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Bevezetés: A Philadelphia-kromoszéma negativ, , klasszikus” myeloproliferativ neoplasidk genetikai hitterében a Janus
kindz 2, a calreticulin- és a trombopoetinreceptor génmutaciéit azonositottak. Célkitiizés: A kdroki muticid azonosi-
tasa 949, myeloproliferativ neoplasidban szenvedd betegnél. Midszer: A szerz8k minségi és mennyiségi allélspecifi-
kus polimeraz lancreakcid, fragmensanalizis, nagy felbontast olvadisigorbe-analizis és Sanger-szekvendlds kombina-
ciéit alkalmaztak. Eredmények: 354 polycytaemia verdban szenvedd beteg 98,6%-a (n = 349) hordozta a Janus kinaz
2 gén V617F muticidjit, 1,4%-uk (n = 5) pedig a 12. exon muticiéit. Esszencidlis thrombocythaemidban (n = 468)
a betegek 61,3%-dndl (n = 287) V617F-, 25,2%-4nal (n = 118) calreticulin- és 2,1%-dndl (n = 10) trombopoetinre-
ceptor-génmutdcior talaltak, mig a betegek 11,3%-a (n = 53) a fenti mutaciok egyikét sem hordozta (triplin negati-
vak). Hasonlé eloszldst tapasztaltak primer myelofibrosisban (n = 127): 58,3% (n = 74) V617F-, 23,6% (n = 30)
calreticulin-, 6,3% (n = 8) trombopoetinreceptor muticié pozitiv, 11,8% (n = 15) triplin negativ. Kovetkeztetések:
A calreticulingént érint8, nemrégiben felfedezett muticidk révén a Philadelphia kromoszéma negativ, ,klasszikus”
myeloproliferativ neoplasidban szenvedd betegek kozel 90%-anal hatirozhaté meg a betegséget okozd genetikai el-
térés. Orv. Hetil., 2014, 155(52), 2074-2081.

Kulcsszavak: polycytaemia vera, esszencidlis thrombocythaemia, primer myelofibrosis, Janus kindz 2, calreticulin

Complex molecular genetic diagnostic algorithm in the diagnosis of
myeloproliferative neoplasms

Introduction: Mutations in Janus kinase 2, calreticulin and thrombopoietin receptor genes have been identified in the
genetic background of Philadelphia chromosome negative, “classic” myeloproliferative neoplasms. Aém: The aim of
the authors was to identify driver mutations in a large myeloproliferative cohort of 949 patients. Method: A complex
array of molecular techniques (qualitative and quantitative allele-specific polymerase chain reactions, fragment ana-
lyzes, high resolution melting and Sanger sequencing) was applied. Resuits: All 354 patients with polycythemia vera
carried Janus kinase 2 mutations (V617F 98.6%, exon 12: 1.4%). In essential thrombocythemia (n = 468), the fre-
quency of V617F was 61.3% (n = 287), that of calreticulin 25.2% (n = 118), and that of thrombopoietin receptor
mutations 2.1% (n = 10), while 11.3% (n = 53) were triple-negative. Similar distribution was observed in primary
myelofibrosis (n = 127): 58.3% (n = 74) V617F, 23.6% (n = 30) calreticulin, 6.3% (n = 8) thrombopoietin receptor
mutation positive and 11.8% (n = 15) triple-negative. Conclusions: The recent discovery of calreticulin gene muta-
tions led to definite molecular diagnostics in around 90% of clonal myeloproliferative cases.
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Roviditések

ABL = Abelson tirozinkiniz; BCR = breakpoint cluster region
gén; bp = bazispar; CALR = calreticulin; CML = krénikus
myeloid leukaemia; ET = esszencidlis thrombocythaemia;
FISH = fluoreszcencia in situ hibridizdcié; HRM = (high reso-
lution melting) nagy felbontist olvaddsigorbe-analizis; JAK2 =
2. tipust Janus kindz; MF = myelofibrosis; MPL = trombopo-
etinreceptor gén; MPN = myeloproliferativ neoplasia; PCR =
(polymerase chain reaction) polimerdz lancreakcié; PMF = pri-
mer myelofibrosis; PV = polycytaemia vera; STAT = signal
transducer and activator of transcription; V617F = a JAK2 gén
617. valin aminosav fenilalaninra torténé cseréje; WHO =
World Health Organization

A myeloproliferativ neoplasia (MPN) a haematopoeticus
Gssejt klonalis zavara kovetkeztében kialakuld betegség-
csoport, amelyre kiilonboz6 érett myeloid sejtek felsza-
porodasa a jellemz8. Dameshek 1951-ben ismerte fel e
kiilon koérképek kozos eredetét, és els6ként hasznalta a
myeloproliferativ zavar kifejezést [1]. A World Health
Organization (WHO) 2008. évi besoroldsa szerint a mye-
loproliferativ neoplasiian beliil tobb kérkép kiilonithetd
el: a kronikus myeloid leukaemia (CML); a BCR-ABLI
negativ, viszonylag gyakori ,klasszikus” MPN-kérképek
(polycytaemia vera [PV], esszencidlis thrombocythaemia
[ET] és primer myelofibrosis [PMF]), valamint az egyéb
ritka vagy nem besorolhaté MPN [2].

