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HAIRY CELL LOSEMi OLGULARINDA B-RAF MUTASYONLARININ
ARASTIRILMASI

Dr. Aybiike OLGUN
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklann Anabilim Dali 35340

inciralt/izmir
aybukeh.olgun@gmail.com

AMAGC: Hairy cell I6semi |6semilerin %2-3’UnU olugturan; dalak, kemik iligi ve
karacigerin I6semik infiltrasyonuyla seyreden kronik lenfoproliferatif bir bozukluktur.
B-RAF hucre proliferasyonu ile iligkili Mitojen Aktive Protein Kinaz yolaginin énemli
bir bileseni olup, kanserlerde sik mutasyona ugrayan bir protein kinazdir. V60OE en
sik gorulen B-RAF mutasyonudur. Hairy cell 16semi hastalarinda yakin geg¢miste
yilksek oranda B-RAFY®F mutasyonu gdsteriimisti. Calismamizda HCL
hastalarinda B-RAFY®%F ve B-RAF kodon 464-469 mutasyonlarinin arastiriimasi ve

klinik parametrelerle karsilagtiriimasi amacglanmistir.

YONTEM: Arastirmamiza Ocak 2000-Aralik 2013 tarihleri arasinda Dokuz Eylil
Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi Hematoloji Poliklinigi'nde takip edilmis 13 HCL
hastasi dahil edildi. Olgularin demografik ve klinik verileri elde edildi. B-RAF

mutasyonlari pyrosekans temelli molekuler metodlarla degerlendirildi.

BULGULAR: B-RAFY®%E mutasyonu 10(%76,9) hastada pozitif bulundu. Bir hastada
B-RAF®*“E bir hastada B-RAF®*®E, bir hastada B-RAF®**° mutasyonu saptandi. iki
hastada her iki mutasyon pozitifti. Bu hastalarin klinik 6zelliklerine bakildiginda, diger
hastalara gore dikkat ¢ekici bir farklilik gértlmedi. Lenfadenopati saptanan hastalarin
timiinde B-RAF'®®® mutasyonu pozitifti (p=1.000) Tedavi yanitlari B-RAF'®%°F

ve/veya B-RAF 464-469 kodon mutasyonlari olan ve olmayan gruplarda benzerdi.

SONUGC: B-RAF hairy cell I6semide ylksek siklikta ve degisik tipte mutasyonlara

FVGOOE

maruz kalabilen bir gendir. Ozellikle B-RA mutasyonunun hastaligin tanisini



destekleyen bir test olarak, taninin tartismali oldugu olgularda veya diger periferik B
hucreli neoplazilerin ayirici tanisinda kullanilabilir. Geleneksel tedavilere yanit

vermeyen hedef tedavilerin uygulanabilecegi hastalari ayiracak bir belirteg olabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Hairy cell [6semi, B-RAF®%F B-RAF®*E B-RAFC®4%E B-
RAFG469E



SUMMARY

INVESTIGATION OF B-RAF MUTATIONS IN HAIRY CELL LEUKEMIA PATIENTS
Aybiike OLGUN M.D.

Dokuz Eylul University School of Medicine, Department of Internal Medicine
Dokuz Eylul University School of Medicine, Department of Internal Medicine,
35340 Inciralti/lzmir

aybukeh.olgun@gmail.com

OBJECTIVE: Hairy cell leukemia is a chronic lymphoproliferative disorder, presenting
with spleen, bone marrow and liver infiltration which counts %2-3 percent of the
leukemias. B-RAF — a commonly mutated protein kinase in cancers- is a member of
mitogen activated protein kinase pathway, associated with cell proliferation. The most
common B-RAF mutation V600E has been shown in hairy cell leukemia recently. The
aim of our study is to investigate B-RAF'®®°F and B-RAF codon 464-469 mutations in

HCL patients and compare the results with clinical parameters.

METHOD: Thirteen individuals who were diagnosed and followed up with hairy cell
leukemia in Dokuz Eylul University Faculty of Medicine Hematology outpatient clinic
between the dates of January 2000 — December 2013 are included in our study.
Demographic and clinical data are collected and B-RAF mutations are analyzed with

pyrosequencing based molecular methods.

FINDINGS: B-RAFY®F mutation was positive in 10 (%76,9) patients. B-RAF®***was
mutated in one patient, B-RAF®*°®F was positive in another and B-RAF®**°F mutation
has been found in a patient. Two patients had both codon 600 and codon 464-469
mutations, showing no invincible difference clinically. All the patients having
lymphadenopathy had B-RAFY®°°F mutations.(p=1.000) Response rates were similar
in the groups having B-RAF"®°F mutation and/or B-RAF codon 464-469 mutations.

RESULTS: B-RAF is a commonly mutated gene in hairy cell leukemia with different

FV6OOE

types of muatations. Especially B-RA mutation can be used as a supportive

diagnostic test, in cases with contraversial diagnosis or differential diagnosis of other



peripheral B cell neoplasms. Also it can be used as a marker to select the candidate
patients for target therapies, who did not respond to the conventional therapies.

KEY WORDS: Hairy cell leukemia, B-RAFY°%F B-RAF®4E B-RAFC4CE B-RAFCACE



1.GiRiS VE AMAC

Hairy cell I6semi (HCL), ilk defa 1958’de tanimlanan; 6zellikle kemik iligi ve
dalak tutulumuyla seyreden B hiicreli kronik lenfoproliferatif bir bozukluktur.* Eriskin

I6semilerin %2’sini olusturur ve erkeklerde 4-5 kat daha fazla gériiliir.2

Klinik olarak degisik oranlarda sitopeniler ve splenomegaliye bagh sikayetlerle
bagvururlar. Sitopenilere bagh halsizlik, yorgunluk, kanama, enfeksiyon gibi
sikayetler; splenomegaliye bagl sol Ust kadran agrisi olabilir. Tani periferik kan
yaymasi, akim sitometrik bulgular, kemik iligi aspirasyon ve biyopsisinin incelenmesi

ile konulur.>®

Hairy cell I6semi tanisi kesinlestikten sonra, gunumuzdeki tedavilere yuksek
yanit veren bir hastaliktir. Purin analoglari olan kladribin ve pentostatine yanit
oranlari sirasiyla %100 ve %97’ye ulagmaktadir. 20 yila kadar hastaliksiz sagkalim

17 Yiksek tedavi etkinliklerine ragmen pirin analoglari ile

sureleri bildirilmigtir.
tedavi yaniti elde edilemeyen kiguk bir hasta grubu bulunmaktadir. Bu hastalarda
rituksimab gibi monoklonal antikorlar kullaniimakta ve yeni hedef tedavi stratejileri

gelistirilmektedir.

Yakin gecmiste HCL olgularinda yilksek oranlarda B-RAF'®°%

mutasyonu
saptanmistir.’® B-RAF(rapidly accelerated fibrosarcoma) bir protein-serin/treonin
kinaz olup; buyume farktorleri, sitokinler ve hormonlara cevap olarak hicre buyumesi,
farkllasmasi ve c¢ogalmasini duzenleyen MAPK(Mitojen aktive protein kinaz)
yolaginin bir Gyesidir?®* RAS ile aktive olan B-RAF; MEK aktivasyonuna neden
olur. MEK tarafindan aktiflenen ERK ise gen ekspresyonlarini ve metabolizmayi
dizenler. Kanserlerin %30'unda MAPK sinyal yolaginin hiperaktivasyonu
gosterilmigtir. Bir MAPK sinyal yoladi bileseni olan B-RAF malign melanom,
kolorektal, akciger, meme, over kanserleri, gliom ve sarkomlarda g('jsterilmi$tir.23’24
En sik rastlanan B-RAF mutasyonu ekzon 15’te 1799. poziyondaki timin nukleotidinin
adeninin yerin gecmesi ile 600. lokalizasyondaki valin amino asitinin glutamata

FV6OOE1

degismesi sonucu olusan B-RA dir. Mutasyon sonucu artan B-RAF aktivitesi,

MEK/ERK yolaginin devamli stimiilasyonuna neden olur.?>#



GUnumuzde hairy cell 16semi olgularinda yuksek oranda tanimlanan B-
RAFYE mutasyonunun; tanisal amacli bir genetik test veya tedaviye yanitsiz

hastalarda bir tedavi hedefi olarak kullanilabilirligi tartisiimaktadir.

Calismamizda HCL hastalarinda B-RAFY®° mutasyonu ve B-RAF 464-469
kodonunda daha nadir gériillen mutasyonlarin (B-RAF®***E B-RAFC4E B-RAFC40%Y)
sikligi ve bu mutasyonlarin klinik veriler, tedavi yanitlari ve sagkalim ile iligkisinin

ortaya konmasi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HAIRY CELL LOSEMiI
2.1.1. Tanim

Hairy cell I6semi (HCL); kemik iligi, dalak, karaciger ve bazen de lenf bezi
tutulumuyla seyreden B hucreli kronik lenfoproliferatif bir bozukluktur. Hastalik
ayrintil bir sekilde ilk defa 1958'de Bouroncle ve ark. tarafindan 26 hastada “Losemik
retikiiloendotelyozis” olarak tanimlanmistir.® 1966°da ise Schrek ve Donnelly kemik
iligi ve kanda gozlemledikleri irreguler sitoplazmik c¢ikintili mononukleer hucreler

nedeniyle hastaligi hairy cell [semi olarak adlandirmislardir.?®
2.1.2. Epidemiyoloji

