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Nové poznatky v patofyzioldgii Ph-negativnych
myeloproliferativnych neoplazii

New insights into the pathophysiology of Ph-negative
myeloproliferative neoplasms

Krélova B., Hlusickova Kapralova K., Divoky V., Horvathova M.
Ustav biologie, LF UP v Olomouci

SUHRN: Myeloproliferativne neoplazie (MPN) tvoria skupinu pribuznych klonalnych hematologickych porich s prekryvajiucim sa
fenotypom. Hlavnym znakom MPN je nadprodukcia plne diferencovanych myeloidnych buniek, chronicky zapal a riziko transformécie do
sekundarnej akutnej myeloidnej leukémie. Klonélna proliferacia je riadend roznymi somatickymi mutaciami, naj¢astejsie mutaciami v géne
kodujucom Janusovu kindzu 2 (JAK2). Fenotypova diverzita, Specifickd pre MPN, vsak neméze pramenit len zo stcinnosti roznych riadiacich
mutdcii s mutdciami pridavnymi, ktoré si popisované u pacientov s MPN. Naopak, za heterogenitou MPN stoji cely rad genetickych
ako aj negenetickych faktorov. Ako vyznamny determinant, predovsetkym rozvoja klonalnej hematopoézy, sa ukazuje geneticka
predispozicia. Nas sthrnny ¢lanok prinasa prehlad najnovsich poznatkov tykajucich sa komplexnosti patobiolégie chromozém Filadelfia
(Ph)-negativnych MPN.

KLUCOVE SLOVA: myeloproliferativne neoplazie - JAK2 - CALR - MPL - genetické predipozicia — heterogenita MPN

SUMMARY: Myeloproliferative neoplasms (MPNs) represent a group of related clonal haematological disorders with overlapping phenotypes.
The main typical features are excessive production of fully differentiated myeloid cells, chronic inflammation and a tendency to transform to
acute myeloid leukaemia. Clonal proliferation in MPN is driven by various somatic mutations, most notably involving Janus kinase 2 (JAK2).
However, MPN phenotypic diversity cannot be explained only by cooperation of acquired driver mutations with additional somatic mutations
detected in MPN patients. Indeed, MPN initiation and clinical phenotype is a product of complex interactions involving both genetic and
non-genetic factors. Recently, genetic predisposition appeared as an important determinant of MPN pathophysiology, particularly of clonal
expansion. This review provides insights into complex, newly emerging factors contributing to Philadelphia chromosome (Ph)-negative
MPN pathobiology.
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UVOD

Myeloproliferativne neoplazie (MPN),
popisané uz v roku 1951 Dameshekom,
su fenotypovo réznorodou skupinou klo-
nalnych choréb, ktora je charakterizo-
vana zvysenou proliferaciou aspon jed-
ného z myeloidnych vyvojovych radov
(erytrocytového, granulocytového alebo
megakaryocytového) v kostnej dreni.
Nadmerne produkované plne diferen-
cované bunky si zachovavaju svoju ty-
pickd funkciu a nevykazuju zndmky roz-
siahlej dysplazie [1]. AvSak najvacsim
rizikom MPN je, Ze postupom ¢asu moze
dojst k poruche terminélnej diferenciacie

a maturdcie progenitorov, kedy pretrva-
vajuci chronicky zapal, remodelacia mik-
roprostredia kostnej drene a postupna
akumulacia genetickych a epigenetic-
kych zmien vedu k blastickému zvratu
a transformdcii inak chronického ochore-
nia do sekunddrnej akutnej myleoidnej
leukémie (sAML). Hlavnym genetickym
faktorom tejto leukemickej transfor-
macie su pridavné mutdacie vznikajuce
spontanne alebo ako désledok mutagén-
nej lie¢by [2]. MPN ochorenia vznikaju
na podklade mutécii v hematopoetic-
kej kmenovej bunke (hematopoietic stem
cell - HSC) a podla klinickych, histopato-
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logickych a molekuldrnych charakteristik
sa rozdeluju do 7 rozdielnych entit: chro-
nickd myeloidnd leukémia (CML), chro-
nickd neutrofilna leukémia (CNL), poly-
cytémia vera (PV, pravd polycytémia),
primarna myelofibréza (PMF), esencialna
trombocytémia (ET), chronicka eosino-
filna leukémia (blizsie nespecifikovana)
a neklasifikovatelné MPN [3].
Dameshekova koncepcia povodu
MPN je postavena na neznamom my-
elostimula¢nom faktore, ktory je zod-
povedny za vznik tychto ochoreni.
Odvtedy sa vdaka pokrokom v techno-
I6gidch molekularnej bioldgie do velkej
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Obr. 1. Vseobecny mechanizmus JAK2 signdlnej drahy za fyziologickych podmienok (A): po vazbe cytokinu k receptoru
dochadza k jeho dimerizacii, naslednej trans- a autofosforylacii JAK2 kindzy, ktora dalej fosforyluje tyrozinové zvysky receptora.
Tie poskytuju vazbové miesta pre STAT signalne molekuly, ktoré dimerizuju a vo fosforylovanej forme sa presuvaju do jadra, kde
posobia ako transkripcné faktory génov zabezpecujucich proliferaciu a preZivanie buniek. Patofyziologicka JAK2 signalizacia
v pripade JAK2 mutécii (B) a mutacii MPL receptora (C) vedie ku konformaénym zmendm JAK2 alebo MPL receptora, naslednej
konstitutivnej aktivacii JAK2/STAT signélnej drahy a nadmernej produkcii roznych krvnych elementov. Naopak, sekretovany
mutovany CALR (mCALR) sa ako ,falo$ny” cytokin viaze na MPL (D), aktivuje ho, ¢o u buniek exprimujicich MPL a stc¢asne
MCALR vedie k trvalej aktivacii JAK2/STATS signalizacie.

