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Molekylargenetisk diagnostik av
Polycytemia vera, Essentiell trombocytemi
och Primar myelofibros.

Forfattare: Rolf Billstrém Docent, Overlakare Medicin 1, Skaraborgs Sjukhus, Skévde och Eva Arkblad sjukhusgenetiker, Unilabs AB, Skévde

Analys avseende férekomst av JAK2 V617F med PCR
pa venblod ar idag en viktig hérnsten vid utredning
av forhojt blodvarde, oforklarad trombocytékning

eller annan klinisk bild som inger misstanke pa myelo-
proliferativ sjukdom.

Philadelphianegativa myeloproliferativa sjukdomar inklu-
derar Polycytemia vera (PV), Essentiell trombocytemi (ET)
och Primér myelofibros (PMF). Dessa sjukdomar har
liknande klinisk presentation och kan ibland aven éverga

i varandra. Vid ET ses en okontrollerad 6kning av trombo-
cytbildning. Detta resulterar i kraftigt forhojda trombocyt-
varden i blodet, vilket innebar 6kad risk for proppbildning
(tromboembolism) saval pa artar- som vensidan. Dessutom
kan paradoxalt nog 6kad blédningsbendgenhet uppsta,
eftersom trombocytfunktionen och delar av koagulations-
kaskaden kan stéras nar trombocytkoncentrationen i blodet
blir kraftigt 6kad. Vid PV ses ocksa 6kad trombocytbildning,
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men hér karakteriseras sjukdomsbilden framfér allt av 6kad
bildning av roda blodkroppar med forhoéjd Hb-koncentra-
tion och forhoéjd hematokrit (“tjocklek”). Aven PV utmarks
av riskokning for propptillstand. PMF karakteriseras av
bindvavsokning i benmaérgen (fibros), sannolikt relaterad

till abnormt 6kad férekomst av megakaryocyter (forstadie-
cell till trombocyter), stord arkitektur i benmargen samt
blodbildning i mjalte och lever. Symptomen vid PMF varierar,
liksom allvarlighetsgraden.

Till viss del har dessa sjukdomar en gemensam molekylar
bakgrund dédr mutation har uppstatt i en hematopoietisk
(blodbildande) stamcell vilket orsakar en klonalt ¢kad till-
vaxt (proliferation) av en eller flera blodcelltyper. Det ar
ingen nedarvd eller medfédd mutation. Den uppstar under
livet, oftast i vuxen alder, ses bara i blod- och benmaérgs-
celler och &r alltsa ett exempel pa s.k. somatisk mutation.
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Fortsattning fran sid 1

Att cellproliferationen ar klonal vid dessa sjukdomar har
varit kant i madnga ar, men man har inte haft nagon klar
bild av bakomliggande mutation(-er) fram tills 2005. Da
publicerade tva oberoende forskargrupper uppgifter om
att JAK2 mutation ar starkt knutet till PV/ET/PMF. Detta
har okat forstaelsen for biologin bakom sjukdomarna,
forbattrat och forenklat diagnostik och klassifikation samt
gett underlag for utveckling av nya ldkemedel.

JAK2

| stort sett alla med PV har en i blod- och benmargsceller
pdvisbar mutation i genen for Janus kinas 2 (JAK2). Cirka
95% av patienterna uppvisar mutationen, JAK2 V617F i
exon 14 som leder till ett aminosyrautbyte fran valin till
fenylalanin. JAK2-genen &r lokaliserad pé korta armen av
kromosom 9. JAK2 V617F ar en gain-of-function-mutation
som medfor en 6kad STAT-signalering och darmed en 6kad/
paskyndad celldelning. Resterande 4-5% har nastan alla i
stéllet olika mutationer i exon 12 i JAK2. Mutationer i exon
12 i JAK2 kan vara komplexa men involverar vanligen amino-
syra nr 539, som normalt &r lysin.

