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POPIS KRATICA

ANC absolute neutrophil count, apsolutni broj neutrofila

BBA binding buffer, vezujuci pufer

BRAF B-Raf protoonkogen

CLD cell lysis buffer, pufer za lizu stanica

CR complete response, potpuni odgovor

CWD column wash solution, otopina za ispiranje kolone

FDA The Food and Drug Administration, Americka agencija za hranu i lijekove

HCL hairy cell leukemia, leukemija vlasastih stanica

HCL-C classic hairy cell leukemia, klasi¢na leukemija vlasastih stanica

HCL-V variant hairy cell leukemia, leukemiji vlasastih stanica slican poremecaj

KKS kompletna krvna slika

MRD minimal residual disease, minimalna ostatna bolest ili minimalno aktivna bolest

ORR overall response rate, ukupna stopa odgovora

PA purine analogues, purinski analozi

PCR polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimerazom

PR partial response, djelomi¢ni odgovor

SDRPL splenic diffuse red pulp small-B cell lymphoma

TL triholeukemija
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1. Sazetak

Mutacija gena BRAF V600E u leukemiji vlasastih stanica
Nikolina Zuljevié
Sveuciliste u Zagrebu
Medicinski fakultet

Leukemija vlasastih stanica ili triholeukemija je rijetka, limfoproliferativna bolest s
malobrojnim cirkuliraju¢im tumorskim stanicama u perifernoj krvi. Trihociti su stanice ¢iji su
citoplazmatski izdanci nalik vlasima te karakteriziraju ovu bolest. TL je kroni¢na tijeka i
sporo progresivna, te dobro reagira na terapiju purinskim analozima koji su standard u
lijeCenju. Bolest uglavnom zahvaca slezenu, a limfni ¢vorovi su posStedeni. TL je povezana s
mutacijom BRAF gena i to s najées¢om mutacijom gena, BRAF V600E. Ta mutacija dovodi
do konstitutivne aktivnosti RAS-RAF-MEK-ERK signalnog puta i do proliferacije stanica.
BRAF mutacije do sad su povezane s brojnim malignomima, a najcesée s melanomom.
Otkri¢e povezanosti triholeukemije s BRAF mutacijom donosi moguénosti za novu terapiju
BRAF inhibitorima, vemurafenibom i dabrafenibom, te pracenje bolesti uz pomo¢ RT-PCR
metode. U ovom istrazivanju analizirano je 15 ispitanika dijagnosticiranin s TL-om u KB
Dubrava, u Zagrebu. Koristeni su uzorci periferne krvi i kostane srzi uklopljene u parafin. U
istrazivanju se utvrdivalo postojanje BRAF V600E mutacije u oboljelih te ocjenjivala uloga
alel specificnog RT-PCR-a u pracenju bolesti i otkrivanju minimalne ostatne bolesti.
Zakljuéeno je da je RT-PCR metoda dovoljno osjetljiva za otkri¢e mutacije u aktivnoj bolesti
te relapsu, a slabije osjetljiva u remisiji bolesti te kod minimalno aktivne bolesti. Pove¢an
postotak limfocita u perifernoj krvi u ispitanika se pokazao kao dobar prediktor utvrdivanja
BRAF V600E mutacije.

Kljucne rijeci: triholeukemija, leukemija vlasastih stanica, BRAF, BRAF V600E, RAS-RAF-

MEK-ERK, vemurafenib, alel specificni RT-PCR



2. Summary

BRAF V600E gene mutation in hairy cell leukemia
Nikolina Zuljevi¢
University of Zagreb
School of Medicine

Hairy cell leukemia, also called trycholeukemia, is a rare lymphoproliferative disorder with
few circulating tumor cells in the peripheral blood. Hairy cells, characteristic of this disorder,
are cells that have hair-like cytoplasmic projections. HCL has a chronic course. It is slowly
progressive and has a good response to the standard treatment with purine analogues. Usually
it affects the spleen, and lymph nodes are spared. HCL is associated with the BRAF gene
mutation, more precisely with the most common, BRAF V600E mutation. That mutation leads
to the constitutive activity of the RAS-RAF-MEK-ERK signal pathway and cell proliferation.
BRAF mutations are related to many malignomas, but most commonly to melanoma. The
discovery of the association between the HCL and the BRAF mutation lead to new possibilites
in the treatment of the disorder, such as BRAF inhibitors, vemurafenib, and dabrafenib, as
well as the possibility to follow up the disease with the RT-PCR method. In our study, 15
patients diagnosed with HCL were analyzed in the Clinical Hospital Dubrava in Zagreb. We
used peripheral blood samples and samples of bone marrow embedded in paraffin. In this
study we tried to detect the BRAF V600E mutation in patients diagnosed with HCL, and we
also evaluated the allele-specific RT-PCR in the follow up of the disease and in the detection
of the minimal residual disease. We concluded that the RT-PCR method is sensitive enough
to detect the mutation in the active disease and in the relapse, but is less sensitive in the
remission and in the minimal residual disease. A high percentage of lymphocytes in the

peripheral blood has proved to be a good predictor of the BRAF V600E mutation.

Keywords: hairy cell leukemia, trycholeukemia, BRAF, BRAF V600E, RAS-RAF-MEK-

ERK, vemurafenib, allele-specific RT-PCR



3. Uvod

3.1. Leukemija vlasastih stanica

3.1.1. Definicija

Leukemija vlasastih stanica ili triholeukemija je rijetka, limfoproliferativna bolest obiljezena
proliferacijom morfoloski karakteristicnih stanica, podrijetla zrelih limfocita B, s
citoplazmatskim izdancima nalik vlasima (Tiacci E i sur., 2006. i 2017.). Leukemija vlasastih
stanica uzrokovana je tockastom mutacijom BRAF gena, zbog koje dolazi do zamjene timina
adeninom te zamjene valina glutaminskom kiselinom na poziciji 600 u BRAF proteinu
(Tiacci E i sur., 2017.). Stoga je ta serin-treonin protein kinaza konstitutivno aktivna i dovodi
do trajne aktivnosti RAS-RAF-MEK-ERK signalnog puta (Tiacci E i sur., 2011. i 2017,
Muller D, 2012.; Falini B i sur., 2016.). Bolest se manifestira pancitopenijom i rijetkim
cirkuliraju¢im tumorskim stanicama u Kkrvi, a u statusu splenomegalijom, odsustvom
limfadenopatije, infiltracijom 1 posljedicnom fibrozom koStane srZi te rjede infiltracijom jetre

I hepatomegalijom (Tiacci E i sur., 2017.).

3.1.2. Epidemiologija i etiologija

Triholeukemija ¢ini oko 2% svih leukemija (Kreitman RJ, Pastan I, 2015.). Incidencija joj je
niska i iznosi 0.3 na 100.000 osoba godisnje. Prevalencija je visa buduéi da bolest dobro
odgovara na terapiju, pa bolesnici dugo zive s dijagnozom ili nakon izljecenja, ali se Cesto
javljaju recidivi. Zato je broj ukupno oboljelih veéi nego broj novooboljelih u nekom
vremenskom razdoblju. (Kreitman RJ, Pastan |, 2015.; Tiacci E i sur., 2017.) TL se cesce
javlja u muskaraca nego u Zena, u omjeru 4:1-5:1 (Troussard X, Cornet E, 2017.). Javlja se

uglavnom u bijelaca i u dobi od oko 50 godina (Tiacci E i sur., 2006.).



