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Roviditések jegyzéke

AF: allélfrekvencia
AL: akut leukémia
AML: akut myeloid leukémia

AS-PCR: allélspecifikus polimeraz lancreakcio (Allele-Specific Polymerase Chain

Reaction)

ASXL1: additional sex combs like 1 gén

BCR-ABL1: breakpoint cluster region — Abelson 1 fuzids gén
bp: bazispar

CALR: calreticulin gén

Cl: konfidencia intervallum

CML: kronikus myeloid leukémia

CMML: kronikus myelomonocytas leukémia

del: delécio

dg: diagnézis

EPO: erythropoetin

ET: esszencialis thrombocythaemia

EZH2: enhancer of zeste homologue 2 gén

GWAS: genomi Iéptékii asszociacios vizsgalatok (Genome-Wide Association Studies)
Hb: hemoglobin

Hct: hematokrit

HR: kockazati arany (Hazard Ratio)
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HRM: nagy felbontasu olvadasi goérbe analizis (High Resolution Melting)

HSCT: hematopoetikus  dssejt  transzplantacid6  (Hematopoietic =~ Stem  Cell

Transplantation)

IDH1 és 2: 1. és 2. tipusu izocitrat dehidrogenaz gén
ins: inszercio

JAK2: 2. tipusu Janus kinaz gén

LC 480: LightCycler 480 Il késziilék

LDH: laktat dehidrogenéz

MDS: myelodysplasia (Myelodysplastic Syndrome)
MF: myelofibrosis

MPL: thrombopoetin receptor gén (Myeloproliferative Leukemia virus oncogene)
MPN: myeloproliferativ neoplazia

MUT: muténs

NK AML: nomal kariotipust AML

OR: esélyhanyados (Odds Ratio)

OS: Osszesitett talélés (Overall Survival)

PAF: egy kockazati tényez6 betegség kialakulasaban betdltott szerepe (Population
Attributable Fraction)

PCR: polimeraz lancreakcio (Polymerase Chain Reaction)
Ph: Philadelphia-kromoszéma

Plt: thrombocytaszam, vérlemezkeszam (Platelet)

PMF: primer myelofibrosis

PV: polycythaemia vera
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QPCR: kvantitativ (mennyiségi) polimeraz lancreakcio
RARS-T: refrakter anémia gyfir(is szideroblasztokkal, thrombocytosissal

STAT: jelatviteli és transzkripciot aktivald fehérje (Signal Transducer and Activator of

Transcription)

SNP: egypontos nukleotid-polimorfizmus (Single Nucleotid Polymorphism)

SRSF2: szerin/arginin-gazdag érési faktor (Serine/arginine-Rich Splicing Factor) 2 gén
TERT: telomeraz reverz transzkriptaz gén

TKI: tirozin-kinaz inhibitor

TPO: thrombopoetin

V617F: a JAK2 gén 617. valin aminosav fenilalaninra torténd cseréje

WBC: fehérvérsejtszam (White Blood Cell)

WHO: Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)

WT: vad tipus (Wild Type)
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1 Bevezetés

A myeloproliferativ neoplazia (MPN) a hematopoetikus 0Gssejt klonalis zavara
kovetkeztében kialakuld betegségcsoport, amelyre kiilonb6zo érett myeloid sejtek
felszaporodasa a jellemz6. Dameshek 1951-ben ismerte fel e korképek kozos eredetét,
és elséként hasznalta a myeloproliferativ zavar kifejezést [1]. Az MPN a myeloid
Ossejtek daganatos megbetegsége, melyek fokozott proliferacidja egy vagy tobb
sejtvonal tulburjanzasahoz vezet. A felszaporodott sejtek tipusatol fiiggden
beszélhetiink leukocytosisrol és/vagy erythrocytosisrol és/vagy thrombocytosisrol (azaz
magas fehérvérsejt-, vorosvérsejt- és vérlemezkeszamrol). A kiilonbozé sejttipusok
expanzidja soran a normal csontveldi sejtek a helyiikrél kiszorulnak, a neoplazias sejtek
pedig a periférias vérben is megjelennek. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World
Health Organization: WHQ) 2016. évi besorolasa szerint a myeloproliferativ neoplazian
beliil tobb korkép kiilonithet6 el: a BCR-ABLL (breakpoint cluster region — Abelson 1
fuzioés gén) vagy masnéven Philadelphia-kromoszéma (Ph) pozitiv kronikus myeloid
leukémia (CML), a kronikus neutrofil leukémia (CNL), a BCR-ABL1 negativ,
viszonylag gyakori MPN korképek: az esszencialis thrombocythaemia (ET), a
polycythaemia vera (PV) és a primer myelofibrosis (PMF); valamint a kronikus
eozinofil leukémia (CEL) és a nem besorolhato MPN (MPN-U) [2].

1.1 Philadelphia-kromoszéma negativ myeloproliferativ neoplaziak

A Philadelphia-kromoszéoma negativ MPN, masnéven klasszikus MPN
csoportjaba az ET, a PV és a PMF betegségek tartoznak. ET-ben elsdsorban a
megakaryocyta, PV-ben az erythroid, PMF-ben pedig a megakaryocyta és a granulocyta

sejtvonal érintett.

1.1.1 Esszencialis thrombocythaemia

Az esszencialis thrombocythaemia ritka betegség, 100 000 ember koziil évente
1 1) esetet regisztralnak [3]. Elsésorban az idsebb korosztalyt érinti, diagnoziskor az
atlagos ¢€letkor 55 év. N6k korében gyakrabban fordul eld, mint férfiaknal [4]. ET esetén
els6dlegesen a megakaryocyta sejtvonal érintett, aminek kovetkeztében a periférias
vérben a vérlemezkék szama jelentésen megnd: tartdsan 450 G/L f616tt alakul. A magas

vérlemezkeszam miatt az ET-ben szenveddk foképp trombodzisra hajlamosak, valamint a
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vérlemezkék miikddészavardbol addddan vérzéses szovodmények is felléphetnek. A
korkép tovabbi jellegzetesége lehet a leukocytosis, mikrokeringéses tiinetek (fejfajas,
feledékenység, szédiilés, lataszavar, fiilzugas, paresztézia, végtagok zsibbadasa) és
viszketés [5]. Az esetek 40-60%-aban a betegség eldrehaladtaval 1épmegnagyobbodas
alakul ki [6]. Az ET myelofibrotikus és akut leukémias (AL) atalakulasanak kockazata
alacsony, 10 év utan ET-t koveté myelofibrosis (MF) az esetek 0,8-4,9%-aban, akut
myeloid leukémia (AML) pedig 0,7-3%-aban fordul ¢l6 [7, 8].

Az ET diagnozisanak felallitasa jelenleg a 2016-os WHO kritériumok alapjan
torténik, ahol a f6 kovetelmények kozé a tartésan megemelkedett 450 G/L f61otti
vérlemezkeszam, a megakaryocyta hyperplasiat igazold csontvelé biopszia, egyéb
myeloproliferativ megbetegedések (pl. PMF prefibrotikus szakaszanak) kizarasa és az
ET betegek kozel 90%-aban jelen 1évo klonalis genetikai eltérések kimutatasa tartozik.
Minor kritériumként szerepel a reaktiv thrombocytosis kizarasa, amennyiben klonalis
genetikai marker nincs jelen [2, 9]. A nem csontveld eredetii thrombocythaemia
hatterében allhat tobbek ko6zott kronikus gyulladasos megbetegedés (pl. rheumatoid
arthritis, colitis ulcerosa), vérvesztés, stlyos vashiany, a 1ép eltavolitasa vagy daganat.
A diagnozis megéllapitasahoz mind a négy f6 kritériumnak, vagy az els6 harom fo
valamint a minor kritériumnak kell teljesiilnie.

Az ET alapvetén hosszu lefolyasu betegség, citoreduktiv kezelés nélkiil is
eléfordulhat 10-20 éves tulélés. Az életkor, a korelézmény (trombotikus esemény) és a
mutéciok jelenléte alapjan ET-ben négy kockazati csoport kiilonithetd el. A nagyon
alacsony kockazatii betegek 60 évnél fiatalabbak, koreldzményiikben nem Szerepel
trombozis, €s nem mutathaté ki genetikai eltérés. Az alacsony kockézati csoportba
tartozok szintén 60 évnél fiatalabbak, nem volt még trombdzisuk, de genetikai eltérésiik
kimutathatd. A kozepes kockazati csoportot a 60 évnél iddsebb, trombotikus
koreldzménnyel és genetikai eltéréssel nem rendelkezdk alkotjak. Magas kockazatiinak
pedig azok a betegek szamitanak, akiknek volt mar kordbban trombdzisa vagy 60 évnél
idosebbek ¢és genetikai eltérésiik kimutathatd. Mivel a talélést foéként a sulyos
komplikaciok, szovédmények befolyasoljak, a terdpia célja a kockazati tényezok
minimalisra cs6kkentése, a trombotikus és vérzéses komplikaciok megel6zése [5, 10]. A
nagyon alacsony kockazati ET betegeknél nem feltétleniil sziikséges terapiat

alkalmazni, mig az alacsony kockazatuaknak legaldbb napi egyszer Aspirin szedése
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javasolt, amely antitrombotikus hatdsan tul a mikrovaszkularis zavarok enyhitésében is
hatasos gyogyszer. Mig a kozepes kockazati betegeknél az alacsony dozist Aspirin
adasa mellett nem feltétleniil sziikséges a citoreduktiv terapia, addig a magas kockazati
csoportba tartozoknal ajanlott. A vérlemezkeszam csokkentésére elsddlegesen
hidroxiureat alkalmaznak [5, 10]. Akiknél a hidroxiureaval torténé kezelés kudarcot
vall, masodik vonalbeli terapianak fiatalabb korban alfa-interferont [5, 11, 12], 65 évnél
idésebbek korében pedig buszulfant javasolnak [5]. Bar a megakaryocyta koloniak
gatlasan keresztiil az anagrelid is csokkenti a vérlemezke képzOdést [11, 12] hasznalata
az irodalomban vitatott, mivel a hatéanyag Osszefiiggésbe hozhat6 artérias trombozis,

vérzeés és fibrotikus progresszido megndvekedett kockazataval [5].

1.1.2 Polycythaemia vera

A polycythemia vera ritka betegség, éves incidencigja 0,7/10° lakos [3], férfiak
korében gyakoribb. Foként az idések betegsége, diagnéziskor az atlag életkor 60 év
koriil van. A betegség kezdetén az erythroid sejtvonal kontrollalatlan szaporodasa
kovetkeztében a hemoglobin szint (Hb) és a hematokrit (Hct) korosan emelkedett
értéket mutat. Az erythropoetin (EPO) hianyaban is bekovetkez6 fokozott vorosvérsejt
képzodést mérsékeltebb fehérvérsejt- és vérlemezkeszam emelkedés is kisérheti. A vér
alakos elemeinek megnovekedett térfogatardnya emeli a trombotikus és vérzéses
szovoédmények (infarktus, agyvérzés) kialakulasanak kockazatat [13]. A tdbblet
véralkotokat a 1ép tarolja, ami a 1ép megnagyobbodasahoz vezethet. A betegség késoi
myelofibrotikus fazisara alacsony vorosvérsejtszam (anémia) illetve alacsony
vérsejtszam (cytopenia) és az esetek 70%-aban Iépmegnagyobbodas jellemzd. A PV-
ben szenvedd betegeknek fokozottabb az esélye a csontveld myelofibrotikus
atalakulasara (10 év utan 5-6%) vagy akut leukémias traszformaciora (10 év utan
2-14%) [8].

A PV lappangva kezdddik, a klinikai tlinetek kozott eleinte rossz kozérzet,
bagyadtsag ¢és gyengeség jelentkezik. Késdbb a vér siirliségének novekedése
kovetkeztében a keringési zavarokkal Osszefliggd leggyakoribb tiinetek a fejfajas,
szédiilés, fiilztigas, lataszavar, enyhe memoriazavar, homalyos latas és erythromelalgia.

Jellemz6 tovabba a bor €s a nyadlkahartydk vérbdsége (plethoras arc, erezett kotOhartya,
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lila ajkak). A fokozott sejtképzés miatt eldfordulhat hdemelkedés, izzadds, fogyas,
viszketés és koszvény Is.

PV gyantjakor tisztazni kell, hogy elsédleges vagy masodlagos polycythaemia
all-e a hattérben. Ehhez a vér erythropoetin szintjét sziikséges meghatarozni, ami PV
esetén alacsony, mig masodlagos polycythaemiaban normal vagy magas értéket mutat.
A szekunder polycythaemia hatterében allhat tobbek kozott hypoxia, szivbetegség,
kronikus tlidobetegség, vesebetegség €s egyes daganatok.

A 2016. évi WHO ajanlasban a PV harom f6 diagnosztikai kritériumai ko6zé
tartoznak a vérkép tipikus eltérései (férfiaknal: Hb>16,5 g/dL vagy Hct>49%; néknél:
Hb>16,0 g/dL vagy Hct>48%), a csontveld hisztologia, valamint a PV betegek tobb
mint 95%-anal eléforduld klonalis genetikai eltérések kimutatasa. Minor kritériumnak
szamit az alacsony EPO szint [2]. A PV diagndzisahoz a harom f6 kritérium, vagy az
elso kettd fo és a minor kritérium egyiittes teljesiilése sziikséges. A csontveld vizsgalat
kulcsfontossagl a betegség stilyossaganak a megitélésében, és a myelofibrosis fokanak
felmérésében. Azonban a klinikai gyakorlatban - féleg idésebb betegeknél - a csontveld
biopsziatdl el lehet tekinteni tartésan fenndlld abszolut erythrocytosis esetén (férfiaknal
Hb>18,5 g/dL, Hct>55,5%; néknél >16,5 g/dL, 49,5%), amennyiben mutacid jelenléte
igazolt, és alacsony az EPO szint [2, 5].

A terapia soran a f6 cél a trombotikus és vérzéses szovodmények megel6zése [7,
14]. A betegek életkoruk és korabbi trombotikus eseményeik alapjan alacsony vagy
magas kockazati csoportokba sorolhatok. Az alacsony kockazati betegeknél napi
egyszer Aspirint adnak, és a vorosvérsejtszam csokkentése céljabol vérlebocsatast
(phlebotomiat) alkalmaznak, ami &ltalaban gyors eredményt nyujt a hematokrit normal
értéken (<45%) tartasaban [5, 7]. A 60 évnél idésebbek vagy trombodzison atesett
betegek magas rizikojunak szamitanak [5], citoreduktiv terapiara is sziikségiik van a
trombozis kockazatanak minimalizalasahoz. Els6ként altalaban hidroxiureat adnak, de a
vorosvérsejt és vérlemezke termelését gatlo gyogyszerek kivalasztasaban a betegek
¢letkora is szerepet jatszik. Amennyiben a hidroxiurea nem hatasos, fiatalabb korban
alfa-interferont, 65 évnél idésebbek korében pedig buszulfant javasolnak [5]. Lévén,
hogy az interferon terapia a betegek jelentds részénél (96%-anal) mellékhatasokat okoz,
ellendrzott klinikai vizsgalatok sziikségesek PV-ben az interferon terapia eldnyeinek és

hatranyainak tisztazasara a hidroxiureaval szemben [5]. A hidroxiureara adott nem

10
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megfeleld valasz illetve intolerancia esetén 2014-ben torzskonyvet kapott a ruxolitinib
nevii Janus kindz (JAK) 1 és 2 inhibitor, amely hatékonyan kontrolldlja a vér
paramétereket, a [épméretet, az altalanos tiineteket, sot bizonyos betegeknél molekuléris
valasz is elérhet6 [15]. Tefferi és munkatarsai a hidroxiureara nem reagald betegeknél
mégis a buszulfan vagy interferon kezelés mellett érvelnek, mert a PV betegek
tobbségénél ezek is megfeleléen hatékonyak. Csak abban az esetben javasolnak
ruxolitinib vagy mas JAK inhibitort, amennyiben sulyos és elhtiz6d6 viszketés all fenn,
vagy a jelentds mértékli Iépmegnagyobbodas az el6zdekben emlitett gyogyszerekre nem

reagal [5, 16].
1.1.3 Primer myelofibrosis

A primer myelofibrosis, masnéven kronikus idiopatias myelofibrosis a csontveld
ritka daganatos megbetegedése, incidencidja évente 0,5/10° f& [3]. N6k korében
gyakrabban fordul ¢l6, az atlagos ¢letkor diagndziskor 67 év [17]. A csontvel6i fibrosis
mellett a betegségre heterogén klinikai kép (leukocytosis vagy thrombocytosis,
cytopenia), csontveldn kiviili vérképzés ¢és 1épmegnagyobbodas jellemzd [18]. A
klinikai tiinetek kozé tartozik a faradtsag, az éjszakai izzadas, a laz, a fogyas, a
csontfajdalom és a boérviszketés, amelyek az életmindséget jelentésen befolyasoljak. A
magas vérlemezkeszam kovetkeztében a betegeknek fokozott a vérzés- és
trombozishajlama (pl. splanchnikus vénatrombodzis) [6, 19]. A kor prefibrotikus
stadiumaban a megakaryocyta sejtvonal burjanzasat megnovekedett csontveld
cellularitas, és a granulocyta sejtek proliferacioja kiséri. Az erythroid sejtek csokkent
képzddése is gyakori tiinet [2]. A tovabbiakban a csontveld allomanyat fokozatosan
rostos kotdszovet foglalja el, ami a csontveld kimeriilését okozza. A PMF
elérehaladottabb allapotaban a csontveld karosodasa kovetkeztében megjelenik a
csontveldn kiviili vérképzés, ami a 1ép és a m4j megnagyobbodasahoz vezet, és hasi
teltségérzetet okoz. Ebben a fibrotikus szakaszban a vérképre a vorosvérsejtek, a
fehérvérsejtek és a vérlemezkék erdteljesen csokkent szama jellemzd, pancytopenia
alakulhat ki [20]. A betegek halalat altalaban a kor leukémias transzformacioja, sziv- és
érrendszeri események, vérzés valamint tromboembolias szovodmények okozzak [19].

A PMF diagnozisanak felallitasa soran a 2016-0s WHO kritériumrendszer

alapjan el kell kiiloniteni a betegség prefibrotikus €s fibrotikus szakaszat. A két fazis
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kozott foként a csontvelGvizsgalat tesz kiillonbséget. A csontveld biopszia mellett f6
kovetelmény az egyéb myeloproliferativ megbetegedések és a csontvel6i fibrosis
masodlagos okainak kizarasa, valamint a PMF betegek kozel 90%-aban jelen 1évo
klonalis genetikai eltérések kimutatasa [2]. A masodlagos myelofibrosis hatterében
allhatnak nem rosszindulatit megbetegedések (pl. fert6zések, D-vitamin hiany,
autoimmun betegségek, kronikus gyulladas, mellékpajzsmirigy rendellenességek),
szolid tumorok (pl. emlé6-, tid6-, gyomor- és prosztata daganatok [6]) valamint
hematopoetikus malignitasok (CML, PV, ET, myelodysplasia: MDS, kronikus
myelomonocytas leukémia: CMML és AML). A minor kdvetelmények koz¢ tartozik az
anémia, a leukocytosis (>11 G/L) a tapinthato Iépmegnagyobbodas és az emelkedett
szérum LDH (laktat dehidrogenaz) szint valamint fibrotikus PMF esetén a
leukoerythroblastosis [2]. A diagnozis felallitasahoz mindharom 6 kovetelménynek és
legalabb egy minor kritériumnak kell teljestilnie.

A DIPSS-plus (Dynamic International Prognostic Scoring System-plus) klinikai
adatokon alapulé prognosztikai pontozasi rendszer PMF-ben négy rizikocsoportot
kiilonit el az életkor (>65 év), a hemoglobin szint (<10 g/dL), a fehérvérsejt- (>25 G/L)
és a vérlemezkeszam (<100 G/L), a blaszt arany (>1%), az altalanos tiinetek, a
transzfuzid sziikségessége, valamint a kedvezétlen kimenetellel tarsuld kariotipus
alapjan. Az alacsony kockazatu betegek szamithatnak a leghosszabb (15,4 éves)
talélésre. Az intermediate-1 és intermediate-2 csoportokba tartozok median talélése
rendre 6,5 illetve 2,9 év. A legrosszabb tulélési esélyekkel (1,3 év) pedig a magas
rizikoju betegek rendelkeznek [19].

PMF esetén jelenleg az egyetlen kurativ kezelés az allogén hematopoetikus
Gssejt transzplantacié (HSCT). A legtobb terapia nem befolyasolja a betegség lefolyasat,
csak a tiinetek, panaszok csOkkentésére szolgalnak. A tiinetmentes alacsony ¢és
intermediate-1 kockazati csoportba tartozoknal elegendé a beteg megfigyelése, nem
sziikséges terdpids beavatkozas. Tiinetek fenndlldsa esetén (pl. anémia,
lépmegnagyobbodas, csontfajdalom) specifikus tiineti kezeléseket alkalmaznak.
Citoreduktiv terapiara extrém leukocytosis vagy thrombocytosis esetén keriil sor. Az
intermediate-2 és magas rizikocsoportba sorolt betegeknél azonban meg kell fontolni az
Ossejt transzplantacio lehetdségét [19]. A nem transzplantaltaknal timogato kezelésként

magas sejtszam esetén myeloszupressziv gyogyszereket (hidroxiureat) illetve
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ruxolitinibet adnak [21, 22], tovabba javasolt szamukra klinikai vizsgalatokban vald
részvétel. A ruxolitinib a kor lefolyasat jelentdsen nem valtoztatja meg, de hatasara
javulnak a betegek altalanos tiinetei, jelentds 1épméret csokkenés érheto el, és pozitivan
befolyasolja a talélést is [18]. A leggyakoribb hematologiai mellékhatasok kozott
azonban anémia (49,2%) és thrombocytopenia (52,4%) szerepelnek, amelyek dozis
modositassal vagy transzfuzioval kezelheték [17]. A ruxolitinib immunszupressziv
hatdsa miatt gyakoriak a fertézések, emellett megnoveli a nem-melanémas borrak
kockazatat is [17]. A klinikai vizsgalatok alatt all6 0j generacios JAK inhibitorok kozé a
momelotinib, a pacritinib ¢és a fedratinib tartoznak [18]. Lépeltavolitasra gyogyszeres
kezelésre nem reagald 1épmegnagyobbodas esetén keriilhet sor. Splenectomiat kovetd
majmegnagyobbodas, nem-hepatosplenicus csontveldn kiviili vérképzés és extrém

csontfajdalom esetén a sugarterapia a leghatékonyabb [19].

1.2 Philadelphia-kromoszoma pozitiv myeloproliferativ neoplaziak

A myeloproliferativ neoplaziak csoportjaba tartoz6 CML-ben szenvedd betegek
100%-anal kimutathaté a BCR-ABL1 pozitivitas, azaz a Philadelphia-kromoszoémaként
ismert 9. és 22. kromoszoma transzlokacidja: t(9;22)(q34;911.2). A 1étrejovo faziods
génben egymas mellé keriilnek a BCR (breakpoint cluster region) és az ABL1 (Abelson
1) gének lokuszai, amelynek hatasara szabalyozatlan és koros jelatviteli folyamatok
indulnak el [23].

1.2.1 Kroénikus myeloid leukémia

A CML egy ritka vérképzdszervi megbetegedés, amelyre a myeloid sejtek,
foként a granulocytak, illetve azok éretlen eléalakjainak tultermelddése jellemzd. Eves
incidencidja 1-1,3/10° [24]. A betegek atlagos életkora diagnoziskor 50-60 év, férfiaknal
gyakrabban fordul el6. A CML lefolyasat tekintve harom fobb szakaszt
kiilonboztethetiink meg: a kronikus, az akceleralt és a blasztos fazist [25]. A CML
kronikus fazisa legtobbszor periférids vérbol egy egyszerli vérkép vizsgalattal és a
BCR-ABL1 fazids gén vagy transzkriptum kimutatasaval diagnosztizalhato. A betegség

elérehaladottsaganak megallapitasahoz azonban csontveld vizsgalat sziikséges [2].
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A CML lappangva kezdddik, az évekig elhuzodd kronikus fazis kevés tiinettel
jar. Az emelkedett fehérvérsejtszamra gyakran csak rutin vérvizsgalat alkalmaval deriil
fény. A betegek faradtsagrol, gyengeségrol €s fogyasrol panaszkodhatnak. Az altalanos
tiinetek mellett a Iépmegnagyobbodas kovetkeztében étvagytalansag ¢és hasi fajdalom,
teltségérzés jelentkezhet. A leukocytosison tul thrombocytosis is fennallhat, ami emeli a
trombotikus szovédmények kialakuldsanak kockéazatat.

Bar az akceleralt fazis definicidjara nincs altalanosan elfogadott
kritériumrendszer, a WHO 2016-0s ajanlésa szerint az akceleralt fazist progressziv
fehérvérsejtszam emelkedés (>10 G/L) és tovabbi felgyorsult 1épmegnagyobbodas
kiséri. Erre a fazisra tovabba perzisztens thrombocytosis (>1000 G/L), vagy perzisztens
thrombocytopenia (<100 G/L) jellemzd, a periférias vérben legalabb 20%-0s bazofil
arany, valamint a periférias vérben vagy a csontvel6ben 10-19%-o0s blaszt arany
figyelhet6 meg [2, 25]. A klinikai tiinetek kozott 14z, éjszakai izzadas és csontfajdalom
jelentkezik. A funkcidjukat ellatni nem képes fehérvérsejtek kovetkeztében megnd a
fertézésekre vald hajlam [6]. A CML utolso stadiuma, a blasztos krizis gyakorlatilag
egy akut myeloid vagy lymphoid leukémianak megfelel6 allapot, ahol jellemzé lehet a
blasztok csontvelén kiviili szaporodasa [25]. A vérben és a csontveldben a blasztok
aranya eléri a 20%-ot [2, 9]. A blaszt fazisos CML prognézisa a mai napig kedvezétlen.

