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Nye molekylere markorer
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Resume

Polycythaemia rubra vera (PRV-1) er en ny molekyleer markgr ved
de Philadelphianegative kroniske myeloproliferative sygdomme —
essentiel trombocytose (ET), polycythaemia vera (PV) og idiopa-
tisk myelofibrose (IMF). Markegren kan anvendes til med hgj sensi-
tivitet og specificitet at differentiere mellem PV og de sekundeere
erytrocytoser, ligesom man med PRV-1-analysen tilsyneladende
kan finde de PV-patienter, som tidligt i sygdomsforlgbet alene har
trombocytose i forkleedningen af ET. Disse PRV-1-positive ET-
patienters lidelse kan opfattes som »maskeret« PV — eller mere
korrekt — tidlig PV. Endvidere synes der at veere en sammenhaeng
mellem PRV-1-positivitet og hgj risiko for tromboemboliske kom-
plikationer ved ET. PRV-1’s biologiske rolle er fortsat ukendt,
ligesom betydningen af PRV-1-genekspressionsaendringer under
cytoreduktiv behandling er uafklaret.

De kroniske myeloproliferative sygdomme bestar ifelge den
nye WHO-Klassifikation ikke kun af kronisk myeloid leu-
keemi (CML), essentiel trombocytose (ET), polycythaemia
vera (PV) og idiopatisk myelofibrose (IMF), men ogsi af kro-
nisk neutrofil leukeemi, kronisk eosinofil leukaemi, det hypere-
osinofile syndrom og en uklassificerbar gruppe [1]. Sygdom-
mene er erhvervede klonale stamcellesygdomme, karakterise-
ret ved klonal myeloproliferation med bevaret differentiering
og opmodning. Splenomegali forekommer ofte ved iseer IMF
som folge af ekstramedulleer heematopoiese (myeloid me-
taplasi). Et andet felles karakteristikum er risikoen for tilta-
gende klonal evolution og progression mod knoglemarvsin-
sufficiens med baggrund i defekt haematopoiese og myelofi-
brose og ultimativt udvikling af den akutte blastkrise, som
feenotypisk naesten altid er akut myeloid leukaemi (AML).

Diagnostikken af de »klassiske« kroniske myeloprolifera-
tive sygdomme (PV, IMF, ET, CML) er kompliceret af betyde-
lige overlap i de kliniske, biokemiske og histopatologiske

fund. Séledes ses varierende leuko- og trombocytose naesten
altid. I knoglemarven er der en oget forekomst af abnorme
megakaryocytter (Figur 1), og sekundzre stromaforandringer
i form af en oget bindevavsdannelse samt karnydannelse
(neoangiogenese) er serlig karakteristisk. Dertil kommer, at
PV og ET undertiden kan vare vanskelige at skelne fra de
sekundere/reaktive erytro/trombocytoser. Mens CML er en
veldefineret sygdom kendetegnet ved forekomsten af Phila-
delphiakromosomet (translokation t(9;22)), har de tre avrige
myeloproliferative sygdomme (ET, PV og IMF) ingen speci-
fikke kromosomabnormiteter. Selv om kromosomforandrin-
ger ogsa ses ved ET (ca. 5-10%) og IMF (op til 60%), indgar en
abnorm karyotype kun som selvsteendigt diagnostisk krite-
rium ved PV [2], hvor det mest konsistente fund er den egen-
skab ved de haematopoietiske progenitorcellers, at de kan
proliferere i et medium uden eksogent erytropoietin (EPO)
[3]. Dette fenomen er benzvnt endogene erytroide kolonier
(EEC) og kan ogsa ses hos en subgruppe af ET- og IMF-
patienter [4, 5].

