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A driver és szubklonalis mutaciok szerepe
a primer mielofibrozis patogeneziseben

MOZES REKA'2, GANGO AMBRUS?, BOHA ZSOFIA2, CSOMOR JUDIT', BODOR CSABA?

'Semmelweis Egyetem, |. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutato Intézet; 2MTA-SE Lendiilet Molekularis Onkohematoldgia Kutatécsoport,

Semmelweis Egyetem, |. Sz. Patolégiai és Kisérleti Rakkutato Intézet, Budapest

Levelezési cim:

Dr. Mézes Réka, Semmelweis Egyetem, I. Sz. Patolégiai
és Kisérleti Rakkutato Intézet, 1085 Budapest, ULLGi at 26.
Tel.: 06/20-825-0277, e-mail: mozesreka@yahoo.com

Kozlésre érkezett:
2016. januar 17.
Elfogadva:

2016. 4prilis 13.

A primer mielofibrézis (PMF) klonélis, a Philadelphia-kro-
moszdma-negativ mieloproliferativ neoplazidk csoportjaba
tartozo, hemopoetikus éssejt eredetli megbetegedés. Diag-
noézisa csontvelSi morfolégian alapszik, amely mellett major
diagnosztikus kritérium a driver mutaciok: a JAK2 V617F
pontmutacio, az MPL és kalretikulin (CALR] génmutacidk
egyikének megléte. A mielofibrozis progresszidjaban szub-
klonalis mutaciok jelent6s szerepet jatszanak, amelyek koziil
aleglényegesebbek az ASXL1, TET2, IDH1/2, EZH2, SRSF2és
TP53 mutacidi. A progresszio folyamatos, azonban esetenként
eltérd idébeli lefutast mutat. Klinikai adatoktdl fliggetlen
rizikéfaktornak bizonyult az Ggynevezett .tripla-negativ”
genotipus, a magas molekularis rizikécsoport (HMR, high
molecular risk) és a CALR-/ASXL 1+ genotipus, amelyek koziil
a legutébbi 6nmagaban indikalja a csontvelé-transzplanta-
ciot a jelenleg legelfogadottabb, klinikai adatokon alapulé
rizikdcsoport-besorolastél, a DIPSS-Plus rizikdcsoporttol
fliggetlenll. Magy Onkol 61:36-45, 2017

Kulcsszavak: primer mielofibrézis, magas molekularis rizi-

ko, CALR-/ASXL1+genotipus, driver mutaciok, szubklonalis
mutaciok
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Primary myelofibrosis (PMF] is a Philadelphia chromosome
negative, clonal myeloproliferative neoplasm characterised
by a progressive nature. Morphologically, the bone marrow
biopsy shows features of abnormal proliferation of termi-
nally differentiated megakaryocytes and subsequent bone
marrow fibrosis. The molecular landscape of PMF includes
phenotypic driver mutations (JAK2 V617F, CALR and MPL)
which represent major diagnostic criteria, and subclon-
al mutations that also occur in several other myeloid dis-
eases, but have a prognostic value in disease progression
of MF. The most important subclonal mutations affect the
genes ASXL1, TET2, IDH1/2, EZH2 and TP53. Triple negative
genotype and the high molecular risk genotype and CALR-/
ASXL1+ are associated with adverse survival with the latest
indicating stem cell transplantation independently of the
DIPSS-plus score.

Mdézes R, Gangd A, Boha Z, Csomor J, Bédor C. The role of
driver and subclonal mutations in pathogenesis of primary
myelofibrosis. Magy Onkol 61:36-45, 2017

Keywords: primary myelofibrosis, high molecular risk,
CALR-/ASXL1+ genotype, driver mutations, subclonal mu-
tations



A primer mielofibrézis (PMF) jellegzetesen a 6-7. évti-
zedben jelentkezd, kronikus, progressziv, hemopoetikus
Gssejt eredetli neoplasztikus betegség. Szazezer emberre
vetitve évente 0,5-1,5 Uj eset keriil felismerésre, 40 éves
kor eldtt ritkan, gyerekkorban egy-egy irodalmi ritkasagot
leszamitva praktikusan nem fordul elé. Az Egészségiigyi
Vildgszervezet (WHO) klasszifikacidja alapjan a Philadel-
phia-kromoszéma-negativ . klasszikus” mieloid neopla-
zidk csoportjaba tartozik a policitémia rubra vera (PV) és
az esszencialis trombocitémia (ET) mellett. A betegség
progressziv lefolydsu, sejtdis fazissal kezdédik, amelyet
fibrotikus, sejtszegény fazis kovet, kovetkezményes ext-
ramedullaris hemopoézissel (EMH). A halalozés oka blasztos
transzformacid, citopéniak kovetkeztében kialakulé sulyos
anémia, infekcid, tromboembdlids vagy transzplantacids
szovédmények. A betegség progresszidja egyénenként el-
térd, ennek hatterében genetikai és epigenetikai eltérések
allhatnak. A progndzis becslésére és a kovetkezményes
kezelési stratégia felallitdsdhoz kiilonb6zé nemzetkozi
prognosztikai pontrendszereket hasznalnak (International
prognostic scoring system - IPSS, Dynamic international
prognostic scoring system - DIPSS, DIPSS-plus), ame-
lyek viszonylag pontosan becslik meg a betegséglefolyast,
azonban bizonyos, a kozleményben késébb részletezésre
keriilé genetikai tényezék befolyasoljak a kimenetelt ezektdl
a pontrendszerektél fliggetlendl.

