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1. Bevezetés

A Philadelphia negativ myeloproliferativ neoplazidk (MPN) klonalis, haemopoetikus Ossejt
(HSC) eredetti neoplasztikus természetli betegségek, amelyekre egy vagy tobb sejtsoron kiérett
funkcionald sejtek excessziv szaporulata mellett fokozott thrombozis-riziké és leukémids
transzformacié rizikdja jellemez. A klasszikus Philadelphia negativ MPN-ek kozé a
polycytaemia verat (PV), az esszencialis thrombocytaemiat (ET) és a primer myelofibrozist
(PMF) soroljuk. A klasszikus Philadelphia negativ neoplaziak hatterében allo driver mutaciokat
az elmult 13 évben azonositottak: 2005-ben a Janus-2 kinaz (JAK2) mutacioit, 2006-ban a
thrombopoetin receptor (MPL) mutacioit, 2007-ben a JAK2 gén 12-es exont érintd mutacioit,
majd végiil 2013-ban a Calreticulin gén (CALR) mutaciot. Az el6bb részletezett driver-géneket

a gyakorlatban egymast kdlcsonodsen kizaronak tekintik.

A JAK?2 funkcionyeré mutacidi az MPN-ek tobbségében jelen vannak. A JAK2 V617F mutacid
a betegséget okoz6 abnormalitas a PV betegek 98%-, az ET és PMF betegek 50-60%-aban. A
JAK?2 gén 12-es exonjanak mutacioi PV-ben a hattér-abnormalitasok 1-2%-at adjak, ET-ben és
PMF-ben nem fordulnak el6. Az ET és PMF esetek 20-30%-anak hatterében a CALR mutacioi
¢és 3-5%-anak hatterében az MPL mutacidi mutathatoak ki. Az ET és PMF esetek fennmarado
csaknem 10%-anak hatterében nem mutathato ki genetikai abnormalitas ezeket az eseteket
tripla-negativ eseteknek hivjuk. A JAK2, az MPL és a CALR mutaciok hatasukat a JAK-STAT
vagy a TPO-R onkogén utvonalakon fejtik ki. A patogén szerepiiknek, a klinikai lefolyast
befolydsolod hatasuknak és a JAK2 V617F mutécio terapias jelentéségének kdszonhetden az

elébb felsorolt mutaciok a major diagnosztikus kritériumként szerepelnek.

2013-ban két fliggetlen kutatécsoport egy idében kozolte eredményeit arrdl, hogy a
JAK2 és MPL negativ MPN-ek hatterében egy konzervalt szerkezetli multifunkciondlis fehérje,
a calreticulin mutacioit azonositottdk nagy szézalékban. 2013-6ta tobb, mint 60 kiilonboz6
olvasasi keret-eltolodassal jaré mutéciot irtak le a CALR génben, amelyek mindegyike a 9-es
exont érinti. A két leggyakoribb mutaci6é az 1-es tipusu (an. ,,typel”) mutacid, ami egy 52
5 bazisparnyi szakasz inzerciojat eredményezi (€.1154_1155insTTGTC). E két mutacio-tipus
teszi ki a mutaciok 65-75%-at, a tobbi mutaci6 eléforduldsa joval ritkabb. A tovabbi CALR



mutéciok. A fennmaradé CALR mutéciok tilnyomo tobbségét a koros protein-szerkezet alapjan

1-es tipus-szert, 2-es tipus szerli és egyéb mutacidkra oszthatjuk.

ET-ben ¢és PMF-ben egyarant a CALR mutdns betegek alacsonyabb fehérvérsejt-
szdmmal és magasabb thrombocyta-szammal rendelkeznek a JAK2 V617F mutéans betegekhez
viszonyitva. A magasabb thrombocyta-szam ellenére paradox médon a major thrombotikus
események aranya alacsonyabba CALR mutans MPN-csoportban. PMF-ben a CALR mutacid
egy kiilon alcsoportot definial kedvezébb prognozissal, azonban ET-ben sem a CALR mutacio

sem a JAK2 mutacié nem befolyasolja a talélést.

