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OZET

Tiiylii Hiicreli Losemide BRAF V600E Mutasyonunun Arastirilmasi

Amag: Tiyli hiicreli 16semi (THL) splenomegali, progressif pansitopeni ile seyreden,
kemik iligi, dalak ve karacigerin tiiylii goriinlimlii 16semik B hiicreleri ile infiltre oldugu,
yavas seyirli, spesifik immunofenotipik bulgulara sahip ve nadir goriilen bir hastaliktir. Yakin
zaman dek THL’nin etyolojisi ve patogenezi aydinlatilabilmis degildi. Birgcok solid
malignitede pozitif saptanmis olan BRAF V600OE mutasyonunun THL’de hastalik tanimlayici
oldugu gosterilmistir. Serin-treonin RAF kinaz ailesinin bir iiyesi olan BRAF proteini RAS-
RAF-MEK-ERK (MAPK) sinyal yolaginin bir pargasidir. Bu sinyal yolagi hiicrenin hayatta
kalabilmesi, proliferasyonu ve diferansiyasyonunda oOnemli rol oynamaktadir. THL
hastalarinda BRAF VV600E mutasyonunun nihai olarak neoplastik transformasyona yol agacak
olan MEK-ERK yolagini aktiflestirdigi gosterilmistir. Bu ¢alismamizda yeni tan1 konulan ve
remisyonda takip edilen THL hastalarinda BRAF V600E mutasyonunu arastirmay1 amagladik.

Materyal ve Metod: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hematoloji
Polikliniginde yeni tan1 konulan veya remisyonda takip edilen THL’li 22 hasta ile B hiicreli
kronik lenfoproliferatif hastalik tanili 10 saglikli hastadan olusan kontrol grubunda perifer
kaninda RT-PZR yontemi ile BRAF V600E mutasyonu varligi arastirildi.

Bulgular: Kontrol grubundaki hastalarin higbirinde BRAF V600E mutasyonu
saptanmadi. Yeni tan1 konan ve tedavi oncesi perifer kani analizi yapilan 10 hastanin 8’inde
mutasyon saptandi. Mutasyonun negatif oldugu hastalardan bir tanesi kladribin tedavisi ile
remisyona girmedi, febril notropeni tablosu ile kaybedildi. Diger hasta ise immunfenotipik
olarak THL ile uyumlu bulgulara sahip fakat 16kositozu olan bir hastaydi. Remisyondaki 12
hastanin dort tanesinde mutasyona saptandi. Bir tanesi takiplerinde niiks etti, baska bir hasta
parsiyel remisyondaydi. Mutasyonun pozitif saptandigi, Klinik ve laboratuar olarak tam

remisyonda olan iki hastanin molekiiler tam remisyonda olmadig1 goriildii.

Sonu¢: BRAF V600E mutasyonun tayini, THL tanisinin konmasinda yardimci olabilir,
negatif saptanmast durumunda THL dist B hiicreli kronik lenfoproliferatif hastaliklara
yonelmek gerekir. Remisyondaki hastalarda ise tam molekiiler yanitin arastirilmasinda

kullanilip kullanilamayacag arastirilmay1 bekleyen bir konudur.



SUMMARY

Detection of BRAF V600E Mutation in Hairy Cell Leukemia

Objective: Hairy cell leukemia (HCL) is an indolent disease with distinct
immunophenotypic features which is characterized by pancytopenia, infiltration of bone
marrow, spleen and liver with hairy shaped leukemic B-cells. Despite major advances in the
diagnosis and treatment of HCL, underlying genetic alterations have not been clearly
understood. BRAF V600E mutation, detected previously in some malignancies, has been
found to be disease-defining in HCL. BRAF, a serine-threonine kinase, is a member of RAS-
RAF-MEK-ERK (MAPK) signaling pathway. This pathway is responsible from cell survival,
proliferation and differentiation. It has been shown that activating BRAF V600E mutation
leads to uncontrolled activation of MEK-ERK pathway which leads to neoplastic
transformation in HCL. In this study, we aim to take an inventory of HCL patients of who are
newly diagnosed or at follow-up after conventional therapies and investigate the presence of
BRAF V600E mutation in these patients with RT-PCR method.

Material And Method: BRAF V600E mutation was analyzed in peripheral blood in
22 patients from Istanbul University Istanbul Faculty of Medicine, Division of Hematology
Outpatient Service and 10 control patients with other B-cell chronic lymphoproliferative

diseases.

Findings: AID levels were significantly elevated (p < 0,05) in CML patients
compared to the control group. No correlations was found between AID levels and disease
time, patient gender, age, leukocyte, hemoglobin, platelet, blast, basophil, eosinophil counts at
the time of diagnosis, absence and presence of organomegaly, bone marrow fibrosis index,
bone marrow cellularity, Sokal score and disease phase. Additionally there was no meaningful
correlation between AID levels and tyrosine-kinase-inhibitor (TKI) resistant mutation profile

and cytogenetic response during TK1 therapy.

Conclusion: Detection of BRAF V600E mutation could be helpful for diagnosis of
HCL. When the mutation is found negative, other B-cell chronic lymphoproliferative diseases
should be considered. Usefulness of investigation of the mutation in treated patient remains an

area to be elicited.



1. GIRIS VE AMAC

Tiiyli hiicreli 16semi (THL) splenomegali, progressif pansitopeni ile seyreden, kemik
iligi, dalak ve karacigerin tiiyli goriiniimlii 16semik B hiicreleri ile infiltre oldugu, yavas
seyirli, spesifik immunofenotipik bulgulara sahip ve nadir goriilen bir hastaliktir (1,2,3).

Giiniimiizde, THL nin tedavisinde ilk basamakta olarak purin analoglari tercih edilmektedir

).

THL’nin tan1 ve tedavisinde kat edilen 6nemli gelismelerine ragmen hastaligin altinda
yatan genetik degisiklikler aydinlatilamamis ve Karakteristik bir karyotip anomalisi
tanimlanamamistir. Losemik tiiyli hiicrenin molekiiler olarak karakterizasyonunun oniindeki
engeller hastalarin ¢ogunda pansitopeni olmasi nedeniyle periferden elde edilecek hiicre

sayisinin az olmasi ve 16semik hiicrenin proliferatif hizinin diisiik olmasidir.

2011 Haziran’inda yayinlanan bir ¢alismada tliylii hiicreli 16semili 48 hastanin hepsinde
BRAF proteininde 600. pozisyonda nokta “switch” mutasyonu (p.Val600Glu V600E) oldugu
saptanmisti. Bu mutasyon, THL ile ortak klinik ve morfolojik 6zellikler tastyan THL varyanti
(THL-v) ve splenik marjinal zon lenfomas1 (SMZL) basta olmak tizere diger B hiicre kaynakli
hematolojik malinitelerde saptanmamistir (4). V600E mutasyonunun THL’de hastalik
tanisinda kullanilabilecegi ve patogenezinde rol oynayabilecegi diistiniilmistiir. Biiytik ilgi
uyandiran bu c¢aligma sonrasinda yapilan bir dizi arastirmada benzer bulgular saptanmistir

(5,6,7,8).

Serin-treonin RAF kinaz ailesinin bir {iyesi olan BRAF proteini RAS-RAF-MAPK
sinyal yolaginin bir pargasidir (9). Bu sinyal yolagi hiicrenin hayatta kalabilmesi,
proliferasyonu ve diferansiyasyonunda énemli rol oynamaktadir. Normal hiicrelerde bu yolak
biiylime faktorleri, sitokinler, hormonlar gibi hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlere baglanan
mitojenlerle kontrol edilmektedir. Aktive edici BRAF mutasyonlari nihai olarak neoplastik
transformasyona yol agacak olan MEK-ERK yolagini kontrolsiizce aktiflestirmektedir. Aktive
edici BRAF mutasyonlar1 arasinda en sik rastlanan V60OE mutasyonudur (9). Bahsedilen
caligmadan once somatik-aktive edici BRAF mutasyonlar1 malign melanom, papiler tiroid
kanseri, kolorektal kanser ve akciger kanserinde saptanmistir. BRAF inhibitorleri ile malign
melanomlu hastalarinda yapilan faz Il ¢aligsmalar1 hastaligin tedavisinde bir ¢igir agmistir
(10).



BRAF V600E mutasyonunun tiiylii hiicreli 16semide hastalik tanimlayici oldugu art arda
yapilan caligmalarla gosterilmesiyle birlikte BRAF inhibitorlerinin tedaviye refrakter veya
niiks etmis hastalarda tedavi secenegi olabilecegi diisiinlilmiistiir. 2012 Mayis tarihli bir
makalede mevcut tedavilere refrakter agir pansitopenisi olan bir THL vakasinda BRAF
inhibitorii olan vemurafenib ile tam remisyon saglanmis ve takiplerinde niiks etmedigi

gosterilmistir(11).

Bu ¢aligmada, Istanbul T1p Fakiiltesi Hematoloji polikliniginde yeni tan1 konulmus veya
rutin tedaviler sonrasi takip edilmekte olan THL hastalarinin envanteri ¢ikarilmis ve bu
hastalarda BRAF V600E mutasyonunun varlig1 arastirilmigtir. Analiz i¢in periferik kan tercih
edilmistir. Klasik bilgiler 1siginda tedavi sonrasi tam remisyonda kabul edilen hastalar

molekiiler remisyon acisindan degerlendirilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. TUYLU HUCRELI LOSEMI

2.1.1 Tanim

Tiiylii hiicreli 16semi (THL), periferik kan, kemik iligi ve dalagin kirmizi pulpasinin
genis sitoplazmali ve kiiclik tiiysii ¢ikintilara sahip, kiiglik olgun B lenfositleri ile
infiltrasyonu ile karakterize, nadir goriilen kronik B hiicreli lenfoproliferatif bir hastaliktir. Bu
hastalik genellikle splenomegaliye ve kan hiicrelerinin (eritrositler, olgun graniilositler ve
monositler trombositler) yapiminda degisik derecelerde azalmaya neden olur. Olgun
hiicrelerin azalmas: ile birlikte malign hiicrelerin {iretimindeki artis ve splenomegali, anemi,

kanama ve infeksiyonlara egilim gibi bir ¢ok sistemik sonuca neden olur.

