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A230 — absorbancja przy dtugosci fali rownej 230nm
A260 — absorbancja przy dtugosci fali rownej 260nm
A280 — absorbancja przy dtugosci fali rownej 280nm
a-CML - atypowa przewlekta biataczka szpikowa (ang. atypical Chronic Myeloid Leukemia)
ARMS-PCR —system PCR do detekcji mutacji oparty o opornos¢ na amplifikacje (ang.
Amplification Refractory Mutation System PCR)
ASH- Amerykanskie Stowarzyszenie Hematologow
AS RQ-PCR - allelospecyficzny ilosciowy PCR (ang. Allele Specific Real-time Quantitative PCR)
AUC — analiza pola pod krzywa (ang. Area Under Curve analysis)
CE — elektroforeza kapilarna (ang. Capillary electrophoresis)
CEL-NOS - przewlekta biataczka eozynofilowa, nie sklasyfikowana inaczej (ang. Chronic Eosynophilic
Leukemia, Not Otherwise Specified)
CML - przewlekla biataczka szpikowa (ang. Chronic Myeloid Leukemia)
CMML — Przewlekta biataczka mielomonocytowa (ang. Chronic myelomonocytic leukemia)
CNL - przewlekta biataczka neutrofilowa (ang. Chronic neutrophilic leukemia)
COSMIC — katalog nowotworowych zmian somatycznych (ang. Catalogue of Somatic Mutations In
Cancer)
DEPC — dietypopiroweglan (ang. diethyl pyrocarbonate)
dHPLC -wysokopr¢zna denaturujgca chromatografia cieczowa (ang. denaturing High Pressure
Liquid Chromatography)
EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetate)
ELN — Europejska Sie¢ Hematologow (ang. European Leukemia Net)
ET — Nadplytkowos¢ samoistna (ang. Essential Thrombocythemia)
FAM — 6-karboksyfluoresceina (ang. 6-Carboxyfluorescein).
GTG —barwienie prazkow G trypsyna i metoda Giemsy (ang. G-band Trypsine and Giemsa
staining)
HRMA — metoda wysokorozdzielczej analizy krzywych topnienia (ang. High Resolution Melt
Analysis)
JMML — miodziencza bialaczka mielomonocytowa (ang. Juvenile myelomonocytic leukemia)
LB — bufor do lizy (ang. Lysing Buffer)
MDS — zespot mielodysplastyczny (ang. Myelodysplastic Syndrome)
MPN —nowotwoér mieloproliferacyjny (ang. Myeloproliferative Neoplasm)
MPN Ph —nowotwor mieloproliferacyjny Filadelfia ujemny (ang. Philadelphia negative
1
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myeloproliferative neoplasm)
MPN&MPNr EURONET — Europejska sie¢ badawcza nowotworéw mieloproliferacyjnych i chorob
zwigzanych z nowotwotworami mieloproliferacyjnymi (ang. European Net For Myeloproliferative
Neoplasms and Diseases Related to Myeloproliferative Neoplasms)
MPN-U - niesklasyfikowany nowotwor mieloproliferacyjny (ang. Myeloproliferative Neoplasm
Unclassifiable)
ORF — otwarta ramka odczytu (ang. Open Reading Frame)
PMF — Pierwotne zwtdoknienie szpiku (ang. Primary myelofibrosis)
PV — Czerwienica prawdziwa (ang. Polycythemia rubra vera )
RARS-T — niedokrwisto$¢ oporna na leczenie z obecnoscia syderoblastow pierscieniowatych i
nadplytkowosécig (ang. Refractory anemia with ringed sideroblasts associated with marked
thrombocythemi)
SB — bufor sodowo-boranowy (ang. Sodium Borate buffer)
SNP- polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)
TAMRA — karboksytetrametylorodamina (ang. carboxytetramethylrhodamin)
Tm — temperatura topnienia (ang. Melting Temperature)
WHO- Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)
WT — typ dziki (ang. Wild Type)
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1.1 Wprowadzenie

Nowotwory mieloproliferacyjne  Filadelfia ujemne (ang. Philadephia-negative
myeloproliferative neoplasms, MPN Ph-) to schorzenia wywodzace si¢ z komorek
progenitorowych szpiku kostnego, u podloza ktorych lezg defekty szlakéw przekazywania
sygnatow komoérkowych. W grupie tzw. klasycznych nowotworéw mieloproliferacyjnych
wyodrebniono trzy jednostki chorobowe: czerwienice prawdziwa (ang. polycythemia vera, PV),
nadptytkowo$¢ samoistng (ang. essential thrombocythemia, ET) oraz pierwotne zwldknienie
szpiku (ang. primary myelofibrosis, PMF) [3]. W przebiegu MPN Ph- dochodzi do stopniowego
wyczerpania potencjatu proliferacyjnego macierzystych komorek krwiotworczych, a z czasem
do pojawienia si¢ objawow niewydolno$ci hematopoezy oraz wiloknienia kolagenowego i
retikulinowego w obrebie szpiku kostnego [4]. Etiopatogeneza klasycznych postaci MPN do
niedawna nie byla znana. W 2005 roku stwierdzono, ze u duzej czg¢sci chorych obecna jest
mutacja somatyczna V617F w obrebie egzonu 14 genu kinazy Janusowej 2 (JAK2) [5]. W
kolejnych latach potwierdzono takze wystepowanie u chorych na MPN Ph- innych mutacji genu
JAK2 w obrebie egzonow 12-15, a takze w obrebie genu kodujacego receptor dla trombopoetyny
MPL (egzony 10-11) [6, 7]. W roku 2013 stwierdzono wystepowanie w grupie pacjentow z MPN
Ph- bez obecnosci mutacji genu JAK2 zaburzen w obrebie sekwencji genu kalretikuliny (CALR)
[8]. Wiedza na temat czestosci wystepowania tego defektu, obcigzeniu nieprawidlowym allelem

oraz jego roli sprawczej w patogenezie MPN Ph- jest jednak wcigz niewiclka [9].

1.2 Rys historyczny

Hematologia jako dziedzina nauki wyodrgbnita si¢ w wieku XIX. Juz w czasach
wczesnochrzes$cijanskich  znajdujemy  jednak  opisy chorob  nienowotworowych 1
nowotworowych krwi. Stowo ,,rak” wywodzone jest od Galena (ok. 130-200 rok naszej ery),
natomiast pierwsza wzmianka o skazach krwotocznych pochodzi z Talmudu (ok. 500 roku naszej
ery) [10]. Juz wczeéniej pojecie choroby utozsamiano czegsto z krwig, o czym $wiadczy
powszechno$¢ krwioupustow jako metody leczniczej. Do XVII wieku nie bylo jednak
mozliwosci obserwacju sktadnikow morfotycznych krwi z powodu niedostgpnosci narzedzi
optycznych, umozliwiajacych ich wyrdznienie. Sledziona, jeden z narzadéw krwiotwoérczych
odgrywajacych role w patogenezie MPN, byla dzigki koncepcjom Galena uwazana za organ

oczyszczajacy cialo z ,.czarnej z0Ici”, czyli melancholii. Ten poglad pokutowat jeszcze w 1653
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roku w dziele Williama Harveya ,,Lectures on the Whole Anatomy” [10]. Wedtug niego, zdolno$¢
do $miechu $wiadczyla o prawidlowej funkcji tego narzgdu w zakresie oczyszczania ciata z
melancholii. Pomimo braku wiedzy na temat dziatania uktadu chlonnego i krwiotworczego
(pierwsze dane na ten temat przedstawili Thomas Bartholin i Olof Rudbeck w 1653 roku),
renesansowi medycy rozumieli do pewnego stopnia role Sledziony w procesie zwalczania
infekcji. Twierdzili, ze odpowiada ona za oczyszczanie krwi z toksyn [11]. Przetom w badaniach
nad sktadnikami krwi dokonat si¢ w potowie wieku XVII, po wynalezieniu mikroskopu. Anton
von Leeuwenhoek, pionier mikroskopii, jako pierwszy w 1674 roku opisat krwinke czerwona.
Ponad po6t wieku pdzniej (1749) Joseph Lieutaud scharakteryzowat krwinki biate, czyli ,, globuli
albicantes” [10, 12]. W tym samym czasie Jean-Baptiste de Sénac zwrocil uwage, ze te tak
zwane ,,biate ciatka” sg podobne do tych, znajdujgcych si¢ w obrebie ropni. Kolejne odkrycia w
tym zakresie nastepowaly jedno po drugim: Brytyjczyk William Hewson w 1774 r. wyr6znit
wsrod ,,biatych ciatek” limfocyty, zlokalizowat je w uktadzie limfatycznym i wysunat hipoteze,
7ze moga one tworzy¢ krwinki czerwone. Najpdzniej scharakteryzowano ptytki krwi - za
prekursora hemostazy 1 odkrywce trombocytow uwaza si¢ zyjacego w drugiej potowie XIX
wieku Giulio Bizzozer’a.

Na poczatku XIX wieku zaczely pojawia¢ si¢ wzmianki o nowotworach uktadu
krwiotworczego [13]. Dwa XIX-wieczne opisy, wskazujace wyraznie na proces rozrostowy, sg
dzietami odpowiednio Alfreda Donne (1844) i Dawida Craigie (1845). Pierwszy z nich zwrécit
uwage, ze we krwi chorej kobiety ponad potowg komorek stanowity ,komoérki §luzowe”
(wspotczesnie: leukocyty), drugi odnotowal obecnos¢ komorek ,ropnych” i ,limfatycznych”,
ktore ,zmieszane krazyly we krwi chorego”. Craigie byl tak zafascynowany opisanym
przypadkiem, ze szukal podobnych. Niedlugo pdzniej udalo mu si¢ znalez¢ kolejnego pacjenta z
podobnymi objawami chorobowymi. Przypadek wysokiej leukocytozy u miodego mezczyzny
zostal opisany przez patologa edynburskiego Johna Hughesa Bennett oraz Davida Craigie.
Stosunkowo dlugi okres przezycia pacjenta od momentu diagnozy (3 miesigce), poprawa stanu
chorego po przystawieniu pijawek, obecno$¢ splenomegalii, a takze znakomity jak na owe czasy
opis mikroskopowy krwi pacjenta pozwalaja z bardzo duzym prawdopodobienstwem
podejrzewaé, ze byt to przypadek przewlektej biataczki szpikowej [13].

Termin ,,biataczka” zostal wprowadzony w 1847 roku, dwa lata po publikacjach Craigie 1
Bennett. Sformutowat go stynny zachodniopomorski fizjolog, Rudolf Karl Virchow [10, 13]. On
takze jako pierwszy zaproponowat podzial nowotworow uktadu krwiotworczego na mieloidalne
i limfoidalne, nazywajac je odpowiednio ,$ledzionowymi” i ,limfatycznymi”. W 1889 roku
klasyfikacje nowotworowych schorzen krwi rozszerzyl Ebstein, dzielac biataczki na ostre i

przewlekle [10, 13]. Pierwszy opis pierwotnej mielofibrozy przedstawit w roku 1879 niemiecki
5
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chirurg Gustav Heuck. Opisat on dwodch chorych z wydatng splenomegalia oraz obecnoscig we
krwi erytroblastow i niedojrzatych form granulocytéw. Oba przypadki sklasyfikowat jako formy
biataczki $ledzionowej. Zwrdcit on takze uwage na nieopisywane wczesniej towarzyszace
chorobie zwldknienie szpiku, ktore okreslit mianem ,,0steosklerozy”. Obecnos$cig osteosklerozy
thumaczyt takze pojawienie si¢ pozaszpikowej hematopoezy, bedacej przyczyna splenomegali
[13]. Podobne opisy pojawiaja si¢ w poczatkach XX wieku. Jeden z nich, autorstwa Herberta
Assmana, przyczynit si¢ do sformutowania terminu ,,syndrom Huecka-Assmana” bedacego
synonimem uzywanych powszechnie az do lat 50-tych innych okreslen: pierwotnej mielofibrozy,
osteosklerozy, chronicznej idiopatycznej mielofibrozy czy tez metaplazji szpikowej
niewiadomego pochodzenia. Odpowiednikiem tego stanu chorobowego w aktualnie
obowigzujacej terminologii jest pierwotne zwidknienie szpiku (ang. primary myelofibrosis).

,Policytemia”, czyli dostownie ,,choroba nadmiaru komorek krwi” zwana jest czasami
takze ,,chorobg Vaqueza”, od nazwiska paryskiego fizjologa, ktory opisat jg po raz pierwszy w
1982 roku [13]. Nadptytkowos$¢ samoistng jako osobng jednostke chorobowg po raz pierwszy
przedstawili niemieccy lekarze Ebstein i Goeddel w roku 1934 roku. Co ciekawe,
zaprezentowany przypadek kliniczny okreslili jako ,nadplytkowos¢ krwotoczna”. Trzeba
nadmieni¢, ze juz duzo wczesniej, bo w pracy DiGuglilemo z 1920 roku, opisano przypadek
nadptytkowosci 0 nieznanej etiologii. Powszechnie uwazano jednak, ze nadmiar ptytek krwi to
zjawisko wtorne do roznych stanéw chorobowych. W opisach nadptytkowosci z poczatkow XX
wieku zwracano jednak uwage na wspotwystgpowanie splenomegalii, nadkrwistosci oraz
zwiekszonej liczby megakariocytow.

Dopiero w latach 50-tych i 60-tych XX wieku udalo si¢ stworzy¢ spdjng, howoczesna
klasyfikacje tzw. ,,przewlektych zespoldow mieloproliferacyjnych”, w ktorej nadptytkowosé¢
samoistna zostata wyodr¢bniona jako osobna jednostka chorobowa. Autorem tej klasyfikacji byt
William Damashek, Amerykanin rosyjskiego pochodzenia, znany jako zalozyciel prestizowego
czasopisma Blood oraz Amerykanskiego Stowarzyszenia Hematologoéw (ASH) [13]. We
wprowadzonej w 1951 roku Kklasyfikacji Damashek przedstawil poszczegdlne postaci
przewleklych nowotworéw mieloproliferacyjnych, przypisujac im wspolne pochodzenie i
etiologic [14]. Do dnia dzisiejszego nowotwory mieloproliferacyjne stanowig (w
zmodyfikowanej formie) jedng kategoriec nowotwordéw ukladu krwiotworczego w klasyfikacji
opublikowanej przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO Classification of Tumours of

Haematopoietic and Lymphoid Tissues) [3].
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1.3 Charakterystyka kliniczna nowotwor6ow mieloproliferacyjnych Filadelfia-ujemnych

Klasyfikacja nowotworéw mieloproliferacyjnych wedlug WHO oparta jest o kryteria
kliniczne, morfologiczne oraz molekularne [3]. MPN stanowig grup¢ klonalnych schorzen
hematopoezy, w ktorych kluczowa role odgrywa nickontrolowana proliferacja macierzystych
komorek hematopoetycznych szpiku. Dochodzi do zaburzen ich apoptozy, do niestabilnosci
genomowej i nieprawidtowej ekspresji powierzchniowych molekut adhezyjnych. Zapadalno$¢ na
nowotwory mieloproliferacyjne szacuje si¢ na 1,15-4,99 na 100 000 oséb w populacji
ogoblnej/rok [15]. W czesci przypadkow objawom MPN towarzyszg symptomy innej choroby
proliferacyjnej, w tym zaspolu mielodysplastycznego (MDS) [16]. Z tego powodu w
klasyfikacji WHO wyrdzniono przewlekla biataczke mielomonocytowa (CMML, chronic
myelomonocytic leukemia) oraz jej form¢ mlodziencza (JMML, juvenile myelomonocytic
leukemia), tzw. ,atypowg przewlekla biataczke szpikowg" (a-CML, ang. atypical CML) oraz
szczegbdlng postaé zespotu mielodysplastycznego, niedokrwisto§¢ oporng na leczenie z
obecno$cig pierScieniowatych syderoblastow i nadptytkowoscig (RARS-T, ang. refractory
anemia with ring sideroblasts associated with marked thrombocythosis). Ta ostatnia jednostka
chorobowa zostala wyrozniona jako tymczasowa, ze wzgledu na wicksze podobienstwo
genetyczne tego nowotworu do MPN niz do MDS [17-19].

W obrgbie klasyfikacji WHO z 2008 roku wsrod MPN wyszczegdlniono przewlekla
biataczke szpikowg z obecng translokacjg t(9;22), tzw. chromosomu Filadelfia, oraz nowotwory
mieloproliferacyjne Filadelfia-ujemne (MPN Ph-), w ktérych wymieniony chromosom nie
wystepuje. Wéréd MPN Ph- wyrdzniamy czerwienice prawdziwg (PV, ang. policythemia vera),
nadptytkowo$¢ samoistng (ET, ang. essential trombocythemia) oraz pierwotne zwldknienie
szpiku (PMF, ang. primary myelofibrosis), razem okre$lane jako ,klasyczne nowotwory
mieloproliferacyjne”, a takze mastocytoze, przewlekla bialaczke neutrofilowa (CNL, ang.
chronic neutrophilic leukemia), przewlekla biataczk¢ eozynofilowa nie sklasyfikowang inaczej
(CEL-NOS, ang. chronic eosynophilic leukemia not otherwise specified) oraz MPN
niesklasyfikowane (MPN-U, ang. unclassified). Klasyfikacj¢ MPN przedstawiono w tabeli 1
[16].
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Tabela 1: Podziat nowotworéw mieloproliferacyjnych i mielodysplastyczno-
mieloproliferacyjnych wedtug klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia z 2008 roku [3, 16]

A Nowotwory mieloproliferacyjne Myeloproliferative neoplasms MPN
1 Przewlekla biataczka szpikowa Chronic myeloid leukemia CML
2 Przewlekta bialaczka neutrofilowa Chronic neutrophilic leukemia CNL
3 Czerwienica prawdziwa Polycythemia vera PV
4 Pierwotne zwtoknienie szpiku Primary myelofibrosis PMF
5 Nadptytkowos¢ samoistna Essential thrombocythemia ET
Przewlekta biataczka eozynofilowa, Chronic eosynophilic leukemia, not
6 . . . . . . CEL-NOS
nie sklasyfikowana inaczej otherwise specified
7 Mastocytoza Mastocytosis
g Niesklasyfikowany nowotwor Myeloproliferative neoplasms MPN-U
mieloproliferacyjny unclassifiable
Nowotwory mielodysplastyczno- Myelodisplastic/
B : : . : ; MDS/MPN
mieloproliferacyjne myeloproliferative neoplasms
Przewlekta biataczka ) ] )
1 ) Chronic myelomonocytic leukemia CMML
mielomonocytowa
Atypowa ) ] ] ]
2 ) ) Atypical chronic myeloid leukemia a-CML
przewlekta biataczka szpikowa
Mtodziencza biataczka ) ] ]
3 ) Juvenile myelomonocytic leukemia JMML
mielomonocytowa
Niesklasyfikowany nowotwor ] ] ]
) ) ) Myelodysplastic/ myeloproliferative
4 mieloproliferacyjno- o MDS/MPN-U
) neoplasms unclassifiable
mielodysplastyczny
Niedokrwisto$¢ oporna na leczenie z Refractory anemia with ringed
5 obecnoscia syderoblastow sideroblasts associated with marked RARS-T

pierscieniowatych i nadptytkowos$cia

thrombocythemia
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1.3.1 Czerwienica prawdziwa

Czerwienica prawdziwa jest nabyta choroba wielopotencjalnej komodrki macierzyste;j
szpiku. Zapadalno$¢ na to schorzenie szacuje si¢ na 0,1-2,61 na 100 000 os6éb populacji
generalnej/rok. Mediana wieku w chwili zachorowania wynosi 60-65 lat [15, 16]. Glownym
laboratoryjnym kryterium diagnostycznym PV jest utrzymujace si¢ podwyzszone stezenie
hemoglobiny (powyzej 18,5g/dl lub 11,5 mmol/dl u mezczyzn i powyzej 16,5 g/dl ub 10,2
mmol/dl u kobiet) oraz wzrost wartoSci hematokrytu powyzej 99-go percentyla dla populacji
ogoblnej. W wigkszosci przypadkow PV (ponad 95%) mozna wykaza¢ obecno$¢ mutacji V617F
W obregbie egzonu 14 genu JAK2. U zdecydowanej wigkszosci chorych z nieobecng mutacja
V617F stwierdza si¢ obecnos$¢ defektow w obrebie egzonu 12 genu JAK2 (ogdtem u okoto 3%
przypadkoéw) [20]. Diagnostyka roznicowa czerwienicy prawdziwej powinna obejmowaé inne
choroby przebiegajace z erytrocytozg, W tym wrodzone mutacje receptora erytropoetyny oraz
regulatora cytokinowego LNK, hemoglobinopatie, niedobér mutazy 2,3-bisfosfoglicerynianowej
i mutacje szlaku regulacji hipoksji (ang. oxygen sensing pathway), a takze erytrocytozy nabyte,
objawowe (na przyklad w przebiegu chordb phuc, nikotynizmu, choréb serca, przy obecnosci

przetok tetniczo-zylnych) [21].