Etiologija bolesti nije utvrdena, no smatra se da izlozenost pesticidima, herbicidima, dizelu,
proizvodima od petroleja ili ioniziraju¢em zracenju povecava rizik od obolijevanja (Tadmor
T, Polliack A, 2015.). Nije utvrdena poveznica izmedu pusenja i TL-a, nego je uofen manji

rizik obolijevanja kod pusaca (Tadmor T, Polliack A, 2015.).

3.1.3. Klinic¢ka slika

TL je bolest koja pocinje podmuklo i sporog je tijeka, a prezentira se najées¢e simptomima
slabosti i umora (Cannon T i sur., 2008.; Quest GR, Johnston JB, 2015.). U 80% pacijenata
javlja se splenomegalija, uglavhom masivna, i bol u gornjem, lijevom abdominalnom
kvadrantu, rjede hepatomegalija te izrazito rijetko periferna limfadenopatija (Cannon T i sur.,
2008.; Tiacci E i sur., 2011; Quest GR, Johnston JB, 2015.). Cesto se javljaju oportunisticke
infekcije 1 one su najces¢i uzrok smrti kod leukemije vlasastih stanica (Cannon T i sur., 2008.;
Quest GR, Johnston JB, 2015.; Wierda WG i sur., 2017.). Zbog infiltracije koStane srzi i
fibroze te stoga smanjene hematopoeze, ali i hipersplenizma, javlja se pancitopenija i
simptomi vezani uz anemiju, trombocitopeniju, neutropeniju te monocitopeniju (Cannon T i
sur., 2008.; Quest GR, Johnston JB, 2015.; Wierda WG i sur., 2017.). Limfocitoza u krvi je
prisutna u 7% slucajeva triholeukemije (Quest GR, Johnston JB, 2015.). Bolesnici s TL-om
imaju povecan rizik za razvoj sekundarnih malignoma (Cannon T i sur., 2008.; Troussard X,
Cornet E, 2017.). Rijetke su infiltracije srediSnjeg Ziv€anog sustava, osteoliticke lezije kostiju

I pojava autoimunih poremecaja poput purpure ili artralgije (Quest GR, Johnston JB, 2015.).

3.1.4. Dijagnostika

Dijagnoza se postavlja uglavnom na temelju klinicke slike, KKS-a, razmaza periferne krvi,
imunofenotipizacije proto¢nom citometrijom te biopsije kostane srzi i imunohistokemijskog
bojanja (Wierda WG i sur., 2017.; Cannon T i sur., 2008.). U statusu tipicno nalazimo
splenomegaliju te nema periferne limfadenopatije, u KKS-u nalazimo pancitopeniju, a

razmazom periferne krvi nalaze se karakteristicne stanice s vlasastim izdancima (Grever MR i
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sur., 2017.). Imunofenotipski stanice su CD11C, CD19, CD20, CD22, CD25, CD103,
CD123, CD200 pozitivne, a CD5, CD10, CD21, CD23, CD27, CD79b negativne (Grever MR
i sur.,, 2017.; Cannon T i sur., 2008.; Troussard X, Cornet E, 2017.). Po jedan bod dodjeljuje
se kad je pozitivan neki od markera CD11C, CD25, CD103, CD123, a ukupni zbroj od tri do
Cetiri boda smatra se vaznim za dijagnozu triholeukemije (Troussard X, Cornet E, 2017.).
Biopsijom kostane srzi utvrduje se stupanj infiltracije vlasastim stanicama i stupanj fibroze, a
imunohistokemijskim bojanjem se utvrduje postojanje antigena CD20, CD25, CD76, CD123,
aneksina Al te mutacije BRAF V600E (Grever MR i sur., 2017.; Troussard X, Cornet E,
2017.). Molekularnim testovima, poput alel specificnog RT-PCR, ili imunohistokemijskim
testovima, moze se utvrditi BRAF V600E mutacija, $to je korisno u slu¢ajevima kad nema
odgovora na standardnu terapiju purinskim analozima ili kod brojnih relapsa (Falini B i sur.,

2016.; Grever MR i sur., 2017.).

3.1.5. LijeCenje

Vazno je razlikovati klasi¢nu HCL od bolesti sli¢énih HCL, kao $to su varijantni oblik HCL i
SDRPL, jer imaju razli¢ite mutacije, slabiji odgovor na purinske analoge i zahtijevaju druk¢iji
pristup u terapiji (Troussard X, Cornet E, 2017.). Bolest karakterizira dugo vrijeme remisije s
izglednim relapsima (Getta BM i sur., 2015.). Asimptomatski pacijenti ne zahtijevaju terapiju
ve¢ treba cekati i pratiti ih (Troussard X, Cornet E, 2017.). Terapiju trebaju pacijenti s
izrazenim simptomima, s hematoloskim parametrima: hemoglobin <11 g/dL, broj trombocita
<100 000/uL, ANC <1000/uL, s progresivnom limfocitozom, oportunistickom infekcijom,
simptomatskom organomegalijom ili limfadenopatijom (Troussard X, Cornet E, 2017.;
Wierda WG i sur., 2017.; Grever MR i sur., 2017.). U proslosti su u terapiji koristeni
interferon alfa i splenektomija, no danas su prva linija terapije purinski analozi, pentostatin i
kladribin, koji inhibiraju sintezu DNA i dovode do smrti stanica (Getta BM i sur., 2015.;

Cannon T i sur., 2008.). PA dovode do imunosupresije, ali kladribin nesto vise, pa se ne



koristi kod aktivnih infekcija (Grever MR i sur., 2017.). Kladribin se uobicajeno primjenjuje
kontinuiranom intravenskom infuzijom 0.09-0.1 mg/kg tijekom sedam dana, 0.12-0.14 mg/kg
dvosatnom iv. infuzijom 5 do 7 dana, ili 0.1 mg/kg na dan supkutano 5 do 7 dana, a
pentostatin 4 mg/m? iv. svaki drugi tjedan s ukupno osam do dvanaest doza (Robak T i sur.,
2015.; Sarvaria A i sur., 2015.; Grever MR i sur., 2017.). Smatra se da nema vece razlike u
ucinkovitosti kladribina i pentostatina, te je njihov ORR 90-100%, a CR 80-85% (Getta BM i
sur., 2015.; Falini B i sur., 2016.; Grever MR i sur., 2017.). Cak 90% pacijenata dozivi relaps
nakon devet godina pracenja (Getta BM i sur., 2015.). Danas se splenektomija koristi kad
dode do teske trombocitopenije, a interferon alfa kao dodatna terapiju kod relapsa (Sarvaria A

i sur., 2015.).

