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Rövidítések jegyzéke 

 

AF: allélfrekvencia 

AL: akut leukémia 

AML: akut myeloid leukémia 

AS-PCR: allélspecifikus polimeráz láncreakció (Allele-Specific Polymerase Chain 

Reaction) 

ASXL1: additional sex combs like 1 gén 

BCR-ABL1: breakpoint cluster region – Abelson 1 fúziós gén 

bp: bázispár 

CALR: calreticulin gén 

CI: konfidencia intervallum 

CML: krónikus myeloid leukémia 

CMML: krónikus myelomonocytás leukémia 

del: deléció 

dg: diagnózis 

EPO: erythropoetin 

ET: esszenciális thrombocythaemia 

EZH2: enhancer of zeste homologue 2 gén 

GWAS: genomi léptékű asszociációs vizsgálatok (Genome-Wide Association Studies) 

Hb: hemoglobin 

Hct: hematokrit 

HR: kockázati arány (Hazard Ratio) 
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HRM: nagy felbontású olvadási görbe analízis (High Resolution Melting) 

HSCT: hematopoetikus őssejt transzplantáció (Hematopoietic Stem Cell 

Transplantation)  

IDH1 és 2: 1. és 2. típusú izocitrát dehidrogenáz gén  

ins: inszerció 

JAK2: 2. típusú Janus kináz gén 

LC 480: LightCycler 480 II készülék 

LDH: laktát dehidrogenáz 

MDS: myelodysplasia (Myelodysplastic Syndrome) 

MF: myelofibrosis 

MPL: thrombopoetin receptor gén (Myeloproliferative Leukemia virus oncogene) 

MPN: myeloproliferativ neoplázia  

MUT: mutáns 

NK AML: nomál kariotípusú AML 

OR: esélyhányados (Odds Ratio) 

OS: összesített túlélés (Overall Survival) 

PAF: egy kockázati tényező betegség kialakulásában betöltött szerepe (Population 

Attributable Fraction) 

PCR: polimeráz láncreakció (Polymerase Chain Reaction) 

Ph: Philadelphia-kromoszóma 

Plt: thrombocytaszám, vérlemezkeszám (Platelet) 

PMF: primer myelofibrosis 

PV: polycythaemia vera 
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QPCR: kvantitatív (mennyiségi) polimeráz láncreakció 

RARS-T: refrakter anémia gyűrűs szideroblasztokkal, thrombocytosissal 

STAT: jelátviteli és transzkripciót aktiváló 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: telomeráz reverz transzkriptáz gén 

TKI: tirozin-kináz inhibitor 

TPO: thrombopoetin 

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

WBC: fehérvérsejtszám (White Blood Cell) 

WHO: Egészségügyi Világszervezet (World Health Organization) 

WT: vad típus (Wild Type) 
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1 Bevezetés 

A myeloproliferativ neoplázia (MPN) a hematopoetikus őssejt klonális zavara 

következtében kialakuló betegségcsoport, amelyre különböző érett myeloid sejtek 

felszaporodása a jellemző. Dameshek 1951-ben ismerte fel e kórképek közös eredetét, 

és elsőként használta a myeloproliferativ zavar kifejezést [1]. Az MPN a myeloid 

őssejtek daganatos megbetegsége, melyek fokozott proliferációja egy vagy több 

sejtvonal túlburjánzásához vezet. A felszaporodott sejtek típusától függően 

beszélhetünk leukocytosisról és/vagy erythrocytosisról és/vagy thrombocytosisról (azaz 

magas fehérvérsejt-, vörösvérsejt- és vérlemezkeszámról). A különböző sejttípusok 

expanziója során a normál csontvelői sejtek a helyükről kiszorulnak, a neopláziás sejtek 

pedig a perifériás vérben is megjelennek. Az Egészségügyi Világszervezet (World 

Health Organization: WHO) 2016. évi besorolása szerint a myeloproliferativ neoplázián 

belül több kórkép különíthető el: a BCR-ABL1 (breakpoint cluster region – Abelson 1 

fúziós gén) vagy másnéven Philadelphia-kromoszóma (Ph) pozitív krónikus myeloid 

leukémia (CML), a krónikus neutrofil leukémia (CNL), a BCR-ABL1 negatív, 

viszonylag gyakori MPN kórképek: az esszenciális thrombocythaemia (ET), a 

polycythaemia vera (PV) és a primer myelofibrosis (PMF); valamint a krónikus 

eozinofil leukémia (CEL) és a nem besorolható MPN (MPN-U) [2]. 

1.1 Philadelphia-kromoszóma negatív myeloproliferativ neopláziák  

A Philadelphia-kromoszóma negatív MPN, másnéven klasszikus MPN 

csoportjába az ET, a PV és a PMF betegségek tartoznak. ET-ben elsősorban a 

megakaryocyta, PV-ben az erythroid, PMF-ben pedig a megakaryocyta és a granulocyta 

sejtvonal érintett.  

1.1.1 Esszenciális thrombocythaemia 

Az esszenciális thrombocythaemia ritka betegség, 100 000 ember közül évente  

1 új esetet regisztrálnak [3]. Elsősorban az idősebb korosztályt érinti, diagnóziskor az 

átlagos életkor 55 év. Nők körében gyakrabban fordul elő, mint férfiaknál [4]. ET esetén 

elsődlegesen a megakaryocyta sejtvonal érintett, aminek következtében a perifériás 

vérben a vérlemezkék száma jelentősen megnő: tartósan 450 G/L fölött alakul. A magas 

vérlemezkeszám miatt az ET-ben szenvedők főképp trombózisra hajlamosak, valamint a 

DOI:10.14753/SE.2018.2127



8 
 

vérlemezkék működészavarából adódóan vérzéses szövődmények is felléphetnek. A 

kórkép további jellegzetesége lehet a leukocytosis, mikrokeringéses tünetek (fejfájás, 

feledékenység, szédülés, látászavar, fülzúgás, paresztézia, végtagok zsibbadása) és 

viszketés [5]. Az esetek 40-60%-ában a betegség előrehaladtával lépmegnagyobbodás 

alakul ki [6]. Az ET myelofibrotikus és akut leukémiás (AL) átalakulásának kockázata 

alacsony, 10 év után ET-t követő myelofibrosis (MF) az esetek 0,8-4,9%-ában, akut 

myeloid leukémia (AML) pedig 0,7-3%-ában fordul elő [7, 8].  

Az ET diagnózisának felállítása jelenleg a 2016-os WHO kritériumok alapján 

történik, ahol a fő követelmények közé a tartósan megemelkedett 450 G/L fölötti 

vérlemezkeszám, a megakaryocyta hyperplasiát igazoló csontvelő biopszia, egyéb 

myeloproliferativ megbetegedések (pl. PMF prefibrotikus szakaszának) kizárása és az 

ET betegek közel 90%-ában jelen lévő klonális genetikai eltérések kimutatása tartozik. 

Minor kritériumként szerepel a reaktív thrombocytosis kizárása, amennyiben klonális 

genetikai marker nincs jelen [2, 9]. A nem csontvelő eredetű thrombocythaemia 

hátterében állhat többek között krónikus gyulladásos megbetegedés (pl. rheumatoid 

arthritis, colitis ulcerosa), vérvesztés, súlyos vashiány, a lép eltávolítása vagy daganat. 

A diagnózis megállapításához mind a négy fő kritériumnak, vagy az első három fő 

valamint a minor kritériumnak kell teljesülnie. 

Az ET alapvetőn hosszú lefolyású betegség, citoreduktív kezelés nélkül is 

előfordulhat 10-20 éves túlélés. Az életkor, a kórelőzmény (trombotikus esemény) és a 

mutációk jelenléte alapján ET-ben négy kockázati csoport különíthető el. A nagyon 

alacsony kockázatú betegek 60 évnél fiatalabbak, kórelőzményükben nem szerepel 

trombózis, és nem mutatható ki genetikai eltérés. Az alacsony kockázati csoportba 

tartozók szintén 60 évnél fiatalabbak, nem volt még trombózisuk, de genetikai eltérésük 

kimutatható. A közepes kockázati csoportot a 60 évnél idősebb, trombotikus 

kórelőzménnyel és genetikai eltéréssel nem rendelkezők alkotják. Magas kockázatúnak 

pedig azok a betegek számítanak, akiknek volt már korábban trombózisa vagy 60 évnél 

idősebbek és genetikai eltérésük kimutatható. Mivel a túlélést főként a súlyos 

komplikációk, szövődmények befolyásolják, a terápia célja a kockázati tényezők 

minimálisra csökkentése, a trombotikus és vérzéses komplikációk megelőzése [5, 10]. A 

nagyon alacsony kockázatú ET betegeknél nem feltétlenül szükséges terápiát 

alkalmazni, míg az alacsony kockázatúaknak legalább napi egyszer Aspirin szedése 
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javasolt, amely antitrombotikus hatásán túl a mikrovaszkuláris zavarok enyhítésében is 

hatásos gyógyszer. Míg a közepes kockázatú betegeknél az alacsony dózisú Aspirin 

adása mellett nem feltétlenül szükséges a citoreduktív terápia, addig a magas kockázati 

csoportba tartozóknál ajánlott. A vérlemezkeszám csökkentésére elsődlegesen 

hidroxiureát alkalmaznak [5, 10]. Akiknél a hidroxiureával történő kezelés kudarcot 

vall, második vonalbeli terápiának fiatalabb korban alfa-interferont [5, 11, 12], 65 évnél 

idősebbek körében pedig buszulfánt javasolnak [5]. Bár a megakaryocyta kolóniák 

gátlásán keresztül az anagrelid is csökkenti a vérlemezke képződést [11, 12] használata 

az irodalomban vitatott, mivel a hatóanyag összefüggésbe hozható artériás trombózis, 

vérzés és fibrotikus progresszió megnövekedett kockázatával [5]. 

1.1.2 Polycythaemia vera 

A polycythemia vera ritka betegség, éves incidenciája 0,7/10
5
 lakos [3], férfiak 

körében gyakoribb. Főként az idősek betegsége, diagnóziskor az átlag életkor 60 év 

körül van. A betegség kezdetén az erythroid sejtvonal kontrollálatlan szaporodása 

következtében a hemoglobin szint (Hb) és a hematokrit (Hct) kórosan emelkedett 

értéket mutat. Az erythropoetin (EPO) hiányában is bekövetkező fokozott vörösvérsejt 

képződést mérsékeltebb fehérvérsejt- és vérlemezkeszám emelkedés is kísérheti. A vér 

alakos elemeinek megnövekedett térfogataránya emeli a trombotikus és vérzéses 

szövődmények (infarktus, agyvérzés) kialakulásának kockázatát [13]. A többlet 

véralkotókat a lép tárolja, ami a lép megnagyobbodásához vezethet. A betegség késői 

myelofibrotikus fázisára alacsony vörösvérsejtszám (anémia) illetve alacsony 

vérsejtszám (cytopenia) és az esetek 70%-ában lépmegnagyobbodás jellemző. A PV-

ben szenvedő betegeknek fokozottabb az esélye a csontvelő myelofibrotikus 

átalakulására (10 év után 5-6%) vagy akut leukémiás traszformációra (10 év után  

2-14%) [8].  

A PV lappangva kezdődik, a klinikai tünetek között eleinte rossz közérzet, 

bágyadtság és gyengeség jelentkezik. Később a vér sűrűségének növekedése 

következtében a keringési zavarokkal összefüggő leggyakoribb tünetek a fejfájás, 

szédülés, fülzúgás, látászavar, enyhe memóriazavar, homályos látás és erythromelalgia. 

Jellemző továbbá a bőr és a nyálkahártyák vérbősége (plethorás arc, erezett kötőhártya, 
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lila ajkak). A fokozott sejtképzés miatt előfordulhat hőemelkedés, izzadás, fogyás, 

viszketés és köszvény is.  

PV gyanújakor tisztázni kell, hogy elsődleges vagy másodlagos polycythaemia 

áll-e a háttérben. Ehhez a vér erythropoetin szintjét szükséges meghatározni, ami PV 

esetén alacsony, míg másodlagos polycythaemiában normál vagy magas értéket mutat. 

A szekunder polycythaemia hátterében állhat többek között hypoxia, szívbetegség, 

krónikus tüdőbetegség, vesebetegség és egyes daganatok. 

A 2016. évi WHO ajánlásban a PV három fő diagnosztikai kritériumai közé 

tartoznak a vérkép tipikus eltérései (férfiaknál: Hb>16,5 g/dL vagy Hct>49%; nőknél: 

Hb>16,0 g/dL vagy Hct>48%), a csontvelő hisztológia, valamint a PV betegek több 

mint 95%-ánál előforduló klonális genetikai eltérések kimutatása. Minor kritériumnak 

számít az alacsony EPO szint [2]. A PV diagnózisához a három fő kritérium, vagy az 

első kettő fő és a minor kritérium együttes teljesülése szükséges. A csontvelő vizsgálat 

kulcsfontosságú a betegség súlyosságának a megítélésében, és a myelofibrosis fokának 

felmérésében. Azonban a klinikai gyakorlatban - főleg idősebb betegeknél - a csontvelő 

biopsziától el lehet tekinteni tartósan fennálló abszolút erythrocytosis esetén (férfiaknál 

Hb>18,5 g/dL, Hct>55,5%; nőknél >16,5 g/dL, 49,5%), amennyiben mutáció jelenléte 

igazolt, és alacsony az EPO szint [2, 5]. 

A terápia során a fő cél a trombotikus és vérzéses szövődmények megelőzése [7, 

14]. A betegek életkoruk és korábbi trombotikus eseményeik alapján alacsony vagy 

magas kockázati csoportokba sorolhatók. Az alacsony kockázatú betegeknél napi 

egyszer Aspirint adnak, és a vörösvérsejtszám csökkentése céljából vérlebocsátást 

(phlebotomiát) alkalmaznak, ami általában gyors eredményt nyújt a hematokrit normál 

értéken (<45%) tartásában [5, 7]. A 60 évnél idősebbek vagy trombózison átesett 

betegek magas rizikójúnak számítanak [5],  citoreduktív terápiára is szükségük van a 

trombózis kockázatának minimalizálásához. Elsőként általában hidroxiureát adnak, de a 

vörösvérsejt és vérlemezke termelését gátló gyógyszerek kiválasztásában a betegek 

életkora is szerepet játszik. Amennyiben a hidroxiurea nem hatásos, fiatalabb korban 

alfa-interferont, 65 évnél idősebbek körében pedig buszulfánt javasolnak [5]. Lévén, 

hogy az interferon terápia a betegek jelentős részénél (96%-ánál) mellékhatásokat okoz, 

ellenőrzött klinikai vizsgálatok szükségesek PV-ben az interferon terápia előnyeinek és 

hátrányainak tisztázására a hidroxiureával szemben [5]. A hidroxiureára adott nem 
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megfelelő válasz illetve intolerancia esetén 2014-ben törzskönyvet kapott a ruxolitinib 

nevű Janus kináz (JAK) 1 és 2 inhibitor, amely hatékonyan kontrollálja a vér 

paramétereket, a lépméretet, az általános tüneteket, sőt bizonyos betegeknél molekuláris 

válasz is elérhető [15]. Tefferi és munkatársai a hidroxiureára nem reagáló betegeknél 

mégis a buszulfán vagy interferon kezelés mellett érvelnek, mert a PV betegek 

többségénél ezek is megfelelően hatékonyak. Csak abban az esetben javasolnak 

ruxolitinib vagy más JAK inhibitort, amennyiben súlyos és elhúzódó viszketés áll fenn, 

vagy a jelentős mértékű lépmegnagyobbodás az előzőekben említett gyógyszerekre nem 

reagál [5, 16]. 

1.1.3 Primer myelofibrosis 

A primer myelofibrosis, másnéven krónikus idiopátiás myelofibrosis a csontvelő 

ritka daganatos megbetegedése, incidenciája évente 0,5/10
5
 fő [3]. Nők körében 

gyakrabban fordul elő, az átlagos életkor diagnóziskor 67 év [17]. A csontvelői fibrosis 

mellett a betegségre heterogén klinikai kép (leukocytosis vagy thrombocytosis, 

cytopenia), csontvelőn kívüli vérképzés és lépmegnagyobbodás jellemző [18]. A 

klinikai tünetek közé tartozik a fáradtság, az éjszakai izzadás, a láz, a fogyás, a 

csontfájdalom és a bőrviszketés, amelyek az életminőséget jelentősen befolyásolják. A 

magas vérlemezkeszám következtében a betegeknek fokozott a vérzés- és 

trombózishajlama (pl. splanchnikus vénatrombózis) [6, 19]. A kór prefibrotikus 

stádiumában a megakaryocyta sejtvonal burjánzását megnövekedett csontvelő 

cellularitás, és a granulocyta sejtek proliferációja kíséri. Az erythroid sejtek csökkent 

képződése is gyakori tünet [2]. A továbbiakban a csontvelő állományát fokozatosan 

rostos kötőszövet foglalja el, ami a csontvelő kimerülését okozza. A PMF 

előrehaladottabb állapotában a csontvelő károsodása következtében megjelenik a 

csontvelőn kívüli vérképzés, ami a lép és a máj megnagyobbodásához vezet, és hasi 

teltségérzetet okoz. Ebben a fibrotikus szakaszban a vérképre a vörösvérsejtek, a 

fehérvérsejtek és a vérlemezkék erőteljesen csökkent száma jellemző, pancytopenia 

alakulhat ki [20]. A betegek halálát általában a kór leukémiás transzformációja, szív- és 

érrendszeri események, vérzés valamint tromboembóliás szövődmények okozzák [19]. 

A PMF diagnózisának felállítása során a 2016-os WHO kritériumrendszer 

alapján el kell különíteni a betegség prefibrotikus és fibrotikus szakaszát. A két fázis 
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között főként a csontvelővizsgálat tesz különbséget. A csontvelő biopszia mellett fő 

követelmény az egyéb myeloproliferativ megbetegedések és a csontvelői fibrosis 

másodlagos okainak kizárása, valamint a PMF betegek közel 90%-ában jelen lévő 

klonális genetikai eltérések kimutatása [2]. A másodlagos myelofibrosis hátterében 

állhatnak nem rosszindulatú megbetegedések (pl. fertőzések, D-vitamin hiány, 

autoimmun betegségek, krónikus gyulladás, mellékpajzsmirigy rendellenességek), 

szolid tumorok (pl. emlő-, tüdő-, gyomor- és prosztata daganatok [6]) valamint 

hematopoetikus malignitások (CML, PV, ET, myelodysplasia: MDS, krónikus 

myelomonocytás leukémia: CMML és AML). A minor követelmények közé tartozik az 

anémia, a leukocytosis (>11 G/L) a tapintható lépmegnagyobbodás és az emelkedett 

szérum LDH (laktát dehidrogenáz) szint valamint fibrotikus PMF esetén a 

leukoerythroblastosis [2]. A diagnózis felállításához mindhárom fő követelménynek és 

legalább egy minor kritériumnak kell teljesülnie. 

A DIPSS-plus (Dynamic International Prognostic Scoring System-plus) klinikai 

adatokon alapuló prognosztikai pontozási rendszer PMF-ben négy rizikócsoportot 

különít el az életkor (>65 év), a hemoglobin szint (<10 g/dL), a fehérvérsejt- (>25 G/L) 

és a vérlemezkeszám (<100 G/L), a blaszt arány (≥1%), az általános tünetek, a 

transzfúzió szükségessége, valamint a kedvezőtlen kimenetellel társuló kariotípus 

alapján. Az alacsony kockázatú betegek számíthatnak a leghosszabb (15,4 éves) 

túlélésre. Az intermediate-1 és intermediate-2 csoportokba tartozók medián túlélése 

rendre 6,5 illetve 2,9 év. A legrosszabb túlélési esélyekkel (1,3 év) pedig a magas 

rizikójú betegek rendelkeznek [19].  

PMF esetén jelenleg az egyetlen kuratív kezelés az allogén hematopoetikus 

őssejt transzplantáció (HSCT). A legtöbb terápia nem befolyásolja a betegség lefolyását, 

csak a tünetek, panaszok csökkentésére szolgálnak. A tünetmentes alacsony és 

intermediate-1 kockázati csoportba tartozóknál elegendő a beteg megfigyelése, nem 

szükséges terápiás beavatkozás. Tünetek fennállása esetén (pl. anémia, 

lépmegnagyobbodás, csontfájdalom) specifikus tüneti kezeléseket alkalmaznak. 

Citoreduktív terápiára extrém leukocytosis vagy thrombocytosis esetén kerül sor. Az 

intermediate-2 és magas rizikócsoportba sorolt betegeknél azonban meg kell fontolni az 

őssejt transzplantáció lehetőségét [19]. A nem transzplantáltaknál támogató kezelésként 

magas sejtszám esetén myeloszupresszív gyógyszereket (hidroxiureát) illetve 
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ruxolitinibet adnak [21, 22], továbbá javasolt számukra klinikai vizsgálatokban való 

részvétel. A ruxolitinib a kór lefolyását jelentősen nem változtatja meg, de hatására 

javulnak a betegek általános tünetei, jelentős lépméret csökkenés érhető el, és pozitívan 

befolyásolja a túlélést is [18]. A leggyakoribb hematológiai mellékhatások között 

azonban anémia (49,2%) és thrombocytopenia (52,4%) szerepelnek, amelyek dózis 

módosítással vagy transzfúzióval kezelhetők [17]. A ruxolitinib immunszupresszív 

hatása miatt gyakoriak a fertőzések, emellett megnöveli a nem-melanómás bőrrák 

kockázatát is [17]. A klinikai vizsgálatok alatt álló új generációs JAK inhibitorok közé a 

momelotinib, a pacritinib és a fedratinib tartoznak [18]. Lépeltávolításra gyógyszeres 

kezelésre nem reagáló lépmegnagyobbodás esetén kerülhet sor. Splenectomiát követő 

májmegnagyobbodás, nem-hepatosplenicus csontvelőn kívüli vérképzés és extrém 

csontfájdalom esetén a sugárterápia a leghatékonyabb [19]. 

1.2 Philadelphia-kromoszóma pozitív myeloproliferativ neopláziák  

A myeloproliferativ neopláziák csoportjába tartozó CML-ben szenvedő betegek 

100%-ánál kimutatható a BCR-ABL1 pozitivitás, azaz a Philadelphia-kromoszómaként 

ismert 9. és 22. kromoszóma transzlokációja: t(9;22)(q34;q11.2). A létrejövő fúziós 

génben egymás mellé kerülnek a BCR (breakpoint cluster region) és az ABL1 (Abelson 

1) gének lókuszai, amelynek hatására szabályozatlan és kóros jelátviteli folyamatok 

indulnak el [23]. 

1.2.1 Krónikus myeloid leukémia 

A CML egy ritka vérképzőszervi megbetegedés, amelyre a myeloid sejtek, 

főként a granulocyták, illetve azok éretlen előalakjainak túltermelődése jellemző. Éves 

incidenciája 1-1,3/10
5
 [24]. A betegek átlagos életkora diagnóziskor 50-60 év, férfiaknál 

gyakrabban fordul elő. A CML lefolyását tekintve három főbb szakaszt 

különböztethetünk meg: a krónikus, az akcelerált és a blasztos fázist [25]. A CML 

krónikus fázisa legtöbbször perifériás vérből egy egyszerű vérkép vizsgálattal és a  

BCR-ABL1 fúziós gén vagy transzkriptum kimutatásával diagnosztizálható. A betegség 

előrehaladottságának megállapításához azonban csontvelő vizsgálat szükséges [2]. 
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A CML lappangva kezdődik, az évekig elhúzódó krónikus fázis kevés tünettel 

jár. Az emelkedett fehérvérsejtszámra gyakran csak rutin vérvizsgálat alkalmával derül 

fény. A betegek fáradtságról, gyengeségről és fogyásról panaszkodhatnak. Az általános 

tünetek mellett a lépmegnagyobbodás következtében étvágytalanság és hasi fájdalom, 

teltségérzés jelentkezhet. A leukocytosison túl thrombocytosis is fennállhat, ami emeli a 

trombotikus szövődmények kialakulásának kockázatát.  