A CML-ben szenvedd betegek atlagos tulélése jelentésen megnétt a célzott
molekularis kezelések megjelenésével. A kordbban alkalmazott kemoterapia, alfa-
interferon és csontveld atiiltetés helyett napjainkban a kronikus fazisban diagnosztizalt
betegeknél a tirozin-kinaz inhibitorokat (TKI) alkalmazzak els6 vonalbeli kezelésként
[23]. Azoknal a betegeknél, akiknél az elsé vonalbeli kezelés kudarcot vall (imatinib), a
masodik és harmadik generacios tirozin-kinaz gatlészerek (dasatinib, nilotinib,
ponatinib, bosutinib) adhatok [23]. A tirozin-kinaz inhibitorokra adott valaszt és a
kimenetelt tobb tényezd befolyasolja. A harom prognosztikai besoroldst nyjto rendszer
(Sokal, Euro és EUTOS) esetén a relativ kockazatot klinikai és hematologiai adatok
(életkor, Iépméret, vérlemezkeszam, blaszt és bazofil arany) alapjan szamoljak ki [25].
A TKI kezelésre jol reagalo betegek BCR-ABL1 expresszidja négy-6t nagysagrendet is
csokkenhet (mély molekularis valasz) és tobbségiik panasz- és tiinetmentesen élhet [6].
Minimum két éves mély molekularis valasz utan abbahagyva a TKI terapiat, 67 honap

kovetési 1d6 mellett a betegek 39%-a szamithat tovabbi kezelés nélkiil is a BCR-ABL1
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expresszio alacsony szinten maradasara és klinikai tiinetmentességre [26]. Ok nagy
valoszintiséggel gyogyultnak tekintheték. Bizonyos kronikus fazisban 1évé betegeknél
azonban, akik legalabb két TKI-ra rezisztensek, vagy azoknal, akiknél a kor mar
elorehaladott stadiumban van tovabbra is a csontveld transzplantacio az egyetlen kurativ

megoldas [23].
1.3 Akut myeloid leukémia

Az akut myeloid leukémia egy hematopoetikus Ossejt eredetli betegségcsoport,
amely a myeloid sejtek elbalakjainak tGlszaporodasaval jar. Az AML a felnéttek
korében leggyakrabban jelentkezé akut leukémia. Incidencidja a korral emelkedik,
eléfordulasi aranya évente 1,3/ 10° a 65 évnél fiatalabbak, mig 12,2/ 10° a 65 évnél
iddsebbek esetén [27].

Az AML bioldgiailag és klinikailag is nagyon heterogén korkép. A koros
hematopoetikus differenciaciot és proliferaciét kromoszéma transzlokaciok és gén
mutaciok okozzak, amelynek kovetkeztében a gyorsan osztodd éretlen myeloid sejtek
(blasztok) akadalyozzak a normal csontveldi sejtképzést [27]. A leukocytosis mellett a
vorosvérsejt- és  vérlemezkeszam gyors csokkenése figyelhetd meg, ami
megmagyarazza az elso tlineteket. Az anémia kovetkeztében gyengeség, faradékonysag
jelentkezhet, felléphetnek vérzések (pl. orrvérzés, emésztérendszeri vérzés), vagy az
immunhiany miatt 14z és visszatérd fertézések alakulhatnak ki. Az AML tovabbi, nem
specifikus tiinete az étvagytalansag ¢és a fogyas, valamint a csont- és az iziileti fajdalmak
[6].

A klinikai megjelenésében és lefolydsdban jelentdsen eltéré AML esetek és
kapcsolodo neoplaziak a WHO 2016-os ajanlasa alapjan tobb csoportba sorolhatok [2].
Az els6 csoportba a visszatérd genetikai eltérésekkel jellemzett de novo AML tartozik.
A masodik csoportot a myelodysplasiabol vagy mas hematoldgiai korképbdl kialakulo
masodlagos AML esetek alkotjak, amelynek prognézisa kedvezdtlen, a betegek
tobbsége iddskoru. A tovabbi csoportokat a terapiat kovetéen kialakuldé myeloid
neoplazidk, az egyéb modon nem besorolhato AML, a myeloid szarkoma és a Down
szindromahoz kothetd myeloid proliferaciok képezik [2]. A kezelések alapjat a
cytarabine ¢és anthracycline alapu citosztatikus kombinaciok és az erre alkalmas

pacienseknél az allogén HSCT képezi [27].
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1.4  Genetikai eltérések BCR-ABL1 negativ myeloproliferativ neoplaziakban

Az elmult évtizedben tobb BCR-ABL1 negativ, klasszikus MPN (PV, ET, PMF)
kialakulaséaért felelds, csontveldi Ossejtekben kialakuld szerzett mutaciot azonositottak,
amelyek mindegyike a JAK/STAT (STAT: signal transducer and activator of
transcription) jelatviteli Gitvonalat aktivalja. Elséként a 2. tipust Janus kinaz (JAK2) gén
14. exonjaban a 617. valin aminosav fenilalanin cseréjét (V617F) eredményezd
pontmutaciot irtak le 2005-ben [28-31]. A thrombopoetin receptor gén (MPL)
10. exonjanak pontmutacioit V617F negativ ET-ben és PMF-ben 2006-ban [32], a JAK2
gén 12. exon mutacioit V617F negativ PV-ben 2007-ben ismertették. 2013-ban két
munkacsoport, egymastol fliggetleniil, egyszerre azonositotta a calreticulin (CALR) gén
9. exonjat érint6 mutacidkat JAK2 és MPL negativ ET-ben és PMF-ben [33, 34]. A
JAK2, a CALR ¢és az MPL gének eltérései MPN specifikusak, més hematoldgiai
betegségben ritkan fordulnak el. Altaldban a harom gén mutaciéi egyszerre nem
fordulnak el6, két gén egylittes érintettsége irodalmi ritkasagnak szamit. Mivel
klasszikus MPN-ben a betegek 85-90%-aban a JAK2, az MPL és a CALR gének
valamelyike érintett, a harom gén mutacidinak vizsgalata diagnosztikus jelent6ségi [35,
36]. Az MPN betegek tobbségében a JAK-STAT utvonalat aktivald mutaciok mellett
egyéb tarsuld génmutacidk is azonosithatok. Ezek a mutaciok leggyakrabban
epigenetikai modositasért, mRNS (hirvivd RNS) érésért felelds, illetve tumor
szupresszor géneket érintenek. Kimutatasuk MPN-ben prognosztikai jelent6ségti [36,
37]. Az MPN kialakulasaban nemcsak szerzett mutaciok, hanem 6roklott eltérések is
szerepet jatszhatnak, példaul a JAK2 és a TERT (telomeraz reverz transzkriptaz) gének
polimorfizmusai, amelyek befolyasolhatjak a betegség fenotipusat, hajlamosito- illetve
védofaktorok lehetnek [38, 39].

1.4.1 Szerzett genetikai eltérések

crer

befolyasold citokinek (granulocyta kolonia stimulald faktor: G-CSF, granulocyta-
monocyta kolonia stimulalé faktor: GM-CSF, EPO és thrombopoetin: TPO) a
JAK-STAT jelatviteli Gtvonalon keresztiil fejtik ki hatasukat. A nem receptor tirozin-
kinazok csaladjaba tartozo 2. tipusu Janus kinazok (JAK2) a sejtfelszini receptorok

citoplazmatikus végéhez kapcsolodnak, €és foszfat csoportok athelyezését katalizaljak. A
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JAK? altal végzett foszforilacid soran ujabb jeldtviteli fehérjék, a STAT molekuldk is
aktivalt allapotba keriilnek. Az aktiv transzkripcios faktorok (STAT dimerek) pedig
kiilonb6z6 sejtosztodast szabalyozo gének expresszidjat befolyasoljak [35].

Az MPN-re jellemz6 legfontosabb harom gén (JAK2, CALR, MPL) mutacionak
mindegyike a JAK/STAT jelatviteli utvonalat aktivalja, amelyet az 1. abra szemléltet. E
gének mutacioinak jelenlétében a JAK/STAT jelatviteli utvonal ligand hianyaban is

allanddan aktivalt allapotba kertil.

Citokin ligand
Receptor

JAK
STAT

Tid

Sejtmag
Foszforilacio

Citoplazma

S A

1. dbra A JAK/STAT jelatviteli utvonal [40]. A foszfat csoportok athelyezését katalizald
2. tipusu Janus kindzok a citoplazmdban taldlhatok, és a sejtfelszini receptorok
citoplazmatikus végéhez kapcsolédnak [40]. Kindz aktivitasuk megnovekszik, ha a
sejtfelszini receptorhoz citokin ligand kotédik. A ligand kotddésének hatasara a
receptorok dimert alkotnak, aminek kdvetkeztében a tirozin-kinazok mar megfelelden
kozel keriilnek egymashoz ahhoz, hogy kolcsonos foszforilacid révén egymast és a
receptor tirozin maradékait is aktivalni tudjak [41]. Ezaltal olyan kot6helyek jonnek
létre, ahova a kinazok célfehérjéi, a STAT molekuldk kotddni tudnak. A receptorhoz
kapcsolodott STAT fehérjék a JAK?2 altali foszforilaciot kdvetéen dimerizalddnak [41].
Az aktiv transzkripcios faktorok (STAT dimerek) a citoplazmébol a sejtmagba
vandorolnak, ¢és kiillonbozd sejtosztddast szabalyozd gének kifejezddésére vannak
hatassal [29].

Roviditések: JAK: Janus kinaz, P: foszforilacio;, STAT: jelatviteli és transzkripciot

aktivalo fehérje
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MPN-ben a STAT fehérjék expresszidja jelentdsen megvaltozik a normal
hematopoesis esetén tapasztalt mérsékelt kifejez6déshez viszonyitva. Receptortol
fiiggden a STATL, STAT3 vagy STATS fehérjék aktivalodnak. A STAT3 és STATS
homeosztazisaban is [42]. Az irodalomban leirtak alapjan a STAT3 és STATS
molekuldk foszforilacioja PMF-ben gyakoribb, mint ET-ben vagy PV-ben. Tovabbi
megfigyelések szerint bar az aktivalt STATS fehérjék PV-ben és ET-ben egyarant jelen
vannak, ET-ben mégis sokkal hangstlyosabb a STATI molekulak aktivacidja. A
STAT1 aktivaci6 a gamma-interferon emelkedett szintjén Kkeresztiil segiti a
megakaryopoesist és ET-szeri fenotipust eredményez [43]. Egyelére nem ismert a
pontos mechanizmus, ami ezeket a jelatviteli kiilonbségeket okozza a kiillonb6z6 MPN

korképekben [44].

1411 JAK2 V617F pontmutdacio

A 2. tipust Janus kindz pszeudokindz doménjét érinté V617F pontmutdcidt négy
kutatocsoport azonositotta egymastol fliggetleniil [28-31]. A gén 14. exonjaban a 617.
valin aminosav fenilalaninre torténé cseréjéért egy baziscsere felelés (€.1849G>T). A
JAK2 V617F gyakori el6fordulasat PV-ben (>95%), valamint ET-ben és PMF-ben
(50-60%) kés6bb szamos tanulmany megerdsitette [45, 46]. A mutacid ritkan mas
myeloid korképek esetében is eléfordulhat, mint példaul myelodysplasidban, CMML-
ben vagy AML-ben [36, 47].

A JAK2 gén szerkezetét az 2. éabra szemlélteti. A V617F mutacioval a JAK2
pszeudokindz domén gatld funkcidja sériil, ami a kindz domén konstitutiv aktivaciojat

eredményezi, és STAT3, STATS foszforilaciot katalizal [48].

FERM SH2 Pszeudokinaz Kinaz

NH2 —{on7 [ ne [ ons RGeS JH2 — JH1 [— COOH

V617F

2. abra A JAK2 gén szerkezetének sematikus abraja [49]. A JAK2 gén hét JAK
homolog doménbdl all (JH1-JH7): a molekula JH1 feldli végén egy karboxil csoport
(COOH), mig JH7 fel6li végén egy amino (NH2) csoport talalhatd. A JH1 domén

katalitikus kindz aktivitassal bir, a JH2 pedig a JHI1 aktivitdsanak szabalyozasaban
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szerepet jatszo, katalitikusan inaktiv pszeudokindz domén. A JH3 és JH4 domének
egylittesen alkotjadk a 2. tipusi Src-homologot (SH2), mig a citokin receptorokhoz
kapcsolodo NH2-terminalis régionak (JH5-JH7) FERM domén a neve. A FERM domén
fehérjék plazma membranba torténd athelyezésében jatszik szerepet. A V617F mutécio
a pszeudokinaz domént érinti [49].

Roviditések: JH: JAK homolog domeén; SH2: 2. tipusu Src-homolog domén; FERM:
fehérje modul (F: 4.1-es fehérje, E: ezrin, R: radixin és M: moesin); V617F: a JAK2

gén 617. valin aminosav fenilalaninra torténo cseréje.

Nem ismert, hogy a JAK2 gén egyetlen pontmutacidja miképpen tud harom kiilonb6z6
klinikai képpel jard korformat 1étrehozni [50]. Az egyik elképzelés szerint a hattérben a
heterozigdtasag elvesztése all: uniparentalis diszomia kovetkeztében bizonyos sejtek a
JAK2 V617F mutaciot két kopiaban hordozzak [44]. Az 50% feletti V617F% az MPN
ritkasagnak szamit, PV-ben gyakori, PV-t kovetd MF esetén pedig a betegek kozel
100%-anal jelen van [52, 53]. Egy masik elmélet szerint jelatviteli kiilonbségek vannak
PV-ben, ET-ben és PMF-ben [44]. Teofili és munkatarsai kimutattak, hogy a kiilonb6z6
MPN megbetegedésekre kiilonb6zd STATS és STAT3 expresszids mintazat jellemzd
[48]. A heterozigota és a homozigdta mutans sejtek jelatvitele is kiilonbozhet, ami
szintén fenotipus eltéréseket okozhat MPN-ben [44]. A betegség megjelenését tekintve
egyéb genetikai tényezok, pl. kiilonb6z6 polimorfizmusok jelentdsége is felmeriil,
valamint a nemiség is szerepet jatszhat a heterozigotasag elvesztésekor (a JAK2 V617F
mennyisége szignifikansan alacsonyabb noéknél). A JAK2 V617F koépiaszam, a
jelatviteli kiilonbségek és az egyéb genetikai faktorok kozosen alakithatjak a PV, ET
vagy PMF fenotipust [44].

1.4.1.2 JAK2 12. exon mutdciok

A VB17F és a JAK2 12. exon mutaciok egyiittesen a PV-ben szenvedd betegeknél a
genetikai eltérések kozel 100%-at adjak [54, 55]. Irodalmi adatok szerint a JAK2
12. exon mutacié gyakorisaga az europai PV-ben szenvedd betegek korében 1,9-7,4%.
A JAK2 12. exon mutacié ET-ben és PMF-ben nem fordul elé [36], vizsgalata csak
V617F negativ PV-ben indokolt.
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Valamennyi 12. exon mutaci6 a JAK fehérje 533-547. aminosavak kozotti 44 nukleotid
szekvenciaja (3. abra). A JAK2 12. exon mutaciok modositjak a JH2 domén szerkezetét,
aminek hatasara sériill a JAK fehérje Onszabalyozo funkcidja. Hasonldéan a V617F

mutaciohoz, a 12. exon mutaciok is citokin figgetlen proliferaciot indukalnak [47].

FERM SH2 Pszeudokinaz Kinaz

NH2 —1H7 | sve__ | svs || BRAREES] JH2 — JH1 [— COOH

12. exon mutaciok V617F

3. abra 4 JAK?2 gén szerkezetének sematikus abraja [49]. A 12. exon mutaciok az SH2
¢s a pszeudokinaz domén 6sszekapcsold szekvencidjat érintik.

Roviditések: JH: JAK homolog domén; SH2: 2. tipusu Src-homolog domén; FERM:
fehérje modul (F: 4.1-es fehérje, E: ezrin, R: radixin és M: moesin); V617F: a JAK2

gén 617. valin aminosav fenilalaninra térténd cseréje.

A JAK2 12. exon mutaciok lehetnek pontmutaciok, deléciok (del), inszerciok (ins) és
duplikaciok [36]. Leginkabb a 3-12 bazisparos (bp) olvasasi keretet megtartd deléciok
fordulnak elé. A leggyakoribb mutacié az N542-E543del (23-30%), amit a K537L, az
E543-D544del és az F537-K539delinsL (10-14%), valamint az R541-E543delinsK
(<10%) mutacio kovet a gyakorisagi sorrendben [36].

A JAK2 12. exon mutaciot hordozo betegek tobbségénél a csontveldben tiszta erythroid
hyperplasia figyelheté meg, és alacsony a szérum erythropoetin szint [36]. Klinikailag a
JAK2 12. exon mutaciora pozitiv betegek fiatalabbak diagnoziskor (az esetek 40%-a 50
¢v alatti), a hemoglobin ¢és hematokrit értékeik magasabbak, mint V617F mutécio
jelenléte esetén. Az esetek kis szazalékaban a megakaryocyta és a granulocyta
sejtvonalak érintettsége is kimutathato [36, 47]. A betegség kimenetelét tekintve nincs

jelentds kiilonbség a V617F és 12. exon mutaciot hordozok kozott [47].

1.4.1.3 CALR gént érinté mutdciok

JAK2 és MPL negativ ET-ben és PMF-ben a calreticulin gén 9. exonjat érintd
mutaciokat két munkacsoport egymastol fiiggetleniil azonositotta 2013-ban [33, 34]. A
CALR mutaciok gyakorisdga ET-ben és PMF-ben 25 és 35% kozott alakul, ezéltal
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MPN-ben a 2. leggyakoribb genetikai eltérés. A CALR mutéaciok néha eléfordulhatnak
myelodysplasidban  (RARS-T: refrakter anémia gyiris szideroblasztokkal,
thrombocytosissal), PV-ben és nagyon ritkin BCR-ABL1 pozitiv CML-ben, valamint
JAK2 V617F mutacioval egyidejiileg is [36]. A CALR gént érint6 eltérések, a JAK2 és
az MPL mutaciokhoz hasonldéan a JAK/STAT jelatviteli utvonalat aktivaljak. A kozos
hatdsmechanizmus megmagyardzza a CALR, a JAK2 és az MPL mutaciok egylittes
eléfordulasanak alacsony valdszintiségét, és a CALR pozitiv betegek JAK inhibitorokra
adott valaszat [56, 57].

A CALR egy kalcium-koto, foként endoplazmatikus retikulumban talalhaté chaperone
molekula (dajkafehérje). Dajkafehérjeként legfébb funkcidja a fehérjék szerkezeti
Osszerendezddésének eldsegitése, kalcium-koté fehérje 1évén pedig a kalcium
homeosztazis fenntartasaban jatszik jelentés szerepet [47]. A CALR fehérje szerkezetét

az 4. dbra szemlélteti.

szignal Chaperone Ca’* koté domén

peptid

}

2 T Nioma e Cdomén | KDEL - COOH

CALR mutaciék

4. abra A CALR fehérje szerkezete. A calreticulin fehérje 3 f6 szerkezeti egységbdl all:
N domén, P domén ¢és C domén, sorban kékkel, pirossal és zolddel jelolve. A fehérje
egy N terminalis aminosav szignallal indul (fekete doboz). Maga az N domén egy
lektin-koté hely, melynek a chaperone aktivitasban és a Zn** megkotésében van
szerepe. A kozépsd prolinban gazdag P domén nagy affinitdsu, de kis kapacitasu
kalcium-koto helyeket tartalmaz. A negativ toltésii aminosavakbdl allo C domén pedig
egy nagy kapacitasii kalcium-kotd hely, és egy C termindlis ’KDEL’ endoplazmaés
retikulum retencios szignallal zarul [47, 58].

Roviditések: CALR: calreticulin; KDEL: endoplazmads retikulum retencios szigndl.

A vad tipust CALR fehérje C termindlis régidja negativ toltésli, mig a mutans CALR
lizinben és argininben gazdag pozitiv toltésti C terminalis domént eredményez. A

kalcium-koté C domén toltottségének valtozasa kovetkeztében sériil a mutans fehérjék
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kalcium-koto képessége. Tovabba minden mutansban elveszik az utolsé négy aminosav
molekula, az tjonnan szintetizalt fehérjék visszatartasaért felelés un. ’KDEL’
endoplazmatikus retikulum retencidos szignal ('KDEL’: lizin, aszparaginsav,
glutaminsav ¢és leucin). EIf és munkatarsai bizonyitottak, hogy a mutans CALR
C terminalisa a thrombopoetin receptorhoz kozvetleniil kotodik, és ligandkapcsolodastol
fiiggetleniil aktivalja azt. Az Osszekapcsolodashoz az MPL extracellularis
N-glikozilacios részére és a mutans CALR glikan-kotd helyére van sziikség. Az
folyamat valdszintileg az endoplazmatikus retikulumban toérténik, majd az MPL-CALR
komplex egyiittesen vandorol a sejtfelszinre [59]. A két molekula kolcsonhatasanak
feltétele a mutans CALR fehérje C doménjének pozitiv toltottsége, amely
elengedhetetlen az onkogén 4talakulas 1étrejottéhez. A thrombopoetin receptor aktivacio
altal a JAK/STAT utvonal konstitutivan aktivva valik, és citokin fiiggetlen
sejtproliferacio figyelheté meg [33, 34, 56, 57].

Klampfl és munkatarsai [33] a calreticulin génben 36 féle MPN-re jellemzd inszerciot
és deléciot hataroztak meg, de azdta mar Osszesen tobb mint 50 féle variaciot
azonositottak [36]. A CALR mutaciot hordozo eseteknek kozel a fele egy 52 bazisparos
delécio (1. tipus: €.1092_1143del; L367 fs*46), mig a mutaciok 35%-a egy 5 bazisparos
inszercio (2. tipus: c1154 _1155insTTGTC; K385 fs*47). A CALR mutaciok a JAK2 és
MPL negativ ET és PMF betegek 60-80%-aban kimutathatok [36].

1.4.1.4 MPL gént érinté mutdciok

Az MPL (myeloproliferativ leukémia virus onkogén) mutaciok gyakorisaga JAK2
V617F negativ ET és PMF betegek csoportjaban 5-10% kozott alakul [32, 47]. A
W515L aminosav csere RARS-T és AML betegek mintaiban is jelen lehet [60]. Az
MPL mutéaciok PV-ben altalaban nem fordulnak el6 [61], illetve egyiittes el6fordulasuk
a JAK2 V617F pontmutacioval irodalmi ritkasagnak szamit [36].

A MPL gén a megacaryocytak egyik legfontosabb novekedési faktorat, a thrombopoetin

receptort kodolja [36]. A thrombopoetin receptor szerkezetét az 5. abra szemlélteti.

22



DOI:10.14753/SE.2018.2127

szignal
peptid

\

NH2 —.—| Extracelluliris domén I—_—| Intracelluliris domén |— COOH

MPL S505  MPL W515

5. abra A thrombopoetin receptor fehérje szerkezete. A hematopoetin receptorok
csaladjaba tartozo MPL gén a thrombopoetin receptort kodolja, amelynek 635 aminosav
épitékove négy fobb szerkezeti egységet alkot. Az N terminalis szignal peptidet az
1. exon, a fehérje sejten kiviili részét (kékkel jeldlve) a 2-9. exonok, a transzmembran
domént (pirossal jeldlve) a 10. exon, mig a sejten beliilli domént (zdlddel jeldlve) a
11-12. exonok kodoljak [60]. A leggyakoribb szerzett MPL mutaciok a 10. exonban
talalhatok, az S505 és W515 kodonokat érintik.

Roviditések: MPL. thrombopoetin receptor gén.

TPO kotédésekor a receptor dimerizalodik, jelatvitele a JAK/STAT uatvonalon keresztiil
torténik. A szerzett MPL mutaciok ligandtol fiiggetlen receptor aktivitast, ezaltal
fokozott sejtosztodast eredményeznek [32, 36, 47]. A leggyakoribb szerzett MPL
mutaciok a receptor transzmembran doménjében talalhatok, az 505. szerin és az 515.
triptofan aminosavakat érintik. Az 505. pozicidban a szerin aszparagin (S505N)
cserében tobb kodon is érintett lehet. Az 515. tripletet az MPL fehérje amfipatikus
,K/RWQFP” motivuma tartalmazza, amely egy autoinhibitoros régio kozvetleniil a
transzmembran domén hataran [60]. Az 515. kodon leggyakoribb patogén mutacioi a
WS515L és a W515K. Ritka esetekben azonban el6fordulhatnak W515A, W515R és
W515S aminosav cserék is. ET-ben szenved6k kozott a thrombopoetin receptor
extracellularis doménjében is talaltak funkcionyeréssel jaré mutaciot (Y252H), amely
szintén spontan receptor aktivitast és fokozott sejtproliferaciot okoz [60]. Tovabbi ritka
mutaciokat azonositottak az S204P/F, V501A, S505C, A506T, V5071, G509C, L510P,
R514K és W515-P518delinsKT, R519T, Y591D poziciokban, de ezek koziil bizonyos
esetekben a patogén jelentéség nem tisztazott [36, 60].

A klinikai megjelenés vonatkozdsdban az MPL mutacidt hordozd betegeknek a JAK2
V617F pozitiv betegekhez képest alacsonyabb a hemoglobin szintjiik, magasabb a
vérlemezkeszamuk, és izolalt megakaryocyta proliferacio jellemz6é a csontveld

szovettani vizsgalatakor. Az ET-ben szenveddk csoportjaban szintén a JAK2 V617F
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pozitiv esetekhez viszonyitva az MPL mutacié a magasabb vérlemezkeszam mellett
csokkent csontveld cellularitast és csokkent erythropoesist eredményez [62]. A
szovodmények (trombozis, vérzeés, myelofibrotikus és leukémias transzformacio) és a
kimenetel tekintetében nincs jelentds kiillonbség az MPL ¢és JAK2 V617F pozitiv MPN
betegek kozott sem ET, sem PMF esetén [36, 62]. Bar a W515K muténs allél aranya
altalaban magasabb, mint a W515L mutacid¢, ez nem befolyasolja szignifikdnsan a
betegek klinikai és laboratoriumi mutatéit [36, 47]. A homozigota esetekben azonban a

megfigyelések szerint gyakrabban fordul el6 csontvel6i fibrosis [62].

1.4.1.5 Egyéb addiciondlis mutdciok

A JAK2, MPL, és CALR mutaciok egyiittesen véve az MPN betegségek jelentds
hanyadaban kimutathatok: PV-ben 99%-ban, ET-ben ¢és PMF-ben 85%-ban
meghatarozhatd a betegséget okozo genetikai marker [62]. A JAK-STAT utvonalat
aktivald onkogén mutaciokhoz azonban tarsulhatnak egyéb génmutaciok is. Az
addicionalis genetikai eltérések leggyakrabban epigenetikai modositasért (pl. 2. tipusu
ten-eleven transzlokacios gén: TET2, 1. és 2. tipusu izocitrat dehidrogenaz: IDH1 és 2,
additional sex combs—like 1: ASXL1, enhancer of zeste homologue 2: EZH2), mRNS
érésért felelds (pl. serine/arginine-rich splicing factor: SRSF2), illetve tumor szupresszor
(pl. tumor protein p53: TP53) géneket érintenek [36, 37]. Ezek a mutaciok dnmagukban
nem vezetnek az MPN-re jellemz6 klinikai eltérések (PV, ET, PMF) kialakulashoz, és
gyakran mas myeloid klonalis betegségekben (pl. MDS vagy AML) vagy id6skori
klonalis hematopoesisben is elé6fordulnak [63, 64]. Az addicionalis mutaciok az MPN-re
jellemz6 onkogén mutacio kialakulasat megel6z6en és kovetden is Kialakulhatnak. Az
érintett génektél, a mutdciok szdmatdl és keletkezési sorrendjétdl fliggben az
addicionalis mutaciok jelezhetik a betegség eldrehaladottabb allapotat. Kimutatasuk

nem diagnosztikus, hanem prognosztikai jelentéségiit MPN-ben [36, 37].

