen CALR mutasyon sayist 181°dir (80). CALR
mutasyonlarinin tamami 9. ekzona lokalize olmus mutasyonlardir, bircogu farkl
biiytlikliikteki delesyon, insersiyon, kompleks delesyon ve/veya insersiyonlari
icermektedir (75). En sik goriilen iki mutasyon Tip I ve Tip II olarak
adlandirilmaktadir ve bu mutasyonlarin goriilme sikligi %80-90’dir. Tip I mutasyon

52 be¢’lik delesyon (c.1092 1143del), Tip II mutasyon 5 bg’lik insersiyon
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(c.1154 _1155insTTGTC) ‘dur (65). Sik goriilen mutasyonlar ve yerlesimleri Sekil
2.5¢da verilmistir (69).

A Genomic Position of the 36 Mutation Types Detected in CALR

W,

2
o
%

on 9 p—i

.1||||||l\|‘

Sekil 2.5. CALR mutasyonlar1 ve ekzon 9 iizerindeki yerlesimleri.

CALR genindeki mutasyonlar proteinin C-domaininde yeni bir dizi olugmasi ve
normalde negatif yiiklii olan proteinin yiikiiniin pozitife degismesine yol agar. Olusan
bu degisiklikler kalretikulinin kalsiyom baglama aktivitesini, CALR’in hiicre
lokalizasyonunu, stabilitesini ve fonksyonlarini etkiler. Ayrica KDEL dizisinin
degismesiyle C-domainindeki ER retansiyon motifi de bozuldugu icin mutant

kalretikiilinin hiicresel lokalizasyonunda da degisiklige neden olur (69).

Somatik CALR mutasyonu tasiyan hastalardaki bozuk kalsiyum baglama kapasitesi
ve megakaryositlerdeki hiicresel yanlis lokalizasyon anormal trombosit iiretiminin
nedeni olabilir (75). Ayrica mutant koloniler {lizerinde yapilan arastirmalar CALR
mutasyonlarinin hastaligin  gelisiminin erken evrelerinde olugsma egiliminde
oldugunu disiindiirmektedir. CALR mutasyonlarinin  progenitor hiicrelerde

gbzlemlenmesi ve hastalik seyri boyunca sabit kalmasi bu bilgiyi desteklemektedir.
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CALR mutasyonlarinin fonksiyonel ¢aligmalart hem sitokin bagimli hem de sitokin

bagimsiz hiicre biiylimesini artirdigini géstermektedir (69, 70).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Etik Kurul Onay1

Bu calisma Bagkent Universitesi Tip ve Saglk Bilimleri Arastirma Kurulu ve Etik
Kurulu tarafindan onaylanmis (Proje No: KA14/318) ve Baskent Universitesi

Arastirma fonunca desteklenmistir.

3.2 Hasta Grubu

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD’nda planlanmis ve
yiiriitiilmiistiir. Hasta grubunun secimi Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 AD Hematoloji Bilim Dali ile ortak olarak gergeklestirilmistir.
Calismaya Baskent Universitesi biinyesindeki hastanelerde tan1 almis ve Bagskent
Universitesi Tibbi Genetik AD’na JAK2V617F ve MPLW515K/L, S505N mutasyon
analizi i¢in aydinlatilmis onam formu alinarak kemik iligi veya periferik kan
materyalleri gonderilmis 20 hasta dahil edilmistir. 20 hastanin 16’s1 Esansiyel
Trombositemi, 4’0i Primer Myelofibrozis hastasidir (Hastalara ait demografik,
hematolojik ve genetik veriler tablo 4.1 de verilmistir). Hastalarin tamami

JAK2V617F ve MPLWS15K/L, S505N mutasyonlar1 negatif olan hastalardir.

3.3 Metod

3.3.1 DNA Ornekleri

Calismada daha once JAK2V617F ve W515K/L, S505N mutasyon analizi igin

izolasyonu gergeklestirilmis ve arsivlenmis DNA 6rnekleri kullanilmugtr.
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3.3.2 DNA’nin Konsantrasyon ve Safliginin Ol¢iimii

DNA orneklerinin  konsantrasyonlart ve safligt Nanodrop 2000c (Thermo
Scientific,USA)  spektrofotometre ile 2 pl DNA  o6rnegi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan

Olciimlerle DNA o6rneklerinin saflig1 ve konsantrasyonu belirlenmistir.

