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Roviditések jegyzéke:

6-FAM - 6-karboxifluoreszcein

A- adenin

ABL1- Abelson tirozin-kinaz

AML - Akut myeloid leukemia

ASXL1- »Additional sex combs like transcriptional regulator 1”
BCR- ,Breakpoint cluster region”

bp - bazispar

BFU- ,,Brust forming unit”

C- citozin

C- cisztein

CAL2 - anti-mutans calreticulin antitest, CAL2-es klon
CALR - Calreticulin

CBL - Casitas B-lineage Lymphoma

CEL - Krénikus Eozinofil leukémia

cDNS - Komplementer dezoxiribonukleinsav
CXCR4 - 4-es tipusu C-X-C kemokin receptor
CXCL12 - C-X-C motivumot tartalmaz6 kemokin 12
CFU - Koloniaformalo egység

CLP- ,,common lymphoid progenitor”

CML - Chronicus Myeloid Leukemia
CMMolL - Chronicus myelomonocytaer leukemia
CMP- ,common myeloid progenitor”

CMPD - ,,chronic myeloproliferative disease”
CNL - Krénikus Neutrofil Leukemia

D - aszparaginsav

DAB - 3,3’-Diaminobenzidin

ddNTP - didezoxinukleotid-trifoszfat

ddPCR - ,,digital droplet” polimeraz lancreakcid
del - delécio

DIPSS - ,,dynamic prognostic scoring system”
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,,dynamic prognostic scoring system-plus”
DNS-(citozin-5)-metil-transzferaz 1
,,DNS-(citozin-5)-metiltranszferaz 3A
dezoxinukleinsav
dezoxinukleotid-trifoszfat
glutaminsav
etilén-diamin-tetraecetsav
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erythropoetin
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»extracellular signal-regulated kinase 1/2”
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,International prognostic Score of Thrombosis for ET”
Janus arcu kinaz

Janus arcu kinaz 2

,Janus kinase homology domain 1”

,Janus kinase homology domain 2”

Lizin

kilobazis

Leucin

laktat-dehidrogenaz enzim

Links

Mielodiszpléazias szindroma
megakaryoblast

,myeloproliferative leukemia virus oncogene”
Myeloproliferativ neoplazia
Myeloproliferativ neoplazia masképp nem osztalyozott
messenger ribonukleinsav

aszparagin

nemzetkozi egység
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Prolin
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,platelet-derived growth factor receptor o
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polycytaemia vera
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Refrakter anaemia gyiiriis sideroblastokkal és thrombocytemiaval
,,src homology 2”

,,signal transducer and activator of transcription”

,,signal transducer and activator of transcription 5”

Timin

transzlokacid
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thrombocyta

Tranziens ischaemids attack

,, Iransforming growth factor beta”
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Varians allélfrekvencia

triptofan

vad tipus (,,wild type”)
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I. Bevezetés

I.1 A normalis csontvel6i vérképzés

Az emberi szervezet sejtjei folyamatosan képzddnek és pusztulnak, ez aldl nem képeznek
kivételt a vér alakos elemei sem. A vérképzés egy finoman, tobb szinten szabalyozott
folyamat, amely a vérképzészervek specifikus mikrokoérnyezetében zajlik. Felnéttkorban
a voros csontveld latja el a vérképzd funkcidt, de embrionalis és magzati korban a
szikzacskod, majd a m4j, 1ép, nyirokcsomok rendelkeznek vérképzd funkciokkal, amelyet
fokozatosan vesz at a csontvelé. Gyermekkorban szinte mindegyik csont csontveleje
termel vérsejteket, de feln6ttkorra mar csak a lapos csontok és a hosszu csoves csontok
proximalis végei latjak el ezt a feladatot. A folyamat érdekessége, hogy bizonyos
betegségekre jellemzd az extramedullaris haemopoesis (EMH), ezen esetekben a
vérképzo szigetek elsdsorban azokban a szervekben telepszenek meg, amelyek magzati
korban részt vettek a haemopoesisben.

A folyamat origdja a pluripotens hemopoetikus &ssejt (HSC), amely korlatlan
onmegujitd képessége mellett barmely sejtvonal iranyaba torténd differencidlodésra is
képes. A differencialodas soran az elsé koztes alakok a totipotens kozos lymphoid
progenitor (CLP) és a k6zos myeloid progenitor (CMP) sejtek, amelyek két egymastol jol
elkiiloniild érési agat reprezentdlnak. A CMP sejtekbdl a kovetkezd 1épésben a
granulocyta-monocyta sejtvonal iranyaba differencialodd granulocyta-monocyta
progenitor (GMP) és az erythroid-megakaryocyta-hizosejt vonal felé differencialodo
myeloid-erythroid progenitor (MEP) jon 1étre. Ezen 1épéseket kovetden koloniaformalod
egységek (CFU) jonnek létre, amelyek mar csak limitalt szam1, dontden egy-egy dedikalt
sejtvonal iranyaba képesek differencialodni. fgy minden sejtsor felsorolasa nélkiil
néhanyat kiemelve: erythroid-CFU vonalon végiil vorosvérsejtek, a megakaryocyta-CFU
(CFU-meg) vonalon végiil megakaryocytak képzoédnek (/. dbra).

A lymphoid eldalakok érésének megtargyaldsa a dolgozat témdjan tulmutat, igy azok

részletezésére nem kertil sor.
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1. abra: A csontveldi haemopoesis sematikus folyamatabraja. A folyamat a
haemopoetikus 6ssejttel (HSC) indul, majd a kdzos lymphoid progenitor (CLP) és k6z6s
myeloid progenitor (CMP) sejtek alakulnak ki. A lymphoid sejtvonalakon NK-sejtek, T-
¢és B- lymphocytak jonnek Iétre, a T- és NK sejtek egy kozos alakon keresztiil (TNK)
alakulnak ki, a B-lymphocytak kiilon utvonalon. A CMP-bél myeloid erythroid
prekurzoron keresztiil (MEP) alakulnak ki ,burst forming unit”’-okon (BFU) és
koloniaformald egységeken keresztiil (CFU) végs6 soron a megakaryocytak, a
vordsvértestek €s a hizosejtek. A granuopoetikus-monocita prekurzoron keresztiil (GMP)
alakulnak ki CFU-kon keresztiil a bazofil és eozinofil granulocytak. A neutrophil
granulocytdk, a dendritikus sejtek és a monocytak egy kozos CFU-bdl, a CFU-GM-bdl

valnak szét. (Sajat abra)

I.2 Myeloproliferativ neoplaziak (MPN)

A myeloproliferativ neoplaziak (MPN) neve arulkodik arrdl, hogy mi a betegségcsoport
lényege: az MPN-ek klonalis, haemopoetikus 6ssejt (HSC) eredetii és proliferativ, azaz
sejtszaporulattal jard neoplasztikus természetli betegségek. A proliferativ, neoplasztikus
eltérések a myeloid sejtsorok koziil (erythroid-, megakaryo- vagy granulopoetikus) egyet

vagy tobbet érintenek. A régebbi elnevezésiik, a chronicus myeloproliferativ betegség
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(CMPD) nem tiikrozte a betegségcsoport neoplasztikus természetét. Az MPN-ek
periférias vérben az érintett sejtvonal(ak)on kifejlédé sejtek felszaporodnak; a panaszok
és komplikaciok entitasfiiggbek ugyan, de kozos vonasuk, hogy a talszaporodott
sejteknek koszonhetdéen alakulnak ki. Ilyen tlinetek példaul a hiperviszkozitas,
ischaemiak, érelzarédasok, splenomegalia és hepatomegalia. A betegséglefolyas és a
végkifejlet azonban entitasfiiggd, bar az egyes entitdsokon beliil is vannak kiilonbségek,
de altalaban az esszencidlis thrombocytaemia (ET) lefolydsa indolens, addig mas
betegségek pl.: a primer myelofibrozis (PMF) gyakran igen progressziv lefolyéassal birnak.
A progresszivebb Dbetegségek gyakran csontveld-elégtelenségbe vagy blasztos
transzformacioba torkollanak, amelyek a beteg halalat is okozhatjak.

Az egyik legfontosabb és legismertebb entitas a csoportban kronikus myeloid leukémia
(CML), amely a 9-es és 22-es kromoszoma transzlokacidja kdvetkeztében kialakulod
Philadelphia-kromoszoméanak és az azon talalhatd BCR-ABL1 fuzids-génnek
koszonhetden alakul ki. A BCR-ABL1 transzlokacid volt az elsé driver mutacid, amelyet
1960-ban fedeztek fel (1). Azokat az MPN-eket, amelyek nem hordozzak a Philadelphia-

kromoszomat, Philadelphia kromoszéma negativ MPN-eknek hivjuk.

1. tablazat: A myeloid neoplaziak WHO klasszifikacioja (2016).

A myeloproliferativ neoplaziak WHO klasszifikacidja

Krénikus Myeloid Leukemia, BCR-ABL1 pozitiv (CML)
Krénikus Neutrofil leukémia (CNL)
Polycytaemia Vera (PV)
Esszencidlis Thrombocytaemia (ET)
Primaer Myelofibrosis (PMF)

Prefibrotikus/korai myelofibrosis

Manifeszt myelofibrosis
Chronikus eosinophil leukemia (CEL)
Myeloproliferativ neoplazia nem klasszifikalhato (MPN-U)

10
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1.2.1 Klasszikus Philadelphia kromoszdéma negativ myeloproliferativ neoplaziak

A Philadelphia negativ MPN-ek koziil harom entitas: a primer myelofibrozis
(PMF), az esszencialis thrombocytaemia (ET) és a polycytaemia vera (PV) gyakoribb a
tobbi Philadelphia kromoszoma negativ. MPN-nél, ezeket az entitasokat gyakran
»Kklasszikus” Philadelphia negativ MPN-eknek is hivjuk. A klasszikus Philadelphia
negativ neoplaziak hatterében allo driver mutaciokat az elmult 13 évben azonositottak:
2005-ben a Janus-2 kinaz (JAK2) mutacioit (2), 2006-ban a thrombopoetin receptor
(MPL) mutacioit (3; 4) és végiil 2013-ban a Calreticulin gén (CALR) mutaciot (5; 6) (2.
dbra). 1d6kozben olyan mutaciok jelenlétére is fény deriilt, amelyek az entitasok kisebb
szdzalékdban fordulnak eld, és ugyan nem sziikségesek a betegség kialakuldsahoz,
jelentés betegség-kimenetel modositd  hatasuk van. Ezeket fenotipus-modositd
mutacioknak hivjuk, jelentdségiiket leginkabb PMF-ben vizsgaltak, azonban ET-ben és
PV-ben is megjelenhetnek.

Philadelphia- JAK2 JAK2
CALR
L || || || L

1960 2005 2006 2007 2013

2. abra: Driver mutaciok myeloproliferativ neoplaziakban a felfedezésiik sorrendjében.
A 1(9;22) kapcsan kialakuldé Philadelphia-kromoszoma leirasa uttoré felfedezésnek
bizonyult a myeloproliferativ korképek hatterének megismerésében. Ezt kovetden kozel
Ot évtizedet kellett varni ujabb attord felfedezésre, a JAK2 V617F mutacié onkogén
szerepének felfedezésére, amely 1) lendiiletet adott az MPN-ek genetikai
feltérképezésének. Ezt kovetden felgyorsultak az események, az MPL és a JAK2 12-es
exon mutacidit két éven beliil leirtdk, majd a legutobbi nagy attérés a driver mutaciok

tekintetében a CALR mutaciok 2013-as leirasa volt.

11
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1.2.1.1 Polycytaemia Vera

A polycytaemia vera (PV) egy olyan Philadelphia negativ MPN, amelyre a vorosvértestek
neoplasztikus tultermelddése jellemzd. A betegség etio-pathogenezisében a JAK2
szomatikus mutécioi allnak. Az esetek tilnyomo tobbségében (98%-aban) a JAK2 V617F
pontmutécio felelds a neoplasztikus klon kialakulasaért, és a kovetkezményes JAK-STAT
utvonal konstitutiv, nem szabalyozott aktivalasaért (7; 8). Azonban a hattérben allhatnak
a JAK2 12-es exonjanak szomatikus mutacioi is alacsony szazalékban. (A dolgozatban
késébb a driver mutaciok (11.3) részletesen bemutatasra keriilnek.) Az esetek egy Kis
részében (1-2%) nem talalhatd meg sem a JAK2 V617F mutacid, sem a 12-es exon
mutacioi. Ezekben az esetekben egyelére nem ismerjiik a hattérben allo driver genetikai
eltérést, igy a kimutathaté mutacié hianyaban kiilonosen fontos a polyglobulidt okozo
egyeb betegségek kizarasa.

A PV incidencigjat tekintve ritka betegség, évente 100000 lakosra vetitve 0,01-2,8 esetet
diagnosztizalnak a fejlett orszagokban, (9) enyhe férfi predominancia jellemzi. Széles
¢letkori tartomanyban talalhatoak érintett betegek, azonban az atlagos életkor diagndzis

idején 60 év. A betegség diagnosztikus kritériumait a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat: A Polycytaemia vera diagnosztikus kritériumai (WHO, 2016).

A polycytaemia vera diagnosztikus kritériumai
Major kritériumok

1, emelkedett szérum haemoglobin koncentracié > 16,5g/dl férfiakban és > 16g/dI
nékben vagy emelkedett haematokrit érték: > 49 férfiakban és > 48 nékben, vagy
emelkedett vorosvértest-szam (25%-al a varhato atlagos vvt szam felett)

2, a csontvelGi biopszia harom sejtvonalat érint6 hiperplazidt mutat (panmyelosis),
prominens erythroid, myeloid és megakariocyta hyperplazidval, pleomoph,
véltozatos méret(i érett megakariocytakkal

3, JAK2V617F mutacio vagy JAK2 12. exon mutdcio jelenléte.

Minor kritériumok

Szubnormalis erythropoetin szint

*A 2. f6 kritérium (csontvelGbiopszia) nem szlikséges tartds erythrocytozis
esetében ( ha a haemoglobin koncentracié férfiakban >18,5gdl vagy nékben
16,5g/dl és a haematokrit érték férfiakban > 55,5% vagy nékben >49,5%), ha a 3.
major kritérium teljesl.

12
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Mivel a betegség korai szakaszaban jellemz6 a vordsvértestek tulprodukcidja,
ezért a klinikumban féként azok a tiinetek jellemzdek, amelyek ezzel 0sszefiiggésbe
hozhatoak: hiperviszkozitas, végtagi ischaemidk, artérias és vénas trombozisok:
,.kiilonlegesebb” trombozisok, mint példaul véna lienalis trombozis, Budd-Chiari
szindroma és artéria mesenterica tromboézisok esetén PV-nek mindenképpen fel kell
meriilnie a kezelGorvosban. Szédiilés, fejfajas, tranziens ischaemias attak (TIA), esetleg
stroke szintén jellemz0 tiinet lehet. A PV-re jellemz6 a magas vorosvértest szam mellett
a magas haemoglobin koncentracid, amely nem tarsul magas eritropoetin szinttel. A
vorosvértestek képzése a tobbi vérsejthez hasonldan a csontveldben torténik, a csontveldi
kép sejtdis, mindharom (granulopoetikus, erythropoetikus és megakaryocyta) sejtvonal
hiperplaziaja megfigyelheté, de az erythroid sejtvonal képviseléinek megszaporodasa
sokszor prominensebb, mint a masik sejtvonalaké (3. abra). Fontos megjegyezni azonban,
hogy a PV utanozhat mas MPN-t, akar markans megakaryocytozissal ¢és
thrombocytozissal is jarhat, de ezen esetben a tobbi sejtvonalak hiperplazidja is
megfigyelhetd szemben az esszencialis thrombocytemiaval, ahol a megakaryocytozis
mellett a masik két sejtsoron a sejtaranyok normalisak vagy akar enyhén visszaszorultak.
PV-ben a hiperplazia gyakran szubkortikalis. Enyhe fibrozis eléfordulhat, azonban
myelofibrozisra jellemz6 szamottevé rost-szaporulat nem jellemz6é a betegségre. A
vérképre magas abszolut sejtszamok jellemzdek, amelyek koziil a vorosvértestek aranya
(és a haemoglobin koncentracio emelkedése) a legkifejezettebb.

A betegség lefolyasara terapia nélkiil progresszivitds jellemzd, ami egyéni
eltéréseket mutat, a betegség kimenetele akar myelofibrotikus vagy blasztos
transzformécio is lehet. A poszt-polycytaemias féazisban a betegségre cytopeniak
jellemzdek, és a betegség morfologidja és tiinetei is nagyban hasonlitanak a primer
myelofibrézishoz (PMF). Ilyenkor a betegség nomenklatiirdja poszt polycytaemias
myelofibrézis. A driver mutacionak megfelelé (JAK2) inhibitorokkal, sejtcsokkentd
terdpiaval kordaban tarthatd, azonban a kezelés részletezése meghaladna a dolgozat

kereteit.
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3. abra: A PV jellegzetes csontveldi képe (Hematoxilin-eozin, 20X). A csontveld

cellularitasa emelkedett, haromvonalas hiperplazia és panmyelosis lathato.

1.2.1.2 Esszencialis Thrombocytemia

Az esszencialis thrombocytaemia (ET) egy olyan Philadelphia negativ MPN, amely
foként a megakaryocyta sejtvonalat érinti. A periférids vérben tartdsan emelkedett
thrombocytaszam (>450G/1), a csontveldben érett megakaryocytak eléfordulasa jellemzi.
Incidencidja hasonld a PV-hez, évente 0,2-2,3 1) megbetegedést jelentenek 100000 fére
vetitve. A betegek atlagéletkora valamelyest a PV-s betegeké alatt van, 50-60 év koriilire
tehet6, de a betegek két életkori csucs koriil rendez6dnek, 30 és 60 év koril; ritkan
gyermekekben is eléfordulhat a betegség (10). Az ET diagnosztikus kritériumai a 3.
tablazatban lathatéak. A harom driver mutacio (JAK2 V617F, a CALR vagy a MPL)
valamelyike nagy valoszinliséggel kimutathatd a betegség hatterében. Az esetek 55-60%-
aban JAK2 V617F mutécio; mintegy 30%-aban CALR mutacié és megkozelitdleg 3%-
aban MPL mutaci6 figyelhet6 meg. A betegek fennmaradd 10-12%-a negativ az eldbb
sorolt driver mutacidkra, gyakran tripla negativ néven is emlitjiik 6ket (11-13).