P — fosforylacia, symbol blesku - mutécia

miery objasnila molekuldrna podstata
MPN a vytvorila sa komplexnd kniznica
kauzalnych alebo tzv. ,driver” (riadia-
cich) mutacii veducich k MPN. Vacsina
MPN sa javi ako sporadickd a byva ob-
vykle diagnostikovana v piatej az Sies-
tej dekade zivota. Avsak pribudajlce
Studie ukazuju, Ze existuje skupina MPN
pacientov, u ktorych nastup ochore-
nia nastava v podstatne mladsom veku
a ze rbzne hematologické malignity sa
mozu Castejsie vyskytovat v ramci rodo-
kmena jednej rodiny [4,5]. Zda sa, Ze toto
klastrovanie MPN v rdmci rodin nie je na-
hodné; az 7,6 % zdanlivo sporadickych
MPN ma naopak familidrne pozadie [6].
Diskutovanym javom je aj fenomén tzv.
anticipdcie, ktory popisuje stav, kedy sa
v kazdej nasledujucej generacii ochore-

nie objavuje v skorSom veku ako v gene-
racii predchadzajucej [6,7]. Tato kohorta
pacientov méze niest jednu alebo nie-
kolko dedi¢nych kooperujtcich mutacii
s neuiplnou penetranciou, ¢im je podpo-
rovana existencia predispozi¢ného fak-
tora prispievajuceho nielen k prepuknu-
tiu MPN ale aj jeho modula¢ného efektu
na celkovy fenotyp ochorenia.

Medzi klasické MPN patri CML. Jej ty-
pickym cytogenetickym nalezom je chro-
mozdém Filadelfia (Ph) vznikajlci recipro¢-
nou translokaciou t(9;22) [8]. Désledkom
tejto vymeny vznika fuzny onkogén BCR-
-ABL1 kédujuci konstitutivne aktivnu ty-
rozinovu kindzu aktivujucu spletité sig-
nalne drahy, ktoré zvysuju proliferacny
potencial mutovanych buniek a zéroven
znizuju ich adhezivnu schopnost a apo-

pticki odpoved [9]. Zvysena produkcia
kyslikovych radikdlov BCR-ABL1-pozi-
tivnymi bunkami vedie k nestabilite ge-
nému a leukemogenéze [10].

Do klasickych, aviak Ph-negativ-
nych MPN (BCR-ABL1 negativne MPN),
sa zaraduju PV, ET a PMF. U vacsiny pri-
padov su identifikované ,driver” mu-
tacie v génoch kédujucich Janusovu
kindzu 2 (JAK2) [11-14], kalretikulin
(CALR) [15,16] alebo trombopoetinovy
receptor (TPOR, oznacovany aj ako
MPL z angl. myeloproliferative leukemia
virus) [17,18]; mutdacie CALR a MPL sa vy-
skytuju u ET a PMF a len vynimocne u PV.
Napriek niektorym spolo¢nym klinic-
kym, patologickym a molekuldrnym cha-
rakteristikdam sa PV, ET a PMF vyznacuju
velkou variabilitou s ohfadom na mozné
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rizikd trombotickych a krvacavych kom-
plikécii ako aj na riziko progresie do leu-
kémie. Heterogenitu MPN podla vset-
kého ovplyviiuje cely rad faktorov
zahffajuci: pridavné somatické mutacie
(vratane poradia v akom boli ziskané),
geneticku predispoziciu, charakteristiky
samotného pacienta a zmeny v mikro-
prostredi kostnej drene [19].

SOMATICKE ,,DRIVER“
MUTACIE

U Ph-NEGATIVNYCH MPN
Somatické ,driver” mutacie v JAK2,
[11-14], CALR [15,16] a MPL [17,18] vzni-
kaju v HSC a vedu k neadekvétnej aktiva-
cii JAK2/STAT (signal transducer and ac-
tivator of transcription) signélnej drahy
(obr. 1), ¢o poskytuje bunkdm mye-
loidnej linie selektivnu prolifera¢ni vy-
hodu. Inicia¢nd mutacia v JAK2 géne,
ktora je najcastejSou ,driver” mutaciou
u Ph-negativnych MPN, pritom vznika
podla novo publikovanych poznatkov
velmi skoro, v detskom alebo adoles-
centnom veku alebo dokonca prena-
talne (,pre-diagnostickd” faza ochore-
nia) a méze trvat desiatky rokov, nez
doéjde k rozvoju signifikantnej klonal-
nej frakcie a nastupu ,diagnostickej”
fazy MPN [20,21].