Bár az akcelerált fázis definíciójára nincs általánosan elfogadott 

kritériumrendszer, a WHO 2016-os ajánlása szerint az akcelerált fázist progresszív 

fehérvérsejtszám emelkedés (>10 G/L) és további felgyorsult lépmegnagyobbodás 

kíséri. Erre a fázisra továbbá perzisztens thrombocytosis (>1000 G/L), vagy perzisztens 

thrombocytopenia (<100 G/L) jellemző, a perifériás vérben legalább 20%-os bazofil 

arány, valamint a perifériás vérben vagy a csontvelőben 10-19%-os blaszt arány 

figyelhető meg [2, 25]. A klinikai tünetek között láz, éjszakai izzadás és csontfájdalom 

jelentkezik. A funkciójukat ellátni nem képes fehérvérsejtek következtében megnő a 

fertőzésekre való hajlam [6]. A CML utolsó stádiuma, a blasztos krízis gyakorlatilag 

egy akut myeloid vagy lymphoid leukémiának megfelelő állapot, ahol jellemző lehet a 

blasztok csontvelőn kívüli szaporodása [25]. A vérben és a csontvelőben a blasztok 

aránya eléri a 20%-ot [2, 9]. A blaszt fázisos CML prognózisa a mai napig kedvezőtlen. 

A CML-ben szenvedő betegek átlagos túlélése jelentősen megnőtt a célzott 

molekuláris kezelések megjelenésével. A korábban alkalmazott kemoterápia, alfa-

interferon és csontvelő átültetés helyett napjainkban a krónikus fázisban diagnosztizált 

betegeknél a tirozin-kináz inhibitorokat (TKI) alkalmazzák első vonalbeli kezelésként 

[23]. Azoknál a betegeknél, akiknél az első vonalbeli kezelés kudarcot vall (imatinib), a 

második és harmadik generációs tirozin-kináz gátlószerek (dasatinib, nilotinib, 

ponatinib, bosutinib) adhatók [23]. A tirozin-kináz inhibitorokra adott választ és a 

kimenetelt több tényező befolyásolja. A három prognosztikai besorolást nyújtó rendszer 

(Sokal, Euro és EUTOS) esetén a relatív kockázatot klinikai és hematológiai adatok 

(életkor, lépméret, vérlemezkeszám, blaszt és bazofil arány) alapján számolják ki [25]. 

A TKI kezelésre jól reagáló betegek BCR-ABL1 expressziója négy-öt nagyságrendet is 

csökkenhet (mély molekuláris válasz) és többségük panasz- és tünetmentesen élhet [6]. 

Minimum két éves mély molekuláris válasz után abbahagyva a TKI terápiát, 67 hónap 

követési idő mellett a betegek 39%-a számíthat további kezelés nélkül is a BCR-ABL1 
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expresszió alacsony szinten maradására és klinikai tünetmentességre [26]. Ők nagy 

valószínűséggel gyógyultnak tekinthetők. Bizonyos krónikus fázisban lévő betegeknél 

azonban, akik legalább két TKI-ra rezisztensek, vagy azoknál, akiknél a kór már 

előrehaladott stádiumban van továbbra is a csontvelő transzplantáció az egyetlen kuratív 

megoldás [23].  

1.3 Akut myeloid leukémia 

Az akut myeloid leukémia egy hematopoetikus őssejt eredetű betegségcsoport, 

amely a myeloid sejtek előalakjainak túlszaporodásával jár. Az AML a felnőttek 

körében leggyakrabban jelentkező akut leukémia. Incidenciája a korral emelkedik, 

előfordulási aránya évente 1,3/10
5
 a 65 évnél fiatalabbak, míg 12,2/10

5
 a 65 évnél 

idősebbek esetén [27].  

Az AML biológiailag és klinikailag is nagyon heterogén kórkép. A kóros 

hematopoetikus differenciációt és proliferációt kromoszóma transzlokációk és gén 

mutációk okozzák, amelynek következtében a gyorsan osztódó éretlen myeloid sejtek 

(blasztok) akadályozzák a normál csontvelői sejtképzést [27]. A leukocytosis mellett a 

vörösvérsejt- és vérlemezkeszám gyors csökkenése figyelhető meg, ami 

megmagyarázza az első tüneteket. Az anémia következtében gyengeség, fáradékonyság 

jelentkezhet, felléphetnek vérzések (pl. orrvérzés, emésztőrendszeri vérzés), vagy az 

immunhiány miatt láz és visszatérő fertőzések alakulhatnak ki. Az AML további, nem 

specifikus tünete az étvágytalanság és a fogyás, valamint a csont- és az ízületi fájdalmak 

[6]. 

A klinikai megjelenésében és lefolyásában jelentősen eltérő AML esetek és 

kapcsolódó neopláziák a WHO 2016-os ajánlása alapján több csoportba sorolhatók [2]. 

Az első csoportba a visszatérő genetikai eltérésekkel jellemzett de novo AML tartozik. 

A második csoportot a myelodysplasiából vagy más hematológiai kórképből kialakuló 

másodlagos AML esetek alkotják, amelynek prognózisa kedvezőtlen, a betegek 

többsége időskorú. A további csoportokat a terápiát követően kialakuló myeloid 

neopláziák, az egyéb módon nem besorolható AML, a myeloid szarkóma és a Down 

szindrómához köthető myeloid proliferációk képezik [2]. A kezelések alapját a 

cytarabine és anthracycline alapú citosztatikus kombinációk és az erre alkalmas 

pácienseknél az allogén HSCT képezi [27].  
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1.4 Genetikai eltérések BCR-ABL1 negatív myeloproliferativ neopláziákban 

Az elmúlt évtizedben több BCR-ABL1 negatív, klasszikus MPN (PV, ET, PMF) 

kialakulásáért felelős, csontvelői őssejtekben kialakuló szerzett mutációt azonosítottak, 

amelyek mindegyike a JAK/STAT (STAT: signal transducer and activator of 

transcription) jelátviteli útvonalat aktiválja. Elsőként a 2. típusú Janus kináz (JAK2) gén 

14. exonjában a 617. valin aminosav fenilalanin cseréjét (V617F) eredményező 

pontmutációt írták le 2005-ben [28-31]. A thrombopoetin receptor gén (MPL)  

10. exonjának pontmutációit V617F negatív ET-ben és PMF-ben 2006-ban [32], a JAK2 

gén 12. exon mutációit V617F negatív PV-ben 2007-ben ismertették. 2013-ban két 

munkacsoport, egymástól függetlenül, egyszerre azonosította a calreticulin (CALR) gén 

9. exonját érintő mutációkat JAK2 és MPL negatív ET-ben és PMF-ben [33, 34]. A 

JAK2, a CALR és az MPL gének eltérései MPN specifikusak, más hematológiai 

betegségben ritkán fordulnak elő. Általában a három gén mutációi egyszerre nem 

fordulnak elő, két gén együttes érintettsége irodalmi ritkaságnak számít. Mivel 

klasszikus MPN-ben a betegek 85-90%-ában a JAK2, az MPL és a CALR gének 

valamelyike érintett, a három gén mutációinak vizsgálata diagnosztikus jelentőségű [35, 

36]. Az MPN betegek többségében a JAK-STAT útvonalat aktiváló mutációk mellett 

egyéb társuló génmutációk is azonosíthatók. Ezek a mutációk leggyakrabban 

epigenetikai módosításért, mRNS (hírvivő RNS) érésért felelős, illetve tumor 

szupresszor géneket érintenek. Kimutatásuk MPN-ben prognosztikai jelentőségű [36, 

37]. Az MPN kialakulásában nemcsak szerzett mutációk, hanem öröklött eltérések is 

szerepet játszhatnak, például a JAK2 és a TERT (telomeráz reverz transzkriptáz) gének 

polimorfizmusai, amelyek befolyásolhatják a betegség fenotípusát, hajlamosító- illetve 

védőfaktorok lehetnek [38, 39].  

1.4.1 Szerzett genetikai eltérések  

A hematopoetikus őssejtek differenciálódását és a myeloid sejtek proliferációját 

befolyásoló citokinek (granulocyta kolónia stimuláló faktor: G-CSF, granulocyta-

monocyta kolónia stimuláló faktor: GM-CSF, EPO és thrombopoetin: TPO) a  

JAK-STAT jelátviteli útvonalon keresztül fejtik ki hatásukat. A nem receptor tirozin-

kinázok családjába tartozó 2. típusú Janus kinázok (JAK2) a sejtfelszíni receptorok 

citoplazmatikus végéhez kapcsolódnak, és foszfát csoportok áthelyezését katalizálják. A 
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JAK2 által végzett foszforiláció során újabb jelátviteli fehérjék, a STAT molekulák is 

aktivált állapotba kerülnek. Az aktív transzkripciós faktorok (STAT dimerek) pedig 

különböző sejtosztódást szabályozó gének expresszióját befolyásolják [35].  

Az MPN-re jellemző legfontosabb három gén (JAK2, CALR, MPL) mutációnak 

mindegyike a JAK/STAT jelátviteli útvonalat aktiválja, amelyet az 1. ábra szemléltet. E 

gének mutációinak jelenlétében a JAK/STAT jelátviteli útvonal ligand hiányában is 

állandóan aktivált állapotba kerül.  

 

1. ábra A JAK/STAT jelátviteli útvonal [40]. A foszfát csoportok áthelyezését katalizáló 

2. típusú Janus kinázok a citoplazmában találhatók, és a sejtfelszíni receptorok 

citoplazmatikus végéhez kapcsolódnak [40]. Kináz aktivitásuk megnövekszik, ha a 

sejtfelszíni receptorhoz citokin ligand kötődik. A ligand kötődésének hatására a 

receptorok dimert alkotnak, aminek következtében a tirozin-kinázok már megfelelően 

közel kerülnek egymáshoz ahhoz, hogy kölcsönös foszforiláció révén egymást és a 

receptor tirozin maradékait is aktiválni tudják [41]. Ezáltal olyan kötőhelyek jönnek 

létre, ahová a kinázok célfehérjéi, a STAT molekulák kötődni tudnak. A receptorhoz 

kapcsolódott STAT fehérjék a JAK2 általi foszforilációt követően dimerizálódnak [41]. 

Az aktív transzkripciós faktorok (STAT dimerek) a citoplazmából a sejtmagba 

vándorolnak, és különböző sejtosztódást szabályozó gének kifejeződésére vannak 

hatással [29].  

Rövidítések: JAK: Janus kináz; P: foszforiláció; STAT: jelátviteli és transzkripciót 

aktiváló fehérje 
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MPN-ben a STAT fehérjék expressziója jelentősen megváltozik a normál 

hematopoesis esetén tapasztalt mérsékelt kifejeződéshez viszonyítva. Receptortól 

függően a STAT1, STAT3 vagy STAT5 fehérjék aktiválódnak. A STAT3 és STAT5 

nemcsak segíti a myeloid sejtek proliferációját [35], de szerepet játszhatnak azok redox 

homeosztázisában is [42]. Az irodalomban leírtak alapján a STAT3 és STAT5 

molekulák foszforilációja PMF-ben gyakoribb, mint ET-ben vagy PV-ben. További 

megfigyelések szerint bár az aktivált STAT5 fehérjék PV-ben és ET-ben egyaránt jelen 

vannak, ET-ben mégis sokkal hangsúlyosabb a STAT1 molekulák aktivációja. A 

STAT1 aktiváció a gamma-interferon emelkedett szintjén keresztül segíti a 

megakaryopoesist és ET-szerű fenotípust eredményez [43]. Egyelőre nem ismert a 

pontos mechanizmus, ami ezeket a jelátviteli különbségeket okozza a különböző MPN 

kórképekben [44].  

1.4.1.1 JAK2 V617F pontmutáció 

A 2. típusú Janus kináz pszeudokináz doménjét érintő V617F pontmutációt négy 

kutatócsoport azonosította egymástól függetlenül [28-31]. A gén 14. exonjában a 617. 

valin aminosav fenilalaninre történő cseréjéért egy báziscsere felelős (c.1849G>T). A 

JAK2 V617F gyakori előfordulását PV-ben (>95%), valamint ET-ben és PMF-ben  

(50-60%) később számos tanulmány megerősítette [45, 46]. A mutáció ritkán más 

myeloid kórképek esetében is előfordulhat, mint például myelodysplasiában, CMML-

ben vagy AML-ben [36, 47]. 

A JAK2 gén szerkezetét az 2. ábra szemlélteti. A V617F mutációval a JAK2 

pszeudokináz domén gátló funkciója sérül, ami a kináz domén konstitutív aktivációját 

eredményezi, és STAT3, STAT5 foszforilációt katalizál [48].  

 

2. ábra A JAK2 gén szerkezetének sematikus ábrája [49]. A JAK2 gén hét JAK 

homológ doménből áll (JH1-JH7): a molekula JH1 felőli végén egy karboxil csoport 

(COOH), míg JH7 felőli végén egy amino (NH2) csoport található. A JH1 domén 

katalitikus kináz aktivitással bír, a JH2 pedig a JH1 aktivitásának szabályozásában 
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szerepet játszó, katalitikusan inaktív pszeudokináz domén. A JH3 és JH4 domének 

együttesen alkotják a 2. típusú Src-homológot (SH2), míg a citokin receptorokhoz 

kapcsolódó NH2-terminális régiónak (JH5-JH7) FERM domén a neve. A FERM domén 

fehérjék plazma membránba történő áthelyezésében játszik szerepet. A V617F mutáció 

a pszeudokináz domént érinti [49]. 

Rövidítések: JH: JAK homológ domén; SH2: 2. típusú Src-homológ domén; FERM: 

fehérje modul (F: 4.1-es fehérje, E: ezrin, R: radixin és M: moesin); V617F: a JAK2 

gén 617. valin aminosav fenilalaninra történő cseréje. 

Nem ismert, hogy a JAK2 gén egyetlen pontmutációja miképpen tud három különböző 

klinikai képpel járó kórformát létrehozni [50]. Az egyik elképzelés szerint a háttérben a 

heterozigótaság elvesztése áll: uniparentális diszómia következtében bizonyos sejtek a 

JAK2 V617F mutációt két kópiában hordozzák [44]. Az 50% feletti V617F% az MPN 

klonális evolúciójának a markere [51]: a mutáció homozigóta formája ET-ben 

ritkaságnak számít, PV-ben gyakori, PV-t követő MF esetén pedig a betegek közel 

100%-ánál jelen van [52, 53]. Egy másik elmélet szerint jelátviteli különbségek vannak 

PV-ben, ET-ben és PMF-ben [44]. Teofili és munkatársai kimutatták, hogy a különböző 

MPN megbetegedésekre különböző STAT5 és STAT3 expressziós mintázat jellemző 

[48]. A heterozigóta és a homozigóta mutáns sejtek jelátvitele is különbözhet, ami 

szintén fenotípus eltéréseket okozhat MPN-ben [44]. A betegség megjelenését tekintve 

egyéb genetikai tényezők, pl. különböző polimorfizmusok jelentősége is felmerül, 

valamint a nemiség is szerepet játszhat a heterozigótaság elvesztésekor (a JAK2 V617F 

mennyisége szignifikánsan alacsonyabb nőknél). A JAK2 V617F kópiaszám, a 

jelátviteli különbségek és az egyéb genetikai faktorok közösen alakíthatják a PV, ET 

vagy PMF fenotípust [44]. 

1.4.1.2 JAK2 12. exon mutációk 

A V617F és a JAK2 12. exon mutációk együttesen a PV-ben szenvedő betegeknél a 

genetikai eltérések közel 100%-át adják [54, 55]. Irodalmi adatok szerint a JAK2  

12. exon mutáció gyakorisága az európai PV-ben szenvedő betegek körében 1,9-7,4%. 

A JAK2 12. exon mutáció ET-ben és PMF-ben nem fordul elő [36], vizsgálata csak 

V617F negatív PV-ben indokolt. 
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Valamennyi 12. exon mutáció a JAK fehérje 533-547. aminosavak közötti 44 nukleotid 

hosszúságú régióját érinti, amely az SH2 és a pszeudokináz domén összekapcsoló 

szekvenciája (3. ábra). A JAK2 12. exon mutációk módosítják a JH2 domén szerkezetét, 

aminek hatására sérül a JAK fehérje önszabályozó funkciója. Hasonlóan a V617F 

mutációhoz, a 12. exon mutációk is citokin független proliferációt indukálnak [47]. 

 

3. ábra A JAK2 gén szerkezetének sematikus ábrája [49]. A 12. exon mutációk az SH2 

és a pszeudokináz domén összekapcsoló szekvenciáját érintik.  

Rövidítések: JH: JAK homológ domén; SH2: 2. típusú Src-homológ domén; FERM: 

fehérje modul (F: 4.1-es fehérje, E: ezrin, R: radixin és M: moesin); V617F: a JAK2 

gén 617. valin aminosav fenilalaninra történő cseréje. 

A JAK2 12. exon mutációk lehetnek pontmutációk, deléciók (del), inszerciók (ins) és 

duplikációk [36]. Leginkább a 3-12 bázispáros (bp) olvasási keretet megtartó deléciók 

fordulnak elő. A leggyakoribb mutáció az N542-E543del (23–30%), amit a K537L, az 

E543-D544del és az F537-K539delinsL (10–14%), valamint az R541-E543delinsK 

(<10%) mutáció követ a gyakorisági sorrendben [36].  

A JAK2 12. exon mutációt hordozó betegek többségénél a csontvelőben tiszta erythroid 

hyperplasia figyelhető meg, és alacsony a szérum erythropoetin szint [36]. Klinikailag a 

JAK2 12. exon mutációra pozitív betegek fiatalabbak diagnóziskor (az esetek 40%-a 50 

év alatti), a hemoglobin és hematokrit értékeik magasabbak, mint V617F mutáció 

jelenléte esetén. Az esetek kis százalékában a megakaryocyta és a granulocyta 

sejtvonalak érintettsége is kimutatható [36, 47]. A betegség kimenetelét tekintve nincs 

jelentős különbség a V617F és 12. exon mutációt hordozók között [47]. 

1.4.1.3 CALR gént érintő mutációk 

JAK2 és MPL negatív ET-ben és PMF-ben a calreticulin gén 9. exonját érintő 

mutációkat két munkacsoport egymástól függetlenül azonosította 2013-ban [33, 34]. A 

CALR mutációk gyakorisága ET-ben és PMF-ben 25 és 35% között alakul, ezáltal 
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MPN-ben a 2. leggyakoribb genetikai eltérés. A CALR mutációk néha előfordulhatnak 

myelodysplasiában (RARS-T: refrakter anémia gyűrűs szideroblasztokkal, 

thrombocytosissal), PV-ben és nagyon ritkán BCR-ABL1 pozitív CML-ben, valamint 

JAK2 V617F mutációval egyidejűleg is [36]. A CALR gént érintő eltérések, a JAK2 és 

az MPL mutációkhoz hasonlóan a JAK/STAT jelátviteli útvonalat aktiválják. A közös 

hatásmechanizmus megmagyarázza a CALR, a JAK2 és az MPL mutációk együttes 

előfordulásának alacsony valószínűségét, és a CALR pozitív betegek JAK inhibitorokra 

adott válaszát [56, 57]. 

A CALR egy kalcium-kötő, főként endoplazmatikus retikulumban található chaperone 

molekula (dajkafehérje). Dajkafehérjeként legfőbb funkciója a fehérjék szerkezeti 

összerendeződésének elősegítése, kalcium-kötő fehérje lévén pedig a kalcium 

homeosztázis fenntartásában játszik jelentős szerepet [47]. A CALR fehérje szerkezetét 

az 4. ábra szemlélteti.  

 

4. ábra A CALR fehérje szerkezete. A calreticulin fehérje 3 fő szerkezeti egységből áll: 

N domén, P domén és C domén, sorban kékkel, pirossal és zölddel jelölve. A fehérje 

egy N terminális aminosav szignállal indul (fekete doboz). Maga az N domén egy 

lektin-kötő hely, melynek a chaperone aktivitásban és a Zn
2+

 megkötésében van 

szerepe. A középső prolinban gazdag P domén nagy affinitású, de kis kapacitású 

kalcium-kötő helyeket tartalmaz. A negatív töltésű aminosavakból álló C domén pedig 

egy nagy kapacitású kalcium-kötő hely, és egy C terminális ’KDEL’ endoplazmás 

retikulum retenciós szignállal zárul [47, 58]. 

Rövidítések: CALR: calreticulin; KDEL: endoplazmás retikulum retenciós szignál. 

A vad típusú CALR fehérje C terminális régiója negatív töltésű, míg a mutáns CALR 

lizinben és argininben gazdag pozitív töltésű C terminális domént eredményez. A 

kalcium-kötő C domén töltöttségének változása következtében sérül a mutáns fehérjék 
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kalcium-kötő képessége. Továbbá minden mutánsban elveszik az utolsó négy aminosav 

molekula, az újonnan szintetizált fehérjék visszatartásáért felelős ún. ’KDEL’ 

endoplazmatikus retikulum retenciós szignál (’KDEL’: lizin, aszparaginsav, 

glutaminsav és leucin). Elf és munkatársai bizonyították, hogy a mutáns CALR  

C terminálisa a thrombopoetin receptorhoz közvetlenül kötődik, és ligandkapcsolódástól 

függetlenül aktiválja azt. Az összekapcsolódáshoz az MPL extracelluláris  

N-glikozilációs részére és a mutáns CALR glikán-kötő helyére van szükség. Az 

folyamat valószínűleg az endoplazmatikus retikulumban történik, majd az MPL-CALR 

komplex együttesen vándorol a sejtfelszínre [59]. A két molekula kölcsönhatásának 

feltétele a mutáns CALR fehérje C doménjének pozitív töltöttsége, amely 

elengedhetetlen az onkogén átalakulás létrejöttéhez. A thrombopoetin receptor aktiváció 

által a JAK/STAT útvonal konstitutívan aktívvá válik, és citokin független 

sejtproliferáció figyelhető meg [33, 34, 56, 57]. 

Klampfl és munkatársai [33] a calreticulin génben 36 féle MPN-re jellemző inszerciót 

és deléciót határoztak meg, de azóta már összesen több mint 50 féle variációt 

azonosítottak [36]. A CALR mutációt hordozó eseteknek közel a fele egy 52 bázispáros 

deléció (1. típus: c.1092_1143del; L367 fs*46), míg a mutációk 35%-a egy 5 bázispáros 

inszerció (2. típus: c1154_1155insTTGTC; K385 fs*47). A CALR mutációk a JAK2 és 

MPL negatív ET és PMF betegek 60-80%-ában kimutathatók [36].  

1.4.1.4 MPL gént érintő mutációk 

Az MPL (myeloproliferativ leukémia vírus onkogén) mutációk gyakorisága JAK2 

V617F negatív ET és PMF betegek csoportjában 5-10% között alakul [32, 47]. A 

W515L aminosav csere RARS-T és AML betegek mintáiban is jelen lehet [60]. Az 

MPL mutációk PV-ben általában nem fordulnak elő [61], illetve együttes előfordulásuk 

a JAK2 V617F pontmutációval irodalmi ritkaságnak számít [36]. 

A MPL gén a megacaryocyták egyik legfontosabb növekedési faktorát, a thrombopoetin 

receptort kódolja [36]. A thrombopoetin receptor szerkezetét az 5. ábra szemlélteti.  
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5. ábra A thrombopoetin receptor fehérje szerkezete. A hematopoetin receptorok 

családjába tartozó MPL gén a thrombopoetin receptort kódolja, amelynek 635 aminosav 

építőköve négy főbb szerkezeti egységet alkot. Az N terminális szignál peptidet az  

1. exon, a fehérje sejten kívüli részét (kékkel jelölve) a 2-9. exonok, a transzmembrán 

domént (pirossal jelölve) a 10. exon, míg a sejten belüli domént (zölddel jelölve) a  

11-12. exonok kódolják [60]. A leggyakoribb szerzett MPL mutációk a 10. exonban 

találhatók, az S505 és W515 kodonokat érintik. 

Rövidítések: MPL: thrombopoetin receptor gén. 