Az ET-re a magas thrombocytaszam, és az ehhez kapcsoléddan thrombozisok

kialakuldsanak fokozott rizikoja jellemzd, akar a vénas akar az artérids oldalon, akar
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kiilonleges lokalizacioban is (pl.: Budd-Chiari szindroma). Azonban fontos megjegyezni,
hogy a magas thrombocytaszam ellenére gyakran vérzékenység is jelen lehet
purpurak/petechidk és egyéb borvérzések formajaban, mivel a thrombopoezis nagyon
gyakran defektiv e korképben. Az ET alapvetden indolens betegség, hosszu tiinetmentes
periddus és hosszu betegségmentes talélés jellemzi, a betegek életkilatasai jok. A betegek
leggyakoribb problémai a thrombotikus szovédményekbdl adodnak, amelyek
elé6fordulasa szamos tényez6tol fligg, tobbek kozott a driver mutaciotol, az addicionalis
szubklonalis mutaciok jelenlététdl, és a beteg koratdl is (14). Ezen genetikai és klinikai
adatok ismeretében a betegek kiilonbozé rizikdcsoportokba sorolhatdak. A
thrombozisrizikd szempontjabol rendkiviil alacsony-, alacsony-, kozepes- és magas
rizik6ju betegeket kiilonboztetiink meg (14). A tobbi szovédmény igen ritka, a betegség
ritkan progredidlhat myelofibrozisba de a post ET-MF a post PV-MF eseteknél joval

ritkabbak (15). Az akut leukémiaba valo blasztos transzformacié extrém ritka (14).

3. tablazat: Az esszencialis thrombocytaemia (ET) diagnosztikus kritériumai.

Az esszencialis thrombocytaemia diagnosztikus kritériumai (WHO 2017)
Major kritériumok

1, a trombocyta szam > 450G/|

2, A csontvel6biopszia a f6ként megakaryocyta sejtvonal proliferaciojat mutatja,
emelkedett szdamban vannak jelen megnagyobbodott, érett, hyperlobulalt magvu
megakaryocytak. A neutrofil granulopoesis és az eritropoesis sejtjeiben nincs
szignifikdns balratoltsdg. Nagyon ritkdn minor (grade 1a) reticulin fibrozis
el6forduhat.

3, ABCR-ABL1+ CML, PV, PMF vagy egyéb myeloid neopldziak WHO kritériumainak
nem felel meg.

4, JAK2V617F-, CALR- vagy MPL mutdcidk egyikének jelenléte

Minor kritériumok

Klondlis marker jelenléte

Trombocytézis reaktiv okainak kizarasa

* A diagnozis felallitdsahoz az 6sszes major kritériumnak vagy a elsé 3 major
kritériumnak és a minor kritériumoknak kell teljesilnie.

Mikroszképosan a  periférids  vérben  emelkedett thrombocytaszam,
Osszecsapzodott thrombocyta felhdk jellemzdek. A csontveldben a cellularitds nem- vagy
csak enyhén emelkedett, és egyediil a megakaryocyta sejtvonalban lathaté szaporulat (4.

abra). A felszaporodott megakaryocytak jellegzetesen multilobulalt, szarvasagancsra
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emlékeztetd maggal rendelkez0 sejtalakok. Fibrozis nem jellemzd, esetleg nagyon enyhe

reticulin- rostszaporulat figyelheté meg.

4. abra: Az ET csontvel6i képe. (A) A csontvel6i cellularitas normalishoz kozeli,
egyediil a megakaryocytadk szama emelkedett (egyvonalas hiperplazia,
megakaryocytozis). A megakaryocytak laza clustert formalnak, sejtmagjaik
hiperlobulaltak. HE 20X (B) nyilakkal jelolve jellegzetes szarvasagancs-szer(

magszerkezeti (staghorn) megakaryocytak lathatéak. (Hematoxilin-eozin, 40X)

1.2.1.3 Primer Myelofibrézis

A primer myelofibrozis (PMF) egy jellegzetesen a 6.-7. évtizedben jelentkez6
Philadelphia negativ MPN. Szazezer emberre vetitve 0,5-1,5 Gj eset keriil felismerésre
évente. 40 éves kor el6tt ritkan, gyermekkorban praktikusan (egy-egy irodalmi ritkasagot
leszamitva) nem fordul el6. A betegség progressziv lefolyasu, korai/prefibrotikus fazissal
kezdddik, amelyet egy manifeszt fibrotikus stadium kovet. Ahogy a betegség progredial,
és a csontveldi fibrozis fokozodik, a vérképzdéelemek a csontvelén kiviil is elkezdenek
megtelepedni, foként a magzati vérképzésnek megfeleld helyszineken, ezzel kialakul az

extramedullaris haemopoezis (EMH). A haladlozas oka leukémidas transzformacio vagy a
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citopéniak kovetkeztében kialakuld fert6zésekkel szembeni fogékonysag. A betegség
rizikobecslésére prognosztikai pontrendszereket alkalmaznak (IPSS, DIPSS, DIPSS-
plus) A diagnosztikus kritériumokat az 4. tdbldzat tartalmazza.

A PMF morfologidja attol fiigg, hogy mely stadiumban tart a betegség (5. ébra). A
prefibrotikus stddiumban a csontvel6i biopszidban sejtdus csontveldi kép lathatod
kétvonalas (a granulopoetikus és a megakaryocyta sejtvonalat érint6) hiperplaziaval az
eritrocitozis relativ hattérbe szorulasaval. A megakaryocytak valtozatos méretiiek,
alakuak, szoros clustereket képezhetnek, és el6fordulhat paratrabekularis lokalizacio. A
sejtmagok atipusosak, de nem az ET-nél latott szarvasagancsszeri alakok figyelhetéek
meg, hanem atipusosabb, szabalytalanabb, akar éretlenebb formak. A granulopoetikus-
¢és erythropoetikus sejteken szignifikans diszplazia jelei nem mutatkoznak. A csontvel6i
fibrozis kialakulasa komplex folyamat eredménye: elsd 1épésként a neoplasztikus sejtek
altal termelt novekedési faktorok (TGF-B, PDGFR, VEGEF) aktivaljak a stromasejteket
¢s ezek mellett deprimalodik a CXCL12/CXCR4 tengely, amelynek az Ossejtek
letelepedésében kiemelt szerepe lenne, hozzajarulva ezzel az Ossejtek keringésbe
jutasahoz. A klonalis alapbetegség poliklonalis rosttermelést idéz eld, amelynek
kovetkeztében bizonyos foku fibrézis alakul ki. A fibrozis mértékét egy négyfokozatu
skalan definialjuk (16) (5. tdbldzat). Ahogy halad elére a betegség, a csontvel6bol
elkezdenek kiszorulni a vérképz6 alakok, a csontveldi szinuszok megnyilnak, a fibrozis
a vérképzdelemeket Orvénylé sorokba rendezi. A Dbetegség -eldrehaladtaval a
vérképzosejtek szdma jelentdsen csokken, a csontvel? fibrotikussa, acellularissa alakul at.
A fibrozis eldrehaladtaval csontveldi aspiratum végzése korlatozott eredményt ad, mert
altalaban nem lehet csontveldi sejteket aspirdlni, vagy ha lehet akkor is minimalis
mennyiségben. Ezt a jelenséget punctio sicca-nak is szoktak hivni a klinikumban. A
periférids vérben a korai fazisban til sok jellegzetesség nem lathatd, azonban a manifeszt
fibrozis idejében nézett vérkenet jellegzetesen leuko-erythroblasztos, a vordsvértestek

pedig gyakran deformalddnak, konnycsepp-szert alakokat vesznek fel (5. dbra).
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4. tablazat: A primer myelofibr6zis diagnosztikus kritériumai.

A primaer myelofibrozis (PMF) diagnosztikus kritériumai

Prefibrotikus/korai primer myelofibrézis

Major kritériumok

1, Atipusos megakaryocyta-proliferacié jelenléte retikulinfibrézis jelenléte nélkil
>gradel*, az életkorra korrigalt csontvelGi cellularitds emelkedésével,
granulopoetikus hiperplazidval és gyakran csokkent eritropoezissel

2, A BCR-ABL1+ CML, PV, ET MDS vagy egyéb myeloid neoplazidk WHO

kritériumainak nem felel meg.
3, JAK2V617F-, CALR- vagy MPL mutacidk egyikének jelenléte, ezek hidnydban mas

klonalis marker** jelenléte. Klondlis marker hianyaban csontfibrozis reaktiv okainak
kizardsa.***

Minor kritériumok

a, Anaemia

b, Leukocytosis = 11G/I

¢, Tapinthatd splenomegalia

d, Emelkedett LDH szint

Manifeszt primer myelofibrosis

Major kritériumok

1, Atipusos megakaryocyta-proliferacié jelenléte retikulin- vagy kollagénfibrdzis
kiséretében (grade2 vagy grade 3)*

2, A BCR-ABL1+ CML, PV, ET MDS vagy egyéb myeloid neoplazidk WHO

kritériumainak nem felel meg.
3, JAK2V617F-, CALR- vagy MPL mutacidk egyikének jelenléte, ezek hidnydban mas

klonalis marker** jelenléte. Klondlis marker hidnyaban csontfibrézis reaktiv okainak
kizarasa.***

Minor kritériumok

a, Anaemia

b, Leukocytosis = 11G/I

¢, Tapinthatd splenomegalia

d, Emelkedett LDH szint

e, Leukoerythroblastosis

*lasd szemikvantitativ fibrézisbesorolds x tdblazat

** A hdrom major diagnosztikus kritérumként szereplé klonalis mutacidk hianydban a
leggyakoribb szubklonalis mutacidk vizsgalata javasolt (ASXL1, EZH2, TET2, SF3B1) a
betegség klondlis természetének igazolasa

*** Reaktiv csontfibrozis kialakulhat infekcidkban, autoimmun kérképekben vagy
mas egyéb gyulladasos allapotok hatdsara.
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0

5. abra: A primer myelofibrozis mikroszkoépos morfologiaja. (A) és (B): A sejtdas
prefibrotikus szakasz csontveldi képe lathatd két kiilonbozd nagyitassal. Lathato a
granulopoetikus és megakaryocyta vonalakat érint6 kétvonalas hiperplazia, a B dbran az
atipusos megakaryocytak egy csoportja is jobban kivehetd. (C): Manifeszt fibrotikus
szakaszban a csontveld cellularitasa lecsokken, a sejteket a fibrézis 6rvényld sorokba
rendezi. Sarga nyilakkal az oszteosclerosis, a csontgerenddk felszinén lathato
csonttijdonképzddés lathato. (D): Periférias vérkenet jellegzetes dakryocytakkal (zold
nyilak) és periférias blaszttal (piros nyil). (Sajat felvételek, Mozes és mtsai. Magyar
Onkologia Vol 61, Nr. 1, 36-45, 2017.)
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5. tablazat: A fibrozis mértékének megallapitasa rostfestéssel.

Fokozat Jellemz6
Foltos, egyenes egymassal nem keresztez6d6 reticulin-rost,

Grade O )
normal
Laza reticulin haldzat focalis, f6ként perivascularis
Grade1l . .,
interakcidval
Grade 2 Diffdz, egymassal s(rilin keresztez6d6 reticulinhalézat
rade . , , .
focalis kollagénszaporulattal és/vagy osteosclerosissal
Grade 3 Diffldz, egymassal sirilin keresztez6d6 reticulinhalézat
rade

jelentds kollagénszaporulattal és/vagy osteosclerosissal

1.3 Philadelphia kromoszéma negativ neoplazidk genetikai hattere

A JAK2, az MPL ¢és a CALR gén mutacioi az ugynevezett fenotipus-meghatarozé driver
mutaciok a Philadelphia-kromoszéma negativ. MPN-ekben, ami azt jelenti, hogy
patogenetikai szerepiik van az adott entitas l1étrejottében (3-6; 8). A harom driver mutacio
mas-mas aranyban fordul el6 PV-ben, ET-ben és PMF-ben (6. dbra). Azokat az eseteket,
amelyek nem hordozzék ezen gének mutacioit, tripla (PV esetén dupla) negativ vagy
tripla vad tipust eseteknek hivjuk. Azonban nem kizart, hogy még egyeldre szamunkra

ismeretlen driver eltérés allhat ezen esetek hatterében.

Polycytaemia vera Esszencidlis thrombocytaemia Primer myelofibrosis

1-2% 1%

JAK2 V617F
JAK2 12-es exon
Calreticulin

MPL

EEEEK

Tripla/dupla vad

6. abra: A BCR-ABLI1 negativ MPN-ek hatterében allo driver mutaciok gyakorisaga. A
PV esetek mintegy 98%-anak hatterében a JAK2 V617F mutacio vagy a 12-es exon
mutacidi allnak, az ET és PMF hatterében JAK2 V617F, a CALR és az MPL mutacioi

fordulnak el driver mutacioként. Mindharom entitas esetében a betegek kis szdzalékban
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nem figyelheté meg driver mutécio, ilyenkor PV esetén dupla vad, ET és PMF esetén
tripla vad esetnek hivjuk.

Felmeriilhet a kérdés, hogy ugyanazon driver mutacidk esetén hogyan
alakulhatnak ki kiilonboz6 betegségek, €s az is érdekes kérdés, hogy kiilonboz6 driver
mutaciok miképp vezethetnek hasonld ugyanazon korkép kialakulasahoz. Mindkét
jelenség magyardzhatd azzal, hogy a harom megismert fenotipust meghatarozo driver
mutacio, azaz a JAK2 V617F, a CALR mutaciok és az MPL mutécioi egy kozos tton, a
JAK-STAT jelatviteli uton fejtik ki hatasukat (17-19). A legdisztalisabb pont az MPL,
azaz a thrombopoetin receptor, amely normal esetben ligandkot6dés esetén aktivalodik,
és a JAK-STAT utvonalon szignaltranszdukciot indit el. MPL mutacié esetén nincs
sziikség ligandkotodésre a jelut aktivalasahoz (17). JAK2 mutacio esetén sincs sziikség
ligandkotddésre, a mutacid konstitutiv aktivaciot indit el a JAK-STAT jelpalyan. CALR
mutacid esetén az aktivacio az MPL-en keresztiil torténik. A mutans calreticulin fehérje
homomultimerként kapcsolodik az MPL extracellularis doménjéhez, és a megvaltozott

strukturajanak koszonhetéen aktivalja a jelutat (20).

1.3.1 A JAK2 mutacioi

A Janus arcu kinaz 2 (JAK?2) a Janus kinaz csalad tagja, egy non-receptor tirozinkinaz. A
JAK2 a kinaz csalad egyetlen tagja, amely az eritropoetin receptorral (EPO-R)
kapcsolodva részt vesz a szignal-transzdukcioban, emellett jelet tovabbit a trombopoetin-
receptorbol (MPL), illetve a granulocyta-koloniastimulald faktor receptorbdl (G-CSR)
érkez6 szignalokat is tovabbitja (18). A JAK2 fehérje szamos doménnel rendelkezik,
amelyek koziil a JH1-es katalitikus és JH2-es pszeudokinaz domén kiemelt jelentdségii.
A JH2-es domén autoregulatorikus szereppel rendelkezik, az aktivaldo mutéaciok altalaban
e domént érintik, amelyek kovetkeztében a fehérje inhibitoros funkcidja kiesik (21; 22).
A fehérjét a 9-es kromoszoma rovid karjan (9p24) elhelyezked6 JAK2 gén kodolja, amely
Osszesen 25 exont tartalmaz.

mutaciot 2005-ben irtak le (2; 7; 8; 23). A mutacio egy szomatikus pontmutacié a 14-es
exonban: a 1849-es pozicidban 1évé guanin (G) bazis timinre (T) cserélodik, aminek

kovetkeztében a 617-es pozicioban valin helyett fenilalanin épiil be a fehérjébe. Az
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ey

szabalyozza. A mutaci6 kovetkeztében a JH2-es domén gatld/szabalyozo funkcidja
karosodik, ezaltal konstitutiv tirozin-kindz-aktivitas és a JAK-STAT jelatviteli ut
,downstream” elemeinek foszforilacioja, aktivitasa jon létre (7; 8; 11). A kontrollt
vesztett jelut fokozott sejtproliferaciot eredményez, entitas-fliggéen egy- vagy tobb
sejtvonalat érintve. A JAK2 V617F mutacid a PV esetek 98%-aban, a PMF és ET esetek
mintegy 55-60%-aban van jelen (2; 24-26). JAK2 V617F mutaciét nem hordozo PV

esetek vizsgalata soran 2007-ben A JAK2 gén 12-es exonjaban is irtak le kiilonbozo

FERM | SH2 Pszeudokindz Kindz BEcele}

(Ak20aK2)  (AK20AK2)  OAK2) bAK2)

'

V617F PP

Nincs Aktiv !
jeltovabbitas szignaltranszdukcio , / \
f
Normal EPO-R JAK2V617F / II III
mutécio I\

mutaciokat, amelyek lehetnek pontmutaciok vagy inzerciok és deléciok (27-29). A 12-es

exon mutacioi a kizardlag PV-ben fordulnak el, PMF-re és ET-re nem jellemzéek (27).

7. abra: (A) Erythropoetin-receptor (EPO-R) sematikus miikodése. Vad tipustt JAK2 gén
esetén ligand kapcsolddas nélkiil nincs jeltovabbitas (balra), ligandkapcsolodas esetén a
jelatviteli ut aktivva valik (kdzépen). JAK2 V617F mutacio6 esetén ligandkotddés nélkiil
is aktiv jelatvitelt figyelhetiink meg (jobbra). (B) a JAK2 fehérje sematikus szerkezeti
felépitése. A V617F pontmutacio hatisara a pszudokindz domén gatlo-funkcioja kiesik,
aminek koszonhetéen Kialakul a konstitutiv aktivacio. (C) A JAK2 V617F mutacio
elektroferogramja. A 14-es exon 1849-es guanin — timin szubsztiticidja kovetkeztében
a fehérje 617-es valin (V) aminosava fenilalaninra (F) cserélodik. (A felvétel a
Semmelweis Egyetem, I. sz. Patoldgiai és Kisérleti Rakkutatdé Intézet molekularis

diagnosztikai laboratériumanak archivumabol szarmazik).
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1.3.2 Az MPL mutacioi

A trombopoetin-receptort (TPO-r) az 1-es kromoszoma révid karjan (1p34) elhelyezkedd,
12 exonbol allé myeloproliferativ leukemia virus (MPL) onkogén kodolja. A gén altal
kodolt fehérje a trombopoetin-receptor, egy olyan receptorfehérje, amely szamos sejt —
leginkabb a megakaryocytak — fejlédésében jatszik szerepet. A receptort fiziologidsan
ligandja, a trombopoetin (TPO) kotddése aktivalja, a jeltovabbitas pedig a JAK-STAT
jelatviteli uton torténik (30).

