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KISALTMALAR
ALL: Akut lenfobastik lösemi

AML: Akut miyeloid lösemi

ATP: Adenozin trifosfat

CPTK: Sitoplazmik Protein tirozin kinaz

EPO: Eritropoietin

EPOR: Eritropoietin resptörü

ET: Esansiyel trombositemi

G-CSF: Granülosit stimüle edici faktör

GM-CSF: Granülosit-makrofaj stimüle edici faktör

JAK: Janus kinaz

KML: Kronik myeloid lösemi

MAPK: Mitojen-aktive protein kinaz

MDS: Miyelodisplastik sendrom

MPN: Miyeloproliferatif neoplazm
MPL: Trombopoietin reseptör

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PMF: Primer miyelofibrozis

Ph: Philadelphia PK: Protein kinaz
PP: Protein fosfataz

PTK: Protein tirozin kinaz

PV: Polisitemia vera

PVSG: Polisitemia Vera Çalışma Grubu

RPTK: Reseptör Protein tirozin kinaz

STAT: Sinyal dönüştürücüler ve transkripsiyon aktivatör proteinleri

WHO: Dünya Sağlık Örgütü
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ÖZET

Giriş: Miyeloproliferatif neoplazmlar (MPN), hematopoietik kök hücre transformasyonundan geliştiği düşünülen çeşitli klonal hematolojik hastalıklardan oluşur. Hematolojik malign tümörler için yapılan 2008 Dünya Sağlık Örgütü sınıflama sistemine göre MPN; kronik myeloid lösemi (KML), polisitemia vera (PV), esansiyel trombositoz (ET), primer myelofibroz (PMF), mastositoz, eozinofilik lösemi, kronik nötrofilik lösemi ve “ sınıflandırılamayan MPN” ‘yi içermektedir. MPL, trombopoitein (Tpo) reseptörüdür ve yüksek oranda erken hemopoetik progenitörler ve megakaryositik kökendeki hücrelerde bulunur. Günümüzde ET ve PMF hastalarında Tpo reseptörü MPL geninin mutasyonları  (MPL W515L ya da MPL W515K) tanımlanmıştır. Bu çalışmada amacımız “Philadelphia” (Ph) kromozomu negatif ET ve PMF hastalarında MPL gen mutasyonu (W515K/L) sıklığını araştırmaktır.
Materyal ve Metod: Çalışmaya 46’ı kadın 31’ erkek toplam 77 hasta (66’ı ET, 11’i PMF tanılı) ve 42 sağlıklı kontrol alınmıştır. Periferik kan örneklerinden polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yöntemi iki MPL somatik gen mutasyonu (W515K and W515L) araştırılmıştır. 

Sonuçlar: Hasta grubunda 42 örnekte “Januse kinase-2” (JAK-2) negatif, 35 hastada ise pozitif tespit edildi. Tüm hastaların yaş ortalaması 49,8±14,0 bulundu. Gruplar arasında MPL gen mutasyonu sıklığı istatistiksel olarak anlamlı farklılık göstermedi. JAK-2 mutasyonu negatif hasta grubunda MPLgen mutasyonu sıklığı %4,8 olarak saptandı. JAK-2 mutasyonu negatif hastalar ile kontrol gurubu arasında, MPLW515 mutasyonu açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülmedi. JAK-2 mutasyonu taşıyan olgularda ve kontrol grubunda MPLW515 mutasyonu saptanmadı. MPL gen mutasyonu ile tromboz riski arasında herhangi bir ilişki gösterilemedi. JAK-2 mutasyonu görülen olguların lökosit sayılarının JAK-2 mutasyonu taşımayan olgulara kıyasla anlamlı derecede yüksek olduğunu saptandı (p<0,01). Bu iki gruo arasında hemoglobin düzeyleri ve trombosit sayılarında ise anlamlı farklılık yoktu (p>0,05). Tromboz oranları JAK-2 mutasyonu görülen olgularda daha yüksek saptanmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görüldü (p<0,05)

Çalışmamızda toplam 77 hastadan oluşan ET ve PMF hasta grubunda sadece 2 PMF olgusunda bu MPLW515 mutasyonu saptanabilmiştir. MPL mutasyonlarının prospektif olarak tarandığı daha geniş hasta grubu içeren çalışmalar, bu mutasyonun sıklığını ve klinik önemini ortaya koyacaktır. MPL mutasyonlarının,  doğrudan veya dolaylı olarak, ET ve PMF’ de tromboz riskine katkıda bulunup bulunmadığını belirlemek için ek klinik çalışmalara ihtiyaç vardır.
SUMMARY

Introduction: Myeloproliferative neoplasms (MPN), consists of several clonal hematologic diseases develop from the transformation of hematopoietic stem cells. 2008 WHO classification system recognizes separate categories of MPN; chronic myeloid leukemia (CML), polycythemia vera (PV), essential thrombocytosis (ET), primary myelofibrosis (PMF), mastocytosis, chronic eosinophilic leukemia, chronic neutrophilic leukemia and undifferantial MPN. MPL is a receptor for trombopoietin (Tpo) and is found in especially early hematopoietic progenitor cells as well as megakaryocytic cells. Recently, it was shown that the Tpo receptor MPL can also carry mutations (MPL W515L or MPL W515K) in patients with ET and PMF. In this study, we aim to investigate MPL mutations (W515K/L) in Philadelphia (Ph) chromosome negative patients with ET and PMF.
Material and Methods: 77 patients (46 females, 31 males) with ET (66 patients) or PMF (11 patients) and 42 healthy people were included in this study. Two somatic mutation of MPL coding region (W515L and W515K) were assessed using polymerase chain reaction (PCR) in peripheral blood samples.

Results:  There were 42 patients with Januse kinase-2 (JAK-2) mutation and 35 patients without JAK-2 mutation in patient group. The mean age of patients was 49,89±14,01. The frequency of MPL gen mutation was not significiantly different among groups (p>0,539). The rate of this mutation was 4,8% for patients without JAK-2 mutation. The mutation of MPL detected not only in JAK-2 positive goups but also in healthy subjects. The relationship could not showed between thrombosis and MPL gen mutation. The leukocyt count was significiantly higher in patients with JAK-2 mutation compared with patients without JAK-2 mutation (p<0,01). The hemoglobin level and thrombocyt count were not different between those patient groups. Although the frequency of thrombosis was found at higher in patients with JAK-2 mutation, there was not statistically significant (p>0,05). 

In conclusion in ET and IMF study group consisting of 77 patients MPLW515 mutation was detected in only 2 IMF patients. Studies which involve more extensive study groups and in which MPL mutations are prospectively scanned will reveal frequency and clinical importance of this mutation. Further clinical studies are needed in order to detect whether MPL mutations have any direct or indirect effects on risk of thrombosis in ET and IMF
1.GİRİŞ
Miyeloproliferatif neoplazmlar (MPN), hematopoetik kök hücre transformasyonundan geliştiği düşünülen çeşitli klonal hematolojik hastalıklardan oluşur. Olgun, fonksiyonel kan hücrelerinin aşırı üretimi ve uzun klinik seyir bu hastalıkların başlıca özelikleridir. Kronik miyeloid lösemi (KML), Philadelphia (Ph) kromozomu ile oluşan, bcr-abl füzyon geni pozitif olan bir MPN’dir, akut lösemiye dönüşüm riskinin yüksek olması nedeniyle diğer MPN’den ayrılır. Philadelphia negatif (Ph-) MPN’ler; polisitemia vera (PV), esansiyel trombositemi (ET) ve primer (idiyopatik) miyelofibroz (PMF) olarak sınıflanmıştır1. Bu üç MPN’ın temel özellikleri kemik iliğinde hipersellülarite göstermeleri (PV da eritrosit kitlesi artması, ET’de trombosit sayısı artması, PMF da kemik iliğinde ileri derecede fibrozis görülmesi), tromboz veya kanama eğilimi taşımaları ve uzun dönemde düşük de olsa lösemik transformasyon riskinin bulunmasıdır.5 Hematolojik malign tümörler için yapılan 2008 Dünya Sağlık Örgütü sınıflama sistemine göre MPN, KML, PV, ET, PMF, mastositoz, eozinofilik lösemi, kronik nötrofilik lösemi ve “ sınıflandırılamayan MPN” ‘yi içermektedir.1 JAK2 ve MPL mutasyonları, MPN’ de moleküler hastalık belirteçleri olarak, daha önceden tanımlanan bcr-abl ve c-kıt mutasyonlarına eklenmiştir.5 Bu bulgular, klinik tanı yaklaşımını oldukça kolaylaştırmıştır.2 Ph (-) MPN’ ın çoğunda Janus kinaz (JAK2) geninde edinilmiş noktasal mutasyon mevcuttur.14 Bir sitoplazmik tirozin kinaz olan JAK2 eritropoietin, trombopoietin, interlökin-3, granülosit stimüle edici faktör (G-CSF) ve granülosit-makrofaj stimüle edici faktör (GM-CSF) reseptörleri üzerinden, intrasellüler sinyal iletiminde önemli rol oynar.8-9 JAK2, endoplazmik retikulumdaki eritropoietin reseptörüne bağlanır. Eritropoietin reseptörüne bağlandığında, JAK2’nin fosforillenmesi ve aktive olması ile reseptörde yapısal değişikliğe neden olur.15 Aktive JAK2 reseptörün sitoplazmik parçasını fosforilleyerek intrasellüler sinyal kaskatını başlatır. JAK2 mutasyonu 617. kodonda fenilalanin-valin yer değiştirmesi sonucu ortaya çıkar (V617F). Duyarlı yöntemler ile polisitemia veralı hastaların %90-95’inde; esansiyel trombositemili hastaların %50-60’ında ve Primer miyelofibrozlu hastaların %40-50’sinde JAK2 mutasyonu saptanmıştır.15
MPN’ye ait diğer bir mevcut moleküler anomali ise, erken miyeloid ve lenfoid progenitörlerini kapsayan MPL’nin 515. kodonundaki somatik mutasyondur. MPL ( miyeloproliferatif lösemi virüsü onkojen homoloğundan sonra adlandırılmıştır)  Trombopoitein  (Tpo) için bir reseptördür ve yüksek oranda erken hemopoetik progenitörler ve megakaryositik kökendeki hücrelerde bulunur. En yaygın iki MPL mutasyonu W515L  (triptofan yerine lösin geçişi) ve W515K ( triptofan yerine lisin geçişi) olarak ifade edilir.17-18 PMF hastalarının %8 ile %10 da,  JAK2V617F negatif ET vakalarının %2-6’sı kadarında tespit edilmektedirler.1  Ayrıca, farklı MPL mutasyonları ( örneğin kalıtımsal ailevi trombositozla ilişkili olduğu önceden tespit edilen MPLW515S, W5151A ve MPLS505N) rapor edilmiştir.64 MPLW515L temel olarak JAK-STAT/ERK/Akt sinyal yollarını aktive etmek suretiyle, hem sitokinden bağımsız büyümeye hem de hücre dizilerinde aşırı Tpo hassasiyetine neden olmuştur.1
Bu çalışmada MPN tanısı almış, Ph(-) ve bcr-abl(-),  PMF ve ET olgularında MPL gen mutasyon sıklığı araştırılmıştır. Çalışmaya hasta grubundan 77  (n: 77) ve kontrol gurubundan 42 kişi alınmıştır. Hastalardan alınan 2 cc venöz kan örneği ile MPL gen mutasyonu (W515K/L) PCR yöntemi ile belirlenmiştir. ET ve PMF hastalarında MPL gen mutasyon sıklığı incelenmiştir.
2.GENEL BİLGİLER
MPN’ler, hematopoetik kök hücre transformasyonu sonucu ortaya çıkan klonal hastalıklardır. MPN için 2008 Dünya Sağlık Örgütü tanı kiriterleri güncellenmiş ve “CMPD” terimi“ MPN’ler” olarak değiştirilmiştir.9 Dünya Sağlık Örgütü sınıflaması, beş majör grup içermektedir:

1) Akut Miyeloid Lösemi (AML), 
2) Miyelodisplastik Sendromlar (MDS) ve onların alttipleri, 
3) Miyeloproliferatif Neoplazmalar (MPN), 
4) Kombine Miyelodisplastik/MPNalar (MDS/MPN),
5) Eozinofili ve spesifik moleküler anomaliler ilişkili neoplazmalar. 
Miyeloid Neoplazmlar
	Tablo-1 2008 WHO Miyeloid Neoplazm Sınıflaması

	1.Akut miyeloid lösemiler(AML)

	2.Miyelodisplastik sendromlar(MDS)

	3.Miyeloproliferatif neoplazmlar(MPN)

	3.1 Kronik miyeloid lösem(KML)
3.2 Polisitemia vera(PV)

	3.3 Esansiyel trombositemi(ET)

	3.4 Primer miyelofibroz(PMF)

	3.5 Kronik nötrofilik lösemi(KNL)

	3.6 Kronik eozinofilik lösemi, aksi tanımlanmadıkça(MPN-u)

	3.7 Mastositoz

	3.8 Miyeloproliferatif neoplazm, sınıflanamamış

	4. Miyelodisplastik/Miyeloproliferatif neoplazmlar(MDS/MPN)

	4.1 Kronik miyelomonositik lösemi(KMML)

	4.2 Juvenil miyelomonositik lösemi(JMML)

	4.3 Atipik kronik miyeloid lösemi bcr-abl negatif

	4.4 Miyelodisplastik/Miyeloproliferatif neoplazmlar sınıflanamamış

	4.5 Trombositoz ile ilişkili ring sideroblastik anemi

	5. Miyeloid ve lenfoid neoplazm eozinofili ve PDGFRA, PDGFRB, veya FGFR1 ilişkili

	5.1 PDGFRA ile ilişkili Miyeloid ve lenfoid neoplazm

	5.2 PDGFRB ile ilişkili Miyeloid ve lenfoid neoplazm

	5.3 FGFR1 ile ilişkili Miyeloid ve lenfoid neoplazm


Kronik MPN’nin temel özellikleri; PV’da artmış eritrosit hacmi, ET’de artmış trombosit sayısı ve PMF’de kemik iliği fibrozisidir. Bu üç hastalık bazı ortak özellikler taşır: kemik iliği hipersellülerdir, tromboz ve hemorajiye eğilim vardır ve lösemik transformasyon riski mevcuttur.19 PV ve ET nispeten daha selim seyirli hastalıklardır. Yapılan çalışmalarda kontrol grubuna göre yaşam süresindeki azalma daha ılımlıdır1; sonuç olarak yine de birçok hasta doğrudan bu hastalıklarla ilişkili ciddi ve potansiyel olarak fatal komplikasyonlardan etkilenir. PMF daha ciddi bir seyre sahiptir ve yaşam süresi belirgin şekilde daha azdır.1 
Louis Henri Vaquez 1892’ de, ilk olarak hematopoetik hücre proliferasyonundan kaynaklandığını varsaydığı, belirgin eritrositoz ve hepatosplenomegalisi bulunan bir hastada polisitemi verayı tanımlamıştır. Sonradan, William Osler “Vaquez hastalığı” olarak adlandırdığı, bir dizi eritrositoz ve splenomegali hastasını teşhis etmiştir. Miyelofibroz ilk olarak, PMF hastalarında kemik iliği fibrozu ve ekstramedular hematopoezin varlığını belgeleyen Alman bir hekim olan Gustav Hueck tarafından tanımlanmıştır. Farklı MPN’lerin içinde, ET en son tanımlanan hastalık olmuştur; 1934 yılında Emil Epstein ve Alfred Goedel belirgin eritrositoz bulunmayan trombositozlu hastalarda farklı bir kliniği tanımlamışlardır.
William Damashek bu olguların, bir dizi fenotipik açıdan ilişkili “miyeloproliferatif bozukluk” olarak sınıflandırılması gerektiğini ifade etmiştir.2 Damashek ertirositozun PV’nin bir özelliği olmasına rağmen, birçok PV hastasının eritroid proliferasyonu, megakaryosit ve granülosit köklerle beraber “pansitoz” a sahip olduğunu ortaya koymuştur.2 1960 yılında Nowell ve Hungerford KML’de Philadelphia kromozomunu, yani MPN ‘ye özgü ilk sitogenetik anomaliyi tanımlamıştır. 1980’li yıllarda moleküler genetik tekniklerin gelişmesi ile Philadelphia kromozomu üzerine yerleşmiş spesifik onkojenik mutasyon, bcr-abl tanımlanmıştır.
3. MİYELOPROLİFERATİF NEOPLAZMALARIN MOLEKÜLER TEMELİ

KML’ deki 9. ve 22. kromozomlar arasındaki karşılıklı translokasyondan kaynaklanan, t(9;22) (q34;q11)10 onkogen BCR-ABL’nin tanımlaması ve PV hastalarının çoğunda (% 95), ET ve PMF hastalarının16 ise %50 veya daha azında görülen  Janus kinaz 2 mutasyonunun (JAK2V617F)  tespit edildiği tarih olan 2005’e kadar,  MPN’ye ait moleküler mutasyonlar ile ilgili veriler kısıtlıydı. Sonrasında eozinofilinin bazı formlarındaki FIP1L1 – PDGFRA mRNA11 ve sistemik mastositoz vakalarındaki c-kit mutasyonları ve takip eden 2 yıl içinde, JAK217 ve MPL18 içinde daha başka mutasyonlar rapor edildi1 (Tablo2). Bu farklı mutant allellerinin tümü, tirosin kinaz – bazlı hücresel sinyal yollarında oluşan aktivasyondan kaynaklanan, fonksiyon artışı sonucu ortaya çıkmaktadır. Sonuç olarak, mutasyona uğramış kinazlar MPN patogenezinde önemli bir yer tutmaktadır.
TABLO-2 Miyeloproliferatif neoplazmalarla bağlantılı mevcut moleküler anomaliler1
	GENETİK ANOMALİ
	HASTALIK
	SIKLIK


	BCR-ABL
	Kronik miyeloid lösemi
	~ 99%

	JAK2617F


	Polisitemi vera
	>95%

	
	Esansiyel trombositemi
	~ 60%

	
	Primer miyelofibroz
	~ 60%

	
	Sınıflanmayan MPN
	~ 20%

	
	Refraktör anemi, sideroblastlar ve trombositle beraber (RARS-T)
	~ 50%

	JAK 2 EXON 12±
	Polisitemi vera
	~ 2%

	MPLW515K\L٭
	Primer miyelofibroz
	~ 8-10 %

	
	Esansiyel trombositemi
	~ 2-6 %

	PDGFRA
	Eozinofili ile beraber miyeloid neoplazmalar
	Bilinmiyor

	
	Mast hücresi hastalığı
	Bilinmiyor

	PDGFRB
	Eozinofili ile beraber miyeloid neoplazmalar
	Bilinmiyor

	FGRF1
	Eozinofili ile beraber miyeloid neoplazmalar
	Bilinmiyor

	KIT (D816V sıklıkla)
	Mast hücresi hastalığı
	Bilinmiyor


٭diğer sık görülmeyen mutasyonlar, örneğin W515A veya S505N, rapor edilmiştir.

± JAK2V617F – negatif hastalarında hesaplanmıştır.

2005 yılında,  JAK2 genindeki 1849. pozisyonda G>T nokta mutasyonunu sonucunda aminoasit dizisinde 617. pozisyonda valin’in yerine fenilalaninin geçmesine neden olan anomali tespit edilmiştir.16 Daha sonra, JAK2’nin 12’inci eksonunda çeşitli moleküler anormallikler (nokta mutasyonu, insersiyon, delesyon) kodon 515’te W>L ya da W>K değişimine neden olan MPL mutasyonları bildirilmiştir.18 PV’li hastaların neredeyse hepsinde JAK2’de somatik genetik defekt bulunmaktadır; bu olguların %90-95’inde V617F allelinde ve olguların kabaca %2’sinde 12’inci eksondaki anomalileri gözlemlenir.17 Öte yandan ET veya PMF’li hastaların yalnızca %60’ı JAK2V617F mutasyonunu taşımakta ve % 8-10’si MPLW515l/K mutasyonu saptanmaktadır.1 PMF veya ET hastalarında ekson 12 anormallikleri olduğu henüz bildirilmemiştir. Klonal miyeloproliferasyonu gösteren bu moleküler anormalliklerden herhangi birinin varlığı, miyeloid neoplazmaların Dünya Sağlık Örgütü tarafından yapılan gözden geçirilmiş sınıflandırmasında majör tanı kiriteri olarak yer almaktadır.9
3.1 JAK2 V617F MUTASYONU
Janus kinaz ailesinin üyeleri (JAK1, JAK2,JAK3 ve tirosin kinaz 2- Tyk2) isimlerini, başlangıç ve sonu ifade eden iki yüzlü Roma tanrısından alırlar. İki simetrik kinaz benzeri etki alanı içerirler: C-terminal JAK homoloji 1 (JH1) etki alanı, tirosin kinaz fonksiyonuna sahiptir. Öte yandan, hemen yanındaki JH2 etki alanı enzim üretmez ama JH1 aktivitesini baskılayarak düzenler.24 Genellikle JAK’lar, tip 1 ve tip 2 sitokin reseptörlerinin ( örneğin, eritropoitein reseptörü, EpoR; trombopoitein reseptörü, MPL; granülosit koloni uyarıcı faktör reseptörü, G-CSFR; ve gama interferon reseptörü) sitoplazmik uçlarına bağlıdırlar. Reseptörün uygun ligant ile birleşmesinden sonra, JAK üç boyutlu yapı değişikliğine uğrar ve fosforilasyona karşı aktif hale gelir. Fosforilenmiş JAK’lar reseptörlerin ulaştırdığı sinyallerin hücre içerisindeki uygun moleküllere iletilmesini sağlar. Sonuçta, transkripsiyona ait sinyal dönüştürücü ve aktivatörü (STAT), mitojen kaynaklı protein  (MAP) kinazın ve fosfatidilinositol 3-kinaz-AKt ( P13K-AKT) yolları aktive olur26 (şekil 1A). Aktive olan STAT’lar, ikiye ayrılır ve nükleusa doğru yer değiştirirler. STAT’lar hedef genlerin başlama noktalarındaki spesifik dizilerle bağlandıktan sonra transkripsiyonu düzenlerler. (şekil 1A) Tüm süreç, protein tirosin fosfatlar, sitokin iletimi supresörleri (SOCS) ve aktive olmuş STAT’taki protein inhibitörleri tarafından birçok seviyede çok sıkı kontrol edilir.28
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ŞEKİL 1 (A)
JAK2 V617F mutasyonu aminoasit dizisinin 617. pozisyonunda valin aminoasidinin fenilalalin ile yer değiştirmesi ile oluşur. Bu mutasyon, JH2 psödo-kinaz etki alanında yer alır ve JAK2’ye ait oto-inhibitör kontrolünün kaybolmasına neden olur. (Şekil 1B)1.
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Şekil 1 (B) MPN ile ilişkili genetik mutasyonların şematik gösterimi.  
STAT transkripsiyon için sinyal iletici ve aktifleştirici görevindedir; AKT, protein – kinaz B, PKB; FOXO, çatal uçlu transkripsiyon faktörleri; PI3K, fosfatidilinositol – 3 – kinaz; MAPK, mitojen- aktivasyonlu protein kinaz; mTOR, memeli rapamisin hedefi; SOCS, sitokin sinyali süpresörü; JAK2, Janüs kinaz 2 geni; MPL, trombopoitein reseptör geni; FIP1L1-PDGFRA trombosit kaynaklı büyüme faktörü reseptör alfa ile beraber, Fip-1 benzeri füzyon geni; kit: kök hücre faktörü (SCF) reseptör geni; FERM: 4-puan-1, Erzin, Radixin, Meosin JAK2 amino- terminal etki alanı; JH1, JAK homoloji 1 ( aktif tirosin kinaz) etki alanı; JH2, JAK homoloji 2 (katalitik olarak pasif psödokinaz) etki alanı; SH2, SRC homoloji 2 etki alanı; HRD1, HRD2, hematopoitein / sitokin reseptörü etki alanı 1 ( negatif regulatörlü etki alanı) veya etki alanı 2 ( ligant bağlanma bölgesi); SP, sinyal peptiti; TM, zar içi transfer etki alanı; JM, zarın yanında bulunan etki alanı; Ig, imünoglobülin benzeri tekrar; K1, Kinaz etki alanı 1; 76 amino asit kinaz girişi yer alan etki alanı; K2, kinaz etki alanı 2.

