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1. Bevezetés

A myeloproliferativ neopldazia (MPN) a hematopoetikus 0Ossejt
klondlis zavara kovetkeztében kialakuld betegségcsoport, amelyre
kiilonb6z6 érett myeloid sejtek proliferacigja jellemzé. Az
Egészségligyl Vilagszervezet (World Health Organization: WHO)
2016. évi besorolasa szerint a myeloproliferativ neoplazian beliil tobb
korkép kiilonithetd el. A BCR-ABLI (breakpoint cluster region —
Abelsonl flizids gén) vagy masnéven Philadelphia-kromoszdéma
negativ, klasszikus MPN  koérképek kozé az  esszencidlis
thrombocythaemia (ET), a polycythaemia vera (PV) és a primer
myelofibrosis (PMF) tartozik. ET-ben elsdsorban a megakaryocyta,
PV-ben az erythrocyta, PMF-ben pedig a megakaryocyta és a
granulocyta sejtvonal érintett.

A BCR-ABLI negativ, klasszikus MPN genetikai hatterében a 2.
tipust Janus kindz (JA4K?2), a calreticulin (CALR) és a thrombopoetin
receptor (MPL) gének mutacidit azonositottak, amelyek mindegyike a
JAK/STAT (STAT: jelatviteli és transzkripciot aktivalo fehérje)
jelatviteli utvonalat aktivalja. Elséként a JAK2 gén 14. exonjaban a
617. valin aminosav fenilalanin cseréjét (V617F) eredményezd
szerzett pontmutaciot ismerték fel. Késébb az MPL gén 10. exonjanak
mutacioit V617F negativ ET-ben és PMF-ben, a JAK2 gén 12. exon
mutacioit pedig V617F negativ PV-ben irtdk le. A leggyakoribb
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szerzett MPL mutaciok a receptor transzmembran doménjében
talalhatok, az 505. szerin és az 515. triptofan aminosavakat érintik. A
JAK?2 12. exon mutaciok pedig a JAK2 fehérje 533-547. aminosavijait
kodolo régioban talalhatok: lehetnek szubsztituciok, deléciok (del),
inszerciok (ins) és duplikdciok. A CALR gén 9. exonjat érintd
genetikai eltérések JAK2 és MPL negativ ET-ben és PMF-ben
fordulnak el6. A CALR gén olvasasi keret eltolodasaval jaro delécios
és inszercios mutacidoi kozil a leggyakoribb az 52 bazisparos
delécioval jard 1. tipust (c.1092 1143del), és az 5 bazisparos
inszercidval jaro 2. tipusu (c.1154 1155insTTGTC) mutacio. A JAK2,
a CALR és az MPL mutaciok MPN specifikusak, kdlcsondsen kizarjak
egymast, ¢s mas hematoldgiai betegségben ritkan fordulnak eld. Mivel
klasszikus MPN-ben a betegek 85-90%-aban e harom gén valamelyike
érintett, a mutacioik vizsgalata diagnosztikus jelentdségli. Az ET ¢és
PMF esetek 10-15%-aban a JAK2, a CALR és az MPL mutaciok
egyike sem mutathat6 ki, ezek a betegek képezik a tripla negativ MPN
csoportot.

Az MPN betegek tobbségében az onkogén mutacidok mellett egyéb
tarsuld génmutaciok is azonosithatok, amelyek leggyakrabban
epigenetikai modositasért felelds, illetve tumor szupresszor géneket
érintenek. Ezek oOnmagukban nem vezetnek az MPN-re jellemzd
klinikai eltérések kialakulashoz, ¢és gyakran mas myeloid

malignitasokban is eléfordulnak. Az érintett génektdl, a mutaciok
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szamatol ¢és keletkezési sorrendjétdl fiiggden az addicionalis mutacidok
jelezhetik a betegség eldrehaladottabb allapotat. Kimutatdsuk MPN-
ben prognosztikai jelentdségii.