TPO kötődésekor a receptor dimerizálódik, jelátvitele a JAK/STAT útvonalon keresztül 

történik. A szerzett MPL mutációk ligandtól független receptor aktivitást, ezáltal 

fokozott sejtosztódást eredményeznek [32, 36, 47]. A leggyakoribb szerzett MPL 

mutációk a receptor transzmembrán doménjében találhatók, az 505. szerin és az 515. 

triptofán aminosavakat érintik. Az 505. pozícióban a szerin aszparagin (S505N) 

cserében több kodon is érintett lehet. Az 515. tripletet az MPL fehérje amfipatikus 

„K/RWQFP” motívuma tartalmazza, amely egy autoinhibitoros régió közvetlenül a 

transzmembrán domén határán [60]. Az 515. kodon leggyakoribb patogén mutációi a 

W515L és a W515K. Ritka esetekben azonban előfordulhatnak W515A, W515R és 

W515S aminosav cserék is. ET-ben szenvedők között a thrombopoetin receptor 

extracelluláris doménjében is találtak funkciónyeréssel járó mutációt (Y252H), amely 

szintén spontán receptor aktivitást és fokozott sejtproliferációt okoz [60]. További ritka 

mutációkat azonosítottak az S204P/F, V501A, S505C, A506T, V507I, G509C, L510P, 

R514K és W515-P518delinsKT, R519T, Y591D pozíciókban, de ezek közül bizonyos 

esetekben a patogén jelentőség nem tisztázott [36, 60]. 

A klinikai megjelenés vonatkozásában az MPL mutációt hordozó betegeknek a JAK2 

V617F pozitív betegekhez képest alacsonyabb a hemoglobin szintjük, magasabb a 

vérlemezkeszámuk, és izolált megakaryocyta proliferáció jellemző a csontvelő 

szövettani vizsgálatakor. Az ET-ben szenvedők csoportjában szintén a JAK2 V617F 
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pozitív esetekhez viszonyítva az MPL mutáció a magasabb vérlemezkeszám mellett 

csökkent csontvelő cellularitást és csökkent erythropoesist eredményez [62]. A 

szövődmények (trombózis, vérzés, myelofibrotikus és leukémiás transzformáció) és a 

kimenetel tekintetében nincs jelentős különbség az MPL és JAK2 V617F pozitív MPN 

betegek között sem ET, sem PMF esetén [36, 62]. Bár a W515K mutáns allél aránya 

általában magasabb, mint a W515L mutációé, ez nem befolyásolja szignifikánsan a 

betegek klinikai és laboratóriumi mutatóit [36, 47]. A homozigóta esetekben azonban a 

megfigyelések szerint gyakrabban fordul elő csontvelői fibrosis [62]. 

1.4.1.5 Egyéb addicionális mutációk 

A JAK2, MPL, és CALR mutációk együttesen véve az MPN betegségek jelentős 

hányadában kimutathatók: PV-ben 99%-ban, ET-ben és PMF-ben 85%-ban 

meghatározható a betegséget okozó genetikai marker [62]. A JAK-STAT útvonalat 

aktiváló onkogén mutációkhoz azonban társulhatnak egyéb génmutációk is. Az 

addicionális genetikai eltérések leggyakrabban epigenetikai módosításért (pl. 2. típusú 

ten-eleven transzlokációs gén: TET2, 1. és 2. típusú izocitrát dehidrogenáz: IDH1 és 2, 

additional sex combs–like 1: ASXL1, enhancer of zeste homologue 2: EZH2), mRNS 

érésért felelős (pl. serine/arginine-rich splicing factor: SRSF2), illetve tumor szupresszor 

(pl. tumor protein p53: TP53) géneket érintenek [36, 37]. Ezek a mutációk önmagukban 

nem vezetnek az MPN-re jellemző klinikai eltérések (PV, ET, PMF) kialakuláshoz, és 

gyakran más myeloid klonális betegségekben (pl. MDS vagy AML) vagy időskori 

klonális hematopoesisben is előfordulnak [63, 64]. Az addicionális mutációk az MPN-re 

jellemző onkogén mutáció kialakulását megelőzően és követően is kialakulhatnak. Az 

érintett génektől, a mutációk számától és keletkezési sorrendjétől függően az 

addicionális mutációk jelezhetik a betegség előrehaladottabb állapotát. Kimutatásuk 

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

1.4.1.6 Tripla negatív MPN 

A JAK2 V617F, a CALR és az MPL mutációkra negatív ET és PMF képezi a tripla 

negatív MPN csoportot. Az esetek hátterében állhatnak más JAK/STAT jelátviteli 

útvonalat érintő gének mutációi. Ilyen a JAK2 foszforiláció egyik gátló fehérjéjét, a 

lymphocyta specifikus adaptor proteint (LNK) kódoló gén, melynek mutációit JAK2 

V617F negatív ET, PMF és PV esetekben azonosították [65-67]. Az is elképzelhető, 
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hogy ritkán a JAK2, a CALR vagy az MPL gének mutációi a vizsgált szakaszokon kívül 

esnek. A tripla negatív betegek 10%-ában például az MPL gén 10. exonján kívüli 

régiókban is találhatók genetikai eltérések (pl. S204P, Y591N), ezenfelül tripla negatív 

ET-ben a JAK2 gén V625F és F556V aktiváló mutációit is kimutatták [68, 69]. 

Lehetséges továbbá, hogy a mutáns allél aránya az alkalmazott módszer kimutatási 

határa alatt van. Bizonyos esetekben pedig előfordulhat, hogy a poliklonális 

hematopoesis elkülönítése a klinikai kép alapján nem lehetséges, és nem MPN áll a 

beteg erythrocytosisának, thrombocytosisának vagy myelofibrosisának a hátterében. 

A klinikai jellemzőket tekintve a tripla negatív ET fiatalabb korban kerül diagnózisra, és 

alacsonyabb hemoglobin és fehérvérsejtszám jellemzi. Ezeknél a betegeknél 

alacsonyabb a trombózis kockázata, a túlélésük a JAK2 V617F és/vagy CALR mutáció 

pozitív esetekéhez hasonló. Tripla negatív PMF-ben a betegek hemoglobin szintje 

alacsonyabb, és kedvezőtlenebb kimenetelre számíthatnak [35]. 

1.4.2 Örökletes genetikai eltérések  

Ugyanazon mutációk (JAK2 V617F, CALR, MPL) jelenléte különböző MPN 

betegségekben felveti annak lehetőségét, hogy az MPN patomechanizmusában egyéb 

genetikai tényezők is szerepet játszhatnak. Nemcsak szerzett, hanem öröklött eltérések 

is befolyásolhatják az MPN fenotípusát, hajlamosító- illetve védőfaktorok lehetnek. 

1.4.2.1 JAK2 rs12343867 polimorfizmus 

A veleszületett JAK2 46/1-es haplotípust 2009-ben azonosították. A 280 kilobázis 

kiterjedésű haplotípus magában foglalja a JAK2, az INSL4 és az INSL6 (4., ill. 6. típusú, 

inzulin-szerű) géneket, amelyek közül hematopoetikus sejtekben csak a JAK2 gén 

expresszálódik [70]. A 9. kromoszómán egymáshoz közel található genetikai markerek, 

például az rs12343867, rs12340895, rs3780374, rs4495487 és rs10974944 egypontos 

nukleotid-polimorfizmusok (single nucleotid polymorphism), azaz SNP-k mindegyike a 

JAK2 46/1 haplotípussal kapcsoltan öröklődik, és MPN kialakulására hajlamosít. Egy 

adott betegséggel összefüggésben álló haplotípus SNP kombinációja befolyásolhatja a 

gének expresszióját, az általuk kódolt fehérjék szekvenciáját, valamint növelheti a 

szerzett mutációk előfordulási esélyét [39]. Az irodalomban leírtak szerint a 46/1-es 

haplotípust hordozók körében magasabb a JAK2 V617F mutáció kialakulási 

valószínűsége [39, 71]. A JAK2 V617F pozitív MPN betegcsoportban a 46/1 haplotípus 
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gyakorisága kétszeres értéket mutatott a kontroll csoporthoz viszonyítva [71]. A 46/1 

haplotípusra nézve heterozigóta MPN betegek 85%-ában a JAK2 V617F mutáció a 46/1 

haplotípust hordozó allélon alakult ki [39]. További kutatások kimutatták, hogy a  

46/1-es haplotípus a JAK2 V617F negatív MPN örökletes rizikófaktora is [70]. 

Kutatócsoportunk korábban emelkedett hordozógyakoriságot talált normál kariotípusú 

(NK) AML-ben is [72]. Bár az irodalomban leírt legtöbb tanulmány nem talált 

összefüggést a 46/1-es haplotípus és a hematológiai, klinikai paraméterek között, Tefferi 

és munkatársai eredményei szerint PMF-ben a JAK2 46/1 haplotípusra nullzigóta 

betegek túlélési esélyei jobbak a JAK2 V617F mutáció jelenlététől függetlenül [73]. 

1.4.2.2 TERT rs2736100 polimorfizmus 

Az elmúlt években a genomi léptékű asszociációs vizsgálatok (GWAS: genome-wide 

association studies) kimutatták, hogy a TERT gén 5p15.33-as lókusza számos tumorral 

kapcsolatba hozható [74]. A TERT gén a telomeráz enzim katalitikus alegységét 

kódolja, amely elengedhetetlen a kromoszómák végén található ismétlődő DNS 

szekvenciák, a telomerek hosszának fenntartásához. A lánchosszabbításhoz az enzim 

részét képező, TERC gén által kódolt RNS alegység szolgál templátként. A rövid és 

diszfunkcionális telomerek korlátozzák a normál őssejt proliferációt, és genom 

instabilitáshoz vezetnek, aminek hatására mind a hematológiai malignitások, mind a 

szolid tumorok kialakulásának kockázata nő [75, 76]. Daganatos elváltozásokban 

rendszerint megfigyelhető a telomeráz enzim emelkedett aktivitása, amely 

kontrollálatlan sejtosztódást eredményez. A TERT gén második intronjában található 

rs2736100_C variánst hajlamosító faktorként tartják számon több különböző daganatos 

megbetegedésben (pl. tüdő, hólyag tumorok) [77], 2014-ben pedig sporadikus és családi 

halmozódású MPN megnövekedett kockázatával is összefüggésbe hozták [38, 78, 79]. 

Az rs2736100_C allél növelheti a TERT transzkripcióját, az emelkedett expressziós 

szint pedig hozzájárulhat az MPN kialakulásának kockázatához.  
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2 Célkitűzések 

Munkánk célja szerzett és örökletes genetikai tényezők, és azok hatásának 

tanulmányozása volt BCR-ABL1 negatív, klasszikus MPN betegek körében: 

1) Módszerek beállítása a szerzett onkogén mutációk (JAK2, CALR, MPL) 

meghatározásához, kombinált molekuláris genetikai módszeregyüttes alkalmazása. 

2) A szerzett mutációk azonosítása, és a gyakoriságuk meghatározása egy nagy, hazai 

MPN betegcsoporton. Összefüggések keresése az onkogén mutációk és az MPN klinikai 

paraméterei között (életkor, nem, laboratóriumi adatok, lépmegnagyobbodás, trombózis, 

myelofibrotikus ill. akut leukémiás transzformáció). A mutációk fenotípust, kimenetelt 

befolyásoló hatásának és prognosztikai szerepének tanulmányozása túlélési elemzések 

elvégzésével. 

3) A JAK2 V617F vagy a CALR mutációk relatív mennyiségének összehasonlítása, 

klinikai paraméterekre gyakorolt hatásának vizsgálata. A CALR mutációt hordozó 

betegek klinikai jellemzőinek elemzése a mutáció típusa szerint. 

4) A TERT rs2736100 és a JAK2 46/1-es haplotípussal kapcsoltan öröklődő JAK2 

rs12343867 polimorfizmusok allélfrekvenciájának meghatározása (kontroll csoporthoz 

viszonyítva), illetve a variánsok hajlamosító szerepének vizsgálata nemcsak MPN, de 

CML és AML betegségben szenvedőknél is. 

5) A TERT polimorfizmus hatásának tanulmányozása az MPN megjelenését, tüneteit és 

a különböző komplikációk gyakoriságát (lépmegnagyobbodás, vénás és artériás 

trombózis, vérzés, myelofibrotikus vagy leukémiás transzformáció, egyéb szolid 

tumorok kialakulása) illetően. Különböző TERT genotípusú MPN betegek túlélési 

esélyeinek elemzése diagnózis szerint lebontva. 

6) A TERT és a JAK2 hajlamosító allélok együttes hatásának vizsgálata az MPN 

kialakulásának kockázata szempontjából. 
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3 Módszerek 

3.1 Vizsgált egyének 

3.1.1 BCR-ABL1 negatív MPN 

Tanulmányunkban 1974 és 2013 között diagnosztizált, BCR-ABL1 negatív, 

klasszikus MPN-ben (PV, ET, PMF) szenvedő betegeknél vizsgáltuk a JAK2, a CALR 

és az MPL mutációk előfordulását.  

A betegek 2008. évi WHO kritériumoknak megfelelő diagnózisa és követése az 

Egyesített Szent István és Szent László Kórház Hematológiai és Őssejt-transzplantációs 

Osztályán történt. ET esetén a diagnózis felállításának 2008-as fő kritériumai: a tartósan 

fennálló magas thrombocyta szám (≥450 G/L), a csontvelő vizsgálat, egyéb MPN 

kizárása, és a betegségre jellemző genetikai eltérések kimutatása, ezek hiányában pedig 

a reaktív thrombocytosis kizárása [9]. A 2016. évi WHO kritériumrendszer ehhez képest 

nem jelent jelentős változást: a driver mutációk közé bekerült a CALR mutáció [2]. PV-

ben a típusos vérképen kívül (Hb>18,5 g/dL férfiaknál, 16,5 g/dL nőknél) 

elengedhetetlen a megbetegedések közel 95%-ában jelen lévő klonális genetikai 

eltérések kimutatása, míg a minor kritériumok között szerepel a csontvelő biopszia és az 

alacsony EPO szint [9]. (A 2016. évi WHO ajánlásban a fentiekhez képest csökkent a 

hemoglobin határérték, valamint a fő kritériumok közé sorolták a csontvelő hisztológiát 

[2].)  A 2008. évi WHO kritériumok szerint PMF-ben is kulcsfontosságú a csontvelő 

vizsgálat, a betegség egyéb MPN kórképektől való elkülönítése, a PMF-re jellemző 

mutációk kimutatása, ezek hiányában pedig a csontvelői fibrosis másodlagos okainak 

kizárása. A minor kritériumok körébe pedig a leukoerythroblastosis, az emelkedett 

szérum LDH szint, az anémia és a tapintható lépmegnagyobbodás tartozik [9]. A  

2016-ban megjelent WHO PMF kritérium ajánlás már elkülöníti a betegség 

prefibrotikus és fibrotikus szakaszát, amelyek között főként a csontvelő vizsgálat tesz 

különbséget. A leukocytosis (>11 G/L) bekerült a minor követelmények közé, valamint 

a leukoerythroblastosis csak a fibrotikus PMF esetén kritérium. A CALR gént érintő 

eltérések pedig már a driver mutációk között szerepelnek [2].  

A 949 főből álló betegcsoportunkból 353 beteg PV-ben (190 férfi, 163 nő; 

átlagéletkor diagnóziskor: 61±13 év), 469 beteg ET-ben (156 férfi, 313 nő; életkor 

58±17 év) és 127 beteg PMF-ben (58 férfi, 69 nő; életkor 62±15 év) szenvedett. A 
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laboratóriumi paramétereket (hemoglobin, fehérvérsejt- és vérlemezkeszámokat) és a 

klinikai adatokat (splenomegalia) a kezelőorvosok segítségével retrospektíven 

gyűjtöttük. Nyomon követtük a myelofibrotikus vagy leukémiás transzformációkat, 

valamint rögzítettük a koagulációs komplikációk előfordulását. A véralvadási 

szövődményeket tekintve három csoportot vizsgáltunk: a vénás trombózisokat 

(mélyvénás trombózis, tüdőembólia, splanchnicus vénás vagy sinus sagittalis 

trombózis), az artériás trombózisokat (átmeneti ischaemiás roham, ischaemiás stroke, 

angina pectoris, szívinfarktus, vagy perifériás artériás vaszkuláris komplikációk), és a 

haemorrhagiás komplikációkat (gyomor-bélrendszeri vérzés, vérzéses stroke, 

vérvizelés, súlyos vérzés műtét vagy fogászati beavatkozás során). A JAK2 és CALR 

mutációk mennyiségi meghatározását rutinszerűen csak 2014 óta végezzük 

laboratóriumunkban, ezáltal a mennyiségi adatok összehasonlítását csak egy szűkebb 

betegcsoporton (n=603) tudtuk elvégezni. A betegek egy részénél a mintavétel és a 

diagnózis megállapítása egy éven belül történt (n=159). Ezeket az eseteket egyes 

elemzéseknél külön csoportban kezeltük, mert legjobban ezek tükrözik a betegek 

diagnóziskori állapotát. A BCR-ABL1 negatív MPN betegeknél a kóroki mutációk 

azonosításán túl (JAK2 V617F, JAK2 12. exon, CALR, MPL mutációk) 584 esetben a 

TERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok szerepét is megvizsgáltuk.  

3.1.2 CML és AML 

86 BCR-ABL1 pozitív CML-ben (44 férfi, 42 nő; átlagéletkor diagnóziskor:  

54 év, tartomány: 21-85 év) és 308 AML-ben (142 férfi, 166 nő, átlagéletkor 

diagnóziskor: 51 év, tartomány: 16-93 év) szenvedő betegtől gyűjtöttünk perifériás vér, 

illetve csontvelő mintákat. A betegeket az Egyesített Szent István és Szent László 

Kórház Hematológiai és Őssejt-transzplantációs Osztályán kezelték. A klinikai adatokat 

retrospektívan gyűjtöttük. A CML-es betegek közül 77 volt korai krónikus fázisban,  

6 akcelerált fázisban és 3 blasztos fázisban. Az AML-ben szenvedők közül 195 esetben 

a betegségnek nem volt előzménye a kórtörténetben (de novo AML), 93 betegnél az 

AML myelodysplasiát, míg 20 betegnél terápiát követően alakult ki. Az átlagos követési 

idő 5,8 év volt (tartomány: 0-39 év). A CML-ben és AML-ben szenvedő betegeknél a 

TERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok szerepét vizsgáltuk.  
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3.1.3 Kontroll csoport 

A JAK2 V617F mennyiségi polimeráz láncreakció (QPCR) beállításához 30 

egészséges csontvelő donor perifériás vérmintáját használtuk fel. A TERT rs2736100 és 

a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok jelenlétét 400 egészséges személynél is 

megvizsgáltuk. 

3.1.4 Etikai megfontolások 

A vizsgálatok az Egészségügyi Tudományos Tanács Tudományos és 

Kutatásetikai Bizottsága engedélyével a kutatási tervnek megfelelően történtek 

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

3.2 Nukleinsav izolálás 

A szerzett mutációk és a veleszületett polimorfizmusok vizsgálatához a DNS 

kivonása Puregene Gentra DNS izoláló készlettel történt. 

3.3 Citogenetikai vizsgálatok 

Az ET-ben és a PMF-ben szenvedő betegeknél a 9-es és 22-es kromoszómák 

közötti reciprok transzlokáció következtében kialakuló Philadelphia kromoszóma, 

illetve BCR-ABL1 fúziós gén jelenlétét citogenetikai módszerekkel is vizsgáltuk. A 

kariotipizálás során a kromoszómákon belüli átrendeződések kimutatása 

kromoszómafestéssel (G-sávozással) valamint fluoreszcencia in situ hibridizációs 

vizsgálattal (FISH) történt, Vysis LSI BCR/ABL transzlokációs próbák felhasználásával. 

A kariotípus vizsgálatokkal egyéb prognosztikailag jelentős kromoszómaeltérések, 

CML esetén pl. számfeletti Ph, +8, i(17q); PMF esetén pedig 9-es triszómia, del(13q), 

+8, -7/7q-, i(17q), inv(3), -5/5q-, 12p- vagy 11q23 átrendeződések [19] kimutatása is 

lehetséges. A citogenetikai vizsgálatok az Egyesített Szent István és Szent László 

Kórház Hematológiai és Őssejt-transzplantációs Osztályának Citogenetikai 

Laboratóriumában történtek.  
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3.4 A JAK2 V617F mutáció kimutatása 

3.4.1 Minőségi meghatározás 

A JAK2 V617F (c.1849G>T) pontmutáció jelenlétét allélspecifikus polimeráz 

láncreakcióval (AS-PCR) vizsgáltuk diagnózistól függetlenül az összes BCR-ABL1 

negatív MPN betegnél. A mutációk kimutatását korábbi, nemzetközi irodalomban 

ismertetett módszer alapján végeztük [28]. A PCR reakcióban keletkezett DNS 

fragmentumokat agaróz gélelektroforézissel választottuk el. A 3%-os agaróz gél etidium 

bromid tartalma UV fényben láthatóvá teszi a PCR termékeket. A módszer 

érzékenysége 1-5%. A dolgozatban a továbbiakban a mérési módszerek érzékenysége 

alatt a minimálisan kimutatható mutáns allél mennyiség értendő. 

3.4.2 Mennyiségi meghatározás 

 Mennyiségi JAK2 V617F vizsgálat a JAK2 V617F pozitív (425/710) és negatív 

(59/239) betegek, valamint 30 egészséges csontvelő donor perifériás vérmintájából 

történt. A V617F allél mennyiségi meghatározására valós idejű PCR-t alkalmaztunk 

fluoreszcens TaqMan szondával LightCycler 480II (LC 480) készüléken. A mutációt 

tartalmazó génszakasz amplifikálásához a reakcióelegy LC 480 Probes Master-t 

(katalógus szám: 04707494001), genomiális DNS templátot (200 ng), forward primert, 

vad típusú vagy mutáns reverz primert, valamint egy flureszcensen jelölt próbát 

tartalmazott. A LC 480 Probes Master kétszeres koncentrációban tartalmazott DNS 

polimerázt, puffert, dNTP-t (dezoxiribózt tartalmazó nulkeotid trifoszfátot) és MgCl2-t. 

A primerek és a próba megegyezett az irodalomban leírt oligonukleotidokkal [80], a 

primerek koncentrációja 0,5 µM, a próbáé pedig 0,33 µM volt. A JAK2 V617F mutáns 

(MUT) és normál (vad típusú, wild type: WT) allélokat külön reakcióban sokszoroztuk 

fel. Mindkettő esetében 10 perc 95°C-os denaturációt követően a PCR 50 ciklust 

tartalmazott (95°C 15 mp, 60°C 60 mp). A fluoreszcens jel, amelyet a PCR során valós 

időben detektáltunk, egyenesen arányos a keletkező DNS mennyiségével. A kezdeti 

szakaszban a kibocsátott fluoreszcencia a háttér fluoreszcenciától nem különül el. Ezt 

követően a fluoreszcencia exponenciálisan megemelkedik, végül eléri a plató fázist, 

ahol a fluoreszcens jel már nem erősödik tovább. Azt a ciklust, ahol a minta 

fluoreszcencia értéke a háttérfluoreszcenciához képest élesen megemelkedik (azaz 

„elindul” az amplifikáció) crossing pointnak (Cp) nevezzük. A kiértékelés során a delta 

DOI:10.14753/SE.2018.2127



32 
 

Cp (ΔCp) módszert alkalmaztuk, ami a Cp értékek közvetlen összehasonlításán alapul. 

A normál allél Cp értékéből kivontuk a mutáns allél Cp értékét (ΔCp=Cp
wt

-Cp
mut

). 

Alkalmaztuk azt az összefüggést, miszerint a Cp különbség növekedésével a kezdeti 

templát szekvencia különbség exponenciálisan nő (MUT/WT=2
ΔCp

). Kiszámoltuk a 

mutáns/normál (JAK2
mut

 / JAK2
wt

) allél arányát, majd a mutáns allél arányát a teljes 

JAK2 allél arányához viszonyítottuk [JAK2
mut

 / (JAK2
mut

 + JAK2
wt

)]. A mennyiségi 

JAK2 V617F meghatározás a minőségihez képest érzékenyebb, 0,1% JAK2
mut

/JAK2
teljes

  

érték felett megbízhatóan jelzi a mutáció jelenlétét.  