Kod prvog relapsa, koji se javi nakon vise od pet godina, Koristi se isti PA koriSten u prvom
lijecenju ili neki drugi PA, a u slucaju prvog relapsa nakon dvije do pet godina koristi se PA
uz rituksimab, monoklonsko protutijelo na CD20 (Troussard X, Cornet E, 2017.). Kod prvog
relapsa koji se javi nakon manje od dvije godine ili nakon drugog relapsa valja provjeriti
postoji li BRAF V600E mutacija (Troussard X, Cornet E, 2017.). U slu¢aju da postoji BRAF
mutacija koriste se BRAF inhibitori, vemurafenib ili dabrafenib, te se uz njih moze koristit
MEK inhibitor, trametinib, za bolji odgovor ili ukoliko dode do rezistencije na BRAF
inhibitore (Troussard X, Cornet E, 2017.; Tiacci i sur., 2017.). Vemurafenib se daje dva puta
na dan u dozi 960 mg per os 16 do 18 tjedana i ima ORR 96-100%, a CR 35% (Falini B i

sur., 2016.; Tiacci i sur., 2017.).

3.1.5.1. Odgovor na terapiju

Odgovor na terapiju moze biti potpun ili djelomic¢an, a potpuni odgovor s ili bez MRD
(Grever MR i sur., 2017.; Robak T i sur., 2015.). MRD ili minimalna ostatna bolest se
utvrduje proto¢nom citometrijom ili imunohistokemijski (Grever MR i sur., 2017.). RT-PCR

se takoder pokazao kao dovoljno osjetljiva metoda za detekciju MRD (Schnittger S i sur.,
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2012.). MRD povezana je s ve¢im rizikom za relaps (Troussard X, Cornet E, 2017.; Grever
MR i sur., 2017.). Potpuni odgovor znaci gubitak simptoma, normalizaciju hematoloskih
parametara (hemoglobin >11 g/dL, trombociti >100 000/uL, ANC >1500/uL, smanjenje broja
limfocita), odsustvo splenomegalije pri palpaciji te odsustvo vlasastih stanica u perifernoj krvi
i u kostanoj srzi (Troussard X, Cornet E, 2017.; Grever MR i sur., 2017.; Getta BM i sur.,
2015.). PR predstavlja normalizaciju hematoloskih parametara, <5% trihocita u perifernoj
krvi te minimlano 50% smanjenje organomegalije i infiltracije koStane srzi trihocitima (Robak
T i sur., 2015.). Provjera odgovora na terapiju vrsi se biopsijom koStane srzi 4 do 6 mjeseci
nakon terapije kladribinom, a nakon terapije pentostatinom odmah nakon vidljivog klinickog

odgovora (Grever MR i sur. 2017; Troussard X, Cornet E, 2017.).

3.1.6. Prognoza

Splenomegalija vecéa od 3 centimetra, leukocitoza >10x10%/L, trihociti u krvi >5x10%L i visok
beta,-mikroglobulin u krvi povezani su s losom prognozom i odgovorom na PA (Troussard X,
Cornet E, 2017.). S loSijom prognozom bolesnika povezana je i starija dob, niska
koncentracija hemoglobina, trombocitopenija, leukopenija, limfadenopatija, splenektomija,
prethodno lijeCenje, krace vrijeme od dijagnoze do terapije te nemutirani IGHV gen

(Thompson PA, Ravandi F, 2017.).



3.2. BRAF i BRAF protein kinaza

3.2.1. Definicija i uloga

BRAF je protoonkogen na kromosomu sedam, ¢iji je produkt BRAF protein, serin treonin
kinaza (Richtig G i sur., 2017.; Tiacci E i sur., 2017.). BRAF serin treonin kinaza dio je
signalnog puta RAS-RAF-MEK-ERK (MAPK) koji ima ulogu u rastu stanice, stani¢noj
proliferaciji, diferencijaciji, prezivljavanju i migraciji (Lavoie H, Therrien M, 2015.).
Mutacije BRAF gena do sad su povezane s brojnim tumorima, kao $to su melanom, papilarni
karcinom Stitnjace i kolorektalni karcinom, a kao naj¢es¢a mutacija javlja se BRAF V600E
(Richtig G i sur., 2017.; Sanz-Garcia E i sur., 2017.; Muller D, 2012.). MAPK signalni put
pocinje aktivacijom RAS-a nakon vezanja faktora rasta za tirozin kinazne receptore, nakon

toga RAS aktivira BRAF koji zatim fosforilacijom aktivira MEK, a on dalje aktivira ERK

(Muller D, 2012.).

3.2.2. BRAF V600E u patofiziologiji leukemije vlasastih stanica

BRAF V600E je tockasta mutacija BRAF gena, u kojoj dolazi do zamjene timina adeninom na
poziciji 1799 egzona 15 i time zamjene valina glutaminskom kiselinom na kodonu 600 BRAF
proteina (Falini B i sur., 2016.; Jain P i sur., 2014.). Tom mutacijom BRAF protein kinaza je
trajno aktivna i neovisna o RAS-u i dovodi do konstitutivne aktivnosti signalnog puta MAPK
(Cornet E i sur., 2015.; Jain P i sur., 2014.). BRAF protein kinaza mutacijom doZzivi promjenu
u G petlji aktivacijskog segmenta i stoga mozZe vezati monomere MEK, konstitutivno je
aktivna i ne odgovara na negativhu povratnu spregu djelovanjem ERK-a (Hall RD,
Kudchadkar, 2014.). Dokazana je povezanost BRAF V600E mutacije i povecane razine
fosforiliranog i time aktivhog ERK-a (Tiacci E i sur., 2013.). U MAPK signalnom putu RAS
je G-protein s unutarnje strane stanicne membrane te fosforilira RAF (Dhomen N, Marais R,
2009.). RAF, MEK 1i 2 te ERK 1 i 2 su protein kinaze, koje jedna drugu u kaskadi aktiviraju,
a ERK djeluje preko transkripcijskih i drugih ¢imbenika na proliferaciju i prezivljavanje
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stanica (Dhomen N, Marais R, 2009.; Tiacci E i sur., 2017.). Ciljana terapija, u obliku BRAF i
MEK inihibitora, pocela se koristiti kod lije¢enja melanoma s utvrdenom BRAF V600E

mutacijom i pokazala se uspje$Snom (Muller D, 2012.; Rozeman EA i sur., 2017.).

3.2.3. Terapijska vaznost

Od terapijske su vaznosti BRAF V600E mutacija i konstitutivna aktivnost MAPK signalnog
puta buduc¢i da se u terapiji mogu koristiti inhibitori puta koji dovode do njegova stiSavanja,
defosforilacije MEK-a i ERK-a, gubitka tipi¢ne morfologije trihocita i na kraju smrti stanice
(Jain P i sur., 2014.; Tiacci E i sur., 2017.). Od FDA su za lijeCenje melanoma odobreni
BRAF inhibitori, vemurafenib i dabrafenib, uz koje se ¢esto daje MEK inhibitor, trametinib,
zbog pojave rezistencije kod monotarapije (Karoulia Z i sur., 2017.). Mehanizmi rezistencije
koji se pojavljuju su aktivacija tirozin kinaznih receptora interakcijom s mikrookoli$nim
faktorima i aktivacija MAPK-a preko CRAF-a, N-RAS mutacije, mutacije MEK-a,
amplifikacija BRAF mutiranog gena ili njegovo alternativno izrezivanje i stvaranje kinaza
koje mogu izbje¢i djelovanje inhibitora (Falini B i sur., 2016.). Vemurafenib je oralni
inhibitor BRAF kinaze i ima paradoksalni u¢inak kod stanica bez BRAF V600E mutacije te
aktivira signalni put MAPK-a (Fiskus W, Mitsiades N, 2016.). Vemurafenib u TL-u ima
koristan uc¢inak kod pacijenata s refraktornom TL-u, TL-u s ranim relapsom, kod aktivne
infekcije i prethodno neuspjesne terapije drugim lijekovima (Dietrich S, Zenz T, 2015.).
Vemurafenib je vazan kao nova terapija zbog ucestalih relapsa pri koristenju purinskih
analoga kao standardne terapije, te zbog mijelotoksi¢nog i imunosupresivnog djelovanja PA
(Pettirossi V i sur., 2015.). Nuspojave koje se javljaju kod terapije vemurafenibom su osip,
artralgija, fotosenzitivnost, pruritus, sekundarni tumori koze, pireksija, porast razine
bilirubina, porast razine aminotransferaza, palmarna i plantarna hiperkeratoza (Robak T i sur.,

2015.; Tiacci E i sur., 2015.)