Hairy cell 16semi erigkin l16semilerin %2’sini olusturur. Bati dunyasinda yilda
yaklagik 1200 yeni olguyla insidansi 3,3/1 milyon olarak saptanmistir. Beyaz irkta
daha sik goralur. Irktan bagimsiz olarak sikligi erkeklerde kadinlara gore 4-5 kat

fazladir.?
2.1.3. Klinik Bulgular

Kronik l6semiler arasinda siklikla gdzden kacabilen bir hastalik olmasina
ragmen, dogru tani konuldugunda tedavi yanitlari olduk¢ca basarilidir. Bu nedenle
hastaligin 6zelliklerini dogru anlamak ve kronik lenfoproliferatif hastaliklarin ayirici
tanisinda hairy cell |16semi tanisini akla getirmek son derece onemlidir. Tipik olgu
ornedi pansitopeni, splenomegali ile prezente olan ve kemik iligi aspirasyonu “dry
tap” dustnduren orta yas erkek hastadir. Hastalar siklikla halsizlik ve ¢abuk yorulma
(%46), splenomegaliye bagh sol Ust kadran agrisi (%15), sitopenilere bagli kanama
bulgular (%15), enfeksiyon (%15) ve infiltratif deri lezyonlar (%12) ile bagvururlar.
Daha nadir olarak hastalar cilt, visseral organ, kemik, plevra ve BOS tutulumuyla
basvurabilir. Nedeni bilinmemekle beraber HCL hastalarinda primer siirece otoimmun
bozukluklar ve ikincil maligniteler eslik edebilir. Bazi olgular poliartrit, eritema
nodozum, dokuntl ve pulmoner infiltratlarla prezente olabilir. HCL seyrinden
bagimsiz olarak o6zellikle eklem ve deriyi tutan vaskulitik otoimmun bozukluklar

gelistirebilir. Yine tanidan 6nce veya sonra ve tedavi sonrasi donemde HCL



hastalarinda non-Hodgkin lenfoma, plazma hucre diskrazileri, kronik myeloid 16semi,
akut myeloid ve lenfoid |6semi gibi hematolojik maligniteler; prostat, tiroid, akciger
gibi solid organ kanserleri bildirilmistir. Bununla birlikte HCL tanisinin veya tedavisinin

ikincil malignite riskini arttirdigina dair net bir kanit yoktur>™®

Fizik muayenede splenomegali %80-96 oraninda goérllir ve hastalarin
yarisinda dalak pelvik kemik Ust kenarina uzanacak kadar buyuktur. Karaciger
olgularin %58’inde kot kavsinde palpe edilir. Lenfadenopati daha az siklikla (%35)
saptanir ve genellikle intraabdominaldir. Hastalarin %50-70'inde pansitopeni
gorulirken, %30-50 degisik kombinasyon ve derecelerde anemi, |6kopeni ve
trombositopeni saptanabilir. Sitopeniler asemptomatik hastada rastlantisal bir bulgu
da olabilir. Hastalarda anemi genellikle hipersplenizm ve/veya kemik iligi tutulumunun
sonucudur. Kanin dalakta gollenmesi ve genisleyen plazma hacmi anemiye neden
olur. Kemik iliginin I6semik hicrelerle infiltrasyonu ve salgiladiklari sitokinlerle eritroid
onculleri suprese etmesi de bir diger mekanizmadir. Nadir vakalarda hemolitik stre¢
de bildiriimistir.?”*® Tombositopeni ekimoz, purpura, epiastaksis gibi deri ve mukozal
kanamalarla kendini gosterebilir. Lokopeni, ndtropeni ve monositopeni hastalarda
immunsupresyon ve firsatgl enfeksiyonlara neden olur. Ozellikle monositopeni
HCL'de dikkat cekici ve tanisaldir. Monositlerin selektif olarak supresyonunun
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber in vitro c¢alismalarda I6semik
hdcrelerden salinan sitokinler, monosit koloni buyumesinin baskilanmasi ve azalmig
monosit koloni stimiilan faktér (MCSF) diizeyleri ile iliskili bulunmustur.*> Hastalarin
%3-20’sinde monoklonal ve poliklonal gammopati saptanabilir ve genellikle eglik

eden plazma hucre diskrazileri, lenfoma veya otoimmun bozukluklara baglh olabilir.
2.1.4. Tani ve Histopatolojik Bulgular

Tani klinik bulgularla beraber periferik kan yaymasi, akim sitometrik bulgular ve
kemik iliginin immunhistokimyasal incelemesi ile konur. Periferik kan yaymasinda
HCL hdcresi olgun bir lenfositin yaklasik 2 kati buyukluginde goralir. Hucre alaninin
bayuk kismini kaplayan degisebilen sekillerde bir nukleusu ve graniler goze
carpmayan bir nukleolusu bulunur. Sitoplazmasi Wright-Giemsa boyalariyla soluk
mavi boyanir ve ultrastriktirel olarak hastaliga hairy cell I6semi adini veren sagsi

uzantilar icerir. Kemik iligi veya dalaktan hazirlanan histolojik 6érneklerde gorilmeyen



bu villoz sitoplazmik uzantilar tipik olarak ribozom-lamella kompleksi olarak
adlandirilan iglevi net bilinmeyen organeller icerir. Hairy cell I6semi hucreleri genel
olarak degisik derecelerde tartarik asite dayanikli izoenzim 5 tipinde asit fosfataz
icerir. Patognomonik olmamakla beraber TRAP (tartarat rezistan asit fosfataz)
ekspresyonu morfolojik 6zelliklerle birlikte degerlendirildiginde neredeyse HCL'ye
O0zgundur. Buna ragmen TRAP boyasi sadece havada kurutulmus, periferik yayma
ve kemik iligi aspirasyonu yaymasi gibi drneklerde kullanilabilir. Boyanma paterni
sitoplazmik grantlerite seklinde olur. Kronik lenfositik I16semi (KLL), prolenfositik
|6semi, eriskin T hicreli lenfoma/lésemide (ATCL) de TRAP pozitifligi bildiriimekle
beraber, bu hicreler morfolojik olarak HCL hticrelerinden belirgin sekilde farkhdir.
Ciddi I6kopenisi olan hastalarda HCL hucrelerinin periferik yaymada goérulemedigi

durumlarda periferik kandan buffy coat 6érnek hazirlanmasi I6semik hiicrenin varligini

gostermede faydali olabilir. Bu kosullarda kemik iligi incelemesinin genelde yogun bir
29-31

sekilde tipik HCL hucreleri ile infiltre oldugu goralar.

Resim-1: Kemik iligi aspirasyon yaymasinda HCL hiicresi. Sitoplazmik sagsi uzantilar. (Wright

boyama, X100 buyttme)



Resim-2: Kemik iligi aspirasyon yaymasinda iki adet HCL hucresi. Sitoplazmay biyik oranda
kaplayan nukleus, belirgin olmayan nukleolus ve sagsi uzantilar. (Wright boyama, X100

biyitme)

Kemik iligi tutulum paterni fibrozise bagl hiposellilerden, I6semik htcrelerin
genis tabakalar halinde kemik iligi elenmanlarinin yerine gecgerek hipersellller hale
gelmesi seklinde degisebilir. En sik olarak ilik yag dokusunu koruyan interstisyel
infiltratlar halinde gorular. Ayrintih bakildiginda HCL hucresinin sitoplazmik kenarini
cevreleyen halo “pismis yumurta” goérinimu verir. Ldésemik hucreler ilikteki
mikrodamar yapisini bozarak, eritrosit ekstravazasyonuna bagli psddosinus
gorunuimu olusturabilir. Fibronektin Gretimi sonucu periselltler fibronektin depozitleri
kemik iligi fibrozisine neden olabilir. Dalak kirmizi pulpa hemorajilerine bagli
makroskopik olarak buyumdastir. Sindzoidal hucrelerin kaybi ve HCL hdcrelerinin
kirmizi pulpayr yogun sekilde infiltre ederek olusturdugu psodosinusler, dalak
kordlarinin ve sinUslerinin yapisal butinligund bozar. KLL'den farkli olarak beyaz
pulpa alanlari atrofik hale gelir. Lenf nodu tutulumu interfollikiler veya parakortikal

yayilim seklinde olur, adipéz dokuya kadar genisleyebilir.?*3*
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Resim-4: Hairy cell I6semi diffiz kemik iligi infiltrasyonu (H&E boyama, X20 buyiitme)
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Resim-5: Hairy cell [6semi hiicreleri, kemik iliginde “pismis yumurta gérinimid” (H&E boyama,
X100 buyutme)

immunhistokimyasal incelemede HCL hucreleri CD20, DBA.44, 9C5, anneksin
Al, CD11c, CD25, CD103 ile gugla, siklin D1 ile zayif ve fokal boyanma gosterirler.
Tipik olarak CD5, CD23 ve CD10 ile boyanma olmaz. B hlicre monoklonal antikoru
DBA.44 ve TRAP antikoru 9C5 HCL’de %90-95 pozitiflik gosterir. Anneksin Al ile
boyanma myeloid hucreler ve belli oranda T hucrelerinde de gorulebildigi icin her
zaman bir B hdcre antijeniyle birlikte degerlendiriimelidir. Anneksin A1 o6zellikle
HCL’nin ayirici tanisinda splenik marjinal zon lenfoma (SMZL) ve Hairy cell 16semi
varyant tip (HCL-V) dislanmasinda diger B hucreli lenfomalarda bulunmadigi igin
yuksek spesifiteye sahiptir. CD11c, CD25 ve CD103 monoklonal antikorlari ile
boyanma yine HCL’ye spesifitesi yuksek bir 6zelliktir. CD11c granulosit, monosit,
NK(naturel killer) hiicreler ve bazi T ve B lenfositlerde ekprese edilir. Ayni zamanda
KLL/SLL(KUgUk lenfosittik lenfoma) ve SMZL gibi lenfoproliferatif bozukluklarda da
ekpresyonu mevcuttur. HCL’de CD11c ekspresyonu degismez bir sekilde bulunur ve
KLL/SLL ve SMZL'ya gore yaklagik 30 kat fazladir. IL-2 reseptéru CD25 HCL’'de
%90’In Uzerinde eksprese edilir. Yine KLL'lerin yarisinda ve bazi diger B hucreli
lenfoproliferatif bozukluklarda da pozitiflik saptanmasina ragmen HCL’deki boyanma
CD11c kadar olmasa da dikkat gekici derecede fazladir. Onceleri bir intraepitelyal T
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hiucre belirteci olarak tanimlanan CD103 HCL olgularinin %95'inde bulunur.
SMZL’larin kuguk bir kismi disinda B hicreli lenfoproliferatif bozukluklarda CD103

ekpresyonu nadir goéruldigu icin HCL icin en spesifik immun belirtegtir. YUlzey
30,31

immunglobulini genellikle yliksek oranda pozitiftir.