1.3.2 Nadplytkowos¢ samoistna

Nadptytkowos$¢ samoistna jest schorzeniem komorki macierzystej szpiku, ktore cechuje
wzrost liczby plytek krwi powyzej 450 x 10%1. W rozmazie krwi obwodowej stwierdza sig
obecno$¢ tzw. plytek olbrzymich, za§ w badaniu histopatologicznym szpiku zwigkszong liczbe
megakariocytow, czesto zmienionych morfologicznie, tworzacych skupiska (agregaty). W
poczatkowych stadiach choroby nieobecne sg objawy metaplazji pozaszpikowej, zmiany we
wzorze dojrzewania Kkrwinek biatych we krwi obwodowej/szpiku oraz cechy nasilonej
proliferacji linii erytroidalnej i granulocytarnej. W czgsci przypadkow ET mozna jednak
zauwazy¢ umiarkowang granulocytoze we krwi [3, 16]. W badaniach cytogenetycznych u
niewielkiego odsetka chorych (ok. 5%) obecne sg zmiany chromosomowe, gidéwnie w obrebie
autosomow 1, 5, 9, 20 i 21 [16, 22]. Diagnostyka molekularna choroby obejmuje wykonanie
badania na obecno$¢ mutacji V617F genu JAK2 (obecna u ok. 55-56% chorych), a takze mutacji
genu CALR (obecne u ok. 25%) oraz mutacji genu MPL (wykrywane u 3-5% pacjentow) [8, 16].
W diagnostyce roéznicowej ET wazne jest wykluczenie innych przyczyn nadptytkowosci, w tym

m.in. nadptytkowosci reaktywnej czy tez proliferacyjnej fazy pierwotnej mielofibrozy [3].
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1.3.3 Pierwotne zwloknienie szpiku

Pierwotne zwloknienie szpiku jest choroba multipotencjalnej komoérki macierzyste;j.
Nowotwor ten  wyroznia si¢  sposrod innych MPN  Filadelfia-ujemnych  wczesnym
wystepowaniem objawOw niewydolnosci hematopoezy, w tym glebokiej niedokrwistosci i
matoptytkowosci. Jego przebieg cechuje takze obecnos$¢ ognisk hematopoezy pozaszpikowe;.
We wczesnej fazie choroby (proliferacyjnej) u wiekszosci chorych obecna jest leukocytoza oraz
nadptytkowos$é, a w fazie poznej (fibrotycznej) glgboka niedokrwistosé, granulocytopenia oraz
maloplytkowos$é. W badaniu przedmiotowym stwierdza si¢ hepatosplenomegalie. W badaniach
biochemicznych krwi obwodowej mozna stwierdzi¢ podwyzszong aktywno$¢ dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) i podwyzszone stezenie kwasu moczowego we krwi. W rozmazie krwi
obwodowej obecne sg postaci niedojrzate granulocytow oraz erytroblasty. Obecna jest anizo- i
poikilocytoza, a takze krwinki czerwone w ksztalcie tez. W badaniu histopatologicznym szpiku
stwierdza si¢ wioknienie retikulinowe i kolagenowe oraz hiperplazj¢/hipoplazje komorek linii
plytkotworczej, granulocytarnej i erytroidalnej. We wczesnej, tzw. prefibrotycznej fazie PMF
obecne sg zmiany ilosciowe i jakosciowe takze w obrgbie megakariocytow [16]. Zmiany
kariotypu w komorkach hematopoetycznych nie sg charakterystyczne. Ich obecno$¢ w badaniu
technikg GTG stwierdza si¢ u 33-55% chorych. Najczesciej dotycza one chromosoméw 1, 5, 7,
8, 9, 13 oraz 20 pary [23]. Wsrod zmian molekularnych najcze$ciej obecna jest mutacja V617F
genu JAK2 (ok. 40-50%), mutacje genu CALR (ok. 35%) oraz MPL (5-10% przypadkow).
Ostatnio u chorych na MPN Ph-, w szczegdlno$ci u pacjentdéw z pierwotnym zwloknieniem
szpiku, potwierdzono takze wystgpowanie innych defektow molekularnych, zmieniajgcych
rokowanie w poszczegdlnych przypadkach. Naleza do nich defekty genow ASLX1 (36%), TET2
(27%), EZH2 (22%) [8, 16, 24, 25]. Pierwotna mielofibroza jest schorzeniem najgorzej
rokujgcym sposrod klasycznych nowotworow mieloproliferacyjnych [16].

Szczegdtowe kryteria rozpoznania poszczegélnych postaci MPN Ph- przedstawiono w
tabeli 2.
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Tabela 2: Kryteria rozpoznania klasycznych MPN wedlug WHO 2008 [3, 26]

Kryteria | PV® ET® PMF
Wigksze | 1. 1. Liczba plytek >450,0 x10%1 | 1. Cechy proliferacji oraz atypii® w
Hb>11,48 mmol/l 2. Cechy proliferacji w linii obrebie linii megakariocytarnej z
(mezezyzni) ,>10,24mmol/l megakariocytarnej z jednoczesnym wystgpowaniem
(kobiety) ; obecnoscig form duzych i wioknienia retikulinowego i/lub
lub Hb albo Ht > 99 dojrzatych megakariocytow. kolagenowego
percentyla wartosci dla Brak lub stabo wyrazone lub przy nieobecnosci
okreslonego wieku, pici lub | cechy proliferacji w linii widknienia retiklinowego zmiany
wysokos$ci przybywania granulocytarnej i w linii megakariocytarnej muszg
ponad poziomem morza; czerwonokrwinkowej by¢ powigzane ze zwigkszong
lub Hb>10,55mmol/I 3. Nieobecno$é¢ objawow komorkowatoscig szpiku,
(mezczyzni), >9,31mmol/| odpowiadajacych kryteriom cechami proliferacji w linii
(kobiety) , jesli jednoczesnie WHO rozpoznania CML, PV, granulocytarnej, czesto z
stwierdza si¢ przyrost Hb PMF, MDS lub innych supresja erytropoezy (np. W
>1,24mmol/l w poréwnaniu nowotworow szpikowych przed-zwitdknieniowej fazie
do warto$ci wyjsciowej nie 4. Wykazanie obecnosci PMF)
powigzany z leczeniem stanu mutacji V617F genu JAK2 2. Nieobecnos$¢ objawow
niedoboru zelaza; lub innego markera wzrostu odpowiadajacych kryteriom WHO
lub wzrost masy krwinek klonalnego lub rozpoznania CML, PV, PMF,
czerwonych >25% ponad niewystepowanie objawow MDS, lub innych nowotworéw
$rednig przewidziang nadptytkowosci reaktywnej szpikowych
warto$¢ normalng 3. Wykazanie obecno$ci mutacji
2. Obecnos¢ mutacji V617F V617F genu JAK2 lub innego
genu JAK2 lub defektu o markera wzrostu klonalnego
podobnych konsekwencjach lub niewystgpowanie objawow
reaktywnego widknienia w szpiku
Mniejsze 1. Cechy trojuktadowe;j 1. Leukoerytroblastoza we krwi

choroby mieloproliferacyjnej
w szpiku

2. Poziom Epo w surowicy
ponizej normy

3. Endogenny wzrost kolonii
erytroidalnych

2. Wzrost aktywnosci LDH
3. Niedokrwistos¢

4. Splenomegalia w badaniu
przedmiotowym

% rozpoznanie czerwienicy prawdziwej wymaga obecnoéci obu kryteriow duzych i jednego
kryterium mniejszego lub pierwszego duzego i dwoch kryteriow mniejszych.

Rozpoznanie nadptytkowosci samoistnej wymaga spetlienia wszystkich czterech kryteriow
duzych. Rozpoznanie pierwotne;] mieloﬁbroz%/ wymaga spetnienia wszystkich trzech kryteriow
duzych oraz dwoéch kryteriow matych. - od malych do duzych megakariocytow z
nieprawidlowym stosunkiem jadrowo/cytoplazmatycznym, hiperchromatycznym i nieregularnie
zlozonym jadrem oraz obecnoscig ,,gestych” klastrow megakariocytarnych

1.4 Szlak sygnalizacyjny JAK-STAT jako element regulatorowy hematopoezy

Hematopoeza jest procesem wicloetapowym 1 zlozonym. Od jej sprawnego
funkcjonowania zalezy wydolno$¢ calego ustroju, w szczegdlnosci uktadu krazenia i
oddychania, a takze uktadu immunologicznego. W regulacje hematopoezy zaangazowane sg
liczne szlaki komorkowego przekazywania sygnalu na drodze stymulacji specyficznego

receptora (regulacja hormonalna i cytokinowa), a takze interakcje migedzykomorkowe.
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Najwazniejszym molekularnym szlakiem regulacji hematopoezy z punktu widzenia patogenezy
MPN Ph- jest kaskada sygnalowa JAK-STAT. Jej aktywno$¢ warunkuje intensywno$é
proliferacji komorek mieloidalnych, a takze proces ich dojrzewania, roznicowania i apoptozy.

Pierwotnymi przekaznikami sygnatu, rozpoczynajacymi kaskade JAK-STAT sg receptory
blonowe wigzace cytokiny. Receptory te dzielimy na 2 grupy- klasa | odpowiedzialna jest za
wigzanie EPO, TPO, czynnikow stymulujacych wzrost kolonii (CSF) oraz interleukin (IL).
Receptory klasy Il posiadaja kieszen wigzaca interferony (INF). W przypadku regulacji procesu
erytropoezy kluczowa rolg odgrywaja receptory typu | dla erytropoetyny (EPOR). Podobng rolg
w procesie trombopoezy odgrywajg receptory dla trombopoetyny (MPL). Regulacja procesu
granulopoezy odbywa si¢ poprzez receptor dla czynnika stymulujacego granulopoeze (G-CSFR).
Ich stymulacja prowadzi do indukcji przekazywania sygnatu szlakiem JAK-STAT [27-29].

Typy receptorow swoiste dla kaskady JAK-STAT zaprezentowano na rycinie 1.

Rycina 1 : Typy receptorow uczestniczace w transdukcji sygnatu za posrednictwem kaskady JAK-
STAT. Wedhug: Quintas-Cardama i wsp. [1]

Kolejnym elementem kaskady transdukcji sygnatu jest jedna z kinaz tyrozynowych z
rodziny JAK, nazywanych takze ,kinazami Janusowymi”. Jest to ewolucyjnie zakonserwowana
rodzina biatek niereceptorowych o wielkosci od 120 do 140 kDa. Homologi biatek JAK
spotykane sa w catym §wiecie zwierzat dwubocznie symetrycznych. Cecha charakterystyczng tej
grupy kinaz jest obecno$¢ tzw. homologicznych domen JH (ang. Janus homology domains),

odpowiedzialnych za dimeryzacje 1 aktywnos¢ katalityczng. U czlowieka wyodrebniono cztery
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biatka nalezace do tej rodziny: JAK1, JAK2, JAK3 oraz TYK2 (ryc. 1). Dwie podjednostki kinaz
Janusowych sa zwigzane funkcjonalniec z dwoma podjednostkami danego receptora. Po
zwigzaniu liganda, podjednostki receptora dimeryzuja. Indukuje to odstonigcie domen
katalitycznych, wzajemng fosforylacj¢ obu podjednostek kinazy i ich aktywacje¢. Aktywna kinaza
Janusowa fosforyluje szereg cytoplazmatycznych biatek efektorowych — glownie czynniki
transkrypcyjne z rodziny STAT, lecz takze elementy innych waznych szlakow transdukcji
sygnatu takich jak RAS-MAPK, IP3-ALK, mTOR [28, 29].

Biatka rodziny STAT (biatkowe przekazniki sygnatu i aktywatory ekspresji, ang. Signal
Transducer and Activator of Transcription) to cytoplazmatyczno-jadrowe czynniki
trankrypcyjne. Dotychczas u czlowieka opisano 7 biatek homologicznych z tej rodziny.
Nieaktywne monomery STAT obecne sa w formie rozpuszczonej w cytoplazmie. Sg one
fosforylowane przez kinazy rodziny JAK, co prowadzi do ich dimeryzacji i aktywacji. Forma
aktywowana jest transportowana do jadra komoérkowego, gdzie wigze si¢ z promotorami gendw
efektorowych, indukujac ich ekspresje. Nalezg do nich geny dla interferonéw, interleukin i gen
cykliny D [28, 29].

Szlak JAK-STAT podlega regulacji na wielu etapach. Aktywnos¢ catej kaskady JAK-
STAT jest wstgpnie modulowana poprzez zmiane ilosci czgsteczek receptora na powierzchni
komorki, nadmiarowe receptory sg usuwane na drodze endocytozy. Nastepnie zbyt mala ich
liczba wzmaga ekspresje genow, kodujacych podjednostki receptora. Inng forma regulacji
hematopoezy jest wymiana sktadowych kaskady — przyktadowo homodimer JAK2 moze zosta¢
zastgpiony heterodimerem JAKI1/JAK2, co zmienia powinowactwo kompleksu do roéznych
biatek efektorowych oraz moduluje intensywno$¢ procesu ich fostofylacji. To z kolei wptywa
bezposrednio i posrednio na ekspresje gendow, bedacych celami dla czynnikow transkrypcyjnych.
Istniejg takze catlkowicie nieaktywne izoformy bialek STAT, syntezowane jako inhibitory
kompetycyjne dla bialek JAK. Obecne w komorce sg takze biatka z grupy CIS (regulatory
sygnatu indukowane przez cytokiny, ang. Cytokine Inducible regulators of Sygnalling) oraz
SOCS (supresory sygnatu cytokinowego, ang. Supressors Of Cytokine Sygnalling), ktore
uniemozliwiaja formowanie aktywnego dimeru STAT, a takze bialka PIAS (inhibitory biatkowe
aktywowanych STAT, ang. Protein Inhibitors of Activated STATSs), ktore czynnie blokuja ich
aktywnos$¢. Dodatkowo w komorce syntezowane sg fosfatazy, deaktywujace biatka STAT 1 JAK
poprzez ich defosforylacje [29].

Uproszczony schemat kaskady JAK-STAT na przykladzie regulacji erytropoezy i

trombopoezy przedstawiono na rycinie 2.
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Rycina 2. Schemat kaskady JAK-STAT. (a) Natywne biatko JAK2 uczestniczy w fosforylacji
biatek STAT po zwigzaniu liganda z receptorem btonowym. (b) Mutacje JAK2 mogg prowadzi¢ do
zniesienia autoinhibicji kinazy oraz aktywacji kaskady pod nicobecno$é¢ liganda. (c¢) Mutacja
receptora MPL zmienia konformacje fragmentow przezblonowych receptora. Umozliwia to
wzajemng fosforylacje w obrebie czgsteczki, co skutkuje aktywacja kaskady JAK2-STAT [2].

1.5 Molekularne podtoze MPN Ph-

Do poczatku XXI wieku patomechanizm nowotwordéw micloproliferacyjnych Filadelfia-
ujemnych byt nieznany. Odkrycie w 2005 roku auto-aktywujacej mutacji w obrebie
pojedynczego nukleotydu 9.1849 G>T w genie kinazy Janusowej 2 (JAK2 V617F) pozwolito
wyjasni¢ molekularny mechanizm, prowadzacy do zakldcenia kontroli procesu mielopoezy w tej
grupic nowotworow [30]. Okazalo si¢ jednak, ze jej wystepowanie nie dotyczy wszystkich
przypadkéw MPN Ph-. Z tego powodu zaczg¢to poszukiwaé innych defektow zakidcajacych
funkcjonowanie kaskady JAK-STAT. Doprowadzito to do wykrycia mutacji o podobnym
znaczeniu czynno$ciowym w obrgbie egzonu 12 genu JAK2 [31] oraz egzonu 10 genu receptora
dla trombopoetyny (MPL) [32]. Niestety okazalo si¢, ze u duzej czeSci pacjentow z
nadplytkowos$ciag samoistng i pierwotnym zwloknieniem szpiku mutacje w obrgbie genow JAK2 i
MPL nie byly obecne. Nie udato sie takze potwierdzi¢ obecnosci innych mutacji w obrgbie
gendéw kodujacych receptory blonowe czy tez biatka uczestniczace w transdukceji sygnatu na osi
JAK2-STAT. Dopiero przeprowadzone w 2013 roku badania genomu czlowieka metodami

sekwencjonowania nowej generacji przyniosty postep w badaniach nad patogeneza MPN Ph-. W
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ich wyniku potwierdzono obecno$¢ mutacji rozproszonych w obrebie gendw kodujacych
epigenetyczne elementy regulatorowe, biatka spliceosomu oraz bialka odpowiedzialne za
regulacje stresu oksydacyjnego. Ze wzgledu na czestsze wystepowanie wymienionych defektow
u chorych w bardziej zaawansowanych stadiach MPN, aktualnie okre$la si¢ je mianem ,,mutacji
modyfikujacych fenotyp” [33]. W roku 2013 Klampf i wsp. oraz Nangalia i wsp. niezaleznie
potwierdzili wystepowanie u pacjentow z ET i PMF mutacji w obrebie genu kalretikuliny
(CALR). Jak dotad ich rola w patogenezie MPN jest wcigz nie do konca poznana [8, 34].
Szczegotowe badania dotyczace znaczenia obecnosci wymienionych defektoéw u chorych
na MPN Ph- wykazaly, ze u pacjentoéw z obecng mutacja V617F genu JAK2 charakter mutacji
(heterozygotyczny badz homozygotyczny) w poszczegdlnych komoérkach macierzystych moze
by¢ rozny [35]. Wykazano, ze w hodowli komorek szpiku pozyskanych od pacjentow z
czerwienicg prawdziwg obecne sg zarowno komorki typu dzikiego, jak tez z heterozygotycznym
lub homozygotycznym wariantem mutacji V617F genu JAK2 [36]. Wysuni¢to hipoteze 0
wystepowaniu zwigzku pomiedzy zawartos$cig patologicznego allelu a aktywnoscig procesu
chorobowego. Wprowadzono wobec tego termin ,,0bcigzenie nieprawidlowym allelem” (ang.
,allele burden”), okreslajacy $rednig zawarto$¢ wariantu zmutowanego w populacji komorek
hematopoetycznych. Obcigzenie nieprawidlowym allelem (%AB) jest wypadkowg zawartosci
mutacji typu dzikiego, a takze obcigzonych mutacjg heterozygotyczng i homozygotyczng w

heterogennej populacji komorek. Parametr ten jest wyliczany na podstawie wzoru

MUT

AB =
% WT+MUT

*100%, gdzie MUT okresla stwierdzong liczbe kopii fragmentu DNA

zawierajacego mutacje, a WT ilo$¢ kopii fragmentu typu dzikiego. %AB okreslany jest w DNA
wyizolowanym z leukocytow krwi petnej pacjenta [1].

Warto$¢ obcigzenia allelem mozna okreslic metodg ilosciowa (Real-Time PCR lub
Digital Droplet PCR) jedynie w odniesieniu do mutacji JAK2 V617F. Aktualnie trwajg prace nad
zastosowaniem tej techniki do oceny obcigzenia innymi typami defektow, w tym mutacjami w
obrebie egzonu 12 genu JAK2 [37] oraz mutacjami genéw CALR i MPL [38]. W przypadku
mutacji JAK2 V617F stwierdzono, ze u danego chorego wartos¢ %AB nie ulega znaczacym
zmianom w krotkim (ponizej 1 roku) okresie monitorowania. Wartos¢ ta zmienia si¢ natomiast w
trakcie wieloletniej obserwacji, co moze $wiadczy¢ o progresji choroby. Do spadku %AB moze
prowadzi¢ leczenie interferonem alfa lub inhibitorami kinazy JAK2 [39, 40]. Aktualnie trwaja
prace badawcze, ktorych celem jest stratyfikacja ryzyka niepomyslnego przebiegu choroby w

zaleznosci od obcigzenia zmutowanym allelem JAK2 V617F oraz CALR [35].
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1.5.1 Gen JAK2

Ludzki gen JAK2 (ang. Just Another Kinase 2 lub Janus Kinase 2, pl. kinaza Janusowa
2) zlokalizowany jest w obregbie krotkiego ramienia chromosomu 9 (p24). Jest on zlozony z 25
egzondw 1 obejmuje obszar ok. 144 tysiecy par zasad w orientacji nici dodatniej (koordynaty
4985245-5129948 wg sekwencji referencyjnej NC_000009.12) [41]. Gen podlega s$redniej lub
niskiej ekspresji w wickszosci tkanek organizmu, najwyzsza jego ekspresje potwierdzono w
komorkach uktadu krwiotworczego, szczegolnie w linii mieloidalnej i monocytarnej [42].

Produktem genu JAK2 jest biatko o cigzarze 131 kDa i optimum aktywnosci w pH 6,82.
Opisano tylko jedng jego forme splicingowa o dlugosci 1132 aminokwaséw [42]. Ma ono
struktur¢ domenowa, W jego obregbie wyr6zniono 7 domen JH (ang. Janus homology domains),
wykazujacych homologi¢ w obrgbie calej rodziny bialek JAK [43]. Domeny te zgrupowano ze
wzgledu na dzialanie w 4 moduty funkcjonalne (ryc. 3). Modut FERM, zloZzony z domen JH5-
JH7 pehi funkcje strukturalne, regulatorowe wobec domeny katalitycznej, wigze takze biatko z
receptorem [44]. Modut SH2, obejmujacy domeny JH3-JH4, jest charakterystyczny dla kinaz
tyrozynowych i zwieksza efektywnos¢ fosforylacji dokonywanej przez domene katalityczna.
Jednoczes$nie jest on tgcznikiem zapewniajagcym odpowiednig konformacje catego biatka [44].
Najwazniejszymi dla aktywnosci JAK2 sg domeny JH1 i JH2, okreslane odpowiednio jako
domena kinazowa i pseudokinazowa. Bogata w reszty tyrozynowe domena kinazowa
zlokalizowana jest w poblizu C-konca JAK2. Odpowiada ona za katalityczng aktywno$¢ biatka.
W konformacji nieaktywnej enzymatyczne wiasciwosci JH1 sg blokowane przez domeng
pseudokinazowsg JH2. Pelni ona funkcje inhibitorowg wobec domeny JH1 (ryc.4). W warunkach
fizjologicznych autoinhibicja czasteczki JAK2 zostaje zniesiona w wyniku zmiany konformacji
zZwigzanego z nig receptora. Zmiana ta wymusza oddalenie si¢ od siebie domeny kinazowej i

pseudokinazowej i odstonigcie centrum aktywnego enzymu [45].

1.5.1.1 Mutacja V617F genu JAK2

W  95% przypadkow czerwienicy prawdziwej 1 ponad polowie przypadkow
nadptytkowosci samoistnej i mielofibrozy stwierdza si¢ obecnos¢ mutacji somatycznej g.1849
G>T w obrgbie egzonu 14. Wynikiem jej obecnosci jest zmiana aminokwasowa p.V617F
w obrebie sekwencji domeny pseudokinazowej biatka JAK2 (ryc. 4) [5]. Zmiana niewielkiego

aminokwasu niepolarnego waliny na aminokwas aromatyczny o znacznie wigkszej reszcie
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bocznej powoduje rozsuniecie sagsiadujacych aminokwasow i1 zaklocenie interakcji pomiedzy
domeng kinazowg i pseudokinazowa. Skutkuje to niezalezng od zmiany konformacji receptora
aktywacja zwigzanej z nim kinazy JAK2 [45]. Konstytutywna aktywacja biatka JAK2 prowadzi
do pobudzenia kolejnych elementow kaskady JAK2-STAT i uruchomienia transkrypcji genow

efektorowych, zaangazowanych w proces proliferacji komoérek mieloidalnych.

JH7-JH5  JH4-JH3 JH2 JH1
NH3 FERM COOH
N
r B egzon 14
wiazanie receptorow dla cytokin mutacje mutacja V617F

(EpoR, TpoR, G-CSFR) egzonu 12 \/

+)

Rycina 3: Domenowa struktura ludzkiego biatka JAK?2 [43].

