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A hajas sejtes leukémia olyan érett B-sejtes non-Hodgkin-lymphoma, amelyet egyedi klinikai, morfolégiai és im-
munfenotipusbeli sajitossigok jellemeznek. A betegséget splenomegalia, progressziv pancytopenia és relativ indolens
lefolyds kiséri. A diagnoézis megsziiletése utin a klinikai staidiumtdl fiigg, hogy a ,,watchful waiting” stratégidt valaszt-
juk, avagy azonnali kezelés sziikséges. Az els6 vonalban javasolt purin-nukleozid analégokkal (cladribin, pentostatin)
akdr tobb évtizedig tarté komplett remisszio is elérhetS. A hajas sejtes leukémia néha igen komoly differencialdiag-
nosztikai kérdéseket felvetd betegség. A pontos diagnézis igen nagy horderejd, hiszen a rokon kérképek prognodzisa
és kezelése nagymértékben kiilonbozik a hajas sejtes leukémidétol. Ezért volt kiemelked6 fontossagi az a felismerés,
hogy 1étezik olyan genetikai elvaltozds, amely e betegségek elkiilonité diagnézisiban dontd értékd. A BRAF gén
VG600E szomatikus muticidja hajas sejtes leukémiaban szenvedd betegek csontveli mintdibél izolalt DNS-ben min-
den esetben jelen van, mig a rokon kérképekre ezen muticié hidnya a jellemz6. A szerz6k a mutacié felismerésének
¢és a mutdcidvizsgalat alkalmazdsanak jelentGségét foglaljak ossze. Orv. Hetil., 2013, 154, 123-127.
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Recurrent somatic mutation in hairy cell leukemia

Hairy cell leukemia is a mature B-cell non-Hogkin lymphoma characterized by unique clinical, morphological and
immunhistochemical features. Patients with hairy cell leukemia usually present with splenomegaly, progressive pan-
cytopenia and a relative indolent clinical course. The diagnosis does not always indicate immediate treatment, as
treatment depends on the clinical stage of the leukemia. Asymptomatic disease without progression requires a watch-
ful waiting policy, while other categories usually need treatment. The treatment of choice is purin nucleosid ana-
logues (pentostatin, cladribine) which can achieve complete remission even for decades. Interferon and monoclonal
CD20 antibodies can also significantly prolong tevent free survival. Unfortunately, only the latter two therapies are
casily available in Hungary. Splenectomy, which was suggested as first line treatment before the era of purin nucleosid
analogues, is only recommended as ultimum refugium. Although hairy cell leukemia is a well-defined lymphoprolit-
erative disease, sometimes it is difficult to differentiate it from other similar entities such as hairy cell leukema vari-
ant, splenic marginal zone lymphoma, small lymphocytic lymphoma etc. Making the correct diagnosis is of utmost
importance because of the great difference in treatment modalities. Recently, a somatic mutation was found in all
analysed hairy cell leukemia samples, but not in other splenic B-cell lymphomas. This article reviews the significance
of this observation and presents the different types of methods for the detection of this mutation.
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Roviditések

BRAF = v-raf murin sarcoma virdlis onkogén homolég B1;
HRMA = nagy felbontast olvadaspont-analizis; HSL = klasszi-
kus hajas sejtes leukémia; SMZL = splenicus margindlis z6na
lymphoma; SRP-SBL = splenicus vords pulpa B-sejtes lympho-
ma; TBET = Th1-specifikus T-box transzkripcids faktor; TRAP
= tartaratrezisztens savi foszfatdz; VHHSL = hajas sejtes leukémia
varidns

A klasszikus hajas sejtes leukémia (HSL) a B-sejtes non-
Hodgkin-lymphomak csoportjanak egy viszonylag rit-
kan el6fordulé tagja, amelyet tipusosan pancytopenia,
splenomegalia, valamint a csontvel8, mdj és 1ép villosus
citoplazmanyulvinyokkal rendelkezd B-sejtek dltali in-
filtracidja jellemez. A felnGttkori leukémidk 1%-at, a lym-
phoproliferativ betegségek 2%-at képezi, magyarorszagi
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incidencidja 3/1 000 000/¢v, enyhe férfi predominan-
ciaval, 50 év kordli dtlagéletkorral [1].