3.3.3 PCR Reaksiyonu

Kullanilan primerler, PCR bilesenleri ve reaksiyon kosullar1 agagida tablolar halinde

verilmigtir.

Tablo 3.1 CALR geni ekzon 9 primer dizileri ve 6zellikleri

Primer digileri Primer | Erimesisi | GC | Uriin uzunlugu
rimer dizieri UZunlugu 0
C % b¢
bo | € | w (bg)
F: 5 CTG GCA CCA TCT TTG ACA
22 58.4 45.5
ACTT3
377
R: 5° GGC CTC TCT ACA GCT CGT C
19 61.0 63.2
3’
be: Baz cifti, F: Forward, R: Reverse
Tablo 3.2 PCR bilesenleri
Bilesenler Miktar (1rxn)
5x Buffer 5.0 uL
10X Buffer 2.5uL
MgCl2 0.5 uL
dNTP (2.5 pmol/uL) 1.0 uL
Taq DNA Polimeraz 0.15 uL
Primer F (20pmol/pL) 1.0 uL
Primer R (20pmol/ pL) 1.0 uL
DNA 5uL
dH,0 8.85 uL
Toplam hacim 25 uL
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Tablo 3.3 PCR reaksiyonu

Program Islem Hedef 1s1 Siire

[lk denatiirasyon 95°C 15 dk.

Denatiirasyon 94 °C 30 sn.

Cogaltma (35 dongii) Baglanma 59°C 30 sn.

Uzama 72°C 1 dk.

Uzama Uzama 72 0C 7 dk.
Sogutma Sogutma 40C )

3.3.4 PCR sonrasi iiriinlerin saflastirilmasi

Agaroz jel elektroforezinde PZR reaksiyonlarinin basarili oldugu gosterildikten sonra
PZR irilinleri, karisimlarindaki kullanilmayan niikleotidlerden ve primerlerden
arindirmak amaciyla saflagtirildi. Saflagtirma islemi icin tablolardaki protokollere

gore ExoSAP bileseni (GML, Switzerland) kullanildi.

Tablo 3.4 ExoSap yontemi ile PZR iirlinlerinin saflagtirilma yontemi

Bilesenler Miktar (1rxn)
ExoSAP 2.0 uL
PZR Uriinii 5.0 uL

Tablo 3.5 ExoSap yonteminde kullanilan 1s1 dongiisii

Program Hedef Is1 Siire
Inkiibasyon 37°C 15 dk.
Enzim Inaktivasyonu 80 °C 15 dak
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3.3.5 Sekans Reaksiyonu

PCR f{iriinliiri saflastirildiktan sonra her 6rnek icin forward ve reverse primerler

kullanilarak iki adet sekans reaksyonu kuruldu. Reaksiyon protokolleri

tablolarda verilmistir.

Tablo 3.6 PCR reaksiyon programi

asagidaki

Program Islem Hedef 151 Siire
[k denatiirasyon 94 °C 5 dak.
Denatiirasyon 94 °C 10 sn.
Cogaltma (35 dongii) Baglanma 50 °C 5 sn.
Uzama 60 °C 2.5 dak.
Uzama Uzama 60 °C 1 dak.
Sogutma Sogutma 4 °C 0
Tablo 3 .7 Sekans reaksiyonu bilesenleri
Bilesenler Miktar (1rxn)
Big dye V3.1 2,0 ul
Buffer (5x) 2,0 pl
Primer (F veya R) (5 pmol) 1,0 pl
PZR iiriinti (20 ng/ pl) 2,0 ul
dH20 3,0 ul
Toplam hacim 10,0 pl

3.3.6 Sekans iiriinlerinin saflagtirilmasi

Elde edilen sekans iiriinleri Sephadex G50 (GML, Switzerland) kullanilarak kolon

purifikasyon yontemi ile saflastirildi. Yontemin agsamalar1 asagida verilmistir.

1. 2 gr Sephadex G50 28 ml su i¢inde ¢oziildii.

2. Reciever column (kolon) i¢ine 750 ul konularak 5200 rpm’de 2 dakika santrifiij

edildi.
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3. Kolonlar 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine alindu.

3. Kolon igerisindeki kat1 halde bulunan Sephadex G50 iizerine dikkatlice sekans
reaksiyonu tiirlinleri eklendi.

4. 5200 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

5. Ependorf tiiplerinde elde edilen saflastiriimig sekans iirtinleri ABI 3500 Genetic

Analizdr cihazina ytiklendi.