1.5.1.2 Mutacje JAK2 w obrebie egzonu 12

Do zakloécenia procesu autoinhibicji kinazy prowadzi takze obecno$¢ mutacji w obrebie
egzonu 12 genu JAK2. Wystepuja one u ok. 3% pacjentow cierpigcych z powodu czerwienicy
prawdziwej. Co ciekawe, ich obecnosci nie potwierdzono u chorych z innymi typami MPN [46].
Charakter mutacji jest rozny, spotykane sg defekty insercyjne, delecyjne lub substytucyjne oraz
zmiany zlozone. Wigkszo$¢ defektow zlokalizowana jest w obrebie kodonow 536-547. Ich
obecno$¢ nie zmienia struktury centrum aktywnego enzymu ani miejsca wigzgcego ATP.
Wpltywa jednak na strukture fragmentu domeny kinazowej lezacego naprzeciwko domeny
pseudokinazowej i kodonu 617 (ryc. 4). Wymienione zmiany prowadza do uwolnienia domeny
kinazowej od inhibicyjnego wplywu domeny JH2, co skutkuje niezalezng od receptora

aktywacja zmienionego biatka JAK2 [45].
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Rycina 4: Model in silico interakcji pomigdzy domeng kinazowa JH1 i pseudokinazows JH2
kinazy JAK2 w przypadku obecno$ci mutacji zaburzajacych proces jej autoinhibicji [45].

1.5.1.3 Mutacje genu JAK2 w obrebie egzonow 13-15

Defekty w egzonach 13-15 genu JAK2 zlokalizowane sg w obrgbie domeny kinazowej
(egzon 13), a takze domeny pseudokinazowej (egzony 14 oraz 15) (ryc. 4). Stanowia niecaly
0,1% wszystkich mutacji genu JAK2, czesto tez wspotwystepuja z mutacjg JAK2 V617F. Ich
rola w patogenezie MPN Ph- nie jest jasna. W wiekszosci przypadkow obarczonych takim

defektem obcigzenie nieprawidtowym allelem jest bowiem niskie [47] [48].

1.5.2 Gen CALR

Gen CALR, kodujacy biatko kalretikuling (ang. calreticulin), zlokalizowany jest na
krotkim ramieniu chromosomu 19 (p13.2-p13.3). Skiada si¢ on jedynie z 9 egzondéw
obejmujacych obszar ok. 6000 tysiecy par zasad w orientacji nici dodatniej (koordynaty
12938600-12944490 wg sekwencji referencyjnej NC_000019.10) [49]. Gen ulega $redniej lub
sredniowysokiej ekspresji w wigkszos$ci komorek organizmu. Najwyzsza ekspresj¢ genu CALR
wykazano w komodrkach watroby, ptuc i jelita grubego. W komorkach uktadu krwiotworczego
wysoka ekspresje CALR wykazano w komorkach linii ptytkotworczej. Nadekspresje genu CALR

potwierdzono w komorkach licznych nowotworéw [50, 51]. Ewolucyjnie CALR jest bardzo
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zakonserwowany. Jego oObecno$¢ mozna wykazaé w komorkach wszystkich organizmow
eukariotycznych oprocz drozdzy [52].

Produktem genu kalretikuliny jest biatko o cigzarze 48 kDa i optimum aktywnosci w pH
4,29. Jak dotad opisano tylko jedng forme splicingowa o dhugosci 417 aminokwaséw [50]. W
strukturze CALR wyodrebniono trzy domeny: N-koncowa domeng globularng, domene bogata w
proling (,,domeng¢ P”’), oraz domen¢ C-koncowa, silnie natadowang ujemnie (ryc. 5) [52].

Kalretikulina jest bialkiem o funkcji plejotropowej. W komoérce wystepuje w cytozolu,
retikulum endoplazmatycznym oraz jadrze komérkowym. W roku 1974 potwierdzono zdolno$¢
tego biatka do wigzania jonéw wapnia w ER tkanki mig$niowej, a takze opisano jego role
regulatorowg w procesie skurczu mig$nia [52]. W kolejnych latach potwierdzono obecno$¢
kalretikuliny w retikulum endoplazmatycznych wielu innych typow tkanek. CALR odgrywa role
regulatorowa w procesach zaleznej od jonow wapnia sygnalizacji komérkowej, przewodnictwa
elektrycznego, roznicowania i podzialu komorek, a takze adhezji oraz apoptozy. W procesie
wigzania si¢ biatka z jonami wapnia uczestniczg domena wigzaca proling 1 w mniejszym stopniu
domena C-koncowa [52]. Domena N-koncowa kalretikuliny wraz z domeng P pehnig funkcje
chaperonowe. Odpowiadaja one za prawidtowe faldowanie si¢ nowopowstajacych biatek w swietle
retikulum endoplazma tycznego (ER). Proces ten stuzy kontroli jakosci wigkszosci produkowanych
w komorce bialek, a jego zaklocenie moze by¢ jednym z istotnych czynnikow w patogenezie MPN
Ph- [52].

Prawidlowa lokalizacja biatka w $wietle ER jest zwigzana z obecno$cig w domenie C-
koncowej CALR specyficznej sekwencji aminokwasowej KDEL, pozwalajacej na retencje biatka w
tym przedziale komorkowym. Sekwencja ta ulega zmianie w przypadku wystgpienia mutacji
egzonu 9 genu CALR. Dotychczasowe badania immunolokalizacyjne niestety nie potwierdzity
réznic w stezeniach natywnego i zmienionego CALR w retikulum endoplazmatycznym w
cytozolu, co poddaje w watpliwo$¢ zwigzek utraty KDEL z zaburzeniami mielopoezy [8].

Pod koniec ubieglego wieku poznano nowa funkcje bialka CALR. Stwierdzono, ze
domena globularna czasteczki kalretikuliny wigze si¢ w jadrze komorek prawidlowych z
receptorami dla steroidow oraz niektorymi czynnikami transkrypcyjnymi, hamujac ich transport
w obrebie jadra komorkowego [52]. Zmienia to profil ekspresji wielu genow. Z tego powodu
postuluje si¢, ze nadekspresja CALR obniza wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na leki
sterydowe [52]. Kalretikulina wigz¢ si¢ takze z receptorami kwasu retynoidowego, petnigcymi
wazng role w rdznicowaniu si¢ komorek mieloidalnych [53]. Moze to prowadzi¢ do zaburzenia
wigzania czynnikow transkrypcyjnych z genami docelowymi w jadrze komoérkowym, a przez to
do zaklocenia procesow regulacji mielopoezy. Jak dotad brak jest jednak dowodéw na poparcie
tej hipotezy. Badania immunolokalizacyjne nie potwierdzity bowiem réznic w stezeniach
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natywnego i1 zmienionego pod wplywem mutacji biatka CALR w rdéznych przestrzeniach

komoérkowych [8].

1 SH 285 400
i I'S‘S i mutacje CALR egzonu 9
J 8 120 146 162 327 |
NH, C o eee— KDEL COO"
domena N-kohcowa domena P domena C-koficowa

Rycina 5: Struktura ludzkiego biatka CALR [52].

1.5.2.1 Mutacje CALR egzonu 9

Obecnos¢ mutacji w genie CALR u chorych na MPN Ph- zostata potwierdzona dzigki
analizie genomowej probek pochodzacych od dziewigciu pacjentdw z pierwotng mielofibroza 1
nieobecnymi mutacjami w obrgbie genow MPL oraz JAK2. W badaniach tych wykazano, ze u
cze$ci pacjentow obecne jest zaburzenie struktury genu CALR o charakterze zmiany ramki
odczytu, zlokalizowane pod koniec sekwencji kodujacej od strony 3’ [8, 34]. Jak dotad u chorych
JAK2-ujemnych potwierdzono wystgpowanie Szeregu mutacji o charakterze insercyjno-
delecyjnym, ktére mimo swojej roznorodnosci wyrdznia wspdlna cecha: zmiana otwartej ramki
odczytu (ORF) w obre¢bie 3’-koncowych kodondéw o +2. Oznacza to zastgpienie znajdujacego si¢
na C-koncu motywu KDEL biatka (sygnatu retencji ER) inng sekwencjg aminokwasowg [8, 34].

Dotychczas nie poznano mechanizmu molekularnego, odpowiedzialnego za
nieprawidlowg aktywacj¢ mielopoezy u pacjentdw z mutacjami genu CALR. Doswiadczenia na
myszach dowodza jednak, ze fenotyp choroby jest warunkowany w sposob bezposredni
obecno$cig mutacji. Dowodzi tego rozwdj typowych dla MPN Ph- zmian narzgdowych i w
zakresie hematopoezy u myszy poddanych transplantacji komorek hematopetycznych,
transfekowanych zmutowanym genem CARL [54] Wskazuje to, ze mutacja genu CALR jest
zjawiskiem wczesnym w patogenezie MPN Ph-. Te hipotezg potwierdzaja réwniez badania
metodami sekwencjonowania genomowego [34].

Na podstawie dostepnych danych szacuje si¢, ze czgsto$¢ wystepowania mutacji genu
CALR w nadptytkowosci samoistnej wynosi 25%, zas w pierwotnej mielofibrozie 35%.
Zaobserwowano, ze mutacja nie wspotwystepuje z mutacjami genow JAK2 i MPL. W grupie
JAK2-ujemnych chorych na ET i PMF czestos¢ wystepowania wymienionego defektu wynosi
odpowiednio 67% i 88% [8].
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1.5.3 Gen MPL

Gen MPL, kodujacy receptor dla trombopoeytyny (ang. MyeloProliferative Leukemia
protein), zlokalizowany jest na krétkim ramieniu chromosomu 1 (p34). Sktada si¢ z 12 egzonow
I obejmuje obszar 17 tysigcy par zasad w orientacji nici dodatniej (koordynaty 43337804-
43354464 wg sekwencji referencyjnej NC_000001.11) [55]. Gen ulega wysokiej ekspresji
niemal wylgcznie w komorkach ukladu krwiotworczego, glownie w linii ptytkotworczej [56]
Czasteczki receptora dla trombopoetyny zlokalizowane sg w obrebie blony komérkowej [57].

Biatko MPL nalezy do klasy hematopoetycznych receptorow cytokinowych o podobne;j
strukturze aminokwasowej i zblizonej funkcji w obrgbie kaskady JAK-STAT (ryc. 1 i 2).
Opisano cztery transkrypty mRNA genu MPL. Prawdopodobnie tylko 2 z nich ulegaja ekspresji
do poziomu biatka. Wieksza izoforma P jest w peli funkcjonalna. Skfada si¢ z 635
aminokwasow, kodujacych biatko o cigzarze 71 kDa i pl rownym 6,03 [58]. Krotsza izoforma
biatka MPL sktada si¢ z 579 aminokwasow i ma ciezar 65 kDa. Pozbawiona jest ona domeny
kodowanej przez egzon 10, co przypuszczalnie ogranicza jej zdolno$¢ do transdukcji sygnahu.
Obie formy bialka ulegaja jednak ekspresji rownolegle w tym samym czasie [57, 59].

W strukturze MPL  wyodrebniono trzy  domeny:  N-koncowa domeng
wewnatrzkomorkowa hydrofilowa, C-koncowa domene zewnatrzkomérkowa hydrofilowa, oraz
faczaca je domeng przezblonowg o charakterze hydrofobowym, umozliwiajacg zakotwiczenie
biatka w amfipatycznej dwuwarstwie fosfolipidowej (ryc. 6) [60]. Domena zewnatrzkomorkowa
jest odpowiedzialna za wigzanie trombopoetyny. Wyrdzniono w niej sekwencje wspdlng dla
réznych hematopoetycznych receptoréw cytokinowych [61]. Cze$¢ wewngtrzkomorkowa
odpowiada za przekazywanie sygnatu szlakiem JAK-STAT oraz za posrednictwem kinaz SRC
[57, 60]. Domena przezblonowa jest zaangazowana w dimeryzacje¢ receptora i procesy regulacji
jego aktywnosci. Wykazano, ze w obrebie tego fragmentu biatka znajdujg si¢ aminokwasy W515
oraz N505, kluczowe dla procesu aktywacji receptora. Obecno$¢ mutacji w obrgbie
wymienionych kodonow potwierdzono u chorych na MPN Ph- oraz nadptytkowos$¢ rodzinng
[60, 62].

domena zewnatrzkomdrkowa domena
— - wewnatrzkomdrkowa

NH2- aa 1 - 292 | 22 292 - 401 IEEEUEICMaa 515-635 -coon

domena przezblonowa

Rycina 6: Struktura dominujacej izoformy P ludzkiego biatka MPL [61].
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1.5.3.1 Mutacje genu MPL

W obrebie sekwencji genu MPL wyr6zniono kilka typow defektow: 1) sporadyczne
mutacje kodonu W515 (egzon 10), typowe dla nadplytkowosci samoistnej oraz pierwotnej
mielofibrozy, 2) mutacje kodonu S505 w obrgbie egzonu 9, spotykane w nadplytkowosci
rodzinnej w populacji kaukaskiej, 3) mutacje wystepujace w nadptytkowosci rodzinnej zwigzane
geograficznie z populacja negroidalng (K39N) i arabskg (P106L), 4) mutacje charakterystyczne
dla wrodzonej, amegakariocytowej trombocytopenii (CAMT), oraz 5) mutacje o nieznanej roli w
patogenezie chorob ukladu krwiotwodrczego. Zmiany wystepujagce w CAMT majg charakter
roznorodny. Ich obecno$¢ uposledza funkcje biatka MPL 1 nie prowadzi do autoaktywacji
receptora MPL [63].

Mutacje w obrebie tryptofanu w pozycji 515 przypuszczalnie zmieniajg strukture
waznego motywu aminokwasowego KWQFP, pelnigcego rolg autoinhibitora. Prawidlowa
sekwencja wymienionego motywu zapobiega spontanicznej dimeryzacji receptora MPL.
Przedstawiong hipoteze potwierdzajg wyniki badan in vitro, dokumentujace aktywacje kaskady
JAK-STAT w komorkach z mutacja W515L pod nieobecnos¢ trombopoetyny. Dowodzg one
niezaleznej od obecnosci liganda aktywacji biatka MPL [63].

1.5.4 Geny modyfikujace fenotyp MPN Ph-

Wystgpienie mutacji genow JAK2, CALR oraz MPL jest uwazane za wczesne zjawisko w
patogenezie MPN Ph-. U znacznego odsetka chorych w fazie poczatkowej nowotworow
mieloproliferacyjnych obserwuje si¢ zwykle obecnos$¢ pojedynczego klonu komorek
nowotworowych, obarczonego jedng z ww. mutacji. Wraz z postgpem choroby (stadium
fibrotyczne, transformacja blastyczna) dochodzi do ewolucji klonalnej i pojawienia si¢ kilku
klonéw komorek nowotworowych, z Klonem dominujacym: JAK2 V617F, CALR lub MPL-
dodatnim. Wykazano roéwniez, ze niektore subpopulacje komorkowe oprocz wystepowania
wymienionych mutacji cechuje takze obecno$¢ innych defektow molekularnych. Najczesciej
majg one charakter ,,mutacji modyfikujacych fenotyp choroby” (ang. ,,phenotype-modifying
mutations” /> epigenetic modifier mutations”). Wymienia si¢ wérod nich min. mutacje genow
RUNX1, ASXL1, DNMT3ATETZ2, IDH1 oraz IDH2 [64, 65].
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Mutacje genow JAK2, MPL oraz CALR sa bezposrednio zaangazowane w patogeneze¢
nowotworow mieloproliferacyjnych Filadelfia ujemnych. Ich obecno$¢ jest jednym z kryteriow
rozpoznania choroby. Z tego powodu opracowanie odpowiednich metod diagnostycznych,
stuzacych do wykrywania obecnosci defektow molekularnych w obrgbie tych gendéw jest
niezwykle wazne. W przyszlosci ocena obecnosci mutacji moze takze stuzy¢ stratyfikacji ryzyka
niepomys$lnego przebiegu choroby. W indywidualnych przypadkach odkrycie powigzan
pomiedzy wystgpowaniem poszczegdlnych mutacji a parametrami klinicznymi i laboratoryjnymi

utatwi takze diagnostyke roznicowa tej grupy chorob.

Nadrzgdnym celem pracy byta analiza czesto$ci wystepowania oraz charakteru mutacji
genéw JAK2, MPL oraz CALR u pacjentow 2z okreslonym typem nowotworu
mieloproliferacyjnego Filadelfia ujemnego.

Cele czastkowe obejmowaly:

* ocene¢ przydatno$ci wybranych technik molekularnych w diagnostyce zmian w obrebie
gendéw JAK, MPL oraz CALR

» optymalizacj¢ metod analizy ilo$ciowej obcigzenia nieprawidtowym allelem V617F genu
JAK2 oraz CALR zgodnie z rekomendacjami MPN&MPNr Euronet oraz European
Leukemia Net

 analiz¢ charakteru zidentyfikowanych defektow genetycznych u poszczegdlnych chorych
z rozpoznaniem czerwienicy prawdziwej, nadptytkowos$ci samoistnej oraz pierwotnej
mielofibrozy

» okreslenie wplywu obecnosci zaburzen molekularnych na manifestacje kliniczno-

laboratoryjng poszczegdInych nowotworow mieloproliferacyjnych Filadelfia ujemnych
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3.1. Charakterystyka grupy badanej

Czg$¢ doswiadczalng pracy doktorskiej przeprowadzono w Pracowni Biologii
Molekularnej Katedry i Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu. Badania wykonano po uprzednim uzyskaniu zgody uczelnianej Komisji Bioetycznej
(nr Uchwaty 788/14), z poszanowaniem zasad Deklaracji Helsinskie;.

Do badan zakwalifikowano 200 pacjentow, diagnozowanych i leczonych z powodu
nowotworow mieloproliferacyjnych Filadelfia-ujemnych w Katedrze i Klinice Hematologii i
Transplantacji Szpiku UM w Poznaniu w latach 2007 — 2013. We wszystkich przypadkach
rozpoznanie ustalono w oparciu o kryteria WHO opublikowane w 2008 roku [3]. Podstawg
wilaczenia chorych do badan byta kompletnos¢ zgromadzonych danych klinicznych, niezbgdnych
do prawidlowego rozpoznania choroby oraz dostepnos¢ materialu genetycznego, pobranego od
pacjenta w czasie nie pdzniejszym niz rok od momentu ustalenia ostatecznego rozpoznania.

Ocenie koncowej poddano 54 (27%) chorych na czerwienice prawdziwg, 124 (62%)
chorych na nadptytkowo$¢ samoistng oraz 22 (11%) z rozpoznaniem pierwotnego zwidknienia
szpiku. Mediana wieku pacjentow w chwili rozpoznania choroby wyniosta 56 lat (zakres 19-83

lat). 82 osoby badane stanowili mezczyzni, a 118 kobiety.

3.1.1 Analizowane parametry kliniczno-laboratoryjne

Oceniono  nastepujace  wyjsciowe parametry laboratoryjno-kliniczne:  stezenie
hemoglobiny, hematokryt, liczbe plytek, liczbe leukocytow, stezenie kwasu moczowego i
aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej w surowicy krwi. Wyniki wyrazono w jednostkach
miedzynarodowych (SI). Analizie poddano takze obecnos$¢ splenomegalii (jezeli zostata ona
potwierdzona w badaniu przedmiotowym lub w badaniach obrazowych).

Analizy molekularne przeprowadzono w odniesieniu do sekwencji nast¢pujacych genow:
kinazy Janusowej 2 (JAK2) — zmiany w obrebie egzonow 12 oraz 14, receptora dla
trombopoetyny (MPL) - zmiany sekwencji egzonu 10, a takze genu kalretukuliny (CALR) -
defekty egzonu 9. Dodatkowo w przypadku mutacji V617F genu JAK2 oraz mutacji genu CALR
wykonano analiz¢ obcigzenia nieprawidlowym allelem w komorkach jadrzastych krwi
obwodowej. W kazdym przypadku, w celu wykluczenia wspotwystgpowania subklonu BCR-

ABL-dodatniego, wykonano réwniez badanie RT-PCR na obecnos¢ tego onkogenu.
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3.2. Metody

3.2.1 Izolacja komorek jadrzastych krwi obwodowej

Materialem do badan bylo 9 ml krwi obwodowej, pozyskanej z naklucia zyly
odlokciowej. Probki pobierano do probowek typu Monovette (Sarstedt), zawierajacych
wersenian dwusodowy jako antykoagulant. Pozyskang krew rozcienczano hipotonicznym
buforem do lizy erytrocytéw (LB) w stosunku 1:4,5, a nastepnie inkubowano na lodzie przez 30
minut. W kolejnym kroku krew wirowano w temperaturze 25 stopni przez 20 minut przy
predkosci obrotowej 640 RCF. Supernantant zlewano, a otrzymany osad komorek jadrzastych
przemywano buforem lizujacym. PO ponownym zwirowaniu i usuni¢ciu supernatantu komorki

ponownie zawieszano w 1,2ml buforu LB.

3.2.2 Ekstrakcja calkowitego DNA oraz RNA

Zawiesing komorek jadrzastych przenoszono do dwoch probowek o objetosci 1,5ml typu
Eppendorf. Izolacje DNA przeprowadzano wykorzystujac 0,2ml uzyskanej zawiesiny komorek i
zestaw kolumienkowy do izolacji DNA (DNA Blood Mini Kit), zgodnie z instrukcja podang
przez producenta. Elucji DNA dokonywano, przeptukujgc kolumny 0,2ml dotgczonego buforu
AE. Izolacje RNA przeprowadzano wykorzystujagc 1ml zawiesiny komorek, ktorag nastepnie
wirowano w temperaturze 25°C przez 2 minuty przy predkoséci obrotowej 11180 RCF.
Otrzymany osad komoérkowy zawieszano w 1ml odczynnika TRIzol. Ekstrakcji RNA dokonano
zgodnie z instrukcjg podang przez producenta. Po wysuszeniu w temperaturze 65°C przez 5

minut RNA zawieszano w 15ul wody DEPC.