Az MPL myeloproliferativ neoplazidkban betoltott szerepét két kutatocsoport szinte egy
idében kozolte 2006-ban (3; 4). Az MPL-t érinté szomatikus mutaciok tobbsége a 10-es
exont érinti, ezzel aminosavceserét 1étrehozva az 505-6s vagy az 515-6s pozicioban. PMF-
ben az 515-6s aminosav érintett, ahol az eredeti triptofan lizinre (MPL W515K), leucinre
(MPL WH515L) (8. dbra) vagy ritkabban egyéb aminosavra cserélodik a receptor
membran-kozeli doménjében. Az 505-6s pozicid aminosavcseréjét familiaris ET-ben
irtak le (MPL S505N) (31), az aminosavcsere a receptor transzmembran részét érinti
azonban az6ta ET-ben és PMF-ben is igazolddott patogenetikai szerepe (32; 33). A
mutaciok ritkan a receptor extracellularis disztalis citokin doménjét is érinthetik (33).
Barhol is legyen a mutacid, a mutans fehérje konstitutivan aktiv JAK-STAT jelttvonalat
eredményez, ami abnormalis szerkezetli megakaryocytak megjelenéséhez vezet, majd
késdbb csontveldi fibrozis kialakulasat is eredményezheti.

Az MPL mutacioi a masik két driver mutaciohoz képest ritkak, ET-ben 1%, PMF-ben 3-
5% az eléfordulasa, PV-ben gyakorlatilag nem fordulnak el6 (3; 4). Egyéb nem MPN

entitasokban el6fordulasuk extrém ritka (3).
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8. abra: Az MPL W515L mutacio elektroferogramja. (MPLW515L) A 10-es exon

| - II
| |
|

AR ;\ /\

e

1544-es guanin — timin szubsztitiicidja kovetkeztében a fehérje 515-6s triptofan (W)
aminosava leucinra (L) cserélddik. (A felvétel a Semmelweis Egyetem, 1. sz. Patologiai
¢és Kisérleti Rakkutato Intézet molekularis diagnosztikai laboratériumanak archivumabol

szarmazik).

1.3.3 A Calreticulin mutécioi

Idében harmadikként, két egymastol fiiggetlen kutatocsoport irta le a Calreticulin
(CALR) mutaciok patogén szerepét MPN-ekben 2013-ban (5; 6). Ez a felfedezés
meglepetésszerti volt, ugyanis a CALR gén altal kodolt calreticulin szerteagazo szerepe
ugyan ismert volt, azonban ismereteink alapjan nem volt varhato, hogy szerepet jatszhat
az MPN-ek patogenezisében. A mérfoldkd jelentdségii felfedezésig a Calreticulin mas
funkciok révén volt ismert: egyrészt a Ca?" homeosztazis szabalyozasiban betoltott, és a
lecitin-like chaperonként a glikoportein-foldingban jatszott szerepét kozolték az
irodalomban (34-36). Ezek mellett tobb egyéb folyamatban is részt vesz: szerepe van az
immunvalaszban, ioncsatorna-szintézisben, fagocitozisban és az apoptozisban is (35).

A két emlitett munkacsoport a JAK2 és MPL negativ ET és PMF esetek 70-75%-aban
azonositott CALR mutaciokat exom szekvenalassal (5; 6).A CALR mutacio6 diagnosztikus
elénye, hogy szinte csak ET-ben és PMF-ben fordulnak ¢l6 (5; 6; 37). Alacsony aranyban,
PV-ben, és kronikus myelomonociter leukémidban (CMMoL), kronikus neutrofil
leukémiaban (CNL) (38) és a refrakter anémia ring szideroblasztokkal és trombocitdzissal

entitasban (RARS-T) is leirtak, de mas myeloid neoplaziadban, példaul myelodiszplazias
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szindromaban (MDS), akut myeloid leukémiaban (AML), vagy nem myeloid
tumorokban: lymphoid neoplazidkban és szolid tumorokban eddig nem irtdk le
el6fordulasukat. (6)

A CALR gén a 19-es kromoszoma rovid karjan (19p13.2) helyezkedik el, t6bb, mint 60-
féle mutaciojat irtak le, amelyek mindegyike a 9-es exont érinti. (5; 6; 36; 39) Az 1-es
tipusi (n. ,typel”) mutici6 egy 52 bazisparnyi szakasz deléciojaval jar
(c.1092_1143del), mig a 2-es tipusu (Gn. ,,type 2”), egy 5 bazisparnyi szakasz inzerciojat
eredményezi (€.1154_1155insTTGTC). E két mutacio-tipus teszi ki a mutaciok 65-75%-
at, a tobbi mutacio eléfordulasa joval ritkabb. A mutaciok leolvasasikeret-eltolodassal
jaro inzerciok vagy deléciok, altalaban heterozigota formaban jelennek meg (39).

A normadl calreticulin fehérje egy meglehetdsen konzervalt szerkezetii, 46kDa nagysagu
fehérje, amely hiarom {6 egységbdl, ¢és az azok el6tt elhelyezkedd 17 aminosavbol
felépiild szignalbol all. A globuldris N-terminalis domén funkcidja a lecitin-kotés, a
kozépsé prolin-gazdag domén magas affinitasa, alacsony kapacitasu Ca®* kotShelyeket,
és a C-terminalis domén alacsony affinitdst, nagy kapacitasa Ca®* kotéhelyeket tartalmaz.
(36) A vad tipusu calreticulin fehérje C terminalisan talalhato egy lyzin-asparaginsav-
glutamat-leucin (KDEL) -szekvencia, amely a calreticulint az endoplazmas reticulumban
tartja (retencios szignal). A vad tipusu protein C-terminalisa negativan toltott, a toltésnek

szerepe van a retencidban.

§ B SulEEEEoR r eee aeoke § B -ERze EEoxeBoe eovecoa [ER

52 del QDEE QRTRRMMRT KMRMRRMRRT RRKMRRKMS PARPRTSCREACLQGWTEA
NC
A4
E QDEEQRLKEE EEDKKRKEEE EAEDRRMMRT KMRMRRMRRT RRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA

9. abra: Calreticulin fehérje sematikus szerkezete. A C-termindlis domén hordozza a
funkcido szempontjabol kiemelten fontos kalciumkotd helyeket, és a fehérjét az
endoplazmas reticulumban tart6 KDEL retencios szekvenciat. Az 6sszes mutaciotipusra
jellemz6 a KDEL retencios szekvencia elvesztése. (Guglielmelli, P. et al. Am J Hematol,
2014. 89(5):p. 453-6. alapjan)
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A CALR mutaciok kialakulasa soran megvaltozik az aminosav-szekvencia, de mivel a
mutaciok mindegyike +1 bazispar olvasasi keret-eltolodast okoz, a muténs protein egy
része azonos marad, jellemzden ez a C-terminalis 17 aminosav. Ezt a 17 aminosavat
minimalis konszenzus-szekvencianak hivjuk (36). A mutans proteinek mindegyikére
jellemzd, hogy pozitivabban t6ltdttek, mint a vad calreticulin fehérje, azonban a toltottség
¢és a szerkezet a mutans fehérjékben nem egységes (40). A szerkezet és a klinikai hatas
alapjan a ritka mutaciok 1-es tipus-szertii, 2-es tipus-szerll és egyéb tipusu mutaciokra
oszthatdak (40; 41). A vad calreticulin fehérje harom révid negativan t61tétt aminosavbol
allo szakaszt tartalmaz, amelyeket I.-11. és II1. jelzéssel lattak el. Az 1-es tipus és 1-es
tipus-szerti mutaciok esetén a II.-és III. szakasz esik ki; a 2-es tipus és 2-€s tipus szerli
mutaciok esetén az elbb megnevezett szakaszok érintetlenek maradnak; egyéb tipust
mutaciok esetén csupan a III. szakasz esik ki. Igy az 1-es tipusi és 1-es tipus-szerii
mutacioval rendelkezé CALR fehérjék a legpozitivabban toltottek, és a 2-es tipustak, és
2-es tipus szertiek a legkevésbé pozitivan toltottek.

A mutans CALR onkogén szerepe nem kérdéses, azonban a pontos folyamat mai napig
nem tisztazott. A JAK2, MPL és CALR mutaciok egymast kolcsondsen kizarjak, de a
mutaciok altal kivaltott klinikai és biologiai hatasok nagyban hasonlitanak. Az ismert,
hogy a CALR mutaciok daganatkelté hatasukat a JAK-STAT uton fejtik ki (18; 34; 42)
méghozza MPL-fiiggd mdodon (20). A calreticulin nem szignaltranszdukcidés molekula,
az onkogén transzformacidhoz sziikséges a fehérje C-terminalisanak megvaltozasa: a
KDEL-szekvencia és a negativ toltés elvesztése, a protein toltésének pozitivva valasa,
amely miatt elveszik a Ca?* kotés, amely intracitoszolikus Ca®* emelkedéshez vezet,
amely szintén hozzajarulhat az MPN-ek patogeneziséhez. A mutans fehérje az MPL N-
glikozilalt EC-doménjéhez kotddik az endoplazmas retikulumban, majd a mutans
calreticulin chaperonként az MPL-t a sejtfelszinre kiséri. A calreticulin-MPL kotodést
tovabb erdsiti a pozitivan toltott C-terminalis, végiil aktivalodik a receptor, és JAK
szignalut aktivacido kovetkezik be. CALR mutéacid hatasira emelkedik a JAK2, az
ERK1/2 és a STATS szintje akkor is, ha nem kotddik TPO a receptorhoz (20).

A mindennapokban a CALR mutaciok meghatarozasa fluoreszcens fragmenthossz-
meghatarozassal és szekvenalassal torténik a gyakorlatban, azonban az utobbi években
voltak probalkozasok arra, hogy lehetséges-e fehérje-szinten kimutatni az eltérést példaul

immunhisztokémiaval (IHC). Stein és munkacsoportja 2016-ban létrehozta a CAL2
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antitestet, amely nagy specificitassal képes kimutatni a mutans calreticulin fehérjét (43).
Késobb két masik munkacsoport limitalt szaml eseten €s mutaciotipuson validalta a
CAL2 IHC hasznalhatosagat (44-46), azonban a két leggyakoribb mutacion kiviil csak

néhany ritka CALR varians fehérje-szintii vizsgalata tortént meg.

1.3.4. A driver mutéciok klinikai jelentdsége Philadelphia negativ MPN-ben

A Philadelphia negativ. MPN-ek esetében szamos faktor befolydsolja a betegség
fenotipusat illetve kimenetelét. Ilyen befolyasold tényezd lehet maga a driver mutaciod
tipusa, vagy annak alléltomege (47-50), ugynevezett fenotipus-modositd mutaciok
jelenléte (51-56), vagy akar a mutaciok kialakulasanak sorrendje (57; 58).

A legjelentésebb befolyassal azonban ugy tiinik, hogy a driver mutacio tipusa bir, ugyanis
mas a betegség klinikuma és prognozisa attol fliggden, hogy a JAK2 V617F mutaciot, az
MPL mutaciot vagy a CALR mutacioit tudjuk kimutatni, vagy ha az adott eset tripla
negativ.

Amennyiben a talélést nézziik, PMF esetében a CALR-mutacioval rendelkez6 esetek
¢letkilatasai a legkedvezobbek (17,7 év median taléléssel), osszehasonlitva a JAK2 ¢és
MPL mutaciokkal, amelyek intermedier progndzistinak szamitanak (9,2 és 9,1 év median
tuléléssel). Legkedvezotlenebb a tripla vad genotipust csoport talélése 3,2 év median
tuléléssel (5; 6; 59; 60). ET esetében is a CALR mutacioval rendelkezd esetek
rendelkeznek a legkedvezobb taléléssel, ha 1-es tipusit CALR mutacioval rendelkeznek,
amely csoportot koveti a 2-es tipusit CALR mutacioval rendelkez6 csoport és a JAK2
pozitiv betegcsoport (6; 13). Erdekes azonban, hogy ET esetében a tripla negativ csoport
nem a legrosszabb, hanem a legkedvezobb talélésii csoport (13), és a legkedvezbtlenebb
¢letkilatassal az MPL mutaciot hordozoé esetek rendelkeznek (13). ET esetében, ha nem a
teljes talélést, hanem a myelofibrotikus transzformacid, vagy a leukémias progresszio
mentes talélést vizsgaljuk, mas eloszlas figyelheté meg. A legmagasabb myelofibrotikus
transzformacios ratat MPL mutacié esetében irtak le (13; 61), és a legkedvezébb a CALR
mutacid esetén vagy tripla vad esetben. A leukémia mentes tulélés esetén azonban az
MPL mutacidval rendelkez6 betegcsoport esetén varhatoé a legkedvezébb a kimenetel,
mig a 2-es tipusu CALR mutacidval rendelkezdk esetében a legkedvezotlenebb a varhato

kimenetel (13).
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A tulélési mutatokon til morbiditasi adatok és bizonyos laboratoriumi- vagy klinikai
paraméterek is Osszefliggést mutatnak a driver mutaciokkal mind PMF mind ET esetében.
A CALR mutans betegek a JAK2 mutans betegekkel 6sszehasonlitva altalaban fiatalabbak,
alacsonyabb a fehérvérsejtszamuk, alacsonyabb a transzformacios rata mind
myelofibrozisba, mind akut leukémiaba. Magasabb ugyan a thrombocyta-szam, de
paradox modon a thrombozis-rizikd mégis alacsonyabb. A hemoglobin szint alacsonyabb,
mint a JAK2 pozitiv vagy MPL pozitiv eseteké. (6; 37; 62; 63) PMF-ben alacsonyabb a
fehérvérsejtszam és magasabb a thrombocytaszam, a JAK2 mutécioval rendelkezékhoz

képest, (6; 37; 54). (6. tablazat)

6. tablazat: A CALR muticid esetén tapasztalhato klinikai kiilonbségek egyéb driver
mutaciokhoz vagy a tripla negativ esetekhez viszonyitva (5; 6; 13; 36; 37; 60; 64-66).

Laboratériumi paraméter/ Mely driver mutaciohoz

CALR mut esetén Forras
klinikai adat hasonlitva
Esszencialis Thrombocytaemia (ET)

Haemoglobin-szint alacsonyabb JAK2, MPL Nangalia et al, Rotunno et al
Nangalia et al, Broséus et al,

Fehérvérsejtszam alacsonyabb JAK2 &
Rotunno et al

Trombocyta-szam magasabb JAK2 Nangalia et al, Rotunno et al
Nangalia et al, Klampfl et al,

Thrombdzis rizikd alacsonyabb JAK2, MPL g, . p
Broséus et al, Finazzi et al,

Myelofibrdzis transzformacio alacsonyabb JAK2 Rumi et al

Leukémias transzformacié alacsonyabb JAK2 Rumi et al

Erythropoetin-szint magasabb JAK2 Rotunno et al

Eletkor alacsonyabb JAK, MPL Finazzi et al

Tulélés jobb JAK2 Klampfl et al

Primar Myelofibrosis (PMF)

. , Nangalia et al, Broséus et al,
Fehévérsejt-szam alacsonyabb JAK2 &

Tefferi e al
Nangalia et al, Broséus et al
Trombocyta-szam magasabb JAK2 ga. ! ! ! ’
Tefferi et al
N lia et al, KI fl et al,
Talélés jobb JAK2 angala et al, Riampti et d
Guglielmelli et al
DIPSS+ score fliggetlen tulélés jobb JAK2, MPL, triplavad Tefferi et al
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Az elébbiekben mar részben emlitésre keriilt, hogy szamos CALR mutacio tipus létezik,
¢és a mutaciok hatasa nem teljesen egyforma. A fentiekben ismertetett kedvezo klinikum:
a jobb tulélés, az alacsonyabb DIPSS+ ,score”, a magasabb hemoglobin-szint,
alacsonyabb fehérvérsejt-szam ¢€s az alacsonyabb kering6 blasztarany tekintetében az 1-
es tipusu (és az 1-es tipus-szeril) mutacioknal érvényesiil. (40; 67) A 2-es tipusu (és 2-€S
tipus-szerti) mutaciok klinikuma kedvezbtlenebb: gyakoribb EZH2 mutécioval,
magasabb  keringd  blaszt-szammal, gyakoribb splenomegaliaval, magasabb
fehérvérsejtszammal. (40; 65) (7. tdbldzat). A CALR mutaciok tipusat vizsgalva, a 2-es
tipustt (és 2-es tipus-szerl) mutaciok PMF-ben sokkal ritkdbbak, mint ET-ben,
gyakorlatilag alig-alig fordul el6. Ezek alapjan elmondhatd, hogy az 1-es tipusu (és 1-€s
tipus-szeril) mutaciok myelofibrézis-szerli proliferativ fenotipust, mig a 2-es tipusu (és 2-
es tipus szerll) mutaciok ET-szerli trombotikus fenotipust hoznak létre. Végiil, az
¢letkorban is van eltérés a mutacio tipusok kozott, a 1-es tipusu mutaciot hordozo betegek

fiatalabbak, mint a 2-es tipust mutacioval rendelkez6 betegek. (40)

7. tablazat: CALR mutacié tipusok befolyasa a klinikumra (34; 40; 41; 65; 67).