Sonuç olarak mutasyona uğramış JAK2, reseptörü ile ligantın bağlanmasından bağımsız olarak devamlı fosforlanmış bir haldedir. Bu mutasyon hücre dizileri içinde in vitro gerçekleştirildiğinde sitokinden bağımsız hücre proliferasyonuna veya sitokine karşı aşırı hassasiyete neden olur. JAK2V617F mutasyonu fare çalışmalarında PV benzeri bir fenotipi ortaya çıkarmıştır. Önce lökositoz, ardından miyelofibrotik transformasyon gelişmektedir. Ayrıca V617F allelinin ekspresyon seviyelerini değiştirme suretiyle, düşük seviyede JAK2 mutasyonlarının bulunduğu bir ET-benzeri fenotipe sahip olan fareler üretilmiştir. Sonuç olarak bu modeller JAK2V617F mutasyonunun farelerde MPN benzeri bir fenotip oluşturmada etkili olduğunu ve mutasyonlu allellerin seviyesinin hastalık fenotipini etkileyebildiğini göstermiştir.16  JAK2V617F mutasyon sıklığının PV’de %95’den fazla, ET veya PMF’de %60, ring sideroblast ve trombositosiz ile beraber tedaviye cevap vermeyen anemide (RARS-T) %35 - % 50 oranında olduğu tahmin edilir.42 AML veya MDS vakalarında ise oldukça nadir görülür.46
3.2 KÖK HÜCRE BİYOLOJİSİ VE V617F HOMOZİGOTLUĞU
MPN multipotent kök hücreden kaynaklanmaktadır. JAK2 V617F mutasyonunun periferik kan hücrelerinde gösterilmesi klonalitenin kolay ve spesifik bir biçimde ortaya konmasına izin vermiştir. JAK2 V617F mutasyonu olmayan olgularda da, X kromozomu inaktivasyonu çalışmaları bu hastalıkların klonal hematolojik hastalıklar olduğunu ispatlamaktadır.16

PV veya PMF hastalarında, ET hastalarında görülenin aksine, JAK-2 V617F mutasyonu mitotik rekombinasyon sonucu sıklıkla homozigot halde bulunur. Genelde PV hastalarının mutasyon yükü en yüksektir, bunu PMF ve ET hastaları takip eder. Yine de allel miktarındaki bu çeşitlilik klinik olgular arasında ayrım yapmak için yeterli değildir. İlginç bir diğer bulgu da,  JAK2 içindeki tek nükleotid polimorfizmlerinin (SNPs), PV tanısıyla ilişkili olmalarıdır. Aslında klasik MPN’de olduğu üzere, tek bir V617F mutasyonunun nasıl farklı klinik bulguları doğurduğunun temeli hala anlaşılmış değildir. MPN fenotipik çeşitliliğinde hastanın kendi genetik özelliklerinin de katkısı olduğu görüşü bu durumu açıklamaya çalışmaktadır. 
Her şeye rağmen, JAK2V617F geninin MPN vakalarındaki başlıca klonojenik olgu olmadığı ve “pre-JAK2” mutasyonlu hücresinin var olabileceğine dair kanıtlar mevcuttur.31  JAK2V617F pozitif MPN olarak takip edilirken AML’ye transforme olan hastalarda JAK2V617F mutasyonunun genellikle negatif olması, bu kanıtı destekleyen bir bulgudur.31

Özetle, JAK2V617F mutasyonu klasik MPN’nin bir parçasıdır, ama patogenezdeki hiyerarşik pozisyonu ve fenotipik çeşitlemedeki rolü netleşmemiştir. 
3.3 JAK2 V617F NEGATİF MPN’LARDA DİĞER MUTASYONLAR

MPN klinik bulgusu olan ve JAK2V617F mutasyonu negatif saptanan hastalarda, JAK2 geninin 12. eksonunda genetik değişiklikler (mutasyonlar, delesyonlar ve insersiyonlar) tespit edilmiştir. (şekil 1B)1. Bu mutasyonlar V617F alleline benzer bir tarzda otonom hücre artışı ve başkalaşımını etkiler. Exon 12 mutasyonları PV hastalarının %2’sinden azında gösterilmiştir.1  

MPN’ye ait diğer bir moleküler anomali ise, erken miyeloid ve lenfoid progenitörlerini etkileyen MPL mutasyonlarıdır. MPL trombopoitein  (Tpo) için bir reseptördür ve yüksek oranda erken hemopoetik progenitörler ve megakaryositik kökendeki hücrelerde görülür. En yaygın iki MPL mutasyonu W515L ( triptofan yerine lösin geçişi) ve W515K ( triptofan yerine lisin geçişi) olarak ifade edilir (şekil 1B). PMF hastalarının %8 ile %10’ in de, JAK2V617F negatif ET vakalarının %2 ile %6’sında tespit edilmektedirler.19 Ayrıca diğer nadir MPL mutasyonları (kalıtımsal ailevi trombositozla ilişkili olduğu tespit edilmiş MPLW515S, W515A, ve MPLS505N) rapor edilmiştir.64 MPLW515L, temel olarak, JAK-STAT/ERK/Akt sinyal yollarını aktive etmek suretiyle, hem sitokinden bağımsız büyümeye, hem de hücre dizilerinde aşırı Tpo hassasiyetine neden olmuştur.65 Bu mutasyon farelerde PMF benzeri bir hastalık ortaya çıkarmıştır.18 Bu modelde JAK2V617F transplantasyonundan farklı olarak, MPLW515L mutasyonunun PMF belirti ve bulguları gösterdiği izlenmiştir.18 
Trombosit kaynaklı büyüme faktörü reseptörü-A’nın (PDGFRA) geninde eosinofili ile ilişkili en az dört genetik anomali yer alır.67 En yaygın ve en iyi karakterize edilmiş anomali,  4q12 kromozomunda gizli mikrodelesyon sebebiyledir ve bu durum FIP1L1-PDGFRA füzyon geni oluşumuna yol açar. (Şekil 1B)1 Kırılma noktasının yer aldığı PDGFRA 12. ekson tarafından kodlanan otoinhibitör aktivitesinin bozulması sonucuda, tirosin kinaz düzensiz bir biçimde aktive olur ve otonom eozinofil progenitörlerinin artışını sağlar.69 Bu mutasyon farelerde oluşturulduğunda, yoğun eozinofil artışı ile beraber miyeloproliferatif bir bozukluğa neden olur. Bazı PDGFR mutasyonlarının imatinibe duyarlı olduğu bildirilmiştir.71 PDGFRB, 5q31-32 kromozomunda yerleşmiştir. Değişik genlerle birleşimi sonucu ( en sık 12p13 kromozomu üzerindeki ETV6/TEL geni ile birleşir) PDGFRB sinyali ile ilişkili hücresel yolları aktive eder ve MPN profiline sebep olur.74
Tirosin kinaz reseptörü c-Kit’in katalitik etki alanında yerleşen bir D816V mutasyonu, sistemik mastositoza neden olur (şekil-1B)12-76. C-Kit kök hücre faktörü için bir reseptör, aynı zamanda, primitif hematopoetik progenitörlerden kaynaklanan mast hücrelerinin üremesi ve başkalaşmasında yer alan anahtar bir sitokindir. Kit geni tarafından kodlanır ve 4q12 kromozomunda yerleşir. D816V dışında, diğer aktivasyon sağlayan kit mutasyonları sistemik mastositoz, akut lösemi, gastrointestinal stromal hücreli tümörler (GIST) ve germ hücreli tümörlerde tanımlanmıştır.  
3.4 MPL MUTASYONLARI
Trombopoetin reseptörü (MPL) ilk kez miyeloid lösemiye neden olan bir retroviral onkogen (v-mpl) olarak keşfedilmiştir.39 İki reseptör molekülü arasında bir disülfid köprüsü kurularak fare Mpl proteinin ekstra hücresel alanını dimerize etmek için mutasyon tasarlanmıştır: Mpl-S386C. Bu mutasyon, farelere enjekte edildiğinde miyeloproliferasyona yol açmıştır.39 Bu sonuçlar MPL’deki mutasyonların MPN hastalarında da var olabileceğini ortaya koymuştur. Başlangıçta az sayıda hasta incelendiğinden, hiçbir patoloji bulunamamıştır.41  Otozomal dominant trombositozu olan bir ailede, 505 pozisyonunda bulunan  serinin, Mpl proteinin transmembran alanında bir asparajin (MPL-S505N) ile yer değiştirilmesiyle, ilk MPL mutasyonu keşfedilmiştir (Şekil 2).42 İlginç bir biçimde, farelerde retrovirüsler kullanılarak yapılan bir mutasyon taramasında da benzer mutasyonun trombositoza neden olduğu gösterilmiştir.43 Bundan sonra diğer ailelerde de aynı S505N mutasyonu tespit edilmiş44 ve ET’de de sporadik mutasyon olarak bulunmuştur. Triptofanı  lösin (MPL-W515L), lisin (MPL-W515K) veya alanin (MPL-W515A) ile değiştiren 515 pozisyonundaki mutasyonlar ET hastalarının %2 ile %6’inde ve PMF hastalarının %8 ile %10’inde bulunmuş fakat bugüne kadar hiçbir ailesel vaka bildirilmemiştir.19 Hem 505 pozisyondaki ailesel mutasyon hem de 515 pozisyondaki sporadik mutasyonlar reseptör-ligand bağlanması yokluğunda Mpl proteinini aktifleştirir. Transmembran alanda yer alan S505N mutasyonunun Mpl proteinini nasıl aktifleştirdiği şu anda bilinmemektedir. W515 pozisyonu sitoplazmik alanın jukstamembran kısmında yer alır ve Tpo yokluğunda Mpl proteininin aktif olmasını sağlamada önemli olan korunmuş bir amfipatik motifin (“RWQFP”) bir parçasıdır.47 Bu nedenle MPL-W515L/K/A mutasyonlarının RWQFP motifinin engelleyici etkilerine karıştığı düşünülmektedir. Yapılan çalışmalarda MPL-W515 mutasyonlarının BaF3 hücrelerinin sitokinden bağımsız büyümesini sağladığı gösterilmiştir.18 
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Şekil 2 MPL proteini ve mutasyonları 213
505 ve 515 pozisyonlarında bilinen mutasyonlara ek olarak, PMF hastalarında MPL taraması ile dört yeni mutasyon daha tanımlanmıştır (Tablo-3). Bunlar S204P, A506T, L510P ve A519Y aminoasit bulunmaları ile sonuçlanmıştır.49,50 Ancak BaF3 hücrelerinde bu mutant Mpl proteinlerinin ekspresyonu IL-3’ten bağımsız büyüme sağlamamış veya farelerde MPN oluşumuyla sonuçlanmamıştır. Bu durum söz konusu genetik değişikliklerin Mpl proteinini aktifleştirmek için tek başına yeterli olmadığı anlamına gelmektedir. 