THL, ilk olarak Bouroncle ve arkadaslar tarafindan 1958 yilinda tanimlanmistir (1).
Schrenl ve Donnely tarafindan tiiye benzer ¢ikintilarin goriilmesi ile de hastalik THL olarak

adlandirilmaya baslanmistir (12).

Son 25 yilda ilerleme gosteren tedavi segenekleri ile THL'min dogal seyri biiyilik oranda
degisiklik gostermistir. Mevcut ilaglar ile hastalarin biiylik bir kisminda tam remisyon (TR)
saglanabilmektedir. Yayimlanan ve ¢ok sayida hastanin oldugu caligmalardaki sagkalim
egirileri, benzer yastataki saglikli kontrollerle ayni sagkalim egrilerini gdstermektedir. Ayni
zamanda, son donemlerde yapilan caligmalarla, BRAF V600E mutasyonunun hastalik
tanimlayict oldugunun gosterilmesiyle birlikte hastalik patogenezinden sorumlu molekiiler

mekanizmalar daha iyi anlasilmaya baglanmistir.

Modern tekniklerle, niikleozid analoglar1 ile tedavi sonrasinda hastalarin onemli bir
kisminda minimal rezidiiel hastalik (MRH) kaldigi gosterilmistir. MRH'm klinik 6nemi
konusunda heniiz kesin bir fikir birligine varilabilmis degildir. Yeni nesil tedavilerle
(immunoterapi ve BRAF inhibitorleri) MRH eradike edilebilecek ve direngli hastalarda
remisyon elde edilebilecektir.

2.1.2. Epidemiyoloji

THL, tim lenfoid 16semilerin %?2'sini teskil eder. Amerika Birlesik Devletleri’nde
(ABD) yilda yaklasik 600-800 hastaya tani konulmaktadir (13). Hastalik beyazlarda daha
siktir ve erkeklerde 4 kat daha sik goriiliir (14). Tam aninda ortalama yas 50'dir (15). Isvec



Kanser Bilgi Bankasi'nin verilerine gore hastalik insidansit 1980'lerden beri stabil bir seyir
gostermektedir. ABD'de yapilan gozlemsel calismalar da benzer bulgulari elde edilmistir.
THL daha geng¢ yas gruplarinda da bildirilmistir, fakat cocuklarda ¢ok nadir goriilmektedir
(13).

2.1.3. Etiyoloji

Birgok c¢alismada, organik fosfatlhi tarim ilaglari, kimyasal ¢oziiciiler, radyasyona
maruziyet, diger tarim ilaglart ve Epstein-Barr virlisii ile THL gelisimi arasinda iligki
olabilecegi belirtilmis, fakat diger calismalarla bu bulgular deteklenememis ve THL ile bunlar
arasinda dogrudan ve nedensel bir baglanti kurulamamistir (16). Ayni HLA haplotipini
tasiyan aile bireylerinde ailesel THL olgular1 bildirilmistir (17).

2.1.4. Tiiylii Hiicrenin Kokeni

Morfolojik ve fenotipik olarak THL hiicresi, B lenfosit ontogenezindeki her hangi bir
hiicreye benzememektedir. Ilk baslarda morfolojik ve fonksiyonel olarak monositlere
benzediginden =~ THL  hiicrelerinin  retikiiloendotelyal  sistemden  kaynaklandigi
diistiniilmekteydi. Fakat THL hiicresinde B hiicre reseptorii (BCR), immunoglobulin gen

rearranjmanlarinin gosterilmesi ile THL'nin B lenfosit kdkenli oldugu kanitlanmis oldu (18).

Olgun bir B lenfosit antijenle karsilastiktan sonra immunoglobulin degisken
bolgelerinde somatik mutasyonlar meydana gelir. Immunoglobulin degisken bdlgelerinin
DNA dizi analizinde lenfoid malignitenin kaynak aldig1 hiicrenin lenfosit ontogenezinin hnagi
asamasindan kaynaklandigi anlasilir (Sekil 1). Somatik hipermutasyon lenf follikiillerinin
germinal merkezinde gergeklesir ve ardindan izotip degisimi meydana gelir. Aktivasyonla
indiiklenen sitidin deaminaz (AID) her ikisi i¢in de gerekli bir enzimdir. Immunoglobulinin
degisken bolgelerinin genetik analizi, klonal hiicrenin somatik mutasyon ve izotip degisimi
gecirip gecirmedigini gosterir. Yapilan bir ¢ok ¢alisma ile THL hastalarinin %85'inden
fazlasinda, malign hiicrelerin immunoglobulin degisken bolge genlerinde somatik
hipermutasyonun meydana geldigi ve farkli immunoglobulin siniflar1 ve izotipleri eksprese
ettigi gosterilmistir (24). Ayrica, THL hiicresi her iki basamak i¢in de gerek olan AID
enzimini eksprese etmektedir (19). Bu bulgular THL hiicresinin periferik lenfoid dokuda
germinal merkez reaksiyonundan geg¢mis bir hiicre oldugunu gostermektedir. Olgularin
yaklasik %40'1inda, 16semik hiicreler IgG3 agirlikli olmak iizere ¢esitli immunoglobulin agir
zincir izotipleri eskprese etmektedirler. Ancak sadece tek bir hafif zincir tasimaktadirlar.

Biitiin bu bulgular tiiylii hiicreli 16semide hiicrelerin izotip degisimi sonrasinda germinal



merkezden ayrilmada asamasinda bir duraklama olabilecegini diisiindiirmektedir (19).

Losemik hiicrenin GM sonrasina ait oldugunu diistindiiren giiglii kanitlar da mevcuttur (24).
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Sekil 1: Germinal merkez reakisyonu: Germinal merkezde somatik
hipermutasyon ve izotip degisiminin gerceklesmesi
http://commons.wikimedia.org/wiki/File%3AGerminal center.svg kaynagindan
degistirilerek alinmstir (20).

Bir caligmada, klasik THL hastalarinin %83'{inde hiicrelerin GM-sonrasi: doneme ait agir
zincir degisken bolgede mutasyon tasiyan hiicreler oldugu kanitlanmistir (18, 21). Ayrica
antijen bagimli bir slirecin olduguna dair kanitlar edinilmistir.

Malign lenfoid hiicreler ve normal B hiicrelerinin gen ekspresyon profillerinin
belirlenmesiyle tiiylii hiicrelerin postGM kokenli oldugu anlasilmistir. Tiiyli hiicrenin, diger
B hiicre kokenli lenfoid malignitelerden farkli olarak, postGM doneme ait hafiza
hiicrelerinden kaynaklandigint  gosterilmistir  (22). THL hiicrelerinin normal hafiza
hiicrelerindeki ¢ogalma, apoptoz ve DNA metabolizma 6zelliklerini korudugu, ancak hiicre
adhezyonu ve kemokin reseptdrlerini kontrol eden genlerin ekspresyonunda belirgin
farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir. Hafiza hiicrelerinden farkli olarak tliylii hiicreler normal
hafiza hiicrelerinin tagidigt CD27 molekiiliiniin ekspresse etmezler. Ancak CD27 negatif
normal hafiza hiicreleri de bildirilmistir ve neoplastik transformasyon siirecinde tiiylii

hiicrenin CD27 molekiiliinii kaybetmesi miimkiindiir (22).


http://commons.wikimedia.org/wiki/File%3AGerminal_center.svg

THL'de lenf nodu tutulumu nadir olarak goriildiigiinden, hastaligin dalak ve
karacigerden koken aldigi disilinlilmektedir. Yapilan c¢alismalar tiiylii hiicrenin, dalagin
splenik marjinal tabakasina (SMZ) ait oldugunu diisiindiirmektedir. Normal SMZ hiicreleri B
lenfosit hafiza hiicreleridir. Yapilan bir genetik analiz ¢alismasinda, tliylii hiicrenin, kirmizi
pulpanin sinuzoidal hiicrelerine ve beyaz pulpanin marjinal zon hiicrelerine benzer bi¢cimde

dalaga spesifik antijenler eksprese ettigi gosterilmistir (22).

2.1.4.1. BRAF V600E Mutasyonu

Tiacci ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptig1 calismada, tiim genom analizi yontemi ile
bir hastada BRAF V600E mutasyonu tespit edildikten sonra, bu mutasyon ardindan incelenen
46 hastada da gosterilmisticr (4). Diger B hiicre malignitelerinde ise bu mutasyon
saptanmamigtir. Ardindan yapilan bir ¢ok ¢alismada THL'de V600E mutasyonunun oldugunu
gosterilmistir (7, 8, 25, 26, 27). Tiyli hiicrede, RAF-MEK-ERK mitojenle aktive olmus
protein kinaz (MAPK) yolaginin aktiflendigi, yolakta RAF’tan sonra gelen MEK ve ERK’in
fosforillendirildigi gosterilerek kanitlanmistir (23). BRAF inhibitorii tedavisi ile remisyon
elde edilmesi bu yolagin THL gelisimi ve proliferasyonunda 6nemli bir rol oynadigini
kanitlamaktadir (11). BRAF V600E mutasyonu THL'de hastalik tanimlayici bir mutasyon
olarak kabul edilmistir. Baska calismalar, BRAF V600E mutasyonun Erdheim-Chester
hastaliginin  belli bir alt grubunda, Langerhans hiicreli histiyositozlarin tiimiinde,
sinifflanmamis B hiicreli lenfoma/losemide, malign melanom ve kolonun adenokarsinomu gibi

solid timorlerde de bulundugunu gostermistir (28, 29, 30).