Laboratériumi paraméter/

klinikai adat Typel Type2 Forrds
Trombocyta szam alacsonyabb* magasabb Chi et al
Fehérvérsejt szam alacsonyabb magasabb Pietra et al, Rotunno et al
Haemoglobin-koncentracio magasabb alacsonyabb Pietra et al, Tefferi et al
Keringd blaszt-arany alacsonyabb magasabb Pietra et al
Betegek életkora fiatalabb nincs kiilonbseg JAK2 Chi et al

mutdciohoz képest

akoribbak
Subklonalis mutéciok "gy l i EZH2- mutdcio gyakoribb Pietra et al, Wojtaszewska et al
Osszességében
PMF-szerd, . .
Fenotipus i z , Y ET-szer(i Pietra et al
proliferativabb
Splenomegalia ritkabb gyakoribb Pietra et al

incs kiilonbség JAK2
Tulélés jobb nines ,u‘ ?n seg{ Pietra et al, Tefferi et al
mutdciohoz képest

Diagnézis PMF-ben kb 30%-ban PMF-ben elvétve Pietra et al
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1.3.5 A mutans alléltomeg jelentésége MPN-ekben

Napjainkban a mutaciok mindségi kimutatasan tul azok mennyiségi meghatarozasa, azaz
a mutans alléltomeg vizsgalata is egyre nagyobb jelentOséggel bir. Ez a jelentOség
diagnosztikus, hiszen alacsony alléltomegnél egy nem jol megvalasztott vizsgalattal
konnyen negativ eredményre juthat a vizsgald, holott egy érzékenyebb vizsgalattal ki
lehet mutatni a mutaciot. Az érzékeny kimutatasnak a betegség korai stadiumaban is
jelentdsége van, amikor is tipusos klinikum vagy morfologia nélkiil akar az MPN
diagnozisara utalhat a mutacié korai kimutatdsa. Ha az MPN mar megéllapitasra kertilt,
az alléltomeg meghatarozasa a betegség rizikobecslése és kovetése szempontjabol is
jelentéséggel birhat (68; 69).

JAK2 V617F mutacio esetén az alléltomegének részben patogenetikai jelentésége is van,
tobb munkacsoport is 6sszefiiggésbe hozta a kialakult betegség fenotipusaval (47-49; 70).
Magasabb alléltomeg esetén inkdbb PV, alacsonyabb alléltomeg esetén PMF kialakulasa
valoszinlibb, mig a legalacsonyabb JAK2 V617F alléltomeg az ET-re jellemz6. Ezek
mellett prognosztikai jelent6séggel is bir. Ismert, hogy az alléltomeg Gsszefliggést mutat
a myelofibrozisos betegek 1épnagysagaval (71), és a csontvel6i fibrozis mértékével (72).
ET-ben a trombozisrizikoval fligg 6ssze (73) és PMF-ben az 50%-nal magasabb mutans
alléltomeg esetén progresszivebb betegséglefolyas varhatd (74). Ahhoz, hogy ne csak
kvalitativ, hanem mennyiségi adatokhoz is jussunk a mindennapokban, mennyiségi real-
time PCR-rel vagy digitalis droplet PCR-rel torténik a JAK2 V617F mutacio
meghatarozasa.

Ujabban néhany munkacsoport tanulmanyozta a CALR varians allélfrekvencia befolyasat
a klinikumra, és azt talaltak, hogy a JAK2 mutaciohoz hasonléan PMF-re magasabb
varians allélfrekvencia (VAF) jellemz6, mint ET-re. (75-80), azonban a PMF két
stadiumanak tekintetében a prefibrotikus és a manifeszt fibrotikus stddium kozott nem
talaltak szignifikans eltérést (81).

A CALR mutiacios terhelés 0sszefliggését a betegek klinikai paramétereivel és a betegség
lefolyasaval mindezidaig alig vizsgaltdk. Mindossze az ismert, hogy a magasabb
alléltomeg mellett alacsonyabb hemoglobin-szint jellemzd, azonban a gén- és/vagy
fehérje szinten meghatarozott CALR muténs alléltomeg hatasa az ET-ben és MF-ben

szenvedo betegek varhato korlefolyasara még nem ismert (78).
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I1. Célkitiizések

A JAK2 V617F, CALR és MPL gének mutacids statuszanak meghatarozasa
magyar MPN betegcsoporton, majd annak megallapitasa, hogy ezen mutaciok

milyen befolyassal birnak laboratériumi és klinikai paraméterekre.

A JAK2 V617F és CALR gének varians allélfrekvencigjanak (VAF)
meghatarozasa magyar MPN betegcsoporton.

Annak megallapitasa, hogy a JAK2 V617F és CALR varians allélfrekvencia

milyen befolydssal bir laboratdriumi ¢€s klinikai paraméterekre.

A CALR mutéaciok mennyiségi kimutatasa fehérje-szinten, mutacio-specifikus
immunhisztokémiai analizissel, és a mindennapi diagnosztikus gyakorlatban valé

alkalmazhatdsaganak tesztelése.
A CALR mutacidk fehérje szinten meghatarozott mennyiségi viszonyainak

Osszevetése a molekularis modszerrel meghatarozott CALR mutéci6 altipusaval, a

varians allélfrekvenciaval, valamint a klinikai- és laboratoriumi paraméterekkel.
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111. Médszerek

I11.1 Molekularis genetikai modszerek

I11.1.1 Beteganyag

A molekularis genetikai vizsgalatokhoz 652 Philadelphia negativ myeloproliferativ
neoplazmaval diagnosztizalt beteg periférias vérb6l vagy csontvel6-aspiratumbol izolalt
DNS mintajat hasznaltuk fel. Az esetek harom centrumbdl: a Semmelweis Egyetemrol, a
Pécsi Tudomanyegyetemrol és a Szegedi Tudomanyegyetemrol szarmaztak, a mintavétel
1976-2016 kozott tortént. A betegség-besorolas a WHO 2008-ban  kiadott
kritériumrendszerének-megfeleléen tortént (82). A tanulmany a Helsinki deklaracionak
megfelelden, a betegek irasos beleegyezésével zajlott.

A 652 MPN esetbdl 425 ET (131 férfi és 294 nd), az ET betegek atlagéletkora 59 év. A
legfiatalabb beteg 4, a legidésebb beteg 97 éves volt a diagnozis felallitasakor. A
diagnozis felallitdsat kdvetden atlagosan 62 honapnyi informaci6 allt rendelkezésiinkre a
betegekrdl, a legrovidebb kdvetési ido 13, a leghosszabb 444 honap ET betegek esetében.
Az MPN esetek mintegy 1/3-a, osszesen 227 eset volt PMF, amely eseteknél nemek
aranya kiegyenlitett volt: 112 férfi és 115 né mintait vizsgaltuk. Az atlagéletkor
diagnoziskor 67 év volt, a legfiatalabb PMF beteg 23, a legidésebb PMF beteg 93 éves
volt.

8. tablazat: A tanulmanyba bevont betegek alap paraméterei

életkor (év)  kovetési id6 (ho)

Diagnédzis esetszam esetszam férfi/né atlag (range) atlag (range)
ET n=425 131 59 (4-97) 62 (13-444)
294
112
PMF n=227 115 67 (23-93) 42 (12-276)

A diagnéziskor feljegyzett laborparamétereket retrospektiv médon gylijtottiik be. A
kovetés soran gytijtottiik 0ssze a sziikséges klinikai adatokat, beleértve a leukémias vagy
fibrotikus transzformaciot, a major trombotikus eseményeket (83), esetleges citoreduktiv

terapia hasznalatat, illetve a halalozast.
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111.1.2 DNS izolalas

A DNS-izolalas periférids vérmintabol vagy csontveld-aspiratumbol High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche) segitségével tortént a gyarto utasitasai szerint. A DNS-
koncentraci6 fotometrias mérését MaestroNano Micro-Volume Spectrophotometer
(Maestrogen) segitségével végeztiik 260 nm hullamhosszon. A DNS-mintékat a tovabbi
vizsgalatokig 4 °C-on taroltuk.

111.1.3 A JAK2 V617F mutaci6 kimutatasa valosidejii PCR-rel

A JAK2 V617F mutaci6 kimutatdsdhoz Larsen és munkatarsai altal leirtak alapjan
Osszeallitott (84) TagMan-alapu qPCR assay-el tortént. Kiilon reverz primert hasznaltunk
a mutans, valamint a vad tipust allél meghatdrozasara. A valdsidejii PCR reakcio soran a
mennyiségi meghatarozas a fluoreszcencia mérésével torténik, igy tovabbi, fluoreszcens
jellel ellatott primert (TagMan) is alkalmaztunk. Az altalunk hasznalt primerek adatai a

9. tablazatban lathatoak.

9. tablazat. JAK?2 valosidejii PCR-hez felhasznalt primerek adatai

Lokalizacié  tipus Primer szekvencia
reverz-vad 5'-GTA GTT TTA CTT ACT CTC GTC TCC ACA TAC-3'
14, exon reverz V617F 5'-GTA GTT TTA CTT ACT CTC GTC TCC ACA TAA-3'
forward 5'CTT TCT TTF AAG CAG CAA GTA TGA-3'
TagMan 6-FAM-TGA GCA AGC TTT ACA AGC ATT TGG TTT-TAMRA

A PCR mixet 96-lyuku plate-re osztottuk szét, egy-egy well-be 23 ul mix és 2 ul DNS-
templat keriilt. A reakcié 50 cikluson keresztiil zajlott Quantstudio3 PCR késziiléken
(Life Technologies). A PCR mix Osszetétele a 10. és 11. tablazatokban lathato.
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10. tablazat. A PCR mix Gsszetétele — vad tipus

Komponens Bemérés
TagMan Universal PCR Master Mix 12,5ul
Forward primer (3pl) 2,5ul
Reverz- vad tipus primer (3ul) 2,5ul
TagMan préba (5ul) 1l
Steril viz 4,5ul
DNS templat 2ul

11. tablazat. A PCR mix 0sszetétele V617F mutans

Komponens Bemeérés
TagMan Universal PCR Master Mix 12,5ul
Forward primer (3ul) 2,5yl
Reverz- mutans primer (3pul) 2,5ul
TagMan préba (5ul) 1ul
Steril viz 4,5ul
DNS templat 2ul

A PCR reakciot kovetden a varidns allélfrekvenciat a kovetkezd képlet segitségével
szdmoltuk ki, ahol a vad, illetve a vad és a mutans tipust allél dsszegének hanyadosat

hataroztuk meg:

_ ACTye17r

VAF * 100

111.1.4 CALR mutaciok analizise

111.1.4.1 CALR polimeraz lancreakcié (PCR)

A CALR gén 9-es exonjat amplifikaltuk AmpliTaqGold™ (Life Technologies)
DNS-polimeraz enzimmel €s a Primer3Plus online tervezdvel
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) tervezett
primerekkel. A fragmensanalizis céljara szant amplifikaci6 soran az 5’-végen 6-
karboxifluoreszcein (6-FAM) jeloléssel ellatott forward CALR primert és jeldletlen reverz
CALR primert hasznaltunk, mig a direkt szekvendlassal tovabb vizsgdlandé mintakat
jeloletlen forward (5’-AGTTTGGCAACGAGACGTG-3°, Tm=59,9 °C) és reverz (5°-
GAGTCTCACAGAGACATTATTTGG-3’, Tm=57,1 °C) primerekkel amplifikaltuk (12.

tabléazat).
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12. tablazat. A felhasznalt primerek adatai

Lokalizacié Primer szekvencia Olvadaspont (°C)
CALR 5'-AGTTTGGCAACGAGACGTG-3' 59,9 (°C)
5'-GAGTCTCACAGAGACATTATTTGG-3' 57,1 (°C)

A PCR mix végtérfogata 25 ul, a templat DNS mennyisége csovenként 100 ng volt. Az
AmpliTagGold™ &sszetétele: 10x PCR puffer, 10 mM dNTP mix, 25 mM MgClo,
AmpliTagGold™ DNA Polymerase (5 U/ul). A reakci6 35 cikluson keresztiil zajlott a PE
2720 Gene Amp (Perkin-Elmer, USA) PCR-késziilékben. A PCR mix Osszetétele a 13.

tablazatban lathato, a reakcio hoprofilja a 14. tablazatban lathato:

13. tablazat: A PCR mix §sszetétele

Komponens Bemérés
TagMan Universal PCR Master Mix 12,5ul
Forward primer (3pl) 2,5ul
Reverz primer (3ul) 2,5ul
TagMan proéba (5pul) 1l
Steril viz 4,5ul
DNS templat 2ul

14. tablazat: A PCR reakci6 hdprofilja

Lépés hémérséklet/ 1d6

Kezdeti denaturacid 95°C 5min

Denaturacid 95°C 30s

Anellacio 58°C 30s 35 ciklus
Extenzid 72°C 30s

Végsb extenzio 72°C 5min

Az amplifikaciot kovetden a PCR-termék jelenlétét agaroz gélelektroforézissel
detektaltuk 2 v%-os agardz gélben (2,6 g agardz, 125 ml 1x TAE puffer), GelRed™
(Biotium) fluoreszcens jeloléssel. 1x TAE puffert hasznaltunk futtaté pufferként (a 10x
TAE torzsoldat Osszetétele: 0,4 M TRIS, 0,2 M ecetsav, 0,01 M EDTA). A direkt
szekvenalasra szant mintakat a gélelektroforézist kovetden tisztitottuk: a termék mellett

szennyezOként jelenlévd, fel nem hasznélt dezoxinukleotid-trifoszfatokat (ANTP) és
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primereket EXoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Affymetrix) segitségével tavolitottuk el

a gyartd utasitdsai szerint. A fragmensanalizisre szant mintdkon nem végeztiink tisztitast.

111.1.4.2 CALR fragmensanalizis

A fragmensanalizist ABI 3500 Genetic Analyzer (Life Technologies) segitségével
végeztiik 96 lyuku plate-en. 1-1 well osszetétele a kovetkezé volt: 8,8 pl Hi-Di™
Formamide (Life Technologies), 0,2 ul GeneScan 500 LIZ dye Size Standard (Life
Technologies) és 1 ul PCR-termék. A denaturalast 3 percen at végeztik 95 °C-on. A
kapillaris elektroforézis soran a DNS-fragmensek méret szerint valnak el egymastodl és
fluoreszcencidjuk alapjan azonosithatok. Az elektroferogramok  kiértékelését
GeneMapper™ v5 software (Life Technologies) alkalmazasaval végeztiik.

111.1.4.3 CALR szekvenciaanalizis

A tisztitott termék bazissorrendjét kétiranyu direkt szekvendlassal hataroztuk meg Big
Dye™ Terminator Kit v3.1 (Life Technologies) segitségével. A reakcié 25 cikluson
keresztiil zajlott a PE 2720 Gene Amp (Perkin-Elmer, USA) PCR-késziilékben.
A reakcidelegy Osszetétele a 15. tablazatban lathatd, a reakcid hoprofilja a 16.

tabldzatban lathato.

15. tablazat: A szekvenald reakcid Osszetétele

Bemérés Bemérés
BigDyeT'vI Terminator v3.1 0,25ul
BigDye'" 5X Sequencing buffer 1,875ul
Primer (10uM) 0,5ul
Steril viz 10ul-ig
Tisztitott PCR termék 1ul

16. tablazat: A szekvenalo reakci6 héprofilja

Lépés hémérséklet/ 1d6

Kezdeti denaturacio 95°C 2min

Denaturacio 95°C 30s

Anelldcio 51°C 15s } 25 ciklus
Extenzid 60°C 4min
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A szekvenalast kdvetden a terméket Performa® DTR Gel Filtration Cartridges (EdgeBio)
géloszlopon tisztitottuk a gyarto utasitasai szerint. A tisztitott termékhez 10 ul steril vizet
adtunk, majd 20 pl Hi-Di Formamide "™-dal egészitettiik ki az elegyet 40 pl végtérfogatra.
A denaturalast 95 °C-on végeztiik 3 percen keresztiil. A szekvencia-analizist ABI 3500
Genetic Analyzer (Life Technologies) segitségével, a kapott szekvenciak kiértékelését

Sequencing Analysis SeqA6 (Life Technologies) programmal végeztiik.

A CALR varians allélfrekvenciat az alabbi modon hataroztuk meg:

Fragmensmagassag CALR mut

CALRVAF = 100

Fragmensmagassag CALR vad + Fragmensmagassag CALR mut i

111.1.5 MPL szekvenciaanalizis

Az MPL gén 10-es exonjanak szekvenciaanalizise a CALR mutacidanalizissel analog
modon (lasd IV.1.4.3 fejezet) tortént, az alabbi oligonukleotidok felhasznalasaval: MPL
forward primer - 5>-CCG AAG TCT GAC CCT TTT TG-3’ and MPL reverse primer -
5’-ACA GAG CGA ACC AAG AAT GC-3".
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111.2 Immunhisztokémia

111.2.1 Beteganyag

Immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a mintakat a disszertacié IV.1.1 részében részletezett
genetikai vizsgalatokhoz felhasznalt esetek koziil valasztottuk ki. Célzottan olyan CALR
pozitiv ET és PMF eseteket kerestiink, akiknek elérhetdek voltak a formalinban fixalt,
paraffinba agyazott csontveldi biopszidi. Kontrollként huszonhat CALR negativ esetet
valasztottunk ki, amelyek kozott JAK2 V617F mutans, MPL muténs ¢és tripla negativ
esetek is voltak. A csontveld-biopsziakbol a diagndzisokat a Semmelweis Egyetem 1.sz.
Patologiai és Kisérleti Rakkutato Intézetben és a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Kar Patologia Intézetében allitottak fel 2002-2016 kozott, a mintak
besorolasa a 2008-as WHO kritériumoknak megfelelden tortént.

A vizsgalatokhoz n=70 ET (n=28 férfi, n=42 nd, atlagéletkor diagndziskor: 58,8 év,
tartomany: 4-84 ¢év) és n=47 PMF eset (n=24 férfi, n=23 nd, atlagéletkor: 65,1 év,
tartomany: 31-90 év) blokkjait hasznaltuk. Az immunhisztokémiai analizissel vizsgalt

mintdk betegadatainak 0sszefoglalasa a 17. tablazatban lathato.

17. tablazat: Az immunhisztokémiai analizisbe bevont betegek adatai

Diagndzis esetszam esetszam életkor (év)
s CALR+/kontroll  atlag (range)
ET n=69 > 58,85 (4-84)
14
36
PMF n=48 12 65,13 (31-90)

38



DOI:10.14753/SE.2019.2299

111.2.2 CAL2 immunhisztokémia

A dekalcinalt, formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) blokkokbol 4 um vastag
metszeteket készitettiink xylannal boritott targylemezekre. A deparaffinalas xylol
segitségével tortént, majd leszallo alkoholsorral rehidraltuk, végiil desztillalt vizzel
oblitettiik a metszeteket. Az endogén peroxidaz aktivitas gatlasanak céljabol 1,5%-0s
H20> metanolos oldatba helyeztiik a targylemezeket. Az antigén-feltarast elektromos
kuktaban 105 °C-on 40 percig végeztikk 0,1M Tris és 0,01M EDTA (pH 9.,0) pufterek
keverékében. Primer ellenanyaggal vald inkubalas eldtt, az aspecifikus kotddés
megelézésének érdekében protein blokkal inditottuk az inkubacié sorozatot 10 percig,
majd 5 perces 0,1M-os TBS pufferben valé mosast kovetéen a primer antitesttel
inkubaltuk a metszeteket. Primer antitestként kereskedelmi forgalomban kaphaté mutans
calreticulin elleni monoklonalis ellenanyagot hasznaltunk (CAL2 clone, Dianova DIA-
CAL-250) 1:100-as higitasban. Ujabb, 0,1M-o0s TBS pufferben torténd mosast kdvetden
a polimer hatékonyabb bejutasa miatt 30 percig posztprimer komponenssel, majd
tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt anti-egér antitesttel inkubaltuk. Az
immunreakcidhoz biotinmentes anti —egér IgG konjugélt polimer (Dako Cytomation)
eléhivo rendszert hasznaltunk. Az immunreakciot DAB szubsztrat/chromogén kit
segitségével hivtuk eld. Hattérfestésként hematoxilin festést alkalmaztunk. Pozitiv
kontrollként a vizsgalt ismert CALR mutans esetek megakaryocytai szolgaltak, negativ

crer

a megakaryocytak citoplazmajanak jelolédésekor fogadtuk el.

