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POPIS KRATICA
TNF ¢imbenik tumorske nekroze (englmor necrosis factor)
TGF transformirajéi ¢cimbenik rasta (engtransforming growth factor)

STAT porodica transkripcijskincimbenika (engl.signal transducers and activators of

transcription)

IL-1 interleukin 1 (englhnterleukin 1)

JAK janus kinaza (engjanus kinase)

SH2 dio molekule protein tirozin kinaze (en§RC homology 2)

TYK2 tirozin kinaza 2¢lan porodice Janus kinaza (engt.osine kinase 2)
JH1 homologna domena 1 (enghk homology 1)

JH2 pseudokinazna domena 2 (epgkudokinase domain 2)

JAK2 genJAK2 (engl.JAK2 gene)

V617F zamjena aminokiseline valina fenilalaninokodonu 617

PISK/AKT unutarstartini signalni put fosfatiddinozitol-3—kinaza (engl.phosphoinositol

3-kinase) i AKT protein kinaza B (engbkerinethreonine kinase, protein kinase B)

MAPK/ERK unutarstardni signalni put protein kinaza aktivirana mitogen¢engl. mitogen
ativated protein kinase) i kinaza aktivirana izvanstamim signalom (engl.extracellular

signalregulated kinase)

BCR/ABL1 fuzijski gen nastao translokacijom genskog mpgteris kromosoma 9 na

kromosom 22
MPN mijeloproliferativni zl@éudni tumori (neoplazme) (enghyel oproliferative neoplasms)
SZO Svjetska zdravstvena organizacija

Ph Philadelphia kromosom (enBhiladelphia chromosome)



KML kroni¢na mijeloidna leukemija
PV policitemija vera

ET esencijalna trombocitemija
PMF primarna mijelofibroza

MPL mijeloproliferativni leukemijski gen (enghyeloproliferative leukemia protein)

CALR gen za kalretikulin (engCALR gene)

TET2 ¢lan onkogene obitel[TET (engl.oncogene family member 2 gene)

CBL c¢lan onkogene obitel{CBL (engl casitas B lineage lymphoma proto oncogene)
PCR lagana reakcija polimerazom (engblymerase chain reaction)

ARMS engl.amplification refractory mutation system

dHPLC engldenaturing high peformance liquid chromatography

KBCO Klini¢ki bolnicki centar Osijek

EDTA etilendiamintetraoctena kiselina (enghylenediaminetetraacetic acid)
DNK deoksiribonukleinska kiselina

Taqg DNK polimeraza enzim DNK polimeraza dobivemakterije Thermus aquaticus
Cp engl.Crossing point

VF mutacija V617F

PC pozitivha kontrola (engbositive control)

COS uzorak koji sadrzi 1% V617F alela (ergbssing point cut off sample)

SD standardna devijacija

WT divlji tip (eng.wild type)
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1. UVOD

1.1. Stan&no signaliziranje

Stanica je osnova strukture i funkcije biljnog ivdiinjskog svijeta. U viSestafmom
organizmu funkcija stanice ovisi o komunikaciflgigim stanicama. Na kaje na&in stanice
medusobno komunicirati ovisi o vrsti st&nie regulacije. Stanice mogu izivati u okolinu

i/ili na svojoj povrsSini izloziti signalne molekuleoje ¢e se vezati za receptore drugih stanica
te sudjelovati u daljnjim stagnim aktivnostima. Signalne molekule obubap veliki broj
molekula razitiite strukture i funkcije: jednostavne plinove, sidne hormone,
neurotransmitere, peptidne hormogenbenike rasta (1). Receptori mogu biti smjeStemi n
stantnoj membrani, u citosolu ili u jezgri. Na temeljlehanizma signaliziranja i aktivacije
signalnih puteva mogu se razvrstati na: receptmje $e koriste nereceptorskim tirozin
kinazama, receptorske tirozin kinaze, jezgrine paare, receptore spregnute s G proteinima i

ostale skupine receptora (2).