3.3.7 Kapiller elektroforez ve analiz

Saflastirilan sekans tirlinleri ABI 3500 ve kapiller elektroforez islemi gerceklestirildi.
Elde edilen veriler Sequencing Analysis v5.4 ve Chromas Lite programlari
kullanilarak analiz edildi. Elde edilen diziler NCBI web sitesinde bulunan Basic
Local Alignment Search Tool kullanilarak genomla karsilagtirildi ve varyasyonlar

incelendi.
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4. BULGULAR

4.1 Hasta Grubunun Ozellikleri

Calismaya JAK2 ve MPL mutasyonu negatif 16 ET ve 4 PMF hastas1 alinmustir.
Hastalarin ortalama yas1 53.9(£20.7), ortalama beyaz kiire sayist 8.8(+7.3), ortalama
Hb degeri 12.2(+1.4), ortalama trombosit sayis1 630bin (£397) olarak bulundu.
Hastalara ait cinsiyet, yas, materyal, tan1 aninda veya takipteki hemoglobin, beyaz
kiire (Wbc), trombosit (Plt) sayilari, tanilari ve CALR ekzon 9 mutasyon analizi
sonuclar1 agagidaki tabloda verilmistir. (Tablo 4.1)
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Tablo 4.1 Hastalara ait demografik ve klinik veriler

) CALR Ekzon 9
Hasta Cinsiyet Yas Ornek Hb Whbe Plt TANI genotipi
1 K 71Y PK BU 4.49 BU ET WT
2 K 28Y PK 11.9 9.28 1458 ET WT
3 K 72Y PK 10.9 30.86 106 PMF WT
4 E 61Y Ki 8.9 1.4 115 PMF WT
5 K 70Y PK 12.9 4.13 876 ET WT
6 K 74Y PK 10.8 BU 769 ET WT
7 E 32Y PK 14.0 6.53 463 ET WT
8 E 66Y Ki 11.4 231 101 PMF WT
9 K 34Y PK 12.80 7.94 435 ET WT
10 E 62Y PK 12.0 11.6 547 ET Tip Il INSERSTYON
11 K 32Y PK BU BU BU ET WT
12 K 49Y PK 13.4 15.0 944 ET WT
13 K 35Y PK 12.6 7.75 1016 ET Tip I DELESYON
14 K 79Y PK BU BU BU ET WT
15 E 64Y PK 13.0 8.7 555 ET 46 b¢ DELESYON
16 K 70Y PK 11.3 6.7 476 ET WT
17 K 17Y PK 14.2 6.51 961 ET Tip I DELESYON
18 E 74Y PK BU BU BU PMF WT
19 E 69Y PK BU BU BU ET WT
20 K 19Y Ki BU BU BU ET Tip I DELESYON

BU:Bilgiye ulagilamadi

Hastalarin %801 ET, %20’si PMF hastasiydi. Calismaya alinan hastalarin 13 tanesi
kadin 7 tanesi erkek hastaydi. Mutasyon saptanan hastalarin yas ortalamasi 39.4
olarak bulundu. Tip I mutasyon saptanan 3 hasta ET tanili kadin hastaydi ve yas
ortalamalar1 23.6 idi. Tip II mutasyon saptanan tek hasta ET tanili 62 yasinda erkek
hastaydi. 64 yasindaki erkek bir ET hastasinda ise 46 bg’lik delesyon saptandi.
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4.2 CALR Ekzon 9 Dizi Analizi Sonuclari

Yapilan dizi analizi sonucunda 11 ET (1, 2, 5, 6, 7, 9, 11, 12, 14, 16, 19 no’lu
hastalar) hastas1 ve 4 PMF hastasinda (3, 4, 8, 18 no’lu hastalar) dizi analizleri
normal olarak bulundu, mutasyon saptanmadi. 10 numarali hastada 5 bg’lik
insersiyon (c.1154 1155insTTGTC) (Tip II mutasyon) saptandi (Sekil 4.1). 13, 17
ve 20 numarali hastalarda 52 b¢ uzunlugunda (c.1092 1143del) (Tip I mutasyon)
saptand1 (Sekil 4.2). 15 no’lu hastada 46 bg¢’lik delesyon (c.1094 1139del) saptandi
(Sekil 4.3).