Csontvelo

A csontvel6-biopszia esszencialis a primer mielofibrozis
diagnodzisanak felallitdsahoz, szilkséges a morfoldgiai vé-
leményalkotashoz, a cellularitds, a fibrozis mértéke, és
CD34 immunhisztokémiai reakcidval kiegészitve a blaszt-
arany megallapitdsahoz. A morfoldgiai megjelenés azonban
nagyban fligg attdl, hogy a kezdeti sejtdds vagy a késgi
fibrotikus stadiumrdl van szd, a WHO a megujitott, 2017-ben
kiadott diagnosztikus kritériumait kilon-kilon adja meg
a két stadiumra. A diagnosztikus kritériumok az 1. tabla-
zatban talalhatoak. A sejtdus fazisban (1.2 dbra) kétvonalas:
agranulocita- és megakariocitavonalakat érint6 hiperplazia
lathato, az eritropoézis relativ hattérbe szorulasa mellett.
A megakariocitak valtozatos méretliek, szoros . klasztere-
ket” képeznek, atipusos paratrabekularis lokalizacioban
is megjelenhetnek, morfolégidjuk kifejezetten atipusos:
abnormalis sejtmag/citoplazma arany jellemzi Gket, sejt-
magjuk hiperkrém, szabalytalan, hiper- vagy hipolobulalt
(1.b dbra). A granulo- és eritropoézis a végsé szakasztol
eltekintve szignifikans diszplaziat, balra toltsdgot nem
mutat. A csontvelGi fibrézis kialakulasa komplex folyamat
eredménye: elsd lépésként a neoplasztikus mieloid sejtek
novekedési faktorokat termelnek (pl. TGF-8, PDGF, VEGF),
majd a strémasejteket aktivaljak. A folyamat soran a retiku-
laris sejtek és a hemopoetikus 6ssejtek szama emelkedik,
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mindezek mellett deprimalddik a CXCL12/CXCR4 tengely,
amelynek az Gssejtek letelepedésében kiemelt szerepe
lenne, hozzéjarulva ezzel az Gssejtek keringésbe jutasahoz,
majd az esetleges késdbbi extramedullaris hemopoézis-
hez. Az alapbetegség ugyan monoklonalis, a rosttermelé-
sért felelés mezenhimalis sejtek poliklonalis szaporulatot
mutatnak (1). A fibrézis mértékét gradaljuk, az eurdpai
konszenzus ajanlasa alapjan négyfokozatu skalan adjuk

1. TABLAZAT. A mielofibrézis diagnézisanak WHO-kritériumai (32)

Prefibrotikus/korai primer mielofibrézis (pre PMF)
Major kritériumok

1) Atipusos megakariocita-proliferacié jelenléte retikulinfibrézis
jelenléte nélkil >grade 1*, az életkorra korrigalt csontveléi cellu-
laritds emelkedésével, granulopoetikus hiperplaziaval és gyakran
csokkent eritropoézissel

2] A BCR-ABL1+ CML, PV, ET, MDS vagy egyéb mieloid neoplaziak
WHO-kritériumainak nem felel meg

3) JAK2-, CALR-vagy MPL-mutacidk egyikének jelenléte, ezek hia-
nyaban mas klonalis marker** jelenléte. Klonalis marker hianyaban
minor csontfibrézis reaktiv okainak kizarasa***

Minor kritériumok

al Anémia

b) Leukocitézis 211 G/L

c) Tapinthatd szplenomegalia

d) Emelkedett LDH-szint

Manifeszt primer mielofibrozis
Major kritériumok

1) Atipusos megakariocita-proliferacio jelenléte retikulin- vagy
kollagénfibrozis kiséretében (grade 2 vagy 3*)

2) ABCR-ABL1+ CML, PV, ET, MDS vagy egyéb mieloid neoplaziak
WHO-kritériumainak nem felel meg

3) JAK2-, CALR- vagy MPL-mutacidk egyikének jelenléte, ezek hia-
nyaban mas klondlis marker** jelenléte. Klondlis marker hidnyaban
csontfibrozis reaktiv okainak kizarasa***

Minor kritériumok

a) Anémia

b) Leukocitézis 11 G/L

c) Tapinthaté szplenomegalia
d) Emelkedett LDH-szint

e) Leukoeritroblasztézis

*Ldsd a szemikvantitativ fibrézisbesoroldst a 2. tablazatban.

**A hdrom major diagnosztikus kritériumként szereplé klonalis muta-
ciok hianyaban a leggyakoribb kisérd szubklonalis mutaciok vizsgalata
Jjavasolt [ASXL1, EZH2, TET2, SRSF2, SF3B1) a betegség klonalis termé-
szetének igazoldsara.

***Reaktlv csontfibrézis masodlagosan kialakulhat infekciokban, auto-
immun korképekben vagy mas egyéb gyulladasos allapotok hatasara
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1. ABRA. A mielofibrézis morfolégiaja. a) A sejtdUs fazisban a jelentds granulopoetikus hiperplazia és az atipusos megakariocitak lathatéak, az

eritropoézis elemei viszonylagosan visszaszorultak. b) Az atipusos megakariocitdk csoportja nagyobb nagyitassal. c] Sejtszegény, fibrotikus fazis
oszteoszklerdzissal (sarga nyilak). d) Periférias vér jellegzetes dakriocitédkkal (z6ld nyilak) és periférias blaszttal (piros nyil)

0

meg (2. tablazat). A betegség elbrehaladtaval a fibrozis
mértéke novekszik, a csontveldi szinuszok megnyilnak,
a cellularitas csokken, a vérképz6 elemeket a csontveldi
fibrézis orvénylé sorokba rendezi (1.c dbra). A szinuszokban
vérképz6 szigetek jelennek meg, utalva az extramedulla-
ris vérképzésre. Csontveli aspiratum gyakran nem uril,
a betegség elérehaladtaval a fibrézis miatt a csontveld nem
aspiralhaté (szaraz punkcid).