3.5 A JAK2 12. exon mutációk kimutatása 

A JAK2 gén 12. exonjában az 536-547. kodonokat érintő mutációkat a JAK2 

V617F negatív PV betegeknél vizsgáltuk fragmens analízissel, ami a deléciós és az 

inszerciós mutációk mellett a leggyakrabban előforduló K539L pontmutáció 

kimutatására is alkalmas [81]. A fragmens analízist megelőzően a PCR reakcióelegy 

PCR master mixet (Promega, katalógus szám: M7505), genomiális DNS templátot  

(100 ng), forward primert, K539L mutációra specifikus forward primert, és egy közös 

reverz primert tartalmazott. A felhasznált forward primerek nukleotid sorrendje 

megegyezik az irodalomban leírtakkal [81], azonban nem tartalmaznak fluoreszcens 

jelölést. A reverz primer nukleotid sorrendje 2 bázissal hosszabb, és fluoreszcensen 

jelölt: 5’- (6FAM)-ATTCCAATGTCACATGAATGTAAATC -3’. Mindhárom primert 

0,25 µM koncentrációban alkalmaztuk. A 35 ciklusos (95°C 30 mp, 55°C 30 mp, 72°C 

60 mp) PCR-t követően a különböző méretű DNS fragmentumokat ABI 310 Genetikai 

Analizátoron kapilláris elektroforézissel választottuk el. A módszer érzékenysége 1-5%.  

A JAK2 12. exon mutációra pozitív eseteket szekvenálással is megerősítettük 

20%-nál nagyobb mennyiségben jelen levő mutációk esetén. A DNS fragmentumok 

oligonukleotid sorrendjét didezoxi nukleotidokat tartalmazó láncterminációs módszerrel 

(Sanger-féle szekvenálással) határoztuk meg. A DNS szakaszok felsokszorozásához az 

irodalomban közölt forward primert [81] és egy saját tervezésű reverz primert (5’- 

AACACAAGGTTGGCATATTTTTC -3’) használtunk. A szekvenáló reakciót BigDye 

3.1 szekvenáló kit (Applied Biosystems) segítségével végeztük el. Az elválasztás 

kapilláris elektroforézissel történt ABI 310 Genetikai Analizátoron. A módszer 

érzékenysége 20-25%.  
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3.6 A CALR 9. exon mutációk kimutatása 

A JAK2 V617F negatív ET (n=181) és PMF (n=53) betegeknél a CALR gén  

9. exonjában a deléciós/inszerciós mutációk jelenlétét fragmens analízissel vizsgáltuk 

[33]. A reakcióelegy PCR master mixet (Promega, katalógus szám: M7505), genomiális 

DNS-templátot, fluoreszcensen jelölt forward primert és reverz primert tartalmazott. Az 

irodalomban ismertetett primereket [33] 0,5 µM koncentrációban alkalmaztuk. A CALR 

mutáció szűrésére 35 ciklusos (95°C 30 mp, 55°C 30 mp, 72°C 30 mp) PCR-t 

használtunk, majd a különböző méretű DNS fragmentumokat CEQ 8000 Genetikai 

Analizátoron kapilláris elektroforézissel választottuk el. A PCR során a rövidebb 

fragmentek hatékonyabban amplifikálódnak, így azok mennyiségét túlbecsülhetjük. 

Ennek elkerülése céljából a CALR mutáció mennyiségi meghatározáshoz a PCR 

ciklusszámát 25-re csökkentettük. A CALR mutáció mennyiségét a kapott 

csúcsmagasságok arányából számoltuk: a CALR mutáns allél arányát a teljes CALR allél 

arányához viszonyítottuk [CALR
mut

 / (CALR
mut

 + CALR
wt

)]. A módszer érzékenysége  

1-5%.  

A CALR mutációra pozitív eseteknél a mutáció típusát szekvenálással határoztuk 

meg. A DNS szakaszok felsokszorozásához az irodalomban leírt primereket használtuk 

[33]. A szekvenáló reakciót BigDye 3.1 szekvenáló kit (Applied Biosystems) 

segítségével végeztük el. Az elválasztás kapilláris elektroforézissel történt ABI 310 

Genetikai Analizátoron. A módszer érzékenysége 20-25% (szekvenálás csak ennél 

nagyobb mennyiségű CALR mutáció jelenléte esetén történt). 

3.7 Az MPL 10. exon mutációk kimutatása 

Az MPL gén S505 és W515 kodonjait érintő mutációk jelenlétét a JAK2 V617F és 

a CALR mutációkat nem hordozó ET és PMF betegeknél szűrtük nagy felbontású 

olvadási görbe analízissel (HRM: high resolution melting) LC 480 készüléken [82]. A 

reakcióelegy LC 480 HRM Master mixet (Roche 04 909 631 001), genomiális DNS 

templátot (100 ng), valamint a Boyd és munkatársai által leírt forward és reverz 

primereket tartalmazta 0,25 µM koncentrációban. A 45 ciklusos (95°C 15 mp, 60°C 15 

mp, 72°C 25 mp) PCR-ben keletkező termékeket olvadáspont analízisnek vetettük alá. 

A LightCycler készülék a fluoreszcencia folyamatos mérése mellett fokozatosan emeli 

40°C-ról a hőmérsékletet 95°C-ra. A fluoreszcencia a denaturáció során lecsökken. A 
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fluoreszcencia változását a hőmérséklet függvényében ábrázolva megkapjuk az olvadási 

görbéket. A termékben jelen levő mutáció olvadáspont csökkenést okoz, így a mutációt 

tartalmazó minták olvadási görbéje megváltozik. Bár az eltérő olvadási görbe alapján a 

mutáns genotípus megkülönböztethető a vad típustól, de ezzel a módszerrel a konkrét 

aminosav cserék meghatározása nem lehetséges. A módszer elméleti érzékenysége  

5-10%, amely mutációnként változhat. 

A mutációk pontos azonosítása céljából az olvadási görbe eltérést mutató 

mintákat szekvenálással vizsgáltuk tovább. A DNS szakaszok felsokszorozásához az 

irodalomban leírt primereket használtuk [83]. A szekvenáló reakciót BigDye 3.1 

szekvenáló kit (Applied Biosystems) segítségével végeztük el. Az elválasztás kapilláris 

elektroforézissel történt ABI 310 Genetikai Analizátoron. A módszer érzékenysége  

20-25%. 

Az olyan mintákat, amelyek HRM módszerrel pozitív, szekvenálással pedig 

negatív eredményt mutattak, tovább vizsgáltuk minden mutációra (S505N, W515L, 

W515K, W515R, W515A) külön-külön allélspecifikus PCR-rel [83]. A reakcióelegy 

PCR master mixet (2x Promega, katalógus szám: M7505), genomiális DNS-templátot 

(100 ng), kontroll forward primert, W515 vagy S505 mutációra specifikus forward 

primert és egy közös reverz primert tartalmazott. A primereket 0,5 µM koncentrációban 

alkalmaztuk, kivéve a kontroll forward primert, ami a reakcióelegyben 0,125 µM 

koncentrációban volt jelen. A kontroll forward primer, a reverz primer, a W515L és 

W515K mutációkra specifikus forward primerek megegyeztek az irodalomban leírt 

oligonukleotidokkal [83], míg a W515R, W515A és S505N mutációkhoz tartozó 

forward primerek saját tervezésűek voltak (W515R: 5’-

TGGGCCTGCTGCTGCTGAGTC-3’;W515A: 5’-GGGCCTGCTGCTGCTGAGGGC-

3’; S505N: 5’-GCATCTAGTGCTGGGCCTCCA-3’). A W515L, W515R és W515A 

mutációk kimutatásához 35 ciklusos, 66°C anellációs hőmérsékletű PCR-t (95°C 30 mp, 

66°C 40 mp, 72°C 60 mp), S505N esetén szintén 35 ciklusos, de 62°C anellációs 

hőmérsékletű PCR-t (95°C 30 mp, 62°C 40 mp, 72°C 60 mp) alkalmaztunk. A W515K 

mutációkat 42 ciklusos touchdown PCR-rel vizsgáltuk, ahol meghatározott ciklusonként 

az anellációs hőmérsékletet 70°C-ról fokonként 65°C-ra csökkentettük (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 reakciókban 
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keletkezett DNS fragmentumokat agaróz gélelektroforézissel választottuk el. A 3%-os 

agaróz gél etidium bromid tartalma UV fényben láthatóvá teszi a PCR termékeket. A 

módszer érzékenysége 1-5%. 

3.8 SNP vizsgálatok 

3.8.1 A JAK2 rs12343867_C polimorfizmus vizsgálata 

A JAK2 46/1 haplotípussal kapcsoltan öröklődő, a JAK2 gén 14. intronjában 

elhelyezkedő rs12343867_C polimorfizmust (NT_008413.17: g.5064189T>C) PCR-t 

követő olvadási görbe analízissel vizsgáltuk LC 480 készüléken, a korábban leírtak 

alapján [72, 84]. 

3.8.2 A TERT rs2736100_C polimorfizmus vizsgálata 

A TERT rs2736100_C polimorfizmust LC 480 készüléken vizsgáltuk valós idejű 

PCR-rel, majd olvadási görbe analízist végeztünk. A reakcióelegy PCR master mixet 

(MyTaq, katalógus szám: MTX-313211), genomiális DNS-templátot, 0,45 µM 

koncentrációban forward primert (5’-GCTAAGCATTATTAATATTGTTTTCCGT-3’), 

0,14 µM koncentrációban reverz primert (5’-GCAATAACAAGACAGAAGAACC-3’) 

és 0,23 µM koncentrációban két flureszcensen jelölt hibridizációs szondát (anchort: 5’ -

AAGGAGGAAAAGCAGGGCG-Fluorescein-3’ és sensort: 5’-Cy5-

GGCAAAGCTACAGAAAC-Phosphate-3’) tartalmazott. Az amplifikációs primerek és 

a hibridizációs szondák tervezése a LightCycler Probe Design szoftverrel (Roche 

Diagnostics) történt. A két hibridizációs szonda közül a sensor a szekvencia variábilis 

(polimorfizmust tartalmazó) részére illeszkedik. A sensorhoz képest az anchornak jóval 

magasabb az olvadási hőmérséklete, így az olvadáspont analízis kizárólag a sensortól 

függ. A 60 ciklusos (95°C 20 mp, 55°C 30 mp, 72°C 45 mp) PCR-ben keletkező 

termékek olvadási görbe analízise során a készülék a hőmérsékletet fokozatosan emelte 

35°C-ról 85°C-ra folyamatos fluoreszcencia mérés mellett. Bázis eltérés esetén az 

polimorfizmusra illeszkedő szonda olvadáspont csökkenést okoz, amelynek 

segítségével az rs2736100 allél genotípusa meghatározható. 
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3.9 Statisztikai feldolgozás 

A klinikai jellemzőket, az egyes mutációk és a szövődmény gyakoriságok 

(dichotóm változók) összehasonlítását khí-négyzet próbával és Fischer-egzakt teszttel, 

míg a mennyiségi mutáció meghatározás eredményeit, valamint a hematológiai 

paramétereket (folyamatos változókat) Mann-Whitney vagy Kruskal-Wallis tesztekkel 

hasonlítottuk össze az egyes MPN alcsoportokban. Folyamatos változók esetén a 

mediánt (középértéket) valamint a 25%-os és 75%-os percentiliseket adtuk meg. A 

különböző alcsoportokban az összesített túlélést (a diagnózistól a beteg haláláig vagy az 

utolsó megfigyelési időpontig eltelt idő, overall survival, OS) log-rank teszttel 

hasonlítottuk össze. A túlélési elemzések esetén a paraméterek közötti összefüggéseket 

Cox regresszióval vizsgáltuk (multivariancia analízis). Kiszámoltuk a kockázati 

arányokat (HR: hazard ratio értékeket) 95%-os konfidencia intervallummal (CI). A 

statisztikai elemzéseket az SPSS 20.0 verziójú szoftverével végeztük. Az eltéréseket 

p≤0,05 esetén szignifikánsnak tekintettük.  

A TERT rs2736100_C és JAK2 rs12343867_C polimorfizmusok esetén az allél- 

frekvenciákat (AF) 95%-os konfidencia intervallummal adtuk meg (AF±95%CI). A 

különböző TERT és JAK2 genotípusú betegek között az MPN vagy AML kialkulásának 

esélyhányadosát (odds ratio, OR) és a 95%-os konfidencia intervallumot 

(OR%±95%CI) logisztikus regresszióval határoztuk meg. A TERT és JAK2 

polimorfizmusok, mint kockázati tényezők esetleges szerepét a betegség kialakulásában 

a PAF (Population Attributable Fraction) hányadossal jellemeztük [85, 86]. A 

genotípusok várható eloszlását, vagyis a Hardy-Weinberg egyensúly (HWE: Hardy-

Weinberg Equilibrium) vizsgálatát khí-négyzet próbával végeztük el. 
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4 Eredmények 

4.1 A laboratóriumi módszerek beállítása 

4.1.1 A JAK2 V617F mutáció mennyiségi meghatározása 

A JAK2 V617F pontmutáció kimutatására az 1-5% érzékenységű és könnyen 

kivitelezhető AS-PCR alapú kimutatási technikát alkalmaztuk, azonban ez a módszer 

alacsony mutáció mennyiség esetében nehezen reprodukálható. Mivel a mutáció  

1-3%-os mennyiségben is kóroki szerepet tölthet be [87], 2014-től laboratóriumunkban 

a megbízható érzékenységgel rendelkező mennyiségi AS-PCR került bevezetésre. 

Tanulmányunkban a JAK2 V617F mennyiségi meghatározására valós idejű PCR-t 

alkalmaztunk TaqMan szondával LC 480 készüléken (ld. Módszerek fejezet). A QPCR 

segítségével információt kaphatunk az MPN „tumor-tömegéről”, és három nagyságrend 

(0,1-100%) tartományban monitorozhatjuk a terápia hatékonyságát. Az 6. ábrán a 

mutáns (kék folyamatos vonal) és normál (fekete szaggatott vonal) amplifikációs görbék 

láthatók. Az amplifikáció indulására jellemző ciklusszámok a mutáns allél 

mennyiségétől függően eltérnek.  

 

6. ábra A JAK2 V617F pontmutáció mennyiségi meghatározása valós idejű PCR és 

TaqMan szonda alkalmazásával (MPN&MPNr-EuroNet referencia anyag, engedéllyel). 
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A normál allélhoz viszonyítva alacsonyabb ciklusszámot kapunk 50%-nál 

magasabb mutáns allélt tartalmazó minták esetén, míg a kevesebb mutáns allél jelenléte 

magasabb ciklusszámot eredményez. A V617F mutáns allél relatív mennyiségét a 

mutáns és normál amplifikációs görbéken a crossing point-ok összevetéséből nyertük a 

Módszerek fejezetben leírtaknak megfelelően. 

4.1.2 A JAK2 gén 12. exonjában található mutációk kimutatása 

A JAK2 gén 12. exonjában található mutációk kimutatására laboratóriumunkban 

2014 óta van lehetőség: az 536-547. kodonokat érintő mutációk vizsgálatára fragmens 

analízist vezettünk be Furtado és munkatársai nyomán. Ezzel a módszerrel nemcsak a 

deléciós és az inszerciós mutációk, hanem a leggyakrabban előforduló K539L 

pontmutáció is kimutatható [81]. A költséghatékonyság érdekében a fragmens 

analízishez felhasznált primereket és a fluoreszcens jelöléseket kis mértékben 

módosítottuk az irodalomban leírtakhoz képest (7. ábra).  

 

7. ábra A JAK2 gén 12. exonjában található mutációk fragmens analízissel történő 

kimutatásához felhasznált primerek. A forward primerek (e12-F és K539L-F) az 

irodalomban leírtakkal ellentétben [81] nem tartalmaznak fluoreszcens jelölést. A közös 

reverz primer (e12-R) azonban fluoreszcensen jelölt. 

Rövidítések: bp: bázispár; e: exon; F: forward; JAK2 exon 12: 2. típusú Janus kináz 

gén 12. exonja; R: reverz. 

Mutáció jelenlétében a K539L mutációra specifikus forward primer és a reverz 

primer 131 bp méretű PCR terméket ad, normál szekvencia estében 131 bp-os 

szekvencia nem keletkezik. A forward primer és a reverz primer 281 bp-os normál allél 

hosszúságú PCR terméket ad. Deléció esetén 269-278 bp, míg duplikáció esetén  
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305-317 bp detektálási tartományokban várjuk a termékeket. A leggyakoribb mutációk 

a 6 bp-os deléciók vagy a 33 bp-os duplikációk. 

A JAK2 12. exon mutációra pozitív eseteket szekvenálással is megerősítettük. A 

JAK2 12. exon mutációk fragmens analízissel („A” panelek) és szekvenálással  

(„B” panelek) történő kimutatását a 8. ábra szemlélteti. Az olvasási kereteltolódással 

nem járó deléciós vagy inszerciós mutációk esetében a méretváltozásoknak megfelelő, 

valamint a K539L mutáció esetében az AS-PCR terméknek megfelelő, második PCR 

termék is megfigyelhető az elektroferogramon. 

 

8. ábra A JAK2 gén 12. exonjában található mutációk kimutatása fragmens analízissel 

(„A” panelek) és szekvenálással („B” panelek). „1/A és 1/B” panelek: K539L pozitív 

minta (c.1615-1616delinsTT; gyakorisága 10-14%). „2/A és 2/B” panelek: 6 bázispár 

deléciójával (GAAGAT) járó JAK2 12. exon mutációra pozitív minta (c.1627-

1632delGAAGAT; gyakorisága 10-14%). „A” panelek: A 281 bp-os normál allél 

mellett egy további 131 bp illetve 275 bp hosszúságú PCR termék is megfigyelhető. A 

méret markereket piros színnel jelöltük. A pozitív eredmények megerősítéseként a „B” 

panelek a szekvenálás során kapott fluoreszcens regisztrátumokat tartalmazzák: a 

mutáns allélokat a referencia szekvenciához viszonyítva. 

Rövidítések: A: adenin; bp: bázispár; C: citozin; G: guanin; JAK2 12. exon: 2. típusú 

Janus kináz gén 12. exonja; T: timin 
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4.1.3 A CALR gén 9. exonjában található mutációk kimutatása 

Az MPN fenotípusát és prognózisát is befolyásoló CALR gént érintő mutációk 

szűrését laboratóriumunkban 2014-ben vezettük be. A CALR mutációk többsége a PCR 

termék méretének változásával jár, ezért a legtöbb mutáció fragmens analízissel 

kimutatható. A PCR termékek méretének meghatározását a Klampfl és munkatársai 

által közölt módon végezzük [33]. A CALR mutációra pozitív eseteknél a mutáció 

típusát szekvenálással határozzuk meg. A leggyakrabban előforduló CALR mutációk  

52 bázispár delécióval (1. típusú mutáció: L367fs*46), vagy 5 bázispár inszercióval  

(2. típusú mutáció, K385fs*47) járnak. Az 1. és 2. típusú mutációk fragmens analízissel 

(„A” panelek) és szekvenálással („B” panelek) történő kimutatását a 9. ábra szemlélteti.  

 

9. ábra Calreticulin (CALR) mutációk kimutatása fragmens analízissel („A” panelek) 

és szekvenálással („B” panelek). „1/A és 1/B” panelek: 1. típusú, 52 bázispár (bp) 

deléciójával járó CALR pozitív minta (c.1092-1143del; p.L367fs*46; gyakorisága 50%). 

„2/A és 2/B” panelek: 2. típusú 5 bázispár inszerciójával (TTGTC) járó CALR pozitív 

minta (c.1154-1155insTTGTC; p.K385fs*47; gyakorisága 30%). „A” panelek: A  

257 bp-os normál allél mellett egy további 205 illetve 262 bp hosszúságú PCR termék is 

megfigyelhető. A méret markerek piros színnel jelöltek. A pozitív eredmények 

megerősítéseként a „B” panelek a szekvenálás során kapott fluoreszcens 

DOI:10.14753/SE.2018.2127



41 
 

regisztrátumokat tartalmazzák: az 1. és 2. típusú mutáns allélt a referencia 

szekvenciához viszonyítva. 

Rövidítések: A: adenin; bp: bázispár; C: citozin; CALR: calreticulin gén; G: guanin; T: 

timin 

A végpont PCR-en alapuló fragmens analízis a CALR mutáció mennyiségi 

meghatározására is alkalmas szemi-kvantitatív eljárás. A CALR mutáció mennyiségét a 

kapott csúcsmagasságok arányából számoltuk a Módszerek fejezetben leírtak szerint. 

4.1.4 Az MPL gén 10. exonjában található mutációk kimutatása 

Az MPL gén 10. exonjában található mutációk leggyakrabban a W515 és S505 

kodonokat érintik. A gyakori W515L és W515K aminosav cserék mellett ritkán 

W515A, W515R és W515S és egyéb mutációk is előfordulnak, a mutáció mennyiségét 

tekintve pedig alacsony (1-15%) és magas (>50%) értékeket egyaránt mérhetünk. 

Emiatt az MPL gént érintő mutációk kimutatására többféle laboratóriumi módszer 

alkalmazása szükséges. A szerzett MPL mutációk szűrését laboratóriumunkban nagy 

felbontású olvadási görbe analízissel végezzük. A HRM ritka eltérések kiszűrésére is 

alkalmas lehet. Ezzel a módszerrel 5-10%-nyi kóros allél kimutatása lehetséges, 

azonban a konkrét aminosav cserét nem tudjuk vele meghatározni. A normalizált és 

eltolt olvadási valamint különbségi görbéket az 10. ábra szemlélteti. 

 

10. ábra A thrombopoetin receptor gén (MPL) mutációk kimutatása nagy felbontású 

olvadási görbe analízissel. „A” panel: az olvadáspont analízis során kapott pozitív és 

negatív minták normalizált és eltolt olvadási görbéi. „B” panel: Pozitív és negatív 
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minták normalizált és eltolt különbségi görbéi. A mutáns genotípus a vad típustól jól 

elkülöníthető, de a módszer nem alkalmas a konkrét aminosav cserék meghatározására, 

mivel a görbék lefutása a mutáció típusa mellett a mutáció mennyiségétől, a választott 

referencia mintától és az olvadási görbe analízis paramétereitől egyaránt függhet. 

Rövidítések: MPL: thrombopoetin receptor gén. 

A HRM módszerrel pozitívnak bizonyuló esetek pontos nukleotid sorrendjének a 

megállapítása szekvenálással történt. A kapott fluoreszcens regisztrátumokat a 11. ábra 

tartalmazza.  

 

11. ábra Az MPL gén szekvenálása során kapott fluoreszcens regisztrátumok: a mutáns 

allél a referencia szekvenciához viszonyítva.  

Rövidítések: A: adenin; C: citozin; MPL 10. exon: a thrombopoetin receptor gén 10. 

exonja; G: guanin; T: timin 

A HRM-mel pozitív, de a szekvenálás során negatívnak bizonyuló mintákat 

mutációnként külön AS-PCR-rel vizsgáljuk tovább. Bár az allélspecifikus PCR 

érzékenysége 1-5%, ezáltal a gyengén pozitív esetek megerősítésére is alkalmas, 

használhatóságának gátat szab, hogy csak a leggyakoribb MPL mutációkat tudjuk vele 

kimutatni. A PCR reakciókhoz felhasznált oligonukleotid primerek elhelyezkedését az 

MPL génen a 12. ábra mutatja be. 
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12. ábra Az MPL gén egy részletének szerkezete, és a PCR reakciókhoz felhasznált 

oligonukleotid primerek elhelyezkedésének sematikus ábrázolása. A mutációra 

specifikus forward primer és a reverz primer 206 bázispár (bp) hosszúságú terméket ad 

S505N mutáció és 176 bp hosszúságú terméket W515 mutáció jelenléte esetén. A 

kontroll forward primer és a reverz primer 263 bp hosszúságú PCR terméket 

eredményez, ami a reakció belső kontrolljaként szolgál. 

Rövidítések: bp: bázispár; Fcont: kontroll forward primer; Fspec: mutáció specifikus 

forward primer; MPL 10. exon: a thrombopoetin receptor gén 10. exonja; R: közös 

reverz primer.  

A bemutatott primerek és genomiális DNS minták felhasználásával végzett 

amplifikációs termékek gélelektroforetikus elemzésének képe a 13. ábrán látható. 