3.2.3 Ocena ilosSciowa i jakosciowa otrzymanych kwasow nukleinowych

Analize jakos$ciowa i iloSciowg otrzymanego DNA i RNA przeprowadzono z uzyciem
spektrofotometru kroplowego NanoDrop1000. Oceniano iloraz absorbancji A260/A230 oraz
A280/A230 w celu oszacowania odpowiednio czystosci organicznej oraz kontaminacji biatkowej
danej probki. W badanym materiale dokonywano takze pomiaru stezenia kwas6w nukleinowych.
Do dalszych analiz dopuszczono jedynie izolaty DNA o stezeniu przekraczajacym SOng/pl i
czystosci organicznej oraz biatkowej powyzej 1,6. W przypadku probek RNA przyjeto, ze
stezenie kwasu rybonukleinowego powinno wynosi¢ przynajmniej 500ng/ul, a probki powinna

cechowac czystos$¢ organiczna powyzej 1,2 oraz bialkowa powyzej 1,4.
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3.2.4 Odwrotna transkrypcja oraz ocena obecnosci onkogenu BCR-ABL metoda RT-PCR

Reakcje odwrotnej transkrypcji prowadzono z uzyciem zestawu SuperScript Vilo wedhug
instrukcji podanej przez producenta. Do reakcji wykorzystywano 2500ng pozyskanego
uprzednio RNA.

Po etapie odwrotnej transkrypcji 2ul cDNA poddawano reakcji multiplex RT-PCR na
obecnos¢ onkogenu BCR-ABL. Do amplifikacji wykorzystano odczynniki z zestawu PCR Taq
Core Kit. Jako kontrole wewnetrzng poprawnosci przebiegu reakcji stosowano gen referencyjny
ludzkiej beta-glukuronidazy GUSb. Reakcje prowadzono rownolegle dla probek badanych,
kontroli dodatniej (mieszanina transkryptow BCR-ABL el3a2, el4a2 oraz ela2), kontroli
ujemnej (cDNA osoby zdrowej) oraz kontroli bez matrycy cDNA. 5ul produktu PCR
rozdzielano na 1% zelu agarozowym wybarwionym bromkiem etydyny. Rozdziat prowadzono
przez okres 30 minut w buforze SB przy napi¢ciu 180V. Do dokumentacji rozdzialow
elektroforetycznych wykorzystywano transiluminator VL Infinity VX2 i oprogramowanie Scion
Image. Zestawienie odczynnikow oraz warunki przebiegu reakcji PCR przedstawiono w tabelach

3 oraz 4. Sekwencje starterow oligonukleotydowych PCR zestawiono w tabeli 5.

Tabela 3: Sktad mieszaniny reakcyjnej RT-PCR na obecnos$¢ onkogenu BCR-ABL

Odczynnik Objetosé [LI]
Bufor bezbarwny 10x 2,5
MgCI2 25mM 1
dNTP 10mM 0,5
BCR-b1-A 10mM 0,5
ABL-a3-B 10mM 0,5
BCR-e1-A 10mM 0,5
BCR e6s2 10mM 0,5
BCR c3a 10mM 0,5
GUS_F 10mM 0,25
GUS_R 10mM 0,25
H20 15,9
Taq (5U/pl) 01
Matryca (50ng/pl) 2
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Tabela 4: Warunki multiplex RT-PCR stosowanej do wykrywania obecnosci onkogenu BCR-ABL

Program Temperatura Czas inkubacji
1.Denaturacja wstepna 95°C 30s
2.Denaturacja 94°C 30s
3.Annealing 67°C 60s
4.Elongacja 72°C 60s
Kroki 2-4 35X
Elongacja koncowa 72°C 5min

Tabela 5: Startery oligonukleotydowe wykorzystane w multiplex RT-PCR, stosowanej w celu
oceny obecnosci onkogenu BCR-ABL

) Uwagi/wielkos$é
Lp. | Nazwa startera Sekwencja nukleotydowa . PiSmiennictwo
amplikonu

1 GUS_F 5’CCTGTGACCTTTGTGAGCAA ¥’ GUSDb : 620pz [66]
2 GUS_R 5’GTCTGCCGTGAACAGTCCA 3’
3 BCR-b1-A 5’GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC 3° BCR-ABL el3a2: 342pz

BCR-ABL el4a2: 417pz
4 ABL-a3-B 5’GTTTGGGCTTCACACCATTCC 3’ [67]
5 BCR-el-A 5’GACTGCAGCTCCAATGAGAAC 3’ BCR-ABL ela2: 521pz
6 BCR e6s2 5 GACTTACCTGAGCCACCTGGAG 3’ BCR-ABL e13a3: 168pz [68]
7 BCR c3a 5’ACGGCGAGAGCACGGACA3’ BCR-ABL el4a3: 243

3.2.5 Wykrywanie obecnosci mutacji V617F genu JAK2 metoda jakosciowa ARMS-PCR

Metoda ARMS-PCR (ang. Amplification Refractory Mutation System) jest modyfikacja

klasycznej tancuchowej reakcji polimerazy. Stosuje si¢ w niej 2 startery allelospecyficzne, jeden

komplementarny do sekwencji typu dzikiego, usytuowany w orientacji dodatniej na nici

wiodacej, drugi do sekwencji zmutowanej, znajdujacy si¢ w orientacji ujemnej na nici

opoznionej. Oba oligonukleotydy cechuje ,,niesparowanie” W pozycji -2 liczac od konca 3’. Jego

obecnos¢ zwigksza specyficznos¢ reakcji. W technice ARMS-PCR dodatkowo uzywana jest para

starterOw zewngtrznych, bedacych jednoczesnie partnerami dla starterow allelospecyficznych. W

takim ukladzie podczas amplifikacji dochodzi jednoczes$nie do syntezy produktu prawidtowego

(typu dzikiego), produktu zawierajacego mutacje (jezeli wystepuje), a takze amplikonu

kontrolnego. Schemat reakcji przedstawiono na rycinie 7.
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Rycina 7: Schemat ARMS-PCR i uktad produktéow PCR po rozdziale na zelu agarozowym. F.P —
starter ,,forward”, R.P— starter ,,reverse”, X, Y- allele badanego genu.

ARMS-PCR prowadzono z uzyciem odczynnikow PCR Taq Core Kit firmy QlAgen. Do
reakcji wykorzystywano 50ng genomowego DNA. Uzyskane produkty PCR rozdzielano na 1%
zelu agarozowym (warunki rozdziatu opisano w sekcji 3.2.4) lub stosujac elektroforeze kapilarng
QIAXxcel Screeening zgodnie z ustawieniami fabrycznymi urzadzenia. Zestawienie odczynnikow

oraz warunki PCR przedstawiono w tabelach 6 oraz 7, a sekwencje starterow

oligonukleotydowych w tabeli 8.

Tabela 6: Odczynniki wykorzystywane do ARMS-PCR, stosowanej w celu wykrywania
obecnosci mutacji V617F genu JAK2.

Odczynnik Objetosé [ul]
Bufor Coral Load 10x 2,5
MgCI2 25mM 0,5
dNTP 10mM 3
Primer FO 10mM 2,5
Primer RO 10mM 2,5
Primer Fwt 10mM 1,25
Primer Rmut 10mM 1,25
H20 10,4
Taq (5U/pl) 0,1
Matryca (50ng/pl) 1
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Tabela 7: Warunki ARMS-PCR stosowanej do wykrywania obecnos$ci mutacji V617F genu JAK2.

Program Temperatura | Czas inkubacji
1.Denaturacja wstepna 95°C 5 min
2.Denaturacja 95°C 30s
3.Annealing 60°C 30s
4.Elongacja 72°C 40s
Kroki 2-4 x30
Elongacja koncowa 72°C 5 min

Tabela 8: Startery oligonukleotydowe ARMS-PCR stosowanej do wykrywania obecnos$ci
mutacji V617F genu JAK2.

Nazwa . Uwagi /
Lp. Sekwencja nukleotydowa PiSmiennictwo
startera wielko$¢ amplikonu
JAK2-FO 5'-TCCTCAGAACGTTGATGGCAG-3;

JAK2 kontrola: 463pz
JAK2-RO 5-ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT-3'

JAK2 typ dziki: 229pz [5]
JAK2 V617F: 279pz

JAK2-Fwt | 5-GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATaTG-3

Bl W N

JAK2-Rmt | 5-GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAaAA-3’

3.2.6 Ilosciowa ocena obciazenia allelem V617F genu JAK2 z uzyciem metody AS RQ-PCR

Metoda AS RQ-PCR (ang. Allele Specific Real-Time Quantitative PCR) do iloSciowej
oceny obcigzenia allelem V617F genu JAK2 jest modyfikacja klasycznej reakcji RQ-PCR. W
reakcji ocenie podlega jednoczesnie liczba kopii czagsteczek DNA JAK2 typu dzikiego oraz
czasteczek z obecng mutacjg V617F. Metoda pozwala na odrebng ocene liczby kopii dla obu
alleli przy zachowaniu identycznej Kkinetyki zachodzacych reakcji. Jest to mozliwe dzieki
wykorzystaniu wspolnej sondy molekularnej typu TagMan, jednego wspdlnego startera oraz
dwdoch starterow o tej samej wielkos$ci, lokalizacji i orientacji, r6znigcych si¢ jednak koncowym

nukleotydem 3°. Ideowy schemat tak prowadzonej reakcji przedstawia rycina 8.

FAM TAMRA

N—/

-

" il
JAK2 exon 14 -

‘ VFor WT

Rycina 8: Schemat AS RQ-PCR. Kolorem zielonym oznaczono sonde¢ molekularng typu
TagMan, kolorem czerwonym dwa startery dla wariantow JAK2 typu dzikiego i V617F [1].
FAM — 6-karboksyfluoresceina, TAMRA — karboksytetrametylorodamina.
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Oznaczenia AS RQ-PCR przeprowadzano wedluig tzw. protokolu Larsena z uzyciem

odczynnikow PCR Taq Core Kit firmy QIAgen [1]. Do reakcji wykorzystywano 50ng

genomowego DNA. Amplifikacje przeprowadzano z uzyciem termocyklera Real-Time PCR

QIAgen Rotorgene Q. Zestawienie odczynnikow oraz warunki PCR przedstawiono w tabelach 9.

oraz 10. Sekwencje starteréw oligonukleotydowych przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 9: Odczynniki wykorzystywane do AS RQ-PCR wg zmodyfikowanego protokotu
Larsena [1]

Odczynnik Objetosé [LL1]
Bufor bezbarwny 10x 2,5
MgCI2 25mM 0,5
dNTP 10mM 3
Larsen_F 10mM 0,75
Larsen Rwt lub Larsen Rm 10mM 0,75
Sonda Larsen_P 0,5
H20 8,9
Taqg (5U/ul) 0,1
Matryca (5ng/pl) 10

Tabela 10 Warunki AS RQ-PCR wg protokotu Larsena

Program Czas Temperatura (°C) Liczba cykli
Denaturacja 10 minut 95 1
wstepna
Denaturacja 15 sekund 95 50
Amplifikacja 60 sekund 60

Tabela 11 Startery oligonukleotydowe wykorzystane do iloSciowej analizy obcigzenia allelem

V617F genu JAK2

Nazwa sondy/ ] Uwagi / PiSmien-
Lp. Sekwencja nukleotydowa .
startera wielko$¢ amplikonu nictwo
1 Larsen_F 5-CTTTCTTTGAAGCAGCAAGTATGA-3’
2 Larsen_Rwt 5’-GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAC-3’ JAK2 typ dziki: 101pz
3 Larsen_Rmut 5’>-GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACATAA-3’ JAK2 V617F: 101pz [1]
5’-Fam-
4 Larsen_P | TGAGCAAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT-Tamra-

3’
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3.2.7 Wykrywanie obecnosci mutacji JAK2 w obrebie egzonu 12 metoda
wysokorozdzielczej analizy krzywych topnienia

Ocena obecnosci mutacji z wykorzystaniem metody wysokorozdzielczej analizy
krzywych topnienia (HRMA) polega na amplifikacji fragmentu DNA =z udzialem
niespecyficznego barwnika fluorescencyjnego o wysokim powinowactwie do dwuniciowego
DNA. Po zakonczonej PCR nastgpuje etap powolnego podgrzewania (0,1°C/1 sekunde)
wysyconego barwnikiem dwuniciowego produktu amplifikacji. Podczas podwyzszania
temperatury dochodzi do stopniowego rozplatania si¢ nici DNA. Fragment DNA ulega
denaturacji z chwilg osiggnigcia tzw. temperatury topnienia (Tm). Przejawia si¢ to naglym
spadkiem intensywnos$ci fluorescencji, wywotanym uwolnieniem zwigzanego barwnika przez
rozplatajace si¢ nici matrycy. Nalezy nadmieni¢, ze temperatura topnienia jest specyficzna dla
okreslonej czasteczki DNA 1 ma zwigzek z jej dlugoscig oraz sekwencja nukleotydowg. W
zwigzku z tym kazda zmiana w strukturze czasteczki (mutacja lub polimorfizm) wywotuje
zmiany w profilu topnienia w stosunku do matrycy referencyjnej. Dynamike spadku
fluorescencji w czasie trwania reakcji mozna zobrazowa¢ w postaci pochodnej spadku
fluorescencji po czasie (tzw. krzywej topnienia) i porowna¢ dla kazdej z badanych préb.
Wszelkie odchylenia od wzorcowego przebiegu krzywej moga §wiadczy¢ o obecnosci w probce
mutacji lub polimorfizmu [69].

Metode HRMA cechuje wysoka czuto$¢ detekcji mutacji, okreslana na od 1 do 5%
zawarto$ci nieprawidtowego allelu. W celu zwigkszenia specyficznosci reakcji HRMA wykonuje
si¢ ja w trzech powtdrzeniach, a kazdy stwierdzony nietypowy wynik weryfikuje si¢ metoda
sekwencjonowania sangerowskiego. Schemat reakcji HRMA oraz przyklad analizy krzywych

topnienia przedstawia rycina 9.
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Rycina 9: Przebieg reakcji HRMA

A: Schemat Kinetyki reakcji HRMA, obrazujacy postep denaturacji produktu PCR i rownoczesny

spadek fluorescencji w czasie podwyzszania temperatury.

B: Znormalizowany wynik reakcji HRMA na obecno$¢ mutacji JAK2 w obrebie sekwencji egzonu
12. Probki typu dzikiego oznaczono kolorem zielonym, polimorfizm rs10974944 kolorem
pomaranczowym, mutacje JAK2 egzonu 12 @.1627_1632del oraz g.1624-1629del (p.H538-

K539insL oraz E543-D544del) odpowiednio kolorami niebieskim i czerwonym.

Potwierdzenia obecnosci mutacji w obrebie egzonu 12 genu JAK2 dokonywano
wykorzystujac zestaw Bioline HRM Sensimix na aparaturze QIAgen Rotorgene Q. Dla
zapewnienia wysokiej specyficznosci, reakcje przeprowadzano w trzech powtorzeniach.
Normalizacj¢ wykonano w oparciu o oprogramowanie urzadzenia Rotorgene Q. Zakresy

normalizacji obejmowaty temperatury 71-72°C oraz 82-83°C. W analizie statystycznej jako prog

ufnosci dla wariantu typu dzikiego przyjeto wartos¢ 90%.

Zestawienie odczynnikow oraz warunki PCR przedstawiono w tabelach 12 oraz 13

Sekwencje starteréw oligonukleotydowych podano w tabeli 14.

Tabela 12: Odczynniki wykorzystywane do PCR do analizy obecno$ci mutacji w obrebie egzonu

12 genu JAK2
Odczynnik Objetosé [l
Bufor 5x 2
Barwnik Eva Green 1
MgCI2 25mM 0,4
hrm JAK2-F 10mM 0,3
hrmJAK2-R 10mM 0,3
H20 2
Matryca (25ng/pl) 1
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Tabela 13: Warunki reakcji HRMA do analizy obecnosci mutacji JAK2 egzonu 12.

Program Temperatura Czas Uwagi
1.Denaturacja wstepna 95°C 10 minut
2.Denaturacja 95°C 15 sekund
4.Elongacja 60°C 15 sekund Odczyt kanatu zielonego
Kroki 2-4 x40
HRM 60-92°C 0,1°C/ 1 sekunda

Tabela 14: Startery oligonukleotydowe wykorzystane do analizy obecno$ci mutacji w obrgbie
egzonu 12 genu JAK2.

Nazwa . Uwagi / PiSmien-
Lp. Sekwencja nukleotydowa . .
startera wielkosé amplikonu nictwo
1 | hrmJAK2-F 5' ACCAACCTCACCAACATTACAGAG 3' JAK2 typ dziki: 184pz
JAK?2 allel zmutowany: [69]
2 | hrmJAK2-R | 5 AAAAGGACAAAAAAGACAGTAATGAGTATC 3 | rosna w zalesnosci od

typu mutacji

3.2.8 Wykrywanie obecnosci innych niz V617F zmian sekwencji nukleotydowej w obrebie
egzonu 14 genu JAK2 metodg HRMA

W celu identyfikacji obecno$ci rzadkich mutacji JAK2 egzonu 14 zaprojektowano

dodatkowa pare starterow PCR przy pomocy oprogramowania Primer Select z pakietu

LaserGene 10. Warunki reakcji HRMA oraz sklad odczynnikowy mieszaniny PCR byly takie

same jak w przypadku analizy obecno$ci mutacji egzonu 12 genu JAK2 (podrozdziat 3.2.7).

Sekwencje starterow zawarto w tabeli 15.

Tabela 15: Startery oligonukleotydowe wykorzystane do analizy obecnosci mutacji w obrebie
egzonu 14 genu JAK2.

Nazwa ] Uwagi / Pi$mien-
Lp. Sekwencja nukleotydowa .
startera wielkos¢ amplikonu nictwo
1 JAK?2x14-F 5 GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCA 3 JAK2 typ dziki: 87pz Metodyka
JAK2x14-R 5' GCAAGTATGATGAGCAAGCTTT 3 JAK? allel zmutowany: 87pz wilasna
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3.2.9 Analiza obecnosci mutacji w obrebie egzonu 10 genu MPL metoda HRMA

Weryfikacje obecnosci defektéw genu MPL w obregbie egzonu 10 przeprowadzono z
wykorzystaniem zestawu Bioline HRM Sensimix 1 aparatu QIAgen Rotorgene Q. W celu
zapewnienia wysokiej specyficznosci reakcje wykonywano w trzech powtoérzeniach.
Normalizacj¢ przeprowadzano w oparciu o oprogramowanie urzgdzenia Rotorgene Q. Zakresy
normalizacji obejmowaty temperatury 80-81°C oraz 85-86°C. W analizie statystycznej jako prog
ufnosci dla wariantu typu dzikiego przyjeto wartos¢ 95%.

Zestawienie odczynnikow oraz warunki PCR przedstawiono w tabelach 16 oraz 17.

Sekwencje starterow oligonukleotydowych podano w tabeli 18.

Tabela 16: Sktad mieszaniny reakcyjnej stosowanej do analizy obecnosci defektow
molekularnych w obrebie egzonu 10 genu MPL.

Odczynnik Objetosé [LI]

Bufor 5x 2
Barwnik Eva Green 1

MgCI2 25mM 0,4

hrm MPL-F 10mM 0,3

hrm MPL-R 10mM 0,3
H20 2
Matryca (25ng/ul) 1

Tabela 17: Warunki reakcji HRMA wykorzystywanej w celu oceny obecnos$ci mutacji genu MPL
w obrebie egzonu 10.

Program Temperatura Czas Uwagi
1.Denaturacja wstepna 95°C 10 minut
2.Denaturacja 95°C 15 sekund
4.Elongacja 60°C 15 sekund Odczyt kanatu zielonego
Kroki 2-4 x40
HRM 60-92°C 0,1°C/ 1 sekunda

Tabela 18: Startery oligonukleotydowe wykorzystywane do analizy obecno$ci defektow
molekularnych genu MPL w obrgbie egzonu 10.

Nazwa ] Uwagi / Pi$mien-
Lp. Sekwencja nukleotydowa )
startera wielkos¢ amplikonu nictwo
1 | hrm MPL-F 5 TAGCCTGGATCTCCTTGGTG 3' MPL typ dziki: 107pz [70]
2 | hrm MPL-R 5 GCGGTACCTGTAGTGTGCAG 3' MPL allel zmutowany: 107pz
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3.2.10 Wykrywanie obecnos$ci mutacji genu CALR w obrebie egzonu 9 metodg HRMA

Wykrywanie obecno$ci mutacji genu CALR w obrgbie egzonu 9 metoda HRMA
przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu Bioline HRM Sensimix na aparaturze QIAgen
Rotorgene Q. Reakcje wykonywano w trzech powtorzeniach dla zapewnienia wysokiej
specyficznosci. Normalizacj¢ przeprowadzono w oparciu o oprogramowanie urzadzenia

Rotorgene Q. Zakresy normalizacji obejmowaty temperatury 80-81°C oraz 85-86°C. W analizie

statystycznej jako prog ufnosci dla wariantu typu dzikiego przyjeto wartos¢ 95%.

Zestawienie odczynnikéw oraz warunki reakcji PCR przedstawiono w tabelach 19 oraz

20. Sekwencje starterow oligonukleotydowych podano w tabeli 21.

Tabela 19: Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystywanej do analizy obecno$ci mutacji genu

CALR w obrebie egzonu 9.
Odczynnik Objetosé [ul]

Bufor bezbarwny 10x 2,5

MgCI2 25mM 1
dNTP 10mM 0,5

Q solution 5x 5
DMSO 1,2
CALR-F 0,5
CALR-R 0,5
H20 12,7
Taq (5U/ul) 0,1

Matryca (5ng/pLl) 1

Tabela 20: Warunki reakcji HRMA stuzacej do analizy obecnosci mutacji genu CALR w obrebie

egzonu 9.
Program Temperatura Czas Uwagi
1.Denaturacja wstepna 95°C 10 minut
2.Denaturacja 95°C 15 sekund
4.Elongacja 60°C 15 sekund Odczyt kanatu zielonego
Kroki 2-4 x40
HRM 60-92°C 0,1°C/ 1 sekunda
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Tabela 21: Startery oligonukleotydowe wykorzystane do analizy obecnos$ci mutacji genu CALR
w obrebie egzonu 9

Nazwa . Uwagi / PiSmien-
Lp. Sekwencja nukleotydowa .
startera wielko$¢ amplikonu nictwo
1 CALR-F 5' GGCAAGGCCCTGAGGTGT 3 CALR typ dziki: 265pz
CALR allel zmutowany: [8]
2 CALR-R 5'GGCCTCAGTCCAGCCCTG 3 rozna w zaleznoéei od
typu mutacji

3.2.11 Pélilosciowa ocena obcigzenia nieprawidlowym allelem CALR egzonu 9 metoda
elektroforezy kapilarnej

W celu okreslenia typu mutacji oraz pothilosciowej oceny obcigzenia nieprawidlowym
allelem genu CALR przeprowadzano elektroforeze kapilarng (ang. CE, capillary electrophoresis)
produktow HRM z wykorzystaniem urzadzenia QIlAgen QIAxcel. Mutacje genu CALR
najczegsciej majg charakter defektow insercyjno-delecyjnych, dlatego mozliwe jest ich
odroznienie od typu dzikiego na podstawie elektroforegramu o wysokiej rozdzielczosci. Podczas
analiz postuzono si¢ kasetag QIAxcel High Resolution, ktora pozwala na rozdziat produktow
amplifikacji o wielkosci 50-1000pz z rozdzielczoscig do 3pz. Wynik elektroforezy ma forme
wirtualnego zelu oraz zestawu elektroforegraméw. Dotaczone do urzadzenia oprogramowanie
umozliwia procentowg oceng poétilosciowg zawartosci okre$lonego produktu PCR w ocenianej
probece. W tym celu obliczana jest catka oznaczona z pola pod krzywa piku w elektroforegramie
(tzw. analiza AUC, ang. Area Under the Curve). Analiz¢ takg przeprowadzono dla wszystkich
probek, w ktorych stwierdzono nietypowy profil topnienia metoda HRMA.