A betegség diagnoézisa a 2008-as WHO-kritériumok
tikrében morfolédgiai és immunhisztokémiai vizsgalato-
kon alapul. Ha a klinikum alapjan felmeriil a gyana, mar
a periférias vérkenettel meggy6z6dhetiink arrdl, kerin-
genek-e ,,5z6r6s sejtek”. A hajas lymphocytik jelenléte
csak felveti a klasszikus HSL diagnézisit, de ugyanagy
egyéb mas splenicus lymphomakét is, amelyek szintén
jarhatnak ilyen koros sejtekkel. A hajas sejtek cizellalt
morfolébgiai vizsgilata alapjan ugyan elvben differencial-
haték ezek a betegségek, de ennél jéval biztosabb tim-
pontot ad egyrészt a periférids vér, vagy jobb esetben a
csontvelS flow citometrias és immunhisztokémiai vizs-
galata.

Klasszikus hajas sejtes leukémia esetén a B-sejtekre a
CD20-, CDl1c-, CD25-; CD103-, CD125-pozitivitds
jellemz&, mig a cristabiopszids minta differencialdiag-
nosztikijat a TRAP (tartardtrezisztens savi foszfataz),
annexin-Al, DBA-44 és Thl-specifikus T-box transz-
kripcios faktor (TBET) -pozitivitds segiti, de, sajnos,
ezen markerek sem teljesen specifikusak (1. tdblizat).

A Kklasszikus hajas sejtes leukémia elkiilonitése az egyéb
splenicus lymphomaktdl (hajas sejtes leukémia varins,
splenicus marginalis zéna lymphoma, avagy a 2008-as
WHO-klasszifikiciéban jelzett 4j entitds, a splenicus

1. tiblazat | Splenicus lymphomak differencidldiagnosztikja

voros pulpa B-sejtes lymphoma) igen nagy jelent8ségi,
hiszen ennek a betegségnek a korszerd kezelése esetén
a betegek mintegy 80%-a hosszt id6re komplett remisz-
szidba jut, és varhat6 élettartamukat hematoléogiai alap-
betegségiik nem is befolydsolja. Ezzel szemben az egyéb
splenicus B-sejtes lymphomadk a purin-nukleozid analé-
gokra alig reagalnak, és alternativ, gyakran intenzivebb
kezelési stratégiat igényelnek [2, 3].

A Kklasszikus hajas sejtes leukémia
¢s a BRAF V600E-mutacié kapcsolata

A klasszikus HSL egyedi morfolégiai megjelenése, extra-
nodalis helyekhez valé homingképessége és a tipusosan
jelen 1év8 csontveléfibrosis a betegség sajatos molekula-
ris konstelldciéjabol ered. A génexpresszids vizsgalatok
soran ugyan megtortént a betegség teljes molekularis
szint( feltérképezése, de ezek a vizsgilatok nem deritet-
tek fel egyetlen, konzekvensen visszatér$, a patogene-
zisért felelds citogenetikai eltérést sem [4]. 2011 janiu-
saban Tiacci és munkatirsai a New England Journal of
Medicine-ben tették kozzé mérfoldkének szamitd vizs-
galatukat a HSL-ben minden egyes beteg esetében ki-
mutathaté BRAF V600E-mutacié jelenlétével kapcso-
latban. A szerz&k hajas sejtes leukémids beteg periférids
vérébdl izolaltak CD19-pozitiv (azaz ,leukémids”) és