Tablo- 3 MPL mutasyonlarının özeti 213
Yazarlar 

Gen mutasyonu 



Sonuç

Ding 


MPL,                                               Mpl proteininde S505N ile

                                sonuçlanan ekson 10’da G>A 
Konstitütif açıdan aktif protein

Moliterno 

MPL-K39N 



Ko-dominant, homozigotlarda

                                                                                          hafif trombositoz, belirsiz fonksiyon

El-Harith

MPL-P106L 



Ko-dominant, artmış Tpo serum seviyeleri

Kawamata

MPL-S204F 



Uniparental disomi 1p’de bulundu,

                                                                                          Belirsiz fonksiyon

Williams 

MPL-S204P 



Belirsiz fonksiyon

Komatsu 

MPL-S505N 



Mpl proteinin konstitütif aktivasyonu,

                                                                                          otosomal dominant trombositoz

Chaligne 

MPL-A506T 



Belirsiz fonksiyon

Chaligne 

MPL-L510P 



Belirsiz fonksiyon

Pikman 

MPL-W515L 


           Mpl proteinin konstitütif aktivasyonu,

                                                                                          Sporadik ET veya PMF

Pardanani 

MPL-W515K 


Mpl proteinin konstitütif aktivasyonu,

                                                                                          sporadik ET veya PMF

Vannucchi 

MPL-W515A 


Mpl proteinin konstitütif aktivasyonu,

                                                                                          sporadik ET veya PMF

Chaligne 

MPL-A519Y 



Belirsiz fonksiyon

Kawamata 

MPL-Y591D 



Uniparental disomi 1p’de bulundu,

                                                                                           belirsiz fonksiyon

Mpl proteinin N-terminal bölgesinde bir ko-dominant aktifleştirici allel tanımlanmıştır (MPL-K39N, MPL-Baltimore olarak da adlandırılır).53 Heterozigotlarda hafif trombositoz mevcutken, homozigotlar 600 ila 800 x 109/L arasında değişen trombositoz göstermiştir.53,54 Bu mutasyonun Mpl proteini tarafından verilen sinyali nasıl aktifleştirdiğine ilişkin hiçbir veri bildirilmemiştir. Son zamanlarda, trombositozlu Arap ailelerde MPL’nin ekstra hücresel bölgesinde başka bir mutasyon (MPL-P106L) bulunmuştur.55 MPL-P106L açısından homozigot olan hastalarda belirgin trombositoz (> 1000 X 109/L), heterozigotlarda hafif trombositoz veya normal trombosit sayısı gösterilmiştir. Hastalarda serum Tpo seviyelerinin arttığı bulunmuştur. 
JAK2V617F ve MPLW515L/K mutasyonlarına birlikte sahip çok az sayıda hasta tanımlanmıştır.22,40,42 Bu mutasyonların aynı MPN klonunda mı yer aldığı yoksa aynı hastada bulunan farklı alt klonlarda mı yer aldığı kesin değildir. Buna rağmen, aynı hastada birden fazla JAK2-aktifleştirici allelin bulunması şu olasılıkları ortaya çıkarmaktadır: 
1) Tanımlanmamış “pre-JAK2 allellerinin” JAK2 sinyal yolundaki mutasyonların ikincil kazanımına neden olup olmadığı; 
2) JAK2 sinyal yolunda birden fazla mutasyona sahip hastaların, bu yolda anomali gelişen hücrelerde mutasyona eğilim yaratan,  kalıtım yoluyla geçmiş bir allele sahip olup olmadığı, 
3) JAK2V617F ve MPLW515 mutasyonlarının MPN patogenezinde işbirliği yapıp yapmadığı. 
MPN hastalarında JAK2/MPL allellerinin kazanımından önce oluşan, kalıtım yoluyla geçmiş veya sonradan kazanılmış alleller olup olmadığı bilinmemektedir. MPN patogenezine katkıda bulunan MPLW515L/JAK2V617F-çift pozitif klonların olup olmadığını belirlemek için ek çalışmalara ihtiyaç vardır.

JAK2/MPL-negatif MPN’de JAK2 yolunda ek mutasyonların olup olmadığı henüz belirlenememiştir. JAK2V617F-negatif ET ve PMF’de azalmış STAT3 fosforilasyonu gözlemlenmesi43, MPN patogenezinde alternatif sinyal yollarının da olabileceğiniakla getirmektedir. 
4. MİYELOPROLİFERATİF NEOPLAZMLARDA TANI
Olgun periferik kan hücreleri miktarındaki tek yönlü artış ile karakterize edilen reaktif formlarla benzerlikleri ve kendi aralarında belirgin fenotipik benzerlik sebebiyle, farklı MPN’lerin tanısı belirlemek zor olabilir. Yeni moleküler belirteçlerin varlığı tanıyı ortaya koymada en önemli araçlardır. Moleküler genotiplemenin 2008 Dünya Sağlık Örgütü tanı kriterlerine137 katılmasıyla birlikte (tablo 4)1 JAK2 ve MPL mutasyonları MPN tanısında standart testler haline gelmiştir  (şekil 3). Bu mutasyonlardan birinin tespit edilmesi, kesin olarak kendi başına klonal MPN varlığını ortaya koyar;  reaktif eritrositoz, trombositoz veya miyelofibroz olasılığını ortadan kaldırır. 

WHO kiriterlerine göre136 eritrosit hücre kitlesi artmış hastalarda JAK2V617F mutasyonunun varlığı, vakaların %95’inden fazlasında tanıyı ortaya koyar. PV hastalarının %2’sinden azı JAK2 ekson 12 mutasyonlarını gösterir.17 PV tanısının, JAK2 mutasyonu olmaksızın hala kabul edilebilir olup olmadığı tartışılmaktadır.139-140

ET tanısı için zorunlu kriter, trombosit miktarının 450 x 109/ L’den fazla olmasıdır. Bu değer 2001 Dünya Sağlık Örgütü sınıflama sisteminde6 belirtilenden (600 x109/L) daha düşüktür. Önceki uygulama düşük trombosit miktarı bulunan vakaları yanlışlıkla göz ardı etmiş olabilir. Bu varsayım, trombosit miktarı 600x 109 L. ‘den düşük olan bazı vakalarda, JAK2V617F mutasyonunun tespit edilmesi ile desteklenmektedir.48 ET tanısı, trombositoz ile beraber bulunan diğer MPN bulguları gibi reaktif trombositozun da ayırt edilmesini gerektirir. Özellikle, Ph kromozomu analizi veya BCR-ABL bakılması zorunludur. JAK2V617F veya MPL mutasyonu ET olgularının en fazla %60 ila %70’inde saptanmaktadır.1 Bu yüzden, kemik iliği morfolojisinin değerlendirilmesi ET tanısı için hala önemli bir uygulamadır. ET’de kemik iliği selülaritesi normal veya biraz yüksektir, morfolojik anomalinin bulunmadığı geniş matür görünümlü megakaryositler ve megakaryosit kümeleri görülür. Bu görünüm, hem tipik PV panmiyelozundan hem de sekonder trombositozdan ayırıma yardımcı olur. PMF tanısı için de kemik iliği biyopsisi gereklidir. Retikülin veya kollojen fibrozu tipik olarak PMF’nin klasik aşamaları ile bağlantılı olsa da, bazı retikülin fibroz seviyeleri, hem PV’de hem de ET’de bulunabilir. Periferik yaymada immatür miyeloid hücreler ile beraber lökoeritroblastik özellikler, çekirdekli kırmızı hücreler ve anormal şekilli eritrositler (gözyaşı hücreleri) bulunması PMF’de sıktır, ama diagnostik değildir. KML şüphesi, BCR-ABL analizi yoluyla ortadan kaldırılır. Aynı zamanda, pozitif JAK2V617F veya MPL mutasyonları bulgusu, miyelofibrozun reaktif formlarını (enfeksiyonlu veya enflamatuar tablolar, metastatik kanser ve lenfoid bozukluklarında olduğu gibi)  ayırt etmeye imkan sağlar. Del(13)(q12;q22) gibi bazı sitogenetik anomalilere sıklıkla rastlanır ve tanısal açıdan spesifiktir. Anemi, palpabl splenomegali ve artan laktat dehidrojenaz seviyeleri ilave tanı kiriterleridir.9
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Şekil 3 MPN de tanı algoritması 1


TABLO- 4 KML - dışı MPN için 2008 Dünya Sağlık Örgütü Tanı Kriterleri 1
	KRİTERLER
	POLİSİTEMİ VERA
	ESANSİYEL TROMBOSİTEMİ
	PRİMER MİYELOFİBROZ

	MAJÖR KRİTER
	1. Hgb >18.5 g/dL (erkekler) veya >16.5 g/dL

(kadınlar)

veya Hgb veya Hct >99. persantil referans aralığı yaş, cinsiyet veya yerleşim yüksekliğine göre

veya Hgb >17 g/dL (erkekler) veya >15 g/dL

(kadınlar) demir eksikliğinin giderilmesi ile bağlantılı olmayan,  başlangıçtan itibaren 2 g/dL’lik belgelenmiş veya gözlemlenmiş bir artışla ilişkili ise

veya ortalama normal  değerin %25 üzerinde eritrosit hücre kitlesinin artması

2. JAK2V617F veya benzer bir mutasyonun varlığı
	1. Trombosit miktarı >450 x 109/L

2.Genişlemiş, matur megakaryositlerin miktarındaki artışla bağlantılı, özellikle megakaryotik kökenli yayılım gösteren kemik iliği .  Nötrofil granülopoez veya

eritropoezle alakalı artış  sola doğru kayma olmaması
3. PV, PMF, KML, veya MDS veya diğer miyeloid neoplazmalar için Dünya Sağlık Örgütü kriterine uymaması.

