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1. OZET

TUYLU HUCRELI LOSEMI HASTALARINDA KALRETIKULIN GEN
MUTASYONU SAPTANMASI VE PROGNOZLA TLiSKiSi
Dr. Salih SUBARI
Uzmanlik tezi, I¢ Hastaliklar1 A.D
Tez damigsmani: Prof. Dr. Mehmet YILMAZ
Aralik 2015

Amag: Tuyld hucreli 16semi nadir goriilen bir lenfoproliferatif hastaliktir.
Hastaligin patogenezi tam olarak anlasilamamustir. Hiicre i¢i bircok homeostaz
mekanizmasinda rolii olan kalretikulin proteininin, kalretikiilin gen mutasyonu
sonucunda patolojik olarak sentezlendigi ve JAK/STAT sinyal yolaginda aktivasyona
neden oldugu anlagilmigtir. Kalretikiilin mutasyonu sonucu ¢esitli homeostaz
bozukluklar1 ve kanserlerin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismadaki amacimiz Tiiyli
hiicreli 16semi hastaliginda Kalretikiilin gen mutasyon varligini belirlemekti. Buna ek
olarak hastaligin bazi klinik verilerini ve bunlarin prognoz ile iliskisini degerlendirmeyi
amagladik.

Gereg ve yontem: Calismamizda tek merkezli olarak 2005-2015 yillar1 arasinda
Tiiyli hiicreli 16semi tanist almis 33 hastanin kemik iligi biyopsi doku ornekleri
kullanilmistir. Hastalarin klinik ve labaratuar bulgulari retrospektif olarak tarandi.
Genetik materyalin izolasyonu sonrast PCR yontemi ve gen sekans analizi ile
Kalretikiilin gen mutasyon varligt degerlendirildi. Hastalara ait yas, cinsiyet,
laboratuvar parametreleri ve hayatta kalma siiresi istatistiksel yontem ile degerlendirildi.

Bulgular: 33 hastanin 21 ‘inde gen sekans analizi yapilabildi ve hicbirinde
mutasyon tespit edilemedi. Hastalarin 26’ s1 (%78.8) erkek olup ortalama yas1 55.3 +
13.3 olarak saptandi. Kladribin tedavisi uygulanan yirmi {i¢ hastanin 13’1 (%56.5) tam
remisyon, 3’4 (%13) parsiyel remisyonu basarabildi. Monositopenisi olmayanlarda
splenomegali goriilme sikligi anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.05). Tedavi
uygulanan (H=23) ve uygulanmayan (H=10) hastalar aras1 sag kalimda fark oldugu
saptand1 (p=0.001). Tedavi uygulanan hastalarin sag kalim siireleri almayanlara goére
belirgin olarak uzundu. Dahasi, remisyona giren hastalarin median Hgb degeri (10.1
g/dL), remisyona girmeyen hastalarin median Hgb degerinden (8.5 g/dL) daha yiiksek
oldugu tespit edilmis olup aralarinda istatistik olarak anlamli fark vardi (p=0.047).

Sonug: Bu calisma literatiirde Tiylii Hiicreli Losemide kalretikiilin gen
mutasyonu ile ilgili olarak yapilan ilk g¢alismadir. Calismamizda hastaligin klinik,
histopatolojik ve prognostik ozellikleriyle ilgili 6nemli bilgiler elde edilmis,
monositepeni olmayanlarda dalak bliyiikliigliniin varlig1 ve remisyona giren hastalarda
hemoglobin degerlerinin yiiksekliginin girmeyenlere gore yiiksekligi anlaml
bulunmustur. Bu sonug¢ Tiiyli Hiicreli Losemi hastalarinda tedavi zamanlamasi
acisindan 6nemli bir bulgu olabilir.

Anahtar Kelimeler: Taylu Hicreli Losemi, Kalretikilin, Monositopeni, Splenomegali



IV. ABSTRACT

CALRETICULIN GENE MUTATION IN HAIRY CELL LEUKEMIA AND
RELATIONSHIP WITH PROGNOSIS
Dr. Salih SUBARI
Residency Thesis, Department of Internal Medicine
Supervisor: Dr. Mehmet YILMAZ
December 2015

Objective: Hairy cell leukemia is a rare lymphoproliferative disorder. The
pathogenesis of the disease is not completely understood. Calreticulin protein plays a
role on homeostasis mechanism in the cell. It is synthesized as a result of pathological
calreticulin gene mutation and JAK / STAT signaling pathway was found to cause
activation. Calreticulin mutations were found to occur as a result of various homeostatic
disorders and cancer. The aim of this study was to determine the presence of calreticulin
gene mutation in hairy cell leukemia; additionally we aimed to assess clinical data of
disease and relationship with their prognosis.

Materials and Methods: In this single-center study, bone marrow biopsy tissue
samples of 33 hairy cell leukemia patients whom were diagnosed between 2005-2015
were used. Some clinical and laboratory findings of the patients were studied as
retrospectively. Following the isolation of genetic material and gene sequence analysis
by PCR, mutations were investigated for calreticulin. Patient's age, gender, laboratory
parameters and survival time were evaluated by statistical methods.

Results: Of the 33 patient samples, 21 gene sequencing could be performed and
calreticulin gene mutation was not detected in any. 26 patients (78.8%) were male and
mean age was determined as 55.3 £ 13.3 years. Of the 33 patients, 23 received
cladribine treatment with 13 (%56.5) patients achieved complete remission and 3 (%13)
achieved partial remission. When assessed the presence of splenomegaly and
monocytopenia; splenomegaly was significantly higher in patients without
monocytopenia (p=0.05). There was survival differencies between treated (23 patients)
and untreated (10 patients) patient group (p=0.001). The patients who treated had
significantly longer overall survival compared to those untreated patients. Furthermore,
median hemoglobin level was higher in remission group compared to non remission
group as 10.1 g/dl vs 8.5 g/dL respectively and there was a statistically significant
difference between them (p=0.047).

Conclusion: This is the first study carried out regarding calreticulin gene
mutation in Hairy Cell Leukemia in the literature. In our study, we obtained important
information about the disease clinic, histopathology and prognostic features. As a result,
spleen sizes were larger in patients with who had non-monocytopenia and hemoglobin
levels were higher in remission group. This result may be an important finding in terms
of timing of treatment in patients with Hairy Cell Leukemia.

Keywords: Hairy cell leukemia, Calreticulin, Monocytopenia, Splenomegaly
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1. GIRIS VE AMAC

Tuylu hicreli 16semi (Hairy cell 16semi, HCL) hastaligi ilk olarak 1958’de
Bouroncle ve arkadaslari [1] tarafindan tanimlanmistir. TOylU hicreli 16semi hiicreleri
cevresel kanda, kemik iliginde ve dalak kirmizi pulpada tespit edilebilen, genis
stoplazmal1 ve sac-tlly benzeri ¢ikintilart olan kiigiik olgun lenfoid hiicrelerin birikimi
ile karakterize sik rastlanmayan kronik B hucreli lenfoproliferatif bir hastaliktir.
Hiicrelerin bu goriintiisii hastaliga karakteristik 6zelligini vermektedir. Hastalik tipik
olarak splenemogeli ile birlikte eritrosit, trombosit, graniilosit ve monosit sayisinda
degisken diizeyde azalma ile sonuglanir. Hiicre sayilarinda azalma ve pansitopeni cesitli
sebeplere bagli olmakla birlikte temel olarak timor hicrelerinde artisin diger olgun
hiicre elementlerini azaltmasiyla meydana gelir. Sonu¢ olarak anemi, kanama, ve

enfeksiyon riskinde artisi iceren cesitli sistemik tablolarla sonuglanir.

Son 25 yil icinde hastaligin temeli, gidisat1 ve tedavisi lizerine g¢alismalar
giderek art1. Son ¢aligmalar, ayn1 zamanda, hastalik patogenezinden sorumlu molekiiler
mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina yol agti. Ama yinede hastalifin insidans ve
prevalansinin az olmasi nedeniyle hastaligin patogenezi ve etyolojisi hakkinda

bilgilerimiz yeterli degildir. Hastalik glinimiizde halen gizemini korumaktadir.

Kalretikllin (calreticulin, CRT) primer olarak hiicrelerin endoplazmik retikulum
(ER)’unda lokalize fonksiyonel bir kalsiyum baglayici protein olup, ayrica niikleus,
hiicre membrani ve ekstraselliiler matrixte bulunmustur [2]. Tum Okaryotik cekirdekli
hiicrelerin endoplazmik retikulumunda tespit edilmistir. Bu protein ilk olarak
Kanada’da bulunan MacLennan’s laboratuvarinda sarkoplazmik retikulumdan izole
edilmis ve saflastirilmustir. Kalretikilinin C-terminal bolgesi hem kalsiyum tasiyict bir
alan hem de ER’u tutan bir motif i¢erir. Kalretikiilin’in normal fonksiyonu ER dahilinde
yeni sentezlenen glikoproteinlerin uygun sekilde katlanmasinin temini ve kalsiyum
homeostazinin modulasyonunu saglamayi igerir [3-4]. Son yirmi yilda, Kalretikiilinin

ER icinde ve disinda, hemen hemen tiim normal veya patolojik hiicre fonksiyonlarina



karistig1 anlasildi. Hiicrelerin saglikli olmasi, hastalikli olmasi veya hiicrelerin 6limini

diizenlemesi rol aldig1 6nemli durumlardir.

Kalretikilin geni (CALR, calregulin) kromozom 19p 13.2 de lokalize olup
dokuzuncu exonda bulunur. Bu genin mutasyonu Esansiyel Trombositoz (ET) ve Primer
myelofibrozis (PMF) hastalarinda goriiliir ve kalsiyum baglayic1 6zelligini kaybetmis,
ER retansiyon alanlari igeren protein gorulir. Heniiz tam agiklanmamis bir mekanizma
olarak bu mutasyonlar CRT proteininin foksiyonunu degistirir, hiicre serilerinin sitokin-
bagimsiz biiyiime kabiliyeti ve JAK/STAT sinyalinin aktivasyonu ortaya c¢ikar ki
farmakolojik JAK2 inhibisyonuna sensitiftir [5].

Kalretikilin’in hiicrelerin 6nemli kritik asamalarinda etkili olmasi arastirmacilari
bu konunun derinliklerini kesfetmeye yoneltmistir. Kalretikiilin gen mutasyonlarinin
Ozellikle myeloproliferatif hastaliklarda ne kadar etkili oldugu ile ilgili giincel
calismalar mevcuttur. Kalretikiilin gen mutasyonlart HCL hastalarinda heniiz
arastirilmamis  bir konudur. B hiicreli bir malignite olan HCL igin CALR
mutasyonlarinin arastirilmasi ve hastalik gelisimine katkisinin ortaya konmasi, heniiz
etyolojisi tam olarak agiklanamamis bir hastalik i¢in olduk¢a degerlidir. Bizde
tasarladigimiz ¢alismamizda HCL hastalarinda CALR mutasyonlarinin tespit edilmesini
hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. TaylG Hucreli Lésemi

2.1.1. Hiicre Orjini ve Hastaligin Etyolojisi

Tuylu hicreli 16semi hastaligi ilk olarak 1958’de Bouroncle ve arkadaslari [1]
tarafindan tanimlanmistir. Hastaligin ismi mononikleer hiicre ylzeyinde tiy benzeri
cikintilarin gézlenmesinden tiiretilmistir. Tiiylii hiicreli 16semi, lenfoid malignitelerin
sadece %2’sini olusturan sik rastlanmayan bir malignitedir ve Amerika Birlesik
Devletlerin’de yilda 600-800 yeni hastaya tan1 konmaktadir ( In Swerdlow SH. Campo
E. , Harris NL. , et al. editors: WHO classification of tumors of haematopoietic and
lymphoid tissues, ed 4, Lyon, 2008, International Agency for research on Cancer
(IARC)). Tim lenfoid neoplazmlarin %]1’inden azini olusturur. Tahmini insidansi
milyonda Ugtlr [6]. Hastalik beyazlarda daha fazla goriiliir ve erkeklerde sikligi daha
fazladir (E/K oran1 4/1). Genellikle ellili yaslarda goriilmektedir. Ancak, daha yash
hastalarda tani1 ¢abalarinin yetersizligi ve hastaligin yetersiz bildirilmesi muhtemeldir.
Tuylu hicreli 16semi, 20°1i-30’Iu yaslarda tanimlanmistir ancak g¢ocuklarda son derece

nadirdir.