I de senere ar er der identificeret flere molekylaere marke-
rer, som forventes at kunne bidrage til den diagnostiske klas-
sifikation af de Philadelphianegative kroniske myeloprolifera-
tive sygdomme. Siledes er det fundet, at trombocytter og
megakaryocytter fra PV-patienter har nedsat membraneks-
pression af trombopoietinreceptoren c-Mpl [6, 7]. Markerens
specificitet og sensitivitet i differentialdiagnostikken mellem
de kroniske myeloproliferative sygdomme og reaktive til-
stande er ikke endeligt fastlagt. Storre prospektive underse-
gelser er derfor nedvendige for at afklare c- Mpl’s rolle som
eventuel diagnostisk marker for de Philadelphianegative
kroniske myeloproliferative sygdomme.

I denne artikel beskrives den nye molekylzre marker -
PRV-1-genet - ved PV og beslegtede sygdomme, idet hoved-

Figur 1. Store dys-
morfe megakaryocytter
i knoglemarvsbiopsien
er et gennemgaende
treek ved alle tre
klassiske Philadel-
phianegative kroniske
myeloproliferative
sygdomme. (Med
tilladelse fra Carden
Jennings Publishing
Co., Ltd.).
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Forkortelser

AML = akut myeloid leukeemi

CML = kronisk myeloid leukeemi

EEC = endogene erytroide kolonier

EPO = erytropoietin

ET = essentiel trombocytose

G-CSF = granulocytkolonistimulerende faktor
IMF = idiopatisk myelofibrose

JAK = Janus tyrosinkinase

PRV = polycythaemia rubra vera

PV = polycythaemia vera

vegten er lagt pd undersogelsens veerdi i diagnostisk og pro-
gnostisk henseende. Andetsteds vil blive beskrevet en netop
identificeret molekylaer marker - Janus tyrosinkinease (JAK2)-
mutationen - ved de Philadelphianegative kroniske myelo-
proliferative sygdomme [8].

Polycythaemia rubra vera 1-genet

12000 blev der identificeret og klonet et helt nyt gen, Polycy-
thaemia rubra vera 1, PRV-1 [9). 1 et forseg pa at afdekke mo-
lekylaerpatogenetiske mekanismer hos PV-patienter, fandt
man ved hjelp af subtraktiv hybridisering mRNA fra et hidtil
ubeskrevet gen. Dette blev fundet veasentligt opreguleret i
oprensede granulocytter fra perifert blod fra 19 ud af 19 PV-
patienter sammenlignet med 21 ud af 21 raske kontrolperso-
ner og et antal evrige patienter med myeloproliferative lidel-
ser (CML og AML) samt sekundzr erytrocytose [9]. Man
fandt ogsa, at PRV-1 var opreguleret hos en ud af en med IMF
og to ud af seks patienter med ET. Ved hjzlp af immunhisto-
kemi med et PRV-I-antistof viste man, at PRV-1 blev udtrykt
i myeloide celler i knoglemarven og i diskrete meengder i
fotalt levervaev, men ikke i nonhamatopoietisk vav. For at
undersoge, om PRV-I-ekspressionen kunne korreleres til
myeloid hyperproliferation stimulerede man raske frivillige
personer med granulocytkolonistimulerende faktor (G- CSF),
hvilket medforte kraftig opregulering af PRV-1- ekspressionen
i granulocytterne [9].