HSL HSL-varidns SMZL SRP-SBL
El6fordulds 50 év 70 év 54-72 év 77 év
% Nemek szerinti megoszlas Férfi/né 5:1 Férfi/n6 1:1 Férfi > nd Férfi / n6 1:1
E Immunglobulinok Norm. v. névekedett Normalis Monoklondlis IgM Normalis
-% 1gG- vagy tobb
b nehézlanc-izotipus
<}
fxs Sejtszdm Pancytopenia 90%-ban,  Fvs: 50-100 G/1, de Pancytopenia vagy norm.  Enyhe lymphocytosis
£ leukémids vérkép lehet lymphocytosis is sejtszam
= )
10%-ban
Monocytopenia + - - -
Sejtmag Ovoid, bab alaka Kerek Kerek Kerek
Kromatin Reticularis+nucleolus Rogos+centrilis Rogos+nucleolus Rogos+nagy nucleolus
- nucleolus
§D Csontvel&i morfologia Lépesméz-szert Enyhe fibrosis, Intrasinusoidalis és Enyhe fibrosis,
£ szerkezet, reticulin interstitialis vagy nodularis, ritkdn interstitialis vagy
§ fibrosis intrasinusoidalis interstitialis intrasinusoidalis
Lépinfiltracio Diffaz voros pulpa Voros pulpa Fehér pulpa Voros pulpa
infiltracio, atréfids fehér
pulpa
CDllc +++ ++ + ++
2 CD25 +++ + + +
\Cg CD20 +++ +++ 4+ 4+
'ig CD22 +++ +++ ++ +++
El
g |CD103 +++ + + +
£
— |CDI123 +++ + - +
Annexin Al i+t - - -
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CD19-negativ  (azaz ,egészséges”) mononukledris
B-sejteket, amelyeken a Sanger-féle médszerrel teljesge-
nom-szekvenaldst végeztek. Ot misszenz szomatikus
klonalis mutaciét mutattak ki (BRAF VO60OE, CSMD3,
SLCSAIL, CNTNG6 és OR8) a ,leukémids” sejteken [5].
A fent emlitett mutaciok koziil négynek alig ismert a bi-
ologiai jelentGsége, a BRAF-rol azonban ismeretes, hogy
human carcinomakban gyakran mutal6dik, és igen fon-
tos szerepet jatszik a sejtproliferacios, differencialoédasi és
talélési  proteinkindz-kaszkidmechanizmusokban [6].

Tovabbi 47 klasszikus hajas sejtes leukémias beteg
mintdit vizsgilva a BRAF V600E-mutacié 100%-ban
volt kimutathaté, mig 119, B-sejtes lymphoproliferativ
betegmintiban 0%-ban fordult el§ ez a mutici6é. Az
eredmények arra utaltak, hogy ez a visszatér§ szomati-
kus muticié a splenicus lymphomak kozil kizardlag a
klasszikus hajas sejtes leukémia patogenezisében jatszik
szerepet. A kés6bbiekben a figyelem a mutici6 szenziti-
vitasanak és specificitdsanak feltérképezésére, valamint
egy, a rutingyakorlatban is alkalmazhaté laboratériumi
modszer kifejlesztésére irdnyult [7]. Az idSigényes és
csupan 30%-os szenzitivitisi Sanger-szekvendlds helyett
allélspecifikus PCR és gélelektroforézises modszert dol-
goztak ki, amelynek érzékenysége koriilbelil 0,1%-os.
A moddszert a szerz6k mintegy 240 beteg vizsgilatival
validaltak. Csaknem 121 klasszikus hajas sejtes leuké-
mids mintidban észlelték a BRAF V600E-muticiot, és
csupan azon klasszikus HSL-es betegek hordoztik a
BRAF vad tipusit, akik komplett remissziéban voltak,
azaz a mintiban 1év§ sz8ros sejtek ardnya kisebb volt
a médszer szenzitivitdsinal. Tovabbi mintegy 120 sple-
nicus B-sejtes lymphomas beteg mintdjabol pedig egy-
dltalin nem volt kimutathaté a mutins BRAF-tipus,
ahogy az egészséges egyének mintdiban sem. Ezen ada-
tok alapjan ez a szomatikus mutdcié a klasszikus hajas
sejtes leukémidra specifikusnak bizonyult.

