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Aspectul clinicopatologic si molecular al bolilor mieloproliferative
cronice

Bolile mieloproliferative cronice (CMPD) cu cromosom Philadelphia
negativ sunt caracterizate la debut prin simptomatologie si aspect morfo-
logic asemanitor, dar prezintd o evolutie diferita, cu posibilitati terapeu-
tice care contribuie la imbunatatirea prognosticului. Diagnosticul CMPD,
reprezentat prin trombocitemia esentiala (ET), policitemia vera (PV) si
mielofibrozi cronica idiopatici, se bazeazi pe criterii morfologice stricte,
stabilite de WHO. Material si metode. Am studiat 17 biopsii osteome-
dulare diagnosticate CMPD pe baza aspectului morfologic (evidentiat
cu coloratie standard si coloratii speciale), completat cu imunofenotipi-
zarea celulelor. In scopul sustinerii diagnosticului pozitiv. Am cercetat
prezenta mutatiei tirozin-kinazei JAK2.V617 cu metoda PCR, utilizand
sangele periferic al bolnavilor cu diagnostic PV. Concluzii.Aspectul his-
tologic al maduvei interpretat in oglinda parametrilor sangelui periferic
si al modificarilor genetice (mutatia JAK2V617) contribuie la cresterea
sensibilititii si senzitivititii diagnosticului bolilor CMPD, atét in stadiul
initial, cat si in stadii avansate.
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A Philadelphia  kromoszéma  negativ  krénikus
myeloproliferativ betegségek (chronic myeloproliferative
disorders, CMPD) csoportjdba az  Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO) osztalyozdsa szerint harom kor-
kép tartozik: kronikus idiopathids myelofibrosis (CIMF),
polycythaemia vera (PV), essentialis thrombocythemia
(ET). Ezen korképek kronikus lefolydsu, 6ssejteredetd,
klonalis megbetegedések, amelyek egy vagy tobb csontve-
16i myeloid sejtvonal (granulopoeticus, erythropoeticus,
megakaryopoeticus) proliferdcidjaval jellemezheték. A
CMPD csoportba tartozd koérképek Kklinikai lefolyasa
indolens, azonban az esetek egy részében akut myeloid
leukaemidnak (ritkdbban akut lymphoid leukaemidnak)
megfeleld blastos fazisba vagy myelofibrosisba transzfor-
malddhatnak. A transzformécié kialakulasanak ideje lénye-
gesen eltérhet az egyes CMPD altipusokban és az egyes
betegek esetében, amely terapids kovetkezményeket von
maga utdn.

A betegségcsoportba tartozo kérképek klinikai, laborato-
riumi és morfoldgiai megjelenése gyakran atfedést mutat. A
leukocytosis, thrombocytosis, megakaryocytaproliferacio,
myelofibrosis, hepatosplenomegalia szinte mindegyik kor-
kép velejaroja lehet. Mivel az egyes altipusok elkiilonitése
gyakran csak molekuldris bioldgiai modszerek alkalmaza-
saval lehetséges, dolgozatunkban 6sszefoglaltuk mindazon
diagnosztikai és differencialdiagnosztikai morfologiai kri-
tériumokat, amelyek a klinikai tiinetek és laboratoriumi
paraméterek egylittes értékelésével a helyes korszovettani
diagnozis felallitasat segitik.
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Chronic myeloproliferative disorders (CMD): clinicopathologic and
molecular features