Ugyanazon mutaciok (JAK2 V617F, CALR, MPL) jelenléte
kiilonb6zé MPN betegségekben felveti annak lehetdségét, hogy az
MPN patomechanizmusaban egyéb genetikai tényezdk is szerepet
jatszhatnak. A szerzett muticiokon tal oOrdkletes faktorok is
befolyasolhatjadk a betegség kialakuldsara vald hajlamot, a klinikai
megjelenést és a lefolyast. A JAK2 46/1-es haplotipus mellett
nemrégiben a telomerdz reverz transzkriptdz (TERT) gén maésodik
intronjaban taldlhatd rs2736100 C varianst hoztdk Osszefiiggésbe
MPN ¢s szolid tumorok kialakuldsanak kockazataval. A TERT gén a
telomeraz enzim katalitikus alegységét kodolja, amely elengedhetetlen
a kromoszomék végén taldlhaté ismétlddé nukleotid szekvencidk, a
telomerek hosszanak fenntartdsdhoz. Az rs2736100 C allél novelheti
a TERT transzkripcidjat, az emelkedett expresszids szint pedig

hozzajarulhat az MPN kialakulasanak kockéazatahoz.



2. Célkitilizések

Munkank célja szerzett és oOrokletes genetikai tényezOk €s azok
hatasanak tanulmanyozasa volt klasszikus MPN betegek korében.

1) Moédszerek bedllitasa a szerzett onkogén mutaciok (JAK2, CALR,
MPL) meghatarozdsahoz, kombindlt molekularis genetikai
modszeregyiittes alkalmazasa.

2) A szerzett mutaciok azonositasa és gyakorisaguk meghatarozasa. A
mutaciok klinikai paramétereket, kimenetelt befolyasold hatasanak
¢és prognosztikai szerepének tanulméanyozasa.

3) A JAK2 V617F vagy a CALR mutéaciok relativ mennyiségének
Osszehasonlitdsa, klinikai paraméterekre gyakorolt hatdsanak
vizsgalata.

4) A TERT 1s2736100 ¢és a JAK2 1s12343867 polimorfizmusok
allélfrekvencidjanak meghatarozasa, ¢és a varidnsok MPN-re
hajlamosité szerepének, egyiittes hatdsdnak vizsgalata.

5) A TERT polimorfizmus fenotipusra, komplikéaciok gyakorisagara és

a betegek tulélési esélyeire gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa.



3. Modszerek

3.1 Vizsgélt személyek
Tanulmanyunkban 1974 ¢és 2013 kozott diagnosztizalt, BCR-ABLI

negativ, klasszikus MPN-ben szenvedd betegeknél vizsgaltuk a JAK2,
a CALR ¢és az MPL mutaciok el6forduldsat. A 949 f6bol allo
betegcsoportunkbdl 353 beteg PV-ben, 469 ET-ben és 127 PMF-ben
szenvedett. A betegek diagnoézisa a 2008. évi WHO kritériumoknak
megfelelden tortént. A laboratériumi paramétereket és a klinikai
adatokat  retrospektiven  gyUjtottik, nyomon = kdovettik a
myelofibrotikus  vagy leukémids transzformaciokat, valamint

rogzitettiik a koagulacios komplikaciok eléforduldsat.

3.2 A JAK2 V617F mutacid kimutatasa

A JAK2 V617F pontmutéacio jelenlétét allélspecifikus polimeraz
lancreakcidval (AS-PCR) vizsgaltuk minden MPN betegnél. A V617F
allél mennyiségi meghatarozasat egy sziikebb betegcsoport (n=484) és
30 egészséges csontveld donor esetén végeztiik el fluoreszcens
TagMan szondét alkalmazé valds idejii PCR-rel, LightCycler 480 (LC
480) késziiléken.

3.3 A JAK2 12. exon mutadcidk kimutatasa
A JAK2 12. exon mutaciokat JAK2 V617F negativ PV betegeknél

vizsgaltuk fragmens analizissel. Pozitiv eredmény esetén a DNS



fragmentumok nukleotid sorrendjét Sanger szekvenaldssal hataroztuk

meg.