< Proliferacié
«" v Differencislodas

=% Tulélés

1. ibra A BRAF helye a szigndltranszdukcioban.

A BRAF élettani és onkogén szerepe

A BRAF a Ras-Rat-MEK-ERK szigniltranszdukciés tt-
vonal egy szerin-treonin proteinkindz tagja, amely egy
igen konzervativ, minden eukaryota sejtben jelen 1évé
jelatviteli rendszer. Az extracelluldris matrix feldl citoki-
nek, hormonok képében tovibbitja a sejtmag felé a
proliferdciéra, differencidlédasra, talélésre vonatkozd
informdciét. A BRAF a Raf csalddba tartozik: a CRAF és
ARAF mellett a BRAF a MEK-ERK vonal legpotensebb
aktivatora [8] (1. dbra).

Egy angol munkacsoport mir 2003-ban rimutatott
arra, hogy HSL-ben a leukaemogenesisben az ERK-jel-
atviteli utaknak kiemelked§ szerepe lehet [9]. Az ERK-
ut aktivaléddsinak az a szerepe, hogy a leukémids sejtet
megvédje a p38-JNK aktivicié proapoptotikus hatasa-
tol. Az ERK aktivilodasa HSL-ben donté részben a
MEK-atjan torténik, marpedig Tiacci és munkatirsai
szerint a mutalt BRAF tehet6 leginkabb felelGssé a
MEK-ut bekapcsolasiért. A fent részletezett jelatviteli
rendszer valamely alkotéelemének aberraciéja a human
carcinomdk mintegy 30%-dban szerepel onkogénként.

A BRAF-nak legalibb 40-féle szomatikus mutici6-
ja ismert, azonban a leggyakoribb, az esctek mintegy
90%-aban V600OE-mutaci6 fordul el6: ebben az esetben
a BRAF-fehérjét kodold gén 11. exonjan, a 600. kodon-
ban egy timin adeninre cserélédik, ezaltal glutaminsavrél
valinra véltozik egy aminosav a fehérjében. Ez az aktivalo
pontmutacié olyan fehérjeszerkezetet alakit ki, amely
az extracelluldris kornyezettdl fiiggetleniil aktivan tartja
a proliferacios szignalt, ezért a mutalt sejtek kontrolld-
latlan osztédasihoz vezet. A BRAF V600E-muticié
egyébként tobbek kozt a melanoma malignum esetek
60%-anak, a papillaris thyroid carcinoma esetek 40%-anak
és a colorectalis carcinoma esetek 10%-dnak kialakuldsa-
ért is felelés [10, 11]. Hematoldgiai betegségek kozott

“|Egyeb jelatviteli utak
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Bal oldnl: extracelluldris szigndl jelenléte esetén a Ras-Raf-MEK-ERK bekapcsolja a sejt taléléséért felelSs intracelluldris jeldtviteli tvonalat.
Jobb oldnl: a BRAF muticidja esetén extracelluldris jel hidnydban is konstitutivan aktiv lesz ez az Gt
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A klasszikus hajas sejtes leukémia és a BRAF V60OE-mutacié kimutatdsara irdnyuld vizsgilatok az eredeti kozlemény (Tiacci, 2011) megjelenése 6ta

