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Essentiel trombocytose (ET) (Figur 1), polycytaemia
vera (PV) og primer myelofibrose (PMF) (Figur 2)
reprasenterer de klassiske myeloproliferative neopla-
sier (MPN). Det er haematologiske kraeftsygdomme,
som udgar fra knoglemarvens stamceller. Kendeteg-
net ved sygdommene er en autonomt hyperprolifere-
rende knoglemarv, som resulterer i overproduktion af
en eller flere af blodets modne celler. Klinisk ses en
oget risiko for tromboemboli og/eller blgdninger,
samt varierende symptomer fra mikrocirkulationen,
hypermetabole symptomer og hudklge. PV og ET kan
progrediere til post-PV- eller post-ET-myelofibrose,
og alle tre typer MPN kan progrediere til akut my-
eloid leukaeemi (AML) [1]. Allerede i 1951 introduce-
rede Dameshek konceptet om et neert sleegtskab mel-
lem de tre sygdomme [2], hvilket molekyleerbiologisk
blev bekreftet i 2005 ved identifikationen af V617F-
mutationen i JAK2 hos 98% af patienterne med PV og
ca. 50% af patienterne med ET og PMF [3]. Mutatio-
nen medfgrer en a&@ndring af valin til fenylalanin i ko-
don 617, hvorfor mutationen benavnes JAK2-V617F.
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Mikroskopibillede af haematoxylin-eosin-farvet knoglemarvsbiopsi fra
en 45-arig patient med essentiel trombocytose. Marven er normocel-
lulzer, og der ses et gget antal megakaryocytter, som er lejret bade
diffust og i klynger. Stgrstedelen af megakaryocytterne er store med
hyperlobulerede kerner (staghornceller).

JAK2 koder for Januskinase (JAK) 2, en proteinki-
nase, som aktiveres af bl.a. erytropoietinreceptoren
og trombopoietinreceptoren (TPOR). JAK2-mutatio-
nen resulterer i en liganduafhangig aktivering af
JAK2, der aktiverer nedstrgmscelluleere signalveje,
bl.a. signal transducer and activator of transcription
(STAT), der inducerer celleproliferation [1, 4]. Fun-
det af JAK2-mutationen har bidraget med ny viden
om patofysiologien og patogenesen bag MPN samt
forenklet diagnostikken, som tidligere beskrevet i
Ugeskrift for Laeger [5]. Diagnosticering af JAK2-ne-
gativ ET og PMF har pga. fraveeret af klonale markg-
rer veeret en udfordring. Forméalet med denne artikel
er at beskrive de senere &rs nye molekylarbiologiske
landvindinger inden for sygdomsgruppen, herunder
bl.a. MPL-mutationen og det seneste molekyleerbiolo-
giske gennembrud - identifikationen af mutationer i
calretikulin-genet (CALR).

MPL-MUTATION VED MYELOPROLIFERATIVE
NEOPLASIER

Allerede i 2006 identificeredes ved PMF en mutation
ikodon 515 i MPL, der koder for TPOR. Mutationen
indebarer en a&ndring af tryptofan til leucin og med-
forer en cytokinuafhaengig veekst samt konstitutiv ak-
tivering af JAK2 og de intracellulere proteiner STAT3
og STATS [6]. Mutationen er senere pavist hos pa-
tienter med ET, séledes at ca. 5% af alle JAK2-nega-
tive ET- og PMF-patienter har mutation i MPL [7, 8].
Mutationen pévirker TPOR’s juxtamembrangse cyto-
plasmatiske del, som forhindrer spontan aktivering af
receptoren, hvilket stimulerer til celleproliferation.
Siden er der beskrevet flere varianter af MPL-muta-
tionen, og der er identificeret patienter med samtidig
MPL- og JAK2-mutation [7].

CALRETIKULINS BIOLOGI

P4 trods af fundet af MPL-mutationen manglede der
indtil for nylig en markgr for stgrstedelen af de JAK2-
negative patienter med PMF eller ET. Gennembrud-
det kom i december 2013, da to uafthangige forsker-
grupper publicerede resultater, der paviste flere
mutationstyper i CALR, som koder for proteinet calre-
tikulin (CALR).
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CALR er et protein pé 46 kilodalton og er hgjt
konserveret mellem arterne. CALR er 3,6 kilobasepar
stort, sidder p& kromosom 19 og bestér af 9 exoner og
8 introner [9]. Proteinet er opdelt i tre domener: N-,
P- og C-domenet, hvor N-domenet interagerer med
chaperoner (proteiner, der faciliterer korrekt fold-
ning af proteiner ved deres syntese), og P- samt
C-domeaenet, der binder calcium. C-domenet er surt
pga. mange negativt ladede aminosyrer og indehol-
der et retentionssignal, som varetager tilbagefgring af
CALR fra golgiapparatet til det endoplasmatiske reti-
kulum (ER) [10].