PRV-1-genet er lokaliseret pd kromosom 19q13.1.2-2.
Man har ikke kunnet pavise strukturelt genrearrangement
(deletioner, amplifikationer) som arsag til overekspressionen
[10, 11]. Genet koder for et transmembrant protein bestiende
af 437 aminosyrer, som er beslegtet med uPAR/Ly6/CD59-
receptor-superfamilien. Proteinets funktion er ukendt, men er
karakteriseret som en ny membranreceptor pa myeloide hz-
matopoietiske celler. uPAR-receptorfamilien er karakteriseret
ved at vere glykosylerede proteiner i den ydre cellemembran
uden et transmembrant segment eller cytoplasmatisk do-
mene. Der er tale om receptorer, som ingér i intracelluler
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signaltransduktion [9]. Aminosyresekvensen af neutrofilanti-
genet NB-1 gp, ogsa benzevnt HNA-2a, som har veeret kendt
lzenge, og som menes at spille en rolle i immunmedieret neo-
natal neutropeni og transfusionsreaktioner, har vist sig at
vere nasten identisk med PRV-1-sekvensen med undtagelse
af kun fi aminosyrer. PRV-1 og NB-1 menes saledes at vere
to alleler af samme gen, hvis produkt ogsd identificeres som
CD177 [9, 10, 12, 13]. CD177 eller NB-1 gp udtrykkes kun i en
subpopulation (45-68%) af et individs neutrofile granulocyt-
ter. Ekspressionen er fundet at vere hejere hos kvinder end
hos mend [12]. CD177- ekspressionen bestemt ved flowcyto-
metri er fundet at vaere betydeligt opreguleret ved PV, alvor-
lige sepsistilstande og hos raske kontrolpersoner, der bliver
stimuleret med G- CSF med en signifikant korrelation mellem
CD177-proteinet i cellemembranen bestemt ved flowcyto-
metri og PRV-1-mRNA-niveauet bestemt ved kvantitativ
realtid (qQRT)- polymerasekadereaktion (PCR) [14]. Andre har
ikke kunnet pavise en eget maengde af PRV-1-proteinet pa
overfladen af de cirkulerende neutrofile granulocytter til trods
for hojt PRV-1-mRNA-niveau, sandsynligvis fordi CD177
afstodes fra cellemembranen til blodbanen [10]. PRV-1-eks-
pressionen er ogsa undersogt pa knoglemarvens myeloide
hamatopoietiske celler hos patienter med kroniske myelo-
proliferative lidelser (CML, IMF, ET og PV) og hos patienter
med reaktive hyperplasier i erytropoiesen og trombopoiesen.

PRV-1-ekspressionen fandtes oget hos alle, men der var
signifikant mindre spredning i PV-gruppen end hos patienter
med de andre haematologiske neoplasier og reaktive tilstande.
Relativ PRV-I-overekspression fandtes altsa ikke specifik i
knoglemarven, méske som udtryk for, at PRV-1-overekspres-
sionen i perifere granulocytter snarere skyldes manglende
nedregulering af PRV-1 i de fra knoglemarven emigrerende
granulocytter [15].

PRV-1 som diagnostisk markar

Differentialdiagnostikken mellem PV og sekundzr erytrocy-
tose kan vaere vanskelig. Serum (S)-EPO er oftest forhejet ved
de sekundzre erytrocytoser, mens man finder relativt nedsat
S-EPO-koncentration hos PV-patienter [16]. Endvidere kan
stamceller fra PV-patienter som tidligere nzevnt danne EEC

i et medium uden EPO. Denne evne til proliferation uden
veakstfaktoren EPO er meget specifik, men analysen har trods
et kommercielt tilgengeligt assay ikke fundet storre klinisk
anvendelse.

Ved hjelp af gqRT-PCR er det muligt at kvantificere PRV-
1-ekspressionen med meget hej sensitivitet og specificitet.
PRV-1-ekspressionen er fundet at veere signifikant hejere i
granulocytter fra PV-patienter end hos raske personer eller
patienter med sekundeer erytrocytose [5, 9, 17-20]. PRV-1-
ekspressionen er ogsd eget hos en subgruppe af ET-patienter
(2-67%) [5, 9, 19, 21, 24, 25] og hos ca. 40% af patienterne med
IMF [21]. I enkelte arbejder har man fundet PRV-I-overeks-
pression hos alle ET-patienter og normal PRV-1-ekspression
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hos patienter med reaktiv trombocytose og sekunder erytro-
cytose [18, 20]. PCR-metoden var i den ene undersogelse kun
semikvantitativ og dermed ikke s sensitiv som qRT-PCR [18].
I den anden undersogelse var der analyseret ufraktionerede
leukocytter frem for oprensede neutrofile granulocytter [20].
Overekspression af PRV-1-genet er saledes ikke specifik for
PV, men kan ses i alle sygdomsgrupper inden for det kroniske
myeloproliferative syndrom [21-23) og ogsé hos patienter
med det myelodysplastiske syndrom [21]. Genets overeks-
pression ved disse tilstande afspejler sdledes maske primeaert
produktionen og frisztningen af neutrofile granulocytter fra
knoglemarven [22, 23]. Hos patienter med sekunder erytro-
eller trombocytose er fundet normal [5, 18-20] eller forhejet
ekspression af PRV-1-genet [22, 23].