JAK2 V617F a JAK2 exén

12 mutacie

JAK2 je sucastou rodiny nereceptoro-
vych tyrozinovych kinaz. Vazbou ligandu
na cytokinové receptory: erytropoeti-
novy receptor (EPOR), MPL a receptor
pre kolénie granulocytov stimulujuci
faktor (G-CSFR) sa prostrednictvom fos-
forylacie JAK2 aktivuje signalna draha
odovzdavajuca signal prevazne cez tran-
skripcné faktory rodiny STAT (predovset-
kym STAT1, 3 a 5), ktoré v jadre spustaju
expresiu roznych génov ovplyvnujucich
diferenciaciu, proliferaciu a prezivanie
hematopoetickych buniek [22] (obr. 1).
Bodova mutacia v exéne 14 JAK2 génu
veduca k aminokyselinovej zdmene
V617F spbsobuje konstitutivnu aktiva-
ciu JAK2 kindzy aj v nepritomnosti cy-
tokinov a tym stimuluje klondlnu ex-

panziu buniek [11-14]. JAK2 V617F
mutacia je pritomnd u 95 % pacientov
s PV a u priblizne 50-60 % pacientov
s ET a PMF. Klinicka a fenotypova hete-
rogenita pacientov nesucich JAK2 V617F
mutaciu, v rozmedzi od ¢asto asympto-
matickej ET, cez chronickd myeloprolife-
raciu az po agresivnejsiu formu PMF so
zlou progndézou, je velmi pozoruhodny
a doposial nie celkom ozrejmeny as-
pekt. Svoju Ulohu hra ¢iasto¢ne podiel
mutovanej JAK2 V617F k celkovej JAK2,
oznacovany aj ako alelové zataz (allele
burden) [23]. Nizsia V617F alelva zétaz
(zvycajne okolo 25 %) je typicka pre
ET, vy3sia (= 50 %) pre PV. UpIna V617F
homozygozita (alelova zataz 100 %),
ktora vznikd mitotickou rekombinaciou
a vedie tak k ziskanej uniparentalnej di-
zO6mii (@UPD) chromozému 9, je spajana
s PV, post-PV a post-ET myelofibrézou.
Pritomnost nizkej frekvencie JAK2 V617F
mutacie (< 2 %) u zdravych jedincov bez
preukdzanych hematologickych abnor-
malit (s tzv. klondlnou hematopoézou
s neurcitym potencidlom, clonal hemato-
poiesis of indeterminate potential - CHIP),
s incidenciou az 0,2 %, je dalsim uka-
zovatelom komplexnej patofyziologie
MPN [24].

U 1-2 % PV pacientov, vacsinou
JAK2 V617F negativnych, sa vyskytuju
mutacie v exéne 12 JAK2 génu [25]. Do-
teraz bolo v exéne 12 identifikovanych
vy$e 40 roéznych mutdcii, zahfnajucich
delécie, inzercie, duplikacie a zameny,
ktoré spésobuju zvysenu aktivaciu
JAK2/STAT signalnej drahy. Tieto muta-
cie su vyluc¢ne asociované s izolovanou
erytrocytézou. Ukazuje sa vsak, ze ri-
ziko vzniku trombdzy ako aj transforma-
cie do PMF alebo sAML je u tejto pod-
skupiny PV porovnatelné s PV pacientmi
s mutaciou JAK2 V617F [25].

CALR mutacie

Kalretikulin je chaperénovy protein,
ktory reguluje homeostdzu vapnika
a zbalovanie novosyntetizovanych pro-
teinov [26]. Mutécie v CALR géne sa vy-
skytuju priblizne v 30 % pripadov ET
a PMF a vynimocne u pacientov s PV.
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Désledkom mutacii dochédza k strate
KDEL motivu zodpovedného za orga-
nelovo-specificku lokalizaciu kalretiku-
linu v endoplazmatickom retikule. Mu-
tovany kalretikulin (mCALR) sa naopak
viaZze na MPL, aktivuje ho a nasledne tak
sprostredkovava nadmerna aktivaciu
JAK2/STAT signdlnej drahy (obr. 1). Mu-
tovany kalretikulin vykazuje slabu vazbu
s G-CSFR, ale neviaZe sa na EPOR, ¢o ma
za nasledok specificki asociaciu CALR
mutdcii s ET a PMF, ale nie s PV. CALR mu-
tacie sa rozdeluju do dvoch typov. Nad-
mernu vacsinu tvoria mutdcie typu 1
(delécia 52 bazovych pérov) prevldda-
juce u pacientov s diagnostikovanou
PMF, naopak mutacie typu 2 (inzercia
5 bazovych parov) sa vo velkej miere vy-
skytuju u pacientov s ET [15,16]. Mutacie
typu 1 maju agresivnejsi raz vzhladom
na robustnejsi zasah do DNA; ET pa-
cienti s tymito mutaciami ¢astejsie prog-
reduji do myelofibrézy na rozdiel od
ET pacientov s mutaciami typu 2, ktoré
sU spajané s miernejsim priebehom
ochorenia [27].