 

13. ábra Az MPL gén W515 és S505 kodonjait érintő aminosav cserékre tervezett 

allélspecifikus PCR-t követő agaróz gélelektroforézis. A 3%-os agaróz gél etidium 

bromid tartalma UV fényben láthatóvá teszi a PCR termékeket.  

Rövidítések: bp: bázispár, M: marker 
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Amennyiben a HRM módszerrel pozitívnak bizonyuló mintákat sem 

szekvenálással, sem AS-PCR-rel nem sikerült megerősíteni, akkor azokat negatívnak 

tekintettük. 

4.1.5 SNP vizsgálatok 

A JAK2 rs12343867_C polimorfizmus korábban bevezetett vizsgálati 

módszeréhez hasonlóan a TERT rs2736100_C polimorfizmus vizsgálatára is 

LightCycler alléldiszkriminációs, hibridizációs szondákat alkalmazó módszert 

vezettünk be. A PCR során saját tervezésű amplifikációs primereket és fluoreszcensen 

jelölt hibridizációs szondákat alkalmaztunk, majd olvadási görbe analízist végeztünk. 

Az LC 480 készüléken végzett mérést követően összehasonlítottuk a minták olvadási 

profilját, amelynek segítségével a genotipizálás elvégezhető. A különböző genotípusú 

minták olvadási görbéit a 14. ábra szemlélteti. 

 

14. ábra A TERT rs2736100 polimorfizmus kimutatása. Normál allél esetén az 

olvadáspont 55°C; a polimorfizmusra illeszkedő szonda bázis eltérés esetén olvadáspont 

csökkenést okoz (43°C), amelynek segítségével az adott allél rs2736100 genotípusa 

meghatározható. A három genotípus egymástól jól elkülöníthető: zöld színnel a 

homozigóta CC, piros színnel a heterozigóta CA és kék színnel a homozigóta AA 

genotípusok olvadási görbéi láthatók.  

Rövidítések: A: adenin; C: citozin; T: timin; TERT rs2736100: telomeráz reverz 

transzkriptáz gén polimorfizmusa. 
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4.2 Onkogén mutációk klasszikus MPN-ben 

4.2.1 Molekuláris genetikai vizsgálati algoritmus 

Tanulmányunkban a BCR-ABL1 negatív, klasszikus MPN kórképek genetikai 

hátterében álló mutációk kimutatását szekvenciálisan végeztük, mivel az egyes 

szomatikus mutációk egy adott betegnél csak nagyon ritka esetekben fordulnak elő 

együtt. Az egyes mutációk vizsgálati sorrendjét az irodalomban leírt gyakorisági adatok 

alapján állítottuk fel. A molekuláris genetikai vizsgálati algoritmus az 15. ábrán látható. 

 

15. ábra Rutinszerű, molekuláris diagnosztikai vizsgálatok egymáshoz viszonyított 

folyamatábrája az irodalomban megállapított mutáció gyakoriságok alapján BCR-

ABL1 negatív, klasszikus myeloproliferativ neopláziákban. 

Rövidítések: BCR-ABL1: breakpoint cluster region – Abelson1 fúziós gén; CALR: 

calreticulin gén; ET: esszenciális thrombocythaemia; JAK2: 2. típusú Janus kináz gén; 

MPL: thrombopoetin receptor gén; MPN: myeloproliferativ neopláziák; PMF: primer 

myelofibrosis; PV: polycythaemia vera; V617F: a JAK2 gén 617. valin aminosav 

cseréje fenilalaninra. 
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A vizsgálandó mutációk kiválasztása a klinikai diagnózis alapján történt. PV 

gyanúja esetén elsőként a JAK2 V617F mutációt szűrük, ami ebben a betegségben a 

genetikai eltérések több mint 95%-át adja. A JAK2 gén 12. exon mutációi ritkán 

fordulnak elő, vizsgálatuk csak JAK2 V617F hiányában és alacsony EPO szint, vagy 

PV-re utaló csontvelő szövettan esetén indokolt [88]. ET és PMF gyanújakor a 

molekuláris vizsgálatokat szintén a JAK2 V617F mutációval kezdjük, és a negatív 

esetekben először a CALR, majd az MPL gént érintő változások szűrésével folytatjuk.  

Az AS-PCR, a valós idejű PCR TaqMan szondával, a fragmens analízis, a nagy 

felbontású olvadási görbe analízis és a Sanger szekvenálás kombinációit alkalmazva 

353 PV-ben, 469 ET-ben és 127 PMF-ben szenvedő betegnél kerestük az MPN 

hátterében álló onkogén mutációt. Minőségi, allélspecifikus multiplex PCR-rel a JAK2 

V617F mutáció PV-ben az esetek 98,6%-ában (348/353), ET-ben 61,4%-ában 

(288/469), MF-ben pedig 58,3%-ában (74/127) fordult elő. 5 PV-beteg (1,4%) esetében 

az alábbi JAK2 12. exon mutációkat azonosítottuk: F537-K539delinsL, K539L,  

I540-E543delinsMK, R541-E543delinsK, E543-D544del. A JAK2 V617F mutáció 

negatív ET és PMF betegeknél a CALR gén olvasási keret eltolódásával járó deléciós és 

inszerciós mutációit vizsgáltuk. A leggyakrabban előforduló CALR mutációk  

52 bázispár delécióval (1. típusú mutáció: L367fs*46), vagy 5 bázispár inszercióval  

(2. típusú mutáció, K385fs*47) járnak. A CALR mutáció gyakorisága ET-ben 25,2% 

(118/469), míg PMF-ben 23,6% (30/127) volt. A JAK2 V617F és a CALR mutáció 

negatív ET, illetve PMF betegeknél az MPL gén mutációit vizsgáltuk. ET-ben 10 

betegnél (2,1%, 10/469), PMF-ben pedig 8 betegnél (6,3%, 8/127) találtunk eltérést az 

MPL génben. Az ET-ben szenvedők 11%-a (n=53), míg a PMF betegek 12%-a (n=15) 

volt tripla negatív, náluk a JAK2, CALR vagy MPL mutációk egyikét sem tudtuk 

kimutatni. Az onkogén mutációk eloszlását MPN-ben a 16. ábrán látható kördiagramok 

szemléltetik. 
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16. ábra JAK2, CALR és MPL mutációk gyakorisága PV-ben, ET-ben és PMF-ben. 

Rövidítések: CALR: calreticulin gén; JAK2: 2. típusú Janus kináz gén;  

MPL: thrombopoetin receptor gén; n: betegszám; PMF: primer myelofibrosis;  

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

4.2.2 A klinikai jellemzők összehasonlítása alcsoportonként 

A klinikai jellemzők és az egyes onkogén mutációk jelenléte közötti 

összefüggéseket tanulmányozva megállapítottuk, hogy a JAK2 V617F
poz 

PV betegekhez 

viszonyítva a 12. exon mutáció pozitív PV betegek fiatalabbak voltak diagnóziskor 

(medián életkor: 63 vs 40 év, p=0,005). Részletesebb klinikai adatok (hemoglobin, 

fehérvérsejt, és thrombocyta értékek valamint lépmegnagyobbodással, vénás 

trombózissal, MF és AL transzformációval kapcsolatos információk) hiányában további 

összehasonlítás a PV csoportban nem volt lehetséges. A PV-ben szenvedőknél csak 

minőségi és mennyiségi JAK2 V617F teszteket végeztünk, a CALR és MPL mutációk 

jelenlétét nem vizsgáltuk. A JAK2
poz

 PV csoportot összehasonlítva a JAK2
poz

 ET 

csoporttal azt tapasztaltuk, hogy a JAK2
poz

 ET betegek között több a nő (p<0,001), 

alacsonyabb a hemoglobin szintjük (p<0,001), magasabb a thrombocytaszámuk 

(p<0,001), kevesebbszer fordul elő lépmegnagyobbodás (p<0,001), gyakrabban fordul 

elő vénás trombózis (p=0,033) és kisebb a myelofibrotikus transzformáció gyakorisága 

(p=0,003) (1. táblázat).  
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1. táblázat PV-ben és ET-ben szenvedő betegek klinikai és laboratóriumi adatai onkogén mutációkra lebontva. 

 (A) 

PV 

(n=348) 

(B) 

ET, JAK2poz 

(n=288) 

p 

 

(A) vs (B) 

(C) 

ET, CALRpoz 

(n=118) 

p 

 

(C) vs (B) 

(D) 

ET, MPLpoz 

(n=10) 

(E) 

ET, tripla negatív 

(n=53) 

p 

 

(E) vs (B) 

p 

 

(E) vs (C) 

Életkor: év (25-75 percentilis) 63 (52-71) 62 (51-72) 0,414 53 (38-70) 0,007 57 (46-77) 59 (40-66) 0,020 0,986 

Férfi/nő 

(%/%) 

187/161  

(54%/46%) 

88/200  

(31%/69%) 
<0,001 

51/67  

(43%/57%) 
0,016 

4/6 

(40%/60%) 

13/40  

(25%/75%) 
0,417 0,026 

Hb: g/L  

(25-75 percentilis) 

183 

(172-199) 

146 

(134-156) 
<0,001 

134 

(120-143) 
<0,001 

129 

(115-139) 

134 

(122-145) 
<0,001 0,787 

WBC: G/L (25-75 percentilis) 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 

(25-75 percentilis) 

460 

(329-608) 

781 

(652-989) 
<0,001 

1022 

(809-1310) 
<0,001 

968 

(742-1286) 

798 

(600-970) 
0,503 <0,001 

Lépmegnagyobbodás 

n (%) 

124/322 

(39%) 

59/258 

(23%) 
<0,001 

21/95 

(22%) 
1,00 

0/9 

(0%) 

12/45 

(27%) 
0,571 0,670 

Vénás trombózis 

n (%) 

34/301 

(11%) 

41/228 

(18%) 
0,033 

6/92 

(7%) 
0,008 

0/8 

(0%) 

3/39 

(8%) 
0,159 1,00 

MF transzformáció 

n (%) 

37/301 

(12%) 

11/227 

(5%) 
0,003 

18/96 

(19%) 
<0,001 

0/8 

(0%) 

2/40 

(5%) 
1,00 0,060 

AL transzformáció 

n (%) 

19/296 

(6%) 

6/226 

(3%) 
0,061 

4/95 

(4%) 
0,490 

1/8 

(12,5%) 

2/39 

(5%) 
0,334 1,00 

Megjegyzés: Tripla negatívnak (E) azokat az ET betegeket neveztük, akik nem hordozták a JAK2, a CALR és az MPL mutációk egyikét sem. A klinikai (lépmegnagyobbodás) és a 

laboratóriumi adatok (életkor diagnóziskor, WBC, Hb, Plt) a betegek diagnóziskori állapotára vonatkoznak. A vénás trombózis, a myelofibrotikus és akut leukémiás transzformáció 

előfordulását a teljes követési idő alatt regisztráltuk. A 0,05 alatti p értékeket szignifikánsnak tekintettük, és félkövér karakterekkel kiemeltük.  

Rövidítések: AL: akut leukémiás; CALR: calreticulin gén; ET: esszenciális thrombocythaemia; Hb: hemoglobin szint; JAK2: 2. típusú Janus kináz gén; MF: myelofibrotikus, MPL: 

thrombopoietin receptor gén; n: esetszám; Plt: thrombocytaszám; poz: pozitív; PV: polycythemia vera; WBC: fehérvérsejtszám 

4
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A CALR
poz

 és a JAK2 V617F
poz

 ET-betegek klinikai és laboratóriumi adatait 

összevetve a következőket tapasztaltuk: a CALR
poz

 ET betegek csoportjában több a férfi 

(p=0,016), alacsonyabb az életkor diagnóziskor (p=0,007), alacsonyabb a hemoglobin 

szint (p<0,001) és a fehérvérsejtszám (p=0,002) valamint magasabb a vérlemezkeszám 

(p<0,001). A koagulációs komplikációk (vénás és artériás trombózisok, vérzések 

együttesen véve) a JAK2
poz

 ET betegek körében gyakoribbak voltak (36%, 84/231), 

mint a CALR
poz

 ET betegeknél (19%, 18/93; p=0,002). A vénás trombózis gyakrabban 

fordult elő a JAK2
poz

 ET csoportban, mint CALR
poz

 ET-ben (p=0,008). Artériás 

trombózisok a JAK2
poz

 ET esetek 14%-ában (32/230), a CALR
poz

 ET esetek 11%-ában 

(10/92) (p=0,3) fordultak elő. Vérzés a JAK2
poz

 ET esetek 10%-ában (22/228) és a 

CALR
poz

 ET esetek 7%-ában (6/93) lépett fel (p=0,2). Myelofibrotikus transzformáció a 

CALR
poz

 csoportban fordult elő gyakrabban (p<0,001). Az MPL
poz

 betegeket az 

alacsony esetszám miatt kihagytuk a további elemzésekből. A tripla negatív ET-ben 

szenvedőket összehasonlítva a JAK2
poz

 ET csoporttal az alábbiakat találtuk: a tripla 

negatív ET betegek esetében alacsonyabb az életkor diagnóziskor (p=0,020), 

alacsonyabb a hemoglobin szint (p<0,001) és a fehérvérsejtszám (p=0,006). A CALR
poz

 

ET betegekkel összevetve a tripla negatív ET betegek csoportjában több a nő (p=0,026), 

és alacsonyabb a vérlemezkeszám (p<0,001, 1. táblázat).  

A PMF-ben szenvedő betegeknél a fentihez hasonló elemzést végeztünk  

(2. táblázat): a CALR
poz

 betegek a diagnóziskor fiatalabbak voltak (p=0,003), a 

vérlemezkeszámuk magasabb volt (p<0,001), valamint kevesebbszer fordult elő 

lépmegnagyobbodás (p=0,007), mint a JAK2
poz

 csoportban. A többi változó nem 

mutatott szignifikáns különbséget. A tripla negatív PMF betegek között az akut 

leukémiás transzformáció gyakoribb volt (33% vs 12% a JAK2
poz

, p=0,058 vagy vs 16% 

a CALR
poz

 csoporthoz viszonyítva, p=0,26), azonban meg kell jegyezni, hogy a tripla 

negatív PMF-ben az esetszám nagyon alacsony volt (n=15). 
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2. táblázat PMF-ben szenvedő betegek klinikai és laboratóriumi adatai onkogén mutációkra lebontva. 

 (A) 

PMF,  

JAK2poz 

 

(n=74) 

(B) 

PMF, 

CALRpoz 

 

(n=30) 

p 

 

(A)  

vs  

(B) 

(C) 

PMF, 

MPLpoz 

 

(n=8) 

(D) 

PMF, tripla 

negatív 

 

(n=15) 

p 

 

(D)  

vs  

(A) 

p 

 

(D)  

vs  

(B) 

Életkor: év  

(25-75 percentilis) 

68  

(57-73) 

58  

(39-66) 
0,003 

71  

(49-82) 

53  

(50-72) 
0,233 0,665 

Férfi/nő  

(%/%) 

31/43  

(42%/58%) 

13/17  

(43%/57%) 
1,00 

4/4 

(50%/50%) 

10/5  

(67%/33%) 
0,095 0,208 

Hb: g/L 

(25-75 percentilis) 

116 

(98-130) 

108 

(96-120) 
0,296 

100 

(94-118) 

95 

(82-122) 
0,052 0,161 

WBC: G/L 

(25-75 percentilis) 

12  

(7-19) 

9  

(5-13) 
0,083 

17  

(8-51) 

13  

(7-23) 
0,618 0,138 

Plt: G/L 

(25-75 percentilis) 

250 

(119-461) 

523 

(320-712) 
<0,001 

260 

(205-739) 

156 

(54-427) 
0,094 <0,001 

Lépmegnagyobbodás 

n (%) 

64/73 

(88%) 

16/26 

(62%) 
0,007 

7/7 

(100%) 

11/14 

(79%) 
0,400 0,316 

Vénás trombózis 

n (%) 

9/67 

(13%) 

1/23 

(4%) 
0,442 

0/6 

(0%) 

1/15 

(7%) 
0,680 1,00 

AL transzformáció 

n (%) 

8/66 

(12%) 

4/25 

(16%) 
0,730 

0/6 

(0%) 

5/15 

(33%) 
0,058 0,255 

Megjegyzés: Tripla negatívnak (D) azokat a PMF betegeket neveztük, akik nem hordozták a JAK2, a CALR és az MPL mutációk egyikét sem. A klinikai és a laboratóriumi adatok a 

betegek diagnóziskori állapotára vonatkoznak. A 0,05 alatti p értékeket szignifikánsnak tekintettük, és félkövér karakterekkel kiemeltük. 

Rövidítések: AL: akut leukémiás; CALR: calreticulin gén; Hb: hemoglobin szint; JAK2: 2. típusú Janus kináz gén; MPL: thrombopoietin receptor gén; n: esetszám; Plt: 

thrombocytaszám; PMF: primer myelofibrosis; poz: pozitív; WBC: fehérvérsejtszám 

5
0
 

DOI:10.14753/SE.2018.2127



51 
 

4.2.3 Összesített túlélés az ET és a PMF betegcsoportokban 

A betegségek kimenetelét is megvizsgáltuk (összesített túlélés, OS) Kaplan-

Meier megközelítést alkalmazva az ET (17/A ábra) és a PMF (17/B ábra) 

betegcsoportokban, a különböző onkogén mutációk szerint lebontva.  

 

17. ábra Kaplan-Meier-féle túlélési elemzés ET-ben (A panel, n=261) és PMF-ben  

(B panel, n=87) szenvedő betegeknél, onkogén mutációk szerint lebontva. Tripla 

negatívnak azokat a betegeket neveztük, akik nem hordozták a JAK2, a CALR és az 

MPL mutációk egyikét sem. A betegek egy részénél (ET: n=2, PMF: n=11) 

hematopoetikus őssejt transzplantáció történt, náluk a követési időt a transzplantáció 

napjáig vettük figyelembe. ET esetén univariancia analízissel p=0,846 (A panel), míg 

PMF-nél p=0,023 (B panel) értékeket kaptunk. Páronkénti összehasonlítást végezve a 

CALR
poz

 betegek túlélési esélye jelentősen jobbnak bizonyult, mint JAK2
poz

 (p=0,04) és 

a tripla negatív (p=0,01) PMF betegeké, míg a JAK2
poz

 betegek csak tendenciát 

mutattak a hosszabb túlélésre a tripla negatívokhoz viszonyítva (p=0,076).  

Rövidítések: CALR: calreticulin gén; ET: esszenciális thrombocythaemia; JAK2: 2. 

típusú Janus kináz gén; n: betegszám; PMF: primer myelofibrosis; V617F: a JAK2 gén 

617. valin aminosav cseréje fenilalaninra. 
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A túlélési adatok nem voltak elérhetőek minden esetben, így a túlélési elemzést 

egy szűkített csoporton végeztük el. Az ET betegek közül 261 esetben rendelkeztünk 

megfelelő követési adatokkal [JAK2
poz

 (n=150), CALR
poz

 (n=85) és tripla negatív 

(n=26) alcsoportok]. Univariancia elemzéssel (17/A ábra) ET-ben nem volt különbség 

az összesített túlélést tekintve (p=0,846). A 87 főből álló PMF csoportban az 

alcsoportok a következők szerint alakultak: JAK2
poz

 (n=55), CALR
poz

 (n=21) és tripla 

negatív (n=11). Az ET csoporttal ellentétben, PMF-ben az összesített túlélés eltérőnek 

mutatkozott a különböző genetikai hátterű alcsoportokban (p=0,023, 17/B ábra). Az 

összesített túlélés a CALR
poz

 csoportban bizonyult a legjobbnak, míg a tripla negatívban 

a legrosszabbnak. Ezeket az eredményeket a továbbiakban megerősítettük páronkénti 

univariancia elemzéssel, ami p=0,04 értéket eredményezett a CALR
poz

 vs JAK2
poz

 és 

p=0,01 értéket CALR
poz

 vs tripla negatív összehasonlításokban. A JAK2
poz

 PMF 

betegeket összevetve a tripla negatívokkal, csak tendencia mutatkozott a kedvezőbb 

túlélésre (p=0,076). 

Az onkogén mutációk lehetséges hatását a túlélésre a továbbiakban Cox 

proporcionális hazard regresszióval vizsgáltuk a PMF csoportban, amelyben a tripla 

negatív PMF alcsoportot tekintettük referenciának. Ebben a modellben az életkor 

jelentős hatással volt a túlélésre (HR=1,082, 95% CI: 1,023-1,144; p=0,006), míg az 

onkogén mutáció megléte nem befolyásolta szignifikánsan a túlélést, csak tendencia 

mutatkozott (p=0,059). A páronkénti összehasonlítást elvégezve a CALR
poz

 alcsoport 

túlélése kedvezőbbnek bizonyult, mint a tripla negatív betegek túlélése (HR=0,131, 

95% CI: 0,023-0,739; p=0,021). A CALR
poz

 betegeket összehasonlítva a JAK2
poz

 

alcsoporttal, a jobb túlélési esélyre csak tendencia volt megfigyelhető CALR 9. exon 

mutációk jelenlétében (HR=0,159, 95% CI: 0,018-1,391; p=0,097). 

4.2.4 A JAK2 és CALR mutáns allélok mennyiségi hatása 

A JAK2 és CALR mutációk mennyiségi meghatározását rutinszerűen csak 2014 

óta végezzük laboratóriumunkban, ezáltal a mennyiségi adatok összehasonlítását csak 

egy szűkebb betegcsoporton tudtuk elvégezni. A JAK2 V617F allélra vonatkozóan PV-

ben 215, ET-ben 154, míg PMF-ben 56 esetben volt elérhető mennyiségi adat. A CALR 

mutációt tekintve ET-ben 96, PMF-ben pedig 25 beteg mennyiségi adata állt 

rendelkezésre. A mutáns allél mennyiségét a JAK2 V617F és a CALR mutációt hordozó 
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betegek esetében egy egyszerű képlettel számoltuk ki: a mutáns allél mennyiségeket a 

teljes gén-kópiák (mutáns plusz normál gén kópiák) százalékában fejeztük ki. Ez 

lehetővé tette a különböző mutációk mennyiségi összehasonlítását az MPN alcsoportok 

között. Az egészséges csontvelő donorok (n=30) csoportjában a JAK2 V617F 

mennyiségi meghatározás a következő eredményeket adta: medián: 0,003%, tartomány: 

0-0,0399%; 95. percentilis: 0,0035%. Hasonlóan alacsony értékeket figyeltünk meg a 

JAK2
neg

 MPN betegek (n=59) csoportjában [medián: 0,002%, tartomány: 0-0,199%;  

95. percentilis: 0,049%]. A JAK2 V617F
poz

 betegek csoportjában a JAK2 V617F allél 

mennyisége széles tartományban (0,5-100%) változott. Szignifikáns különbségeket 

találtunk a különböző diagnózisú betegcsoportokban [medián és tartomány 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 progressziójakor kialakuló szekunder myelofibrosisban is 

magasabb JAK2 V617F allél mennyiséget találtunk [post-PV MF-ben: 85% (1-99%); 

p<0,001; post-ET MF-ben: 66% (1-95%); p=0,002], mint a myelofibrosisos 

szövődmény nélküli PV és ET esetekben.  

Az MPN alcsoportok további összehasonlításakor elkülönítettük a diagnózis 

időpontjában, illetve a betegség előrehaladt állapotában levett minták esetében talált 

mennyiségi értékeket. Ezen összehasonlításokat a jelenlévő onkogén mutációk 

mennyiségének függvényében a 18. ábra szemlélteti.  
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18. ábra A JAK2 V617F vagy a CALR mutációk relatív mennyiségének 

összehasonlítása a különböző MPN alcsoportokban, diagnózis szerint, és a diagnózistól 

számított mintavételi időpontok szerint lebontva. Az x tengely alatti első sor az adott 

alcsoporthoz tartozó betegszámot (n) tartalmazza. Amennyiben a mintavételkor primer 

vagy szekunder myelofibrosis nem jelentkezett, úgy a diagnózistól számított egy éven 

belüli mintavételekre a második sorban látható “<1 év” jelölést alkalmaztuk, minden 

egyéb eset a “>1 év” csoportba került. Primer vagy szekunder myelofibrosis fennállása 

esetén az előbbi csoportosítást nem alkalmaztuk. A JAK2 V617F mutáció mennyiségét 

valós idejű AS-PCR-rel, a CALR 9. exon mutációk mennyiségét pedig szemi-kvantitatív 

módon fragmens analízissel határoztuk meg. A páronkénti összehasonlításokat Mann-

Whitney teszttel végeztük el.  