5 beingersiyon

wWT

Sekil 4.1 Tip II mutasyon (c.1154 1155insTTGTC)

31



|CT'TAAGGAGGAGGAAGAAGACAAGMACGCAAAGAGGAGGAGGAGGCAGAGG 52 be delesyon
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Sekil 4.2 Tip [ mutasyon (c.1092_1143del)

| AGAGGCTTAAGGAGGAGGAAG AAGACAAGAACGCAAGAGGAGGA | 46 bg delesyon

i L/\/\J\L\ X\A | N\\M A/\f\&fﬂf\m/\a/\ /-‘\-J\'{g\.fq-~fu;z"3-m' N N s,

VA /\[\ M A /\/\f\ /\[\ ) )

Sekil 4.3 46 be¢’lik delesyon (c.1094 1139del)
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5. TARTISMA

Calismamizda Baskent Universitesi Tibbi Genetik AD’na KMPH 6n tanis1 i¢in JAK2
ve MPL genlerinin mutasyon analizi yapilmis ve mutasyon saptanmamis 20 hasta
dahil edilmistir. Bu hastalar CALR mutasyon sikligi, mutasyon tipleri ve
mutasyonlarin klinikle olan iligkisi agisindan degerlendirilmistir. Hastalarin 16 tanesi

ET hastasi, 4 tanesi PMF hastasidir.

DSO’niin 2008 tani kriterlerine gore ET ve PMF hastalarina kesin tam koyabilmek
icin JAK2 veya MPL genlerindeki mutasyonlarin gdsterilmesi gerekmektedir. Ancak
bu hastaliklara sahip bireylerin %30-45’1 bu genlerde mutasyon tasimamaktadir.
CALR genindeki mutasyonlarin tanimlanmasi ile diger genlerde mutasyon tasimayan
hastalara tan1 koyma imkani dogmustur. CALR genindeki mutasyonlar JAK2 ve

MPL mutasyonu olmayan hastalarda goriilmektedir (82).

Yapilan calismalara gére ET’da saptanan CALR mutasyon siklig1 %15-25’dir. Bu
oranlar CALR genindeki mutasyonlarin JAK2’den sonra en sik gdriilen mutasyonlar

oldugunu gostermektedir (69,70, 75).

2013 yilinda yayinlanan ve CALR mutasyonlarini ilk kez tanimlayan iki ¢caligmadan
birisinde CALR mutasyonu caligmaya alinan 382 PV hastasinin higbirinde
saptanmamustir. Buna karsin ET hastalarinin %25’inde PMF hastalarinin %35’inde

CALR geninde mutasyon gosterilmistir (69).

CALR mutasyon sikliginin daha diisiik bulundugu ¢aligmalar da mevcuttur. Yapilan
bir ¢alismada tim KMPH’larda CALR mutasyon siklig1 %12.6, ET’da %17.7 ve
PMF’da %14.8 bulunmustur (83).

436 ET hastas: ile yapilan bir ¢alismada JAK2 ve MPL negatif grupta CALR
mutasyon sikligi %52.7 olarak bulunmustur. Bu calismadaki 159 saglikli kontrol
hastasinin hi¢gbirinde JAK2 ve CALR mutasyonu saptanmamistir (84).
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357 PMF hastasi ile yapilan bir ¢calismada ise tiim hastalarda CALR mutasyon siklig1
%21 olarak bulunurken JAK2 ve MPL negatif grupta CALR mutasyon siklig1 %43

olarak bulunmustur (85).

300 ET hastast ile yapilan bir calismada ise mutasyon sikliklar1 JAK2 icin %53,
MPL i¢in %3, CALR icin %32 olarak bulunmustur. %12 hasta her ii¢ gen i¢in de

mutasyon tagimamaktadir (86).

Bu caligmada ise CALR genindeki mutasyon siklig1 16 ET, 4 PMF toplam 20 hasta
icin (5/20) %25 olarak bulunmustur. ET hastalarindaki mutasyon sikligi (5/16)
%31.25 olarak bulunmustur. 4 PMF hastasinda ise mutasyon saptanmamistir (%0).
Yapilan ¢aligmalar ile kiyaslandiginda ET hastalari i¢in diger ¢aligmalara yakin fakat
biraz diisiik oranlarda mutasyon saptandigi belirlendi. PMF hastalar1 icin ise hig
mutasyon saptanmamasi diger c¢aligmalarla paralellik gostermemektedir. Saptanan
oranlarin diisiik olmasiin ana nedeni hasta hasta sayisinin az olmasma baglandi.
Ayrica Sanger dizileme yonteminin %10-15 hata paymin olmasi bazi hastalarda
mutasyon saptanamamasinin bir nedeni olabilir. Ikinci bir yéntemle mutasyonlarin

dogrulanamamasi ¢alismamizin zayif bir yoniinii ortaya koymaktadir.