I11.3 Digitalis képanalizis

A CAL2 immunhisztokémiai reakcio elvégzését kovetden a metszeteket Pannoramic 250
Flash 111 scan berendezéssel szkenneltiik (3DHISTECH ™) 20X nagyitasu nagy 1atoszogi

(NA=0,83) Zeiss objektivet alkalmazva (Carl Zeiss Microimaging INC). A digitalizalt

metszeteket Caseviewer szoftvert (3DHISTECH™) alkalmazva vizsgaltuk.
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111.3.1 A metszetek értékelése

A metszeteken szamos paraméter meghatarozasra keriilt. A CAL2 antitest specifikusan a
megakaryocytak citoplazmajat jeloli, ezért minden metszeten 100 random megakaryocyta

citoplazmat annotaltunk (/0. abra).

CAL2 IHC 20x

Annotation 100
Perimeter: 233.3 um
Area: 550.8 um?

10. abra: Intenziv CAL2 jel6l6dést mutato megakaryocyta, és koriilotte CAL2 negativ
vérképz6 sejtek lathatoak. (A) Megakaryocyta a kijelolés el6tt, (B) annotalt
megakaryocyta. A megakaryocyta citoplazmajat manualisan jeloltik ki caseviewer
szoftver (3DHISTECH) alkalmazasa segitségével. Lathato, hogy a lobulalt sejtmag nem
képezi a kijelolés és a késébbi kiértékelés targyat. (sajat felvétel)

Az annotalt megakaryocytak intenzitasat negativtol 3+ pozitivitasig adtuk meg.
Negativnak az immunreakciot nem mutatd sejteket, 3+ pozitivnak az erds, intenziv IHC
reakciot mutato sejteket tekintettiik. A koztes 1+ és 2+ pozitivitas értékelése nehezebb
volt, hiszen nem volt egy objektiv skdla, amihez hasonlitani lehetett volna, de az 1+
pozitivnak az igen gyenge, de specifikus, citoplazmatikus CAL2 jel616dést tekintettiik, és
2+ pozitivnak a kézepes intenzitdsiu immunreakcioét ami az igen gyengénél erdsebb, de a

3+ pozitiv megakaryocytaknal gyengébb. A megakaryocytak citoplazmainak intenzitasi
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adataibol a manualis H-score-t és, 2+/3+ megakaryocytak aranyat hataroztuk meg. Ezek
mellett CAL2 pozitiv nonmegakaryocyta sejtek aranyat is rogzitettiik minden esetnél. A

metszeteket két fliggetlen patologus nézte at (Dr. Kajtar Béla és Dr. Mozes Réka)
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11. abra: Kiilonb6z6 intenzitassal jelolodé megakaryocytak. 0: negativ
megakaryocyta.1+: gyenge CAL2 pozitivitast mutato megakaryocyta, 2+: mérsékelt
intenzitasi CAL2 jel6l6dést mutatd megakaryocyta. 3+: erés CAL2 intenzitast mutatod

megakaryocyta. (sajat felvételek)

111.3.1.1 Manualis H score (Hman SCOre)

Az Osszesen esetenként 100 kijelolt megakaryocyta citoplazmajat értékeltiik 4 fokozata
skalan (0-3+-ig) (/1. dbra). A manualis H-score-hoz n=100 sejtekhez tartozo értékeket
Osszeadtuk, igy egy 0-300 kozotti értéket kaptunk.

111.3.1.2 Automatikus H score (Hauto SCOre)

Az annotalt megakaryocytak citoplazmajanak CAL2 intenzitasit a 3DHISTECH
DensitoQuant moduljaval is értékeltiik. A szamitas a manualis H-score-hoz hasonlo,
azonban a szamitas nem sejt, hanem pixel alapl, az esetenként 100 megakaryocyta
citoplazmajanak kijelolt régidiban 1évo Gsszes pixel keriilt értékelésre. Az Hauto SCOre-t a
kovetkezOképpen hataroztuk meg: (a gyenge pozitivitast mutatd pixelek aranya) + 2x (a
kozepes intenzitasti pixelek ardnya) + 3X (az erds intenzitasi pixelek aranya). Az

eredmény szintén egy 0-300 terjedd skalan 1évd érték.
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111.4 Statisztikai modszerek

A statisztikai  elemzéseket a GraphPad Prism szoftverrel készitettik. Az
Osszehasonlitdsokhoz két valtozd esetén normal eloszlast mutatd folytonos valtozo esetén
t probat, nem Gauss-eloszlast mutato folytonos valtozo esetén Mann-Whitney U-probat
alkalmaztunk, tobb valtozo esetén ANOVA analizist hasznaltunk. ANOVA analizis
esetén post-hoc tesztként Tukey- vagy Bonferroni-tesztet alkalmaztunk. Korrelacio
szamitasahoz Pearson-probat hasznalunk.

Specificitds és szenzitivitas szamitasahoz, illetve a negativ prediktiv érték (NPE) és

pozitiv prediktiv érték (PPE) meghatarozasahoz az alabbi képleteket hasznaltuk:

Valédi pozitiv esetek

Specificitas: — - X100
valddi pozitiv esetek + fals negativ esetek
e, Valédi negativ esetek
Szenzitivitas: — - g — X100
valédi negativ esetek + fals pozitiv esetek
’ Valédi negativ esetek
NPE: oY , X100
valodi negativ esetek + fals negativ esetek
’ Valddi pozitiv esetek
PPE: B X100

valédi pozitiv esetek + fals pozitiv esetek
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IV. Eredmények

IV.1 A driver mutaciok megoszlasa a vizsgalt betegcsoportban

Az ET esetek hatterében allo driver mutaciok megoszlasa a kdvetkezoképpen
alakult: JAK2 V617F mutacié igazolddott az esetek 55,8%-aban (237/425), CALR
mutaciot az esetek 24,5%-a (104/425) hordozott, mig MPL mutacié (W515A/K/L/R) az
esetek 1,6% -aban igazolodott (7/425). Az ET-s betegek kozott eqy JAK2 V617F és CALR
mutaciot is hordozo esetet azonositottunk (0,2%). A fennmarado 76 ET eset (17,9%)
negativnak bizonyult mindharom driver mutéciora.

A PMF esetek hatterében allo driver mutaciok a kovetkezd eloszlasban voltak
jelen: az esetek 58,6%-aban (133/227) JAK2 V617F mutacié volt azonosithato, CALR
mutacio az esetek 21,6%-aban (49/227) volt detektalhatd, mig MPL mutaciot 6sszesen 16
esetben (7%) azonositottunk. Mindezek mellett két CALR és MPL kettds mutaciot
hordozo esetet is azonositottunk (0,9%). A PMF csoport 11,9%-at (27/227) alkottak a
tripla vad esetek (18. tdbldzat).

18. tablazat: A JAK2, CALR és MPL driver mutaciok eloszlasa a vizsgalt mintaban

MPN (n=652) Eléfordulds (eset /6sszes eset) Gyakorisag (%) Nemzetkozi gyakorisag (%)
Essentialis thrombocythemia (n=425)
JAK2 V617F mutacid 237 55.8 50-60
CALR mutacié 104 24.5 25-30
MPL mutéacio 7 1.6 1-2
JAK2 V617F - CALR k ettGs mutacid 1 0.2 <1
Tripla vad 76 17.9 10
Primer myelofibrézis (n=227)
JAK2 V617F mutacid 133 58.6 50-55
CALR mutacié 49 21.6 25-30
MPL mutéacio 16 7.0 3-5
CALR -MPL kett6s mutacio 2 0.9 <1
Tripla vad 27 11.9 10
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IV.1.1 A CALR mutaciok megoszlasa a betegcsoportban

A teljes betegcsoportban Gsszesen 24 féle CALR mutaciot azonositottunk, ebbdl 12 1j,
eddig még nem azonositott CALR mutacid. Az Gjonnan azonositott mutaciok kozott 1-es
tipus-szer(, 2-es tipus-szer(, két ritka in-frame mutaciot (c1142_1144del - E381del ¢és
€.1191 1199del - E398 D400del) és egyéb mutaciokat is azonositottunk, melyek koziil
az egyik egy korai stop-kodonnak koészonhetéen protein-trunkaciot eredményezett
(c.1110_1141del, E371fs*6). A betegcsoportban azonositott CALR mutaciok részletei a
19. tablazatban lathatoak.

ET-ben és PMF-ben a mutaciok eloszlasa eltéronek bizonyult. Az 1-es és 2-es tipusu
CALR mutaciok aranya PMF-ben szignifikansan magasabbnak bizonyult, mint ET-ben
(PMF: 66/12% vs. ET: 49/34%; p =0,007). Az 1-es tipus-szeri és 2-es tipus-szerii
mutaciok aranya - a 1-es tipus/2-es tipus aranyhoz hasonléan - PMF-ben szignifikansan
magasabbnak bizonyult, mint ET-ben: (ET 60% / 37% vs. PMF: 75% / 18%; p =0,02). A
mutaciok megoszlasat ET-ben a 12-es, PMF esetén a 13-as abra szemlélteti.

N2

2-es tipus

Egyéb
1-es tipus 7'1!5_, >
" €\
type7 » type 8
= type24 = type33
» ¢.1099_1150del ® c.1100_1145del
= ¢.1103_1136del m c.1102A>G, ¢.1103_1136del
® c.1105_1156del mc.1112_1142del
¢.1128_1154delinsGTGTC m c.1129_1135AAAGAGG>CTTTGCTTA
c.1142_1144del m c.1149_1152GGAC>TTGTCA

12. abra: a CALR mutaciok megoszlasa ET-ben (n=105). ET-ben a leggyakoribb CALR
mutacio 49%-kal az 1-es tipusu mutacio volt, amelyet a 2-es tipust mutacio kovetett 34%-
kal. ET-ben 17% volt a ritka mutaciok aranya, amely 6sszesen 15 féle, n=17 ritka CALR

mutaciobol adodott Ossze.
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2-es tipus

1-es tipus
¢.1099_1150del ® c.1103A>T, ¢.1104_1137del
¢.1103_1136del mc.1110_1141del
c.1116_1146del mc.1125_1146del
c.1135 1138del . 1155 1158GGAG>TTGTCAGAA

€.1158_1159insAGGACAAGGAG mc.1191_1199del

13. abra: a CALR mutaciok megoszlasa PMF-ben (n=51). PMF-ben a leggyakoribb
CALR mutaci6 az 1-es tipusi mutacié 66%-kal, a masodik leggyakoribb a 2-es tipust
mutacio 12%-kal. A ritka mutaciok teszik ki a fennmaradé 22%-ot, 6sszesen 10 féle, n=11

ritka mutacioval.
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DOl

19. tablazat: A betegcsoportban azonositott CALR muticiok. Osszesen 24 kiilénbozé CALR mutaciét azonositottunk n=156 betegbél

Referencia szekvencia
Negativan toltott szakaszok

AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKEDDEDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL-
| Il i}

Nukleotid véaltozds Tipus Aminosav véltozds Fehérje Kategdria Mely MPN|
c.1092_1143del 1-es tipus L367fs*46 AAEKQMKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-es tipus-szer(i  ET, PMF
¢.1099_1150del Uj L367fs*46 AAEKQMKDKQDEEQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-estipus-szerli  ET, PMF
€.1100_1145del COSM2270995 L367fs*48 AAEKQMKDKQDEEQRQRTRRMMRTKMRMRRMRRT RRKMRRKMSPARP RTSCREACLOGWTEA- l-es tipus-szerdi  ET
€.1102_1153del 7-es tipus K368fs*48 AAEKQMKDKQDEEQRLRRMMRTKMRMRRIMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-estipus-szerd ET
c.1103_1136del COSM3355755 K368fs*51 AAEKQMKDKQDEEQRLRRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- l-es tipus-szerd  ET, PMF
€.1102A>G, C1103_1136del (j K368E+K368fs*51  AAEKQMKDKQDEEQRLGRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-estipus-szerd ET
€.1103A>T, 1104 _1137del ] K368M+ E369fs*50 AAEKQMKDKQDEEQRLMRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRREKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- l-es tipus-szeri PMF
€.1105_1156del Uj E369fs*45 AAEKQMKDKQDEEQRLKRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-es tipus-szerli ET
€.1104_1137del 8-as tipus E369fs*50 AAEKQMKDKQDEEQRLKRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- l-es tipus-szerli  ET
c.1110 1141del aj E371sf*6 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEGRGQGG- egyéb PMF
€.1112_1142del COSM5703407 E371fs*49 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEGQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- egyéb ET
c.1116_1146del COSM3733222 D373fs*47 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEERTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSP ARPRTSCREACLQGWTEA- egyéb PMF
c.1120 1138del 24-es tipus K374fs*50 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREA CLOGWTEA- egyéb ET
c.1128 1154delinsGTGTC 4] K375fs*46 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- egyéb ET
c.1125 1146del COSM3734993 K375fs*48 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- egyéb PMF
€.1129 1135AAAGAGG>CTTT (] K377fs*54 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRLCLRRRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMS PARPRTSCREACLOGWTEA- egyéb ET
c.1135_1138del j E379fs*50 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKERRQRTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- egyéb PMF
€.1149 1152GGACTTGTCA ] E383fs*45 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEADCQRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREA CLOGWTEA- 2-es tipus-szer(i  ET
€.1154_1155insTTGTC 2-es tipus K385fs*47 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDNCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOQGWTEA- 2-es tipus-szeri  ET, PMF
€.1155 1158GGAG>TTGTCAC (] K385fs*47 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDNCQKRRRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA- 2-es tipus-szeri  PMF
€.1154_1155insATGTC 33-as tipus E385fs*46 AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKCRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA- 2-es tipus-szer(i  ET
€.1185_1159insAGGACAAGG! U] D387fs*44 AAEKQMKDKQDEE QRLKEE EEDKKRKEEEEAEDKERTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGWTEA-  2-es tipus-szerd  PMF
c.1142_1144del Uj E381del AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEAEDKEDDEDKDE DEEDEE DKEEDEEEDY PGQAKDEL- in-frame ET
c.1191_1199del COSM5715390 E398_D400del AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKEDDEDKDEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL- in-frame PMF
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IV.2 A mutacios statusz és a klinikum 0sszefiiggése

ET és PMF esetében is megvizsgaltuk a JAK2 és CALR mutacios statusz hatasat a klinikai
paramétekre. Az alacsony mutacidés gyakorisdg miatt az MPL mutaciok hatasat a

klinikumra nem vizsgaltuk.

IV.2.1 A mutacids statusz és a klinikum 6sszefiiggése ET-ben

ET-ben az életkor tekintetében a tripla negativ csoport (median életkor 52 év, tartomany:
7 - 83) szignifikdnsan fiatalabbnak bizonyult mind a JAK2 mutans (median életkor: 62
¢év, tartomany 18-97 év, (p =0,002), mind a CALR mutaciét hordoz6 betegcsoporthoz
(median életkor: 58; tartomany: 4 - 89 év, p =0,09) képest. A JAK2 pozitiv és CALR
pozitiv csoportok kozott ET-ben szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk.

A JAK2 V617F mutacioval rendelkez6 csoport fehérvérsejtszama (medianérték: 10,5 G/I,
tartomany: 2,9 - 26,9 G/L) szignifikansan (p <0,001) magasabbnak bizonyult a CALR
mutacioval rendelkez6khoz (medianérték: 8,5 G/L, tartomany: 3,8 — 28 G/L) és a tripla
negativ csoporthoz (medianérték: 8,4 G/L, tartomany 4,3 - 135,1 G/L); p <0,001) képest.
A CALR muténs csoport és a tripla negativ csoport kdzott a fehérvérsejtszam tekintetében
nem volt szignifikans kiilonbség.

A CALR mutans csoport thrombocyta szama (951 G/L, tartomany: 524 - 2605 G/L)
szignifikansan (p <0,001) magasabb volt, mint a JAK2 pozitiv (755 G/L, tartomany: 124
- 2350 G/L) vagy a tripla negativ csoporté (571 G/L, tartomany: 57 - 1820 G/L; p <0,001).
A tripla negativ csoport és a JAK2 pozitiv csoport thrombocytaszama kozotti kiilonbség
szintén szignifikansnak (p <0,001) bizonyult.

A tripla negativ csoport szérum LDH szintje (376 NE/L, tartomany: 150 - 620 NE/L)
szignifikdnsan (p =0,01) alacsonyabb volt, mint a CALR+ csoport LDH szintje (439,5
NE/L, tartomany: 137 - 999 NE/L), a JAK2 V617F mutacioval rendelkezéké a kettd
kozott helyezkedett el (397 NE/L, tartomany: 126 - 1380 NE/L). A JAK2 V617F muténs
csoportban szignifikansan (p =0,04) gyakrabban fordult el6 (25%) splenomegalia, mint a
tripla negativ csoportban (11%), azonban a CALR mutans csoportban tapasztalt

gyakorisag (21%) nem kiilonb6zott szignifikansan egyik csoporttdl sem.
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A myelofibrotikus transzformacios rata a CALR mutans csoportban volt a leggyakoribb
(12%), amely szignifikansan (p =0,04) magasabb volt a tripla negativ csoporthoz képest
(2%). A JAK2 V617F mutans csoportban 7% volt a MF transzformacios rata, amely
szignifikansan nem tért el egyik csoporttdl sem.