MPL mutacie

Najmenej frekventovanymi ,driver” mu-
taciami u klasickych Ph-negativnych
MPN su aktivujuce mutdcie v géne ko-
dujucom MPL [17,18]. MPL viaze na
povrchu buniek trombopoetin a zo-
hrava tak kltu¢ovu ulohu v procese me-
gakaryopoézy a tvorbe krvnych do-
Sticiek [28,29]. MPL mutacie vedu ku
konforma¢nym zmendm receptora,
ktoré vyustia do jeho aktivéacie a nasled-
nej konstitutivnej aktivacie JAK2/STAT
signalnej drahy a k cytokinom-nezavis-
[ému rastu buniek (obr. 1) [17,18]. Naj-
CastejSimi mutaciami su zameny trypto-
fanu v pozicii 515 (MPL W515), ktoré sa
vyskytuju vyhradne u ET a PMF s pre-
valenciou 1, resp. 5 % [18] a su spajané
so zvysenym rizikom myelofibrotickej
transformdcie u ET [30]. Ind mutdcia po-
stihujuca MPL, MPL S505N, bola popi-
sand ako vrodend mutécia asociovana
s familidarnou trombocytézou a nésledne
aj ako ziskand mutacia vo vzacnych
pripadoch ET [31,32].
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Uloha kédovaného proteinu
DNA metylacia

Remodelécia chromatinu
Zostrih mRNA

Regulacia transkripcie

Bunkova signalizacia

Tumorové supresory
Protoonkogény

Kohezinovy komplex

Tab. 1. NGS (next generation sequencing) myeloidny panel. Prehlad génov, rozdelenych podla ich funkcie, ktoré su
indikované k vysetreniu u pacientov s MPN.
(zdroj: https://www.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/trusight-myeloid.html#gene-list)

Analyzované gény

DNMT3A, IDH1, IDH2, TET2

ASXL1, ATRX, BCOR, BCORL1, EZH2, KDM6A, MLL, NPM1
SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2

CEBPA, CUX1, ETV6/TEL, GATAT, GATA2, IKZF1, RUNX1, SETBP1

ABL1, BRAF, CALR, CBL, CBLB, CBLC, CSF3R, FLT3, JAK2, JAK3, KIT, KRAS, MPL, MYD88, NOTCH1, NRAS,
PDGFRA, PTPNT1

CDKN2A, FBXW?7, PHF6, PTEN, TP53, WT1
GNAS, HRAS
RAD21, SMC1A, SMC3, STAG2

. Triple" negativne

a biklonalne MPN

Asi 10 % pacientov s MPN, predovset-
kym s ET a PMF, je negativnych na pri-
tomnost vyssie uvedenych ,driver” mu-
tacii v JAK2, CALR a MPL. Tieto pripady
oznacujeme ako tzv. ,triple” negativne
MPN [2]. Zatial ¢o ,triple” negativna ET
je skor benignym ochorenim, ,triple” ne-
gativna PMF ma velmi agresivny klinicky
priebeh a zIt prognézu s viac ako 30 %
pravdepodobnostou leukemickej trans-
formacie. V malej casti ,triple” negativ-
nych MPN boli popisané nekanonické
mutacie v JAK2 (napr. V625F, F556V),
MPL (napr. S204P, Y591N) alebo v géne
SH2B3 (napr. E208Q, D231fs), ktory koé-
duje negativny reguldtor aktivacie JAK2.
Casto sa viak jedna o vrodené varianty
a nie o varianty ziskané [33-35].

Vo véacsine pripadov MPN s identifiko-
vanymi ,driver” mutaciami v JAK2, CALR
alebo MPL sa ich koexistencia u jednot-
livca vylucuje. Existuju vsak aj pacienti,
u ktorych bol popisany sucasny vyskyt
mutacii JAK2 V617F/JAK2 exén 12 [36],
JAK2/CALR [37], JAK2/MPL [36,37] a oje-
dinele i CALR/MPL [38]. Jedna sa o biklo-
nalne MPN, vyznacujice sa pritom-
nostou dvoch ,driver” mutdcii v dvoch
nezdvislych klonoch [39]. Toto zistenie
spolocne s popisovanymi rozdielmi v kli-
nickych prejavoch u jednotlivych ¢le-
nov rodin s familidrnym vyskytom MPN,
ktori ¢asto nesu aj rézne ,driver” muta-

cie, poukazuje na ulohu dedi¢ného fak-
tora u MPN. Tento faktor sém o sebe
nevedie k vzniku MPN, ale predispo-
nuje k zisku somatickych MPN muta-
cii a/alebo meni vyvoj a findlny fenotyp
MPN [34].

Postupne sa tak odhaluje komplexné
pozadie MPN biolégie, kedy geneticka
predispozicia v stc¢innosti s dalsimi ge-
netickymi a negenetickymi faktormi
ovplyvnuje riziko vzniku a fenotyp MPN.

GENETICKE FAKTORY
OVPLYVNUJUCE
HETEROGENITU
Ph-NEGATIVNYCH MPN
Somatické mutacie kooperujuce

s ,driver” mutaciami

Okrem ,driver” mutacii sa u MPN pacien-
tov popisuje aj vyskyt pridavnych soma-
tickych mutdcii, ktoré nie su Specifické
pre MPN, ale objavuju sa aj u inych he-
matologickych malignit (ako napr. mye-
lodysplasticky syndrém — MDS a AML).
Jednd sa o ziskané mutécie génov koé-
dujucich epigenetické modifikatory, fak-
tory délezité pre zostrih mRNA, niektoré
transkripcné faktory alebo signalne mo-
lekuly [40,41]. Sucasny vyskyt réznych
pridavnych mutacii u jedného pacienta
je mozny, pricom plati, ze zvySujuci sa
pocet pridavnych mutécii negativne
ovplyviuje prezivanie a zvysuje riziko
leukemickej transformacie [42]. Priklad
panelu génov vysetrovanych u MPN pa-

cientov pomocou sekvenovania novej
generdcie (next generation sequencing —
NGS) je uvedeny v tab. 1.