1.4.1.6 Tripla negativ MPN

A JAK2 V617F, a CALR és az MPL mutaciokra negativ ET és PMF képezi a tripla
negativ. MPN csoportot. Az esetek hatterében allhatnak mas JAK/STAT jelatviteli
lymphocyta specifikus adaptor proteint (LNK) koédolo gén, melynek mutacioit JAK2
V617F negativ ET, PMF és PV esetekben azonositottak [65-67]. Az is elképzelhetd,
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hogy ritkan a JAK2, a CALR vagy az MPL gének mutacioi a vizsgalt szakaszokon kiviil
esnek. A tripla negativ betegek 10%-aban példaul az MPL gén 10. exonjan kiviili
régiokban is talalhatok genetikai eltérések (pl. S204P, Y591N), ezenfeliil tripla negativ
ET-ben a JAK2 gén V625F és F556V aktivalo mutacioit is kimutattak [68, 69].
Lehetséges tovabba, hogy a mutans allél ardnya az alkalmazott modszer kimutatési
hatdra alatt van. Bizonyos esetekben pedig el6fordulhat, hogy a poliklonalis
hematopoesis elkiilonitése a klinikai kép alapjan nem lehetséges, és nem MPN all a
beteg erythrocytosisanak, thrombocytosisanak vagy myelofibrosisanak a hatterében.

A klinikai jellemzdket tekintve a tripla negativ ET fiatalabb korban keriil diagnézisra, és
alacsonyabb hemoglobin és fehérvérsejtszam jellemzi. Ezeknél a betegeknél
alacsonyabb a trombozis kockazata, a tulélésiik a JAK2 V617F és/vagy CALR mutacio
pozitiv esetekéhez hasonlé. Tripla negativ PMF-ben a betegek hemoglobin szintje

alacsonyabb, és kedvezitlenebb kimenetelre szamithatnak [35].

1.4.2 Orokletes genetikai eltérések

Ugyanazon mutaciok (JAK2 V617F, CALR, MPL) jelenléte kiilonb6z6 MPN
betegségekben felveti annak lehetdségét, hogy az MPN patomechanizmusaban egyéb
genetikai tényezok is szerepet jatszhatnak. Nemcsak szerzett, hanem o6roklott eltérések

is befolyasolhatjak az MPN fenotipusat, hajlamosito- illetve védéfaktorok lehetnek.

1.4.2.1 JAK2 rs12343867 polimorfizmus

A velesziiletett JAK2 46/1-es haplotipust 2009-ben azonositottak. A 280 kilobazis
kiterjedésii haplotipus magaban foglalja a JAK2, az INSL4 és az INSL6 (4., ill. 6. tipusu,
inzulin-szerti) géneket, amelyek koziill hematopoetikus sejtekben csak a JAK2 gén
expresszalodik [70]. A 9. kromoszoman egymashoz kozel talalhato genetikai markerek,
példaul az rs12343867, rs12340895, rs3780374, rs4495487 ¢s rs10974944 egypontos
nukleotid-polimorfizmusok (single nucleotid polymorphism), azaz SNP-k mindegyike a
JAK2 46/1 haplotipussal kapcsoltan 6roklddik, és MPN kialakuldsara hajlamosit. Egy
adott betegséggel Osszefiiggésben allé haplotipus SNP kombindcidja befolyasolhatja a
gének expressziojat, az altaluk kodolt fehérjék szekvenciajat, valamint ndvelheti a
szerzett mutaciok el6fordulasi esélyét [39]. Az irodalomban leirtak szerint a 46/1-es
haplotipust hordozok korében magasabb a JAK2 V617F mutacié kialakulasi
valoszintsége [39, 71]. A JAK2 V617F pozitiv MPN betegcsoportban a 46/1 haplotipus
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gyakorisaga kétszeres értéket mutatott a kontroll csoporthoz viszonyitva [71]. A 46/1
haplotipusra nézve heterozigota MPN betegek 85%-aban a JAK2 V617F mutacio a 46/1
haplotipust hordozé allélon alakult ki [39]. Tovabbi kutatasok kimutattik, hogy a
46/1-es haplotipus a JAK2 V617F negativ MPN orokletes rizikofaktora is [70].
Kutatoécsoportunk korabban emelkedett hordozogyakorisagot talalt normal kariotipusa
(NK) AML-ben is [72]. Bar az irodalomban leirt legtobb tanulmany nem talalt
Osszefiiggést a 46/1-es haplotipus €és a hematologiai, klinikai paraméterek kozott, Tefferi
és munkatarsai eredményei szerint PMF-ben a JAK2 46/1 haplotipusra nullzigota

betegek tilélési esélyei jobbak a JAK2 V617F mutacio jelenlététdl fiiggetleniil [73].

1.4.2.2 TERT rs2736100 polimorfizmus

Az elmult években a genomi léptékii asszociacids vizsgalatok (GWAS: genome-wide
association studies) kimutattak, hogy a TERT gén 5p15.33-as 16kusza szamos tumorral
kapcsolatba hozhato [74]. A TERT gén a telomeraz enzim Xkatalitikus alegységét
koédolja, amely elengedhetetlen a kromoszoméak végén talalhatd ismétlédé DNS
szekvenciak, a telomerek hosszanak fenntartasahoz. A lanchosszabbitashoz az enzim
részét képezd, TERC gén altal kodolt RNS alegység szolgal templatként. A rovid és
diszfunkcionalis telomerek korlatozzdk a normal &ssejt proliferaciot, és genom
instabilitashoz vezetnek, aminek hatasara mind a hematologiai malignitasok, mind a
szolid tumorok kialakulasanak kockazata nd [75, 76]. Daganatos elvaltozasokban
rendszerint megfigyelheté a telomerdaz enzim emelkedett aktivitasa, amely
kontrollalatlan sejtosztodast eredményez. A TERT gén masodik intronjaban talalhatd
rs2736100_C varianst hajlamosito faktorként tartjak szamon tobb kiilonb6z6é daganatos
megbetegedésben (pl. tiid6, holyag tumorok) [77], 2014-ben pedig sporadikus és csaladi
halmozodasu MPN megnovekedett kockazataval is 0sszefiiggésbe hoztak [38, 78, 79].
Az 152736100 C all¢él novelheti a TERT transzkripcidjat, az emelkedett expresszids

szint pedig hozzajarulhat az MPN kialakulasanak kockazatahoz.
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2 Célkitizések

Munkank célja szerzett és oOrokletes genetikai tényezOk, és azok hatasanak

tanulmanyozasa volt BCR-ABL1 negativ, klasszikus MPN betegek korében:

1) Modszerek beallitasa a szerzett onkogén mutaciok (JAK2, CALR, MPL)

meghatarozasdhoz, kombinalt molekularis genetikai modszeregylittes alkalmazasa.

2) A szerzett mutaciok azonositasa, és a gyakorisaguk meghatarozasa egy nagy, hazai
MPN betegcsoporton. Osszefiiggések keresése az onkogén mutaciok és az MPN klinikai
paraméterei kozott (életkor, nem, laboratériumi adatok, 1épmegnagyobbodas, trombdzis,
myelofibrotikus ill. akut leukémias transzformacio). A mutaciok fenotipust, kimenetelt
befolyasold hatasanak és prognosztikai szerepének tanulméanyozasa tulélési elemzések

elvégzésével.

3) A JAK2 V617F vagy a CALR mutaciok relativ mennyiségének Osszehasonlitésa,
klinikai paraméterekre gyakorolt hatdsanak vizsgalata. A CALR muticiot hordozo

betegek klinikai jellemzdinek elemzése a mutacio tipusa szerint.

4) A TERT rs2736100 és a JAK2 46/1-es haplotipussal kapcsoltan 6roklé6dé JAK2
rs12343867 polimorfizmusok allélfrekvenciajanak meghatarozasa (kontroll csoporthoz
viszonyitva), illetve a varidnsok hajlamosité szerepének vizsgéalata nemcsak MPN, de

CML és AML betegségben szenveddknél is.

5) A TERT polimorfizmus hatasanak tanulmanyozasa az MPN megjelenését, tiineteit és
a kiilonbozé komplikaciok gyakorisagat (Iépmegnagyobbodas, vénas ¢és artérids
trombozis, vérzés, myelofibrotikus vagy leukémids transzformacid, egyéb szolid
tumorok kialakulasa) illetéen. Kiilonboz6 TERT genotipusui MPN betegek tulélési

es¢lyeinek elemzése diagnozis szerint lebontva.

6) A TERT és a JAK2 hajlamosito allélok egyiittes hatdsanak vizsgalata az MPN

kialakulasanak kockéazata szempontjabol.
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3  Modszerek

3.1 Vizsgalt egyének

3.1.1 BCR-ABL1 negativ MPN

Tanulmanyunkban 1974 és 2013 kozott diagnosztizalt, BCR-ABL1 negativ,
klasszikus MPN-ben (PV, ET, PMF) szenvedd betegeknél vizsgaltuk a JAK2, a CALR
¢s az MPL mutaciok eléfordulésat.

A betegek 2008. évi WHO kritériumoknak megfelelé diagnozisa és kovetése az
Egyesitett Szent Istvan és Szent Laszlo Korhaz Hematologiai és Ossejt-transzplantacios
Osztalyan tortént. ET esetén a diagnézis felallitasanak 2008-as {6 kritériumai: a tartdsan
fennalld magas thrombocyta szam (>450 G/L), a csontvelé vizsgalat, egyéb MPN
kizarasa, és a betegségre jellemz6 genetikai eltérések kimutatasa, ezek hianyaban pedig
a reaktiv thrombocytosis kizarasa [9]. A 2016. évi WHO kritériumrendszer ehhez képest
nem jelent jelentds valtozast: a driver mutaciok kozé bekeriilt a CALR mutacio [2]. PV-
ben a tipusos vérképen kivil (Hb>18,5 g/dL férfiaknal, 16,5 g/dL ndknél)
elengedhetetlen a megbetegedések kozel 95%-aban jelen 1évé klonalis genetikai
eltérések kimutatdsa, mig a minor kritériumok kozott szerepel a csontveld biopszia €s az
alacsony EPO szint [9]. (A 2016. évi WHO ajanlasban a fentiekhez képest csokkent a
hemoglobin hatarérték, valamint a f6 kritériumok koz¢é soroltdk a csontveld hisztologiat
[2].) A 2008. évi WHO kritériumok szerint PMF-ben is kulcsfontossagu a csontveld
vizsgalat, a betegség egyéb MPN korképektdl valo elkiilonitése, a PMF-re jellemz6
mutaciok kimutatasa, ezek hianyaban pedig a csontvel6i fibrosis masodlagos okainak
kizarasa. A minor kritériumok korébe pedig a leukoerythroblastosis, az emelkedett
szérum LDH szint, az anémia és a tapinthaté lépmegnagyobbodas tartozik [9]. A
2016-ban megjelent WHO PMF kritérium ajanlas mar elkiiloniti a betegség
prefibrotikus és fibrotikus szakaszat, amelyek kozott foként a csontveld vizsgalat tesz
kiilonbséget. A leukocytosis (>11 G/L) bekeriilt a minor kdvetelmények koze, valamint
a leukoerythroblastosis csak a fibrotikus PMF esetén kritérium. A CALR gént érint
eltérések pedig mar a driver mutaciok kozott szerepelnek [2].

A 949 fébol allo betegesoportunkbol 353 beteg PV-ben (190 férfi, 163 no;
atlagéletkor diagnoziskor: 61£13 ¢év), 469 beteg ET-ben (156 férfi, 313 nd; életkor
58+17 év) és 127 beteg PMF-ben (58 férfi, 69 nd; életkor 62+15 év) szenvedett. A
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laboratoriumi paramétereket (hemoglobin, fehérvérsejt- és vérlemezkeszamokat) és a
klinikai adatokat (splenomegalia) a kezelGorvosok segitségével retrospektiven
gyljtottik. Nyomon kovettik a myelofibrotikus vagy leukémias transzformaciokat,
valamint rogzitettik a koagulaciés komplikaciok eléfordulasat. A véralvadasi
szovédményeket tekintve harom csoportot vizsgaltunk: a vénas trombozisokat
(mélyvénas trombodzis, tiidéembolia, splanchnicus vénds vagy sinus sagittalis
trombozis), az artérias trombozisokat (atmeneti ischaemias roham, ischaemias stroke,
angina pectoris, szivinfarktus, vagy periférias artérias vaszkularis komplikaciok), és a
haemorrhagias komplikaciokat (gyomor-bélrendszeri vérzés, vérzéses Stroke,
vérvizelés, sulyos vérzés miitét vagy fogaszati beavatkozas soran). A JAK2 és CALR
mutaciok mennyiségi meghatdrozdsat rutinszerlien csak 2014 oOta végezziik
laboratériumunkban, ezaltal a mennyiségi adatok Osszehasonlitdsat csak egy sziikebb
betegcsoporton (n=603) tudtuk elvégezni. A betegek egy részénél a mintavétel és a
diagndzis megallapitasa egy éven beliil tortént (n=159). Ezeket az eseteket egyes
elemzéseknél kiilon csoportban kezeltiik, mert legjobban ezek tiikrozik a betegek
diagnoéziskori allapotat. A BCR-ABL1 negativ MPN betegeknél a koéroki mutacidok
azonositasan tal (JAK2 V617F, JAK2 12. exon, CALR, MPL mutaciok) 584 esetben a
TERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok szerepét is megvizsgaltuk.

3.1.2 CML és AML

86 BCR-ABL1 pozitiv CML-ben (44 férfi, 42 né; atlagéletkor diagnoziskor:
54 ¢év, tartomany: 21-85 év) és 308 AML-ben (142 férfi, 166 né, atlagéletkor
diagnoziskor: 51 év, tartomany: 16-93 év) szenvedd betegt6l gyiijtottiink periférias vér,
illetve csontvel6 mintdkat. A betegeket az Egyesitett Szent Istvan €és Szent Laszlo
Korhaz Hematologiai és Ossejt-transzplantacios Osztalyan kezelték. A klinikai adatokat
retrospektivan gytijtottiik. A CML-es betegek koziil 77 volt korai kronikus fazisban,
6 akceleralt fazisban és 3 blasztos fazisban. Az AML-ben szenveddk koziil 195 esetben
a betegségnek nem volt elézménye a kortorténetben (de novo AML), 93 betegnél az
AML myelodysplasiat, mig 20 betegnél terapiat kovetoen alakult ki. Az atlagos kovetési
id6 5,8 év volt (tartomany: 0-39 év). A CML-ben és AML-ben szenvedd betegeknél a
TERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok szerepét vizsgaltuk.
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3.1.3 Kontroll csoport

A JAK2 V617F mennyiségi polimeraz lancreakcié (QPCR) beallitasahoz 30
egészséges csontveld donor periférias vérmintdjat hasznaltuk fel. A TERT rs2736100 és
a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok jelenlétét 400 egészséges személynél is

megvizsgaltuk.
3.1.4 Etikai megfontolasok

A vizsgalatok az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs Tudomanyos ¢&s
Kutatasetikai Bizottsdga engedélyével a kutatdsi tervnek megfelelden torténtek

(45108/2012/EKU/698/P1/12).

3.2 Nukleinsav izolalas

A szerzett mutaciok és a velesziiletett polimorfizmusok vizsgalatahoz a DNS

kivonasa Puregene Gentra DNS izolalo készlettel tortént.

3.3 Citogenetikai vizsgalatok

Az ET-ben és a PMF-ben szenvedd betegeknél a 9-es €s 22-es kromoszoémak
kozotti reciprok transzlokacid kovetkeztében kialakuld Philadelphia kromoszoma,
illetve BCR-ABL1 fuzids gén jelenlétét citogenetikai modszerekkel is vizsgaltuk. A
kariotipizaldas soran a kromoszomakon beliili  atrendez6dések  kimutatasa
kromoszomafestéssel (G-savozassal) valamint fluoreszcencia in situ hibridizacios
vizsgalattal (FISH) tortént, Vysis LS| BCR/ABL transzlokacios probak felhasznalasaval.
A Kkariotipus vizsgalatokkal egyéb prognosztikailag jelentds kromoszomaeltérések,
CML esetén pl. szamfeletti Ph, +8, i(17q); PMF esetén pedig 9-es triszomia, del(13q),
+8, -7/7q9-, 1(17q), inv(3), -5/50-, 12p- vagy 11q23 atrendez6dések [19] kimutatasa is
lehetséges. A citogenetikai vizsgdlatok az Egyesitett Szent Istvan és Szent Laszlo
Korhaz  Hematologiai és  Ossejt-transzplantacios  Osztalyanak — Citogenetikai

Laboratoriumaban torténtek.
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3.4 A JAK2 V617F mutacio kimutatasa

3.4.1 Minoségi meghatarozas

A JAK2 V617F (c.1849G>T) pontmutacié jelenlétét allélspecifikus polimeraz
lancreakcioval (AS-PCR) vizsgaltuk diagnozistol fiiggetleniil az Osszes BCR-ABL1
negativ. MPN betegnél. A mutaciok kimutatdsat korabbi, nemzetkdzi irodalomban
ismertetett modszer alapjan végeztik [28]. A PCR reakcioban keletkezett DNS
fragmentumokat agardz gélelektroforézissel valasztottuk el. A 3%-os agaroz gél etidium
bromid tartalma UV fényben Ilathatova teszi a PCR termékeket. A moddszer
érzékenysége 1-5%. A dolgozatban a tovabbiakban a mérési modszerek érzékenysége

alatt a minimalisan kimutathaté mutans allél mennyiség értendo.

3.4.2 Mennyiségi meghatarozas

Mennyiségi JAK2 V617F vizsgéalat a JAK2 V617F pozitiv (425/710) és negativ
(59/239) betegek, valamint 30 egészséges csontveld donor periférias vérmintajabol
tortént. A VO617F allél mennyiségi meghatarozasara valos idejit PCR-t alkalmaztunk
fluoreszcens TagMan szondaval LightCycler 48011 (LC 480) késziiléken. A mutaciot
tartalmaz6 génszakasz amplifikalasdhoz a reakcidelegy LC 480 Probes Master-t
(katalogus szam: 04707494001), genomialis DNS templatot (200 ng), forward primert,
vad tipusu vagy mutans reverz primert, valamint egy flureszcensen jelolt probat
tartalmazott. A LC 480 Probes Master kétszeres koncentracioban tartalmazott DNS
polimerazt, puffert, ANTP-t (dezoxiribozt tartalmazo nulkeotid trifoszfatot) és MgCl,-t.
A primerek és a proba megegyezett az irodalomban leirt oligonukleotidokkal [80], a
primerek koncentracioja 0,5 uM, a probaé pedig 0,33 uM volt. A JAK2 V617F mutans
(MUT) és normal (vad tipusu, wild type: WT) allélokat kiilon reakcioban sokszoroztuk
fel. Mindkett6 esetében 10 perc 95°C-os denaturaciot kovetéen a PCR 50 ciklust
tartalmazott (95°C 15 mp, 60°C 60 mp). A fluoreszcens jel, amelyet a PCR soran valos
idében detektaltunk, egyenesen aranyos a keletkez0 DNS mennyiségével. A kezdeti
szakaszban a kibocsatott fluoreszcencia a hattér fluoreszcenciatol nem kiiloniil el. Ezt
kovetden a fluoreszcencia exponencialisan megemelkedik, végiil eléri a platd fazist,
ahol a fluoreszcens jel mar nem erdsodik tovabb. Azt a ciklust, ahol a minta
fluoreszcencia értéke a hattérfluoreszcencidhoz képest ¢€lesen megemelkedik (azaz

»elindul” az amplifikacio) crossing pointnak (Cp) nevezziik. A kiértékelés soran a delta
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Cp (ACp) modszert alkalmaztuk, ami a Cp értékek kozvetlen 6sszehasonlitasan alapul.
A normal allél Cp értékébdl kivontuk a muténs allél Cp értékét (ACp=Cp™-Cp™").
Alkalmaztuk azt az Osszefiiggést, miszerint a Cp kiilonbség novekedésével a kezdeti
templat szekvencia kiilonbség exponencialisan né (MUT/WT=22P). Kiszamoltuk a
mutans/normal (JAK2™" / JAK2™) allé] aranyat, majd a mutans allél aranyat a teljes
JAK2 allél aranyéhoz viszonyitottuk [JAK2™' / (JAK2™' + JAK2'M]. A mennyiségi
JAK2 V617F meghatarozés a minéségihez képest érzékenyebb, 0,1% JAK2™Y/JAK2' e

érték felett megbizhatdan jelzi a mutacio jelenlétét.

3.5 A JAK2 12. exon mutaciok kimutatasa

A JAK2 gén 12. exonjaban az 536-547. kodonokat érint6é mutaciokat a JAK2
V617F negativ PV betegeknél vizsgéltuk fragmens analizissel, ami a delécids és az
inszerciés mutaciok mellett a leggyakrabban el6forduld KS539L pontmutacid
kimutatasara is alkalmas [81]. A fragmens analizist megel6z6en a PCR reakcioelegy
PCR master mixet (Promega, katalogus szam: M7505), genomialis DNS templatot
(100 ng), forward primert, K539L mutaciora specifikus forward primert, és egy k6zos
reverz primert tartalmazott. A felhasznalt forward primerek nukleotid sorrendje
megegyezik az irodalomban leirtakkal [81], azonban nem tartalmaznak fluoreszcens
jelolést. A reverz primer nukleotid sorrendje 2 bazissal hosszabb, és fluoreszcensen
jelolt: 5°- (6FAM)-ATTCCAATGTCACATGAATGTAAATC -3’. Mindharom primert
0,25 uM koncentracioban alkalmaztuk. A 35 ciklusos (95°C 30 mp, 55°C 30 mp, 72°C
60 mp) PCR-t kovetden a kiilonbozé6 méretii DNS fragmentumokat ABI 310 Genetikai
Analizéatoron kapillaris elektroforézissel valasztottuk el. A modszer érzékenysége 1-5%.

A JAK2 12. exon mutaciora pozitiv eseteket szekvenalassal is megerdsitettiik
20%-nal nagyobb mennyiségben jelen levé mutaciok esetén. A DNS fragmentumok
oligonukleotid sorrendjét didezoxi nukleotidokat tartalmazo lancterminacios modszerrel
(Sanger-féle szekvenalassal) hataroztuk meg. A DNS szakaszok felsokszorozasahoz az
irodalomban kozolt forward primert [81] és egy sajat tervezésii reverz primert (5°-
AACACAAGGTTGGCATATTTTTC -3°) hasznaltunk. A szekvenalo reakciot BigDye
3.1 szekvenalo kit (Applied Biosystems) segitségével végeztik el. Az elvalasztas
kapillaris elektroforézissel tortént ABI 310 Genetikai Analizatoron. A moédszer

érzékenysége 20-25%.
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3.6 A CALR9. exon mutaciok kimutatasa

A JAK2 V617F negativ ET (n=181) és PMF (n=53) betegeknél a CALR gén
9. exonjaban a delécids/inszercidos mutaciok jelenlétét fragmens analizissel vizsgéltuk
[33]. A reakcidelegy PCR master mixet (Promega, katalogus szam: M7505), genomialis
DNS-templatot, fluoreszcensen jelolt forward primert és reverz primert tartalmazott. Az
irodalomban ismertetett primereket [33] 0,5 uM koncentracioban alkalmaztuk. A CALR
mutacio szlrésére 35 ciklusos (95°C 30 mp, 55°C 30 mp, 72°C 30 mp) PCR-t
hasznaltunk, majd a kiilonb6z6 méretit DNS fragmentumokat CEQ 8000 Genetikai
Analizatoron kapillaris elektroforézissel valasztottuk el. A PCR soran a rovidebb
fragmentek hatékonyabban amplifikalodnak, igy azok mennyiségét talbecsiilhetjiik.
Ennek elkeriilése céljabél a CALR mutici6 mennyiségi meghatdrozashoz a PCR
ciklusszamat 25-re csokkentettik. A CALR mutacid6 mennyiségét a kapott
csucsmagassagok aranyabol szdmoltuk: a CALR mutans allél aranyat a teljes CALR allél
aranyahoz viszonyitottuk [CALR™" / (CALR™" + CALR™)]. A modszer érzékenysége
1-5%.

A CALR mutaciora pozitiv eseteknél a mutacio tipusat szekvenaldssal hataroztuk
meg. A DNS szakaszok felsokszorozasahoz az irodalomban leirt primereket hasznaltuk
[33]. A szekvenald reakciot BigDye 3.1 szekvenald kit (Applied Biosystems)
segitségével végeztik el. Az elvalasztas kapillaris elektroforézissel tortént ABI 310
Genetikai Analizatoron. A modszer érzékenysége 20-25% (szekvenalds csak ennél

nagyobb mennyiségli CALR mutéci6 jelenléte esetén tortént).

3.7 Az MPL 10. exon mutaciok kimutatasa

Az MPL gén S505 és W515 kodonjait érintd mutaciok jelenlétét a JAK2 V617F és
a CALR mutacidkat nem hordozd ET és PMF betegeknél sziirtiik nagy felbontasu
olvadasi gorbe analizissel (HRM: high resolution melting) LC 480 késziiléken [82]. A
reakcioelegy LC 480 HRM Master mixet (Roche 04 909 631 001), genomialis DNS
templatot (100 ng), valamint a Boyd és munkatarsai altal leirt forward és reverz
primereket tartalmazta 0,25 uM koncentracioban. A 45 ciklusos (95°C 15 mp, 60°C 15
mp, 72°C 25 mp) PCR-ben keletkez6 termékeket olvadaspont analizisnek vetettiik ala.
A LightCycler késziilék a fluoreszcencia folyamatos mérése mellett fokozatosan emeli

40°C-16l a homérsékletet 95°C-ra. A fluoreszcencia a denaturacio soran lecsokken. A
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fluoreszcencia valtozasat a hdmérséklet fliggvényében abrazolva megkapjuk az olvadasi
gorbéket. A termékben jelen levé mutacio olvadaspont csokkenést okoz, igy a mutaciot
tartalmazo mintak olvadasi gorbéje megvaltozik. Bar az eltérd olvadasi gorbe alapjan a
mutans genotipus megkiilonboztethetd a vad tipustol, de ezzel a modszerrel a konkrét
aminosav cserék meghatarozasa nem lehetséges. A modszer elméleti érzékenysége
5-10%, amely mutacionként valtozhat.