Hastaligin etyopatogenezi tam olarak bilinmemektedir. Ancak, arastirmalar bir
serin/treonin kinaz olan BRAF’da (RAF’1n izoformu) V600E aktive edici mutasyonunu
HCL patogenezinde suglamistir. BRAF, serin/treonin kinaz ailesinin bir Gyesidir ki
hiicre proliferasyon ve sagkaliminda ileri gelen RAS/RAF/MEK/MAPK sinyal
yolagimnin bir pargasi olarak rol oynar. Tiyli hiicreli 10semi patogenezinde RAF’in
(BRAF V600E) izoformu olan BRAF’1n aktif nokta mutasyonu sorumlu tutulmustur [7-
9]. Tiacci E. ve ark. HCL hastalarindan alinan kan 6rneklerinde genis genom sekansi
sonrast 123 HCL vakasinin tamaminda BRAF-V600E mutasyonu saptadi [10]. Bunun
aksine, 79 hastanin HCL benzeri hastaliklart olmak {izere 115 non-HCL hastasinda

BRAF-V600E mutasyonu negatif olarak saptandi [10]. Tiacci E. ve arkadaslarinin [7]



yaptig1 baska bir ¢aligmada, 47 HCL hastasinin tamaminda BRAF-V600E mutasyonu
saptandi, 38’1 splenic marjinal zon lenfoma (SMZL) veya siniflanmamis dalak lenfoma-
16semisi olan hastalar1 i¢eren 195 non-HCL periferal B lenfoma veya 16semi hastasinda
bu mutasyon genis gen sekans analiziyle saptanamamuistir. Bu fikir dogrultusunda HCL
hastalarinin BRAF inhibitor tedavisine cevap verdigi bildirilmistir [11]. Benzen,
organofosfat ve diger ¢oziiciileri iceren bilesiklere maruziyet hastalik etyolojisinde
suclansada bu iliski tam olarak dogrulanamamustir. Radyasyon, aga¢ tozu, tarimsal
kimyasallar veya onceki enfeksiy6z mononikleoz maruziyeti de predispozan faktorler
olarak ileri siiriilmiistiir ama direk olarak bu faktorlerin biriyle nedensel bir iligki
saptanamamigtir. Benzer HLA haplotipi olan aile {iyelerinde, familyal vakalar tarif

edilmistir [12-13].

Tuylu hucreli 16semi hiicrelerinin kokeni ile ilgili ¢esitli tartismalar mevcuttur.
Baglangigta, monosit/makrofaj sistem hiicrelerine morfolojik ve fonksiyonel
benzerlikler yizinden, HCL tumor hiicrelerinin retikiiloendotelial sistemden transforme
edilen bir hicre olabilecegi diisiiniilmistiir. Hastaligin B-hiicre kaynakli oldugunu ilk
defa gosteren Korsmeyer SJ. ve arkadaslar1 [14-15], HCL’de B-hicre reseptor (BCR)
immunglobulin  genlerinin  yeniden diizenlendigini gostermistir. Tuyld  hucreli
16semi’nin gec faz, aktif hafiza B hiicrelerinden ortaya c¢iktigi varsayilmistir. Tiiylii
hicreli 16semi malign hicreleri, sirekli preplazma hiicre veya post-germinal (GC)
merkez hafiza B hiicreleri gibi B hiicre gelisiminin ge¢ evreleri ile birliktedir [16-17].
Tuyli Hucreli Losemi’nin post-GC kokeni, HCL hiicreleri ile diger lenfoid
neoplazmlar, hem de naive ve hafiza B hicrelerinin gen ekspresyon profili
karsilastirilarak ~ desteklenmektedir ~ [18].  Dahasi, hafiza B hiicreleriyle
karsilastirildiginda, HCL hiicreleri apoptozis, proliferasyon ve DNA metabolizma
programinda dikkat ¢ekici korunma ama hiicre adezyonu ve kemokinlere cevabi kontrol
eden genlerin ekspresyonunda anlamli farka sahipti [18]. Hafiza B-hiicre markiri
CD27°nin HCL hiicrelerinde ekspresyon kaybi, hafiza B hiicre orjin hipotezine karsidir.
Ancak, CD27 negatif hafiza B hiicreleri insanlarda tarif edilmistir ve HCL hiicrelerinin
neoplastik transformasyonunun bir sonucu olarak bu markirt kaybedebilecegi
diistiniilmiistiir. Bunlara ek olarak post-GC hiicre oldugunu destekleyen cesitli bulgular
vardir. Klonal immunglobulin hafif ve agir zincir gen diizenlenmesi ve monoklonal

yuzey immunglobulin ekspresyonu [15, 19-20], tim B hiicre ylzey antijenlerini (CD19,



CD20 ve CD22) ve bir erken plazma hiicre markirin1 (PCA-1) eksprese etmesine
ragmen B hiicre gelisiminin erken evre markirlart CD10 ve CD21 eksprese etmemesi
sayilabilir. Tlyld hiicreli 16semi hiicreleri CD11¢ (monosit ve notrofil), CD25 (aktive T
Hiicre) ve CD103 (intraepitelyal T Hiicreleri) gibi B hiicrelerinde sik rastlanmayan
yuzey antijenlerini de eksprese eder. Tuylu hucreli l6semi hcreleri, monositik
pencerede eksprese edilen CD45’i kuvvetle eksprese eder, ancak bu markir
monositlerde tipik olarak saptanmaz. Olgun B hiicre antijenleri ve bir veya birden ¢ok
agir zincir ve monotipik hafif zincir eksprese eder (Esit hasta sayisinda kapa ve lamda
hafif zincir). Yukarida da bahsedildigi tizere B hiicre iliskili antijenler CD19, CD20,
CD22, FMC7, CD79b’yi eksprese eder ama CDS5, CDI10 (yaklasik %10 pozitif) ve
CD23 (yaklasik %20 pozitif) ekpresyon kayiplari vardir. Tuyll hucreli 16semi’yi diger
B hiicrelerinden ayirmak i¢in 6zellikli bir markir yoktur, ancak CD11¢, CD123, CD103
hem de IL-2 reseptor alfa subunit (CD25) tipik olarak ekprese edilir.

Cesitli sitogenetik anormallikler HCL’de raprolandi ama persistan olarak mevcut
degildi. Ortak mitojenlere tiiylii hiicrelerin diisiik tepkisi, kemik iligi ornegi elde
etmenin zorlugu ve hastaligin nadir goriilmesi yiiziinden az sayida sitogenetik ¢alisma
bildirilmigtir. Rapor serilerinde, kromozom 1, 2, 5, 6, 11, 14, 19 ve 20 siklikla
etkilendigi ve baglica kromozom 5 ve kromozom 14 anormalligini icerdigi
gosterilmistir. Klonal karyotipik anomaliler yaklasik olarak 2/3 hastada mevcut olup
Kromozom 5 anormallikleri %40, siklikla trizomi 5, perisentrik inversiyon, ve band
5913 iceren interstisyal delesyon mevcuttur [21]. Bunlara ek olarak p53 delesyon ve
mutasyonlart ile cyclin D1 asir1 ekspresyonlar1 bildirilmistir. Tiiylii hiicreli 16semi’de
karsilikli kromozom translokasyonlarinin olmamasi, hastaligin hafiza B-hiicre kokeni
ile uyumludur [16]. Bu translokasyonlarn  immunglobulin  remodeling
mekanizmalarindaki hatalardan kaynaklandig: diistinilmektedir ki hafiza B hiicrelerinin

bu translokasyonlara kapali olduguna inanilir [16].

Tiiylt hiicreli 16semi, ANAXT1 gen (annexin Al) asir1 ekspresyonunu igeren ve
diger B hiicreli lenfomalardan farkli olan gen ekspresyon profiline sahiptir [18].
Annexin Al i¢in immun boyamanin, HCL igin ¢ok spesifik oldugu bildirilmistir [22].
Tiiylii hiicreli 16semi’yi, SMZL gibi diger lenfoid neoplazmlardan ve HCL-v’den ayirt
etmek icin ANAXI1 kullanilabilir [9, 22]. Buna ek olarak, Cyclin D1 (CCND1



tarafindan kodlanan) siklikla eksprese edilir, ancak mantle cell lenfomanin (MCL)
aksine bu CCNDI ile ilgili translokasyona sekonder degildir.

2.1.2. Klinik Bulgular

Tyl hiicreli 16semi hastalar1 splenomegali veya sitopeniler ile iligkili (6rnegin,
anemi, trombositopeni, ndtropeni, monositopeni) zayiflik, kolay yorulma, degisken
siddetli enfeksiyonlar ve/veya dis eti kanamasi, ekimoz, epistaksis, menoraji gibi
hemoraji bulgulari ile prezente olur. Pansitopeniler muhtemelen multifaktoriyeldir ve
hipersplenizm ile kemik iligi infiltrasyonu onemli sebeplerini olusturur. Monositopeni
karakteristik bulgudur. Bu belirti ve bulgular degisik oranlarda saptanir [23-24]. Baska
bir sebeple arastirilirken bulunan hastalarin oran1 yaklasik olarak %25°tir. Poliarteritis
nodoza, l6kositoklastik vaskiilitler veya diger otoimmun manifestasyonlarla birlikte
gorulebilir [25-26]. Fizik muayenede en 6nde gelen bulgu palpabl splenomegali olup
vakalarin %80-90’1nda ortaya ¢ikar ve vakalarin %25’inde sol kostal kenardan uzamasi
8cm den fazladir [23-24]. Splenomegali nedeniyle batinda dolgunluk ve rahatsizlik hissi
olabilir. Hepatomegali ve lenfadenopati HCL nin major bulgular1 degildir ve yaklagik
olarak sirasiyla, %20 ve %10 goriilir. Hastalarin gece terlemesi ve ates sikayeti
genellikle yoktur. Ates goriilmesi muhtemel stperimpoze enfeksiyonu gosterir.
Konstitusyonel olarak halsizlik kilo kayb1 saptanabilir. Nadir olarak plevral effiizyon,
asit, yumusak doku infiltrasyonu ve vaskiilitik dokiintiiler saptanabilir. Cok nadir olarak

kemik agrilari tarif edilebilir [27].

2.1.3. Laboratuvar Bulgulari

Tuylu hicreli 16semi hastalariin sitopeni bulgulari degiskendir. Hastalarin %60-
80’inde hematokrit diizeyi %?20-35, genellikle total beyaz kire (WBC) sayisi
4000/microL altinda ve trombosit (PLT) sayist 20000-100000/microl araliginda
saptanir [23-24]. Noétropeni ile birlikte monositopeni siktir ve karakteristiktir. Laktat
dehidrogenaz (LDH) genellikle normaldir. Hastalarin yaklasik %10-20’sinde total WBC
sayisinin 10000/microL tstiinde saptandig1 16kositoz mevcuttur. Hipergamaglobulinemi

ile birlikte anormal karaciger fonksiyon testleri ve azotemi nadir olarak saptanir.