Proteinet er lokaliseret til ER-lumen, cytosolen
samt plasmamembranen, hvori ggede maengder ud-
trykkes ved brystcancer, hepatocellulaert karcinom og
prostatacancer [9, 11]. Proteinet er centralt for regu-
leringen af den intracelluleere calciumkoncentration
og indgdr som chaperone i foldningen af major histo-
compatibility complex I-molekylet. CALR er desuden
pavist at modulere aktiviteten i STAT3-systemet gen-
nem chaperonen ERp57.

Strukturelle og funktionelle konsekvenser

af CALR-mutation

CALR-mutationerne ved MPN er alle somatiske muta-
tioner, som er lokaliseret til exon 9 (Figur 3), der ko-
der for den sure C-terminal. Mutationerne introduce-
rer et skift i proteinets leeseramme, hvilket medfgrer
tab af ER-retentionssignalet og en endring af C-ter-
minalens surhedsgrad, s& denne bliver mere basisk
[11]. Indtil videre er der beskrevet 41 forskellige mu-
tationer — de fleste insertioner eller deletioner og en-
kelte komplekse rearrangementer [12]. Stgrstedelen
af mutationerne — 50-80% — udggres af en 52-bp-de-
letion (type 1) eller en 5-bp-insertion (type 2). Type 1
medfgrer tab af alle negativt ladede aminosyrer i C-
terminalen, og type 2 medfgrer tab af halvdelen [11].

Funktionelt har type 1-mutationen vist sig at in-
ducere cytokinuafthengig veekst og gge sensitiviteten
for interleukin 3 samt gge maengden af aktiveret
STAT. Den cytokinuafhaengige celleproliferation
hammes af JAK-inhibitor, hvilket kan tolkes som, at
celleproliferationen ved CALR-mutation er afthengig
af JAK-STAT-systemet [13]. Dette fund understgttes
af, at man vha. computerprogrammer har regnet sig
frem til, at netop mutationer til fgrste l&eseramme
danner fosforyleringssites pad CALR, som dermed kan
aktivere nedstrgmscelluleere signalveje.

Meangden af CALR, der udtrykkes pa plasma-
membranens overflade, &ndres ikke med mutation
[14], og i longitudinelle retrospektive studier er det
pavist, at CALR-mutationerne modsat JAK2-
mutationen opstar tidligt i udviklingen af MPN [14].

CALR-mutationer forekommer i familier med op-

AML = akut myeloid leukaemi

CALR = calretikulin

ER = endoplasmatisk retikulum

ET = essentiel trombocytose

JAK = Januskinase

MPN = kronisk myeloproliferativ neoplasi

PMF = primaer myelofibrose

PV = polycytaemia vera

STAT = signal transducer and activator of transcription
TPOR = trombopoietinreceptor
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Mikroskopibillede af en retikulinfarvet knoglemarvshiopsi med grad
3-retikulinfibrose fra en 63-arig patient med myelofibrose. De teetlej-
rede sorte streger udggres af retikulinfibre.
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Skematisk tegning af CALR og dets ni exoner. Nedenfor ses en skema-
tisk angivelse af aminosyresekvensen i exon 9 for hhv. vildtype-calre-
tikulin samt for de to hyppigste mutationstyper ved kronisk myelo-
proliferativ neoplasi. Hver enkelt vertikalbarre repraesenterer en
aminosyre, hvor hvid angiver neutral ladning, bla en negativ ladning,
rgd en positiv ladning og gra et stopkodon. Frit efter [13].

1 2 3 4 5 6 7 8 9 3'UTR

Ikkemuteret calretikulin

Type 1-mutation (52-bp-deletion)

Type 2-mutation (5-bp-insertion)
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De kroniske Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasier (MPN) omfatter essentiel trombo-
cytose (ET), polycytaemia vera (PV) og primaer myelofibrose (PMF).

Mutation i MPL, der koder for trombopoietinreceptoren, ses hos ca. 5% af patienterne med JAK2-
umuteret PMF og ET.

CALR koder for calretikulin — et protein, der bl.a. fungerer som chaperone og calciumlager.

Mutation i CALR er en nyopdaget mutation, der findes hos 16-28% af alle med ET og 25-35% af pa-
tienterne med PMF samt nogle fa procent med myelodysplastisk syndrom.