Manapsag a CALR mutacido meghatarozasa az MPN diagnosztika integrans részévé valt. A
mindennapokban a JAK2, a CALR ¢és az MPL muticiok meghatarozasa molekularis
modszerekkel, szekvencialisan torténik fluoreszcens fragmenthossz-meghatarozassal és
szekvenalassal torténik kvalitativ és kvantitativ modszerekkel egyarant. A kvantitativ
modszerek jelentdsége abban rejlik, hogy a mutacio alléltomege befolyasolni latszik a betegség
lefolyasat. Magasabb JAK2V617F alléltomeg szamos klinikai paraméterrel, tobbek kozott
magasabb thrombotikus rizikoval, magasabb myelofibrotikus transzformacios rataval, ¢és
splenomegaliaval asszocial ET-ben, PMF-ben a mutacids alléltomeg jelentéségét még nem
definialtak, a relative ritkabb incidencia miatt. A JAK2 mutaci6 alléltomegének és fenotiopus-
befolyasold szerepe ugyan valamelyest a fentiek értelmében ismeretes, azonban CALR

esetében a nemzetkozi irodalomban csupan kevés ismeret all rendelkezésiinkre.

Az utobbi években voltak probalkozasok arra nézve is, hogy lehetséges-e fehérje-szinten
kimutatni az eltérést példaul immunhisztokémiaval (IHC). Stein és munkacsoportja 2016-ban
létrehozta a CAL2 antitestet, amely nagy specificitassal képes kimutatni a mutans calreticulin
fehérjét. Késobb két masik munkacsoport limitalt szamu eseten és mutaciotipuson validalta a
CAL2 THC hasznalhatdsagat, azonban a két leggyakoribb mutacion kiviil csak néhany ritka

CALR varians fehérje-szintii vizsgalata tortént meg.



2. Célkitilizések

o A JAK2 V617F, CALR ¢és MPL gének mutécios statuszanak meghatarozdsa magyar
MPN betegcsoporton, majd annak megallapitasa, hogy ezen mutaciok milyen

befolyassal birnak laboratériumi és klinikai paraméterekre.

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

e Annak megéllapitasa, hogy a JAK2 V617F és CALR varidns allé¢lfrekvencia milyen

befolyéssal bir laboratoriumi és klinikai paraméterekre.

e A CALR mutaciok mennyiségi kimutatasa fehérje-szinten, mutacio-specifikus
immunhisztokémiai analizissel, és a mindennapi diagnosztikus gyakorlatban vald

alkalmazhatdsaganak tesztelése.

o A CALR mutéciok fehérje szinten meghatarozott mennyiségi viszonyainak 0sszevetése
a molekularis moddszerrel meghatarozott CALR mutacié altipusaval, a varians

allélfrekvenciaval, valamint a klinikai- és laboratdriumi paraméterekkel.



3. Médszerek
3.1 Molekularis genetikai médszerek
3.1.1 Beteganyag

A molekularis genetikai vizsgalatokhoz 652 Philadelphia negativ myeloproliferativ
neoplazidval diagnosztizalt beteg periférias vérbdl vagy csontveld-aspiratumbdl izolalt DNS
mintajat hasznaltuk fel. Az esetek harom centrumboél: a Semmelweis Egyetemrdl, a Pécsi
Tudomanyegyetemrol és a Szegedi Tudomanyegyetemrdl szarmaztak, a mintavétel 1976-2016
kozott tortént. A betegség-besorolas a WHO 2008-ban kiadott kritériumrendszerének-
megfelelden tortént. A tanulmény 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 legiddsebb beteg 97 éves volt a diagnozis felallitasakor. A diagnozis
felallitasat kovetden atlagosan 62 hénapnyi informacid allt rendelkezésiinkre a betegekrdl, a
legrovidebb kovetési id6 13, a leghosszabb 444 honap ET betegek esetében. Az MPN esetek
mintegy 1/3-a, 6sszesen 227 eset volt PMF, amely eseteknél nemek aranya kiegyenlitett volt:
112 férfi és 115 n6 mintait vizsgaltuk. Az atlagéletkor diagnoziskor 67 év volt, a legfiatalabb
PMF beteg 23, a legidésebb PMF beteg 93 éves volt.