2.1.4. Patolojik Ozellikleri

2.1.4.1. Hucre Morfolojisi

Periferik kanda dolasan tiiylii hiicrelerin sayist %20’nin altindadir. Bununla
birlikte tan1 alan hastalarin periferik kan yaymalarinda %90’ inda tespit edilir. TUylu
hicreli 16semi hicreleri mononiikleer olup normal lenfositin 1-2 katidir [28]. Tuylu
hiicreler kiigiik, orta biiyiikliikte, oval veya girintili (fasulye sekilli) ¢ekirdege sahip,
normal B hiicrelerine gore az topaklasan homojen kromatini olan hiicrelerdir. Cekirdek
siklikla ekzantrik pozisyondadir, ancak santral olabilir. Cekirdek en sik olarak ovoid
yapidadir, ancak yuvarlak, igsi veya atnali seklinde olabilir. Kromatin paterni retikiiler
veya ag benzeri goriiniimde olabilir. Cekirdekgik yoktur veya gdze carpmaz, bol ve
soluk mavi stoplazmali ¢evresinde sa¢ cikintilari olan hiicrelerdir. Hiicreye adini veren
sac-tiily benzeri ¢ikintilar en iyi faz kontrast mikroskobide goriiliir. Sa¢ benzeri ¢ikintilar

elektron mikroskobi ile kolayca gorultr [29-30].

2.1.4.2 Kemik iligi Aspirasyon ve Biyopsi Bulgular:

Kemik iligi siklikla aspire edilemez (kuru ilik, dry tab). Hastalik tanisi gevresel
yayma Ornekleri ve terefin biyopsilere dayanilarak konur. Kemik iligi fibrozisi, HCL
hiicreleri tarafindan fibronektin tiretimi ve fibroblastlar tarafindan ince retikiilin liflerin
(baslica tip 3 kollojenden olusan) birikiminden kaynaklanir [16]. Tuyll hicreli 16semi
hiicreleri asit fosfatazin izoenzim 5’ini sentezler ki tartarik asit ile tedaviye direng
kazandirir. Fiilen biitin vakalar tartarate-resistant asit fosfataz (TRAP) pozitiftir.
DBA44  (Monoklonal HCL-Ab) ve TRAP’mn  birlikte ekspresyonunun
immmunohistokimya analizi, taniya ulagsmak i¢in son derece 6zel ve faydalidir.
Periferal kan yaymalarinda, ilik aspirat yaymalarinda veya kemik ilig1 biyopsi
orneklerinde  TRAP aktivitesi HCL tanisi dogrulanmasinda eskiden rutin olarak
kullanilmaktayd: [31]. Ancak, TRAP teknik olarak zor bir boyamadir ve HCL igin
sensitiftir. Flow simometri kadar spesifik degildir ki TRAP boyama biiyiik olgiide

eskimis bir yontemdir.

Kemik iligi birgok hastada hiperselliilerdir ve tiiylii hiicre infiltrasyonu diffiiz
veya interstisyel olabilir [9]. Kemik iliginin noduler paternde infiltrasyonu diger B
hiicreli lenfoproliferatif hastaliklarin aksine nadirdir. Hastalarin az bir kisminda

hiposelliiler kemik iligi saptanir.



2.1.4.3. Diger Organ Tutulumlari

Dalak kirmiz1 pulpa tutulumu ve beyaz pulpa atrofisi degerlendirilebilen biitiin
vakalarda gosterilebilir. Taylu hicreli 16semi hicreleriyle cevrili, eritrosit dolu dilate
sinlisler goriilebilir ve psddosiniis adin1 alir. Sinirli karaciger tutulumu muhtemeldir ve
siniizoide smirlidir. Hepatomegali genellikle goriilmez. Lenf nodu tutulumu ileri evre
hastalik lehinedir (Swerdlow SH, Campo E, Harris NL, et al. World Health
Organization Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues,
IARC Press, Lyon 2008). Tiimor hiicreleri degisken olarak interfolikiiler ve paraaortik
zonlar1 kapsar. Folikiiller ve siniisler tipik olarak korunmustur.

2.1.5. Genetik ve Immunfenotipik Ozellikler

BRAF mutasyonu bircok HCL vakasinda tarif edilmesine ragmen tamn
kriterlerine dahil edilebilmesi icin sensitivite ve spesifitesini tanimlamaya ihtiya¢ vardir.
Immunglobulin degisken bolge gen analizleri, vakalarm biiyiik ¢ogunlugunda (%85 ten

fazla hastada) somatik mutasyonlari gostermistir [32].

Tuyll hicreler CD19, CD20, CD22 ve CD25 igeren pan-B hucre antijenlerini
fazlasiyla eksprese eder ve genellikle CD5, CD10, CD21, CD23 ekspresyon kaybi
vardir [9, 33]. Cyclin D1, CD123, CD103, CDl11c diger eksprese edilen antijenlerdir.
Mukozal lenfosit antijen olan CD103, HCL tanisinda sensitif bir markirdir [34]. Diger
pan-B antijenlerine ek olarak CD103 tespit edilmesi, HCL tanisinin konmasinda fikir
vericidir [35]. Myelomonositlerle iliskili bir markir olan CD11c ve IL-2 reseptor alfa
zinciri CD25’in de gii¢lii olarak ekspresyonu saptanir [33, 36]. Annexin Al hastalarin
cogunda eksprese edilir [9, 22]. Ara sira, HCL atipik fenotipe sahip olabilir ve CD5 gibi
markirlart eksprese eder. Bu gibi durumlarda, cyclin D1 immun boyama MCL

thtimalini diglamak i¢in uygulanabilir.

Hastaligin tanisim1 koyarken semptomlara ek olarak bahsedilen bulgular
saptamak lizere tiim tetkiklerin yapilmasi gerekmektedir. Kemik iligi aspirasyon ve
biyopsisi diginda genellikle organ biyopsisi gerekmez. Splenektomi tanisal amach
nadiren uygulanir, ancak tedavi amagli uygulanabilmektedir. Diger B-hicreli
lenfoproliferatif hastaliklardan ayriminda tiim bu tetkikler birlikte ele alinmalidir.

Mantle cell lenfoma, splenik marjinal zon lenfoma, Tuyll hicreli 16semi-varyant (HCL-



V), prolenfositik 16semi, kronik lenfositik I6semi (KLL) ve aplastik anemi hastaligin

ay1rici tanisina girer.

2.1.6. Tedavi

Hastalarin bircoguna tedavi baslamadan yillar 6nce tani konulmustur. Erken
tedavi gerekliligi ile ilgili net bir goriis yoktur. Cesitli bulgu veya semptomlardan sonra
tedavi karart verilir. Bunlar, semptomatik splenomegali/lenfadenopati, konstitusyonel
semptomlarin ilerlemesi, enfeksiyonlar ile mutlak nétrofil < 1000/microL, Hgb
konsantrasyonu <10 g/dL ile semptomatik anemi ve PLT sayis1 <100000/ microL
nedeniyle kanamay1 igeren ciddi sitopeni tablolarini igerir. Semptomatik HCL hastalari
icin sitotoksik kemoterapiler, interferon ve splenektomiyi iceren tedaviler mevcuttur

[37]. Piirin analoglar1 olan kladribin veya pentostatin ilk se¢ilecek ilaglardir.

2.1.6.1. Piirin Analoglar

Bu tedavi segenegi hastalarda uzun sureli tam remisyon (TR) neden oldugu i¢in
ilk segilecek ilaglardir. Pentostatin (2’-deoxycoformycin, 2°-DCF) ve Kladribin (2-
chlorodeoxyadenosine, 2-CdA), hem boliinmekte olan hem de bolinmiis lenfositler
iistiine sitotoksiktir. Timor yiikii veya onceden tedavi alip almamasina bakilmaksizin

her iki ajana esit ve yiiksek oranda TR cevabi vardir [38-39].

2.1.6.1.1 Kladribin

Tuyll hucreli 16semi tedavisinde ilk ve en ¢ok tercih edilen tedavi kladribindir
(2-CdA). Kladribinin HCL’deki etkinligi ilk olarak 12 hastay1 igeren bir ¢aligmada 1990
yilinda rapor edildi [40]. Bu ¢alismada, 12 hasta tek siklus 2-CdA ile tedavi edildi (0,1
mg/kg/glin, 7 gilinlik devamli infiizyon) ve tedavinin 8. haftasinda 11 hastada tam
patolojik cevap elde edildi. 16 haftalik medyan takip siliresinde hicbir hastada tedavi
sonrasi relaps olmadi ve tedaviyle iligkili konstitusyonel yan etkiler yasanmadi [40].
Klorlu piirin halka yapis1 yiiziinden adenozin deaminaz (ADA) tarafindan
deaminasyona dayanikliligi, pentostatine iistlinliik saglar. Lenfositler yliksek oranda
deoxycytidine kinase (DCK) enzimine sahiptir. Kladribin bu enzim sayesinde
lenfositotoksik ~ formuna  fosforile  edilir.  Sonugta meydana gelen  2-
chlorodeoxyadenosine triphosphate, hem boéliinmiis hem de boliinmekte olan
lenfositlere sitotoksik etki gosterir [41]. Bolinen hiicrelerde 2-CdA, ribonukleotid
rediiktazi inhibe ederek DNA sentezini bozar ve DNA i¢ine birlesmek i¢cin dATP ile
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yarisir. Standart tedavi rejimi 7 giinlik devamli intravendz infiizyondur (0,10

ma/kg/glin) [42-44].

Goodman GR. ve arkadaslarin [45] yaptig1 bir ¢alismada, 207 HCL hastas1 7
gunlik 0.10 mg/kg/giin dozunda siirekli intraven6z infiizyon seklinde 2-CdA ile tedavi
edildi. Tek siklus 2-CdA sonrast 195 (%95) hasta TR ve 11 (%5) hasta parsiyel
remisyonu (PR) basardi (genel cevap orani1 %100) [45]. TUm cevap verenler i¢in median
cevap siiresi 98 aydi [45]. Tek siklus 2-CdA sonrasi 76 (%37) hasta relaps oldu ve ilk
relapsa kadar gegen siire 42 aydi [45]. Saven A. ve arkadaslarinin [43] 2-CdA tedavisi
sonrast HCL hastalarinin uzun siireli takibini yaptiklar1 baska bir calismada,
degerlendirilebilen 349 hastada, 319 (%91) TR ile 22 (%7) PR oranlar elde edildi.
Takiplerde genel median cevap siiresi 52 aydi [43]. Dort yilda genel sagkalim orani
%95 idi. Her iki ¢alismada da relaps olan hastalarin 2-CdA ile yeniden basariyla tedavi
edilebilecegi belirtilmistir.

2.1.6.1.2 Pentostatin

Pentostatin, pilirin metabolizmasinda kritik 6neme sahip olan ADA enziminin
irreverzbl inhibitoriidiir. Bu tedavi sonrasi malign hiicrelerde biriken deoksiadenozin
tripfosfat metabolitinin sitotoksisiteye sebep oldugu diistiniilmiistiir [46]. Tuyll hicreli
16semi hastalarindada yiiksek tam cevap oranlari ilk olarak bu ilagla elde edilmisti [47-
48]. Cesitli caligmalarda farkli uygulama rejimleri onerilmekle birlikte Amerikan Gida
ve Ilag Yonetim birimi (US Food and Drug Administration) en iyi yanit alinana kadar

iki haftada bir 4mg/m? dozunda uygulanmasini dnermistir.