Citoreduktiv terapiara legnagyobb aranyban a JAK2 V617F mutans csoport tagjai
szorultak (86%), azonban a CALR mutans csoport tagjainal is magas aranyban
alkalmaztak ezt a modalitast (78%), a citoreduktiv terapiat kapo betegek aranya nem
kiilonbozik szignifikansan a két elébbi csoportban. Azonban a tripla negativ csoportban
47%-ban volt sziikség sejtszam-csokkentd terapiara, ami p <0,001 szignifikancia szinttel
szignifikansan alacsonyabb arany a két el6bbi csoporthoz képest.

A diagnozist megel6z6 thrombotikus események hasonld gyakorisaggal fordultak el a
JAK2 V617F csoportban (21%) és a tripla negativ csoportban (23%), mig a CALR muténs
csoportban szignifikansan (p =0,04) ritkabban fordultak el6 (11%). A kovetés ideje alatti
thrombotikus eseményrata, az AML transzformdacios rata és a hemoglobin koncentracio
tekintetében nem volt szignifikans kiilonbség a kiilonb6z6 mutacids statuszi csoportok

kozott. Az fenti 6sszefliggések a 20. tabldzatban taladlhatdak 6sszefoglalva.

20. tablazat: Fébb klinikai és laboratoriumi paraméterek ET-ben.

(A) (B) ) (D)
Driver mutécios statusz JAK2 V617F + CALR MPL Tripla-negativ Osszehasonlitasok (P -érték)
n=237 n=104 n=7 n=76 (A)vs.(B) (A)vs.(D) (B)vs.(D)

Eletkor diagndziskor, év median (tartomany) 62 (18-97) 58 (4-89) 76 (43-81) 52 (7-83) 0.15 0.002 0.09
Hemoglobin, g/, median (tartomany) 137 (58-192) 130 (61-175) 131 (99-149) 133 (75-180) 0.15 0.15 0.75
Fehérvérsejt szam, xlOg/L, median (tartomany) 10.5 (2.9-26.9) 8.5(3.8-25.0) 10.8 (6.3-11.7) 8.4 (4.3-135.1) <0.001 <0.001 0.84
TCT szam, xlUg/L, median (tartomany) 755 (124-2350) 951 (524-2605) 918 (686-1295) 571 (57-1820) <0.001 <0.001 <0.001
Szérum LDH, NE/L, median (tartomany) 397 (126-1380) 439.5 (137-999) 523 (216-1236) 376 (150-620) 0.12 0.11 0.01
Thrombotikus események - diagnézis elétt (esetszam, %) 35/165 (21%) 7/66 (11%) 0/4 (0%) 12/52 (23%) 0.04 0.85 0.08
Thrombotikus események - diagnézist kbvetéen (esetszam, %) 44/174 (25%) 16/83 (19%) 2/5 (40%) 16/59 (27%) 0.34 0.86 0.31
Splenomegalia (esetszam, %) 39/159 (25%)  14/66 (21%) 3/7 (43%) 6/55 (11%) 0.73 0.04 0.15
AML-transformacié (esetszam, %) 3/176 (2%) 3/77 (4%) 0/5 (0%) 0/58 (0%) 0.37 0.58 0.26
MF-transformacio (esetszam, %) 13/176 (7%) 9/78 (12%) 0/5 (0%) 1/58 (2%) 0.33 0.20 0.04
Cytoreduktiv therapia (esetszam, %) 150/176 (85%)  64/82 (78%) 3/7 (43%) 27/58 (47%) 0.16 <0.001 <0.001
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IV.2.2 A mutécids statusz és a klinikum 6sszefiiggése PMF-ben

A PMF esetében is megvizsgaltuk a legfontosabb klinikai- és laborparaméterek
Osszefiiggéseit a JAK2 ¢és CALR gének mutacios statuszaval, amely eredmények
Osszefoglalasa a 21. tablazatban lathato6.

A legmagasabb hemoglobin koncentracié a JAK2 V617F mutans csoportot
jellemezte (medianérték: 120 g¢/l, tartomany: 4,2 - 197 g/l), amely szignifikdnsan (p
=0,05) magasabbnak bizonyult a CALR mutans populaciéo hemoglobin koncentraciojanal
(medianérték:113 g/l, tartomany: 21 - 154 g/I), mind a tripla negativ esetek (medianérték:
94 g/l tartomany: 66 - 142 g/l) haemoglobin-szintjénél (p =0,005). A CALR pozitiv és
tripla negativ csoportok kozott nem volt szignifikdns kiilonbség hemoglobin koncentraciod
tekintetében.

A CALR mutéans csoportnal diagnéziskor szignifikansan (p=0,006) magasabb
TCT-szam jellemz6 (medianérték: 645 G/L, tartomany: 97 - 1998 G/L), mint a tripla
negativ csoportnal (medianérték: 150 G/L, tartomany 5 - 1021 G/L). A tripla negativ
csoport TCT-szama a JAK2 V617F mutans csoporténal is (495,5 G/L tartomany: 27 -
1776 G/L) szignifikansan (p=0,03) alacsonyabb.

A JAK2 mutans esetek 80%-anal alakult ki splenomegalia, ami szignifikansan
magasabb arany, mint amit a CALR mutans (58%, p = 0,02) vagy tripla negativ (47%, p
= 0,007) csoportban figyeltiink meg.

A tripla negativ csoportban a betegek 32%-anak volt sziiksége transzfiziora,
amely szignifikansan (p = 0,04) magasabb arany, mint a CALR mutans (6%) csoportban
tapasztalhatd, a JAK2 mutans csoporténal pedig tendenciézusan magasabb (p = 0,19)
(16%) arany.

Citoreduktiv terapiara legnagyobb aranyban (83%) a JAK2 mutans populécid
tagjai szorultak, amely a CALR mutans esetekhez képest (65%) €s a tripla negativ

esetekhez képest (50%) is szignifikansan (p = 0,05 és p = 0,003) magasabb arany.
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Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az életkor, a fehérvérsejtszam, a szérum
LDH szint, a thrombotikus események gyakorisaga vagy az AML transzformécios rata

tekintetében a kiilonb6z6é mutacids statusza csoportok kozott (21. tablazat).

21. tablazat: F6bb klinikai és laboratoriumi paraméterek PMF-ben

(A) (B) (c) (D)
Driver mutéciés statusz JAK2 V617F + CALR MPL Tripl. gativ Osszet litasok (P -érték)
n=133 n=49 n=16 n=27 (A)vs.(B) (A)vs.(D) (B)vs.(D)
Eletkor diagndziskor, év median (tartomany) 67 (23-87) 64 (29-81) 73 (47-86) 66 (33-84) 0.15 0.82 0.40
Hemoglobin, g/dl, median (tartomany) 12.2(4.2-19.7) 11.3(2.1-15.4) 10.2(7.7-11.7) 9.4 (6.6-14.2) 0.05 0.005 0.17
Fehérvérsejt szam, x109/L, median (tartomdny) 13.0(0.5-86.0) 10.4(2.8-20.0) 14.8(4.2-47.0) 11.7(2.2-71.8) 0.09 0.55 0.45
TCT szam, xlOg/L, median (tartomany) 495.5 (27-1776) 645 (97-1998) 430 (126-1287) 150 (5-1021) 0.17 0.03 0.006
Szérum LDH, IU/L, median (tartomany) 592 (257-3300) 757 (202-1774) 838 (297-3369) 436 (152-2285) 0.28 0.26 0.22
Thrombotikus események - diagnézist kévetSen (esetszam, %) 18/65 (28%) 5/26 (19%) 1/8 (13%) 2/14 (14%) 0.59 0.50 1.00
Splenomegalia (esetszdm, %) 72/90 (80%) 22/38 (58%) 7/13 (54%) 9/19 (47%) 0.02 0.007 0.57
AML-transformacio (esetszam, %) 4/77 (5%) 1/32 (3%) 2/16 (13%) 2/14 (14%) 1.00 0.50 1.00
MF-transformécié (esetszam, %) 11/68 (16%) 2/31 (6%) 3/11 (27%) 6/19 (32%) 0.22 0.19 0.04
Cytoreduktiv therapia (esetszam, %) 65/78 (83%) 22/34 (65%) 8/11 (73%) 11/22 (50%) 0.05 0.003 0.40

IV.3 A mutans allélfrekvencia és a klinikum Osszefiiggése

IV.3.1. JAK2 V617F VAF hatésa a klinikai paraméterekre
A mutans alléltomeg (amit a varians allélfrekvenciaval-VAF szdmszertisitettiink) PMF-
ben magasabbnak bizonyult, mint ET-ben (31,4% vs. 9,7%, p <0,001) (14. dbra).

A mutans alléltomeg és a klinikum Osszefliggések vizsgalatdnak céljabol a
populaciot a median érték mentén alacsony és magas alléltomeggel bird csoportokra
osztottuk. Nem minden beteg esetében sikeriilt valamennyi klinikai és laboratoriumi
paramétert 6sszegytlijteni, ezért paraméterenként vizsgalva a populacidét mas-mas median

VAF értékeket kaptunk (23. tablazat).
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14. abra. JAK2 V617F varians alléltomeg megoszladsa a vizsgalt populacioban ET
(n=233) és PMF (n=133) esetében. PMF esetén szignifikansan (p <0,001) magasabb

alléltomeg figyelhetd meg mindkét vizsgalt driver mutacid esetében.

Azokban az ET esetekben, ahol a JAK2 mutans alléltomege meghaladta a median
értéket, a thrombotikus események aranya szignifikansan gyakoribb volt (32,3% vs.
13,8%, p =0,02). ET-ben a magasabb JAK2 VAF szignifikansan magasabb szérum LDH-
val (403 vs. 360 NE/I, p =0,03), szignifikansan magasabb fehérvérsejt-szammal (10,8 vs.
9,6 G/I, p =0,04) és szignifikansan magasabb thrombocyta szammal (814 vs. 695,5 G/I, p
=0,004) tarsult. Nem volt azonban szignifikans kiilonbség az életkor és a hemoglobin-
koncentraci6 tekintetében, az AML- vagy myelofibrotikus transzformécios rata
gyakorisagaban, vagy a citoreduktiv terapia sziikségességének gyakorisagaban (22.
tablazat) a medianértéknél magasabb és alacsonyabb mutans JAK2 alléltomegili csoportok
kozott. A PMF eseteknél nem tudtunk megfigyelni egyik vizsgalt paraméter esetén sem
szignifikans kiilonbséget a mediannal alacsonyabb és magasabb mutans JAK2 burden

esetén sem (23. tablazat).
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22. tablazat: A JAK2 VG617F mutans alléltomeg Osszefiiggése a legfontosabb

laboratoriumi és klinikai paraméterekkel ET-ben és PMF-ben.

ET PMF
n=233 n=133
JAK2 V617F mutans alléltomeg < median > median medidnérték (%) < median > median medidnérték (%)
Eletkor diagnoziskor, év median (tartomany) 60.5 (23-88) 63 (18-89) 07 66 (40-87) 68 (25-85) 314
P=0.21 P=0.45
Hemoglobin, g/dl, medién (tartomany) 13.8(7.3-18.8)  13.7(6.2-19.2) an 11.6 (4.2-16) 10.6 (7.1-19.7) Bl
P=0.51 P=0.58
Fehérvérsejtszam, G/L, median (tartomény) 9.6 (3.7-25.5) 10.8 (6.1-22.2) 02 13.4(0.5-86)  12.9 (6.5-54) %62
P=0.04 P=0.58
TCT szdm, G/L, median (tartomény) 695.5 (405-1839) 814 (312-2224) 83 368 (27-1776) 324 (53-1750) Al
P=0.004 P=0.59
Szérum LDH, 1U/L, median (tartomany) 360 (205-1310) 403 (126-1314) 96 685 (280-2344)685.5 (257-2384 265
P=0.03 P=0.79
Thrombotikus események - diagnézis el6tt 11/62 (18%) 15/62 (24%) L o
(esetszam, %) - 9.7 Nem tortént adatgy(ijtés
Thrombotikus események - diagnézist kévetden 9/65 (14%) 21/65 (32%) 3/26 (12%) 5/27 (19%)
(esetszam, %) P=0.02 26 P=0.70 202
AML-transzformacio (esetszam, %) 0/82 (0%) 2/83 (2%) 88 3/27 (11%) 1/27 (4%) %6
P=0.50 P=0.61
MF-transzformacio (esetszam, %) 2/64 (3%) 4/64 (6%) 96
P=0.68
Cytoreductiv therdpia (esetszam, %) 48/59 (81%) 51/60 (85%) aa 20/23 (87%)  21/23 (91%) B
P=0.63 P=1.00

A median értékek kiilonbozosége abbol adodik, hogy nem minden beteg esetében volt

minden paraméter elérheto.
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IV.3.2 CALR varians allélfrekvencia és a klinikum Gsszefliggése

A JAK2 mutans alléltémeghez hasonléan, PMF-ben a varians CALR alléltomeg szintén
magasabb, mint ET-ben (49,6% vs. 42,5%, p <0,001). Hasonloképpen a JAK2 burden
kapcsan tapasztaltakhoz, a CALR varians allélfrekvencia PMF (medianérték: 49,6%,
tartomany: 13,4-93,5%) esetében szignifikansan (p <0,001) magasabb, mint ET
(medianérték: 42,5%, tartomany: 0,7-89,7%) esetében. (15. dbra)

CALR varians alléltomeg (%)
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15. abra. CALR varians alléltomeg megoszlasa a vizsgalt populacidban ET (n=104) és
PMF (n=49) esetében. PMF esetén szignifikansan (p <0,001) magasabb alléltomeg
figyelhetd meg.

CALR esetében is megvizsgaltuk a mutans allélfrekvencia esetleges 0sszefliggését
a laboratoriumi és klinikai paraméterekkel, tigy, hogy a VAF medidnértéke mentén két
csoportra bontottuk a betegpopulaciot.

ET esetében a mediannal magasabb CALR VAF értékek esetén szignifikansan (p
=0,01) magasabb szérum LDH értékeket tapasztaltunk, mint a mediannal alacsonyabb
CALR VAF esetén (510 vs. 351 NE/l,), emellett a mediannal magasabb VAF értékek
mellett tendencidzusan (p =0,07) alacsonyabb haemoglobin szinttel (12 vs. 13,6 g/dl,), és
tendenciozusan (p =0,08) emelkedett myelofibrotikus transzformacios rataval (19% vs.

5%, p =0,08) jellemezhetéek. ET esetén a kovetés ideje alatt észlelt thrombotikus
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események aranya gyakoribb volt a medidnértéknél magasabb CALR VAF értékek
esetében, azonban ez a kiilonbség sem bizonyult szignifiknansnak (p =0,18).

PMF esetén nem talaltunk olyan klinikai paramétert, amely a median CALR VAF
értékek mentén ketté valasztva a populaciot szignifikansan kiilonb6zott volna. Az adatok

Osszegzése a 23. tablazatban lathato.

23. tablazat: A mutans CALR alléltomeg Osszefiiggése a legfontosabb laboratoriumi és

klinikai paraméterekkel ET-ben és PMF-ben.
ET PMF
n=104 n=49
CALR mutans alléltémeg < median > medidn medianérték (%) < median > median medianérték (%)
Eletkor diagndziskor, év median (tartomany) 58 (24-89) 55 (4-82) 427 64.5 (37-81) 61 (29-79) 196
P=0.65 P=0.71
Hemoglobin, g/dl, medién (tartomany) 13.6(8.3-15.7)  12.0(6.1-17.5) G 11.4 (2.1-15.4) 11.2 (5.6-14.9) 66
P=0.07 P=0.47
Fehérvérsejtszédm, G/L, median (tartomany) 8.4 (4.5-19.6) 8.7 (3.8-25) 440 10.9 (3.8-18.9) 9.6 (2.8-20) 499
P=0.94 P=0.89
TCT szém, G/L, medin (tartomany) 970.5 (524-2248) 916 (540-2605) 027 625 (97-1791) 598 (112-1998) e
P=0.83 P=0.84
Szérum LDH, 1U/L, medién (tartomany) 351(185-632) 510 (137-999) 438 576.5 (202-1774) 874.5 (414-1475) 00
P=0.01 P=0.52
Thrombotikus sseer::;g\r;e'k‘y;)dlagnous el6tt 2/36 (6%) . =O‘435/37 (14%) - Nem tortént adatgyjtés
Thrombotikus események - diagndzist 5/39 (13%) 11/44 (25%) 1/14 (7%) 4/18 (22%)
kévetben (esetszam, %) P=0.18 426 P=0.36 #0
AML-transzforméci6 (esetszam, %) 1/47 (2%) 2/48 (4%) ma 0/22 (0%) 1/22 (5%) G
P=1.00 P=1.00
MF-transzformacié (esetszam, %) 2/39 (5%) 7/37 (19%) 440
P=0.08
Cytoreductiv therépia (esetszam, %) 30/42 (71%) 35/41 (85%) e 9/13 (69%) 12/14 (85%) G
P=0.18 P=0.38

A median értékek kiilonbozosége abbol adodik, hogy nem minden beteg esetében volt

minden paraméter elérheto.

A kiilonb6z6 CALR mutécid tipusokat Osszehasonlitottuk a varidns allélfrekvencia
tekintetében. A 2-es tipusu CALR mutacid esetében a varians alléltomeg szignifikansan
alacsonyabb volt, mint az 1-es tipusu (33,75% vs. 47,41% p =0,023) vagy az 1-es tipus-
szerti mutaciok esetében (33,75% vs. 49,66%, p =0,02), azonban a tobbi mutacio tipustol
szignifikansan nem kiilonbozott. Az egyéb tipusok kozott sem fedeztiink fel szignifikans

kiilonbséget (16. abra).
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16. abra. A kiilonb6z6 CALR mutacio tipusok és a CALR VAF Osszefiiggése. A
legalacsonyabb VAF értékekkel a 2-es tipusit CALR mutécidval rendelkezd esetek
rendelkeztek, 33,75%-os atlagértékkel, amely szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult
az 1-es tipusu CALR mutacidval rendelkezokhoz (atlag 47,41%, p = 0,023) és az egyes
tipusu-szeri CALR mutacioval rendelkez6khoz képest (atlag: 49,66%, p =0,02). Az
Osszehasonlitasokat egyutas ANOVA analizissel végeztiik, Tukey post-hoc teszttel.