Przyktadowy wynik analizy CE w probce zawierajagcej mutacje genu CALR

przedstawiono na rycinie 10.
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A B
i M| 31 2 3 1 WT
3,000 4,000 5,000 6,000 7000 | _
3,000 4,000 5,000 6,000 7,000

Rycina 10 Rozdziat produktéw amplifikacji badanego fragmentu genu CALR metodg elektroforezy
kapilarnej

A: Poréwnanie elektroforegramow probki typu dzikiego oraz probki z obecng mutacja CALR

(typu 2).

B: Wirtualny Zel obrazujacy roznice w rozdziale elektroforetycznym produktow amplifikacji
CALR typu dzikiego (WT) oraz czterech roznych mutacji (typ 1,2,3 oraz 31). Symbolem M
oznaczono molekularny marker wielkosci.

3.2.12 Charakterystyka typéw mutacji genow JAK2, CALR oraz MPL metoda
sekwencjonowania sangerowskiego

Sekwencjonowanie gendw metoda Sangera jest obecnie uwazane za referencyjna
technike stuzaca do detekeji i charakteryzowania mutacji w genetyce medycznej. Pozwala ona na
zdefiniowanie mutacji o nieznanym charakterze, zaro6wno zmian typu substytucji jak i mutacji
insercyjno-delecyjnych. Jest wigc szczegdlnie przydatna do poszukiwania zmian genetycznych
lokalizujacych si¢ w roznych pozycjach nukleotydowych tego samego egzonu. Do takich mutacji
nalezg defekty genéw CALR, MPL oraz JAK2. Uwaza si¢, ze techniki przesiewowe, takie jak
HRMA oraz CE, moga jedynie sugerowac obecno$¢ mutacji. W wigkszosci przypadkow nie
pozwalaja one bowiem na okres$lenie ich rodzaju. Wada sekwencjonowania sangerowskiego jest
z kolei niska czuto$¢ detekcji w porownaniu z technikg HRMA, szacowana jedynie na 10-20%
zmutowanego allelu [71].

Do analizy metoda sekwencjonowania wykorzystano produkty amplifikacji uzyskane
technikg HRMA. 30ul probki otrzymanej w wyniku potaczenia objgtosci trzech powtdrzen
reakcji HRM oczyszczano przy pomocy zestawu QIAgen QIAquick PCR Purification Kit
zgodnie z instrukcja podang przez producenta. Koncowsa elucj¢ przeprowadzano stosujac 25ul

buforu EB, dolaczonego do zestawu. W celu okres$lenia wydajnosci tak przeprowadzonego
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procesu oczyszczania, probki poddawano kazdorazowo elektroforezie na 1% zelu agarozowym
(warunki procesu rozdzialu opisano w podrozdziale 3.2.4).

Sekwencjonowanie metoda Sangera wykonywano w Wydzialowej Pracowni
Sekwencjonowania przy Wydziale Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu.
Znakowanie wykonano z zastosowaniem zestawu BigDye Terminator Kit v3.1 (Applied
Biosystems). Uzyskane w ten sposob probki poddawano reamplifikacji z wykorzystaniem tych
samych starterow PCR, ktorych uzywano podczas reakcji HRMA (podrozdziaty 3.2.7-3.2.9).

Analizg sekwencji przeprowadzono z uzyciem modulu SeqMan aplikacji Lasergene 8.
Otrzymane sekwenogramy porownywano, korzystajac z odpowiedniej sekwencji referencyjnej
(tabela 22). Obecno$¢ mutacji/polimorfizmu uznawano za pewng, jezeli uzyskana sekwencja
roznila si¢ od sekwencji referencyjnej, oraz jesli zmiana wystepowala zarowno w odczycie ze
startera forward jak i ze startera reverse. Mutacje opisywano w notacji nukleotydowej oraz
aminokwasowej zgodnie z wytycznymi Human Genome Variation Society na rok 2014.
Zidentyfikowane mutacje porownywano z repozytorium nowotworowych zmian somatycznych
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations In Cancer) [48]

Tabela 22 Sekwencje referencyjne ludzkiego genomu, wykorzystane do identyfikacji mutacji w
programie SegMan.

Lp | Nazwa Sekwencja referencyjna Zakres nukleotydow Obowigzujgca wersja
genu sekwencji

1 JAK2 NG_009904.1 5001..147939 3.05.2014

2 MPL NG_007525.1 5001..21661 29.07.2014

3 CALR NG_029662.1 5001..10891 05-07-2014

3.2.13 Interpretacja wynikow badan molekularnych

W przypadku oznaczen molekularnych mutacji V617F genu JAK2 za wynik dodatni
uznawano potwierdzenie jej obecnosci w probee analizowanej metoda jakosciowa. W przypadku
pozostatych oznaczen przyjeto, ze wynik oceny nalezy uzna¢ za dodatni, jezeli obecnos¢ defektu

zostanie potwierdzona za pomoca metody HRMA i/lub elektroforezy kapilarne;j.
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3.3 Odczynniki i aparatura badawcza

3.3.1 Wykaz uzytych odczynnikow

Tabela 23: Wykaz uzytych odczynnikow

L.p. | Pelna nazwa odczynnika Producent

1 Agaroza SIGMA-ALDRICH
BioReagent low EEO

2 Alkohol izopropylowy MERCK

3 Alkohol etylowy 96% MERCK

4 Chlorek amonu MERCK

5 Chloroform MERCK

6 Dimetylosulfotlenek SIGMA-ALDRICH

7 QlAamp DNA Blood Mini Kit QIAGEN

8 EvaGreen HRM Dye Biotium

9 GelStar LONZA

10 | Kwas borowy MERCK

11 | QIAxcel High Resolution Cartridge QIAGEN

12 | QIAxcel Alignment Marker 1000bp QIAGEN

13 | QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN

14 | Sensimix HRM Kit Bioline

15 | Sondy typu TagMan Genomed

16 | Startery oligonukleotydowe Genomed

17 | Superscript VILO Life Technologies

18 | Tag PCR Core Kit QIAGEN

19 | TRIzol Life Technologies

20 | Wersenian dwusodowy SIGMA-ALDRICH

21 | Woda dejonizowana MILIPORE

22 | Woda dietylopiranoweglanowana, Life Technologies
wolna od RNA-z

23 | Wodorotlenek sodu MERCK

24 | Wodoroweglan potasu SIGMA-ALDRICH
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3.3.2 Wykorzystywana aparatura

Tabela 24: Wykorzystywana aparatura

MATERIAL I METODY

L.p. | Nazwa urzadzenia Funkcja Producent

1 | DELFIN AG10 Aparat do elektroforezy DNA Gdarisk
agarozowej

2 Mastercycler EP Gradient S | Termocykler Eppendorf

3 Multipette X-Stream Dyspenser elektroniczny Eppendorf

4 NanoDrop ND-1000 Spektrometr kroplowy THERMO Scientific

QlAXcel Sys?em d(_) elektroforezy QIAGEN

kapilarnej
Termocykler do RQ-PCR

6 Rotorgene Q oraz analizy HRM QIAGEN

7 Thermomixer Comfort Blok grzewczy Eppendorf

8 Wirdéwka Universal 32R Wirdéwka Hettich

9 Wirdéwka Universal 320R Wirdéwka Hettich

10 | VL Infinity VX2 Transiluminator Vilber Lourmat

3.3.3 Bufory sporzadzone samodzielnie

Tabela 25: Bufory sporzadzone samodzielnie

L.p. | Nazwa buforu | Skladnik Molarnos¢
Chlorek amonu 155mM
. Bufor lizujacy Wodoroweglan potasu 10mM
' LB stezony 10x EDTA 0,1mM
H,0 dejonizowana do objetosci koncowej
Kwas boro 730mM
Bufor do Wy
2 elektroforezy Wodorotlenek sodu 50mM
SB stezony 20x | H,0 dejonizowana do objetosci koncowe;
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3.3.4 Materialy referencyjne i standardy molekularne

Tabela 26: Materiaty referencyjne i standardy molekularne

MATERIAL I METODY

L.p. | Typ materialu referencyjnego Wytworca
Kontrola amplifikacji genu BCR-ABL - mieszanina

1 Wykonano we wlasnym zakresie
transkryptow e13a2, el4a2 oraz ela2

) Materiat referencyjny JAK2 V617F- DNA linii Laboratorium Referencyjne
komorkowej UKE-1 MPN&MPNTr Euronet, Vejle, Dania

3 Materiat referencyjny CALR z mutacja typu 1 : DNA
pacjenta rozcienczone do 5% obcigzenia allelem Wykonano we wiasnym zakresie

4 Materiat referencyjny CALR z mutacja typu 2 : DNA
pacjenta rozcienczone do 5% obcigzenia allelem Wykonano we wiasnym zakresie
Materiat referencyjny JAK2 egzonu 12: polimorfizm

5 SNP rs10974944 rozcienczony do 5% obcigzenia Wykonano we wlasnym zakresie
allelem

6 Materiat referencyjny MPL W515L, obcigzenie Laboratorium Referencyjne
allelem 5% MPN&MPNTr Euronet, Vejle, Dania

. Materiat referencyjny MPL W515K, obcigzenie Laboratorium Referencyjne
allelem 5% MPN&MPNTr Euronet, Vejle, Dania
Materiat referencyjny typu dzikiego — mieszanina _

8 ) Wykonano we wlasnym zakresie
DNA zdrowych dawcow szpiku

9 Referencyjny zestaw odczynnikéw do oceny Laboratorium Referencyjne
obcigzenia allelem JAK2 V617F metoda Larsena MPN&MPNTr Euronet, Vejle, Dania

10 Zestaw standardow kalibracyjnych do oceny Laboratorium Referencyjne
obciazenia allelem JAK2 V617F MPN&MPNTr Euronet, Vejle, Dania
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3.4 Analiza statystyczna wynikow

Analiza statystyczna zostala wykonana z uzyciem oprogramowania Statsoft Statistica w

wersji 10.0 oraz Microsoft Excel 2010.

Znaczng czg¢$¢ zebranych wynikéw badan eksperymentalnych cechowat rozktad odbiegajacy od

rozktadu normalnego, stagd w analizach wykorzystano nast¢pujace testy statystyczne:

nieparametryczny test ANOVA Kruskal-Wallis
testy post-hoc metoda wielokrotnych porownan srednich rang
test U Manna-Whitneya

test korelacji rang Spearmana.
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4.1. Charakterystyka kliniczno-laboratoryjna grupy badanej

W calej grupie badanej stwierdzono wystepowanie duzych rdéznic w zakresie
nastgpujacych parametrow: hematokrytu, stg¢zenia hemoglobiny, liczby plytek krwi oraz
leukocytow, co zwigzane bylo ze zréznicowang manifestacja kliniczng MPN. Szczegotowe

zestawienie warto$ci analizowanych parametréw w grupie badanej przedstawia tabela 27

Tabela 27: Charakterystyka grupy badanej pod katem ocenianych podstawowych parametrow

kliniczno-laboratoryjnych.

o Pierwotne
. Czerwienica Nadplytkowos¢
Analizowany parametr . . zwléknienie Cala grupa
prawdziwa samoistna .
szpiku
Liczba pacjentow [%] 54 (27) 124 (62) 22 (11) 200 (100%6)
Mezczyzni/kobiety, n (%M//%K) 25/29 (46/54) 44/80 (36/64) 13/9 (59/41) | 82/118 (41/59)
Mediana wieku w momencie diagnozy (zakres) 58,5 (19-83) 55,5 (23-83) 56 (24-78) 56 (19-83)
Srednie stezenie hemoglobiny [mmol/I] 11,04 (4,3- 6,46 (3,89- 9,24 (3,89-
8,94 (6,08-12)
(zakres) 13,84) 8,3) 13,84)
Sredni hematokryt [%] (zakres) 54 (31-70) 43 (28-59) 30 (18-38) 44 (18-70)
. . a0 204,5 (59-
Mediana liczby ptytek krwi [107/1] (zakres) 423 (112-1178) 791,5 (164-2080) 1302) 658,5 (59/2080)
. . 9 8,7 (1,6-
Mediana liczby leukocytow [107/1], (zakres) 10,5 (1,6-49,2) 9,9 (31,28,8) 83.4) 9,9 (1,6-83,4)
Normosplenizm/splenomegalia (%
. 32/22 (41) 102/22 (18) 5/17 (77) 139/61 (30)
splenomegalii)
Aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej w 700 (183-
340 (161-818) 262 (152-637) 361 (152-2730)
osoczu [U/l] 2730)
362 (126-
Stezenie kwasu moczowego w osoczu [umol/l] | 336 (160-558) 306 (143-636) 674) 319 (124-674)
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4.2. Analiza obecnosci mutacji i obciazenia nieprawidlowym allelem

Wszystkie probki pochodzace od pacjentow zostaly poddane badaniu metodami
molekularnymi na obecno$¢ mutacji genow JAK2, MPL oraz CALR oraz analizie obcigzenia
nieprawidlowym allelem w odniesieniu do JAK2 V617F oraz defektow genu CALR. Ze wzgledu
na sporadyczne wystepowanie mutacji JAK2 egzonu 12 oraz mutacji MPL egzonu 10 i trudnos$ci
metodologiczne, nie bylo mozliwe wykonanie analogicznych oznaczen ilosciowych w ich
przypadku.

W ocenianej grupie pacjentow potwierdzono wystgpowanie 131 mutacji V617F w
obrebie egzonu 14 genu JAK2, 3 mutacji delecyjnych w obrebie egzonu 12 genu JAK2, 26
mutacji genu CALR oraz 2 mutacji genu MPL w obrgbie kodonu WS515. Nie stwierdzono
obecnos$ci innych niz V617F defektow w obrgbie egzonu 14 genu JAK2. U zadnego z chorych
nie potwierdzono wspotwystepowania kilku mutacji.

U o0s6b z obecnoscig defektu V617F genu JAK2 srednie obcigzenie allelem wyniosto
17%, natomiast w przypadku mutacji genu CALR 34% ($rednia dla wszystkich typow mutacji).

Szczegotowe zestawienie wykrytych defektow molekularnych przedstawiono w tabeli 28

Tabela 28: Szczegdtowe zestawienie defektow molekularnych, ktérych obecnos¢ potwierdzono
w grupie badanej.

Cala Wartos$¢é Srednia
Gen | Eazon Mutacja Zmiana na PV, | ET, | PMF, grupa obcigzenia
g poziomie biatka | (n) | (n) (n) badana allelem, %
(n) (zakres)
JAK2 14 0.1849G>T V617F 52 | 72 8 131 35 (3-97)
12 g.1627_1632 del E543_D544del 1 0 0 b/d
g.1624-1629 del N542_ E543del 1 0 0 b/d
MPL 10 0.1544G>T W515L 0 1 1 2 b/d
0.1092_1143del
L367fs 0 8 5 13 42 (2-60
(typ1) (2-60)
g.1154 1155insTTGTC K385fs 0 6 3 9 36 (12-76)
(typ 2)
0.1095_1140del
K368fs 0 2 0 2 27 (13-42
CALR| 9 (typ 3) (13-42)
0.1151A>G;
1154 1155insTTGTC K385fs 0 1 0 1 19
(typ 31)
g.1154delinsCTTGTC K385fs 0 1 0 1 35
(typ 34)
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4.2.1 JakoS$ciowa i ilo§ciowa ocena mutacji JAK2 V617F

4.2.1.1 Optymalizacja jakoSciowych i iloSciowych oznaczen molekularnych

Obecnos¢ mutacji V617F genu JAK2 §ledzono wykorzystujagc metode ARMS-PCR.
Optymalizacje st¢zen starterOw oraz okreslenie progu detekcji metody przeprowadzono
wykonujac seri¢ dwukrotnych rozcienczen materiatu referencyjnego pochodzacego z linii
komorkowej UKE-1. DNA referencyjny UKE-1, zawierajacy 100% zmutowanego allelu JAK2,
rozcienczano w DNA typu dzikiego o tym samym st¢zeniu 50ng/pl. Otrzymano seri¢ 8
rozcienczen: 1:2 (50%), 1:4 (25%), 1:8 (12,5%), 1:16 (6,25%), 1:32 (3,13%), 1:64 (1,56%) oraz
1:128 (0,78%). Prog detekcji testu okreslono metodg wizualng porownujac 2 metody:
elektroforeze kapilarng Qiaxcel HR oraz elektroforezg agarozows z barwnikiem GelStar.

Wyniki otrzymane obiema metodami byty zbiezne — ostatnim rozcienczeniem, w ktorym
udalo si¢ wykaza¢ obecno$¢ mutacji byto rozcienczenie 32-krotne, odpowiadajgce obecnosci oK.

3% allelu V617F. Wynik procesu optymalizacji przedstawiono na rycinie 11

S e SR - T S .
Prazek kontrol \ '
razek kontrolny = m el 4 L
Mutacja V617F : —— —
Rozcleficzenie 100% 50% 25% 125% 6,25% |3,125% [1,56% 0,78% 0%
DNAz allelem V617F -

Rycina 11: Wyniki procesu optymalizacji zastosowanej metody ARMS-PCR.
Elektroforeza produktéw PCR w zelu agarozowym. Kolorem czerwonym zaznaczono

najwyzsze rozcienczenie, pozwalajagce na potwierdzenie obecnos$ci mutacji V617F genu
JAK2.

W celu walidacji stosowanej metody oceny obcigzenia nieprawidlowym allelem JAK2
poréwnano dwie techniki analizy ilosciowej RQ-PCR, wg Lipperta [72] oraz wg Larsena [1].
Poréwnania dokonano wykorzystujac materiaty referencyjne zawierajace znang liczbg kopii
DNA typu dzikiego oraz zmutowanego w pozycji V617F genu JAK2. Analizowano parametry
zmiennos$ci uzyskanych wynikéw (sredni wspotczynnik zmiennosci dla serii trzech pomiarow w
trzech powtorzeniach) oraz ich dokladnosci wobec wartosci deklarowanych, wyrazong jako
srednia niepewno$¢ pomiaru wobec wyniku referencyjnego. Wyznaczano takze czulo$¢ i
specyficznos¢ obu reakcji na podstawie amplifikacji 100% DNA typu dzikiego (WT) w reakcji
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specyficznej dla mutacji V617F genu JAK2. Czulo$¢ zdefiniowano jako warto$¢ pozornego
obcigzenia nieprawidlowym allelem w probce nie zawierajacej mutacji, za$ specyficznos$é jako

10-krotnos¢ tej wielkosci [73, 74]. Wyniki tego porownania zestawiono w tabeli 29.

Tabela 29: Wyniki poréwnania dwoch metod analizy obcigzenia allelem V617F genu JAK2.

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Probka WT Srednia | Niepew-

Vi (Srednia/ (Srednia/ (Srednia/ (Srednia/ zmien- nosé¢ Czu- | Specyfi-

etoda
odchylenie odchylenie odchylenie odchylenie nosé¢ pomia- los¢ czno$é
standardowe) | standardowe) | standardowe) standardowe) [9%6] ru [%]

i 19,26 32,74 3,31 0,81

Lippert | 1546 | 18:67 | 33'5 | 8296 | S, | 328 | o | 07 2,5 22 07 7
18,87 (0.29) 33,03 (0,20) 3,08 (0.18) 0,72 (0.13)
15,61 28 2,59 0,0001

Larsen | 1434 105’9326 2814 | 28 | 1,74 g'g 0,0002 (ggggg) 87 34 | 00002 | 0,002
16,13 | (092) | 2827 219 | ©043) | o002 | ©

Wartos¢é

deklaro- 16 28 2 0

wana

Do dalszych analiz wybrano metode wg Larsena z uwagi na jej duzo wyzsza dokladno$é,
czulos¢ 1 specyficznos$¢ pomiarow.

We wszystkich analizowanych przypadkach do oceny obecnosci mutacji JAK2 V617F
wykorzystano zaréwno metode ilosciowa, jak i jakosciowa. Nalezy zaznaczy¢, ze zastosowang
metode iloSciowa, w porownaniu z metoda jakosciowa, cechuje wielokrotnie wyzsza czuto$¢

(0,002% vs 3%). Mimo to wyniki uzyskane za pomocg obu metod byly catkowicie zgodne.

4.2.1.2 Miedzynarodowa standaryzacja oceny obcigzenia allelem JAK2 V617F

W celu uzyskania mozliwie najwyzszej wiarygodno$ci pomiardw obcigzenia allelem
JAK2 V617F dwukrotnie poddano je mi¢dzynarodowej walidacji. Przeprowadzono jg w latach
2013 oraz 2014 we wspotpracy ze stowarzyszeniem MPN&MPNr Euronet. W obu rundach
standaryzacyjnych uzyskano wysoka zgodno$¢ z warto$ciami zadeklarowanymi przez dunski
osrodek referencyjny. Wyniki pierwszej rundy kontroli jako$ci zaprezentowano na kongresach

migdzynarodowych [75, 76]. Wyniki drugiej rundy kontroli jakosci przedstawiono na rycinie 12.
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Sample Your result Mean ddPCR z-score Performance status

S$1 3.9 4.1 4.6 -0.1 Satisfactory
s2 19 20 22 -0.1 Satisfactory
S3 0.1 0.1 0.1 -0.3 Satisfactory
S4 63 62 66 0.1 Satisfactory
S5 17 19 21 -0.3 Satisfactory
S6 0.7 0.8 1.0 -0.2 Satisfactory

Overall performance of the lab: Satisfactory

Rycina 12: Wyniki Il rundy standaryzacyjnej dotyczacej oceny obcigzenia allelem V617F genu
JAK2. Rezultaty analiz wykonanych dla niniejszej rozprawy doktorskiej oznaczono kolorem
niebieskim. Wszystkie wyniki spetnity kryteria laboratorium referencyjnego.

