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1-GiRIS

MDS ve MPN, kemik iliginde hipersellllarite ile karakterli klonal kdk hicre
hastaliklaridir. Her iki hastalikta da artmis blast ve progenitdr hicrelerin gosterilmesi,
gerek tani gerek gradeleme gerekse gruplama acisindan biytk 6nem tasimaktadir.

Bugline kadar blast ve progenitdr hicrelerin varhgini gostermek icin,
immunhistokimyasal olarak bircok marker denenmistir. Bunlar icersinde en c¢ok
kullanilanlardan bir tanesi CD34'tlr. Bir ylzey antijeni olan CD34’Un kok hicrelere
yiksek duyarlilik gosterdigi cesitli calismalarla kanitlanmistir. CD117 de bu amacla
kullanilan bir baska markerdir. CD34 kadar blastlara yuksek affinite gostermese de,
CD117, myeloid seriye gOsterdigi ylksek spesivite ile 6zellikle myeloid kokenli
hematolojik neoplazilerde kendine énemli bir yer edinmistir. Son zamanlarda adini
duyuran bir baska marker olan b-katenin, non-hematolojik dokularda, neoplastik
procesteki rolu kanitlanmis, 6nemli bir molekuldur. B-katenin stoplazmik bir adezyon
molekili olmakla birlikte, ayni zamanda Wnt sinyal sisteminin bir elemani olarak,
gerek embriolojik gerek rejeneratif gerek se neoplazik olaylarda etkin rol
oynamaktadir. Hematolojik neoplaziler icersinde en ¢cok AML vakalarinda denenen b-
kateninin MDS ve MPN vakalarindaki islevselligine iliskin literatiirde ¢ok az sayida
calisma mevcuttur.

Calismamizda, CD34 ve CD117 ile hematolojik hastaliklardaki durumu netlik
kazanmamis bir marker olan b-kateninin, MDS ve MPN vakalarindaki boyanma
oranlari, yogunluklari ve patternlerini karsilastirmayi, birbirlerine Usttnliklerini ve
varsa eger aralarindaki korelasyonu incelemeyi amacladik. Eger varsa, yeni bir
marker olan b-kateninin bu hastaliklardaki tanisal 6nemini arastirmayi dusunduk.

Bu amagla, 2007-2010 yillar arasinda DUTF Patoloji ABD’da tani almis, 30
MDS, 29 MPN ve 30 kontrol vakasini, CD34, CD117 ve b-katenin ile boyanma
Ozellikleri acisindan Kkarsilastirdik. Aralarinda bir korelasyon olup olmadigini

inceledik.



2-GENEL BILGILER
2.1 - Kemik iligi Histolojisi

Kemik iligi, iskelet kemiklerinin medulla kisminda bulunan genis ve
kompleks bir organdir. Toplam vicut agirhginin yaklasik olarak %2.5'unu (1600-
3700 gr) olusturur (1). Bu kitlenin yaklasik yarisi hematopoetik olarak inaktif, yagli
iliktir (sari ilik). Diger yarisi ise hematopoetik olarak aktif olan iliktir (kirmizi ilik).
Yenidogandan eriskinlige dogru gecis surecinde baskin olan kirmizi ilik yerini sari
ilige birakir.

Yenidoganda tum ilikler kirmizi ilik iken erigkin cagda kirmizi ilik, kalvarium,
vertebra, kosta, klavikula, sternum, pelvis kemikleri, femur ve humerus proksimal
kisimlarina sinirlidir. Yenidoganlarda kemik iligi selltlaritesi yaklasik % 100 iken,
ilk dekadda hemapoetik hiicreler/yag hicreleri orani 4:1’e diuser. Bu oran 30 yas
civarinda 1/1 iken, 70 yasinda 1/4’e kadar duser. Hematopoetik hicrelerin tuttugu
alanin ylUzdesindeki bu azalma hem hematopoetik dokunun miktarindaki gercek
azalmaya, hem de yasla ilerleyen kemik kaybi sonucu daha da genislemis olan ilik
kavitesini doldurmak tzere yag dokusunun artmasina baglhidir (1,2).

lleri derecede yaslilar disinda, < %20 sellilarite  hipoplazi, 20 yasin
altindakiler disinda, >%80 sellulerite hiperplazi lehinedir. %25-75 arasindaki
selltlarite gencg ve ileri yas olgular disinda normal kabul edilir.

Cogu ilik kavitesinde kemik trabekdilalari bulunur. Kemik korteksinin ic
ylzeyi ve trabekulalarin dis ylzeyi endosteum ile kaphdir. Endosteum, cogu
alanda endosteal doseyici hicrelerle, bazi alanlarda ise osteoklast ve
osteoblastlarla doselidir. Trabekllalar arasinda yer alan kemik iligi, yaygin bir
mikrovaskuler ag ve myelinli, myelinsiz sinir lifleri ile desteklenmektedir.

Kemik iliginin lenfatik drenaji yoktur. Kemik iliginde bulunan sinusoidler, ic
ylzeyi yassi endotelial hicrelerle doéseli ince bir duvara sahiptir. Endotelial
hicreler, luminal ve aluminal yilizeyleri boyunca, ¢ok sayida kiguk piknostotik
vezikillerin varligiyla karakterizedir. Bu hucreler; ekstraselliler matriks, kok hicre
faktoru, IL6, GM-CSF, IL-1a, IL11 ve G-CSF gibi hematopoesisin regilasyonunu
saglayan maddeleri Uretirler.

Endotelial htcreler, progenitdr hicrelerin ve hematopoetik kék htcrelerin,
spesifik binding molekuller vasitasiyla migrasyonuna izin verir. Duvarin doseyici
basal membrani fenestralidir. Sinuzoidlerin dis yilzeyi adventisyal hicrelerle

doselidir. Bu hucrelerin perivaskiler alana uzantilari bulunur, bu sayede



hematopoetik htcrelerin, mast hicrelerinin ve makrofajlarin yerlesebilecegi
oyuklar olustururlar. Adventisiyal hucrelerin fibroblastlardan kaynaklandigi
dusunilmektedir. Adventisial hiicreler ve fibroblastlarin her ikisinin de retikulin lif

sentezlemesi muhtemeldir (3).

2.2-Kemik iligindeki bag doku elemanlari

Hematopoetik hicreler, medulladaki intertrabekuler bosluklari doldururken,
konnektif dokudan olusmus bir stroma icersinde bulunurlar. Stroma, yag hicreleri
ve bir ag sisteminden olusur. Bu ag sisteminde kan damarlari, dallanmalar yapan
fibroblastlar, makrofajlar, bir miktar sinir lifleri ve az miktarda retikalin lif bulunur.
Stromal hucreler icersinde ‘retikulum’ veya ‘retikuler hicreler’ diye adlandirilan
hiicreler yer alir. Burada farkh hiicre kdkenli iki hiicre tipi s6z konusudur (3).

Tablo.1: Retikuler hicreler ve tipleri

Retikiiler

uicreler

‘Fagositik retikulum

hicreleri’  makrofajlardir

Non-fagositik ve hematopoetik oOncul

Retikiiler

Hiicreler:

=  Fibroblastlar

= adventisyal
hiicreler

= osteoblastlar

Fagositik
Retikiiler
Hiicreler:
=  Makrofajlar

hicrelerden geligir. Non-

fagositik retikulum

hicreleri’ denilen hiicreler

ise fibroblastlarla,

sinuzoidlerin adventisyal
hiicreleri ile ve muhtemelen osteoblastlarla, kondrositlerle alakalidir (Tablo.1). Bu
hicrelerin ¢cogunda Alkalen Fosfataz pozitiftir. Bu 0zellik fagositik retikulum
hicrelerinde bulunmaz. Hematopoetik hicrelerle bunlarin mikrogevresini olusturan
diger hicreler arasinda aclik bir etkilesim s6z konusudur (1,2,4).

Kemik iligindeki stromal hicreler ayn kok hicrelerden farkhlasirlar
(Tablo.2) Non-fagositik retikiler hucreler, yag hicreleri ve osteoblastlar
mezenkimal kok hiucreden farkhlasirken, osteoklastlar, fagositik retiktler hicreler

(makrofajlar) ve mast hiicreleri myeloid hematopoetik kok hicreden farkhlasirlar.



Tablo.2: Stromal hiicrelerin differansiyasyonu

Mezenkimal

4 N

Stromal

Hiicreler

\ /
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Osteoblastlar
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hiicreler
(myofibroblastlar dahil)

/7 Myeloid O\
hematopoetik kok
hiicreden

farkhlasanlar:
Osteoklastlar

Makrofajlar

Mast hiicreleri

—

(Hematopoetik kok
hiicre’den veya onu
harekete geciren daha

primitif bir hiicreden

derive olur)

~

- AN AN /

2.3 Kemik iligindeki Stromal Hiicreler
A- Osteoblastlar ve Osteoklastlar

Osteoblastlar, endosteumda, ossedz matriksin (osteoid) birikim alanlarinda
bulunurlar. IL6, G-CSF ve GM-CSF gibi hematopoesisde etkili sitokinler uretirler,
Alkalen Fosfataz aktivitesi gosterirler. Osteoklastlar myeloid hematopoetik hiicre’den
koken alirlar (3).

Yetiskin kemik iliginde, hematopoetik kdk hiicre ve onun soylari stromal
hiicrelerle yakin iligkili olarak gelisir. Bu stromal hiicreler mezenkimal orijinli hticreleri
de kapsar (fibroblast, osteosit, adiposit ve vaskuler diz kas hucreleri). Bunlar,
hematopoetik hiicrelerin survey, proliferasyon ve differansiasyonu icin destekleyici bir
mikrogevre olustururlar (5). Hematopoetik kdk hicre havuzunun homeostazinda
stromal elemanlarin roli halen net olarak bilinmese de iki eski ¢alisma,
osteoblastlarin kemik iligi icin dnemli bir komponent oldugunu ortaya koymustur (6,7).
Yolk salk’tan izole edilen mezodermal ve endodermal hiicre serileri ile yaptiklari
calismada, bunlarin kemik iligi hematopoetik progenitér hiicrelerinin proliferasyon ve

differansiayonunda etkili bir destek oldugu gosterilmis (8).



B-Yag Hucreleri

Kemik iligindeki yag hicre sayisi yasla birlikte belirgin degiskenlik gosterir.
Yag hucreleri kemik iligindeki en genis hicrelerdir. Kemik iligi yag hicrelerinin
etrafinda az sayida retikilin ve kollagen fibriller bulunur. Kemik iligi yag hicrelerinin,
adventisial hicreler, diger non-fagositik retikiiler hicreler ve hatta sinus endotelial
hicrelerin icine lipid birikimi ile sekillendigi bilinmektedir. Hematopoetik hiicrelerin
sayisinda bir artis ya da dusis oldugu zaman, orantili olarak yag hicre sayisinda
degdisim olur ve bdylelikle intersinusoidal bosluk her zaman hiicre ile dolu olur.

C- Makrofajlar (Fagositik Retikiiler Hiicreler)

Makrofajlar hematopoetik kok hicre’den, monositlerden farklilasirlar. PAS
pozitif materyal icerirler. Cogu makrofaj Sudan Black ile boyanmaz. Bazi makrofajlar
Alkalen Fosfataz aktivitesi gosterebilir. Makrofajlar, kemik iligi parankimi icersinde her
yerde bulunabilirler. Bazilari sinusoidlerin endotelial hulcrelerine komsu olarak
bulunur, adventisial hiicre tabakasinin pargasi olabilir.

Makrofajlarin tek fonksiyonu fagositoz degildir. Eritroid progentorleri tarafindan
cevrelenmis santral makrofajlar mevcuttur. Kok hticre faktért, M-CSF, IL-1 ve G-CSF

gibi hematopoetik growth faktdrler Gretirler.

D- Non-Fagositik Retikiiler Hiicreler

Makrofajlara benzerler fakat farklari intrastoplazmik inklizyonlarinin
olmamasidir. PAS negatif, Alkalen Fosfataz ile gticlu pozitif, Asid Fosfataz negatif ve
demir negatif boyanirlar. Non-fagositik retiktler hicreler hematopoesisin
duzenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Primitif hematopoetik hicreleri baglarlar
ayrica monokinlerin stimulasyonu ile belli hematopoetik buyime faktorlerinin tGretimini

yaparlar.

E- Mast Huicreleri

Kemik iliginde hematopoetik kok hicre tarafindan olusturulan mast hicre
progenitorleri morfolojik olarak taninamazlar. Bu hiicrelerden en matirleri dolasima
salinir. Dolasima gecen hiicrelerin hala mast hicre grandlleri yoktur. Dokularin igine
gO¢ ederler ve burada matir mast hicrelerine prolifere olurlar. Mast hicreleri ve
bazofiller ortak bir 6nci progenitdr hiicreden kdken almazlar. Bazofil grandlositlerinin

aksine, mast hicrelerinin mitoz yetenegi vardir.



2.4- Hematopoetik Hiicrelerin Embriolojik Gelisimi

Yetiskin memelilerde matir kan hicreleri sabit olarak kemik iligindeki az
sayida hematopoetik kok hiicreden ( HKH ) gelisirler. HKH’ler multipotent hicrelerdir
ve kendi kendini yenileme kapasitesine sahiptirler (9) .Hematopoetik kok hicreler
tim matlr kan hicrelerin nesillerinin devamindan sorumludurlar. HKH’lerin selltler
orijini ve varsa eger diger hucrelerle iligkisi hep merak uyandirmistir. Arastirmacilar
nihai hematopoetik hicreleri olusturan HKH’lerin gelisim esnasinda nasil ve nerden
koken aldiklarini arastirmislar. Buglnku elde edilen verilerle primitif hematopoesisin,
embriolojik gelisimin erken safhalarinda yolk salk'ta basladigi ve burada eritroid,
myeloid hicrelerin primitif formlarinin Gretildigi artik kesin olarak bilinmektedir.

Yaklasik olarak bir yiizyll 6nce bir kus yolk salk'inda yapilan deneyde, ilk
hematopoetik hiicrelerin yolk salk’'ta Uretildigi ortaya atilmis (10,11,12). Daha sonraki
calismalarda, primitif ve nihai hematopoesisin farkli embrionik orijinlerden kdken
aldigi ve ilk hipotezin aksine yolk salk’ta farklilasan progenitorlerin sadece gecici bir
hematopoesis olusturdugu, hayat boyu devam eden nihai hematopoesisi baslatan
nihai HKH'leri ise embrionun kendisinin trettigi bulunmus (13 ).

Gunumuze kadar yapilan calismalarda hematopoetik seri ile endotelial seri
arasinda yakin bir iligki oldugu sonucuna variimis. Bunun bir ispati olarak; insan kord
kanindan elde edilen hematopoetik hiicreler in vitro ortamda hem hematopoetik hem
de endotelial hicreleri tiretebilme 6zelligine sahiptirler (14). Hematopoetik hicreler
ve endotelial hicreler, yolk salk'ta, mezodermal aggregatlarla eszamanli olarak
ortaya cikarlar. Birbirleriyle yakin iliskilidirler (10,15). ilk HKH'ler midgestasyonda
major vaskuler alana lokalizedir. Yapilan arastirmalarda hematopoetik ve endotelial
hicrelerin “hemanijioblast” ismi verilen ortak bir ata dncul hicreden kdken aldiklar
kesfedilmistir (9,14,16) .

2.5- Hematopoesis

Hematopoetik kdk hicre’ler, yiksek self-renewal potensiyeli ve multiseri
differansiasyon kapasitesine sahip somatik hicre popilasyonlaridir. Primordial
HKH’ler embriolojik gelisim esnasinda kademeli olarak yetiskin HKH 06zellikleri
kazanirlar. Primordial hiicrelerden yetigkin tip hematopoetik hiicrelerin olusmasi belli

bir hiyerarsi icindedir (10). Yetiskin hematopoetik kok hicreler, mattr kan hicreleri
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olusturana kadar progressif olarak pluripotent, multipotent ve unipotent selltler
aracilara differansiye olurlar (14)(Tablo.3).

Erken kok htcreler, kemik iliginde c¢cok az sayida bulunan pluripotent
hucrelerdir. Hem kanda hem kemik iliginde bulunurlar ancak morfolojik olarak
taninamazlar. Bu hucreler self-renewal kapasitesine sahiptirler fakat mitotik olarak
cok aktif degillerdir. Pluripotent kok hiicreler daha az self-renewal kapasitesi olan ve
daha az multipotensialitesi olan kok htcre’lerin yapimina 6ncultik ederler ( myeloid
multipotent kok hucre, lenfoid multipotent kok hicre...). Bu multipotent kdk hiicreler
morfolojik olarak taninamazlar ve kemik iliginde az sayida bulunurlar. Bunlar da
dusuk mitotik aktiviteye sahip olmakla beraber yiksek self-renewal kapasitesine
sahip hacrelerdir.

Bu hdcreler, “colony forming-unit” (CFU) veya “colony forming cell’(CFC)
olarak bahsedilen hematopoetik hiicre kolonilerinin olusumuna onculik etme
kapasitesine sahiptirler.

Kemik iliginde ¢ok daha fazla sayida olup da morfolojik olarak lenfositten
ayirtedilemeyen bir hiicre grubu ise ‘Progenitér Huicreler'dir. Bu hucreler de self-
renewal kapasiteye sahip olmakla beraber yiuksek mitotik aktiviteye sahiptirler. Tek
bir seriye spesifik transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle progenitér hicreler tek bir
hematopoetik hiicre serisi yonunde farkhlasirlar.  Alt  koloniler olusturarak
grandlositer, eritroid ve megakaryositer serilere énciluk ederler.

Bu asamadan sonra arttk morfolojik differansiyasyon baslamistir.
Monopotansiele sahip prokirsor hicreler yuksek mitotik aktivite gosterirler ve
kendilerinden sonra gelecek mattr kan hicrelerine diferansiye olurlar. Bu hicrelerin
self-renewal kapasitesi bulunmamaktadir.

Preklrsor hicreler cesitli sitokinler ve blytume faktorlerinin etkisiyle islevsel
aktiviteye sahip olgun hucrelere differansiye olurlar. Bu hticreler belirgin morfolojik
Ozelliklere sahiptirler. Bu hicrelerin mitotik aktivitesi yoktur .

Kemik iligi stromal hiicreleri (makrofaj, non-fagositik retikiler veya fibroblastoid
hicreler, adipositler, endotelial hicreler, vs) bu sinyallari olusturmada major rol
oynarlar. Kok hicrenin  duvarinda delikler acarak ECM komponentlerinin
penetrasyonu ve c¢esitli membran bagimli, ¢6zinebilir, stimulatér hematopoetik
buyime faktoru ve inhibitor sitokinlerin salimina yardim ederler.

Kok hicre ve hematopoetik progenitor hicrelerinin hiicre yizeyi reseptorleri, kok

hicre faktérd, IL-1, IL-6, trombopoetin, IL-3 ve GM-CSF gibi multiseri hematopoetik
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Tablo.3: Hematopoesisde kok hiicreler

Pluripotent Kok

Hiicre

IL-1

Lenfoid
Multipotent
Kok Hiicre

Myeloid
Multipotent Kok

GM-CSF GM-CSF
IL-3 IL-3

Lenfositler

IL-6 IL-3 G-CSF EPO M-CSF

[ A I A

megakaryosit
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blyume faktorleri ile etkilesir. Daha ileri progenitor hticrelerin ve morfolojik olarak

taninabilir hematopoetik hicrelerin regulasyonu, hem multiseri buyime faktérlerine
hem de G-CSF, M-CSF, IL-5, Trombopoetin, IL-11 ve Eritropoetin gibi seri—spesifik
biyume faktorlerine baghdir.

Hematopoetik bliyume faktorleri glikoprotein yapisindadir. Hedef hcrelerin
devami, proliferasyonu ve differansiyasyonunda rol alirlar. Bu fonksiyonu sekonder
mesajcilar yardimiyla yaparlar. Yokluklarinda hedef hicreler apoptozise giderler. G-
CSF ve GM-CSF gibi bazi buyume faktorleri sadece hematopoesisi regile etmez
ayni zamanda matur hicrelerin fonksiyonlarina yardimci olurlar. Cogu hematopoetik
bayume faktori kemik iligi stromal hicreleri ve T lenfositler ve cesitli sinyaller
tarafindan aktive edilerek yapilirlar. M-CSF, fibroblastoid hucreler ve endotelial
hicreler tarafindan yapilir. IL-1 ve TNF ile aktive olmus fibroblastoid hucreler,
endotelial hiicreler ve endotoksin ile stimule makrofajlar M-CSF, GM-CSF, G-CSF,
IL-6 ve Kok Hiicre Faktorl Uretirler. Antijen veya IL-1 ile aktive T hucreleri IL-3, IL-5
ve GM-CSF uretirler. BFU-E ve CFU-E asamalarinda eritropoetin reseptorleri

upregtle edilir ve sinyal duyarlligi artar.

A- Notrofil Prekirsérler

Morfolojik olarak en erken taninabilen nétrofil prekirsorleri “myeloblastlar’dir.
Myeloblastlar, dolasimdaki nétrofillere matire olurken sirasiyla promyelosit, myelosit,
metamyelosit, juvenil nétrofil ve ilik noétrofil grandlosit asamalarindan gecer.
Myeloblast, promyelosit ve myelositlerde hicre bdélinmesi izlenirken daha mattr
hiicrelerde izlenmez. Myeloblastlar genis yuvarlak nukleuslu, dizgin dagiimis
kromatinlidir. 2-5 adet nukleolusu vardir. Nukleus/stoplazma orani oldukga yiiksektir.
Stoplazmalari bazofilik ve non-grantlerdir. Sadece bazi myeloblastlar promyelosite
donusirken digerleri eozinofil ve bazofil promyelosite déntsurler. Belirgin nukleolus
olabilir. Notrofil myelositler, stoplazmalarinda azurofilik grantllere ek olarak ¢ok
sayida acik pembe (nétrofilik) grantller bulunur. Bunlara “spesifik granuller” de denir.
Nukleus genelde ekzantirik yerlesimli, oval-yuvarlak sekillidir. Nukleer kromatin kaba
grandlerdir ve nukleolus belirsizdir. Promyelosite gore stoplazma volimi daha
fazladir. Stoplazmik RNA'nin azalmasina bagl olarak gittikgce soluk mavi renkten
pembe renge donerler.

Metamyelositlerin C-sekilli nukleusu, cok sayida notrofilik grandl iceren

asidofilik stoplazmasi vardir. Azurofilik grandl ya cok seyrektir ya da yoktur.
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Juvenil nétrofiller, Band veya stab form olarak da bilinir. U-sekilli veya uzun,
relatif olarak dar, bandlike, ¢esitli konfigurasyonlarda olabilen nukleusa sahiptir.

Notrofil grandlositlerin 2-5 adet, birbirine baglanan nuklear segmentleri vardir.

PAS ile boyandiginda myeloblast stoplazmasi diffiiz, soluk kirmizi-mor
tanecikler icerir. Myeloblastlar Sudan Black ile boyanmaz veya nukleus c¢evresinde
birka¢g adet sudanofilik granulleri bulunur. Notrofil promyelositler ve daha matir
notrofil seri hiucreleri PAS ve Sudan Black aktivitesi gosterirler. Matlrasyon arttikga
PAS ile boyanma yogunlugu artar.

Promyelositten sonraki hiicrelerde asid fosfataz aktivitesi vardir. immatir
hicreler daha kuvvetli boyanirkan, nétrofiller daha zayif boyanirlar. Birka¢ notrofil
metamyelosit zayif Alkalen Fostataz gosterirken, nétrofiller degisken yogunlukta

aktivite gosterirler.

B- Eozinofil ve Bazofil Prekiirsoérler

En erken eozinofil ve basofil prekirsori; Eosinofil Promyelosit ve Basofil
Promyelosit'tir. Eosinofil promyelositler yuvarlak nukleuslu, daginik kromatinli ve
nukleoluslu hicrelerdir. 2 tip grandl igerirler: Genis kirmizi-turuncu (eosinofilik)
grandller ve genis mavimsi granudller. Eosinofil myelositler, metamyelositler ve
granulositler sadece genis eozinofilik grantllere sahiptir. Bazofil myelositler,
metamyelositler ve granulositler genis, yuvarlak yogun bazofilik granullerle
karakterizedirler.

Eozinofil ve bazofil granilositleri ve prekursérleri PAS ile boyanmazlar.
Bununla birlikte PAS pozitif depozitler her iki hiicre serisinde bulunabilir. Bazofil
grandlleri, promyelosit ve myelositler gucli sudanofiliktir. Eozinofil prekirsérlerin
hepsinde ve eozinofillerde asid fosfataz aktivitesi vardir. Bazofil granuller asid

fosfataz ile pozitif boyanir.