4. Hipoteza
U ovom istrazivanju polazimo od hipoteze da je u svih pacijenata s klasicnom leukemijom
vlasastih stanica prisutna BRAF V600E mutacija te da je RT-PCR metoda dovoljno

osjetljiva za detekciju te mutacije.



5. Ciljevi rada

1. Dokazati da svi pacijenti s klasi¢nom leukemijom vlasastih stanica posjeduju BRAF
V600E mutaciju.
2. Procijeniti test alel specificnog RT-PCR za BRAF V600E mutaciju kod pracenja

bolesti i kod minimalne ostatne bolesti.



6. Ispitanici i metode

6.1. Ispitanici

U istrazivanje je bilo ukljuceno petnaest ispitanika. Svi ispitanici su muskarci. Ispitanicima je
leukemija vlasastih stanica dijagnosticirana u razdoblju od 1987. do 2017. U Tablici 1.
prikazani su prikupljeni podaci o ispitanicima. Medijan dobi ispitnika pri dijagnozi bolesti je
54 godine. Maksimum dobi pri dijagnozi je 75 godina, a minimum 34 godine. Svi su ispitanici
ve¢ prethodno dijagnosticirani s leukemijom vlasastih stanica te su bili lijeCeni nekom od
terapijskih moguénosti, uglavnom sa standardnom terapijom purinskim analozima (v. Tablicu
1. ). Medijan vremenskog razdoblja od dijagnoze bolesti do danas u ispitanika uklju¢enih u
istrazivanje je sedam godina. Kao $to se vidi u Tablici 1., dvoje ispitanika je splenektomirano,
jedan od njih uzima rituksimab od petog mjeseca 2017., preostali su lijeceni kladribinom te je
dvoje pod opservacijom. U vrijeme testiranja u Sestero ispitanika bolest je u remisiji, no u
jednog od njih bolest je u parcijalnoj remisiji. Cetvero ispitanika ima aktivnu bolest, a jedan
ispitanik ima minimalno aktivnu bolest, tj. minimalnu ostatnu bolest. U cetvero ispitanika
bolest je u relapsu. Medijan vremenskog razdoblja od dijagnoze bolesti do relapsa u ispitanika

s relapsom bolesti je 8.5 godina.
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Tablica 1. Prikaz podataka o ispitanicima

Nedostupan podatak, M- Muskarac, IB- Identifikacijski broj

IB Spol Dob pri Godina LijeCenje Status bolesti u
ispitanika | dijagnozi postavljanja vrijeme
dijagnoze testiranja
1 M 60 2009. Kladribin 2009. Remisija
2 M 48 2011. Kladribin 2011. Remisija
3 M 72 2011. Kladribin 2011. Remisija
4 M 67 2009. Splenektomija Relaps 2012.
2012.
5 M 34 2016. Kladribin 2016. Aktivna bolest
6 M 69 2017. Opservacija Aktivna bolest
7 M 45 1987. Splenektomija Relaps 2017.
1987., Rituksimab
2017.
8 M 75 2014. Kladribin 2015. Aktivna bolest
9 M 50 2014. Kladribin 2014. Aktivna bolest
10 M 72 2011. Opservacija Minimalno
aktivna bolest
11 M 46 2003. Kladribin 2003. Relaps 2017.
12 M 58 2014. Kladribin 2014. Relaps 2016.
13 M 51 2008. Kladribin 2008. Parcijalna
remisija
14 M 54 2016. Kladribin 2016. Remisija
15 M 47 2006. - Remisija
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6.2. Metode

Da bi se utvrdilo postojanje BRAF V600E mutacije koristen je alel specificni RT-PCR test
pomoc¢u Aria MX RT PCR System. Za to je upotrijebljena DNA izolirana iz periferne krvi te
iz kostane srzi uklopljene u parafin. DNA iz krvi izolirana je pomoc¢u ReliaPrep gDNA Tissue
Miniprep System, koji sadzi proteinazu K, Cell Lysis Buffer, Binding Buffer, Column Wash
Solution, vodu bez nukleaza te RNazu A. Potrebna koli¢ina pocetnog materijala iznosi 200
pL ako se radi o krvi, plazmi ili serumu. Uzorak koji je pohranjen na -20°C treba se zagrijati
na sobnu temperaturu. U epruvetu s 20 uL proteaze doda se 200 pL uzorka te 200 uL CLD-a
I vorteksira se priblizno 15 sekundi. Zatim se inkubira na 56°C kroz deset minuta te kratko
centrifugira da se uklone kapljice s ¢epa epruvete. Sljedece se doda 20 uL RNAze, vorteksira
se 15 sekundi, pa inkubira na 56°C kroz 10 minuta te kratko centrifugira. Tome se doda 250
pL BBA-a, vorteksira 15 sekundi i kratko centrifugira. Smjesa se prenosi na spin kolonu i
centrifugira minutu na sobnoj temperaturi. Tubica s filtratom se baci. Spin kolona stavi se u
Cistu kolekcijsku tubicu i doda se 500 uL CWD-a te centrifugira 3 minute na sobnoj
temperaturi. Spin kolona se ponovno stavi u ¢istu kolekcijsku tubicu, a tubica s filtratom baci.
Posljednji korak s CWD-om ponovi se jo§ dva puta kako bi se membrana isprala ukupno tri
puta. Spin kolona se stavi u €istu epruvetu, tubica s filtratom baci. U spin kolonu se doda 200
uL vode bez nukleaze, inkubira se na sobnoj temperaturi jednu do pet minuta te se zatim
centrifugira jednu minutu. Pri tome eluat prolazi membranu, te se dobije uzorak s izoliranom

DNA.