CALR-muteret ET er ift. JAK2-muteret ET associeret med lavere alder, lavere leukocyttal, lavere hae-
moglobinniveau, hgjere trombocyttal og lavere risiko for tromboemboliske episoder.

CALR-muteret PMF er ift. JAK2-muteret PMF associeret med lavere alder, lavere leukocyttal, hgjere
trombocyttal, lavere risikoscore og bedre overlevelse.

CALR-mutation danner et muteret protein, der har potentiale som mal for immunterapi.

hobning af MPN og er alle somatiske, hvilket tyder pé
en ukendt arvelig genetisk leesion eller konstellation,

der gger risikoen for udvikling af svel JAK2-muteret
som CALR-muteret MPN [12, 15].

Ved hjalp af immunhistokemisk undersggelse
med monoklonale antistoffer rettet mod muteret
CALR er det klarlagt, at CALR - bdde muteret og vild-
type — udtrykkes mest i megakaryocytter samt deres
forstadier og i mindre grad i erytroide og granulocy-
teere forstadier [16].

CALR-mutationerne er undersggt ved savel
myeloide som lymfoide neoplasier samt ved solide
tumorer og forekommer kun i fgrstnaevnte [13].
CALR-mutation er pévist hos enkelte patienter med
myelodysplastisk syndrom, atypisk kronisk myeloid
leukeemi og kronisk myelomonocyteer leukeemi [13].
Initialt blev CALR-mutation opfattet som en mutation,
der aldrig forekom sammen med JAK2-muta-tion,
men efterfglgende er der beskrevet enkelte patienter
med samtidig CALR- og JAK2-mutationer [12].
Derudover foreligger der en enkelt kasuistik om to
patienter med CALR-muteret og JAK2-umuteret PV.

CALR-mutationer ved MPN
CALR-mutationer ses hos 16-28% af alle ET-patienter
og hos 49-70% af de JAK2- og MPL-negative [13, 17-
20]. Ved PMF ses mutation hos 25-35% af alle patien-
ter og hos 56-88% af de JAK2- og MPL-negative [13,
14, 21, 22]. Samtidig ses en signifikant gget fore-
komst af type 1-mutation i forhold til type 2-mutation
ved PMF [13, 14].

CALR-muteret ET adskiller sig fra JAK2-muteret
ET ved, at patienterne er yngre [17-19], flere er af
mandligt kgn [17, 18], har lavere heemoglobinniveau
og lavere leukocyttal [13, 17-19], hgjere trombocyt-
tal [13, 14, 17-19], lavere S-erythropoietinniveau

[18], lavere risiko for tromboemboliske episoder [13,
17-19] og faerre mikrovaskulaere symptomer [17]. Til
gengald ses der samme blgdningsrisiko og risiko for
progression til AML hos patienter med CALR-muteret
ET som hos patienter med JAK2-muteret ET [17, 18].
I en enkelt kohorte fandt man gget risiko for post-ET-
myelofibrose MF [14], hvilket dog ikke er pévist i et
efterfglgende studie [18]. CALR-allelbyrden er stgrre
end den tilsvarende JAK2-allelbyrde hos de JAK2-
muterede ET-patienter [18]. Type 2-mutation ved ET
er ift. type 1-mutation associeret med signifikant hg-
jere trombocyttal og lavere alder [23].

I to studier har man fundet en gget overlevelse
for personer med CALR-muteret ET end for personer
med JAK2-muteret ET, men efter justering for alder
var forskellen i et af de to studier ikke signifikant [13,
18]. I tre andre studier, hvoraf det ene var et langtids-
studie med en medianfollowupperiode pa 12,7 ar,
blev der ikke pavist nogen forskel i overlevelse [17,
19, 20].

Sammenlignet med JAK2-muteret PMF har pa-
tienter med CALR-mutation lavere alder, feerre er
anemiske og transfusionskravende, og de har lavere
leukocyttal, men hgjere trombocyttal. CALR-mutation
giver vaesentligt bedre overlevelse med en media-
noverlevelse pa 8,2 ar sammenlignet med 4,3 ar for
JAK2-muteret PMF [21].

Som ved ET ses der forskel pé klinikken mellem
type 1- og type 2-CALR-muteret PMF, idet type 2-
mutation er associeret med leukocyttal > 10 X 10°,
stgrre maengde cirkulerende myeloblaster og en ten-
dens iretning af darligere overlevelse [22]. I samme
studie fandt man en tendens til, at type 2-CALR-
muteret PMF faenotypisk er mere lig JAK2-muteret
PMF end type 1-CALR-muteret PMF. Grundlaget for
denne konklusion er dog meget spinkelt, idet der i
studiet kun indgik ti patienter med type 2-muteret
PMF [22].