Jednymi z najcastejSich mutacii, vy-
skytujucich sa u vsetkych subtypov
MPN, su mutacie génov kédujucich epi-
genetické modifikatory DNA: Tet me-
tylcytozin dioxygendzu 2 (TET2) [43]
a DNA (cytozin-5)-metyltransferdzu 3A
(DNMT3A) [44]. Tieto mutdcie zvysuju
potencidl sebaobnovy HSCs. Ich prog-
nosticky vyznam u MPN nie je celkom
objasneny. Ukazalo sa vsak, Ze poradie
ich ziskania s ohladom na zisk ,driver”
mutacie JAK2 V617F, ovplyvnuje feno-
typ MPN. Ak JAK2 V617F mutacia vznika
ako prva, s vacsou pravdepodobnos-
tou doéjde k rozvoju PV ako ET. Naopak,
ak mutacie v TET2 a DNMT3 predcha-
dzaju vzniku JAK2 V617F mutécie, prav-
depodobnejsi je fenotyp ET [45, 46]. Pri-
davné mutécie dalsich epigenetickych
reguldtorov remodelujicich chromatin
ako ASXL1 (additional sex comb-like 1)
a EZH2 (enhancer of zeste homolog 2)
su castejSie u PMF a byvaju asociované
s horsou prognézou a zvysenym rizikom
transformacie do sAML [41].

Pridavné mutécie faktorov kontro-
lujucich zostrih mRNA (napr. SF3B1,
SRSF2 a U2AF1) sa vyskytuju u PMF a ET,
zriedkavo u PV. Ich uloha v patogenéze
MPN nie je zrejm4, ale pravdepodobne
stvisi s narusenim normalneho zostrihu
MRNA celého spektra génov. Mutacie
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SF3B1 zvysuju riziko progresie ET do my-
elofibrézy [47]; mutacie SRSF2 su u pa-
cientov s PMF asociované so znizenym
prezivanim a zvySenym rizikom transfor-
mdacie do sAML [48].

Mutacie transkripcnych faktorov ako
napr. tumorového proteinu 53 (TP53) [40],
(runt-related transcription factor 1) [49]
alebo NF-E2 (nuclear factor erythroid-2)
[50] su vo vdcsine pripadov asociované
s leukemickou transforméaciou MPN.
Kym mutacie TP53 narusaju jeho fyzio-
logickud ulohu v indukcii opravy posko-
denej DNA a apoptdzy, mutacie NF-E2,
ktory reguluje diferenciaciu a maturaciu
buniek erytroidnej a megakaryocytar-
nej linie, poskytuju bunkam dalsiu proli-
fera¢nt vyhodu. Rovnako tak somatické
mutacie v génoch kédujucich dalsie sig-
nalne molekuly (napr. NRAS) su typické
pre MPN progredujuce do leukémie [51].

Geneticka predispozicia

Je dlhodobo zname, Ze riziko vyvoja
MPN sa u prvostupriovych pribuznych
pacienta s MPN zvysuje 5-7x [5], ¢o in-
dikuje pritomnost vrodeného genetic-
kého faktora podielajiceho sa na roz-
voji ochorenia. Predpokladd sa pritom,
Ze vrodena predispozicia zohrava svoju
ulohu pred ale aj po ziskani somatickych
Ldriver” mutacii.

Prvym predispozicnym faktorom
identifikovanym u MPN bol haplotyp
JAK2 46/1 [52]. Haplotyp JAK2 46/1 sa
rozklada na chromozéme 9, zahffa sadu
génov spolocne s JAK2 génom a obsa-
huje niekolko polymorfizmov vo véazbo-
vej nerovnovahe. Minimélne jednu rizi-
kovu alelu tohto haplotypu nesie 56 %
MPN pacientov [53]. Dalsie identifiko-
vané predispozi¢né polymorfizmy, ktoré
zvysuju riziko MPN boli popisané v gé-
noch zapojenych napr. do bunkového
starnutia (TERT), epigenetickej regula-
cie (TET2), kontroly bunkového cyklu
a opravy DNA (CHEK2, ATM), JAK2/STAT
signélnej transdukcie (SH2B3) a regu-
lacie transkripcie (GFI1B, PINT, MECOM
a HBSI1L-MYB) [54-56]. V niektorych
z tychto génov su pritom popisované
aj pridavné somatické mutécie, ¢o pod-

trhuje ich biologicky vyznam v regula-
cii hematopoézy a patogenéze MPN.
Presné biologické mechanizmy, ktoré
spojuju vyssie zmienené vrodené poly-
morfizmy s vyvojom MPN st predme-
tom intenzivneho vyskumu.