3.1.2 Molekularis modszerek

A DNS-izolalas periférias vérmintabol vagy csontvel6-aspiratumbol High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche) segitségével tortént a gyartd utasitasai szerint. A DNS-koncentracio
fotometrias mérését MaestroNano Micro-Volume  Spectrophotometer (Maestrogen)
segitségével végeztiikk 260 nm hullamhosszon. A DNS-mintékat a tovabbi vizsgalatokig 4 °C-

on taroltuk.

A JAK2 V617F mutéci6 kimutatdsdhoz Larsen és munkatarsai altal leirtak alapjan sszeallitott
TagMan-alapt qPCR assay-el tortént. Kiilon reverz primert hasznéltunk a mutans, valamint a
vad tipusu allél meghatarozasara. A valdsidejli PCR reakcid soran a mennyiségi meghatarozas
a fluoreszcencia mérésével torténik, igy tovabbi, fluoreszcens jellel ellatott primert (TagMan)

is alkalmaztunk. A JAK2 mutacios alléltomeget a ACt modszerrel hataroztuk meg.



A CALR gén 9-es exonjat amplifikaltuk AmpliTaqGold™ (Life Technologies) DNS-
polimeraz enzimmel és a Primer3Plus online tervezdével (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) tervezett primerekkel. A fragmensanalizis céljara szant
amplifikacié soran az 5’-végen 6-karboxifluoreszcein (6-FAM) jeloléssel ellatott forward
CALR primert ¢és jeldletlen reverz CALR primert hasznaltunk, mig a direkt szekvenalassal
tovabb vizsgidland6 mintakat jeldletlen forward (5’-AGTTTGGCAACGAGACGTG-3’,
Tm=59,9 °C) ¢és reverz (5’-GAGTCTCACAGAGACATTATTTGG-3’, Tm=57,1 °C)
primerekkel amplifikaltuk. A fragmensanalizist ABI 3500 Genetic Analyzer (Life
Technologies) segitségével. A kapillaris elektroforézis soran a DNS-fragmensek méret szerint
valnak el egymadstol és fluoreszcencidjuk alapjan azonosithatok. Az elektroferogramok
kiértékelését GeneMapper™ v5 software (Life Technologies) alkalmazasaval végeztiik. A
tisztitott termék bazissorrendjét kétiranyt direkt szekvendldssal hatdroztuk meg Big Dye™
Terminator Kit v3.1 (Life Technologies) segitségével. A reakcio 25 cikluson keresztiil zajlott a

PE 2720 Gene Amp (Perkin-Elmer, USA) PCR-késziilékben.

Az MPL gén 10-es exonjanak szekvenciaanalizise a CALR mutécidanalizissel analog
moédon (lasd IV.1.4.3 fejezet) tortént, az aldbbi 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°.

3.2 Immunhisztokémia
3.2.1 Beteganyag

Immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a mintdkat a genetikai vizsgalatokhoz felhasznalt esetek
koziil valasztottuk ki. Célzottan olyan CALR pozitiv ET és PMF eseteket kerestilink, akiknek
elérhetdek voltak a formalinban fixalt, paraffinba 4gyazott csontveldi biopszidi. Kontrollként
huszonhat CALR negativ esetet valasztottunk ki, amelyek kozott JAK2 V617F mutans, MPL
mutans és tripla negativ esetek is voltak. A csontveld-biopszidkbol a diagndzisokat a
Semmelweis Egyetem I.sz. Patologiai és Kisérleti Rakkutatdo Intézetben és a Pécsi
Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudoményi 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 diagnoziskor: 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.