A mutaciok pontos azonositdsa c€ljabol az olvadadsi gorbe eltérést mutatd
mintdkat szekvenalassal vizsgaltuk tovabb. A DNS szakaszok felsokszorozasdhoz az
irodalomban leirt primereket hasznaltuk [83]. A szekvenalod reakciot BigDye 3.1
szekvenald kit (Applied Biosystems) segitségével végeztiik el. Az elvalasztas kapillaris
elektroforézissel tortént ABI 310 Genetikai Analizatoron. A moddszer érzékenysége
20-25%.

Az olyan mintakat, amelyek HRM modszerrel pozitiv, szekvenalassal pedig
negativ eredményt mutattak, tovabb vizsgaltuk minden mutaciora (S505N, W515L,
W515K, W515R, W515A) kiilon-kiilon allélspecifikus PCR-rel [83]. A reakcioelegy
PCR master mixet (2x Promega, katalogus szam: M7505), genomialis DNS-templatot
(100 ng), kontroll forward primert, W515 vagy S505 mutéciéra specifikus forward
primert és egy kozos reverz primert tartalmazott. A primereket 0,5 uM koncentracioban
alkalmaztuk, kivéve a kontroll forward primert, ami a reakcioelegyben 0,125 pM
koncentracioban volt jelen. A kontroll forward primer, a reverz primer, a W515L és
W515K mutaciokra specifikus forward primerek megegyeztek az irodalomban leirt
oligonukleotidokkal [83], mig a W515R, W515A és S505N mutaciokhoz tartozo
forward primerek sajat tervezéstiek voltak (W515R: 5’-
TGGGCCTGCTGCTGCTGAGTC-3”;W515A: 5°-GGGCCTGCTGCTGCTGAGGGC-
3’; S505N: 5’-GCATCTAGTGCTGGGCCTCCA-3’). A WS515L, W515R és W515A
mutaciok kimutatasahoz 35 ciklusos, 66°C anellacios hémérsékletti PCR-t (95°C 30 mp,
66°C 40 mp, 72°C 60 mp), S505N esetén szintén 35 ciklusos, de 62°C anellacios
hémérsékletii PCR-t (95°C 30 mp, 62°C 40 mp, 72°C 60 mp) alkalmaztunk. A W515K
mutaciokat 42 ciklusos touchdown PCR-rel vizsgaltuk, ahol meghatarozott ciklusonként
az anellacios hémérsékletet 70°C-rdl fokonként 65°C-ra csokkentettiik (3 ciklus: 95°C
30 mp, 70°C 30 mp, 72°C 45 mp; 3 ciklus: 69°C 30 mp; 3 ciklus: 68°C 30 mp; 3 ciklus:
67°C 30 mp; 15 ciklus: 66°C 30 mp; 15 ciklus: 65°C 30 mp). A PCR reakciokban
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keletkezett DNS fragmentumokat agar6z gélelektroforézissel valasztottuk el. A 3%-0s
agar6z gél etidium bromid tartalma UV fényben lathatéva teszi a PCR termékeket. A

modszer érzékenysége 1-5%.
3.8 SNP vizsgalatok

3.8.1 A JAK2rs12343867_C polimorfizmus vizsgalata

A JAK2 46/1 haplotipussal kapcsoltan 6roklédd, a JAK2 gén 14. intronjaban
elhelyezkedd rs12343867 C polimorfizmust (NT 008413.17: g.5064189T>C) PCR-t
kovetd olvadéasi gorbe analizissel vizsgaltuk LC 480 késziiléken, a kordbban leirtak

alapjan [72, 84].
3.8.2 ATERT rs2736100_C polimorfizmus vizsgalata

A TERT rs2736100_C polimorfizmust LC 480 késziiléken vizsgaltuk valds ideji
PCR-rel, majd olvadasi gorbe analizist végeztiink. A reakcidelegy PCR master mixet
(MyTaq, katalogus szam: MTX-313211), genomidlis DNS-templatot, 0,45 pM
koncentracioban forward primert (5’-GCTAAGCATTATTAATATTGTTTTCCGT-3’),
0,14 uM koncentracioban reverz primert (5’-GCAATAACAAGACAGAAGAACC-3’)
¢és 0,23 uM koncentracioban két flureszcensen jel6lt hibridizacios szondat (anchort: 5” -
AAGGAGGAAAAGCAGGGCG-Fluorescein-3’ és sensort: 5’-Cy5-
GGCAAAGCTACAGAAAC-Phosphate-3”) tartalmazott. Az amplifikacids primerek és
a hibridizaciés szondak tervezése a LightCycler Probe Design szoftverrel (Roche
Diagnostics) tortént. A két hibridizacids szonda koziil a sensor a szekvencia variabilis
(polimorfizmust tartalmazod) részére illeszkedik. A sensorhoz képest az anchornak joval
magasabb az olvadéasi hdmérséeklete, igy az olvadaspont analizis kizardlag a sensortdl
fiigg. A 60 ciklusos (95°C 20 mp, 55°C 30 mp, 72°C 45 mp) PCR-ben keletkezo
termékek olvadasi gorbe analizise sordn a késziilék a hdmérsékletet fokozatosan emelte
35°C-r6l 85°C-ra folyamatos fluoreszcencia mérés mellett. Bézis eltérés esetén az
polimorfizmusra illeszkedd0 szonda olvadaspont csokkenést okoz, amelynek

segitségével az rs2736100 allél genotipusa meghatarozhato.
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3.9 Statisztikai feldolgozas

A klinikai jellemzoket, az egyes mutaciok és a szovodmény gyakorisagok
(dichotom valtozok) osszehasonlitasat khi-négyzet probaval és Fischer-egzakt teszttel,
mig a mennyiségi muticid meghatdrozas eredményeit, valamint a hematoldgiai
paramétercket (folyamatos valtozokat) Mann-Whitney vagy Kruskal-Wallis tesztekkel
hasonlitottuk &ssze az egyes MPN alcsoportokban. Folyamatos valtozok esetén a
mediant (kozépértéket) valamint a 25%-0s és 75%-0s percentiliseket adtuk meg. A
kiilonb6z6 alcsoportokban az Osszesitett talélést (a diagndzistol a beteg halaldig vagy az
utols6 megfigyelési idOpontig eltelt id6, overall survival, OS) log-rank teszttel
hasonlitottuk 0ssze. A tilélési elemzések esetén a paraméterek kozotti osszefliggéseket
Cox regresszioval vizsgaltuk (multivariancia analizis). Kiszamoltuk a kockazati
aranyokat (HR: hazard ratio értékeket) 95%-0s konfidencia intervallummal (CI). A
statisztikai elemzéseket az SPSS 20.0 verzioju szoftverével végeztiik. Az eltéréseket
p=<0,05 esetén szignifikansnak tekintettiik.

A TERT 152736100 _C és JAK2 rs12343867_C polimorfizmusok esetén az allél-
frekvenciakat (AF) 95%-o0s konfidencia intervallummal adtuk meg (AF£95%CI). A
kiilonb6zé TERT és JAK2 genotipust betegek kozott az MPN vagy AML kialkulasanak
esélyhanyadosat (odds ratio, OR) ¢és a 95%-os konfidencia intervallumot
(OR%+95%CI) logisztikus regresszioval hataroztuk meg. A TERT ¢és JAK2
polimorfizmusok, mint kockéazati tényezok esetleges szerepét a betegség kialakulasdban
a PAF (Population Attributable Fraction) hanyadossal jellemeztik [85, 86]. A
genotipusok varhatd eloszlasat, vagyis a Hardy-Weinberg egyensuly (HWE: Hardy-
Weinberg Equilibrium) vizsgalatat khi-négyzet probaval végeztiik el.
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4  Eredmények

4.1 A laboratéoriumi modszerek beallitasa

411 A JAK2 V617F mutiaciéo mennyiségi meghatarozasa

A JAK2 V617F pontmutacié kimutatasara az 1-5% érzékenységii és konnyen
kivitelezhetd AS-PCR alaptl kimutatasi technikat alkalmaztuk, azonban ez a moddszer
alacsony mutaci6 mennyiség esetében nehezen reprodukalhaté. Mivel a mutacid
1-3%-0s mennyiségben is koroki szerepet tdlthet be [87], 2014-t61 laboratoriumunkban
a megbizhatd érzékenységgel rendelkez6 mennyiségi AS-PCR keriilt bevezetésre.
Tanulmanyunkban a JAK2 V617F mennyiségi meghatirozdsara valos idejii PCR-t
alkalmaztunk TagMan szondaval LC 480 késziiléken (Id. Modszerek fejezet). A QPCR
segitségével informaciot kaphatunk az MPN ,,tumor-tomegérél”, és harom nagysagrend
(0,1-100%) tartomanyban monitorozhatjuk a terapia hatékonysagat. Az 6. abran a
mutans (kék folyamatos vonal) és normal (fekete szaggatott vonal) amplifikacios gérbék
lathatok. Az amplifikdcido induldsira jellemz6é ciklusszamok a mutans allél

mennyiségétdl fliggden eltérnek.

75% mutans allél

Normal allél

23% mutans allél

3% mutans allél

0.3% mutans allél

Fluoreszcencia (465-510 nm)

10 ‘ 20 30 40
Ciklusszam

6. abra 4 JAK2 V617F pontmutacio mennyiségi meghatarozasa valos idejii PCR és
TagMan szonda alkalmazasdaval (MPN&MPNr-EuroNet referencia anyag, engedéllyel).
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A normal allélhoz viszonyitva alacsonyabb ciklusszamot kapunk 50%-nal
magasabb mutans allélt tartalmaz6 minték esetén, mig a kevesebb mutans allél jelenléte
magasabb ciklusszdmot eredményez. A V617F mutans allél relativ mennyiségét a
mutans ¢s normal amplifikacids gorbéken a crossing point-ok dsszevetésébol nyertiik a

Modszerek fejezetben leirtaknak megfelelden.

4.1.2 A JAKZ2 gén 12. exonjaban talalhaté mutaciok kimutatasa

A JAKZ gén 12. exonjaban taldlhaté mutaciok kimutatasara laboratoriumunkban
2014 o6ta van lehetéség: az 536-547. kodonokat érinté mutaciok vizsgalatara fragmens
analizist vezettiink be Furtado és munkatarsai nyoman. Ezzel a modszerrel nemcsak a
deléciés ¢és az inszerciés mutaciok, hanem a leggyakrabban el6forduld K539L
pontmutacié is kimutathaté [81]. A koltséghatékonysag érdekében a fragmens
analizishez felhasznélt primereket és a fluoreszcens jeloléseket kis mértékben

modositottuk az irodalomban leirtakhoz képest (7. abra).

Aforward s a reverz primer termeéke

1
A KEB3I9L muticid-specifikus forward
primer &s a reverz primer termeke
r— 131bp —————

e12-F KS39LF e12-R .,
—_— — —il-

505 536 547

L | Deléciokés | /
/ l JAK2 Exon 12 Duplikasick | 7

Szubsrtticish
1. abra A JAK2 gén 12. exonjaban talalhato mutaciok fragmens analizissel torténo
kimutatdasahoz felhasznalt primerek. A forward primerek (el2-F és KS539L-F) az
irodalomban leirtakkal ellentétben [81] nem tartalmaznak fluoreszcens jelolést. A kozos
reverz primer (e12-R) azonban fluoreszcensen jeldlt.
Roviditések: bp: bazispar, e: exon; F: forward; JAK2 exon 12: 2. tipusu Janus kindz

gén 12. exonja; R: reverz.

Mutacio jelenlétében a K539L mutéacidra specifikus forward primer és a reverz
primer 131 bp méreti PCR terméket ad, normal szekvencia estében 131 bp-0S
szekvencia nem keletkezik. A forward primer és a reverz primer 281 bp-0S normal allél

hossziisagi PCR terméket ad. Delécio esetén 269-278 bp, mig duplikacio esetén
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305-317 bp detektalasi tartomanyokban varjuk a termékeket. A leggyakoribb mutaciok
a 6 bp-os deléciok vagy a 33 bp-os duplikaciok.

A JAK? 12. exon mutacidra pozitiv eseteket szekvenalassal is megerdsitettiik. A
JAK2 12. exon mutaciok fragmens analizissel (,,A” panelek) és szekvenaldssal
(,,B” panelek) torténd kimutatisat a 8. abra szemlélteti. Az olvasasi kereteltolodassal
nem jard delécids vagy inszercidos mutaciok esetében a méretvaltozasoknak megfeleld,
valamint a K539L mutacié esetében az AS-PCR terméknek megfeleld, masodik PCR

termék is megfigyelhetd az elektroferogramon.

1/A) 1/B)
JAK2 12. exon, K539L (c.1615-1616delinsTT): JAK2 12. exon, K539L (c.1615-1616delinsTT):

TT TCA C|A A A |A -Referencia szekvencia

Mutans allél: Normal allél N s
TTTCAC|TT AJAp - Mut: el
K539L fl‘. utans allé

*k ﬂ\ ’”\ ".‘ I"‘.
ey S

100 bp 150 bp 200 bp 250 bp 300 by

2/A) 2/B)
JAK2 12. exon, E543-D544del (c.1627-1632delGAAGAT):: | JAK2 12. exon, E543-D544del (c.1627-1632deIGAAGAT):

A A A T|G A A G A T|{Referencia szekvencia
Normal allél AATCAGAAAT - Mutans allél
f\
\
Mutans allél: ‘ |
6 bp delécic [ I/
‘ A "f L‘\ / ‘
| L | Iy
n Jll_ | Jll ﬁl By |\ /f_ X ,Lﬁ_
100 bp 150 bp 200 bp 250 bp 300 by

8. abra 4 JAK?2 gén 12. exonjaban talalhato mutaciok kimutatasa fragmens analizissel
(,A” panelek) és szekvendlassal (,,B” panelek). ,,1/A és 1/B” panelek: K539L pozitiv
minta (c.1615-1616delinsTT; gyakorisaga 10-14%). ,,2/A és 2/B” panelek: 6 bazispar
deléciojaval (GAAGAT) jar6 JAK2 12. exon muticidra pozitiv minta (c.1627-
1632delGAAGAT; gyakorisaga 10-14%). ,,A” panelek: A 281 bp-os normal allél
mellett egy tovabbi 131 bp illetve 275 bp hosszusagti PCR termék is megfigyelhetd. A
méret markereket piros szinnel jeloltiik. A pozitiv eredmények megerdsitéseként a ,,B”
panelek a szekvendlds sordn kapott fluoreszcens regisztratumokat tartalmazzak: a
mutans allélokat a referencia szekvencidhoz viszonyitva.

Roviditések: A: adenin; bp: bdzispar, C: citozin; G: guanin; JAK2 12. exon: 2. tipusu

Janus kindz gén 12. exonja; T: timin
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4.1.3 A CALR gén9. exonjaban talilhaté mutaciok kimutatisa

Az MPN fenotipusat ¢és prognozisat is befolyasol6 CALR gént érintd mutacidok
szlirését laboratoriumunkban 2014-ben vezettiik be. A CALR mutaciok tobbsége a PCR
termék méretének valtozasaval jar, ezért a legtobb mutacid fragmens analizissel
kimutathat6. A PCR termékek méretének meghatarozasat a Klampfl és munkatarsai
altal ko6zolt modon végezziik [33]. A CALR mutéaciora pozitiv eseteknél a mutacio
tipusat szekvenaldssal hatarozzuk meg. A leggyakrabban el6fordulé CALR mutaciok
52 bazispar delécioval (1. tipustt mutacié: L367fs*46), vagy 5 bazispar inszercioval
(2. tipust mutacio, K385fs*47) jarnak. Az 1. és 2. tipusu mutaciok fragmens analizissel

(,,A” panelek) és szekvenalassal (,,B” panelek) torténd kimutatasat a 9. dbra szemlélteti.

1/A) CALR 1. tipusu mutacio: 1/B) CALR 1. tipusu mutacio:

Referencia szekvencia

Normal allél 1\ 8

Bt 2. Ao A

A G GA|lG CIAIGIAIG!G T Al A A
ATG G AlG CA G A G G C A G G

C T G G
A A G A

Mutans: allél

n Ias A\

{4 14 f\\ o
i n 3 N Al /‘\ \ \( \ A A A TS //\/\4
200 bp 220 bp 240 bp 260 bp 280 bp
2/A) CALR 2. tipusi mutacio: 2/B) CALR 2. tipusi mutacio:

Referencia szekvencia

(W

,t
AT
EGATGA

Normal allél ,"3
/\f ] ."\ n
FAA
Mutans allél: 3_/\ AN
A G [
a-T C

Sbpinszercio|| 6 6 A C A A
&6 A CTA A

m)a
m—4

GG G
TT A

/\.‘.‘ \ \ \f Mutans allél
| BTATAN \ f\ /\ VA /\/
A A A A A )./\‘ Ak A M—f\f AN /\ )

200 bp 220 bp 240 bp 260 bp 280 bp

9. dbra Calreticulin (CALR) mutdciok kimutatasa fragmens analizissel (,,A” panelek)
és szekvendlassal (,,B” panelek). ,,1/A és 1/B” panelek: 1. tipusu, 52 bazispar (bp)
delécidjaval jard6 CALR pozitiv minta (c.1092-1143del; p.L367fs*46; gyakorisaga 50%).
»2/A és 2/B” panelek: 2. tipust 5 bazispar inszerciojaval (TTGTC) jar6 CALR pozitiv
minta (c.1154-1155insTTGTC; p.K385fs*47; gyakorisaga 30%). ,,A” panelek: A
257 bp-os normal allél mellett egy tovabbi 205 illetve 262 bp hosszusagu PCR termék is
megfigyelhetd. A méret markerek piros szinnel jeloltek. A pozitiv eredmények

megerdsitéseként a ,B” panelek a szekvendlds soran kapott fluoreszcens
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regisztratumokat tartalmazzdk: az 1. ¢és 2. tipusi mutans allélt a referencia
szekvenciahoz viszonyitva.

Roviditések: A: adenin; bp: bdzispar, C: citozin, CALR: calreticulin gén; G: guanin, T:
timin

A végpont PCR-en alapuld fragmens analizis a CALR mutaci6 mennyiségi
meghatarozasara is alkalmas szemi-kvantitativ eljaras. A CALR mutécié mennyiségét a

kapott csucsmagassagok aranyabol szamoltuk a Modszerek fejezetben leirtak szerint.

4.1.4 Az MPL gén 10. exonjaban talalhaté6 mutaciok kimutatasa

Az MPL gén 10. exonjaban talalhaté mutaciok leggyakrabban a W515 és S505
kodonokat érintik. A gyakori W515L és WS5I5K aminosav cserék mellett ritkdn
WS515A, W515R és W515S és egyéb mutaciok is eldfordulnak, a mutacié mennyiségét
tekintve pedig alacsony (1-15%) és magas (>50%) értékeket egyarant mérhetiink.
Emiatt az MPL gént érintd mutaciok kimutatasara tobbféle laboratoriumi modszer
alkalmazdsa sziikséges. A szerzett MPL muticiok sziirését laboratériumunkban nagy
felbontasu olvadasi gorbe analizissel végezziik. A HRM ritka eltérések kiszlrésére is
alkalmas lehet. Ezzel a moddszerrel 5-10%-nyi koros allél kimutatasa lehetséges,
azonban a konkrét aminosav cserét nem tudjuk vele meghatdrozni. A normalizalt és

eltolt olvadasi valamint kiilonbségi gorbéket az 10. abra szemlélteti.

referencia mintahoz viszonyitva

= - 3w
b MPL pozitiv mintak negativ mintak £ W515K
2 w ] pozitivmintak
e < \‘\
@ W) —
g g > Ws1sL
§ & 20 pozitivmintak

X 200, N
: :
S am 2 _ \
2w -]
Foow N— &

Homérséklet (°C) Hémérséklet (°C)

10. abra A thrombopoetin receptor gén (MPL) mutaciok kimutatasa nagy felbontdsu
olvadasi gorbe analizissel. ,,A” panel: az olvaddspont analizis soran kapott pozitiv és

negativ mintadk normalizélt és eltolt olvadasi gorbéi. ,,B” panel: Pozitiv és negativ
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mintak normalizalt és eltolt kiilonbségi gorbéi. A mutans genotipus a vad tipustol jol
elkiilonithetd, de a modszer nem alkalmas a konkrét aminosav cserék meghatarozasara,
mivel a gorbék lefutdsa a mutacio tipusa mellett a mutacid mennyiségétol, a valasztott
referencia mintatol €s az olvadasi gorbe analizis paramétereitdl egyarant fligghet.

Roviditések: MPL: thrombopoetin receptor gén.

A HRM modszerrel pozitivnak bizonyuld esetek pontos nukleotid sorrendjének a
megallapitasa szekvenalassal tortént. A kapott fluoreszcens regisztratumokat a 11. dbra

tartalmazza.

MPL 10. exon, W515K (Tec->AAA): MPL 10. exon, S505N (acc->aAc):
Mutans allél Mutans allél

me T ms 2 75 80 89
TEGUTGEAGGR NRAICAGT T TGGGCCTC|AN C|IGC C G
A NSRRI AAN A
Referencia szekvencia Referencia szekvencia

B i - S v g 5

1-6-C.T--G-A-G-G|T.-G -¢] .s.,o,r.,r,}ﬁ 1--6-6-6f#-C \CAGCG C-G
N \ I\ A

WAL A VAD 8.0/ VY VIA WY

11. abra Az MPL gén szekvendldsa soran kapott fluoreszcens regisztratumok: a mutins
allél a referencia szekvencidhoz viszonyitva.
Roviditések: A: adenin; C: citozin; MPL 10. exon: a thrombopoetin receptor gén 10.

exonja; G: guanin; T: timin

A HRM-mel pozitiv, de a szekvenalas soran negativnak bizonyulé mintakat
mutacionként kiilon AS-PCR-rel vizsgaljuk tovabb. Bar az allélspecifikus PCR
érzékenysége 1-5%, ezaltal a gyengén pozitiv esetek megerdsitésére is alkalmas,
hasznalhatosaganak gatat szab, hogy csak a leggyakoribb MPL mutacidkat tudjuk vele
kimutatni. A PCR reakciokhoz felhasznalt oligonukleotid primerek elhelyezkedését az
MPL génen a 12. abra mutatja be.
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S505N  W515

R

. int
intron - MPL 10. exon - intron

_— >
Fecont

|
Fspec W51 ———>
Fspee W15 K ———>
Fspec WS1SR ——1—>
Fspec W515A ———>

Fspec SS05N ——>

W515 mutacio-specifikus PCR termék: 176 bp

S505 mutacio-specifikus PCR termék: 206 bp

Kontroll PCR termeék: 263 bp

12. dbra Az MPL gén egy részletének szerkezete, és a PCR reakciokhoz felhasznalt
oligonukleotid primerek elhelyezkedésének sematikus dbrazoldsa. A mutaciora
specifikus forward primer és a reverz primer 206 bazispar (bp) hosszusagu terméket ad
S505N mutécioé és 176 bp hosszlisagh terméket W515 muticio jelenléte esetén. A
kontroll forward primer és a reverz primer 263 bp hossziisagti PCR terméket
eredményez, ami a reakcid belsé kontrolljaként szolgal.

Roviditések: bp: bazispar, Fcont: kontroll forward primer; Fspec: mutacio specifikus
forward primer; MPL 10. exon: a thrombopoetin receptor gén 10. exonja; R: kézos

reverz primer.

A bemutatott primerek és genomialis DNS mintdk felhasznalasaval végzett

amplifikacios termékek gélelektroforetikus elemzésének képe a 13. dbran lathato.

263 bp—, ®
176 bp—>

263 bp
206 bp

W515L W515K S505N

13. dbra Az MPL gén W515 és S505 kodonjait erintd aminosav cserékre tervezett
allélspecifikus PCR-t koveté agaroz gélelektroforézis. A 3%-os agardz gél etidium
bromid tartalma UV fényben lathatova teszi a PCR termékeket.

Roviditések: bp: bazispar, M: marker
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Amennyiben a HRM moddszerrel pozitivnak bizonyuld mintdkat sem
szekvenalassal, sem AS-PCR-rel nem sikeriilt megerdsiteni, akkor azokat negativnak

tekintettuk.

4.1.5 SNP vizsgalatok

A JAK2 rs12343867_C polimorfizmus korabban bevezetett vizsgalati
modszeréhez hasonléan a TERT rs2736100_C polimorfizmus vizsgalatara is
LightCycler alléldiszkriminacios, hibridizadcidos szonddkat alkalmazé moddszert
vezettiink be. A PCR soran sajat tervezésti amplifikacios primereket €s fluoreszcensen
jelolt hibridizacids szonddkat alkalmaztunk, majd olvadési gorbe analizist végeztiink.
Az LC 480 késziiléken végzett mérést kovetden Osszehasonlitottuk a mintak olvadasi
profiljat, amelynek segitségével a genotipizalas elvégezhetd. A kiilonb6zd genotipusu

mintak olvadasi gorbéit a 14. dbra szemlélteti.

Olvadasi gorbék

-(d/dT) Fluoreszcencia

43°C 55°C

» © o = % @ ] n

Homeérséklet (°C)

14. abra A TERT rs2736100 polimorfizmus kimutatisa. Normal allél esetén az
olvadaspont 55°C; a polimorfizmusra illeszkedd szonda bazis eltérés esetén olvadaspont
csokkenést okoz (43°C), amelynek segitségével az adott allél rs2736100 genotipusa
meghatarozhat6. A harom genotipus egymastol jol elkiilonithetd: zold szinnel a
homozigota CC, piros szinnel a heterozigbta CA ¢és kék szinnel a homozigota AA

genotipusok olvadasi gorbéi lathatok.

Roviditések: A: adenin; C: citozin; T: timin; TERT rs2736100: telomerdz reverz

transzkriptaz gén polimorfizmusa.
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4.2 Onkogén mutaciok klasszikus MPN-ben

4.2.1 Molekularis genetikai vizsgalati algoritmus

Tanulményunkban a BCR-ABL1 negativ, klasszikus MPN korképek genetikai
hatterében all6 mutaciok kimutatasat szekvencidlisan végeztilk, mivel az egyes
szomatikus mutaciok egy adott betegnél csak nagyon ritka esetekben fordulnak eld
egylitt. Az egyes mutéaciok vizsgalati sorrendjét az irodalomban leirt gyakorisagi adatok

alapjan allitottuk fel. A molekularis genetikai vizsgalati algoritmus az 15. dbran lathato.