CML-ben a BCR-ABLI tazi6 (a Philadelphia kromo-
szomaként ismert 9. és 22. kromoszéma transzlokacioja)
a betegek 100%-4anal kimutathat6. Az elmult évtizedben
tobb BCR-ABLI negativ, klasszikus MPN (PV, ET,
PMF) kialakulasaért felelSs, csontveldi Gssejtekben kiala-
kuld, szerzett mutaciot azonositottak. Els6ként a 2. ti-
pust Janus kinaz (JAK2) gén 14. exonjaban a 617. valin
aminosav fenilalanin cseréjét eredményez6 pontmuticiét
(V617F) irtik le 2005-ben [ 3, 4, 5, 6]. A trombopoetin-
receptor gén (MPL) 10. exonjanak pontmuticidit
V617F-negativ ET-ben és PMF-ben 2006-ban [7], a
JAK2 gén 12. exon mutaciéit V617F-negativ PV-ben
2007-ben ismertették. 2013-ban két munkacsoport,
egymistél fiiggetlentil, egyszerre azonositotta a calreti-
culin (CALR) gén 9. exonjit érint6 mutacidkat JAK2 és
MPL-negativ ET-ben és PMF-ben (8, 9].

A BCR-ABLI negativ, klasszikus MPN genetikai hat-
terében 4ll6 mutacidk mindegyike a JAK/STAT (STAT:
signal transducer and activator of transcription) Gtvona-
lat aktivilja. A JAK2 egyes citokin (példaul eritropoetin
és trombopoctin) -receptorok jeldtvitelében jatszik sze-
repet. A V617F-mutici6 jelenlétében a JAK2 fehérje 6n-

szabdlyozé6 funkcidja sériil, és a fehérje ligand hidnyaban
is dlland6an aktivélt dllapotba keriil. Az aktivalt JAK2
foszforilalja a STAT fehérjéket, amelyek kiilonboz4 sejt-
osztoddst szabalyozé gének kifejez6désére vannak hatas-
sal [4]. Az MPL ligandja a trombopoetin, amelynek ko-
tédése esetén a receptor dimerizalédik, és a jeldtvitele
szintén a JAK/STAT uatvonalon keresztiil torténik. Az
MPL-muticiok ligandfiiggetlen receptoraktivitast, igy
fokozott sejtosztddast eredményeznek [7]. A calreticulin
egy kalciumkots, endoplazmds reticulumban talalhato
dajkafehérje. Muticidinak jelenlétében a fehérje sejten
beliili elhelyezkedése megvaltozik. Ezdltal a JAK/STAT
utvonal aktivilodik, citokinfiiggetlen novekedés figyel-
het6 meg, de nem ismert, hogy a mutdns calreticulin mi-
lyen mechanizmuson keresztiil fejti ki a hatdsat [8, 9].

Munkank célja egy kombindlt molekularis genetikai
modszeregyiittes alkalmazdsa, amelynek segitségével
meghatiroztuk a polycytaemia veriban, esszencialis
thrombocythaemiiban vagy primer myelofibrosisban
szenvedd betegesoportunkban a betegséget okozd (dri-
ver) muticiokat.

Mobdszer

Tanulmdnyunkban 1974 ¢és 2013 kozott diagnosztizilt,
BCR-ABLI negativ, klasszikus MPN-ben (PV, ET,
PMF) szenved§ betegeknél vizsgaltuk a JAK2-,a CALR-
és az MPL-muticiok el6fordulasat. A betegség diagnodzi-
sa WHO-kritériumok szerint tortént [2]. A 949 f6bdl
all6 betegesoportbdl 354 beteg PV-ben (190 férfi, 164
né; atlagéletkor diagnoéziskor: 61+13 év), 468 beteg ET-
ben (156 férfi, 312 nd; életkor 58+17 év) és 127 beteg
PMF-ben (58 férfi, 69 n&; életkor 62+15 év) szenvedett
[10, 11]. Az ET-ben és a PMF-ben szenved§ betegeknél
a BCR-ABLI kizarasa citogenetikai modszerekkel, azaz
karyotypizalassal, illetve fluoreszcencia in situ hibridiza-
cids vizsgalattal (FISH) vagy molekuldris genetikai vizs-
galattal, azaz reverz transzkripciét kovetS polimeriz
lancreakciéval (PCR) tortént. A JAK2 V617F mennyi-
ségi PCR beallitisihoz 30 egészséges csontvelédonor
periférias vérmintajabol, mig a betegcsoportban a JAK2-,
a CALR- és az MPL-muticiok vizsgilatihoz alvadasga-
tolt periférias vérbdl vagy csontvel6bdl izolalt genomidlis
DNS-t hasznaltunk.