Cassileth PA. ve arkadaslar1 [49], 50 HCL hastasina Smg/m?/giin dozunda
pentostatinle ardisik 2 giin/2 hafta seklinde tedavi etmis ve 32 (%64) TR, 10 (%20) PR

elde etmislerdir. Hastalarin ¢cogu major cevabi alt1 ay i¢inde elde etmislerdir [49].

Daha once tedavi edilmis veya edilmemis hastalarin biiyiik boliimii, ya multiple
siklus pentostatin veya tek bir siklus kladribinle uzun siireli remisyonu basarir [50]. Her
iki ajanin sonuglari miikemmel olmasina ragmen, kladribinin tek siklus uygulama
kolaylig1 ve toksisitesinin azlig1 cazip avantajlaridir. Else M. ve arkadaslari [39]
pentostatin (188 hasta) ve kladribinle (45 hasta) tedavi edilmis 233 hastanin 16 yillik

takibini degerlendirdigi bir c¢alismada, iki ajanin sonuglart bakimindan fark
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saptamamiglardir. Genel tam cevap orani %80 ve median niiks olmadan sag kalim siiresi
16 yild1 [39]. Tedaviye cevapsiz (5 hasta) veya relaps olanlardan (79 hasta), 26 hastaya
pentostatin ve 58 hastaya kladribin verilmesi sonras1 %69 tam cevap ve 11 yillik niiks
olmadan sagkalim elde edilmistir [39]. Uglincli basamak tedavi alan hastalarm %50’si
tam cevap elde etmis ve niikks olmadan sagkalim 6,5 yildi [39]. Tam cevabi olanlarin,
tedavi éncesi Hgh>10g/dL ve trombosit>100x10° /L sahip olanlar, daha uzun sureli
niiks olmadan sagkalima sahipti (P < 0.0001) [39].

2.1.6.2. interferon Alfa

Interferon alfa’min (IFN-alfa) HCL hastalarindaki kesin etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Tuylu htcreli I6semide, granilosit koloni stimulan faktor,
grandlosit makrofaj koloni stimulan faktér, interlokin-3 (IL3), interloékin-6 (IL6) gibi
sitokinlerin Uretiminde yetersizlik olabilir. Bu tedavi ile sayilan sitokinlerin iretimi
arttirilabilir  [51]. Bir ¢alismada, HCL hastalarinin mononiikleer hiicrelerinde
sitokinlerin azalmasinin, azalmig hematopoezis ile iliskisi arastirilmistt [51]. Aym
calismada IFN-alfa’nin, saglikli donorlerle kiyaslandiginda HCL hastalarinin periferal
mononikleer hiicrelerinde IL-6 sekresyonunu indiikledigi saptanmistir [51]. Bu nedenle
IFN-alfa, l6semik hiicre populasyonu icinde hematopoietik biyume faktorlerinin

indlksiyonu ile kismen sonuglanabilir.

Tedavi 12-18 ay icin haftada ti¢ sefer 2 milyon iinite/m? (standart rejim) dozunda
uygulanir. IFN-alfa tedavisi alan bircok HCL hastasinda, periferal hiicre sayimi
diizelmesine ragmen gergek tam remisyon sik degildir. Ratain MJ. ve arkadaslarinin
[52] yaptig1 bir ¢alismada, standart rejimle tedavi edilen 68 hastada %75 oraninda
yiiksek genel cevap orani elde edilmis; ancak hastalarin %13’ TR ve %62 oraninda
cogunlugu PR’1 basarmisti (tiim periferal kan sayimlarinin normallesmesi olarak
tanimlanan). Hastalarda TR elde etmenin zorlugu nedeniyle IFN-alfa ilk basamak tedavi
degildir. Diger tedavilerle basarisizlik olan hastalara verilebilmektedir.

2.1.6.3. Splenektomi

Splenektomi yapilan 65 hastanin degerlendirildigi bir ¢calismada, 27 hasta tiim
kan hicre sayilarinin diizeldigi TR ve 38 hasta bir veya iki kan hiicre sayisinin diizeldigi
PR’1 basard1 [53]. Tiim hastalar i¢in genel sagkalim %68°di ve TR hastalar1 i¢in %76 ve
PR hastalar igin %62 idi [53]. Dalakta masif biiyiime, agri, enfarkt, riiptiir ve diger
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tedavilere cevapsizlik splenektomi endikasyonu koydurabilir. Piirin analoglari ile tedavi

splenektomi ihtiyacini biiylik oranda ortadan kaldirmistir.
2.1.6.4. Monoklonal Antikorlar

CD20, CD22 veya CD25 karsit1 i monoklonal antikor “rezistan veya relaps
HCL” tedavisinde kullanilabilen ajanlardir. Burada bahsedilen rezistan hastalik piirin
analoglar1 ile tedaviye cevapsiz veya parsiyel cevapli olusu olarak tarif edilmektedir.
Piirin analoglar1 ile elde edilen yliksek cevap oranlar1 birinci basamak tedavi olarak
yerini korumustur. Bu durumda rezistan hastalik varliginda onerilen torapotik secenek
ilk segilenden farkli bir piirin analogu kullanmaktir. Ancak diger tedavi seceneklerine
ek olarak monoklonal antikorlarda bir tedavi secenegi olabilir. Relaps hastalik terimi ise
ilk remisyondan sonra hastaligin niiksetmesi anlamini tasir. Else M. ve arkadaslarinin
[38] yaptigi bir calismada, on yillik takip sonunda ilk basamakta kladribin veya
pentostatin ile tedavi edilmis hastalarin relaps oranlari sirasiyla %48 ve %42 olarak
saptandi. Ayn1 ¢alismada, hastalarin ayni piirin analogu ile tedavi edilmesi veya diger
piirin analogu ile tekrar tedavi edilmesi sonucu etkilemedi (sirasiyla TR, %71 ve %68)
[38]. Tam remisyon oranlari1 yiiksek olmasina ragmen hastaliksiz sagkalim her siklus
sonrast kisaldigi goriildii (iic basamakta sirasiyla 14, 7,5 ve 4 yil) [38]. Relaps olan
hastalarda ayn1 ajanla ikinci siklus tedavinin tekrarlanmasi yiiksek remisyon oranlari

elde edilmesiyle birlikte tavsiye edilen bir yaklagimdir [38, 43, 54].

Monoklonal antikorlardan CD20 monoklonal antikorunun HCL hastalarina
etkinligi farkli calismalarda degerlendirlmistir. Bir ¢alismada ilk basamak kladribinle
tedavi edilmis 24 HCL hastasma 375 mg/m?/hafta intravendz infiizyonlar seklinde
rituximab tedavisi verilmis ve 3 hasta (%13) TR ve 3 (%13) PR basarmistir [55].
Pentostatin veya kladribin ile es zamanli (6 hasta) veya ardigik (2 hasta) rituximab
tedavisi uygulanan bir calismada; tim hastalar tedaviye cevap vermis ve 7 hasta
(%87.5) bunu TR ile basarmist1 [56]. Bu ¢alismayla relaps/refrakter HCL hastalarinda
plrin analoglari ile rituximab kombinasyonun hastalar i¢in giivenli oldugu ve standart

tedaviye gore ek yarar saglayabilecegi ileri stirilmiistiir [56].

Diger bir monoklanal antikor anti-CD22 antikordur (BL22). Psodomonas

ekzotoksin baglantili rekombinant anti CD22 antikorlu bir faz-2 ¢alismada, sitopeniler
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yuziinden tedavi gereken 36 relaps/refrakter HCL hastasinin degerlendirilmis, tam ve
genel cevap oranlar1 (TR+PR) ilk siklustan sonra sirastyla %25 ve %50, ikinci siklustan
sonra %47 ve %72 olarak bildirilmistir [57]. Bu ajan heniiz rutin tedaviye girmemis

olup relaps/refrakter hastalikta yeni bir tedavi alternatifi olabilir.

Anti CD25 antikor (LMB2) ajaninin CD25+ HCL ve diger hematolojik

malignitelerin tedavisinde etkin oldugu gosterilmistir [58].
2.2. Kalretikiilin ve Kalretikiilin Gen Mutasyonlari

Kalretikilin bltun okaryot hucrelerin endoplazmik retikulumunda lokalize
kalsiyum (Ca?*) baglayici bir saperondur. Ilk defa 1970 yilinda Kanada’da bir
laboratuvarda sarkoplazmik retikulumdan saflastirilarak izole edilmistir [59]. Yuksek
kapasitede kalsiyum baglama 6zelligi ile bir tampon gorevi gordiigii anlasilmistir [60-
61]. Sonrasinda yapilan aragtirmalar, ER i¢inde ve disinda normal hiicre regiilasyonu ve
hiicre 6liimiinii igeren bir¢ok onemli fizyolojik durumda rol aldigin1 gdsterdi. Normal
hiicre fizyolojisi ve patolojik hiicre fonksiyonlariin neredeyse her asamasinda etkisinin
oldugu gériildii. Endoplazmik retikulumun mitokondriye Ca®" saglamasi ve bu sayede
mitokondriyal ATP sentezi, hiicre 6liimii, respiratuar zincirde elektron akist ve ca*
tamponlamasina etkisinin saptanmasi, ER’deki Ca?*-binding proteinlere ve glikoprotein

formasyonu ile degradasyonundaki roliine dikkati ¢cevirmistir.

Baslica Ca®* baglayic1 saperonlar olan CRT ve calnexin (CNX), daha ¢ok N-
glikolize proteinlerin dogru katlanmasindan sorumludur. Kalretikilin solubl ER
proteinidir ve serbestce hareket edebilir. Kalretiretikllin dogast geregi, birgok glikozile
ve non glizozile proteinin katlanma basamaklarinda etkili, karmagsik bir proteindir.
Fakat CRT, negatif yiik nedeniyle bir miktar katyonik protein ve lipitide baglar.
Kalretikiilin ile bircok baglanma karakteristigi ortaya ¢ikarilmistir. ilk olarak tercihen
hidrofobik proteinlere baghdir. Kalretikilin beta-iplik veya alfa-helix potansiyelindeki
kisa peptitleri baglamay: tercih etmez, oysa biiyiik yapidaki peptitlerin beta-iplik yapisi
tercih edilir. Kalretikilin, bes aminoasitten kisa peptitleri baglamaz. Ayn1 zamanda

CRT’nin intakt proteinlerin siilfid ve disiilfid gruplariyla da etkilestigi goriilmustiir.

Kalretikilin, hem glikoprotein hem de polipeptid spesifik baglanma alanlarina

sahiptir. Globuler bir u¢ ve uzamis P-domain icerir. Kalretikilin’e glikolize ve non-
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glikolize protein baglanmasina gére P-domainin sirastyla agik ve kapali oldugu ileri
stiriilmiistiir [62]. Boylece, glikan bagimli veya bagimsiz etkilesimlerin, olusan protein
katlanmasinda CRT tarafindan katki saglandigi gorildl [62]. Bu etkilesimlerle CRT

protein katlanmasina katkida bulunur.

nsan viicudunda fizyolojik fagositoz, Ca?* bagiml bir siirectir. Nétrofillerde
Ca?" artisinin onemi bilinmektedir. Ornek olarak, membranda bulunan G-F aktin
mobilizasyonunda ve respiratuar burst aktivasyonunda kritik 6neme sahiptir. Buna ek
olarak intraselliiler fagozomlar Ca?* bagimli birgok enzime sahiptir. Bu reaksiyonlarin

olusmasinda Ca?* tamponlama gorevi iistlenen CRT nin 6nemi yadsinamaz.