Erdekesség, hogy a csontveléi mintdbol izolalt DNS-bl mért CALR VAF értékek
szignifikansan magasabbnak bizonyultak, mint a periférids vérbdl izolalt DNS-bdl mért
VAF értékek (53,6% vs. 42,7%, p = 0,0075), bar azt fontos megjegyezni, hogy a vizsgalt
csontveldi és vérmintak nem pérositott mintak voltak, kiilonb6z6 betegektdl szarmaztak
(17. dbra). Ezt az eredményt késobb parositott mintakon is ellendrizni szeretnénk. A
késobbiekben a dolgozatban leirasra keriil, hogy a CALR varians allélfrekvencia
befolyassal van tobb klinikai paraméterre, €s a progresszivitassal 0sszefiigg, ezért ha a

mintavétel helye kihatassal lehet a VAF értékre, ezt bele kell szamolni.
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17. abra. A csontvel6bdl (n=16) meghatarozott CALR VAF értékek szignifikansan
magasabbnak bizonyultak a periférias vérben (n=75) (53,56% vs. 42,72%, p = 0,007)
mérthez képest.
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IV.4 CALR mutéciok fehérje-szintli analizise

A CALR mutaciok fehérjeszintli analiziséhez a kereskedelmi forgalomban kaphato CAL2
(Dianova, Hamburg, Németorszag) monoklonalis antitestet hasznaltuk. A molekularis
vizsgalattal vad tipusit CALR esetek (n=26) egy-egy halvany jel616déstol eltekintve nem
mutattak specifikus CAL2 jel616dést. A negativ esetek manualis H score (Hman) értékének
atlaga 8,6 (tartomany: 0-54), az automatikus képanalizissel nyert intenzitasi score (Hauto)
atlagértéke 10,0 (tartomany: 0-91) volt. Az eseteket két hematopatologus (Dr. Mézes
Réka és Dr. Kajtar Béla) egymastol fliggetleniil CAL2 negativnak nyilvanitotta.

A molekularis vizsgalattal CALR mutans esetek mindegyikét (n=91) CAL2 IHC-vel is
pozitivnak nyilvanitottak a vizsgalo patologusok, emellett az IHC pozitiv és IHC negativ
esetek a H score-ok tekintetében is jol elkiiloniiltek. A Hman score értékek a CAL2 pozitiv
esetek esetében 62-276 kozotti tartomanyba estek, atlaguk 144,5 (18/4. dbra); mig a Hauto
score-ok a 98-287 kozotti tartomanyba estek, a score-ok atlagértéke 186,5 volt (18/B
abra). A manualis Hman és az automatizalt analizisb6l szarmazo6 Hauto SCOre-ok egymassal

szignifikansan (p <0,001) és er6sen (r=0,8576) korrelaltak.
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18. abra A CALR mutans ¢és vad tipusu esetek a manualis H score (Hman) (A) és az
automatikus képanalizissel nyert H score (Hauto) (B) alapjan is megbizhatéan

elkilonithetoek a CAL2 antitest alkalmazasaval.
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A CAL2 IHC-vel vizsgalt CALR mutans esetek tobbségét az 1-es és 2-es tipusu
CALR mutéciok tették ki (51,6% ¢és 25,27%), azonban 16 ritka CALR mutaciot €és harom
tobbszords mutaciot hordozd eset csontveldi mintajan is végeztink CAL2 IHC
vizsgalatot. A ritka mutaciok kozott 1-es tipus-szeri, 2-es tipus-szerii és egyéb tipust
mutéciok is voltak, ahogy az eldbbiekben is emlitésre keriilt, mindegyikiikk CAL2
pozitivnak bizonyult. Kiilon érdekesség, hogy a kutatocsoportunk altal leirt egyik ritka,
korai stop kodon miatt fehérje-trunkacioval jar6 CALR mutans eset is (c.1110 1141del,
E371fs*6) jelolodott a CAL2 antitesttel, szintén érdekesség, hogy a JAK2 V617F és
CALR dupla mutans esetben teljesen pozitiv és teljesen negativ megakaryocytakat is
azonositottunk (19. dbra). A 24. tabldzatban lathatd az 6sszes mutacio-tipus, amelyen
CAL2 IHC analizist végeztiink. Kutatdcsoportunk 16 kiilonb6zd tipust ritka CALR
mutacid esetében elséként demonstralta a CAL2 immunhisztokémia alkalmazhatosagat a

CALR mutacids statusz meghatarozasaban.

24. tablazat: Az azonositott CALR mutaciok tipusai és jelolddésiik a CAL2 anitesttel

CALR mutacio Leiras Kategoria ossz (n) ET (n) PMF (n) CAL2 IHC+
Type 1 ¢.1092_1143del Type 1-szerii 47 26 21 47/47
Type 2 €.1154_1155insTTGTC Type 2-szeri 23 19 4 23/23
Type 7 ¢.1102_1153del Type 1-szerii 2 2 0 2/2
Type 8 ¢.1104_1137del Type 1-szer(i 1 1 0 1/1
Type 24 ¢.1120_1138del Egyéb 1 1 0 1/1
Type 33 c.1154_1155insATGTC Type 2-szerli 1 1 0 1/1
"egyéb" ¢.1099_1150del52 Type 1-szeri 2 0 2 2/2
"egyéb" €.1100_1145del46 Type 1-szerdi 1 1 0 1/1
"egyéb" [c.1102A>G, c.1103_1136del34] Type 1-szer(i 1 1 0 1/1
"egyéb" c.1103_1136del34 Type 1-szer(i 1 1 0 1/1
"egyéb" [c.1103A>T, ¢.1104_1137del34] Type 1-szer(i 1 0 1 1/1
"egyéb" €.1105_1156del52 Type 1-szer( 1 1 0 1/1
"egyéb" €.1110_1141del32 Type 1-szeri 1 0 1 1/1
"egyéb" c.1116_1146del31 Type 1-szeri 1 0 1 1/1
"egyéb" c.1125_1146del22 Egyéb 1 0 1 1/1
"egyéb" c.1135_1138del4 Egyéb 1 0 1 1/1
"egyéb" ¢.1155_1158GGAG>TTGTCAGAA Type 2-szerii 1 0 1 1/1
"egyéb" €.1158_1159insAGGACAAGGAG Type 2-szerii 1 0 1 1/1
Kombinalt mutaciok
Type 1 + Type 2 c.1092_1143del + ¢.1154_1155insTTGTC n.a. 1 0 1 1/1
Typel + egyéb ¢.1092_1143del + ¢.1149_1152GGAC>TTGTCA n.a. 1 0 1 1/1
JAK2 V617F + Typel ¢.1092_1143del n.a. 1 1 0 1/1
Negativ kontrollok

Genotipus ossz(n) ET (n) PMF (n) CAL2 IHC+

Tripla negativ 14 8 6 0/14
JAK2 V617F mut 7 4 3 0/7
MPL W515K/L mut 4 2 2 0/4
MPL W515K/L mut 1 0 1 0/1
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Az ET ¢és PMF esetek kozott nem volt kiilonbség a CAL2 THC jelolédési mintazataban,
minden esetben — valtozo intenzitasu — diffuz citoplazmatikus jel616dést figyeltiink meg.
Minden tipust mutaciérol és kontroll esetb6l a 19. abran mutatunk be reprezentativ
felvételeket.

A vizsgalt CALR mutans esetek 46%-aban (42/91) a non-megakaryocyta sejtekben is
megfigyeltiink CAL2 jelolddést, foként a granulopoetikus prekurzorokban. A pozitiv
non-megakaryocyta sejtek aranya 0-65%-o0s tartomany kozott valtozott, de jellemzéen,
alacsonyabb aranyban voltak megfigyelhetéek (1-5%). A non-megakaryocyta sejtek

CAL2 pozitivitasarol néhany reprezentativ felvétel a 20. dbran lathato.
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19. abra: CAL2 monoklonalis antitesttel pozitivan jel616d6 kiillonbozé CALR mutaciok
bemutatasa, amely mellett a CALR negativ kontrollok CAL2 negativak. Egy CALR/ JAK2
V617F dupla mutans eset is lathatd, amelyben egy pozitiv (piros nyil) és egy negativ

(sarga nyil) megakaryocyta is lathato.
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20. abra: A non-megakaryocyta sejtek CAL2 pozitivitasanak heterogén megjelenése. (A)

nincsenek CAL2 pozitiv non-megakaryocyta sejtek, (B) kevés, gyenge CAL2 pozitivitast
mutatd granulopoetikus prekurzor sejt (sarga nyilak); (C) sok, erés CAL2 pozitivitast
mutaté non-megakaryocyta sejt (nyilak), amelyek jelolédési intenzitdsa a mintaban

lathato megakaryocytakét is meghaladja.

IV.5 A kvantitativ [HC adatok és a klinikum 6sszefiiggése

Az IHC-vel meghatarozott festddési intenzitasi score-okat (Hman és Hauto), a 2+ és 3+
pozitiv sejtek aranyat és a non-megakaryocyta sejtek aranyat is megvizsgaltuk, mutatnak-
e Osszefliggést a betegek barmilyen klinikai paraméterével. Sem a Hman és Hauto SCOre-ok,
sem a kozepesen és erds intenzitassal jelolddd sejtek aranya, sem a CAL2+ non-
megakaryocyta sejtek aranya nem mutatott 6sszefiiggést sem a betegek LDH-szintjével,
thrombocyta szamaval, voOrosvértest szamaval, fehérvérsejt-szamaval, hematokrit-
értékkel (adatok megjelenités nélkiil). Azonban a major thrombotikus eseményeken
atesett betegeknél szignifikansan magasabb Hman-score volt megfigyelheté (p =0,03)
szemben azokkal a betegekkel, akiknél major thrombotikus eseményeket nem

dokumentaltak (21. dbra).
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21. abra: A major thrombotikus eseményeken atesett betegekben (n=9), amelyek artérias
trombozisokat (artéria poplitea occlusio, acut myocardialis infarctus, ischaemias stroke)
és vénas trombozisokat (pulmonalis embolia, v. femoralis trombozis, v. hepatica
trombozis, és v. portae tromboézis) foglalnak magukba, szignifikansan magasabb Hman
score-t figyeltiink meg a thrombotikus eseményeken at nem esett betegekhez (n=43)
képest (p =0,03).

IV.6 Fehérjeszintli és molekuléris eredmények Osszevetése

A CALR varians alléltomeg nem mutatott Osszefliggést az ITHC intenzitasbol nyert
adatainkkal (Hauto és Hman score-ok). A kozepes ¢és erés IHC reakciét mutatd
megakaryocytak aranya és a CAL2 pozitiv non-megakaryocyta sejtek aranya ugy tiinik,
magasabb CALR VAF értékkel tarsul, de az Osszefiiggés nem érte el a szignifikancia
szintjét. A 21. abran a kozepes és erds pozitiv CAL2 reakciot addo megakaryocytak aranya
¢s a CALR VAF 0sszefiiggése lathato.
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22. abra: A kozepes (2+) és erés (3+) CAL2 THC jelolédést mutatd megakaryocytak

aranyanak demonstracidja az adott eset

CALR varians allélfrekvencidjanak (VAF)

ismeretében. (A) (B) (C) és (D) panelek reprezentativ eseteket mutatnak be a megfigyelt

trendrol. (A piros csillagok az elektroferogramokon a mutans CALR csucsot jeldlik.)
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V. Megbeszélés

A myeloproliferativ neoplazidk diagnosztikaja, rizikobecslése és kezelése is forradalmi
valtozasokon ment keresztiil az elmult évtizedben. A kizarolag patologiai jellemzok és
klinikai paraméterek alapjan diagnosztizalt betegségcsoport mara egy genetikai alapon
definialt betegségcsoportta valt, amely diagnosztikus algortimusaban mara major
kritériumként szerepel a 2005 és 2013 kozott felfedezett driver mutaciok (JAK2, CALR
és MPL) meghatarozasa. A JAK2, CALR ¢és MPL mutacids statusz prognosztikus
jelentéséggel is bir, hiszen ugyanazon entitds mas-mas hattérben allé driver mutacidval
eltérd lefolyassal és prognodzissal jellemezhetd. Manapsag a mutdciok mindségi
kimutatdsa mellett a driver mutaciok kvantitativ meghatarozasa is egyre nagyobb szerepet
kap, hiszen az igynevezett mutans allélterhelés is klinikai jelentéséggel bir (78). A JAK2
V617F varians allélfrekvencia szamos klinikai paraméterrel Osszefiigg, s6t akar a JAK2
inhibitorok hatasossdganak felmérésére, vagy a minimalis rezidualis betegség
monitorozasara is alkalmazhatdo a haemopoetikus Gssejt-transzplantaciot kovetden. A
betegségcsoportban a f6 driver gének mutacios statuszanak klinikumot befolyasolo hatasa
mar ismert néhany éve, ahogyan a JAK2 mutéans alléltomeg és a klinikum korrelacioja
(47-49) is ismertek egy ideje, azonban a CALR VAF klinikumot befolyasold
jelentdsegérdl ez idaig atfogod tanulmany nem késziilt.

Munkank soran egy nagyszamu hazai MPN betegcsoport estében meghataroztuk a JAK2,
CALR ¢és MPL gének mutaciés statuszat, majd a JAK2 V617F és CALR mutans
allélterhelés Osszefiiggését elemeztiik a kiilonb6zd klinikai paraméterekkel gén- és
fehérjeszinten.

A 6 driver gének eltéréseit tekintve a JAK2 V617F mutacio bizonyult 55-60%-kal a
leggyakoribbnak, a CALR mutacidé 20-25%-kal a masodik leggyakoribb és az MPL
mutacio 1-7%-kal a harmadik leggyakoribb driver mutacié. Az irodalomban tobb
munkacsoport is hasonld megoszlast allapitott meg az altaluk vizsgalt populacioban (5;
6; 41; 58; 60; 63; 65; 75; 85).

Sanger szekvendldssal 12 1j CALR mutacidt azonositottunk, amelyeket az alapjan, hogy
a képzodott mutans CALR proteinben mekkora méretii régio veszik el, 1-es tipus-szeri
(n=4), 2-es tipus szeri (n=3), in-frame (n=1), egyéb (n=4) tipusu csoportokba soroltunk.

Mindegyik mutacional +1bp olvasési kereteltolodas észlelhetd, amely egy kozos Uj
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peptidszekvenciat eredményezett a C-terminalis régidoban. Az 10j szekvencia
kovetkeztében a proteint az endoplazmas retikulumban benntartani hivatott retencios
szignal KDEL motivum elvész. A kereteltolodas kovetkeztében a bazikus aminosavak
kertilnek tulstilyba, holott a funkcionald fehérjhez savas 6ssztoltottség sziikséges (5; 36;
40). Az altalunk azonositott mutaciok kozott egy ritka in-frame eltérés is megfigyelhetd
volt, amely kovetkeztében képz6dott fehérje savas karakteri marad a C-terminalis
régioban. Mivel a CALR onkogenitasanak kifejtéséhez bazikus kémhatas sziikséges,
ezért feltechetéen ez a mutacid nem feltétleniil vesz részt az MPN onkogenezisben.
Masrészt azonban in-frame CALR mutaciok és a JAK-STAT uton mas mutacid egylittes
jelenlétét mar leirtak (86).

A CALR mutacié tipusok megoszlasa eltéronek bizonyult ET ¢és PMF esetén
betegcsoportunkban, az 1-es/2-es tipus arany PMF-ben magasabb, mint ET-ben (PMF:
66% vs. 12%; ET: 49% vs. 34%), amely alatamasztja azt az elméletet, hogy a kiillonb6z6
tipusu mutaciok jatszhatanak szerepet a kiilonb6z6 fenotipusok 1étrehozasaban. Mig az
1-es tipus a myelofibrotikus fenotipussal asszocial gyakrabban, és esetén magasabb a MF
transzformacios rata aranya, addig a 2-es tipustt mutaci6 foként ET-ben fordul eld, és egy
sokkal indolensebb lefolyast vetit elére kisebb MF transzformacios rataval és
thrombotikus eseményrataval (40; 87).

A CALR és JAK2 mutacios statusz valamint a klinikum Osszefiiggését vizsgalva ET-ben
a JAK2 V617F mutacioval rendelkezd betegeknél volt a leggyakoribb a splenomegalia és
a diagnozist megel6zo6 trombotikus rata, mig a CALR mutécioval rendelkezdknél talaltuk
a legmagasabb thrombocyta szdmot a legmagasabb fehérvérsejt szamot €s a legmagasabb
MF transzforméacios ratat. A CALR mutéciot hordozo ET esetekben a thrombotikus rata
alacsonyabbnak bizonyult a JAK2 V617F mutans esetekhez képest, amely vélhetden
inkabb a JAK2 mutécié hianyanak, mintsem a CALR mutécio jelenlétének koszonhetd
(88; 89). PMF-ben a CALR mutaci6 asszocialt a legmagasabb TCT- és LDH szinttel, mig
a JAK2 mutacioval rendelkezOknél figyeltiik meg a legmagasabb splenomegalia aranyt.
Ahogyan a CALR mutacio tipusoknak, a CALR varians allé¢lfrekvencianak is jelentosége
lehet az MPN fenotipusanak kialakulasaban. Betegcsoportunkban a CALR VAF
szignifikansan magasabbnak bizonyult PMF-ben, mint ET-ben (49,6% vs. 42,5%, p
<0,001). JAK2 V617F mutacid esetében is hasonlo, talan még erételjesebb kiilonbséget
figyeltiink meg (PMF: 31,4% vs. ET: 9,7%, p <0,001). A két MPN kozotti JAK2 V617F
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mutans alléltomeg kiilonbséget mar eléz6leg tobb munkacsoport is leirta (75; 90), és ez
alatamasztja a gén-dozis hipotézist, amely egy lehetséges magyarazat az MPN-ek
patogenezisére (91).

tipusu esetek alléltomege volt a legalacsonyabb (33,75%), amely szignifikdnsan (p
=0,023 alacsonyabb volt, mint az 1-es tipusti mutacioval rendelkezé eseteké (47,41%) és
szintén szignifikansan (p =0,02) alacsonyabb volt az 1-es tipus-szeri mutacioval
rendelkez6 esetekhez képest (49,68%). Ez 1j felismerés a Cabagnols és munkatarsai altal
leirtakhoz képest, a munkacsoportjuk sem az 1-es/ 2-es tipusii mutaciok kozott, sem az
ET-PMF kozott nem talalt eltérést a varians allélfrekvenciaban (87). Igy nem csupan a
mutacidtipusnak, hanem a varidns allélfrekvencianak és a mutacid tipusnak egyiittes
hatdsa is lehet az 2-es tipusi esetek és az alacsonyabb allélfrekvencia feliil-
reprezentaltsaga ET-ben. A CALR varians allélfrekvencia Osszefliggést mutatott a
periférias vérben az LDH szinttel, és tendencidzusan alacsonyabb haemoglobin szinttel
rendelkeztek a magas CALR alléltomegii csoportban 1évé esetek (12,0 vs. 13,6g/dl p
=0,07), amely eredmény Andrikovics és munkatarsai altal talaltakkal (75) egybecseng,
azonban sem a thrombocytakkal, sem a fehérvérsejtekkel nem talaltunk 6sszefiiggést.