The Philadelphia chromosome-negative chronic myeloproliferative dis-
orders (CMPD), polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia
(ET) and chronic idiopathic myelofibrosis (CIMF), have overlapping
clinical features but exhibit different natural histories and different
therapeutic requirements. The bone marrow criteria of the World Health
Organization (WHO) are defined by pathologists to explicitly define
the pathological criteria for the diagnostic differentiation of ET, PV,
and prefibrotic and fibrotic CIME. Material and method. Our study was
composed from 17 bone marrow trephine biopsy diagnosticated with
CMPD. We used special and immunohistochemical stainings for posi-
tive and differential diagnosis. In order to complement initial diagnosis
we studied the tyrosin kinase mutation (JAK2 V617) with PCR method
using periferial blood samples from patients diagnosticated with PV.
Conclusions. The use of biological markers including JAK2 V617 PCR
test and peripheral blood parameters combined with bone marrow
histopathology has a high sensitivity and specificity (almost 100%) to
diagnose the early and overt stages of ET, PV and CIMF in JAK2 V617F
positive and negative MPDs.
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Anyag és modszer

A Marosvasarhelyi Megyei Stirgosségi Korhaz Korszovettani
Laboratoriuménak egy éves anyagat (137 biopszia) kovettiik
a mésztelenitett és paraffinba agyazott csontvelé biopszias
mintak vizsgalatéval, egyiitt értékelve a killonboz6 festési
eljarasok és immunhisztokémiai jel6lések eredményeit a
Kklinikai, biolégiai és laboratériumi paraméterekkel (peri-
térids vérkép , hemogramm, csontvel$-aspirdciés minta,
aramldsos cytometria).

A csontvel6i fibrozis kimutatdsara a Gomori-féle
eziistimpregnaciot hasznaltuk,amely lehetévé teszi a fibrozis
mértékének szemikvantitativ értékelését (1-4-es fokozat).
A kollagénrost szaporulat (myelosclerosis) van Gieson-
festéssel jolillusztralhatd. A Perls-féle vasfestési eljaras a tarolt
vas jelenlétét vagy hidnyat mutatja ezekben a korképekben.
Immunfenotipizalasra a DAKO, LabVision és Novocastra
CD61, MPO (myeloperoxidaz) és Glycophorin-A, CD34,
CD117 antitesteket hasznaltunk En Vision mddszer segit-
ségével. A reakciot DAB (diaminobenzidin) kromogénnel
vizualizéltuk.

A Jak2 (V617F) mutaciot a Baxter E.J. és térsai alltal leirt
modszer segitségével vizsgaltuk [3] négy PV-ben, diffe-
rencialdiagnosztikai kritériumként alkalmazva PV versus
CIME

A DNS-t Quiagen Blood DNA Mini kitte] EDTA-ra levett
periférias vérbdl izolaltuk.

A reakcidelegyet 20 ul végs6 térfogatban mértiik Gssze
az alabbiak szerint: 1x GeneAmp (Abi) PCR puffer, 1 uM
kozos reverse primert 0,5 uM forward primert a mutalt és
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nem mutalt variansbol valamint 0,5U AmpliTaq Gold DNA
Polymerase (Applied Biosystems). A reakciot PCR GENE
AMP 9700 késziiléken végeztiik.

A PCR terméket etidium bromid tartalma 2% agardz
gélen futtattuk 1 éran at.

Molsulylétranak pUC19 DNA/MspI Marker (Fermentas)
hasznaltunk.

Az eredményeket.BioDocIt2 Uv System segitségével
olvastuk le.

Eredmények

CMPD-t 17 esetben diagnosztizdltunk, 70,58%-ban egy-

behangzoéan a klinikai kdrismével. A legnagyobb aranyban

(58,82%) a kronikus idiopathias myelofibrosis fordult elé

(2 esetben prefibrotikus stddium, 8 esetben fibrotikus sta-

dium) , a policythaemia vera az esetek 35,29 %-at képviselte

(6 eset), mig essentialis thrombocythaemia egy esetben for-

dult el6. A betegek atlagéletkora CIMF-ben 65,50+9,69 év,

PV-ben 61,66+12,25 év volt. A CIMF a férfiakat és néket

kozel egyformdn érinti, mig a PV-s betegek 66,66%-a volt

no.
Osszevetve a szovettani eredményeket a betegek labora-
toriumi és klinikai adataival a kovetkezdket talaltuk:

o a CIMF-es betegek vérképe az esetek 30%-ban
thrombocytosist (>400000/mm?), leukocytosist (>9000/
mm?®) mutatott, ezen esetek megfelelnek a prefibrotikus
stddiumnak, a fibrotikus stddiumban a vérképet pancyto-
penia jellemezte,

o leucoerythroblastos periférids vérkép a CIMF fibrotikus
stadiumat az esetek 37,5%-dban jellemezte (3 esetben).