2. TABLAZAT. A fibrézis mértékének megallapitasa rostfestéssel (33)

Grade
Grade 0 Fol.tos,'egyenes, eg)’/rT\assal nem keresztez6d6
retikulinrost, normalis
Laza retikulinhalozat fokalis, féként perivaszkularis
Grade 1 . L
interakcioval
Diffiz, egymassal slrin keresztez6dé retiku-
Grade 2 linhalézat fokalis kollagénszaporulattal és/vagy
oszteoszklerdzissal
Diffuz, egymassal slriin keresztez6dé retikulin-
Grade 3 haldzat jelentds kollagénszaporulattal és/vagy

oszteoszklerdzissal
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Periférias vér

A periférias vérben a sejtdus fazisban észlelhetd eltérések
nem jellegzetesek, eleinte trombocitézis, esetleg igen enyhe
granulocitézis észlelhetd, azonban a fibrézis elérehaladtaval
leukoeritroblasztos vérkép lathato, igy a periférian blasztok
jelennek meg, amely mellett a vorosvértestek jellegzetesen
konnycsepp alakuva valnak (1.d dbral.

GENETIKAI SAJATOSSAGOK

Szomatikus driver mutaciok

A mielofibrézisban szenved6 betegek 90%-aban megtalalhato
az esetek tulnyomo tobbségében egymast kdlcsondsen kiza-
ré JAK2V617F (55-60%), MPL- (6-7%), ill. CALR-mutéciok
(20-25%]) valamelyike (2). A mutaciék valamelyikének megléte
major diagnosztikus kritérium. A fennmaradd, korilbeldl
10%-ot Ugynevezett .tripla-negativ” genotipusnak hivjuk.
Atripla-negativ csoport genetikai hatterében allé esetleges
driver mutaciok felfedezése varat magara.

A driver mutaciok klinikai jelentésége a diagnosztikus
értékikon tal abban all, hogy a kiilonbzé mutaciékat hordozd
betegek korlefolydsa kiilonbozik egymastol. A CALR-muta-
cioval rendelkez6 betegek életkilatasai sokkal kedvezébbek
(17,7 év median tulélés), 6sszehasonlitva a JAK2- és MPL-mu-
taciokkal, amelyek intermedier prognozisinak szamitanak



(9,2 és 9,1 év median tuléléssel] (3). A legkedvezétlenebb
atripla-negativ csoport tulélése minddssze 3,2 éves median
tuléléssel (3, 4).

JAK2 V617F mutacio
A Janus kinaz 2 (JAK2) a Janus kinaz csalad tagja, amely
egy non-receptor tirozinkinaz. A JAK kinazok esszencialis
szerepet toltenek be a citokin-jelatvitelben. JAK2 a csalad
egyetlen tagja, amely az EPO-receptorral (EPOR] kapcsolddva
részt vesz a szignaltranszdukcidban, emellett a TPO-re-
ceptorbél (MPL) és a granulocita-koléniastimulalé faktor
receptorbdl (G-CSFR) érkezé szignalokat is tovabbitja. A 9-es
kromoszoma rovid karjan elhelyezkedd gén altal kodolt JAK2
protein szamos doménnel rendelkezik, melyek kozila JH1-es
katalitikus és a JH2-es gatlo pszeudokinaz domén kiemelt
jelent6ségl. Vainchenker és munkatarsai 2005-ben irtak le
a mutacié patogenetikai szerepét PV-ben (5). A felfedezés
forradalmi jelent6séglinek bizonyult, hiszen a JAK2 V617F
mielofibrézisos betegek 55-60%-aban is megtalalhaté, ezzel
a leggyakoribb driver mutacid, amely a gén 14-es exonjat
érinti, amely fehérjeszinten egy aminosavcserét okoz a 617-
es pozicidban. A JAK2 V617F mutacié kovetkeztében a gatlo
hatdst JH2-es domén funkciéja kiesik, ezzel 6sszességében
funkcionyerés jon létre. A mutacié altal keletkezett konstituti-
van aktiv JAK2 a citokinreceptorhoz kotédve kostimulalhat
egyéb jelatviteli utakatis. A PV-ben leirt, a gén 12-es exonjat
érinté mutacionak sem PMF-ben, sem ET-ben nincs szerepe.
A JAK2 V617F mutacid alléltomegét (azaz a mutans allél
mennyiségét, in. .mutant allele burden”) dsszefiiggésbe
hoztak a mieloproliferativ betegség fenotipusaval, magasabb
alléltomeg jelenlétében PV kialakuldsa, mig alacsonyabb
alléltomeg esetén ET vagy MF kialakulasa valészindbb, illetve
szintén érdekes megfigyelés, hogy az alléltomeg sszefliggést
mutat a mielofibrézisos betegek lépnagysagaval is (6). Az
alléltémegnek azonban diagnosztikus jelentésége is lehet,
hiszen kvalitativ mddszerrel az igen alacsony alléltomegben
jelen lévé JAK2 V617 mutacio nem mutathaté ki, a lelet al-
negativ lehet. Mivel a driver mutacidk egymast kdlcsondsen
kizarjak, igy a beteg hamisan a tripla-negativ csoportba ke-
rilhet. Ezt elkeriilendd ma mar lehetéség van a JAK2 V617F
mutacié kvantitativ meghatarozasara is, amely valés-idejl
PCR-rel torténik, ahol a ciklusszamokbol objektiven lehet
kovetkeztetni a mutans alléltomegre. A modszer érzékeny-
sége (~0,1%) miatt a JAK2-inhibitorokkal torténd célzott
terdpia esetén a minimalis rezidualis betegség kimutatasara
is lehetdséget nyujt (6, 7). Intézetiinkben a JAK2-mutécié
mennyiségi kimutatasara alkalmas modszer mar elérhetd.