PV gyan agy PMF gyanuja
rocytosis) (thrombocytosis, leu

@) BCR-ABL1 kizarasa

v

[ JAK2 V617F, 14. exon ] [ JAK2 V617F, 14. exon ]
JAK2 12. exon [ CALR, 9. exon

)
negativ

[ MPL, 10. exon ]

1 ¥ ¥ -
Tovabbl genetikai gazol Tovabbi genetikai
markerek vizsgalata T vagy PI markerek vizsgalata

15. dbra Rutinszerii, molekularis diagnosztikai vizsgalatok egymdashoz viszonyitott

folyamatabrdja az irodalomban megdllapitott mutacio gyakorisagok alapjan BCR-
ABLI negativ, klasszikus myeloproliferativ neoplaziakban.

Roviditések: BCR-ABLL: breakpoint cluster region — Abelsonl fiizios gén;, CALR:
calreticulin gén; ET: esszencialis thrombocythaemia, JAK2: 2. tipusu Janus kindz gén,
MPL: thrombopoetin receptor gén; MPN: myeloproliferativ neoplaziik;, PMF: primer
myelofibrosis; PV: polycythaemia vera;, V617F: a JAK2 gén 617. valin aminosav

cseréje fenilalaninra.
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A vizsgalanddé mutaciok kivalasztdsa a klinikai diagnoézis alapjan tortént. PV
gyanuja esetén elsOként a JAK2 V617F mutacidt szliriikk, ami ebben a betegségben a
genetikai eltérések tobb mint 95%-at adja. A JAK2 gén 12. exon mutécioi ritkan
fordulnak ¢l6, vizsgalatuk csak JAK2 V617F hianyaban és alacsony EPO szint, vagy
PV-re utaldé csontveld szovettan esetén indokolt [88]. ET és PMF gyanujakor a
molekularis vizsgalatokat szintén a JAK2 V617F mutacioval kezdjiik, és a negativ
esetekben el6szor a CALR, majd az MPL gént érint6 valtozasok sziirésével folytatjuk.

Az AS-PCR, a valos idejii PCR TagMan szondaval, a fragmens analizis, a nagy
felbontasu olvadasi gorbe analizis és a Sanger szekvendlds kombinacidit alkalmazva
353 PV-ben, 469 ET-ben és 127 PMF-ben szenvedé betegnél kerestik az MPN
hatterében all6 onkogén mutaciot. Mindségi, allélspecifikus multiplex PCR-rel a JAK2
V617F mutaci6 PV-ben az esetek 98,6%-aban (348/353), ET-ben 61,4%-aban
(288/469), MF-ben pedig 58,3%-aban (74/127) fordult el6. 5 PV-beteg (1,4%) esetében
az alabbi JAK2 12. exon mutaciokat azonositottuk: F537-K539delinsL, K539L,
1540-E543delinsMK, R541-E543delinsK, E543-D544del. A JAK2 V617F mutacio
negativ ET és PMF betegeknél a CALR gén olvasasi keret eltolodaséaval jard delécids és
inszerciés mutacidit vizsgaltuk. A leggyakrabban el6fordul6 CALR mutaciok
52 bazispar delécioval (1. tipust mutacio: L367fs*46), vagy 5 bazispar inszercioval
(2. tipusu mutacio, K385fs*47) jarnak. A CALR mutacié gyakorisaga ET-ben 25,2%
(118/469), mig PMF-ben 23,6% (30/127) volt. A JAK2 V617F és a CALR mutacio
negativ ET, illetve PMF betegeknél az MPL gén mutécioit vizsgaltuk. ET-ben 10
betegnél (2,1%, 10/469), PMF-ben pedig 8 betegnél (6,3%, 8/127) talaltunk eltérést az
MPL génben. Az ET-ben szenveddk 11%-a (n=53), mig a PMF betegek 12%-a (n=15)
volt tripla negativ, ndluk a JAK2, CALR vagy MPL muticiok egyikét sem tudtuk
Kimutatni. Az onkogén mutaciok eloszlasat MPN-ben a 16. dbran lathato kordiagramok

szemléltetik.
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PV ET PMF

B J4K? V617F mutacié B CALR 9. exon muticiok JAK2/CALR/MPL negativ
~Tripl iv
B J4K2 12. exon muticiok B MPL10. exon mutaciék ripia negatiy

16. abra JAK2, CALR és MPL mutdciok gyakorisdaga PV-ben, ET-ben és PMF-ben.
Roviditéesek: CALR: calreticulin  gén; JAK2: 2. tipusu Janus kindz gén;
MPL: thrombopoetin receptor gén;, n: betegszam;, PMF: primer myelofibrosis;

V617F: a JAK2 gén 617. valin aminosav cseréje fenilalaninra.

4.2.2 A Kklinikai jellemz6k 0sszehasonlitiasa alcsoportonként

A klinikai jellemzok és az egyes onkogén mutaciok jelenléte kozotti
osszefiiggéseket tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a JAK2 V617F°* PV betegekhez
viszonyitva a 12. exon mutacid pozitiv PV betegek fiatalabbak voltak diagnoéziskor
(median életkor: 63 vs 40 év, p=0,005). Részletesebb klinikai adatok (hemoglobin,
fehérvérsejt, és thrombocyta értékek valamint 1épmegnagyobbodassal, vénas
trombozissal, MF és AL transzformacioval kapcsolatos informaciok) hianyaban tovabbi
Osszehasonlitds a PV csoportban nem volt lehetséges. A PV-ben szenveddknél csak
jelenlétét nem vizsgaltuk. A JAK2P® PV csoportot Osszehasonlitva a JAK2P* ET
csoporttal azt tapasztaltuk, hogy a JAK2P ET betegek kozott tobb a nd (p<0,001),
alacsonyabb a hemoglobin szintjilkk (p<0,001), magasabb a thrombocytaszamuk
(p<0,001), kevesebbszer fordul el6 1épmegnagyobbodas (p<0,001), gyakrabban fordul
el6 vénas trombozis (p=0,033) és kisebb a myelofibrotikus transzformaci6é gyakorisaga
(p=0,003) (1. tablazat).
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1. tablazat PV-ben és ET-ben szenvedo betegek klinikai és laboratoriumi adatai onkogén mutaciokra lebontva.

(A) (B) P © P (D) (B) P P
PV ET, JAK2P0z (A) Vs (B) ET, CALRP* (C) Vs (B) ET, MPLP©? ET, tripla negatl'v (E) Vs (B) (E) VS (C)
(n=348) (n=288) (n=118) (n=10) (n=53)

Fletkor: év (25-75 percentilis . . ) . , - - . ,
Eletkor: év (25-75 lis) | 63 (52-71) 62 (51-72) 0,414 53 (38-70) 0,007 57 (46-77) 59 (40-66) 0,020 0,986
Férfi/n6 187/161 88/200 <0.001 51/67 0.016 4/6 13/40 0.417 0.006
(%/%) (54%/46%) | (31%/69%) ’ (43%/57%) ‘ (40%/60%) (25%/75%) ’ ’
Hb: g/L 183 146 <0.001 134 <0.001 129 134 <0.001 0.787
(25-75 percentilis) (172-199) (134-156) ’ (120-143) ’ (115-139) (122-145) ’ ’

: -75 percentilis - - , - , - - ) :
WBC: G/L (25-75 ili 11 (9-14 11 (9-14 0,793 10 (8-12 0,002 10 (7-12 9 (8-12 0,006 0,606
Plt: G/L 460 781 <0.001 1022 <0.001 968 798 0.503 <0.001
(25-75 percentilis) (329-608) (652-989) ' (809-1310) ’ (742-1286) (600-970) ’ ’
Lépmegnagyobbodas 124/322 59/258 <0.001 21/95 1.00 0/9 12/45 0,571 0.670
n (%) (39%) (23%) ’ (22%) ’ (0%) (27%) ’ ’
Vénas trombozis 34/301 41/228 0.033 6/92 0,008 0/8 3/39 0.159 1.00
n (%) (11%) (18%) ' (7%) ’ (0%) (8%) ’ ’
MF transzformacio 37/301 11/227 0,003 18/96 <0.001 0/8 2/40 1.00 0.060
n (%) (12%) (5%) ’ (19%) ’ (0%) (5%) ‘ ‘
AL transzformacio 19/296 6/226 0.061 4/95 0.490 1/8 2/39 0.334 100
n (%) (6%) (3%) ! (4%) ’ (12,5%) (5%) ’ ’

Megjegyzés: Tripla negativnak (E) azokat az ET betegeket neveztiik, akik nem hordoztak a JAK2, a CALR és az MPL mutaciok egyikét sem. A klinikai (Iépmegnagyobbodas) és a
laboratoriumi adatok (életkor diagnoziskor, WBC, Hb, PIt) a betegek diagndziskori allapotara vonatkoznak. A vénas trombozis, a myelofibrotikus és akut leukémias transzformacid
eléfordulasat a teljes kovetési id6 alatt regisztraltuk. A 0,05 alatti p értékeket szignifikansnak tekintettiik, és félkovér karakterekkel kiemeltiik.

Roviditések: AL: akut leukémids; CALR: calreticulin gén; ET: esszencidlis thrombocythaemia; Hb: hemoglobin szint; JAK2: 2. tipusi Janus kindz gén; MF: myelofibrotikus, MPL:

thrombopoietin receptor gén; n: esetszam, Plt: thrombocytaszam; poz: pozitiv, PV: polycythemia vera; WBC: fehérvérsejtszam



DOI:10.14753/SE.2018.2127

A CALRP” ¢és a JAK2 V617FP ET-betegek klinikai és laboratériumi adatait
Osszevetve a kovetkezoket tapasztaltuk: a CALRP” ET betegek csoportjdban tobb a férfi
(p=0,016), alacsonyabb az életkor diagnoziskor (p=0,007), alacsonyabb a hemoglobin
szint (p<0,001) és a fehérvérsejtszam (p=0,002) valamint magasabb a vérlemezkeszam
(p<0,001). A koagulaciés komplikaciok (vénas és artérias tromboézisok, vérzések
egyiittesen véve) a JAK2P” ET betegek korében gyakoribbak voltak (36%, 84/231),
mint a CALR* ET betegeknél (19%, 18/93; p=0,002). A vénas trombdzis gyakrabban
fordult el a JAK2”? ET csoportban, mint CALRP* ET-ben (p=0,008). Artérias
trombozisok a JAK2P% ET esetek 14%-aban (32/230), a CALRP® ET esetek 11%-4ban
(10/92) (p=0,3) fordultak el8. Vérzés a JAK2P** ET esetek 10%-aban (22/228) és a
CALRP* ET esetek 7%-aban (6/93) Iépett fel (p=0,2). Myelofibrotikus transzformacié a
CALRP* csoportban fordult el gyakrabban (p<0,001). Az MPLP* betegeket az
alacsony esetszam miatt kihagytuk a tovabbi elemzésekbdl. A tripla negativ ET-ben
szenvedBket Osszehasonlitva a JAK2P® ET csoporttal az aldbbiakat talaltuk: a tripla
negativ ET betegek esetében alacsonyabb az életkor diagnoziskor (p=0,020),
alacsonyabb a hemoglobin szint (p<0,001) és a fehérvérsejtszam (p=0,006). A CALRP*
ET betegekkel sszevetve a tripla negativ ET betegek csoportjaban tobb a né (p=0,026),
¢s alacsonyabb a vérlemezkeszam (p<0,001, 1. tablazat).

A PMF-ben szenvedd betegeknél a fentihez hasonld elemzést végeztiink
(2. tablazat): a CALRP” betegek a diagnoéziskor fiatalabbak voltak (p=0,003), a
vérlemezkeszamuk magasabb volt (p<0,001), valamint kevesebbszer fordult eld
lépmegnagyobbodas (p=0,007), mint a JAK2”* csoportban. A tdbbi valtozdé nem
mutatott szignifikans kiilonbséget. A tripla negativ PMF betegek kozott az akut
leukémias transzformacié gyakoribb volt (33% vs 12% a JAK2P%, p=0,058 vagy vs 16%
a CALRP? csoporthoz viszonyitva, p=0,26), azonban meg kell jegyezni, hogy a tripla

negativ PMF-ben az esetszam nagyon alacsony volt (n=15).
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2. tablazat PMF-ben szenvedo betegek klinikai és laboratoriumi adatai onkogén mutaciokra lebontva.
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(A) (B) P ©) (D) P P
PMF, PMF, (A) PMF, PMF, tripla (D) (D)
JAK2P CALRP*™ Vs MPLP® negativ Vs Vs
(B) (A) (B)
(n=74) (n=30) (n=8) (n=15)
Eletkor: ¢ 71
cror ev - o8 >8 0,003 >3 0,233 0,665
(25-75 percentilis) (57-73) (39-66) (49-82) (50-72)
Férfi/nd 31/43 13/17 4/4 10/5
1,00 0,095 0,208
(%/%) (42%/58%) | (43%/57%) (50%/50%) | (67%/33%)
Hb: g/L 116 108 100 95
- 0,296 0,052 0,161
(25-75 percentilis) (98-130) (96-120) (94-118) (82-122)
WBC: G/L 12 9 17 13
- 0,083 0,618 0,138
(25-75 percentilis) (7-19) (5-13) (8-51) (7-23)
Plt: G/L 250 523 <0001 260 156 0004 | <0001
(25-75 percentilis) (119-461) (320-712) ’ (205-739) (54-427) ' '
Lépmegnagyobbodas 64/73 16/26 717 11/14
0,007 0,400 0,316
n (%) (88%) (62%) (100%) (79%)
Vénas trombozis 9/67 1/23 0/6 1/15
0,442 0,680 1,00
n (%) (13%) (4%) (0%) (7%)
AL transzformacio 8/66 4/25 0/6 5/15
0,730 0,058 0,255
n (%) (12%) (16%) (0%) (33%)

Megjegyzés: Tripla negativnak (D) azokat a PMF betegeket neveztiik, akik nem hordoztak a JAK2, a CALR és az MPL mutaciok egyikét sem. A klinikai és a laboratoriumi adatok a
betegek diagnoziskori allapotara vonatkoznak. A 0,05 alatti p értékeket szignifikansnak tekintettiik, és félkovér karakterekkel kiemeltiik.
Roviditések: AL: akut leukémids; CALR: calreticulin gén; Hb: hemoglobin szint; JAK2: 2. tipusii Janus kindz gén; MPL: thrombopoietin receptor gén; n: esetszam,; PIt:

thrombocytaszam,; PMF: primer myelofibrosis; poz: pozitiv; WBC: fehérvérsejtszam
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4.2.3 Osszesitett tilélés az ET és a PMF betegcsoportokban

A betegségek kimenetelét is megvizsgaltuk (Osszesitett talélés, OS) Kaplan-
Meier megkozelitést alkalmazva az ET (17/A éabra) és a PMF (17/B 4abra)

betegcsoportokban, a kiillonb6zd onkogén mutaciok szerint lebontva.

Tripla negativ ET (n=26)

os ot
=] =]
@ @
3 JAK202 ET (n=150) 3
E £
N N
] ]
-] k)
i " CALRP* ET |(n=85) i

y o -
B B Tripla negativ CALR" PMF (n=21) )
e 2 PMF (n=11) p=0.04
5 = JAK2092 PMF (n=55)
= 02 - 02

) 00 Tripla negativ vs. CALRP*; 'p-o.ox'

° 1" » » “ 0 " » » 40
1dé (év, a diagnézis megallapitasatél kezdve) Idé (év, a diagnézis megallapitasatol kezdve)
15 éves atl. tilélés 5 éves atl. tilélés
n + std. hiba (%) n + std. hiba (%)

J4K2V61TF 150 729+72 p=0,96 J4AK2 V617F 55 832+71 p—l) 04

CALR 85 799+84 p=0,61 p=0,56 CALR 21 88,9+10,5 —0,01 p=0,08

Triplanegativ | 26 83,3152 Triplanegativ | 11 41,5+20,7 L=

—l] 846 ];l—l] 023

17. abra Kaplan-Meier-féle tulélési elemzés ET-ben (A panel, n=261) és PMF-ben
(B panel, n=87) szenvedd betegeknél, onkogén mutaciok szerint lebontva. Tripla
negativnak azokat a betegeket neveztiik, akik nem hordoztdk a JAK2, a CALR és az
MPL mutaciok egyikét sem. A betegek egy részénél (ET: n=2, PMF: n=I11)
hematopoetikus dssejt transzplantacid tortént, naluk a kovetési id6t a transzplanticio
napjaig vettiik figyelembe. ET esetén univariancia analizissel p=0,846 (A panel), mig
PMF-nél p=0,023 (B panel) értékeket kaptunk. Paronkénti Osszehasonlitast végezve a
CALRP* betegek tulélési esélye jelentdsen jobbnak bizonyult, mint JAK2% (p=0,04) és
a tripla negativ (p=0,01) PMF betegeké, mig a JAK2P* betegek csak tendenciat
mutattak a hosszabb tulélésre a tripla negativokhoz viszonyitva (p=0,076).

Roviditések: CALR: calreticulin gén; ET: esszencidlis thrombocythaemia; JAK2: 2.
tipusu Janus kindz gén; n: betegszam; PMF: primer myelofibrosis, V617F: a JAK2 gén

617. valin aminosav cseréje fenilalaninra.
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A talélési adatok nem voltak elérhetéek minden esetben, igy a talélési elemzést
egy sziikitett csoporton végeztiik el. Az ET betegek koziil 261 esetben rendelkeztiink
megfeleld kovetési adatokkal [JAK2P* (n=150), CALRP* (n=85) és tripla negativ
(n=26) alcsoportok]. Univariancia elemzéssel (17/A abra) ET-ben nem volt kiilonbség
az Osszesitett talélést tekintve (p=0,846). A 87 fobdl all6 PMF csoportban az
alcsoportok a kovetkezok szerint alakultak: JAK2P% (n=55), CALRP* (n=21) és tripla
negativ (n=11). Az ET csoporttal ellentétben, PMF-ben az 0sszesitett talélés eltéronek
mutatkozott a kiilonb6zé genetikai hatteri alcsoportokban (p=0,023, 17/B abra). Az
Osszesitett talélés a CALRP® csoportban bizonyult a legjobbnak, mig a tripla negativban
a legrosszabbnak. Ezeket az eredményeket a tovabbiakban megerdsitettiik paronkénti
univariancia elemzéssel, ami p=0,04 értéket eredményezett a CALRP” vs JAK2P* ¢és
p=0,01 értéket CALRP* vs tripla negativ Osszehasonlitdsokban. A JAK2P* PMF
betegeket Osszevetve a tripla negativokkal, csak tendencia mutatkozott a kedvezobb
talélésre (p=0,076).

Az onkogén mutaciok lehetséges hatasat a tulélésre a tovabbiakban Cox
proporcionalis hazard regresszioval vizsgaltuk a PMF csoportban, amelyben a tripla
negativ PMF alcsoportot tekintettiik referencidnak. Ebben a modellben az életkor
jelentés hatassal volt a talélésre (HR=1,082, 95% CI: 1,023-1,144; p=0,006), mig az
onkogén muticid megléte nem befolyasolta szignifikdnsan a talélést, csak tendencia
mutatkozott (p=0,059). A péaronkénti &sszehasonlitast elvégezve a CALRP* alcsoport
tilélése kedvezGbbnek bizonyult, mint a tripla negativ betegek tulélése (HR=0,131,
95% CIl: 0,023-0,739; p=0,021). A CALRP% betegeket Osszehasonlitva a JAK2P
alcsoporttal, a jobb tulélési esélyre csak tendencia volt megfigyelhetd6 CALR 9. exon
mutaciok jelenlétében (HR=0,159, 95% CI: 0,018-1,391; p=0,097).

424 A JAK2 és CALR mutans allélok mennyiségi hatasa

A JAK2 és CALR mutéaciok mennyiségi meghatarozasat rutinszertien csak 2014
ota végezziik laboratériumunkban, ezaltal a mennyiségi adatok Osszehasonlitdsat csak
egy sziikebb betegcsoporton tudtuk elvégezni. A JAK2 V617F allélra vonatkozdan PV-
ben 215, ET-ben 154, mig PMF-ben 56 esetben volt elérheté mennyiségi adat. A CALR
mutaciot tekintve ET-ben 96, PMF-ben pedig 25 beteg mennyiségi adata allt

rendelkezésre. A mutans allél mennyiségét a JAK2 V617F és a CALR mutaciét hordozo
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betegek esetében egy egyszerli képlettel szamoltuk ki: a mutans allél mennyiségeket a
teljes gén-kopidk (mutans plusz normal gén kopidk) széazalékdban fejeztik ki. Ez
lehetdvé tette a kiilonb6zé mutaciok mennyiségi dsszehasonlitasat az MPN alcsoportok
kozott. Az egészséges csontveld donorok (n=30) csoportjdban a JAK2 V617F
mennyiségi meghatarozas a kovetkezd eredményeket adta: medidn: 0,003%, tartomany:
0-0,0399%; 95. percentilis: 0,0035%. Hasonldan alacsony értékeket figyeltiink meg a
JAK2™ MPN betegek (n=59) csoportjaban [median: 0,002%, tartomany: 0-0,199%;
95. percentilis: 0,049%]. A JAK2 V617F°* betegek csoportjaban a JAK2 V617F allél
mennyisége széles tartomdnyban (0,5-100%) valtozott. Szignifikans kiilonbségeket
talaltunk a kiilonboz6 diagnodzisti betegesoportokban [median és tartomany ET-ben
19% (0,5-96%), PV-ben 44% (1-99%), PMF-ben 48% (3-95%); ET vs PV vagy PMF
p<0,001]. A betegség progresszidjakor kialakuld szekunder myelofibrosisban is
magasabb JAK2 V617F allél mennyiséget talaltunk [post-PV MF-ben: 85% (1-99%);
p<0,001; post-ET MF-ben: 66% (1-95%); p=0,002], mint a myelofibrosisos
szovédmény nélkiili PV és ET esetekben.

Az MPN alcsoportok tovabbi sszehasonlitasakor elkiilonitettik a diagnozis
idépontjaban, illetve a betegség elorehaladt allapotaban levett mintak esetében talalt
mennyiségi értékeket. Ezen Osszehasonlitasokat a jelenlévé onkogén mutaciok

mennyiségének fliggvényében a 18. dbra szemlélteti.
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Onkogén mutacié mennyisége (%)

n[71[7a 31 ] as [ a7 [1a0] s [ 58 [ 23 [s6]2s
mintavétel |<1 év|>1 év]<1 év|>1 év | <1 év|>1 év barmikor
mutéci6 | Jak2 CALR Jak2 _ [1ak2 [catr poszt- Jakz|caLR
diagnozis ET PV poszt-ET MF|PV MF|  PMF

18. dbra A JAK2 V6I7F vagy a CALR mutdciok relativ mennyiségének
osszehasonlitdsa a kiilonbozo MPN alcsoportokban, diagnozis szerint, és a diagnozistol
szamitott mintavételi idopontok szerint lebontva. Az x tengely alatti els6 sor az adott
alcsoporthoz tartozo betegszamot (n) tartalmazza. Amennyiben a mintavételkor primer
vagy szekunder myelofibrosis nem jelentkezett, gy a diagndzistol szamitott egy éven
beliili mintavételekre a méasodik sorban lathatd “<1 év” jeldlést alkalmaztuk, minden
egyéb eset a “>1 év” csoportba kertilt. Primer vagy szekunder myelofibrosis fennéllasa
esetén az eldbbi csoportositast nem alkalmaztuk. A JAK2 V617F mutacié mennyiségét
valos idejii AS-PCR-rel, a CALR 9. exon mutaciok mennyiségét pedig szemi-kvantitativ
modon fragmens analizissel hatdroztuk meg. A paronkénti dsszehasonlitasokat Mann-
Whitney teszttel végeztiik el.

Roviditések: CALR: calreticulin gén; ET: esszencidlis thrombocythaemia; JAK2; 2.
tipusu Janus kindz gén;, PMF: primer myelofibrosis; MF: myelofibrosis; n: betegszdam,

PV: polycythemia vera.
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Paronkénti Gsszehasonlitast végezve az alabbi megfigyeléseket tettiik (18. abra):
(i) A JAK2 V617F"” vagy a CALRP” ET betegeknél nem volt jelentSs kiilonbség a
mutans allél mennyiségeket illetéen, sem a diagndziskori mintakat, sem a diagnozistol
szamitott egy €ven beliili, sem a késObbi mintavételeket tekintve. Masrészrol viszont a
két PV alcsoportban (44 beteg: diagnozistol szamitott egy éven beliili mintavétellel, és
140 beteg: kés6bbi mintavétellel, de myelofibrotikus transzformacié nélkiil) emelkedd
tendenciat talaltunk a mutans allél mennyiségeket illetéen (p=0,066). (ii) A JAK2
V617F allél mennyisége fokozatosan emelkedett parhuzamosan az egyre
elérehaladottabb betegségek megjelenésével (JAK2 V617F* ET vs PV: p<0,001, PV
vs post-PV MF: p<0,001). (iii) Az ET-ben szenveddk kozott a mutans CALR allél
mennyisége jelentdsen magasabb volt, mint a mutans JAK2 V617F allélé (p<0,001).
(iv) A mutans CALR allél mennyisége jelentds, de a JAK2 V617F allélhoz viszonyitva
kevésbé meredeken emelkedik az elérehaladottabb betegségek megjelenésével (CALRP*
ET vs CALRP” post-ET MF: p=0,01; CALR? ET vs CALRP” PMF: p<0,001).
(v) Ellentétben a JAK2 V617F muténs allél mennyiségekkel, a CALR mutédns allél
mennyisége csak ritkan haladta meg az 50%-ot (11 esetben mértiink 51-75% kozotti és
1 esetben 75% feletti értéket).

A tovéabbiakban megvizsgaltuk, hogy a CALR mutéans allé]l mennyisége hatdssal
van-e a klinikai paraméterekre. Ennek érdekében azon CALRP” ET betegek
csoportjaban, ahol a mintavétel a diagnozistol szamitva egy éven beliil tortént (n=31),
harom kiilonb6z6 kiiszobértéknél dichotom csoportokat képeztiink: (i) 34,6%: az Gsszes
ET beteg CALR mutans allél mennyiségének median értéke (a myelofibrotikus
transzformacios eseteket kizarva). (i) 38,5%: az Gsszes ET beteg CALR mutans allél
mennyiségének median értéke (ET-t koveté myelofibrotikus esetekkel egyiitt) (iii)
40,1%: az 6sszes MPN (ET és PMF) beteg CALR mutans allél mennyiségének median
értéke.
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3. tablazat ET-ben szenvedd betegek laboratoriumi adatainak osszehasonlitisa a CALR

mutans allél mennyiségének fiiggvényében.