3.4 A CALR 9. exon mutaciok kimutatasa
A JAK2 V617F negativ ET (n=181) és PMF (n=53) betegeknél a

CALR mutéciok jelenlétét fragmens analizissel vizsgaltuk. A mutans
allél mennyiségét a mutans €s vad tipushoz tartozd csucsmagassagok
aranyabol szdmoltuk, ¢és az 0sszes CALR allél szazalé¢kdban fejeztiik
ki. A pozitiv eseteknél a muticid pontos tipusdt szekvendldssal

hataroztuk meg.

3.5 Az MPL 10. exon mutacidok kimutatasa
A JAK2 VO617F és CALR negativ ET (n=63) és PMF (n=23)

betegeknél az MPL mutaciok jelenlétét harom kiilonbozd
laboratoriumi modszerrel: nagy felbontdsu olvadési gorbe analizissel

(HRM), szekvenalassal és AS-PCR-rel vizsgaltuk.

3.6 SNP vizsgalatok
A TERT 152736100 C ¢és a JAK2 1s12343867 C
polimorfizmusokat 584 BCR-ABLI negativ MPN betegnél és 400

egészséges személynél hataroztuk meg valés ideji PCR-t kdvetd

olvadasi gorbe analizissel, LC 480 késziiléken.



4. Eredmények

4.1 A laboratériumi modszerek beallitasa

A JAK2 V617F pontmutaciot 2014-t6l kezdve a megfeleléen

érzékeny valos idejli mennyiségi PCR-rel vizsgaljuk. A JAK2 gén 12.
exonjat és a CALR gén 9. exonjat érintd mutaciok kimutatasara
fragmens analizist vezettiink be, a pozitiv eseteknél a mutaciok tipusat
szekvenalassal hatdrozzuk meg. A végpont PCR-t kovetd fragmens
analizis a CALR muticiok mennyiségi meghatdrozasara is alkalmas
szemi-kvantitativ eljaras. Az MPL gén 10. exonjdban taldlhato
muticiok sziirését a ritka eltérések kimutatisara is alkalmas HRM
analizissel végezziik. Pozitiv sziirési eredmény esetén, a konkrét
aminosav cserét eredményezd nukleinsav cseréket szekvenalassal
hatdrozzuk meg. A szekvenalas soran negativ eredményt addé mintékat
mutacionként (S505, W515) kiilon AS-PCR-rel vizsgaljuk tovabb. A
JAK?2 1512343867 és TERT 12736100 polimorfizmusok vizsgalatara
alléldiszkriminaciés, hibridizacios szondakat alkalmazo modszert

vezettunk be.

4.2 Onkogén mutaciok klasszikus MPN-ben

A kombinalt molekuléris genetikai méddszereket alkalmazva 353
PV-ben, 469 ET-ben és 127 PMF-ben szenvedd betegnél kerestiik az
MPN hatterében all6 onkogén mutaciot. A JAK2, CALR és MPL
mutaciok kolcsondsen kizarjdk egymast, egylittes eléfordulasuk
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irodalmi ritkasagnak szamit, ezért a mutaciok kimutatisat
szekvencialisan végeztiik. PV gyanuja esetén els6ként a JAK2 V617F
mutaciot sziirtiikk, ennek hidnydban a JAK2 gén 12. exon mutacioit
vizsgalatuk. ET és PMF gyantjakor a vizsgalatok szintén a JAK?2
V617F mutacioval kezdddtek, és a negativ esetekben az irodalomban
leirt gyakorisagok alapjan el6szoér a CALR, majd az MPL mutaciok
szlirésével folytatodtak. PV-ben a betegek 98,6%-aban JAK2 V617F,
1,4%-aban JAK?2 12. exon mutaciokat talaltunk. ET-ben és PMF-ben a
mutaciok gyakorisdga hasonldan alakult: 61-58%-ban JAK2 V617F,
25-24%-ban CALR és 2-6%-ban MPL mutaciokat azonositottunk. Az
esetek maradék 11-12%-ban a JAK2, CALR és MPL mutéciok egyikét
sem tudtuk kimutatni.