4.2.2 Jakos$ciowa ocena obecnos$ci mutacji genu JAK2 w obrebie egzonéw 12 oraz 14

Do identyfikacji obecno$ci mutacji egzonu 12 oraz egzonu 14 genu JAK2 wykorzystano
metode HRMA, elektroforeze kapilarng oraz sekwencjonowanie. Ze wzgledu na brak
dostepnych materialdw kontrolnych i walidacyjnych dla ocenianych fragmentow genu JAK2
badanie przeprowadzono w oparciu 0 kontrole wykonane we wiasnym zakresie: dla egzonu 12
DNA z polimorfizmem SNP rs10974944 (w rozcienczeniu 5%), dla egzonu 14 DNA z mutacjg
V617F (w rozcienczeniu 3%).

U badanej grupy pacjentéw potwierdzono obecno$é¢ 2 réznych mutacji egzonu 12 genu
JAK2: g.1627_1632del (E543_D544del) oraz g.1624 1629 del (N542_ E543del). W przebadanej
grupie osob nie wykazano obecnosci mutacji genu JAK2 w obrebie egzonu 14, innych niz
V617F. Obecnos¢ mutacji egzonu 12 potwierdzono za pomocg wszystkich trzech metod (100%

zgodno$ci wynikow).
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4.2.3 Jakos$ciowa i ilosciowa ocena mutacji genu CALR

Wystepowanie mutacji w obrebie egzonu 9 genu CALR s$ledzono metodami HRMA,
elektroforezy kapilarnej oraz sekwencjonowania. Ze wzglgdu na brak dostepnych materialow
kontrolnych i walidacyjnych dla badanego genu zastosowano wlasne kontrole: genomowy DNA
z obecng mutacj¢ typu 1 oraz genomowy DNA z obecng mutacja typu 2. W obu przypadkach
zostaly one rozcienczone do poziomu 5% obcigzenia allelem.

W ocenianej grupie chorych potwierdzono obecno$¢ 5 réznych mutacji genu CALR:
g.1092_1143del (typ 1) u 13 pacjentéw, g.1154 1155insTTGTC (typ 2) u 9 oséb badanych,
g.1095_1140del (typ 3) u 2 chorych, g.1151A>G; 1154 1155insTTGTC (typ 31) u jednego
pacjenta oraz g.1154delinsCTTGTC (typ 34) w pojedynczym przypadku. Ze wzgledu na niskie
obcigzenie allelem (ok. 2%) u jednego z chorych, w badaniu technikg sekwencjonowania nie
potwierdzono obecnosci defektu wykazanego w badaniach przesiewowych.

W celu potilosciowe] oceny obcigzenia nieprawidlowym allelem wykorzystano analize
pola pod krzywa CE. Nie udalo si¢ zoptymalizowa¢ metody RQ-PCR do analizy iloSciowej
mutacji genu CALR ze wzgledu na roznorodny charakter defektow oraz niskg zlozono$é

sekwencji nukleotydowej, flankujacej zmutowany region.

4.2.4 Jakosciowa ocena obecnos$ci mutacji genu MPL

Mutacje MPL egzonu 10 wykrywano stosujagc metode HRM oraz sekwencjonowanie.
Jako material walidacyjny zastosowano plazmidowe DNA, zawicrajagce mutacje W515L oraz
WH515K (w rozcienczeniu 5%). U dwojga pacjentéw potwierdzono obecno$¢ mutacji W515L za

pomoca obu stosowanych metod detekcji (100% zgodnos¢).

4.3 Zwigzek obecnosci mutacji z wybranymi parametrami kliniczno-laboratoryjnymi

4.3.1 Czestos¢ wystepowania mutacji genow JAK2, CARL i MPL w poszczegélnych typach
MPN

Poszczegdlne typy MPN roznity sie czestosScia wystgpowania okreslonych mutacji.
U wszystkich pacjentow z rozpoznaniem czerwienicy prawdziwej potwierdzono obecno$é
defektow genu JAK2: u 52 (96%) mutacji JAK2 V617F, zas u 2 pacjentow (4%) mutacji genu
JAK2 w obrebie egzonu 12. W przypadku nadptytkowosci samoistnej obecnos¢ mutacji V617F
genu JAK2 potwierdzono u 72 chorych (58%), genu CALR u 18 chorych (14%) i genu MPL u 1

pacjenta (1%). U 33 os6b z MPN Ph- nie potwierdzono obecnosci zadnego z wymienionych
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defektow. W grupie chorych z rozpoznaniem pierwotnego zwloknienia szpiku w 8 przypadkach
potwierdzono obecno$¢ mutacji V617F w genie JAK2 (36%), w kolejnych 8 w genie CALR
(36%) oraz 1 w przypadku mutacji genu MPL (5%). U 5 (23%) pacjentow z PMF nie
potwierdzono wystepowania mutacji w obrebie ocenianych sekwencji badanych gendw.
Czgstos¢ mutacji wymienionych genow w poszczegdlnych MPN Ph- przedstawiono na rycinie
13.

PV ET

B JAK2 V617F
B JAK2 V617F @ CALR
W JAK2 egzon 12 O MPL egzon 10

[ nie stwierdzono mutacji

PMF

B JAK2 V617F
@ CALR
O MPL egzon 10

[ nie stwierdzono mutacji

Rycina 13: Czgsto$¢ wystepowania mutacji genow JAK2, CALR i MPL u pacjentéw z czerwienicg
prawdziwa, nadptytkowoscig samoistng i pierwotnym zwldknieniem szpiku.

4.3.2 Analiza obciazenia nieprawidlowym allelem V617F genu JAK2 oraz mutacjami CALR
w poszczegolnych MPN Ph-

Analiza obcigzenia allelem V617F genu JAK2 wykazata wystepowanie znaczacych
roznic pomiedzy poszczegdélnymi postaciami nowotworéw mieloproliferacyjnych. Srednie
obcigzenie allelem w czerwienicy prawdziwej wynosito 40%, u 17 pacjentow (33%) stwierdzono
obecnos¢ mutacji homozygotycznych. Wsrdéd chorych na nadptytkowos¢ samoistng srednie

obcigzenie allelem wynosito 29% (12 homozygot, 17%) a u 0séb z pierwotnym zwidknieniem
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szpiku 48%. W 3 przypadkach (37%) byty to defekty homozygotyczne. Wyniki analiz

zestawiono w tabeli 30.

Tabela 30: Obcigzenia nieprawidlowym allelem genow JAK2 i CALR w poszczegolnych

przypadkach MPN Ph-

WYNIKI

Czerwienica prawdziwa Nadplytkowos¢ samoistna Pierwotne zwléknienie szpiku
Srednie - £ . . 2 .
Mutacje w Srednie % Mutacje w Srednie % . q
Mutacja b .%.’ . ukladzie obcigzenie ukladzie obciazenie rl:g rl:]tgzcjeg: l:;l;:]adr:‘:]
° clialzeril]le homozygotycznym allelem homozygotyczny allelem ygo/y y
afiete n (%) (zakres) m n (%) (zakres) )
(zakres)
JexZ | 40 (3-95) 17 (33) 29 (3-97) 12 (17) 48 (24-93) 3(37)
CALR
egzon 9 n/d n/d 34 (12-60) 2 (11) 47 (2-76) 3(37)

Poréwnanie poszczegdlnych nowotworéow mieloproliferacyjnych Ph- JAK2 V617F-
dodatnich wykazalo wystgpowanie znamiennych statystycznie réznic w $rednim obcigzeniu
allelem pomiedzy badanymi grupami (p=0,004). Ze wzgledu na inny niz normalny rozktad
zmiennej zaleznej, w analizie wykorzystano nieparametryczny test ANOVA Kruskal-Wallis. Test
post-hoc wykazal wystepowanie statystycznie istotnych rdéznic pomiedzy ocenianymi pacjentami
z czerwienicg prawdziwag 1 nadptytkowoscig samoistng (p=0,020, srednie obcigzenie allelem
40% vs 29%), a takze nadptytkowoscig samoistng i pierwotnym zwidknieniem szpiku (p= 0,047,
srednie obcigzenie allelem 29% vs 48%). Nie stwierdzono wystepowania istotnych réznic w
podobnej analizie przeprowadzonej dla czerwienicy prawdziwej i pierwotnego zwloknienia

szpiku (p=0,87). Wyniki tej oceny zestawiono na rycinie 14.

Ansliza roznic w obciazeniu allelem JAK2 V617F w MPN
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Rycina 14: Obciazenie nieprawidlowym allelem V617F genu JAK2 u chorych na poszczegdlne
nowotwory mieloproliferacyjne Filadelfia-ujemne.
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Analize obcigzenia nieprawidlowym allelem dla genu CALR przeprowadzono zbiorczo
dla wszystkich typéw mutacji. Srednie obcigzenie nieprawidlowym allelem wynosito 40%, u 6
pacjentow (23%) potwierdzono obecnos¢ mutacji w ukladzie homozygotycznym. W
nadptytkowos$ci samoistnej srednie obcigzenie allelem wynosito 34% (2 homozygoty, 11%), a w
pierwotnym zwloknieniu szpiku bylo rowne 47%. Wsréd ocenionych pacjentow z PMF w 3
przypadkach (37%) potwierdzono wystepowanie mutacji homozygotycznej. Poréwnanie chorych
z nadptytkowoscia samoistna i pierwotng mielofibroza z obecna mutacja CALR ujawnito
wystepowanie znamiennych réznic w §rednim obcigzeniu allelem (p= 0,043, srednia %AB 34%
vs 47%). Ze wzglgdu na malg liczbe obserwacji oraz brak réwnosci wariancji, pomimo
normalnosci rozktadu danych, w analizie wykorzystano test U Manna-Whitneya. Wyniki tego

poréwnania przedstawiono na rycinie 15.

Analiza obcigzenia nieprawidiowym allelem genu CALR
80

70

60 —7—

50

40

30

Obciazenie nieprawidtowym allelem [%)]

10

o Mediana
ET PMF []25%-75%

Rozpoznanie T Min-Max

Rycina 15: Obcigzenie nieprawidlowym allelem genu CALR egzonu 9 u chorych na
nadptytkowo$¢ samoistng i pierwotng mielofibroze.

4.3.3 Zaleino$¢ pomiedzy wybranymi parametrami klinicznymi a obecno$cia mutacji
genéw JAK2, CALR i MPL oraz obcigzeniem nieprawidlowym allelem genow CALR i JAK2
u chorych na MPN Ph-

U chorych na MPN Ph- z obecng mutacja JAK2 V617F $rednie stezenie hemoglobiny
bylo znamiennie wyzsze niz u reszty pacjentow (9,73 vs 8,26 mmol/l). Podobng zaleznos¢
potwierdzono takze w przypadku hematokrytu (0,47 vs 0,40 L/L) oraz mediany liczby
leukocytow (13 vs 11,87 x10%/1). W przypadku pacjentéw z obecna mutacja egzonu 9 genu
CALR sérednie stgzenie hemoglobiny, warto$¢ hematokrytu oraz mediana liczby leukocytow byty

istotnie wyzsze niz u pacjentéw nie obcigzonych obecno$cig defektu (odpowiednio 8,26 vs 7,48
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mmol/l, 0,40 vs 0,37 L/L oraz 11,87 vs 10,4 x10%I). W poréwnaniu z chorymi z mutacja genu
JAK2 mediana wieku w chwili rozpoznania choroby byla nizsza w przypadku chorych z
obecnym defektem genu CALR (52 vs 55 lat). Wyniki analizy za pomoca testu U Manna-
Whineya przedstawiono w tabeli 31.

Tabela 31: Zwigzek pomigdzy obecnoscig mutacji genu CALR w obrebie egzonu 9 oraz mutacji
JAK2 V617F z wybranymi parametrami kliniczno-laboratoryjnymi u chorych na MPN Ph-

Warto$¢ P zalezno$ci pomiedzy analizowanym
. .. parametrem klinicznym a obciazeniem
L.p. Oceniany parametr kliniczny nieprawidlowym allelem danego genu
JAK2 V617F CALR egzon 9
1 Ptec¢ >0,05 >0,05
2 Wiek w momencie rozpoznania >0,05 >0,05
3 Stezenie hemoglobiny[mmol/I] <0,001 <0,001
4 Hematokryt [I/1] <0,001 0,001
5 Liczba leukocytow [10%/1] <0,001 0,008
6 Liczba phytek krwi [10%1] >0,05 >0,05
7 Aktywnos¢ LDH w surowicy [U/1] >0,05 >0,05
8 Stezenie kwa}su MOCZOWego W 0,05 50,05
surowicy [umol/1]

9 Obecnos¢ splenomegalii >0,05 >0,05

Podobng ocen¢ w odniesieniu do obecnosci mutacji JAK2 V617F u chorych na MPN Ph-
przeprowadzono takze po wykluczeniu chorych na czerwienice prawdziwa z calej ocenianej
grupy. Takze wynik tej analizy, przeprowadzonej przy pomocy testu U Manna-Whineya,
potwierdzit zalezno$¢ pomiedzy obecnos$cig mutacji a stezeniem hemoglobiny, wartoscia
hematokrytu oraz liczba leukocytow we krwi obwodowej badanych chorych (tabela 32).

Z powodu zbyt malej liczby pacjentow obcigzonych mutacjami genu JAK2 w obrgbie
egzonu 12 oraz genu MPL w obrebie egzonu 10, podobnej oceny nie przeprowadzono w tych

grupach osob.

Tabela 32: Zwigzek pomiedzy obecnoscig mutacji V617F genu JAK2 a wybranymi parametrami
kliniczno-laboratoryjnymi u chorych na MPN Ph- (po wykluczeniu chorych z czerwienicg
prawdziwa)

Lp Parametr kliniczny -pacjenci z rozpoznaniem Istotno$¢ statystyczna zaleznosci
a ET oraz PMF (p-value) dla JAK2 V617F
1 Pte¢ >0,05
2 Wiek w momencie rozpoznania >0,05
3 Stezenie hemoglobiny [mmol/l] 0,001
4 Hematokryt [I/1] 0,003
5 Liczba leukocytow [10%1] 0,001
6 Liczba plytek krwi [10%1] >0,05
7 Aktywnos¢ LDH w surowicy [U/1] >0,05
8 Stezenie kwasu moczowego w surowicy [umol/I] >0,05
9 Obecnos¢ splenomegalii >0,05

55



WYNIKI

Z uwagi na niewielka liczbe pacjentow wyniki badan oceniajacych zwiazek pomiedzy
obecno$cig mutacji genu MPL oraz genu JAK2 w obregbie egzonu 12 a parametrami kliniczno-
laboratoryjnymi miaty charakter obserwacyjny.

Srednie stgzenie hemoglobiny okazato si¢ byé wyzsze U osob obarczonych mutacjami
genu JAK2 w obrebie egzonu 12 niz u pozostalych pacjentow (10,05 vs 9,23 mmol/l).
Analogiczne roznice potwierdzono w zakresie Wartosci hematokrytu (0,5 vs 0,44 L/L). Co
ciekawe, pacjenci z obecng mutacjg egzonu 12 cechowali si¢ jednak nizszg liczbg leukocytow
(4,7 vs 12,1 x10%/1) oraz ptytek krwi (419 vs 690 x10%/1).

W przypadku mutacji genu MPL, u pacjenta z mielofibrozg aktywnos¢ LDH (2730 U/I)
oraz stezenie kwasu moczowego (580umol/l) byly wysokie, za$ hematokryt (0,3 I/l) oraz
stezenie hemoglobiny (6,27mmol/l) obnizone. Liczba plytek krwi byla natomiast prawidlowa.
Obecne bylo takze powiekszenie S$ledziony. U chorego z rozpoznaniem nadptytkowosci
samoistnej obecnos¢ defektu W515L powigzana byla z niewielka nadptytkowoscia (pomigdzy
450 a 500 x10%I) oraz z dodatnim wywiadem dotyczacym wystepowania epizoddw zakrzepowo-
zatorowych.

Wyniki oceny zwigzku pomiedzy obcigzeniem allelem V617F genu JAK2 oraz
nieprawidlowym allelem genu CALR w catej grupie badanej przedstawiono w tabeli 33 oraz na
rycinie 16. W przypadku mutacji V617F genu JAK2 potwierdzono wystepowanie zwigzku
pomigdzy %AB a wiekiem chorych (wzrost %AB wraz z wiekiem), liczba ptytek krwi (spadek
Plt wraz ze wzrostem %AB) oraz obecnoscig splenomegalii (obecna czesciej u chorych z
wyzszymi wartosciami obcigzenia allelem). Zawarto$¢ nieprawidlowego allelu w przypadku
mutacji egzonu 9 genu CALR powigzana byla ze $rednim stezeniem hemoglobiny i warto$cia
hematokrytu (zalezno$¢ odwrotnie proporcjonalna), liczbg leukocytow we krwi (Wyzsza u
chorych z wysoka zawarto$cia nieprawidlowego allelu). U chorych z wysoka zawartos$cia
nieprawidlowego wariantu genu kalretikuliny znamiennie czg¢$ciej wystepowata splenomegalia.
W analizach zastosowano test U Manna-Whitneya w przypadku interpretacji obecnosci

splenomegalii lub test korelacji rang Spearmana w przypadku reszty ocenianych parametrow.

56



WYNIKI

Tabela 33: Wyniki analizy zwigzku pomigdzy obcigzeniem nieprawidlowym allelem CALR lub
JAK2 V617F a wybranymi parametrami kliniczno-laboratoryjnymi u chorych na MPN Ph-

Warto$¢ P zalezno$ci pomiedzy analizowanym
. L. parametrem klinicznym a obciazeniem
L.p. Oceniany parametr kliniczny nieprawidlowym allelem danego genu
JAK2 V617F CALR egzon 9
1 Wiek w momencie rozpoznania 0,001 >0,05
2 Stezenie hemoglobiny [mmol/I] >0,05 0,003
3 Hematokryt [I/1] >0,05 0,024
4 Liczba leukocytow [10%1] >0,05 0,005
5 Liczba ptytek krwi [10%1] 0,002 >0,05
6 Aktywno$¢ LDH w surowicy [U/1] >0,05 0,025
Stezenie kwasu moczowego w
! surowicy [umol/I] >0,05 0,001
8 Obecnos¢ splenomegalii 0,001 0,035
£ g
% ) oo cw®
E © BB ° o
g R o ®o
a2 @ 0p2
™~ oo )
o 2 8 o0 -
= o ¥-i-8
A £ - o 9%
% m a o e 6) Lo Qo
= = =t D
=] —
2 S ° Q@O ﬁ’oﬂ"' Bﬂ c of %
- c:
o
[
0 10 20 30 40 50 a0 0 a0 ad
o
Wiek w momencie rozpoznania MPN
o
= =
S °
x 3
B Z¢ . -
X 38 &, °
X 0 [+]
L 87:%}) 0% o o o :
HE ° | &0 o, 0O o 00 o OO
o CH Y *"“‘Q=79—_32_____% @
] (] e ———
5 cgr Co oodc%g 80 © (o] EE?)Q oo
@D © 0%(9 o o o o ©

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Obcigzenieallelem JAK2V617F [%]

57



WYNIKI

o
E 5]
o =] -‘HH‘\\\
% © — o o
=2 R T
C 3% s °
= 7 —~
E - T~ .t
53 ° 3
= )
c 3 o —~Q [}
o c " HHU“‘*-H.
= g}n 2 o © o
E E Og
T o o oo
[T -
Q =
O w o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Srednie stezenie hemoglobiny [mmol/I]
=
(=i w
O ™
2 & °
el g
2 R o °
2 3
g - :
D = 3 L
) N o_a__a_—ﬂ—-"'__
L - I a—
_B- 2 s _%00 o4 g o
] [=+] [+]
o
—_— w o °
I P
©
g=
g 0 10 20 30 40 50 60 70 80

Obcigzenie nieprawidtowym
allelemgenu CALR [%]

Rycina 16: Wynik oceny korelacji wybranych parametréw laboratoryjnych i obcigzenia
nieprawidlowym allelem genow JAK2 (A, B) oraz CALR (C, D)

4.3.4 Zwigzek pomiedzy obecnosciag mutacji genow JAK2, CALR, MPL a wybranymi
parametrami Kkliniczno-laboratoryjnymi u chorych na poszczegélne nowotwory
mieloproliferacyjne

4.3.4.1 Czerwienica prawdziwa
W obrebie grupy chorych z czerwienica prawdziwg nie potwierdzono wystepowania
istotnych statystycznie roznic pomiedzy podgrupami pacjentdéw z mutacjag V617F 1 mutacjami

egzonu 12 genu JAK2. Z uwagi na bardzo malg liczbe poczynionych obserwacji, wyniki te moga

nie odzwierciedla¢ faktycznych zaleznosci biologicznych.

58



WYNIKI

4.3.4.2 Nadplytkowos¢ samoistna

Poréwnanie pacjentow CALR-dodatnich, JAK2 VV617F-dodatnich i 0sob nie obcigzonymi
zadnym z analizowanych defektow wykazalo wystgpowanie istotnych statystycznie réznic w
zakresie stezenia hemoglobiny (p=0,017), liczby leukocytow (p=0,014) oraz liczby ptytek krwi
(p=0,049).

Analiza post-hoc wykazata, ze grupe JAK2-dodatnig cechuje istotnie statystycznie
wyzsze $rednie stezenie Hb niz grupe CALR-dodatnig (p=0,018, 9,18 vs 8,58 mmol/l) oraz grupe
nie obarczong mutacjami ocenianych gendéw. Mediana liczby leukocytow w grupie JAK2-
dodatniej byta istotnie statystycznie wyzsza niz w grupie CALR-dodatniej (p=0,028, mediana
10,51 vs 8,45 x10%I). Grupa pacjentow CALR-dodatnich cechowala sic natomiast istotnie
wyzsza liczba plytek niz pozostate grupy pacjentow (p=0,049 mediana Plt 937 x10%/ vs
767x10%/1). Graficzne zestawienie wynikow w postaci grafow pudelkowych przedstawiono na

rycinie 17.
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Roznice w liczbie leukocytow krwi obwodowej
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Rycina 17: Srednie stezenie hemoglobiny (A), mediana liczba ptytek (B) oraz mediana liczby
leukocytow (C) u pacjentow z nadplytkowoscig samoistng, obcigzonych odpowiednio
obecnoscig mutacji V617F genu JAK2, defektami egzonu 9 genu CALR oraz u chorych wolnych
od obecnosci mutacji genéw JAK2, MPL i CALR.