CALR ekzon 9 delesyon ve insersiyonlart ET ve PMF’daki en stk mutasyonlardir,
sikliklar1 farkli ¢calismalarda ET icin %15-32, PMF i¢in %25-35 olarak bulunmustur
(69,70, 87).

Yapilan bir ¢alismada ET’da Tip I mutasyon siklig1 %46, tip I mutasyon siklig1 %38
olarak bulunmustur (88). PMF’lu hastalarda yapilan bir ¢alismada ise Tip I mutasyon
siklig1 %72, tip I mutasyon siklig1 %12 olarak bulunmustur (89).

CALR mutasyonlarinin siklig1 baska bir ¢alismada Tip I mutasyon i¢in %72, Tip 11
mutasyon i¢in %12.6 olarak bulunmustur. Tip I mutasyon sikliginin PMF’da ET’a
gore daha yiiksek olmasi bu mutasyonun myelofibrotik transformasyon ile iligkili

oldugunu diisiindlirmiistiir (90).
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Yapilan bir c¢alismada diger calismalarin aksine Tip II mutasyon daha sik
bulunmustur. Bu ¢aligmaya gére PMF’lu hastalarda Tip II mutasyon siklig1 %64 iken
Tip I mutasyon sikligr %32 bulunmustur (85). Baska bir calismada ise PMF’lu
hastalarda Tip I mutasyon sikligi ve Tip II mutasyon sikligi sirastyla %80 ve %11

olarak bulunmustur (92).

Bizim calismamizda ise PMF’lu dort hastanin higbirisinde mutasyon saptanmadi
(%0). ET’lu 16 hastanin 5 tanesinde mutasyon saptandi (%31.25). Tim hasta
grubunda CALR mutasyon sikligi %25 olarak bulundu. Bulunan mutasyonlar
igerisinde Tip I mutasyon sikligi %60, Tip II mutasyon sikligr %20 ve 46 bg’lik
delesyon (c.1094 1139del) sikligi %20 olarak saptandi. 46 bg’lik delesyonun
literatiire gore ¢ok yiikksek oranda saptanmasinin nedeninin toplam mutasyon
sayisinin az olmasia bagli oldugu diisiintildii. PMF hastalarinda hi¢ mutasyon
goriilmemesi ise hasta grubunun ¢ok az sayida olmasina ve/veya yanlis klinik tanm
konmus olabilecegine baglandi. Tip I mutasyon ve Tip II mutasyon siklig ise diger

caligsmalara paralel oranlarda saptandi.

Dokuz yeni mutasyonun tanimlandigi bir ¢aligmada ise mutant allel yiikiiniin PMF’lu
hastalarda ET’lu hastalara gore daha yiiksek oldugu bulunmustur ve CALR
mutasyonlu PMF hastalarinin ET hastalarina gore farkli klinik 6zellikler gosterdigi

belirtilmistir (82).

Laboratuvar verilerinin CALR mutasyonlariyla iliskisinin degerlendirildigi bir
calismada erkek cinsiyet Tip I mutasyonlar ile, gen¢ yas Tip II mutasyonlart ile

iligkili bulunmustur (91).

PMF’lu hastalardaki CALR mutant olgularla JAK2 mutant olgularin karsilastirildigi
bir ¢calismada CALR mutant olgularda diisiik hemoglobin seviyesi, diislik beyaz kiire
sayist, yiksek trombosit sayisi saptanmistir. Bu olgularda splenomegali

saptanmamustir (85).
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CALR mutasyonlarinin ilk kez tanimlandigi iki ¢alismadan bir tanesinde JAK2
mutasyonlu hastalarla karsilastirildiginda CALR mutant hastalar daha yiiksek
trombosit sayisi, diisiik 16kosit sayisi, diisiik hemoglobin diizeylerini, yiiksek fibrotik
transformasyon sikligi, diisiik tromboz riski ve daha uzun sagkalim ile iliskili
bulunmustur. Hem PMF hem ET’da CALR mutasyonlarinin daha geng yas ve daha
1yi prognoz ile iligkili oldugu belirtilmistir (69).