Tanulményoztuk tovabba az egyes onkogén mutaciok jelenléte €s a
klinikai jellemz6k kozotti Osszefiiggéseket. A CALR™™ és a JAK?2
V617F™ ET betegek klinikai és laboratoriumi adatait Gsszevetve a
kovetkezOket talaltuk: a CALRP” ET betegek csoportjaban tobb a férfi,
alacsonyabb az életkor diagndziskor, alacsonyabb a hemoglobin szint
¢s a fehérvérsejtszam, valamint magasabb a vérlemezkeszdm. A
koagulaciés komplikaciok a JAK2™* ET betegek korében voltak
gyakoribbak, mig myelofibrotikus transzformaci6 a CALR”
csoportban fordult el gyakrabban. PMF-ben szenveddk kozott is
osszehasonlitottuk a klinikai paramétereket: a CALRP betegek a

diagnoéziskor fiatalabbak voltak, a vérlemezkeszamuk magasabb volt,
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valamint kevesebbszer fordult elé Iépmegnagyobbodas, mint a
JAK2P* csoportban. A tobbi valtozd nem mutatott szignifikans
kiilonbséget.

A betegségek kimenetelét Kaplan-Meier megkozelitést alkalmazva
vizsgaltuk meg az ET ¢és a PMF betegek korében. A talélési adatok
nem voltak elérhetéek minden esetben, igy a talélési elemzést egy
szlkitett betegcsoporton végeztiik el. Az ET csoporttal ellentétben, a
PMF-ben szenvedok kozott az Osszesitett talélés eltérOnek
mutatkozott a kiilonb6z0 genetikai hatterti alcsoportokban. Az
oOsszesitett talélés a CALR™™ csoportban bizonyult a legjobbnak, mig a
tripla negativ csoportban a legrosszabbnak. Ezt a megallapitast a
paronkénti elemzés is megerdsitette. Az eltérés szignifikans volt mind
a CALR és JAK?2 csoportok (p=0,04), mind a CALR ¢és tripla negativ
csoportok dsszehasonlitdsdban (p=0,01).

A mutans allél mennyiségi meghatarozasat JAK2 V617F és CALR
mutacio esetén is elvégeztiik. A JAK2 V617F allélra vonatkozdan PV-
ben 215, ET-ben 154, mig PMF-ben 56 esetben volt elérhetd
mennyiségi adat. A CALR mutéciot tekintve ET-ben 96, PMF-ben
pedig 25 beteg mennyiségi adata allt rendelkezésre. Az alcsoportok
Osszehasonlitasakor elkiilonitettiik a diagnoziskori, illetve a késdbbi
mintdk mennyiségi értékeit. Paronkénti Osszehasonlitasokat végezve
megfigyeltik, hogy (i) a JAK2 V617F** vagy a CALR™ ET
betegeknél nem volt jelentds kiilonbség, mig PV-ben emelkedd
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tendenciat talaltunk a diagnéziskori €és a késObbi mintavételek mutans
allél mennyiségeit illetden. (i) A JAK2 V617F allél mennyisége
fokozatosan emelkedett parhuzamosan az egyre elérehaladottabb
betegségek megjelenésével (ET<PV<post-PV MF). Ez a tendencia a
mutans CALR allél mennyisége esetén is megfigyelhetd volt
(ET<post-ET MF). (iii)) A CALR mutans allél mennyisége azonban
csak ritkdn haladta meg az 50%-ot, ellentétben a JAK2 V617F
esetekkel. (iv) Az ET-ben szenvedok kozott a mutians CALR allél
mennyisége jelentésen magasabb volt, mint a mutans JAK2 V617F
alléle.