Rövidítések: CALR: calreticulin gén; ET: esszenciális thrombocythaemia; JAK2; 2. 

típusú Janus kináz gén; PMF: primer myelofibrosis; MF: myelofibrosis; n: betegszám; 

PV: polycythemia vera. 
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Páronkénti összehasonlítást végezve az alábbi megfigyeléseket tettük (18. ábra): 

(i) A JAK2 V617F
poz

 vagy a CALR
poz

 ET betegeknél  nem volt jelentős különbség a 

mutáns allél mennyiségeket illetően, sem a diagnóziskori mintákat, sem a diagnózistól 

számított egy éven belüli, sem a későbbi mintavételeket tekintve. Másrészről viszont a 

két PV alcsoportban (44 beteg: diagnózistól számított egy éven belüli mintavétellel, és 

140 beteg: későbbi mintavétellel, de myelofibrotikus transzformáció nélkül) emelkedő 

tendenciát találtunk a mutáns allél mennyiségeket illetően (p=0,066). (ii) A JAK2 

V617F allél mennyisége fokozatosan emelkedett párhuzamosan az egyre 

előrehaladottabb betegségek megjelenésével (JAK2 V617F
poz

 ET vs PV: p<0,001, PV 

vs post-PV MF: p<0,001). (iii) Az ET-ben szenvedők között a mutáns CALR allél 

mennyisége jelentősen magasabb volt, mint a mutáns JAK2 V617F allélé (p<0,001).  

(iv) A mutáns CALR allél mennyisége jelentős, de a JAK2 V617F allélhoz viszonyítva 

kevésbé meredeken emelkedik az előrehaladottabb betegségek megjelenésével (CALR
poz

 

ET vs CALR
poz

 post-ET MF: p=0,01; CALR
poz

 ET vs CALR
poz

 PMF: p<0,001).  

(v) Ellentétben a JAK2 V617F mutáns allél mennyiségekkel, a CALR mutáns allél 

mennyisége csak ritkán haladta meg az 50%-ot (11 esetben mértünk 51-75% közötti és 

1 esetben 75% feletti értéket). 

A továbbiakban megvizsgáltuk, hogy a CALR mutáns allél mennyisége hatással 

van-e a klinikai paraméterekre. Ennek érdekében azon CALR
poz

 ET betegek 

csoportjában, ahol a mintavétel a diagnózistól számítva egy éven belül történt (n=31), 

három különböző küszöbértéknél dichotóm csoportokat képeztünk: (i) 34,6%: az összes 

ET beteg CALR mutáns allél mennyiségének medián értéke (a myelofibrotikus 

transzformációs eseteket kizárva). (ii) 38,5%: az összes ET beteg CALR mutáns allél 

mennyiségének medián értéke (ET-t követő myelofibrotikus esetekkel együtt) (iii) 

40,1%: az összes MPN (ET és PMF) beteg CALR mutáns allél mennyiségének medián 

értéke.  
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3. táblázat ET-ben szenvedő betegek laboratóriumi adatainak összehasonlítása a CALR 

mutáns allél mennyiségének függvényében. 

 CALR mutáns allél mennyiség 

Küszöbérték 34,6% 38,5% 40,1% 

alatt felett alatt felett alatt felett 

n 17 14 20 11 22 9 

Hb: g/L 

(25-75 percentilis) 
136 

(127-143) 

130 

(116-151) 

138 

(130-154) 

122 

(105-141) 

138 

(131-147) 

120 

(100-158) 

p=0,47 p=0,04 p=0,018 

WBC: G/L 

(25-75 percentilis) 
8  

(6-11) 

11  

(9-16) 

9  

(7-11) 

11  

(9-18) 

9  

(7-11) 

11  

(9-18) 

p=0,005 p=0,025 p=0,046 

Plt: G/L 

(25-75 percentilis) 
828 

(707-1099) 

1319 

(849-1669) 

847 

(706-1210) 

1406 

(850-1819) 

884 

(707-1401) 

1123 

(849-1719) 

p=0,04 p=0,04 p=0,20 

Megjegyzés: A rendelkezésre álló 31 ET betegnél a páronkénti összehasonlítások során dichotóm csoportokat 

képeztünk a CALR mutáns allél mennyisége alapján három küszöbértéknél: (i) 34,6%; (ii) 38,5%; (iii) 40,1%. A 

p értékek a dichotóm csoportok páronkénti összehasonlításaira vonatkoznak (Mann-Whitney teszt). A 0,05 alatti  

p értékeket szignifikánsnak tekintettük, és félkövér karakterekkel kiemeltük.  

Rövidítések: CALR: calreticulin gén; ET: esszenciális thrombocythaemia; Hb: hemoglobin; n: esetszám;  

Plt: thrombocytaszám; WBC: fehérvérsejtszám. 

A CALR mutáns allél 38,5%-os küszöbértékénél, az alacsony CALR allél 

mennyiség alacsonyabb fehérvérsejt- (9 vs 11 G/L, p=0,025) és vérlemezkeszámmal 

(848 vs 1406 G/L, p=0,04), valamint magasabb hemoglobin szinttel (138 vs 122 g/dL, 

p=0,04) társult. A fehérvérsejtszám a másik két küszöbérték esetén is alacsonyabb 

maradt az alacsonyabb mutáns allél mennyiségű csoportokban, azonban egyre 

magasabb küszöbértéket választva a csoportok közötti különbség egyre csökkent. Míg a 

hemoglobin szintek közötti különbség az alacsonyabb és a magasabb CALR mutáns allél 

mennyiségű csoportok között csak 38,5%-os vagy e feletti küszöbértéknél jelentkezett, 

addig a thrombocytaszámbeli eltérések 38,5% felett eltűntek. 

4.2.5 A CALR mutáció klinikai jellemzői a mutáció típusa szerint 

A CALR 9. exon mutációk jelenlétét összesen 121 esetben (96 ET és 25 PMF 

betegnél) erősítettük meg Sanger szekvenálással. 64 (53%) 1. típusú (52 bázispáros 

deléció, c.1092_1143del), 34 (28%) 2. típusú (5 bázispáros inszerció, 
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c.1154_1155insTTGTC) és 23 (19%) egyéb típusú mutációt azonosítottunk. Ez a 23 

egyéb típusú mutáció 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) típusú mutációkat, valamint 

potenciálisan új variánsokat (n=8) tartalmazott. A fent felsorolt variánsok megoszlását a 

19.ábra szemlélteti. ET-ben szenvedőknél 48 (50%) 1. típusú, 31 (32%) 2. típusú és  

17 (18%) egyéb, míg PMF-ben szenvedőknél 16 (64%) 1. típusú, 3 (12%) 2. típusú és  

6 (24%) egyéb mutációt találtunk.  

 

19. ábra A CALR mutációk megoszlása ET és PMF betegek körében.  

Rövidítések: CALR: calreticulin gén; ET: esszenciális thrombocythaemia; n: 

betegszám; PMF: primer myelofibrosis. 

Csak az 1. és 2. típusú mutációkat alapul véve, az ET és PMF betegek 

összehasonlításakor különböző eloszlásokat tapasztaltunk. Az ET-ben szenvedők 

körében 48 1. típusú (61%) és 31 2. típusú (39%) mutációt, míg PMF esetén 16  

1. típusú (84%) és 3 2. típusú (16%) mutációt találtunk (p=0,064). A 2. típusú mutáció a 

nem 2. típusú mutációkhoz képest ET-ben gyakrabban fordult elő (32%), mint PMF-ben 

(12%, p=0,049). Az 1. típusú mutációt hordozóknál a CALR mutáns allél mennyisége 

magasabb volt (n=14, 41%), mint a 2. típusú mutációt hordozó ET betegek esetén 

(n=15, 27%, p=0,023). Ez a különbség adódhat abból, hogy a PCR során az 1. típusú 

mutációnál (52 bp-os deléció) a rövidebb DNS fragmentumok könnyebben 

amplifikálódnak, ezért ezt az eredményt egy másik mennyiségi meghatározást lehetővé 

tevő módszerrel lehetne biztosan igazolni. 
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A továbbiakban a demográfiai és a klinikai paramétereket hasonlítottuk össze 

mutáció típusonként a CALR mutációt hordozó ET betegek között. Azt találtuk, hogy a 

2. típusú mutációt hordozók átlag életkora magasabb, mint az 1. típusú (átlag életkor 

diagnóziskor: 59 vs 51 év, p=0,06) vagy mint a nem 2. típusú mutációt hordozóké (átlag 

életkor diagnóziskor: 59 vs 51 év, p=0,09). Hasonló tendenciát találtunk a 

thrombocytaszámokat illetően, diagnóziskor magasabb volt a 2. típusú mutációt 

hordozók körében, mind az 1. típusú mutációt hordozókhoz 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. típusú mutációt hordozókhoz képest [865 G/L (25-75. percentilis: 755-

1218) (p=0,041)]. Citoreduktív terápiát gyakrabban alkalmaztak a 2. típusú mutációt 

hordozó ET betegeknél, mint 1. típusú mutáció esetén (89% vs 67%, p=0,05). A 

demográfiai és a klinikai paraméterek tekintetében (beleértve az összesített túlélést is) 

további eltéréseket nem találtunk a két ET alcsoport között. Hasonló elemzést a PMF 

betegek körében nem tudtunk elvégezni a 2. típusú CALR mutációt hordozók alacsony 

esetszáma miatt (n=3). 

4.3 A TERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok  

4.3.1 A vizsgált SNP-k BCR-ABL1 negatív MPN-re hajlamosító hatása 

A TERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok MPN-re 

hajlamosító szerepét 584 fős betegcsoporton és 400 egészséges személynél vizsgáltuk 

meg. A szerzett onkogén mutációk megoszlása az 584 fős betegcsoportban az alábbiak 

szerint alakult. Minden PV-ben szenvedő beteg JAK2 V617F pozitív volt (n=209). Az 

ET-ben szenvedők között, 148-an (53%) a JAK2 V617F, 95-en (34%) a CALR, és 9-en 

(3%) az MPL gén mutációt hordozták, 29-en pedig (10%) tripla negatívak voltak; a 

PMF csoportban 51 (54%) JAK2 V617F, 25 (27%) CALR, és 7 (7%) MPL gén 

mutációra pozitív, valamint 11 (12%) tripla negatív esetet regisztráltunk. Az MPN 

csoportban mind a TERT rs2736100, mind a JAK2 rs12343867 variánsok 

allélfrekvenciája (AF±95%CI) emelkedett volt a kontroll csoporthoz viszonyítva (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 különbség szignifikáns 

maradt mindegyik vizsgált modell esetén (domináns, recesszív, genotípusos), amit a 4. 

táblázat foglal össze. 
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4. táblázat A TERT rs2736100 genotípusok megoszlása a kontroll és a különböző betegcsoportokban. 

 
n AA AC CC 

'C' AF ± 95% 

CI (%) 
p 

allélikus OR (95% CI) 
OR 

(AA) 
p 

OR 

(AC) 
(95% CI) p 

OR  

(CC) 
(95% CI) 

Kontroll 400 111 188 101 48,8 ± 3,5 - - - - - - - - - - 

MPN (teljes) 584 77 282 225 62,7 ± 2,8 <0,0001 1,77 (1,47 - 2,12) 1 <0,001 2,17 (1,54-3,06) <0,001 3,23 (2,22-4,69) 

     PV 209 26 106 77 62,2 ± 4,7 <0,0001 1,73 (1,36 - 2,20) 1 <0,001 2,41 (1,48-3,93) <0,001 3,26 (1,94-5,47) 

     ET 281 38 139 104 61,7 ± 4,1 <0,0001 1,70 (1,36 - 2,11) 1 <0,001 2,16 (1,41-3,32) <0,001 3,01 (1,90-4,76) 

     PMF 94 13 37 44 66,5 ± 6,9 <0,0001 2,09 (1,50 - 2,91) 1 0,131 1,68 (0,86-3,30) <0,001 3,72 (1,89-7,31) 

JAK2 V617Fpoz 408 49 198 161 63,7 ± 3,4 <0,0001 1,85 (1,51 - 2,25) 1 <0,001 2,39 (1,61-3,53) <0,001 3,61 (2,38-5,49) 

CALRpoz 120 17 55 48 62,9 ± 6,2 <0,0001 1,78 (1,33 - 2,40) 1 0,032 1,91 (1,06-3,45) <0,001 3,10 (1,68-5,74) 

MPLpoz 16 1 10 5 62,5 ± 17,1 0,1501 1,75 (0,85 - 3,63) 1 0,093 5,90 (0,75-46,74) 0,123 5,50 (0,63-47,83) 

tripla negatív 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 1,21 (0,49-2,97) 

CML (teljes) 86 25 43 18 45,9 ± 7,6 0,5562 0,89 (0,64 - 1,24) 1 0,956 1,02 (0,59-1,75) 0,489 0,79 (0,41-1,54) 

AML (teljes) 308 71 153 84 52,1 ± 4,0 0,2178 1,14 (0,93 - 1,41) 1 0,198 1,27 (0,88-1,84) 0,215 1,30 (0,86-1,97) 

NK AML 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) 0,582 1,18 (0,66-2,11) 

nem NK 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) 

Rövidítések: A: adenin; AF: allélfrekvencia; AML: akut myeloid leukémia; C: citozin; CI: konfidencia intervallum; CALR: calreticulin gén; CML: krónikus myeloid leukémia; ET: 

esszenciális thrombocythaemia; JAK2 V617F: 2. típusú Janus kináz gén Val617Phe mutációja; MPL: thrombopoetin receptor gén; MPN: myeloproliferativ neoplázia; NK AML: normál 

kariotípusú AML; OR: odds ratio, esélyhányados, PMF: primer myelofibrosis; poz: pozitív; PV: polycythemia vera; TERT: telomeráz reverz transzkriptáz gén. 

5
9
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Az eddigi MPN tanulmányokkal megegyezően, a TERT variánst hordozók  

(AC és CC genotípusok együttesen) mind a JAK2 V617F
poz

, mind a CALR
poz

 MPN-re 

egyforma mértékben hajlamosítanak (p=0,5 a JAK2 V617F
poz

 vs CALR
poz

 

összehasonlításban). Ezzel ellentétben a JAK2 rs12343867_C allél hajlamosító hatása 

hangsúlyosabb volt a JAK2 V617F
poz

 MPN betegek körében (JAK2 V617F
poz

 MPN 

esetén a JAK2 rs12343867_C AF=49,8±3,5%; CALR
poz

 MPN esetén: 35,8±6,2%, 

p≤0,001). Az MPL
poz

 MPN betegek kis csoportját tekintve a TERT rs2736100_C 

allélfrekvenciája szintén emelkedett volt (62,5±17,1%, de nem volt szignifikáns az 

alacsony esetszám miatt). Mindezekkel ellentétben a tripla negatív csoportban a 

genotípusos megoszlás a kontroll csoporthoz hasonlított (AF=51,3±11,2%). A tripla 

negatív csoportot diagnózis szerint felosztva (ET vagy PMF) a PMF betegek körében a 

TERT variáns allélfrekvenciája magasabb volt (AF=68,2±19,9%), azonban az ET 

betegek TERT allélfrekvenciája nem volt emelkedett (AF=44,8±13,1%) a kontroll 

csoportéhoz képest (további statisztikai elemzést a tripla negatív betegek körében nem 

tudtunk végezni az alacsony esetszám miatt). A TERT variáns mind heterozigóta, mind 

homozigóta formája összefüggést mutatott a myeloproliferativ megbetegedésekkel a 

teljes BCR-ABL1 negatív MPN csoportunkat nézve [OR (heterozigóta): 2,2 (1,5–3,1) és 

OR (homozigóta): 3,2 (2,2–4,7), mindkét esetben p<0,001]. A TERT heterozigótasághoz 

képest a TERT homozigótaság az MPN-re való hajlamot additívan megnövelte 

(p=0,009). Hasonlóan a TERT variánshoz a JAK2 rs12343867 hetero- vagy 

homozigótaság szintén jelentősen megemelte az MPN kialakulásának kockázatát  

[OR (heterozigóta): 2,5 (1,9–3,4) és OR (homozigóta): 3,4 (2,2-5,1), mindkét esetben 

p<0,001].  

Mivel egy TERT vagy JAK2 allél jelenléte is megnövelte az MPN-re való 

hajlamot, megvizsgáltuk több allél együttes hatását az MPN kialakulásának 

kockázatára. Egy TERT vagy JAK2 allél jelenléte az MPN kockázatát 2,3-szorosára 

(95% CI: 1,3-3,9) emelte. Minden további TERT vagy JAK2 allél külön-külön is tovább 

növelte a rizikót. Mind a négy hajlamosító allél együttes jelenléte (TERT és JAK2 

polimorfizmusokra nézve is homozigóta egyedek) a klasszikus MPN kialakulásának 

kockázatát 9,6-szorosára (95% CI: 4,4-21,1) emelte (20. ábra). 
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20. ábra Az MPN kockázata a TERT vagy JAK2 hajlamosító allélok számának 

függvényében. A TERT rs2736100 vagy a JAK2 rs12343867 allélok számának 

növekedésével az MPN-re való hajlam emelkedik. A heterozigóta genotípust egynek, a 

homozigótát kettő hajlamosító allélnak vettük.  

Rövidítések: CI: konfidencia intervallum; JAK2: 2. típusú Janus kináz gén; MPN: 

myeloproliferativ neoplázia; OR: odds ratio, esélyhányados; TERT: telomeráz reverz 

transzkriptáz gén. 

A továbbiakban a különböző MPN alcsoportokban megvizsgáltuk a TERT 

rs2736100 és a JAK2 rs12343867 allélok együttes hatását (5. táblázat). A TERT és a 

JAK2 rizikó alléljai egymástól függetlenül és egymást erősítve befolyásolják az MPN 

kockázatát. A kombinált heterozigótaság az MPN rizikóját 6-szorosára, míg a kombinált 

homozigótaság közel 10-szeresére növelte. A két variáns kölcsönhatása a JAK2 

V617F
poz

 csoportban szembetűnőbb volt, mint a CALR
poz

 betegek körében, ahol a 

kombinált JAK2 hetero- és homozigótaság hatása nem különbözött jelentősen 

egymástól. A CALR
poz

 alcsoportban már egy JAK2 rizikó allél jelenléte hasonló hatással 

bírt, mint a JAK2 homozigótaság (5. táblázat).  
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5. táblázat A TERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 allélok kölcsönhatása különböző MPN alcsoportokban. 

    TERT rs2736100 

  

 

  AA     AC     CC   

Teljes MPN 

 

OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p 

MPN vs kontroll TT 1 - - 2,24 (1,26 - 3,98) 0,006 3,62 (1,96 - 6,69) <0,001 

JAK2 rs12343867 TC 2,37 (1,22 - 4,60) 0,011 5,96 (3,40 - 10,43) <0,001 8,25 (4,49 - 15,14) <0,001 

  CC 6,16 (2,44 - 15,55) <0,001 6,52 (3,19 - 13,32) <0,001 9,60 (4,37 - 21,07) <0,001 

   
TERT rs2736100 

 JAK2 V617Fpoz   
AA 

  
AC 

  
CC 

 

MPN  
OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p 

MPN vs kontroll TT 1 - - 2,49 (1,22 - 5,07) 0,012 3,63 (1,71 - 7,73) 0,001 

JAK2 rs12343867 TC 2,60 (1,16 - 5,87) 0,021 7,76 (3,91 - 15,40) <0,001 11,73 (5,69 - 24,20) <0,001 

  CC 9,04 (3,24 - 25,18) <0,001 9,91 (4,36 - 22,52) <0,001 14,08 (5,80 - 34,15) <0,001 

   
TERT rs2736100 

    
AA 

  
AC 

  
CC 

 

CALRpoz MPN  
OR (95% CI) p OR (95% CI) p OR (95% CI) p 

MPN vs kontroll TT 1 - - 2,27 (0,87 - 5,95) 0,095 4,36 (1,63 - 11,63) 0,003 

JAK2 rs12343867 TC 1,98 (0,64 - 6,14) 0,235 3,98 (1,55 - 10,22) 0,004 5,47 (2,03 - 14,77) 0,001 

  CC 3,39 (0,72 - 16,01) 0,123 2,54 (0,70 - 9,23) 0,156 4,69 (1,30 - 16,88) 0,018 

Rövidítések: A: adenin; C: citozin; CALR: calreticulin gén; CI: konfidencia intervallum; JAK2: 2. típusú Janus kináz gén; MPN: myeloproliferativ neoplázia; OR: odds ratio, 

esélyhányados; poz: pozitív; T: timin; TERT: telomeráz reverz transzkriptáz gén; V617F: a JAK2 gén 617. valin aminosav cseréje fenilalaninra. 
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A TERT és JAK2 polimorfizmusok, mint kockázati tényezők esetleges szerepét a 

betegség kialakulásában a “population attributable fraction” (PAF) hányadossal 

jellemeztük. A korábban közöltekhez hasonlóan [38, 78], a magyar populációra is 

igaznak bizonyult, hogy a TERT rs2736100_C polimorfizmusra számolt PAF érték 

magasabb (52,5%) a JAK2 rs12343867_C polimorfizmusra számoltnál (46,0%). A két 

polimorfizmus együttes PAF értéke 74,4%, amely azt mutatja, hogy a sporadikus MPN 

genetikai hátteréért főként ez a két polimorfizmus felelős.  

4.3.2 A TERT rs2736100_C polimorfizmus szerepe MPN-ben  

A továbbiakban megvizsgáltuk a TERT rs2736100_C polimorfizmus lehetséges 

hatását az MPN megjelenésére, tüneteire. A teljes MPN csoportunkat tekintve a TERT 

rs2736100_C hordozóknál a fehérvérsejtszám magasabbnak bizonyult (9 vs 11 G/L, 

p=0,019), mint a homozigóta AA betegeknél (domináns modell). Hasonló 

eredményeket kaptunk a JAK2 V617F
poz

 (9 vs 11 G/L, p=0,001) és a PV alcsoportokban 

(10 vs 11 G/L, p=0,035). A vizsgált TERT polimorfizmus nem volt hatással a különböző 

komplikációk gyakoriságára (lépmegnagyobbodás, vénás és artériás trombózis, vérzés, 

myelofibrotikus vagy leukémiás transzformáció) sem önmagában, sem a JAK2 

haplotípussal együttesen. Annak ellenére, hogy nem találtunk összefüggést a különböző 

életet veszélyeztető komplikációk gyakorisága és a TERT polimorfizmus között, PV-

ben az eltérő TERT genotípusú betegek hosszú távú összesített túlélése eltérőnek 

mutatkozott. A különböző TERT genotípusú MPN betegek összesített túlélését (PV, ET 

és PMF diagnózisok szerint lebontva) a 21. ábra szemlélteti. 

PV-ben a 15 éves összesített túlélés a TERT rs2736100 AA genotípusú betegek 

körében 90,0±9,5%, az AC heterozigóták esetén 62,7±8,5%, és a CC genotípusnál 

70,3±8,3% volt (pegyüttes=0,016, pAAvsAC=0,003, pAAvsCC=0,056, 21/A ábra). Esszenciális 

thrombocythaemiában a 15 éves összesített túlélés az alábbiak szerint alakult: AA 

genotípusnál 96,4±3,5%, AC genotípusnál 78,9±6,7%, és CC genotípusnál 64,5±11,3% 

(pegyüttes=0,229; pAAvsAC=0,6, pAAvsCC=0,2, 21/B ábra). Primer myelofibrosis esetén az 

összesített túlélésben nem volt különbség a különböző genotípusú betegek között (21/C 

ábra). 
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21. ábra A különböző TERT genotípusú MPN betegek összesített túlélése diagnózis 

szerint csoportosítva: PV (A panel), ET (B panel) és PMF (C panel).  

Rövidítések: A: adenin; C: citozin; ET: esszenciális thrombocythaemia; n: esetszám; 

PMF: primer myelofibrosis; PV: polycythemia vera. 