4. JAK2V617F veya diğer klonal belirtilerin olması
Veya reaktif trombositoz  gösterecek patoloji

olmaması.
	1. Retikülin ve/veya kolajen fibroz eşliğinde megakaryosit yayılımı ve atipi*

veya Retikülin fibrozun var olmadığı durumlarda, megakaryosit değişimler, artan ilik sellüleritesi, granülositik yayılım veya sıklıkla azalan eritropoez (örneğin, pre-fibrotik hücre-bazlı hastalık) eşliğinde var olmalıdır.

2. KML, PV, MDS, ve diğer miyeloid neoplazmalar için Dünya Sağlık Örgütü kriterini karşılamaması.

3 JAK2V617F veya diğer klonal belirteçlerin bulunması
Veya reaktif ilik fibrozunu gösterecek ayrı bir patoloji  olmaması.

	MİNÖR KRİTER
	1. yaş için hiper sellülerite ve trilineage büyümesi (panmiyeloz) gösteren BM
	_____
	1. lökoeritroblastozis

	
	2. normalin altında serum Epo seviyesi
	
	2. artan serum LDH

	
	3. EEC büyümesi
	
	3. anemi

	
	____
	
	4. Palpabl splenomegali

	TANISAL KOMBİNASYONLAR
	İki majör kriter + 1 minör kriter veya ilk majör kriter + 2 minör kriter
	 4 kiriterin de olması gerekir.
	 3 majör kriter + 2 minör kriter


*anormal nükleer/ sitoplazmik oran ve hiperkromatik, soğan görünümlü veya düzensiz biçimli çekirdek ve sık kümeleme işe beraber küçükten büyüğe megakaryositler.BM:Kemik iliği

4.1 KLİNİK SEYİR VE RİSK KATMANLARI
Tromboz, kanama, post-polisitemik veya post-trombositemik miyelofibroza dönüşme ve akut lösemiye transformasyon klasik MPN seyrindeki en önemli sorunlardır.146-148 Tromboz en sık başvuru nedenidir.149 PV’de düşük doz aspirin üzerine Avrupa işbirliği (ECLAP) çalışması147-150 ve UK Tıbbi Araştırma Konseyi Primer Trombositemi-1 (MRC PT-1)151 çalışmasından elde edilen epidemiyolojik veriler, hastalık seyri süresince oluşan kümülatif tromboz oranının, PV ve ET’de sırasıyla, hasta-yıl başına, %2.5 ile %5.0 ve %1.9 ila % 3 arasında değiştiğini göstermiştir. Bu oranlar, hastanın düşük risk veya yüksek risk kategorisinde olup olmadığına bağlanmıştır.147-151 Kardiyovasküler hastalık öyküsü olan PV ve ET hastaları ile ilgili geniş bir retrospektif çalışmada, trombozun tekrarlama oranı 10 yılda % 49.9 olarak bildirilmiştir.152 MPN zemininde gelişen trombozların %60 ile %70’i arteriyel trombozlar şeklindedir. En sık akut miyokart enfarktüsü, iskemik inme ve periferik arter trombozu görülür. Venöz trombozlar alt ekstremite derin venöz trombozu, pulmoner embolizm ve batın içi ven trombozları (Splenik ven trombozu, portal ven trombozu, mezanterik tromboz ve Budd-Chiari sendromuna yol açan hepatik ven trombozunu içerir) şeklindedir. MPN hastalarında portal sistemi ilgilendiren trombozların sıklığı yüksektir. Bu olgularda splenomegali gelişmesi MPN periferik kan bulgularını maskelemekte ve tanıyı zorlaştırmaktadır. Güncel çalışmalarda idiopatik batın içi ven trombozlarının büyük bir kısmında JAK2V617F mutasyonu saptandığı gösterilmiştir. Bu yüzden batın içi venöz tromboz geçiren olgularda JAK2V617F genotiplemesi tanıda önemli rol oynamaktadır. Çok nadir olarak, MPL mutasyonu barındıran hastalar bildirilmiştir.157 

Klasik MPN’de tromboz patolojisi multifaktöryeldir: eritrosit hücre kitlesinin artışından kaynaklanan reolojik anomaliler, trombositlerin anormal fonksiyonları, lökosit ve endotel hücrelerinin etkileşimi olası risk faktörleri olarak suçlanmaktadır. Bununla beraber ne trombositoz ne de hematokrit artışının tromboz oluşumuyla açık bir şekilde bağlantılı olmadığı gösterilmiştir.161
PV’de ölüm oranı yaşa bağlı olarak artar,  50 yaş üstü ve altı hastalarda sırasıyla 1.6 – kat ve 3.3 – kat daha yüksektir.162 ET hastalarının yaşama süresi, tanıdan sonra genel popülasyona kıyasla, yaklaşık 2 kat kısalır.163 PV ve ET’de yaşama süresinin kısalmasının başlıca sebepleri olarak, ECLAP çalışmasının147-164 deneysel kolunda yer alan 1638 PV hastası arasında, %41 ile % 13’lük bir orana tekabül eden, trombotik olaylar ve hastalığın miyelofibroz veya AML’ye dönüşümü olarak belirtilmiştir. İleri yaş (60 yaş üstü) ve lökositoz varlığı hem PV hem de ET ‘de tromboz için en önemli risk faktörleridir (tablo 5) ve bu durum birçok çalışmada dikkate alınmıştır.147-149-165  Bunların herhangi birinin varlığı hastayı yüksek risk grubuna sokar, öte yandan bu durumların hiçbirinin olmaması halinde hasta düşük risk grubundadır. Hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemi, sigara kullanımı veya genetik trombofilik risk faktörlerinin tromboz gelişimindeki rolü hala tartışmalıdır. Hastaların tromboz riskini artıran ve önlenebilir risk faktörlerini (sigara içme, şişmanlık, hormon kullanımı vb) ve yaşam standartlarını düzenlemeleri (spor yapma, günlük hareketlerini arttırma, dengeli beslenme vb) tedavinin başarısı açısından önemlidir. 

Çalışmalar tromboz gelişiminde lökositozun bağımsız risk faktörü olduğunu göstermiştir.163-168-169  Düşük riskli  ET hastaları,  lökosit miktarının 8.7 - 109/L ‘den fazla olup olmamasına bağlı olarak, %55 ve %20 oranında tromboz prevelansına göre iki guruba ayrılabilirler.JAK2V617F allel yükü de bağımsız bir risk faktörü olarak trombozla ilişkili bulunmuştur.148-64 

PMF’de ortalama 5 yıllık yaşama süresi yaş ve cinsiyet-eşleştirmeli sağlıklı bireylere kıyasla %31 daha düşüktür,  bununla birlikte genç hastalar daha uzun bir yaşam süresine sahip olabilirler.162-175 Başlıca ölüm nedenleri trombozlar, kanama, dalak rüptürü, enfeksiyonlar, pulmoner hipertansiyon kaynaklı kalp yetmezliği, ve hastalığın akut lösemiye dönüşmesidir.148 PMF için prognostik değerlendirme sistemi, belirgin şekilde farklı yaşam süreleri ile ilişkili düşük ve yüksek riskli hastaların sınıflanmasını sağlamak için geliştirilmiştir. En sık kullanılan “Lille skoru” değişkenler olarak, anemi ve anormal lökosit miktarını içerir. JAK2V617F mutasyonu, PMF hastalarında uzun vadeli prospektif serilerde lösemik transformasyonu kendiliğinden ortaya çıkarmıştır.179 

PV ve ET’nin doğal seyrinde miyelofibroza dönüşme, klinik seyirde geç dönemde ortaya çıkan bir durumdur. Post-polisitemik veya post-trombositemik miyelofibroz olarak adlandırılır. PV tanısından 15 yıl sonra görülme oranı %5’tir147;  ET’de ise veriler yeterli değildir. Miyelofibroz dönüşüm tanısı ile ilgili kriter, Uluslararası Miyelofibroz Araştırma ve Tedavi Çalışma Grubu (IWG-MRT; )181 tarafından belirlenmiştir. Yaşam süresi, miyelofibroz gelişimi ile kısalır.184 PV hastalarının %1.3’ ünde oluşan AML dönüşümü, tanıdan sonra ortalama 8.4’ yıldır.164. ET hastalarında ise yeterli bilgi mevcut değildir.

4.2 TEDAVİNİN GENEL GÖRÜNÜMÜ
 MPN’de tedavinin ana öğelerini miyeloproliferasyonun kontrolü (hidroksiüre, busulfan, IFN gibi ilaçlar veya flebotomi) ve antiagregan/antikoagülan tedavi oluşturur. 

Yaş ve geçirilmiş trombotik atak tedavinin nasıl şekilleneceğini belirler. 60 yaş altındaki trombozsuz olgularda aspirin ve flebotomi dışındaki tedaviler kullanılmaz. Hidroksiüre özellikle doğurganlık çağındaki kadınlarda tercih edilmez. Bununla birlikte tromboza neden olabilecek sekonder risk faktörlerinin ( sigara içme, obezite, diabet vb) düzenlenmesi şarttır. 60 yaş üstündeki olgularda genellikle tedaviye hidroksiüre eklenir. 60 yaşın altında olup trombotik atak geçirmiş olgularda hidroksiüre ile birlikte aspirin veya warfarin kullanılır. Kadın hastalarda gebelik söz konusu olduğunda hidroksiüre kesilip interferon tedavisine geçilir. Gebelikte plasental hormonların etkisi ile genellikle 2. trimester sonundan itibaren trombosit ve hemoglobin değerleri spontan olarak azalır. Yine de gebelik boyunca düşük molekül ağırlıklı heparin tedavisi devam eder. 
Kontrollü çalışmalar, düşük dozlu aspirin ile tedavi edilen PV hastalarında ve hidroksiüre ile tedavi edilen yüksek riskli ET hastalarında1 trombotik komplikasyon görülme sıklığında önemli azalmalar göstermiştir. PV'de tedaviye yönelik mevcut öneriler arasında tüm hastalarda flebotomi ve düşük doz aspirin ve yüksek riskli hastalıkta hidroksiüre eklenebilir.  Ancak bu hastalarda mevcut tedavi seçenekleri (antiagregan ve antikoagülan ilaçlar, hidroksiüre) postpolistemik miyelofibroz veya akut lösemiye dönüşümü engellememektedir
4.2.1 HİDROKSİÜRE DIŞINDAKİ SİTOREDÜKTİF AJANLARIN KULLANIMI
PV ve ET hastalarında çok az çalışma direkt olarak diğer sitoredüktif ajanların etkinliğini hidroksiüre ile karşılaştırılmıştır. ET'de hidroksiürenin arteriyel trombozu önleme açısından anagrelide kıyasla üstün olduğu ve anagrelidin de venöz tromboz açısından daha iyi performans gösterdiği gösterilmiştir.167 Ek olarak anagrelid terapisi daha az tolere edilmiş ve şiddetli kanama ve fibrotik dönüşüm vakaları ile önemli bir şekilde ilişkilendirilmiştir.167 