o a CIMF-es esetek 20%-aban meriilt fel a postpoly-
cythaemids myelofibrosis lehet&sége,

« a reaktiv limfo-plasmocytas besziir6dés gyakori jelenség
CMPD-ben,

o egyesetben a PV talajan kronikus limfoid leukémia (LLC)
fejlédott ki,

o JAK2V617 mutdciot 3 eseteben azonositottunk a mutans
allél 203 bp, a normdl allél 364 bp hosszu.

Megbeszélés

Egy éves anyagunkban a 17 CMPD ] és kovetett esetekbdl
tevodott Ossze. A leggyakrabban eléfordul6 kérkép a CIMF
volt, amely egyforma ardnyban érintette a két nemet, a betegek
atlagéletkora is megfelelt az irodalmi adatoknak. A fibrotikus
stadium dominanciaja (8 versus 2) azzal magyarazhato, hogy
az esetek egy része a fibrotikus stddiumban kertil kérismére.
Myeloid metaplazidt egy esetben taldltunk.

A betegek laboreredményeit jol tiikrozte a szoveti
kép is: a prefibrotikus stddiumra jellemz$ csontvel$
hyperplasiat az érett granulopoeticus elemek és az atipusos
megakaryocytak felszaporoddsa okozta (CD61 pozitivitas-
sal, kizarva egyéb malignus tumorok csontveldi attétének
a lehet6ségét), mig az eritropoézis minden esetben enyhén
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csokkent. A betegek egyharmadanal a csontvel8ben reaktiv
lymphoid aggregatumok fordultak elé,mely jelenség a tobbi
kronikus myeloproliferativ korképben ritka. Ezen sejtek
immunfenotipizéldsa bizonyitja megakaryocyta eredetiiket.
A féként perivascularisan felszaporodott reticulin fibrosis
nem indokolja a fibrotikus stadiumba valé soroldst (2. foko-
zat). Patologids rostszaporulatrdl a 3. fokozattol kezd6déen
beszélhetiink. Csontveldi fibrosist szimos mas, tumoros és
nem tumoros allapot is eléidézhet, ami differencidldiag-
nosztikai problémdt jelent [5].

A myelofibrosis kialakuldsanak idépontja , sebessége
nagyon eltéré az egyes betegeknél. Thiele és munkatdrsai
134 korai stadiuma CIMF-es beteget tobb éven at kovet-
tek és azt tapasztaltak, hogy az elsé harom évben az esetek
50,74%-a alakult 4t fibrotikus stidiumba [4]. Mésok sze-
rint az atalakulds valoszintisége meghaladja a 65%-t is. A
fibrosis kialakulasat befolydsold tényez6k nem ismertek tel-
jes mértékben. Ujabb tanulményok azt is kimutatték, hogy a
fibrosis annal gyorsabban bekévetkezik, minél kifejezettebb
a csontveldi megakaryocytdk atipidja, viszont nem fiigg a
trombocitaszamtol [3].

A csontvel fibrotikus atalakuldsa szamos klinikai elval-
tozast von maga utan. A kezdetben tiinetmentes vagy nem
specifikus tiinetekkel rendelkezé betegeknél megjelenik a
splenomegalia, a progressziv, terdpia rezisztens anémia és a
leucoerythroblastos periférids vérkép.