C- Monosit Prekiirsorler

Morfolojik olarak taninabilen monositer seri hicreleri: Monoblastlar,
promonositler, ilik monositleri ve kan monositleridir. Kan monositleri son hiicre
degildir, dokuda makrofaja donusurler. Monoblastlar ve promonositler hicre
bélinmesi 0Ozelligine sahiptirler. Monoblastlar myeloblastlara gorinids olarak

benzerler fakat monoblastlarin nukleuslari ¢entiklenmis veya lobuledir.
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Promonositler daha genistirler, daha dusuk nukleus/stoplazma orani vardir,
monoblastlara gore daha az bazofilik stoplazmalari vardir. Stoplazmalarinda birkac
azurofilik grandl icerirler. Promonositler genelde genis, yuvarlak, yarikli veya lobule
nukleusludurlar. Nukleolus goriinebilir ya da goériinmeyebilir. ilik ve kan monositleri
promonositlere gore daha dusiuk nukleus/stoplazmik orana (<1), daha az bazofilik
stoplazmaya ve daha fazla sayida azurofilik granullere sahiptirler. Nukleus ekzanterik
yerlesimlidir, bobrek, at nali sekilli veya loblle gérinimde olabilirler

Bazi normal monositler PAS pozitif graniller ve sudanofilik grantller icerirler.

Monositler alkalen fosfatazla negatif fakat asid fosfatazla guclu pozitif boyanirlar.

D- Kirmizi Hiicre Prekiirsorler

“Eritroblast” terimi herhangi bir c¢ekirdekli kirmizi hicre prekirsord igin
kullanilirken, “normoblast” terimi kemik iliginde morfolojik olarak eritroblast karakteri
tastyan tim hdcreler icin kullanilir. Kemik iligindeki kirmizi hiicre prekursorleri artan
matlrasyon sirasina gore: Pronormoblast, bazofilik normoblast, erken polikromatik
normoblast, ge¢ polikromatik normoblast, ilik retiktlositleri ve kan retikulositleridir.

Pronormoblastlar genis hicrelerdir. Yuvarlak nukleuslu agranuler stoplazmal
hicrelerdir. Nukleusa komsu, soluk bir alan (golgi aparatina bagh) disinda yogun
bazofilik stoplazmalidirlar. Bir ya da daha fazla belirgin nukleolusu mevcuttur.

Basofilik normoblastlar pronormoblastlara benzer fakat nikleer kromatin daha
yogundur ve kaba graniler bir goérinasu vardir.

Erken polikromatik normoblastlar bazofilik normoblastlardan daha kicuktdrler,
daha kuguk nukleuslar ve nukleus/stoplazmik oranlari vardir. Stoplazma polikromatik
ve agranilerdir. Nukleus 6zellikle nukleer membrana yakin alanlarda ¢ok sayida orta
boy kondense kromatin kiimesi icerir. Polikromazi, sitoplazmik RNA (mavi boyanir)
kadar hemoglobinin de (kirmizi boyanir) varligindan ileri gelir.

Gec¢ polikromatik normoblastlar daha kiguktirler ve nukleus/stoplazma
oranlari belirgin derecede dusuktir. Stoplazma agirlikli olarak ortokromatiktir fakat
halen grimsi gorinimid vardir. Nukleus kicuk, ekzanterikdir. Genis kromatin
kUimecikleri icerir. Ge¢ polikromatik normoblast maturlestikce ilik retiktlositi halini alir.

ilik retikilositi diizensiz sekilli, oldukca polikromatik stoplazmali bir hiicredir.
Motilitesinden dolayi sinusoidlere gecebilir. Retikilosit dolasimda 1-2 guin dolastiktan
sonra matlr eritrosite donusur. Retikillositin ortalama hacmi eritrosite goére % 20

daha buyuktdr.
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Normal eritroblastlar PAS negatiftirler. Sudan Black boyanmazlar. Asid
fosfataz pozitif parantkleer graniller her tip eritroblastlarda gorultr. Perl’s asid
ferrosiyanid ile boyall normal kemik iligi yaymalarinda %20-90 polikromatik
eritroblastlar, 1-5 kugik mavi-siyah grantller icerir. Bu demir igeren (siderotik)
graniller randomize olarak kemik iligine dagilmistir. Siderotik graniller iceren
eritroblastlara “sideroblastlar” denir. Demir Eksikligi anemisi ve kronik hastalik
anemisinde sideroblastlarin ytzdesi duser. Artmis transferrin satirasyonu ile
seyreden (hemolitik anemi) durumlarda siderotik garanullerin hiicre basina ortalama

sayisi artar.

E- Megakaryosit Prekiirsorler

Megakaryositik seri hicrelerinin cogu diger hematopoetik hiicrelerden daha
blyuktir. En erken taninabilen megakaryositik seri hicreleri megakaryoblastlardir.
Tek bir genis, oval-b6brek sekilli ya da lobule nukleuslu, yogun bazofilik agrantler
stoplazmali  hucrelerdir. Cok sayida nukleolusu vardir. Matiar grantler
megakaryositlerin stoplazmik ¢ikintilarinin fragmentasyonu ile plateletler olusur.

Matir plateletler irregiler sekillidir. Stoplazma soluk mavi renkte ve merkezde
azurofilik granulleri vardir. Yeni olusmus plateletler mattrlerine gére daha genistirler.
Hucre bolinmesi megakaryoblastlarda seyrektir ve diger iki hicre tiplerinde
gorulmez. Megakaryoblastlarin  %40’1, promegakaryositlerin  %20’si, granuler
megakaryositlerin %2’si DNA sentez eder. Nukleer alan ve megakaryositin DNA
icerigi arasinda pozitif bir korelasyon vardir. PAS boyama ile megakaryositlerde
diffiz ve grantler pozitivite izlenir. Megakaryositler ve plateletler genelde Sudan
Black ile boyanmazlar, asid fosfataz ile gugli pozitiflik gosterirler.

F- Lenfosit ve Plazma Hiicresi Prekiirsorleri

Tum lenfositler, kemik iliginde pluripotent kok hiicreden derive olan lenfoid kék
hiicrelerden olusurlar. Lenfoid kok hucreleri hem B hicre hem de T hicre
prekirsorleridir. B hiicrelerinin matirasyonu kemik iliginde gerceklesir. Yeni olusmus
B hicreleri kan icersinde periferik lenfoid dokularin B hiicre zonuna yolculuk ederler.
Lenfoid kok hicreler veya erken T hicre progenitorleri kan ile kemik iliginden timusa
dogru go¢ eder. Burada matir T hcreleri olustuktan sonra kanla periferik lenfoid
organlarin T hicre zonuna goc¢ ederler. B hicreleri antijen bagimh proliferasyonla

plazma hucrelerine farkhlasirlar. Normal bir yetiskinde T hicre/B hicre orani: 3:1
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‘dir. Bazi T ve B lenfositlerin, nukleus etrafinda halkalar seklinde dizilmis PAS pozitif
grandlleri vardir. Asid fosfataz ile boyandiginda normal lenfositler ya paranikleer

noktalanma ya da diffiz grantler pozitivite gosterirler.

G- Plazma Hiicreleri Prekiirsérleri

Plazma hcreleri kemik iliginde degisken boyut ve gérinimde bulunabilirler.
Nukleus, stoplazma volimine gore relatif olarak kiguktur, kondense kromatin icerir
ve ekzanterik yerlesimlidir. Cogu plazma hucreleri uninlkleer ise de, nadir olarak
bintukleer veya muktintkleer olabilir.

Bazi plazma hiicreleri bir ya da birka¢ genis, yuvarlak asidofilik PAS pozitif
stoplazmik inklizyonlar (Russel Body) ya da ¢ok sayida kiguk, yuvarlak, bazofilik
inklizyonlar (Mott hiicresi, izum hicresi, morula hiicresi) icerirler. Az sayida plazma
hicresi AML'deki Auer Rod’lara benzeyen azurofilik rodlar icerir. Fakat bunlar farkh
olarak PAS ve Sudan Black negatiftir. Plazma hucreleri 6zellikle nukleus etrafinda

guclu asid fosfataz aktivitesi gosterirler.

2.6- Myeloproliferatif Neoplazmlar

Kronik Myeloproliferatif Neoplazmlar (MPN), ortak olarak, mutajen bir
hematopoetik kdk hicreden farklilasan, neoplastik myeloid hicrelerin
proliferasyonuyla sonuclanan bir grup hastaliktir. 2008'de WHO’nun hematopoetik ve
lenfoid doku timorlerinin siniflamasinda yaptigi revizyonla, bu hastaliklar artik
“neoplazm” olarak isimlendiriimektedirler (17) (Tablo.4). Degisken derecelerde
fibrozisle beraber hipersellulite ve bir veya daha ¢ok hiicre serisinde artmis tretim ile
karakterizedir (4,18). Bu differansiye elemanlar kemik iliginde, periferik kanda ve
diger organlarda (6rn. dalak) kimelenebilirler. Bitiin MPN tipleri myelofibrozis veya
akut losemiye transformasyonla sonuclanabilecek bir progresyona girmeye
egilimlidirler. MPN’de nihai taniyi tek basina morfolojik inceleme ile vermek dogru bir
yaklasim olmaz (4,19). Kemik iligi histolojisinin de degerlendiriimesi taniyi
dogrulamada ¢cok énemli bir rol oynamaktadir.

Myeloproliferatif neoplazmlarin siniflamasinda, morfolojik bulgularin yanisira
klinik, hematolojik ve sitogenetik bulgulardan yararlanilabilir (4,20).
MPN’'de neoplastik hicrelerin matirasyonu gorece normaldir. Bu sebeple bunlar

gbrece “benign neoplazmlar” olarak dusunadltrler. Polistemia Vera (PV), Primer
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Myelofibrozis (PMF) ve Sistemik Mastositozis (SM) siklikla uzun bir kronik fazdan
sonra akut transformasyona girerken, Esansial Trombositemi'de (ET) ise akut
transformasyon oldukc¢a nadirdir.

MPN, MDS’den hastaligin daha ilk ortaya cikisinda ayrilir. Meydana gelen
genetik hasar hematopoetik kok hiicrelerde, ge¢ myeloid differansiyasyonda, selektif
bir proliferasyon ile sonuclanir (21). Meydana gelen hematopoesis effektiftir. En az
bir seride, hicrelerde asiri Gretim izlenir. Daha az bahsi gegen bir hadise ise dalakta
izlenen kemik iligi metaplazisidir. Displastik 6zellikler belirgin degildir ya da yoktur.
Bununla birlikte, hastaligin progresyonuyla birlikte hematopoesis ineffektif hale
donusiur ve displastik 6zellikler izlenmeye baslar. Kemik iligi ve periferik kanda
ineffektif hematopoesis ve blast formlarinin izlenmesi yillar stirer ve bu genellikle akut
|6semiye transformasyonla sinonimdir.

Bazi hastalar, hem myelodisplastik hem de myeloproliferatif 6zellikler
tasimalarindan dolayr her iki kategoriye de dahil edilemezler. Bunlar WHO
siniflamasiyla duzenlenen yeni bir kategori olan “Myelodisplastik
sendrom/myeloproliferatif neoplazm” (MDS/MPN) bashgi altinda degerlendirilir.
Kemik iligi retiktlin veya kollajen fibrozisi, MPN vakalarinda belirgin bir 6zellik olabilir.
2008 WHO siniflamasinda ayrica fibrozisin derecesi icin ayri bir skala
olusturulmustur (2,22)(Tablo.5).

Tablo.4: MPN’de 2008 WHO Siniflamasi

myeloproliferatif Neoplazmm

Kronik Myelogenik Lésemi
Kronik Notrofilik Losemi
Kronik Eozinofilik Losemi
Primer Myelofibrozis
Polistemia Vera

Esansiel Trombositemi
Mastositozis
Siniflandirllamayan MPN

MDS/MPN

Kronik Myelomonositik Losemi
Atipik Kronik Myeloid Losemi

Juvenil Myelomonositik Lésemi
Siniflandirlamayan Diger MPN
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Tablo .5: 2008 WHO siniflamasina gére retikiilin fibrozis degerlendirme skalasi

Grade Goriiniim

0 Saciimis lineer retikdlin, normal kemik iligi

Ozellikle perivaskiler alanlarda, ¢ok sayida capraz liflerle birlikte,

1 retikilin aginda bozulma

Yogun caprazlasma ile birlikte retikiilinde diffiz ve yogun bir artis

2 .Nadiren fokal kollajen bantlari ve/veya fokal osteosklerozis

Yogun caprazlasma ile birlikte retikilinde diffiiz ve yogun bir artis,

3 kaba kollajen bantlar , siklikla osteosklerozis

Kronik MPN insidansinin her sene 100.000'de 6-9 oldugu tahmin
edilmektedir. Vakalar cogunlukla 40-60 yas arasindadir. 20 yas altinda nadiren
izlenir.

Bu hastaliklarda, tirozin kinaz genlerinde artan sayida izlenen mutasyonlar,
hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Bunlardan en onemlisi 1984
yilinda tanimlanan 9 ve 22. kromozomlarda translokasyon sonucu olusan BCR-ABL
fuzyon genidir (Philadelphia Kromozomu) (23,24). Buna bagli olarak, 4 “klasik” MPN
tipi kendi aralarinda BCR-ABL(+) olanlar (KML) ve BCR-ABL (-) olanlar (PV, ET ve
PMF) olarak siniflanmistir. (25,26) BCR-ABL(-) klasik MPN hastalarinin cogunda aktif
bir JAK2 mutayonu (JAK2V617F) bulunmus (26-30) Oysa ki diger myeloid
hastaliklarda bu mutasyon ¢cok nadirdir ya da yoktur. MPN'de gorllebilecek diger
mutasyonlar arasinda PV'de JAK2 exon 12 mutasyonu (26,31), ET ve PMF'de
MPLW515L/K mutasyonu (26,32,33), CEL'de F1P1L1-PDGFRA mutasyonu (26,34),
SM’de KITD816V ve diger KIT mutasyonlari (26,35) veya JMML'de RAS, PTPN11
veya NF1 gibi Ras yolu mutasyonlari (26,36-38) sayilabilir. Bahsi gecen gen
mutasyonlari, tirozin kinaz proteinlerinde Uretim artisina neden olur ve sonugta belli

bir hiicre serisinde proliferasyon meydana gelir (23).

2.7-Myelodisplastik Sendromlar
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Myelodisplastik sendromlar (MDS), progessif sitopeni ile beraber, bir veya
daha fazla kemik iligi serisinde displastik degisiklikler sonucu gelisen, ineffektif
hematopoesis ile karakterize bir grup klonal hematopoetik hastaliktir. MDS primer bir
hastalik olarak gorulebilmekle birlikte toksik maruziyet ve ya tedavi sonrasi (t-MDS)
da izlenebilir (4,17). Primer ve t-MDS arasinda klinik ve labaratuar bazi farklilklar
mevcuttur(2).

Primer MDS daha c¢ok ileri yastaki insanlarda izlenir. Tani esnasinda
hastalarin ortalama yasi 70°dir. Hastalarin %92’si 50 yasin Uzerindedir (39,40).
Cocuk ya da adelosanlarda MDS nadirdir. 14 yasin altindaki hastalarda tum
hematopoetik neoplazmlarin %5’inden azini olusturur (39,41). Erkeklerde daha sik
gérular. Siyah veya Asyalilardan ziyade beyaz irkta daha sik gordlur (2,42). Siklikla
kemik iligi yetmezligine ilerler ve ya myeloid tip akut l6semiye donusur. Akut I6semiye
dénisme orani, MDS’nin alt tipine bagh olarak % 10-60 arasinda degisir. Kural
olarak, displazinin derecesi ve blast hicrelerinin ylzdesi, hastaligin agresifligi ile
koreledir. Hematopoetik elemanlarda izlenen displastik degisiklikler MDS’ye 6zgi
degildir, ayrica bir¢ok inflamatuar durumlar, HIV enfeksiyonu, endokrin disfonksiyon,
otoimmun hastaliklar gibi bircok reaktif durumda da izlenebilir (4).

MDS’nin  klinik bulgularini olusturan degisik sitopenilerdir. Hemoraji,
enfeksiyonlara yatkinlik ve ya anemi semptomlari izlenebilir. Bazi hastalarda
hematomegali, splenomegali gorulebilir (2).

MDS tanisi koymak, klinik ve labaratuar bulgularin yani sira, periferik kan ve
kemik iligi aspiratinin da morfolojik degerlendirilmesini gerektirmektedir (4).

MDS,1982 yilinda French-American-British (FAB) sistemine gdre 5 major
kategoriye ayrildi. Bu siniflandirma temel olarak, periferik kan ve kemik iligindeki
blast hicrelerinin yuzdesi, kemik iliginde ringed sideroblastlarin varligi, periferik

kanda monositlerin mutlak sayisi kriter alinarak yapildi ( 2,4,43,44)(Tablo.6).

Tablo 6: MDS’de French—-American—British (FAB) siniflamasi
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Gefrakter Anemi (RA) \

Refrakter Anemi, Ringed Sideroblastli (RARS)
Refrakter Anemi, Artmis Blasth (RAEB)

Refrakter Anemi, Transformasyon Gésteren Blast Artish (RAEB-T)

Q(ronik Myelomonositik L6semi (CMML) /

Bu altgruplar farkli AML’ye ilerleme oranlarina ve surveye sahiptirler.
Refrakter anemi ve ringed sideroblasth refrakter anemi ¢cok daha uzun surveye ve
dusuk AML'ye ilerleme insidansina sahiptirler. Bu nedenle bu alt tiplere “disik grade
MDS” denebilir (4) . Dusuk gradeli MDS vakalarinda, 5 yil icersinde AML'ye ilerleme
riski %20 ‘den dusuk izlenirken, RAEB hastalarinda, bu oran %50 ‘lere kadar
¢ctkmaktadir (39).

FAB siniflamasinin yetersiz kaldigi durumlari g6z éninde bulunduran bilim
adamlari 2001 yilinda bunyesinde toplanmiglar ve yeni bir siniflama sistemi
olusturmuslar (2,4,17). 2008 yilinda ise bu siniflama sistemi yeniden dizenlenmis
(45,46) (Tablo. 7).

FAB ve WHO siniflamasi arasindaki en onemli fark, AML tanisi i¢cin daha
onceden gerekli olan % 30 blast sayisi barajinin % 20’ye indiriimesidir. Buna ilaveten
daha oOnceden siniflamada yer alan RAEB-T (Artmis Transformasyonlu Blastla
Seyreden Refrakter Anemi) kategorisi iptal edilmis, Kronik Myelomonositik Lésemi
(CMML) kategorisi MDS siniflamasinda cikartilip, yeni bir grup olan MDS/MPN
siniflamasina dahil edilmistir (2,4,47,48).

Tablo.7: MDS’ de 2008 WHO Siniflamasi

ﬂSeride Displazi Gosteren Refrakter Sitopeni (RCUD) \

Refrakter Anemi (RA)
Refrakter Notropeni (RN)
Refrakter Trombositopeni (RT)

Ringed Sideroblastli Refrakter Anemi (RARS)
Multiseride Displazi Gosteren Refrakter Sitopeni (RCMD)
Artmis Blastla Seyreden Refrakter Anemi 1 (RAEB-1)

Artmis Blastla Seyreden Refrakter Anemi 2 (RAEB-2)

Siniflandirilamayan MDS (MDS-U)
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FAB siniflamasi tamamen periferik kan veya ilik aspiratindan hazirlanan boyall
yaymalarda sitolojik detaylarin degerlendiriimesine bagliydi. Daha kapsamli ve yeni
bir yaklasim sunan WHO sisteminde ise kemik iligi biopsisi, sitogenetik ve molekuler
genetik calismalar ile entegre bir tanisal metod izlenmistir (4).

MDS’de Periferik Kan Bulgulari
MDS hastalarindaki en 6nemli bulgu sitopenilerdir. Hastalarda hemen her

zaman anemi izlenir. Anemi siklikla makrositiktir. Bir kisim MDS vakasinda, 6zellikle
sideroblastik anemi vakalarinda, kirmizi hicreler dimorfik bir gérinimde olabilirler.
Makrositler ve hipokromik, mikrositik eritrositler birarada olabilirler (4). Demir boyasi
ile taninabilen Pappenheimer cisimcikleri izlenebilirler (2). Nadiren goz yasi sekilli ya
da gekirdekli kirmizi kan hicreleri izlenebilir (4).

Notropeni, 6zellikle RAEB’da siklikla izlenen bir bulgudur (2). Notrofillerde
nukleer hipolobilasyon ve sitoplazmik hipogranularite gorilebilir. Agraniler nétrofiller
MDS icin oldukca spesifiktir (2,49). Anormal bilobule nukleusa sahip hicrelerde
bazen iki nukleusu birbirine baglayan c¢izgi halinde bir nukleoplazma bulunur. Bu
gorinime “pseudo Pelger-Huét” gorinimi denir. Bu da MDS’de periferik kanda
izlenebilen bir bulgudur (4). Bu akkiz anomali MDS icin hayli karakteristik ve hatta
patagnomoniktir (2,49). Hipersegmentasyon ve pseudo Chediak Higashi grandlleri
izlenebilen bulgular arasindadir (4).

Genel olarak eozinofil ve bazofil sayilari azalmistir fakat nadiren artmis olabilir.
Nukleer sekil bozuklugu veya anormal stoplazmik grantlasyon gibi displastik bulgular
izlenebilir. Bazen monositozis mevcut olabilir. Buna artmis stoplazmik bazofili veya
anormal sekilli nukleus gibi sitolojik anomaliler de eslik edebilir. RAEB basta olmak
Uzere butiin MDS tiplerinde, periferik kanda blastlar izlenebilir (2). Auer cisimcikleri
cok nadiren izlenebilir (4). Diger granulosit prekursorleri periferik kanda oldukca
nadiren izlenir.

Platelet sayisi genellikle ya normal ya da azalmistir. Cok nadiren artmis
olabilir. Hipogranulasyon, agranilasyon (gri plateletler) ve dev plateletler gibi
displastik bulgular izlenebilir. MDS hastalarinda otoimmun trombositopeni insidansi

artmis olarak izlenir (2,50).
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MDS’de Kemik iligi Sitolojisi

MDS vakalarinin gcogunlugunda kemik iligi hiperselltlerdir fakat normoselliler
veya hiposelliler (%10) de olabilir (2,39). Hiposellilerite daha c¢ok t-MDS veya
benzen maruziyeti sonrasi gelisen MDS’de izlenir.

Tipik olarak eritroid elemanlarda hiperplazi gortlir. Biloblle, multiloblle
eritroid prekirsorleri veya irreguler nukleer konttrli hicreler gibi displastik
dedgisiklikler gosteren immatur hticrelerin oraninda artis izlenir. Siderotik grandller ve
Howell-Jolly cisimcikleri (apoptotik nukleer parcalar) sitoplazmada izlenebilir (4).

Eritropoesis, normoblastik veya megaloblastik olabilir. Bintklearite veya
multinUklearite, interntkleer kopriler, nikleer lobllasyon, nukleusun dizensizligi
veya parcalanmasi, gigantizm, artmis piknozis ve bazofilik noktalanma izlenebilen
bulgular arasindadir .

Myeloid seride izlenen bulgular periferik kanda gortlenlere benzer.
Granulositopoesis genellikle artmistir. Granulosit prekursorleri de artmis izlenebilir.
Premyelosit basamagindan itibaren granilasyon defekti izlenebilir. Nukleer
granilasyon defektleri mevcut olabilir (2). Agresif vakalarda, myeloblastlar artmis
oranda izlenebilir (4).

Megakaryosit sayisi genellikle normal ve ya artmistir. Nadiren azalmis olabilir.
Daha cok kucuk boyutta displastik megakaryositler, MDS hastalarinda siklikla
goOzlenir. MDS icin en spesifik 6zelliklerden bir tanesi “mikromegakaryositler’dir
(2,49). Bu mikromegakaryositlerin en énemli 6zelligi, hiicre capinin kiicuk olmasi ve
yogun, hiperkromatik stoplazma icerisinde izlenen bir tek hiperkromatik, non-loble
veya hipolobiile nukleustur. Megakaryositler ayrica normal boyutta fakat genis, non —
loblle nukleusa sahip olabilirler. Bu anomali MDS icin daha az spesifiktir. Oysaki
akkiz 5g- kromozomal anomalisi icin karakteristik bir bulgudur (2,51)

Gorilebilen diger megakaryositik anomaliler: bizar nikleer sekiller ve multipl
béliunmis nukleus varligidir. Megakaryosit stoplazmasinda granilasyon kaybi da
ayrica MDS’de gorulebilen hayli spesifik bir bulgudur (2,52)

Lenfosit, eozinofil ve nadiren monosit sayilarinda da artis gézlenebilir.

MDS’de Kemik iligi Histolojisi

Vakalarin buyik cogunlugunda ilik hipersellulerdir. Fakat az sayida vakada

hiposelliler gérinim mevcuttur (2,39,53,54). Normal kemik iliginde, grantlopoetik
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prekirsorler temel olarak paratrabekiler bdlgede, eritroid prekirsorleri  ve
megakaryositler daha santralde yerlesirler. MDS’de bu topografik organizasyon
bozulur. Farkl hicre serilerinin onctlleri kemik iliginin tum bdlgelerine dagilmis
durumdir (4).