Mobdszer Minta eredete cHSL-es minta BRAF Egyéb B-sejtes BRAF
szama (n) V600E- NHL-minta V600E-
pozitivitas szama (n) pozitivitas
Tiacci, et al. Sanger-szekvenalas Deriférids vér, 48 48/48 195 0/195
(N. Engl. J. Med., 2011) csonthenger
Blombery, et al. HRMA Csontveld, 59 59/59 34 0/34
(Haematologica, 2011) és Sanger-szekvendlds periférids vér
Boyd, et al. HRMA Periférids vér, 48 48/48 114 0/114
(Br. J. Haematol., 2011) csontveld
Arcaini, et al. Allélspecifikus PCR Periférias vér, 62 62/62 178 2/178
(Blood, 2012) csontveld
Lennerz, et al. Piroszekvenalas Csontvel6 18 17/18 - -
(Br. J. Haematol., 2012)
Schnittger, et al. Kvantitativ RT-PCR Periférias vér, 117 115/117 102 0/102
(Blood, 2012) csontveld
Xi, et al. (Blood, 2012) Piroszekvenalas Periférids vér 53 42/53 vHSL: 16 0/16
Tiacci, et al. (Blood, 2012)  Allélpecifikus PCR Deriférids vér, 138 122/138 115 0/115
és gélelektroforézis csontveld
Langabeer, et al. Allélspecifikus PCR Csontveld 24 23/24 vHSL: 3 0/3
(Int. J. Lab. Hem., 2012)
Andrulis, et al. Muticiéspecifikus antitest ~ Csontveld, 1ép 32 32/32 20 0/20

(Am. J. Surg. Pathol., 2012) (VE1)

sem ismeretlen a BRAF kiilonb6z8 misszenz mutacioi-
nak igen ritkdn elfordulé jelenléte, példaul myeloma
multiplexben, krénikus lymphoid leukaemidban, diffaz
nagy B-sejtes lymphomadban vagy akut lymphoid leukae-
midban [12, 13, 14, 15].

Meger6sito vizsgalatok

Ezek az eredmények mds munkacsoportok érdeklédé-
sét is felkeltették, és igyekeztek ezeket reprodukalni,
illetve mds vizsgilomodszerek alkalmassigit hangsa-
lyozni. Ezeket a munkdkat a 2. tdblizat toglalja roviden
ossze [5,7,16,17,18,19, 20, 21, 22, 23].
Lényegében eddig valamennyi munkacsoport meg-
erdsitette azt a feltételezést, hogy a BRAF V60OE-mu-
tacid a klasszikus hajas sejtes leukémia visszatérd szoma-
tikus mutacidja. Az eltérd, akar a rutingyakorlatban is
alkalmazhaté moédszerek koziil egyesek alkalmasak igen
alacsony lymphomas érintettség (akar 0,1%) esetén is
a mutacié kimutatasara. A vizsgalatok retrospektiv mo-
don, periférias vérbdl, csontvel6bdl, cristabiopszids min-
tabol vagy 1épbdl torténtek, nagy felbontistt olvadis-
pont-analizis, piroszekvenalas, allélspecifikus PCR- vagy
antitestvizsgalattal. A vizsgilt esetszdm tag hatarok kozt,
24-138 kozott volt. A legtobb esetben egyéb, splenicus
lymphoma vagy B-sejtes lymphoproliferativ betegség
vizsgilata is megtortént, Pardanani és Tefferi pedig 285
myeloproliferativ betegségben szenvedd beteg perifé-
rids vérét vagy csontvelG-aspiritumat vizsgalta, de BRAF
V600E-mutaci6 egy esetben sem volt kimutathatd [24].