1.2. Signalni put JAK/STAT

Jedna od skupina signalnih molekula su citokini.stiomolekule peptidne ili glikopeptidne
grade brojnih bioloskih ginaka. Djeluju na aktivaciju, proliferaciju i difencijaciju Sirokog
spektra stanica. Nazivlje citokina nije dosljedhki od citokina nazivaju se interleukini, s
odgovarajdim rednim brojem (tip I, tip Il), dok su drugi naavi prema bioloSkom djelovanju
(¢imbenici tumorske nekroze (TNF; entdmor necrosis factor), transformirajiéi ¢cimbenik
rasta (TGF; engltransforming growth factor)). Receptori za citokine sastoje se od jednog ili
viSe transmembranskih peptidi@ su izvanstanini dijelovi odgovorni za vezanje citokina, a
citoplazmatski dijelovi za aktiviranje unutarstamh signalnih puteva. Kod vae
citokinskih receptora vezanjem citokina aktivira sekupljanje receptora préemu
citoplazmatski dijelovi dviju ili viSe receptorskimolekula dolaze u blizinu. Time bude
potaknuta aktivnost spedaifiih nereceptorskih tirozin kinaz2). Citokinski receptori dijele se
na temelju grde izvanstadine domene za vezanje citokina i na temeljwnskti
unutarstaninih mehanizama prijenosa signala na 4 porodice:abgpoetinska porodica (za
citokine tipa 1), interferonska (za citokine tip§, Ireceptori za citokine porodice TNF i
receptori za interleukin 1 (H1; engl.interleukin-1) (2, 3).



Uvod

Receptori za citokine tipa | i tipa Il za prijensgnala u citoplazmu koriste nereceptorske
tirozin kinaze, Janus kinaze (JAK). Janus kinazengse signal uglavnhom putem
transkripcijskih ¢cimbenika porodice STAT (englsignal transducers and activators of
transcription) (Slika 1.) (2, 3). Na citoplazmatske domene rémepza citokine tipa I i Il
vezani su nekovalentno inaktivni enzimi JAK. Uslijgezanja citokina na izvanstani dio
receptora receptorske molekule se priblize Stokugeoaktivaciju JAK molekula. Aktivirane
JAK tirozin kinaze fosforiliraju se ndeisobno te fosforiliraju tirozinske ostatke u
citoplazmatskim domenama receptora. Fosfotiroziresstatke prepoznaju i na njih se vezu
SH2 domene (engBRC homology 2) monomernih STAT molekula. Janus kinaze vezane na
receptore fosforiliraju tirozinski ostatak u SH2ngeni molekule STAT. Zatim se formiraju
STAT dimeri koji se premjeStaju u jezgru gdje s€wea specitini slijed u molekulama
DNK i reguliraju ekspresiju oddenih gena (4). U sisavaca su do danas poznate us Jan
kinaze JAK1, JAK2, JAK3 i TYK2, te sedam aktivataranskripcije (STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b i STAT6). Odrteni tipovi Janus kinaza selektivno se

vezu na citoplazmatske domene spéaifi citokinskih receptora (2, 4, 5).

(:;7 IZVANSTANICNI PROSTOR

CITOKIN

CITOKINSKI
RECEPTOR

JEZGRA

STAT DIMER

AN ANV AN

5| TRANSKRIPCIJA ///,//// CITOPLAZMA

Slika 1. Shematski prikaz signalnog puta JAK/STRTeuzeto i prilagdeno s dopustenjem
autora (4).
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1.3. Janus kinaza JAK?2

JAK su citoplazmatske proteinske molekule koje gulggu obitelji unutarstaémih
nereceptorskih tirozin kinaza. Naziv su dobile @muku, rimskom bogu s dva lica koja
simboliziraju p@etak i svrSetak, analogno njihovoj grad dvije simeténe kinazne domene.
JAK-homologna domena 1 (JH1; engjak homology 1) pokazuje kinaznu aktivnost. Za
pseudokinaznu domenu 2 (JH2; engteudokinase domain 2) za koju se do nedavno
smatralo da je enzimski inaktivha najnovije stugiifgkazuju da ima nisku razinu katalke
aktivnosti. Domena JH2 ima ulogu negativne regjdaaktivnosti kinazne domene (Slika 2.)
(6, 7).