2.1.5. Klinik ve Laboratuar Belirtiler

Tipik olarak, hastalarin biiylik bir kismi pansitopeni ve splenomegali ile basvurur.
Bunlara halsizlik, yorgunluk, ates, sol iist kadranda dolgunluk hissi/agri, tekrarlayan
infeksiyonlar veya kanama eslik edebilir. Hastalarin %85'inde anemi, %60-80'inde
trombositopeni ve %60'1nda 16kopeni saptanir. Sitopeniler hayati tehdit edecek diizeyde agir
olabilir; hipersplenizm ve kemik iligi infiltrasyonuna baglidir. Monositopeni karakteristik bir
bulgudur. Yaklasik %10 hasta 16kositoz ile prezente olur ve periferde dolasan hiicrelerin
biiyiik kismi tliylii hiicrelerdir. Hastalarin yaklagik dortte biri asemptomatiktir. Rastlantisal

olarak saptanan sitopeni veya splenomegali ile tan1 konur.

Periferde tiiylii hiicreye seyrek rastlanir. Tiylii hiicreler homojen kromatin iceren,

fasulye veya oval bicimde ¢ekirdege sahip, olgun bir lenfositle ayn1 boyutlarda lenfositlerdir



(3). Nukleolus genellikle goriilmez. Sitoplazma agik mavi renkte, bol miktardadir ve kabartk
bir goriintiiye sahiptir (Sekil 2). Hiicre membraninda diizensiz tiiysii ¢ikintilar vardir ve en iyi
faz kontrast mikroskobunda goriiliir. Elektron mikroskobunda hiicrelerin yiizeyinde bircok

kivrim ve mikrovilli saptanmast THL igin tipik bir bulgudur (Sekil 3).

Sekil 2: May Griimwald - Giemsa boyamasi ile periferde tiiylii hiicrelerin
goriiniimii (68).
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Sekil 3: Tiiylii hiicrenin elektron mikroskop ile goriiniimii (68).

Kemik iligi aspirasyonu ¢ogu zaman yapilamaz (dry-tap). Kemik iligi infiltrasyonu
interstisyel veya yama tarzinda olabilir. Infiltratin gériiniimii sitoplazmanin bol olusu ve hiicre
niikleuslarinin birbirinden ayr1 durmasi nedeniyle “sahanda yumurta”ya benzetilmistir (3).
Zamanla, kemik iliginde retikiilin fibrozis artis1 ve hematopoetik hiicrelerin azalmasi “dry
tap” gelismesine yol acar. Kemik iligi fibrozisi; tiiylii hiicreler tarafindan fibronektin matriks
ve fibroblastlar tarafindan ¢ogunlukla tip III kollajen fibrillerinden olusan ince retikiilin
liflerin iiretimine baghidir (32). Tiiyld hiicreler asit fosfataz izoenzim 5 eksprese ederler ve bu
enzim tartarik aside direnglidir. Bu 06zelligi sayesinde biitiin vakalar tartara - direncli asit
fosfataz (TRAP) ile pozitif olarak boyanirlar (16). Immunhistokimyasal olarak TRAP ile
pozitif boyanma taniya varmada yiliksek oranda spesifite gosterir. Ayrica; anneksin Al
(ANXAL) ile boyanma THL'yi varyant formundan ve SMZL'den ayirmada yardimcidir (31).
Fakat ANXAI1 pozitifligi; myeloid hiicreler ve T lenfositlerde de pozitif saptanabileceginden
diger B hiicre belirtecleri ile verifiye edilmelidir. Hiicreler genellikle siklin D1 ile pozitif

olarak boyanirlar. Hastalarin belli bir bolimiinde hiposeliilarite yanliglikla aplastik anemi



11

tanis1 koyulmasina yol agabilir. CD20 gibi antijenlerle boyanma, anormal B lenfosit

infiltrasyonun gostererek tanida yardimci olur (3).

THL hiicreleri flow sitometride karakteristik immunofenotipik ozelliklere sahiptir.
Hepsi CD45 (ortak 16kosit antijeni) eksprese ederler. Olgun B lenfosit profili gosterirler, bir
veya daha fazla agir zincir ve monotipik hafif zincir eksprese ederler. CD19, CD20, CD22 ve
FMC7 gibi B hiicre antijenlerini eksprese ederler, fakat CD5, CD10 (vakalarin%10'unda
pozitif olabilir) ve CD23 (%20'de pozitif olabilir) tasimazlar. THL'yi diger B hiicreli
malignitelerden ayirt edecek bir belirteg yoktur fakat CD11¢c, CD103, CD123 ve CD25 (IL-2
reseptorii alfa-subuniti) THL'de karakteristik olarak eksprese olurlar. CD22 ve CD20 kuvvetli

olarak eksprese olmaktadir. Bu tedavi se¢eneklerini arttirmaktadir.(33).

Splenomegali, hastalarin biiyilk bir ¢ogunlugunda bulunur ve %20 hastada massif
boyutlara ulasabilir. Dalak tutulumu kirmizi pulpada kordonlarin ve siniislerinin tiiylii
hiicrelerle diffiiz infiltrasyonu ve beyaz pulpaninin atrofisi ile karakterizedir. Mikroskopide,
tilylii hiicrelerle doseli i¢i kan dolu siniislerin goriinimii, psoddsiniis ya da kirmizi kan golii
olarak adlandirilir (3). Lenfadenomegali nadir olarak saptanir, hastaligin sadece ileri
asamalarinda goriilebilir. Tutulum genelde abdominal ve retroperitoneal alana smnirli kalir.
Infiltrasyon interfolikiiler ve parakortikal alanlarda olup kapsiile dogru yayilim gériilebilir.
Hepatomegali de nadir olarak saptanir ve hastalarin {igte birinde goriiliir. Hemen hemen her
hastada siniizoidlerin ve portal alanlarin infiltre olmasmna ragmen hepatomegali
saptanmamaktadir. Hastalar, mediyastinal, paravertebral kiitle, iskelet sisteminde litik
lezyonlar, plevra efflizyonu ve assit, deri, goz, santral sinir sistemi, gastrointestinal sistem
tutulumu gibi nadir tablolar ile de prezente olabilir (16, 36). Ayrica THL'de infeksiyonlara
yatkinlik oldugu vardir (16). THL, PAN, vaskiilit, RA gibi otoimmun bozukluklar ile de
kendini gosterebilir (34, 35).

2.1.6. Tam

THL’den genellikle periferde biiyiik sitoplazmali tiiylii hiicrelerin goriilmesi ile
stiphelenilir. Kemik iligi aspirasyon biyopsisi ve es zamanli akim sitometrisi ile yapilan
immunofenotipleme ile tani1 konulur. Aspirasyon asir1 fibrozis nedeniyle basarisiz olabilir
(“dry-tap”). Massif splenomegali sebebiyle yapilan splenektomilerde de tani konabilir. Tiiylii
hiicreler B hiicre antijenleri (CD19, CD20, CD22 vb.) ile beraber CD103, CD11c ve CD25
eksprese ederler. B lenfositlerde ANXAL ekspresyonu spesifik, fakat THL tanisi igin sensitif
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degildir. Tamida zorluk yasanan vakalarda BRAF V600E mutasyonu arastirilmasi
diistiniilebilir (Tablo 1).

Tablo 1: Tiiylii Hiicreli Losemi Tamisinda Uygulanacak Basamaklar

Hikaye ve fizik muayene

Tam kan sayimi ve 16kosit formulii

Periferik yayma degerlendirilmesi

Biyokimyasal tetkikler

Kemik iligi aspirasyonu ve biyopsisi (immunboyamalar dahil)

Kemik iligi ve periferik kanin flow sitometrik analizi

Gerekli goriintiilemeler, ates varlifinda infeksiyonun diglanmasi

BRAF V600E mutasyonu tayini (gerekli goriiliirse)

2.1.7. Ayirict Tam

THL tanisinda, basta variant tip THL (THL-v) ve SMZL basta olmak iizere yavas seyirli
kronik lenfoproliferatif hastaliklardan ayirim yapmak oOnemlidir. THL-v tim vakalarin
%10'unu teskil eder ve ortalama goriilme yas1 71°dir. Hastalarda ¢ogunlukla l6kositoz
mevcuttur (>10.000/mm3), tiiylii hiicreler prolenfositik 6zellik tasir, monositopeni goriilmez
(38). Splenomegali ve sitopeniler hastalarin biiylik bir kisminda mevcuttur; kemik iligi ve
dalak tutulumu THL ile aymidir. Immunfenotiplemede THL-v'de CD25 ve CD123
ekspresyonu saptanmaz (Tablo 2). Translokasyonlar da dahil olmak tizere baz1 kromozomal
anormallikler bildirilmistir (26). THL-v'nin klasik THL'den en 6nemli fark: klasik tedavilere
direngli olmasidir. Onceleri THL'nin bir alt tipi olarak kabul edilen THL-v'yi ayr1 bir hastalik
olarak kabul etmek gerekir (26, 27, 37). THL ve THL-v'nin farkli immunoglobulin agir zincir
repertuarlar1 ve somatik hipermutasyon profilleri mevcuttur. Ikisinin ayriminda THL'de AID
ekspresyon diizeyinin artmasi dnemlidir. ANXA1 sadece THL'de pozitiftir. THL'de hastalik
tanimlayici bir mutasyon olan BRAF V600E, THL-v ve SMZL'de negatiftir (26).

SMZL, THL ile benzer klinik ve morfolojik ozellikler gosterebilir, fakat TRAP
ekspresyonu goriilmez; CD25 ve CD103 antijenleri yoktur. Histokimyasal olarak ANXA1
negatif olarak boyanir. SMZL'de dalagin hem kirmizi, hem beyaz pulpasi infiltre olur. Seffaf
sitoplazmal1 hiicreler nedeniyle marjinal zon ekspanse olarak goriiniir. THL'nin aksine kemik

iliginde nodiiler infiltrasyon yapar (3). Immunofenotipik olarak CD103, CD11lc ve CD25
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negatiftir. Zor vakalarda kemik iligi, dalak ve lenf nodunun birlikte degerlendirilmesi
gerekebilir. SMZL’da ayrica monositik antijenler pozitiftir ve hiicreler morfolojik olarak

monositlere benzerler.