3.2.2 CAL2 Immunhisztokémia

A dekalcinalt, formalin-fixalt, paraffinba agyazott (FFPE) blokkokbo6l 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
peroxiddz aktivitds gatlasdnak céljabol 1,5%-0s H20> metanolos oldatba helyeztik a
targylemezeket. Az antigén-feltarast elektromos kuktaban 105 °C-on 40 percig végeztiik 0,1M
Tris és 0,01M EDTA (pH 9,0) pufferek keverékében. Primer ellenanyaggal val6 inkubalas eldtt,
az aspecifikus kotddés megeldzésének érdekében protein blokkal inditottuk az inkubécio
sorozatot 10 percig, majd 5 perces 0,1M-os TBS pufferben valé mosast kovetéen a primer
antitesttel inkubaltuk a metszeteket. Primer antitestként kereskedelmi forgalomban kaphato
mutans calreticulin elleni monoklonalis ellenanyagot hasznaltunk (CAL2 clone, Dianova DIA-
CAL-250) 1:100-as higitasban. Ujabb, 0,1M-o0s TBS pufferben torténé 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 konjugalt polimer (Dako Cytomation) el6hivo rendszert
hasznaltunk. Az immunreakciot DAB szubsztrat/chromogén kit segitségével hivtuk eld.
Hattérfestésként hematoxilin festést alkalmaztunk. Pozitiv kontrollként a vizsgélt ismert CALR
eseteket hasznaltunk. A pozitiv immunreakciot a megakaryocytak citoplazmajanak

jelolédésekor fogadtuk el.

A CAL2 immunhisztokémiai reakci6 elvégzését kovetden a metszeteket Pannoramic 250 Flash
I1I scan berendezéssel szkenneltiik (3DHISTECH ™) 20X nagyit4st nagy latoszogii (NA=0,83)
Zeiss objektivet alkalmazva (Carl Zeiss Microimaging INC). A digitalizalt metszeteket
Caseviewer szoftvert (3DHISTECH™) alkalmazva vizsgaltuk.



3.2.3 A mutans CALR protein expresszio kvantifikalasa

A metszeteken szamos paraméter meghatarozasra keriilt. A CAL2 antitest specifikusan a
megakaryocytak citoplazmajat jeloli, ezért minden metszeten 100 random megakaryocyta
citoplazmat annotaltunk. Az annotalt megakaryocytak intenzitasat negativtol 3+ pozitivitasig
adtuk meg. Negativnak az immunreakcidt nem mutato sejteket, 3+ pozitivnak az erds, intenziv
IHC reakciot mutato sejteket tekintettiik. A koztes 1+ €s 2+ pozitivitas értékelése nehezebb volt,
hiszen nem volt egy objektiv skala, amihez hasonlitani lehetett volna, de az 1+ pozitivnak az
igen gyenge, de specifikus, citoplazmatikus CAL2 jelolédést tekintettiik, és 2+ pozitivnak a
kozepes intenzitdsi immunreakcidt ami az igen gyengénél erdsebb, de a 3+ pozitiv
megakaryocytaknal gyengébb. A megakaryocytak citoplazmainak intenzitasi adataibol a
manualis H-score-t és, 2+/3+ megakaryocytdk aranyat hataroztuk meg. Ezek mellett CAL2
pozitiv nonmegakaryocyta sejtek aranyat is rogzitettiik minden esetnél. A metszeteket két

fiiggetlen patologus nézte at (Dr. Kajtar Béla és Dr. Mdzes Réka)

1+

1. abra. Kiilonbozd intenzitdssal jelolddd megakaryocytdk. 0: negativ megakaryocyta.l+:
gyenge CAL2 pozitivitdst mutatdé megakaryocyta, 2+: mérsékelt intenzitasu CAL2 jelolddést

mutatdé megakaryocyta. 3+: er6s CAL2 intenzitdst mutaté megakaryocyta. (sajat felvételek)

3.3 Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism szoftverrel készitettiik. Az 6sszehasonlitasokhoz
két valtozd esetén normal eloszladst mutatd folytonos valtozod 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. Korrelacié szamitasahoz Pearson-probat hasznalunk. a P

értékeket 0,05-0s érték vagy annal alacsonyabb esetén tekintettiik szignifikdnsnak.