Izolaciju DNA fiksiranu formalinom i uklopljnu u parafin vr§imo pomoc¢u FFPE Tissue kit-a.
Kao pocetni materijal koristi se svjezi parafinski rez debljine do 10 um. Reagensi koji se
koriste su Histo-clear ili ksilol, 96-100% etanol, proteinaza K, ATL pufer, AL pufer, AWL1 i
AW?2 pufer. Sam postupak krece odstranjenjem viska parafina s parafinske kocke i rezanjem

kocke na najvise osam rezova debljine 5 do 10 um. Rezovi se stave u sterilnu epruvetu u koju
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se jo§S doda Histo-clear te se sve vorteksira 10 sekundi. Nakon toga se centrifugira dvije
minute na sobnoj temperaturi. Ukloni se supernatant, doda 1 mL etanola na pelet, vorteksira
se te centrifugira dvije minute na sobnoj temperaturi. Ponovno se odstrani supernatant, otvori
se tubica i inkubira na sobnoj temperaturi kako bi ispario etanol, no moze Se i zagrijavati na
37°C tijekom 10 minuta. Pelet resuspendiramo pomocu 180 uL ATL pufera, dodamo 20 pL
proteinaze K, vorteksiramo te zatim inkubiramo na 56°C oko jedan sat ili dok ne dode do lize
uzorka. Uzorak potom inkubiramo na 90°C tijekom jednog sata u termobloku ispravljajuci
tako modifikacije na DNA nastale djelovanjem formaldehida. Uzorak zatim kratko
centrifugiramo, dodamo 200 uL AL pufera i vorteksiramo 15 sekundi. Sljede¢e dodajemo 200
puL etanola te opet vorteksiramo 15 sekundi i kratko centrifugiramo. Dobiveni uzorak
prenosimo na QIAamp MinElute spin kolonu, centrifugiramo minutu na sobnoj temperaturi.
Nakon toga prebacimo spin kolonu u ¢istu kolekcijsku tubicu, a onu s filtratom bacimo. U
spin kolonu dodamo 500 puL AWL1 pufera, centrifugiramo 1 minutu na sobnoj temperaturi
ponovno te spin kolonu premjestimo u Cistu kolekcijsku tubicu dok onu s filtratom bacimo.
500 uL AW?2 pufera dodaje se spin koloni te se centrifugira tri minute na sobnoj temperaturi.
Spin kolonu stavljamo u Cistu epruvetu, a epruvetu s filtratom bacamo. U idu¢em koraku se na
spin kolonu dodaje 20 do 100 uL ATE pufera. Uzorak se inkubira 1 do 5 minuta na sobnoj
temperaturi te se pri istoj temperaturi jo§ centrifugira jednu minutu. Uzorci se naposljetku

pohranjuju na temperaturi od -20°C.

Nakon izolacije u samom uzorku se provjerava koncentracija DNA te Cistoca uzorka. Kao
zadovoljavajuca koncentracija uzima se koncentracija DNA iznad 10 ng/uL, a za cistocu
0D260/280 uzima se od 1.8 do 2.0. Sam proces vrsi se pomocu spektrofotometrije na uredaju

Shimadzu biotech BioSpec-nano spektrofotometar.

Dokazivanje mutacije BRAF gena provodi se pomoéu qPCR-a u realnom vremenu

diskriminiraju¢i mutirani i nemutirani alel s fluorescentno obiljezenim probama za normalni i
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mutirani alel. Analiticka osjetljivost qPCR-a je 1:1 000 000, a specificnost je ukoliko
pozitivna kontrola daje signal mutiranog i nemutiranog alela, a uzorak koji ne sadrzi mutaciju
daje signal samo normalnog alela. Reagensi koji se pri tome koriste su TagMan Universal
PCR Master Mix, oligonukleotidni primeri i fluorescentno obiljeZzene oligonukleotidne probe
te destilirana voda. Primeri su BRAF-51F te BRAF-176R, a probe BRAF wild obiljezen VIC
bojom te BRAF mutant obiljezen FAM bojom. U reakcijama se koristi pozitivna kontrola tj.
uzorak s BRAF V600E mutacijom, kontrola specifi¢nosti tj. uzorak koji nema mutaciju te
negativna kontrola za PCR, voda. Reakcija je valjana ako pozitivna kontrola daje signal, a
kontrola specificnosti i voda ne daju. U postupku se nacini reakcijska smjesa od 1.5 pL
primera BRAF-51F, 1.5 puL primera BRAF-176R, 0.5 puL probe FAM BRAF mutanta, 0.5 pL
probe VIC BRAF wild, 12.5 puL Tagman Universal PCR Master Mix-a te 3.5 pL destilirane
vode. U reakcijsku smjesu od ukupno 20 uL dodaje se 5 uL. DNA. Svi uzorci idu u triplikatu.
Smjesa zatim ide na proces umnazanja koji se sastoji od taljenja, na 95°C 10 minuta pri ¢emu
se aktivira enzim i provodi se u 1 ciklusu, te od PCR ciklusa. PCR ciklus sastoji se od
djelovanja temperature od 92°C na 15 sekundi te djelovanja temperature od 60°C 60 sekundi
kad dolazi do elongacije, te pri kojem se mjeri fluorescencija. PCR ciklus se ponavlja 50 puta.
Rezultati mogu pokazivati nemutirane homozigote, mutirane homozigote te heterozigote. Kad
se radi o nemutiranim homozigotima poraste fluorescencija hidrolizom probe za divlji tip
(VIC). Kad se radi o mutiranim homozigotima poraste fluorescencija hidrolizom probe za
mutantni tip (FAM). Kod heterozigota dolazi do porasta fluorescencije hidrolizom obiju
proba. Razlozi pojave varijabilnosti rezultata jesu razli¢ita kvaliteta materijala za

uzorkovanje, kvaliteta i koli¢ina izolirane DNA te uc¢inkovitost qPCR-a.

Pri statistickoj obradi podataka koristen je Mann-Whitney U Test. Kao statisticki znacajne

uzimale su se P vrijednosti manje od 0.05. Pomocu testa prikazana je distribucija vrijednosti
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broja leukocita, broja trombocita, koncentracije hemoglobina i postotka limfocita u perifernoj

krvi u ovisnosti o dokazu prisutnosti BRAF V600E mutacije.
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7. Rezultati

Od petnaest ispitanika dijagnosticiranih s leukemijom vlasastih stanica u sedam je dokazana
BRAF V600E mutacija kvalitativnom metodom RT-PCR. U devetero ispitanika su koristeni
samo uzorci periferne Krvi, pri ¢emu je mutacija dokazana u Cetiri od devet ispitanika. U
dvoje ispitanika koristeni su samo uzorci koStane srZi i u oba slu¢aja mutacija je dokazana. U
dvoje ispitanika koriSteni su uzorci i periferne krvi i koStane srzi. U jednog od njih mutacija
nije dokazana ni u jednom od uzoraka. Od Sestero ispitanika s remisijom bolesti u samo
jednog je dokazana mutacija, ¢ija je bolest u parcijalnoj remisiji. Od cetvero ispitanika s
relapsom u dvoje je dokazana mutacija. Od cetvero ispitanika s aktivnom bole$¢u u svih
Cetvero je potvrdena mutacija. U jednog ispitanika s minimalnom aktivnom bole$¢u nije
dokazana mutacija. U Tablici 2. prikazani su rezultati ispitivanja uz status bolesti u vrijeme

testiranja te uzorci koji su pri testiranju koristeni.