A splenomegalia nem tekinthetd a fibrotikus stadium
specifikus tiinetének, Thiele a prefibrotikus stadiumu bete-
gek 15%-nal is leirta [9].

Az esetek 40%-nal jelenlevé anémidt tobb tényezd
magyardzhatja: a progressziv pancytopenia, az ineffektiv
haemopoesis valamint a hypersplenismus. Habar a CIMF
prognosztikai faktorait illetéen tobbféle allaspont létezik,
az mindenki altal elfogadott, hogy az anémia foka a korkép
legfontosabb prognosztikai tényezéje. Hirom esetben a 10
g/dl alatti hemoglobin értékek 70 évnél idsebb betegeknél
fordultak el6, ami rossz korlefolyast jelez [2].

A CIMF-es betegek kisebb hanyadanal a fehérvérsejtszam
kifejezetten magas értékei (>30000/mm?) vagy ellenkezdleg
leukopenia (<4000/mm?) is eléfordult. E16bbit a kéros klon
tulmiikodése magyarazhatja, a fehérvérsejtszam csokkenése
pedig a thrombocytopénidval egyiitt a fibrotikus stddiumra
jellemzé pancytopenia részjelensége. Ezek prognosztikai
értékérdl a vélemények eltéréek: egyesek a tul magas értéke-
ket tarsitjak kedvezdtlen korlefolydssal, mig masok éppen a
leukopenidval magyarazzdk a rosszabb prognozist [7].

A Dupriez altal javasolt riziké felosztas (Lille scoring
system) a Hb-érték és a fehérvérsejtszam alapjan a CIMF-es
betegeket harom csoportba osztja, a score novekedése a tul-
éléssel forditottan aranyos [1].

Miés szerz6k a kerings blastok felszaporoddsanak
nagyobb prognosztikai szerepet tulajdonitanak, mint a
fehérvérsejtszam mddosuldsainak és a betegeket az anémia
és a periférias blastok ardnya alapjan soroljak a kiillonboz6
rizikdcsoportokba [7].

Azt is kimutattak, hogy azok az esetek, ahol a keringd
CD34+ sejtek szdma meghaladta a 300x/10° értéket,



Krénikus myeloproliferativ korképek klinikopatoldgiai és molekularis jellemzdi

50%-o0s valdszintiséggel alakultak at blasztos fazisba az
els6 11 honapban [8]. Leucoerythroblastos vérképet mi
a CIMF-es betegek 37,5%-ndl taldltunk,mely jelenséget a
csontvel6i intrasinusoidalis hematopoesis és a lépben tor-
ténd extramedullaris vérképzés magyardzza.

Megbizhato klinikai és laboratériumi tiinetek hianydban
a csontveldvizsgdlat az a mddszer, amellyel a CIMF diag-
ndzisa felallithatd. A csontvel6i reticularis- és a kollagén-
rost-szaporulat, a hypoplasids erythro- és granulopoesis,
valamint az atipusos megakaryocytak dominancidja alata-
masztja a korismét.

Az gltalunk vizsgalt PV esetek (6 eset) klinikai adatai a
nemek kozotti eloszlast leszamitva (a betegek kétharmada
né volt) az irodalmi adatokkal megegyeznek. Egy 78 éves
nd betegnél a klinikai és szévettani diagnozis kozotti elté-
rést a 3000000/mm?>-t meghaladé trombocytaszdm okozta,
de a csontveldbiopszia hisztologiai vizsgalata kizarta az
ET-t. Egy masik esetben a PV talajan kronikus limfoid
leukémia (LLC) fejlédott ki. Hasonld eseteket az irodalom-
ban is talalni, nagyrészt olyan CMPD-s betegeknél irtak le
CLL kifejlédését, akik a folyamat evolucidjanak fékezésére
citosztatikus kezelést kaptak [8], mds tanulmanyok a CLL
kialakuldsa utdn a 18-as kromoszoma anomalidjat (18p+)
mutattdk ki citogenetikai vizsgalattal a csontvel6bél és a
keringd limfocitdkbdl [6].