Bazi tiimorlerin hiicre yilizeyinde CRT varligi immunogenik hiicre 6limine
destek saglar. Hiicre ylizeyindeki CRT nin i¢inde bulundugu bir¢ok mekanizma, kanser
karsiti dogal immuniteyi giiglendirdigi anlamini tasimaktadir [63]. Korbelik M. ve
arkadaglarinin [63] yaptig1 calismada, bir kanser tedavisi olan foto-dinamik tedavi
sonrasi hiicre yilizeyinde CRT expresyonunu gozlemlediler. Foto-dinamik tedavi ile ER-
stresi meydana gelmesi ve hicre yizeyinde CRT gibi tehlike sinyalleri olusturmasiyla
sonuglanabilir [63]. Endoplazmik retikulum, strese cevabi olarak CRT ve ERpS57
saperonlarini ortaya ¢ikarir ve tiimor hiicrelerinin fagositoz ile dliimiinii potansiyalize
edebilir. Mekanizma olarak kemoterapi ve radyoterapi timor hicreleri Gzerinde
immunolojik molekiilleri ortaya ¢ikarir ki, dendritik hiicrelere (DH) kaynak saglanir.
Hucre yuzeyinde bulunan Kkalretikiilin, DH tarafindan apoptotik cisimlerin
yakalanmasina ve spesifik CD8+T hiicre immunitesinin meydana gelmesine katki

saglayabilir.

Zimmerman KA. ve arkadaslarimin [64] yaptigi bir g¢alismada, kronik-ER
stresinin fibrotik hastalik gelisiminde 6nemli oldugunu gosterdiler. Fibrotik dokularda
ve ER-stresinde CRT’nin arttigim1 gosterdiler [64]. Sonug olarak, extraselltler matrix
protein Uretiminde (yani fibronektin ve kalretikulin), profibrotik sitokin transforming
growth factor-beta (TGF-B) stimulasyonu ile CRT arasinda baglantiy1 saptadilar [64].
Nanney LB. ve arkadaslarinin [65] yaptigi baska bir calismada, CRT ve TGF-B
arasindaki etkilesim oldugu gosterildi. Ayni c¢aligmada, exojen CRT’nin insan
fibroblastlarindan TGF-B ile extraselliiler matrix proteinleri olan kollojen ve fibronektin

tiretimini indiikledigi gosterildi [65].



15

Exojen CRT’nin hiicrenin hayatta kalma ve 6lumu stlne etkisi de Bruyn M. ve
arkadaglar1 [66] tarafindan ortaya kondu. Bu c¢alismada, CRT’nin TNF-ligant
immunmodulator ailesinin {iyesi fasL. ve TRAIL ile baglandigi gosterildi [66]. Ancak
bunlarla ayr1 ayr1 baglanmanin sonuglarinin farkli oldugu gosterildi [66]. Extrasellller
CRT’nin solubl fasL ile etkilesmesi, T-hiicrelerinin apoptozu tetikleyen fasL/fas
etkilesimini Onleyebilir [66]. Bunun aksine, CRT’nin TRAIL ile baglanmasi,
TRAIL/TRAIL reseptor aracili apoptozisi 6nlemez [66]. Sonu¢ olarak, farkli TNF-
ligandlar1 ile baglanmanin farkli immunojenik sinyal mekanizmalari ile sonuglandigini

diistindiirmiistiir [66].

Kalretikilin geni (CALR, calregulin) kromozom 19p 13.2 de lokalize olup
dokuz exon igerir. Kalretikilin gen mutasyonlari, ER’in kaliteli kontrol
mekanizmalarinin ve protein katlanma cevabinin bozulmasina yol agar. Kalretikilin gen
mutasyonu, primer myelofibrozis veya esansiyel trombositoz hastalarinin yaklasik %20-
25’inde saptanmustir [5, 67]. Tiim CALR mutasyonlar1 exon-9’da kiimelenme (cluster)
ve ¢er¢eve kaymasi (frameshift) ile sonuglanan insersiyonlar veya delesyonlarla olusur.
Simdiye kadar 50 den fazla farkli tip mutasyon saptanmasina ragmen, CALR
mutasyonu saptanan hastalarin %80’inde 52-bazcifti (bp) delesyonu (Tipl mutasyon) ve
5-bazcifti (bp) insersiyonu (Tipll mutasyon) siklikla saptanmistir [68]. Normal
kalretikilin proteini, C-terminal domaini negatif yiklii olup Ca?* baglama alan1 igerir.
Kalretikiillin gen mutasyonu sonrasi yeni C-teminal mutant proteini, negatif yuklu
aminoasitler yerine pozitif veya notr yiiklii aminoasitlerle yer degistirir. Bu mutant
protein ile ER nin tutucu 6zelligi kaybolur. Mutant proteinle ile bozulan Ca?* baglama
ve hiicresel dislokasyonun, anormal hiicre proliferasyonunda rol oynayabilecegini
diistindiirmiistiir [5]. Son yillarda janus-kinase-2 (JAK2) ve trombopoietin reseptor gen
(MPL) negatif myeloproliferatif hastaliklarin genetik nedenlerini arastirmak igin ¢esitli
caligmalar yapilmigtir. Klampfl T. ve arkadaslarnin [5] 2013 yilinda yaptigi bir
calismada, 6 primer myelofibrozis hastasinin T lenfosit ve graniilosit DNA’s1 tiim-exon
sekansi ile degerlendirilmis ve hepsinde somatik CALR mutasyonu saptanmisti. Ayni
calismada, JAK-2, MPL ve CALR mutasyonlar1 karsilastirilmis ve CALR mutasyonu
olanlarin diger iki mutasyonu olanlara gore daha uzun genel sagkalima sahipti [5].
Tefferi A. ve arkadaslar1 [69] tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada, JAK-2, MPL,

CALR negatif primer myelofibrozisli hastalarin prognozunun koétii oldugu gosterildi.
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Esansiyel trombositoz ve primer myelofibrozis disinda, belirgin trombositoza sebep
olan refrakter anemili myeodisplastik/myeloproliferatif hastalikta CALR mutasyonu
saptanmustir [70]. Trombositoz ile CALR arasindaki iliski, bu mutasyonlarin 6ncelikle

megakaryositleri etkiledigini diisiindiirmektedir.

Rumi E. ve arkadasalar1 JAK2 ve CALR mutasyonlarinin, esansiyel trombositoz
ve polistemia vera hastalarinda 6nemini saptamak igin yaptiklari bir ¢alismada, tromboz
riskinin JAK2+ iki hasta grubunda benzer oldugunu ve CALR-mutant olan ET de daha
diisiik oldugunu saptadilar [71]. Ayni ¢alismada, CALR-mutant olan ET hastalarinda
polistemik transformasyon gozlemlenmezken, JAK2+ olanlarda 15 yillik kiimiilatif risk
%29’du [71]. Nangalia J. ve arkadaslarinin [67] yaptig1 bir calismada, JAK2 negatif 151
myeloproliferatif neoplazmli hastanin 70’inde (%84), 120 myelodisplasitk hastanin
10’unda (%8) somatik CALR mutasyonunu saptadilar.

Tuyll hicreli 16semi nadir gortlen bir B hicreli lenfoproliferatif malignite olup
bir¢ok calismada BRAF somatik mutasyonu ile giiclii iligkisi ortaya konmustur. Bunun
disinda farkli somatik mutasyonlarla birlikteligi muhtemeldir. Kalretikilin gen
mutasyonu da bir somatik mutasyon olup siklikla myeloproliferatif kanserlerde
aragtirtlmistir. Nangalia J. ve arkadaslarmin [67] yaptigi bir ¢alisma disinda lenfoid
kanserlerde CALR mutasyonu aragtirilmamistir. Bu ¢alismanin kontrol grubuna lenfoid
neoplazmlarda eklenmis, ancak CALR mutasyonu saptanamamistir [67]. Yine ayni

calismada lenfoid neoplazmlar igine tuyli hucreli 16semi dahil edilmemistir [67].

Mutant CRT’nin daha Onceden belirtildigi {izere fibrozisle seyreden
hastaliklarda fazlaca saptanmasi, kemik iliginde fibrozise sebep olabilen diger bir

hastalik HCL’de de varligini diisiindiirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Gaziantep Universitesi Hematoloji Bilim Dali tarafindan takip
edilen ve 2005-2015 yillar1 arasinda Tiyli Hiicreli Losemi tanisi almis 33 hasta
retrospektif olarak incelendi. Hastalara ait demografik, laboratuvar ve klinik bilgilere
hasta dosyalarindan ve online veritabanindan ulasildi. TUyld hucreli 16semi tanisi
konmus hastalara ait kemik iligi biyopsi ornekleri Gaziantep Universitesi Patoloji
A.B.D’ dan temin edildi ve kalretikiilin gen mutasyonu Gaziantep Universitesi Genetik
A.B.D’ da calisildi. Verilerin istatistiksel analizi Gaziantep Universitesi Biyoistatistik
A.B.D tarafindan saglandi. Bu caligma tek merkezli olarak yiriitildi. Calisma
protokoliiniin amaci, materyal ve metodlari, gonulli bilgilendirme metninin g6zden
gecirilmesi  sonucunda, Helsinki Deklarasyonu Kararlari’na, Hasta Haklar
Yonetmeligi'ne ve Etik Kurallarina uygun olarak tasarlandigina iligkin Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 10.08.2015 tarihli ve 216 sayil etik kurul
onay belgesi alinmistir.

Genetik verilerin analizi icin gerekli mateyal Gaziantep Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri YUrltme Birimi destegi ile elde edilmistir. (Proje No: TF.15.36)

3.1. Hastalara Ait Ozellikler

Hastalarin Tiyli hiicreli 16semi tanis1 aldigi doneme ait laboratuvar bulgulari,
immunolojik parametreler ve goriintilleme sonuglari ile aldigi tedaviler; hasta
dosyalarindan, bilgisayar sistemine kayitl poliklinik anamnezleriden, kayith
laboratuvar ve goriintiileme sonuglarindan elde edildi. Tuyll hicreli 16semi tanisi
patolojik degerlendirmeyle kesinlesmis hastalar ¢alismaya dahil edilmistir.

3.2. Laboratuvar Parametreleri

Hastalarin ilk tan1 aninda yapilan tetkiklerinin laboratuvar sonuglarina hastalarin
dosyasindan ve/veya bilgisayar kayit sisteminden ulasildi. Tam kan saymmi,
flowsitometri sonuglari, globulin diizeyi gibi laboratuvar tetkikleri Gaziantep

Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Hematoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda
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calisildi. Biyopsi/patoloji sonuglar1 ve goriintiileme sonuglar1 Gaziantep Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji ve Radyoloji Anabilim Dali’'nda degerlendirildi. Dalak boyutlar
icin ultrasound goriintiilleme yontemi sonuglar1 dikkate alindi. Calisilacak genetik
materyal, ilk tan1 anindaki kemik iligi biyopsisi parafin blok 6rneklerinden elde edildi.

Flowsitometrik olarak CD19, CD20, CD23, CD25, CD103 sonuglar
degerlendirildi. Flow sitometri sonuglar1 ayni kisi tarafindan yorumlanmisti ve sonug
yorumlari dikkate alindi.