Trombopoetinreceptor (MPL)

A trombopoetinreceptort az 1. kromoszdma rovid karjan
elhelyezkedd, 12 exonbdl allé mieloproliferativ leukémia
virus (MPL] onkogén kédolja. A trombopoetinreceptor egy
olyan receptorfehérje, amely szamos sejt, leginkabb a me-
gakariocitak sejtosztddas-szabalyozasaban jatszik szerepet,
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fizioldgidsan a trombopoetin-trombopoetinreceptor kotédés
aktivalja, amely a JAK-STAT jelatviteli Gton tovabbitja a szig-
nalt. MPN-ben idérendben a masodikként, két fliggetlen
kutatécsoport altal szinte egy id6ben, 2006-ban leirt (8, 9), az
MPL-t érinté szomatikus driver mutaciok tilnyomd tébbsége
a gén 10-es exonjat érinti, ezzel aminosavcserét létrehozva
az 505-6s vagy 515-0s aminosav-poziciékban. PMF-ben az
MPL W515-6s aminosav-pozicid érintett, ahol az eredeti
triptofan lizinre (MPL W515K)], leucinre (MPL W515L), vagy
ritkdbban egyéb aminosavakra cserélédik ki. Az MPL S505N
mutacio kizarolag ET-ben fordul elé. A képzddott mutans
fehérje konstitutiv JAK-STAT aktivaciot eredményez, ami
abnormalis szerkezetli megakariocitdk megjelenéséhez
vezet, majd késbbb csontveldi fibrozist indukal.

Kalretikulinmutacio

A JAK2- és MPL-mutaciot nem hordozo MPN-ekben irta le két
munkacsoport 2013 decemberében a kalretikulin (CALR] gén
mutéacidit (10, 11). A 19-es kromoszéma rovid karjan elhelyez-
kedd CALR gén altal kddolt kalretikulin konzervalt szerkezet(
multifunkciondlis fehérje, amely az endoplazmas retikulum-
ban lokalizalédik, mas sejtalkotérészekben is megtalalhato,
szamos fizioldgias funkcidban részt vesz, tobbek kdzott gliko-
proteinek feltekeredésében (folding), a Ca?-homeosztazisban,
a sejtproliferacidban és az apoptdzishan. A fehérje szerkeze-
tileg harom doménbél all: N-terminalis lektinkoté doménbdl,
a prolingazdag P-doménbél és a kalciumkots helyeket és
ER-retencids szignalt tartalmazé C-terminalis doménbél.
A mieloproliferativ neoplazidkban eddig leirt CALR-mutaciok
mindegyike a gén 9-es exonjat kédold, leolvasasi keretel-
tolodast okozd delécid és/vagy inszercid. A mutans fehérje
egy rovidebb C-domént tartalmaz, amelyen az ER-retencids
szignal nem talalhaté meg, igy kikeriil az endoplazmas re-
tikulumbél a citoplazmaba. A JAK2- és MPL-mutacidkhoz
hasonléan a JAK-STAT jelatviteli at konstitutiv aktivalasan
keresztiil vezet kontrollalatlan sejtproliferaciohoz, egy friss
tanulmany alapjan a trombopoetinreceptoron keresztiil
hatva (12). Az eredeti kézleményekben leirt CALR-mutacié
tipusok szdma mara a hatvanat is meghaladta és szamuk
egyre bovil. A leggyakrabban el6forduld két mutacié az 52
bazisparos delécio (Un. 1-es tipust mutacid, c1092_1143del,
L367fs*46) és az 5 bazisparos inszercid (Un. 2-es tipusl
mutécid, c1154_1155insTTGTC, K385fs*47). A CALR-muta-
ciét hordozé betegek korlefolydsat meghatarozza az altaluk
hordozott mutacié tipusa. Az 1-es tipusi mutaciét hordozd
betegek tulélése kedvezébb, mint a 2-es tipusd, vagy a JAK2
V617F mutaciét hordozd eseteké (10,3 év, 3,1 év és 4 év a fenti
sorrendben). A ritkdbban eléfordulé 2-es tipust mutécié ese-
tén magasabb a betegek DIPSS-plus pontszama, gyakoribb
korlikben az EZH2-mutécid és magasabb a periférian kering6
blasztok szama, mint az 1-es tipust hordozé betegek esetén
(13). Aritkan eléfordulé mutaciok nagy része az altaluk kédolt
kalretikulin fehérje C-terminalisanak szerkezete alapjan 1-es
vagy 2-es tipus-szer( csoportba sorolhaté (14, 15). Az 1-es
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tipusl/1-es tipus-szerl mutaciét hordozé betegek median
tulélése 13,7 év, mig a 2-es tipusl/2-es tipus-szer( muta-
ciét hordozd eseteké 3,5 év, tehat a CALR-mutécid kedvezd
prognosztikus hatdsa csak az 1-es tipusi/1-es tipus-szer(
mutéaciét hordozok esetében érvényesiil (14).