Kemik iligi biopsisinde izlenebilen bitlin degisikliklerin arasinda prognostik
olarak 6neme sahip bir bulgu ise anormal lokalizasyonda bulunan immattr myeloid
pregenitdr hucrelerdir (ALIP). Bunlarin, normal olan paratrabekuiler lokalizasyonun
aksine santral alanlara yerlesmesi MDS igin karakteristik bir bulgudur (4). Vakanin
ALIP olarak kabul edilebilmesi icin her bir kesitte en az 5 adet myeloid prekirsor
iceren en az 3 aggregat veya kime izlenmelidir (4,55). ALIP temel olarak aggressif
MDS alt tiplerinde bulunur. Koti prognoz ve AML'ye transformasyon igin artmis
insidans ile iligkilidir (2,56).

CD34, progenitor ve erken prekuirsor ilik hicrelerinde eksprese edilen bir
antijendir ve ALIPIn varligini gostermede cok yardimcidir. CD34 (+) hicrelerin
oraninda artis gorulmesi ve bu pozitif hicrelerin aggregat olusturmaya yonelik
egilimi, MDS vakalarinda subtipe bakilmaksizin akut I6semik transformasyon ve kot
prognoz icin bir prediktif gostergedir (4,57,58). MDS’de bulunan CD34 (+) hlcrelerin
cogunlugu morfolojik olarak blasta benzer. Bununla birlikte pozitif hiicrelerin bir kismi
promyelosit benzeri sitolojik 6zellikler gosterirler. Bunlar premyelositten ziyade blast
olarak degerlendirilmelidir.

MDS’de ayrica megakaryositlerde de aberan CD34 ekspresyonu rapor
edilmistir (4,59). Normal durumlarda, CD34 (+) fenotip sadece kucuk bir grup
megakaryositte bulunur. Bunlar morfolojik olarak immatir blast olarak taninabilirler.
Bu bize, MDS’de izlenen CD34 (+) megakaryositlerin, morfolojik atipi ve anormal
fenotipik differansiayona ilaveten fonksiyonel olarak zayif neoplastik megakaryositler
oldugunu gosterir. Bununla birlikte CD34(+) megakaryositler, diger tip neoplastik
hastaliklarda ve reaktif durumlarda da izlenir (4).

Histolojik kesitlerde, displazi en agik olarak eritroid prekirsorlerde ve
megakaryositlerde izlenir. Eritroid adaciklarda dizensizlik izlenir. Eritroid prekirsorler
multindkleer olabilir veya multinikleer tomucuklanma, fragmantasyon, megaloblastik
dedgisiklikler veya stoplazmik vakuolizasyon gosterebilir. Megakaryositik displazi
vakalarin buyuk ¢ogunlugunda mevcuttur. Genellikle megakaryosit sayisi artmistir.
Kimelenme siklikla izlenir. Tipik olarak, siklikla hiperkromatik olan, hipolobiile

nukleuslarl vardir. Mikromegakaryositler izlenebilir. Bazi hastalarda hiper-
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multiniikleer megakaryositler goérilebilir. Artmis emperipolesis de izlenebilen bulgular
arasindadir (2,60)

Immunohistokimyasal olarak vWF (faktor VIII), CD42b veya CD61,
mikromegakaryositlerin varhgini dogrulamada ve fibrozisle seyreden MDS'yi, akut
megakaryoblastik I6semi ve artmis megakaryoblast sayisiyla seyreden losemik
durumlardan ayirmada kullanilanilabilir (4). ineffektif hematopoesisin géstergesi
olarak artmis olan apoptotik eritroid ve grandlositik prekirsorler siklikla izlenebilir
(2,57).

MDS vakalarini neredeyse vyarisinda retikilin fibrozis izlenmis (2,54,61)
Retikulin fibrozisin varligi, megakaryosit sayisi ve atipi ile korele bulunmus (2,61)
Retikdilin fibrozis, sitogenetik anomaliler ve kétii prognoz ile korele bulunmus. Odem,
sinuzoidlerde ektazi, plazma hucre sayisinda ve lenfoid folikil sayisinda artma gibi
diger non-spesifik reaksiyonlar siklikla izlenir. Ozellikle transfiizyon alan hastalarda,
hemosiderin yikli makrofajlar sik gorilen bir bulgudur. Ozellikle parafin bloklardan
yapilan kesitlerde, immattr eritroid prekdrsorlerin  olusturdugu gruplari, ALIP
olusturan immatir granulositik seri hucrelerinden ayirmak ¢ok zor olabilir. Bu

durumda immunohistokimya faydali olabilir.

MDS ‘de immunohistokimyanin Yeri

MDS vakalarinda IHK'nin degeri kisaca soyledir:

1- Anormal topografiyi daha net olarak ortaya cikarabilir. ALIP’lerin veya
paratrabekiler bolgedeki eritroid hlcrelerin veya megakaryositlerin varligi
daha net sekilde secilebilir.

2- ALIP’i olusturan myeloid prekursorleri, megaloblastik eritroblastlardan ayirmak
icin Myeloperoksidaz (MPO), CD68, CD163, anti-nétrofil elastaz kullanilabilir.
MPO zemindeki matir myeloid prekursorleri gucli olarak boyar. Anti-
Glikoporin veya anti-Hemoglobin ise erken eritroid hucreleri belirlemek
amaciyla kullanihr (4).

3- Anormal bilyuk eritroid adalar ve bu adalar icerisindeki degisik
matlrasyondaki hiicreler vurgulanmis olur.

4- Mikromegakaryositler, CD42b ve CD61 yardimiyla kolaylikla taninabilir.
Megakaryosit kiimeleri veya displazi degerlendirilebilir.

5- CD34 antikoru ile tanisal ve prognostik bilgi edinilebilir. % 5’den fazla CD34

(+) hicre izlenmesi MDS’li hastalari, MDS’li olmayanlardan ayirmada bir
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parametre olarak kullanilabilir (2,58). CD34 (+) hucrelerin orani l6semik
transformasyon icin bir parametre olarak kabul edilebilir (2,62). Ayrica CD34 ,
fibrozis ile seyreden MDS’de, blast hicrelerini tanimak igin oldukca
yardimcidir.

6- Hiposelliler MDS ve Aplastik Anemi ayiriminda yardimcidir.,

IHK calismalari 6zellikle tg MDS alt tipinde dnem arzetmektedir: Fibrozis ile
seyreden MDS ( MDS-f), terapi iliskili MDS( t-MDS) ve hiposelliler MDS (MDS-h). Bu
vakalarda incelenmeye uygun yeterli kemik iligi materyali elde edilmesi zor olabilir.
Retikulin fibrozis veya kemik iliginde yagh degisiklik varligi tani icin zorluk
yaratmaktadir. Fibrozisin yani sira diger sik gorilebilecek bulgular arasinda; édem,
artmis mikrodamarlanma, artmis plazmositozis, mast hiicresi ve makrofaj sayisinda

artis ve artmis selltler debri ve hemosiderin, lenfositozis ve lenfoid folikiller gelir (4).

MDS’'de Flow Sitometrik Degerlendirme

Kronik anemisi veya sitopenisi olan hastalarda akut I6semi, kemik iligini tutan
lenfoma ve diger neoplastik durumlari diglamak icin flow sitometriden faydalinabilir.
MDS suphesi olan bir hastada, flow sitometriye siklikla akut blastik transformasyonu
(AML) diglamak icin basvurulur. Stpheli populasyon histogramlardaki karakteristik
kiimelenmesiyle taninabilir. En son cgalismalarda (4,63) kdk hicre/ myeloid hicre
differansiyasyon evresindeki prekirsor hiicrelerde ekspresyon gosteren belirtecler
olan CD34 ve CD117 ile, aggressif MDS subtiplerinde double pozitiflik izlendigi
gOsterilmis. Tecrubelere gore, CD13 ve CD33 (+) myeloid hicrelerde MPO
ekspresyonunun azalmasi, MDS’de sik gorilen bir bulgudur. Bu bulgu MDS'de
l6semik blastlarin MPO ile zayif boyanan veya boyanmayan az differansiye myeloid
hicreler oldugu iddiasini destekler.

Flow sitometri ayrica yuksek riskli MDS vakalarinda “multidrug resistans geni”
(MDR-1) pl170 ekspresyonunu gostermek amaciyla kullanilabilir. p170, CD34 (+)
blast sayisinda artis ve anormal karyotip ile iligkili bulunmustur. Yine de MDS
hastalarinda MDR ekspresyonunun prognostik degeri halen tartismalidir (4,64).

Yuksek grade MDS vakalarinda CD34 ve CD117 (+) prekursér hicre
sayisinda artis izlenir. Ayrica bu immatiur hicreler CD38 de pozitiftir. Genel olarak

blast hiicre orani ve CD34 eksprese eden hicrelerin orani arasinda bir korelasyon
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vardir. Blast hicresinin hangi seriye ait oldugunu belirlemek icin immunfenotip

kullanilabilir.

MDS’'de Sitogenetik Analizler

MDS, hematopoetik kdk hicrelerde defektif matirasyon ve ileri derecede
kontrolstiz proliferasyonla karakterize klonal bir anomalidir (65) .

Sitogenetik analizler MDS degerlendirmesinde en faydali calismalardir
(4,66,67). Morfolojik bulgularin  degerlendiriimesi  subjektif olmasina karsin,
sitogenetik, vakalarin objektif degerlendirilmesini saglar. Karakteristik klonal karyotip
anomalileri veya kompleks sitogenetik anomaliler, taniyi net olarak koydururlar.

Knudson’un “¢ift vurus” modeli, MDS gelisimi i¢in patogenesis basamaklarinin
temelini olusturur. Herediter kanserlerin gelisiminde tek bir alleldeki kayip veya
inaktivasyon c¢ok nadiren malign klonun gelisimi ile sonuglanir. Cogu zaman, es
allelin de kaybi veya ek degisimler, klonal hiicrelerin gelisimi icin gereklidir (65,68).
Bu degisimler, hucre-siklus iligkili genlerin, transkripsiyon faktorlerinin ve timor
supresor genlerinin - ekspresyonunu  etkileyebilir.  Ozellikle, AMLye yavas
progresyonuyla erken evre MDS, baslangic ve hastalik progresyonunda, selltler ve
molekiler hasarlarin yigilmasiyla multistep |6komogenesis icin prototip olabilir.
MDS’de mutasyona u@rayan genler arasinda; nRAS, Tp53, Bcl-2, CDKN2B
bulunur(4).

P53 geninde fonksiyon kaybi, hematolojik maligniteye transformasyonda major
bir role sahiptir. Vakalarin bir kisminda Tp53 geninde, 17p kromozom bandinda
anomali izlenir. Tecrubeler gostermistir ki, p53 overekspresyonu neredeyse her
zaman kompleks karyotip ve kotu prognozla iliskilidir. Bu yuzden MDS vakalarinda
,Jparafin kesitlerde p53 analizi 6nemli bir tani yoludur.

MDS’de, genetik materyalde kayip veya cogalmadan, yapisal degisikliklere
kadar cok genis bir yelpazeye vyayillmis anomaliler izlenir. Bununla birlikte
konvansionel sitogenetik ile MDS vakalarinin sadece %50’sinde bdyle aberasyonlar
yakalanabilir.

MDS ile iliskilendirilen sitogenetik anomaliler heterojendir. En karakteristik
anomaliler monosomiler, delesyonlar ve dengelenmemis translokasyonlardir. izlenen
anomaliler sikhkla: Monozomi 5, monozomi 7, trizomi 8, del(5q), del(7q) ve
del(20q)’'dur (2).
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Anomalinin tipinin de ayrica prognostik énemi vardir. Ornegin izole del(5q)
anomalisinde iyi prognoz beklenirken, kompleks karyotipler ve 17p-‘de kétl prognoz

beklenir.

2.8 MDS’nin Subtipleri

(0 Tek Seride Displazi ile Seyreden Refrakter Sitopeni

Tek seride displazi ile seyreden refrakter sitopeni (RCUD), tim MDS
vakalarinin % 10-20’sini olusturur. Hastalar genellikle, orta veya ileri yastadir.
Prognoz gorece iyidir. Survey ortalama olarak 5 yildan uzundur ve AML'ye
transformasyon orani dusuktir (2,69). Refrakter Anemi (RA) en sik gorulen RCUD
formudur fakat az sayida hastada refrakter notropeni veya refrakter trombositopeni
izlenebilir (2). Refrakter Anemi (RA) ve Ringed sideroblasth refrakter anemi
(RARS)'de kemik iligi aspiratinda dedisken diseritropoetik degisiklikler ve eritroid
hiperplazi izlenir (4). Kemik iliginde blast sayisi % 5’den az, periferik kanda ise,%
1'den azdir (4,17). Demir boyama ile genellikle artmis miktarda demir izlenir.
RARS’da eritroblastlarin %15 veya daha fazlasi ringed sideroblastlardir (Nukleusun
en az 1/3'Undn cevresinde, halka seklinde, prusya mavisi ile boyanmis demir igeren
10 veya daha fazla hcre).

Belirgin displazi yoklugunda, ringed sideroblastlar ve/veya yeterli klinik ve
labaratuar bilgisi ve sitogenetik analizlerle RA tanisi konabilir.

Klonal sitogenetik anomalilerin yoklugunda, pesistan anemi yapacak diger
nedenlerin dislanmasi, refrakter anemi tanisi koymak icin yeterli olacaktir.
Grantilositik veya megakaryositik displazi bulgulari gbstermeyen RA hastalari, RAEB
ve AML'’ye progresyon gostermezler. Aksine, multiseri displazi ile seyreden vakalar
ve/veya artmis oranda blast iceren vakalar daha aggressif MDS subtipleri olarak
siniflandirilirlar. RA ve RARS, en sik goérulen ve en iyi prognozlu MDS tipleridir.

Ortalama survey 66-72 aydir ve akut Idsemiye progresyon orani % 10’dan azdir (4).

aoa Multiseri Displazi ile Seyreden Refrakter Sitopeni
Multiseri displazi ile seyreden refrakter sitopeni (RCMD), tim MDS
vakalarinin % 30’unu olusturur. Hastalar siklikla ileri yashdir. Ortalama hayatta kalim
30 aydir, AML’ye transformasyon orani yaklasik % 10’dur (2,70).
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Bir MDS vakasini RCMD olarak isimlendirmek icin iki veya daha fazla myeloid
hicre serisinde, hucrelerin % 10 veya daha fazlasinda displastik degisiklikler
izlenmesi gerekir. EQer ringed sideroblastlar %15 veya daha fazla ise, vaka ringed
sideroblastli RCMD olarak isimlendiriimelidir (RCMD-RS) (4).

aooo Artmis Blastla Seyreden Refrakter Anemi

Multiseri displazi ve sitopenilere ek olarak, kemik iliginde veya periferik kanda
artmis sayida myeloblast iceren MDS tipleridir. Blast sayisi % 15-19 arasinda degisir.
Kanda ise %1-5 arasinda dedgisir (4,17,71).

Tum MDS vakalarinin yaklasik % 40’1 olustururlar (2,72). Hastalar sikhkla
orta —ileri yastadir. Tani siklikla anemi semptomlarinin gelismesi, curik, kanama
veya infeksiyon gelismesi sonucu konur. Bazi hastalarda splenomegali gelisir .

Blast hiicre sayisina ve Auer rodlarin varligi veya yokluguna gére RAEB-1 ve
RAEB-2 olarak ikiye ayrilir (2). Tipl ‘de kemik iligi blast sayisi % 10'dan azdir.
Tip2'de blast sayisi % 10-19 arasinda degisir. % 10’dan daha az blast iceren ancak
Auer rod’lar iceren vakalar da ikinci kategoriye girer. Blast ylzdesi %20’den az olan
ve Auer rodlar iceren vakalarin énemi ise tam olarak net degildir. Bazi kaynaklar
tarafindan Auer rodlarin oldugu RAEB vakalarinin RAEB-2 olarak siniflandirilmasi
tavsiye edilir. Kemik iliginde ringed sideroblastlarin varlgi siniflamayi etkilemez.

RAEB hastalarinin AML'ye proresyon sansi >% 25'dir. Ortalama hayatta
kallm RAEB-1 i¢in 18 ayken, RAEB-2 i¢in 10 aydir (4,17,73).

O+0 Transformasyonlu Artmis Blast ile Seyreden Refrakter Anemi

FAB siniflamasina gére RAEB-T tanisi kemik iliginde %20 veya daha fazla
(fakat % 30’dan az) blast ya da periferik kanda % 5 veya daha fazla blast varhgina
dayanir. Kemik iligi ve periferik kandaki blastlarinda Auer rodlar izlenen hastalar, FAB
sinifamasina gére RAEB-T olarak siniflanirlar. Su an gecerli olan WHO
siniflamasina gére Auer Rod iceren MDS vakalari, RAEB-2 kategorisinde
degerlendirilir. Daha 6nceden RAEB-T olarak siniflanan ( kemik iliginde > %20 blast
hicresi varligina dayanir) hastalarin  buyidk c¢ogunlugu, bugin arttk WHO
siniflamasina gére AML olarak gruplandiriimaktadirlar. Periferik kanda > %5 blast ve

kemik iliginde < % 20 blast iceren vakalar bugiin RAEB-2 grubu icerisinde
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degerlendiriimektedir. RAEB-T grubu olarak siniflanan vakalarda % 60 oraninda

AML'ye progresyon izlenir. Ortalama hayatta kalim 5 aydir (4).

t0izole del (5q) iceren MDS ( 5g Sendromu)

59 sendromu, primer olarak yash kadinlarda izlenen bir MDS formudur.
Kadin/erkek orani 2/1 olarak seyreder. MDS'nin klinik ve morfolojik olarak ayri bir
subtipidir. Periferik kanda izlenen temel bulgular; 1hmli makrositik anemi, hafif
nétropeni ve normal veya nadiren artmis platelet sayisidir (4,74,75) Kemik iliginde ise
sadece orta derece diseritropoesis, disgranilopoez yoklugu ve artmis sayida
hipolobiile ve monolobile megakaryositler mevcuttur (4). Kromozom 5’in uzun
kolunda izole delesyon izlenir (2).

59 sendromlu hastalar gorece iyi bir prognoza sahiptirler. AML’ye donisim
icin dustik riske sahiptir. Enfeksiyon ve hemorajik komplikasyon insidansi dusuktir.
Bununla birlikte artmis blast ( %5-19) ve ringed sideroblasta (vakalarin %10’unda)
sahip ve multiseri displazi veya 5q' ya ilaveten baska sitogenetik anomalilerle
seyreden vakalar daha aggressif gidisata sahiptir. Genel olarak iyi bir prognoza sahip
olamasina karsin, nadir vakalarda Akut Megakaryoblastik Losemi veya diger AML

tiplerine transformasyon goézlenebilir (4).

+00 17p Anomalisi ile Seyreden MDS
17p anomalisi ile seyreden MDS tipi WHO siniflamasina dahil edilmemistir.
Primer veya terapi iliskili MDS olarak ortaya cikabilir. P53 mutasyonuyla birliktelik
gOsterebilir.
Cok sayida pseudo-Pelger-hicresi, displastik monolobule notrofiller ve
vakuole stoplazmali nétrofiller gibi morfolojik 6zellikler izlenebilirler (4,76).

VII. Fibrozisle Giden MDS
MDS-f, pansitopoeni ve minimal ya da organomali yokluguyla presente olan ve
kemik iliginde retikdlin fibrillerde belirgin artis ile karakterize bir MDS varyantidir
(4,57,77). Kemik iliginde belirgin dismegakaryopoesis ile giden ‘trilineage’ displazi
izlenir. Cogu vakalarda artmis sayida blast izlenir. Myelofibrozisten dolayi blastlar
aspirattan ziyade kemik iligi biopsisinde daha iyi izlenir. MDS-f tanisi koyabilmek icgin
gumus boyali retikdlin fibrozisin en az +2 oldugu sistem 6nerilmis (4,78).
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MDS-f, primer MDS vakalarinin % 10-15'ini ve terapi iliskili MDS’lerin > %
50’sini olusturur. MDS-fde CD34 ekspresyonunun artmasi siklikla goézlenir (4,79).
Megakaryositlerle reaktif antikorlar, MDS-f vakalarinda, fibrozissiz MDS veya normal
kemik iligine oranla artmis bir ekspresyon gosterirler (4,57). Ozellikle
megakaryositler, belirgin derecede pleomorfizm g0sterirler. Kiguk, clice form
yanisira buyuk anormal megakaryositler de izlenebilir.

MDS-f'in ayirici tanisina myelofibrozisli panmyelozis (APMF) girer. APMF
onceleri ‘akut myelofibrozis’ olarak siniflandirihyordu. APMF, ani ortaya ¢ikan ates ve
kemik agrisi ile MDS-f'ten ayri bir antitedir. APMF'de, kemik iliginde ¢ok sayida ciice
magakaryositler ve artmis sayida blast ve siddetli trilineage displazi ile birlikte,
belirgin fibrozis (>+3) izlenir.

Daha az akut presentasyonla giden vakalar haric RAEB-2-f vakalari
APMF’den ayrilamayabilir ve ayni hastalik tablosunu ousturabilir (4,80). Ayirici tanida
ayrica ‘akut megakaryositik |[6semi’ ( morfolojik olarak multiseri displazi ile giden
APMF ve AML ile gakisir) dusunulmelidir. ‘Kronik idiopatik myelofibrozis’ genellikle,
karakteristik morfolojik 6zellikleri (intravaskiler hematopoesis, dev megakaryositler)

ve belirgin spleneomegali gibi klinik bulgulari ile kolaylkla ayrilir.

+000  Terapi iliskili MDS

Terapi iligkili MDS (t-MDS), MDS’nin ayri bir tipi olarak ele alinmasi gereken,
genellikle klinik olarak ¢ok aggressif bir hastaliktir (4,81,82). MDS-t'nin iki ana tipi
tanimlanmustir. ilk klasik tip, karakteristik olarak -7(del)q ve /veya -5(del)q ile
presente olup, genellikle alkilleyici ajan kullanimini takiben 7 veya daha fazla sene
sonra ortaya cikar (4,79,83). ikinci form gorece daha erken, topoizomeraz II'yi
hedefleyen (6rn. podophyllotoksinler, etoposid, teniposid, doksorubisin) ajan
kullanimindan 2-3 sene sonra, 21g22'de translokasyonlar veya daha az siklikla
t(8,21), t(3,21), (8,16), t(15,17) veya t(9,22) gibi ‘denova’ I6semiler icin tipik olan
translokasyonlarla presente olabilir (4,84). Bu hastalarin birgogu daha Onceki

displastik faz olmaksizin direkt olarak AML'ye progrese olurlar.

+0000 Hipoplastik MDS
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Hipoplastik MDS (h-MDS), MDS vakalarinin yaklasik %215’ini olusturur.
Kadinlarda daha sikhkla izlenir. Hiposelltler iliklerin t-MDS vakalarinda da
izlenebilmesinden 6turd, onceki genotoksik maruziyet veya terapi dislanmalidir.

h-MDS genellikle sitopeni ile seyreder. Tani koyabilmek i¢in kemik iligi biopsisi
gereklidir. Hipoplastik ilikli MDS en sik olarak FAB siniflamasina goére RA’li
hastalarda izlenir. Hiposelluler ilikte > %20 myeloblast varligi, hiposelliler MDS
yerine daha ¢ok hiposelliler AML'yi dusundurtr. Displastik 6zellikler daha az siklikla
izlenir ve normal/hiposelliler MDS ile karsilastiriidiginda daha disuk gradededirler.

RA’ll cogu h-MDS vakasi sadece orta derece diseritropoesis gosterirler. Bu
hastalarda, aspirasyonda artmis oranda blast izlenmemesi veya kemik iligi
biopsisinde ALIP izlenmemesinden dolayi, aplastik anemiden ayirimi problemli
olabilir. Yapisal olarak disorganize bir ilikte kolaylikla taninabilen megakaryositlerin
ve retiiktlin fibrozisin varligi, aplastik anemiden ziyade MDS lehinedir.
Immunohistokimya, hipoplastik MDS'’yi akkiz aplastik anemiden ayirmada ise
yarayabilir. MDS’de, digerine oranla daha fazla CD34 ekspresyonu gozlenir (4,85).
Kemik iligi selltleritesi MDS igin 6nemli bir prognostik faktor olarak gortulmektedir
cunkl hiposelluler MDS’li hastalar da, normo/hiposelliler ilikli MDS vakalarina benzer
prognozise sahiptirler (4,86). Aplastik anemiden ayirirm énemlidir ¢iinkti h-MDS, akut

|6semiye progresyon icin daha yuksek risk tasir (4,87).

2.9- MDS Patogenezinde Apoptozisin Onemi

MDS, ineffektif, displastik hematopoesis ve losemik transformasyon icin
yuksek risk tasiyan heterojen bir grup klonal kok hiicre hastahgidir (88,89). Normal
veya hiperselluler kemik iligine sahip olmasina karsin, cogu hasta periferik kanda
sitopenilerle ilerler. Bu paradoks, hematopoietik progenitdrlerde izlenen artmis
apoptozis ile aciklanir (88,90). Programh hicre 6lumi (PCD) esasen kemik iligi
mikrocevresi tarafindan, buyime faktorlerinin relatif olarak azalmasi veya stromal
immunregulatuar hucrelerin, defektli ve hatali klonlari ortadan kaldirmasi yoninde
calismasi yolu ile tetiklenir.