Pa baggrund af de nye mutationer, herunder
bl.a. CALR-mutationen og mutationen i ASXL1, der
koder for det histonregulerende protein additional
sex combs like 1 (Drosophila), er der beskrevet nye
prognosemodeller, hvor molekylardiagnostikken
indgar, som vigtige prognosemarkgrer til identifika-
tion af patienter, som kan vare kandidater til mere
intensiv behandling i form af f.eks, allogen knogle-
marvstransplantation [24].

TERAPEUTISKE IMPLIKATIONER OG PERSPEKTIVER

Behandling af CALR-muteret PMF med JAK-haemme-
ren ruxolitinib reducerer miltstgrrelsen og maengden
af cirkulerende trombocytter, og senest er det pavist,
at interferon (INF)-alpha2 kan reducere CALR-muta-
tionsallelbyrden [25] - helt tilsvarende reduktionen i
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JAK2-allelbyrden under IFN-behandling [26]. I et re-
trospektivt studie med 133 patienter, som blev be-
handlet med allogen knoglemarvstransplantation var
firedrsoverlevelsen ved CALR-muteret PMF 82% mod
56% ved CALR-umuteret PMF, p = 0,043 ved univa-
riat analyse og p = 0,094 ved multivariat analyse
[27].

CALR-mutationen kan méske f& behandlings-
maessig betydning, idet muteret CALR muligvis er im-
munogent. CALR udtrykkes pa celler i preeapoptotisk
fase, fungerer som et proapoptotisk signal og stimule-
rer dendritiske celler til fagocytose, hvilket igen sti-
mulerer til et tumorspecifikt T-cellerespons [9, 11,
28]. Hermed er der skabt grundlag for immunologi-
ske studier, der skal afdaekke helt nye terapimulighe-
der — vaccination og monoklonal antistofterapi. Med
komplementere immuncellestudier fgr og under be-
handling med IFN vil man yderligere kunne belyse
IFN’s effekt og virkningsmekanisme ved MPN-
sygdommene. Vha. studierne vil man bl.a. kunne
klarleegge, om CALR-muterede MPN-patienter har
forandringer i cirkulerende immunceller identiske
med dem, som er beskrevet hos JAK2-muterede pa-
tienter [29]. Signifikant flere CALR-muterede patien-
ter, som har PMF og bliver behandlet med allogen
knoglemarvstransplantation, far akut og kronisk graft
versus host disease, hvilket tyder pa, at muteret CALR
har stgrre immunstimulerende effekt end PMF [27],
hvad der méaske ogsa vil fa terapeutisk og prognostisk
betydning.

@get koncentration af anti-CALR-autoantistoffer
er pavist hos bl.a. patienter med mave-tarm-cancer
[30]. Tilsvarende studier af autoantistofdannelse
over for CALR-mutationen hos MPN-patienter vil ved
pavisning af autoantistoffer abne op for prospektive
studier, hvor man belyser den kliniske, terapeutiske
og prognostiske betydning af forekomsten af auto-
antistoffer, herunder ogsd om de kan anvendes som
biomarkgrer for behandlingseffekt med bl.a. IFN.

KONKLUSION

CALR-mutation er en ny vigtig sygdomsmarkgr for
MPN, og i Danmark er den allerede implementeret
rutinemeessigt som led i udredningen for MPN. CALR-
mutationsstatus har for PMF vist sig at veere af pro-
gnostisk veerdi, iseer kombineret med mutationsstatus
for ASXL1. CALR-muteret ET og PMF adskiller sig kli-
nisk fra JAK2-muteret sygdom og kan overordnet ka-
rakteriseres som veerende mere indolent. Muteret
CALR som mél for immunterapi er en teoretisk mulig-
hed, som potentielt dbner nye perspektiver i forhold
til behandling af MPN.
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The chaperone and calcium storing protein calreticulin is coded
by CALR, and newly identified mutations in CALR are found in
respectively 49-70% and 56-88% of JAK2- and MPL-negative
patients with essential thrombocytaemia (ET) and primary
myelofibrosis (PMF). A total of 41 mutations have been
identified, all located to exon 9 which codes the protein’s
Cterminal. CALR mutations are present only in myeloid
malignancies and confer a more indolent disease than JAK2-
mutated ET and PMF. CALR mutations as a diagnostic and
prognostic tool are promising and the mutations are potential
targets for immune therapy.
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