Za sazeti prikaz laboratorijskih parametara i rezultata analize te statusa bolesti u vrijeme
analize, pogledaj Tablicu 3. U petero ispitanika je pronadena leukopenija. Od njih petero s
leukopenijom u troje je dokazana BRAF mutacija. Ispitanici s leukopenijom su dvoje s
aktivnom boles$¢u, dvoje s relapsom bolesti i jedan s PR. U dvoje ispitanika prisutna je
leukocitoza. U oba ispitanika s leukocitozom dokazana je BRAF mutacija i imaju aktivnu
bolest. U devetero ispitanika je snizena koncentracija hemoglobina, a od njih devetero u
Sestero je dokazana BRAF mutacija. Od njih devetero sa snizenom koncentracijom
hemoglobina sedmero ima aktivnu bolest ili bolest u relapsu, dvoje ispitanika ima bolest u
remisiji, a jedna od remisija je parcijalna. U jedanaestero ispitanika je prisutna
trombocitopenija, a od njih jedanaestero u sedmero je dokazana BRAF mutacija. Od sedam
ispitanika u kojih je prisutna trombocitopenija i dokazana mutacija, Sestero ima aktivnu bolest
ili relaps, a jedan ispitanik ima bolest u parcijalnoj remisiji. Trombocitopenija je bila prisutna

u svih ispitanika s aktivnom boles¢u 1 relapsom bolesti, te u parcijalnoj remisiji.
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Trombocitopenija nije bila prisutna u troje ispitanika s remisijom te u ispitanika s MRD.
Postotak limfocita u perifernoj krvi povisen je u sedam ispitanika od njih petnaest. U svih
sedam ispitanika s poveéanim postotkom limfocita u krvi potvrdena je prisutnost BRAF
mutacije. Gotovo svi ti ispitanici, tj. njih Sestero od sedam ima aktivnu bolest ili bolest u
relapsu. Samo jedan od njih ima bolest u parcijalnoj remisiji. Postotak limfocita u perifernoj
krvi u ovom istrazivanju pokazao se kao vrlo dobar pokazatelj moguénosti dokaza BRAF
V600E mutacije. Od petnaest ispitanika u petero je palpabilna slezena, s tim da je dvoje od
petnaest ispitanika splenektomirano ranije. Od petero ispitanika s palpabilnom slezenom u
troje je dokazana mutacija. Od njih petero, troje ispitanika ima aktivnu bolest, a dvoje

ispitanika ima bolest u relapsu.
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Tablica 2. Prikaz ispitanika, njihova statusa bolesti u vrijeme testiranja i rezultati testiranja za

BRAF V600E mutaciju

IB-identifikacijski broj, PK-periferna krv, KS-kostna srz, M-muskarac

IB SPOL STATUS BOLESTI U | BRAF V600E GODINA
ISPITANIKA VRIJEME MUTACIJA TESTIRANJA

TESTIRANJA | UZORAK

1 M Remisija NEGATIVAN 2018.; PK

2 M Remisija NEGATIVAN 2017.; PK

3 M Remisija NEGATIVAN 2018.; PK

4 M Relaps POZITIVAN 2012.; PK

5 M Aktivna bolest POZITIVAN 2016.; PK/KS

6 M Aktivna bolest POZITIVAN 2017.; PK

7 M Relaps POZITIVAN 2017.; PK

8 M Aktivna bolest POZITIVAN 2014.; KS

9 M Aktivna bolest POZITIVAN 2014.; KS

10 M Minimalno aktivna NEGATIVAN | 2017.,; PK
bolest

11 M Relaps NEGATIVAN 2017.; PK

12 M Relaps NEGATIVAN 2016.; PK/KS

13 M Parcijalna remisija POZITIVAN 2018.; PK

14 M Remisija NEGATIVAN 2018.; PK

15 M Remisija NEGATIVAN 2018.; PK
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Tabica 3. Prikaz ispitanika, njihovih rezultata nakon analize uzoraka, statusa bolesti te

laboratorijskih parametara

IB-identifikacijski broj, MAB-minimalno aktivna bolest, AB-aktivna bolest, L-leukociti,

TRC-trombociti, HGB-hemoglobin, PK-periferna krv, cm-centimetri, PR-parcijalna remisija,

LIMF-limfociti

IB STATUS BRAF V600E | L TRC HGB | SLEZENA LIMF
BOLESTI MUTACIA | x10%L | x10%L |g/L Palpacijskiucm | % uPK

1 REMISIJA - 4.4 105 124 0 20.45%

2 REMISIJA - 5.3 191 158 0 27.6%

3 REMISIJA - 3.8 154 141 0 33%

4 RELAPS + 8.1 70 143 Splenektomiran | 59%

) AB + 11.3 69 117 12 88%

6 AB + 1.8 28 74 10 55%

7 RELAPS + 6.7 55 56 Splenektomiran | 74%

8 AB + 1.8 98 100 0 73.7%

9 AB + 10.8 34 105 8 74.6%

10 MAB - 4.8 222 136 0 20.7%

11 RELAPS - 3.1 114 104 3 26.2%

12 RELAPS - 1.9 75 150 1 36.5%

13 PR + 3.0 100 121 0 56.67%

14 REMISIJA - 6.9 117 164 0 24%

15 REMISIJA - 6.7 220 149 0 24.6%
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Medijan broja leukocita svih ispitanika je 4.8x10%L, minimum iznosi 1.8x10%L, a maksimum

11.3x10%L. Medijan broja trombocita svih ispitanika je 100x10%L, minimum iznosi

28x10%/L, a maksimum 222x10%L. Medijan koncentracije hemoglobina ispitanika je 124 g/L,

minimum 56 g/L, a maksimum je 164 g/L. Medijan postotka limfocita u perifernoj krvi je

36.5%, minimum je 20.45%, a maksimum 88%. Pomoc¢u Mann-Whitney U Testa prikazana je

distribucija vrijednosti broja leukocita, broja trombocita, koncentracije hemoglobina i

postotka limfocita u perifernoj krvi, u skupini s dokazanom i bez dokazane BRAF V600E

mutacije.

12

Vrijednost leukocita

10

NEGATIVNI

BRAF V600E

POZITIVNI

O Median
[ 25%-75%
T Min-Max

Slika 1. Prikaz distribucije vrijednosti broja leukocita u skupini ispitanika s dokazanom i bez

dokazane BRAF V600E mutacije, tj. u skupini pozitivnih i skupini BRAF V600E negativnih

ispitanika pomo¢u Mann-Whitney U Test-a, Z=0.35, P=0.73.
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Prema P vrijednosti kod distribucije vrijednosti broja leukocita izmedu skupine s dokazanom
BRAF V600E mutacijom i one u kojoj nije dokazana nema znacajne razlike u broju leukocita.
Kao sto se vidi na Slici 1. postoji razlika u medijanima kod pozitivnih i negativnih ispitanika.
Kod pozitivnih medijan broja leukocita je 6.7x10%/L, minimum iznosi 1.8x10°/L, a maksimum
11.3x10%L. Kod negativnih medijan broja leukocita je 4.6x10°/L, minimum je 1.9x10%L, a
maksimum 6.9x10%/L. Minimum je prema tome u negativnih i pozitivnih gotovo jednak, a

razlikuju se prema maksimumu i medijanu (v. Sliku 1.).
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Slika 2. Prikaz distribucije vrijednosti broja trombocita kod skupine s dokazanom BRAF
V600E mutacijom i kod onih u kojih nije dokazana, tj. pozitivnih i negativnih ispitanika,

pomoc¢u Mann-Whitney U Testa, Z=2.95, P=0.003.
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Prema P vrijednosti, izmedu pozitivnih i negativnih postoji znacajna razlika u distribuciji

vrijednosti broja trombocita. Na Slici 2. vidi se da je kod pozitivnih ispitanika minimum puno

nizi nego kod negativnih ispitanika. No, oni se razlikuju i po medijanu i maksimumu, koji su

u BRAF V600E pozitivnih ispitanika znatno nizi (v. Sliku 2.). U BRAF V600E pozitvnih

ispitanika medijan vrijednosti broja trombocita iznosi 69 x10%/L, minimum 28x10%/L, a

maksimum 100x10%L. U negativnih medijan vrijednosti broja trombocita je 135x10°%L,

minimum je 75x10°%L, a maksimum 222x10°%/L.
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Slika 3. Prikaz distribucije vrijednosti koncentracije hemoglobina u skupini s dokazanom