4.3.4.3 Pierwotne zwloknienie szpiku

U chorych na PMF w zaleznos$ci od defektu molekularnego potwierdzono wystgpowanie
istotnych statystycznie roznic w zakresie $redniego stezenia hemoglobiny oraz mediany liczby
piytek krwi. Srednie stezenie Hb bylo najwyzsze u pacjentow obarczonych mutacja CALR
(p=0,028, 7,00 vs 6,12 mmol/l). Najwyzsza byta takze mediana liczby ptytek krwi (p=0,034, 260

vs 174 x10%/1). Wyniki poréwnania przedstawiono na rycinie 18.
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Réznice w liczbie ptytek krwi
Pierwotne zwidknienie szpiku
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Rycina 18: Srednie stezenia hemoglobiny (A) i mediana liczby piytek krwi (B) u pacjentow z
pierwotnym zwidknieniem szpiku, obcigzonych obecnoscia mutacji JAK2 V617F lub CALR oraz
u chorych bez obecnosci wymienionych defektow.
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Ocena obecnosci mutacji gendw zaangazowanych w patogeneze MPN jest kluczowa dla
prawidlowej i szybkiej diagnostyki klinicznej tej grupy nowotwordw. Jak dotad nie opracowano
jednolitych metod oceny obecnosci mutacji genowych dla potrzeb rutynowej diagnostyki
hematologicznej. Z tego powodu konieczne jest podejmowanie prob ich wdrozenia oraz
optymalizacji.

Dotychczas opracowano kilka metod molekularnych, stuzacych do oceny obecnosci
mutacji genu JAK2. W przypadku mutacji JAK2 V617F sg to zwykle metody allelospecyficzne.
Pozwalaja one potwierdzi¢ obecnos¢ okreslonej zmiany nukleotydowej i umozliwiaja
identyfikacj¢ defektu w przypadkach o obcigzeniu allelem przekraczajagcym 1-5% [5, 77].
Techniki bardziej ztozone, oparte o allelospecyficzny RQ-PCR lub Digital Droplet PCR sa
rzadziej stosowane w praktyce klinicznej. Nalezy jednak pamigtaé, ze ich czulo$¢ diagnostyczna
jest znacznie wyzsza (ponizej 0,1% obcigzenia allelem V617F) [1, 78]. Ze wzgledu na
mozliwo$¢ generowania wynikow falszywie dodatnich, ich przydatno$¢ diagnostyczna jest w tej
chwili w trakcie weryfikacji. Wykazano bowiem obecno$¢ komorek JAK2 V617F-dodatnich we
krwi obwodowej u 0s6b bez objawdéw klinicznych MPN [79-81]. Opisano takze przypadki, w
ktorych obecnosci defektu genu JAK2 w niskim mianie towarzyszyty dodatkowe zmiany
molekularne [64]. Wydaje si¢ jednak, ze techniki o wysokiej czuloSci moga znalezé
zastosowanie w monitorowaniu obecnos$ci minimalnej choroby resztkowej u pacjentow JAK2-
dodatnich, poddanych allogenicznej transplantacji komorek krwiotworczych [82]. Wykorzystana
w niniejszej pracy metoda ARMS-PCR wydaje si¢ spetnia¢ wymog przydatnosci w procesie
rutynowej diagnostyki molekularnej MPN Ph-. Pozwala bowiem na wykrywanie obecnosci
mutacji istotnych klinicznie w przypadkach o obcigzeniu allelem wyzszym niz 3%.

Zastosowana w badaniach wiasnych ilosciowa analiza obcigzenia allelem V617F genu
JAK2 wedlig protokotu Larsena okazala si¢ by¢ wysoce czuta (0,002%) oraz specyficzna
(0,002%). Dzieki temu mozliwa byla detekcja nawet pojedynczej zmutowanej czasteczki
matrycy w ocenianej probce DNA. Metoda ta okazata si¢ by¢ rowniez wystarczajaco dokladna
(niepewno$¢ pomiarowa 3,4%) i powtarzalna, aby uznaé ja za wiarygodng diagnostycznie. Drugi
z testowanych protokotéw (Lipperta) cechowata wyzsza powtarzalno$¢, natomiast nizsza byta
doktadno$¢ pomiarow oraz czulo$¢ i specyficznos¢. Z tych powodow protokolu tego nie
potraktowano jako wiarygodnego narzedzia diagnostycznego, szczegdlnie w kontekscie detekcji

choroby o niskim obcigzeniu zmutowanym allelem.
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W literaturze dostepne sg nieliczne opracowania dotyczace walidacji jakosciowych oraz
ilosciowych metod molekularnych w diagnostyce medycznej [83, 84]. Autorzy skupiaja si¢ w
nich gléwnie na diagnostyce defektow wrodzonych, obecnych w 50 lub 100% komorek
badanych (rzadziej jest to mniejszy odsetek zwigzany z mozaicyzmem genetycznym). Wykrycie
obecnosci takich zmian przysparza mniejszych trudnosci niz diagnostyka defektow
somatycznych w chorobach nowotworowych, w ktérych obcigzenie nieprawidlowym allelem
moze by¢ niskie. Zimmern i wsp. wskazali na konieczno$¢ dostosowania metod walidacji testow
do rodzaju wykrywanego defektu genetycznego, charakteru choroby a takze rodzaju ocenianej
tkanki. W przypadku detekcji germinalnych wariantow allelicznych rodzaj zastosowanej techniki
powinien by¢ réwniez uzalezniony od specyfiki populacji badanej [84]. W hematologii w
wigkszosci przypadkéw materiatem badanym sg komoérki krwi obwodowej, rzadziej sg to
komorki pozyskiwane ze szpiku kostnego. Dotyczy to szczeg6lnie przypadkow z izolowanym
jego zajeciem lub przy wyraznej dysproporcji pomiedzy zajeciem Krwi obwodowej i szpiku [85].
Szpik kostny jest roOwniez materialem z wyboru w przypadku technik shuzacych do analizy
profilu ekspresji gendéw [86]. W nowotworach mieloproliferacyjnych JAK2-dodatnich
poréwnanie krwi obwodowej oraz szpiku kostnego nie wykazalo jednak istotnych roznic
zaroOwno w zakresie czesto$ci wystepowania ocenianych zmian, jak tez w zakresie Obcigzenia
nieprawidlowym allelem. Z tego powodu do celow diagnostycznych wykorzystywane sa
leukocyty izolowane z krwi obwodowej [87].

Najistotniejszym parametrem branym pod uwage W ocenie przydatnosci metod
molekularnych dla celow diagnostyki genetycznej w chorobach nowotworowych jest ich czutosé
analityczna. Dotyczy to zarowno metod ilosciowych, jak i jakoSciowych. Ze wzgledu na rézng
procentowg zawartos¢ komoérek nowotworowych w materiale pochodzacym od roéznych
pacjentow, niezbedne jest takze okreslenie progu czulosci stosowanych testow. Metody iloSciowe
powinny by¢ walidowane dodatkowo takze pod katem doktadnosci analitycznej, zmiennosci
i/lub powtarzalnosci oraz odtwarzalnosci uzyskiwanych wynikéw [83, 88]. Niestety w tym
zakresie brak jest jednolitych wytycznych, pozwalajacych na obiektywng oceng przydatnosci
stosowanej metody diagnostycznej. Z tego powodu bardzo wazna i potrzebna jest walidacja
mi¢dzylaboratoryjna wykorzystywanych technik molekularnych.

Takze zewnatrzlaboratoryjna kontrola jakosci pozwala na uwiarygodnienie wynikow. W
hematologii molekularnej pierwsza walidacja migdzynarodowa zostala przeprowadzona przez
towarzystwo European Leukemia Net dla onkogenu BCR-ABL. Jej szerokie zastosowanie
pozwolito na poréwnywanie wynikow pomiedzy poszczegdlnymi laboratoriami. Stalo si¢ to
mozliwe dzigki wprowadzeniu  wspolczynnika korekcji oraz  ustanowieniu  skali

miedzynarodowej. Standaryzacja zwigkszylta tym samym wiarygodnos¢ uzyskiwanych wynikow
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I przetozyta si¢ na poprawe jakoSci monitorowania odpowiedzi na leczenie inhibitorami kinaz
tyrozynowych u chorych na przewlekla biataczke szpikowa [89]. W przypadku MPN JAK2-
dodatnich jedyng tego typu inicjatywa byla walidacja JAK2 V617F Quality Asessment,
prowadzona we wiodacych laboratoriach europejskich przez MPN&MPNr Euronet [75, 76]. W
walidacji tej z sukcesem uczestniczyta takze Pracownia Biologii Molekularnej Katedry i Kliniki
Hematologii i Transplantacji Szpiku UM, uzyskujac certyfikat potwierdzajacy wysoka jako$¢

wykonywanych oznaczen ilosciowych.

W przypadku mutacji rozproszonych, pojawiajacych si¢ w rdéznych pozycjach
nukleotydowych w obrgbie badanego genu, nie jest mozliwe zastosowanie strategii detekcji oraz
analizy ilosciowej, wykorzystywanych w przypadku oceny JAK2 V617F. Z tego powodu
opracowano szereg metod przesiewowych, stuzacych do oceny obecnosci mutacji w MPN Ph-,
w tym metode¢ bezposredniego sekwencjonowania, wysokopreznej, denaturujacej chromatografii
cieczowej (dHPLC), elektroforezy kapilarnej (CE) oraz wysokorozdzielczej analizy krzywych
topnienia (HRMA) [69, 90-92]. Sposrod wymienionych technik najszerzej obecnie stosowana
jest HRMA, ktorg cechuje stosunkowo wysoka czuto$¢ (1-5%) i specyficznos¢ [91]. Jest to
jednak metoda trudna w standaryzacji miedzylaboratoryjnej [93]. Dla potrzeb niniejszej pracy
wykorzystano analize krzywych topnienia, ktéra pozwolita na identyfikacje defektow
molekularnych na poziomie czulosci co najmniej 5%, zarowno w przypadku mutacji insercyjno-
delecyjnych (CALR, JAK2 egzon 12 i egzon 14) jak i substytucyjnych (MPL). HRMA nie
umozliwita jednak odréznienia mutacji o charakterze onkogennym od  polimorfizméw
genetycznych. Potwierdzeniem tego spostrzezenia bylo wykrycie w probce kontrolnej
polimorfizmu SNP rs10974944 w obrgbie egzonu 12 JAK2. Z tego powodu w opinii autorki
niniejszej rozprawy metoda HRMA moze by¢ stosowana w rutynowej diagnostyce klinicznej
jedynie pod warunkiem jednoczesnego zastosowania innej techniki molekularnej, pozwalajace]
na bardziej szczegolowy opis wykrytego wariantu genowego (mutacja, polimorfizm). Do tego
celu mozna zastosowa¢ metode sekwencjonowania sangerowskiego, a w przypadku defektow

insercyjno-delecyjnych metode elektroforezy kapilarnej [69, 70, 92].

Wysokonapigciowa elektroforeza kapilarna pozwala na rozdziat produktéw amplifikacji
PCR z wysoka rozdzielczoscia, dochodzaca, w zaleznosci od uzytej platformy, do 1-3 par zasad,
Z czuloscig co najmniej 5% przy pomiarze obcigzenia nieprawidlowym allelem. Technika ta
umozliwia jednoczesne okreslenie z duzg dokladno$cia wielko$ci molekularnej produktu PCR
[94]. W przypadku systeméw niedenaturujacych, takich jak QIlAgen QIAxcel dzigki

charakterystycznemu wzorowi prazkowemu, tworzonemu przez tzw. heterodupleksy DNA,
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mozliwa jest rowniez identyfikacja poszczegolnych mutacji insercyjno-delecyjnych. Metoda ta
nie jest jednak przydatna do wykrywania obecnosci mutacji substytucyjnych oraz
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu. Z tego powodu jej zastosowanie w przypadku MPN
Ph- jest ograniczone do defektow genow CALR oraz JAK2 egzonu 12 oraz egzonu 14. W
badaniach wtasnych wykazano, ze skutecznos$¢ elektroforezy kapilarnej w wykrywaniu
obecno$ci mutacji jest pordwnywalna z mozliwo$ciami metody HRMA [90]. Girodon w swoich
badaniach okreslit czutos¢ 1 specyficznos¢ metody CE w identyfikacji obecnosci mutacji CALR
odpowiednio na 98,2% oraz 100%. W przypadku metody HRMA odsetki te wyniosty
odpowiednio 96,4% oraz 96,3% [90]. Warto nadmieni¢, ze polgczenie obu metod w procesie
diagnostycznym pozwala na identyfikacj¢ mutacji insercyjno-delecyjnych genu CALR w ponad
99% przypadkow [90].

Technika sekwencjonowania uchodzi za metode referencyjna w przypadku analizy
obecnosci defektow onkogennych. Pozwala bowiem na szczegdtowa charakterystyke zmiany
genetycznej. Mozliwe jest nie tylko stwierdzenie obecno$ci mutacji, ale rowniez poznanie
charakteru zmiany sekwencji nukleotydowej. Metoda ta jest szczegdlnie uzyteczna podczas
poszukiwania mutacji nieznanych oraz rozproszonych w obrgbie genu. Wada metody jest jej
niska czulos$¢ diagnostyczna. Zmiana nukleotydowa musi by¢ bowiem obecna w co najmniej 10-
20% analizowanej populacji komoérek [95]. Jej stosunkowo niska czulo§é pozwala jednak na
wykrywanie defektow o wysokim mianie, istotnych z punktu widzenia patogenezy nowotworow
mieloproliferacyjnych.

W przypadku oceny obecno$ci defektow molekularnych u chorych na MPN Ph- nalezy
pamigta¢, ze niektore zmiany moga wystepowa¢ W niskim odsetku komoérek. Potwierdzajg to
wyniki badan wlasnych dotyczace oceny obcigzenia nieprawidlowym allelem (u niektorych
chorych ponizej 10%). Dotyczy to takze oceny mutacji egzonu 12 genu JAK2 oraz genow MPL i
CALR. Rowniez w tych przypadkach u niewielkiego odsetka analizowanych pacjentow %AB
okazat si¢ by¢ nizszy od czulosci reakcji sekwencjonowania [93]. W niniejszej pracy w jednym
przypadku wykazano obecno$¢ mutacji CALR typu 1 (podrozdziat 4.2.3) w obcigzeniu okoto
2%. Bylo to powodem rozbieznosci wynikow uzyskanych metodami przesiewowymi (HRMA
oraz CE) oraz technikg sekwencjonowania. W przypadku zidentyfikowanych mutacji genu MPL
oraz egzonu 12 genu JAK2 wyniki sekwencjonowania oraz analiz przesiewowych byly zgodne,
zawartos¢ zmutowanego allelu w tych przypadkach byta jednak wysoka. Z wymienionych
powodow w kazdym przypadku MPN Ph- nalezy rekomendowa¢ wykonywanie skryningu
metodami przesiewowymi, a nastgpnie przeprowadzenie badania metoda sekwencjonowania

wybranych fragmentow genu (6w) [95, 96].
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Wyniki dotychczas opublikowanych badan, dotyczacych czestoSci wystepowania
poszczegolnych defektow w MPN Ph- potwierdzity, ze u ok. 95% pacjentow z czerwienicg
prawdziwg stwierdza si¢ obecno$¢ mutacji V617F w genie JAK2. Czgstos$¢ jej wystepowania U
pacjentow z nadplytkowosScig samoistng i pierwotng mielofibroza okreslono na 50-60% [5, 97].
Otrzymane w niniejszej pracy wyniki sg spojne z doniesieniami literaturowymi na ten temat,
dotyczacymi PV oraz ET. Jedynie w przypadku PMF wykazana czesto$¢ wystepowania mutacji
JAK2 V617F byta nizsza od tej raportowanej w pismiennictwie. Rozbieznos¢ ta moze wynikac z
malej liczebnosci grupy poddanej ocenie.

Wedlug dostepnych danych $rednie obcigzenie allelem V617F w czerwienicy prawdziwe;j
wynosi okoto 48%, w nadptytkowosci samoistnej 26% oraz w przypadku mielofibrozy 72%
[98]. Takze te wyniki sg zbiezne z uzyskanymi w niniejszej pracy. Wyjatek ponownie stanowi
pierwotne zwloknienie szpiku, w ktorym obcigzenie allelem bylo w badaniach wiasnych nizsze
[98].

Mutacje egzonu 12 genu JAK2 wystepuja u chorych na PV z czestosScig ok. 3%. Jak dotad
nie wykazano ich obecnosci w innych postaciach MPN [97]. Nie potwierdzono takze ich
wspotwystepowania z mutacja V617F genu JAK2. Wyniki te znalazly odzwierciedlenie w
rezultatach badan wtasnych. Inne defekty genu JAK2, obejmujgce egzony 13-15 dotyczg mniej
niz 0,1% ocenianych chorych i najczgéciej zlokalizowane sa w obrgbie egzonu 14 [48].
Prawdopodobnie z tego powodu nie udalo si¢ wykaza¢ ich obecnosci w ocenianej grupie

pacjentow.

Z punktu widzenia patogenezy MPN Ph- niezwykle interesujace jest zagadnienie, jak
obecno$¢ poszczegdlnych defektow molekularnych zwigzana jest z wystepowaniem objawow
klinicznych choroby. U 95% chorych z PV przyczyng ich wystgpienia jest mutacja JAK2 V617F.
Jak dotad w tej grupie nie wykazano obecnos$ci defektoéw w obrgbie genu CALR. U pacjentow z
ET oraz PMF mutacje CALR wystgpuja zas wylacznie u chorych z nieobecng mutacjg V617F
genu JAK2. W tej grupie pacjentow czesto$¢ ich wystepowania oceniono na 15-35%. Odsetek
ten jest wyzszy u pacjentow z pierwotnym zwlOknieniem szpiku. Co ciekawe, w obu
wymienionych nowotworach dwa najczegsciej spotykane typy mutacji CALR wystepuja w
réznych proporcjach. Powszechniejszy jest typ 1, wystepujacy w ok. 46% przypadkow,
natomiast typ 2 stwierdzany jest u ok. 38% przypadkow. Typ 3 wystepuje rzadko, u ok. 1%
przypadkow, za$ wszystkie pozostale mutacje stanowia w sumie niespetna 15% [99]. W
badaniach wlasnych potwierdzono, ze mutacja JAK2 V617F nie wspotwystepuje z mutacjami

genu CALR. Nie stwierdzono takze jednoczesnego wystgpowania mutacji V617F z innymi
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mutacjami genu JAK2 ani z mutacjami MPL. Defekty genu kalretikuliny obecne byty u 15%
chorych z nadplytkowoscia samoistng oraz u 36% o0so0b z pierwotnym zwidknieniem szpiku.
Przewazat typ 1 (50% przypadkow). Typ 2 wykryto w 31% przypadkow, typ 3 u 8% chorych, a
typ 31 i 34 u 4% pacjentow. Wyniki te dobrze korelujg z danymi uzyskanymi przez inne grupy
badawcze [8, 34].

Rezultaty badan nad obcigzeniem nieprawidlowym allelem genu CALR u chorych na
MPN Ph- wykazaly, ze najwyzsze jest ono u pacjentdéw z pierwotnym zwldknieniem szpiku.
Wedlug badan chinskich, przeprowadzonych na grupie 577 pacjentow CALR-dodatnich,
obcigzenie nieprawidtowym allelem w ET wynosito 29% a w PMF 38% [100]. Z kolei w
przypadku badan przeprowadzonych przez Rumi i wsp. %AB w ET i PMF okreslono
odpowiednio na 32% i 50% [99]. Wykonana przez badaczy ocena zawartosci nieprawidiowego
allelu u chorych na MPN Ph- wykazata niski odsetek mutacji o charakterze homozygotycznym
(8 -16%), co ciekawe, gtownie u chorych z typem 2 defektu [8, 101].

Uzyskane rezultaty badan wilasnych sa zbiezne z wynikami przedstawionymi przez
autorow europejskich [99]. Srednie obciazenie allelem zmutowanym genu CALR wyniosto
bowiem 34% wsrod pacjentow z ET oraz 47% u chorych na PMF. Zbiezno$¢ ta moze mieé
zwigzek z podobnym charakterem ocenianej populacji (osoby rasy kaukaskiej) lub by¢ wynikiem
zastosowania podobnych metod analizy obcigzenia nieprawidlowym allelem. Zaobserwowano
bowiem, ze wyniki uzyskane za pomocg technik potilosciowych w poszczegdlnych laboratoriach
r6znig si¢. Prawdopodobnie jest to wynikiem braku ich standaryzaciji.

W przypadku obu dominujagcych typoéw mutacji $rednie obcigzenie nieprawidlowym
allelem wydaje si¢ by¢ rézne w poszczegdlnych postaciach MPN Ph-. By¢ moze zwigzane jest to
z odmiennym wpltywem poszczegdlnych typow defektow genu CALR na obraz kliniczny
choroby [8]. Jak dotad brak jest jednak jednoznacznych rozstrzygnie¢ w tym zakresie. Wedhug
Palandri i wsp. wyzsze obcigzenie nieprawidlowym allelem genu CALR stwierdzane jest w typie
2 niz w typie 1 (47% vs 40%). Przeciwnie, Andrikovics i wsp. odnotowali wyraznie wyzsze
obcigzenie allelem w typie 1 niz 2 (41% vs 27%) [102, 103]. Wedtug badan wiasnych, wyzsze
obcigzenie nieprawidlowym allelem CALR wystgpuje w typie 1 defektu (42 vs 36%)

Obecno$¢ mutacji MPL egzonu 10 stwierdza si¢ u ok. 3-5% pacjentéw z ET oraz u 5-8%
pacjentow z PMF [104]. Najczestszym typem defektu jest zmiana W515L, stwierdzana u ok.
74% chorych. Rzadziej wystepuja substytucje W515K, W515R, W515S oraz W515A [48]. W
badaniach wlasnych obecnos¢ mutacji W515L potwierdzono u 1% pacjentéw z nadptytkowoscia
samoistng oraz U 5% w ocenianej grupie chorych z pierwotnym zwidknieniem szpiku. Nie

potwierdzono wystgpowania innych mutacji genu MPL. Nalezy jednak pamigtac¢, ze zmiany w
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obrebie genu MPL sg najrzadziej stwierdzanymi defektami molekularnymi w kaskadzie JAK-
STAT u chorych na MPN Ph-. By¢ moze oceniona grupa 124 pacjentéw z ET (w tym jedynie 34
JAK2 i CALR-ujemnych) nie jest reprezentatywna dla oceny czesto§¢ mutacji genu MPL w
polskiej populacji chorych.