A JAK2 V617F-muticié jelenlétét allélspecifikus mul-
tiplex PCR-technikaval vizsgaltuk diagnézistdl fiigget-
lentil az Osszes betegnél. A PCR-t koveten a
DNS-fragmentumokat agaréz gélelektroforézissel vi-
lasztottuk el [3]. A VO17F allél mennyiségi meghataro-
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zasdra valos idejii PCR-t alkalmaztunk TagMan szondéval
LightCycler 480 késziiléken [12]. A V617F mutans allél
relatfv. mennyiségét a mutins és normalamplifikicios
gorbék amplifikicidjanak induldsara jellemz6 ciklussza-
mok (crossing point) Gsszevetésébdl nyertitk. A mutdns
allél ardnyat a teljes JAK2 allél aranyidhoz viszonyitottuk
[JAK2™ /(JAK2™+ JAK2*™)].  Mennyiségi JAK2
V617F-vizsgilat a JAK2 V617F-pozitiv (422/710) és
negativ (59,/239) betegek, valamint a 30 egészséges
csontvelGdonor periférias vérmintdjabol tortént. A JAK2
gén 12. exonjat érinté mutacidkat a JAK2 V617F-nega-
tiv PV-betegeknél vizsgiltuk fragmensanalizissel, amely a
deletis és az insertibs mutaciok mellett a leggyakrabban
el6forduléd K539L pontmuticié kimutatasira is alkalmas
[13].

A JAK2 V617F-negativ ET- (n = 181) és PMF-
(n=53) betegeknél a CALR gén 9. exon deletids/inser-
tiés mutaciok jelenlétét fragmensanalizissel vizsgiltuk
[8]. Az MPL gén S505 és W515 kodonjait érinté muta-
ciok jelenlétét a JAK2 V617F- és a CALR-mutdcidkat
nem hordozé ET- és PMF-betegeknél sziirtiik nagy fel-
bontast olvadisigorbe-analizissel (HRM) [14]. Az olva-
désigorbe-eltérést mutaté mintikat tovabb vizsgiltuk a
mutacidk pontos azonositasa céljabol minden egyes mu-
taciéra kiilon allélspecifikus PCR-rel (S505N, W515L,
W515K, W515R) [15]. A JAK212. exon,a CALR-ésa
MPL-muticiéra pozitiv eseteket szekvendlassal is meg-
erdsitettiik.

A Kklinikai jellemzdket, az egyes muticiok és a szovod-
mények gyakorisiginak 6sszehasonlitasat Fischer egzakt
teszttel, mig a mennyiségi muticiomeghatirozas ered-
ményeit, valamint a hematoldgiai paramétereket Mann—
Whitney-prébaval hasonlitottuk 6ssze az egyes MPN-al-
csoportokban.

Eredmények

Tanulminyunkban a BCR-ABLI negativ, klasszikus
MPN-korképek genetikai hatterében allé mutaciok ki-
mutatasit szekvencidlisan végeztiik, mivel az egyes szo-
matikus mutdcidk egy adott betegnél nem fordulnak el§
egyiitt. A vizsgilandé muticiok kivalasztisa a klinikai
diagnoézis alapjan tortént: PV-ben JAK2 V617F mutacid
hidnya esetén a JAK2 12. exon muticiét, ET-ben és
PMF-ben JAK2 V617F-muticié-negativitds esetén a
CALR-, majd az MPL-muticidkat vizsgaltuk. Az egyes
mutaciok vizsgalati sorrendjét az irodalomban leirt gya-
korisagi adatok alapjan allitottuk fel. A molekularis gene-
tikai vizsgélati algoritmus az 1. abrdn lathato.