Osszefoglalva: Valamennyi szerz$ szerint a klasszikus
hajas sejtes leukémia kozel 100%-ban hordozta a BRAF
V600E-mutdciét, mig barmi mds entitds esetén a muta-
ci6 igen kis ardnyban (0-1%) fordult el6. Ezzel szemben
cgy bethesdai munkacsoport, Xi és munkatirsai klasszi-
kus ¢és varidns hajas sejtes leukémias, de ezeken beliil
nehézlanc-géndtrendezddéssel jaré [IGHV4-34(+)] és
nem jar6 mintiikon a nehézlinc-génatrendez6déssel
jaré esetekben nem tudtak BRAF V60OE-muticiét ki-
mutatni [21]. Felmeriilt tehdt, hogy a klasszikus hajas
sejtes leukémian beliil tovabbi szubpopuliciok 1étezné-
nek — avagy mégsem minden klasszikus HSL hordozza
ezt a mutdciot? Ez magyarazhatnd azokat a korabbi
immunfenotipus-vizsgilatok alapjan egyontettien klasz-
szikus hajas sejtes leukémiaként aposztrofilt, de mo-
lekularis vizsgalatokkal mar heterogén szubdivizidkra
valaszthaté betegeket, akik koziil a klinikus csak a jég-
hegy cstcsit, azaz a ,,szokdsos” kezelésre refrakter be-
tegséget latja?

A Klasszikus HSL ¢s a BRAF V600E-mutici6 viszo-
nyanak tisztazdsara iranyuld torekvések nemcsak pato-
genetikai és differencidldiagnosztikai jelentéséggel bir-
nak, hanem akar terdpids lehet&ségeket is rejthetnek
magukban. 2012 mdjusiban heidelbergi szerz6k egy
BRAF V600E-muticiét hordozé hajas sejtes, kemore-
zisztens betegnél otodvonalbeli kezelésként alkalmaz-
tak vemurafenibet (PLX-4720), ami a melanoma malig-
num kezelésében torzskonyvezés alatt dll6 BRAF-gitl6.
Az eredmény igen impressziondlénak bizonyult: a be-
teg 43 napig tartd, igen kedvezd mellékhatds-profila
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oralis kezelés utdn komplett remisszidba jutott. A szer-
z6k azonban arra is felhivtik a figyelmet, hogy a BRAF-
gatlok altal elért gyogyulds gyakran csak dtmeneti, és a
carcinomakban gyorsan kialakulé rezisztens klonok ki-
alakuldsat tapasztaltak [25].

Kovetkeztetések

A klasszikus hajas sejtes leukémia a B-sejtes non-Hodg-
kin-lymphomak viszonylag ritka csoportja, amelyet — he-
lyes kezelés esetén — a tobbi splenicus lymphomatdl a jo
prognozis killonit el. Ezért igen fontos felismerni és op-
timalis kezelésben (purin-nukleozid anal6gok, rituximab,
interferon A) részesiteni ezeket a betegeket. A sajitos
magyarorszdgi finanszirozisi médszerek miatt elsé vo-
nalban még mindig az interferon A keriil alkalmazdisra
az esetek 73%-4ban [26]. A BRAF V600E szomatikus
mutdciévizsgilat a pontos és korai diagnosztika nehéz-
ségei esetében valhatna a patolégus és klinikus segitsé-
gére. Ez a mutdci6 az eddigi vizsgilatok alapjan konzek-
vensen jelen van valamennyi klasszikus HSL esetében,
azonban egyéb, B-sejtes non-Hodgkin-lymphomaban
nem. Egyes szerz6k a klasszikus hajas sejtes leukémia és

a BRAF V600E-muticié viszonyit a krénikus myeloid

leukaemia és a ber/abl fazids génjéhez hasonlitjak: bar

az elébbi esetében még tovabbi, nagy esetszdmu pros-
pektiv vizsgilat virat magdra ennck bizonyitisira. Az
alabbi kérdések is megvalaszolandok:

— A mutici6 valéban patogenetikai gyajtépontja-e a be-
tegségnek, azaz maximdlisan specifikus-e HSL-re; al-
kalmas-e differencialdiagnosztikara?

— Mi a kiilonbség a heterozigéta és homozigdéta mu-
tansok kozt?

— Alkalmas-e kovetésre; a mutdcio jelenlétének mértéke
korrelal-e a remisszidstatusszal? (Molekularisan ko-
vethet6 minimdlis residualis betegség vagy komplett
remisszio?)

— Vilhat-e terapids célponttd kemorefrakter betegség-
ben?
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