Resim-6: Hairy cell Idsemi, kemik iligi infiltrasyonu (CD20 boyasi, X20 blylitme)

Resim-7: Hairy cell [6semi kemik iligi infiltrasyonu (Siklin D1 boyasi, X40 blyltme)
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Periferik kan veya kemik iligi aspirasyonundan akim sitometrik inceleme de
tanida son derece yararhdir. CD19, CD20 ve CD22 gibi B hucre belirtecleri ve ylksek
miktarda ylzey immunglobulini hemen her zaman pozitiftir. CD5 ve CD23 negatiftir.
Akim sitometrik incelemede; tipik HCL fenotipi dikkat c¢ekici miktarda ylzey
immunglobulini, CD20, CD22, CD11c eszamanli ekspresyonu ile CD25, CD103
pozitifligidir. Akim sitometri igin Onerilen HCL paneli CD11c, CD25, CD103 ve
CD123’U igerir. Bu belirteglerin ¢ veya dordunln pozitif olmasi HCL ile diger periferik

B hiicre neoplazilerinin ayrimini saglar.*

S TCOoTSincom o [T Anneana | cous coe
- + - + + + + +

Splenik - - - - - - - +/-

Kirmizi

Pulpa

Lenfomasi

HCL - - - - +/- - ¥ ¥
Varyant

Tip

(HCL-V)

KLL/SLL + - + - - - - +/-
SMZL - - - - - - - -

Tablo-1: Splenomegali ve kemik iligi tutulumuyla seyreden kuguk B hicreli lenfoproliferatif

bozukluklarin immunhistokimyasal profilleri

2.1.5. Ayirici Tani

Hairy cell 16semi tani konuldugu takdirde tedavi basarisi ylksek oldugu igin
dogru tani yasamsal 6neme sahiptir. Ayirici tanida splenomegali, kemik iligi tutulumu
ve periferik kanda degisik derecelerde lenfositoz ile seyredebilen hematolojik
maligniteler dislanmali, yine kemik iligi fibrozisi ile sonuglanan hematolojik

bozukluklarin ayrimi yapiimalidir.®
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e HCL Varyant Tip

¢ Villoz Lenfositlerle birlikte olan Splenik Lenfoma (SLVL)
¢ Kronik Lenfositik Losemi/Kiiguk Lenfositik Lenfoma

e Splenik Marjinal Zon Lenfoma

¢ Splenik Diffiiz Kirmizi Pulpa Lenfomasi

 idiopatik Myelofibrozis

Tablo-2: Hairy cell I6semi ayirici tanisi

2.1.6. Hairy Cell Losemi Varyant Tip (HCL-V)

HCL olgularinin %10’u klasik hastalik tanimindan farkli laboratuvar, morfolojik
Ozellikleri ve farkli davraniglari nedeniyle HCL-V tip olarak siniflandiriimaktadir.
Bugline kadar 4 varyant tip tanimlanmis olup, bunlar blastik tip, prolenfositik tip,
multilobular tip ve HCL-KLL hibrid tipidir. HCL-V hastalari daha yaslidir, erkek
egemenligi olup HCL’ye kiyasla oran daha azdir. Splenomegali daha az goéralur.
Karakteristik olarak I0kopeni ve monositopeni saptanan HCL'nin aksine HCL-V
genellikle 16kositoz ve lenfositoz ile prezente olur. Histolojik olarak hucreler
prolenfosite benzer. Nukleolus géze carpar sekilde belirgindir. Kemik iligi sikhikla ilimh
fibrozisle birlikte hiperselltlerdir, kuru ilik nadirdir. Eslik eden otoimmun bozukluklar
daha nadirdir. Hastalarin klinigi daha agresif seyreder, kotu tedavi yanitlari ve kotu

prognoz ile iligkilidir.>3*%

KLASIK HCL HCL VARYANT TiP

Orta yas Yasli

Sitopeniler, monositopeni Lékositoz, monositopeni yok
Splenomegali ¢ok sik Splenomegali daha az

Kuru ilik, myelofibrozis sik HipersellUler kemik iligi, thmli

mtelofibrozis
Oval nukleuslu, genis sitoplazmali, sagsi = Prolenfosite benzer hucreler

uzantilari olan kiguk B-lenfoid hicreler

Otoimmun bozukluklar sik Otoimmun bozukluiklar daha nadir

Standart tedaviye iyi yanit Tedavi yaniti ve prognoz kotu

Tablo-3. HCL ve HCL varyant tip ayrimi
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2.1.7. Tedavi

Hairy cell 16semi siklikla yavas seyirli bir hastallk olmasina ragmen ilk
tanimlandiginda hastalarin median sagkalimi 4 vyildi. 1980’li yillarda nukleozid

analoglarinin HCL standart tedavisine girmesiyle hastaligin prognozu hizla degisti.>®

Gunumuzde etkin tedavi segeneklerine ragmen hastaligin yavas seyri nedeniyle

asemptomatik hastalarda tedavisiz yakin izlem yapilabilecegi nerilmektedir. %"

Golomb ve ark.lari absolut noétrofil sayisi=21000/uL (ANS) olan, dalagr palpe
edilmeyen veya kot kavsinde minimal ele gelen yasgl hastalarda tedavisiz izlem
yapilabilecegini 6ne stirmdusglerdir. Yine kemik iliginde minimal interstisyel infiltrasyon
olan, dalagi kuguk olan veya ele gelmeyen; ANS=1000/uL, Hb(Hemoglobin)
degeri>12gr/dL ve trombosit sayisi>100000/uL olan hastalarin da baslangig
asamasinda tedavisiz izlem adayi olabilecegi belirtilmistir.>> Goodman ve ark.lari ise
ciddi sitopenisi olmayan (ANS=1000/pL, Hb degeri>10gr/dL ve trombosit
sayi1si>100000/uL olan) asemptomatik hastalar icin tedavisiz izlemin uygun bir
secenek oldugunu, erken tedavinin yanit veya yasam oranlarini degistirmedigini 6ne
surmustir. Hematolojik parametrelerin bu degerlerin altinda oldugu ciddi nétropeni,
anemi, trombositopeni; semptomatik splenomegali, HCL’ye bagl ates ylksekligi ve
gece terlemesi gibi konstitisyonel semptomlar, rekirren ciddi enfeksiyonlar
varliginda tedavi Onerilmistir. Diger tedavi endikasyonlari arasinda ise lokositoz
(WBC>20000/pL), bulky veya hassas lenfadnopati, vaskulit ve kemik tutulumlari

bulunmaktadir.384°

Tedavi endikasyonu olan hastalarda ntkleozid analoglari dncesi splenektomi ve
interferon a(IFNa) en efektif tedavi secenekleriydi. Ozellikle 1980’lerde rekombinant
IFNa’nin HCL’de kullanima girmesinden 6nce splenektomi ilk basamak tedavi olarak
yapiimaktaydi. Tani aninda hastalarin yaklasik %90’inda splenomegali olmasi bu
tedavi secgeneg@inin dayanagini olusturmaktaydi ancak yapilmis herhangi bir
randomize kontrolliU ¢alisma yoktu. Splenektomi kemik iligi infiltrasyonuna etki
etmezken, Ozellikle I6semik hicrelerin infiltre ettigi dalagi hedefleyerek; semptomatik
splenomegali ve splenomegaliye bagli sitopenileri iyilestirmekteydi.** Literatir

incelendiginde splenektomi ile yanit oranlarinin %60-100 arasinda degistigi
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gorulmektedir. Ancak bu sonuglar gecmisteki yanit kriterleriyle tam ve parsiyel yanit
olarak kabul edilirken gunimuizde ancak mindor yanit kriterlerini kargilamaktadir.
Ayrica splenektomiyle elde edilen yanitlarin gegici oldugu, hastalarin bir sure sonra
progresif sitopeni gelistirdigi gortulmastir. Bu ylzden tek basina splenektominin
sagkalima olumlu etkisinin kesin bir kaniti yoktur. Daha etkin tedavi yontemlerinin
gelismis olmasi nedeniyle bu konuda gelecekte randomize kontrolli bir ¢alisma
yapllmasi da beklenmemektedir.**** Sonug olarak splenektomi giiniimiizde standart
tedavideki yerini kaybetmis ancak sinirli endikasyonlarla yapilir hale gelmistir. Bu
endikasyonlar arasinda tanisal amagl splenektomi, relaps veya refrakter hastalik,
masif hassas splenomegali, dalak riptiirii sayilabilir.®"*®%>4% Ozellikle hastahgin
kadinlarda ve gen¢ yaslarda nadir gorulmesi, gebelikte standart bir tedavi
yaklagiminin saglanamamasina neden olmustur. Semptomatik HCL tanili gebe
hastalarda Ozellikle laparoskopik splenektominin uygun bir tedavi secenegi
olabilecegi belirtiimistir.*>*’

Interferon-a HCL’de yanit elde edilen ve FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan onaylanan ilk biyolojik ajandir. HCL hastalarinda kullanimiyla ilgili ilk
sonuglar 1984’te Quaseda ve ark.lari tarafindan bildirilmistir. Yedi hasta 3mIU
purifiye I6kosit IFNa ile tedavi edilmis 3 hastada tam yanit(TY) doért hastada kismi
yanit (KY) elde edilmis, yanitlar 6-10 ay devam etmistir.***® Dogal IFNa, rekombinant
IFNB (Interferon beta) ve rekombinant IFNY (Interferon gama) da tedavide denenmis
ancak IFNB ve IFNY ile etkin sonuglar elde edilememistir. 1986'da FDA onayh 2
rekombinant IFNa preperati: IFNa-2a ve IFNa-2b gelistirilmigtir. 1986°'da yine
Quaseda ve ark.lari tarafindan daha 6nce tedavi almis veya almamis otuz hastaya 4-
6 ay boyunca 3 mIU/gin rekombinant IFNa-2a ile subkutan (s.c.) veya intramuskuler
(i.m.) olarak verilmig, haftada U¢ kez devam edilerek bir yila tamamlanmistir.
IFNa’nin  sitopenilerde diuzelme, dalak boyutunda kugulme, kemik iligi
infiltrasyonunda azalma yaptigi gosterilmis. Hastalarin tedavi yanitlari o yillarda
NCI'in  (National Cancer Institute) destekledigi guncel vyanit kriterleriyle
degerlendirilmis; %30 TY, %57 KY ve %13 mindr hematolojik yanit elde edilmistir.*°
Takip eden yillarda IFNa ile yapilan galismalarda %62 ile %73 arasinda KY elde
edilmistir.>®>? Yanitlar cogunlukla kismi yanit seklinde olup IFNa-2a ile IFNa-2b
arasinda belirgin fark gosteriimemigstir. IFNa’nin etki mekanizmasi HCL'de halen
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aydinlatimamamigtir. Losemik hucrelerde IFNa reseptorleri mevcut olup, IFNa bu
hicrelerde sitostatik fonksiyon gostermektedir. Bu etkinin IFNa’nin hematopoetik
blylume faktorlerini baskilamasina ve HCL hicrelerini buyldme sinyallerine kargi daha
az duyarli bir duruma getirerek hucre g¢ogalmasini azaltmasina baglh oldugu
dusiinilmektedir.** IFNa tedavisine yanit ilk haftada periferik kandaki l6semik
hdcrelerin azalmasi, 2 ay iginde trombositlerin, 4 ay icinde Hb degerinin, 5 ay i¢inde
I6kositlerin ylUkselmesi seklinde olmaktadir. Ancak hastalarin ¢ogunda rezidiel
|I6semik hicreler ve kemik iligi fibrozisi sebat etmektedir. Bu konuda farkli doz veya
tedavi semalarinin herhangi bir olumlu etkisi gosterilmemistir. IFNa-2b icin onerilen
tedavi 12 ay boyunca haftada lic kez 2mlU/m? dozda s.c; IFNa-2a igin ise 6 ay
boyunca giinde 3mIU/m? s.c. daha sonraki alti ay haftada ic kez ayni dozda s.c.
devami seklindedir.® HCL tedavisinde kullanilan IFNa dozlari genellikle iyi tolere
edilmekle beraber bazi yan etkileri mevcuttur. En sik gorulen yan etki halsizliktir. Ates
yuksekligi, grip benzeri semptomlara 1-4 hafta iginde tasiflaksi gelismekte, bu
sikayetler non-steroid antiinflamatuvar ilaclara yanit vermektedir. istahsizlik, bulanti,
kusma, ishal gorulebilir. Depresyon, periferik néropati, uykuya egilim, konfizyon,
mental status dedgisiklikleri gibi noéropsikiyatrik yan etkiler standart HCL tedavi
dozlarinda olugabilir. Aritmiler, hipotansiyon, girisim yerinde lokal doku reaksiyonlari,
kUguk eklem artriti, hepatotsteatoz ve hepatit, alopesi, libido kaybi diger gortlen yan
etkilerdir. Purin analoglarinin HCL tedavisine girmesiyle yanit oranlari artmis ve IFNa
ilk basamaktaki yerini kaybetmistir, ancak halen bazi hastalarda kullanimi s6z
konusudur. Ozellikle gebelerde kullanimi ve derin nétropenisi olan hastalarda piirin
analoglari oncesi kullanimi dnerilmektedir. Yine purin analoglari sonrasi relaps veya

refrakter olan hastalarda da IFNa bir tedavi secenegi olarak denenebilir.3"