A mindségi, allélspecifikus multiplex PCR-rel a JAK2
V617F-mutiacié6 PV-ben az esetek 98,6%-iban
(349,/354), ET-ben 61,3%-dban (287 /468), mig mye-
lofibrosisban (MF) 58,3%-4ban (74,/127) fordult el5. A
JAK2 V617F mennyiségi meghatirozasara valés idejd
PCR-t alkalmaztunk TagMan szondaval (2. dbra). Az
egészséges csontvelddonorok (n = 30) csoportjaban a
JAK2 V617F mennyiségi meghatirozds a kovetkezé
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eredményeket adta: medidn: 0,003%, tartomdny:
0-0,0399%; 95. percentil: 0,0035%. Hasonléan alacsony
értékeket figyeltiink meg a JAK2-negativ MPN-betegek
(n = 59) csoportjaban (mediin: 0,002%, tartomdny:
0-0,199%; 95. percentil: 0,049%). A min&ségi allélspeci-
fikus PCR-rel JAK2 V617F-pozitiv betegek csoportji-
ban a JAK2 V617F allél mennyisége széles tartomdny-
ban (0,5-100%) valtozott. Szignifikins kiilonbségeket
taldltunk a kilonbozd diagnézist betegesoportokban
(median és tartomdny): 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 (post-PV MF: 85% [1-99%];
p<0,001; post-ET MFE: 66% [1-95%]; p = 0,002) is ma-
gasabb JAK2 V617F allélmennyiséget taldltunk, mint a
myelofibrosisos szovédmény nélkiili PV- és ET-esetek-
ben.

A JAK2 12. exon muticié kimutatasara hasznalt PCR-t
kovetSen az olvasasi kereteltolodassal nem jar6 deletios
vagy inszerciés muticidk (leggyakrabban 6 bp deletio
vagy 33 bp duplikicid), valamint a K539L-muticié ese-
tében az allélspecifikus PCR-t kovetSen a méretvaltoza-
soknak megfelel§ masodik PCR-termék is megfigyelhet$
az clektroforetogramon. JAK2 12. exon muticiét 5 PV-
beteg esetében azonositottunk (1,4%): F537-K539del-
insL, K539L, 1540-E543delinsMK, R541-E543delinsK,
E543-D544del.

A JAK2 V617F-muticié-negativ ET- és PMEF-bete-
geknél a CALR gén olvasasi keret eltolodasaval jaré de-
letids és inszercids mutacidit vizsgaltuk. A leggyakrab-
ban elSfordul6 CALR-muticidk 52 bézispar deletidval
(1. tipust mutici6: L3671s*46), vagy 5 bazispir inszer-
cioval (2. tipustt muticié, K385fs*47) jarnak (3. dbra).
A CALR-muticio gyakorisaga ET-ben25,2% (118 /468),
mig PMEF-ben 23,6% (30/127) volt. A JAK2 V617E- és
a CALR-muticié-negativ ET-, illetve PMF-betegeknél
az MPL gén muticioit vizsgaltuk. ET-ben 10 betegnél
(2,1%, 10/468), PMF-ben pedig 8 betegnél (6,3%,
8,/127) talaltunk eltérést az MPL génben.

Az allélspecifikus PCR, a valés idejii PCR TagMan
szondaval, a fragmensanalizis, a nagy felbontdst olvada-
sigorbe-analizis és a Sanger-szekvenalds kombinacioit al-
kalmazva 354 PV-ben, 468 ET-ben és 127 PMF-ben
szenveds betegnél kerestiik az MPN hiétterében all6 kor-
oki muticiét. PV-ben a betegek 98,6%-a hordozta a
JAK2 V617F-muticiét, mig 1,4%-ban talaltunk JAK2-
mutaciét a 12. exonban. ET-ben 61,3%-ban (n = 287)
JAK2 V617F-; 252%-ban (n = 118) CALR- és 2,1%-
ban (n = 10) MPL-mutaciét talaltunk, mig a betegek
11,3%-a (n = 53) a fenti muticidk egyikét sem hordozta
(triplin negativak). Hasonldé eloszlist tapasztaltunk
PME-ben: 58,3% (n = 74) JAK2 V617F*, 23,6% (n =
30) CALR*, 6,3% (n = 8) MPL*, 11,8% (n = 15) pedig
triplan negativ.