CALR mutans allél mennyiség

Kiiszobérték 34,6% 38,5% 40,1%
alatt felett alatt felett alatt felett
n 17 14 20 11 22 9
Hzgi %L i 136 130 138 122 138 120
(25-75 percentilis) | 157 143) | (116-151) | (130-154) | (105-141) | (131-147) | (100-158)
p=0,47 p=0,04 p=0,018
V;/E%G/L i 8 11 9 11 9 11
(25-75 percentilis) (6-11) (9-16) (7-11) (9-18) (7-11) (9-18)
p=0,005 p=0,025 p=0,046
leg %L i 828 1319 847 1406 884 1123
(25-75 percentilis) |~ 707 1009) | (49-1669) | (706-1210) | (850-1819) | (707-1401) | (849-1719)
p=0,04 p=0,04 p=0,20

Megjegyzés: A rendelkezésre allo 31 ET betegnél a paronkénti Osszehasonlitasok soran dichotdom csoportokat
képeztink a CALR mutéans allél mennyisége alapjan harom kiiszobértéknél: (i) 34,6%; (ii) 38,5%; (iii) 40,1%. A
p értékek a dichotom csoportok paronkénti Gsszehasonlitasaira vonatkoznak (Mann-Whitney teszt). A 0,05 alatti
p értékeket szignifikdnsnak tekintettiik, és félkovér karakterekkel kiemeltiik.

Roviditések: CALR: calreticulin gén; ET: esszencialis thrombocythaemia; Hb: hemoglobin; n: esetszam,
Plt: thrombocytaszdm, WBC: fehérvérsejtszam.

A CALR mutans allél 38,5%-0s kiiszobértékénél, az alacsony CALR allél
mennyiség alacsonyabb fehérvérsejt- (9 vs 11 G/L, p=0,025) és vérlemezkeszammal
(848 vs 1406 G/L, p=0,04), valamint magasabb hemoglobin szinttel (138 vs 122 g/dL,
p=0,04) tarsult. A fehérvérsejtszam a masik két kiiszobérték esetén is alacsonyabb
maradt az alacsonyabb mutans allél mennyiségli csoportokban, azonban egyre
magasabb kiiszobértéket valasztva a csoportok kozatti kiilonbség egyre csokkent. Mig a
hemoglobin szintek kozotti kiilonbség az alacsonyabb és a magasabb CALR mutans allél
mennyiségli csoportok kozott csak 38,5%-o0s vagy e feletti kiiszobértéknél jelentkezett,

addig a thrombocytaszambeli eltérések 38,5% felett eltiintek.

4.2.5 A CALR mutacié klinikai jellemzdi a mutacio tipusa szerint

A CALR 9. exon mutéciok jelenlétét 6sszesen 121 esetben (96 ET és 25 PMF

betegnél) erdsitettiik meg Sanger szekvenalassal. 64 (53%) 1. tipusu (52 bazisparos
delécio, ¢.1092 1143del), 34 (28%) 2. tipusau (5 Dbazisparos inszercio,
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c.1154 1155insTTGTC) ¢és 23 (19%) egy€b tipusti mutacidt azonositottunk. Ez a 23
egyeb tipusu mutacid a 3. (c.1095_1140del), 4. (c.1102_1135del), 5. (c.1091 _1142del),
19.  (c.1110_1140del), 22. (c.1120_1123del), 24. (c.1120_1138del), 29.
(c.1135_1152delinsCCTCCTCTTTGTCT), 33.  (c.1154 1155insATGTC), 34.
(c.1154 delins CTTGTC) ¢és 35. (c.1154delinsTTTGTC) tipusu mutaciokat, valamint
potencidlisan 11j variansokat (n=8) tartalmazott. A fent felsorolt variansok megoszlasat a
19.4bra szemlélteti. ET-ben szenvedéknél 48 (50%) 1. tipusu, 31 (32%) 2. tipusu és
17 (18%) egyéb, mig PMF-ben szenved6knél 16 (64%) 1. tipusu, 3 (12%) 2. tipusu és
6 (24%) egyéb mutaciot talaltunk.

ET PMF

H 1. tipus n=17 (18%) n=6 (24%)
2. tipus
. n=31 (32%) n=3 (12%)
egyéb

19. abra A CALR mutaciok megoszidasa ET és PMF betegek kérében.
Roviditések: CALR: calreticulin gén;, ET: esszencidalis thrombocythaemia; n:

betegszam,; PMF: primer myelofibrosis.

Csak az 1. és 2. tipusi mutaciokat alapul véve, az ET és PMF betegek
Osszehasonlitasakor kiilonbozd eloszlasokat tapasztaltunk. Az ET-ben szenveddk
korében 48 1. tipusu (61%) és 31 2. tipusu (39%) mutaciét, mig PMF esetén 16
1. tipust (84%) és 3 2. tipusu (16%) mutacidt talaltunk (p=0,064). A 2. tipust mutécio a
nem 2. tipustt mutacidkhoz képest ET-ben gyakrabban fordult el6 (32%), mint PMF-ben
(12%, p=0,049). Az 1. tipusti mutaciot hordozoknal a CALR mutans allél mennyisége
magasabb volt (n=14, 41%), mint a 2. tipusi mutaciét hordozé ET betegek esetén
(n=15, 27%, p=0,023). Ez a kiilonbség adodhat abbol, hogy a PCR soran az 1. tipusu
mutacional (52 bp-os delécid) a rovidebb DNS fragmentumok konnyebben
amplifikaloédnak, ezért ezt az eredményt egy masik mennyiségi meghatarozast lehetdové

tevé modszerrel lehetne biztosan igazolni.
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A tovéabbiakban a demografiai és a klinikai paramétereket hasonlitottuk Gssze
mutacid tipusonként a CALR mutaciot hordoz6 ET betegek kozott. Azt talaltuk, hogy a
2. tipustt mutaciét hordozok atlag életkora magasabb, mint az 1. tipusu (atlag életkor
diagnoziskor: 59 vs 51 év, p=0,06) vagy mint a nem 2. tipusu mutaciét hordozoké (atlag
¢letkor diagnéziskor: 59 vs 51 év, p=0,09). Hasonldé tendenciat talaltunk a
thrombocytaszamokat illetéen, diagnoziskor magasabb volt a 2. tipusi mutaciot
hordozok korében, mind az 1. tipusi mutacidot hordozokhoz képest [1237 G/L
(25-75. percentilis: 884-1472) vs 946 G/L (25-75. percentilis: 764-1280) (p=0,081)];
mind a nem 2. tipusi mutaciot hordozokhoz képest [865 G/L (25-75. percentilis: 755-
1218) (p=0,041)]. Citoreduktiv terapiat gyakrabban alkalmaztak a 2. tipusii mutaciot
hordoz6 ET betegeknél, mint 1. tipusi mutacio esetén (89% vs 67%, p=0,05). A
demografiai és a klinikai paraméterek tekintetében (beleértve az Osszesitett talélést is)
tovabbi eltéréseket nem taldltunk a két ET alcsoport kozott. Hasonld elemzést a PMF
betegek korében nem tudtunk elvégezni a 2. tipusi CALR mutéciot hordozok alacsony

esetszama miatt (n=3).

4.3 ATERTrs2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok

4.3.1 A vizsgalt SNP-k BCR-ABL1 negativ MPN-re hajlamosito hatasa

A TERT 1s2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok MPN-re
hajlamositd szerepét 584 fOs betegcsoporton és 400 egészséges személynél vizsgaltuk
meg. A szerzett onkogén muticiok megoszlasa az 584 fos betegcsoportban az alabbiak
szerint alakult. Minden PV-ben szenvedd beteg JAK2 V617F pozitiv volt (n=209). Az
ET-ben szenveddk kozott, 148-an (53%) a JAK2 V617F, 95-en (34%) a CALR, és 9-en
(3%) az MPL gén mutaciot hordoztak, 29-en pedig (10%) tripla negativak voltak; a
PMF csoportban 51 (54%) JAK2 V617F, 25 (27%) CALR, és 7 (7%) MPL gén
mutaciora pozitiv, valamint 11 (12%) tripla negativ esetet regisztraltunk. Az MPN
csoportban mind a TERT rs2736100, mind a JAK2 rs12343867 variansok
allélfrekvenciaja (AF+95%CI) emelkedett volt a kontroll csoporthoz viszonyitva (TERT
rs2736100_C: 62,7+2,8% vs 48,8+3,5%, p<0,0001; JAK2 rs12343867_C: 45,7+2,9% vs
29,8+3,2%, p<0,0001) az allélikus modellt alkalmazva. A kiilonbség szignifikans
maradt mindegyik vizsgalt modell esetén (dominans, recessziv, genotipusos), amit a 4.

tablazat foglal 6ssze.
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4. tablazat A TERT rs2736100 genotipusok megoszidsa a kontroll és a kiilonbozo betegecsoportokban.

n |AA|AC|cc|© é‘IF &35% paleiks  or  @scl | M| p R @wea p R @we

Kontroll 400 | 111 | 188 | 101 | 488+35 - - - - ] . ) ] ] ]
MPN (teljes) 584 | 77 | 282 | 225 | 627428  <00001 177 (147-212) | 1 |<0001 217 (L54-306) | <0001 323 (2,22-4,69)
PV 209 | 26 | 106 | 77 | 622+47  <00001 173 (136-220) | 1 | <0001 241 (148393) | <0001 326 (1,94-5.47)
ET 281 | 38 | 139 | 104 | 617441  <00001 170 (136-211) | 1 |<0001 216 (141-332) | <0001 301 (1,90-476)
PMF 94 | 13 | 37 | 44 | 665+69 <00001 209 (150-291)| 1 | 0131 168 (0,86-330) | <0001 372 (L:89-7,31)

JAK2 V617F™| 408 | 49 | 198 | 161 | 637+3,4  <0,0001 1,85 (1,51-225)| 1 |<0,001 2,39 (1,61-3,53) | <0,001 3,61 (2,38-5,49)

CALR™?| 120 | 17 | 55 | 48 62,9 +6,2 <0,0001 1,78 (1,33-2,40) 1 0,032 191 (1,06-345) | <0,001 3,10 (1,68-5,74)

MPLP?| 16 1 10 5 62,5+17,1 0,1501 1,75 (0,85-3,63) 1 0,093 590 (0,75-46,74) | 0,123 550 (0,63-47,83)

tripla negativ | 40 10 | 19 | 11 51,3+11,2 0,7254 1,11 (0,70-1,75) 1 0,778 1,12  (0,50-2,50) 0,680 121 (0,49-2,97)

CML (teljes) 86 | 25 | 43 | 18 | 459+76 05562 089 (0,64-124)| 1 | 0956 1,02 (0,59-1,75) | 0,489 0,79  (0,41-1,54)

AML (teljes) 308 | 71 | 153 | 84 | 52,1440 02178 114 (0,93-141)| 1 | 0198 127 (0,88-1,84) | 0215 130 (0,86-1,97)

NKAML | 122 | 28 | 64 | 30 50,8 6,4 0,6088 1,09 (0,82-1,45) 1 0,242 1,35 (0,82-2,23) 0582 1,18 (0,66-2,11)

nemNK AML | 169 | 40 | 80 | 49 52,7+5,4 0,2431 1,17 (0,91-1,51) 1 0,465 1,18 (0,76-1,85) 0,241 1,35 (0,82-2,21)

Roviditések: A: adenin; AF: allélfrekvencia; AML: akut myeloid leukémia; C: citozin; Cl: konfidencia intervallum; CALR: calreticulin gén;, CML: krénikus myeloid leukémia; ET:
esszencidlis thrombocythaemia; JAK2 VBL1TF: 2. tipusu Janus kindz gén Val617Phe mutdcidja; MPL: thrombopoetin receptor gén; MPN: myeloproliferativ neopldazia;, NK AML: normadl
kariotipusu AML,; OR: 0dds ratio, esélyhanyados, PMF: primer myelofibrosis; poz: pozitiv;, PV: polycythemia vera; TERT: telomerdz reverz transzkriptaz gén.
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Az eddigi MPN tanulméanyokkal megegyezden, a TERT varidnst hordozok
(AC és CC genotipusok egyiittesen) mind a JAK2 V617F”%, mind a CALR* MPN-re
egyforma mértékben hajlamositanak (p=0,5 a JAK2 V617F** vs CALRP*
Osszehasonlitasban). Ezzel ellentétben a JAK2 rs12343867 C allél hajlamosité hatasa
hangstlyosabb volt a JAK2 V617F”* MPN betegek korében (JAK2 V617FP* MPN
esetén a JAK2 rs12343867 C AF=49,8+3,5%; CALRP” MPN esetén: 35,8+6,2%,
p<0,001). Az MPLP® MPN betegek kis csoportjat tekintve a TERT rs2736100_C
allélfrekvencidja szintén emelkedett volt (62,5+17,1%, de nem volt szignifikdns az
alacsony esetszam miatt). Mindezekkel ellentétben a tripla negativ csoportban a
genotipusos megoszlas a kontroll csoporthoz hasonlitott (AF=51,3+11,2%). A tripla
negativ csoportot diagndzis szerint felosztva (ET vagy PMF) a PMF betegek korében a
TERT varians allélfrekvenciaja magasabb volt (AF=68,2+19,9%), azonban az ET
betegek TERT allélfrekvencidja nem volt emelkedett (AF=44,8+13,1%) a kontroll
csoportéhoz képest (tovabbi statisztikai elemzést a tripla negativ betegek kdrében nem
tudtunk végezni az alacsony esetszam miatt). A TERT varians mind heterozigéta, mind
homozigdta formaja Osszefiiggést mutatott a myeloproliferativ megbetegedésekkel a
teljes BCR-ABL1 negativ MPN csoportunkat nézve [OR (heterozigéta): 2,2 (1,5-3,1) és
OR (homozigota): 3,2 (2,2—4,7), mindkét esetben p<0,001]. A TERT heterozigdtasaghoz
képest a TERT homozigotasdg az MPN-re valdé hajlamot additivan megndvelte
(p=0,009). Hasonléoan a TERT varianshoz a JAK2 rs12343867 hetero- vagy
homozigotasdg szintén jelentésen megemelte az MPN kialakuldsdnak kockazatat
[OR (heterozigota): 2,5 (1,9-3,4) és OR (homozigota): 3,4 (2,2-5,1), mindkét esetben
p<0,001].

Mivel egy TERT vagy JAK2 allél jelenléte is megnévelte az MPN-re valo
hajlamot, megvizsgaltuk tobb allél egylittes hatasit az MPN kialakuldsanak
kockéazatara. Egy TERT vagy JAK2 allél jelenléte az MPN kockazatat 2,3-szorosara
(95% CI: 1,3-3,9) emelte. Minden tovabbi TERT vagy JAK2 allél kiilon-kiilon is tovabb
novelte a rizik6t. Mind a négy hajlamosito allél egyiittes jelenléte (TERT és JAK2
polimorfizmusokra nézve is homozigéta egyedek) a klasszikus MPN kialakulasanak

kockazatat 9,6-szorosara (95% ClI: 4,4-21,1) emelte (20. abra).
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TERT /JIAK2 hajlamosit6 allélok szama

Hajlamosito allélok
szdma | Esetek | (%) | Kontrollok | (%) @ OR | 95%CI | 95%CI
0 22 | 38 | 61 | 153 | 10 | |
1 1211 | 190| 135 |338 23 | 13 | 39
2 243 416 | 132 330 51 | 30 | 87
3 163 | 27,9 | 59 148 | 77 | 43 | 136
4 45 7.7 13 3.3 9.6 4,4 21,1

20. abra Az MPN kockazata a TERT vagy JAK2 hajlamosito allélok szamanak
fiiggvenyeben. A TERT rs2736100 vagy a JAK2 rs12343867 allélok szamanak
novekedésével az MPN-re valo hajlam emelkedik. A heterozigdta genotipust egynek, a
homozigotat kettd hajlamosito allélnak vettiik.

Roviditések: Cl: konfidencia intervallum; JAK2: 2. tipusu Janus kindz gén; MPN:
myeloproliferativ neoplazia;, OR: 0dds ratio, esélyhanyados; TERT: telomerdz reverz

transzkriptdz gén.

A tovabbiakban a kiilonb6z6 MPN alcsoportokban megvizsgaltuk a TERT
rs2736100 és a JAK2 rs12343867 allélok egyiittes hatasat (5. tablazat). A TERT és a
JAK? riziko6 alléljai egymastdl fliggetleniil és egymast erdsitve befolyasoljak az MPN
kockézatat. A kombinalt heterozigotasag az MPN rizikojat 6-szoroséara, mig a kombinalt
homozigotasag kozel 10-szeresére ndvelte. A két varidns kolcsonhatisa a JAK2
V617F"% csoportban szembetiindbb volt, mint a CALRP* betegek korében, ahol a
kombinalt JAK2 hetero- és homozigdtasig hatasa nem kiilonbozott jelentdsen
egymastol. A CALRP* alcsoportban mar egy JAK?2 riziké allél jelenléte hasonld hatassal
birt, mint a JAK2 homozigotasag (5. tablazat).
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5. tablazat A TERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 allélok kélcsonhatasa kiilonbozo MPN alcsoportokban.

TERT rs2736100

AA AC CcCc
Teljes MPN OR  (95%ClI) p | OR  (95%Cl) p | OR  (95%Cl) p
MPN vs kontroll | TT | 1 - - | 224 (1.26-398) 0006 | 362 (196-6,69) <0,001
JAK2 rs12343867 | TC | 237 (1,22-4,60) 0,011 | 596 (3,40-10,43) <0,001| 825 (4,49-1514) <0,001
CC | 6,16 (2,44-1555) <0,001 | 6,52 (3,19-13,32) <0,001| 9,60 (4,37 -21,07) <0,001
TERT rs2736100
JAK2 VB17FP* AA AC cc
MPN OR  (95% CI) p | OR  (95%CI) p | OR  (95%cCI) P
MPN vs kontroll | TT | 1 - - | 249 (1,22-507) 0012 | 363 (1,71-773) 0,001
JAK2 rs12343867 | TC | 2,60 (1,16-587) 0,021 | 7,76 (3,91-1540) <0,001| 11,73 (5,69 -24,20) <0,001
CC | 9,04 (3,24-2518) <0,001 | 991 (4,36-2252) <0,001| 14,08 (580-34,15) <0,001
TERT rs2736100
AA AC CcC
CALR MPN OR (95% ClI) p OR (95% CI) p OR (95% ClI) p
MPNvskontroll | TT | 1 - - 2,27 (0,87-595) 0,095 | 436 (1,63-11,63) 0,003
JAK2 rs12343867 | TC | 1.98 (064-614) 0235 | 398 (155-1022) 0,004 | 547 (2,03-1477) 0,001
CC| 339 (0,72-16,01) 0,123 | 254 (0,70-9,23) 0,156 | 4,69 (1,30-16,88) 0,018

Roviditések: A: adenin; C: citozin; CALR: calreticulin gén, ClI

esélyhanyados; poz: pozitiv; T: timin; TERT: telomerdz reverz transzkriptiz gén; V617F: a JAK2 gén 617. valin aminosav cseréje fenilalaninra.

: konfidencia intervallum; JAK2: 2. tipusu Janus kindz gén; MPN: myeloproliferativ neopldzia; OR: odds ratio,
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A TERT ¢és JAK2 polimorfizmusok, mint kockazati tényezok esetleges szerepét a
betegség kialakulasaban a “population attributable fraction” (PAF) hanyadossal
jellemeztiik. A korabban kozoltekhez hasonléan [38, 78], a magyar populaciora is
igaznak bizonyult, hogy a TERT rs2736100 C polimorfizmusra szamolt PAF érték
magasabb (52,5%) a JAK2 rs12343867 C polimorfizmusra szamoltnal (46,0%). A két
polimorfizmus egyiittes PAF értéke 74,4%, amely azt mutatja, hogy a sporadikus MPN

genetikai hatteréért foként ez a két polimorfizmus felelds.

4.3.2 ATERT rs2736100_C polimorfizmus szerepe MPN-ben

A tovabbiakban megvizsgaltuk a TERT rs2736100 C polimorfizmus lehetséges
hatasat az MPN megjelenésére, tiineteire. A teljes MPN csoportunkat tekintve a TERT
rs2736100 C hordozoknal a fehérvérsejtszam magasabbnak bizonyult (9 vs 11 G/L,
p=0,019), mint a homozigéta AA betegeknél (domindns modell). Hasonld
eredményeket kaptunk a JAK2 V617F (9 vs 11 G/L, p=0,001) és a PV alcsoportokban
(10 vs 11 G/L, p=0,035). A vizsgalt TERT polimorfizmus nem volt hatassal a kiilonb6z6
komplikéciok gyakorisdgara (Iépmegnagyobbodds, vénds €s artérids trombozis, vérzes,
myelofibrotikus vagy leukémids transzformacié) sem Onmagaban, sem a JAK2
haplotipussal egyiittesen. Annak ellenére, hogy nem taldltunk dsszefliggést a kiilonboz6
¢letet veszélyeztetd komplikaciok gyakorisaga €s a TERT polimorfizmus kozott, PV-
ben az eltér6 TERT genotipusu betegek hosszu tava Osszesitett talélése eltérének
mutatkozott. A kiilonb6z6 TERT genotipusu MPN betegek Osszesitett talélését (PV, ET
¢és PMF diagnozisok szerint lebontva) a 21. abra szemlélteti.

PV-ben a 15 éves Osszesitett talélés a TERT rs2736100 AA genotipust betegek
korében 90,0+9,5%, az AC heterozigdtak esetén 62,7£8,5%, és a CC genotipusnal
70,3+8,3% Volt (Pegyiities=0,016, pPaavsac=0,003, paavscc=0,056, 21/A abra). Esszencialis
thrombocythaemiaban a 15 éves Osszesitett tulélés az alabbiak szerint alakult: AA
genotipusnal 96,4+3,5%, AC genotipusnal 78,94+6,7%, és CC genotipusnal 64,5+11,3%
(Pegyiittes=0,229; Paavsac=0,6, paavscc=0,2, 21/B é&bra). Primer myelofibrosis esetén az
Osszesitett tulélésben nem volt kiilonbség a kiilonbdz6 genotipust betegek kozott (21/C

abra).
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Ac |97 62,785 =0,06 | AC | 122 78,9+6,7 I =0,20 [ AC | 33 77,9+ 10,0 =0,51
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0,13 0,15 =0,83]
cc | 71 703183 " cC | 98 6452113 ]'P cC | 41 85.0%75 P
%—l
p—n 016 p—l],229 p=0,812

21. abra A kiilonbozé TERT genotipusu MPN betegek Osszesitett tulélése diagnozis
szerint csoportositva: PV (A panel), ET (B panel) és PMF (C panel).
Roviditések: A: adenin; C: citozin; ET: esszencidlis thrombocythaemia; n: esetszam,

PMF: primer myelofibrosis; PV: polycythemia vera.

A teljes BCR-ABL1 negativ MPN csoportban a kiilonb6zé TERT genotipust
betegek haldlozasi okait megvizsgalva azt talaltuk, hogy a homozigota CC genotipust
betegek gyakrabban haltak meg az alap hematologiai megbetegedéstdl fiiggetlen szolid
tumorok kovetkeztében [CC genotipus: 44,4%; 12/27: 4 tidoérak, 4 végbélrak, 3
laphamrak és 1 egyéb tipust (foramen jugulare teriiletén elhelyezkedd) tumor], mint a
TERT rs2736100 polimorfizmusra nézve vad tipusu vagy heterozigota betegek (AA és
AC genotipusok: 5,3%; 2/38: 2 gyomor és epeuti rak; p=0,0004). Kortorténet - beleértve
a nem hematologiai megbetegedések jelenlétét vagy hidnyat - 356 betegnél volt
elérhetd. Szolid tumorok a vad tipusu betegek (AA genotipus) 8,2%-aban (4/49), a
heterozigotak (AC genotipus) 16,2%-aban (28/173) és a homozigotak (CC genotipus)
23,1%-aban (31/134) jelentkeztek (p=0,014). A leggyakoribb tumorok az alabbiak
voltak: bazalioma (n=10), bérlapham (n=9), végbél (n=8), tiidé (n=7), prosztata (n=7),
¢és hugyholyag karcinoma (n=5). Mivel feltételeztiik, hogy a szolid tumorok gyakoribb

eléfordulasanak hatterében a myeloszupressziv kezelés is allhat, megvizsgaltuk a TERT
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polimorfizmus ¢és a myeloszupressziv kezelés kozotti kolcsonhatds lehetdségét.
Megallapitottuk, hogy a citoreduktiv kezelés megnoveli a szolid tumorok
kialakulasanak valdszintiségét: masodlagos daganat a citoreduktiv kezelésben nem
részesiild betegek 6,0%-aban (5/84); a hidroxiurea kezelésben részesiilok 20,1%-aban
(48/239); a buszulfan vagy radiofoszfor kezelésben részesiilé betegek 40,9%-aban
(9/22) jelentkezett (6% vs 40,9% p<0,001; 6% vs 20,1% p=0,002). Multivariancia
elemzéssel a TERT rs2736100 C genotipus a citoreduktiv kezeléstél fliggetlen
kockézati tényezének bizonyult a szolid tumorok kialakuldsanak szempontjabol
[p=0,045; OR: 3,08 (1,03-9,26)]. A TERT rs2736100 C genotipus homozigdta formaja
nagyobb rizikot jelent, mint a heterozigéta forma [p=0,021; CC genotipus, OR=3,86
(1,23-12,08) vs p=0,108; AC genotipus, OR=2,54 (0,82—7,94)].