Kronik lenfositik 16semi (KLL), B hiicreli prolenfositik 16semi (B-PLL) ve folikiiler
lenfoma (FL) gibi yavas seyirli kronik lenfoproliferatif hastaliklardan karakteristik morfolojik
ve immunotipik bulgular yardimiyla ayrim yapilabilir (Tablo 2). Aymrici tanida

diisiiniilebilecek diger hastaliklar aplastik anemi, primer miyelofibroz ve sistemik mast hiicre

hastaliklaridir (16).

Tablo 2: THL ve diger yavas seyirli lenfoid neoplazmlarda immunofenotipleme

bulgular (16).

Hastahk | slg CD5 | CD10 | CD11lc | CD20 | CD22 | CD23 | CD25 | CD103
THL +/- -+ - ++ + + -+ + ++
KLL +/- ++ - -+ -+ -1+ ++ -+ -
B-PLL ++ + - -+ + + +/- - -
THL-v +/- - - ++ + + - - -1+
MCL + ++ - - + + - - -
SMZL + -+ -1+ + +/- +/- - - -
FL + - + - + + - - -

2.1.8. Tiiylii Hiicreli Losemide Tedavi

2.1.8.1. Tedavi Endikasyonlari

Birgcok THL hastas1 asemptomatiktir ve tan1 kesinlestikten sonra tedavi edilmeksizin
uzun siire takip edilebilirler. Erken tedavinin faydasimin oldugu kanitlanamamistir. Asagida

belirtilen sikayet ya da bulgularin gelismesi durumunda tedavi endikedir (39).

o Sitopeniler: Mutlak nétrofil sayisinin <1.500/uL, Hb degerinin <11 g/dL veya
trombosit degerinin <100.000/mikroL olusu

« Semptomatik splenomegali veya semptomatik lenfadenomegali (sik olarak saptanmaz)

o Konstitiisyonel semptomlar (ates, gece terlemesi, yorgunluk, halsizlik, kilo kaybi1 vb.)
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THL tanis1 konulmus 233 hastanin takip edildigi bir ¢alismada, purin analoglar ile
tedavi baglangicinda Hb degeri 10 g/dL, trombosit degeri 100.000/mikroL altinda olan
hastalarda progresyonsuz sagkalim siirelerinin daha kisa oldugu goriilmiistiir (9 vs. +20 yil)
(41).

2.1.8.2. Tedavi Tarihcesi

Son 25 yilda THL tedavisinde onemli gelismeler yasanmistir; sagkalim egrileri ayni
yas grubundaki saglam kontrollerle benzer sonuglar gdstermektedir. Interferon-a (IFN-or)
kullanilmadan 6nce splenektomi yaygin olarak kullanilmaktaydi. Splenektomi, kemik iliginde
morfolojik remisyona neden olmadigi halde, periferik kan tablosunu %70 hastada
diizeltmekteydi fakat ilk bes yil iginde %45 hastada progresyon goriilmekteydi. Ameliyatin
getirdigi ilave morbidite ve mortalite diisiinlilecek olursa, secilmis vakalar disinda

splenektomi su anda uygulanmamaktadir.

[k kez 1980 yilinda interferon-a (3 milyon iinite s.c., 3 haftada bir) ile yapilan bir
calismada tam ve kismi remisyon olgular1 bildirilmistir (16). Ardindan yapilan ¢alismalarla,
TR oranlar1 %4-30, kismi remisyon oranlar1 %43-86 olarak bildirilmistir, fakat TR’de kabul
edilen hastalarin kemik iligi ornekleri dikkatlice incelendiginde rezidiiel tiiylii hiicreler
saptanmistir. Genel kabul goren kullanimi, 12-18 hafta boyunca, 3 haftada bir 2 milyon {inite
s.c. uygulanmasi seklindedir. Interferon-a sonrasi diizelen hastalarin ¢ogunun niiks ettigi
goriilmiistiir. Fakat 10 yillik takip siiresince, hayatta kalan bazi hastalarda tedavi ihtiyaci

ortaya ¢ikmadigl goriilmiistiir.

Interferon-a’nin THL iizerindeki etkisi bilinmemektedir; graniilosit koloni-stimiilan
faktor (GCSF), grantilosit-makrofaj koloni-stimiilan faktér (GM-CSF), interlokin-3 (IL-3) ve
interlokin-6 (IL-6) diizeylerinin azalmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica
interferon-o’nin timor nekroz faktér-o (TNF-a)) yoluyla tiiylii hiicre apoptozuna yola agtigi

oOne stirtilmistiir (16).

Interferon-a ile tedavi sonrasi, grip benzeri tablo, bitkinlik, anoreksi, bulanti, kusma,
ishal, deri dokiintiisii, periferik noropati ve depresyon gibi yan etkiler goriilebilir. Purin
analoglarmin kullanima ge¢mesi ile beraber interferon-a; purin analoglarina direncli hastalar
veya agir sitopenileri olan hastalarda purin analogu ile tedavi dncesinde 16kopeniyi diizeltip

infeksiy6z komplikasyonlarini azaltmak amaciyla verilebilir (51).
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2.1.8.3. iIk Basamak Tedavi

Semptomatik THL hastalarinda purin analoglari, kladribin ve pentostatin ilk basamak
tedavi olarak tercih edilir. Uygulama kolaylig1 nedeniyle, bir siklus kladribin tedavisi en

uygun segenektir

2.1.8.3.1. Purin Analoglan

Purin analoglar; pentostatin (2'-deoksikoformisin, 2'-DCF) ve Kkladribin (2-
klorodeoksiadenozin, 2-CdA) lenfositleri hedef alir ve hem istirahat hem boliinme halindeki
hiicrelere sitotoksik etki gosterir. Her ikisi de THL hastalarinin biiyiik bir kisminda TR saglar.
Hastalarda, daha 6nce tedavi gorsiin ya da gérmesin, tiimor yiikiinden bagimsiz olarak, her iki
ilacla benzer oranda TR saglanir (41, 42). Diger bir purin analogu olan fludarabinin
incelendigi bliylk vaka serileri yoktur. Yeni yapilan c¢aligmalar, purin analoglarinin
ritiksimab gibi monoklonal antikorlarla gilivenli bir sekilde kombine edilebileceklerini
gostermektedir ve bu kombinasyonla daha yliksek remisyon oranlarina ulagmaktadir. Yanitin

yeterli olmamasi veya niiksiin ilk 12 ay i¢inde ortaya ¢ikmasi durumunda kombine tedaviler

diisiiniilebilir(43).
Kladribin

Daha 6nce tedavi gormemis THL hastalarinda birgok merkezde tercih edilen ilk tedavi
kladribindir. Pentostatinden farkli olarak, kladribin adenozin deaminaz (ADA) tarafindan
deaminasyona direnglidir. Kladribin, deoksisitidin kinaz (DCK) tarafindan fosforile edilir.
Esas toksik etkiyo gosteren fosforile seklidir. DCK lenfositlerde bol bulunan bir enzimdir ve
olusan yeni molekiil 2-klorodeoksiadenozin trifosfat, boliinen ve bdliinmeyen hiicrelere
sitotoksik etki gosterir. Boliinen hiicrelerde, kaldribin riboniikleotid rediiktaz enzimini inhibe
eder ve dATP ile DNA sentezi agsamasinda yarismaya girer. Olusan lenfotoksik etki konjenital

ADA enzimi eksikligine benzer bir tablo olusturur (44).

Standart tedavi rejimi yedi giin siireyle silirekli intravendz inflizyon uygulamasi
seklindedir (0.10 mg/kg/glin) (45, 46). Alternatif rejimler; 5 giin- 2 saatlik (0.14 mg/kg/giin),

haftalik 2 saatlik infiizyonlar, subkutan ve oral uygulamalardir (47).

Vaka serileri ve retrospektif analizler kladribin ile hastalarin biiyiik bir kisminda tam

remisyon saglandigini gostermistir:
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e Kladribinin, THL'de etkili oldugu ilk olarak 1990 yilinda gdosterilmistir (45). 20
hastanin 11'inde tek siklus (0.10 mg/kg/giin, 7 giin boyunca devamli infuzyon) tedavi
sonras1 sekiz hafta icinde remisyon saglanmistir. 16 haftalik ortalama takip siiresi
icinde hastalarin higbiri niiks etmemistir.

e THL'de kladribin tedavisinin incelendigi 861 hastay1 iceren en biiyiik vaka serisinde
tam remisyon orani %50'dir. Dort yillik hastaliksiz sag kalim oranmi ise %84 olarak
saptanmistir (48).

e Kiladiribin ile yapilmis 349 hastalik en biiyiik tek merkezli ¢alismada (0.10 mg/kg/giin,
7 giin boyunca devamli infuzyon) tam ve kismi remisyon oranlar1 %91 ve %7 olarak
saptanmigtir. Dort yil i¢inde ortalama sagkalim %96, tam ve kismi remisyona giren
hastalar i¢in niiks oranlar1 %16 ve %54 olarak saptanmustir. Niiks etmis 53 hastada
kladribinle ikinci kez tedavi sonrasi tam ve kismi remisyon oranlart %62 ve %26

olarak bulunmustur (49).

Kladribin ile tedavi sonrasinda, tiiylii hiicre ve nétrofil sayilarindaki diisme ile birlikte
hastalarin yaklasik %40''nda ates goriiliir (50). Bazi vaka serilerinde de tedavi ardindan
herhangi bir viral, fungal ya da opportunistik infeksiyon bildirilmemistir. Ates tiiylii

hiicrelerden salinan sitokinlere bagli olarak gelisebilir.

Kladribin tedavisi sonrasi gelisen ates ve nétropeni iligkisini arastiran bir ¢alismada;
grantilosit koloni-stimiilan faktoér (5 mcg/kg/giin sc -3, -2, ve -1, kladribin bittikten sonra
tekrarlanmas1 seklinde) uygulamasinin nétropeni siiresini kisalttigi, fakat atesli hasta, atesli

giin say1s1 ve antibiyotik tedavisi i¢in hastane bagvuru sikligini azaltmadigr goriilmiistiir (50).