V617F

NH, m— FERM = SH2 - JH2 w— JH1 == COOH
POVEZUJWA DOMENA by PSEUDOKINAZNA KINAZNA
CITOKINSKOG DOMENA DOMENA DOMENA
RECEPTORA

Slika 2. Shematski prikaz proteinske strukture JARZuzeto i prilagieno s dopustenjem

autora (8).

1.4. Mutacija V617F genalAK2

GenJAK2 nalazi se na kratkom kraku kromosoma 9 (9p24mj€aa purinske baze gvanina
pirimidinskom bazom timin na polozaju 1849 (c.1849%G u egzonu 14 gendAK?2 dovodi

do zamjene valina fenilalaninom u 617. kodonu (6¥@Phe) (9). Zamjenjena aminokiselina
se nalazi na mjestu kontakta katéke i pseudokinazne domene. Mutacija je smjeStena u
domeni JH2 proteina JAK2 (Slika 2.). Zbog mutacy®l17F dolazi do promjene u
samoregulaciji proteina JAK2, do njegove trajnevaldije te do aktivacije signalnih puteva
JAK/STAT, PISK/AKT i MAPK/ERK. Mutirani JAK2 aktivira STAT5 transkripcijski
¢imbenik ¢ije su ciljne molekule brojni onkogeni Sto ima zasfpedicu porem@ni stanini

ciklus i poja&anu proliferaciju stanica (9).

Mutacija JAK2 V617F st&na je somatska mutacija koja pokazuje pama pojavnost u

osoba starije zivotne dobi Sto se moze objasnitimakkacijom molekularnih abnormalnosti i

3
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poveanom genskom nestabilnosti (1@risutna je u oko 95 % bolesnika s policitemijom
verom (PV), u 50 — 60 % bolesnika esencijalnom bocitemijom (ET) i u oko 50 %

bolesnika s primarnom mijelofiborozom (PMF) (9, 12).

1.5. Mijeloproliferativni zlo éudni tumori

Mijeloproliferativni zlotudne neoplazme (MPN) su grupa hematoloSkih bolegg dijele
slicne hematolosSke i stafme nepravilnosti. Prema klasifikaciji hematoloskialignih bolesti
Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) mijelopedditivhe neoplazme podjeljene su u dvije
osnovne skupine. Podjela se zasniva na prisutiiostisutnostiBCR/ABL1 fuzijskog gena
odnosnoPhiladelphia kromosoma (Ph; engPhiladel phia chromosome). Tako u MPN Ph
skupinu koja posjeduje fuzijsiBBCR/ABL1 ubrajamo krorinu mijeloidnu leukemiju (KML),

a u MPN Phskupinu koja ne sadrzi fuzijs&@CR/ABL1 ubrajamo PV, ET, PMF, mastocitozu,
kronicnu neutrofilnu leukemiju i krodnu eozinofilnu leukemiju koje dijele simptomatolpgi

I patogenezu povezanu uz promjene u stanisignalizaciji nastale mutacijom JAKZ1,
13).

lako je dokaz mutacije V617F genBK2 jedan od kriterija za postavljanje dijagnoze
BCR/ABL1 negativnih MPN, njezin izolirani dokaz nije dovoljan. Do sada ngbjasnjeno
kako jedna mutacija mozZe uzrokovati 3 rép bolesti razliite u klinickoj prezentaciji i

prognozi (14).

Klinicki tijek MPN i laboratorijske promjene su varijaidl, a podudarnosti koje se mogu
pojaviti su splenomegalija, posani rizik krvarenja ili tromboze, pretjerana praozinja jedne

ili viSe stanica mijeloidne loze, fibroza koStamgi $13).