PRV-1-ekspressionen korrelerer til dannelsen af EEC [5,
9, 27], og herudfra kan man pradiktere udviklingen af PV fra
essentiel trombocytose [4]. Siledes fandt man, at i en kohorte
pa 30 ET-patienter var 15 PRV-I-positive, og alle dannede
EEC, mens dette ikke var tilfzeldet hos de PRV-1-negative
ET-patienter. Hos seks af patienterne udvikledes der senere
PV, og alle var PRV-1/EEC-positive. De resterende ni patien-
ter i den positive gruppe vedblev ligesom de 15 PRV-1/EEC-
negative patienter med at have stabil sygdom, mens signifi-
kant flere tromboemboliske episoder blev registreret i den
PRV-1/EEC-positive gruppe. Det er saledes sandsynligt, at
PRV-1-positive ET-patienter udger en patofysiologisk, mole-
kyleert og prognostisk selvsteendig subgruppe, som senere vil
fa PV [26]. Tilsvarende udger de PRV-I-positive »IMF«-pa-
tienter (ca. 67%) [28] méske en gruppe af PV-patienter med et
tidligere subklinisk sygdomsforleb, hvor det postpolycytee-
miske myelofibrosestadium er det forste tegn pa sygdommen.

PRV-1 som prognostisk markar
Trombohzmoragiske komplikationer forekommer hyppigt
hos patienter med ET og PV og bidrager vasentligt til morbi-
ditet og mortalitet i denne sygdomsgruppe. Det er ikke muligt
ud fra klinisk feenotype, leuko- eller trombocyttal at forudsige
risikoen for trombose i forlebet. Flere undersogelser har vist,
at PRV-1-positivitet ved ET indeberer en oget risiko for
trombose og ogsa for senere udvikling af PV [25, 26]. I samme
patientgruppe er der pa diagnosetidspunktet fundet en signi-
fikant korrelation mellem PRV-1- positivitet og lave plasma-
EPO-koncentrationer. Subnormale plasma- erytropoietin-
verdier hos patienter med ET er pavist at veere en uathzengig
risikofaktor for tromboembolisk sygdom [29]. Disse fund
tyder pd, at PRV-I-positivitet hos patienter med ET kan vaere
en prognostisk marker for senere udvikling af tromboembo-
lisk sygdom og PV, hvor PRV-I-positive ET-patienter med
lav endogen S-EPO reprasenterer en tidlig fase af PV [30].
Essentiel trombocytose er siledes en meget heterogen syg-
domsgruppe, som bestar af tidlig prefibrotisk IMF, tidlig PV
og genuin ET. Kun halvdelen af patienterne med genuin ET vil
have monoklonal sygdom, som - sammenlignet med poly-
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klonal ET - er forbundet med en hgj risiko for tromboembo-
liske komplikationer [29, 31]. Sidstnavnte relation er blevet
bekrzftet i en nylig publiceret undersogelse, hvori man dog
ikke kunne pavise sammenhzng mellem PRV-I-positivitet,
EEC og en oget risiko for trombose [32].

PRV-1 som markar for behandlingseffekt

Zndringer 1 PRV-1-ekspressionen som folge af behandling er
kun beskrevet i f3 arbejder [33-35]. De hojeste verdier er fun-
det hos patienter behandlet med venesectio og/eller hydro-
xyurea, hvor der tidligt (1-4 maneder) efter pibegyndelse af
behandling af PV- og ET-patienter med hydroxyurea er regi-
streret en opregulering af PRV-1 [34], mens reduktion og
eventuel normalisering af PRV-I-ekspressionen kan ses efter
ca. et halvt irs behandling med alpha-interferon (IFN) (33,
35). Det er uafklaret, om normaliseringen af PRV-I-niveauet
under IFN-behandling ogsa ledsages af elimination/suppres-
sion af en eventuel cytogenetisk markeor for den maligne klon
[5]. En mulig forklaring pé det heterogene behandlingsre-
spons skal sandsynligvis findes i de forskellige virkemader pa
myelopoiesen og en maske langsommere indszttende ned-
regulerende effekt pa PRV-1-ekspressionen.