Apoptozis, intrinsik hicre intihar mekanizmasinin yonettigi duzenli bir hicre
oliumuadur. Hedef hicrelerin yok edilmesiyle, embriogenesis, gelisim, immunite ve
doku homeostazinda déngusel bir rol oynar. Hasarli huicrelerin yok edilmesiyle, timor
denetimi saglanmis olur. Apoptozisi, radyasyon ve kemoterapi gibi (88,91,92) DNA

hasarlayici ajanlar veya Tumoér Nekroz Faktor-a (TNF-a) veya Fas/Fas Ligand sinyal
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ileti sistemi (88,93,94) gibi inhibitor sitokinlerin salinmasi pozitif olarak indukleyebilir.
PCD ayrica, hematopoetik blylime faktorleri ve interlékinler tarafindan Uretilen
yasamsal sinyallerin gorece azliginda artabilir (88,95).

Kemik iligi stromasi, adezyon molekulleriyle direkt kontakt, transmembran
sitokinleri veya integrinleri vasitasiyla hematopoesisi duzenler (88,96). MDS’li
hastada hem hematopoetik progenitdrlerde hem de stromal hicrelerde artmis
apoptozis izlenir (88,97). Uzun sureli kemik iligi kuoltir sistemleri ile yapilan
calismalarda MDS stromasinda hem buyumenin defektif oldugu hem de normal
CD34 (+) hucre proliferasyon ve differansiyasyonunu destekleme kapasitesinin

azaldigi gosterilmis (88,98,99).

2.10-MDS’de Anjiogenesisin Onemi

Anjiogenesis, solid timorlerin buylime ve progresyonu icin 6én kosuldur. Buna
ilaveten myeloid hastaliklarin gelisim ve progresyonunda da ©nemli rol
oynayabileceg@i goriusiu ortaya atilmis ve bazi arastirmacilar yaptiklari ¢calismalarda,
|6semi vakalarinda, birim alan basina disen damar sayisinin, normal kontrollere
oranla artmis oldugunu gozlemlemisler (100,101). Bu damarlanma artisinin
kemoterapi sonrasi azalmadigi gozlemlenmis. Akut myeloid l6semi hastalarinda,
|6semik htcrelerin parakrin bir buyume faktorii gibi calisarak, vaskuler endotelial
biyume faktort (VEGF) eksprese ederek, neovaskilarizasyonun gelismesine
onculik ettigi bulunmus (100,102).

Myeloid hastaliklarda izlenen mikrodamar patternlerini inceleyen arastirmacilar
MDS’de agirlikh olarak izlenen damarlarin irregiler ve dallanan sekilli, lumeni net
olarak izlenebilen, genis damarlar olduklarini, myeloproliferatif hastaliklarda izlenen
damarlarin daha c¢ok sinizoid benzeri damarlar olduklarini, AML'de ise net
secilemeyen limene sahip kicuk damarlarin baskin olarak izlendigini gézlemlemigler
(100,101). Yuksek grade MDS vakalarinda, disuk gradedekilere gore daha yuksek
MVD oranlarinin gorilmesi, anjiogenesis ile 16semik transformasyon riski arasindaki
korelasyonu gostermektedir (100). MDS ve AML’deki blast hicrelerinde ¢cok daha
sinirll ve az miktarlarda VEGF ekspresyonu izlenmis (103,104) . Ayrica MDS ve AML
hastalarinda klinik olarak anlamli miktarlarda VEGF seviyesine raslanmadigi tespit
edilmig. Bu verilerle megakaryositlerin, MDS iligkili anjiogenesisde ¢ok dnemli bir rol
oynadigi sOylenebilir. Neoanjiogenesisin hematolojik neoplastik hastaliklarin

gelisiminde 6nemli katkisi vardir ¢inki endotelial hiicrelerin kdk hiicre faktort ve Flt-
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3 ligandi, VEGF ile stimule olmus endotelial hiicrelerin ise grantlosit-makrofaj koloni
stimulating factor (GM-CSF) drettigi bilinmektedir (100,102,105,106). Bu sitokinler
hematopoetik progenitérler ve muhtemel neoplastik blastlar igin buyime faktéri gibi
etki gosterirler.

2.11 -Wnt Sinyal iletim Sistemi ve B-katenin

Whnt/beta-katenin yolu, gen ekspresyonu, biyume, proliferasyon, migrasyon
ve adezyon gibi degisik hicre biyolojisi olaylarinda énemli rol oynayan bir sinyal
iletim yoludur. Kemik, deri ve intestinal epitel gibi bircok dokunun embriojenik gelisim
ve rejenerasyon asamalarinda gorev alir. Ayrica hematopoetik kok hicrelerinin
kendini tamir ve proliferasyonunda rol oynar. Wnt/b-katenin sinyal yolunun
hematopoetik hulcrelerde, yasamsal fonksiyonlarin devami, proliferasyon ve
differansiyasyon gibi bircok 6nemli gorevde rol aldigi gosterilmistir (106-112). Bu
nedenle meydana gelebilecek bir aberan sinyal hematopoesisi etkileyebilir (106).
Whnt/b-kateninin disregulasyonu, tumdorigenesise, Ozellikle de kolon, prostat,
endometrial, ovarian ca ile melanom, hepatoblastom, hepatoselliler ca,
medullablastom ve pilomatriksoma gelisimi ile iliskilendirilmistir (107,113-117).

Whnt'ler molekdl agirhgr 39-46 kDA (350-400 aa) arasinda degisen 19
proteinden olusan bir ailedir. Yapilari ve fonksiyonlari 20 yili askin suredir
arastiriimaktadir. Wnt'ler glikoprotein yapidadirlar. Frizzled (Fzd) ve LDL reseptor
iliskili protein (LRP) ailesine ait hlicre ylzey reseptorlerine baglanarak sinyal yolunu
aktive ederler (108,118).

Beta-katenin ise interselliler adezyon baglantilarinda rol alan bir proteindir.
Bunun haricinde, wnt sinyal yolu da dahil olmak lzere bircok dnemli intraselltler
sinyal yolunda rol oynar (108). Mutasyona ugradiginda ya da overeksprese
edildiginde onkojen gibi calisir (106,108,112). Nukleusta, b-katenin, Human T cell
factor (TCF) ve Lymphoid Enhancer Factor (LEF) gibi transkripsiyon faktorlerini
baglar (106). Gen ekspresyonunda meydana gelen degisikliklerle, b-katenin, hicre
proliferasyonunu arttirabilir veya hiicre apoptozisini inhibe edebilir.

Wnt ailesi proteinleri, b-katenin bagimli gen ekspresyonu, proliferasyon
stimulasyonu, adezyon gibi bazi biolojik olaylarin sinyal yollarini aktive eder
(106,111). Klasik Wnt yolu b-katenin yoklugunda da aktive olabilir. Hematopoetik kdk

hicreler ve hematopoetik orijinli mattur hiicrelerin b-katenin yoklugunda Wnt klasik
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yolunu aktive ettigi gosterilmistir. B-kateninden bagimsiz olarak Wnt tarafindan aktive
edilmis vyollar bildirilmistir. Bunlar intraselliler Ca seviyesini arttirarak hicre
davranisini kontrol ederler. Bazi Wnt ailesi Uyeleri sadece klasik ya da non-klasik
yolu aktive etmek igin design edilmistir, bazilari ise her ikisini (106).

Human b-katenin 92 kDa agirliginda, kromozom 3'Un kisa kolunda lokalize
CTNNB1 geninin bir Grandddr (108). Beta-katenin, kadherinlerle iligkilidir ve
kadherini, aktin sitokeletine baglar (a-katenin ile), adeziv baglantilari olusturur, bu
yuzden hiicre adezyon ve migrasyonunda 6nemlidir (106).

B-katenin, Wnt yolunun ve nikleer sinyal iletim yolunun kavsaginda
lokalizedir. Wnt sinyali kesildigi zaman, b-katenin; Kazein kinaz 1, adenomattz
polipozis coli (APC) proteini, aksin ve glikojen sentaz kinaz-3b’dan olusan bir
indirgeme kompleksi tarafindan, N terminal ucundaki serin ve trionin aa’lerinin
fosforillenmesi suretiyle indirgenir ve stoplazmada engellenir. Herhangi bir
stimulasyon olmadi§gi zaman b-kateninin stoplazmik seviyesi duser, hicre
membranindaki kadherinlerle baglantisi azalir. Kadherinler, b-kateninle iletisime
gecebilmek icin APC ile yarisir, bu birlesim sonucu b-katenin indirgenmekten
kurtulmus olur (119,120).

Klasik Wnt sinyal yolu ile iliskiye giren cok sayida faktor vardir. Bunlar
ekstraselltler ve intraselliler kompartimanda aktivator ve inhibitor olarak calisirlar.
Wnt hiicre yiizeyinde Fzd ailesi reseptorlerine baglanir. insanda simdiye kadar 10
adet Fzd reseptérd tanimlanmistir. Wnt Fzd’'ye baglandiktan sonra, bir sinyal
kompleksi olusturur. Bu kompleksin bir komponenti Dishevelled (Dsh veya Dsv)'dir.
Aksinin indirgenmesini saglar. Aksin, b-katenin indirgeme kompleksinin bir parcasidir.
Bu nedenle aksinin yoklugu b-katenini koruyucu ytnde isgorir. Dsh aktivasyonu
GSK-3b inhibisyonuna yol acar. GSK-3b ayrica lityum tuzlari ile de inhibe olur.

LRP 5 ve LRP 6 Wnt yolunun koreseptorleridir. Dsh gibi bu reseptoérlerin
aktivasyonu da aksin destabilizasyonuna yol acar. Dickkopf gibi bazi intra ve
ekstraselltler proteinler, Fzd iligkili proteinler (sFRP) ve Wnt inhibitor faktor (WIF-1)
sekrete ederler. Bu yolla bu koreseptoérlerin baglanmasi ve aktivasyonunu diizenler.
Dickkopf Wnt'lerin LRP 5 ve 6 reseptorlerine baglanmasini engeller. sFRP’ler 5 adet
glikoprotein reseptori iceren bir gruptur. Direkt olarak Wnt'lere baglanir ve bunlarin
LRP ve Fzd ile iligkiye girmesine engel olur. Bununla birlikte sFRP’ler disiuk
konsantrasyonda Wnt tasliyicisi olarak gorev yaparak, aktivitesini desteklerler. WIF-1,

Whntleri baglar (Wnt-1 ve Wnt-8) ve sinyal Uretimini inhibe eder. indirgenmekten
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kurtulan ve stoplazmada korunan b-katenin sonucta nukleusa transloke olur. Nukleer
b-katenin, TCF ve LEF ailesi Uyeleri ile iletisime gecer. Bu iletisim hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive eder. Wnt stimulasyonunun olmadigi durumlarda TCF,
Groucho, CREB-binding protein, karboksi-terminal binding protein ve pontin 52 ile bir
kompleks olusturur ve baskilayici rol Ustlenir. Chibby proteini b-katenin ile TCF/LEF
baglanmasini inhibe ederek inhibitor olarak etki eder. Nukleer androjen reseptérleri
veya vitaminler (A ve D), b-katenin i¢cin TCF/LEF ile yarisir. B-katenin ayrica Wnt/Fzd
sinyalinden bagimsiz olarak fibroblast buyime faktorl, hepatosit buyime faktort ve
urokinaz plazminojen aktivatorii ile aktive olabilir. Alternatif yollarda Wnt'ler b-
kateninden bagimsiz olarak dizenlenir. Wnt/Ca yolunda, wnt stimulasyonu
intraselliler Ca seviyesini arttirir. G proteini aktive olur. GMP seviyesi azalir ve
Protein kinaz C aktive olur. Bu yolun gastrulasyonun dizenlenmesinde ve hicre
adezyonunda 6nemi vardir. Son yayinlara gére hematopoesisin diizenlenmesinde de

rol vardir. Klasik Wnt yolunu inhibe edici yoénde calisir.

Hematopoesisde Wnt/b-kateninin Etkisi

HSC’ler blastik cell forming unite (CFU-blast), oradan da Common
Lymphocyte Progenitor (CLP) ve Common Myeloid Progenitor'e (CMP) differansiye
olur. Buradan da eritrosit, granulosit, trombosit ve monosit serileri olusur.

Whnt/b-katenin yolunun tim hematopoetik hiicrelerin gelisiminde rol alan yeni
bir grup hematopoetik faktér olarak isgoérdigu gosterilmis (109-112). Whnt'lerin
overekspresyonu, CD 34 (+) hucrelerin proliferasyonunun artmasina neden olur
(121). Wntlerin HSC'nin self-renewal progesi icin zorunlu olduklari goésterilmigstir
(109,110,112). Wnt'ler hematopoetik buyume faktoru gibi isgorurler. Ayrica bu etkinin
kok hicre faktort (KHF) ve interlokin-3 (IL-3) gibi iyi bilinen hematopoetik biyime
faktdrlerininkinden daha énemli oldugu gdsterilmistir.

Hematopoetik sistemde Wnt/b-katenin yolundaki mutasyonlar, non-neoplastik
hastaliklar (immun yetmezlik sendromlari) kadar neoplastik (I6semi) hastaliklara da
yol acar. Wnt'lerin artmis stimulasyonu myeloid ve lenfoid seri neoplazmlarina yol
acar (110,112). Eritrositer ve lenfositer seride differansiasyon blokaji gozlenir. B-
katenin aktivasyonu multipotent HSC’in ekspansiyonunu tetikler ve transformasyona
yol acar. Wnt ve iligkili proteinlerin mutasyonu birgcok hematolojik hastalikta
saptanmistir. Wnt'nin tumoérigenesisdeki roliine bir kanit olarak: Wnt 5a ‘da meydana

gelen bir mutasyon myeloid I6semi ve B-cell lenfoma gelisimine yol agmaktadir (122).
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Wnt 16 mutasyonu ise ALL’ye yol acmaktadir (123). Wnt mutasyonunun tumor
hicrelerinde invazyon yetenegini arttirici etkisi vardir. TCF1 mutasyonlari veya
Wnt'nin Fzd'ye baglanmasinda meydana gelen blok, timositlerin proliferasyon ve
differansiasyonuna neden olur. Gau ve ark. B-katenin stabilizasyonunun timositlerin
maturasyonunda defekte yol actigini ve transformasyona yonlendirdigini
goOstermisler. Bununla birlikte c-Myc ekspresyonunun artmasi final transformasyona
yol acar. LEF -1 mutasyonlari pro-B lenfositlerin apoptozisini arttirir. T lenfositlere etki
etmez. TCF1 ve LEF1 genlerindeki anormallikler her iki lenfoid seriye de etki eder.
Bazi neoplazmlarda, Wnt iligkili genlerin diizeyine bakilarak ayirim yapmak miumkuin
olabilir. Ornegin, LEF1 ekspresyonu KLL'de, B-cell non-Hodgkin lenfomaya gore
daha yuksektir (106).

2.12. Hematopoesis ve CD34
CD34, glikofosfoprotein yapida bir hicre yizey antijenidir (124). Karakteristik
olarak kok hicrelerde eksprese edilir (124,125). CD34 temel olarak tim multipotent
(CFU-Blast, pre-CFU, CFU-Mix) ve cogu bipotent ve unipotent myeloid koloni-
forming hicreler (BFU-E, CFU-Meg, CFU-GM) ve erken B lenfosit pregenitorlerinde
eksprese edilir (126-135). Normal kemik iliginde hicrelerin yaklasik %1-2'si CD34
ekspresyonu gosterir (126). CD34 ekspresyonu maturasyon arttikgca azalir, en son
progenitér hicrelerde (CFU-E,CFU-G,CFU-M) zayif pozitiflik veya negatiflik izlenir.
Daha matdr ilik ve kan hticrelerinde CD34 ekspresyonu saptanmaz (127,136,137).
Yapilan bircok calismada, dikkate deger orandaki AML vakasinda, l6semik
blastlarin CD34 ylzey antijeni eksprese ettigi gorulmus (126,138). Akut I6semideki
‘matirasyon aresti’ kavramina bagll olarak, CD34 pozitifliginin, I6semik blastlarin
‘immatir’ biolojik karakterini gosterdigi soylenmistir. Yiksek oranlardaki CD34
ekspresyonu, primitif kok hicrelerin akut 16semik trasformasyonunu yansitir. Ayrica
CD34 pozitifligi, AML'de, disik komplet remisyon oranlari ve kot prognoz ile iligkili
bir klinikopatolojik antitedir (126). MDS vakalarinda CD34 ekspresyon oranli, ilik blast
ve ALIP sayisi ile belirgin derecede koreledir . MDS vakalarinda, artan grade ile
birlikte CD34(+) blast sayisinda artis beklenir. En sik olarak RAEB ve RAEB-T
vakalarinda yiuksek oranda CD34 eksprese eden hucre izlenir (139). Yapilan bazi
calismalarda MDS vakalarinin yaklasik %50’sinde CD34(+) hucrelerin, GM-CSF, G-
CSF veya IL-3 gibi seri spesifik koloni-stimule edici faktorlerin uyarilarina cevap

vermedigi bildirilmis (140). CD34 ekspresyonu, azalmis koloni sayisi ve artmis blast
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kimeleri ile iliskili bulunmus. Bu durum, differansiyasyon kapasitesinden yoksun,

daha immatlr hicrelerin biylume patternini ortaya koymaktadir (127,139).

2.13. Hematopesis ve CD 117 (C-KIT)

C-kit protoonkojeni, kdk hiicre faktora ligandi olan bir tirozin kinaz reseptérini
kodlar (141,142-144). Bu reseptor, kdk hicre faktérine (KHF) baglaninca, tirozin
kinazin aktivasyonu ve c¢ok sayida intraselliler hedefin fosforillenmesiyle, sinyal
transduksiyon kaskadi aktive edilmis olur.

C-kit eksprese eden non-hematopoetik dokular arasinda; meme epitelial
hicreleri, paratroid ve dermal ter bezleri, melanositler, santral sinir sistemi, (6zellikle
serebellum, hipokampus ve spinal kanalin dorsal kismi), plasenta, testisin interstitial
hucreleri ve overler sayilabilir (145,146). Kiguk hucreli akciger kanseri, meme
kanseri veya melanom gibi bu dokulardan gelisen neoplastik serilerde de ekspresyon
izlenmistir (147-152). C117'nin normal kemik iligi hicrelerinin yaklasik %2-5'inde
eksprese edildigi gosterilmistir (153,154). CD34(+) kemik iligi progenitdr hiicrelerinde,
CD117 ile %60-70’lere kadar ko-ekspresyon izlenebilir (155-157). CD34(+)/CD117(+)
hiicreler klojenik hicrelerin buytk cogunlugunu olusturur (157). Hematolojik gelisimin
erken evrelerindeki progenitér hicrelerde CD117 ekspresyonu en yiuksek
degerdeyken, matirasyon ilerledikgce ekspresyon yogunlugunda azalma izlenir.

Normal hematopoesisdeki ekspresyon patternine uyumlu olarak, en yiksek
CD117 ekspresyonu erken myeloid neoplazilerde izlenir. AML ve MDS, MPN gibi
konal kdk hicre hastaliklarinda, normal kontrolleriyle karsilastirildiginda artmis
CD117 ekspresyonu beklenir (153,158-160). En yuksek CD117 ekspresyonlari,
artmis blast oranlariyla iliskili olarak ileri evre MDS ve MPN vakalarinda izlenir. AML
vakalarinin  yaklasik %50’sinde CD117 eksprese edilir (124,155). Malign
lenfomalarda, CD117 ekspresyonu CD30(+) anaplastik buydk hicreli lenfomalar ve
Hodgkin lenfomada (158) izlenirken, Burkitt Lenfoma (161) ve diger yiuksek grade
lenfomalar veya matur lenfoid neoplazilerde CD117 ekspresyonu beklenmez. Normal
plazma hicrelerinde CD117 ekspresyonu izlenmezken, Multipl Myelom ‘un malign
hicrelerinde ekspresyon izlenir.

CD117'nin myeloid differansiasyon icin yiksek sensivite gosterdigi ancak
megakaryositik ve eritroid progenitdrlerde ekspresyonun genelde olmadigi
belirlenmis (141). Yapilan bircok calismada CD117'nin AML ve diger myeloid
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neoplazmlarin ¢cogunlugunda eksprese edildigi ve 6zellikle akut I6semilerde myeloid

kompartimani géstermede guvenilir bir marker oldugu belirtilmis (141,162).

3- MATERYAL VE METOD

Calismamizda, 2007-2010 vyillari arasinda Dicle Universitesi Tip Fakultesi
Patoloji anabilim dali arsivimizde yer alan 30 Myelodisplastik Sendrom, 29
Myeloproliferatif Neoplazm ve 30 adet herhangi bir sitolojik atipi icermeyen, normal
kemik iligi kontrolleriyle beraber, toplam 89 kemik iligi mateyali ve kemik iligi
yaymalari 2008 WHO kriterlerine goére yeniden degerlendirildi (46). Subtip ve
gradelerine bakilmaksizin MDS ve MPN tanisi alabilen vakalar ¢alisma igin uygun
kabul edildi.

Bolumumuze gelen kemik iligi materyalleri 3-4 saat formol tespitinden sonra
12 saat dekalsifiye edilip rutin takibe alinmis materyallerdir. Kemik iligi yaymalari
giemsa ile boyandi. immunhistokimyasal ¢alisma icin her bir parafin bloktan 3’er adet
kesit alinarak, bunlar beta-katenin, CD34 ve CD117 immunboyalari ile ¢alisildi.

3.1- Immunhistokimyasal calisma

Olgularin parafin bloklarindan 4nm kalinhdinda kesitler, poly-L-Lysinli lamlara
alindi. Lamlar 56 derecelik ettivde bir gece bekletildi. Deparafinizasyon islemi igin 2 x
10 dakika boyunca ksilen ve 2 x 10 dakika % 96’lik alkol soliisyonlarinda bekletildi.
Daha sonra distile suyla yikama yapildi. Antijen retrieval amaciyla, plastik tasiyiclya
konulan kesitler CD34 i¢in Ph 6 sitrat buffer solisyonu, CD117 icin EDTA sollisyonu
eklenerek, 4 defa 5’er dakikalik surelerle toplam 20 dakika mikrodalga firinda (800
watt) kademeli bie sekilde soklandi. Beta- katenin boyanacak kesitler ise EDTA
solusyonu icersine konarak Pressure Cooker cihazi ile 125 derece sicakliga kadar
retrive edildi. Kesitler oda sicakhginda 20 dk. sogutuldu. Kesitler distile suda 10 dk.
bekletildi. Dokularin etrafi hidrofobik kalemle c¢izildi. 10 dk. endojen6z peroksidaz
icersinde bekletildi. PBS solisyonunda 2 x 5 dk. bekletildi. 20 dk. protein blok
solisyonu (Ultra V blok) icersinde bekletildi. PBS sollsyonunda 2 x 5 dk. bekletildi.
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Hazirlanan kesitler primer antikor olarak Beta-katenin (NCL-B-CAT, Leica) , CD34
(NCL-L EUD, Leica) ve CD117 (CME,296,AK,BK,CK,Biocare) ile inkibe edildi.
Beta—katenin i¢in 135 dk, CD34 i¢in 40 dk. ve CD117 i¢in 75 dk. inkiibasyon sureleri
uygulandi. PBS solisyonunda 2 x 5 dk. bekletildi. Ardindan kesitler Broad Spectrum
Second Antibody icersinde 20 dk. bekletildi. PBS soltisyonunda 2 x 5 dk. bekletildi.
Kesitler daha sonra HRP Streptovidin ile 20 dk. muamele edildi. PBS soliisyonunda
2x 5 dk. bekletildi. AEC ( 3-Amino-9-Etilkarbazol) solisyonunda 10 dk. bekletildikten
sonra distile su ile yikama yapildi. Mayer's Hematoksilen ile 2dk. nikleer zit boyama
yapildi. Daha sonra oda sicakliginda kurutulan camlar, Aqueous mounting kapama
maddesi ile kapatildi.

Beta-katenin igin pozitif kontrol olarak tonsil, CD34 i¢in daha 6nceden tani almis
angiosarkom ve CD117 i¢in Gastrointestinal stromal timaor vakasi kullanildi.

3.2- Degerlendirme

Olgular Nikon Eclipse 80i (Japan) i1sik mikroskobunda degerlendirildi.
Fotograflar Nikon Coolpix 5000 dijital fotograf makinesi (Japan) ile cekildi.
Olgularimiza ait resimler Resim 1-8'de gosterilmektedir.

Her bir vakaya ait, boyall tcer cam, degerlendirildi. Skorlamalar, her bir
vakada 100’lik buyitmede en az 100 hicre izlendikten sonra, asagida verilen

Olcutlere gore yapildi:

1- Olgularin immun boyalarla boyanma sikligi asagidaki skorlamaya gore
yapildi:

» 0:Kemik iliginde boyanma izlenmemistir ya da <%5 boyanma izlenmistir

» 1:Kemik iliginde % 5-%30 arasinda boyanma izlenmistir

» 2: Kemik iliginde % 31- % 60 arasinda boyanma izlenmistir.

» 3: Kemik iliginde >% 61 boyanma izlenmistir.