Szubklonalis mutaciok

Adriver mutaciok mellett az MF-es betegek kb. 20-30%-aban
addicionalis, nem a teljes tumorsejt-populécidt érinté muta-
ciok is létrejonnek, amelyek jelentésen befolyasoljak a prog-
nozist (4). Ezek az Ugynevezett fenotipus-maddosité mutaciok
nem specifikusak az MF-re, még csak a mieloproliferativ
neoplazidkra sem, egyéb betegségekben is leirt patogén
vagy betegséglefolyast befolyasold szerepiik. A szubklonalis
mutaciok a sejtfolyamatokat szabalyozo gének széles skalajat
érinthetik, a jelatviteltél indulva az epigenetikai regulaciéban
részt vevd géneken at, a ,.spliceoszéma” (az RNS érésében
szerepet jatszo molekularis komplexum) és a transzkripcids
szabalyozas génjei is érintettek lehetnek. A 3. tablazatfoglalja
ossze az MF-ben leirt jelent6sebb géneket érinté mutaciokat.
A folyamatok egymashoz vald viszonyat és a fébb jelatviteli
utakat a 2. abra mutatja be.

A JAK-STAT jelatvitel egyéb érintett génjei

Két hasonlé funkciot ellato, a JAK-STAT jelatviteli Utban
részt vevd gén, az SH2B3 [mas néven LNK) és a CBL szub-
klonalis érintettségét irtdk le mieloid neoplazidkban (16,
17). Mindkét gén altal kédolt fehérje adapter funkcidt lat
el a receptorok és a jellt downstream elemei kozott annyi
kilonbséggel, hogy mig az LNK csak a trombopoetinreceptor
jeleit tovabbitja a JAK-kinazok felé, a CBL a TPOR mellett az
EPOR jeleit is tovabbitja, amely mellett ubikvitin-ligazként is
hatva koordinalja a jelatvitelt. Mindkét gént dsszefliggésbe

emelkedett rizikojaval.

Epigenetikai szabalyozék mutacidi

DNS-metilacid, DNS-metiltranszferaz (DNMT) enzimek

A DNS-metilacioért harom enzim felelds: a féként fenntar-
to funkciokat ellato DNMT1 és a kettds funkcidju, részben
fenntartd, részben de novo metilaciot is végzé DNMT3a és
DNMT3b enzimek. A metiltranszferazok révén a DNS-me-
tilacio citozinbazisok 5. szénatomjan jon létre CpG dinuk-
leotidokon, 5-metil-citozint (5mC) hozva létre ezzel. A lét-
rejové 5mC a kromatin adott szakaszanak repressziéjat,
csendesitését okozza. Mieloid neoplazidkban a DNMT3A
gén mutacioit irtak le, els6ként AML-ben, majd hamarosan
bizonyossa valt, hogy érintettsége rossz prognosztikus jel
(16). MF-es betegek koriilbelil 10%-aban irtak le, PV-ben és
ET-ben alacsonyabb aranyban van jelen (7% és 3%) a mutacio.
A DNMT3A-mutaciok jelenléte osszefliggést mutat a leuké-
mias transzformaciéval, tovabba e betegek gyakran tovabbi
szubklonalis mutacidkat is hordoznak az IDH1/2, TET2 vagy
ASXL1 génekben.
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DNS-hidroxi-metilacio, TET enzimek

Az eredetileg stabilnak gondolt DNS-metilacié mellett egy
masik mechanizmust is felismertek a Ten-Eleven-Translo-
cation (TET) enzimek felfedezésével. Mindegyik TET enzim
(TET1-3) a-ketoglutarat és Fe*-fliggd dioxigenaz enzim,
5-hidroximetil-citozint (5hmC), 5-formilmetil-citozint (5fC)
és 5-karboxi-citozint (5caC) hoznak létre. A létrejove szar-
mazékok aktiv résztvevdi a transzkripcids szabalyozasnak, az
5mC mellett kromatinregulatorok, tobbek kozott a Polycomb
Repressive Complexhez (PRC) valé kotédés és modulalas
révén. Mieloid neoplazidkban patogén szerepe csupana TET2
mutaciéinak van, a mutacié nem PMF-specifikus, leirtak
akut mieloid leukémiaban (AML), krénikus mielomonociter
leukémiaban (CMML), mielodiszplazias szindrémakban (MDS)
is (16). Ortmann és munkatarsai egy 2015-6s tanulmanyban
a TET2 és a JAKZ gének mutdcidinak sorrendjét vizsgaltak
MPN-ekben (18). Arra a megallapitasra jutottak, hogy a két
betegség fenotipusat és kimenetelét, mivel a TET2 a DNS
metilaltsagi fokat befolyasolhatja, ezért a transzkripcio
is megvaltozhat. Azok a betegek, akiknél a JAK2-mutacid
megeldzte a TET2-mutaciodt, fiatalabbak voltak, gyakrabban
fordultak el tromboembélids szovédmeények, magasabb
volt a JAK2V617F alléltomege, és ezeknél a betegeknél PV
magasabb gyakorisaggal fordult eld, mint ET vagy MF. Ezzel
szemben azok a betegek, akiknél a TET2-mutacid alakult ki
hamarabb, idésebbek voltak, kisebb JAK2-mutacids allélto-
meggel, és kisebb volt a PV-s betegek aranya, az ET és a MF
volt gyakoribb. Lundberg és munkatarsai altal kozélt adatok
szerint MF-ben a TET2-mutacié rossz prognosztikus jelnek
és a leukémias transzformacio egyik eléfutaranak tekinthetd
(19). Erdekesség, hogy a TET2-mutacié idésebb egyénekben
mieloid betegség nélkil is eléfordulhat (17).