A Klinikai jellemzdk és az egyes kéroki mutaciok jelen-
léte kozotti Osszefiiggéseket tanulmanyozva megdllapi-
tottuk, hogy a JAK2 V617F* PV-betegekhez viszonyitva
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a 12. exon muticidépozitiv PV-betegek fiatalabbak voltak
diagnéziskor (medidn életkor: 63 vs. 40 év, p = 0,005).
Részletesebb klinikai adatok hidnydban tovabbi dsszeha-
sonlitds a PV-csoportban nem volt lehetséges. A CALR*
és a JAK2 V617F* ET-betegek klinikai és laboratériumi
adatait Osszevetve a kovetkezSket tapasztaltuk: a CALR*
betegek a JAK2 V617F* betegekhez képest a diagndzis-
kor fiatalabbak (53 vs. 62 év, p = 0,007) voltak, maga-
sabb volt a thrombocytaszamuk (1021 vs. 779 G/L,
p<0,001), alacsonyabb a hemoglobinszintjik (134 vs.
146 g/L, p<0,001) és a fehérvérsejtszamuk (10 vs. 11
G/L, p = 0,001). Vénas trombézis ritkibban fordult el§
CALR* ET-ben, mint JAK2 V617F+* ET-ben (7% vs.
18%, p = 0,008). A PMF-betegek csoportjiban a CALR*
betegek a diagndziskor fiatalabbak voltak (58 vs. 68 év,
p = 0,003) és thrombocytaszimuk magasabb volt (523
vs. 250 G/L, p<0,001).

Megbeszélés

A Dbeillitott molekuldris genetikai szlir§ és megerdsits
modszerekkel a klasszikus, BCR-ABLI negativ MPN-
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ben szenvedd betegcsoportunkban az esetek 90%-aban
tudtuk azonositani a betegséget okozo genetikai eltérést.
PV-ben a betegek 98,6%-dban JAK2 V617F-, 1,4%-4aban
JAK2 12. exon-muticidkat taldltunk. Irodalmi adatok
szerint a JAK2 12. exon-mutacié gyakorisiga az eurdpai
populiciéban 1,9-7.4% [16, 17]. Mivel a nemzetkozi
tanulmanyok szerint a JAK2 gén kozel 100%-ban érin-
tett PV-ben, jelen tanulmanyunkban a PV-gyanaval vizs-
gilt JAK2 muticié negativ eseteket nem elemeztiik. ET-
ben és PMF-ben a muticidk el6forduldsi gyakorisiga
hasonléan alakult: 61-58%-ban JAK2 V617F-, 25-24%-
ban CALR- és 2—-6%-ban MPL-muticidékat azonositot-
tunk. Betegcsoportunkban a talilt muticiok elGfordulasi
gyakorisiga megfelel az irodalomban ismertetett adatok-
nak (1. tablazat).

A laboratériumi hatékonysig és gazdasigossig nove-
lése érdekében a klasszikus, BCR-ABLI negativ MPN
gyandja esetén meghatiroztunk egy rutindiagnosztikai
vizsgalati sorrendet az irodalomban megéllapitott muta-
cidgyakorisigok alapjan (1. dabra) [8, 9, 18, 19]. Mivel
az egyes szomatikus mutaciok kolcsonosen kizarjik egy-
mist [8, 9], azaz a muticiok egyiittes elGforduldsa egy

1. tibldzat | A JAK2V617F-, CALR- és MPL-muticiok eléforduldsi gyakorisiga ET-ben és PMF-ben a nemzetkozi kdzlemények alapjin
Publikicio Dg n JAK2 V617F* CALR* MPL* Triplin negativ
n (%) n (%) n (%) n (%)
Klampfl [8]* ET 894 581 (65) 186 (21) 35 (4) 92 (10)
Rumi [26]* ET 717 466 (65) 176 (25) 0 (0) 75 (10)
Rotunno [28] ET 576 369 (64) 89 (15) 25 (4) 93 (16)
Fu [29] ET 436 240 (55) 99 (23) 6 (1) 91 (21)
Tefferi [30] ET 402 227 (56) 114 (28) 11 (3) 50 (12)
Nangalia [9] ET 312 173 (55) 98 (31) 5 (2) 36 (12)
Chi [31] ET 289 189 (65) 25 9) 8 (3) 67 (23)
Chen [32] ET 147 94 (64) 33 (22) 4 (3) 16 (11)
Wu [33] ET 80 45 (56) 20 (25) 4 (5) - -
Lundberg [16] ET 69 41 (59) 17 (25) 2 (3) 9 (13)
Jelen kozlemény ET 468 287 (61) 118 (25) 10 2) 53 (11)
Guglielmelli [34]S PMF 394 - - 70 (18) - - - -
Tefteri [35]° PMF 358 195 (54) 95 (27) - - - -
Li [36] PMF 357 178 (50) 76 (21) 11 (3) 96 (27)
Klampfl [8] PMF 321 189 (59) 99 (31) 18 (6) 15 (5)
Tefferi [37]° PMF 254 147 (58) 63 (25) 21 (8) 22 9)
Nangalia [9] PMF 168 125 (74) 26 (15) 2 (1) 15 9)
Panagiota [38] PMF 133 74 (56) 28 (21) 5 (4) - -
Wu [33] PMF 50 29 (58) 16 (32) 3 (6) - -
Lundberg [16] PMF 34 15 (44) 11 (32) 3 9) 5 (15)
Jelen kizlemény PMF 127 74 (58) 30 (24) 8 (6) 15 (12)

*

Megjegyzés: *, § Atfedd betegesoportokon végzett vizsgalatok.