Svaka od triju klaghih BCR/ABL1 negativnin MPN (PV, ET i PMF) ima svoja histoloSka
obiljezja. Razlikuju se s obzirom na zabeaost mijeloidne loze, prisutnost fibroze i
retikulina. Manje od 5 % bolesnika s ET pokazujegpesiju u akutnu leukemiju. Bolesnici s
PV transformaciju u mijelofibrozu pokazuju relatoviesto (oko 10 % unutar 10 godina od
dijagnoze). Transformacija bolesti ovise td&oi o n&inu lijecenja (11).

Utvrdeno je da je rizik za razvoj MPN 57 puta véi medu srodnicima u prvom koljenu
bolesnika s MPN Sto ukazuje na mégast prisutnosti genske sklonosti koja predispon&ra

MPN. Kako nema dokaza za genski prijenos mutaéi}€2JV617F nema razloga za rutinsko
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testiranje rdaka osoba oboljelih od MPN u odsutnosti hematoloskiklini ¢kih znakova
bolesti(15).

1.5.1. Policitemija vera

PV je zlcdudna klonalna mijeloproliferativna neoplazma nastatransformacijom
multipotentne matine stanice. Kroknog je i progresivnog tijeka. Ng&e se pojavljuje u
dobi od 50. do 60. godine, gastalogu dva oboljela na 100 000 stanovnika. U perifekmoj
dominira eritrocitoza s umjerenom leukocitozomontbocitozom. Eritroidne mé&te stanice
imaju osobinu autonomnog rasta i bez prisutnostiropoetina. Sukladno tomu na
eritrocitopoezu ne utfel hipoksija, hiperoksija, ne smanjuje ju bubreznauiicgencija,
venepunkcije je ne stimuliraju. Etiologija nije pa#a. Prisutne su su promjene genoma ha
razini primitivnin maténih stanica koje zah¢aju sve krvne loze. Vjerojatno somatska
mutacija uzrokuje razvoj bolesti no njezina priratie poznata. N&@g&e opisana genska
promjena jest mutacija JAK2 V617F prisutna u vide0 % bolesnikaNajéce&i simptomi su
glavobolja, slabost, svrbez koZze, vrtoglavice iapanpo znojenje. Bolest s&esto otkriva
slucajno pregledom krvne slike zbog nekog drugog razld®metnje koje uzrokuje PV su
naige&e posljedica povwane viskoznosti krvi. Bolesnikova koza i sluznicezazito crvene,
kongestivne, a prisutna je i cijanoza distalniteldiya ekstremiteta. Komplikacije su bolesti
tromboze i krvarenjaBroj eritrocita izrazito je pow&an. Broj leukocita pov@n je na réun
poveanog broja neutrofilagesto sa skretanjem u lijevo i bazofilijom. Broj g@mbocita
povetan u oko polovice bolesnika pri dijagnozi. U boikanu kojeg postoje eritrocitoza,
leukocitoza, trombocitoza, mikrocitoza, splenomggale simptomi poput generaliziranog
svrbeza, podatci o trombocitozi ili znakovi eritregalije nema dijagnoskih dilema. Ako je
hemoglobin izrazito pov@an uz nalaz mutacije JAK2 V617F, dijagnoza PV gusia. U
slucaju negativhog JAK2 V617F i mutacije JAK2 na egzdrutreba odrediti eritropoetin u
serumu. Pri pow&nom broju eritrocita u PV proizvodnja eritropoatineba biti suprimirana.
Snizeni eritropoetin ukazuje na PV, poviSeni nauséarne policitemije, a normalan je ne
isklju¢uje, nego je potreban histoloSki pregled kosStaie Bfistoloski policitemija pokazuje

hiperplaziju svih triju lozg11).