IDH1 és -2 enzimek, kapocs az epigenetika

és a metabolizmus kozott

Az izocitrat-dehidrogenaz 1 és 2 (IDH1/2) enzimek az izo-
citrat - a-ketoglutarat atalakulast katalizaljak (16). A két
enzim leggyakoribb mutéacidi (/DH1R132 és IDH2R140, R172)
kovetkeztében az enzimaktivitds megvaltozasaval egy aber-
rans onkometabolit, a 2-hidroxi-glutarat (2-HG) szaporodik
fel a citoplazmaban, amely az a-KG strukturalis analdgja,
igy az a-KG és Fe2+-fliggé demetilazok funkcidjat gatoljak.
Az IDH-mutaciok alacsony ardanyban MF-ben primeren is
eléfordulhatnak, de blasztos transzformaciéban szerepik
jelentds lehet (19, 20). A TET- és az IDH1/2 mutaciék egymast
kolcsénosen kizarjak (21).

Hisztonmodifikaciok

A kiilonboz6 tipusu hisztonmodifikacidk a poszttranszlacids
modosulasok egyik jelentds csoportjat képezik, amelyeknek
a kromatinszerkezet dinamikus szabalyozasan keresztiil
kulcsszerepiik van a génexpresszi6 szabalyozasaban. A hisz-
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3. TABLAZAT. A mielofibrozis patogenezisében részt vevs driver és szubklonalis mutacick

Szimbélum Gén neve Lokalizacié  Exon Funkcié MF-  Transzformacios
gyakorisag gyakorisag
Driver mutaciok
JAK2 Janus-kinaz 2 9q24 14-es exon 55-60%
CALR Kalretikulin 19p13.2 9-es exon 25%
Mieloproliferativ
MPL leukémiavirus 1934 10-es exon 6-7%
onkogén
Szubklonalis mutaciok
Szignaltranszdukcio
H2B t
SH2B3 SH2B adaptor 12q24.12 2-es exon <1% 10%
protein 3
CBL Casitas B cell 11923.3 8/9-es exon E3 ubikvitin-ligaz 4% <1%
lymphoma
Epigenetika
DNS-modifikacio
Ten-eleven barmelyik exon MA-Ra . 0
TET-2 Translocation-2 4q24 érintett lehet DNS-demetilacio 17% 17%
DNMT3a DNS citozin-me- DNS-metilacio 7%
til-transzferaz
Metabolizmus
D1 Izoutr’at—deh|d— 29333 o5 exon |ZOC|trat.—’aKG 4% 299%
rogenaz 1 konverzi6
IDH2 Izocnrlat—dehld— 15026.1 IZOCItFat--IaKG
rogenaz 2 konverzid
Hisztonmodifikacio
EZH2 Enhancer of 7936.1 szamtalan exon H3K27-trimetilcié %
Zeste 2 érintett lehet
ASXL1 Additional sex- 544 4 12-es exon epigenetikai szaba- 13% 18%
combs-like 1 lyozas
RNS-splicing
Szerin/arginin
SRSF2 gazdag splicing 17925.1 2-es exon RNS-érés 17%
faktor2
SF3B1 Splicing faktor ) 43, 14/15-6s exon RNS-érés 7%
3B alegység
Transzkripcids szabalyozas
Tumorprotein sejtciklust szaba-
l=255] P53 P 17p25.1 4-9-es exon lyozé tumorszupp- 4% 17%
resszor
IKZF1 IKAROS family 7p12 altaldban intragéni-  transzkripcids <% 19%

zinc finger 2

kus delécio

szabalyoz6 faktor
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2. ABRA. A mielofibrozis patogenezisében és progresszidjaban szerepet jatszé legfontosabb folyamatok egymashoz valé viszonya

tonmodifikaciok mechanizmusainak targyaldsa meghaladja
a kozlemény terjedelmét, azonban a PMF progresszidjaban
jelent6s szerepet jatsz6 EZH2- és ASXL1-mutaciok részle-
tezésre keriilnek az aldbbiakban.

EZH2: A kés6bb részletezésre keriil6 magas moleku-
laris riziké génjei koziil az egyik tag. Az Enhancer of Zeste
homolog 2 (EZH2) az EZH1-gyel, az EEDvel, és a SUZ12-vel
egyltt a Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2] torzsét
alkotjak. Az EZH2 a komplex enzimatikus tagjaként H3K27
hiszton-metiltranszferaz-aktivitassal rendelkezik, normalis
funkcidja esetén a metilacié folyamatos fenntartasaval
az érintett génszakasz represszalt allapotba keriil. He-
matoldgiai betegségekben az EZH2 a polycomb csoport
leggyakrabban érintett tagja, mutacidja rossz prognoszti-
kus értékkel bir (22, 23). Nemcsak mieloid betegségekben
(CMML, MDS és MPN]J, hanem B-sejtes limfémakban és
szolid tumorokban is leirtdk patogenetikai szerepét (24).
A komplex mas torzstagjainak jelentdsége csekély mieloid
betegségekben (25).
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ASXL1: Az additional sex comb like1 (ASXL7) gén al-
tal kodolt ASXL1 fehérje koaktivatorként szintén a PRC2
tagja, normalis funkcidja a kromatinallomany metilacids
szabdlyozasa. Funkciévesztd mutacidja a PRC2 komplex
H3K27-metilacié globalis cstkkenésén és a transzkripcids
egyensuly elvesztésén keresztil fejti ki hatasat (16). Tefferi
és munkatarsai 2014-ben megjelent kézleménylikben azt az
570 MF-es betegen vizsgalt megfigyelésiiket irtak le, amely
szerint a CALR-mutacidt és az ASXL 7-mutdciot egyiitt vizs-
galva egy DIPSS-plus-fiiggetlen besorolast kaptak (26). Két
centrum betegei koziil az egyiket (Mayo klinika) vizsgalati
mintaként, a méasik centrum betegeit (Firenze] validaciés
kohorszként hasznalva a két mutacid jelenléte és/vagy hi-
anya alapjan a betegeket négy csoportra osztottak: CALR+/
ASXL1-, CALR+/ASXL 1+, CALR-/ASXL1- és CALR-/ASXL 1+,
majd osszevetették a klinikai informacidkkal. A tulélés,
a komplikaciok és klinikai paraméterek alapjan harom
csoport kiilonilt el élesen egymastol; a kettds pozitiv és
a kettds negativ csoportok nagyon hasonlo tulélést mu-
tattak, azokat 0sszevontak. A CALR-/ASXL 1+ csoport szig-