A teljes BCR-ABL1 negatív MPN csoportban a különböző TERT genotípusú 

betegek halálozási okait megvizsgálva azt találtuk, hogy a homozigóta CC genotípusú 

betegek gyakrabban haltak meg az alap hematológiai megbetegedéstől független szolid 

tumorok következtében [CC genotípus: 44,4%; 12/27: 4 tüdőrák, 4 végbélrák, 3 

laphámrák és 1 egyéb típusú (foramen jugulare területén elhelyezkedő) tumor], mint a 

TERT rs2736100 polimorfizmusra nézve vad típusú vagy heterozigóta betegek (AA és 

AC genotípusok: 5,3%; 2/38: 2 gyomor és epeúti rák; p=0,0004). Kórtörténet - beleértve 

a nem hematológiai megbetegedések jelenlétét vagy hiányát - 356 betegnél volt 

elérhető. Szolid tumorok a vad típusú betegek (AA genotípus) 8,2%-ában (4/49), a 

heterozigóták (AC genotípus) 16,2%-ában (28/173) és a homozigóták (CC genotípus) 

23,1%-ában (31/134) jelentkeztek (p=0,014). A leggyakoribb tumorok az alábbiak 

voltak: bazalioma (n=10), bőrlaphám (n=9), végbél (n=8), tüdő (n=7), prosztata (n=7), 

és húgyhólyag karcinóma (n=5). Mivel feltételeztük, hogy a szolid tumorok gyakoribb 

előfordulásának hátterében a myeloszupresszív kezelés is állhat, megvizsgáltuk a TERT 
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polimorfizmus és a myeloszupresszív kezelés közötti kölcsönhatás lehetőségét. 

Megállapítottuk, hogy a citoreduktív kezelés megnöveli a szolid tumorok 

kialakulásának valószínűségét: másodlagos daganat a citoreduktív kezelésben nem 

részesülő betegek 6,0%-ában (5/84); a hidroxiurea kezelésben részesülők 20,1%-ában 

(48/239); a buszulfán vagy radiofoszfor kezelésben részesülő betegek 40,9%-ában 

(9/22) jelentkezett (6% vs 40,9% p<0,001; 6% vs 20,1% p=0,002). Multivariancia 

elemzéssel a TERT rs2736100_C genotípus a citoreduktív kezeléstől független 

kockázati tényezőnek bizonyult a szolid tumorok kialakulásának szempontjából 

[p=0,045; OR: 3,08 (1,03–9,26)]. A TERT rs2736100_C genotípus homozigóta formája 

nagyobb rizikót jelent, mint a heterozigóta forma [p=0,021; CC genotípus, OR=3,86 

(1,23–12,08) vs p=0,108; AC genotípus, OR=2,54 (0,82–7,94)]. 

4.3.3 A TERT rs2736100_C polimorfizmus CML-ben és AML-ben 

86 CML-ben és 308 AML-ben szenvedő betegnél vizsgáltuk meg a TERT 

variáns és a betegségek közötti esetleges összefüggést. A kontroll csoporthoz képest a 

TERT rs2736100_C allélfrekvenciák nem mutattak szignifikáns 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. táblázat). A TERT genotípusok megoszlását a normál és a kóros kariotípusú AML 

betegek körében is elemeztük, de nem találtunk statisztikailag jelentős eltérést a 

különböző AML alcsoportokban (4. táblázat). A komplex kariotípusú AML betegeknél 

(akiknél ≥3 kromoszóma érintett a leukémiás sejtklónban) a TERT rs2736100_C 

homozigótaság gyakrabban fordult elő, de az eltérés statisztikailag nem volt 

szignifikáns [40% (16/40) komplex kariotípusú AML-ben vs 25% (63/251) nem 

komplex kariotípusú AML-ben vagy 25% (101/400) a kontroll csoportban, mindkét 

esetben p=0,06]. 
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5 Megbeszélés 

5.1 Onkogén mutációk MPN-ben  

5.1.1 A genetikai eltérések optimális meghatározási módszerei 

Az onkogén mutációk ismeretében eltérő klinikai jellemzőkkel rendelkező, és 

eltérő prognózisú alcsoportok definiálhatók BCR-ABL1 negatív MPN-ben. A szerzett 

mutációk meghatározásához különböző mérési módszerek kiválasztása és beállítása volt 

szükséges. A V617F mutáció kimutatására például számos módszer áll rendelkezésre 

[87]. Az egyszerű kivitelezhetősége miatt az 1-5% érzékenységű, minőségi AS-PCR 

módszert gyakran alkalmazzák, amely azonban 5% alatti mutáció mennyiség esetében 

nem mindig reprodukálható. Tanulmányunk során a V617F pontmutáció mérésére az 

alacsony tartományban is megbízhatóan érzékeny mennyiségi AS-PCR-t állítottuk be 

[89], amelynek köszönhetően meghatározható a V617F allél mennyisége (V617F%: 

mutáns JAK2 allél / összes JAK2 allél) [36]. A QPCR további előnye, hogy általa a 

terápia hatékonysága, illetve a reziduális betegség három nagyságrend (0,1-100%) 

tartományban monitorozható. A hagyományos Sanger szekvenálás, a HRM és a nagy 

hatékonyságú folyadék kromatográfiás (HPLC) módszerek érzékenysége 5-20% közé 

tehető, alkalmazásuk csak akkor javasolt, ha más ritka JAK2 14. exon mutációt kell 

kimutatni [36]. 

A JAK2 12. exon mutációkat tekintve a Sanger szekvenálás vagy az 5-10% 

érzékenységű HRM módszer nem optimális, lévén hogy ezek a mutációk gyakran kis 

mennyiségben vannak jelen. Az érzékeny AS-QPCR technika pedig mutációnként 

egyedi módszertervezést igényel, ezért a mutációk nagy variabilitása miatt ez nehezen 

oldható meg. Mivel a mutációk többsége méretváltozással járó deléció és inszerció, 

munkánk során az 1-2%-os érzékenységű kapilláris elektroforézist (fragmens analízist) 

alkalmaztuk [36, 54]. 

A JAK2 12. exon mutációkhoz hasonlóan a PCR termék méretváltozással járó 

CALR mutációk többsége is kiszűrhető a PCR termék méretének meghatározásával, 

azaz fragmens analízissel. A mutációk pontos azonosítását tanulmányunk során 

szekvenálással valósítottuk meg. Alternatív módszerként a HRM szűrőmódszer 

alkalmazható, de a fragmens analízis érzékenysége és specifikussága jobbnak bizonyul 

[90].  
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Az MPL mutációk kimutatására is különböző módszerek terjedtek el: 

mutációnként külön allélspecifikus technikák, vagy a teljes 10. exon szűrése 

szekvenálással, HRM-mel [36]. Az MPL eltérések esetén előfordulhat mind alacsony 

(1–15%), mind magas (50% feletti) mutáció arány, ami tovább nehezíti a megfelelő 

mérési metodika kiválasztását. A W515K mutáció mennyisége gyakran meghaladja az 

50%-ot, homozigóta eseteket is leírtak, ami biallélikus mutációt vagy a heterozigótaság 

elvesztését feltételezi. A 3-15%-os alacsony mutáció mennyiségek általában W515L 

mutációk esetén fordulnak elő [36]. Az MPL mutációk kimutatására elsőként a HRM 

módszert alkalmaztuk, amellyel ritka mutációk is kiszűrhetők. Mivel ez a meghatározás 

nem definitív, a pozitív eseteket szekvenálással erősítettük meg. A HRM-mel pozitív, 

de szekvenálással negatív eredményeket mutációnként külön AS-PCR-rel vizsgáltuk 

tovább. Az 1-5% érzékenységű AS-PCR technika azonban mutációnként egyedi 

módszertervezést igényel, ezért csak a leggyakoribb MPL mutációk kimutatására 

célszerű alkalmazni. Az MPL génben találtak már mutációt a receptor extracelluláris 

doménjében, ill. további ritka mutációkat azonosítottak az 501, 505, 506, 507, 509, 510, 

514 és W515-P518delinsKT, 519. pozíciókban. Ezek mindegyikére AS-PCR-t tervezni 

időigényes és költséges. 

Munkánk során a beállított molekuláris genetikai szűrő és megerősítő 

módszerekkel az MPN-ben szenvedő betegcsoportunkban az esetek 90%-ában tudtuk 

azonosítani a betegséget okozó genetikai eltérést. PV-ben a betegek 98,6%-ában  

JAK2 V617F, 1,4%-ában JAK2 12. exon mutációkat találtunk. Irodalmi adatok szerint a 

JAK2 12. exon mutáció gyakorisága az európai populációban 1,9-7,4% [54, 91]. Mivel a 

nemzetközi tanulmányok szerint a JAK2 gén közel 100%-ban érintett PV-ben, a  

6. összehasonlító táblázatban a PV gyanúval vizsgált JAK2 mutáció negatív eseteket 

nem elemeztük. ET-ben és PMF-ben a mutációk előfordulási gyakorisága hasonlóan 

alakult: 61-58%-ban JAK2 V617F, 25-24%-ban CALR és 2-6%-ban MPL mutációkat 

azonosítottunk. Betegcsoportunkban a talált mutációk előfordulási gyakorisága megfelel 

az irodalomban ismertetett adatoknak (6. táblázat). 
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6. táblázat A JAK2 V617F, CALR és MPL mutációk előfordulási gyakorisága ET-ben 

és PMF-ben a nemzetközi közlemények alapján. 

Publikáció Dg n 
JAK2 V617Fpoz CALRpoz MPLpoz Tripla negatív 

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 (3) 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 (3) 16 (11) 

Trifa [103] ET 141 76 (54) 40 (28) 3 (2) 22 (16) 

Kim [104] ET 84 43 (51) 23 (27) 1 (1) 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 (4) 7 (31) 

Saját  

közlemény  
ET 468 287 (61) 118 (25) 10 (2) 53 (11) 
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Publikáció Dg n 
JAK2 V617Fpoz CALRpoz MPLpoz Tripla negatív 

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 (21) 11 (3) 96 (27) 

Klampfl [33] PMF 321 189 (59) 99 (31) 18 (6) 15 (5) 

Tefferi [112]§ PMF 254 147 (58) 63 (25) 21 (8) 22 (9) 

Nangalia [34] PMF 168 125 (74) 26 (15) 2 (1) 15 (9) 

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

Gou [96] PMF 133 60 (45) 7 (5) 2 (2) 64 (48) 

Li [93] PMF 132 70 (53) 28 (21) 12 (9) 22 (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 (0) 2 (10) 

Saját 

közlemény  
PMF 127 74 (58) 30 (24) 8 (6) 15 (12) 

Megjegyzés: *,§ Átfedő betegcsoportokon végzett vizsgálatok. 

Rövidítések: CALR: calreticulin gén; Dg: diagnózis; ET: esszenciális 

thrombocythaemia; JAK2: 2. típusú Janus kináz gén; MPL: thrombopoetin receptor 

gén; n: esetszám; PMF: primer myelofibrosis; poz: pozitív; V617F: a JAK2 gén 617. 

valin aminosav cseréje fenilalaninra. 

5.1.2 A rutin diagnosztikai vizsgálati sorrend meghatározása 

A laboratóriumi hatékonyság és gazdaságosság növelése érdekében a klasszikus, 

BCR-ABL1 negatív MPN gyanúja esetén meghatároztunk egy rutin diagnosztikai 

vizsgálati sorrendet az irodalomban megállapított mutáció gyakoriságok alapján  

(15. ábra) [33, 34, 87, 114]. Mivel az egyes szomatikus mutációk kölcsönösen kizárják 

egymást [33, 34], azaz a mutációk együttes előfordulása egy betegnél irodalmi 

ritkaságnak számít, a mutációk vizsgálatát szekvenciálisan végeztük a diagnózis 

alapján. Irodalmi ajánlások is a párhuzamos helyett a szekvenciális vizsgálati sorrendet 
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ajánlják [87, 114]. Első lépésként PV gyanúja esetén a JAK2 V617F pontmutációt 

szűrtük, ami a JAK2 mutációk több mint 90%-át adja. A JAK2 gén 12. exonját érintő 

változások ritkák, vizsgálatuk csak JAK2 V617F hiányában és alacsony EPO szint, vagy 

PV-re utaló csontvelő szövettan esetén indokolt [88]. Míg PV-ben a Philadelphia-

kromoszóma kizárása nem diagnosztikai kritérium, addig ET-ben és PMF-ben 

elsődleges [115]. ET és PMF gyanújakor a molekuláris diagnosztikát a JAK2 V617F 

vizsgálatával kezdjük, és a negatív betegeknél a CALR mutáció szűrésével folytatjuk. A 

CALR vizsgálatok bevezetésével nemcsak a rutin molekuláris diagnosztika algoritmusa 

módosult, de lehetővé vált az ET és PMF megbetegedések genetikai hátterének 

pontosabb meghatározása is. Azokban az esetekben, ahol kétszeresen (mind JAK2 

V617F-re, mind CALR-ra nézve) negatív eredményeket kapunk, a továbbiakban az MPL 

gén 10. exonját elemezzük. A JAK2 V617F, a CALR és az MPL mutációk MPN-re (PV, 

ET, PMF) jellemző eltérések, ritkán fordulnak elő egyéb myeloid malignitásokban [116, 

117]. Mivel a három gén mutációja a klasszikus MPN esetek 90%-ánál pozitív, a 

mutációk kimutatását felhasználhatjuk a reaktív hematológiai válasz (pl. tüdő- illetve 

szívbetegségek által kiváltott polyglobulia, vagy gyulladás által kiváltott 

thrombocytosis) és a klonális csontvelői betegségek elkülönítéséhez. 

Negatív JAK2 V617F vizsgálat esetén a molekuláris genetikai laboratórium 

számára a megfelelő klinikai adatok ismerete nélkülözhetetlen a további vizsgálatok 

elvégzéséhez. A dolgozatban elemzett betegcsoport klinikai jellemzői megfelelnek a 

WHO 2008-as kritérium rendszerének, azonban a mindennapi rutin diagnosztikai 

tevékenység során számos polyglobuliával, szekunder thrombocytosissal vagy 

leukocytosissal vizsgált betegnél végezzük el a molekuláris diagnosztikai teszteket. A 

2005-2016 közötti 11 évben közel 7300 JAK2 V617F tesztet végeztünk, amelyek 28%-a 

bizonyult V617F pozitívnak. Más laboratóriumok is hasonló V617F pozitivitási 

arányokról (14-38%) számoltak be [114, 118]. A JAK2 V617F vizsgálata viszonylag 

egyszerű és olcsó, tartós, ismeretlen ok miatt fennálló polyglobulia, thrombocytosis 

vagy leukocytosis esetén a reaktív okok kizárására irányuló vizsgálatokkal 

párhuzamosan elvégezhető. JAK2 V617F negativitás esetén PV-ben az EPO szint 

meghatározása, illetve ET-ben és PMF-ben a csontvelő szövettani vizsgálata indokolt a 

további molekuláris genetikai vizsgálatok előtt. A JAK2 V617F jelenléte olyan 

betegnél, akinél nem teljesülnek az MPN diagnosztikai kritériumok, felhívhatja a 
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figyelmet a háttérben meghúzódó MPN lehetőségére (pl. splanchnikus véna trombózis 

esetén a splenomegalia anémiát, thrombocytopeniát eredményezhet, amely elfedi az 

MPN tüneteit). 

Azokban az esetekben, ahol a molekuláris diagnosztikai tesztek során 

háromszorosan (JAK2 V617F-re, CALR-ra és MPL-re nézve) negatív eredményeket 

kapunk, az MPN lehetősége nem zárható ki. Előfordulhat, hogy a mutáns klón a 

választott molekuláris genetikai módszer kimutathatósági szintje alatti mennyiségben 

van jelen (a fragmens analízis 1-5%, a HRM 5-10%, a szekvenálás 20-25% mutáns klón 

jelenlétét mutatja ki), vagy a betegséget egy nem vizsgált génmutáció okozza. A 

végleges diagnózis felállítását a vérkép, a klinikai kép, a csontvelő szövettani vizsgálata 

és a molekuláris genetikai vizsgálatok együttesen segítik. 

5.1.3 A V617F allél mennyiségi meghatározása, prognosztikai jelentősége   

Az MPN-ben előforduló mutációk kimutatása nemcsak diagnosztikai 

jelentőségű, azonosításukkal a várható szövődmények gyakorisága és az MPN 

prognózisa is megbecsülhető. A mutációk mennyiségi meghatározása további 

prognosztikai információt adhat: magasabb allél arány előrehaladottabb betegségre utal. 

A V617F% diagnóziskor 1-100% között változhat. Nemzetközi ajánlások szerint a 

V617F mutáció jelenléte legalább 1-3% mennyiségben patogenetikai jelentőségű [87]. 

A JAK2 V617F kimutatására számos módszer elfogadott [87]. Az allélspecifikus 

multiplex PCR agaróz gélelektroforetikus minőségi kimutatása egy egyszerű, olcsó,  

1-5% érzékenységű módszer, amely azonban az 1-5%-os tartományban nem minden 

esetben reprodukálható. Az esetek kis hányadában álnegatív eredményt kaphatunk. 

Ajánlott a 0,1-1% tartományban is megbízható érzékenységgel rendelkező mennyiségi, 

valós-idejű PCR bevezetése [89], ami reziduális betegség monitorozására is alkalmas 

(pl. HSCT, interferon és JAK inhibitor kezelés után) három nagyságrend (0,1-100%) 

tartományban. A laboratóriumunkban 2014-ben bevezetésre került V617F mennyiségi 

meghatározását lehetővé tevő QPCR módszer esetében az álpozitív eredmények 

elkerülése miatt közel 100 JAK2 V617F negatív személy mintáját analizáltuk. A 

nemzetközi ajánlások nyomán 1% felett értékeltük az eredményt V617F pozitívnak.  

1% alatt a V617F allél jelenlétének nincs biztos klinikai jelentősége, az eredmények 

véleményezését 0,1-1% között a klinikai, hematológiai, morfológiai és egyéb 
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laboratóriumi eredmények integrált kiértékelésétől tesszük függővé (pl. citoreduktív 

kezelés, HSCT, több MPN klón, többféle onkogén mutáció egyidejű jelenléte). Ilyen 

esetekben 3-6 hónapon belüli ismétlés és megfigyelés szükséges. MPN kifejezett 

klinikai gyanúja esetén további onkogén mutációk (CALR, MPL, JAK2 12. exon) 

vizsgálata javasolt, ha a beteg nem részesült interferon vagy HSCT kezelésben. 

A kvantitatív PCR további jelentősége, hogy a V617F allél mennyisége 

összefüggést mutat a klinikai tünetek súlyosságával. Az MPN természetes evolúciós 

folyamatának megfelelően a V617F% ET-ben a legalacsonyabb (általában 50% alatti), 

PV-ben gyakori az 50%-ot meghaladó érték, míg a legmagasabb (közel 100%-os) 

értékeket az ET-ből vagy PV-ből transzformálódott myelofibrosis mutatja. PV-ben a 

V617F% emelkedésekor magasabb hemoglobin szint és fehérvérsejtszám, alacsonyabb 

thrombocytaszám észlelhető, valamint nő a splenomegalia, a trombózis és a 

myelofibrotikus transzformáció esélye. ET-ben a magasabb V617F% magasabb 

fehérvérsejt- és alacsonyabb vérlemezkeszámmal, valamint a trombotikus 

szövődmények magasabb kockázatával társul. Érdekes, hogy PMF esetén az alacsony 

V617F% (<25%) jelent rosszabb prognózist [36]. Az 50%-nál magasabb allél 

mennyiség ET esetén rejtett PV fenotípust (pl. vashiány), közelgő PV-be vagy 

myelofibrosisba történő transzformációt jelez. Az 50% feletti V617F% az MPN klonális 

evolúciójának a markere, mert homozigóta V617F mutációt igazol [51]. 

5.1.4 Szövődménygyakoriság és összesített túlélés CALR
poz

 betegeknél  

Munkánk során egy független betegcsoportot vizsgálva az irodalomban [33, 34, 

100, 112] leírtakhoz hasonló CALR mutáció előfordulásokat tapasztaltunk a különböző 

MPN alcsoportokban. Kutatócsoportunk egy korábbi tanulmányában a JAK2 V617F 

pozitív és negatív MPN betegek (n=328) klinikai adatait összehasonlítva [119] már 

megállapította, hogy a JAK2
poz

 betegek idősebbek diagnóziskor, több közöttük a nő, 

magasabb a hemoglobin szintjük és többször fordul elő koagulációs komplikáció, mint a 

JAK2
neg

 társaiknál (beleértve a CALR mutációt hordozókat is). Jelen tanulmányunkban 

is jelentős eltéréseket találtunk a JAK2
poz

 és a CALR
poz

 ET alcsoportok klinikai 

tulajdonságainak összehasonlítása során. Ez megerősíti a korábbi megfigyeléseinket, 

miszerint a CALR
poz

 betegek fiatalabbak diagnóziskor, a nemek megoszlását tekintve a 

CALR
poz

 ET betegek között több a férfi, alacsonyabb a hemoglobin szint, alacsonyabb a 
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fehérvérsejtszám (a PMF csoportban nem szignifikáns) és magasabb a vérlemezkeszám 

[33, 34, 92, 94, 100].  

Az irodalmi adatokkal megegyezően azt találtuk, hogy a CALR
poz

 ET betegeknél 

kisebb a trombózis kockázata, mint a JAK2
poz

 ET csoportban [33]. Rumi és munkatársai 

közleményében [92] a CALR
poz

 betegeknél ritkábban fordul elő trombózis (1000 

betegből évente 10 vs 25 alkalommal, p=0,001), illetve diagnóziskori előfordulásuk is 

alacsonyabb a CALR
poz

 csoportban (2,8% vs JAK2
poz

: 7,1%; p=0,059). Egy független 

ET betegcsoporton megvizsgálva Rotunno és munkatársai [94] is azt találták, hogy a 

CALR
poz

 betegek körében ritkábban jelentkezik komplikációként trombózis  

(13,5% vs JAK2
poz

: 30,1%; p=0,011). 

Az ET betegeknél fellépő myelofibrotikus transzformációkat tekintve 

betegcsoportunkban a CALR
poz

 betegeknél több mint kétszeres volt a transzformációs 

arány (15%) a JAK2
poz

  betegekhez viszonyítva (6%, p=0,034). Nangalia és munkatársai 

egy kisebb ET betegcsoportot megvizsgálva a myelofibrotikus transzformáció 

kockázatát szintén magasabbnak találták a CALR
poz

 betegeknél (19% vs JAK2
poz

: 2%; 

p=0,03) [34]. Egy nagyobb tanulmányban azonban a myelofibrotikus transzformáció 

előfordulása 7% (95% CI: 3-13) volt a CALR
poz

 betegeknél, 5% (95% CI: 3-8) a 

JAK2
poz

 ET és 8% (95% CI: 5-12) a JAK2
poz

 PV betegeknél, míg a 15 éves összesített 

előfordulások százalékos aránya az alábbiak szerint alakult: 13,4% (95% CI: 5,4-25,2) a 

CALR
poz

 vs 8,4% (95% CI: 3,9-15,3) a JAK2
poz

 ET vs 13,6% (95% CI: 7,3-21,9) a 

JAK2
poz

 PV betegeknél (p=nem szignifikáns) [92]. A saját betegcsoportunkban a 

medián követési idő a CALR
poz

 ET csoportban hosszabb volt (8 év a CALR
poz

 és 4 év a 

JAK2
poz

 betegcsoportban; p=0,09), ami a myelofibrotikus transzformációk emelkedett 

előfordulását eredményezheti. 

Az összesített túlélést vizsgálva onkogén mutációk szerint lebontva, nem 

találtunk különbségeket az ET-ben szenvedő betegek körében. Ezzel ellentétben 

Klampfl és munkatársai tanulmányában a CALR
poz

 betegek túlélési esélyei jobbak 

voltak, mint a JAK2 mutációt hordozóké (p=0,04) [33]. Rumi és munkatársai egy 

nagyobb ET betegcsoportot elemezve - amely tartalmazza a Klampfl által vizsgált 

egyéneket is - már nem találták szignifikánsan jobbnak a CALR
poz

 betegek 15 éves 

túlélési esélyeit (p=0,085) a JAK2
poz

 betegtársaikéhoz képest, sőt trend sem volt 

kimutatható, ha az életkort is figyelembe vették a multivariancia elemzésben [92]. 
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Rotunno és munkatársai is megerősítették, hogy az összesített túlélést tekintve nincs 

különbség a különböző onkogén mutációt hordozó ET-ben szenvedő betegek között 

[94].  