Calismamizda %b5'in altinda boyanma gosteren vakalar ‘negatif olarak

degerlendirildi.

2- Olgularin immun boyalarla boyanma yogunlugu asagidaki skorlamaya gore

yapildi:
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» 0:Boyanma izlenmedi
» 1 (+) : Hafif/minimal boyanma izlendi
» 2 (+): Orta derece boyanma izlendi

» 3 (+): Gugli boyanma izlendi

3- Olgularin immun boyalar ile boyanma patternleri asagidaki skorlamaya gore
yapilmistir:
» 0:Boyanma izlenmedi

» 1:Membrandz boyanma izlendi

Y

2: Stoplazmik boyanma izlendi

A\

3: Membrandz/stoplazmik boyanma izlendi

Y

4: Nukleer boyanma izlendi

3.3-istatiksel degerlendirme

istatiksel degerlendirmeler istatistik paket programi Epi Info versiyon 2000
(CDC Atalanta) ile yapildi. Gruplar arasi frekanslarin karsilastiriimasinda (¢capraz
tablolarda) Ki-kare testi kullanildi. Ortalamalarin karsilastirlmasinda ANOVA
kullanildi. ANOVA islemi sonrasi (Post Hoc) ikili karsilastirmalarda Tukey HSD
kullanildi. Her bir hastalik grubunda farkli boyalar i¢in boya alma ylzdelerinin
karsilastiriimasinda Kruskal Wallis varyans analizi kullanildi. Kruskal Wallis’e goére
anlamh ¢ikan analiz sonugclari igin ikili karsilastirmalar yapildi. Bunun igin de t testi
kullanildi. p degerinin 0,05'ten kuguk oldugu durumlarda gruplar arasi farkin
istatistiksel anlamli oldugu kabul edildi.

Beklenen freakanslarin 5’in altinda oldugu durumlarda Fisher's Exact Test'i

kullanildi.
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4- BULGULAR

Calismamizda 30'u MDS, 29'u MPN tanili ve 30'u kontrol grubu olmak Uzere
toplam 89 adet hasta degerlendirilmistir. Degerlendirilen hastalarin, toplamda 42’si
erkek (%47,2), 47'si kadin (%52,8) ‘dir. Cinsiyete gére hastalik gruplari dagiliminin

yapllan istatiksel degerlendirmesinde anlamh bir fark izlenmedi (p= 0.810) (Tablo.8).

Tablo.8: Hastalik gruplarina gore cinsiyet dagilimi tablosu

Kontrol MDS MPN Toplam
Erkek 13 % 43,3 14 % 46,7 15 % 51,7 42 % 47,2
Kadin 17 % 56,7 16 % 53,3 14 % 48,3 47 %52,8
Toplam 30 % 100 30 % 100 29 % 100 89 % 100

MDS hastalarinin yaslari 21 ile 79 arasinda degismekte olup, ortalamasi 58,53
olarak hesaplandi. MPN hastalarinin yaslari 18 ile 79 arasinda degismekte olup,
ortalamasi 57,24 olarak hesaplandi. Kontrol grubunun yaslari ise 20 ile 82 arasinda
degismekte olup, ortalamasi 47,33 olarak hesaplandi. Yasa gore hastalik gruplarinin
dagiliminin istatiksel degerlendirmesinde anlamli bir fark oldugu izlendi (p=0.03). Yas
dagihmina gére MDS ve MPN gruplarinin istatistiksel olarak karsilastirilmasinda
anlamh bir fark izlenmedi (p = 0.95). Yas dagilimina goére kontol grubunun MPN
hastalari ile karsilastirilmasinda anlamh farkhlik bulunmazken (p=0.08), kontrol
grubunun MDS hastalari ile karsilastiriimasinda anlaml bir fark oldugu goéralmustar
(p= 0.04). Sonug olarak MDS hastalarinin, normal kemik iligine sahip hastalara gére
belirgin olarak daha ileri yas ortalamasina sahip oldugu soylenebilinir.

MDS hastalarinin kemik iligi sellllaritesi % 35 ile % 95 arasinda degismekte

olup, ortalamasi % 70,16 olarak hesaplandi. MPN hastalarinin selltlaritesi % 50 ile %
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98 arasinda degismekte olup, ortalamasi % 80,44 olarak hesaplandi. Kontrol
grubunun sellUlaritesi % 25 ile % 75 arasinda degismekte olup, ortalamasi % 48,66
olarak hesaplandi. Kemik iligi sellularitesine gore hastalik gruplarinin dagiliminin
degerlendirmesinde anlamli bir fark oldugu izlendi (p< 0.001). Sellularite dagilimi
acisindan kontrol grubunun hem MDS hem de MPN hastalari ile ayri ayri
karsilastiriimasinda, istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu géruldi (p<0.001,
p<0.001). Selltlarite dagilimi acisindan MDS grubunun hem MPN hem de kontrol
grubu ile ayri ayri karsilastinimasinda anlamli istatistiksel farklar oldugu goruldi (p=
0.02, p<0.001). Sellularite dagilimi acisindan MPN grubunun da hem MDS hem de
kontrol grubu ile karsilastiriimasinda istatistiksel olarak anlaml farklar oldugu gortldu
(p=0.02, p<0.001). Sonug olarak kemik iligi sellularitesi agisindan her ¢ grubun da
birbirinden anlamh derecede farkli oldugu izlendi. En yuksek selltlarite % 80,44 ile
MPN hastalarinda izlenirken, bunu % 70,16 ile MDS ve % 48,66 ile kontrol
gruplarinin takip ettigi izlendi (Tablo.9).

Tablo.9: Her (¢ hastalik grubundaki hastalarin ortalama kemik iligi selltlariteleri

Sellularite Hasta sayisi Ortalama
kontrol 30 48,6667
MDS 30 70,1667
MPN 29 80,4483
Total 89 66,2697

MDS, MPN ve kontrol gruplarinin hi¢birinde CD34 ile, % 31 ve Uzeri boyanma
sikligr izlenmedi (Tablo.10). CD34 boyanma sikhgina gore gruplarin dagiliminin
degerlendirmesinde anlamli fark bulundu (p< 0.001). Yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda MDS ve MPN gruplari arasinda CD34 boyanma sikligi agisindan
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p=0.24), kontrol grubu ile MDS ve
MPN vakalarinin ayri ayri karsilastirmasinda CD34 boyanma sikligi agisindan
istatiksel olarak anlamh farklar bulundu (p<0.001). Sonu¢ olarak MDS ve MPN
vakalarinin her ikisinde de, kemik iligi kontrollerine gére CD34 ile belirgin derecede
yuksek siklikta boyanma izlenmistir. Kontrol vakalarinin buyik c¢ogunlugunda
(%83.3) %5’in altinda boyanma sikhgi izlenirken, MDS vakalarinin % 70’inde, MPN

vakalarinin ise % 58.6’sinda % 5 ve lzerinde boyanma izlenmistir.
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Tablo.10: Hastalik gruplarinin CD34 boyanma sikligina gore dagilimi

CD34 Boyanma sikhgi Kontrol MDS MPN Toplam
<%5 25 [ %83,3| 9 % 30 | 12 | %41,4 | 46 | %51,7
% 5-30 5 %16,7 | 21 | % 70 | 17 | %58,6 | 43 | %48,3
>%31 0 %0 0 % 0 0 % 0 0 % 0
Toplam 30 | %100 | 30 | %100 | 29 | %100 | 89 | % 100

MDS, MPN ve kontrol gruplarindaki vakalarin hepsinde CD34 ile boyanma
izlenmistir. CD34 ile boyanma yogunlugu acisindan MDS, MPN ve kontrol gruplari
arasinda kayda deger bir farklilik izlenmemistir (p=0.06). Sonu¢ olarak, MDS, MPN
ve normal kemik iligi 6rneklerinin, CD34 ile boyanma yogunlugu acisindan anlamli bir

farklihk gostermedikleri izlenmistir (Tablo 11).

Tablo.11: Hastalik gruplarina gére CD34 ile boyanma yogunlugu dagilimi

CD34 Boyanma yogunlugu Kontrol MDS MPN Toplam

1 (+) 5 | %16,7 | 4 | %133 | O %0 9 %10,1
2 (+) 15 %50 | 10 | %33,3 | 10 | %34,5| 35 | %39,3
3(+) 10 | %33,3 | 16 | %53,3 | 19 | %65,5 | 45 | %50,6
Toplam 30 [ %100 | 30 | %100 | 29 | %100 | 89 | % 100

MDS, MPN ve kontrol gruplarindan hepsinde CD34 ile boyanma izlenmistir.
Hicbir vakada tek basina membran6z boyanma izlenmemistir (Tablo.12). Vakalarin
hicbirinde nikleer boyanma izlenmemistir. CD34 ile boyanma patterni acisindan
bir farklihk (p= 0.01). ikili
karsilastirmalarda MPN ve kontrol gruplari arasinda, CD34 ile boyanma patternleri
acisindan kayda deger bir fark izienmezken (p=1.00), MDS grubunun hem MPN hem

gruplar arasinda anlamh izlenmistir Yapilan

de kontrol grubu ile ayr ayrn karsilastirmasinda anlamh farklar izlenmistir (p=0.02,
p=0.0.2). MDS ve MPN gruplari arasinda CD34 boyanma patternleri acisindan

yapilan karsilastirmada Fisher's Exact Test'in sonuglari kullaniimistir.

Tablo.12: CD34 ile boyanma patterni acisindan hastalik gruplarinin dagihmi

CD34 Boyanma Patterni Kontrol MDS MPN Toplam
Stoplazmik 29 | %96,7 | 23 | %76,7 | 28 | %96,6 | 80 | %89,9
Membranéz/stoplazmik 1| %33 |7 |%233| 1 |%34 | 9 | %101
Toplam 30 | %100 | 30 | %100 | 29 | %100 | 89 | % 100
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Sonug olarak CD34 ile boyanma patterni acisindan MDS vakalarinin diger iki
gruptan belirgin derecede farkhlk gosterdigi izlendi. Ozellikle membranéz/ stoplazmik
boyanma paterninin, MDS vakalarinda diger iki gruba goére belirgin derecede yiiksek
oldugu dikkat cekti.

CD117 ile boyanma sikligi acisindan MDS, MPN ve kontrol gruplari arasinda
anlamh fark izlenmistir (p<0.001). ikili karsilastirmalarda MDS ve MPN vakalari
arasinda CD117 ile boyanma siklig1 agisindan anlamh bir fark izlenmezken (p=0.94),
kontrol grubu ile MDS ve MPN gruplari arasinda ayri ayri yapilan karsilastirmalarda
anlamh farklar izlenmistir (p<0.001, p<0.001). Sonug olarak kontrol grubunun CD117
ile boyanma sikligi acisindan MDS ve MPN vakalarindan belirgin derecede farklilik
gosterdigi izlendi. Kontrol grubunun buytk ¢cogunlugunda ( %90) CD117 ile % 5'in
altinda boyanma izlenirken, MDS vakalarinin % 73.3’Unde, MPN vakalarinin ise %

82.7’'sinde, % 5 ve Uzerinde boyanma izlenmistir ( Tablo.13).

Tablo.13: CD117 ile boyanma sikligina gore hastalik gruplarinin dagilimi

CD117 Boyanma siklig Kontrol MDS MPN Toplam
<% 5 27 %90 8 | %26,7| 5 | %17,2 | 40 | %44,9
% 5-30 3 %10 | 18 | %60 | 24 | %82,8 | 45 | %50,6
>%31 0 %0 4 |1 %133 O %0 4 %4,5
Toplam 30 | %100 | 30 | %100 | 29 | %100 | 89 | % 100

CD117 ile boyanma yogunlugu agisindan MDS, MPN ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir fark izlenmistir (p=0.01). Yapilan ikili karsilastirmalarda, CD117
ile boyanma yogunlugu acisindan MDS-MPN (p=0.27) ve MDS-kontrol (p=0.15)
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmazken, MPN ve kontrol gruplari
arasinda anlamh bir fark bulunmustur (p<0.001). CD117 ile 1 (+) boyanan vakalarin
% 57.8'i kontrol grubuna aitken, 3(+) boyanan vakalarin sadece % 17.2’si kontol
grubuna aittir. MPN vakalarinin % 96.5’'inde 2(+) ve Uzerinde boyanma yogunlugu

izlenmistir (Tablo.14).

Tablo.14: CD117 ile boyanma yogunluguna gore hastalik gruplarinin dagilimi

CD117 boyanma

. . Kontrol MDS MPN Toplam
yogunlugu
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1 (+) 11 | %36,7 | 7 | %233 | 1 | %34 | 19 | %21,3
2 (+) 14 | %46,7 | 12| %40 | 15 | %51,7 | 41 | 46,1
3(4) 5 | %16,7 | 11 | %36,7 | 13 | %44,8 | 29 | %32,6
Toplam 30 | %100 | 30 | %100 | 29 | %100 | 89 | % 100

CD117 ile boyanan hicbir vakada tek basina membrantz veya nukleer
boyanma izlenmemistir (Tablo.15). CD117 boyanma patterni agisindan MDS, MPN
ve kontrol vakalari arasinda ki-kare testi ile istatiksel olarak anlaml bir fark
izlenmemistir (p=0.90). Tum vakalarin % 84.3'Unde stoplazmik boyanma izlenirken,

%15.7'sinde membrané6z/stoplazmik boyanma izlenmistir.

Tablo.15: CD117 ile boyanma patternine gére hastalik gruplarinin dagilimi

CD117 Boyanma Patterni Kontrol MDS MPN Toplam

Stoplazmik 25 | %83,3 | 26 | %86,7 | 24 | %82,8 | 75 | %84,3
Membrandéz/stoplazmik 5 | %166 | 4 | %133 | 5 | %17,2 | 14 | %15,7
Toplam 30 | % 100 | 30 | %100 | 29 | %100 | 89 | % 100

B-katenin boyanma sikhgi acisindan MDS, MPN ve kontrol gruplari arasinda
anlamli bir fark izlenmistir (p< 0.001). Yapilan ikili karsilastirmalarda, b-katenin ile
boyanma sikligl acisindan MDS ve MPN vakalari arasinda anlamh bir fark
bulunmazken (p=0.14), kontrol grubu ile MDS ve MPN gruplarinin ayri ayri
karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlaml farklar bulunmustur (p< 0.001,
p<0.001) (Tablo.16).

Tablo.16: B-katenin ile boyanma sikligi agisindan Hastalik Gruplarinin Dagilimi

B-katenin Boyanma sikhg: Kontrol MDS MPN Toplam

<%5 30 | %100 [ 10 | %33,3 | 17 | %58,6 | 57 | %64,0
% 5-30 0 %0 | 20 | %66,6 | 12 | %41,4 | 32 | %35,9
Toplam 30 | %100 | 30 | %100 | 29 | %100 | 89 | % 100

MDS, MPN ve kontrol gruplarinda, b-katenin boyanma yogunlugu acisindan,
anlamh bir fark izlenmedi (p=0.32). Tum vakalarin % 86.5’ inde b-katenin ile 1 (+)

boyanma izlenirken, %13.4 ‘Unde 2 (+) boyanma izlendi (Tablo.17).

Tablo.17: B-katenin ile boyanma yogunlugu dagihmi
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B-katenin Boyanma
Kontrol MDS MPN Toplam
yogunlugu
1(+) 24 %80 | 28 | %93,3 | 25 | %86,2 | 77 | %86,5
2(+) 6 %20 2 %6,7 4 | %13,7 | 12 | %134
Toplam 30 [ %100 | 30 | %100 | 29 | %100 | 89 | 9% 100

MDS, MPN ve kontrol
degerlendirmede, vakalarin frekanslari arasinda c¢ok biyik fark bulundugundan,

saglikl bir istatistiksel degerlendirme yapilamamistir. Tum vakalarin % 96.6’'sinda

gruplarinin  b-katenin

sitoplazmik boyanma izlenmistir (Tablo.18).

Tablo.18: B-katenin ile Boyanma Patterni Agisindan Hastalik Gruplarinin Dagihmi

ile boyanma patternlerini

B-katenin Boyanma Patterni Kontrol MDS MPN Toplam

Stoplazmik 29 | %96,7 | 28 | %93,3 | 29 | %100 | 86 | %96,6
Membranéz/stoplazmik 1 %33 | 2 | %66 | O | %0 3 %3,3
Toplam 30 | %100 | 30 | %100 | 29 | %100 | 89 | % 100

Sadece MDS grubu icersinde, CD34, CD117 ve b-katenin boyalarinin,

boyanma sikliklarina gore karsilastirmasinda anlamli bir fark bulundu (p<0.001). Bu

yluzden T-testi ile boyalarin ikili karsilastirmalarini yaptik (Tablo 19).

Tablo.19: MDS Vakalarinda Her Ug Markerin Boyanma Sikliklarinin Karsilastiriimasi

Karsilastinldiklari | Anlamlilik
Boyalar V-
Boyalar Degeri
CD117 P=0.04
CD34 .
B-Katenin P<0.001
CD34 P=0.04
CD117
B-Katenin P=0.04
CD34 P<0.001
B-katenin
CD117 P=0.04

arasinda

Tdm

boyalari kendi

ikiser

karsilastirdigimizda

her G¢ boyanin da boyanma



sikliklarina gére aralarindaki farkin anlamli oldugunu bulduk. Daha 6nceki mevcut
istatistiksel bilgilerimize dayanarak en yiuksek boyanma sikliginin CD34’de goéruldagu
ve bunu sirayla CD117 ve b-kateninin takip ettigi sonucuna vardik. Sadece MPN
grubu icersinde, CD34, CD117 ve B-katenin boyalarinin, boyanma sikliklarina gére
karsilastirmasini yaptigimizda, istatistiksel olarak anlaml bir fark bulduk (p<0.001)

( Tablo 20). Bundan sonra T-testi ile boyalarin ikili karsilastirmalarini yaptik.

Tablo.20: MPN Vakalarinda Her Ug Boyanin Boyanma Sikliklari Agisindan Karsilastiriimasi

cpi17 | P70-01

D34 R
CD3 B- | p=0.0s

Katenin

CD34 P=0.01

MPN Vakalari CcD117 =
Katenin P<0.001
5. CD34 | P=0.08
katenin | ©p117 | P<0.001

Tim boyalari kendi aralarinda ikiser ikiser karsilastirdigimizda, MPN
vakalarinda CD117’nin boyanma sikhginin, diger iki markera gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugunu bulduk. Sadece kontrol grubu icersinde, CD34,
CD117 ve b- katenin boyalarinin boyanma sikliklarina gore karsilastirmasini
yaptigimizda, Kruskal Wallis varyans analizi testine gore istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulduk (P= 0.01) (Tablo 21).

Tablo.21: Kontrol Grubunda Her Ug Boyanin Boyanma Sikliklari Agisindan Karsilastiriimasi

Kontrol P=0.07
Vakalari CD34 CD117
B- P=0.03
Katenin
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CD34 P=0.07
CD117 B-
. P<0.001
Katenin
CD34 P=0.03
B-katenin
CD117 | P<0.001

Tum boyalari kendi arasinda ikiser ikiser karsilastirdigimizda, kontrol
grubunda b-katenin boyanma sikliginin diger iki belirtece goére istatistiksel olarak
anlaml oranda dusuk oldugunu bulduk. MDS vakalarinda, CD34, CD117 ve b-
katenin boyalarinin ekspresyon oranlari arasindaki korelasyonlarda; CD34 ile CD117
arasinda guclu bir korelasyon (0.50- 0.75), CD34 ile b-katenin arasinda zayif bir
korelasyon (0.25-0.50), CD117 ile b-katenin arasinda gigcli bir korelasyon (0.50-
0.75) bulduk (Tablo .22).

Tablo.22: MDS Vakalarinda Her Ug Boyanin Ekspresyon Oranlari Arasindaki Korelasyon

CD34 CD117 B-Katenin
CD34 1 0.516 0.356
CD117 0.516 1 0.695
B-Katenin 0.356 0.695 1

MPN vakalarinda, CD34, CD117 ve b-katenin boyalarinin ekspresyon oranlari
arasindaki korelasyonlarda; CD34 ile CD117 arasinda guclu bir korelasyon (0.50-
0.75), CD34 ile b-katenin arasinda zayif derecede bir korelasyon (0.25-0.50) ve
CD117 ile b-katenin arasinda guclu bir korelasyon (0.50-0.75) bulduk (Tablo.23).

Tablo.23: MPN Vakalarinda Her Ug Boyanin Ekspresyon Oranlari Arasindaki Koralesyon

CD34 CD117 B-Katenin
CD34 1 0.607 0.303
CD117 0.607 1 0.594
B-Katenin 0.303 0.594 1

Kontrol grubunda, CD34, CD117 ve b-katenin boyalarinin ekspresyon
oranlari arasindaki korelasyonlarda; CD34 ile CD117 arasinda zayif bir korelasyon
(0.25- 0.50), CD34 ile b-katenin arasinda minimal korelasyon (< 0.25), CD117 ile b-
katenin arasinda guclu bir korelasyon (0.50-0.75) bulduk (Tablo 24).
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Tablo.24: Kontrol Vakalarinda Her Ug Boyanin Ekspresyon Oranlari Arasindaki Koralesyon

CD34 CD117 B-Katenin
CD34 1 0.303 0.234
CD117 0.303 1 0.511
B-Katenin 0.234 0.511 1

5-OLGULARIMIZA AIiT RESIMLER

Resim.1.

MDS'de ALIP (H&E, X400)
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Resim.3. MDS'de stoplazmik CD34 boyanmasi (immunperoksidaz, X400)
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Resim.5. MDS'de stoplazmik b-katenin boyanmasi (immunperoksidaz, X400 )
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Resim.7. MPN’de memb/stoplazmik CD117 boyanmasi (immunperoksidaz,
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Resim.8. MPN'de stoplazmik b-katenin boyanmasi (immunperoksidaz,X 400)

6-TARTISMA

ik olarak 1951 yilinda Dameshak tarafindan tanimlanan Myeloproliferatif
Neoplazmlar (MPN), kemik iliginde en az bir seride neoplastik proliferasyonla
karakterize olan, pluripotent hematopoetik kok hicrelerin klonal bir grup
hastaligidir. Klonal genislemenin sonucunda, hematopoetik serilerde ileri
derecede proliferasyon ve anormal hematopoesis izlenir. Akut I6semilerin aksine
MPN’de hiicrelerin mattrasyonu tamdir ve hastaligin dogal gidisati kroniktir (23).

En son WHO siniflamasinda (2008), altgruplari yeniden yapilandirilan
Myelodisplastik Sendromlar (MDS) ise, ineffektif ve displastik hematopoesis ile
seyreden, akut I6semiye progresyon icin yiksek risk tasiyan bir grup klonal kdk
hicre hastaligidir (88). MDS zaman icersinde FAB ve WHO siniflamalan ile
subtiplere ayrilmistir. Bu ayirimda en 6nemli prognostik deger, kan ve kemik
iligindeki artmis blast sayisidir (126).

Blast sayisini belirlemek, birgok klonal hematopoetik hastalikta tani ve
subtipleme agisindan énemlidir. Ornegin 2008 WHO kriterlerine gére AML tanisi

icin asgari blast orani % 20 olarak belirlenmistir.
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MDS ve MPN klonal kdk hicre hastaliklandir (163). Kok hicrelerin
fonksiyonlarini ve eksprese ettikleri ylzey molekullerini tanimak, normal
hematopoesisi oldugu kadar malign hematolojik hastaliklari da anlamak igin
gereklidir. Kok hucrelerin karakteristik olarak eksprese ettikleri ytizey antijenleri
uzun yillardan beri bircok calismaya konu olmustur. Cesitli yontemlerle bu
antijenlerin etkinlikleri karsilastirilmistir.

Uzerinde en fazla durulan yiizey antijenlerinden biri CD34 'tir. CD34'iin

karakteristik olarak kok hicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir (124,125).
CD34 ekspresyonu, azalmis koloni sayisi, artmis ALIP sayisi ve blast kiimeleri ile
iliskili bulunmustur. Bu durum, differansiasyon kapasitesinden yoksun, daha
immattr hiucrelerin buyime patternini géstermektedir (127,139).
Eldeki tim bulgular gostermistir ki MDS'de CD 34 ekspresyonu, erken
hematopoetik kdk hiicre seviyesinde, erken intrameduller programli hiicre d6limu
ve ineffektif hematopoesis ile iliskilidir. Ozellikle RAEB ve RAEB-t vakalarinda
CD34 ekspresyonunun belirgin artis gosterdigi izlenmistir (139). Pellegrini ve ark.
calismasinda, MDS vakalarinin % 45.4’Unde, progenitér hiucrelerin yanisira % 10
ve daha fazla megakaryositte, CD34 ekspresyonu gozlemlemislerdir (59). Bu
durum bize CD34’Un seri spesifik bir 6zellik gostermedigini kanitlamaktadir. Bazi
yayinlarda, normal kemik iligi biopsilerinde % 1-2 kadar, bazi yayinlarda ise %2-5
arasi CD34 ekspresyonunun olagan olarak izlenebilecegi belirtilmistir (126,153).
Yapilan ¢ok sayida calismada ayrica CD13, CD38, CD117, CD15, CD45, CD33
ve MPO gibi bircok yuzey antijeni de progenitdr hiicrelerin isaretlenmesi amaciyla
denenmistir (124,127,153). Bunlar icersinde CD117’nin digerlerine gore daha
guvenilir ve 0stin oldugu gosterilmistir (141). Muroi ve ark. CD117'nin,
myeloblastlari tanimada en givenilir marker oldugunu belirtmiglerdir (164).