4. TABLAZAT. A CALR és ASXL1 gének tilélésben jatszott szerepe
(median tulélési adatok)

CALR-/ CALR+/ASXL1+, CALR+/
ASXL1+ CALR-/ASXL1- ASXL1-
Osszes beteg (Mayo) 2,3 év 5,8 év 10,4 év
DIPSS-plus ala- 4év 9 6y 20 év
csony-intermedier1
D_IPSS-plus interme- 236y 41 v 4.8 6v
dier2-magas
Osszes beteg 3,9 év 11,5 év >20 6y

(Firenze)

nifikdnsan magasabb keringé blasztarannyal, leukémias
transzformaciods rataval és halalozasi arannyal rendelkezett,
illetve magasabb volt a késébbiekben részletezésre keriild
spliceoszomat érinté mutacidk aranya is, kovetkezésképp
a tulélés is szignifikdnsan rovidebb volt (median 2,3 év)
a kettGs pozitiv vagy kett6s negativ csoporthoz (median 5,8
év) és a CALR+/ASXL1- csoporthoz képest (median 10,4 év).
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Atulélési gorbék elemzését DIPSS-plus rizikdcsoportokra
bontva is élesen szétvaltak a csoportok az alacsony, vagy
intermedier-1 csoportba sorolt betegeknél is, a CALR-/
ASXL1+genotipust betegek median tulélése szignifikdnsan
révidebb volt (median 4 év] a masik két csoporthoz [median
9 és 20 év) képest. Atanulmanyban szereplé median tulélési
adatokat a 4. tablazatfoglalja 6ssze. Tefferi és munkatarsai
egy kés6bbi kézleményiikben a CALR-/ASXL 1+ genotipust
a tulélés legszignifikdnsabb befolyasold faktoraként emliti,
és felveti az 8ssejt-transzplantacid sziikségességét fligget-
leniil a DIPSS-plus rizikocsoporttol, tehat akar alacsony
DIPSS-plus rizikébesorolas esetén is (27).

A spliceoszéma mutacioi

Az RNS splicing-ot érint6 mutaciok szerepe MDS-ben ismert,
MPN-ekben alacsony aranyban fordul el6 a spliceoszéma egy-
SRSF2, U2AF1, ZRSR2, SF3AT gének mutacidi koziil az SF3BT1
mutacidi a leggyakoribbak, PMF-ben 4-6%-ban fordulnak
eld, azonban nem mutatnak dsszefiiggést kedvezétlen kime-
netellel. Az SRSF2 mutacidéi magas aranyban fordulnak el6
poszt-MF AML-ben (18,9%). A transzformaciét megel6z6 és

Mielofibrozis gyanuja

l

Morfoldgiai vizsgalatok

Lo

JAK2V617F mutaciod

l Nem

Igen CALR-mutécié / pozitiv MF

CALR-mutacié tipusanak
meghatarozasa \‘ Type2-szeri
l Nem CALR-mutéci6-
pozitiv MF

MPL-mutécié lgen

l Nem \ MPL-mutacié-
pozitiv MF

Tripla-negativ MF

pozitiv MF
\gen

JAK2V617F

Typel-szer(
CALR-mutacid-

v
\ HMR gének
és ASXL1-mutécid

meghatarozasa

l

Prognosztikus adatokat is tartalmazo
diagnozis

3. ABRA. Javasolt diagnosztikus algoritmus MF-ben. HMR gének: ASXL1, IDH1, IDH2, EZH2 és SRSF2
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azt kéveté mintaparok vizsgalata kimutatta az 6sszefliggést
az SRSF2gén mutacidja és a leukémias transzformacio ko-
z6tt (28). Az U2AF 1 és ZRSR2 mutacidi kifejezetten alacsony
aranyban fordulnak el MPN-ekben (<2%) (17).

Egyéb, a leukémias progresszioban részt vevé mutaciok
Atranszkripcids faktorok a génexpresszié szabalyozdsanak
fontos elemei, néhanyuk mutaciéit megfigyelték MPN-ekben,
melyek inkabb a progresszidban, mintsem a patogenezisben
jatszanak szerepet. Az IKZF1, az ETVé és a FOXP1 transzkrip-
cios faktorok szerepét irtak le a progresszidban (29).

TP53

A 17-es kromoszéma rovid karjan elhelyezkedd ..genom
6rének” mutaciéi MPN-ek esetén féként a progressziéval
hozhatdk 6sszefliggésbe (19). A TP53 mutacidja heterozigdta
formaban mar a blasztos fazis elétt megjelenhet, ekkor
a klonalis expanziéval nem mutat 6sszefliggést (19). A hetero-
zigotasag elvesztésével azonban a leukémias transzformacio
hamar megjelenik, ezért a TP53-mutaciét hordozd betegek
magas rizikoju betegeknek tekinthetéek. A TP53-mutacié
bizonyos esetekben csak alacsony allélfrekvenciaval van
jelen, ezért kimutatasa hagyomanyos eljarassal nehézsé-
gekbe Utkozik, detektalasahoz érzékeny madszer, példaul
Ujgeneracids szekvenalas sziikséges (29).