4.3.3 ATERT rs2736100_C polimorfizmus CML-ben és AML-ben

86 CML-ben és 308 AML-ben szenvedd betegnél vizsgaltuk meg a TERT
varians €és a betegségek kozotti esetleges Osszefiiggést. A kontroll csoporthoz képest a
TERT 1rs2736100_C allélfrekvencidk nem mutattak szignifikans eltérést sem a CML,
sem az AML csoportban (CML AF=45,9+7,6%, p=0,56; AML AF=52,1+4,0%, p=0,22;
4. tablazat). A TERT genotipusok megoszlasat a normal és a koros kariotipusu AML
betegek korében is elemeztiik, de nem talaltunk statisztikailag jelentés eltérést a
kiilonb6zé AML alcsoportokban (4. tablazat). A komplex kariotipusu AML betegeknél
(akiknél >3 kromoszoma érintett a leukémias sejtklonban) a TERT rs2736100_C
homozigotasdg gyakrabban fordult eld, de az eltérés statisztikailag nem volt
szignifikans [40% (16/40) komplex Kkariotipusat AML-ben vs 25% (63/251) nem
komplex kariotipusi AML-ben vagy 25% (101/400) a kontroll csoportban, mindkét
esetben p=0,06].
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5 Megbeszélés

5.1 Onkogén mutaciok MPN-ben

5.1.1 A genetikai eltérések optimalis meghatarozasi modszerei

Az onkogén mutaciok ismeretében eltérd klinikai jellemzdkkel rendelkezd, és
eltéré prognoézisu alcsoportok definialhatok BCR-ABL1 negativ MPN-ben. A szerzett
mutaciok meghatarozasahoz kiillonb6z6 mérési modszerek kivalasztasa és beallitasa volt
sziikséges. A V617F mutéacio kimutatdsara példaul szamos modszer all rendelkezésre
[87]. Az egyszeri kivitelezhetésége miatt az 1-5% érzékenységli, mindségi AS-PCR
modszert gyakran alkalmazzék, amely azonban 5% alatti mutacié mennyiség esetében
nem mindig reprodukalhatd. Tanulmanyunk soran a V617F pontmuticid mérésére az
alacsony tartomanyban is megbizhatéan érzékeny mennyiségi AS-PCR-t allitottuk be
[89], amelynek koszonhetden meghatarozhato a V617F allél mennyisége (V617F%:
mutans JAK2 allél / 6sszes JAK2 allél) [36]. A QPCR tovabbi elénye, hogy altala a
terapia hatékonysaga, illetve a rezidualis betegség harom nagysagrend (0,1-100%)
tartomanyban monitorozhatd. A hagyomanyos Sanger szekvenalds, a HRM és a nagy
hatékonysagu folyadék kromatografids (HPLC) modszerek érzékenysége 5-20% kozé
tehetd, alkalmazasuk csak akkor javasolt, ha més ritka JAK2 14. exon mutaciot kell
Kimutatni [36].

A JAKZ 12. exon mutaciokat tekintve a Sanger szekvendlds vagy az 5-10%
érzekenységli HRM moddszer nem optimalis, 1évén hogy ezek a mutaciok gyakran kis
mennyiségben vannak jelen. Az érzékeny AS-QPCR technika pedig mutacionként
egyedi modszertervezést igényel, ezért a mutaciok nagy variabilitdsa miatt ez nehezen
oldhatd meg. Mivel a muticiok tobbsége méretvaltozassal jard delécid és inszercio,
munkank soran az 1-2%-os érzékenységli kapillaris elektroforézist (fragmens analizist)
alkalmaztuk [36, 54].

A JAK2 12. exon mutacidkhoz hasonloan a PCR termék méretvaltozassal jard
CALR mutéaciok tobbsége is kiszlirhetd a PCR termék méretének meghatirozasaval,
azaz fragmens analizissel. A mutaciok pontos azonositdsat tanulmanyunk soran
szekvenalassal valositottuk meg. Alternativ. modszerként a HRM  sziirémodszer
alkalmazhat6, de a fragmens analizis érzékenysége és specifikussaga jobbnak bizonyul

[90].
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Az MPL mutaciok kimutatasara is kiilonb6z6 modszerek terjedtek el:
mutacionként kiilon allélspecifikus technikdk, vagy a teljes 10. exon sziirése
szekvenalassal, HRM-mel [36]. Az MPL eltérések esetén eléfordulhat mind alacsony
(1-15%), mind magas (50% feletti) mutacié arany, ami tovabb neheziti a megfeleld
mérési metodika kivalasztasat. A W515K mutécido mennyisége gyakran meghaladja az
50%-ot, homozigoéta eseteket is leirtak, ami biallélikus mutaciot vagy a heterozigotasag
elvesztését feltételezi. A 3-15%-o0s alacsony mutacid6 mennyiségek altalaban W515L
mutaciok esetén fordulnak elé [36]. Az MPL mutaciok kimutatasara elséként a HRM
modszert alkalmaztuk, amellyel ritka mutaciok is kisziithetok. Mivel ez a meghatarozas
nem definitiv, a pozitiv eseteket szekvenalassal erésitettilk meg. A HRM-mel pozitiv,
de szekvenalassal negativ eredményeket mutacionként kiilon AS-PCR-rel vizsgaltuk
tovabb. Az 1-5% érzékenységii AS-PCR technika azonban mutacionként egyedi
modszertervezést igényel, ezért csak a leggyakoribb MPL mutaciok kimutatasara
célszerli alkalmazni. Az MPL génben talaltak mar mutaciot a receptor extracellularis
doménjében, ill. tovabbi ritka mutacidkat azonositottak az 501, 505, 506, 507, 509, 510,
514 és W515-P518delinsKT, 519. pozicidkban. Ezek mindegyikére AS-PCR-t tervezni
id6igényes ¢€s koltséges.

Munkénk soran a bedllitott molekuldris genetikai sziiré ¢€s megerdsitd
modszerekkel az MPN-ben szenvedd betegcsoportunkban az esetek 90%-aban tudtuk
azonositani a betegséget okozo genetikai eltérést. PV-ben a betegek 98,6%-aban
JAK2 V617F, 1,4%-aban JAK2 12. exon mutaciokat talaltunk. Irodalmi adatok szerint a
JAK2 12. exon mutaci6 gyakorisaga az europai populacioban 1,9-7,4% [54, 91]. Mivel a
nemzetkozi tanulmanyok szerint a JAK2 gén kozel 100%-ban érintett PV-ben, a
6. 0sszehasonlitd tablazatban a PV gyantval vizsgalt JAK2 mutacié negativ eseteket
nem elemeztiik. ET-ben és PMF-ben a mutaciok el6forduldsi gyakorisaga hasonldéan
alakult: 61-58%-ban JAK2 V617F, 25-24%-ban CALR és 2-6%-ban MPL mutaciokat
azonositottunk. Betegcsoportunkban a talalt mutaciok eléfordulasi gyakorisaga megfelel

az irodalomban ismertetett adatoknak (6. tablazat).

67



DOI:10.14753/SE.2018.2127

6. tablazat A JAK2 V617F, CALR és MPL mutaciok eldforduldsi gyakorisiga ET-ben

és PMF-ben a nemzetkozi kézlemények alapjan.

Publikici . JAK2 V617F™? CALRP? MPLP? Tripla negativ
n (%) n (%) n (%) n (%)
Klampfl [33]*  ET 894 581 (65) 186 (21) 35 (4) 92 (10)
Rumi [92]* ET 717 466  (65) 176  (25) 0 (0) 75 (10)
Li [93] ET 614 349 (57) 124 (20) 31 (5) 110 (18)
Rotunno [94]  ET 576 369 (64) 89 (15) 25 (4) 93  (16)
Fu [95] ET 436 240  (55) 99 (23) 6 (1) 91 (21)
Guo [96] ET 407 248 (61) 34 (8) 4 (1) 121 (30)
Tefferi [97] ET 402 227 (56) 114 (28) 11 ) 50 (12)
Nangalia [34]  ET 312 173 (55) 98 (31) 5 (2 36 (12
Sun [98] ET 310 149 (48) 92 (30) 4 (1)
Okabe [99] ET 294 180 (61) 47 (16) 11 4 57 (19)
Chi [100] ET 289 189  (65) 25 (9) 8 (3) 67 (23)
Palandri[101]  ET 217 133 (61) 54 (25) 2 (1) 28 (13)
Chen [102] ET 147 94 (64) 33 (22 4 () 16 (11)
Trifa [103] ET 141 76 (54) 40 (28) 3 22 (16)
Kim [104] ET 84 43 (51) 23 (27) 1 Q) 17 (20)
Wu [105] ET 80 45 (56) 20 (25) 4 (5)
Kim [106] ET 79 50 (63) 14 (18) 2 (3) 13 (17)
Lundberg [91]  ET 69 41 (59) 17 (25) 2 (3) 9 (13)
Ben Said [107] ET 40 23 (58) 12 (30) 0 (0) 5 (13)
Nunes [108] ET 23 12 (52) 3 (13) 1 @) 7 (31
igjzi‘:mény ET 468 287 (61) 118 (25) 10 () 53 (11)
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— by n  AKEVEITE™ CALR® MPL™  Tripla negativ
n (%) n (%) n (%) n (%)

Guglielmelli [109]° _PMF 394 - 70 (18)

Tefferi [110]° PMF 358 195 (54) 95 (27)

Li [111] PMF 357 178 (50) 76 (1) 11 @) 9% (27)

Klampfl [33] PMF 321 189 (59) 9 (31) 18 (6) 15 (5)

Tefferi [112]° PMF 254 147 (58) 63 (25) 21 (8) 2 (9)

Nangalia [34] PMF 168 125 (74) 26 (15) 2 W 15 (9)

Panagiota [113] PMF 133 74 (56) 28 (21) 5 (4)

Gou [96] PMF 133 60 (45) 7 0 2 @ 64 (48)

Li [93] PMF 132 70 (53) 28 (1) 12 (9) 2 (17)

Kim [106] PMF 54 31 (57) 8 (15) 5 (9) 11 (20)

Kim [104] PMF 50 27 (54) 11 (@22 2 (4 10 (20)

Wu [105] PMF 50 29 (58) 16 (32) 3 (6)

Lundberg[91] PMF 34 15 (44) 11 (32) 3 (9) 5 (15)

Nunes [108] PMF 21 11 (52) 8 (38) 0 () 2 (10)

Egjz‘i‘;mény PMF 127 74 (58) 30 (24) 8 (6) 15 (12)

Megjegyzés: *,§ Atfedd betegcsoportokon végzett vizsgalatok.

Roviditések: ~ CALR:  calreticulin ~ gén;, Dg: diagnozis; ET: esszencidlis
thrombocythaemia; JAK2: 2. tipusu Janus kinaz gén;, MPL: thrombopoetin receptor
gén; n: esetszam;, PMF: primer myelofibrosis, poz: pozitiv, V617F: a JAK2 gén 617.

valin aminosav cseréje fenilalaninra.

5.1.2 A rutin diagnosztikai vizsgalati sorrend meghatarozasa

A laboratoriumi hatékonysag és gazdasagossag novelése érdekében a klasszikus,
BCR-ABL1 negativ MPN gyanuja esetén meghataroztunk egy rutin diagnosztikai
vizsgalati sorrendet az irodalomban megallapitott mutdci6 gyakorisagok alapjan
(15. abra) [33, 34, 87, 114]. Mivel az egyes szomatikus mutaciok kolcsondsen kizarjak
egymast [33, 34], azaz a mutaciok egyiittes eléfordulasa egy betegnél irodalmi
ritkasdgnak szamit, a mutaciok vizsgalatat szekvencialisan végeztik a diagnozis

alapjan. Irodalmi ajanlasok is a parhuzamos helyett a szekvencialis vizsgalati sorrendet
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ajanljak [87, 114]. Els6é 1épésként PV gyanuja esetén a JAK2 V617F pontmutaciot
szlrtiik, ami a JAK2 mutaciok tobb mint 90%-at adja. A JAK2 gén 12. exonjat érintd
valtozasok ritkak, vizsgalatuk csak JAK2 V617F hianyaban és alacsony EPO szint, vagy
PV-re utald csontvelé szovettan esetén indokolt [88]. Mig PV-ben a Philadelphia-
kromoszoma kizarasa nem diagnosztikai kritérium, addig ET-ben és PMF-ben
elsédleges [115]. ET és PMF gyantjakor a molekularis diagnosztikat a JAK2 V617F
vizsgalataval kezdjiik, és a negativ betegeknél a CALR mutacio sziirésével folytatjuk. A
CALR vizsgalatok bevezetésével nemcsak a rutin molekularis diagnosztika algoritmusa
modosult, de lehetévé valt az ET ¢és PMF megbetegedések genetikai hatterének
pontosabb meghatarozasa is. Azokban az esetekben, ahol kétszeresen (mind JAK2
V617F-re, mind CALR-ra nézve) negativ eredményeket kapunk, a tovabbiakban az MPL
gén 10. exonjat elemezziik. A JAK2 V617F, a CALR és az MPL mutaciok MPN-re (PV,
ET, PMF) jellemz6 eltérések, ritkan fordulnak el6 egyéb myeloid malignitasokban [116,
117]. Mivel a harom gén mutacidja a klasszikus MPN esetek 90%-anal pozitiv, a
mutaciok kimutatasat felhasznalhatjuk a reaktiv hematologiai valasz (pl. tiidé- illetve
szivbetegségek altal kivaltott polyglobulia, vagy gyulladds 4altal kivaltott
thrombocytosis) és a klonalis csontvel6i betegségek elkiilonitéséhez.

Negativ JAK2 V617F vizsgalat esetén a molekularis genetikai laboratérium
szdmara a megfeleld klinikai adatok ismerete nélkiilozhetetlen a tovabbi vizsgalatok
elvégzéséhez. A dolgozathan elemzett betegcsoport klinikai jellemz6i megfelelnek a
WHO 2008-as kritérium rendszerének, azonban a mindennapi rutin diagnosztikai
tevékenység soran szdmos polyglobuliaval, szekunder thrombocytosissal vagy
leukocytosissal vizsgalt betegnél végezziik el a molekularis diagnosztikai teszteket. A
2005-2016 kozotti 11 évben kozel 7300 JAK2 VB17F tesztet végeztiink, amelyek 28%-a
bizonyult V617F pozitivnak. M4és laboratoriumok is hasonlé V617F pozitivitasi
aranyokrol (14-38%) szamoltak be [114, 118]. A JAK2 V617F vizsgalata viszonylag
egyszerli és olcso, tartds, ismeretlen ok miatt fennalld polyglobulia, thrombocytosis
vagy leukocytosis esetén a reaktiv okok kizarasara iranyuld vizsgalatokkal
parhuzamosan elvégezheté. JAK2 V617F negativitas esetén PV-ben az EPO szint
meghatarozasa, illetve ET-ben és PMF-ben a csontveld szovettani vizsgalata indokolt a
tovabbi molekularis genetikai vizsgalatok elétt. A JAK2 V617F jelenléte olyan

betegnél, akinél nem teljesiilnek az MPN diagnosztikai kritériumok, felhivhatja a
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figyelmet a hattérben meghtiz6dé MPN lehetdségére (pl. splanchnikus véna trombdzis
esetén a splenomegalia anémiat, thrombocytopeniat eredményezhet, amely elfedi az
MPN tiineteit).

Azokban az esetekben, ahol a molekularis diagnosztikai tesztek soran
haromszorosan (JAK2 V617F-re, CALR-ra és MPL-re nézve) negativ eredményeket
kapunk, az MPN lehet6sége nem zarhaté ki. El6fordulhat, hogy a mutdns klon a
valasztott molekularis genetikai modszer kimutathatosagi szintje alatti mennyiségben
van jelen (a fragmens analizis 1-5%, a HRM 5-10%, a szekvenalas 20-25% mutans klon
jelenlétét mutatja ki), vagy a betegséget egy nem vizsgalt génmutacié okozza. A
végleges diagndzis felallitasat a vérkép, a klinikai kép, a csontveld szovettani vizsgalata

¢s a molekularis genetikai vizsgalatok egyiittesen segitik.

5.1.3 A V617F allél mennyiségi meghatarozasa, prognosztikai jelentésége

Az MPN-ben eléforduld6 muticiok kimutatdsa nemcsak diagnosztikai
jelentdségli, azonositdsukkal a varhatdé szovodmények gyakorisaga és az MPN
prognozisa is megbecsiilhetd. A mutaciok mennyiségi meghatarozdsa tovabbi
prognosztikai informdaciot adhat: magasabb allél arany eldrehaladottabb betegségre utal.
A V617F% diagnéziskor 1-100% kozott valtozhat. Nemzetkozi ajanlasok szerint a
V617F mutacid jelenléte legalabb 1-3% mennyiségben patogenetikai jelentdségii [87].
A JAK2 V617F kimutatasara szamos modszer elfogadott [87]. Az allélspecifikus
multiplex PCR agaréz gélelektroforetikus mindségi kimutatdsa egy egyszerii, olcso,
1-5% érzékenységli modszer, amely azonban az 1-5%-os tartomanyban nem minden
esetben reprodukdlhatd. Az esetek kis hanyadaban alnegativ eredményt kaphatunk.
Ajanlott a 0,1-1% tartomanyban is megbizhatd érzékenységgel rendelkezé mennyiségi,
valés-idejii PCR bevezetése [89], ami rezidualis betegség monitorozasara is alkalmas
(pl. HSCT, interferon és JAK inhibitor kezelés utan) harom nagysagrend (0,1-100%)
tartomanyban. A laboratoriumunkban 2014-ben bevezetésre keriilt V617F mennyiségi
meghatarozasat lehetdveé tevd QPCR moddszer esetében az dalpozitiv eredmények
elkeriilése miatt kozel 100 JAK2 V617F negativ személy mintdjat analizaltuk. A
nemzetkdzi ajanlasok nyomén 1% felett értékeltiik az eredményt V617F pozitivnak.
1% alatt a V617F allél jelenlétének nincs biztos klinikai jelentdsége, az eredmények

véleményezését 0,1-1% kozott a klinikai, hematologiai, morfoldgiai és egyéb
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laboratériumi eredmények integralt kiértékelésétdl tessziik fliggdvé (pl. citoreduktiv
kezelés, HSCT, tobb MPN klon, tobbféle onkogén mutacid egyidejii jelenléte). Ilyen
esetekben 3-6 hoénapon beliili ismétlés és megfigyelés sziikséges. MPN kifejezett
klinikai gyanuja esetén tovabbi onkogén mutaciok (CALR, MPL, JAK2 12. exon)
vizsgalata javasolt, ha a beteg nem részesiilt interferon vagy HSCT kezelésben.

A kvantitativ  PCR tovabbi jelentdsége, hogy a V617F allél mennyisége
Osszefliggést mutat a klinikai tlinetek stlyossagaval. Az MPN természetes evolucios
folyamatanak megfeleléen a V617F% ET-ben a legalacsonyabb (altaldban 50% alatti),
PV-ben gyakori az 50%-ot meghalad6 érték, mig a legmagasabb (kozel 100%-0S)
értékeket az ET-bol vagy PV-bdl transzformalodott myelofibrosis mutatja. PV-ben a
V617F% emelkedésekor magasabb hemoglobin szint és fehérvérsejtszam, alacsonyabb
thrombocytaszam észlelhetd, valamint nd a splenomegalia, a trombodzis és a
myelofibrotikus transzformacié esélye. ET-ben a magasabb V617F% magasabb
fehérvérsejt- ¢és alacsonyabb  vérlemezkeszdmmal, valamint a trombotikus
szovédmények magasabb kockazataval tarsul. Erdekes, hogy PMF esetén az alacsony
V617F% (<25%) jelent rosszabb prognozist [36]. Az 50%-nal magasabb allél
mennyiség ET esetén rejtett PV fenotipust (pl. vashiany), kozelgd PV-be vagy
myelofibrosisba torténd transzformaciot jelez. Az 50% feletti V617F% az MPN klonalis

crer

5.1.4 Szévédménygyakorisag és dsszesitett tulélés CALRP* betegeknél

Munkank soran egy fliggetlen betegcsoportot vizsgalva az irodalomban [33, 34,
100, 112] leirtakhoz hasonldé CALR mutacié eléfordulasokat tapasztaltunk a kiilonbz6
MPN alcsoportokban. Kutatocsoportunk egy korabbi tanulmanyaban a JAK2 V617F
pozitiv és negativ MPN betegek (n=328) klinikai adatait Gsszehasonlitva [119] mar
megallapitotta, hogy a JAK2P* betegek idsebbek diagnoziskor, tobb kozottiik a né,
magasabb a hemoglobin szintjiik €s tobbszor fordul el6 koagulacios komplikacio, mint a
JAK2™ tarsaiknal (beleértve a CALR muticiot hordozokat is). Jelen tanulmanyunkban
is jelentds eltéréseket talaltunk a JAK2P* és a CALRP* ET alcsoportok klinikai
tulajdonsdgainak Osszehasonlitdsa soran. Ez megerdsiti a korabbi megfigyeléseinket,
miszerint a CALRP* betegek fiatalabbak diagnéziskor, a nemek megoszlasat tekintve a

CALRP*” ET betegek kozott tobb a férfi, alacsonyabb a hemoglobin szint, alacsonyabb a

72



DOI:10.14753/SE.2018.2127

fehérvérsejtszam (a PMF csoportban nem szignifikdns) és magasabb a vérlemezkeszdm
[33, 34, 92, 94, 100].

Az irodalmi adatokkal megegyezden azt talaltuk, hogy a CALRP* ET betegeknél
kisebb a trombdzis kockazata, mint a JAK2P*? ET csoportban [33]. Rumi és munkatarsai
kozleményében [92] a CALRP” betegeknél ritkabban fordul el8 trombézis (1000
betegbdl évente 10 vs 25 alkalommal, p=0,001), illetve diagnéziskori eléfordulasuk is
alacsonyabb a CALRP* csoportban (2,8% vs JAK2P%: 7,1%; p=0,059). Egy fiiggetlen
ET betegcsoporton megvizsgalva Rotunno és munkatarsai [94] is azt talaltak, hogy a
CALRP”  Dbetegek korében ritkabban jelentkezik komplikacioként —trombozis
(13,5% vs JAK2°°%: 30,1%; p=0,011).

Az ET betegeknél fellépd myelofibrotikus transzformacidkat tekintve
betegcsoportunkban a CALRP” betegeknél tobb mint kétszeres volt a transzformacios
arany (15%) a JAK2”” betegekhez viszonyitva (6%, p=0,034). Nangalia és munkatarsai
egy kisebb ET betegcsoportot megvizsgalva a myelofibrotikus transzformacio
kockazatat szintén magasabbnak talaltdk a CALRP* betegeknél (19% vs JAK2P*: 2%;
p=0,03) [34]. Egy nagyobb tanulmanyban azonban a myelofibrotikus transzformacio
eléfordulasa 7% (95% CI. 3-13) volt a CALRP* betegeknél, 5% (95% CIl: 3-8) a
JAK2P ET és 8% (95% Cl: 5-12) a JAK2P* PV betegeknél, mig a 15 éves Osszesitett
el6fordulasok szazalékos aranya az alabbiak szerint alakult: 13,4% (95% CI: 5,4-25,2) a
CALRP* vs 8,4% (95% CI: 3,9-15,3) a JAK2"* ET vs 13,6% (95% CI: 7,3-21,9) a
JAK2P PV betegeknél (p=nem szignifikins) [92]. A sajat betegcsoportunkban a
medidn kovetési idd a CALRP® ET csoportban hosszabb volt (8 év a CALRP” és 4 év a
JAK2P petegcsoportban; p=0,09), ami a myelofibrotikus transzformaciok emelkedett
eléfordulasat eredményezheti.

Az Osszesitett tulélést vizsgalva onkogén mutaciok szerint lebontva, nem
talaltunk kiilonbségeket az ET-ben szenvedd betegek korében. Ezzel ellentétben
Klampfl és munkatarsai tanulmanyiban a CALRP% betegek tulélési esélyei jobbak
voltak, mint a JAK2 mutaciot hordozoké (p=0,04) [33]. Rumi és munkatarsai egy
nagyobb ET betegcsoportot elemezve - amely tartalmazza a Klampfl altal vizsgalt
egyéneket is - mar nem talaltdk szignifikansan jobbnak a CALRP% betegek 15 éves
talélési esélyeit (p=0,085) a JAK2P” betegtarsaikéhoz képest, st trend sem volt

kimutathato, ha az életkort is figyelembe vették a multivariancia elemzésben [92].
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Rotunno és munkatarsai is megerdsitették, hogy az Osszesitett talélést tekintve nincs
kiilonbség a kiilonb6zé onkogén mutdciét hordozé ET-ben szenvedd betegek kozott
[94].

Az ET betegcsoporthoz, és az irodalomban leirtakhoz hasonléan a CALRP* PMF
betegeinket is fiatalabb diagnoziskori életkor és emelkedett thrombocytaszam jellemez.
A PMF betegeknél talalt megfigyeléseink egyeznek a korabbi tanulmanyokban kozolt
eredményekkel [33, 112], miszerint a CALR mutaciod jelenléte pozitivan befolyasolja az
Osszesitett  talélést a  JAK2  mutaciot  hordozokhoz  képest.  Paronkénti
osszehasonlitasokkal (multivariancia analizis Cox regressziés modellben) a CALRP*
betegek Osszesitett talélése jobbnak bizonyult a JAK2P* betegekhez képest, és
szignifikansan jobbnak bizonyult a tripla negativ PMF betegekhez képest. A Tefferi és
munkatarsai altal kozolt [112] leukémia mentes talélési esélyek csokkenése a tripla
negativ  PMF betegeknél Osszhangban van az éaltalunk regisztralt akut leukémias
transzformaciok szamanak megndvekedésével a tripla negativ PMF betegeink korében
(2. tablazat). Egy magas kockazati mutacio jelenléte az ASXL1, EZH2, SRSF2 és
IDH1/2 génekben rovidebb tulélést eredményezhet, és megnovelheti a betegség
mutacié fliggetlen védoéfaktornak bizonyult [109]. A leggyakoribb, kedvezétlen
kimenetelre utalé ASXL1 mutaciok az irodalomban leirtak szerint [112] a JAK2P%,
CALRP® ¢s tripla negativ PMF betegekben hasonld gyakorisaggal fordulnak eld; igy a
CALRP” PMF betegeink korében tapasztalt kedvezObb tulélési esély valdsziniileg nem
az ASXL1 mutacidk egyenl6tlen eloszlasabol ered. A CALR mutécid jelenléte a PMF
betegeinknél kedvezd prognosztikai tényezonek bizonyult, mas irodalmi adatokhoz
hasonloan [111, 120].

Betegcsoportunkban az 1. és a 2. tipusu CALR mutaciok gyakorisaga
megegyezik a mar korabban leirt gyakorisagokkal mind ET [33, 34, 92, 100], mind
PMF [33, 112] esetén. PMF-ben a 2. tipusat CALR mutacié gyakorisagat relative
alacsonynak talaltuk Klampfl és munkatarsai eredményeihez hasonléan (PMF: 21/105,
20%; ET: 74/195, 38%) [33].