Kok hicre faktorinin baglandigi transmembran, tirozin kinaz reseptorini
kodlayan c-kit protoonkogeninin bircok hematolojik hastalikta eksprese edildigi
gosterilmistir (124,141,153). Bircok non-hematopoetik dokuda ve tim kemik iligi
serilerinde eksprese edilebilmesine ragmen 06zellikle myeloid seriye yiksek
spesivite gosterdigi kanitlanmistir (141,153). Bunun aksine megakaryositik ve
eritroid tutulumla ilerleyen hematolojik hastaliklarda ekspresyonun cok daha az,
hatta hi¢ olmadigi gosterilmistir (153).

Wells ve ark. calismalarinda AML vakalarinin % 87’sinde ve myeloid blast

krizindeki MPN vakalarinin %80’inde, CD117 ekspresyonu godzlemlemisler (141).
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Di Noto ve ark. AML vakalarinin % 62’sinde, myeloid blast krizindeki KML
hastalarinin % 64.7’sinde ve RAEB-t vakalarinin ise % 92.8’'inde CD117 pozitifligi
bulmuslar. Joseph F. ve ark. gcalismalarinda AML vakalarinin ve diger myeloid
hastaliklarin cogunda (>%90) CD117 ekspresyonuna rastlamislardir. Ayni
calismada, ayrica B-hiicre seri ALL vakalarinda CD117’nin negatif oldugunu ve bu
nedenle ALL ve AML ayriminda CD117'nin cok faydali bir marker oldugunu
belirtmigler. MDS vakalarinin % 91.6’sinda, %10 ve daha fazla blastta, CD117
ekspresyonu izlemigler (141).

Baska bircok calismada, CD34 ve CD117 antijenlerinin ko-ekspresyonlari
gosterilmistir. Pirruccello ve ark. calismasinda RARS hastalarinin % 50’sinde,
RCMLD hastalarinin % 68’inde ve RAEB hastalarinin ise % 100’inde CD34 ve
CD117 ko-ekspresyonu bulmuslar (165). Bu durum elbetteki myeloblast artisi ile
MDS grade’inin yakin korelasyonuyla alakalidir. Bu calismada ayrica myeloblast
fenotipik anomali sayisi ile IPSS skorunun iyi derecede korelasyon gosterdigi
belirtiimis . Arroya ve ark. (174), Del Canizo ve ark.(173) ve Ogata ve ark (172)
yaptiklari ¢calismalarda, MDS hastalarinda myeloblastlarda artmig CD15 ve CD34
ko-ekspresyonu ve CD34(+) myeloblast sayisinda artis izlemigler. Kussick ve ark.
(175) 124 adet MDS vakasi ile yaptiklari calismada, % 50 ve daha fazla vakada,
myeloblastlarda anormal HLA-DR, CD13, CD33,CD38 ve CD117 ekspresyonlari
bulmuslar. Pirruccello ve ark. calismasinda c¢ogunlukla myeloblastlarda CD45
yogunlugunda azalma ve CD13, CD34 ve CD117 yogunluklarinda artis izlemigler
(165).

B-katenin ise, Wnt sinyal sisteminin bir komponenti olan stoplazmik bir
proteindir. Wnt/b-katenin kaskadinin, embriolojik gelisim esnasinda ve intestinal
kript, kil folikili ve hematopoetik hucreler gibi farkli dokularda, kok hicre
gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir. Bu yolun disregilasyonu, timérigenesis ile,
Ozellikle de kolon, prostat, endometrial ve ovarian ca ile, melanom, hapatoblastom
hepatoselluler ca, medulloblastom ve pilomatricoma gibi neoplazmlarla iliskili
oldugu gosterilmistir.

Normal hematopoesis ve lenfopoesisin saglikli devami, matir granulosit,
eritrosit ve lenfositlerin olusum mekanizmalarinin islemesinde Wnt/b-katenin
sinyal sisteminin 6nemi cgesitli calismalarla gosterilmistir. Wnt/b-katenin yolunda
meydana gelebilecek mutasyonlar veya Wnt kaskadinin artmis stimulasyonu,

myeloid, lenfoid ve eritroid seri differansiasyonunda ve gelisiminde blokaja neden
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olabilir. Wnt'nin timorigenesisdeki roline bir kanit olarak, Wnt 5a ‘da meydana
gelen bir mutayonun, myeloid 16semi ve B-cell lenfoma gelisimi ile sonuclandigi
gosterilmistir. Wnt 16’daki mutasyonlarin akut lenfoblastik 16semiye yol actigi
gosterilmistir. Wnt 11 mutasyonunun ise tumor hdcrelerinin invazivligini arttirici
etkisi oldugu bulunmustur .

Lenfoid neoplazmlarda, Wnt yolunun, proliferasyon, migrasyon ve invazyon
gibi cok sayida fonksiyonda onemli rol oynadigi belirtiimis. Diarra ve ark
calismasinda, akut myeloid I6semi vakalarinda, b-katenin gen ekspresyonunun
artigini bulmuslar (176). Diger hematopoetik hastaliklarda b-katenin varhgi
gosterilmesine karsin, MDS ve MPN’de bu yodnde literatirde pek calisma
bulunmamaktadir. Monica P. ve ark. calismasinda 0zellikle PV ve ET vakalarinda
, megakaryositlerde yiksek b-katenin ekspresyonu bulmuslar (107). Jinglan Xu ve
ark., AML ve MDS vakalarinda yaptiklari bir calismada ise immunhistokimyasal
olarak, b-kateninin C ve N terminallerini isaretleyen iki ayri peptid antikor
kullanmiglar. C terminali isaretli b-katenin, stoplazmadaki b-katenini temsil
ederken, N terminal isaretli b-katenin ise non-fosforile yani stoplazmada
indirgenmekten kurtulan ve nukleusa tasinan b-katenini temsil eder. Yani nukleer
b-katenin boyanmasi, b-kateninin indirgenmedigini, varoldugunu ve nukleusa
tasinarak aktive oldugunu gosterir. Anti-N terminal non-fosforile b-kateninin, AML
ve MDS vakalarinda, myeloblast ve eritroblastlarda nikleer boyanma gosterdigi
izlenmis (108). Nukleer b-katenin boyanmasinin hem AML hem de MDS vakalari
icin kotl prognoz gostergesi oldugu belirtiimis. Bu calisma MDS hastalarinda b-
kateninin ilk defa gosterilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Ysebaert ve ark.
calismasinda, b-katenin ekspresyonunun CD34 ekspresyonu ile korele oldugunu
goOstermisler (171).

MDS ve MPN genel olarak ileri yaslarda gorulen hastaliklardir. MPN
hastalarinin ¢ogunlukla tani konulma yasi 40-60 yas arasindadir. 20 yas altinda
nadiren izlenir (4). Calismamizda MPN tanili hastalarin yaslari 18-79 arasinda
degiskenlik gosteriyordu ve ortalamasi 57,24 idi. 1 adet MPN hastasi 18 yasinda
idi. MDS hastalarinin ise genel olarak tani esnasinda yas ortalamasi 70’dir.
Hastalarin % 92’si 50 yasin lUzerindedir (68,69). Bizim calismamizda ise MDS
hastalarinin ortalama yasi 58,5 bulunmustur. Calismamizdaki hastalardan sadece
%63.3'Untn yasi 50 yasin Uzerindedir. Bu degerler literatlirdeki degerlerin

altindadir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda yasa goére hastalik gruplarinin
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dagilimi arasinda anlamh bir fark bulunmustur (p=0.03). Kontrol grubu ile MPN ve
MDS gruplarinin ayri ayri ikiserli karsilastirmasinda yas dagilimi agisindan arada
anlamh bir fark bulunmustur. Kontrol grubunun yas ortalamasi 47.3 iken, MDS ve
MPN gruplarinin sirasiyla 58.5 ve 57.2 olarak bulunmustur. Bu veriler genel olarak
MPN ve MDS’lerin ileri yas hastaliklari olduklari bilgisini destekler niteliktedir.

Kemik iligi sellilaritesi acisindan her ¢ calisma grubununda birbirinden
anlamli derecede farkh oldugu izlendi. En yiksek sellilarite %80.44 ile MPN
hastalarinda izlenirken, bunu % 70.16 ile MDS ve %48.66 ile kontrol gruplarinin
takip ettigi izlendi. Kontrol grubu genel olarak normoselltler goérinimde
biopsilerden olusmaktaydi. MDS ve MPN ise temelde kemik iliginde
hiperselltlarite ile karakterli hastaliklardir. Aralarinda anlamli bir fark g¢ikmasi
beklenen bir sonuctur. Bu yuzden elde edilen sonuclar literatir verileri ile
uyumludur (2,4).

Vakalarin CD34 ile boyanma sikligini degerlendirdigimizde, kontrol
vakalarina gore MDS ve MPN vakalarinda anlamli derecede yuksek siklikta
boyanma izlenmistir. Kontrol vakalarinin biyik cogunlugunda (%83.3), % 5’in
altinda boyanma sikligi izlenirken, MDS vakalarinin %70’'inde ve MPN vakalarinin
ise % 58.6'sinda, % 5 ve Uzerinde boyanma izlenmistir. Yoo Hong Min ve ark.
calismasinda RA vakalarinin % 23’4, RAEB vakalarinin %33, RAEB-t
vakalarinin % 62’si ve KMML vakalarinin %63’Unde esik degerin tUzerinde CD34
pozitifligi izlemisler. Yani toplamda MDS vakalarinin %41.3'inde esik degerin
Uzerinde boyanma izlenmistir (126). Bu degerler bizim calismamizdaki degerlerin
altindadir. Pirruccello ve arkadaslarinin galismasinda ise RARS vakalarinin
%13’'inde, RCMLD vakalarinin % 38’'inde ve RAEB vakalarinin % 58’inde,
toplamda ise tum MDS vakalarinin % 39.4’Unde esik degerin Uzerinde boyanma
izlenmistir. Ayni calismada RARS vakalarinin % 50’sinde RCMLD vakalarinin
%38'inde ve RAEB vakalarinin % 75 ’inde, toplamda vakalarin % 57.2’sinde
CD117 ile boyanma izlenmistir (165). Calismamizdaki vakalarin CD117 ile
boyanma sikhgr degerlendirmesinde, yine CD34 boyanma oranlarina benzer
sekilde MDS ve MPN gruplarinin boyanma oranlarinin kontrol vakalarindan
anlamh oranda farkh olduklari izlendi. Kontrol vakalarinin %90’inda, %5'in altinda
CD117 boyanmasi izlenirken, MPN vakalarinin % 82.8'inde, MDS vakalarinin ise

% 60'Inda . % 5 ve Uzerinde boyanma izlenmistir.
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Bizim calismamizdaki bu degerler, literatirdeki degerlerden farkhdir.
Burada dikkat edilmesi gereken, MDS vakalarinda grade, blast artisi ile beraber
CD34 ve CD117 boyanma oranlarindaki artistir. Her iki markerin da kemik iliginde
progenitdr hicrelerde boyandigi bilindiginden, blast artisi ile bu markerlarda
ekspresyon oranlarinin artisi surpriz degildir. Yoo Hong Min ve arkadaslarinin
calismasinda da CD34 boyanma orani, kemik iligi blast sayisi ile korele olarak
izlenmistir (126). Yine Pirruccello ve ark. calismasinda da benzer sekilde CD34
ve CD117 boyanma oranlari ile myeloblast sayisi arasinda direkt bir iliski tespit
edilmistir (165). Bizim ¢alismamizdaki boyanma oranlarinin literatirdeki degerlerin
Uzerinde cikmasinin nedeni, calismamizdaki vakalarin buydk cogunlugunun
artmis blast sayisi ile seyreden yuksek grade MDS vakalarindan olusmus
olabilecegidir. Ancak calismamizda MDS subtiplemesi yapmadigimizdan, bu
konuda daha ileri degerlendirme yapamiyoruz.

MPN ve MDS arasinda CD34 ve CD117 boyama oranlari agisindan
istatistiksel olarak anlamh bir fark izlenmemigstir. Fakat dikkat edilecek bir baska
husus, MDS hastalarinda CD34 (+) boyanan vaka orani %70 ve CD117 (+)
boyanan vaka orani %73.3 iken, MPN vakalarinda CD34 (+) boyanma orani %
58.6 ve CD117 boyanma orani % 82.8’dir. Her ne kadar istatistiksel olarak anlaml
bir farklilk izlenmese de, MPN vakalarinda CD34’den ziyade CD117 ile boyanma
egilimi dikkat ¢ekicidir. CD117 genel olarak myeloid spesivite gosteren bir marker
oldugu icin, 6zellikle myeloid serilerde proliferasyonla karakterli MPN vakalarinda
CD117'nin daha yuksek oranlarda boyanmasi beklenen bir sonuctur.

MDS, MPN ve kontrol gruplari arasinda, CD34 ile boyanma yogunluklari
acisindan kayda deger bir farklihk izlenmemistir. Toplamda 89 hastanin 80’inde
(%89.8), 2 (+) ve Uzerinde boyanma izlenmistir. MPN hastalarinin tamami 2(+) ve
Uzerinde boyanma gostermislerdir.

CD34’lin aksine, CD117 ile, calisma gruplari arasinda boyanma yogunlugu
acisindan anlaml bir fark izlenmistir (p=0.01). ikili karsilastirma testleri sonucunda
MPN vakalarinda kontrol grubuna goére anlamli oranda fazla boyanma yogunlugu
bulunmustur (p<0.001). Kontrol grubunun %63.3'U 2(+) ve Uzerinde boyanma
gOsterirken, MPN vakalarinin % 96.5'i 2(+) ve Uzerinde boyanma gdstermislerdir.
1(+) boyanan hastalarin sadece % 3.4'0 MPN vakasi iken, 3 (+) boyanan

hastalarda bu oran % 44.8’e cikmaktadir.
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Genel olarak CD117 ekspresyonu erken evredeki hematopoetik
progenitorlerde cok daha fazla olup, matirasyon ilerledikgce ekspresyon
yogunlugunda azalma izlenir. Fakat buna ragmen en primitif hematopoetik
progenitorlerde, granulosit/makrofaj seri progenitdrlerine oranla daha zayif c-kit
ekspresyonu izlenebilir (153). Bu bilginin i1siginda MPN’'de CD117 ekspresyon
yogunlugunun anlamli olarak artisini, myeloid proliferasyonla karakterize MPN
vakalarinda, granilosit /makrofaj seri progenitorlerinin, diger progenitorlerden
bariz derecede daha fazla artisi ile agiklamak mumkundur.

Calismamizdaki vakalarin buyik ¢cogunlugu (%89.9) CD34 ile stoplazmik
boyanma gosterirken, vakalarin % 10.1'i membrandz/stoplazmik boyanma
gOstermistir. Yalnizca membrandz veya nukleer boyanma gosteren vaka yoktur.
CD34 boyanma patternleri acisindan her u¢ grup arasinda anlamli bir fark
izlenmistir (p=0.01). Stoplazmik boyanma her lc¢ gruptaki vakalarin cogunlugunda
izlenmistir. Yapilan ikili karsilastirmalarda MDS vakalarinda diger iki grup vakalara
gbre membrandz/stoplazmik boyanma patterninde anlaml oranda bir yUkseklik
izlenmigtir. Tium vakalar icersinde membrandz/stoplazmik boyanan vakalarin %
77.7'si MDS grubuna ait vakalardir. Kontrol ve MPN grubunda ise sadece 1'er
adet hastada membrandz/stoplazmik boyanma izlenmistir.

CD117 ile boyanma patterni agisindan vakalari inceledigimizde her ¢ grup
arasinda boyanma patternleri agisindan anlamh bir fark izlenmemigtir. CD117 ile
boyanma patterni acisindan farkli dokularda, literatiirde farkli bildirimler
bulunmaktadir. Ornegin Mouriaux ve ark. ¢alismasinda, CD117 pozitif boyanan
vakalarin % 75’inde membrantz boyanma izlenmigtir (166). Butner ve ark., 96
adet vaka ile yaptiklari calismada , pozitif boyanan vakalarin hepsinde CD117 ile
membrandz belirginlik gosteren stoplazmik boyanma izlenmistir.

MDS, MPN ve kontrol grubu vakalarinin, b-katenin ile boyanma sikliklarinin
karsilastirmasinda, MDS ve MPN gruplarinin her ikisinde de kontrol grubuyla
aralarinda boyanma sikhgi agisindan anlamli farklar bulunmustur. Kontrol
grubunda vakalarin tamaminda % 5’in altinda boyanma izlenirken, MDS
vakalarinin % 66.7’sinde, MPN vakalarinin ise % 41.4’inde, % 5 ve Uzerinde
boyanma izlenmigtir. Monica P. ve ark. ¢alismasinda, 52 adet MPN vakasini
megakaryositik ve eritroid/myeloid seride b-katenin ile ayri ayri boyanma sikliklar
acisindan karsilastirmiglar. Buna gore 52 adet MPN vakasinin % 46.1 ‘inde

megakaryositer seri hicrelerinde, % 5’in altinda boyama, % 17.3'Unde % 5-30
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arasi boyanma izlenmistir. 6 adet konrol vakasinin hepsinde % 5’in altinda
boyanma izlenmistir. 52 adet vakanin % 57.6 sinda % 5’in altinda boyanma
izlenirken, % 26.9'unda % 5-30 arasi boyanma izlenmigtir. 6 adet kontrol
vakasinin 6'sinda da % 5'in alinda boyanma izlenmistir (107).  Bizim
calismamizda MPN hastalarinda % 5’in altinda boyanma orani literatirdeki bu
calismaya gore daha dusuk iken, % 5-30 arasi boyanma oranlari cok daha yiiksek
bulunmustur. Ozetle, calismamizdaki MPN vakalari, b-katenin ile daha yiksek
oranlarda boyanmistir. Kontrol vakalari, literatirdeki c¢alismanin sonuglari ile
uyumlu olarak tamamen % 5'in altinda boyanmistir. iki calisma arasindaki
boyanma oranlari arasindaki fark, gerek vakalarin 6zelliklerinden gerek se teknik
nedenlerden kaynaklaniyor olabilir. Monica P. ve ark galismasi haricinde MPN
vakalarinda b-katenin boyanmasi Uzerine yapiimis pek calisma yoktur. Bu
calismada megakaryositer ve eritroid/myelositer seri hicrelerinde boyanma
oranlari ayri ayri deg@erlendirilmistir. Bu nedenle bizim calismamizdaki oranlarla
karsilastirmak dogru bir yaklasim olmayabilir. Literattrdeki bu eksiklik nedeniyle,
bu konuda saglikli sonuglar elde edememekteyiz. Calismamizdaki MDS ve MPN
vakalarinin genel olarak kontrol vakalarindan daha yiksek oranda b-katenin ile
boyanma egilimi, her iki hastallkta da hematopoetik serilerde ve progenitor
hicrelerde proliferasyonun ve bu proliferasyonda Wnt sinyal sisteminin rol
aldiginin kaniti olarak sayilabilir.

B-katenin ile boyanma yogunlugu acisindan her ¢ grup arasinda anlamli
bir fark izlenmedi. Vakalarin genel olarak % 86.5’'inde 1(+) boyanma izlenirken, %
13.4’Unde 2(+) boyanma izlendi. Hicbir vakada 3(+) boyanma izlenmedi. Monica
P. ve ark. calismasinda, megakaryositlerde b-katenin boyanmasinin stoplazmik,
eritroid/myeloid serilerde ise perintkleer/stoplazmik oldugu izlenmis (107). Bazi
eski calismalarda, b-kateninin non-hematolojik neoplazmlarda hem stoplazmik
hem de nukleer lokalizasyonlarda eksprese edildigi bulunmus (167,168). Soliter
fibroz timorlerde, arastirmacilar vakalarin % 33'Unde b-katenin ile nikleer
boyanma bulurken, geri kalaninda membrandéz veya stoplazmik patternde
boyanma izlemigler (169). Kutantz lenfomalarla yapilan bir calismada, tim
vakalarda b-kateninle stoplazmik bir boyanma izlenmis (170). Bizim ¢alismamizda
da bu verilerle uyumlu olarak vakalarin % 96.6'sinda stoplazmik boyanma

izlenmistir. Vakalarin hi¢birinde nikleer boyanma izlenmemistir.
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B-katenin, interselliler adezyon baglantilarinda rol alan bir proteindir.
Kadherinler yoluyla hicre yizey membraninin ic kismina baghdir. B-katenin
stoplazmada bulunan bir indirgeme kompleksi vasitasiyla indirgenir. Wnt sinyali
uygun sekilde geldiginde ya da indirgenme kompleksi elemanlarinda meydana
gelebilecek herhangi bir hasarda, b-katenin indirgenmeyerek nukleusa tasinir.
Yani nikleer b-katenin varlhigi, b-katenin aktivasyonunun net bir gostergesidir.
Jinglan Xu ve ark ¢calismasi, MDS’de b-katenin boyanmasini gosteren ilk ve tek
calismadir. Bu calismada AML ve MDS vakalarinda, b-katenin ile nukleer
boyanma sikhgr arastiriimistir (108). Tum vakalarin % 40.9'unda nukleer
boyanma izlenmistir. Normal eritroblastlarda stoplazmik boyanma izlenmistir.
MDS vakalarinda eritroid ve endotelial hicrelerde stoplazmik b-katenin
boyanmasi izlenirken, myeloblast ve eritroblastlarda nikleer b-katenin boyanmasi
izlenmistir. Normal eritroblastlarda da stoplazmik b-katenin boyanmasinin
izlenmesi, her stoplazmik boyanmanin illa ki b-katenin aktivasyonu anlamina
gelmedigini ve b-kateninin normal olarak da hicre membraninin i¢ ylzinde
adeyon molekili olarak var oldugunu hatirlamamiz gerektigi anlamina
gelmektedir. Nukleer b-katenin boyanmasi, 06zellikle RAEB-t vakalarinda
izlenmistir. NUkleer b-katenin boyanmasi direkt olarak b-katenin aktivasyonunun
bir kaniti oldugu icin bu sonuclar MDS’de, Wnt/b-katenin sinyal sisteminin énemini
ve blast sayisi artisiyla, b-katenin aktivasyonunun direkt olarak iliskili oldugunu
goOstermektedir.

Calismamizda tek olarak MDS vakalarini ele aldigimizda, CD34’Un
boyanma sikhgdi agisindan CD117 ve b-katenine Ustiin oldugu dikkat cekmektedir.
Bunda CD34'Un hemtopoetik progenitor hiicrelerde ve blastlarda yuksek oranda
boyanma egiliminin payi biyuktir. Her ne kadar artmis blast sayisini belirlemede
bircok farkli immunmarker denense de, CD34 halen bu agidan en guvenilir marker
gibi gorinmektedir. Bu durumun aksine, ¢alismamizdaki MPN vakalarinda ise,
CD117 boyanma oranlari diger iki markera gore anlamh o6lcide yuksek
bulunmustur. Daha 6nce de bircok kez anlatildigi gibi, CD117 daha ¢ok myeloid
spesivite  gosteren ve primitif hematopoetik  progenitérlerden  ziyade
granilosit/myeloid progenitér hiicrelerde daha ytksek oranlarda eksprese edilen
bir markerdir. Bu ylizden o6zellikle myeloid seride proliferasyonla giden MPN
vakalarinda yuksek oranlarda boyanmasi beklenen bir sonuctur. ilging olarak

calismamizdaki kontrol grubu vakalarinda b- katenin boyanma oranlar, diger iki
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gruba gore yuksek bulunmustur. B-katenin normal durumlarda da, hicre i¢
membraninda bulunabilen bir adezyon proteinidir. Yani herhangi bir patoloji
olamayan durumlarda da stoplazmada bulunabilir. Bu bilgileri destekler sekilde
Jinglan Xu. ve ark. calismasinda, normal kemik ili§i vakalarinda, hucrelerin
membran ve stoplazmasinda ekspresyon izlemislerdir (107). Ote yandan CD34 ve
CD117 antijenleri daha c¢ok blast ve progenitor hicrelerin neoplastik
proliferasyonlarinda kendilerini gosterir.

Son olarak her bir gruptaki vakalarda eksprese edilen markerlar arasindaki
korelasyonlari inceledik. Buna goére MDS vakalarinda CD34 ve CD117 arasinda
iyi derecede bir korelasyon, CD117 ile b-katenin arasinda iyi derecede bir
korelasyon ve CD34 ile b-katenin arasinda zayif derecede bir korelasyon bulduk.
MPN vakalarinda da buna benzer sekilde CD34 ile CD117 arasinda ve CD117 ile
b-katenin arasinda iyi derecede korelasyon ve CD34 ile b-katenin arasinda zayif
derecede bir korelasyon bulduk. Ysebaert ve ark yaptiklari ¢calismada b-katenin
ekspresyonu ve CD34 ekspresyonu arasinda bir korelasyon oldugunu belirtmigler
(171). Bizim galismamizdaki bu bulgular da bu bilgiyi destekler niteliktedir ancak
buldugumuz korelasyon zayif derecededir.