4. Eredmények
4.1 A driver muticios statusz és klinikai korrelaciok

Az ET esetek hatterében allé driver mutaciok megoszlasa a kovetkezoképpen alakult:
JAK2 V617F mutacid igazolodott az esetek 55,8%-aban (237/425), CALR mutéciot az esetek
24,5%-a (104/425) hordozott, mig MPL mutacio (W515A/K/L/R) az esetek 1,6% -aban
igazolodott (7/425). Az ET-s betegek kozott egy JAK2 V617F ¢s CALR mutaciot is hordozo
esetet azonositottunk (0,2%). A fennmaradé 76 ET eset (17,9%) negativnak bizonyult
mindharom driver mutaciora. A PMF esetek hatterében allo driver mutéaciok a kovetkezd
eloszlasban voltak jelen: az esetek 58,6%-aban (133/227) JAK2 V617F mutacidé volt
azonosithaté, CALR mutéacio az esetek 21,6%-aban (49/227) volt detektalhatd, mig MPL
mutaciot 6sszesen 16 esetben (7%) azonositottunk. Mindezek mellett két CALR és MPL kett6s
mutacidt hordozo esetet is azonositottunk (0,9%). A PMF csoport 11,9%-4t (27/227) alkottak a
tripla vad esetek (1. tablazat).

A teljes betegcsoportban 6sszesen 24 féle CALR mutaciot azonositottunk, ebbdl 12 1, eddig
még nem azonositott CALR mutacid. Az Gjonnan azonositott mutaciok kozott 1-es tipus-szerdi,
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 kdszonhetden protein-trunkaciot eredményezett (c.1110_1141del, E371fs*6).

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

MPN (n=652) El6fordulas (eset /6sszes eset) Gyakorisag (%) Nemzetkozi gyakorisag (%)
Essentialis thrombocythemia (n=425)
JAK2 V617F mutacid 237 55.8 50-60
CALR mutacio 104 24.5 25-30
MPL mutacid 7 1.6 1-2
JAK2 V617F - CALR k ett6s 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 mutécio 16 7.0 3-5
CALR -MPL kett6és mutdcid 2 0.9 <1
Tripla vad 27 11.9 10

Megvizsgaltuk a driver mutacids statusz és a klinikai paraméterek 6sszefliggéseit ET-ben és
PMF-ben. Tobbek kozott eldzéleg mar leirt magasabb fehérvérsejt-szam ¢és alacsonyabb
thrombocyta szam volt JAK2 mutacio esetén megfigyelhetd ET-ben, azonban a CALR mutécio

szubtipusa és a klinikum kozott nem figyeltiink meg 6sszefiiggést ET-ben.
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4.2 A CALR és JAK2 mutacios allélfrekvencia és klinikai korrelacidik

A mutacios alléltomeget és a f6 klinikai paramétereket 60sszehasonlitottuk ET-ben és PMF-
ben. Nem minden beteg esetében sikeriilt valamennyi klinikai és laboratériumi paramétert
Osszegyljteni, ezért paraméterenként vizsgalva a populaciét mas-més median VAF értékeket
kaptunk. A mutans alléltomeg (amit a varians allélfrekvenciaval-VAF szamszersitettiink)
PMF-ben magasabbnak bizonyult, mint ET-ben mind JAK2 V617F mutaci6 (31,4% vs. 9,7%,
p <0,001) (2/A. ébra), mind CALR mutaci6 esetén (49,6% vs. 42,5%, p <0,001) (2/B. abra).