3.3. Tedavi ve Remisyon Kriterleri

Notropeni (ndtrofil sayist <1 x 10%L), anemi (hemoglobin < 10 g/dL),
trombositopeni (trombosit <100 x 10%L), semptomatik splenomegali veya semptomatik
hastalik varhiginda tedavi uygulandi. Kladribin, 0.14 mg/kg/gun dozunda 7 ginlik
devamli intraven6z infiizyon seklinde uyguland.

Hastalarin aldig1 tedavi, siklus sayisi, tedaviye cevap durumu hastalarin
dosyasindan ve/veya bilgisayar kayit sisteminden ulasildi. Remisyon anindan relapsa
kadar gecen sire relapssiz sagkalim (Relapse free survival/RFS) olarak belirlendi.
Hastaligin tanisinin kondugu giinden 6liim/son takip siiresine kadar gegen siire genel
sagkalim (Overall survival/OS) olarak belirlendi.

Tedavi sonrasit 3-6. aylar arasinda yapilmis olan kemik iligi biyopsisi ve
laboratuvar bulgular1 tedaviye yanit durumunu belirlemede kullanildi. Tam kan
sayiminda Hemoglobin > 12 g/dL, trombosit >150 x 10%L, nétrofil 1.5 x 10%L ile
birlikte dolasan kanda tliylii hiicrelerin bulunmamasi, splenomegalinin gerilemesi ve
kemik iligi biyopsisinde tiiylii hiicrelerin gériilmemesi tam cevap (Complete remission,
TR) olarak belirlendi. K&t hematolojik cevap ile persistan splenomegali, sitopeni
varlig1 ve periferik yaymada tiiylii hiicrelerin goriilmesi kismi yanit (Partial response,
PR) olarak belirlendi. Bu remisyon kriterlerinde Fransiz hematoloji birliginin Onerileri
kullanildi [72].

3.4. Orneklerin incelenmesi

3.4.1. Parafin Dokusundan DNA izolasyonu

Patoloji Anabilim Dalinda tiiyli hiicreli 16semi tanisi kesin olan hastalarin
parafin doku bloklarindan 5 mikron kalinliginda 10 kesit eppendorf tiipe alindi.
Eppendorf tiipteki parafin blok kesitlerine ksilen (55 °Cde 1sitilmis) eklendi,

vortexlendi ve 1 saat 55 °C de bekletildi. Ksilen eritilene kadar bu isleme devam edildi.
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Erime islemi sonrasinda dokuya %96’lik ethanol eklendi, vortexlendi ve santrifuj edildi.
Supernatant atildi ve alkolii tamamen uzaklastirmak icin 37 °C’de 10 dakika bekletildi.
Izolasyon islemi sirasmnda QIAamp DNA FFPE TISSUE KIT (kat.no. 56404) kiti
kullanildi. Kit tamponlarindan ATL ve proteinaz K kurumus pellete eklendi. Bir gece
56 °C'de inkibe edildi. 90 °C’de 1 saat tekrar inkiibe edildi. inkubasyon islemi
sonrasinda dokuya Buffer AL ve ethanol eklendi, filtreli tiiplere aktarildi. AW1 ve AW2
bufferlar ile bir kez yikandi ve filtreden alkolii tamamen uzaklastirmak icin 13000
rpm’de 2 dakika santrifuj edildi. Buffer ATE eklendi ve DNA eppendorf tipe dilue
edildi. izole DNA sonraki islemlerde kullanilmak iizere — 20 °C’de saklandu.

3.4.2. Hedef Bolgelerin Cogaltini I¢in Primer Dizaym

Kalretikiilin geni 9. Ekzonu i¢in NCBI veritaban1 ve Serial Cloner programi
kullanilarak en uygun primer ¢iftleri belirlendi. Bu ekzon birbini takip eden toplam 4

bolgeye ayrildl ve primer ¢iftleri elde edildi.

CALR Geni 9. Ekzon Bolgesine Ait Baz Dizilimi

AGAAACAAATGAAGGACAAACAGGACGAGGAGCAGAGGCTTAAGGAGGAGGAAGAAGACAAGAAACGCAA
AGAGGAGGAGGAGGCAGAGGACAAGGAGGATGATGAGGACAAAGATGAGGATGAGGAGGATGAGGAGGAC
AAGGAGGAAGATGAGGAGGAAGATGTCCCCGGCCAGGCCAAGGACGAGCTGTAGAGAGGCCTGCCTCCAG
GGCTGGACTGAGGCCTGAGCGCTCCTGCCGCAGAGCTGGCCGCGCCAAATAATGTCTCTGTGAGACTCGA
GAACTTTCATTTTTTTCCAGGCTGGTTCGGATTTGGGGTGGATTTTGGTTTTGTTCCCCTCCTCCACTCT
CCCCCACCCCCTCCCCGCCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAACTGGTATTTTATCTTTGAT

Bolge Uzunlugu: 410 bp
Dizayn Edilen Primer Ciftleri
Bolge 1

CALR FW 1: CCCTGAGGTGTGTGCTCTG
CALR RW 1: CTCAGGCCTCAGTCCAGC

Uriin uzunlugu: 262 bp
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Bolge 2

CALR FW 2: GGCCAAGGACGAGCTGTAGA
CALR RW 2: AGGTTGGAGGGGAGCTAAGA

Uriin uzunlugu: 331
Bolge 3

Forward primer: CCTCACCCCTGGTTCTCATC
Reverse primer: TGAAATGAGAAGAGCCCCGT

Uriin uzunlugu: 222
Bolge 4
Forward primer: CCTGAGATTTCATCTGCTCTCCT
Reverse primer: TTTCCTTAAGTCTGTCTTTCCCCA
Uriin uzunlugu: 276
3.4.3. Hedef Bolgelerin PCR Reaksiyonu ile Cogaltim

Hedef bélgelerin PCR reaksiyonu ile gogaltimi islemi, Gaziantep Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkezi Laboratuvart Molekiiler Tan1 Birimi’nde Applied
Biosystems Veriti Thermal Cycler cihazi ile gergeklestirildi (Tablo 1.).



Tablo 1. Hedef bolgelerin ¢ogaltimi igin hazirlanan PCR karigimi oranlari

21

Kullanilan Reaktifler

Kullanilan Hacim

Big Dye Cyle Sequencing V3.1 Kit
10x Tampon

Magnezyum Klorur

dNTP’ler

fleri primer

Geri primer

Taq DNA Polimeraz

Ornek DNA

Su

Toplam Hacim

15,375 pl
2,5 ul
1,5 ul
1,5 ul
1l

1l
0,125 pl
2 ul
15,375 pl

25 ul

PCR Reaksiyonu i¢in Kullamlan Thermal Cycler Protokolii

95° C5dk

95°C 30sn

60.7°C 30 sn 35 Dongu

72°C 30 sn

72°C 5dk

4°C
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3.4.4. DNA Dizi Analizleri ile Mutasyonlarin Tespiti

DNA niikleotid dizileme islemi, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Merkezi Laboratuvart Molekiiler Tan1 Birimi’nde ABI 3130 DNA Dizi Analiz Cihazi
ile gerceklestirildi. Kalretikiilin genine 6zgiin primerler kullanilarak hedef bolge PCR
reaksiyonu ile c¢ogaltildi. Elde edilen iiriin agaroz jel elektroforezi yapilarak
goruntilendi. Uygun biyuklukteki PCR drlni varligi tespit edildikten sonra sekans
PCR’1 yapildi. Dizi analizi icin, ABI Prism Big Dye, AmpliTaq DNA polimeraz enzimi,
kalretikilin primerleri kullanildi. DNA dizi analizi i¢in hazirlanan PCR karisimi Tablo
2’de verilmistir. Hazirlanan PCR karisimi, 96 °C’de 1 dakika bekletildi. Daha sonra, 96
°C’de 10 saniye, 50 °C’de 5 saniye ve 60 °C’de 4 dakikadan olusan 25 dongii ile PCR
islemi gergeklestirildi ve 6rnekler cihaza yiiklenene kadar +4 °C’de bekletildi.

Otomatik DNA dizilemesinde, PCR iirlinleri Sephadex’ten gecirilip
temizlendikten sonra cihaza yiklendi. Bu amagla 1 gr Sephadex 14 ml saf su icerisinde
¢ozildi ve kolonlara 600 ul olacak sekilde dagitildi. 2000xg’de 2 dakika santrifiij
edildikten sonra Sephadex’li kolonlar baska bir tiipe alindi ve 10 pl PCR iirlinii
Sephadex tizerine birakildi. Santrifiij islemi 2000xg’de 2 dakika olarak gerceklestirildi.

Santrifiij sonrasi alttaki tiipe gecen tirlinlerin DNA dizilemesi yapildi.

Otomatik DNA dizileme sistemi, Sanger’in DNA dizi sonlandirma ydntemine
gore caligmaktadir. DNA dizi analizinde kullanilan ddNTP’lerin her biri farkli bir
floresan boya ile isaretlenmislerdir ve ¢ogaltilan DNA parcaciklari, kilcal borucuklara
yiiklenen “jel matriks” igerisinden yiiriitiilerek floresan boyalar1 otomatik olarak

algilayan bir algilayiciya yonlendirilmekte ve burada tanimlanmaktadirlar.
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Tablo 2. Otomatik DNA dizileme i¢in hazirlanan PCR karigimi oranlar1 (Sekans PCR)

Kullanilan Reaktifler Kullanilan Hacim

Big Dye Cyle Sequencing V3.1 Kit 2 ul

5x Dizileme Tamponu 2 ul
Ileri yada geri primer 2 ul
Ornek DNA 2ul
Su 2 ul
Toplam Hacim 10 pul

3.5. Istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile test edildi. Iki
bagimsiz grup karsilastirilmasinda normal dagilmayanlar igin Mann Whitney U testi
kullanildi. Kategorik degiskenler arasindaki iligkiler Ki-kare testi ile test edildi. Yasam
olasiliklar1 Kaplan Meier yontemi ile tahmin edildi, farkli gruplarda yasam egrilerinin
karsilastirilmasinda Log-Rank testi uygulandi. Analizler SPSS 22 windows versiyonu

kullanildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tiiyli hiicreli 16semi tanist alan 33 hasta degerlendirildi. Ortalama yas 55.3 +
13.3 olarak saptandi. Otuz ili¢ hastanin 26’s1 (%78.8) erkek, 7’si (%21.2) kadindi.
Hastalarin 22 (%73.3)’sinin hemoglobini (Hgb) 12 g/dL altinda olup tan1 aninda
anemisi vardi. Yirmi bir (%70) hastanin trombosit (PLT) sayis1 100x10%L altindayda.
On dért (%48,3) hastanin nétrofil (Neu) diizeyi 1 x10%L’nin altindaydi. On iki (%41.4)
hastanin monosit (Mon) diizeyi 0.2 x10%L altindaydi. Verisine ulasilan 27/30 ( %90)
hastanin splenomegalisinin oldugu saptandi. Hastalarin 23’ (%69.7) tlylu hicreli
16semiye yonelik tedavi almisti. Yirmi ii¢ hastanin tamamina kladribin (CdA) tedavisi
verilmisti. Hastalarin 2’sine (%8.7) splenektomi yapilmisti. Tedavi alan hastalarin
16’smn1in (%69.5) remisyona girdigi saptandi. Remisyona giren hastalarin 13’# (%81.3)
tam remisyon (TR), 3’ti (%18.8) parsiyel remisyondu (PR). Tek siklus kladribin ile
remisyona girmeyen 3 hastaya 2. Siklus kladribin tedavisi verilmisti. Takip edilen 33
hastanin 3’1 (%9.1) kaybedildi. Kaybedilen hastardan iki tanesi hastalik dis1 komobid
bir durum nedeni ile kaybedildi. Remisyonda (TR+PR) takip edilen 16 hastadan 4’{inde
(%25) relaps oldu. Flow cytometri (akim sitometrisi) sonucuna ulasilan 12 hastadan 8’1
(%66.6) bu tetkikle HCL tanist almisti. Kemik iligi biyopsisi ile degerlendirilen fibrozis
duzeyleri (grade 0-4 arasi); grade-0 1 (%3.1), grade-1 4 (%12.5), grade-2 15 (%46.9),
grade-3 11 (%34.4), grade-4 1 (%3.1) hastada saptandi. Hafif diizey kemik iligi fibrozisi
(grade-0, 1, 2) 20 (%62.5), ileri diizey kemik iligi fibrozisi (grade-3, 4) 12 (%37.5)
hastada saptandi (Tablo 3).