Parin analoglar 1984’'te Spiers ve ark.larinin pentostatin (2-deoksikoformisin
=DCF) ile tedavi edilmis iki hastadan elde ettikleri tam yanit sonuglari sonrasi HCL
tedavisine girmistir. Hic tedavi almamis iki erkek hasta intermittan olarak disik doz
pentostatin ile tedavi edilmis; sonucgta I6semik hucrelerin periferik kandan
temizlendigi, splenomegali ve lenfadenopatinin geriledigi, pansitopenilerin dizeldigi
gorulmus, kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi ve radyolojik yontemlerle kanitlanmis
tam yanit bildirilmistir.>® Kraut ve ark.lari daha genis hasta gruplarinda pentostatin ile

yilksek oranda elde ettikleri tam yanit oranlariyla bu sonucu dogrulamistir.>*>>
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Pentostatin; adenozin ve deoksiadenozini inozin nuklozid tlrevlerine g¢eviren
adenozin deaminazin (ADA) irreversibl inhibitoradur. ADA inhibisyonu sonucunda
|I6semik hicrelerde deoksiadenozin ve deoksiadenozin trifosfat birikimine bagh purin
metabolizmasinda ve DNA sentezinde azalma meydana gelir. DNA kirilmalari, DNA
onariminin  bozulmasi, RNA transkripsiyon inhibisyonuna bagli htcre olumu

pentostatinin etki mekanizmasinda énemli rol oynar.®"°

Pentostatin ile yapilan uzun dénem calismalarda; toplam yanit oranlari %84-
%97 arasinda bildirilmistir. Hastalarda TY oranlari %42,4-%81 arasinda iken kismi
yanit oranlari %42,4-%82 olarak saptanmistir. "2 5 yillik ve 10 yillik hastaliksiz
sagkalim oranlari sirasiyla %77-88,1 ve %67-68,8 olarak, median hastaliksiz
sagkalim suresi 15 yil, 10 yillik toplam sagkalim %88,7-%96, 6zellikle tam yanit elde
edilen hastalarda toplam sagkalim siiresi 20 yil ve {zeri olarak bildirilmigtir.*24°"8
Pentostatinin tedavi semasi haftada bir veya iki haftada bir 2-4mg/m2/gin intraven6z
(i.v.) inflizyon seklindedir.'®*>*® Toksik yan etkiler goriilmedikce tam yanit elde
edilene veya tedavi yanitsizligina kadar kurlerin devam etmesi 6nerilmektedir. Tipik
olarak 8-9 kiur sonra hematolojik parametrelerin duzelmesi beklenir. Bu noktada
kemik iligi biyopsisi yapilarak yanit degerlendiriimesi; TY elde edilmigse ek olarak 1-2
kir daha pentostatin verilmesi 6nerilmektedir.™®>>" Siklikla goriilen yan etkiler
myelosupresyon, bulanti, kusma, deri dokuntileri, kasinti, fotosensitivite ve
atriyoventrikller blok, anjina pektoris, aritmiler gibi kardiyotoksik etkilerdir. Her ilag
uygulamasinda 1,5 litre i.v. sivi hidrasyon yapilmalidir. Kreatinin klirensi > 60ml/dk
olanlarda doz ayarlamasi énerilmezken; dusuk klirens, performansi kotl ve kemik iligi
hiposelltler olan hastalarda doz ayarlamasi onerilmektedir. Hastalar tedavi suresince
ve sonrasinda enfeksiyonlar agisindan yakin takip edilmelidir. Herpes enfeksiyonlari
ve Pneumocystis jiroveci enfeksiyonlari agisindan mutlak lenfosit sayisi >1000/pL
olana kadar asiklovir ve ko-trimoksazol profilaksisi yapilmalidir. Transfluizyon iligkili
graft versus host hastaligi ihtimalini azaltmak igin pentostatin tedavisi alan hastalara
émirboyu isinlanmis kan driinleri verilmelidir, %4661

Kladribin ilk olarak Piro ve ark.lari tarafindan HCL tedavisinde kullaniimis, %90
lizerinde tam yanit elde edilmistir.®? Kladribin (2-deoksikloroadenozin) bir én-ilag olup

intrasellller olarak deoksisitidin kinaz (dCK) tarafindan kladribin-trifosfata cevrilir.
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Ozellikl dCK’dan zengin lenfosit ve monosit gibi hiicrelerde etkisi daha yiiksektir. Aktif
form olan kaldribin-trifosfat DNA’ya eklenerek, DNA uzamasini engeller; onarim
mekanizmalariyla yarigarak onarilamayan DNA kirilmalarina yol acar. DNA
polimeraz-B inhibisyonuyla DNA sentezini engeller; S-adenilhomosistein hidrolaz
inhibisyonuyla DNA metilasyonunda azalmaya yol acar. Bax (Bcl-2 associated X
protein) ekspresyonu ve mitokondriyal yolaklar ve apopitoz indukleyici faktor (AIF)
araciliglyla apopitozu indukler.3"4%4°

Kladribin HCL’de etkinligini kanitlamig bir ajandir. Toplam yanit oranlari %100’e
ulasmaktadir.’**” Dearden ve ark.lari birinci, ikinci ve Uclincli sira tedavide dahi
kladribin ile %100 toplam yanit oranlari elde edildigini géstermistir. Ayni ¢alismada ilk
sira tedavide tam yanit orani %76 olarak bildirilmistir."* Goodman ve ark.lari 7 giin
boyunca 0,1mg/kg/gin devamli i.v. ile kladribin tedavisi ile %95 tam yanit elde
etmislerdir.’” Almanya’da yapilan bir galismada yine 0,1mg/kg/giin devamli i.v.
inflzyon seklinde kladribin alan 44 hastadan 43’0(%98) tam yanit gostermis, bir
hastada ise parsiyel yanit gériilmistiir.> Saven ve ark.lari genis hasta gruplarinda
kladribin ile tam yanit oranini %91 olarak saptanmislardir.*® Hastalara 24 saat i.v.
devamli kladribin inflUzyonu ile 2 saat aralikli i.v. kladribin inflzyonu veya 5 gun ile 7
gunluk semada verilmesi karsilagtirildiginda, verilis sekillerine gore yanit oranlarinda
veya yan etkilerde belirgin fark gérilmemis; enfeksiyon sikh@i 5 gunlik semada daha
az saptanmistir.®® Von Rohr ve ark.lari kladribini 5 giin boyunca 0,14mg/kg/m? dozda
gunde bir kez s.c. olarak tek kur seklinde vermis, %97 oraninda toplam yanit; %76
TY, %21 KY elde etmislerdir.® 20 yillk toplam sagkalim hi¢ tedavi almamis
hastalarda %80 iken, farkli tedaviler sonrasi kladribin alan hastalarda %40’lardadir.%®
Else ve ark.lari HCL hastalarinda kladribin sonrasi 10 yilhk toplam sagkalimi %100
oraninda bildirmistir.** Degisik serilerde toplam sagkalim oranlari %79-98 arasinda
degismektedir.>>’

Kladribinin sik yan etkileri myelosupresyon, deri dokuntuleri, bulanti, kusma ve
ishaldir. Daha nadir olarak doz iligkili nefrotoksisite ve noérotoksisite gorulebilir.
Ozellikle T lenfositlerin baskilanmasina bagli firsatgi enfeksiyonlar gorilebilir. Bu
nedenle pentostatin gibi herpes ve pneumocystis enfeksiyonlari agisindan mutlak

lenfosit sayisit >1000/pL olana kadar ko-trimoksazol ve asiklovir profilaksisi
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verilmelidir. Kladribin tedavisi alanlarda da kan urlnleri dmurboyu 1ginlanmis olarak
verilmelidir.3*>®! Kladribin veya pentostatin alan hastalarin uzun dénem izlemlerinde
iki ajan arasinda kagincli sira tedavide verildiginden bagimsiz olarak tedavi yanitlari,
yan etki profilleri ve sagkalim acisindan anlamli fark gériilmemistir.**** Relaps olan
hastalarin buylk kisminda purin analoglari ile tekrar remisyon elde edilmektedir.
Ikinci sira tedavide purin analogu segimi, ilk remisyonun siiresine bagh segcilebilir.
Ornegin iki yihn (izerinde remisyonu olanlarda ayni ajan ile tekrar tedavi, iki yildan
once relaps olanlarda ise purin analogu degisimi dugunulebilir. Else ve ark.lari tam
yanit sudresinin birinci, ikinci veya uguncu sira tedavide farklilik gdstermedigini
saptamigtir. Bununla birlikte her seferde tam yanit oranlarinin azaldigi
gosterilmistir.*>®° Bu nedenle relaps olan hastalarda piirin analoglarinin rituksimab ile

kombinasyonu onerilmektedir.