Najnovsie Studie ukazuju, Ze gene-
ticka predispozicia u MPN méd polygénny
charakter [57,58]. Rozsiahla celogené-
mova asociacna Studia (genome-wide
association study — GWAS) odhalila cel-
kom 17 nezévislych rizikovych loku-
sov, s mnohymi rizikovymi variantami
identifikovanymi v kédujucich, nekoé-
dujucich alebo regulaénych oblastiach
génov [57]. Niektoré rizikové varianty
pritom priamo ovplyvnuju biologické
vlastnosti HSCs suvisiace s dizkou te-
lomér (v TERT), odpovedou na posko-
denu DNA (v ATM, CHEK2) a s potencia-
lom sebaobnovy (v GFI1B). Dalej bolo
ukadzané, ze v dosledku mitotickej re-
kombindcie a straty heterozygozity sa
rizikové varianty dostdvaju do homozy-
gotného stavu, ktory moze znamenat
prolifera¢ni vyhodu a podporovat tak
ndslednu klondlnu selekciu [58]. Viac ako
50 vzacnych vrodenych variant lokalizo-
vanych v 7 roznych lokusoch (MPL, ATM,
TM2D3, FH, NBN, MRE11 a SH2B3) vyka-
zuje asociaciu so zvysenou nachylnos-
tou ku klonélnej hematopoéze [58].

Zarodocné mutacie v JAK2 géne

Vdaka celogenémovému sekvenovaniu
boli v JAK2 géne odhalené vzacne zaro-
docné varianty, ktoré sa vyskytuju samo-
statne alebo spoloc¢ne s JAK2 V617F mu-
taciou u pacientov s PV, myelofibrézou
alebo neutrofiliou [59-61]. Ukazuje sa,
Ze tieto varianty kooperuju s JAK2 V617F
mutaciou, amplifikuju kindzovu aktivitu
mutovaného JAK2 enzymu, ¢o moéze
taktiez prispievat k fenotypovej hete-
rogenite. Neddvna Studia kohorty asi
2000 MPN a AML pacientov z MD Ander-
son Cancer Center odhalila pritomnost
35 r6znych variant JAK2 distribuovanych
v ramci celého génu; u vacsiny z nich bol
potvrdeny dedi¢ny povod [62]. Vyskyt
tychto variant bol pritom castejsi u pa-
cientovs MPN a AML nez v zdravej popu-
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lacii. Naj¢astejSimi zdamenami boli L393V,
R1063H a N1108S. Autori zéroven uka-
zali, Ze pritomnost dodatoc¢nych variant
v JAK2 géne u JAK2 V617F pozitivnych
pacientov vyrazne zvysSuje kumulativne
riziko progresie do sAML v porovnani so
skupinou JAK2 V617F pozitivnych pa-
cientov bez tychto variant.

Zaujimavostou je, Ze niektoré z identi-
fikovanych variant boli uz predtym po-
pisané samostatne alebo v koopera-
cii s inou JAK2 mutéciou vo vzacnych
pripadoch hereditdrnej trombocytézy
(napr. S593C [63], S755R/R938Q [63]
a L815P/V1123G [64]) alebo erytro-
cytdzy (E846D/R1063H [65]). Funkénd
studia E846D a R1063H JAK2 muta-
cii ukazala, ze kazda mutacia samo-
statne ma mierny dopad na aktivaciu
JAK2/STAT signalizacie a k rozvoju pato-
logického fenotypu dochadza az pri ich
vzajomnej kooperacii [65]. Rozdielny kli-
nicky fenotyp (erytroidnd hyperplazia
vs. trombocytéza) pravdepodobne pra-
meni z kvalitativnych rozdielov v nasled-
nej JAK2/STAT signalizacii, napr. z odlis-
nej miery aktivacie jednotlivych molekul
STAT (STATS5 vs. STAT1) alebo z pripad-
nej aktivacie alternativnych signalnych
dréh.

DALSIE FAKTORY
OVPLYVNUJUCE
HETEROGENITU
Ph-NEGATIVNYCH MPN
Charakteristiky pacienta

Fenotyp MPN a jeho prognéza st ovplyv-
nené aj vekom, pohlavim a komorbidi-
tou pacienta. Vyskyt MPN sa vSeobecne
zvysuje s vekom, pricom medidn veku
nastupu PV je 65 rokov, 68 rokov u ET
a 70 rokov u PMF [66]. So zvySujucim sa
vekom zéaroven stupa riziko trombotic-
kych komplikacii a progresie ochorenia.
To pravdepodobne suvisi s celkovym
vplyvom starnutia a hromadenia vol-
nych radikalov (tedria oxida¢ného stresu
a starnutia) na akumulaciu somatickych
mutacii a rozvoj klonalnej hematopo-
ézy [67,68]. Nie je prekvapenim, Ze bola
popisand vyznamna asociacia medzi faj-
¢enim a rozvojom MPN [69]. V priebehu
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Obr. 2. Dynamicky proces vyvoja MPN. Doposial prezentovany, klasicky model, model (A), ktory popisuje, Ze penetrancia
MPN zavisi od veku jedinca, typu mutacii a komplexnych interakcii dedi¢ného faktora, mikroprostredia kostnej drene
a environmentalneho prostredia, ktoré sa spolo¢ne podielaju na konverzii polyklonalnej hematopoézy na monoklonadlnu,
s moznym medzistupriom v podobe CHIP. Nadmerna klonalna expanzia so sebou prinésa riziko vzniku dalSich mutacii (napr.
v génoch Specifickych pre AML — NRAS, FLT3, TP53, RUNX1, NF-E2 a i. [49]) a transformacie do sSAML. Novy model (B) zalozeny
na retrospektivnej analyze buniek krvotvornych linii dospelych pacientov az po embryogenézu [20,21]. Model ukazuje, ze
ziskanie ,driver” JAK2 V617F (prip. DNMT3A) mutacie sa da vystopovat az do prenatalneho obdobia. Nasledne dochadza
k velmi pomalej expanzii mutovaného klonu a trva desiatky rokov, nez klondlna frakcia dosiahne 1 %. Rychlost klonalnej
expanzie a akvizicie dalich mutécii rozhoduje o klinickej manifestécii ochorenia.
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starnutia dochdadza vplyvom chronic-
kého zapalu a prepinania metabolizmu
krvotvornych kmenovych buniek z gly-
kolyzy na oxidativnu fosforylaciu, ako
aj vplyvom myeloidného posunu kr-
votvorby k rozvoju klondlnych pre-leu-
kemickych stavov oznacovanych ako
CHIP [70-72]. CHIP je klucovy rizikovy
faktor veduci k ziskaniu JAK2 V617F so-
matickej mutdcie (obr. 2A) alebo zrych-
lenej (sub)klondlnej expanzie preexis-
tujuceho minoritného klonu u MPN
(obr. 2B) a/alebo pripadnej transforma-
cie do sAML.