Kladribin alan hastalarda kontrol i¢in yapilan kemik iligi biyopsi orneklerinde
hipoplazik ve aplazik alanlarinin goriilebilir. Bu alanlar, tam remisyona girmis, tam kan

sayimlart normal olan hastalarda goriiliir ve klinik 6nemi bilinmemektedir.
Pentostatin

Pentostatin, THL’de yiiksek remisyon oranlarmin bildirildigi ilk ajandir (52). ADA
enzimini irreversibl olarak inhibe eder, ve biriken deoksiadenozin trifosfat molekiillerinin
sitotoksisiteden sorumlu oldugu diistiniilmektedir. THL i¢in FDA tarafindan onerilen tedavi

semas1 maksimal cevaba ulasana kadar iki haftada bir 4 mg/m2 seklinde uygulamadir.
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Pentostatini degisik doz ve semalarla uygulayan caligmalar yapilmigtir. Bunlardan
birinde pentostatin 5 mg/m?2 haftada iki giin, 2 haftada bir tekrarlanacak sekilde uygulanmistir
(4-15 doz). TR oran1 %64 saptanmistir, ve hastalarin biiyiik bir kisminda ilk alt1 hafta iginde
maksimal cevaba ulasilmistir (52). Yan etki olarak bulanti, kusma, deri dokiintiisii,
konjonktivit ve norolojik toksisite gozlemlenmistir. Hastalarin %70’inde hayati tehdit eden
ndtropeni goriilmiis, bu durum tedavinin ilk 3 siklusunda ortaya ¢ikmustir. Alti hasta ise

infeksiyonlar sonucu dlmiistiir (53).

Diger calismacilar, daha diisiik pentostatin dozlar1 kullanarak, daha hafif yan etki profili
ile benzer sonuglara ulasmuslardir. ki haftada bir 4 mg/m2 dozundan tedavi alan hastalarda
%87 oraninda TR saglanmistir; infeksiyon orani daha diislik olarak saptanmis, mortalite ise
goriilmemistir. CD4 pozitif hiicre diizeyleri gegici bir siire i¢in belirgin bicimde diismiis, fakat

iki y1illik takip stiresinde firsat¢t infeksiyon ya da sekonder malignite gdzlemlenmemistir (54).

Pentostatin (4 mg/m2 1V 2 haftada bir, 6 hafta boyunca) ve IFN-o’nin (3 milyon
tinitesc, haftada li¢ kez) karsilagtirildigi bir calismada TR oranlart %76 ve %11 olarak
saptanmigtir. TR saglanan pentostatin alan hastalarinda genel ve niikssiiz sagkalim oranlari
%87 ve %76 olarak bulunmustur. Pentostatinle TR prediktorleri, yiiksek hemoglobin
konsantrasyonu, erken yas ve splenomegali olmamasidir. Hastalarin ortalama dokuz yillik
takibinde, %83 hastanin hala hayatta oldugu ve TR saglanan hastalarin %18’inin niiks ettigi
goriilmiistiir. Dokuz yillik takipte goriilen 40 6liimiin sadece 3 tanesi THL ile iligkilidir, ve

mortalite riskinde istatistiksel olarak artis saptanmamustir (55).
Tam Remisyonun Tanim

Kiir saglanmasa da, semptomlarin bulunmamasi, fizik muayenede organomegalinin
ortadan kalkis1 ve Hb>12 g/dL, trombosit> 100 x 109/L, notrofil> 1.5x 109/L olmasi, THL
hiicrelerinin periferik kan ve kemik iliginde morfolojik olarak tespit edilememesi tam

remisyon olarak kabul edilmektedir.
Purin Analogunun Se¢imi

Onceden tedavi gdrmiis ya da gdrmemis THL hastalarmin biiyiik bir kism1 hem tek
sikliis kladribin, hem de birkag siklus pentostatin ile remisyona girer (39). Ortalama 16 yil
stireyle 233 hastanin izlendigi bir c¢alismada; kladribin ve pentostatinle saglanan cevap

oranlar1 %100 ve %96, TR oranlar1 %76 ve %82, 10 yillik sagkalim %100 ve %92’dir (41).
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Tam remisyon saglanan hastalarda sagkalim siiresi parsiyel remisyondakilere gore onemli

derecede daha uzundur (14 vs. 5.5 yil).

Kladribin ve pentostatinle saglanan benzer olumlu sonuglara ragmen, kullanimin
kolaylig1 ve yan etkilerinin daha hafif olusu nedeniyle kladribin ilk basamak tedavide daha
cok tercih edilmektedir. Hangi ajanla daha az sekonder malignite riski gelistigi ise

bilinmemektedir.
Yan Etkiler

Her iki purin analogu da uzun siireli immunosupresyona neden olurlar. Pentostatin, T
hiicre sayisin1 B ve natural killer (NK) hiicrelere gére daha fazla diistiriir. Mutlak CD4+ ve
CD8+ hiicrelerin sayist 200/mikroL’nin altina kadar diiser, ve diisiiklik pentostatin
kesildikten sonra altt aya kadar devam eder. CD4+ hiicrelerin normal degerlerine
pentostatinden sonra ortalama 54 haftada, kladribinden sonra 40 haftada dondiigiinii

saptamistir (56, 57).

Tedavi ile agir bir immunosupresyon olusmasina ragmen, tek tiikk goriilen herpes
zoster infeksiyonlar1 disinda firsatc1 infeksiyonlara pek rastlanmaz. Baska bir endikasyonla ek
olarak steroid kullanan hastalara, Pneumocystis carinii pndmonisi profilaksisi verilmesi

diisiiniilebilir (33, 39).

2.1.8.3.2. Tedavi Sonrasi Rezidiiel Hastalik

Purin analoglan ile basarili sonuglara ulasilmasinin ardindan, kontrol kemik iligi
biyopsileri ile MRH varligi arastirilmistir. MRH anti-CD20 boyamasi ile saptanabilir. Bu
yonteme dayanilarak remisyondaki hastalarin %13-53’{inde rezidiiel hastalik saptanmuistir.
Fakat bu durumun niikse yol a¢ip agmadigi bilinmemektedir (58). Polimeraz zincir reaksiyonu
ile yapilan incelemelerle, morfolojik ve hatta akim sitometrik ¢alismalarla remisyonda kabul
edilen hastalarda malign klon hiicrelerinin bulundugu gosterilmistir. Rituksimab ve
kladribinin kombine edildigi hastalarin bir kisminda rezidiiel hastaligin eradike edildigi
goriilmiistiir fakat bu stratejinin uzun donemde hastaliksiz sagkalima etki edip etmedigi

bilinmemektedir (59).
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2.1.8.4. Direncli veya Niiksetmis Hastaligin Tedavisi
2.1.8.4.1. Direncli Hastahk

Tedavi goren THL hastalarin yaklasik %4’ tedavilerden yarar gérmemekte ve
%20’ye yakin bir oraninda da sadece parsiyel remisyon saglanabilmektedir. Bu vakalar igin,
diger purin analoguna ge¢is, IFN-a, splenektomi ya da B hiicre antijenlerine yonelik
monoklonal otoantikorlarin purin analoglar1 ile kombinasyonu gibi tedavi segenekleri

diisiiniilebilir (41, 42, 51).

2.1.8.4.2. THL-varyanti

THL-v vakalan standart tedavi rejimlerine direnglidir. Bu hastalarda veriler kisitl
olmakla beraber, monoklonal antikorlar (alemtuzumab, rituksimab, BL-22 v.b.) denenebilir
(27, 38).

2.1.8.4.3. Niiks Etmis Hastalhik

Ortalama 12.5 yillik gbézlem siiresine sahip bir ¢alismada purin analoglari ile tedavi
sonrast niiks oranlar1 kladribin ve pentostatin ile %48 ve 42 olarak hesaplanmistir (42). Niiks
etmis THL hastalarinda, purin analoglar ile ikinci bir siklus ile tedavi Onerilir. Hastalarin
%70’inde tam remisyon saglanir (39, 41, 42, 46, 49, 55). Ikinci ya da ii¢iincii kez tedavilerle
cevap oranlar1 %97-100’lere kadar yiikselse bile, TR oranlar1 ve hastaliksiz sag kalim siireleri

her tedavi siklusu ile giderek azalmaktadir (41)

2.1.8.4.4. Monoklonal Antikorlar

Ortalama 12.5 yillik gozlem siiresince hastalarin takip edildigi bir calismada purin
analoglari ile tedavi sonrasi niiks oranlar1 kladribin ile %48 ve pentostatin ile %42 olarak
bulunmustur (42). Niiks etmis THL hastalarinda, ayni purin analogu ile ikinci bir tedavi
onerilir. Hastalarin %70’inde tam remisyon saglanir (39, 41, 42, 46, 49, 55). Ikinci ya da
ticlincii kez tedavilerle cevap oranlar1 %97-100’lere kadar yiikselse bile, her tedavi siklusu ile

TR oranlar1 ve hastaliksiz sag kalim siireleri giderek azalmaktadir (41)

2.1.8.5. Klinik Cahismalar

THL tedavisi i¢in bir¢cok ajan su an denemekte ve iiretilmektedir. Daha 6nce BRAF
mutasyonu pozitif saptanan solid tiimorlerde kullanilan BRAF inhibitorii vemurafenib; BRAF
mutasyonu saptandiktan sonra 2012 ve 2013 yillarinda tedaviye refrakter hastalar {izerinde

giinlik infuzyonlar seklinde uygulanmis, hastalikta remisyon saglanmistir. Vemurafenib ile
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toplam tedavi siiresi 53 ve 51 giin siirmiistiir. Tedavinin bitiminin ikinci ayinda kemik iliginde
tiiylii hiicrelerde goreceli artis gozlemlenmis fakat sitopeni gelisene dek tedavi verilmemesi
planlanmistir. Tedavi kesilmesine yol acacak yan etki goriilmemistir. BRAF inhibitdrleri ile
tedavide uzun vadeli sonuglar ve yan etki profilinin arastirilmasi i¢in baska klinik ¢alismalara

ihtiya¢ vardir (11,63).