Differencialdiagnosztikai problémat a postpolycythaemias
myelofibrosis okoz , mivel morfoldgiai kritériumok alapjan
nem lehet elkiiloniteni a CIMF fibrotikus stadiumatol. A
csontvel8ben a blastok ardnya dltalaban 10% alatti, ha ez a
csontveldben vagy a periféridn 10% f6lé nd, akkor blastos
transzformaciot jelezhet [4]. A blastos atalakulds egyarant
megjelenhet CIME, illetve PV kés6i stadiumaban.

Bizonyos hatdresetekben, amikor a megakaryocytak morfo-
l6giai megjelenése nem diagnosztikus értéki, valamint a peri-
térids vérkép sem megbizhato, segitséget adhat a csontbiopszids
mintak berlini-kék reakcidja, amely PV-ben mindig tires
vasraktdrakat mutat, mig a hemosziderinszemcsék jelenléte
CIMF vagy ET mellett szdl.

A PV-ben szenvedd betegek mintegy 70-90%-aban
mutathat6 ki a JAK2 tirozinkindz V617F mutdcidja, mely
a JAK2 fokozott és folyamatos tirozinkinaz aktivitasahoz
és ebbdl adéddéan mindhdrom haemopoeticus sejtvonal
proliferaciojdhoz vezet [3]. Ez a mutdcié azonban jelen van
a masik két korkép kozel 50%-dban is, igy onmagaban ez
a modszer sem tekintheté diagnosztikusnak PV-re [8]. Az
altalunk vizsgalt kis szdmu eset pozitiv eredményei meger-
sitették a PV diagndzisat a differencialdiagnosztikai prob-
lémat jelentd esetekben, de a modszer koltséges volta nem
teszi lehetévé a CMPD-ben vald rutin alkalmazasat.

Az ET ritkan el6fordul6 korkép, az irodalmi adatok sze-
rint évi 1-2 4j eset jut megkozelit6leg egy millié lakosra. A
klinikai és laboratériumi tiinetek alapjan ET-nek diagnosz-
tizalt esetekbdl (4 eset) csak egy bizonyult ennek a korkép-
nek. A klinikai gyanat a CIMF-es betegek 30%-4nal jelen-
lev$ thrombocytosis (>600000/mm?*) igazolta.

A két korkép elkiilonitése viszont mind a kezelés, mind a
prognozis szempontjabdl fontos, mivel CIMF esetén a bete-

gek atlagos tulélése a diagnozis idépontjatol szamitva 3-5 év,
mig az ET-ben szenved6k varhato élettartama 10-15 év [5].

Kovetkeztetések

A Philadelphia  kromoszéoma  negativ  krdénikus
myeloproliferativ korképek csoportjaba tartozé betegségek
gyakorisdga egyéb hematopatoldgiai tumorokhoz viszo-
nyitva csokkent, de jelentdségiik azokkal egyenértéki.

A CMPD korképek tiinettana és laboratoriumi megjele-
nése sok esetben dtfedést mutat, emiatt a csontvel szovet-
tani vizsgalata elengedhetetlen a korisme szempontjabol.

A kilonbozd  sejtvonalak morfologiai megjelenése
mellett elengedhetetlen ezen sejtek immunfenotipusanak
vizsgdlata, amely lehetévé teszi az egymashoz viszonyitott
mennyiségi eltérések kimutatasat, az atipusos morfologiaval
rendelkez6 sejtek eredetének tisztazasat.

A specialis festési eljarasok mellett a minima-
lis immunhisztokémiai panel magdban foglalja a
Glycophorin-A, MPO és CD61 antitesteket, a blastok kimu-
tatdsara pedig CD34, illetve CD117 szolgal.