 Çeşitli çalışmalar, hem PV’de hem de ET’de flebetomi194 pipobromanın ve busulfanın51-53 etkililiğini doğrulamıştır.  JAK2V617F allel yükündeki orta düzeyli azalmalar alfa interferon (α-IFN) tedavisi için de PV ve ET'de gösterilmiştir.146
Hidroksiüreyi tolere edemeyen ya da refrakter vakalarda ikinci basamak terapisi olarak α-IFN, anagrelid, pipobroman ya da busulfanın düşünülebilir. Busulfan ile uzun dönemde miyelodisplazi ve akut lösemik dönüşüm izlenebileceği unutulmamalıdır. 195-209

4.3ALLOJENİK HEMOTOPOETİK KÖK HÜCRE NAKLİ
Günümüzde sadece allojenik hematopoietik kök hücre nakli (ASCT) PMF’de potansiyel açıdan iyileştirici olarak görülmektedir. Hematopoietik kök hücre nakli yapılan 66 hasta ile gerçekleştirilen retrospektif bir çalışmada, 45 yaşın altındaki hastaların %62’sinde, 45 yaşın üzerinde olan hastaların da %14’ünde 5 yıllık yaşam süresi sağlanmıştır, yüksek riskli PMF'de ASCT'nin düşünülmesi uygundur: 45 yaşın altındaki hastalarda tam miyeloablatif tedavi uygundur.214
4.4 Anti-JAK2 TERAPİSİ
JAK-STAT yolağı,  MPN'lerde ilaç geliştirmek için önemli bir hedef olarak görülmektedir.  Birkaç anti-JAK2 ilacı klinik öncesi testlerinden geçmiş ve bunlardan bazıları ile klinik deneyler başlatılmıştır.214  Bunlara örnek verecek olusak JAK2 seçici ATP-mimetikleridir (örn: TG101209, TG101348, INCB018424, XL019)121; diğerleri ise hedefler düşünülerek geliştirilmiştir, ancak sonradan onların da etkili JAK2 inhibitörleri olduğu bulunmuştur: FLT3 inhibitörü CEP-701, belirli aurora kinaz inhibitörleri ve histon deasetilaz inhibitörü ITF2357. Oral olarak kullanılan küçük moleküllü JAK2-seçici kinaz inhibitörü olan TG101209, kapsamlı klinik öncesi testlerden geçen ilk bileşiklerden biridir121. Benzer ya da daha az ilaç konsantrasyonlarında ilaç JAK2V617F-pozitif PV hastaları ve MPLW515L-pozitif PMF hastalarından alınan primer hücrelerin koloni gelişimini inhibe de etmiştir.121 Ayrıca TG101209’un gelişimi inhibe edici etkisi, nispeten mutasyona uğramış kolonileri seçer niteliktedir. TG101209’a çok benzeyen bir ilaç olan TG101348, erken faz klinik deneylerine başlatılmıştır ve benzer in vitro ve in vivo anti-PV faaliyeti gösterdiği görülmüştür.121Ancak henüz bu ilaçların olası etkileri ve yan etki profilleri konusunda çalışmalar devam etmektedir.
5. MATERYAL ve METOD 
5.1 OLGULAR
İstanbul Tıp Fakültesi Etik Kurulu tarafından kabul edilen 2009-1976 sayılı bu çalışmada hasta grubu İstanbul Tıp Fakültesi İç Hastalıkları Ana Bilim Dalı, Hematoloji Bilim Dalı tarafından takip edilen olgular arasından seçilmiştir. Olgulardan çalışma öncesi bilgilendirilmiş onam alınmıştır. Çalışma, İstanbul Üniversitesi Araştırma Fonu tarafından tez projesi kapsamında 4449 proje numarası ile desteklenmiştir

1980-2010 yılları arasında Hematoloji Polikliniği’nde takip edilen ve MPN tanısı konmuş, son değerlendirmede WHO kriterlerine uyan, Ph mutasyonu negatif 66 tanesi ET, 11 tanesi PMF olmak üzere toplam 77 hasta çalışmaya alınmıştır. Kontrol grubu olarak hastanede çalışan sağlıklı 42 birey incelenmiştir. Tüm hastaların ve kontrol grubunun sekonder eritrositoz ve trombositozun dışlanması amacı ile özgeçmiş bilgileri, tromboz öyküsü, fizik muayene bulguları, kan sayımı, ferritin, demir, total demir bağlama kapasitesi değerleri, periferik yayma, kemik iliği aspirasyon ve biyopsi bilgileri, sitogenetik incelemeleri (Ph kromozomu, Bcr-abl); taranarak veriler bilgisayar ortamına kaydedilmiştir.

5.2. METOD
Tüm hastaların ve kontrol grubunun periferik venöz kanları (saat: 10: 00 - 12: 00 arasında 2cc lik EDTA’lı tüpe alınmıştır. İstanbul Üniversitesi İç Hastalıkları ABD Hematoloji Laboratuarı’nda FRET yöntemine dayalı LightCycler ile Çözülme Eğrisi Analizi kullanılarak MPLW515 mutasyonu taranmıştır.
MPL geninde W515L-K mutasyon taramasında aşağıdaki yöntemler kullanılmıştır

1)  DNA eldesi Genomik DNA, periferik venöz kan lökositlerinden spin kolonlu DNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics) kullanılarak izole edildi.

2) FRET Yöntemine Dayalı Lightcycler İle Çözülme Eğrisi Analizi Yapılarak Genotipleme yapıldı. İnsan MPL geninin W515LK mutasyon noktasını da içeren parçasını çoğaltmak için real time PCR (RT PCR) işlemi gerçekleştirildi. Toplam reaksiyon hacmi 20µL olan ve 25 ng genomik DNA, 200µmol/L dNTP, 4 mmol/L MgCl2, 0.2 µmol/L forward primer, 0.5 µmol/L ters primer, 0.2 µmol/L prob ve bağlama probu içeren kapiller tüpler içinde amplifikasyon gerçekleştirildi.

Spesifik Primer ve Problar “Primer Express” yazılımı ile tasarlandı. Kullanılan primerler ve prob dizileri aşağıdaki sırada idi:

Forward primer: TGGGCCGAAGTCTGACCCTTT

Reverse primer:  ACAGAGCGAACCAAGAATGCCTGT

Prob 1: CTGCCACCTCAGCAGCA—FL

Prob 2: LC640-AGGCCCAGGACGGCG

PCR işlemi; 95 derecede 10 dakika denatürasyon ve 55 derecede 10 saniye ve 72 derecede 10 saniye olmak üzere 45 amplifikasyon döngüsü ile LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics) cihazı ile gerçekleştirildi. Çözülme Eğrisi (Melting curve) Analizi; 95 derecede 30 saniye denatürasyon ve 35 derecede 1 dakika soğutmayı takiben 35 dereceden 85 dereceye 0.1 derece/ sn hızla ısıtma işlemi ile gerçekleştirildi.

5.3 MUTASYONUN DEĞERLENDİRİLMESİ

Sonuçlar erime ısısı göz önünde tutularak değerlendirilmiştir. Prob, hedef DNA’nın mutasyonsuz (wild type) parçası ile eşleşecek şekilde dizayn edildiğinden, yüksek derecede erime ile sonuçlandı (Tm: 62.5 derece). Bu sonuçlara sahip örnekler MPL515 negatif olarak kabul edildi. Hedef DNA’da mutasyon noktasında eşleşmeye uğramayan prob ise; mutasyonsuz (wild type) parça ile tam eşleşen sensör proba göre daha az stabilite göstererek, daha düşük sıcaklıkta çözülmeye uğradı (Tm: 52. 5 derece). Bu sonuçlara sahip örnekler ise MPL515 mutasyonu açısından pozitif kabul edildi.
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Şekil 4 MPL W515 noktası açısından normal (mutasyonsuz) bir örneğe ait erime eğrisi analizinin ekran görüntüsü
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Şekil 5 A MPLW515 pozitif bir örneğe ait erime eğrisi analizinin ekran görüntüsü.
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Şekil 5 B MPLW515 pozitif diğer bir örneğe ait erime eğrisi analizinin ekran görüntüsü.

5.4 İSTATİSTİKSEL ANALİZ

Çalışmada elde edilen bulgular değerlendirilirken, istatistiksel analizler için NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007&PASS 2008 Statistical Software (Utah, USA) programı kullanılmıştır. Çalışma verileri değerlendirilirken tanımlayıcı istatistiksel metodların (Ortalama, Standart sapma) yanı sıra niceliksel verilerin karşılaştırılmasında normal dağılım gösteren parametrelerin iki grup arası karşılaştırmalarında Student t test kullanılmıştır. Niteliksel verilerin karşılaştırılmasında ise Ki-Kare testi ve Fisher’s Exact Ki-Kare test kullanılmıştır. Anlamlılık p<0.05 düzeyinde değerlendirilmiştir
6. SONUÇLAR

6.1 OLGULAR

Çalışmada 77’si hasta, 42’si sağlıklı kontrol grubu olmak üzere toplam 119 olgu değerlendirilmiştir. Takip süreleri 1 yıl ile 16 yıl arasında değişmekte olup ortalama 6,78±3,64 yıldır. Hasta grubu olguların yaş ortalaması 49,89±14,01; kontrol grubu olguların yaş ortalaması 48,76±14,00 olarak saptanmış olup gruplara göre yaşlar arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamaktadır (p:0,674 ). Hasta grubu olguların % 40,3’si erkek; % 59,7’si kadındır. Kontrol grubunda ise % 45,2 oranında erkek görülürken % 54,8 oranında kadındır. Gruplara göre cinsiyet dağılımları arasında da istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamaktadır (p:0,599).

Tablo - 5 Gruplara göre yaş ve cinsiyet değerlendirmesi

	
	Hasta (n=77)
	Kontrol (n=42)
	ap

	
	Ort±SD
	Ort±SD
	

	Yaş
	49,89±14,11
	48,76±14,00
	0,674

	Cinsiyet
	n (%)
	n (%)
	bp

	Erkek
	31 (%40,3)
	19 (%45,2)
	0,599

	Kadın
	46 (%59,7)
	23 (%54,8)
	


aStudent t test 

bKi kare test

Hasta grubuna ait 77 olgunun yaşları 20 ile 77 arasında değişmekte olup ortalama yaş 49,89±14,01dir. Lökosit sayıları 1.30/mm3 ile 27,70/mm3 arasında değişmekte olup ortalama 10,92±4,80 x 103 (L dır.  Hemoglobin düzeyleri 6,70 (gr/dl) ile 22,70 arasında değişmekte olup ortalama 12,99±2,50 gr\dl dir. Hematokrit düzeyleri %19,5 ile %72,8 arasında değişmekte olup ortalama 38,72±7,65’dir. Trombosit düzeyleri 44.000 ile 1.700.000 arasında değişmekte olup ortalama 870,44±374,53x103/µl dir. Hasta grubu olguların % 19,5’inde tromboz görülmektedir. JAK-2 mutasyonu 35 olgu da (%45,5)  görülmektedir MPLW515 mutasyonu saptanan 2 olgu (%2,6) yine bu grupta görülmektedir.

Tablo - 6 Hasta grubu olguların dağılımı
	
	Hasta Grubu (n=77)

	
	Min-Max
	Ort± SD

	Yaş (yıl)
	20-77
	49,89±14,01

	Hastalık süresi (yıl)
	1-21
	7,84±4,45

	Lökosit(103/(L)
	1,30-27,50
	10,92±4,80

	Hb (g/dL)
	6,70-22,70
	12,99±2,51

	Hct  (%)
	19,5-72,80
	38,72±7,65

	Trombosit (103/(L)
	44-1700
	870,44±374,53

	
	N
	%

	Tromboz
	15
	19,5

	MPLW 515 mutasyonu
	2
	2,6

	JAK 2 Mutasyonuı
	35
	45,5


Olguların %88,1’i (n=37) ET tanılı; %11,9’u (n=5) PMF tanılıdır.