A B
JAK2 V617F alléltémeg (%) CALR alléltémeg (%)
100- 100- L
80 80 T
604 604
40- 40-
204 204 i
ET (n=233) PMF (n=133) ET (n=104) PMF (n=49)

2. abra. A (A) JAK2 V617F és a (B) CALR mutans alléltomeg eloszlasa ET 4s PMF esetén.

A mutans alléltomeg és a klinikum Osszefliggések vizsgalatanak céljabol a populaciot a

median érték mentén alacsony és magas alléltomeggel bird csoportokra osztottuk.

JAK2 mutacio 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/, p =0,04) és szignifikansan magasabb thrombocyta szammal (814 vs. 695,5 G/, p
=0,004) tarsult. Nem volt azonban szignifikans kiilonbség az életkor és a hemoglobin-
koncentraci6 tekintetében, az AML- vagy myelofibrotikus transzformacids rata gyakorisagaban,
vagy a citoreduktiv terdpia sziikségességének gyakorisagaban (22. tdblazat) a medianértéknél
magasabb ¢€s alacsonyabb mutans JAK2 alléltomegili csoportok kozott. A PMF eseteknél nem
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tudtunk megfigyelni egyik vizsgalt paraméter esetén sem szignifikdns kiilonbséget a mediannal

alacsonyabb és magasabb mutdns JAK2 burden esetén sem.

CALR esetében is megvizsgaltuk a mutans allélfrekvencia esetleges Osszefiiggését a
laboratoriumi és klinikai paraméterekkel, tigy, hogy a VAF medianértéke 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 tendencidzusan (p =0,08) emelkedett myelofibrotikus transzformacios rataval (19% vs. 5%,
p =0,08) jellemezhet6ek. ET esetén a kovetés ideje alatt észlelt thrombotikus 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 medidn CALR VAF értékek mentén ketté valasztva a populaciot

szignifikansan kiilonb6z6tt volna.

4.3 Immunhisztokémia

A molekularis vizsgalattal vad tipusi CALR esetek (n=26) egy-egy halvany jel6lodéstol
eltekintve nem mutattak specifikus CAL2 jel6lodést. A negativ esetek manualis H score (Hman)
értékének atlaga 8,6 (tartomany: 0-54), az automatikus képanalizissel nyert intenzitdsi score
(Hauto) atlagértéke 10,0 (tartomany: 0-91) volt. Az eseteket két hematopatologus (Dr. Mdzes
Réka és Dr. Kajtar Béla) egymastol fliggetleniil CAL2 negativnak nyilvanitotta.

A molekuléris 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 (3/4. dabra); mig a Hauto SCOre-ok a
98-287 kozotti tartomanyba estek, a score-ok atlagértéke 186,5 volt (3/B dbra). A manualis
Hman €s az automatizalt analizisbdl szarmazd Hauto SCOre-ok egymassal szignifikdnsan (p

<0,001) és erdsen (r=0,8576) korrelaltak.
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3. abra A CALR mutans és vad tipust esetek a manualis H score (Hman) (A) és az automatikus
képanalizissel nyert H score (Hauo) (B) alapjan is megbizhatéan elkiilonithetéek a CAL2

antitest alkalmazasaval.

Az ET és PMF esetek kdzott nem volt kiilonbség a CAL2 THC jel616dési mintazataban, minden
esetben — valtozo intenzitast — diffiz citoplazmatikus jel6l6dést figyeltiink meg. Minden tipust

mutaciordl és kontroll esetbdl a 4. dbran mutatunk be reprezentativ felvételeket.

A CAL2 IHC-vel vizsgalt CALR mutans esetek tobbségét az 1-es és 2-es tipusit CALR mutaciok
tették ki (51,6% ¢€s 25,27%), azonban 16 ritka CALR mutaciot és harom t6bbszorés mutaciot
hordozo eset csontvel6i mintajan is végeztiink CAL2 THC vizsgalatot. az Osszes altalunk
vizsgalt CALR pozitiv eset CAL2 pozitivnak bizonyult. Kutatocsoportunk 16 kiillonb6z6 tipust
ritka CALR mutacido esetében elsOként demonstralta a CAL2 immunhisztokémia

alkalmazhatosagat a CALR mutécios statusz meghatarozasaban.
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4. abra: CAL2 monoklonalis antitesttel pozitivan jeloldddé kiilonb6zé6 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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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%-os tartomany kozott valtozott, de jellemzd6en, alacsonyabb

aranyban voltak megfigyelhetéek (1-5%).