A mutacié tipusatol fiiggben a mutans fehérjék C termindlisa kiilonbozo
mennyiségii negativ toltésii aminosavat tartalmaz. Az 1. tipusi mutacié (52 bp-0s

delécid) majdnem az Gsszes negativ toltési aminosavat elimindlja, mig a 2. tipust
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mutacio (5 bp-os inszercio) ezeknek kozel a felét megtartja [47]. Ezek a szerkezeti
eltérések a CALR fehérjében megmagyarazhatjdk a CALR mutaciok egyenl6tlen
eloszlasat, valamint az egyes variansok patogén hatasainak kiilonb6zdségét. A mutaciok
egyenlOtlen eloszlasa arra sarkallt minket, hogy mutdcid tipusonként modszeresen
végigelemezzik az ET betegcsoportunkban talalt klinikai és kimenetelbeli
kiilonbségeket. Az elemzés soran az alabbi megfigyeléseket tettiik: a 2. tipusu mutaciot
hordoz6 betegek diagnoziskor iddsebbek, magasabb a vérlemezkeszamuk, ¢s
gyakrabban alkalmaznak naluk citoreduktiv terapiat, mint az 1. tipusi vagy nem 2.
tipustt mutaciot hordozoknal. Osszhangban a megfigyeléseinkkel Tefferi és munkatarsai
[110] is eltér6é PMF-en beliili tulajdonsagokat kozoltek Osszefiiggésben a 2. tipusu
CALR mutacioval.

5.15 A CALR mutéans allél mennyiségének hatasa

A CALR muténs allél mennyiségi meghatdrozdsa soran azt tapasztaltuk, hogy
ET-ben a CALR mutans klon szazalékban Kkifejezett értékei magasabbak a JAK2
mennyiségi adatokhoz viszonyitva. A JAK2 V617F% adataival ellentétben a CALR csak
ritkan 1épi tul az 50%-os értéket, ami egyuttal azt jelzi, hogy a mutans CALR lokusz
ritkdbban megy keresztiil mitotikus rekombinécion. Az irodalmi adatok alapjan is az
uniparentalis diszomia kevesebbszer fordul el6 a CALR (19p13.3-p13.2), mint a JAK2
lokuszon (9p24). Egy alternativ szemikvantitativ. PCR technikat alkalmazva
megallapitottuk, hogy a CALR mutans allé]l mennyisége diagnoéziskor magasabb az
1. tipusi mutaciot hordozdknal, mint a 2. tipus esetén. Az eredményeink tanusitjak,
hogy a CALR daganatos klon mennyiségének hatasa a betegségre a JAK2 V617F%-hoz
hasonlithatd, ahol egyértelmli trend mutatkozik a mutdns allél emelkedésével
parhuzamosan az egyre sulyosabb MPN fenotipusok megjelenésére. Campbell és
munkatarsai [121] feltételezése szerint a JAK2 V617F pozitiv ET, PV, post-ET/PV MF
vagy PMF egy bioldgiai kontinuum, ahol a JAK2 V617F allél mennyisége hatarozza
meg a kiilonb6z6 MPN fenotipusokat, amiket egyéb kdrnyezeti és 6rokolt tényezok is
befolyasolnak. Az ET-PV-PMF fenotipusokndl a noévekvé JAKZ V617F allél
mennyiséget késdbb tobb tanulmany is igazolta [52, 122, 123].

Mi kozoltik elsdként, hogy ET betegek esetében a CALR mutans allél

mennyisége kozvetleniil befolyasolhatja a hematologiai laboratériumi paramétereket
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(a hemoglobin szintet, a fehérvérsejt- és a vérlemezkeszdmot). Kjer és munkatarsai is
megerdsitették a fenti megallapitasunkat: er0s Osszefiiggést taldltak a CALR muténs
allél mennyisége és bizonyos klinikai paraméterek kozott (Plt, WBC, LDH és Hb)
[124]. Hasonléan a JAK2P” MPN-hez, a CALRP” ET és PMF Kklinikai jellemz&i is
atfedést mutatnak. Ez alapjan feltételezhetjilk, hogy a kozds molekularis hattér a
CALRP* ET és CALRP” PMF kozott is egy bioldgiai folytonossagot teremt, ahol a
klinikai fenotipust a CALR mutans allél mennyisége befolyasolja [92, 124].

52 ATERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok

5.2.1 ATERT rs2736100_C allél, mint MPN-re hajlamosité faktor

A telomer hosszlisag fenntartdsaért felelds génekben bekodvetkezd valtozéasok
Osszefliggésbe hozhatok bizonyos daganatos megbetegedések megnovekedett
kockazataval. A TERT gén kiilonb6z6 csirasejtvonalbeli polimorfizmusai befolyéasoljak
a telomeraz enzim aktivitasat és ezaltal a telomer hosszisagot. Bar nem tudjuk, hogy a
TERT gén intronikus régidjaban az rs2736100 C varians pontosan milyen
mechanizmuson keresztiil fejti ki hatasat, bizonyos adatok arra utalnak, hogy az
rs2736100 C varians jelenléte hosszabb telomer szakaszt eredményez [125, 126]. Az
elmult években GWAS vizsgélatok kimutattak, hogy a TERT gén 5p15.33-as 16kusza
(a 8q24 ¢és 9p21 mellett) szamos szolid tumorral kapcsolatba hozhato [74]. Az
irodalomban k6zoltek szerint a TERT gént bor- [127], tiid6é- [128-130], vastagbél- [131],
prosztata- [132], mell- [133], here- [134], holyag- [135] valamint agydaganattal [136]
hoztdk Osszefiiggésbe. Az emlitett TERT lokusz olyan hematologiai megbetegedések
kialakulasaért is felelds lehet, mint példaul az akut lymphoid leukémia [126], a kronikus
lymphoid leukémia [137, 138] és az MPN [38, 78, 79]. Hasonléan a korabbi
tanulméanyokhoz, mi is megerdsitettilk az MPN és a TERT rs2736100 C varians illetve
az MPN ¢és a JAK2 46/1 haplotipus kozotti Osszefiiggéseket. A JAK2 46/1 haplotipus
vizsgalatara az rs12343867 SNP-t valasztottuk, mivel ez a haplotipussal kapcsoltan
oroklodik és a JAK2 V617F mutacio kozvetlen kozelében (attol 418 bp tavolsagra)
talalhat6 [84]. Tanulmanyunkban meghataroztuk az emlitett SNP-k allélfrekvenciajat az
MPN, CML és AML betegcsoportjainkban, valamint megvizsgaltuk a betegségek
kialakulasdban betoltott szerepiiket. Az irodalomban leirtakkal megegyezéen a TERT
rs2736100_C allélfrekvencidja minden MPN betegcsoportunkban emelkedett volt,
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nemcsak diagnézis szerint lebontva (PV, ET, PMF), hanem onkogén mutéaciok szerint
csoportositva is (JAK2 V617F°*, CALRP™) [38, 78]. Ez a megallapitas a kés6bbickben
roman [139], valamint svéd és kinai [140] betegek korében is igazolodott.
Tanulményunkban a TERT rs2736100 C allél jelenléte az MPN-re vald hajlamot
hasonlé mértékben névelte meg mind a JAK2 V617F”%, mind a CALRP* esetekben, mig
a JAK2 1512343867 C allél hatdsa a JAK2 V617F"* csoportban jobban érvényesiilt.
Jager és munkatarsai is hasonld eredményeket kozoltek 2014-ben [78], mig 2016-ban
Trifa és munkatarsai a TERT SNP hatasat hangsulyosabbnak talaltak a CALRP* betegek
korében a JAK2 V617FP% esetekhez viszonyitva [139]. A korabban leirtakkal szintén
Osszhangban van jelenlegi megfigyelésiink, miszerint a TERT és JAK2 allélok
egymastol fiiggetleniil is, illetve egylittesen, egymds hatdsat erdsitve hajlamositanak
MPN-re. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a TERT ¢és JAKZ2 allélok MPN-re
hajlamosit6 hatasa mogott kiilonb6z6 patomechanizmus rejlik.

CML-ben és AML-ben szenveddknél is megvizsgaltuk a TERT varidns esetleges
szerepét, de ugyanugy, ahogy Oddsson és munkatarsai, mi sem talaltunk Osszefliggést
az emlitett hematologiai malignitasok és a TERT rs2736100 C allél jelenléte kozott
[38]. Masrészrél viszont az AML heterogén genetikai és etiologiai hattére miatt kizarni
sem tudjuk a TERT varians kiillonb6z6 AML betegségtipusokban (mint pl. komplex
kariotipusi AML) betoltott szerepét. Nemrégiben Mosrati és munkatarsai mérsékelt,
mégis szignifikans AML kockézatot mutattak ki rs2736100_CC homozigdta genotipust
hordozok esetén (OR=1,5) [141].

Az izlandi és japan populaciokban [38, 142] a TERT varianst hordozo
egészséges emberek korében fennallo emelkedett erythrocyta-, thrombocyta-,
granulocyta- és monocytaszam alapjan azt feltételeztiik, hogy a TERT varians MPN-ben
is befolyasolhatja a vérképet. Azonban az emelkedett fehérvérsejtszam kivételével
(PV-ben, a JAK2 V617FP és a teljes MPN csoportban) ezt nem tudtuk igazolni, vagyis
MPN-ben a hematoldgiai paraméterek alakulasa foként a szerzett mutéaciok tipusatol és
mennyisé¢gétdl fiigg. A jelentdsebb hematoldgiai komplikaciok (vénas trombdzis, MF és
AL transzforméci6) sem mutattak Osszefliggést a TERT varidnssal az MPN

betegcsoportunkban.
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5.2.2 A tarsul6 nem hematologiai malignitasok

Bar eredményeink alapjan sem a laboratoriumi paraméterek alakuldsa, sem a
hematologiai komplikaciok nem hozhatok Osszefliggésbe a TERT varianssal, PV-ben a
varianst hordozok hossza tava talélési esélyei mégis rosszabbnak bizonyultak. Ennek
hatterében valoszinlileg a tarsuld szolid tumorok gyakoribb eléfordulasa all. Az
irodalomban ismert tény, hogy a BCR-ABL1 negativ és pozitiv MPN-ben szenveddk
korében egy tjabb nem hematoldgiai daganatos megbetegedés kialakuldsanak magasabb
a kockazata [143]. Ezek a masodlagosan kialakulo tumorok az altalanos feltételezések
szerint a myeloszupressziv kezelések kovetkezményei. MPN betegcsoportunkban mi is
igazoltuk a szolid tumorok (f6ként bor bazalioma és laphamrak) gyakoribb el6fordulasat
a hidroxiureaval kezelt betegeknél, valamint megallapitottuk, hogy a masodlagos
daganatok kialakuldsa még fokozottabban jelentkezik buszulfan vagy radiofoszfor (*2P)
izotop alkalmazasa esetén. A bor karosodasa - beleértve a bordaganatot is - a hosszi
tava hidroxiurea kezelés jol ismert mellékhatasa. Betegcsoportunkban gyakran
eléfordult tovabba vastagbél-, tiid6-, prosztata- ¢és holyag daganat is, melyek
kialakulasat Osszefliggésbe hoztak a TERT rs2736100 C varianssal [74, 77, 131].
Multivariancia analizissel kimutattuk, hogy a citoreduktiv terapia és a TERT
genotipusok a nem hematologiai tumorok kialakuldsa szempontjabol egymastol
fiiggetlen kockézati tényezok BCR-ABL1 negativ MPN-ben. Egy nemrégiben kozolt
epidemioldgiai tanulmanyban az MPN betegek korében megndvekedett szolid
tumorszamrdl szamoltak be a teljes populacidhoz viszonyitva, akar 3 évvel az MPN
diagnozisat megel6zéen [144]. Ez a megfigyelés felhivja a figyelmiinket arra, hogy az
MPN-ben szenveddknél citoreduktiv terapia nélkiil is fennall a szolid tumorok
kialakulasara valo hajlam. Kiilonb6zd tanulmanyok feltételezései szerint a hematoldgiai
¢s a nem hematologiai malignitasok gyakori egyiittes megjelenéséért kronikus gyulladas
tehetd feleldssé [144, 145]. Adataink alapjan azonban arra kovetkeztetiink, hogy az
MPN ¢és a szolid tumorok egyiittes el6fordulasdt a mindkettdre hajlamositdé TERT
varians is okozhatja. A TERT rs2736100_C polimorfizmus hetero- és homozigota
formdjanak magas el6forduldsi ardnya a normal populacioban (70%) és az MPN
betegek korében (85%) figyelmeztetd jel arra vonatkozoan, hogy a citoreduktiv dgensek
hosszt tava alkalmazasat lehetdleg elkeriiljiik fiatal MPN betegek esetén. A TERT

varidns szerepét az MPN korfejlodésében a legujabb kutatdsok is aldtdmasztjak,
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amelyek egy specifikus telomerdz inhibitor (imetelstat: egy lipid-konjugalt
oligonukleotid szekvencia, amely a telomerdz RNS templatjat célozza meg) lehetséges
pozitiv hatasait tanulmanyozzak olyan ET [146] és PMF [147] betegeknél, ahol a
hagyomanyos terapia kudarcot wvallott. Bar a TERT inhibitor mellékhatasaként
myeloszupresszié (thrombocytopenia) jelentkezett, az 4ltala elért hematoldgiai,
morfologiai és molekuldris remisszi6 igéretesnek tlinik az MPN jovObeni kezelését

illetden [148].
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6 Kovetkeztetések

1) Tanulmanyunk soran laboratoriumunkban olyan molekularis genetikai, szlird és
megerdsitd modszereket vezettiink be, amelyek segitségével a PV, ET vagy PMF esetek
tobb mint 90%-aban meghatarozhatok a szerzett onkogén mutaciok. A JAK2, CALR és
MPL géneket érint6 eltérések kimutatasahoz az allélspecifikus PCR, a valos idejii PCR
(TagMan modszer), a fragmens analizis, a nagy felbontast olvadasi gorbe analizis és a

Sanger szekvenalas kombinacioit alkalmaztuk.

2) MPN betegcsoportunkban a talalt mutaciok eléfordulasi gyakorisaga megfelelt az
irodalomban ismertetett adatoknak. PV-ben a betegek 98,6%-aban JAK2 V617F,
1,4%-aban JAK2 12. exon mutaciokat talaltunk. ET-ben és PMF-ben a mutaciok
elé6fordulasi gyakorisdga hasonléan alakult: 61-58%-ban JAK2 V617F, 25-24%-ban
CALR és 2-6%-ban MPL mutaciokat azonositottunk. A klinikai jellemzoket
tanulmanyozva szignifikans eltéréseket mutattunk ki a kiilonb6z6 fenotipus, valamint a
kiilonb6zé mutéaciot hordozd betegesoportok kozott. Az dsszesitett thlélést elemezve a
PMF betegcsoportunkban a CALRP* betegek tulélési esélye jelentdsen jobb volt, mint a
JAK2P% (p=0,04) és a tripla negativ (p<0,01) PMF betegeké. Ez a megallapitdsunk

egyezik a korabbi tanulmanyokban k6z6lt eredményekkel.

3) Mar korabban felismerték, hogy a JAK2 V617F allél mennyisége prognosztikai
értekdi, és Osszefliggést mutat az MPN klinikai tiineteinek stlyossagéaval. Egy alternativ
szemikvantitativ PCR technikat alkalmazva elséként vizsgaltuk a CALR mutaciok
mennyiségének fenotipust és klinikai paramétereket befolydsold hatasat. Mi kozoltiik
elsoként, hogy ET betegek esetében a CALR mutans allél mennyisége kozvetlentil
befolyasolhatja a hematoldgiai laboratoriumi paramétereket (a hemoglobin szintet, a
fehérvérsejt- és vérlemezkeszdmot). Az eredményeink tanusitjdk, hogy a CALR allél
mennyiségének betegségre gyakorolt hatasa hasonlit a JAK2 V617F alléléhoz, ahol
egyértelmll trend mutatkozik a mutans allél emelkedésével parhuzamosan az egyre
stlyosabb MPN fenotipusok megjelenésére. Megallapitottuk a kiilonb6zd tipusa CALR
mutaciok egyenlétlen eloszlasat az ET és PMF betegesoportunkban, tovabba
kimutattuk, hogy a CALR daganatos klon mennyisége diagndziskor magasabb az
1. tipust mutéciot hordozoknal, mint a 2. tipus esetén. ET-ben szenveddknél klinikai €s

kimenetelbeli kiilonbségeket taldltunk az 1. és 2. tipusi CALR mutaciot hordozo
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betegek kozott. A fenti kiilonbségekbdl adoddan az inszercidval vagy delécidval jaro

CALR mutaciok eltéré patomechanizmusara kovetkeztethetiink.

4) A TERT rs2736100_C polimorfizmus vizsgalatara alléldiszkriminacios, hibridizacios
szondéakat alkalmaz6 moddszert vezettiink be, majd olvadasi gorbe analizist végeztiink.
Az irodalomban leirtakkal megegyezéen MPN esetén mind a TERT rs2736100, mind a
JAK2 rs12343867 variansok allélfrekvenciaja emelkedett volt, nemcsak diagnozis
szerint lebontva, de onkogén mutaciok szerint csoportositva iS. Vizsgalataink soran
igazoltuk, hogy a TERT és a JAK2 rizikod allélok egymastol fiiggetleniil és egymas
hatasat erdsitve hajlamositanak MPN-re. A TERT ¢és a JAK2 kombinalt heterozigdtasag
az MPN kialakuldsdnak kockazatat 6-szorosdra, mig a kombinalt homozigotasag kozel
10-szeresére novelte. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a TERT és JAK2 allélok
MPN-re hajlamosité hatdsa mogott kiillonbozd patomechanizmus rejlik. CML-ben és
AML-ben azonban a TERT rs2736100 C allélfrekvencidk nem mutattak szignifikans
eltérést a kontroll csoporthoz képest. Jelen vizsgédlatunk megerdsiti, hogy a TERT
varians mind heterozigdta, mind homozigota formaja BCR-ABL1l negativ
myeloproliferativ. megbetegedésekre hajlamosit, mig CML-re és AML-re nem

rizikofaktor.

5) Tanulmanyunk soran megallapitottuk, hogy a TERT polimorfizmus jelenléte az
emelkedett fehérvérsejtszam kivételével nem befolydsolja a vérkép paramétereket,
vagyis MPN-ben a hematologiai paraméterek alakulasa foként a szerzett mutaciok
tipusatol és mennyiségétol fiigg. A vizsgalt TERT varians nem volt hatassal a kiilonb6z6
komplikaciok gyakorisagara sem, mégis az eltéré TERT genotipust PV betegek hosszu
tava talélési esélyei kiillonbozdek voltak. Ennek okait kutatva felfedtiik, hogy a
homozigéta (TERT rs2736100 CC) genotipusti betegek magasabb mortalitisa a
hematologiai megbetegedéstdl fiiggetlen szolid tumorok kovetkeztében emelkedett. Az
MPN ¢és a szolid tumorok egyiittes eléforduldsanak hatterében a mindkettére
hajlamosité TERT varians is allhat. Multivariancia elemzést végezve els6ként mutattuk
ki, hogy a tarsul6 nem hematoldgiai tumorok kialakulasara nézve a citoreduktiv terapia

és a TERT rs2736100 C polimorfizmus egymastol fiiggetlen kockézati tényezok.
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7 Osszefoglalas

A BCR-ABLL1 negativ, klasszikus myeloproliferativ neoplaziak (MPN) genetikai
hatterében a Janus kinaz 2 (JAK2), a calreticulin (CALR) és a thrombopoetin receptor
(MPL) gének mutacidit azonositottak. A szerzett mutaciokon til orokletes faktorok is
befolyasolhatjak a betegség kialakuldsara vald hajlamot: a JAK2 46/1-es haplotipus
mellett nemrégiben a telomeraz reverz transzkriptaz (TERT) rs2736100 C varianst
hoztak Osszefiiggésbe MPN ¢és szolid tumorok kialakulasanak kockazataval. Munkank
soran polycythemia veraban (PV), esszencialis thrombocythaemiaban (ET) és primer
myelofibrosisban (PMF) szenvedd betegek korében kombinalt molekularis genetikai
modszeregyiittest alkalmazva hataroztuk meg a mutacidk gyakorisagat. Egy nagy,
fiiggetlen MPN betegcsoportot elemezve meger0sitettiikk, hogy a CALR mutéaciok ET-
ben és PMF-ben kiilonb6z6 fenotipusok Kialakulasaért feleldsek, és jelentés hatassal
vannak a betegek osszesitett tulélésére. A JAK2 V617F mutaciohoz hasonléan a CALR
mutans allél mennyisége kozvetleniil befolyasolja az MPN klinikai megjelenését, és a
mutans allél arany emelkedésével parhuzamosan egyre sulyosabb MPN fenotipusok
jelennek meg. Az oroklott genetikai faktorok tekintetében megerdsitettiik, hogy a
TERT rs2736100_C polimorfizmus BCR-ABL1 negativ MPN kialakulasara hajlamosit a
molekularis hattértdl és a betegség tipusatol fliggetleniil. A kombinalt TERT rs2736100
¢s JAK2 1512343867 homozigdtasdg jelentds mértékben megndveli az MPN
kialakulasanak kockazatat. Kimutattuk tovabba BCR-ABL1 negativ, klasszikus MPN
betegek korében, hogy a masodlagos szolid tumorok megjelenését tekintve a
TERT rs2736100_C varidns a citoreduktiv terapiatdl fliggetlen kockazati tényezd. A
CALR mutaciok felfedezésével nemcsak az MPN nem-invaziv diagnosztikai precizitasa
javult, de a szerzett mutaciok azonositisa befolydsolhatja a prognozist €s a terapia
kivalasztasat is. A szerzett genetikai eltérések mennyiségi meghatarozasa pedig tovabbi
prognosztikai informaciot adhat, és rezidualis betegség kovetési markerként szolgalhat.

A velesziiletett genetikai variansok vizsgalata szintén segitheti az MPN betegek egyénre

crer
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Summary

Somatic mutations in Janus kinase 2 (JAK2), calreticulin (CALR) and
thrombopoietin receptor (MPL) genes have been identified in the genetic background of
BCR-ABL1 negative, classic myeloproliferative neoplasms (MPN). Beyond somatic
mutations germline genetic factors can predispose to disease development. Beside the
previously identified JAK2 46/1 haplotype, rs2736100_C variant of telomerase reverse
transcriptase (TERT) gene was recently found to be a susceptibility factor for MPN and
solid tumors. A complex array of molecular techniques was applied to determine the
frequency of mutations in polycythemia vera (PV), essential thrombocythaemia (ET)
and primer myelofibrosis (PMF) patients. Analyzing a large, independent cohort of
MPN, we confirmed recent observations that CALR mutations are responsible for
distinct clinical features in both ET and PMF and have a significant effect on overall
survival. Similarly to JAK2 V617F mutation, clinical presentation is directly influenced
by mutant CALR allele burden and mutant CALR loads increase gradually in parallel
with the appearance of more advanced stages of MPN. Concerning germline variants we
confirmed that TERT rs2736100_C polymorphism predisposes to the development of
BCR-ABL1 negative MPN regardless of the molecular background or disease type.
Combined TERT rs2736100 and JAK2 rs12343867 homozygosity significantly
increases MPN risk. Furthermore, we showed that cytoreductive therapy and
TERT rs2736100_C variant were independent risk factors for secondary solid tumor
formation in BCR-ABL1 negative, classic MPN. The discovery of somatic CALR
mutations not only improves the precision of noninvasive diagnostics of patients with
MPN, but identification of somatic mutations may influence prognosis and therapy.
Quantitatification of somatic mutations can contribute to additional prognostic
information and serve as residual disease follow-up marker. The investigation of
inherited genetic variants may also help in choosing personalised, optimal treatment

strategy.
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10 Koszonetnyilvanitas

Elsdsorban szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Andrikovics
Hajnalkanak, aki bevezetett a molekularis genetika tudomanyaba, és megismertetett a
kutatéi hivatas szépségeivel, nehézségeivel. Koszonom, hogy idejét nem sajnalva
folyamatos konzultacids lehetdséget biztositott szamomra, és hatartalan tlirelemmel
mind emberi, mind szakmai tdmogatasaval segitette témam feldolgozasat. Fontos
kiemelnem tovabba Dr. Tordai Attila doktori tanulmanyaim soran nyujtott minden
segitségét, szakmai hozzajarulasat.

Koszonettel tartozom munkahelyemnek, az Orszdgos Vérellatdé Szolgalat
Molekularis Diagnosztikai Laboratériuménak, és az itt dolgozd kollégdimnak.
Szeretném kifejezni hdlamat és nagyrabecsiilésemet munkatarsaimnak (Dr. Balassa
Katalinnak, Dr. Bors Andrasnak, Dr. Magdalena Koszarska-nak és Dr. Meggyesi
Noranak), akik egy szamomra 0 tudomanyteriilet megismerése sordn tiirelemmel
tamogattak, gyakorlati tanacsokkal lattak el, és pozitiv, vidam munkahelyi 1égkort
teremtettek. Kiilon koszonet illeti a szakasszisztenseket (Csehné Banhidi Klarat,
Haluska Brigittat, Mezibroczky Martinat, Petro Péterné Csillat, Pfundt Antalné Juliat),
akik preciz munkajukkal odaadassal segitették az elérehaladasomat.

Betegcsoportunk klinikai adatainak retrospektiv dsszegylijtése az Egyesitett Szent
Istvan és Szent Laszlo Korhaz (ESZSZK) Hematologiai és Ossejt-transzplantacios
Osztalyéan, valamint a kaposvari Kaposi Mér Korhazban tortént, amely Dr. Batai Arpad,
Dr. Csacsovszky Ottd, Dr. Dolgos Janos, Dr. Fekete Sandor, Dr. Gopcsa Laszld, Dr.
Halm Gabriella, Dr. Lehoczky Enikd, Dr. Lovas Noéra, Dr. Matrai Zoltdn, Dr. Mikala
Gabor, Dr. Nahajevszky Sarolta, Dr. Reichardt Judit, Dr. Reményi Péter, Dr. Sipos
Andrea, valamint Dr. Egyed Miklos érdeme. Kiilon kiemelném Prof. Dr. Masszi Tamas
tamogatasat, hogy az ESZSZK Hematologiai és Ossejt-transzplantacios Osztalyan a
kutatas létrejohetett. A szovettani vizsgalatokat az ESZSZK Patologiai Osztalyan Dr.
Csomor Judit; a citogenetikai vizsgalatokat a Hematolégiai és Ossejt-transzplantacios
Osztaly Citogenetikai Laboratoriumaban Dr. Adam Emma és Dr. Kozma Andras
végeztek.

Végiil, de nem utolsé sorban héaldsan koszondm csaladom kitartdé tdmogatasat.
Kilon koszondom sziileimnek a nyugodt orakat, napokat, amelyeket a disszertaciom

megirdsdhoz biztositottak.
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