2.1.8.6. Sekonder Malignite Gelisimi

THL tedavisi sonrasi sekonder malignite gelisimi riski konusunda fikir birligi yoktur.
Bildirilen sekonder maligniteler; malign melanom, prostat kanseri, gastrointestinal kanserler
ve Hodgkin disi lenfomalardir. Purin analoglar1 ile yapilan c¢aligmalarin istatistiksel
analizlerinde sekonder malignite gelisiminde risk artis1 saptanmamistir. BRAF mutasyonunun

sekonder malignitenin gelisiminde etkisi arastirilmay1 bekleyen bir alandir (16).

2.1.8.7. Prognoz

Son 30 yil igerisinde, yeni tedavilerin kullanilmaya baglanmasi ile THL prognozunda
onemli ilerlemeler goriilmiistiir. 1973-2008 yillar1 arasinda THL tanist konulmus 3300’den
fazla hastay1 igeren biiyiik bir veri tabani analizinde; bu siire zarfinda 6liim riskinin %85
oraninda azaldig1 goriilmiistiir. Ileri yasta ve zenci olmak hastalik i¢in bagimsiz risk faktorleri
olarak kabul edilmistir (64).

2.2. BRAF GENIi, AKTIVASYON MEKANIZMASI VE BRAF V600E MUTASYONU

BRAF geni ilk kez 2002 yilinda, malign melanom hastalarinda, onkogen olarak
tanimlanmistir (9). BRAF; mitojenle aktive olan protein kinaz/ekstraseliiler sinyalle regiile
kinaz (MAPK/ERK) yolaginda gorevli bir serin/treonin protein kinazdir. BRAF mutasyonu
bircok kanserde saptanmistir. Mutasyonun saptanmast BRAF inhibitorlerinin  klinikte
kullanimina olanak vermistir. Asagidaki tabloda, BRAF ile ilgili arastirmalarin 6zeti

sunulmaktadir (65).
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Sekil 4: BRAF arastirmalarinin kisa tarihi (66)

2.2.1. Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK) Sinyal iletim Yolag

MAPK yolaginda gorevli bu proteinler mitojenle aktiflenen protein kinazlar siiper
ailesinde yer alirlar. Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre
membranindan ¢ekirdege bilgi aktarilmasinda ¢ok Onemlidir. Bu sinyal iletim yolaklari
embriyogenez, hiicrenin yasamasi, ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptozun diizenlenmesinde

rol almaktadir (67).

Pek ¢ok biiylime faktorii ve hormonu gibi hiicre dis1 sinyal proteini hiicre igine sinyali
reseptor tirozin kinazlar araciligiyla iletir (EGF, PDGF, IGF-1). Bir sinyal proteininin ligand
baglanma bdlgesine baglanmasiyla hiicre i¢i tirozin kinaz bdolgesi otofosforilasyonla
aktiflenmekte ve Grb-2, sos gibi adaptor proteinler araciligi ile monomerik GTPaz ailesinden
olan RAS protenini aktiflestirmektedir (66, 67).

MAPK yolag: hiicre yiizey reseptorlerinden aldigi sinyalleri gen ekspresyonunu
diizenleyen transkripsiyon faktorlerine iletir. Ayni zamanda apoptoza katilan pek c¢ok
proteinin aktivitesini de diizenler. BCR-ABL gibi translokasyonlarla, Flt-3, Kit, Fms gibi
sitokin reseptorlerindeki mutasyonlarla veya EGFR gibi normal tip veya mutant tip
reseptorlerin asir1 eksprese edilmesi sonucu cesitli tiimorlerde MAPK yolagi aktive olur.
Proteinlerin fosforillenmesi ile aktive veya inaktive edilen pek cok kinaz, transkripsiyon
faktorleri, apoptotik diizenleyici ve kaspaz yikict aileleri iceren bu karmasik yolak iizerinde

halen ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir (66, 67).
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Reseptor
tirozin kinazlar

Z

itoplazma ve niikleusta ERK hedefleri

Sekil 5: Mitojenle aktive olan protein kinaz/ekstraseliiler sinyalle regiile kinaz
yolag1 (MEK/ERK). Ligand reseptor tirozin kinaza bbbaglandiktan sonra RAS aktive
olur, ardinda RAF-MEK-ER foforilayon kaskad aktiflenir. ERK sitozol ve nukleusta

proteinleri fosforile eder (66).

Bu yolagin iist kademelerinde yer alan membran reseptorlerinden RAS ve BRAF
genlerindeki veya RAF aktivitesini diizenleyen diger yolaklardaki (6rn. PI3K, PTEN, Akt)
mutasyonlar sonucu insan kanserlerinde MAP kinaz yolagi anormal bi¢imde aktif olur.
Dolayistyla MAPK yolag: yeni ilaglarin gelistirilmesi agisindan ¢ok dnemli bir yere sahiptir.
RAS, RAF, MEK ve alt kademelerdeki diger hedef molekiillerin inhibitorleri gelistirilmistir
ve klinik ¢aligsmalar halen devam etmektedir (66, 67).

2.2.2. RAS proteini

Membrana kovalent olarak bagli bulunan RAS, guanin difosfat (GDP) bagli iken
inaktif; guanin trifosfat (GTP) bagli iken aktiftir. RAS proteini gen regiilasyonu ile hiicre
cogalmasi ve farklilagmasinda rol oynamaktadir. Mutant RAS geninin hiperaktif tirtinii stirekli
GTP bagl formda kalmakta ve tiimor gelisimine neden olmaktadir. Insan tiimé&rlerinin
yaklasik %30’unda RAS mutasyonu bulunmaktadir. GTP baglayip aktif hale gecen RAS
proteini RAF proteinini sitozolden plazma membranina ¢ekmekte ve hem protein-tirozin, hem
de protein-serin/treonin kinazlari fosforilleyerek aktive etmektedir. Ayrica asagi dogru bir seri

serin-treonin kinazin fosforilasyonunu baslatmaktadir (67).
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2.2.3. RAF Kinaz

RAS’m ilk ve en iyi tanimlanan alt kademe effektérii RAF’tir. RAF serin/treonin
kinaz ailesinin C-RAF, A-RAF ve B-RAF olmak tizere 3 izoformu vardir. Her bir izoformda
korunmusg olan CR1, CR2, CR3 ortak bolgeleri ve ¢esitli diizenleyici fosforilasyon bolgeleri
vardir. CR1 RAS’a baglanma bolgesidir. CR2, S259 (serin) kalintisindan Akt veya protein
kinaz A ile fosforillenerek RAF aktivitesinin negatif olarak diizenlendigi bolgedir. CR3,
S338, Y340, Y341 kalintilarindan fosforillendiginde RAF aktivitesinin attirdig1 kinaz
bolgesidir. RAF izoformlart hiicreye spesifik ekspresyonlarina, kinaz aktivitesinin siddetine
gore farkliliklar gosterirler ve hem tek baslarina, hem de birlikte diizenleyici fonksiyonlar

yerine getirirler (67).

2.2.4. BRAF

BRAF (v-Raf fare sarkomu viral onkogen homologu B1) insanlarda BRAF geni
tarafindan kodlanir. Tiim RAF kinazlarin icinde MAP kinaz yolaginin en giiglii aktivatorii
BRAF’tir. BRAF geni, 7. kromozomun uzun kolunda (7q34) yer alir ve 18 adet ekzon
icermektedir. BRAF “aktive edici” missense nokta mutasyonlar1 11. ve 15. ekzonlarinda yer
alir, T1799A transversiyon mutasyonu BRAF mutasyonlarinin %80’den fazlasindan
sorumludur. TI799A mutasyonu protein iiriiniinde V60OE (6nceki ismi V599E) amino asit
degisimine ve dolayist ile BRAF kinazin siirekli aktif kalmasina neden olur. BRAF V600E
mutasyonunun onkojenik ve transforme edici etkisi gosterilmistir. Ilk kesfinden bu yana
BRAF mutasyonlarinin ¢esitli insan kanserlerinde degisik sikliklarda bulundugu bildirilmistir.
En sik THL de olmak {izere (%100), azalan siklikla, pilositik astrositom, Langerhans hiicreli
histiyositoz, papiller tiroid kanseri, malign melanom ve diisiik gradli over kanserlerinde
saptanir. V60OE mutasyonu disinda malign melanomda V600K, V600R ve V600D gibi nadir
mutasyonlar da saptanmistir (4, 5, 6, 7, 8, 9, 66).

BRAF mutasyonlari, genellikle belli bir kanser tiirlinlin tek bir alt tipinde
saptanmaktadir. Biitiin tiroid kanserleri arasinda sadece papiler tiroid karsinomunda, B hiicreli
lenfoid maligniteler icerisinde sadece THL’de pozitif saptanmistir. V60OE mutasyonunun
THL’de hastalik tanimlayict oldugu kanitlandiktan sonra, MEK ve ERK proteinlerinin
fosforile halinin THL’de gosterilmesi ile bu mutasyonla MAPK yolaginin aktiflendigi
kanitlanmistir (23). THL yi taklit eden THL-v, SMZL gibi hastaliklar basta olmak tizere diger
B hiicre kokenli krinik lenfoproliferatif hastaliklarda bu mutasyonun bulunmamasi hastalik

tanisinda kolaylik saglayacaktir. Ayrict purin analoguna ve interferon-a’ya direncli vakalarda
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BRAF inhibitorleri vemurafenib ve dabrafenibin remisyon sagladigi gosterilmistir (10, 11, 63,

65).

BRAF mutasyonunun saptanmasinin ardindan, su ana dek THL arastirmalarinda
kullanilan hiicre dizilerinin BRAF mutasyonu tasimadigi gosterilmis, c¢alismalarda

kullanimlarinin yarari tartisilmaya baslanmistir (66).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. HASTALAR VE TAKIP

Bu calisma Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklai ABD Hematoloji Bilim Dali
Poliklinigi ve Molekiiler Hematoloji Laboratuvarinda yapildi. istanbul Universitesi Etik
Kurulu tarafindan onaylandi ve Istanbul Universitesi Arastirma Fonu (Proje No:26944)

tarafindan desteklendi.