Megvizsgaltuk a kiilonb6z6 tipusi CALR muticiok eloszlasat az
ET (n=96) ¢és PMF (n=25) betegcsoportjaink kozott. ET-ben
szenvedoknél 50%-ban 1. tipusu, 32%-ban 2. tipust, mig 18%-ban
egyéb CALR mutaciokat; PMF-ben szenved6knél 64%-ban 1. tipusu,
12%-ban 2. tipust, 24%-ban pedig egyéb CALR mutacidkat
azonositottunk. ET-ben a 2. tipusi mutaci6 a tobbi CALR
mutaciokhoz képest gyakrabban fordult elé (32%), mint PMF-ben
(12%). A mutans CALR allél mennyiségi értékeit 31 egy éven beliil
diagnosztizalt ET betegnél vizsgaltuk és els6ként kozoltiik, hogy ET
betegek esetében a CALR mutans allél mennyisége befolyasolhatja a
hematoldgiai laboratériumi paramétereket: a hemoglobin szintet, a
fehérvérsejt- és vérlemezkeszamot. Az alacsony CALR allélmennyiség
(<38% mutans CALR arany esetén) alacsonyabb fehérvérsejt- (9 vs. 11
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G/L, p=0,025) ¢és vérlemezkeszammal (848 vs. 1406 G/L, p=0,04),
valamint magasabb hemoglobin szinttel (138 vs. 122 g/dL, p=0,04)

tarsult.

4.3 A TERT 152736100 és a JAK?2 rs12343867 polimorfizmusok
Az oOrdkletes faktorok koziil a TERT és a JAK2 polimorfizmusok

MPN-re hajlamositd szerepét vizsgaltuk meg. Mind a TERT, mind a
JAK2 variansok allélfrekvencidja emelkedett volt a kontroll
csoporthoz viszonyitva (TERT rs2736100 C: 62,7% vs. 48,8%; JAK?2
rs12343867 C: 45,7% vs. 29,8%). A TERT varianst hordozok mind a
JAK2 V617F*”, mind a CALR"” MPN-re egyforma mértékben
hajlamositanak, mig a JAK2 rs12343867 C allél hajlamositd hatisa
hangstilyosabb volt a JAK2 V617F*** MPN betegek korében.

A teljes MPN csoportunkat nézve a TERT heterozigdtasaghoz
[Odds Ratio: OR=2,2 (1,5-3,1)] képest a TERT homozigdtasag
[OR=3,2 (2,2-4,7)] az MPN-re valo hajlamot additivan megnovelte
(p=0,009). Mivel egy TERT vagy JAK?2 allél jelenléte is megnovelte
az MPN-re val6 hajlamot, megvizsgaltuk tobb allél egyiittes hatasat. A
heterozigdota genotipust egynek, a homozigédtat kettd hajlamositd
allélnak vettiik. Két riziké allél az MPN kialakulasanak kockazatat 6-
szorosara, mig a kombinalt homozigdtasag kozel 10-szeresére novelte.
Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a TERT és JAK?2 allélok MPN-

re hajlamosito hatdsa mogott kiilonbozd patomechanizmus rejlik.
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A tovabbiakban megvizsgaltuk a TERT polimorfizmus lehetséges
hatdsat az MPN megjelenésére. A TERT rs2736100 C varidns az
emelkedett fehérvérsejtszam kivételével nem befolyasolta a vérképet,
¢s a kiilonb6z6 hematologiai szovodmények gyakorisagat, PV-ben
mégis eltérének bizonyult a kiilonb6z6 TERT genotipusu betegek
hosszu tava Osszesitett talélése. Részletes kortorténet 356 betegnél
volt elérhetd. A haldlozasi okokat megvizsgalva megallapitottuk, hogy
a TERT CC homozigotak gyakrabban haltak meg az alap hematologiai
megbetegedéstdl fliggetlen szolid tumorok kovetkeztében. Szolid
tumorok a vad tipusi (AA genotipus) betegek 8,2%-aban, a
heterozigotdk (AC genotipus) 16,2%-aban és a homozigotak (CC
genotipus) 23,1%-4ban jelentkeztek (p=0,014). Multivariancia
elemzéssel igazoltuk, hogy a szolid tumorok kialakuldsanak
szempontjabol a TERT 152736100 C genotipus a citoreduktiv
terapiatol fiiggetlen kockazati tényezé [p=0,045; OR=3,08 (1,03—
9,26)].
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5. Kovetkeztetések