Diskussion

PRV-1 bestemt ved qRT-PCR er en ny molekylaer marker
for PV og beslegtede sygdomme. De divergerende resultater
med hensyn til analysens specificitet og sensitivitet inden for
det kroniske myeloproliferative sygdomsspektrum og i af-
greensningen over for sekundzr polyglobuli og reaktive
leuko- og trombocytoser kan bl.a. forklares ud fra forskelle i
de anvendte metoder. Der er tale om et meget folsomt assay,
hvor faktorer som RNA-instabilitet, valg af PCR- primere og
valg af referencegener har stor betydning for resultatet [36,
37]. Det undersogte materiales art (celletype, fuldblod m.m.)
og fastsettelse af reference- og skeringsvaerdier har ligeledes
betydning for tolkningen af undersogelsesresultatet. Andre
arsager til forskellene 1 PRV-1-ekspressionen mellem studi-
erne inden for de kroniske myeloproliferative sygdomme kan
vere forskelle mellem studierne i valget af diagnostiske krite-
rier, en betydelig variation i sygdomsvarighed, behandling pa
provetidspunktet og tidligere behandling, herunder ogsa be-
handling med busulphan eller IFN, hvor blodverdierne kan
veere normale i mange méneder efter behandlingsopher. Det
er sdledes uafklaret, om busulphan ligesom IFN kan reducere
eller normalisere PRV-I-ekspressionen.

Den heterogene ekspression af PRV-1 blandt de kroniske
myeloproliferative sygdomme kunne ogsa vere reel og sile-
des afspejle et patogenetisk og patofysiologisk fzllesskab,

JAK2-mutationen, som definerer nye subgrupper af de kro-
niske myeloproliferative sygdomme [40] og beskrives nar-
mere andetsteds [8]. Et eksempel pa sdidanne nye subgrupper
kunne veere de PRV-1-positive »ET«- patienter, hvor PRV-1-
analysen sandsynligvis kan anvendes, nir man onsker at finde
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de patienter, som senere fir PV. Denne information er vigtig
at indhente i det tidlige forleb af ET, idet disse patienter for-
mentlig har en oget tromboserisiko, méske fordi deres haema-
tokrit ikke monitoreres optimalt, og en stigende heematokrit-
veardi og stigende leuko- eller trombocyttal derfor ikke tidligt
korrigeres. Et andet eksempel er de PRV-1-positive »IMF«-
patienter, som maske udger en subgruppe af PV-patienter
med et tidligere indolent forleb uden udvikling af markant
symptomgivende pancytose, hvorfor de diagnostiseres som
havende »IMF« i stedet for postpolycytemisk myelofibrose.
Det er velkendt, at sidstnzevnte patientgruppe har en darligere
prognose end patientgruppen med genuin IMF - en sammen-
hang, som forelebig understottes af den tilsyneladende dar-
lige prognose for PRV-I-positive »IMF«- patienter [28]. Hvis
resultaterne af prospektive undersogelser bekrefter, at PRV-
1-overekspression ved ET er forbundet med en eget risiko for
tromboembolisk sygdom og senere udvikling af PV, samt at
PRV-1-overekspression ved IMF indebzrer en darlig pro-
gnose, ville en rationel behandling umiddelbart indebzre et
forseg pa at normalisere PRV-I-ekspressionen. Dette er indtil
videre kun vist med alpha- interferon, mens hydroxyurea i
hvert fald tidligt i behandlingsforlebet er ledsaget af en opre-
gulering af PRV-1, som siledes skulle disponere til en oget
tromboserisiko. Sidstnzvnte samstemmer ikke med resulta-
terne af flere store kliniske studier, hvori man har vist, at
hydroxyurea signifikant reducerer risikoen for arteriel trom-
bose hos patienter med ET [38, 39]. Det er uafklaret, om
hydroxyurea senere i behandlingsforlebet er ledsaget af en
nedregulering af PRV-1-genet. Yderligere undersogelser af
den biologiske betydning af PRV-1/CD177 er saledes pakrz-
vet, herunder ogsa undersogelser af den mulige patogenetiske
sammenhzng mellem PRV-1-genets opregulering og en oget
tromboserisiko samt effekten af cytoreduktiv behandling
herpa ved de Philadelphianegative myeloproliferative syg-
domme. Forelobigt tyder det pa, at analysen kan anvendes