Az ET betegcsoporthoz, és az irodalomban leírtakhoz hasonlóan a CALR
poz

 PMF 

betegeinket is fiatalabb diagnóziskori életkor és emelkedett thrombocytaszám jellemez. 

A PMF betegeknél talált megfigyeléseink egyeznek a korábbi tanulmányokban közölt 

eredményekkel [33, 112], miszerint a CALR mutáció jelenléte pozitívan befolyásolja az 

összesített túlélést a JAK2 mutációt hordozókhoz képest. Páronkénti 

összehasonlításokkal (multivariancia analízis Cox regressziós modellben) a CALR
poz

 

betegek összesített túlélése jobbnak bizonyult a JAK2
poz

 betegekhez képest, és 

szignifikánsan jobbnak bizonyult a tripla negatív PMF betegekhez képest. A Tefferi és 

munkatársai által közölt [112] leukémia mentes túlélési esélyek csökkenése a tripla 

negatív PMF betegeknél összhangban van az általunk regisztrált akut leukémiás 

transzformációk számának megnövekedésével a tripla negatív PMF betegeink körében 

(2. táblázat). Egy magas kockázatú mutáció jelenléte az ASXL1, EZH2, SRSF2 és 

IDH1/2 génekben rövidebb túlélést eredményezhet, és megnövelheti a betegség 

leukémiás transzformációjának esélyét. A PMF betegek túlélését tekintve a CALR 

mutáció független védőfaktornak bizonyult [109]. A leggyakoribb, kedvezőtlen 

kimenetelre utaló ASXL1 mutációk az irodalomban leírtak szerint [112] a JAK2
poz

, 

CALR
poz

 és tripla negatív PMF betegekben hasonló gyakorisággal fordulnak elő; így a 

CALR
poz

 PMF betegeink körében tapasztalt kedvezőbb túlélési esély valószínűleg nem 

az ASXL1 mutációk egyenlőtlen eloszlásából ered. A CALR mutáció jelenléte a PMF 

betegeinknél kedvező prognosztikai tényezőnek bizonyult, más irodalmi adatokhoz 

hasonlóan [111, 120].  

Betegcsoportunkban az 1. és a 2. típusú CALR mutációk gyakorisága 

megegyezik a már korábban leírt gyakoriságokkal mind ET [33, 34, 92, 100], mind 

PMF [33, 112] esetén. PMF-ben a 2. típusú CALR mutáció gyakoriságát relatíve 

alacsonynak találtuk Klampfl és munkatársai eredményeihez hasonlóan (PMF: 21/105, 

20%; ET: 74/195, 38%) [33]. 

A mutáció típusától függően a mutáns fehérjék C terminálisa különböző 

mennyiségű negatív töltésű aminosavat tartalmaz. Az 1. típusú mutáció (52 bp-os 

deléció) majdnem az összes negatív töltésű aminosavat eliminálja, míg a 2. típusú 
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mutáció (5 bp-os inszerció) ezeknek közel a felét megtartja [47]. Ezek a szerkezeti 

eltérések a CALR fehérjében megmagyarázhatják a CALR mutációk egyenlőtlen 

eloszlását, valamint az egyes variánsok patogén hatásainak különbözőségét. A mutációk 

egyenlőtlen eloszlása arra sarkallt minket, hogy mutáció típusonként módszeresen 

végigelemezzük az ET betegcsoportunkban talált klinikai és kimenetelbeli 

különbségeket. Az elemzés során az alábbi megfigyeléseket tettük: a 2. típusú mutációt 

hordozó betegek diagnóziskor idősebbek, magasabb a vérlemezkeszámuk, és 

gyakrabban alkalmaznak náluk citoreduktív terápiát, mint az 1. típusú vagy nem 2. 

típusú mutációt hordozóknál. Összhangban a megfigyeléseinkkel Tefferi és munkatársai 

[110] is eltérő PMF-en belüli tulajdonságokat közöltek összefüggésben a 2. típusú 

CALR mutációval. 

5.1.5 A CALR mutáns allél mennyiségének hatása 

A CALR mutáns allél mennyiségi meghatározása során azt tapasztaltuk, hogy 

ET-ben a CALR mutáns klón százalékban kifejezett értékei magasabbak a JAK2 

mennyiségi adatokhoz viszonyítva. A JAK2 V617F% adataival ellentétben a CALR csak 

ritkán lépi túl az 50%-os értéket, ami egyúttal azt jelzi, hogy a mutáns CALR lókusz 

ritkábban megy keresztül mitotikus rekombináción. Az irodalmi adatok alapján is az 

uniparentális diszómia kevesebbszer fordul elő a CALR (19p13.3-p13.2), mint a JAK2 

lókuszon (9p24). Egy alternatív szemikvantitatív PCR technikát alkalmazva 

megállapítottuk, hogy a CALR mutáns allél mennyisége diagnóziskor magasabb az  

1. típusú mutációt hordozóknál, mint a 2. típus esetén. Az eredményeink tanúsítják, 

hogy a CALR daganatos klón mennyiségének hatása a betegségre a JAK2 V617F%-hoz 

hasonlítható, ahol egyértelmű trend mutatkozik a mutáns allél emelkedésével 

párhuzamosan az egyre súlyosabb MPN fenotípusok megjelenésére. Campbell és 

munkatársai [121] feltételezése szerint a JAK2 V617F pozitív ET, PV, post-ET/PV MF 

vagy PMF egy biológiai kontinuum, ahol a JAK2 V617F allél mennyisége határozza 

meg a különböző MPN fenotípusokat, amiket egyéb környezeti és örökölt tényezők is 

befolyásolnak. Az ET-PV-PMF fenotípusoknál a növekvő JAK2 V617F allél 

mennyiséget később több tanulmány is igazolta [52, 122, 123].  

Mi közöltük elsőként, hogy ET betegek esetében a CALR mutáns allél 

mennyisége közvetlenül befolyásolhatja a hematológiai laboratóriumi paramétereket  
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(a hemoglobin szintet, a fehérvérsejt- és a vérlemezkeszámot). Kjær és munkatársai is 

megerősítették a fenti megállapításunkat: erős összefüggést találtak a CALR mutáns 

allél mennyisége és bizonyos klinikai paraméterek között (Plt, WBC, LDH és Hb) 

[124]. Hasonlóan a JAK2
poz

 MPN-hez, a CALR
poz

 ET és PMF klinikai jellemzői is 

átfedést mutatnak. Ez alapján feltételezhetjük, hogy a közös molekuláris háttér a 

CALR
poz

 ET és CALR
poz

 PMF között is egy biológiai folytonosságot teremt, ahol a 

klinikai fenotípust a CALR mutáns allél mennyisége befolyásolja [92, 124]. 

5.2 A TERT rs2736100 és a JAK2 rs12343867 polimorfizmusok 

5.2.1 A TERT rs2736100_C allél, mint MPN-re hajlamosító faktor 

A telomer hosszúság fenntartásáért felelős génekben bekövetkező változások 

összefüggésbe hozhatók bizonyos daganatos megbetegedések megnövekedett 

kockázatával. A TERT gén különböző csírasejtvonalbeli polimorfizmusai befolyásolják 

a telomeráz enzim aktivitását és ezáltal a telomer hosszúságot. Bár nem tudjuk, hogy a 

TERT gén intronikus régiójában az rs2736100_C variáns pontosan milyen 

mechanizmuson keresztül fejti ki hatását, bizonyos adatok arra utalnak, hogy az 

rs2736100_C variáns jelenléte hosszabb telomer szakaszt eredményez [125, 126]. Az 

elmúlt években GWAS vizsgálatok kimutatták, hogy a TERT gén 5p15.33-as lókusza  

(a 8q24 és 9p21 mellett) számos szolid tumorral kapcsolatba hozható [74]. Az 

irodalomban közöltek szerint a TERT gént bőr- [127], tüdő- [128-130], vastagbél- [131], 

prosztata- [132], mell- [133], here- [134], hólyag- [135] valamint agydaganattal [136] 

hozták összefüggésbe. Az említett TERT lókusz olyan hematológiai megbetegedések 

kialakulásáért is felelős lehet, mint például az akut lymphoid leukémia [126], a krónikus 

lymphoid leukémia [137, 138] és az MPN [38, 78, 79]. Hasonlóan a korábbi 

tanulmányokhoz, mi is megerősítettük az MPN és a TERT rs2736100_C variáns illetve 

az MPN és a JAK2 46/1 haplotípus közötti összefüggéseket. A JAK2 46/1 haplotípus 

vizsgálatára az rs12343867 SNP-t választottuk, mivel ez a haplotípussal kapcsoltan 

öröklődik és a JAK2 V617F mutáció közvetlen közelében (attól 418 bp távolságra) 

található [84]. Tanulmányunkban meghatároztuk az említett SNP-k allélfrekvenciáját az 

MPN, CML és AML betegcsoportjainkban, valamint megvizsgáltuk a betegségek 

kialakulásában betöltött szerepüket. Az irodalomban leírtakkal megegyezően a TERT 

rs2736100_C allélfrekvenciája minden MPN betegcsoportunkban emelkedett volt, 
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nemcsak diagnózis szerint lebontva (PV, ET, PMF), hanem onkogén mutációk szerint 

csoportosítva is (JAK2 V617F
poz

, CALR
poz

) [38, 78]. Ez a megállapítás a későbbiekben 

román [139], valamint svéd és kínai [140] betegek körében is igazolódott. 

Tanulmányunkban a TERT rs2736100_C allél jelenléte az MPN-re való hajlamot 

hasonló mértékben növelte meg mind a JAK2 V617F
poz

, mind a CALR
poz

 esetekben, míg 

a JAK2 rs12343867_C allél hatása a JAK2 V617F
poz

 csoportban jobban érvényesült. 

Jäger és munkatársai is hasonló eredményeket közöltek 2014-ben [78], míg 2016-ban 

Trifa és munkatársai a TERT SNP hatását hangsúlyosabbnak találták a CALR
poz

 betegek 

körében a JAK2 V617F
poz

 esetekhez viszonyítva [139]. A korábban leírtakkal szintén 

összhangban van jelenlegi megfigyelésünk, miszerint a TERT és JAK2 allélok 

egymástól függetlenül is, illetve együttesen, egymás hatását erősítve hajlamosítanak 

MPN-re. Ez arra enged következtetni, hogy a TERT és JAK2 allélok MPN-re 

hajlamosító hatása mögött különböző patomechanizmus rejlik.  

CML-ben és AML-ben szenvedőknél is megvizsgáltuk a TERT variáns esetleges 

szerepét, de ugyanúgy, ahogy Oddsson és munkatársai, mi sem találtunk összefüggést 

az említett hematológiai malignitások és a TERT rs2736100_C allél jelenléte között 

[38]. Másrészről viszont az AML heterogén genetikai és etiológiai háttére miatt kizárni 

sem tudjuk a TERT variáns különböző AML betegségtípusokban (mint pl. komplex 

kariotípusú AML) betöltött szerepét. Nemrégiben Mosrati és munkatársai mérsékelt, 

mégis szignifikáns AML kockázatot mutattak ki rs2736100_CC homozigóta genotípust 

hordozók esetén (OR=1,5) [141].  

Az izlandi és japán populációkban [38, 142] a TERT variánst hordozó 

egészséges emberek körében fennálló emelkedett erythrocyta-, thrombocyta-, 

granulocyta- és monocytaszám alapján azt feltételeztük, hogy a TERT variáns MPN-ben 

is befolyásolhatja a vérképet. Azonban az emelkedett fehérvérsejtszám kivételével  

(PV-ben, a JAK2 V617F
poz

 és a teljes MPN csoportban) ezt nem tudtuk igazolni, vagyis 

MPN-ben a hematológiai paraméterek alakulása főként a szerzett mutációk típusától és 

mennyiségétől függ. A jelentősebb hematológiai komplikációk (vénás trombózis, MF és 

AL transzformáció) sem mutattak összefüggést a TERT variánssal az MPN 

betegcsoportunkban.  
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5.2.2 A társuló nem hematológiai malignitások 

Bár eredményeink alapján sem a laboratóriumi paraméterek alakulása, sem a 

hematológiai komplikációk nem hozhatók összefüggésbe a TERT variánssal, PV-ben a 

variánst hordozók hosszú távú túlélési esélyei mégis rosszabbnak bizonyultak. Ennek 

hátterében valószínűleg a társuló szolid tumorok gyakoribb előfordulása áll. Az 

irodalomban ismert tény, hogy a BCR-ABL1 negatív és pozitív MPN-ben szenvedők 

körében egy újabb nem hematológiai daganatos megbetegedés kialakulásának magasabb 

a kockázata [143]. Ezek a másodlagosan kialakuló tumorok az általános feltételezések 

szerint a myeloszupresszív kezelések következményei. MPN betegcsoportunkban mi is 

igazoltuk a szolid tumorok (főként bőr bazalioma és laphámrák) gyakoribb előfordulását 

a hidroxiureával kezelt betegeknél, valamint megállapítottuk, hogy a másodlagos 

daganatok kialakulása még fokozottabban jelentkezik buszulfán vagy radiofoszfor (
32

P) 

izotóp alkalmazása esetén. A bőr károsodása - beleértve a bőrdaganatot is - a hosszú 

távú hidroxiurea kezelés jól ismert mellékhatása. Betegcsoportunkban gyakran 

előfordult továbbá vastagbél-, tüdő-, prosztata- és hólyag daganat is, melyek 

kialakulását összefüggésbe hozták a TERT rs2736100_C variánssal [74, 77, 131]. 

Multivariancia analízissel kimutattuk, hogy a citoreduktív terápia és a TERT 

genotípusok a nem hematológiai tumorok kialakulása szempontjából egymástól 

független kockázati tényezők BCR-ABL1 negatív MPN-ben. Egy nemrégiben közölt 

epidemiológiai tanulmányban az MPN betegek körében megnövekedett szolid 

tumorszámról számoltak be a teljes populációhoz viszonyítva, akár 3 évvel az MPN 

diagnózisát megelőzően [144]. Ez a megfigyelés felhívja a figyelmünket arra, hogy az 

MPN-ben szenvedőknél citoreduktív terápia nélkül is fennáll a szolid tumorok 

kialakulására való hajlam. Különböző tanulmányok feltételezései szerint a hematológiai 

és a nem hematológiai malignitások gyakori együttes megjelenéséért krónikus gyulladás 

tehető felelőssé [144, 145]. Adataink alapján azonban arra következtetünk, hogy az 

MPN és a szolid tumorok együttes előfordulását a mindkettőre hajlamosító TERT 

variáns is okozhatja. A TERT rs2736100_C polimorfizmus hetero- és homozigóta 

formájának magas előfordulási aránya a normál populációban (70%) és az MPN 

betegek körében (85%) figyelmeztető jel arra vonatkozóan, hogy a citoreduktív ágensek 

hosszú távú alkalmazását lehetőleg elkerüljük fiatal MPN betegek esetén. A TERT 

variáns szerepét az MPN kórfejlődésében a legújabb kutatások is alátámasztják, 
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amelyek egy specifikus telomeráz inhibitor (imetelstat: egy lipid-konjugált 

oligonukleotid szekvencia, amely a telomeráz RNS templátját célozza meg) lehetséges 

pozitív hatásait tanulmányozzák olyan ET [146] és PMF [147] betegeknél, ahol a 

hagyományos terápia kudarcot vallott. Bár a TERT inhibitor mellékhatásaként 

myeloszupresszió (thrombocytopenia) jelentkezett, az általa elért hematológiai, 

morfológiai és molekuláris remisszió ígéretesnek tűnik az MPN jövőbeni kezelését 

illetően [148]. 
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6 Következtetések  

1) Tanulmányunk során laboratóriumunkban olyan molekuláris genetikai, szűrő és 

megerősítő módszereket vezettünk be, amelyek segítségével a PV, ET vagy PMF esetek 

több mint 90%-ában meghatározhatók a szerzett onkogén mutációk. A JAK2, CALR és 

MPL géneket érintő eltérések kimutatásához az allélspecifikus PCR, a valós idejű PCR 

(TaqMan módszer), a fragmens analízis, a nagy felbontású olvadási görbe analízis és a 

Sanger szekvenálás kombinációit alkalmaztuk. 

2) MPN betegcsoportunkban a talált mutációk előfordulási gyakorisága megfelelt az 

irodalomban ismertetett adatoknak. PV-ben a betegek 98,6%-ában JAK2 V617F,  

1,4%-ában JAK2 12. exon mutációkat találtunk. ET-ben és PMF-ben a mutációk 

előfordulási gyakorisága hasonlóan alakult: 61-58%-ban JAK2 V617F, 25-24%-ban 

CALR és 2-6%-ban MPL mutációkat azonosítottunk. A klinikai jellemzőket 

tanulmányozva szignifikáns eltéréseket mutattunk ki a különböző fenotípusú, valamint a 

különböző mutációt hordozó betegcsoportok között. Az összesített túlélést elemezve a 

PMF betegcsoportunkban a CALR
poz

 betegek túlélési esélye jelentősen jobb volt, mint a 

JAK2
poz

 (p=0,04) és a tripla negatív (p≤0,01) PMF betegeké. Ez a megállapításunk 

egyezik a korábbi tanulmányokban közölt eredményekkel. 

3) Már korábban felismerték, hogy a JAK2 V617F allél mennyisége prognosztikai 

értékű, és összefüggést mutat az MPN klinikai tüneteinek súlyosságával. Egy alternatív 

szemikvantitatív PCR technikát alkalmazva elsőként vizsgáltuk a CALR mutációk 

mennyiségének fenotípust és klinikai paramétereket befolyásoló hatását. Mi közöltük 

elsőként, hogy ET betegek esetében a CALR mutáns allél mennyisége közvetlenül 

befolyásolhatja a hematológiai laboratóriumi paramétereket (a hemoglobin szintet, a 

fehérvérsejt- és vérlemezkeszámot). Az eredményeink tanúsítják, hogy a CALR allél 

mennyiségének betegségre gyakorolt hatása hasonlít a JAK2 V617F alléléhoz, ahol 

egyértelmű trend mutatkozik a mutáns allél emelkedésével párhuzamosan az egyre 

súlyosabb MPN fenotípusok megjelenésére. Megállapítottuk a különböző típusú CALR 

mutációk egyenlőtlen eloszlását az ET és PMF betegcsoportunkban, továbbá 

kimutattuk, hogy a CALR daganatos klón mennyisége diagnóziskor magasabb az  

1. típusú mutációt hordozóknál, mint a 2. típus esetén. ET-ben szenvedőknél klinikai és 

kimenetelbeli különbségeket találtunk az 1. és 2. típusú CALR mutációt hordozó 
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betegek között. A fenti különbségekből adódóan az inszercióval vagy delécióval járó 

CALR mutációk eltérő patomechanizmusára következtethetünk. 

4) A TERT rs2736100_C polimorfizmus vizsgálatára alléldiszkriminációs, hibridizációs 

szondákat alkalmazó módszert vezettünk be, majd olvadási görbe analízist végeztünk. 

Az irodalomban leírtakkal megegyezően MPN esetén mind a TERT rs2736100, mind a 

JAK2 rs12343867 variánsok allélfrekvenciája emelkedett volt, nemcsak diagnózis 

szerint lebontva, de onkogén mutációk szerint csoportosítva is. Vizsgálataink során 

igazoltuk, hogy a TERT és a JAK2 rizikó allélok egymástól függetlenül és egymás 

hatását erősítve hajlamosítanak MPN-re. A TERT és a JAK2 kombinált heterozigótaság 

az MPN kialakulásának kockázatát 6-szorosára, míg a kombinált homozigótaság közel 

10-szeresére növelte. Mindez arra enged következtetni, hogy a TERT és JAK2 allélok 

MPN-re hajlamosító hatása mögött különböző patomechanizmus rejlik. CML-ben és 

AML-ben azonban a TERT rs2736100_C allélfrekvenciák nem mutattak szignifikáns 

eltérést a kontroll csoporthoz képest. Jelen vizsgálatunk megerősíti, hogy a TERT 

variáns mind heterozigóta, mind homozigóta formája BCR-ABL1 negatív 

myeloproliferativ megbetegedésekre hajlamosít, míg CML-re és AML-re nem 

rizikófaktor. 

5) Tanulmányunk során megállapítottuk, hogy a TERT polimorfizmus jelenléte az 

emelkedett fehérvérsejtszám kivételével nem befolyásolja a vérkép paramétereket, 

vagyis MPN-ben a hematológiai paraméterek alakulása főként a szerzett mutációk 

típusától és mennyiségétől függ. A vizsgált TERT variáns nem volt hatással a különböző 

komplikációk gyakoriságára sem, mégis az eltérő TERT genotípusú PV betegek hosszú 

távú túlélési esélyei különbözőek voltak. Ennek okait kutatva felfedtük, hogy a 

homozigóta (TERT rs2736100_CC) genotípusú betegek magasabb mortalitása a 

hematológiai megbetegedéstől független szolid tumorok következtében emelkedett. Az 

MPN és a szolid tumorok együttes előfordulásának hátterében a mindkettőre 

hajlamosító TERT variáns is állhat. Multivariancia elemzést végezve elsőként mutattuk 

ki, hogy a társuló nem hematológiai tumorok kialakulására nézve a citoreduktív terápia 

és a TERT rs2736100_C polimorfizmus egymástól független kockázati tényezők. 
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7 Összefoglalás  

A BCR-ABL1 negatív, klasszikus myeloproliferativ neopláziák (MPN) genetikai 

hátterében a Janus kináz 2 (JAK2), a calreticulin (CALR) és a thrombopoetin receptor 

(MPL) gének mutációit azonosították. A szerzett mutációkon túl örökletes faktorok is 

befolyásolhatják a betegség kialakulására való hajlamot: a JAK2 46/1-es haplotípus 

mellett nemrégiben a telomeráz reverz transzkriptáz (TERT) rs2736100_C variánst 

hozták összefüggésbe MPN és szolid tumorok kialakulásának kockázatával. Munkánk 

során polycythemia verában (PV), esszenciális thrombocythaemiában (ET) és primer 

myelofibrosisban (PMF) szenvedő betegek körében kombinált molekuláris genetikai 

módszeregyüttest alkalmazva határoztuk meg a mutációk gyakoriságát. Egy nagy, 

független MPN betegcsoportot elemezve megerősítettük, hogy a CALR mutációk ET-

ben és PMF-ben különböző fenotípusok kialakulásáért felelősek, és jelentős hatással 

vannak a betegek összesített túlélésére. A JAK2 V617F mutációhoz hasonlóan a CALR 

mutáns allél mennyisége közvetlenül befolyásolja az MPN klinikai megjelenését, és a 

mutáns allél arány emelkedésével párhuzamosan egyre súlyosabb MPN fenotípusok 

jelennek meg. Az öröklött genetikai faktorok tekintetében megerősítettük, hogy a  

TERT rs2736100_C polimorfizmus BCR-ABL1 negatív MPN kialakulására hajlamosít a 

molekuláris háttértől és a betegség típusától függetlenül. A kombinált TERT rs2736100 

és JAK2 rs12343867 homozigótaság jelentős mértékben megnöveli az MPN 

kialakulásának kockázatát. Kimutattuk továbbá BCR-ABL1 negatív, klasszikus MPN 

betegek körében, hogy a másodlagos szolid tumorok megjelenését tekintve a  

TERT rs2736100_C variáns a citoreduktív terápiától független kockázati tényező. A 

CALR mutációk felfedezésével nemcsak az MPN nem-invazív diagnosztikai precizitása 

javult, de a szerzett mutációk azonosítása befolyásolhatja a prognózist és a terápia 

kiválasztását is. A szerzett genetikai eltérések mennyiségi meghatározása pedig további 

prognosztikai információt adhat, és reziduális betegség követési markerként szolgálhat. 

A veleszületett genetikai variánsok vizsgálata szintén segítheti az MPN betegek egyénre 

szabott, optimális kezelési stratégiájának kiválasztását. 
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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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