Medyan WBC 2.7 x10%L (2.25-4.45), lenfosit (LYM) 1.3 x10%L (0.83-2.15),
Hgb 9.5 (8.45-11.7) g/dL, PLT 58 x10%L (39.75-123.75), Neu 1 x10%L (0.52-1.55),
Mon 0.28 x10%L (0.12-1.2) olarak saptandi. Medyan dalak boyutu 20.3 (16.5-24)
santim olarak saptandi. Kemik iliginde saptanan medyan B lenfosit yiizdesi % 80 (70-
90) olarak saptandi (Tablo 3).
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1 yillik ve 5 yillik sagkalim %92.1 olarak saptandi. Ortalama sagkalim 79.4 £5
aydi (Sekil-1).

Mutasyon analizine ulasilan 3 hastanin BRAF’1 negatif olarak saptandi. Yirmi

bir hastanin CALR mutasyon analizi yapild1 ve hepsi negatifti.

—1 Survival fonlstyonu

1,0 + —}— Sansirli

0,6

Genel Sagkalm (%)

0,0+

| | ! | I I
.00 20,00 40,00 a0,00 20,00 100,00

Takip siiresi (ay)

Sekil-1: Tiim hastalarin genel sagkalim grafigi (%). (Kaplan Meier Y dntemi)



Tablo 3. Hastalarin klinik ve laboratuvar 6zellikleri.

Ozellikler Say1 (%)
Yas (yil, ortalama) 55.3+13.3
Cinsiyet

Erkek 26 (%78.8)

Kadin 7 (%21.2)
Anemi (<12g/dL) 22 (%73.3)
Trombositopeni (<100x10°%/L) 21 (%70)
No6tropeni (<1 x10%/L) 14 (%48.3)
Monositopeni (<0.2 x10%L) 12 (%41.4)
Splenomegali 27 (%90)
Splenektomi 2 (%8)
Tedavi alan hasta 23 (%69.7)
Kladribin tedavisi 23 (%100)

Remisyon durumu

Tam remisyon (TR) 13 (%56,5)
Parsiyel remisyon (PR) 3  (%13)
Remisyon yok 7 (%30.5)

Relaps 4  (%25)

CALR mutasyonu 0 (%0)

BRAF mutasyonu 0 (%0)

Flow sonucuna ulasilan hasta 12 (%36)
Pozitif 8 (%66.6)
Negatif 4 (%33.4)

Kemik iligi fibrozisi
Grade 0 fibrozis 1 (%3.1)
Grade 1 fibrozis 4  (%12.5)
Grade 2 fibrozis 15 (%46.9)
Grade 3 fibrozis 11 (%34.4)
Grade 4 fibrozis 1 (%3.1)

Genel fibrozis duzeyi
Hafif (Grade 0, 1, 2) 20 (%62.5)
lleri (Grade 3, 4) 12 (%37.5)

Medyan WBC x10%L, (%25-75) 2.7 (2.25-4.45)

Medyan LYM x10°/L, (%25-75) 1.3 (0.83-2.15)

Medyan Hgb g/dL, (%25-75) 9.5 (8.45-11.7)

Medyan PLT x10%L, (%25-75) 58 (39.75-123.75)

Medyan Neu x10%/L, (%25-75) 1 (0.52-1.55)

Medyan Mon x10%/L, (%25-75) 0.28 (0.12-1.2)

Medyan Dalak boyutu (CM), (%25-75) 20.3 (16.5-24)

Medyan Kemik iligi B lenfosit (%) 80 (70-90)

WBC:Beyaz Kiire LYM:Lenfosit Hgb:Hemoglobin CALR:CRT

Neu:Notrofil Mon:Monosit CM:Santim Mutasyonu

PLT:Trombosit Normal dagilim: Shaphiro wilk Normal dagilmayan:
Mann-Whitney U
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Hafif (Grade 0, 1, 2) ve ileri (Grade 2,3) diizey kemik iligi fibrozisi ile akim
sitometrisi yontemi ile HCL tanist1 alan ve almayan hastalar arasi (p=0.22),
splenomegali arasinda (p=0.26), remisyona girme durumu (p=1.00) arasinda anlamli
iliski saptanmadi. Cinsiyete gore remisyona girme durumu karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=1.00). Monositopeni ile splenomegali
varlig1 degerlendirildiginde; monositopenisi olmayanlarda splenomegali goriilme siklig1

anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.05).

Cinsiyete gore genel sag kalim arasinda fark bulunamadi (p=0.56). Kadin
hastalarda 6liim olmadigr i¢in genel sag kalim siiresi hesaplanamadi. Hafif ve ileri
duzey fibrozis (p=0.70), trombositopenisi olan ve olmayan (p=0.56), notropenisi olan
ve olmayan (p=0.36), anemisi olan ve olmayan (p=0.3), monositopenisi olan ve

olmayan hastalar arasi sag kalim farki saptanmadi (p=0.14) (Tablo 4).

Tedavi alan (23 hasta) ve almayan (10 hasta) hastalar arasi sag kalimda anlamli
fark oldugu saptandi (Sirasiyla, ay ortalamasi: 85.6+3 ve 17.7+7.8) (p=0.001) (Sekil-2).
Remisyona giren (16 hasta) ve girmeyen (7 hasta) arasi genel sag kalim farki
saptanmadi (p=0.19). Remisyon gruplar1 (TR/PR) arasinda sag kalim farki saptanmadi
(p=0.19) (Tablo 4).

Tablo 4.Gruplar arasi sagkalim analizi.

Sagkalim P Degeri
Cinsiyete (E/K) 0.56
Fibrozis (Hafif/Ileri) 0.70
Trombositopeni (Var/Yok) 0.56
Notropeni (Var/Yok) 0.36
Anemi (Var/Yok) 0.3
Monositopeni (Var/Yok) 0.14
Tedavi (Alan/Almayan) 0.001*
Remisyon(Evet/Hayir) 0.19
Remisyon durumu (TR/PR) 0.19

Log-Rank testi Ki-Kare testi P<0.05* anlamh
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Sekil-2:Tedavi durumuna gore sagkalim farki (p=0.001) (Kaplan Meier Yontemi)

Relapsa kadar gecen siire; 1 yillik %92.9, 2 yillik %85.1, 5 yillik %75.7 olarak
saptandi. Relaps olmadan sag kalim ortalamas: (Relapse free survival-RFS) 89.76 +
13.71 ayd1 (Sekil-3).
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Sekil-3: Relapssiz sag kalim (RFS) grafigi (Kaplan Meier Ydntemi)

Remisyona durumuna gore hastalarin tan1 anindaki laboratuvar degerleri
karsilagtirildiginda medyan yas (p=0.62), WBC (p=0.4), LYM (p=0.06), PLT (p=1.0),
Neu (p=0.58), Mon (p=0.4), Globulin (0.74) dalak boyutu (p=0.95) degerleri arasinda
anlaml fark saptanmadi. Ancak remisyona giren hastalarin medyan Hgb degeri (10.1
g/dL) remisyona girmeyen hastalarin medyan Hgb degerinden (8.5 g/dL) daha yiiksek
olup aralarinda istatistik olarak anlamli fark vardi (p=0.04) (Tablo 5).



Tablo 5. ik basamak tedavi sonrasi remisyona giren ve girmeyen hastalar arasi farklar

Degiskenler (Medyan) Remisyon-Evet ~ Remisyon-Hayir P degeri

WBC x10%L, (%25-75) 2.7 (2.5-3.83) 4.25 (2.1-5.2) 0.4

LYM x10°%/L, (%25-75) 1.14 (0.72-1.4) 1.35(1.24-3) 0.06
Hgb g/dL, (%25-75) 10.1 (8.3-13.2) 8.5 (6.5-10) 0.04*
PLT x10%L, (%25-75) 57 (34-144) 52 (40-87) 1.0
Mon x10%/L, (%25-75) 0.2 (0.04-0.4) 0.3(0.11-1.74) 0.4
Neu x10°%/L, (%25-75) 1(0.42-1.4) 0.61 (0.5-1.25) 0.58
Globulin 3.16 (2.72-3.6) 2.9 (2.61-3.58) 0.74
Dalak boyutu, CM 18.3 (16.37-22.2) 19.5(14.4-28.5) 0.95
Yas, yil 56.5 (45.5-64.25) 53 (46-56) 0.62
WBC:Beyaz Kiire PLT:Trombosit Neu:Nétrofil
LYM:Lenfosit Hgb:Hemoglobin Mon:Monosit

Mann-Whitney U testi P<0.05*

30
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5. TARTISMA

Tiiylii hiicreli 16semi etyopatogenezi heniiz net olarak aydinlatilamamis B
hlcreli yavas seyirli bir malignitedir. Etyopatogenezi aydinlatmaya yonelik ¢alismalar
genetik temelli olarak yogunlagsmistir. Bunun sonucunda bir serin/treonin kinaz olan
BRAF’da (RAF’1n izoformu) V600OE aktive edici mutasyonunu HCL patogenezinde
suclamistir [7-9]. Ancak, farkli genetik mekanizmalarin hematolojik hastaliklarin
olusum siirecine katkida bulunacagi yapilan bir¢ok c¢alismada gosterilmistir. Son
zamanlarda myeloproliferatif hastaliklarda arastirilan CALR exon 9 mutasyonlariin
varliginin, hastalarda farkli klinik ve laboratuvar bulgularla seyrettigi tespit edilmistir.
Klonal myeloproliferatif hastaliklardan Janus-Kinaz 2 (JAK2) ve myeloproliferatif
I6semi geni (MPL) negatif olanlarda CALR mutasyonu saptanmis ve daha az tromboz
riski, daha gen¢ yasta tani, daha yiiksek trombosit sayisi ve daha uzun sag kalimla
iligkili bulunmustur [5, 69, 71, 73]. Klonal myeloproliferatif hastaliklar disindaki
neoplazmlarda da bu mutasyon aktif arastirma konusu olmaya baslamistir.
Myeloproliferatif hasta orneklerinde bu mutasyonun arastirildigi bir c¢alismada 287
lenfoid kanser oOrneginde mutasyon analizi yapilmis fakat hepsi negatif olarak
saptanmigti [67]. Ancak literatlirdeki bu calismada tiiylii hiicreli 16semi hastalar
calismaya alinmamigstir. Bu veriler 1s18inda CALR mutasyonunun lenfoproliferatif bir
hastalik olan tiiylii hiicreli 16semide varligin1 arastirdik. Calismamizda, merkezimizde
HCL tanis1 almis 33 hastanin kemik iligi biyopsi doku orneklerinde gen sekans analiz
yontemi kullanilarak CALR mutasyonu arastirildi ve analiz edilebilen 21 dokunun
higbirinde mutasyon varligi saptanmadi. Ayrica 3 hastanin BRAF mutasyonu ilk tani
aninda degerlendirilmisti ve hepsi negatifti. Bu bulgu Tiylii Hiicreli Losemi hastalig
patogenezinde CALR mutasyonunun rolii olmadigini diisiindiirmektedir. Tiiyli hiicreli
16semi hastalarinda kalretikiilin mutasyonunun saptanmadigi yoniindeki ilk bilgiyi bu
calismada elde ettik. Ancak bu c¢alisma hastaliga ait bazi klinik, demografik ve

laboratuvar ozellikleri agisindan degerlendirme yapmamiza olanak saglamistir. Tek
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merkezli calismamizda, HCL hastalarinin birinci basamakta kladribin tedavisinin

sonuglarini retrospektif olarak degerlendirmemize olanak saglamistir.