til monitorering af den molekylzrbiologiske effekt af alpha-
interferon- behandling [33, 35].

Sammenfattende er PRV-1-genekspressionen bestemt ved
qRT-PCR pa leukocytter (granulocytter eller mononuklezre
celler) isoleret fra en blodpreve et vigtigt nyt diagnostisk red-
skab til differentiering mellem de sekundzre polycytemier
og klassisk PV. Den kvantitative analysemetode er karakteri-
seret ved en meget hoj sensitivitet og specificitet. Kun ved
hjeelp af prospektive studier med konsekutive PRV-1-analy-
ser i sygdomsforlebet kan man afklare, om PRV-1 kan anven-
des til subklassifikation af de kroniske myeloproliferative syg-
domme samt som marker for behandlingsrespons og pro-
gnose.
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Resume

De Philadelphianegative, kroniske, myeloproliferative sygdomme
er karakteriseret ved autonom myeloid proliferation og abnorm
fglsomhed over for en reekke veekstfaktorer, som er betinget af en
netop identificeret guanin til thymidin-mutation i Janus tyrosinki-
nase 2 (JAK2)-genet. JAK2 aktiveres iseer af de hseematopoietiske
vaekstfaktorer og har derfor serlig betydning for haematopoiesen.
JAK2-mutationen medfgrer, at phenylalanin substitueres med
valin i aminosyrepositionen 617 (V617F-mutation) og er til stede
hos de fleste patienter med polycythsemia vera og hos ca. 50% af
patienterne med essentiel trombocytose og idiopatisk myelofi-
brose. Med baggrund i en beskrivelse af JAK2-mutationen inden
for denne sygdomsgruppe praesenteres nye perspektiver for klas-
sifikation, diagnostik og behandling af disse sygdomme.

11951 publicerede Dameshek under overskriften: Some
Speculations on The Myeloproliferative Syndromes koncep-
tet, at polycythaemia vera (PV), essentiel trombocytose (ET),
idiopatisk myelofibrose (IMF), kronisk myeloid leukeemi
(CML) og erytroleukemi var naert beslegtede, og foreslog
saledes, at de blev samlet under betegnelsen de myeloproli-
ferative syndromer [1]. Erytroleukzemia er siden blevet klas-
sificeret som en subtype af akut myeloid leukeemi, og CML
er cytogenetisk og molekylarbiologisk karakteriseret ved
identifikationen af t(9;22)(q34;q11) (Philadelphiakromoso-
met) og fusionsproteinet BCR- ABL, som med sin ogede ty-
rosinkinaseaktivitet serger for den abnorme proliferation og
akkumulation af myeloide celler i knoglemarv, milt og lever
[2].

Ca. 50 ar senere er Damesheks koncept blevet bekraeftet
molekylerbiologisk ved identifikationen af en mutation i

Janus kinase 2 (JAK2)- genet, som i marts og april 2005 blev
beskrevet inden for samme uge af en engelsk [3] og en fransk
forskergruppe [4] og de folgende uger af andre [5-9].

Med baggrund i en beskrivelse af JAK2- mutationen inden
for denne sygdomsgruppe prasenteres i denne artikel nye
perspektiver for klassifikation, diagnostik og behandling af
disse sygdomme.