PMF’lu hastalarda yapilan bir ¢aligmada CALR mutasyonlar1 daha geng yas, diisiik
hemoglobin diizeyi, yliksek platelet sayisi, diisiik 16kositozla iligkili bulunmus ve bu

hastalarin transflizyon ihtiyacinin daha az oldugu belirtilmistir (81).

Her ii¢ mutasyonun da degerlendirildigi bir calismada CALR mutasyonu olan
hastalar JAK2 mutasyonu olanlara gore daha yiiksek trombosit sayisi ve daha diisiik
splenomegali insidansi ile iliskili bulunmustur. U¢ mutasyonun da negatif oldugu
hastalar JAK2V617F mutasyonu olanlara gore daha yiiksek trombosit sayisina sahip
olarak bulunmugtur. CALR mutant hastalarin daha diisiik trombotik olay insidansina

sahip oldugu belirtilmistir (93).

Bagka bir ¢alismada ise CALR mutasyonlariyla geng yas, yiiksek trombosit sayisi,
diisiik hemoglobin, hematokrit ve 16kosit degerleriyle iligki saptanmasinin yaninda

artmig myelofibrozis riski ile iligkili bulunmustur (94).

Bizim calismamizda yer alan hastalarin 13 tanis1 kadin ve 7 tanesi erkek idi. Tip I
mutasyon saptanan hastalarin tamami gen¢ yas kadin hastalardi. Bu hastalarin yas
ortalamasi 23.6 olarak bulundu. Tip II mutasyon saptanan tek hasta ET tanili 62
yasinda erkek hastaydi. 64 yasindaki erkek bir ET hastasinda ise 46 bg’lik delesyon
saptandi. Tip I mutasyon yapilan diger caligmalarin aksine kadin hastalarda daha sik
bulundu. Bu veri hasta grubunun az olmasina baglandi. Calismamizin dikkat ¢ekici
bir verisi Tip I mutasyon saptanan hastalarin yas ortalamasmin ¢ok diisiik
saptanmastydi. Bu yas grubundaki daha fazla sayida hasta ile daha biiyiik 6lcelikli
caligmalar bu iliskiyi daha net ortaya koyabilir.
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Hastalarimizin hemoglobin ve beyaz kiire degerleri ile CALR mutasyonlar1 arasinda
belirgin bir iliski gézlenmemistir. Tip I mutasyon saptanan hastalarda literatiirle
uyumlu olarak platelet sayis1 dikkat c¢ekici sekilde yiiksek bulunmustur.
Caligmamizda splenomegalinin varligi, tromboz Oykiisii ve sagkalim gibi
parametreler degerlendirilememistir, bu durum ¢alismamizin en zayif yonii olarak

distinilmiistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda JAK2 ve MPL negatif ET ve PMF hastalarinda literatiirdeki
caligmalarla uyumlu olarak yiiksek CALR mutasyon sikligi belirlenmistir.
CALR geni JAK2 ve MPL negatif olgulara tan1 konmasin1 saglayabilecek

yeni bir genetik belirte¢ olarak tani algoritmalarinda yerini alabilir.

CALR mutasyon sikligit ET ve PMF hastalarinda JAK2 mutasyonlarindan
sonra ikinci sirada yer almaktadir. MPL mutasyonlarindan belirhin olarak
daha siktir. Bu nedenle JAK2V617F mutasyonundan sonra CALR
mutasyonlarinin taranmasi hasta yonetimi ve maliyet agisindan daha dogru

olacaktir.

CALR mutasyonlar ile klinik ve laboratuvar verileri arasinda kurulan iliski
klinisyenlere tan1 koymada, hasta takibinde, prognozu 6ngdérmede ve tedavi

algoritmalarinin belirlenmesinde yardimci olacaktir.

fleride yapilacak daha biiyiik lcekli ve prospektif calismalar, PMF ve ET
hastaliklarindaki genetik mekanizmalarin daha iyi anlasilabilmesini, bu
mekanizmalar ile hastalarin klinik bulgular1 arasinda iligki kurulabilmesini,

yeni terapdtik ajanlarin kesfedilmesini saglayabilir.
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