Kontrol grubunda CD34 ve CD117 arasinda zayif bir korelasyon
bulunurken, CD34 ve b-katenin arasindaki korelasyon minimaldir. CD117 ile b-
katenin arasindaki korelasyon iyi derece olarak izlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz bitin sonuclar bize MDS’de blast sayisini ve
grade’i belirlemede halen CD34’'Gn en etkin marker oldugunu ancak CD117’nin
bunun yaninda destekleyici, 6zellikle de myeloid seri progenitérlerini tespitte
onemli bir yardimci olabilecegini gostermektedir. MPN'de CD117 ekspresyonu,
CD34’e gore anlamli derecede Ustundir. Ozellikle myeloid proliferasyonla giden
MPN vakalarinda faydasi stphesizdir. Ayrica MDS ve MPN arasinda kararsiz
kalinan durumlarda CD34 ve CD117 ‘nin birlikte ¢calisiimasi, dogru tani i¢in ¢ok yol
gOsterici olacaktir. Hematopoetik hastaliklarda yeni kullanim alani bulan B-katenin
ise AML vakalarinda izlenen yiksek performansi, MDS ve MPN vakalarinda
gosterememektedir. Bu konuda yapilan ¢ok az sayida calisma, Wnt/b-kateninin
MDS ve MPN gibi hastaliklardaki roltine iliskin sorulari tam cevaplayamamaktadir.
Bu vyondeki kapsaml calismalarin arttinimasiyla gelecekte b-kateninin,

hematolojik neoplazmlarin tani ve tedavisindeki dnemi aydinliga kavusacaktir.
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7-SONUGLAR

MDS hastalarinin yas ortalamasinin, kontrol grubu hastalarinin yas
ortalamasindan istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugu izlendi
(p=0.04).

MDS ve MPN hastalarinin, kemik iligi selltleritelerinin kontrol grubu kemik iligi
selluleritelerinden anlamli derecede yuksek oldugu izlendi (p=0.02, p<0,001).
Hastallk gruplan arasinda cinsiyet dagihmi agisindan anlamli bir fark
izlenmedi (p=0.810).

MDS ve MPN vakalarinin her ikisinde de kemik iligi kontrollerine gére, CD34
ile anlamli derecede yuksek oranda boyanma izlenmistir (p<0.001,p<0.001).
MDS, MPN ve kontrol gruplari arasinda CD34 ile boyanma yogunluklari
acisindan anlaml bir fark izlenmemistir (p=0.06).

MDS vakalarinda, CD34 ile membrandz/ stoplazmik boyanma patterni, diger
iki gruptaki vakalara gore anlamh derecede yiksek bulunmustur
(p=0.02,p=0.02).
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Kontrol grubunun CD117 ile, MDS ve MPN gruplarina gére anlamli oranda
dusuk siklikta boyanma gosterdigi izlendi (p<0.001,p<0.001).

CD117 ile MPN grubunun, kontrol grubuna gore anlamli derecede yuksek
boyanma yogunlugu gdsterdigi izlendi (p<0.001).

CD117 ile boyanma patterni acgisindan gruplar arasinda anlaml bir fark
izlenmemistir (p=0.9).

Kontrol grubunun, b-katenin ile, MDS ve MPN vakalarindan, anlamli derecede
dusik oranda boyanma gdosterdigi izlendi (p<0.001,p<0.001).

B-katenin ile boyanma yogunlugu agisindan gruplar arasinda anlaml bir fark
izlenmedi (p=0.32).

MDS vakalarinda CD34’Un boyanma orani diger iki markera gdre anlamli
derecede yuksek bulunmustur (p=0.04, p<0.001).

MPN vakalarinda CD117'nin boyanma orani, diger iki markera gore anlamli
derecede yuksek bulunmustur (p=0.01,p<0.001).

Kontrol grubunda b-katenin boyanma orani, diger iki markera gore zayif

bulunmustur (p=0.03,p<0.001).

MDS vakalarinda, CD34 ve CD117 arasinda boyanma oranlari acgisindan
guclu bir korelasyon saptandi.

MDS vakalarinda, CD117 ile b-katenin arasinda boyanma oranlari gugli bir
korelasyon saptandi.

MDS vakalarinda, CD34 ile b-katenin arasinda boyanma oranlari agisindan
zay|f bir korelasyon saptandi.

MPN vakalarinda, CD34 ile CD117 arasinda boyanma oranlari acisindan
guclu bir korelasyon saptandi.

MPN vakalarinda, CD34 ile b-katenin arasinda boyanma oranlari agisindan
zay|f bir korelasyon saptandi.

MPN vakalarinda, CD117 ile b-katenin arasinda, boyanma oranlari acisindan
gucll bir korelasyon saptandi.

Kontrol grubunda, CD34 ile CD117 arasinda, boyanma oranlari agisindan

zayif bir korelasyon saptandi.

65



» Kontrol grubunda, CD34 ile b-katenin arasinda, boyanma oranlar agisindan
zayIf bir korelasyon saptandi.
» Kontrol grubunda, CD117 ile b-katenin arasinda, boyanma oranlari agisindan

guclu bir korelasyon saptandi.

8-OZET

Myelodisplastik Sendrom (MDS) ve Myeloproliferatif Neoplazmlar (MPN)
klonal hematopoetik kok hicre hastaliklaridir. Calismamizda Dicle Universitesi Tip
Fakdltesi Patoloji Anabilim Dali arsivinden 2007-2010 yillarinda elde edilen 30 MDS,
29 MPN ve kontrol grubu olarak 30 kemik iligi biopsi materyali kullanilmistir. TUm
parafin kesitler immunhistokimyasal olarak anti-beta-katenin, anti-CD34 ve anti-
CD117 antikoru ile ¢alisiimigtir.

MDS ve MPN vakalarinin her ikisinde de kemik iligi kontrollerine gore, CD34
ile anlamli derecede ylksek oranda boyanma izlenmistir (p<0.001,p<0.001). MDS,
MPN ve kontrol gruplari arasinda CD34 ile boyanma yogunluklari acisindan anlamh
bir fark izlenmemistir (p=0.06). Kontrol grubunun CD117 ile, MDS ve MPN gruplarina
gore  anlamli  oranda  dusuk sikhkta ~ boyanma  goOsterdigi  izlendi
(p<0.001,p<0.001).CD117 ile boyanma patterni agisindan gruplar arasinda anlamli
bir fark izlenmemistir (p=0.9). Kontrol grubunun, b-katenin ile, MDS ve MPN

66



vakalarindan, anlamh derecede diusik oranda boyanma go6sterdigi izlendi
(p<0.001,p<0.001). B-katenin ile boyanma yogunlugu acisindan gruplar arasinda

anlamh bir fark izlenmedi (p=0.32).

Calisma sonucunda elde edilen verilere gére CD34 halen, MDS ve MPN gibi
hastaliklarda blast artisini géstermede en guvenilir markerdir. CD117 ise Ozellikle
myeloid blast ve progenitorlere yiuksek spesivite gostermesi agisindan, CD34 ile
birlikte kullanilabilecek 6nemli bir markerdir. B-katenin ise diger neoplazilerde
gosterdigi basarlyi, MDS ve MPN vakalarinda gosterememektedir. Bu konuda

yapilacak daha kapsaml ¢alismalar, bu konuya 1sik tutacaktir.

Anahtar kelimeler: MDS, MPN,CD34, CD117, Beta katenin

9- SUMMARY

Myelodysplastic Sendrome and Myeloproliferative Neoplasia are both clonal
hematopoietic stem cell diseases. In the present study, 30 MDS, 29 MPN and 30
histologically normal bone marrow biopsies obtained from the archieve of Dicle
University Pathology Departmant between the years 2007-2010 were used. All the
parafin slides were stained immunohistologically with CD34,CD117 and b-catenin.

In both MDS and MPN cases, staining percentage with CD34 was significantly
higher when compared with the control cases (p<0.001,p<0.001). No significantly
differance was seen in staining density between all the groups (p=0.06). Contol group
showed significantly lower staining percentage with CD117 and b-katenin when
compared with MDS and MPN cases (p<0.001,p<0.001). Staining pattern with
CD117 did not show a significantly differance between all groups (p=0.09). Among
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three groups there was no significantly differance in staining density with b-catenin
(p=0.32).

In conclusion, CD34 is still the most reliable immunmarker to show blasts and
progenitor cells in the diseases like MDS and MPN. CD117 shows higher sensivity
particularly for myeloid blasts and progenitors, so it would be so useful when used
together with CD34. B-catenin could not show the same success that performed in
other hematologic diseases. More studies are needed for investigating the role of b-
catenin in MDS and MPN.

Key words: MDS, MPN, CD34, CD117 and B-catenin

10- KAYNAKLAR
1-K. Allampallam,V. Shetty, S. Mundle,D. Dutt,H. Kravitz,P. L. Reddy,S. Alvi, N. Galili,G. S. Saberwal.

Biological Significance of Proliferation ,Apoptosis,Cytokines and Monocyte/Macrophage Cells in
Bone Marrow Biopsies of 145 Patients With Myelodysplastic Syndrome. Int J Haematol , 2002,75:
289-297.

2-B.J.Brain, D.M.Clark and B.S.Wilkins. “Bone Marrow Pathology”.Wiley-Blackwell Publication, 2010

3-Stacey Mills. Histology for Pathologist. Lippincot Williams&Wilkins. USA, 2007

4-A.Orazi, D.P.O’'Malley and Daniel A.Arber. “illustrated Pathology of the Bone Marrow”.Chambridge
University Pres, 2006

5-Lemischka IR. Clonal, in vivo behavior of the totipotent hematopoietic stem cell. Semin Immunol.
1991;3:349-55.

6-Friedenstein AJ. Stromal mechanisms of bone marrow cloning in vitro an retransplantation in vivo.
In: Thienfelder S, ed. Immunology of bone marrow transplantation. Berlin: Springer Verlag,1980
p. 19-28.

68



7-Dexter TM, Moore MAS. In vitro duplication and “cure” of haemopoietic defects in genetically
anaemic mice. Nature 1977;269:412-14

8-Yoder MC, Papaioannou VE, Breitfeld PP, Williams DA. Murine endodermand mesoderm-derived
cell lines support in vitro growth and differentiation of hematopoietic cells. Blood 1994; 83:2436-
43

9-Julien Y. Bertranda and David Travera. Hematopoietic cell development in the zebrafish
embryo.Current Opinion in Hematology 2009, 16:243—-248

10-Thierry Jaffredoa, Wade Nottinghamb, Kate Liddiardb, Karine Bollerota, Claire Pougeta, and
Marella de Bruijnb . From hemangioblast to hematopoietic stem cell: An endothelial connection?
Experimental Hematology, 2005,33,1029-1040

11-Dantschakoff V. Uber das erste Auftreten der Blutelemente beim Hu"hn erembryo. Folia Haematol.
1907;4:159-166.

12-Maximow A. Untersuchengenuber blut und bindgewebe: 1. Die fruhesten entwicklungs-stadian der
Blut- und Bindgewebszellen beim saugetierembryo, bis sum anfang der blutbildung in der leber.
Arch Mikr Anat Entwicklungsgesch. 1909;73:444-561.

13-Ciau-Uitz A, Walmsley M, Patient R. Distinct origins of adult and embryonic blood in Xenopus. Cell.
2000;102:787—-796.

14-Charles Durand,Elaine Dzierzak. Embryonic beginnings of adult hematopoietic stem cells.
haematologica/the hematology journal | 2005; 90,1.

15-Palis J, Yoder MC. Yolk-sac hematopoiesis: the first blood cells of mouse and man. Exp Hematol.
2001;29:927-936

16- Murray PDF. The development “in vitro” of blood of the early chic embryo. Proc R Soc London.
1932;11:497-521.

17-Jaffe, E. S., Harris, N. L., Stein, H.,, & Vardiman, J. W., eds. World Health Organization
Classification of Tumours: Pathology and Genetics of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues. Lyon: IARC Press. 2001.

18-George, T. I. & Arber, D. A. Pathology of the myeloproliferative diseases. Hematology/Oncology
Clinics ofNorth America, 2003. 17, 1101-27.

19-Anastasi, J. & Vardiman, J. W. Chronic myelogenous leukemia and the myeloproliferative
disorders. In Neoplastic Hematopathology, ed. D. M. Knowles, 2nd edn. Baltimore Williams
&Wilkins, 2000. pp. 1745-60.

20-Harris, N. L., Jaffe, E. S., Diebold, J., et al. The World Health Organization classification of
neoplastic diseases of the hematopoietic and lymphoid tissues: report of the Clinical Advisory
Committee meeting, AirlieHouse,Virginia,November, 1997. Annals of Oncology, 1999. 10, 1419-
32.

21- F. Delhommeau a, b, D. F Pisani a, C. James a, ¢, N. Casadevall a, b, S. Constantinescu d and
W. Vainchenker a.Oncogenic mechanisms in myeloproliferative disorders Cell. Mol. Life Sci. 63 ,
2006 ,2939-2953

22-Thiele J, Kvasnicka HM, Tefferi A,Barosi G and Orazi APrimary Myelofibrosis .In: Swedlow SH,
Campo E,Haris NL,Jaffe ES,Pileri SA,Stein H,Thiele J and Vardiman JW . World Health

69



Organization Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissue, 4th edn. IARC
Pres,Lyon, 2008. pp. 44-50

23-Andrzej Hellmann. Myeloproliferative Syndromes: diagnosis and therapeutic options. ,Pol Arch Med
Wewn 2008,118: 756-760

24-Groffen J, Stephenson JR,Heisterkamp N, et al. Philadelphia chromosomal breakpoints are
clustered within a limited region bcr on chromosome 22. Cell 1984, 36: 93-96

25-Tefferi A, Gillland DG. Classification of myeloproliferative disorders: From Dameshek towards a
semi-molecular system. Best Pract Res Clin Haematol 2006;19:361-364.

26-Richard T. Silver, Ayalew Tefferi. Myeloproliferative Disorders,Biology and Management. Informa
Healthcare USA, 2008

27- Baxter EJ, Scott LM, Campbell PJ, et al. Acquired mutation of the tyrosine kinase JAK2 in human
myeloproliferative disorders. Lancet 2005;365:1054-1061.

28-Levine RL, Wadleigh M, Cools J, et al. Activating mutation in the tyrosine kinase JAK2 in
polycythemia vera, essential thrombocythemia, and myeloid metaplasia with myelofibrosis.
Cancer Cell 2005;7:387-397.

29- Kralovics R, Passamonti F, Buser AS, et al. A gain of function mutation in Jak2 is frequently found
in patients with myeloproliferative disorders. N Engl J Med 2005;352:1779-1790.

30-James C, Ugo V, Le Couedic JP, et al. A unigue clonal JAK2 mutation leading to constitutive
signalling causes polycythaemia vera. Nature 2005;434:1144-1148

31-Scott LM, Tong W, Levine R, et al. JAK2 exon 12 mutations in polycythemia vera and idiopathic
erythrocytosis. N Engl J Med 2007;356:459—-468.

32-Pikman Y, Lee BH, Mercher T, et al. MPLW515 L is a novel somatic activating mutation in
myelofibrosis with myeloid metaplasia. PLoS Med 2006;3:e270.

33-Pardanani AD, Levine RL, Lasho T, et al. MPL515 mutations in myeloproliferative and other
myeloid disorders: A study of 1182 patients. Blood 2006;108:3472-3476.

34-Cools J, DeAngelo DJ, Gotlib J, et al. A tyrosine kinase created by fusion of the PDGFRA and
FIP1L1 genes as a therapeutic target of imatinib in idiopathic hypereosinophilic syndrome. N Engl
J Med 2003;348:1201-1214.

35-Nagata H,WorobecAS, Oh CK, et al. Identification of a point mutation in the catalytic domain of the
protooncogene c-kit in peripheral blood mononuclear cells of patients who have mastocytosis with
an associated hematologic disorder. Proc Natl Acad Sci USA 1995;92:10560—10564.

36-Loh ML, Vattikuti S, Schubbert S, et al. Mutations in PTPN11 implicate the SHP-2 phosphatase in
leukemogenesis. Blood 2004;103:2325-2331.

37-Shannon KM, O’Connell P, Martin GA, et al. Loss of the normal NF1 allele from the bone marrow of
children with type 1 neurofibromatosis and malignant myeloid disorders. N Engl J Med
1994;330:597-601.

38-Lauchle JO, Braun BS, Loh ML, et al. Inherited predispositions and hyperactive Ras in myeloid
leukemogenesis. Pediatr Blood Cancer 2006;46:579-585.

39-U Germing, C Aul, C M Niemeyer, R Haas, J M Bennet. Epidemiology, classification and prognosis

of adults and children with myelodysplastic syndromes. Ann Haematol, 2008, 87: 691- 699

70



40-Kindgen A, Strupp C, Aivado M, Hildebrandt B, Haas R, Gattermann N, Germing U.
Myelodysplastic syndromes under the age of 50 years. J Clin Oncol, 2006, 24:5358-5365

41-Hasle H, Niemeyer CM, Chessells JM, Baumann |, Bennett JM, Kerndrup G, Head DR A pediatric
approach to the WHO classification of myelodysplastic and myeloproliferative diseases.
Leukemia , 2003, 17:277-282

42-Rollison DE, Howladen N, Smith MT, Stom SS, Merrit WD, Riesla et al. Epidemyology of
Myelodysplastic Syndromes and Chronic Myeloproliferative Disorders, Blood, 2008. 112,45-52

43-Bennett, J. M., Catovsky, D., Daniel, M. T., et al. Proposals for the classification of the
myelodysplastic syndromes. British Journal of Haematology, 1982. 51, 189-99.

44-Bennet JM Catavsky D, Daniel MJ, Flandin G,Galton DAG, Gralnick HR and Sultan C. Proposed
revised criteria fort he classificatin of acute myeloid leukemia. Ann .inter Med. 1985, 103,626-629

45-Brunning RD,Orazi A,Germing U,Le Beau MM,Porwit A,Baumann |,Vardiman JW and Hellstrom-
Linberg E. Myelodysplastic Syndromes/neoplasms,overview.In: Swerdlow SH,Campo E,Haris
NL,Jaffe ES,Pileri SA,Stein H,Thiele J and Vardiman JW, Whorld Health Organization
Clasification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues.IARC Pres,Lyon , 2008. pp
88-93

46-Baumann I,Niemeyer CM,Bennet JM and Shannon K Childhood Myelodysplastic Syndrome.In:
Swerdlow SH,Campo E,Haris NL,Jaffe ES,Pileri SA,Stein H,Thiele J and Vardiman JW, Whorld
Health Organization Clasification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues.IARC
Pres,Lyon , 2008, pp 105-107

47-Estey, E., Thall,P.,Beran, M.,Kantarjian, H., Pierce, S.,&Keating,M. Effect of diagnosis (refractory
anemia with excess blasts, refractory anemia with excess blasts in transformation, or acute
myeloid leukemia [AML]) on outcome of AML-type chemotherapy. Blood, 1997. 90, 2969—77.

48-Arber, D. A., Stein, A. S., Carter, N. H., Ikle, D., Forman, S. J., & Slovak, M. L. Prognostic impact of
acute myeloid leukemia classification: importance of detection of recurring cytogenetic
abnormalities and multilineage dysplasia on 5- year survival. American Journal of Clinical
Pathology, 2003, 119, 672-80

49-Kuriyama K,Tomonaga M,Matsuo T,Ginnai | ve Ichimaru M Diagnostic significance of detecting
pseudoPelger-Huét anomalies and micromegakaryocytes in myelodysplastic syndrome. Br J
Haematol, 1986,63;665-669

50-Fernandez-Lago C and Romero E. Myelodysplastic Syndromes associated with immune

thrombocytopenia. Br J Haematol, 1998. 102, 342-345

51-Thiede T,Enquist L and Billstrom R Application of megakaryocytic mophology in diagnosing 5g-
Syndrome.Eur J Haematol, 1988, 41;434-437

52-Wong KF and Chan JKC Are ‘dysplastic’ and hypogranular megakaryocytes spesific markers for
myelodysplastic syndrome? Br J Haematol, 1991, 77, 509-514

53-Yoshida Y,Oguma S,Uchjino H and Maekawa T. Refractory Myelodysplastic Syndromes with
hypocellular bone marrow. J Clin Pathol, 1988, 41, 763-767

71



54-Rios A,Canizo C,Sanz MA,Vallespi T,Sanz G,Torrabadella M et al. Bone marrow biopy in
myelodysplastic syndromes: morphological characteristics and contribution to the study of
prognostic factors. Br J Haematol,1990 75, 26-33

55-De Wolf-Peeters, C., Stessens, R., Desmet, V., Tricot, G., & Verwilghen, R. L. The histological
characterization of ALIP in the myelodysplastic syndromes. Pathology Research and Practice,
1986. 181, 402-7.

56-Tricot G, de Wolf Peeters C,Hendrickx B and Verwilghen RL. Bone marrow histology in
myelodysplastic syndromes. Br J Haematol, 1984, 56, 423-430

57-Lambertenghi-Deliliers, G., Annaloro, C., Soligo, D., & Oriani, A. The diagnostic and prognostic
value of bone marrow immunostaining in myelodysplastic syndromes. Leukemia and Lymphoma,
1998. 28, 231-9.

58-Baur, A. S.,Meuge-Moraw, C., Schmidt, P. M., Parlier, V., Jotterand, M., & Delacretaz, F.
CD34/QBEND10 immunostaining inbone marrow biopsies: an additional pa rameter for the
diagnosis and classification of myelodysplastic syndromes. European Journal of Haematology,
2000. 64, 71-9.

59-Pellegrini, W., Facchetti, F.,Marocolo, D., Pelizzari, A. M., Capucci, A., & Rossi, G. Expression of
CD34 by megakaryocytes in myelodysplastic syndromes. Haematologica, 2000. 85, 1117- 18.

60-Mangi MH and Mufti GJ Primary myelodysplastic Syndromes: diagnostic and prognostic
significance of immunohistochemical study on bone marrow trephines. Histopathology, 1992, 17,
69-74

61-Maschek H,Georgii A, Kaloutsi V,Werner M, Bandecar K,Kressel M-G et al. Myelofibrosis in
primary myelodysplastic syndromes: a retrospective study of 352 patients. Eur J Haematol, 1992,
48,208- 214

62-Soligo, D. A., Oriani, A., Annaloro, C., et al. CD34 immunohistochemistry of bone marrow biopsies:
prognostic significance in primary myelodysplastic syndromes. American Journal of Hematology,
1994. 46, 9-17.

63-Colovai, A. |, Wang, S., & Orazi, A. Flow cytometric analysis of myelodysplastic syndromes.
Modern Pathology, 2002. 15, 236A.

64-Poulain, S., Lepelley,P.,Preudhomme,C., et al. Expression of the multidrug resistance-associated
protein in myelodysplastic syndromes. British Journal of Haematology, 2000.110, 591-8.

65-Florian Nolte &Wolf-K. Hofmann. Myelodysplastic syndromes: molecular pathogenesis and
genomic changes. Ann Hematol ,2008, 87:777—795

66-MIC Report Recommendations for a morphologic, immunologic, and cytogenetic (MIC) working
classification of the primary and therapy-related myelodysplastic disorders: report of the
workshop held in Scottsdale, Arizona, USA, on February 23-25, 1987. Third MIC Cooperative
Study Group. Cancer Genetics and Cytogenetics, 1998. 32, 1-10.

67-Pfeilstocker, M., Reisner, R., Nosslinger, T., et al. Cross validations of prognostic scores in
myelodysplastic syndromes on 386 patients from a single institution confirm importance of
cytogenetics. British Journal of Haematology, 1999. 106, 455-63.

68-Knudson AG ,Hereditary cancer: two hits revisited. J Cancer Res Clin Oncol, 1996 , 122:135-140

72



69-Brunning RD,Hasserjian RP, Porwit A, Bennet JM, Thiele J and Hellstrom-Lindberg E .Refrakter
Cytopenia with unilineage dysplasia. In: Swerdlow SH, Campo E,Haris NL, Jaffe ES, Pileri SA,
Stein H, Thiele J and Vardiaman JW (eds) World Health Organization Classification f Tumours of
Haematopoietic and Lymphoid Tissues, IARC Press, Lyon, 2008,, pp. 94-95

70-Brunning RD, Bennet JM, Matures E,Orazi A, Vardiaman JW and Thiele J. Refracter Cytopenia
with multilineage dyaplasia, In: Swerdlow SH, Campo E,Haris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H,
Thiele J and Vardiaman JW (eds) World Health Organization Classification f Tumours of
Haematopoietic and Lymphoid Tissues, IARC Press, Lyon, 2008, pp. 98-99.

71-Greenberg, P., Cox, C., LeBeau, M., et al. International scoring system for evaluating prognosis in
myelodysplastic syndromes. Blood, 1997. 89, 2079-88.