Rituksimab; kalsiyum kanal iglevi olan, non-glikozile transmembran proteini
CD20’nin  monoklonal antikorudur. HCL hicrelerinde yiksek oranda CD20
ekspresyonu olmasi rituksimabin bu hastalikta kullanimini giindeme getirmistir. ilk
sira tedavide rituksimaba tam yanit orani %10-60 oranindayken; relaps veya
refrakter HCL'de Ozellikle plrin analoglari ile kombinasyonda %89 tam yanitla
beraber toplam yanit oranlari%100’e kadar gikmaktadir.®”-*°® Bu nedenle giinimiizde
relaps veya refrakter HCL'de plrin analoglarina rituksimab eklenmesi

onerilmektedir.®?
2.2. B-RAF
2.21. Tanim

Protein kinazlar hucre biyolojisinin her asamasinda gorev alir. Protein kinaz
ailesi 518 gene sahip en genis gen ailelerinden birisidir. Protein kinazlar; proteinlerin
-OH gruplarini fosforile ederek fonksiyonlarini yerini getirir. Fosforile —OH grubuna
gore protein-serin/treonin kinazlar (385 tip), protein-tirozin kinazlar (90 tip), ve tirozin-
kinaz benzeri proteinler (43 tip) olarak siniflandinimaktadir. Hem tirozin hem treonin
fosforilasyonu yapan MEK1 ve MEK2 gibi kiguk bir grup dual etkili kinazlar, protein-
serin/treonin kinaz ailesi altinda siniflandiriimaktadir. A-RAF, B-RAF ve C-RAF,

retroviral onkojenlerle iligkili 3 UGyeli bir protein-serin/treonin kinaz ailesidir. RAF-1
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(rapidly accelerated fibrosarcoma) 1985'te kesfedilmigtir ve ginimuizde C-RAF
olarak adlandiriimaktadir. A-RAF 1986°'da, B-RAF 1988’de tanimlanmistir. B-RAF

diger izoformlara gére daha potent bir atkivatérdiir.?>

2.2.2. RAF-MEK-ERK Yolagi

RAF-MEK (MAP/ERK kinaz)-ERK (ekstraselliler sinyal-reglile kinaz)
transdiksiyon yolagi diger adiyla MAPK(Mitojen aktive protein kinaz) yolagi, RAS ile
aktive edilen bir protein kinaz kaskadidir. Bu yolak buyume faktorleri, sitokinler ve
hormonlara cevap olarak hucre buyumesi, farklilagsmasi ve ¢odalmasini duzenler.
Blyume faktorleri, sitokinler veya hormonlarla aktive olan RAS (rat sarkoma virlisten
gelmektedir) membrana sitoplazmik ylUzden bagl kiguk bir G proteindir. GTPaz
aktivitesi olan RAS’In guanozin trifosfat (GTP) ile kompleksi, kinazin N terminalindeki
RAS baglayan alan (RBD) ile etkileserek RAF aktivasyonunu baslatir. Ardisik yapisal
degisiklikler RAF fosforilasyonu ve serin/treonin kinaz aktivitesinin stimilasyonuna
yol agar ve MEK 1/2 aktivasyonu ile sonuglanir. MEK1/2 ise tek substrati olan
ERK1/2'yi aktive eder. ERK; ektraselliler sinyalleri ve farkhlasma, c¢ogalma,
yaslanmayi kontrol eden gen ekspresyonlarini, sitoskeletal yeniden dizenlenme ve

metabolizmayi diizenler.?%?2

2.2.3. B-RAF Mutasyonlari

Hoshino ve ark.lari MAPK sinyal yolaginin kanserlerin %30’unda hiperaktive
oldugunu gdstermistir.?®> Kanserlerin %15inde RAS’I aktive eden mutasyonlar
saptanmigtir. Davies ve arkadaslari B-RAF mutasyonlari agisindan genis bir kanser
hicre dizisini taramig; en yuksek siklikta malign melanomda(%59) olmak Uzere,
kolorektal, akciger, meme, over, karaciger kanserleri, gliom ve sarkomlarda degisik

oranlarda B-RAF mutasyonu saptamislardir.?*
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Sitoplazma

Sitoplazmik

Sitoplazmik
substratiar

substratiar

Sekil-1:MAPK Yolagi (TKR:Tirozin kinaz reseptori)

Her RAF kinazin 3 adet korunmug bdlgesi(CR) mevcuttur. N-terminalinde
bulunan CR1 ve CR2 daha ¢ok duzenleme islevleriyle iligkiliyken; C-terminalinde
bulunan CR3 kinaz bdlgesini igerir. CR1 bolgesinde bulunan RAS baglayici bolge
(RBD) ve sistinden zengin bdlge (CRD), RAS ve membran fosfolipidleriyle etkilesime
girer. CR2 serin/treoninden zengin bdlge, CR3 ise protein kinaz aktivitesi olan
bdlgedir. Tipik olarak protein kinaz bolgesinin kiguk bir N-terminal lobu ve genis bir c-
terminal lobu bulunur. Kiguk lobdaki glisinden zengin bdlge (P-bdlgesi) adenozin
trifosfat(ATP) ile etkilesirken, genis lob MEK1/2 ve dider protein substratlarla etkilesir.

Enzim aktivitesi olan bélge kiiglik ve genis lobun arasindaki yarikta bulunur.??#™
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Glisinden
zengin
bolge

Katalitik Bolge

Aktivasyon ey g l' . >C-Lobu
Segmenti o =y j
- : i

- T

Sekil-2:B-RAF yapisi®*

Protein kinazlarin gogu aktivasyon segmentlerinde bir veya iki adet fosforilasyon
bdlgesi bulunur. Bu bolgeler genellikle ayni enzim ailesinin baska Uyeleri tarafindan
fosforile edilerek, aktivasyona neden olur. B-RAF kinaz aktivasyonu igin de CR2
bolgesindeki serin ve treonin artiklarinin fosforilasyonu gereklidir. B-RAF
mutasyonlarinin  ¢ogunlugu bu aktivasyon segmentinde veya glisinden zengin
bolgede ortaya cikmaktadir. B-RAF mutasyonlarinin %90’1; ekzon 15te 1799.
poziyondaki timin nukleotidinin adeninin yerine gecmesi ile 600. lokalizasyondaki
valin amino asitinin glutamata degismesi sonucu gerceklesir. B-RAFY*°°F mutasyonu
sonras! enzim aktivitesi 500 kata kadar artabilir. Bu da MEK/ERK yolaginin devamli
aktivasyonuna, hatta ekstrasellller herhangi bir uyaran olmadan hicrenin bagimsiz
FVGOOE

farkllagsma ve ¢odalma yetenegine sahip hale gelmesine neden olabilir. B-RA

mutasyonunun karsinogenezdeki bir diger rolu ise bcl-2 (b cell lymphoma-2) ve
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nukleer faktor kappa B (NF-kB) Uzerinden olmaktadir. Mutasyon sonucu B-RAF, C-
RAF ile dimer olusturarak transfosforilasyon ile C-RAF aktivasyonu yapar. Aktive C-
RAF, MEK aktivasyonu yaninda antiapopitotik etkileri olan bcl-2’yi ve NF-kB'’yi de
tetikler. NF-kB aktivasyonu ayni zamanda ¢ogalma, anjiogenez, invazyon ve

metastaz mekanizmalarini da harekete gegirir.”*?°

2.2.4. B-RAF Mutasyonlarinin Goruldiigu Kanserler

B-RAFY®%F mutasyonu; malign melanomda %27-70, tiroid papiller karsinomda
%45-53, Langerhans hucreli histiyositozda %53 kolorektal kanserlerde %5-22, over
kanserlerinde %30-35, pilositik astrositomlarda %60-80, karaciger kanserlerinde

%22’ye kadar tanimlanmigtir.?%%>70-"2
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TUmor Tipi

B-RAF Mutasyonu

B-RAF liligkili Ozellikler

Malign Melanom

Papiller Tiroid Karsinomu

Langerhans Hucreli

Histiyositoz

Kolorektal Karsinom

Over Tumorleri

Gliomlar

Hepatobiliyer karsinomlar

Tablo-4:B-RAF Mutasyonu Gériilen Kanserlerin Klinik Ozellikleri

V600E

V600K

V600E

V600E

V600E

V600E

KIAA1549:B-RAF flzyonu
V600E

B-RAFins598T

V600E

:71,72

%27-70

1/3’G V600K mutasyonu
Daha geng hastalar
Prognozu etkiler

B-RAF inhibitorleri malign
melanomda  tedavisinde
kullaniimaktadir

%45-53

Kotu prognozla birliktedir
%50

Daha geng hastalar
%5-22

B-RAF mutasyon pozitifligi
Lynch sendromunu diglar

K-RAS/B-RAF birlikte
mutasyonlari kotu
prognozla birliktedir
%30-35

Dusuk dereceli seroz
karsinom ve seroz

borderline timorlerde

Erken teshis ve yi
prognozla iligkili

Pilositik  astrositomlarda
%60-80

Dusuk dereceli
astrositomlarin pilositik
astrositomlara
farkhlasmasina neden

olabilir
Hepatosellller karsinomda

%22, kolanjiyoselltler
karsinomda %23’e kadar
pozitif
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2.3. Hairy Cell Lésemi B-RAF iligkisi

Hairy cell 16semi yaklagik 50 yil 6nce tanimlanmasina ragmen yakin gegcmige
kadar hastaligin patogenezinden sorumlu olabilecek herhangi bir genetik degisiklik
tanimlanmamisti. 2011'de Tiacci ve ark.lari, HCL patogenezinde rolu olan genetik
mutasyonlar1 arastirirken, indeks bir vakada WES(Whole Genome Sequencing)
yontemiyle B-RAFY®°F mutasyonu saptamislardir. Bunun {izerine 46 HCL olgusunun
daha oérneklerinde PCR(Polimerase chain reaction) ve Sanger sequence yontemiyle
B-RAFY®%F mutasyonu calismislar ve %100 pozitiflik saptanmislardir. Bu bulgulardan
yola cikarak, diger periferik B hucreli lenfoma/losemi tanih 193 olgu mutasyon
acisindan arastiriimis; higbir olguda B-RAF'*®F mutasyonu saptanmamistir. Sonug
olarak mutasyonun tim hastalarda pozitif bulunmasi, timaor hiicre klonunun timinde
bulunmasi ve diger periferik B hicre neoplazilerinde negatifligini vurgulayarak, B-
RAFY®®nin HCL igin hastaligi tanimlayici bir genetik bozukluk oldugunu 6ne

stirmislerdir.*

Hairy cell l6semide tanimlanan bu mutasyon daha sonra genis hasta
gruplarinda calisiimigtir. Boyd ve ark.lari HRMA(High resolution melting analysis)