A mutans CALR alléltomeg szignifikdnsan kiillonbozonek bizonyult a csontveldi és a
periférias vérbdl izolalt DNS-ek esetében (53,56% vs. 42,72%, p = 0,007), azonban meg
kell jegyezni, hogy nem ugyanazon betegekb6l szarmazo, minta-parokrol volt szo. Ezt az
megfigyelést érdemes volna parositott mintakon, esetleg nagyobb populéacion ellendrizni,
hiszen amennyiben megerdsithetd az észrevétel, diagnosztikai és prognosztikai
jelentdsége lehet a késdbbiekben. Larsen €s munkatéarsai 2008-ban parositott mintdkon
nézték a periférids vérbdl és a csontvel6bdl szarmazé mintak JAK2 V617F mutans
alléltomegét, és nem talaltak szignifikans eltérést a periférids vér illetve a csontveldi
mintak k6zott (92), azonban 6k kis esetszammal, foként PV esetekkel dolgoztak, Szemben
az altalunk vizsgalt ET és PMF esetekkel.

Ahogyan a magas JAK2 V617F alléltomeggel jaré PV esetek (47), tgy a kohortunkban
szerepld6 magas mutians CALR alléltomeggel jar6 ET esetek is proliferativabb
fenotipusunak bizonyultak az alacsony mutans CALR alléltomeggel rendelkezékhoz
képest. A magasabb LDH-szint és a gyakrabban el6fordulo splenomegalia a citoreduktiv

terapia (nagyobb) sziikségességét jelzi, és egyben emelkedett hajlamot a myelofibrotikus
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transzforméciora. Ezen megfigyelések tamogatjak a proliferativabb fenotipussal vald
Osszefliggést, még ha némelyik megfigyelés nem is éri el a szignifikans szintet, csupan
tendencidzus.

A mutans JAK2 alléltomeg nagyban befolyasolta a periférias vérsejtek szamat. Kittur €s
mtsai-hoz hasonléan (93) kohortunkban is a magasabb JAK2 V617F allélterhelés
magasabb fehérvérsejtszammal (p =0,04) és thrombocyta szammal (p =0,004) jart ET-
ben. A JAK2 V617F mutacié megakaryopoezisre kifejtett hatasa ellentmondasos. Mig
munkacsoportunk és mas csoportok direkt dsszefiiggést figyeltek meg a thrombocyta-
szam ¢és a magas JAK2 VAF kozott, addig mas munkacsoportok ragesalo-modellben
homozigota JAK2 V617F mutacidé megakaryocyta elégtelenséghez vezeté (94-97)
hatasait irtdk le, illetve csdkkent thrombocytaszdmot a mutidns JAKZ2 alléltomeg
emelkedésével (90; 98).

A genetikai 1€ziok fehérjeszinten torténd kimutatdsanak lehetdsége, monoklonalis
antitestet hasznalva, egyszeribbé ¢és koltséghatékonyabbd teheti a molekularis
diagnosztikat. Példaul a BRAF V600E mutacié kimutatasa fehérjeszinten
immunhisztokémidval megkonnyitette és meggyorsitotta a hajassejtes leukémia
diagnodzisat, és olyan diagnosztikus centrumokban is elérhetévé tette azt, ahol limitalt a
molekularis modszerekhez valdo hozzaférés. Ennek analogidjara, a Stein ¢és
munkacsoportja altal tervezett CAL2 antitest megkonnyitheti az MPN diagnosztikat
azaltal, hogy el6szlirésként immunhisztokémiat hasznalunk FFPE anyagokon a CALR
mutécié kimutatasara. Vizsgalatunk reprezentalja az eddigi legnagyobb esetszamu CALR
pozitiv MPN kohortot, amelynél a CAL2 THC keriilt alkalmazasra. Tanulmanyunkban
mind a 91 CALR mutans eset, 0sszesen 21 féle CALR mutacidval, koztik 19 ritka
mutacioval, bizonyult CAL2 antitesttel és a kontroll esetek mind negativnak bizonyultak,
ezzel 100%-os konkordanciat figyeltiink meg a molekularis és fehérje szintii mutacios-
statusz meghatarozas kozott. A vizsgalt 19 ritka CALR mutacié koziil tizenhatot elséként
vizsgaltunk meg a CAL2 antitesttel, koztiik egy olyan mutaciot hordozo esetet, ahol korai
stop kodon miatt proteintrunkacid is kialakult. A kiilonb6z6 CALR mutaciét hordozo
esetek kozott nem tapasztaltunk jelolédésbeli kiilonbségeket, igy a kiillonb6zé CALR
mutaciok elkiilonitésére nem alkalmas. A folyamatosan csokkend arak mellett a
molekularis moédszerek alkalmazasa mellett szol az is, hogy a mindennapi gyakorlatban

periférids vérbdl torténik a CALR mutacidk kimutatésa.
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Munkank sordn kvantifikaltuk a CAL2 IHC reakcié intenzitasat, aminek soran
megalkottuk a Hman €s Hauto SCOre-okat, amelyek alkalmazasaval kivaloan elkiiloniiltek a
CALR negativ és pozitiv esetek egymastol. Ezt kovetden probaltunk osszefiiggést talalni
a gén- ¢és fehérjeszintli CALR allélterhelés kozott, azonban a CALR VAF ¢és az THC
intenzitasi adatok alapjan kapott Hman és Hauto-SCOre-ok nem mutattak korrelaciot. Ha csak
a kdzepesen és az er6sen jelolodo, tehat a 2+ és 3+ pozitiv megakaryocytakat elemeztiik,
akkor tendenciozus 6sszefiiggés mutatkozott a varians allélfrekvencia és a 2+/3+ pozitiv
megakaryocytak aranya kozott, de szignifikans 6sszefliggést itt sem tudtunk megfigyelni.
A CAL2 expresszido mértéke, sem a Hman, SeM a Hauto, SeM a 2+/3+ megakaryocytak
aranya nem mutattak osszefliggést az altalunk vizsgalt klinikai paraméterek tobbségével,
igy az LDH-szinttel, thrombocyta szdmmal, vorosvértest-szammal, fehérvérsejt-szammal,
haematokrittal vagy a hemoglobin-koncentraciéval. Azonban a thrombotikus
eseményeken atesett esetek Hman SCOre-ja szignifikansan magasabbnak bizonyult a
thrombotikus eseményektél mentes szubpopulacidhoz képest (Hman Score: 182,1 vs. 142,6
p =0,03).

A CAL2 pozitivitas elsdsorban a megakaryocytakban volt megfigyelhetd, ahogy ezt az
el6z6 tanulmanyokban is leirtak (44-46), habar egyikiik sem kvantifikalta az IHC alapjan
a jelolodott sejtek aranyat, sem a jelolodott sejtek intenzitdsat, és nem hoztak
Osszefliggésbe ezt a klinikai vagy genetikai paraméterekkel. IHC tanulmanyunkban a
CALR+ esetek 46%-aban a non-megakaryocyta sejtekben is tapasztaltunk CAL2
pozitivitast, amely féként a myeloid prekurzorokat jelentette, esetenként akar a sejtek
65%-aban is tapasztaltunk pozitivitdst. Mivel a CALR mutacid igen korai esemény az
MPN-ek patogenezisében, érinthet olyan korai progenitort, amely képes erythroid vagy
myeloid iranyba differencialodni (5). Hogy mégis miért expresszalodik predominansan a
megakaryocytakban, azt azzal lehet feloldani, hogy a megakaryocytakban a mutans
CALR protein overexpresszioja kifejezettebb a normal CALR fehérjéhez képest (43; 45;
99).

A CALR mutéciok diagnosztikdjdban az elébb leirtak miatt tobb szinten lehet érdekes a
genetikai eltéréssel kapcsolatos informacio. Eldszor is fontos informacié az, hogy van-e
CALR mutaci6 (mivel dnmagaban a CALR mutacio jelenléte jobb prognozist jelent PMF-
ben, bar ET-ben nem). Ha jelen van CALR mutacio, akkor mekkora a mutans alléltomeg

vagy mas néven a varians allélfrekvencia (VAF), és milyen tipust CALR mutacié van
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jelen (1-es tipus, 2-es tipusl-es tipus-szeri, 2-es tipus szer(, in-frame). Ugyan a CAL2
immunhisztokémiaval nem kapunk minden kérdésiinkre vélaszt, de mégis hasznos eszkoz
lehet az MPN diagnosztikaban, foként olyan diagnosztikai laboratoriumok szamara, ahol
nem elérhet6 a mindennapokban a molekularis diagnosztika. Ezekben az esetekben a
CAL2 egyfajta elésziirdként is miikodhet. Mindazonaltal a mindennapi gyakorlatban
fontosnak ¢és sziikségesnek tartjuk a CALR mutaciok kimutatdsat molekularis modszerrel.
JAK2 ¢és CALR mutaciok gén- és fehérje szintli mindségi- és mennyiségi analizisét
végeztiik el nagy 1étszamu magyar betegcsoporton, melynek eredményeként részben az
irodalomban eddig ismertekkel 6sszecseng6 megfigyeléseket, részben 1j megfigyeléseket

tettink.
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VI. Kovetkeztetések

Munkank soran a JAK2 és CALR gének mutacidinak mennyiségi analizisét végeztiik el
gén- ¢és fehérjeszinten egy hazai Philadelphia kromoszoma negativ myeloproliferativ
neoplazidkban szenvedd betegcsoport esetében. A szakirodalomban mar ismert
Osszefliggéseken tul a disszertdcid eredeti megéllapitdsai az alabbi néhany pontban

foglalhatoak Gssze:

e Munkacsoportunk 12 1j, korabban még nem k6zolt CALR mutacidt azonositott.

e A medianértéknél magasabb JAK2 V617F mutans allél-tomeg esszencialis
thrombocytemiaban szignifikans Osszefliggést mutatott a magasabb LDH-
értékkel, thrombocyta szammal és fehérvérsejt szammal.

e Esszencialis thrombocytemiaban és primer myelofibrozisban is szignifikansan
gyakrabban volt megfigyelheté a splenomegalia a medianértéknél magasabb
JAK2 V617F alléltomeggel rendelkez6 csoportban.

e A magas CALR mutans alléltomeg Osszefiiggést mutat a diagnozissal: Magasabb
burden proliferativabb fenotipussal asszocial. Magasabb burdenre jellemz6 a
PMF, a typel mutici6, a magasabb thrombotikus rata, és a magasabb
myelofibrotikus transzformacids rata.

e A medidnértéknél alacsonyabb alléltomeggel asszocial az ET, a type2 mutécio, és
az indolensebb fenotipus, ritkdbb MF transzformacios és thrombotikus rata.

e A CAL2 immunhisztokémia specifikusan azonositotta az 9sszes altalunk vizsgalt
(n=91, 6sszesen 21 féle) CALR mutaciot hordozo esetet.

e Munkacsoportunk elséként vizsgalt 16 féle ritka CALR mutaciot a CAL2
monoklonalis antitest alkalmazasaval.

e A CALZ IHC-vel fehérjeszinten vizsgalt mutins protein-expressziobol
szarmaztatott szamszerlsitett paraméterek kozil a Hman score-ban a
thrombotikus eseményen atesett €s at nem esetek szignifikansan elkiilontiltek

egymastol esszencialis thrombocytemiaban és primer myelofibrézisban egyarant.
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VIL Osszefoglalas

A Philadelphia negativ myeloproliferativ neoplaziak hatterérél a JAK2 V617F mutacid
2006-os felfedezését kovetden az elmult sziikk masfél évtizedben szamos olyan felfedezés
latott napvilagot, amely a betegségcsoport pontosabb megismerésében jelentds szerepet
jatszott. A mérfoldkd jelentdségli driver mutéaciok, a JAK2 V617F az MPL és CALR
mutaciok megismerése mellett fény deriilt egyéb jelentds felismerésekre: a varidns
allélfrekvencia, illetve addicionalis fenotipus-mddositd szubklondlis mutaciok
jelenlétének vagy hidnyanak jelentdségére az MPN-ek klinikumat, kérlefolyasat illeten.
Mindezeknek koszonhetéen egy igazan szines, dsszetett kép rajzolodott ki a szemiink
eldtt a betegség-csoportot illetden.

Munkacsoportunk célul tiizte ki a Philadelphia negativ MPN-ek hatterében allo driver
klinikai paraméterekkel. Az azonositott CALR mutéciot hordozé mintakon fehérje szintt
mindségi és mennyiségi analizist tliztiink ki célul immunhisztokémiai analizissel a CALR
mutacio-specifikus CAL2 antitestet alkalmazva.

A varians allélfrekvencia befolyassal birt a klinikumra mind a JAK2 V617F mind a CALR
esetében. A gén-dozis hipotézist sajat eseteinkre nézve is megfigyelhettiik, a PMF esetek
szignifikdnsan magasabb alléltomeggel birtak, mint az ET esetek, JAK2 ¢s CALR mutécio
esetében is. Tovabba, a magasabb alléltomeg mindkét esetben proliferativabb
fenotipussal is jart. Munkank soran Osszesen 21 féle (n=91) CALR mutans csontvel6i
mintdn sikeresen beadllitottuk a CAL2 immunhisztokémiai vizsgalatot, majd
immunreakcid erdssége alapjan kvantifikaltuk azt. A mennyiségi fehérjeszintii adatok,
szignifikans Osszefliggést mutattak a thrombotikus események kialakulasaval. A CAL2
immunhisztokémiai reakcid rendkiviil specifikus €s szenzitiv mddon azonositotta
valamennyi, altalunk vizsgalt CALR mutécidt, igy akar eldsziird szerepe is lehet az MPN-
ek diagnosztikdjaban. Ugyanakkor, pozitiv esetben a genetikai prognosztikus tobblet

informacid miatt a molekularis modszerek.
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VIII. Summary

Our understanding of the pathogenesis of Ph-negative MPNs massively evolved over the
past 14 years. Since the discovery of the JAK2 V617F mutation in 2005, further key
aberrations have been identified including mutations in the thrombopoietin receptor
(MPL) gene and distinct mutations of the CALR gene. Alongside these main driver
mutations, other important factors have been discovered such as variant allele frequency
(VAF) of the different mutations and additional phenotype-modifying subclonal
mutations; leading to a complex and colorful genomic landscape of MPNs.

Aims of our study were to asses qualitative and quantitative information about the
distribution of the genetic driver mutations in a Hungarian cohort of Ph- MPN patients,
and to examine the correlation between clinical or laboratory parameters and genetic data.
Additionally, we aimed to perform a qualitative and quantitative analysis of CALR
mutations at protein-level with immunohistochemistry (IHC) using the mutation-specific
CALZ2 antibody on formalin-fixed paraffin embedded bone marrow samples specimens.
JAK2 and CALR VAFs had an influence on the MPN phenotype. PMF cases had
significantly higher VAF (both JAK2 and CALR) compared to the ET cases. Higher VAFs
correlated with a more proliferative phenotype: several clinical parameters including
serum LDH levels, white blood cell count platelet count or ratio of thrombotic event were
influenced by JAK2 V617F VAF. We performed CAL2 IHC on n=91 CALR positive
MPN samples with 21 different types of CALR mutations, and developed a quantitative
score to assess the CAL2 staining intensity. The CAL2 IHC was highly specific and
sensitive in identifying the various CALR mutations, and the mutant CAL protein
expression showed a statistically significant correlation with the occurrence of thrombotic
events. Although a pre-screening for CALR mutations using the CAL2 antibody may
have a potential role in the diagnostic algorithm of MPNSs, in case of a positive reaction,
the additional prognostic value of the molecular information makes the molecular genetic

testing of CALR mutations inevitable.
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XII. Koszonetnyilvanitas

Elséként szeretnék koszonetet mondani témavezetOmnek, Dr. Bodor Csabanak, aki a
jelen dolgozat alapjaul szolgédld témat és kutatasokat vezette és koordinalta, akihez
mindig tudtam kérdéssel vagy nehézségekkel fordulni.

Kiilon koszonet illeti Dr. Gangdé Ambrust, akihez mind elméleti, mind technikai jellegii
kérdéseimmel barmikor fordulhattam, azokat szinte azonnal, a legnagyobb
koriiltekintéssel valaszolta meg.

Koszonettel tartozom a kutatasok sordn nyujtott segitségért: Dr. Kajtar Bélanak, és Dr.
Vida Livianak a pécsi Patologia Intézetbdl, Dr. Reiniger Lillanak és Dr. Krenacs Tibornak
¢s Boha Zsofia TDK hallgatonak, az 1. sz. Patologia Intézetbdl.

Dr. Rajnai Hajnalkdnak szeretném kifejezni kiilon koszonetemet a gyors és preciz
biralatért, amit hazi biradloként végzett. Munkdjaval a dolgozat szakmai szinvonalat
jelentésen emelte és épitd kérdéseivel tovabbi megfontolandd pontokra mutatott ra.
Szeretnék koszonetet mondani Prof. Dr. Matolcsy Andrasnak, hogy felvett a vezetése
alatt all6 intézetbe 2012-ben rezidensnek, ¢és ennek koOszonhetden egy inspiralod
kornyezetben, kivaldé munkahelyen dolgozhatok, olyan munkat végezhetek a
haematopatologia teriiletén, amire mashol nem volna lehetdségem.

Szeretnék koszonetet mondani a Patologia Tudoményok Doktori Iskola vezetdjének, Prof.
Dr. Matolcsy Andrasnak, valamint az Onkoldgia Program vezetdjének, Dr. Kopper
Laszlonak.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretnék kdoszonetet mondani a csaladomnak:
édesanyamnak, Proszonydk Iddnak, akit6l a kitartd szorgalmas munka erényét
tanulhattam meg, a férjemnek, Bencze Bélintnak, aki azokban az idészakokban, amikor
irtam a disszertaciot, addig nevelte és szorakoztatta a kisfiunkat, és emellett a haztartast
is rabizhattam. K6szonet illeti a férjem édesanyjat, Bencze Gaborné Evat és édesapjat Dr.
Bencze Gébort, akiknél mindig szeretd, biztos karokban tudhattam a kisfiam, amig a

cikkekkel vagy a disszertacioval foglalatoskodtam.
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