BRAF V600E mutacijom i skupini bez dokazane mutacije, tj. u skupini pozitivnih i

negativnih, pomoc¢u Mann-Whitney U Testa, Z=2.37, P=0.02.
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Prema P vrijednosti postoji znaCajna razlika u distribuciji vrijednosti koncentracije

hemoglobina izmedu pozitivne i negativne skupine ispitanika. Kao sto je vidljivo na Slici 3., u

pozitivnih je minimum i maksimum niZzi, te postoji i razlika u medijanu, koji je takoder nizi u

pozitivne skupine. Medijan vrijednosti koncentracije hemoglobina u negativnih je 145 g/L,

minimum 104 g/L, a maksimum je 164 g/L. Medijan vrijednosti koncentracije hemoglobina u

pozitivnih je 105 g/L, minimum 56 g/L, a maksimum 143 g/L.
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Slika 4. Prikaz distribucije postotaka limfocita u perifernoj krvi u skupini s dokazanom BRAF

V600E mutacijom i u skupini u kojoj nije dokazana, tj. u skupini pozitivnih i negativnih

ispitanika, pomo¢u Mann-Whitney U Testa, Z=3.18, P=0.001.
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Prema P vrijednosti postoji znacajna razlika u distribuciji postotka limfocita u pozitivnih i
negativnih skupina ispitanika. Takoder nema preklapanja u distribuciji vrijednosti u pozitivnih
I negativnih (v. Sliku 4.). Postoji razlika u medijanu, u minimumu te maksimumu. Kao $to je
vidljivo iz Slike 4. u pozitivnoj skupini ispitanika maksimum, minimum i medijan su znatno
visi. Medijan postotka limfocita u pozitivnih ispitanika je 73.7%, minimum je 55%, a
maksimum 88%. Medijan postotka u negativnih je 25.4%, minimum je 20.45%, a maksimum
36.5%. U svih ispitanika koji imaju poveéan postotak limfocita u krvi pri analizi BRAF
V600E mutacije, ona je i dokazana, a u onih s normalnim brojem limfocita mutacija nije

utvrdena.

Tablica 4. Tablica kontingencije 1

Odnos postotka limfocita u krvi i dokaza BRAF V600E mutacije u ispitanika

BRAF V600E + BRAF V600E -
Povisen % limfocita u krvi 7 0
Normalan % limfocita u krvi | O 8

Tablica 5. Tablica kontingencije 2

Odnos statusa bolesti i dokaza BRAF V600E mutacije

*Ukljucujuéi minimalno aktivnu bolest, **Ukljucujuéi parcijalnu remisiju

PR-parcijalna remisija

BRAF V600E + BRAF V600E -
Aktivna bolest i relaps* 6 3
Remisija** 1(PR) 5
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Usporedbom Tablice 4. za odnos postotka limfocita u krvi i dokaza BRAF V600E mutacije u
ispitanika te Tablice 5. za odnos statusa bolesti i dokaza mutacije, proizlazi da je u ovom
istrazivanju postotak limfocita u krvi bolji pokazatelj toga hoce li se mo¢i dokazat BRAF
V600E mutacija RT-PCR metodom, nego $to je status bolesti. U svih ispitanika s pove¢anim
postotkom limfocita u krvi dokazana je BRAF V600E mutacija (v. Tablicu 4.). Kod statusa
bolesti u troje ispitanika u kojih bi o¢ekivali da je mutacija dokazana, a to su dvoje s relapsom
bolesti i jedan s MRD, ona nije dokazana (v. Tablicu 5.). U svih ispitanika s remisijom bolesti

nije utvrdena mutacija, osim kod ispitnika s boles¢u u parcijalnoj remisiji (v. Tablicu 5.).
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8. Rasprava

Koriste¢i RT-PCR metodu u ovom istrazivanju je u sedam od petnaest ispitanika
dijagnosticiranih s leukemijom vlasastih stanica potvrdena mutacija BRAF V600E. Koristeni
su uzorci periferne krvi i koStane srzi. Uzorci koStane srzi nisu bili dostupnih od svih
ispitanika. Uzorci koStane srzi koriSteni u istrazivanju bili su samo od onih ispitanika u kojih
su prvotno koristeni za potrebe postavljanja dijagnoze bolesti. Pacijenti su u istraZivanje
uklju€eni nakon postavljanja dijagnoze temeljene na citoloskim nalazima. Prije ukljucivanja u
ispitivanje nije napravljena proto¢na citometrija. Moguce je da manji dio ispitanika u kojih
nije utvrdena BRAF mutacija mozda posjeduje neku od rjedih mutacija, ali takoder povezanih
s TL-om. Jedna od takvih mutacija je IGHV4-34, uz koju u leukemiji vlasastih stanica
uglavnom nije pronadena BRAF V600E mutacija (Schnittger S i sur.; 2012.). Takoder dio
ispitanika mozda ima HCL-V koja je u 30% sluCajeva povezana s mutacijom MAP2K1
(Durham BH i sur.; 2017.). Budué¢i da u obje, HCL-C i HCL-V, u perifernoj krvi nalazimo
trihocite koje citoloski ne mozemo razlikovati, u razlikovanju ovih dvaju razlicitih
poremecaja pomogla bi proto¢na citometrija. U razlikovanju bi pomoglo odsustvo CD25,
CD123, CD200 u HCL-V, a koji su prisutni u HCL-C (Schnittger i sur., 2012.; Matutes E i
sur., 2015.). U leukemiji vlasastih stanica karakteristi¢no u perifernoj krvi nalazimo mali broj
cirkuliraju¢ih tumorskih stanica, pa je time otezano utvrdivanje mutacije koriste¢i uzorke
periferne krvi. Upravo je manjak tumorskih stanica u periferiji najvjerojatniji uzrok za to $to
nije u svih ispitanika dokazana mutacija, za koju se smatra da se nalazi u gotovo 100%
bolesnika s klasi¢nom leukemijom vlasastih stanica. U prilog tome govori i to §to su ispitanici
u kojih mutacija nije dokazana uglavnom u remisiji bolesti, a jedan ima minimalno aktivnu
bolest. Moguce da bi veéi dio ispitanika imao dokazanu mutaciju kad bi se pri analizi RT-
PCR metodom u svih koristili uzorci koStane srzi. Prilikom koriStenja uzoraka koStane srzi