Tlylii hiicreli 16semi hastaliginin daha c¢ok ellili yaslarda ve erkeklerde
goriildiigii bilinmektedir [74]. Calismamizda yas ortalamasi1 55.3+ 13.3 (medyan yas 54)
olup hastalarin 26’s1 %78.8’1 erkekti. Yine literatiirle ve daha onceki hasta serilerine
benzer sekillerde degisen oranlarda sitopeniler saptandi. Fizik muayene bulgularindan
olan palpabl splenomegali ¢alismamizda %90 oraninda saptandi. Kemik iligi biyopsileri
%81.3 oraninda grade 2 ve grade 3 fibrozis gruplarina kiimelenmisti. Gegmis yillarda
yayimlanmis bir seride grade 2-3 fibrozis %68.7 olarak saptanmis olup ¢alismamizdan
farkliydi [75]. Referans aldigimiz bu ¢aligmanin [75] ¢ok merkezli yapilmis olmasi ve
merkezler arasi patolog farkliligi nedeniyle olabilecegi diisiiniildii. Hastaligin
karakteristik Ozelliklerine vurgu yapan bazi c¢alismalarda splenomegali HCL
hastalarinda %80-90 saptanmis olup bizde benzer sonuglari elde ettik [23-24]. Birinci
basamak tedavide 23 hastanin tiimiine kladribin tedavisi uygulamistik. iki hastaya
splenektomi yapilmistt. Splenektomi yapilan hastalardan bir tanesine klinigimize
bagvurmadan 6nce muayene oldugu farkli bir hastanede masif splenomegali nedeniyle
operasyon yapilmisti. Bu hastanin splenektomi patoloji raporuna ulagilamadi.
Splenektomi yapilan ikinci hastamiz hastanemizde opere edilmis olup patolojisi tiiylii
hicreli 16semiyle uyumluydu. Tedavi endikasyonu koyulmamasi, tedaviye uygun
olmama ve takibe gelinmemesi gibi nedenlerle kalan hastalar tedavi almamisti. Tedavi
alan hastalarda daha uzun sagkalim elde edildi (Sirasiyla, ay ortalamasi: 85.6%3 ve
17.7+7.8) (p=0.001).

Bir laboratuvar parametre olan monositopeni (<0.2 x10%L) ile splenomegali
varlig1 degerlendirildiginde; monositopenisi olmayanlarda splenomegali goriilme siklig1
anlamli olarak ylksek bulundu (p=0.05). Tiylii hiicreli 16semi hastaliginda bir
laboratuvar parametre ile hastaligin fizik muayene bulgularinin tahmininde bu verinin
katkis1 olabilir. Ilging olan monosit sayis1 ile splenomegali birlikteliginin ayn1 yonde
korelasyonuydu. Elde edilen bu bilgi ilk defa ¢alismamizda tanimlanmis olup yapilan

literatiir taramasinda bu konu ile ilgili bagka bir bilgiye rastlamadik.

Tiiylii hiicreli 16semi tanist alan hastalarin erken tedavi edilmesinin avantaj

saglayacagi net degildir. Tedavi endikasyonu olan hastalarin piirin analoglar1 (kladribin
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ve pentostatin) ile tedavisi diger tedavi modalitelerinin yerini almistir. Kladribinin tek
siklus olarak uygulama kolaylig1 birinci basamakta tercih edilmesi saglamistir. Bizim
calismamizda tedavi uygulanan 23 hastanin tamamina standart doz kladribin inflizyonu
verilmisti. Cesitli ¢alismalarda kladribin tedavisi sonrasi tam remisyon %76-80 ve
parsiyel remisyon %7-24 araligindaki oranlarda basarilmisti [39, 42, 54, 76]. Bu
bilgilerin aksine ¢aligmamizda tam remisyon %56.5, parsiyel remisyon %13 ve genel
remisyon orani (TR+PR) %69.5 ile literatiirdeki ¢alismalara gore daha diistiktii. Yapilan
calismalarda kladribin tedavisi sonras1 4 yillik progresyonsuz sagkalim %72-84 ve
genel sagkalim %86-96 olarak saptanmisti [43, 54, 77-79]. Bizim yaptigimiz caligmada
1 yillik ve 5 yillik genel sagkalim %92.1 olarak saptandi. Relapsa kadar gecen bir yillik
tahmini sagkalim %92.9, iki yillik %85.1 ve bes yillik %75.7 olarak saptandi. Bir
calismada tanimlanan 4 yillik relaps riski yaklasik %30’du [80]. Tanimladigimiz 5 yillik

relaps tahmini %24.3 olup daha 6nce tanimlanan ¢aligsmaya benzerdi.

Calismamizdaki remisyon oranlarinin literatiirdeki oranlara gore daha diisiik
saptanmasi lizerine remisyona giren ve girmeyen hastalarin laboratuvar ve klinik
parametreleri arasindaki farki analiz ettik. Tiylii hiicreli 16semi ile ilgili yapilan bazi
calismalarda; ileri yas, diisiik hemoglobin diizeyi, diisiik trombosit diizeyi, 16kopeni,
l16kositoz, splenektomi, lenfadenopati, tanidan sonra erken tedavi, 6nceden tedavi almis
hasta ve diisiik performans durumu tedaviye zayif cevapla iligkili bulunmustur [43-44,
81-86]. Bizim yaptigimiz ¢alismada, remisyona giren (TR+PR) ve remisyona girmeyen
hastalarin tan1 anindaki WBC, LYM, PLT, Neu, Mon, Globulin, dalak boyutu ve yas
parametreleri arasinda istatistik olarak anlamli bir fark saptayamadik. Ancak her iki
grubun tani anindaki hemoglobin diizeyleri arasinda istatistik olarak fark saptandi
(p=0.04). Remisyona giren hastalarin hemoglobin diizeyi remisyona girmeyen hastalara
gore anlaml olarak ylksekti. Anemi diizeyi olarak belirledigimiz 12 g/dL Ustlindeki
degerler remisyona girme ihtimalini istatistiksel olarak arttirdigi goriildi. Tedavi
zamanlamasi ac¢ik olmayan bu hastalikta, remisyona girmeyi kolaylastirdig1 ve kladribin
tedavisinin kabul edilebilir toksisite ile uygulanabildigi dikkate alininca tedavi
endikasyonlar1 arasindaki Hgb< 10 g/dL diizeyi, 12 g/dL diizeyinde ¢ikarilabilir. Ancak
tedavi oncesi diger laboratuvar ve klinik parametrelerin de dikkate alinmasi gerektigi
aciktir. Tam remisyon ve kismi remisyon olan hastalar arasinda 6liim olmadigi i¢in

genel sagkalim farki hesaplanamadi. Yine tam ve kismi remisyon olan hastalardan
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kismi remisyon olan hastalarin sayisinin az olmasindan dolayr baslangi¢ laboratuvar

degerleri, yas, dalak boyu parametreleri arasinda karsilastirma yapilamadi.

Ik siklus kladribin tedavisi sonrasi remisyona girmeyen rezistan hastalardan
3’tine ikinci siklus kladribin tedavisi verilmisti. Ancak literatirdeki bilgilerden farkli
olarak hicbiri 2. Siklustan sonra remisyona girmedi. Calismamizi yaptigimiz sirada, bu
Uc¢ hastanin genel sagkalimlar1 23, 28, 70 ay olup halen hayattalardi. Gegmis on yili
kapsayan ¢alismamizda hayatin1 kaybeden {i¢ hasta vardi ve tamami erkekti. Hastaligin
daha ¢ok erkeklerde goriilmesi bu veriye ulasmamiza neden olmus olabilir. Ancak
hayatini kaybeden ti¢ hastadan ikisi HCL disinda komorbid nedenlerden dolay1 hayatini
kaybetmisti. Bu hastalardan ilki tiiberkiiloz peritoniti ve polimiyozit, bir digeri diyabetik
nefropati ve HCL tanisindan 6 yil sonra yeni tani konulan diffiiz biliyiik B lenfoma
komplikasyonlar1 nedeniyle hayatini kaybetmisti. Yalnizca bir hasta tani aninda

pansitopeni ve pndmoni sonucu hayatini kaybetmisti.

Sonug olarak HCL hastalig1 tedavi ile kiir sans1 olabilen ve tedavi sonrasi uzun
sagkalimla birlikte seyreden bir hastaliktir. Hastaligin yavas seyirli olmasi ve az
goriiliiyor olmasi ile birlikte muhtemel daha ileri yasta tan1 konmasindaki giigliikler
sikliginin az olmasinda etkisi olabilir. Kemoterapi sonrasi potansiyel komplikasyonlarin
hastalik ile iliskili komorbiditelerden daha kabul edilebilir olmasi nedeniyle endikasyon
konuldugu zaman piirin analoglart ile tedavisinin yapilmasi gerekmektedir. Diger
taraftan tedavi edilen hastalarimizin genel remisyon oranlarinin diisiik olmasi, bu
durumda klinik parametreler disinda farkli genetik ve ¢evresel faktorlerin rolii
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢aligmamizda remisyona giren hastalarin
hemoglobin degerlerinin remisyona girmeyenlerden daha yiiksek oldugunu tespit ettik.
Ancak hastaligin genetik temeline yonelik yaptigimiz kalretikiilin mutasyon analizinde
herhangi bir mutasyona rastlayamadik. Lenfoproliferatif bir hastalik olan tiiylii hiicreli

I6semini patogenezinde bu mutasyonun etkisinin olmadigin1 kanaatindeyiz.

Calismamuzin retrospektif karekteri bazi verilere ulagsmakta ana kisitlayict neden
olmustur. Daha genis capli prospektif hasta serileriyle yapilacak caligmalara ihtiyag

vardir.



35

6. SONUCLAR VE ONERILER

Kalretikllin gen mutasyonu tiiylii hiicreli 16semi hastalarinda saptanamadi.
Bu nedenle prognoz listiine etkisi olduguna dair bir veri elde edemedik.
Tiyli hiicreli 16semi hastalarina, endikasyonu almasi durumunda tedavi
uygulamanin sagkalima etkisi anlamli diizeydedir.

Calismanin retrospektif olmasi bazi verilere erisimi engellemistir.

Bu hasta grubunda monositopenisi olmayanlarda splenomegali saptanacagi
bilgisini elde ettik. Bu veri, bir laboratuvar parametre ile klinik bulgu
korelasyonunda kullanabilecegimiz degerli bir bilgi gibi gériinmektedir.
Calismamiz retrospektif bir ¢alismadir. Hastalarin uzun siireli takibi ve
bulgularin klinik yansimasinin izlenmesi ek katki saglayabilir.

Daha genis hasta serilerinde uzun sureli prospektif ¢alismalara ihtiyag vardir.
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