Tablo - 7 Hasta grubu olgularında tanıların dağılımı

	Tanı
	N
	%

	Esansiyel Trombositemi
	66
	85,7

	PMF
	11
	14,3


ET tanısı alan 66 olgunun yaşları 20 ile 77 arasında değişmekte olup ortalama yaş 49,06±14,49 dir. Olguların hastalık süreleri 1 yıl ile 18 yıl arasında değişmekte olup ortalama 7,51±4,11 yıldır. Lökosit ölçümleri 1,30 ile 27,50 arasında değişmekte olup ortalama 10,37±4,71x103 (L dir.  Hemoglobin düzeyleri 7,80 ile 18,90 arasında değişmekte olup ortalama 13,27±2,03 gr/dl dur. Hematokrit düzeyleri %25 ile %55 arasında değişmekte olup ortalama 39,38±5,95’dir. Trombosit düzeyleri 412 x 103 ile 1700x103 arasında değişmekte olup ortalama 960,46±307,62x103/µl dur. ET olguların % 19,7’sinde tromboz görülmektedir. JAK-2 mutasyonu 29 olguda (%43,9) görülmektedir. MPLW515 gen mutasyonu ET tanılı olgularda saptanmamıştır.
Tablo - 8 Esansiyel Trombositemi tanısı alan hastaların dağılımı
	
	Esansiyel Trombositemi (n=66)

	
	Min-Max
	Ort± SD

	Yaş (yıl)
	20-77
	49,06±14,49

	Hastalık süresi (yıl)
	1-18
	7,51±4,11

	Lökosit (103/(L)
	1,30-27,50
	10,37±4,71

	Hb (g/dL)
	7,80-18,9
	13,27±2,03

	Hct  (%)
	25,00-55,0
	39,38±5,95

	Trombosit (103/(L)
	412-1700
	960,46±307,62

	
	N
	%

	Tromboz
	13
	19,7

	MPLW 515
	0
	0

	JAK 2 Mutasyonu
	29
	43,9


PMF tanısı alan 11 olgunun yaşları 33 ile 66 arasında değişmekte olup ortalama yaş 54,90±9,65 yıldır.  Olguların hastalık süreleri 1 yıl ile 21 yıl arasında değişmekte olup ortalama 9,81±5,94 yıldır. Lökosit ölçümleri 7,30 ile 19,40 arasında değişmekte olup ortalama 14,20±4,13 103/(L dir. Hemoglobin düzeyleri 6,70 ile 22,70 arasında değişmekte olup ortalama 11,29±4,13 gr/dl dir. Hematokrit düzeyleri% 19,5 ile 72,8 arasında değişmekte olup ortalama  %34,75±13,93’dür. Trombosit düzeyleri 44x103 ile 921x103 arasında değişmekte olup ortalama 330,25±276,53x103/ µl dır. PMF grubunda 2 olguda (%18,2) tromboz görülmektedir. JAK-2 mutasyonu 6 olguda (%54,5) görülmektedir. MPLW515 mutasyonu bu grupta (%18,2) 2 olguda saptanmıştır. 
Tablo - 9 PMF tanılı olguların dağılımı
	
	PMF (n=11)

	
	Min-Max
	Ort± SD

	Yaş (yıl)
	33-66
	54,90±9,66

	Hastalık süresi (yıl)
	1-21
	9,81±5,94

	Lökosit (103/(L)
	7,30-19,40
	14,20±4,13

	Hb (g/dL)
	6,70-22,70
	11,29±4,13

	Hct  (%)
	19,5-7,80
	34,75±13,93

	Trombosit (103/(L)
	44-921
	330,25±276,53

	
	N
	%

	Tromboz
	2
	18,2

	MPLW 515
	2
	18,2

	JAK 2 Mutasyonu
	6
	54,5


Tedavi şekillerine göre dağılımlar Tablo 12’de görülmektedir. Kemoteropatik ajan almayan ve flebetomi yapılmayan 5 olgu görülmektedir. Hydrea tedavisi alan 11 (%15,3) olgu; ASA (asetil salisalik asit) tedavisi alan 8 (%11,1) olgu görülürken;  ASA+Flebetomi alan 1 (% 1,4) olgu; ASA+IFN tedavisi alan 4 (%5,6) olgu; Hydrea+ASA tedavisi alan 36 (%50,8) olgu; Hydrea+ASA+Flebetomi alan 6 (%8,3) olgu ve Hydrea+ASA+IFN tedavisi alan 4 (%5,6) olgu vardır. Coumadin kullanan 4 olgu vardır.
Tablo – 10 Tedavi şekillerinin dağılımı

	
	N
	%

	Hydrea
	11
	15,3

	ASA
	8
	11,1

	ASA+ Flebotomi
	1
	1,4

	ASA+IFN
	4
	5,6

	Hydrea + ASA
	36
	50,0

	Hydrea+ Flebotomi
	2
	2,8

	Hydrea + ASA Flebetomi
	6
	8,3

	Hydrea+ASA+IFN
	4
	5,6
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Şekil 6 Tedavi şekillerinin dağılımı

Çalışma grubu olgularda; JAK-2 mutasyonu pozitif olguların lökosit düzeyleri JAK-2 negatif olgulardan anlamlı düzeyde yüksek olarak saptanmıştır (p<0,01). Hemoglobin ve trombosit düzeyleri ise JAK-2 mutasyonuna göre anlamlı farklılık göstermemektedir (p>0,05). Tromboz oranları JAK-2 mutasyonu görülen olgularda daha yüksek saptanmasına rağmen istatistiksel olarak anlamlı değildir (p>0,05). 

Tablo - 11 Çalışma grubu olgularında JAK-2 mutasyonuna göre değerlendirmeler

	
	JAK-2 (+) (n=35)
	JAK-2 (-) (n=42)
	ap

	
	Ort±SD
	Ort±SD
	

	Lökosit
	13,38±8,87
	8,87±3,60
	0,001**

	Hb
	13,36±2,88
	12,68±2,13
	0,241

	Plt
	876,88±390,17
	362,93±370,53
	0,873

	Tromboz
	n (%)
	n (%)
	bp

	Var
	10 (%28,6)
	5 (%11,9)
	0,066

	Yok
	25 (%71,4)
	37 (%88,1)
	


aStudent t test 

bKi kare test
**p<0,01

6.2 MPLW515 GEN MUTASYONUNUN SONUÇLARI

MPLW515 gen mutasyonu 2 olguda saptanmıştır. Bu olguların ikisi de hasta grubundadır. Hasta gurubunda MPLW515 mutasyonu görülme oranı %2,6 olarak saptanmış olup grupların MPLW515 oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülmemektedir (p>0,539). JAK-2 mutasyonu negatif hasta olguları içinde MPLW515 mutasyonu görülme oranı %4,8 olarak saptanmış olup, JAK-2 mutasyonu negatif hastalar ile kontrol gurubu arasında MPLW515 mutasyonu açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmamıştır. (p>0,494).

Tablo - 12 MPLW 515 mutasyonunun gruplara göre değerlendirmesi

	
	Hasta Grubu
	Kontrol Grubu
	cp

	
	n (%)
	n (%)
	

	MPLW 515
	
	
	

	(+)
	2 (%2,6)
	0
	0,539

	(-)
	75 (%97,4)
	42 (%100)
	


Fisher’s Exact test

**p<0,01
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Şekil 7 Hasta grubu olguların MPLW515 oranları dağılımı

Hasta grubu olgularda; tanılara göre MPLW515 görülme oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık vardır (p<0,05).  MPLW515 görülen 2 olgunun da tanısı PMF’dir

Tablo 13 Hasta grubunda tanılara göre MPLW515 değerlenmesi
	MPLW515
	TANI
	cp

	
	ET
	PMF
	

	
	n (%)
	n (%)
	

	MPLW515 (+)
	0
	2 (%18,2)
	0,019*

	MPLW515 (-)
	66 (%100)
	9 (%81,8)
	


cFisher’s Exact test

*p<0,05
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Şekil 8 Hasta grubunda tanılara göre MPLW515 dağılımı

PMF tanısı ile takip edilen ve MPLW515 mutasyonu saptanan hastaların klinik laboratuvar ve moleküler özellikleri tablo-15’de belirtilmiştir.

HASTA-1: 62 yaşında erkek hasta, karında şişik ve halsizlik şikayeti ile başvurdu. Fizik muyanesinde kot kavsini 6 cm geçen hepatomegali ve kot kavsini 10 cm geçen splenemegalisi vardı. Tromboz hikayesi olmayan hastanın bilinen kronik hepatit B infeksiyonu ve atrial fibrilasyon tanıları mevcuttu. Periferik yaymasında; %3 blast, myelosit, metamyelosit, gözyaşı damlası şeklinde eritrositler, dev trombositler saptandı. Kemik iliği biyopsisinde yoğun retiküilin lif artışı içeren hipersellüler kemik iliği saptandı. Tedavisinde hidroksiüre,  ASA, allopürinol kullanıldı. 


HASTA-2: 58 yaşında kadın hasta, yorgunluk şikayeti ile başvurdu. Fizik muayenesinde kot kavsini 9 cm geçen splenomegalisi vardı. Ek hastalığı ve tromboz hikayesi yoktu. Hastanın periferik yaymasında eritroblastozis, gözyaşı damlası şeklinde eritrositler saptandı yoğun retiküilin lif artışı içeren hipersellüler kemik iliği saptandı. Tedavisinde ASA, hidroksiüre ve folbiol kullanıldı. 
Tablo - 15 MPL515 mutasyonları olan hastaların klinik, laboratuar ve moleküler özellikleri (MPL515 testi anında)

	Hasta no.
	Tanıdaki cinsiyet/ yaş
	Tanı
	JAK2V617F
Durumu
	MPL515 durumu

	Sitogenetik

	Hgb, g/dL

	Beyaz küre sayısı,
x 109/L
	Trombosit sayısı,
x 109/L
	AML

	Son takipteki
Durum
	Takip süresi,
Ay

	1
	E/62
	PMF
	Negatif
	Pozitif
	Normal
	12.5
	17.6
	445
	hayır
	Sağ
	124

	2
	K/47
	PMF
	Negatif
	Pozitif
	Normal
	10.7
	10.9
	466
	hayır
	Sağ
	115


7. TARTIŞMA
MPN’in modern tanısı moleküler testlere dayanmaktadır. Ph kromozomu ve BCR-ABL testi KML tanısında altın standarttır. KML-dışı MPN’de JAK2 V617F mutasyonu ile PV olgularının %95’inde tanı koymak mümkündür. Maalesef JAK2 V617F mutasyonu ET ve PMF olgularının sadece yarısında pozitif bulunmaktadır. Bu olgularda ek moleküler belirteçlerin bulunması hem sekonder trombositoz/fibroz olgularının ayırımında, hem de hastalığın klonal olduğunun gösterilmesinde önemli bir boşluğu dolduracaktır. BCR-ABL’ye karşı geliştirilen imatinibin KML tedavisinde yarattığı baş döndürücü sonuçlar, diğer MPN hastalarında yeni hedeflenmiş tedavilerin oluşturulabilmesi ümidini yaratmıştır. 