Pohlavie sa taktiez ukazuje ako vy-
znamny cinitel fenotypu a progresie
MPN. U zien sa Castejsie vyskytuje ET,
kym PV a PMF prevladaju u muzského
pohlavia. Priebeh ochorenia byva mier-
nejsi u Zien ako u muzov; navyse Zeny
maju vieobecne lepsiu prognézu ako
muzi, u ktorych je pozorované aj vys-
Sie riziko myelofibrotickej transforma-
cie [73]. Daldou zlozkou prispievaju-
cou k heterogenite MPN je aj Uroven
zasob Zeleza v organizme. Kedze Ze-
lezo je nevyhnutné pre erytropoézu
a tvorbu hemoglobinu, jeho pociato¢ny
deficit je spajany skor s rozvojom ET
ako PV [41].

Heterogenita HSC

V poslednych rokoch sa ukazuje, Ze po-
puldcia HSCs nie je homogénnou skupi-
nou buniek, ale obsahuje frakcie HSCs
s rozdielnym liniovym potencidlom (tzv.
Jineaged biased” HSCs), ktoré uz su Cias-
to¢ne liniovo zamerané. Fenotypova
Specifikdcia MPN mozZe preto zavisiet aj
od toho, v akom liniovo preddetermi-
novanom type HSC JAK2 V617F muta-
cia nastane [19]. U PV pacientov vznikd
JAK2 V617F mutécia pravdepodobne
v HSC umiestnenej na vrchole hema-
topoetickej hierarchie (s va¢sim multi-
potentnym potencidlom), kedZe jej pri-
tomnost bola zachytend aj v lymfoidnej
linii. TieZ sa predpokladd, Ze stredne vy-
sokd biochemickd aktivita JAK2 V617F
potla¢a MPL signalizaciu, a preto je skor
asociovand s PV fenotypom; pri nizkej
aktivite JAK2 V617F zostavaju aktivne

signaly z TPOR/MPL receptorov, ktoré
vedu k rozvoju ET [74].

Mikroprostredie kostnej drene

a zapalové cytokiny

Mikroprostredie kostnej drene zohrava
kld¢ovu ulohu v reguldcii hematopoézy
a jeho narusenie sa podiela na rozvoji
mnohych hematologickych malignit.
Ukazuje sa, ze aj u MPN, rézne nehe-
matopoetické bunky kostnej drene, ako
napr. endotelidlne bunky alebo mesen-
chymalne stromalne bunky, kooperuju
s mutovanymi MPN klonmi a spolo¢ne
vytvaraju niku podporujucu propaga-
ciu a progresiu MPN [19]. Nie je v3ak
Uplne jasné, nakolko je aberantné mik-
roprostredie kostnej drene priamo zod-
povedné za heterogenitu MPN alebo je
len jej odzrkadlenim.

Janusove kinazy su kritickymi media-
tormi cytokinovej a chemokinovej sig-
nalizacie a signalizacie rastovymi fak-
tormi [75]. Dysreguldcia JAK2/STAT
signalizacie u MPN podporuje tvorbu
mikroprostredia v kostnej dreni, ktoré sa
vyznacuje aberantnou syntézou zapa-
lovych cytokinov a chemokinov (napr.
interferonuy - IFN-vy, tumor nekroti-
zujuceho faktora o — TNF-a, transformu-
juceho rastového faktora  — TGF-f alebo
interleukinu 1b - IL-1b) [76-78]. Tieto na-
zapalovu odpoved' spojenu so zvysenou
koncentraciou zapalovych markerov v cir-
kuldcii. Mysie modely ukazali, Ze zapalové
cytokiny prispievaju k takej remodeldcii
mikroprostredia kostnej drene, ktora po-
tlaca normalnu hematopoézu a podporuje
transformaciu do myelofibrézy a leukémie.
Napriek vyraznému chronickému zapalu je
vsak kumulativny vyskyt blastickej trans-
formacie u PV a ET (v porovnani s trans-
formaciou CML) relativne nizky. Nedavna
studia ukazala, ze JAK2 V617F-mutantné
bunky si v zépalovom prostredi indukuju
ochranny program, sprostredkovany fos-
fatdzou DUSP1 (dual specificity phospha-
tase 1), ktory udrzuje ich prolifera¢nu
schopnost a zéroven ich chrani pred aku-
muldciou poskodenia DNA a myelofibro-
tickou a leukemickou transformaciou [79].
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ZAVER