Magas molekularis riziko

Az el6zetesen részletezésre kerdilt, szubklonalis mutacio-
kat hordozd gének kdzil 6t kiemelt jelentéséggel bir (30):
az ASXL1, az EZH2, az SRSF2, az IDH1 és -2. Hasonldan
a CALR/ASXL1vizsgalathoz (26) egy teszt- (Firenze) és egy
validacids kohort (Mayo klinika) tulélési adatait vizsgaltak
klinikai adatok és az 6t gén mutacids statuszanak tilkrében
(30). Arra a megallapitasra jutottak, hogy ha az emlitett 6t
gén kozll barmelyikben mutacio talalhatd, az szignifikdnsan
rontja mind a teljes, mind pedig a leukémiamentes tulélést,
ezért nevezték el a csoportot magas molekularis rizikéju
csoportnak (,.high molecular risk”, HMR). Azon betegeket,
akikben tobb génben is talaltak mutaciot, nagyon magas
molekularis rizikéju csoportnak (,.very high molecular risk”,
VHMR], akikben a gének vad tipusa fordul eld, alacsony
molekularis rizik6ju csoportnak nevezték el (,.low molecular
risk”, LMR).

Kariotipus-vizsgalatok jelentésége MF-ben

A citogenetikai vizsgalatokat mieloproliferativ betegségeknél
két kitlintetett alkalommal szoktuk elvégezni rutinszerden:
a diagnozis felallitasakor, hiszen a Philadelphia-kromoszdma
hianya f6 kritérium, illetve a betegség progresszioja esetén.
A+8,-7/7q,i(17q), inv(3), -5/59-;-12p, a 13q del, a 20q del vagy
11923 atrendez6dés fordulnak elé MF-ben. A kariotipizalas
a klonalitas bizonyitasan tul prognosztikus értéket is adhat
a diagndzishoz, hiszen az eltérések kozil a 13q delécidja
a leggyakoribb, és 6nmagaban is rossz prognosztikus jel.
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Gyakorisagban a 20g-delécid koveti, ami azonban nem hor-
doz prognosztikus értéket. A komplex kariotipuseltérések
kedvezétlen kimenetelt jelentenek (27).

Mit tehet a diagnoszta a betegek érdekében?

A mielofibrozis egy progressziv kronikus mieloproliferativ
betegség, amelynek létrejottében driver és szubklonalis
mutacioknak egyarant szerepe van. Az egyénenként eltérd
korlefolydsban a heterogén genetikai hattérnek is lehet sze-
repe a betegek klinikai allapotan tul.

Mivel MF-ben a driver mutaciok egy-egy irodalmi ritka-
sagtol eltekintve egymast kizarjak, vizsgalatukat célszerd
egymast kovetéen, a gyakorisagnak megfeleléen végezni
(szekvencidlis algoritmus, 3. dbraj. A harom, fentebb rész-
letezett driver mutacionak szerepe van a prognosztikaban
is, hiszen az 1-es tipusd-szerl CALR-mutaciéval rendelkezd
MF-es betegek prognézisa sokkal jobb a 2-es tipusu-szeri
CALR-mutéciéval, és az egyéb driver mutacidval (JAKZ és
MPL) rendelkez8khoz képest. Az Ggynevezett tripla-negativ
genotipusU, azaz egyik driver mutaciét sem hordozo betegek
tulélése alulmarad barmely driver mutacidval rendelkezével
szemben, igy a driver mutéciok vizsgalata fontos.

Adriver mutaciok vizsgalatan tul a szubklonalis mutaciok
kozil a HMR csoport génjei (ASXL1, EZH2, SRSF2, IDH1
és -2) kiemelt jelentdségliek. A felsorolt gének barmelyi-
kének mutacidja a vad tipusu gént hordozé betegekénél
sokkal rosszabb prognoézist betegséggel jar. AHMR-gének
tobbszorés mutaciodi tovabb rontjak a progndzist, a betegek
ruxolitinibre adott valasza is csekélyebb (31). A DIPSS-plus
rizikocsoporttol fliggetlenil a CALR-/ASXL 1+ genotipus
énmagaban is kifejezetten rossz prognoézist jelent [egy ta-
nulmanyban csontvel6-transzplantaciot javasolnak még akar
kedvez6 DIPSS-plus rizikdbesorolds esetén is CALR-/ASXL 1+
esetben (31])]. Ezzel szemben a CALR+/ASXL1- genotipus
kifejezetten kedvezd lefolyast sejtet (26). Az elébb emlitett

CALR+/ASXL1-
CALR 1-es tipus
LMR

Rossz progndzis Kedvez6 prognoézis

4. ABRA. A mutéciés profil hatadsa a prognézisra mielofibrézisban.
HMR: magas molekuléris riziké (,high molecular risk”), LMR: alacsony
molekularis riziké (.,low molecular risk”) VHMR: nagyon magas mole-
kuléaris riziké (,.very high molecular risk”)




géneken tul a TP53-nak szintén nagy jelentésége van, mert
igen alacsony alléltomegben is a leukémias transzforma-
cioban jelentds szerepet jatszik. A 4. abra sematikusan
osszefoglalja a betegek progndzisat az egyes mutacidk
jelenlétében.

Intézetiinkben mindegyik mutacio vizsgalata a diagnosz-
tikus algoritmus részét képezi. A rutinvizsgalatok jelenleg
a morfoldgiai és a driver mutéciok szekvencialis (JAK2, CALR
és MPL) vizsgalatat tartalmazzak. A TP53-mutéciok, vala-
mint a HMR-csoport génjeinek (ASXL1, EZH2, SRSF2, IDH1
és IDH2) vizsgalatara egy Ujgeneracids szekvenalas (NGS)
alapu, érzékeny és nagy ateresztéképességl vizsgalati el-
jarast dolgoztunk ki.
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