W literaturze $wiatowej nowotwory mieloproliferacyjne z obecng mutacja JAK2 V617F
nazywane sg ,,JJAK-opatiami” (ang. JAK-opathies). Czes¢ badaczy sugeruje, ze patogeneza i
przebieg MPN JAK2-dodatnich sg odmienne niz w przypadku pozostalych nowotworow
mieloproliferacyjnych Ph- [105]. Hipotezg ta potwierdzaja wyniki badan wilasnych. Analiza
badanej grupy chorych z obecng mutacja JAK2 V617F wykazala, ze u osob obarczonych
defektem stezenie hemoglobiny jest znamiennie wyzsze niz U pacjentow JAK2-ujemnych.
Wyzszy jest takze hematokryt oraz mediana liczby leukocytow we krwi obwodowej. Jak dotad
ukazalo si¢ niewiele opracowan dotyczacych podobnych zaleznosci w odniesieniu do
przypadkéw MPN z obecng mutacjg genu CALR. Wyniki badan wiasnych wskazuja na istnienie
swoistych cech wspdlnych takze dla tej grupy MPN Ph-. | tak, u pacjentéw CALR-dodatnich
stgzenie hemoglobiny, wartos¢ hematokrytu oraz mediana liczby leukocytow sa wyzsze niz u
chorych na MPN Ph-, u ktorych nie potwierdzono obecnosci mutacji JAK2 V617F. Chorych tych
cechuje takze znamiennie nizszy wieck w chwili rozpoznania MPN. Nalezy podkresli¢, ze
spostrzezenia te sg zgodne z doniesieniami innych badaczy, dotyczacymi chorych z pierwotng
mielofibrozg oraz z nadptytkowoscig samoistng [34, 103, 106]. Wydaje si¢, ze na zdefiniowanie
odrebnej grupy MPN, ,,CALR-opatii” trzeba bedzie jednak poczekaé. Wcigz bowiem mato
poznany jest wpltyw obecno$ci mutacji genu kalretikuliny na regulacje transdukcji sygnatlu
komorkowym szlakiem JAK2-STAT u chorych na MPN Ph-.

Obserwacje wiasne dotyczgce wptywu obecnosci mutacji egzonu 10 genu MPL na przebieg
kliniczny MPN majg charakter szczatkowy. Obecno$¢ mutacji wykazano bowiem jedynie w
dwoch przypadkach. Takze dane literaturowe, dotyczace charakterystyki klinicznej pacjentow
MPL-dodatnich maja charakter kazuistyczny. Jak dotad najwigkszym badaniem, oceniajacym
przebieg kliniczny u chorych MPL-dodatnich jest analiza Beera i wsp. dotyczaca 32 o0sob.
Wedtug opinii autora, w poréwnaniu z chorymi JAK2 V617F- dodatnimi u pacjentéw z obecng

mutacja genu MPL $rednie st¢zenie hemoglobiny jest nizsze a liczba ptytek krwi wyzsza [38].

Badania wtasne, dotyczace oceny obcigzenia nieprawidlowym allelem genow JAK2 i CALR
wykazaty ich istotny wptyw na niektore parametry kliniczno-laboratoryjne. Réznice te dotyczyty
obcigzenia allelem JAK2 V617F u chorych z poszczegdlnymi postaciami MPN Ph-. | tak,

najwyzsze wartosci %AB zaobserwowano w pierwotnej mielofibrozie oraz w czerwienicy
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prawdziwej. Zawarto$¢ nieprawidlowego allelu byla natomiast znaczaco nizsza W
nadptytkowosci samoistnej. Dane te potwierdzaja wyniki innych grup badawczych,
wskazujacych na istotnie nizszg Srednig zawarto$¢ allelu V617F u pacjentow z nadplytkowoscia
samoistng [107-109]. Najwyzszg zawarto$¢ nieprawidtowego allelu potwierdzono u chorych na
PMF. [107, 109]. Wedlug niektorych autorow jest ona szczegodlnie wysoka w mielofibrozie
poprzedzonej czerwienicg prawdziwg [109]. Obserwacje t¢ wydaje si¢ negowaé spostrzezenie
Vannucchi, potwierdzajace najwyzsza zawarto$¢ allelu V617F u chorych na czerwienicg
prawdziwg, a ,posrednio-wysokg” u pacjentow z PMF [108]. Rozbieznosci te wynikaja
prawdopodobnie z przyjetych kryteriow rozpoznania dla okreslonych postaci MPN. W
przypadku PMF w czesci z analiz wykluczano bowiem przypadki =z faza prefibrotyczng
choroby.

W badaniach wilasnych potwierdzono zwigzek pomigdzy obcigzeniem allelem JAK2
V617F a wiekiem ocenianych pacjentow (wzrost zawartosci allelu wraz z wiekiem), liczba
plytek krwi (mediana liczby ptytek nizsza przy wyzszym obcigzeniu allelem V617F) oraz
powigkszeniem $ledziony (obecne u chorych z wyzszymi warto$ciami obcigzenia allelem).
Obserwacje te sg zbiezne z wynikami prac Passamonti i Rumi, potwierdzajacymi zwigzek
pomiedzy wysoka zawartoscig allelu V617F i splenomegalig u chorych na MPN Ph-. Fenomen
ten jest prawdopodobnie wynikiem zaleznej od obecnosci defektu nadmiernej stymulacji
hematopoezy, w tym hematopoezy pozaszpikowej, m.in. w obrgbie $ledziony. W cytowanych
badaniach potwierdzenie znalazta takze odwrotnie proporcjonalna zalezno$¢ pomigdzy
obcigzeniem allelem JAK2 V617F a liczbg ptytek krwi [109]. Nie potwierdzaja one jednak
obserwowanego w badaniach wiasnych zwigzku pomiedzy wiekiem a zawartoscig allelu JAK2
V617F. Moze to wskazywaé na wystepowanie roznic pomiedzy Polska i krajami zachodnimi w
zakresie wczesnego rozpoznawania choroby. Wiadomo bowiem, ze u chorych w p6znych fazach
MPN Ph- zawarto$¢ allelu JAK2 wzrasta [108]. W badaniach wiasnych potwierdzono takze
wystepowanie znamiennych réznic dotyczacych obcigzenia nieprawidlowym allelem genu
kalretikuliny u chorych z nadptytkowoscia samoistng oraz pierwotnym zwloknieniem szpiku.
Bylo ono znaczgco nizsze w ET poroéwnaniu do PMF. Wyniki te sa zgodne z obserwacjami
innych badaczy [99, 103].

Rezultaty badan wlasnych wskazuja na wystepowanie zalezno$ci pomiedzy obcigzeniem
nieprawidlowym allelem a st¢zeniem hemoglobiny i wartoscig hematokrytu u chorych z
defektami egzonu 9 genu CALR. U o0séb z wysoka zawartoscig nieprawidtowego allelu liczba
leukocytow we krwi obwodowej takze jest wyzsza. Co cickawe takze Klinicznie jawne
powiekszenie §ledziony wystgpowalo znamiennie czes$ciej u chorych z wysoka zawarto$cig

nieprawidlowego wariantu genu kalretikuliny. Dane literaturowe, oceniajace zwiazek
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parametréw klinicznych z obcigzeniem nieprawidlowym allelem CALR sa dotychczas skape.
Andrikovics i wsp. potwierdzili zwiazek pomiedzy zawartoscig nieprawidlowego allelu CALR a
srednim st¢zeniem hemoglobiny, hematokrytem, a takze mediang liczby leukocytow we Krwi
chorych na MPN Ph-. Zasugerowali takze zalezno$¢ pomiedzy mediang liczby plytek krwi a
obcigzeniem nieprawidtowym allelem genu CALR. Zwigzku tego nie potwierdzity badania
wiasne [103].

W grupie pacjentow z czerwienicg prawdziwag nie uzyskano istotnych statystycznie
roéznic pomiedzy podgrupami pacjentéw z mutacja V617F i mutacjami egzonu 12 genu JAK2.
Jest to prawdopodobnie wynikiem zbyt matej liczby pacjentéw z obecng mutacja w obrebie
egzonu 12. Dostepne dane literaturowe wskazujg jednak, ze u pacjentow z obecnosciag defektu
JAK2 w obrebie egzonu 12 mediana liczby ptytek i leukocytow we krwi jest nizsza niz U 0S6b z
obecng mutacjg V617F genu JAK2. W tej grupie chorych czgsciej tez obserwuje sie izolowang
erytrocytoze [6, 31, 110]. Dane dotyczace innych parametréw kliniczno-laboratoryjnych sg
rozbiezne. Martinez-Avilés i wsp. nie potwierdzili wystgpowania istotnych roéznic w zakresie
sredniego stezeniu hemoglobinyi mediany wieku pomiedzy pacjentami V617F-dodatnimi oraz z
obecnymi mutacjami egzonu 12 genu JAK2. Wedlug Scott i wsp. oraz Passamonti i wsp. w
momencie formulowania rozpoznania u pacjentow z mutacjami egzonu 12 genu JAK2 stezenie
hemoglobiny jest wyzsze a wiek nizszy [31, 110]. Porownanie wynikow eksperymentalnych
réznych zespolow pozwala przypuszczaé, ze pacjenci zZ nadplytkowoscig samoistng, obarczeni
defektem molekularnym genu CALR ro6znig si¢ znaczaco od chorych JAK2 V617F-dodatnich
oraz osob, u ktorych nie stwierdzono zadnego z wymienionych defektow. Rezultaty badan
wlasnych wskazuja na wystepowanie znamiennych roznic w zakresie stezenia hemoglobiny,
liczby ptytek i leukocytow we krwi u pacjentdow z nadplytkowosScia samoistng obarczonych
obecno$cig mutacji genéw JAK2 oraz CALR. Pacjentow CALR-dodatnich cechuje bowiem
najnizsze stezenie hemoglobiny, najnizsza liczba leukocytow oraz najwyzsza liczba ptytek krwi.
Chorzy JAK2-dodatni charakteryzuja si¢ natomiast najwyzszymi wartosciami st¢zenia
hemoglobiny i mediany liczby leukocytow we krwi obwodowej. U oséb z MPN Ph- z
nieobecnymi defektami genéw JAK2, CALR i MPL liczba ptytek krwi jest najnizsza a stezenie
hemoglobiny i mediana liczby leukocytow osiagaja wartosci posrednie. Wyniki te sa calkowicie
zgodne z doniesieniami innych grup [8, 99, 103]. Te same zalezno$ci zaobserwowal m.in.
Klampf i wsp, za$ Chen i wsp, wskazujac jednocze$nie na fakt, ze mediana wieku pacjentow
CALR-dodatnich jest najnizsza a ryzyko wystapienia epizodow zakrzepowo-zatorowych
mniejsze [8, 111]. W przypadku pierwotnego zwioknienia szpiku wyniki wlasne potwierdzity

wystepowanie istotnych réznic pomiedzy grupa CALR i JAK2 V617F-dodatnia oraz grupa
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pacjentow bez obecnosci defektow w obrebie sekwencji ocenianych gendéw. U 0sob z obecng
mutacja genu CALR stezenie hemoglobiny oraz mediana ptytek krwi byly najwyzsze. Najnizsze
wartos$ci stezenia hemoglobiny zaobserwowano w grupie nie obarczonej obecno$cig ocenianych
defektow. Najnizszg mediang liczby plytek krwi stwierdzono u pacjentow JAK2-dodatnich.
Podobne obserwacje poczynili takze inni badacze [8, 103, 106].

Przedstawione wyniki badan wlasnych oraz dane uzyskane przez innych autorow
jednoznacznie wskazujg na koniecznos$¢ ujednolicenia metod analizy obecno$ci oraz zawartos$ci
nieprawidlowego allelu genow JAK2, MPL i CALR. W opinii autorki niniejszej pracy rownie
wazne sg odpowiedni dobor stosowanych metod diagnostycznych, jak i walidacja

zewnatrzlaboratoryjna.
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Zastosowane metody biologii molekularnej, wykorzystane w diagnostyce klinicznej
nowotworow  mieloproliferacyjnych  Filadelfia-ujemnych, umozliwity = wykrycie
obecno$ci zmian w obrebie egzonow 12 1 14 genu JAK2, egzonu 10 genu MPL oraz
egzonu 9 genu CALR. Techniki te cechowata czulo$¢ diagnostyczna na poziomie co
najmniej 5% obcigzenia nieprawidlowym allelem.

. Wykorzystanie wysokorozdzielczej analizy krzywych topnienia jako metody
przesiewowej w analizie obecno$ci mutacji egzonu 12 genu JAK2, egzonu 10 genu CALR
oraz egzonu 9 genu MPL ma duzg warto$¢ praktyczng, szczegdlnie gdy uzupetniona jest
ona o ocen¢ obecnosci defektow za pomocg wysokonapieciowej elektroforezy kapilarne i
sekwencjonowania metodg Sangera.

Ocena obecnosci oraz obcigzenia nieprawidlowym allelem genu JAK2 V617F jest
przydatna w  diagnostyce rdznicowe] poszczegdlnych postaci nowotworow
mieloproliferacyjnych Filadelfia ujemnych. Podobne znaczenie wydaje si¢ mie¢ ocena
jakosciowa i ilosciowa innych defektoéw molekularnych genéw JAK2, CALR oraz MPL.
Manifestacja kliniczno-laboratoryjna nowotworéw mieloproliferacyjnych Filadelfia-

ujemnych jest odmienna w zaleznosci od obecnosci mutacji JAK2, CALR i MPL.
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Celem niniejszej pracy byla proba optymalizacji i walidacji metod wykrywania
obecnosci mutacji JAK2 egzonu 12 oraz 14, mutacji CALR egzonu 9 oraz mutacji MPL egzonu
10 w nowotworach mieloproliferacyjnych Filadelfia-ujemnych. Niezaleznym celem badan byta
takze ocena czesto$ci wystepowania tych mutacji w polskiej grupie chorych na MPN Ph-. Grupe
badang stanowito 200 pacjentow (118 kobiet i 82 mezczyzn) w wieku 19-83 lata, leczonych z
powodu nowotworé6w mieloproliferacyjnych w Katedrze Hematologii 1 Transplantacji Szpiku
UMP. Badaniami objeto 54 chorych na czerwienicg prawdziwa, 124 chorych na nadptytkowos¢
samoistng oraz 22 0soby z rozpoznaniem pierwotnego zwloknienia szpiku. Materialem do badan
byto DNA genomowe, wyizolowane z krwi obwodowej. W analizach wykorzystano system PCR
do detekcji mutacji oparty o opornos¢ na amplifikacje (ARMS-PCR), wysokorozdzielczg analizg
krzywych topnienia (HRMA), elektroforeze kapilarng w Zelu niedenaturujgcym oraz

sekwencjonowanie technika Sangera.

Oceniono przydatno$¢ metod diagnostycznych do analizy obecnosci mutacji genow JAK2
egzonéw 12 i 14, MPL egzonu 10 oraz CALR egzonu 9. Czulo$¢ technik przesiewowych
0szacowano na 5% obcigzenia nieprawidlowym allelem. Dokonano takze poréwnania technik
molekularnych pod katem ich przydatnosci w diagnostyce MPN. Okreslono rowniez czulosc,
specyficznos¢, zmienno$¢ analityczng oraz niepewno$¢ pomiarowa dwoch metod do ilosciowe;
analizy obcigzenia allelem V617F genu JAK2. Po dokonaniu wyboru lepszej z technik

skutecznie przeprowadzono jej walidacje miedzynarodowa.

Ocena wystepowania defektow molekularnych w MPN Ph- wykazata, ze u 52 pacjentow
(96%) z rozpoznaniem czerwienicy prawdziwej obecna jest mutacja V617F genu JAK2, a u 2
mutacje JAK2 egzonu 12 (4%). W przypadku nadptytkowosci samoistnej obecno$¢ mutacji JAK2
V617F potwierdzono u 72 chorych (58%), CALR u 18 chorych (14%) zas MPL u 1 pacjenta
(1%). U 33 osob (27%) nie zidentyfikowano zadnej z wymienionych mutacji. Wérdd chorych z
pierwotnym zwloknieniem szpiku potwierdzono obecno$¢ mutacji JAK2 V617F w 8
przypadkach (36%) i mutacji CALR w Kkolejnych 8. W przypadku mutacji MPL wykryto
obecnos¢ defektu u 1 chorego (5%). U 5 pacjentow (23%) z PMF nie zidentyfikowano zadnej z
wymienionych zmian molekularnych. Srednie obcigzenie allelem V617F w grupie pacjentow z
PV wyniosto 40%, u o0s6b z rozpoznaniem ET 29%, za§ w PMF 48%. Obcigzenie
nieprawidlowym allelem genu CALR wyniosto 34% u chorych z ET i47% u 0s6b z PMF.

Analiza parametrow kliniczno-laboratoryjnych w grupie pacjentow z czerwienica

prawdziwa nie wykazata istotnych statystycznie réznic pomiedzy podgrupami pacjentow z
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mutacja V617F 1 mutacjami egzonu 12 genu JAK2. W grupie chorych na nadplytkowos¢
samoistng obecno$¢ mutacji JAK2 V617F powigzana byla z najwyzszymi warto$ciami st¢zenia
hemoglobiny i mediany liczby leukocytow krwi obwodowej. Pacjentow CALR-dodatnich z ET
cechowalo najnizsze $rednie stgzenie hemoglobiny, najnizsza mediana liczby leukocytéw oraz
najwyzsza liczba ptytek. U chorych na PMF z obecng mutacjg genu CALR $rednie stezenie
hemoglobiny oraz mediana liczby ptytek byly wyzsze niz u chorych z obecng mutacja JAK2
V617F oraz pacjentow bez obecnosci defektow genéw JAK2 i CALR. Najnizsze wartosci
stezenia hemoglobiny odnotowano w grupie nie obarczonej mutacjami, za$ najnizsza mediang
liczby ptytek krwi cechowali si¢ pacjenci JAK2-dodatni.

Przeprowadzone badania potwierdzity takze wystepowanie znaczacych rdznic w
obcigzeniu allelem JAK2 V617F pomigdzy poszczegdlnymi postaciami MPN Ph-. Najwyzsze
odnotowano w pierwotnej mielofibrozie oraz w czerwienicy prawdziwej, znaczaco nizsze w
nadptytkowosci samoistnej. W przypadku obcigzenia nieprawidlowym allelem CALR wyniki
wykonanych badan potwierdzily zalezno$¢ odwrotnie proporcjonalna pomigdzy %AB oraz
stezeniem hemoglobiny i wartoScig hematokrytu. Przeciwnie, liczba leukocytow we krwi

obwodowej byta wyzsza u chorych na MPN Ph- z wysokg zawarto$cig nieprawidtlowego allelu.

Uzyskane wyniki badan wilasnych potwierdzaja praktyczne znaczenie S$ledzenia
obecno$ci mutacji genéw JAK2, CALR oraz MPL u chorych na MPN Ph-. Wskazujg one
jednoczesnie na konieczno$¢ wypracowania ujednoliconych algorytméw postgpowania
diagnostycznego w zakresie oceny obecnos$ci/zawartosci nieprawidlowego allelu wymienionych

genow, w tym ich walidacji zewnatrzlaboratoryjnej.
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SUMMARY

The main aim of this study was to optimize and validate molecular assays for detection of
presence of mutations in JAK2 exon 12 and 14, CALR exon 9 and MPL exon 10 in Philadelphia-
negative myeloproliferative neoplasms. Independently, the aim was to describe the occurrence of
mutations in polish MPN Ph- patients. The studied group consisted of 200 patients (118 women
and 82 men) aged 19-83, diagnosed with myeloproliferative neoplasms in Faculty of
Hematology and Bone Marrow Transplantation of Poznan Medical University. Among patients,
54 policythemia vera, 124 essential thrombocythemia and 22 primary myelofibroses cases were
identified. Molecular analyses were performed on genomic DNA, isolated from full peripheral
blood. Samples were tested with amplification refractory mutation system PCR (ARMS-PCR),
high resolution melt analysis (HRMA), capillary electrophoresis and Sanger sequencing.

According to the performed analyses, the assays for detection of mutations in JAK2 exon
12 and 14, CALR exon 9 and MPL exon 10 were useful for MPN diagnostics. The detection limit
of the screening tests was established at 5% allele burden. Parameters of specificity, sensitivity,
analytical compliance and uncertainty of measurements were evaluated for the two assays for
quantitative analysis of JAK2 V617F allele burden. After choosing the optimal technique its

international validation was performed.

The analysis of prevalence of molecular defects in MPN Ph- revealed that 52 (96%) of
PV cases was bearing the V617F mutation of JAK2 gene and 2 patients (4%) the mutations of
JAK2 exon 12. In ET 72 patients (58%) had JAK2 V617F mutation, 18 (14%) patients carried
CALR exon 9 mutations and 1 case (1%) was MPL-positive. Among the remaining 33 patients
(27%) none of these mutations were found. In PMF 8 cases of JAK2 V617F mutation were
identified (36%) and also 8 mutations in CALR gene (36%). There was 1 case of MPL mutation
identified (5%) within this group. 5 (23%) of PMF patients had none of these defects. Mean
allele burden of JAK2 V617F in PV group stood at 40%, in ET 29%, and in PMF 48%. CALR
mutations allele burden amounted to 34% in ET and 47% in PMF.

The analysis of clinical and laboratory parameters in policythemia vera revealed there
was no statistical significance when comparing JAK2 exon 12 and V617F-positive groups. On
the other hand, in essential thrombocythemia, the JAK2 V617F patients had the highest values of
mean haemoglobin concentration and median leukocyte count. On contrary, CALR-positive
group had the highest mean haemoglobin levels and median leukocyte counts. Moreover they
had the highest median of platelet count. In primary myelofibrosis CALR-positive patients had
the highest value of mean haemoglobin concentration and median platelet count. The lowest

mean haemoglobin concentration was present in patients negative for the mutations. JAK2-
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positive patients had the lowest platelet numbers in this group.

There were significant differences in JAK2 V617F allele burden among analyzed groups.
The highest burden was observed in primary myelofibrosis and policythemia vera. In terms of
CALR allele burden, the results pointed out the inverse relationship between %AB and
haemoglobin concentrations and hematocrite values. Moreover the median leukocyte counts

were higher among patients with higher values of mutated allele.

The results presented in this dissertation confirm practical usefulness of mutation
detection in JAK2, MPL and CALR genes in patients suffering from MPN Ph- They also indicate
the need for unification of laboratory methods of mutations detection and quantification.
Adequate choice of diagnostic techniques and external quality control is also of great importance

for molecular diagnostics of MPNs Ph-.
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