Calismamiza Temmuz 2012 ve Haziran 2014 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklart ABD Hematoloji Polikliniginde yeni tan1 konmus veya
takibi yapilan 22 THL hastast alindi. Hastalara ve kontrollere ¢aligma hakkinda bilgi verildi
ve goniillii olduklarina dair aydinlatilmis onamlari alindi. Rutin tetkikleri sirasinda kan

verirken bir de ¢calisma i¢in kan vermeleri istendi.

Hastalarin eski laboratuvar kayitlari ve klinik verilerine ve bilgisayar kayitlarina
bakilarak bilgileri elde edildi. Hastalarin splenomegali boyutu, hemoglobin 16kosit, trombosit

sayimlari, kemik iligi biyopsi bulgulari, immunofenotiplemeleri ve hastalarin son durumlari
kaydedildi.

Kontrol grubu olarak daha 6nce hematoloji polikliniginde takibi yapilan B hiicreli

kronik lenfoproliferatif hastaligi olan 10 hasta kullanildu.

Hastalardan ve saglikli kontrollerden alinan kan 6rneginden Molekiiler Hematoloji
Laboratuvari’nda dncelikle DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA’da RT-PZR yontemi

ile BRAF mutasyonunun varligi ya da yoklugu saptandi
3.2. METOD

3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu igin, aliman periferik kan o6rneginden kit kullanim
kilavuzunda belirtilen sekilde DNA izole edildi (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim,
Almanya). Izolasyon sonrast DNA miktar tayini 260 nm’de spektrofotometrik dlgiimlerdeki

absorbans oranlaria gore belirlenmistir.

On hazirlik: Yikama Tamponu II (mavi kapakli)’ye 40ml mutlak etanol eklendi.

Yikama Tamponu I (siyah kapakli)’e 20ml mutlak etanol eklendi.
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Fankon tiipiine 200 pl (minimum) kemik iligi veya periferik kan, 200 pl binding
buffer ve 40 ul proteinaz K konularak karistirildi ve 70 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi.

Inkiibasyon sonrasinda isopropanol (100 ul) alkol eklenerek kisa bir vorteks
uygulandi.

Toplama tiiplerinin i¢ine “High Pure Filter tiipleri” (kolon) yerlestirildi.

Her bir 6rnek kolonlara pipetlendi (kolonlarin kapasitesi maksimum 700 pl dir).
8.000 g’de 1dk santrifiij edildi.

Toplama tiiplerinde biriken siv1 atildu.

500 pl (sabit miktar) inhibitor removal buffer eklendi.

8.000 g’de 1dk santrifiij edildi.

Toplama tiiplerinde biriken siv1 atild1.

500 pl (sabit miktar ) wash buffer eklendi. Bu islem 2 defa tekrarlandi.

8000g de 1dk santrifiij edildi.

2dk maksimum devirde santrifiij edildi.

Toplama tiiplerinde biriken siv1 atild1.

Kolonlar 1,5ml lik steril, kapakli, Dnase/RNase Free mikrosantrifiij tiliplerine
konuldu.

50-100 pl “Elution Buffer” eklendi.

1 dk 8000 g’de santrifiij edildi.

Tiipiin icine siiziilen elution buffer ¢ekilip tekrar kolona yiiklendi (eger kolonda
DNA kalmigsa 2 kere bu islem yapilarak iyice siiziilmesi saglanmis olunur).

1 dk 8000 g’de santrifiij edildi.

. Kolonlar atildu.

3.2.2. Elde Edilen DNA’min Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA orneklerinde konsantrasyon ve miktar tayini yapmadan once her

ornekten 20 pl almarak tizeri 380 pl 0.5X TE tamponu ile tamamlandi ve bu sekilde 1/20

diliisyonu

saglandi. Bu diliisyon 6rneklerinin daha sonra spektrofotometrede 260 nm ve 280

nm dalga boylarinda optik dansite dl¢timleri yapildi.

Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan 6l¢timlerle DNA’nin

saflig1 ve

konsantrasyonu belirlendi. 50pg/ml ¢ift iplik¢ikli DNA iceriginin 260 nm dalga
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boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260 nm’deki 6l¢lim degeri asagidaki

formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: ODg X 50pg/ml X Sulandirma orani

DNA o6rneklerinin safligit ODjgo/ OD-go orani kullanilarak belirlendi. Yeterince iyi
saflikta kabul edilen DNA’nin ODjgp/ ODogy degeri yaklasik 1,8’dir. Ortamda fenol veya
protein mevcutsa bu oran 1,8’den kiigiik olacaktir. ODygo/ OD2gp degeri 2°den biiyiikse

ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

3.2.3. BRAF V600E Mutasyon Analizi

Hasta grubundan alinan 5 ml perifer kan1 6rneginden DNA izolasyon kitiyle elde
edilen DNA orneklerinde spektrofotometrik olarak saflik ve konsantrasyon tayini yapildiktan

sonra Real-Time PZR yontemi ile mutasyon varligi yada yoklugunu tespit edildi.

3.2.3.1. PZR’de Kullanilan Kimyasal Maddeler

DNA Taq polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas EPO402)

PZR reaksiyonundaki konsantrasyonu 2,5 U olacak sekilde 50 ul’lik PZR karisimina 0,5 ul
eklendi.

10 X Tag PZR Tamponu (NH4)SO4’1ii (Fermentas EPO402)

Tris-HCI’den 100 mM (pH 8,8, 25°C’de), 500 mM KCl ve %0,8 Nonidet P40 iceren 10X
Taq PZR tamponundan 50 pl’lik PZR karisimina 5 ul eklendi.

MgCl2 (25 mM/ml, Fermentas EPO402)

50 ul’lik PZR karisimina 1,6 pl MgClz eklendi. dANTP’ler (100 umol/ml)(Fermentas R0171)
dNTP’lerden (dATP, dGTP, dCTP, DTTP) 10’ar pul alinip (toplam 40 pl) 1 mI’lik tiipe konuldu ve
tizerine 960 ul distile su eklenerek (dH20) 1000 pl 1 mM’lik ANTP karisimi hazirlandi ve -
20°C’de saklandi. 50 pl’lik PZR karisimina 3 pl eklendi.

3.2.3.2. BRAF Geni I¢in Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

BRAF geninin 15. ekzonunda ortaya ¢ikan BRAF V600E mutasyonunun belirlenmesi
icin gen bdlgesini ¢ogaltmada kullanilan primerlerin dizisi asagida verildigi sekildedir. Bu

primerler insan genom veritabanlari kullanilarak dogrulanmig primer dizileridir.
Ileri Primer 1: 5°- TAG GTG ATT TTG GTC TAG CTA CAG T-3’
Ileri Primer 2: 5°- GGT GAT TTT GGT CTA GCT ACA AA-3’

Geri Primer: 5> GGC CAA AAA TTT AAT CAG TGG A-3°
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BRAF geninin 15. ekzonunun ¢ogaltilmasi i¢in PZR karisim1 asagidaki gibidir:

50 ul’lik karistim; dH20 33ul, ANTP 3 pl, PZR tamponu 5 ul, MgCI12 1,6 ul, her bir
primerden 0,5 pl, Taq polimeraz 0,4 pl. Normal tip ve mutant tip ekzon 15’1 ¢ogaltmak {izere
her 6rnek i¢in ikiser tiip hazirlandi. Normal tip i¢in ileri primer 1; mutant tip i¢in ileri primer
2 kullanildi. Ikisinde de ayni geri primer kullanildi. Taq polimeraz eklendikten sonra tiip
icindeki bilesenler pipetleme islemi ile karistirildi. Ornek sayis1 kadar 0,2 m1’lik tiiplere 44 pl
PZR karisimi konuldu. Daha sonra her tiipe 6 ul DNA (30-100 ng) eklendi. Tiipler PZR

cihazina yerlestirildi.

3.2.3.3. PZR Sartlan

BRAF geninin 15. ekzonunun ¢ogaltilmasinda kullanilan primerler i¢in baglanma 1s1s1

58°C olarak saptanmistir. Optimize edilmis PZR sartlar1 Tablo 3’de gosterilmistir.

Tablo 3: PZR Sartlar

94 °C
94 °C
58 °C 45 dongii
72°C
72°C
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4. BULGULAR

Calismamiza Temmuz 2012 ve Haziran 2014 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi
Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 ABD Hematoloji yeni tan1 konulmus ve remisyondaki
22 hasta almmustir. Kronik lenfoproliferatif hastalik tanili 10 hasta kontrol grubu olarak
almmistir. THL hastalarinin medyan yas1 45 (38-73) idi. Hastalarin %82’si erkek, %18’1
kadindi. Erkek /kadin orani 4.5 olarak bulundu. Hastalarin 10 (%45) tanesi yeni tan1 konmus,
12 tanesi onceden tedavi gérmiis remisyonda olan hastalardi (%55). Hasta bilgileri tablo 4 ve

5’te verilmistir.
Kontrol grubundaki hastalarin hi¢gbirinde BRAF V600E mutasyonu saptanmadi.