Bu çalışmada WHO kriterlerine göre ET ve PMF tanısı almış toplam 77 hastada MPL 515 mutasyonlarının sıklığı araştırılmıştır. Bu amaçla hastalardan bilgilendirilmiş onay alınıp periferik venöz kan örneklerinden DNA elde edilmiştir. FRET Yöntemine Dayalı Lightcycler ile çözülme eğrisi analizi yapılarak genotipleme yapılmıştır. İnsan MPL geninin W515L/K mutasyon noktasını da içeren parçasını çoğaltmak için kullanılan spesifik primerler ile mutasyona uğramamış (wilde type) ve mutasyonlu örnekler tespit edilmiştir. Sonuçta sadece 2 PMF olgusunda bu mutasyon saptanmıştır. 
MPN’da MPL mutasyonu ile ilgili çalışmalar 2006 yılında Yana Pikman ve arkadaşlarının PMF’da MPLW515L somatik mutasyonunu tanımlamaları ile başlamıştır.18 Beer ve arkadaşları JAK2V617F - negatif ET hastalarının %8. 5’in de, tüm ET hastalarının %4.1’inde somatik MPL mutasyonları tanımlamışlardır42. Bu çalışma MPLW515L, MPLW515K hastalarını ve daha önce ailesel trombositozda kalıtımsal bir hastalık alleli olarak tanımlanan somatik MPLS505N mutasyonlarını kapsamaktadır.38 Vannucchi ve arkadaşları MPLW515L/K mutasyonları için 994 ET hastasını taramış ve JAK2V617F-negatif ET hastalarının %5’in de, tüm ET hastalarının %3’ünde MPL mutasyonları tanımlamışlardır.173
2006 yılında Pardanani ve arkadaşları MPN’da MPL515 mutasyonları ile ilgli 1182 hastalık bir çalışma sunmuşlardır.19 MPLW515KL mutasyonları, yaklaşık olarak sırasıyla %5 ve %1’lik bir sıklıkta PMF ve ET’li hastalarında saptamışlardır, fakat PV hastalarında gözlememişlerdir. MPL mutasyonlarının, ET ve PMF tanılı JAK2V617F mutasyonu bulunan hastalarda çok nadirde olsa birlikte meydana gelebildiğini göstermişlerdir.19

2008 yılında Campbell ve arkadaşları tarafından hazırlanan ‘miyeloproliferatif bozukluklarda MPL mutasyonları: PT-1 kohort analizi’ başlıklı makale bu konudaki en kapsamlı çalışmadır.216 ET ve PMF hastasından elde edilen granülosit DNA’sında 4 farklı ekson 10 mutasyonu göstermişlerdir Tüm ET hastalarının %4.1’in de ve JAK2 V617F negatif ET hastalarının %8.5’inde olmak üzere toplam 32 hastada MPL mutasyonları saptanmıştır. 
2008 yılında Xu ve arkadaşlarının Çin Halk Cumhuriyetinde yaptığı çalışmada 190 MPN hastası (102 ET, 32 PV, 13 PMF ve 43 KML) incelenmiştir. Sadece 1 ET hastasında MPLW515 mutasyonu gösterilebilmiştir. Xu ve arkadaşlarının çalışmasında JAK2 V617F mutasyon sıklıkları ise PV’da 62.9, ET’de 42.1, PMF’de 38.1 olarak bildirilmiştir. 
Bizim çalışmamızda ET ve PMF’den oluşan hasta grubumuzda MPLW515 mutasyonunun sıklığı %2,6 olarak saptandı. Grupların MPLW515 oranları arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık gösterilemedi. (p>0,539). JAK-2 mutasyonu negatif hasta olguları içinde MPLW515 mutasyonu görülme oranı %4,8 olarak saptandı. JAK-2 mutasyonu negatif hastalar ile kontrol gurubu arasında, MPLW515 mutasyonu açısından istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülmedi. (p>0,494) JAK-2 mutasyonu taşıyan olgularda MPLW515 mutasyonu saptanmadı. 
Çalışmamızda 66 ET hastasından oluşan grupta hiç MPL W515 mutasyonu gösterilememiştir. Bizim ET grubumuzda JAK 2 V617F mutasyonu oranı ise % 43.9 olarak bulunmuştur. Toplam PMF hastasının 2 tanesinde MPL515 L/K mutasyonu gösterilebilmiştir (% 18.2). PMF hastalarında JAK2 V617F mutasyonu oranı ise %54.5 olarak bulunmuştur.
Campbell ve arkadaşlarının çalışmasında W515K alleli taşıyan hastaların W515L alleli taşıyanlara göre daha yüksek allel yüküne sahip oldukları saptanmıştır. Bizim çalışmamızda hastalarda allel yükü bakılamamıştır. V617F pozitif ET hastaları, MPL mutasyonu taşıyanlar ile karşılaştırıldığında tanı esnasında daha düşük hemoglobin ve daha yüksek trombosit seviyeleri, daha yüksek eritropoetin seviyesi, azalmış azalmış kemik iliği ve eritroid seri saptanmıştır. MPL mutasyonlarının tromboz, major kanama, miyelofibrotik transformasyon ya da sağkalım üzerine prognostik önemi gösterilememiştir.216 Campbell ve arkadaşları tarafından, PT-1 çalışmasında 776 hasta üzerinde ET’de JAK2V617F mutasyonunun durumuna ilişkin yapılan değerlendirmede JAK2V617F-pozitif hastalar, JAK2V617F-negatif hastaları ile karşılaştırıldığında, düşük eritropoietin seviyeleri ve serum feritin seviyelerinin yanı sıra, yüksek hemoglobin seviyesi, düşük trombosit sayısı ve yüksek lökosit sayısı saptanmıştır.216 JAK2V617F-pozitif ET’nin artmış eritropoez ve granülopoez ile birlikte PV’ye daha fazla benzerken, JAK2V617F-negatif ET’nin daha yüksek bir oranda megakaryopoez ile karakterize olduğunu göstermiştir. ET’deki MPL mutasyonları ile klinik ve laboratuar parametreleri arasındaki ilişkiyi değerlendirilmiş ve MPL mutasyonlarına sahip ET ve PMF hastalarının JAK2V617F pozitif   ET ve PMF hastalarından daha yüksek trombosit sayılarına ve daha düşük hemoglobin seviyelerine sahip olduklarını saptamışlardır.19-217 MPLW515-pozitif veya JAK2/MPL- negatif ET hastalarının daha yüksek bir megakaryopoez derecesine, JAK2V617F- pozitif ET hastalarının daha yüksek bir eritropoez derecesi ile ilişkili olduğunu savunmuşlardır.216-217. Bu veriler JAK2V617F ile MPLW515L/K arasında klinik fenotipi etkileyen, sinyal yolakları açısından farklılıklar olduğunu göstermektedir. JAK2/MPL mutasyonu negatif hastalar, JAK2V617F-pozitif ET hastalarına benzememekte, MPL-pozitif ET hastalarına daha çok benzemektedirler.19-216
Bizim hasta grubumuzda MPL W515L/K mutasyonu sadece 2 PMF hastasında gösterilebildiğinden, bu mutasyonun ET fenotipine etkileri konusunda bir sonuç çıkarmamız mümkün olmamıştır.  

Birçok farklı çalışma JAK2V617F mutasyon durumu ve/veya nicel JAK2V617F allel yükünün ET’deki tromboz riskini etkileyip etkilemediğini değerlendirmesine rağmen, bugüne kadar JAK2 mutasyonunun ET’ye bağlı komplikasyonlar üzerinde bağımsız bir etkiye sahip olup olmadığını kanıtlanamamıştır.215 PT-1 kohortu analizi, JAK2V617F-pozitif hastalarda venöz tromboz riskinin olduğunu fakat arteryal tromboza eğilim yaratmadığını ileri sürmüştür.215 Carobbio ve meslektaşları 657 ET hastasın kohortunda tromboza ilişkin risk faktörünü ölçmüş,  JAK2V617F allel yükünün toplam lökosit sayısı ile ilişkili olduğunu ve lökositozun (9. 4 X 109/L’den ) trombotik süreçlerle ilişkili olduğunu göstermişlerdir; PV’de de benzer bulgular gözlenmiştir. 199 Bu veriler lökosit aktivasyonunun trombosit aktivasyonu için önemli bir katkıda bulunduğunu gösteren çalışmalar ile uyumludur, tromboza ilişkin JAK2V617F pozitifliği veya allel yükünün, nötrofil sayısında bir artış ve/veya yüksek nötrofil aktivasyonunun aracılık ettiğini ileri sürmektedir.48  

Çalışmamızda JAK-2 mutasyonu görülen olguların lökosit sayılarının JAK-2 mutasyonu taşımayan olgulara kıyasla anlamlı derecede yüksek olduğunu saptadık (p<0,01). Hemoglobin ve trombosit düzeyleri ise JAK-2 mutasyonuna göre anlamlı farklılık göstermemektedir (p>0,05). Tromboz oranları JAK-2 mutasyonu görülen olgularda daha yüksek saptanmasına rağmen, istatistiksel olarak anlamlı sınıra ulaşamamıştır (p>0,05). 

Vannucchi ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada MPL-pozitif hastalarının MPL/JAK2-negatif ET hastaları ile karşılaştırıldığında daha yüksek arteryal tromboz riskine sahip oldukları ileri sürülmüştür.41 Bizim çalışmamızda MPLW515 pozitif satanan 2 olguda da tromboz gözlenmemiştir. Vanucchi ayrıca MPLW515L/K’nin mikro damar bozuklukları ile ilişkili olduğunu iddia etmiştir.84 Fakat bu durum Campbell ve arkadaşlarının yaptığı geniş hasta gruplu çalışmada gözlenmemiştir.215 
MPN’da erken tanı ve uygun tedavinin seçimi, hastanın morbidite ve mortalitesini önemli ölçüde etkilemektedir. BCR-ABL negatif ve JAK2V617F negatif olgularda tanı açısından bazı zorluklar yaşanmaktadır. Kemik iliği biyopsisi ve aspirasyonu her zaman tanıya yardımcı olamamaktadır. Özellikle batın içi venöz trombozlar portal hipertansiyona neden olduğunda, hipersellüler kemik iliğini yorumlamak son derece güç olmaktadır. Bu bilgiler ışığında MPL mutasyonları yeni bir moleküler belirteç olarak tanıda yardımcı olabilir. Bizim çalışmamızda toplam 77 hastadan oluşan ET ve PMF hasta grubunda sadece 2 PMF olgusunda bu MPLW515 mutasyonu saptanabilmiştir. MPL mutasyonlarının prospektif olarak tarandığı daha geniş hasta grubu içeren çalışmalar, bu mutasyonun sıklığını ve klinik önemini ortaya koyacaktır. MPL mutasyonlarının, nötrofiller, trombositler ve diğer faktörler üzerindeki etkilerine rağmen doğrudan veya dolaylı olarak, ET ve PMF’ de tromboz riskine katkıda bulunup bulunmadığını belirlemek için ek klinik çalışmalara ihtiyaç vardır. 
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