CALR = calreticulingén; Dg = diagnézis; ET = esszencidlis thrombocythaemia; JAK2 = 2. tipust Janus kindz gén; MPL = trombopoetinreceptor-
gén; n = vizsgilt betegek szima; PMF = primer myelofibrosis; V617F = a JAK2 gén 617. valin aminosav cseréje fenilalaninra.
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1. 4bra Rutinszer(, molekularis diagnosztikai vizsgilatok egymashoz viszonyitott folyamatibrija az irodalomban megallapitott muticiégyakorisigok alapjin

BCR-ABLI negativ, klasszikus myeloproliferativ neoplasidkban

BCR-ABLI = breakpoint cluster region — Abelson fizi6s gén; CALR = calreticulingén; ET = esszencidlis thrombocythaemia; JAK2 = 2. tipust Janus
kinaz gén; MPL = trombopoctinreceptor-gén; MPN = myeloproliferativ neoplasiik; PMF = primer myelofibrosis; PV = polycytaemia vera; V617F = a

JAK2 gén 617. valin aminosav cseréje fenilalaninra

betegnél irodalmi ritkasignak szamit, a mutaciok vizsga-
latat szekvencidlisan végeztiik a diagnodzis alapjan. Iro-
dalmi ajanlasok is a parhuzamos helyett a szekvencialis
vizsgilati sorrendet ajanljak [18, 19]. Els6 1épésként PV
gyanidja esetén a JAK2 V617F-pontmuticiét szirtiik,
ami a JAKZ2-muticiék tobb mint 90%-at adja. A JAK2
gén 12. exonjat érintd viltozasok ritkak, vizsgilatuk csak
JAK2 V617F hianyidban és alacsony eritropoetinszint
vagy PV-re utalé csontvelGszovettan esetén indokolt
[20]. Mig PV-ben a Philadelphia kromoszéma kizirisa
nem diagnosztikai kritérium, addig ET-ben és PMF-ben
elsédleges [21]. ET és PMF gyantajakor a molekularis
diagnosztikit a JAK2 V617F vizsgalataval kezdtiik, és a
negativ betegeknél a CALR-muticié szlrésével folytat-
tuk. A CALR-vizsgilatok bevezetésével nemcsak a rutin
molekularis diagnosztika algoritmusa médosult, hanem
lehetévé vilt az ET- és PMF-megbetegedések genetikai
hatterének pontosabb meghatirozasa is. Azokban az
esetekben, ahol kétszeresen (mind JAK2 V617F-re,
mind CALR-ra nézve) negativ eredményeket kaptunk,
a tovabbiakban az MPL gén 10. exonjit elemeztik. A
JAK2 V617F-, a CALR- és az MPL-muticiok MPN-re

(PV, ET, PMF) jellemz§ eltérések, ritkan fordulnak el
egyéb myeloid malignitisokban [22, 23]. Mivel a hirom
gén muticidja a klasszikus MPN-esetek 90%-andl pozitiv,
a mutaciok kimutatdsit felhaszndlhatjuk a reaktiv hema-
tologiai valasz (példaul tidé-, illetve szivbetegségek altal
kivaltott polyglobulia vagy példaul gyulladas 4ltal kival-
tott thrombocytosis) és a klonalis megbetegedések elkii-
l6nitéséhez.

Negativ JAK2 V617F-vizsgilat esetén a molekularis
genetikai laboratérium szdmdra a megfelel klinikai ada-
tok ismerete nélkiilozhetetlen a tovabbi vizsgilatok el-
végzéséhez. Jelen beteganyagunk klinikai jellemz&i meg-
felelnek a WHO-kritériumoknak, azonban a mindennapi
rutin diagnosztikai tevékenység sorin szimos, polyglo-
bulidval, szekunder thrombocytosissal vagy leukocytosis-
sal vizsgilt betegnél végezziik el a molekularis diagnosz-
tikai teszteket. A 2005-2014 kozotti 9 évben kozel
5500 JAK2 V617F-tesztet végeztiink, amelyek 29%-a
bizonyult V617F-pozitivnak. Mas laboratériumok is ha-
sonlé6 V617E-pozitivitasi arinyokrdl (14-38%) szdmol-
tak be [19, 24]. A JAK2 V617F vizsgilata viszonylag
egyszerd és olcsd, évek 6ta ismeretlen ok miatt fennalld
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2. 4dbra A JAK2 V617F-pontmuticié mennyiségi meghatirozdsa valés idejii PCR és TagMan szonda alkalmazasaval