Yeni tani konan ve tedavi Oncesi perifer kani analizi yapilan 10 hastanin 8’inde
mutasyon saptandi. Mutasyon saptanmayan bir hasta (Hasta 1), kemik iligi ve akim sitometri
sonuglart THL ile uyumlu olmasina ragmen, kladribin tedavisi sonrasi remisyona girmedi,
uzun siire ndtropenik kalan hasta akciger mantar infeksiyonu nedeniyle kaybedildi (Hasta 1).
Mutasyonun negatif saptandigi diger hastanin ise diger 9 hastanin aksine basvuru sirasinda
l6kositozu mevcuttu. Biyopsi ve akim sitometri bulgular1 THL ile uyumlu olan hastanin
Kladribin tedavisi sirasinda komplikasyon yasanmadi, takiplerine dis merkezde devam ettigi
icin bilgilerine ulasilamadi (Hasta 7). Hastalarin hepsinde purin analogu olarak kladribin
tercih edildi. Tedavi sonrasi alt1 hastanin bes tanesine febril nétropeni (Hasta 1, 3, 6, 9, 10),
bir tanesine idrar yolu infeksiyonu tanisiyla genis spektrumlu antibiyoterapi basland1 (Hasta
2). Bir ilaca bagl deri dokiintiisii gelisti (Hasta 4). Bir hastada taburcu edildikten sonra
poliklinik takibinde zona zoster infeksiyonu gelisti (Hasta 10). On hastanin 2’si enfeksiyonlar
sebebiyle 6ldii (Hasta 1 ve 3). Mutasyonu pozitif saptanan hasta uzamis febril noétropeni
sonrasi septik sok tablosu ile kaybedildi (Hasta 3). Sekiz hastada kladribin tedavisi ile tam

remisyon ve mutasyonda negatiflesme saglandi.

Remisyonda takip edilen 12 hastanin hicbirinde ilk tedaviler dncesi mutasyon varlig
bilinmemekteydi. Bir hasta hari¢ hepsi tipik bir tablo ile prezente olmustu. Bir hastaya sag
femurdaki litik lezyondan alinan biyopsi sonrasi tani konulmustu, periferik kan tablosu
normal olmasina ragmen iki tarafli kemiki iligi biyopsilerinde infiltrasyon saptanmist1 (Hasta
21). En eski tanili hasta hari¢ diger hastalar ilk basamakta kladribin tedavisi almisti Bir
hastada remisyon saglanmis olmasina ragmen hipersplenizm nedeniyle splenektomi yapilmisti

(Hasta 16). En eski tanili hastaya kladribin 6ncesinde splenektomi ve IFN-a verilmisti (Hasta
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12). Bir hastaya rituksimab verildi (Hasta 18). Dort hasta takiplerinde niiks gelismesi
nedeniyle ikinci kez kladribin tedavisi almig, remisyonda takip edilen hastalardi (Hasta 12,
17, 19 ve 21). Sag femurdaki litik lezyonun biyopsisi ile tani1 konulan hastaya kladribin
tedavisi oncesinde bolgesel radyoterapi uygulanmisti, tedavisi PET-FDG goriintiilemesi ile
yonlendirilmekteydi (Hasta 21). BRAF V600E mutasyonu 4 hastada pozitif saptandi (Hasta
16, 18, 19 ve 22). Bunlardan bir tanesi ilk tedavi sonrasi kismi remisyona giren, 2001°de
kemik iligi biyopsisinde niiks bulgular1 saptanan fakat sitopenisi olmamasi nedeniyle
tedavisiz takip edilen, zamanla semptomlarin ve sitopenilerin gelismesi nedeniyle tedavi
planlanan bir hastaydi. Onceki kladribin tedavisi sonrasi otoimmun hemolitik anemi gelismesi
nedeniyle, kladribin verilemedi. Hastaya 4 kiir rituksimab verildi, sitopenileri diizelmeyen

hastanin yakin takibi devam etmekteydi (Hasta 18).

Toplam dort hastada BRAF mutasyonu saptandi. Mutasyonun pozitif saptandigi 2 hasta
klinik ve laboratuar olarak tam remisyondaydi (Hasta 16, 22) Kladribin tedavisi sonrasi
takiplerinde niiks saptanan bir hastada mutasyon pozitifti, ikinci kiir kladribin ile tedavi
sonrasi alinan perifer kaninda mutasyon negatiflemisti (Hasta 21). Sadece bir hastada
takiplerinde sekonder malignite gelisti (Hasta 12). Lenfosit hakimiyetinde 16kositozu olmasi
nedeniyle yapilan periferik yayma ve akim sitometri bulgulart T hiicreli KLL ile uyumlu olan
hastada, BRAF V600E mutasyonunun da negatif saptanmasi, tablonun THL niiksii

olmadiginin anlagilmasinda yardimci oldu.
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Tablo 4: Yeni tan1 konan hastalar

YAS  CINSIYET KEMIK ILIGI BULGULARI (D20 CD103 CD25 (CD1lc BRAFVGOOE  TEDAVI YAN ETKI HASTALIGIN DURUMU
39E TRAP + + + + + - Kladribin Febril notropeni Remisyona girmedi, febril ndtropeni, eksitus
73E TRAP Anneksin + + + + + + Kladribin IYE Remisyonda
72 K TRAP Anneksin + + + + + + Kladribin Febril notropeni Febril ndtropeni nedeniyle eksitus
58 E TRAP Anneksin + + + + + + Kladribin Deri dokuntisi Remisyonda, tedavi sirasinda febril ndtropeni
52 E TRAP Anneksin + + + + + + Bilinmiyor - Bilinmiyor
51K TRAP Anneksin + + + + + + Kladribin Febril nétropeni Remisyonda
39 E TRAP Anneksin + + + + + Kiadribin Ates Bilinmiyor
64 E TRAP Anneksin + + + + + + Kladribin - Remisyonda
48 K TRAP Anneksin + + + + + + Kladribin Febril notropeni Remisyonda
43 K TRAP Anneksin + + + + + + Kladribin Febril ndtropeni Remisyonda

Zona zoster
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Tablo 5: Remisyondaki hastalar

YAS  CINSIYET KEMIK ILIGI BULGULARI (D20 |CD103 CD25 (CD1lc BRAFVG00E  TEDAVI HASTALIGIN DURUMU
64 E TRAP + + - Kladribin Remisyonda
47 E TRAP + + - Splenektomi, IFN-a, 2xKladribin Remisyonda, T hiicreli KLL gelismis
44 E TRAP + + - Kladribin Remisyonda
55 E TRAP + + - Kladribin Remisyonda
45 E TRAP + + - Kladribin Remisyonda
49 E TRAP + + + Kladribin + splenektomi Remisyonda
50 E TRAP + + - 2 x Kladribin Remisyonda
47 E TRAP + + + Kladribin, 4 kir rituksimab Kismi remisyonda
38 E TRAP Anneksin + + + + + + 2x Kladribin Remisyonda
55 E TRAP + + - Kladribin Remisyonda, sekonder eritrositoz gelismis
55 E TRAP Anneksin +, sag femurda litik lezyon - = - - = RT + 2 x Kladribin Remisyonda
45 E TRAP + + + + + + 2 x Kladribin Remisyonda
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5. TARTISMA VE SONUC

THL, nadir goriilen bir kronik lenfoproliferatif hastaliktir. Klinik, kemik iligi biyopsisi
ve akim sitometri bulgulariyla diger B hiicreli lenforproliferatif hastaliklardan farklilik
gosterir. Etiyolojisi diger hematolojik hastaliklar kadar iyi aydinlatilabilmis degildir. Son 25
yilinda tani ve tedavisinde yasanan gelismeler ile prognozda 6nemli ilerlemeler kat edilmistir.
2011 yilinda, BRAF V600E mutasyonu THL hastalarinin hepsinde pozitif saptanmisken, diger
B hiicreli kronik lenfoproliferatif hastaliklarda mutasyonun var olmadigi goriilmistiir.

Ardindan, THL patogenezini aydinlatmay1 amaclayan bir¢ok ¢aligsma yapilmaya baglanmistir.

Calismamizda, yeni tan1 konan ve remisyondaki hastalarin perifer kaninda BRAF
V600E mutasyonu varligi aragtirilmistir. Hastalarin %82’si erkek, %18’i kadin ve ortalama

yas 45°tir. Bu bulgular, daha 6nce yayinlanmig demografik verilerle benzerlik gostermektedir

(3).

Calismaya alinan yeni tan1 konmus THL hastalarinda, klinik veriler, patoloji ve akim
sitometri bulgularinin THL i¢in tipik oldugu vakalarda mutasyon pozitif saptanmistir.
Bulgularin tipik oldugu vakalarda, perifer kaninda BRAF mutasyonu bakilmasi gerekli
olmayabilir. Tanmida zorluk yasanan, tedaviye direncli vakalarda mutasyon varliginin

arastirilmasi yardimei olacaktir.

Kladribin tedavisi sirasinda %60 oraninda ates gOriilmiistiir. Bu oran, daha once
bildirilen ¢aligmalara gére daha siktir. Hastalarin hepsine genis spektrumlu antibiyoterapiler
baslanmis, takiplerinde ates gerilemistir. THL’de teorik olarak infeksiyonlara yatkinlik
oldugu diisiiniilmekte, fakat yurtdis1 kilavuzlarda antibiyotik profilaksisi onerilmemektedir
(33). Tiirkiye’de tan1 konulan THL hastalarina purin analogu tedavisi ile birlikte antibiyotik

profilaksisi verilmesi uygundur.

Klinik ve laboratuar olarak remisyonda olan 10 hastanin 2 tanesinde (%20) mutasyon
pozitif saptanmistir. Daha once tedavi almis ve mutasyonun pozitif saptandigi bir hastada
niiks gelismig, Obiir hastanin ise kismi remisyonda oldugu goriilmiistiir. Bu hastalarin
molekiiler olarak tam yanith olmadiklar1 disiiniildi. Remisyonda olan hastalarda BRAF
mutasyonu bakilmasma niiks ya da tedavi basarisizligi sliphesi olmadigi siirece gerek
olmayabilir. Kladribin ve rituksimab tedavileri sonrasi halen sitopenileri diizelmemis olan

kism1 remisyondaki hastaya BRAF inhibitorii verilmesi diisiiniilebilir.
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Sonug olarak, BRAF V600E mutasyonun tayini, THL tanisinin konmasinda yardimci
olabilir, negatif saptanmasi durumunda THL dist B hiicreli kronik lenfoproliferatif
hastaliklara yonelmek gerekir. Remisyondaki hastalarda ise tam molekiiler yanitin

arastirilmasinda kullanilip kullanilamayacagi arastirilmay1 bekleyen bir konudur.
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