yontemiyle, HCL tanili 48 hastanin érneklerinin timinde B-RAFY®%%E

mutasyonu
saptamistir.”® Arcaini ve arklari 62 HCL olgusunun timiinde B-RAF'®%
mutasyonunu pozitif bulmus, 240 tane HCL disi B hucreli periferik hiicreli neoplazide
negatif olarak bildirilmistir.”* Tiacci ve ark.lari 2012’de calismalarini genisleterek, 123
HCL olgusunun &rneklerini B-RAFY®%F acisindan AS-PCR (Allel spesifik-PCR)
yontemiyle calismig, yine %100 pozitiflik saptamis ve bu ydontemin duyarlihdini da
vurgulamistir.”®  B-RAFY®®F  mutasyonlarinin  HCL ve HCL-V  morfolojisi,
immunhistokimyasi ve immunfenotipi ile korelasyonunun arastirildigi bir calismada,
HCL olgularn %95,8 mutant, HCL-V hastalari ise B-RAF agisindan normal genotipte
saptanmistir. Ayrica bu mutasyon negatifliginin HCL-V’1 ayirt etmede en gugli
belirteclerden biri oldugu ileri siriimistir.”® Tiacci ve ark.lari RAS-MEK-ERK
yolaginin HCL olgularinda aktive oldugunu gdsterebilmek igin, olgu serilerinde B-
RAFY®E mutasyonlari ile ERK fosforilasyonu arasindaki iliskiyi arastirmistir. Bu
arastirmada ayni zamanda pERK(fosforilize ERK)’in immunhistokimyasal olarak HCL

ile HCL benzeri bozukluklarin ayrimindaki yeri de sorgulanmistir. 37 klasik HCL
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olgusunun 35’inde, hem diger periferik B hucreli neoplazilerde saptanmayan pERK
ekspresyonu hem de B-RAFY®°® mutasyonu gériilmistir. Bu calismanin sonucu
olarak B-RAFY®%F mutasyonu ile pERK arasinda sabit bir iliski oldugu, RAF-MEK-
ERK vyolaginin blokaji icin B-RAF ve MEK inhibitorlerinin kullanilabilecegi ileri
surlilmistir.”” Bu calismalardan c¢ikan ortak sonug; B-RAF%%E ‘nin klasik HCL'de
tani ve ayirici tanida kullanilabilecek bir genetik test olarak rutin kullanima girmesi
seklindedir. Ayrica HCL’de her ne kadar plrin analoglarina yanit oranlari yiksek olsa
da; bu tedavilerin kuratif olmayisi, tedavi sonrasi minimal rezidtel hastalik kavrami ve
her sira tedavide yanit oranlarinin giderek digsmesi nedeniyle yeni terapotik arayislar
B-RAF’1 bir tedavi hedefi haline getirmektedir.

Daha o6nce bahsedildigi gibi purin analoglariyla HCL olgularinda ylksek tam
yanit oranlari ve uzun hastaliksiz sagkalim elde edilmektedir. Hatta bazi hastalar bu
tedaviler sonrasinda normal yagsam suresini tamamlamaktadir. Ancak kuguk oranda
bir hasta grubunda standart tedavilere direng ve dlumcul seyir gorulebilmektedir. Bu
tip hastalarda hedefe yonelik tedavilerin kullanimi s6z konusudur. Glinimuzde B-
RAFY%F mutant malign melanom tedavisine kullanilan ve FDA onayli bir B-RAF
inhibitoru olan vemurafenibin relaps/refrakter HCL’de kullanildigi olgu bildirileri
mevcuttur. Bu olgular genelde purin analoglari, rituksimab, IFNa, splenektomi gibi
coklu sira tedaviler sonrasi relaps/refrakter hastalik sirecinde olup, B-RAF'®%%E
mutasyonu gosterildikten sonra vemurafenib ile tedavi edilmistir. Verilen vemurafenib

78-82

dozu 480-960mg/gun arasindadir. <sup>82</sup> Vemurafenib ile hizla cevap

elde edilmis ve alti aya kadar olan remisyon siireleri elde edilmistir.”

3. ARASTIRMA YONTEMI

3.1. Hastalar

Ocak 2000-Aralik 2013 tarihleri arasinda Dokuz Eylil Universitesi Tip
FakiltesiDEUTF) Hastanesi Hematoloji Polikliniginde HCL tanisi alan hastalar
retrospektif olarak incelendi. HCL tanisi periferik kan, kemik iligi ve/veya dalak
dokusundan (splenektomi yapilan hastalarda) morfolojik ve immunhistokimyasal
olarak DEUTF Patoloji Anabilim Dali tarafindan dogrulanmis 13 hasta calismaya
dahil edildi. Yas sinirlamasi yoktu. HCL varyant tip diglandi. Parafin bloktan izole
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edilen DNA kalitesinin PCR c¢alismasi igin uygun olmadigi hastalar diglandi. Klinik
olarak yas, cinsiyet, tanida semptom varligi, organomegali, lenfadenopati, tani yeri
gibi parametreler incelendi. Hematolojik olarak hastalarin tani aninda Hb, lokosit,

trombosit, nétrofil, monosit sayilari incelendi. ikincil maligniteler kaydedildi.
3.2. Tedavi

Tam hastalar yedi gtin boyunca 0,1mg/kg/gin devamli i.v. inflzyon seklinde
kladribin tedavisi aldi. Kladribin tedavisi tUm hastalarda yatarak tedavi seklinde tek
kar verildi. Tedavi suresince gunluk tam kan sayimi, bobrek ve karaciger fonksiyon
testleri goruldu. Bir hasta kladribin tedavisi 6ncesi 11 gun sureyle 4,5mlU/gun dozda
s.c. IFNa ald.

Tam yanit kriterleri; periferik kan ve kemik iliginde HCL hicrelerinin kaybolmasi,
tam kan sayimminin normallesmesi, (mutlak nétrofil sayisi>1500/ul  ve
hemoglobin>12gr/dl ve trombosit>150000/ul olmasi) fizik muayene veya goruntileme
yontemleri ile splenomegali, hepatomegali, lenfadenopati saptanmamasi, varsa
hastalarin tan1 oncesi semptomlarinin gerilemesi olarak kabul edildi. Kismi yanit ise
periferik kan ve kemik iligindeki 16semik hicrelerde %50’nin Gzerinde azalma, tam
kan sayiminin normallesmesi veya hicre serilerinde %50’nin Uzerinde duzelme,
dalak karaciger lenf bezi boyutlarinda %50’nin Gzerinde kugulme olarak
degerlendirildi. Bu kriterler disinda kalanlar yanitsiz olarak degerlendirildi.** Hastalar
tedavi sonrasi aylik olarak fizik muayene, tam kan sayimi, periferik kan yaymasi ile
izlendi. Yanit degerlendirmesi hastalarin sitopenilerinin dizelmesine gore dort veya

altinci ayda yapildi.*
3.3. B-RAF Mutasyon Analizi

Dokuz Eylil Universitesi Patoloji Anabilim Dali arsivinden calismaya dahil edilen
hastalarin parafin bloklari ¢ikarilarak, tani aninda alinan kemik iligi veya dalak doku
ornekleri elde edildi. Calismada kullanilan érnekler patoloji parafin bloklarinda yeterli
ornek varsa alindi. Patoloji laboratuvarinda mikrotomun alkolle silinmesinden sonra
dalak materyalerinden 10 mikron kalinliginda u¢ kesit, kemik iligi materyallerinden 1
kesit alindi. Alinan kesitler steril ependorf tuplere aktarildi. TUplerdeki dokulara

Temel Onkoloji Laboratuvarinda spin kolum yontemi ve parafin dokudan DNA
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ekstraksiyon kiti kullanarak DNA ekstraksiyonu yapildi.(QlAamp DNA FFPE Tissue
Kit, Qiagen) Ardindan spektorofotometre ile elde edilen DNA'nin miktari ol¢ulup
yeterlilik degerlendirildikten sonra bilinen ve bilinmeyen B-RAF mutasyonlari
pyrosequencing temelli molekiler metotlarla degerlendirildi. Altin standart olarak
DNA sekanslama yontemi kullanildi. Tum bu iglemler Onkoloji Enstitist, Temel
Onkoloji Laboratuvar’nda yapildi. Mutasyon analizini yapacak olan arastiricilarin
arastirmanin sonuna kadar Kklinik ve patolojik bulgulardan habersiz olmalari
saglanarak taraf tutma 6nlenmeye calisildi. Calismalar sirasinda genel laboratuvar

guvenlik onlemlerine uyuldu.

3.3.1. Pyrosekanslama Yontemi

BRAF mutasyonlari Qiagen PyroMark Q24 cihazinda, Therascreen BRAF
Pyrokit 24, V1 (1/2) kiti kullanilarak degerlendirildi. islem basamaklarr;

ADIM 1:

Amplifiye edilen DNA fragman iplikgikleri Gzerine biotin baglanir.
ADIM 2:

Biotin baglh fragmanlara uygun primerler baglanir, tek dizi halindeki DNA
fragmani, polimeraz, ATP sillferaz, lusiferaz, apiraz hatta APS (adenozin 5'-

fosfoslilfat) ve luserin ile primer baglanma sicakliklar baz alinarak inkiibasyon yapilir.

= llerleyven PCR primeri

Bicotin baglanmis ters PCR primeri - <>

Bnyrotin baglanmus tek
Zincir kahba

' 1 -

Polimeraz=
3° CoTCCaEcACCE N ACTTCC A 2
T T T T | | 1 T T T
1 1 1 1

] | 71 T 1 ] T

Sekil-3: DNA ters transkripsiyonu
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ADIM 3:

llk deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTP) reaksiyona eklenir. DNA polimeraz,
komplemanter dizi Uzerinde dNTP'yi katalizleyerek zincirin olugmasini saglar. Her bir

birlesme sirasinda pirofosfat (PPi) baglari ayrilir.

Polimeraz
(DINLA)_ + JNTP » (DMNA)__, + PPi

Sekil-4: DNA polimeraz reaksiyonu

ADIM 4:

ATP sulferaz, PPi molekulunua, ATP’ye cevirir ve APS icinde agiga c¢ikar. Bu
ATP dontsumd, lusiferinin, lusiferaz aracilila oksilusiferine dontismesini saglayarak,
Olclllu olarak ATP’nin 1sima meydana getirmesini saglar. Bu isima lusiferaz kataliz
reaksiyonu sonucu CCD (Charge coupled device) sensorleri araciligla algilanir ve

software uzerinde dalgalanma (pik) olarak gorular.

Sulferaz

’ Isik

P S+PP ATP

lusiferin  oksilusiferin

Lusiferaz \
[ \

ATP Isik. ==—"4 e —Zaman

Sekil-5: ATP siilferaz ve lusiferaz reaksiyonu
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ADIM 5:

Reaksiyon ortaminda serbest bulunan apiraz enzimi, tek sarmal zincirine
baglanmamis nukleotidleri degrade eder, ortama tekrar nukleotid baglanmasini

saglar. Ayrica bozunmus ATP’ler de ortamdan uzaklastirilir.