Differencialdiagnosztikai problémat az esetek 20%-ban a
tibrosis jelenléte okozott (postpolycythemids myelofibrosis
versus CIMF fibrotikus stddium), amelynek diagnézisa
kizarolag csak biopszids mintavétel révén torténik.

A csontveld reaktiv lymphoplasmocytds besztir6dése sok
esetben a folyamat klonalitasdnak vizsgalatat vonta maga utdn.
Egy esetben a PV talajan kronikus limfoid leukémia fejlédott
ki, ami az intermittens cytostatikus kezelésnek tulajdonithato.

Mivel ezek a korképek az esetek tobbségében AML-nek
megfeleld blastos fazisba vagy myelofibrosisba transzfor-
malédhatnak, fontos a korai és helyes diagndzis felllitasa.

Jelen pillanatban a molekuldris vizsgdlatok a JAK2
tirozinkindz V617F mutdcié kimutatdsara iranyulnak ezen
korképekben, amelynek jelenléte megerdsiti a Ph kromo-
széma negativ CMPD diagnoézisat.

A CMPD diagndzisa komplex, feltételezi a klinikai tiine-
tek, laboratériumi paraméterek és a szovettani kép egyiittes
értékelését. Ez azonban csak a megfelel§ interdiszciplindris
egyuttmiikodés mellett lehetséges.

Irodalom

1. Arsalan A., Chung-Che Jeff Chang. - Chronic Idiopathic
Mpyelofibrosis: Clinicopathologic features, pathogenesis and
prognosis, Archives of Pathology and Laboratory Medicine,
2006, 130:1133-1143.

2. Ayalew T. - Myelofibrosis with Myeloid Metaplasia, The New
England Journal of Medicine, 2000, 342:1255-1265.

3. Baxter EJ., Scott L.M., Campbell E.J. et al. - Cancer Genome
Project. Acquired mutation of the tyrosin kinase JAK2 in
humanmyeloproliferative disorders, Lancet, 2005, 365:1054-1061.

4. Kvasnicka H.M., Thiele J. - Early stages of Philadelphia-
chromosome negative chronic myeloproliferative disorders, a
diagnostic challenge, 7th Internal Course on Bone Marrow
Biopsy Pathology, Krakow, 2005, Lectures:19-27.

289



Horvéth Emdke, Vizi Eméke oh., Pévai Zoltan, Pap Zsuzsa, Demian Smaranda, Dorcioman Bogdana, Molnar Eniké

5.

7.

8.

290

MatolcsyA.,Udvardy M.,Kopper L.,- Krénikus myeloproliferativ
betegségek, Hematoldgiai betegségek atlasza, Medicina
Konyvkiadé RT., Budapest, 2006.

Michiels J.J., Bernema Z., Van Bockstaele D. et al. - Current
diagnostic criteria for the chronic myeloproliferative disorders
(MPD) essential thrombocythemia (ET), polycythemia vera
(PV) and chronic idiopathic myelofibrosis (CIMF), Pathol Biol
(Paris), 2006, PMID: 16919893,

Michiels J.J., Fischer R. - Prognostic factors in idiopathic
(primary) osteomyelofibrosis, Cancer, 1997, 80:706-719.

Pierre R., Imbert M., Thiele J. et al. - Polycythaemia vera.

10.

In: Jaffe Es., Harris NL., Stein H., Vardiman JW. (eds) WHO
Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues, IARC press, Lyon 2001, 32-38.

Thiele J., Kvasnicka H.M., Zankovich R. et al. - The value of
bone marrow histology in differentiating between early stage
polycythemia vera and secondary (reactive) polycythemias,
Haematologica, 2001, 86:368-374.

Thiele J., Imbert M., Pierre R. et al. - Chronic idiopatic
myelofibrosis. In: Jaffe Es., Harris NL., Stein H., Vardiman JW.
(eds) WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and
Lymphoid Tissues,. IARC press, Lyon 2001, 35-38.