72-Orazi A, Brunning RD, Hasserjian RP, Germing U and Thiele J. Refracter Cytopenia with excess of
blasts. In: Swerdlow SH, Campo E,Haris NL, Jaffe ES, Pileri SA, Stein H, Thiele J and Vardiaman
JW (eds) World Health Organization Classification f Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues, IARC Press, Lyon, 2008, pp. 100-101.

73-Germing, U., Gattermann, N., Strupp, C., Aivado, M., & Aul, C. Validation of the WHO proposals for
a new classification of primary myelodysplastic syndromes: a retrospective analysis of 1600
patients. Leukemia Research, 2000. 24, 983-92.

74-Boultwood, J., Lewis, S., & Wainscoat, J. S. The 59— syndrome. Blood, 1994. 15, 3253-60.

75-Lewis, S., Oscier, D., Boultwood, J., et al. Hematological features of patients with myelodysplastic
syndromes associated with a chromosome 5q deletion. American Journal of Hematology, 1995.
49, 194-200.

76-Sugimoto, K., Hirano, N., Toyoshima, H., et al. Mutations of the p53 gene in myelodysplastic

syndrome (MDS) and MDS derived leukemia. Blood, 1993. 81, 3022-6.

77-Pagliuca, A., Layton, D. M.,Manoharan, A., Gordon, S., Green, P. J., & Mufti, G. J. Myelofibrosis in
primary myelodysplastic syndromes: a clinico-morphological study of 10 cases. British Journal of
Haematology, 1989. 71, 499-504.

78-Manoharan, A., Horsley, R., & Pithey, W. R. The reticulin content of bone marrow in acute
leukaemia in adults. British Journal of Haematology, 1979. 43, 185-90.

79-Orazi, A., Cattoretti, G., Soligo, D., Luksch, R., & Lambertenghi- Deliliers, G. Therapy-related
myelodysplastic syndromes: FAB classification, bone marrow histology, and immunohistology in
the prognostic assessment. Leukemia, 1993. 7, 838-47.

80-Orazi, A., O’'Malley, D. P., Jiang, J., et al. Acute panmyelosis with myelofibrosis: an entity distinct
fromacute megakaryoblastic leukemia.Modern Pathology, 2005. 18, 603—14.

81-Ellis, M., Ravid, M., & Lishner, M. A comparative analysis of alkylating agent and
epipodophyllotoxin-related leukemias. Leukemia and Lymphoma,1993.11,9-13.

82-Pedersen-Bjergaard, J.,Philip,P., Larsen, S.0O., et al. Therapyrelated myelodysplasia and acute
myeloid leukemia: cytogenetic characteristics of 115 consecutive cases and risk in seven cohorts
of patients treated intensively for malignant diseases in the Copenhagen series. Leukemia,
1993,7, 1975-86.

73



83-Michels, S. D., McKenna, R. W., Arthur, D.C., & Brunning, R. D. Therapy-related acute myeloid
leukemia and myelodysplastic syndrome: a clinical and morphologic study of 65 cases. Blood,
1985. 65, 1364-72.

84-Quesnel, B., Kantarjian, H., Bjergaard, J. P., et al. Therapy related acute myeloid leukemia with
t( 8;21), inv(16),andt(8;16):a report on 25 cases and review of the literature. Journal of Clinical
Oncology, 1993. 11, 2370-9.

85-Orazi, A., Albitar, M., Heerema, N. A., Haskins, S., & Neiman, R. S. Hypoplastic myelodysplastic
syndromes can be distinguished from acquired aplastic anemia by CD34 and PCNA
immunostaining of bone marrow biopsy specimens. American Journal of Clinical Pathology,
1997.107, 268-74

86-Goyal, R., Qawi, H., Ali, I., et al. Biologic characteristics of patients with hypocellular
myelodysplastic syndromes. Leukemia Research, 1999. 23, 357-64.

87-Barrett, J., Saunthararajah, Y.,&Molldrem, J. Myelodysplastic syndrome and aplastic anemia:
distinct entities or diseases linked by a common pathophysiology? Seminars inHematology, 2000.
37, 15-29.

88-Jane E. Parker, Ghulam J. Mufti. The Role of Apoptosis in the Pathogenesis of the Myelodysplastic
Syndromes. Int J Hematol. 2001;73:416-428.

89-Mufti GJ, Galton DA. Myelodysplastic syndromes: natural history and features of prognostic
importance. Clin Haematol. 1986;15: 953-971.

90-Yoshida Y. Hypothesis: apoptosis may be the mechanism responsible for the premature
intramedullary cell death in the myelodysplastic syndrome. Leukemia. 1993;7:144-146.

91-Martin SJ, Cotter TG. Ultraviolet B irradiation of human leukemia HL-60 cells in vitro induces
apoptosis. Int J Radiat Biol. 1991;59: 1001-1016.

92-Hickman JA. Apoptosis induced by anticancer drugs. Cancer Metast Rev. 1992;11:121-139

93-Laster SM, Wood JG, Gooding LR. Tumor necrosis factor can induce both apoptic and necrotic
forms of cell lysis. J Immunol. 1988;141:2629-2634.

94- Suda T, Takahashi T, Golstein P, Nagata S. Molecular cloning and expression of the Fas ligand, a
novel member of the tumor necrosis factor family. Cell. 1993;75:1169-1178.

95-Williams GT, Smith CA, Spooncer E, Dexter TM, Taylor DR. Haemopoietic colony stimulating
factors promote cell survival by suppressing apoptosis. Nature. 1990;343:76-79.

96-Clark BR, Gallagher JT, Dexter TM. Cell adhesion in the stromal regulation of haemopoiesis.
Baillieres Clin Haem. 1992;5:619-652.

97-Raza A, Gezer S, Mundle S, et al. Apoptosis in bone marrow biopsy samples involving stromal and
hematopoietic cells in 50 patients with myelodysplastic syndromes. Blood. 1995;86:268-2676

98-Silverman LR, Zinzar S, Holland JF. Biological consequences of stromal abnormalities in the
myelodysplastic syndrome (MDS): its influence on the hematopoietic dysregulation [abstract].
Leuk Res. 1997;21:S20.

99-Aizawa S, Nakano M, Ilwase O, et al. Bone marrow stroma from refractory anemia of
myelodysplastic syndrome is defective in its ability to support normal CD34-positive cell
proliferation and differentiation in vitro. Leuk Res. 1999;23:239-246.

74



100-G Pruneri, F Bertolini , D Soligo, N Carboni, A Cortelezzi, PF Ferrucci, R Buffa, G Lambertenghi-
Deliliers and F Pezzella. Angiogenesis in myelodysplastic syndromes. British J Cancer,1999, 81.:
1398-1401

101-Perez-Atayde AR, Sallan SE, Tedrow U, Connors S, Allred E and Folkman J Spectrum of tumor
angiogenesis in the bone marrow of children with acute lymphoblastic leukemia. Am J
Pathol,1997, 150: 815-821

102-Fiedler W, Graeven U, Ergun S, Verago S, Kilic N, Stockschlader M and Hossfeld DK Vascular
endothelial growth factor, a possible paracrine factor in human acute myeloid leukemia.
Blood,1997, 89: 1870-1875

103-Mohle R, Green D, Moore MA, Nachman RL and Rafii S Constitutive production and thrombin-
induced release of vascular endothelial growth factor by human megakaryocytes and platelets.
Proc Natl Acad Sci USA,1997, 94: 663-668

104-Weidner N, Semple JP, Welch WR and Folkman J .Tumor angiogenesis and metastasis
-correlation with invasive breast carcinoma. N Engl J Med. 1991, 324:1-8

105-Solanilla A, Grosset C, Lemercier C, Dupouy M, Mahon FX, Schweitzer K, Reiffers J, Weksler B
and Ripoche J Expression of Flt3-ligand by the endothelial cell. Regulation by IL-1a,
glucocorticoids, IFN-a, MIP-1a Jand TGFb. Key role in the proliferation of primitive hematopoietic
progenitors. Blood ,1998, 92: 580

106-Miroslawa W and Marcin M. Role of Wnt/b-catenin network in regulating hematopoiesis. Arch.
Immunol.Ther.Exp.2008, 56, 257-266

107-Monica P. Jauregui MDa, Steven R. Sanchez MDa, April A. Ewton MDa, Lawrence Rice MDb,
Sherrie L. Perkins MD, PhDd, Cherie H. Dunphy MDc, Chung-Che Chang MD, The role of b-
catenin in chronic myeloproliferative disorders. Human Pathology. 2008,39, 1454—-1458

108-Jinglan Xu, Momoko Suzuki, Yousuke Niwa, Junji Hiraga, Tetsuro Nagasaka, Masafumi Ito,
Shigeo Nakamura, Akihiro Tomita, Akihiro Abe, Hitoshi Kiyoi, Tomohiro Kinoshita and Tomoki
Naoe. Clinical significance of nuclear non-phosphorylated beta-catenin in acute myeloid
leukaemia and myelodysplastic syndrome. British Journal of Haematology,2008, 140, 394—-401

109-Qing Yu, William J. Quinn lll, Theresa Salay, Jenni E. Crowley, Michael P. Cancro, and Jyoti
Misra Sen. Role of B-Catenin in B Cell Development and Function. J Immunol. 2008 ,September
15; 181: 3777-3783.

110-Frank J. T. Staal and Jyoti M. Sen. The canonical Wnt signaling pathway plays an important role
in lymphopoiesis and hematopoiesis. Eur J Immunol. 2008 July ; 38: 1788-1794.

111-Xizhi Guo, Kinglun Kingston Mak, Makoto M. Taketo, Yingzi Yang. The Wnt/b-Catenin Pathway
Interacts Differentially with PTHrP Signaling to Control Chondrocyte Hypertrophy and Final
Maturation.2009, PLoS ONE 4: 6067.

112-Monica Cobas,Anne Wilson,Bettina Ernst,Stéphane J.C. Mancini,H. Robson MacDonald,Rolf
Kemler,and Freddy Radtke. Beta-Catenin Is Dispensable for Hematopoiesis and Lymphopoiesis.
J. Exp. Med. Volume 199, Number 2, January 19, 2004, 221-229

113-Morin PJ. Beta-catenin signaling and cancer. BioEssays 1999;21: 1021-30.

75



114-Korinek V, Barker N, Morin PJ, et al. Constitutive transcriptional activation by a beta-catenin-Tcf
complex in APC-/-colon carcinoma. Science 1997;275:1784-7.

115-Rubinfeld B, Robbins P, EI-Gamil M, Albert |, Porfiri E, Polakis P. Stabilization of beta-catenin by
genetic defects in melanoma cell lines. Science 1997;275:1790-2.

116-Rask K, Nilsson A, Brannstrom M, et al. Wnt-signalling pathway in ovarian epithelial tumours:
increased expression of beta-catenin and GSK3beta. Br J Cancer 2003;89:1298-304.

117-NH Lel, P Frankenl and R Fodde*,1. Tumour—stroma interactions in colorectal cancer:
converging on b-catenin activation and cancer stemness. British Journal of Cancer ,2008, 98,
1886 — 1893

118-Giles, R.H., van Es, J.H. & Clevers, H. Caught up in a Wnt storm: Wnt signaling in cancer.
Biochimica et Biophysica Acta, 2003, 1653, 1-24.

119-Moon R. T., Kohn A. D., De Ferrari F. and Kayakas A. Wnt and -catenin signaling: diseases and
therapies. Nature, 2004: 5, 689—-699.

120-Nelsson W. J. and Nusse R. Convergence of Wnt, - -catenin, and cadherin pathways. Science,
(2004): 303, 1483-1487.

121-Reya T., O’'Riordan M., Okamura R., Devaney E., Willert K., Nusse R. and Grosschedl, Rsignaling
regulates B lymphocyte proliferation through a LEF-1 dependent mechanism. Immunity, 2000:
13, 15-24.

122-Liang H., Chen Q., Coles A.H., Anderson S.J., Pihan G., Bradley A. Bradley A., Gerstein R.,
Jurecic R. and Jones S. N. Wnt5 inhibits B cell proliferation and functions as a tumor suppressor
in hematopoietic tissue. Cancer Cell, 2003: 4, 349-360.

123-Casagrande G., Te Kronnie G. and Basso G.: The effects of siRNA-mediated inhibition of E2A-
PBX1 on EB-1 and Wnt16b expression in the 697 pre-B leukemia cell line. Haematologica, 2006,
91, 765-771.

124 -D Haase, M Feuring-Buske, C Scha‘fer, C Schoch, C Troff, B Gahn, W Hiddemann and B
Wo rmannCytogenetic analysis of CD34+ subpopulations in AML and MDS characterized by the
expression of CD38 and CD117. Leukemia ,1997, 11, 674-679

125-Civin ClI, Strauss LC, Brovall C, Fackler MJ, Schwartz JF, Shaper JH. Antigenetic analysis of
hematopoiesis: Ill. A hematopoietic progenitor cell surface antigen defined by a monoclonal
antibody raised against KG-1a cells. J Immunol 1984; 133: 157-165.

126-Yoo Hong Min,Seung Tae Lee,Dong Won Min,Tai Seung Kim,Chan Hee Lee,Byung Kwon
Lee,Jee Sook Hahn and Yun Woong Ko. CD34 Immunhistochemical Staining of Bone Marrow
Biopsies in Myelodysplastic Syndromes. Yonsei Med.J. Vol:36,No:1, 1995

127-By K. Sawada, N. Sato, A. Notoya, T. Tarumi, S. Hirayama, H. Takano, K. Koizumi, T.
Yasukouchi, M. Yamaguchi, and T. Koike. Proliferation and Differentiation of Myelodysplastic
CD34' Cells: Phenotypic Subpopulations of Marrow CD34' Cells American Society of Hematology.
1995 ,85: 194-202

128-Holyoake TL,Alcorn MJ: CD 34 + haematopoietic cells: biology and clinical applications. Blood
Rev. 1994,8:113-124,

76



129-Strauss LC, Rowley SD, La Russa VF, Sharkis SJ, Stuart RK, Civin Cl: Antigenic analysis of
hematopoiesis. V. Characterization of My-1O antigen expression by n m a | lymphohematopoietic
progenitor cells. Exp Hematol. 1986,14:878,

130-Civin Cl, Banquerigo ML, Strauss LC, Loken MR: Antigenic analysis of hematopoiesis. VI. Flow
cytometric characterization of My-10-positive progenitor cells in normal human bone marrow. Exp
Hematol 1987,15:10

131-Loken MR. Shah VO, Dattilio KL, Civin ClI: Flow cytometric analysis of human bone marrow. 11.
Normal B lymphocyte development. Blood 1987, 70:1316

132-Ryan D, Kossover S, Mitchell S, Frantz C, Hennessy L, CohenH: Subpopulations of common
acute lymphoblastic leukemia antigen-positive lymphoid cells in normal bone marrow identified
by hematopoietic differentiation antigens. Blood 1986,68:417

133-Leary AG, Ogawa M, Strauss LC, Civin ClI: Single cell origin of multilineage colonies in culture:
Evidence that differentiation of multipotent progenitors and restriction of proliferative potential of
monopotent progenitors are stochastic process. J Clin Invest.1984. 74:2193

134-Schmitt C, Eaves CJ, Lansdorp PM: Expression of CD34 on human B cell precursors. Clin Exp
Immunol.1991. 85:168

135-Tindle RW, Nichols RAB, Chan LC, Campana D, Bimie G: A novel monoclonal antibody BI.3C5
recognizes myeloblasts and non B, non T lymphoblasts in acute leukemias and CGL blast crisis
and reacts with immature cells in normal bone marrow. Leuk Res 1984, 9:1

136-Civin Cl: Human monomyeloid cell membrane antigens. Exp Hematol.1990, 18:461

137-Terstappen LW", Huang S, Safford M, Lansdorp PM, Loken MR Sequential generations of
hematopoietic colonies derived from single nonlineage-committed CD34'CD38- progenitor cells.
Blood 1991, 77:1218

138-Vaughan WP,Civin Cl,Weisenhurger DD,Karp JE,Graham ML,Sanger WG,Grierson HL,Joshi
SS,Burke P: Acute leukemic expressing the normal humanhaematopoietic stem cell membrane
glycoprotein CD34. Leukemia 1988,2:661-664

139-Guyotat DG,Campos L,Thomas X,\Vila L,Shi ZH,Charrin C,Gentilhomme O,Fiere D:
Myelodysplastic syndomes: a study of surface markers and in vitro growth patterns. Am J
Hematol.1990, 34:26-31

140-Sawada K,Sato N,Tarumi T,Saka N,Koizumi K,Sakurama S,leko M,Yasukouchi T,Koyanagawa
Y,Yamaguchi M,Ohmoto A,Kohno M,Koike T: Proliferation and differantiation of myelodysplastic
CD34(+) cells in serum —free medium:response to individual colony-stimulating factors. Brit J
Haematol. 1993, 83:349-358

141-Josep F. Nomdede'u , Roser Mateu, Albert Alte’s , Andreu Llorente , Carme Rio, Camino Estivill,
Olga Lo’pez , Josep U" beda , Enriqueta Rubiol. Enhanced myeloid specificity of CD 117
compared with CD13 and CD33. Leukemia Research 23, 1999, 341-347

142-Hirota S, Isozaki K, Moriyama Y, Hashimoto K, Nishida T, Ishiguro S, et al. Gain-of-function
mutations of c-kit in humar gastrointestinal stromal tumors. Science 1998;279:577.

143- Doi H, Inaba M, Yamamoto Y, Taketani S, Mori Sl, Sugihara A, et al. Pluripotent hemopoietic
stem cells are c-kit Blow. Proc Natl Acad Sci USA 1997;94:2513-7.

77



144-Akashi K, Weissman IL. The c-kit_ maturation pathway in mouse thymic T-cell development:
lineages and selection. Immunity 1996;5:147-61.

145-Nagata H, Worobec AS, Oh CH, Chowdhury BA, Tannenbaum S, Suzuki Y, Metcalfe DD.
Identification of a point mutation in the catalytic domain of the protooncogene c-kit in peripheral
blood mononuclear cells of patients who have mastocytosis with an associated hematologic
disorder. Proc Natl Acad Sci USA 1995;92:10560.

146-Bennet JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DAG, Gralnick HR, Sultan C. Proposals
for the calssification of the myelodysplastic syndromes. Br J Haematol 1982;51:189.

147-Bennet JM, Catovsky D, Daniel MT, Flandrin G, Galton DAG, Gralnick HR, Sultan C. Proposed
revised criteria for the acute myeloid leukemias: a report of the French—American—British
Cooperative Group. Ann Intern Med 1985;103:626.

148-Groeneveld K, te Marvelde JG, van den Beemd MWM, Hooijkaas H, van Dongen JJM. Flow
cytometric detection of intracellular antigens for immunophenotyping of normal and malignant
leukocytes. Leukemia 1996;10:1383.

149-Lanza F, Latorraca A, Moretti S, Castagnari B, Ferrari L, Castoldi G. Comparative analysis of
different permeabilization methods for the flow cytometry measurement of cytoplasmic
myeloperoxidase and lysozyme in normal and leukemic cells. Cytometry 1997;30:134.

150-Lacombe F, Durrieu F, Briais A, Dumain P, Belloc F, Bascans E, et al. Flow cytometry CD45
gating for immunophenotyping of acute myeloid leukemia. Leukemia 1997;11:1878.

151-Bene MC, Castoldi G, Knapp W, Ludwig WD, Matutes E, Orfao A, van't Veer MB. Proposals for
the immunological classification of acute leukemias. Leukemia 1995;9:1783.

152-Miller SA, Dykesd DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for extracting DNA from human
nucleated cells. Nucl Acids Res 1988;16:1215.

153-Christian Sperling, Stefan Schwartz, Thomas Bucher ,E ckhard Thiel,Wolf-Dieter Ludwig,
Expression Of The Stem Cell Factor Receptor C-Kit (CD117) In Acute Leukemias, Haematologica
1997; 82:617-621

154-Ashman LK, Cambareri AC, To LB, Levinsky RJ, Juttner CA. Expression of the YB5.B8 antigen
(c-kit proto-oncogene product) in normal human bone marrow. Blood 1991; 78:30-7.

155-Strobl H, Takimoto M, Majdic O, Hicker P, Knapp W. Antigenicanalysis of human haematopoietic
progenitor cells expressing thegrowth factor receptor c-kit. Br J Haematol 1992; 82: 287—-294.

156-Simmons PJ, Aylett GW, Niutta S, To LB, Juttner CA, Ashman LK. C-kit is expressed by primitive
human hematopoietic cells that give rise to colony-forming cells in stroma-dependent or cytokine-
supplemented culture. Exp Hematol 1994; 22:157-65.

157-deCastro CM, Denning SM, Langdon S, et al. The c-kit proto-oncogene receptor is expressed on
a subset of human CD3-CD4-CD8- (triple-negative) thymocytes. Exp Hematol .1994; 22:1025-33.

158-Pinto A, Gloghini A, Gatei V, Aldinucci D, Zagonel V, Carbone A. Expression of the c-kit receptor
in human lymphomas is restricted to Hodgkin's disease and CD30 anaplastic large cell
lymphomas. Blood. 1994,83:785.

78



159-Smith FO, Broudy VC, Zsebo KM, Lampkin BC, Buckley CV, Buckley JD, et al. Cell surface
expression of c-kit receptors by childhood acute myeloid leukemia blasts is not of prognostic
value: a report from the childrens cancer group. Blood 1994,84:847.
160-Sincock PM, Ashman LK. Expression of c-kit and functional drug efflux are correlated in de novo
acute myeloid leukemia. Leukemia 1997;11:1850
161-Tomeczkowski J, Beilken A, Frick D, et al. Absence of c-kit receptor and absent proliferative
response to stem cell factor in childhood Burkitt’s lymphoma cells. Blood 1995; 86:1469-80
162-Doi H, Inaba M, Yamamoto Y, Taketani S, Mori Sl, Sugihara A, et al. Pluripotent hemopoietic
stem cells are c-kit Blow. Proc Natl Acad Sci USA 1997;94:2513-7.
163-Biiyiikbayram H., Polistemia Vera'nin Histopatolojik Ozellikleri. Turkiye Klinikleri J Hem Onc-
Special Topics ,2009;2(3):33-6
164-Muroi K, Amemiya Y, Miura Y. Specificity of CD117 expression in the diagnosis of acute myeloid
leukemia. Leukemia 1996;10:1048.
165-Samuel J. Pirruccello, MD, Ken H. Young, MD and Patricia Aoun, MD, Myeloblast Phenotypic
Changes in Myelodysplasia ,CD34 and CD117 Expression Abnormalities Are Common. Am J Clin
Pathol 2006;125:884-894
166-Moriaux F.,Kherrouche Z.,Maurage CA,Demailli FX. Expression of the c-kit receptor in choroidal
melanomas. Melanoma Res. 2003 Apr;13(2):161-6.
167-Haydon RC, Deyrup A, Ishikawa A, et al. Cytoplasmic and/or nuclear accumulation of the beta-
catenin protein is a frequent event in human osteosarcoma. Int J Cancer 2002;102:338-42.
168-Sugimachi K, Taguchi K, Aishima S, et al. Altered expression of beta catenin without genetic
mutation in intrahepatic cholangiocarcinoma. Mod Pathol 2001;14:900-5.
169-Rakheja D, Molberg KH, Roberts CA, Jaiswal VR. Immunohistochemical expression of beta-
catenin in solitary fibrous tumors. Arch Pathol Lab Med 2005;129:776-9.
170- Bellei B, Pacchiarotti A, Perez M, Faraggiana T. Frequent beta-catenin expression without exon
3 mutation in cutaneous lymphomas. Mod Pathol 2004;17:1275-81
171- Ysebaert, L., Chicanne, G., Demur, C., Toni, F.D., Houdellier, N.P., Ruidavets, J.B., Mas, V.M.D.,
Huguet, F.R., Laurent, G., Payrastre, B., Manenti, S. & Sultan, C.R. Expression of beta-catenin
by acute myeloid leukemia cells predicts enhanced clonogenic capacities and poor prognosis.
Leukemia, 2006, 20, 1211-1216.
172-Ogata K, Nakamura K, Yokose N, et al. Clinical significance of phenotypic features of blasts in
patients with myelodysplastic syndrome. Blood. 2002;100:3887-3896.
173-Del Canizo MC, Fernandez ME, Lopez A, et al. Inmunophenotypic analysis of myelodysplastic
syndromes. Haematologica. 2003;88:402-407.
174-Arroyo JL, Fernandez ME, Hernandez JM, et al. Impact of immunophenotype on prognosis of
patients with myelodysplastic syndromes: its value in patients without karyotypic abnormalities.
Hematol J. 2004;5:227-233.
175-Kussick SJ, Fromm JR, Rossini A, et al. Four-color flow cytometry shows strong concordance with
bone marrow morphology and cytogenetics in the evaluation for myelodysplasia. Am J Clin Pathol.
2005;124:170-181

79



176- Diarra D., Stolina M., Polzer K., Zwerina J., Ominsky M. S., Dwyer D., Korb A., Smolen J. S. and
Scheinecker C. Dickkopf-1 is a master regulator of joint remodeling. Nat. Med., 2007: 13, 156—
163.

80