Apira=z
ATP = ADP + AAMP + phosphate

Sekil-6: Apiraz reaksiyonu. ADP:Adenozin difosfat, AMP:Adenozin monofosfat

ADIM 6:

Bagh olan dNTP’ler sekans dizi yontemiyle gosterilir. Bu asamanin
gerceklemesi icin lusiferaz tarafindan tanimlanmayan, dogal halde bulunan
deoksiadenozin trifosfat (dATP) yerine baglanan deoksiadenozin alfa-thio trifosfatin

ortamda kullaniimasi gerekir.

Nukleotid Sekansi
= C — A G5 CE T
Yo
b 3 w
= C T A = C T o
Eklenen Nukleotidler

Sekil-7: Pyrosekans gorintisu
3.4. Istatistiksel Analiz

Orneklerin iglenmesinden sonra elde edilen mutasyon bilgileri, hastalarin

demografik ve klinik dzellikleri, tedaviye yanitlari gibi veriler SPSS 15.0 programinda
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degerlendirildi. Sayimla belirtilen degiskenler yuzde dagilimla 6zetlendi ve Ki Kare
Testi ile analiz edildi. Olgiimle belirtilen degiskenler ortanca, minimum ve maximumu
degerleri ile 6zetlendi, analizde Mann Whitney U Testi kullanildi. istatistiksel

anlamhlik duzeyi p<0,05 kabul edildi.

4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin dokuzu erkek, dérdu kadindi. Erkek/kadin
hasta orani 2,25/1 olarak saptandi. Hastalarin tani anindaki median yasi 48’di (37-
59). Median izlem suresi 59 (3-96) aydi.

4.1. Klinik Bulgular

Bagvuru aninda hastalarin %46,2’si(n=6) asemptomatikti. Semptomatik olan
yedi hasta halsizlik, sol Ust kadran agrisi, kilo kaybi, nefes darligi gibi yakinmalarla ile
basvurmustu. Bir hastanin basvuru aninda kanl ishal, bir hastanin ise nétropenik
ates ve akciger enfeksiyonu tablosu mevcuttu. Olgularin fizik muayene bulgulari
degerlendirildiginde  13(%100) hastada splenomegali, 5(%38,5) hastada
hepatomegali, 2(%15,4) hastada ise intraabdominal lenfadenopati saptandi.
Hastalarin yaklagik yarisi (%46,2) splenektomi sonrasi tani almisti. Tanisal amag
disinda tedavi veya palyatif amacl splenektomi yapilmamisti. Sadece bir hastada
pansitopeni mevcuttu. Hemoglobin degeri 10’un altinda 4 hasta, trombosit degeri
100000’in altinda olan 6 hasta vardi. Hastalarin %84,6’si(n=11) |0kopenik, bu
hastalarin 4’4 tani aninda nétropenikti. HCL agisindan dikkat cekici bir 6zellik olan
monositopeni 8(%61,5) hastada saptandi. Birer hastada iliml Grik asit ve LDH
yuksekligi disinda hastalarin timinin AST, ALT, BUN, kreatinin gibi biyokimyasal
parametreleri normaldi. Hastalarimizda eslik eden herhangi bir otoimmun hastalik
saptanmazken, olgulardan biri HCL tanisindan bir yil énce baska bir merkezde
Mantle htcreli lenfoma tanisiyla tedavi almisti. Bir hasta ise HCL tanisindan hemen
once el dorsal ylziindeki lezyondan Kaposi sarkomu tanisi almisti. Kaposi sarkomu
tanili hasta izlemde takipleri birakti, lenfoma tanisiyla tedavi almis olan hasta ise her

iki hastaligi agisindan remisyonda izleme devam etti.
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4.2. Tedavi ve Yanitlari

Onbir olgu 0,1 mg/kg/guin 7 gln boyunca devamli i.v. influzyon seklinde kladribin
tedavisi aldi. Bir hasta bagvuru aninda notropenik ates ve akciger enfeksiyonu
nedeniyle dncelikle 4,5 mlU/gin IFNa 11 gln sureyle aldiktan sonra diger hastalarla
benzer sekilde i.v. kladribin ile tedavi edildi. Bir hasta ise asemptomatik olmasi, tlimli
sitopenileri (Hb>10gr/dL, trombosit>100000/uL, ANS>1000/uL) olmasi nedeniyle
tedavisiz izlendi. Izlemin 12. ayinda hematolojik parametreleri kotiilesen hasta
progresif hastalik kabul edilerek kladribin tedavisi planlandi. Tez yazim asamasinda
hasta henlz tedavisini almamisti. Tedavi alan onbir hastanin yanit degerlendirmesi
yapilabildi. Bu hastalarin timiinde tedavi yaniti TY olarak degerlendirildi. izlemde iki
hasta takiplere gelmedi. Bu hastalardan biri tam yanit ile izlenirken 62. aydan sonra
hasta takipten cikti. Diger hasta ise 3.ayda takibi biraktigi icin yanit degerlendirmesi
yapilamadi. Bu iki olgu disindaki diger olgularimizda izlem slresi boyunca relaps
veya 6lum goértlmedi. Hastalarin timinde TY elde edilmesi ve izlemde takip edilen

hastalarda relaps veya 6lum gorilmemesi nedeniyle sagkalim analizi yapilamadi.
4.3. B-RAF Mutasyon Analiz Sonuglari

HCL hastalarinda sik rastlanan B-RAFY®° mutasyonu 10(%76,9) hastada
pozitif bulundu. Ug(%23,1) hastada ise B-RAF 464-469 kodonlarinda mutasyon (Bir
hastada B-RAF®*®F bir hastada B-RAF®*®°F, bir hastada B-RAF®*°°F) saptandi. Iki
hastada ise her iki mutasyon pozitifti. Bu hastalarin klinik 6zelliklerine bakildiginda,

diger hastalara gore dikkat cekici bir farkhlik gérilmedi.

C3 CWCTGTAGC

A: 99%
T: 1%

BT 1 T T R R R R R PR P PP SR PP PP

Sekil-8: B-RAF kodon 600 wild tip pyrosekans gorinim
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C1 CWCTGETAGT

A: 6d%
T: 36%

200
150
100

a0

Sekil-9: B-RAF*%F mutasyonu (1799 T>A) gérintmii

A3 CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA

A: 0% | ; -
C: 92% A 1% | A: 0%
G: 3% C: 96% C: 94%
T: 5% | T:74% T: 6%

T T + pa— p + o0 | L
ESAGCTCGTAGCATGCATACGAGCATAC
5 10 15 20 25

Sekil-10: B-RAF 464-469 kodonlari wild tip gérinimu

250
200
150
100

50

Sekil-11: B-RAF®**** mutasyonu (1391 G>A) gériiniimii
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Al CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA

A 1% | ) .
C: 95% A: 1% A: 1%
G: 2% C: 88% C: 98%
T2k T: 10%| Tl
L1 S B PP PP PP PP
F2 L Sl PP P PP

GC T C.6 T Hh- G C B T BCATHCG:H G C W T4 C
5 10 15 20 25

Sekil-12: B-RAF®***F mutasyonu (1397 G>A) gériinimii

E6 CTGTTNCAAATGATHCAGATHCA
OO S T T U R T L T T U R L T T e
1| POV TAOOMMOIN .1 1
b1 1] BB A BRI | 15| Pk
101 AR R R S 1 ......... l ....................
1| o b oo 4 L ! . ! :
ESAGCTCGTAGCATGCATACGAGCATA ATC
5 10 15 20 25

Sekil-13: B-RAF®***Y mutasyonu (1406 G>T) gériniimii

B-RAF mutasyonlariyla klinik parametreler karsilastirildiginda, cinsiyete gore B-
RAF mutasyonlarinin gorulme sikhdi her iki mutasyon icin kadin ve erkek cins
arasinda benzerdi. istatistik desteklemese de lenfadenopati saptanan hastalarin
timiinde B-RAF'®° mutasyonu pozitifti (p=1.000) Benzer bulgular diger mutasyon
icin gecerli degildi. B-RAF'®*“F mutasyonu trombositopenik hastalarda %50
pozititken, dikkat ¢ekici bigimde trombosit degeri normal olan hastalarin hepsinde
pozitifti. (p=0,70) B-RAFY®°® mutasyonu pozitif olan 10 hastanin 9'unda l6kopeni
mevcuttu. B-RAF 464-469 kodonlarinda mutasyonu olan hastalarin ise tumunun
I6kopenik ve lenfopenik oldugu goérildiu. Hematolojik parametreler ile mutasyonlar
arasindaki iligkilerde istatistiksel anlamlilik yoktu. Tedavi yanitlari B-RAF°°°F ve/veya

B-RAF 464-469 kodon mutasyonlari olan ve olmayan gruplarda benzerdi.
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OLGU

Olgu 2

Olgu 4

Olgu 6

Olgu 10

Olgu 12

DOKU

Dalak

Dalak

Dalak

Kemik lligi

Kemik lligi

Kemik iligi

KODON
600

Mutant

Mutant

Mutant

Mutant

wild

wild

MUTASYON
TiPI

1799 T>A

1799 T>A

1799 T>A

1799 T>A

Wild

Wild

Tablo-5: Olgularimizin mutasyon analiz sonuglari

KODON
464-469

L
L

Wild

L
L

Wild

wild

Olgu 8

wild

Mutant

1406 G>T

wild

MUTASYON
TIPI

Wild

Wild

Wild

Wild

Wild

37



5. TARTISMA VE SONUC

Hairy cell 16semi Bouroncle ve ark. tarafindan “Losemik Retikiloendotelyozis”
olarak ilk tanimlandiginda hastaligin erkeklerde daha sik goruldigu ve hastalarin
biyilik kisminin orta yas grupta oldugu bildiriimisti.® Hastalarimizin demografik
Ozellikleri degerlendirildiginde, erkeklerde yaklagik 2,5 kat fazla goruldigl ancak
erkek baskinliginin literatiir verilerine gére daha az oldugu saptandi.®*®* Bu farklili§in
olgu sayimizin az olmasiyla iliskili oldugu dusinuldid. HCL hastalarinin siklikla 50-55
yaslarinda tani aldigi, hastalarimizin median tani yasinin bu degere yakin oldugu
gérUIdU.3‘14’33’61

Klinik 6zellikler degerlendirildiginde hastalarin yaklagik yarisinin asemptomatik
oldugu, semptomatik hastalarin ise literatirde sik gorllen yakinmalarla prezente
oldugu gorildi.**3**8 HCL hastalarinda nétropeni, monositopeni, NK hiicre ve
dendritik hticre fonksiyon bozukluklari sonucu ¢oklu immun bozukluklara bagli artan
enfeksiyon sikligi, serimizde tani aninda %15,4 saptanmis olup literatir ile uyumlu
bulundu.**® Fizik muayene veya radyolojik bulgularla hastalarimizin timinde
saptadigimiz splenomegali oraninin degisik ¢alismalarda %80-93 arasinda bildiriimis
oldugu gorildi.*>°® %25-40 siklika gérillen hepatomegali daha az rastlanan bir
bulgu olup hastalarimizda %38,5 oraninda mevcuttu.>**%* HCL'de %15 oraninda
gorilen lenfadenopatinin olgularimizdaki sikhgi literatiir ile uyumlu saptandi.®*