1) Tanulméanyunk soran a bedllitott molekularis genetikai
modszeregyiittessel a PV, ET vagy PMF esetek tobb mint 90%-
aban tudtuk azonositani a szerzett genetikai eltérést. A JAK2,
CALR és MPL mutaciok kimutatdsdhoz a mindségi és mennyiségi
AS-PCR, a fragmens analizis, a HRM ¢és a Sanger szekvenalas
kombindcioit alkalmaztuk.

2) MPN  betegcsoportunkban a  taldlt mutaciok el6fordulasi
gyakorisdga megfelel az irodalomban ismertetett adatoknak. A
kiilonbozé ¢€s egymast kolcsondsen kizard onkogén mutdciok
jelenléte  eltérd  klinikai  jellemzokkel — tarsul. PMF
betegcsoportunkban a CALRP™ betegek Osszesitett talélése (OS)
kedvezdbb volt, mint a JAK2* (p=0,04) vagy a tripla negativ
(p<0,01) betegeké.

3) Egy alternativ szemikvantitativ PCR technikat alkalmazva elséként
vizsgaltuk a CALR mutéaciok mennyiségének hatasat. Mi kozoltiik
elséként, hogy ET betegek esetében a CALR mutans allél
mennyisége  kozvetleniil  befolyasolhatja a  hematologiai
laboratoriumi paramétereket: a hemoglobin szintet, a fehérvérsejt-
¢és vérlemezkeszamot. Az eredményeink tanusitjak, hogy a CALR
allél mennyiségének betegségre gyakorolt hatdsa hasonlit a J4K2

V617F all¢léhoz, ahol egyértelmi trend mutatkozik a mutans allél
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emelkedésével parhuzamosan az egyre sulyosabb MPN fenotipusok
megjelenésére.

4) Az irodalomban leirtakkal megegyezéen MPN esetén mind a TERT
rs2736100 C, mind a JAK2 1512343867 C  variansok
allélfrekvencidja emelkedett volt, nemcsak diagnozis szerint
lebontva, de onkogén mutacidk szerint csoportositva is. A TERT
varians mind heterozigota, mind homozigéta formaja BCR-ABLI
negativ MPN-re hajlamosit. Vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a
TERT ¢és a JAK? riziko allélok egymastol fiiggetleniil és egymas
hatasat erdsitve hajlamositanak MPN-re.

5) Megallapitottuk, hogy a TERT polimorfizmus az emelkedett
fehérvérsejtszam  kivételével nem  befolydsolja a  vérkép
paramétereket, ¢és a kiilonb6z6 hematologiai szovédmények
gyakorisagat MPN-ben. Mégis az eltér6 TERT genotipusu PV
betegek hossza tavh talélési esélyei kiilonbozdek voltak. Ennek
okait kutatva felfedtiik, hogy a homozigéta TERT rs2736100 CC
genotipust  betegek magasabb mortalitasa a hematoldgiai
megbetegedéstdl  fliggetlen szolid tumorok kdvetkeztében
emelkedett, amely altalanos feltételezések szerint a citoreduktiv
terapia kovetkezménye. Multivariancia elemzést végezve azonban
elséként mutattuk ki, hogy a tarsul6 nem hematologiai tumorok
kialakuldsdra nézve a TERT rs2736100 C polimorfizmus és a
citoreduktiv terapia egymastol fliggetlen kockazati tényezok.
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