Rozvoj MPN a ich pripadnd progresia
do sAML je dlhotrvajuci a niekolkostup-
novy proces asociovany s klonalnou se-
lekciou mutovanych HSCs (obr. 2). Mo-
lekuldrna diagnostika a bioldgia spolu
s rozsiahlymi epidemiologickymi $tu-
diami vyznamnym spdsobom rozsirili
nase poznatky o patogenéze MPN. Uka-
zuje sa, Ze genetické pozadie jedinca vy-
tvara zaklad pre familidrnu predispoziciu
k rozvoju MPN. Vrodené rizikové alely
mébzu modulovat biologické vlastnosti
HSCs a tym im poskytovat selekénu vy-
hodu. Na podklade mitotickej rekom-
bindcie a homozygotizacie rizikovych
alel a v sucinnosti so ziskanymi soma-
tickymi mutaciami méze postupne do-
chéadzat k rozvoju CHIP. So zvysujucim
sa vekom a ziskanim somatickej ,driver”
mutdcie sa nasledne naplno rozvija klo-
nalna hematopoéza, ktora sa méze ma-
nifestovat vo forme chronickej myelo-
proliferdcie a v tomto stave pretrvavat
aj roky (obr. 2A). Podla nového, alterna-
tivneho modelu vzniku MPN dochédza
k ziskaniu somatickej ,driver” mutacie
velmi skoro (dokonca pred narodenim),
ale k signifikantnej klonalnej expanzii
dbjde az po desiatkach rokov v suvis-
losti so zmienenymi rizikovymi faktormi
spojenymi so starnutim krvotvorby
(obr. 2B). K transformécii do SAML do-
chéadza v désledku akumulécie dalsich
mutdcii, ktoré zvysuju onkogénny po-
tencidl klonu. Paralelne méze vznikat aj
niekolko réznych klonov, nesucich od-
liSné somatické mutécie. Tieto klony
moézu mat aj odlisné fenotypové cha-
rakteristiky a vykazovat roznu citlivost
na lie¢bu a schopnost vyvolat relaps
ochorenia.

Faktory, ktoré vedu k rozvoju MPN aj
tie, ktoré prispievaju k ich vyraznej fe-
notypovej variabilite si heterogénne
a doposial nie dostato¢ne vysvetlené.
Dalsi intenzivny vyskum je preto nevy-
hnutny, aby sme lepsie pochopili pa-
togenézu MPN a mohli nové poznatky
Uspesne integrovat do klinickej praxe
s cielom spresnit diagnostiku, prognos-
tiku a liecbu MPN.




ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK
AML - akdtna myeloidnd leukémia

aUPD - ziskand uniparentélna dizémia
ATM - ataxia telangiectasia mutated
ASXL1 - additional sex comb-like 1
BCR:ABLI1 - breakpoint cluster region:
Abelson

CALR - kalretikulin

CHEK?2 - checkpoint kindza 2

CHIP - klonélna hematopoéza s neurcitym
potencidlom

CML - chronicka myeloidna leukémia
CNL - chronicka neutrofilnd leukémia
DNMT3 - DNA (cytozin-5)-metyltransferdza 3A
DUSP1 - dual specificity phosphatase 1
EPOR - erytropoetinovy receptor

ET - esencidlna trombocytémia

EZH2 - enhancer of zeste homolog 2

FH - fumarat hydrataza

FLT3 - Fms related receptor tyrosine kinase 3
G-CSEFR - receptor pre kolénie granulocytov
stimulujuci faktor

GFI1B - growth factor independence 1b
GWAS - celogenémova asocia¢na studia
HBS1L-MYB - intergénova oblast medzi
HBS1L1 a MYB

HSC - hematopoeticka kmernova bunka
IFNYy - interferony

IL-1b - interleukin 1b

JAK2 - Janusova kinaza 2

mCALR - mutovany CALR

MDS - myelodysplasticky syndrom
MECOM - MDS1 and EVIT complex locus
MPL (TPOR) - trombopoetinovy receptor
MPN - myeloproliferativhe neoplazie
MREL11 - meiotic recombination 11 homolog
NEF-E2 - nuclear factor erythroid-2

NBN - nibrin

NGS - next generation sequencing

NRAS - neuroblastoma RAS viral oncogene
homolog

Ph - chromozdém Filadelfia

PINT - p53 induced transcript

PMF - primarna myelofibréza

PV - polycytémia vera

RUNZX1 - runt-related transcription factor 1
sAML - sekundarna akutna myeloidna
leukémia

SE3B1 - splicing factor 3b subunit 1

SH2B3 - SH2B adaptorovy protein 3
SRSF2 - serine and arginine rich splicing
factor 2

STAT - signal transducer and activator of
transcription

TERT - telomerdzova reverzna
transkriptaza

TET2 - tet metylcytozin dioxygenaza 2
TGF § - transformujuci rastovy faktor f§
TNF o - tumor nekrotizujuci faktor o
TM2D3 - TM2 domain containing 3

TPOR (MPL) - trombopoetinovy receptor
TP53 - tumorovy protein p53

U2AF1 - U2 small nuclear RNA auxiliary
factor 1
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