Laboratuvar bulgulari incelendiginde pansitopenik hasta sayisi bir olup, literatur
verileriyle karsilastirildiginda belirgin derecede az oldugu goérulda. Pansitopeni %30-
70 arasinda bildiriimis olup bu farkin hastalarin erken dénemde tani almis
olabileceginden kaynaklandigi diisiiniildii.>®**® Dearden ve ark.lari 242 HCL
olgusunda pentostatin ve kladribin tedavilerinin uzun dénem sonuglarini
degerlendirirken, Hb<10gr/dL ve/veya trombosit<100000/dL olan olgularda
hastaliksiz sagkalimin daha az oldugunu gdstermistir.’* Tedavi alan 12 hastamizda
tedaviye yanit degerlendiriimesi yapilmis olup tum hastalarda tam yanit elde edildi.
Yanit degerlendirmesi yapilan hastalardan ikisi daha sonra takiplere gelmedi, kalan
on hastamizda ise relaps veya olum gorulmedi. Bu nedenle izlem suresi boyunca

anemi ve/veya trombositopeni varligi ile tedavi yanitlari veya hastaliksiz sagkalim
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arasinda iligki kurulamadi. Bununla birlikte izlem suresi uzatildigi takdirde bu
parametrelerin relaps oranlari ve hastaliksiz sagkalim acisindan anlam
kazanabilecegi dusunuldi. HCL igin tipik bir bulgu olan ve %80-100 oraninda gdrtlen
monositopeninin hastalarimizda sikhginin %60’larda kalmasinin yine hasta sayisinin
az olmasina bagh oldugu disiinildi.?>® Hairy cell I6semi hastalarinda hem tani
oncesi hem de tedavi sonrasi donemde ikincil malignitelerin eslik edebildigi
bilinmektedir. Hastalarimiz bu yonden arastirildiginda bir hastanin tanidan bir vyil
once Mantle hacreli lenfoma nedeniyle tedavi goérdugd, bir hastanin ise HCL
tanisindan hemen 6nce eszamanli Kaposi sarkomu tanisi aldigi goruldu. Her iki
kanser tipinin de daha énce HCL ile birlikteligi bildirilmigti.'”** HCL'ye eslik eden
diger ikincil maligniteler ise degisik serilerde Non-Hodgkin lenfomalar, kronik
myeloproliferatif hastaliklar, I6semiler, prostat-akciger-kolon gibi solid organ timorleri

17.58 fkincil malignitesi

ve melanom ile melanom digi deri kanserleri olarak saptanmisti.
olan iki hasta digindaki hastalarimizin izleminde ikincil bir malignite geligimi
izlenmedi. Bununla birlikte 6zellikle purin analoglarinin tedavide ilk basamaktaki
yerini almasiyla, birgok arastirmaci bu tedavilerin uzun dénem sonuglarini ikincil
maligniteler agisindan degerlendirdi. Goodman ve ark.lari kladribin tedavisinin uzun
donem sonuglarini inceledikleri 209 HCL hastasinda ikincil malignite gelisiminin
tedavi sonrasi Imli miktarda (yaklasik 2 kat) arttigini ve bu riskin tani oncesi
malignite varh§ ve yas ile iliskili oldugunu bildirmistir.'” Else ve ark.lari ise
pentostatin veya kladribin ile tedavi edilen 233 HCL hastasinin uzun dénemde ikincil
malignite gelisim insidansinin ayni yas ve cinsteki normal populasyon ile benzer
oldugunu belirtmistir.'®* Maloisel ve ark.lari pentostatin tedavisi alan HCL hastalarinda
ikincil malinite insidansinin normal populasyonda beklenenden fazla olmadigini ileri
sirmislerdir.>” italya’da yapilan bir calismada ise IFNa alan HCL hastalariyla
almayanlar arasinda ikincil malignite gelisimi agsindan anlamli fark saptanmadigi
gorilmiistiir.®* Tim bu bulgular 1siginda HCL hastaliginin veya tedavisinin ikincil

malignite riskini arttirdigina dair net bir kanit olmadigi sdylenebilir.

Hairy cell 16seminin tanimlandigi yillarda standart tedavi modalitelerinden biri
olan splenektomi 1984’te rekombinant IFNa’nin, daha sonra da purin analoglarinin

protokollere girmesiyle sinirli endikasyonlar disinda yapilmamaya baslandi.**°
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Calismamizda da hastalarin yaklagik yarisinda tanisal splenektomi yapilmig, tedavi

veya palyatif amagl splenektomi yapiimamisti.

Hastalarimizdan bir tanesi hematolojik degerlerinin ilimh  duguklugu ve
asemptomatik olmasi nedeniyle tedavisiz yakin izleme alinmigti. Tani aninda
asemptomatik ve sitopenileri derin olmayan HCL hastalarinda yakin tedavisiz izlem
yapilabilecegi bilinmektedir.®"*34¢®! Tedavisiz aylik olarak kontrollere gelen hastamiz
izlemin 12. ayinda progresif hastalik kabul edilerek kladribin tedavisi planlandi, tez
yazim asamasinda henlz tedavi verilmemisti. Serimizde onbir hastaya kladribin 0,1
mg/kg/gun i.v. devaml infuzyon seklinde; A.B.D’de en sik kullanilan sema ile
verilmigti. Goodman ve ark.lari bu semayla kladribin verdikleri hastalarda %95 TY

elde etmis, izlemde relaps oranini %37 olarak saptamisti.*’

Kladribin ve pentostatinin karsilastirildigi randomize kontrolli ¢alisma mevcut
olmayip purin analoglarina yanit ve toksisite ile ilgili veriler genellikle olgu serilerinden
elde edilmektedir.}*>"8>%¢ Else ve ark.lari 233 olguluk serilerinde pentostatin ve
kladribin arasinda tedavi yanitlari agisindan anlamli fark gériilmedigini géstermistir.*®
Yine Dearden ve ark.larinin 2011’de yayinladigi bir galismada da iki ajan agisindan
benzer sonuglar bildiriimistir.* Her iki yazar da kladribin ve pentostatini yanit ve yan
etki acgisindan karsilagtirabilmek igin randomize kontrolli c¢aligmalara ihtiyag
oldugunu vurgulamiglardir.**'* Hastalarimizda kladribin tercih etmemizin nedeni
klinik deneyimimizdi. Serimizde kladribin tedavisi alan ve yanit degerlendirmesi
yapilabilen hastalarda %100 olan TY orani literatiir (%95-98) ile benzerdi.*>’ Else ve
ark.lari hastaliksiz sagkalimi etkileyen en 6nemli faktérin tedavi yaniti oldugunu
bildirmistir.** Hastalarin hicbirinde relaps saptanmamasinin %100 olan tam yanit

orani ile veya median izlem suresinin kisa olmasiyla iligkili olabilece@i dusunaldu.

Literatirde %100’ kadar pozitif bildirlen B-RAF'®®F  mutasyonlari,
olgularimizda %76,9 olarak saptandi.**">">~"" Bununla birlikte olgularimizdaki siklik,
Shao ve ark.lan (%76) ve Xi ve ark.arinin (%79) bulgulariyla benzerdi. Her iki
arastirmada mutasyon analizi yontemimizle benzer sekilde pyrosequencing temelli
molekiiler metodlarla calisiimisti.®”®® Diger calismalarda mutasyonlar farkli molekdiler
metodlarla (Sanger sequencing, Allel spesifik-PCR, High resolution melting anaylse)
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analiz edilmisti.’®"*">"" Ancak literatiir incelendiginde pyrosequencing ydntemiyle
mutasyon analizi yapilan, %100 pozitiflik saptanan calismalar da mevcuttu.®®*°
Buradan yola ¢ikarak olgularimizdaki diisiik B-RAFY*°%F mutasyon oraninin kullanilan
yontemden bagimsiz oldugu dusindldid. Mutasyon oranlarindaki farkin cografi ve
irksal cesitlilikten kaynaklanabilecedi veya hasta sayisinin az olmasiyla iligkili
olabilecegi dusunulmustar. Bu agidan Tuarkiye’de yapilacak ¢ok merkezli bir

calismanin cografyamiz agisindan gergek rakamlari ortaya koyacagi dastunulmustur.

Olgularimizin daha once de belirtildigi gibi %15,4’'Unde lenfadenopati
saptanmistir. B-RAFY®°F mutasyonlarinin %100 oldugu calismalarda lenfadenopati
ile B-RAF mutasyonu iligki olup olmadigini gdésteren bir karsilastirma dogal olarak
yaplimamistir. 1973757778990 aAncak mutasyon oranimizin benzer oldugu calismalarda

87,88

da bodyle bir karsilastirma s6z konusu degildir. Calismamizda ise 13 olgunun Ug

tanesinde lenfadenopati mevcut olup, bu hastalarin timiinde B-RAF¢%F

mutasyonu
saptanmigtir. Bu da olgu sayisi az olmakla birlikte, beraberligi dusundurebilir. Bu
ongorunun kesinlesebilmesi icin genis hasta gruplariyla yapilmis ¢ok merkezli

calismalara ihtiyag vardir.

ingilizce literatiir ve kanserlerdeki somatik mutasyonlari barindiran veritabani
(Catalogue of Somatic Mutations in Cancers = COSMIC Database)®* incelendiginde;
olgularimizda %23,1 saptanan B-RAF 464-469 kodon mutasyonlarinin daha dénce
HCL olgularinda tanimlanmamis oldugunu gorduk. Bu mutasyonlar HCL igin yeni
tanimlanmis olup, etnik faktérlere bagl olabilecegi gibi; hentiiz HCL olgularinda hig

bildiriimemis mutasyonlar da olabilir.

Calismamizda B-RAF’In hairy cell 16semide yuksek siklikta ve degisik tipte
mutasyonlara maruz kalabilen bir gen oldugu sonucuna varilmistir. Ozellikle B-
RAFY%E mutasyonunun hastaligin tanisini destekleyen bir genetik test olabilece§i
dusundlmustir. Taninin tartismall oldugu olgularda veya diger periferik B hucreli
neoplazilerin ayirici tanisinda bu mutasyon guavenilir bir tani testi olarak
kullanilabilinir. Yanisira hedef tedavilerin uygulanacagdi olgularin se¢iminde de énemli
bir ayirag olabilir.
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