A képen a mutdns (kék folyamatos vonal) és normal (fekete szaggatott vonal) amplifikiciés gorbék lathatok. Az amplifikicié induldsara jellemz6 cik-
lusszamok a mutdns allél mennyiségétdl fiiggSen eltérnek. A normdl allélhoz viszonyitva alacsonyabb ciklusszamot kapunk 50%-ndl magasabb mutins
allélt tartalmazo6 mintdk esetén, mig a kevesebb mutdns allél jelenléte magasabb ciklusszimot eredményez. A mintik V617F negativ genomialis DNS-
be kiilonboz6 mennyiségben hozzikevert V617F pozitiv PCR termékeket tartalmaznak (MPN&MPNr-EuroNet referencia anyag, engedéllyel)

1/A) CALR1. tipust mutacio: 1/B) CALR1. tipust mutacio:
Referencnaszekvencsa
Normal allél A A ."
=% + i7 s
P I J\(\z Yy
52 bp deletio YWY R W RN N G
i A GG A|G € AG A A
7 L \'. ! L I8
f’q“. / \a K \ Mutans aIIgI
(VA8 O/ : 2 | :
A A AP VA X
200 bp 220 bp 240 bp 260 bp 280 bp
2/A) CALR?2. tipust mutéacié: 2/B) CALR2. tipusi mutécio:
Referenciaszekvencia
Normal allél
Mutans allél
5 bp insertio
A A A B A
200 bp 220 bp 240 bp 260 bp 280 bp
3. dbra Calreticulin- (CALR-) mutdciok kimutatdsa fragmensanalizissel (,,A” panelek) és szekvendlassal (,,B” panelek). ,,1 /A és 1/B” panelek: 1. tipusa, 52

bazispar (bp) deletiéjival jir6 CALR-pozitiv minta (¢.1092-1143del; p.L367fs*46; gyakorisiga 50%). ,,2/A és 2/B” panelek: 2. tipust 5 bazispar
inszerciéjaval (TTGTC) jir6 CALR-pozitiv minta (¢.1154-1155insTTGTC; p.K385f5*47; gyakorisiga 30%). ,,A” panelek: A 257 bp-os normél allél
mellett egy tovibbi 205, illetve 262 bp hossztsigi PCR-termék is megfigyelhetS. A pozitiv eredmények megerdsitéseként a ,,B” panelek a szekvend-
lds sordn kapott fluoreszcens regisztritumokat tartalmazzik: az 1. és 2. tipusi mutdns allélt a referenciaszekvencidhoz viszonyitva

A = adenin; bp = bazispir; C = citozin; CALR = calreticulingén; G = guanin; T = timin
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polyglobulia, thrombocytosis vagy leukocytosis esetén a
reaktiv okok kizarasara iranyulé vizsgilatokkal parhuza-
mosan elvégezhetd. JAK2 V617F-negativitis esetén PV-
ben a szérumeritropoetin, illetve ET-ben és PMF-ben a
csontvel§-szovettani vizsgalat indokolt a tovabbi mole-
kuldris genetikai vizsgalatok elStt. A JAK2 V617F jelen-
léte olyan betegnél, akinél nem teljesiilnek az MPN diag-
nosztikai kritériumok, felhivhatja a figyelmet a hattérben
meghtiz6dé MPN lehetSségére (példaul splanchnicus
vénatrombézis esetén a splenomegalia anaemiat, throm-
bocytopeniat eredményezhet, amely elfedi az MPN tii-
neteit).

A JAK2 V617F kimutatdsira szimos modszer elfoga-
dott [18]. Nemzetkozi ajanlasok szerint a V617F-muta-
cio jelenléte legalibb 1-3% mennyiségben patogenetikai
jelent6ségii [18]. A mindségi, allélspecifikus multiplex
PCR agar6z gélelektroforetikus kimutatis egy egyszerd,
olcs6, 1-5% érzékenységli mddszer, amely azonban az
1-5%-0s tartomdnyban nem minden esetben reprodu-
kalhat6. Az esetek kis hanyadiban dlnegativ eredményt
kaphatunk. Ajanlott a 0,1-1% tartomanyban is megbiz-
hat6 érzékenységgel rendelkez6 mennyiségi, valds idejd
PCR bevezetése [25]. A nagy érzékenység, valéds ideji
PCR esetében az alpozitiv eredmények elkeriilése miatt
kozel 100 JAK2 V617F-negativ személy mintdjat anali-
zaltuk. A nemzetkozi ajanlasok szerint 1% felett értékel-
tilk az eredményt V617F-pozitivnak. Az eredmények
véleményezését 0,1-1% kozott a klinikai, hematologiai,
morfolégiai és egyéb laboratériumi eredmények integ-
ralt kiértékelésétdl tessziik fliggévé (példaul citoreduktiv
kezelés, Gssejt-transzplanticio, tobb MPN-klén egyideji
jelenléte). Ilyen esetekben 3—-6 hénapon beliili ismétlés
és megfigyelés javasolt.