Vid ET kan i ca 50% av fallen JAK2 V617F pavisas, alltsa
samma som den vanligaste mutationen hos patienter med
PV. Aven vid PMF har ungefar hélften av fallen JAK2 V617F-
mutationen. Det forekommer dven en klinisk glidning eller
utveckling av sjukdomstillstandet och det som fran borjan

ser ut som ET kan komma att utveckla sig till PV eller till PMF.
Generellt ser man en hogre andel JAK2-mutationer (allelfrek-
vens) i cellerna fran patienter med PV &n ET eller PMF.
Manga PV-patienter har en homozygot mutation i sina
klonala celler dar en rekombination lett till att muterad JAK2
V617F forekommer pa bada kopiorna av kromosom 9. En
sadan rekombination foljd av klonal expansion kan méjligen
forklara en del av transformation fran ET till PV. JAK2 exon12
mutationer ses normalt inte vid ET eller PMF.

MPL

Trombopoietinreceptorn MPL, ligger nedstroms i JAK/STAT-
signalkedjan och mutationer i exon 10 i MPL-genen har
identifierats i ca 5% av patienter med ET och lite oftare hos
patienter med PMF. Vanligast &r mutationer som involverar
ett aminosyrautbyte i position 515, fran tryptofan till leucin,
lysin, asparagin eller alanin. Alla dessa mutationer medfor
en aktivering av JAK/STAT-signalvdgen och medfér okad cell-
tillvéxt. Spekulativt har MPL-mutationer en svagare paverkan
pa signaleringen da de inte pavisas hos patienter med PV.

CALR

Nyligen upptécktes att mutationer i calretikulingenen (CALR)
kunde pavisas i majoriteten (ca 70-80%) av de fall av ET och
PMF dér man tidigare inte kunnat hitta ndgon orsakande
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mutation. CALR-mutationer férekommer i manga olika,
mer eller mindre komplexa former av deletioner/insertioner
i exon 9, som alla har det gemensamma att de orsakar ett
frame-shift till samma alternativa lasram och medfor att
calreticulinproteinets C-terminala danda byter laddning fran
6vervagande negativa aminosyror till évervagande positiva
aminosyror. CALR-mutationerna ses bara i JAK2- och MPL-
negativa fall (“mutually exclusive”). Endera mutationen tycks
alltsa vara tillrackligt for att orsaka sjukdom. Man har

aven sett att CALR-muterade fall av ET och PMF verkar ha
en annan klinisk utveckling &n JAK2-muterade. Patienter
med CALR-mutationer har en lagre risk for tromboser och
verkar inte ha risk att utveckla PV. Risken for att fa myelo-
fibros verkar dock vara den samma. Patienterna &r aven, vid
diagnos, generellt yngre och har lagre hemoglobinniva och
vita blodkroppar samt hogre erytropoetin (EPO) och fler
trombocyter.

Klinisk betydelse

| vissa fall dar JAK2 V617F inte kan pévisas, gar man vidare
med analys av férekomst av de andra relevanta mutationerna
enligt ovan. Andelen (allelfrekvensen) JAK2-muterade celler
kan matas i férnyade prover under ett behandlingsforlopp
med t ex interferon eller efter donatorstamcellstransplantation.

Sa snart JAK2-mutationens patofysiologiska roll vid PV/ET/
PMF stod klar 2005, sa boérjade ldkmedelsforskningens jakt
pa JAK2-hammande substanser i forhoppningen att denna
verkningsmekanism skulle kunna anvandas i behandlingen.
En JAK-hdmmare, ruxolitinib, har hittills natt till registrering

i Sverige och anvands i viss utstrackning. Effekten vid PV och
ET &r begrénsad. Preparatets mest markanta kliniska effekt
ar egenskapen att vid PMF kunna krympa mijéltstorleken,
minska allmansymptom som smaértor och avmagring samt
att forbattra blodvardena och mojligen ocksa forbattra éver-
levnaden vid denna sjukdom. Manga andra mer eller mindre
specifika JAK-2-inhibitorer ar i utvecklingspipeline, och flera
har natt klinisk provning med positiva resultat.
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