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 €s erds intenzitassal jelol6do sejtek aranya, sem a CAL2+ non-megakaryocyta sejtek
aranya nem mutatott Osszefliggést sem a betegek LDH-szintjével, thrombocyta szamaval,
vordsvértest szamaval, fehérvérsejt-szamaval, hematokrit-értékkel (adatok megjelenités nélkiil).
Azonban a major thrombotikus eseményeken atesett betegeknél szignifikdnsan magasabb Hman-
score volt megfigyelhet6 (p =0,03) szemben azokkal a betegekkel, akiknél major thrombotikus

eseményeket nem dokumentaltak (5. dbra).

Mutans CALR protein expresszio a
thrombotikus események fliggvényében
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5. 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 trombo6zis, v. hepatica trombozis, és v.
portae trombozis) foglalnak magukba, szignifikdnsan magasabb Hman score-t figyeltiink meg

a thrombotikus eseményeken at nem esett betegekhez (n=43) képest (p =0,03).
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4.4 A molekularis és fehérje szintli eredmények korrelacigja

A CALR varians alléltémeg nem mutatott 6sszefiiggést az IHC intenzitasbol nyert adatainkkal
(Hauto és Hman score-0k). A kozepes és erds IHC reakciot mutatd megakaryocytak aranya és a
CAL2 pozitiv non-megakaryocyta sejtek aranya 0gy tiinik, magasabb CALR VAF értékkel

tarsul, de az 0sszefiiggés nem érte el a szignifikancia szintjét.
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5. Kovetkeztetések

Munkank soran a JAK2 és CALR gének mutacidinak mennyiségi analizisét végeztiik el gén-
¢s fehérjeszinten egy hazai Philadelphia kromoszoma negativ myeloproliferativ neoplézidkban
szenvedd betegcsoport esetében. A szakirodalomban mar ismert Osszefliggéseken tal a

disszertacio eredeti megallapitasai az alabbi néhany pontban foglalhatéak 6ssze:

e Munkacsoportunk 12 1j, korabban még nem kozolt CALR mutaciét azonositott.

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

e Esszencidlis thrombocytemiaban ¢€s primer myelofibrozisban is szignifikdnsan
gyakrabban volt megfigyelhetd a splenomegalia a medianértéknél magasabb JAK2
V617F alléltomeggel rendelkezd csoportban.

e A magas CALR mutans alléltomeg Osszefliggést mutat a diagndzissal: Magasabb burden
proliferativabb fenotipussal asszocidl. Magasabb burdenre jellemzd a PMF, a typel
mutacid, a magasabb thrombotikus rata, és a magasabb myelofibrotikus transzformacios
rata.

¢ A medianértéknél alacsonyabb alléltomeggel asszocidl az ET, a type2 mutacio, és az
indolensebb fenotipus, ritkabb MF transzformacios és thrombotikus rata.

e A CAL2 immunhisztokémia specifikusan azonositotta az dsszes altalunk vizsgalt (n=91,
Osszesen 21 féle) CALR mutaciot hordozo esetet.

e Munkacsoportunk els6ként vizsgalt 16 féle ritka CALR mutéciot a CAL2 monoklonalis
antitest alkalmazasaval.

e A CAL2 IHC-vel fehérjeszinten vizsgalt mutans proteinexpressziobol szarmaztatott
szamszer(isitett paraméterek koziil a Hman score-ban a thrombotikus eseményen atesett
¢s at nem esetek szignifikansan elkiiloniiltek egymastél  esszencidlis

thrombocytemiaban és primer myelofibrozisban egyarant.
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