gotovo u svih ispitanika je dokazana mutacija. Uzorci koStane srzi posluzili bi i za
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potvrdivanje mutacije nekim dostupnijim metodama. Primjerice, za imunohistokemijsku
obradu uzoraka kostane srzi prilikom ¢ega je za HCL-C karakteristicna ekspresija aneksina-1
(Tiacci E i sur., 2017.). No, medutim tu se postavlja eticko pitanje o uzimanju uzoraka
metodom biopsije ili punkcije srzi koje su za pacijenta bolne i neugodne, a izvodile bi se
ovdje za svrhe istrazivanja. Takoder na taj nadin izvodenje istrazivanja bilo bi tehnicki
zahtjevnije nego kad se koriste uzorci periferne krvi. Samo uzorkovanje srzi teze je izvodivo
nego li uzrokovanje periferne krvi, a i uzorci koji bi se dobili potencijalno ne bi bili korisni
budu¢i da je srz u TL-u Cesto fibrozno promijenjena. Uzorkovanje koStane srzi nosi i moguée
komplikacije, kao $to su produljeno krvarenje, bol, infekcija na mjestu punkcije, prodor igle u
okolne Suplje prostore i druge. Utvrdivanje BRAF V600E mutacije u bolesnika s TL-om
donijelo bi im korist zbog moguéeg ukljucivanja u lije¢enje pomocu BRAF ili MEK
inhibitora, kao $to je vemurafenib. Pogotovo je to vazno za one pacijente s teSkim
nuspojavama na lijecenje standardnom terapijom purinskim analozima ili onima ¢ija je bolest
prestala odgovarat na terapiju PA. Svakako bi prije lijeCenja inhibitorima signalnog puta,
trebalo proto¢nom citometrijom razlikovati HCL-C i HCL-V, a PCR metodom utvrditi BRAF
V600E mutaciju. HCL-C i HCL-V imaju razli¢it odgovor na terapiju, razli¢itu prognozu te su
uzrokovane razli¢itim mutacijama (Robak T, 2011.). HCL-C pokazala se kao poremecaj s
boljom prognozom i boljim odgovorom na lije¢enje purinskim analozima od HCL-V (Robak
T, 2011.). Medutim HCL koja nema BRAF V600E mutaciju nego mutaciju u podrucju
IGHV4-34 ima losiju prognozu od BRAF V600E pozitivne HCL (Ligiang X i sur., 2012.).
Kod HCL-V terapija inhibitorima signalnog puta RAF-MEK-ERK nije u¢inkovita buduc¢i da
je uzrokovana drugim mutacijama te ne posjeduje BRAF V600E mutaciju i time ne dolazi do
utiSavnja signalnog puta u podlozi. Primjerice, u trecini slu¢ajeva HCL-V uzrokovana je
mutacijama u podruc¢ju TP53 gena (Matutes E i sur., 2015.). U ovom istrazivanju RT-PCR

metoda u leukemiji vlasastih stanica pokazala se kao osjetljiva metoda kod aktivne bolesti,
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manje osjetljiva ako se radi o relapsu, a najmanje, pak, ako se radi o remisiji bolest ili
minimalnoj ostatnoj bolesti. Kod aktivne bolesti u svih ispitanika dokazana je prisutnost
mutacije. U ispitanika s minimalno aktivnom bolesti mutacija nije utvrdena. To je i za
oc¢ekivati kod minimalno aktivne bolesti, jer je broj trihocita i u krvi i u kostanoj srzi nizak. U
polovice ispitanika s relapsom je dokazana mutacija, te je mutacija potvrdena i kod ispitanika
s parcijalnom remisijom. U parcijalnoj remisiji i dalje je prisutan, iako reduciran, broj
trihocita u perifernoj krvi dovoljan za utvrdivanje prisutnosti mutacije. U slucajevima
kompletne remisije bolesti u istrazivanju nije dokazana mutacija. lako je osjetljivost metode
takva da raspoznaje otprilike jednu tumorsku stanicu u 1000 zdravih, nije u svih ispitanika
utvrdeno postojanje mutacije. Radi se vjerojatno o manjem broju tumorskih stanica u
perifernoj krvi kod remisije bolesti ili minimalno aktivne bolesti, a ne o0 nedostatnosti same
metode. U istrazivanju se pokazalo da povecan postotak limfocita i trombocitopenija najbolje
koreliraju sa statusom bolesti. Trombocitopenija je prisutna u sva Cetiri ispitanika s aktivnom
boles¢u, u sva Cetiri ispitanika s relapsom, te u ispitanika s parcijalnom remisijom.
Trombocitopenija nije bila prisutna u samo cetvero ispitanika, od toga su troje u remisiji i
jedan ima minimalno aktivnu bolest. Povecan postotak limfocita je bio prisutan u sva Cetiri
slucaja aktivne bolesti, u dva od Cetiri relapsa te u parcijalnoj remisiji. U svim slucajevima
poveéanog postotka limfocita u ispitavanju je potvrdena mutaciju. U onih ispitanika s
normalnim brojem limfocita mutacija nije potvrdena analizom. U svih ispitanika s utvrdenom
mutacijom je prisutna trombocitopenija, no ona je prisutna i u nekih ispitanika u kojih nismo
utvrdili mutaciju. Nasuprot tome, nijedan ispitanik s povecanim postotkom limfocita nije bio
negativan u analizi BRAF mutacije. Usporedujuéi tablice kontingencije ispitanika, vidi se da u
svim slucajevima povecanog postotka limfocita utvrdena mutacija, a u slucajevima aktivne
bolesti ili relapsa u Sestero ispitnika od njih devetero ukupno je potvrdena mutacija. To

pokazuje da se u ovom istrazivanju postotak limfocita u perifernoj krvi pokazao kao bolji
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prediktor za potvrdivanje mutacije RT-PCR metodom nego status bolesti. Postavlja se pitanje-
sugerira li nalaz u ovom istrazivanju da se u ispitanika s normalnim brojem limfocita u
perifernoj krvi uopc¢e ne radi RT-PCR jer se mutacija ne¢e mo¢i utvrditi? To jest da u tih
bolesnika nekom od drugih metoda pokuSamo utvrditi mutaciju ili da, ukoliko koristimo RT-
PCR za potvrdu, kao uzorak koristimo ko$tanu srz zbog veceg broja trihocita. Prema ovom
istrazivanju, kao najbolji pokazatelj od laboratorijskih parametara za mogucnost potvrdivanja
BRAF V600E mutacije, pokazao se povecan postotak limfocita u perifernoj krvi, dok se kao
najbolji pokazatelj statusa bolesti pokazala trombocitopenija. Trombocitopenija je bila
prisutna u svih ispitanika s relapsom, aktivnom boles¢u te u PR. Trombocitopenija nije bila

prisutna samo u ispitanika s remisijom bolesti i s MRD.
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9. Zakljucci
1. lako gotovo svi bolesnici s dokazanom klasi¢énom leukemijom vlasastih stanica imaju u
podlozi BRAF V600E mutaciju, nije u svih mogucée utvrditi postojanje mutacije metodom RT-

PCR zbog oskudnosti tumorskim stanicama u perifernoj krvi, ¢iji je broj ovisan o statusu

bolesti.

2. Kvalitativna metoda RT-PCR kojom smo utvrdivali postojanje BRAF V600E mutacije
pokazala se dovoljno osjetljivom kod utvrdivanja mutacije u aktivnoj bolesti, neSto manje
osjetljivom kod relapsa, a slabo osjetljivom u detekciji mutacije kod remisije bolesti te

minimalne ostatne bolesti.
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