A JAK2-,a CALR- és az MPL-pozitiv vizsgalati ered-
mények bar alatimasztjdk az MPN diagnézisit, nem
tesznek kilonbséget a hirom BCR-ABLI negativ MPN
kozott. Nem ismert, hogy ugyanazon genetikai eltérések
milyen molekuldris mechanizmussal okozhatnak kiilon-
bo6z6 klinikai képpel jaré kérformakat: mas progenitor
érintett, vagy esetleg egyéb faktorok alakitjik ki a fenoti-
pust. Mindezek mellett a triplan (JAK2, CALR és MPL)
negativ eseteknél sem zarhat6 ki az MPN. El6fordulhat,
hogy a mutdns klén a valasztott molekuldris genetikai
modszer kimutathatésagi szintje alatti mennyiségben
van jelen (a fragmensanalizis 1-5%, a HRM 5-10%, a
szekvenalds 20% mutdns klén jelenlétét mutatja ki), vagy
a betegséget egy nem vizsgalt génmuticié okozza. A
végleges diagnozis felallitasat a vérkép, a klinikai kép, a
csontvels szovettani vizsgalata és a molekuldris genetikai
vizsgalatok egyiittesen segitik.

Az MPN-ben el6fordulé mutaciok kimutatdsa nemesak
diagnosztikai jelent8ségl, azonositasukkal a varhat6 szo-
védmények gyakorisiga és az MPN prognézisa is megbe-
csiilhetS. Az irodalmi adatokkal megegyezGen a CALR*
és a JAK2 V617F+ ET-betegek adatait Gsszevetve azt ta-
pasztaltuk, hogy a vénis trombdzis ritkibban fordult el
CALR* ET-ben [26, 27]. Az MPN-ben cl6fordulé muta-
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ci6k mennyiségi meghatirozisa tovabbi prognosztikai
informaciét adhat, magasabb allélariny el6rehaladottabb
betegségre utal. Az érzékeny, 0,01-100% nagysigrendd
mennyiségi meghatarozasra is alkalmas V617F val6s ideji
PCR a vilasztandé médszer a minimélis residualis beteg-
ség kovetésére (példaul haematopoeticus Gssejt-transzp-
lantacié, ritkan interferonkezelés utin). A célzott terdpias
lehetSségek terjedésével elképzelhets, hogy a késGbbiek-
ben a genetikai eltérés azonositisa a kezelés kivilasztasa-
ban is segitséget nyqjthat.

Kovetkeztetések

Megillapithaté, hogy a CALR-muticiok felfedezésével
lehet6vé valt a betegséget okoz6 molekularis hattér meg-
hatarozasa a BCR-ABLI negativ ET- és PMF-betegek
kozel 90%-anal. A myeloproliferativ betegségek esetén a
szerzett mutacidk azonositisa nemcsak diagnosztikai,
hanem prognosztikai szerepet is jatszhat; minimalis resi-
dualis betegség kovetési markerként szolgalhat, hosz-
szabb tdvon segitséget nyujthat célzott, egyénre szabott
terapias megkozelitésekhez.

Anyagi tamogatdas: A. H. Bélyai Janos kutatdsi 0szton-
dijban részesiilt, valamint 6sztondijasként részt vett az
MPN&MPNr-EuroNet (COST Action BM0902) III.
Gyakorlati Képzésén 2012-ben. A kutatds T. A. OTKA-
palyazat (K104903) tamogatasaval késziilt.

Szerzoi munkamegosztds: K. T, M. T., T. A, A. H.: A
hipotézisek kidolgozasa. K. T., B. K., M. N., B. A, A.
H.: Molekularis genetikai vizsgalatok. Cs. J.: Szovettani
vizsgalatok. B. K., Cs. J., B. A, H.G.,E.M,F.S. R.D,
M. T, T. A.; A. H.: AKlinikai adatok gy(jtése és elemzé-
se. K. T., T. A., A. H.: Statisztikai elemzések. K. T., A.
H.: A kézirat megszovegezése. A cikk végleges viltozatit
valamennyi szerzé elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerz6knek nincsenck érdekeltségeik.
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