1.5.2. Esencijalna trombocitemija

ET je klonalna mijeloproliferativha bolest koja @8tuje pove&anom megakariocitopoezom s

trombocitozom visom od 450x1Q. Pojavljuje se u starijoj dobi i treba je radikati od
5
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relativno cestih stanja sa sekundarnom, reaktivnom trombamioz Abnormalno je
ekspandiran odjeljak megakariocitnih ntath stanica u koStanoj srzi. Razina je
trombopoetina u klonalnoj trombocitozi, tj. eseakipj trombocitemiji povéana i rezultat je
promjene u razini regulacije receptora za trombtpo® megakariocitima. Klonalni defekt u
ekspresiji receptora za trombopoetin uzrokuje petanvezanja trombopoetina i njegovu
neaekivano visoku razinu. Megakariociti su pretjerarsetljivi na djelovanje trombopoetina
Sto dovodi do njihove pojae diferencijacije i pretjerane produkcije tromtaciOko 50 %
bolesnika s ET pozitivno je na mutaciju JAK2 V61 Hxisutnost te mutacije omoguje
razlikovanje ET od reaktivndrombocitoze. Glavni uzroci morbiditeta su krvarenja i
tromboze. Krvarenja se pojavljuju spontano ili nakmanje traume, a tima su mjesta
krvarenja sluznice i gastrointestinalni trakt. Thooticne su komplikacije, u pravilu, arterijske
tromboze. Karakteristha je komplikacija eritromegalija karakterizirarakim pe&enjem ili
pulsirajitim bolom u udovima, n&g&e u stopalima. Broj trombocita moze varirati od tek
blagog povéanja do nekoliko tista x 10/L, katkad préena blagom anemijom i
leukocitozom. KoStana je srz hipercelularna s laeijom megakariocitopoeze. U perifernoj
krvi trombociti su veliki i pojavljuju se u nakumma. U koagulogramu nema bitnijih
promjena unatbtrombocitozi i porem&ju funkcije trombocita. Kako nema karktedsing
biljega za postavljanje dijagnoze, ona se temeh iskljwivanju uzroka reaktivne
(sekundarne) trombocitoze i nalaza koji su karaitiéni za druge mijeloproliferativhe
zlo¢udne tumore. Bolest je kramog tijeka i rijetko prelazi u drugu mijeloprolifgivnu

bolest. Uzroci su morbiditeta i mortaliteta krvgeentrombozg(11).

1.5.3. Primarna mijelofibroza

Primarna mijelofibroza ili mijelofibroza s mijelamm metaplazijom, klonalna je bolest
maticne krvotvorne stanice koju karakteriziraju ekstrdolarna hematopoeza u slezeni ili u
viSe organa te reaktivha fibroza koStane srzEéitupe se izrazitom splenomegalijom,
progresivhom anemijom i épn simptomima. Pojavljuje se ¥imom nakon 50. godine Zivota,
jednako u oba spola.ddstalost je 1 — 2 oboljela na 100 O0€t@novnika.Zlo¢udni tumor

nastaje u jednoj mamoj krvotvornoj stanici i kao poslijedica se javljedjelotvorna

eritrocitopoeza, sinteza promjenjenih megakarioditgpovetani udio nezrelih stanica
mijeloidne loze. Ekstramedularna hematopoeza seenmaviti u raznim organima i

dijelovima tijela. Karakteristhe su morfoloSke promjene eritrocita u obliku pejaakrocita



Uvod

tj. eritrocita oblika kao suza. Eritroblasti u gernoj krvi su redovit nalaz. Leukocitoza je
umjerena, a u diferencijalnoj krvnoj slici nalaei skretanje ulijevo. Broj trombocita moze biti
normalan ili smanjen uz morfoloSke promjene tronitao@iopsijom koStane srzi histoloski
se nalazi fibroza. Karakterigtia je hiperplazija granulocitopoeze i megakariqumi&rze s

postojanjem retikulinskih vlakana. Dijagnoza se éBima kriterijima podjele prema SZO.
Tijek je bolesti kronian i progresivan. Nepovoljiimbenici za tijek bolesti jesu dob > 70
godina, hemoglobin < 100 g/L, mijeloblasti u pemifg krvi > 2 %, > 2 % eritronormoblasta
u perifernoj krvi, leukocitoza > 20x1f, trombocitopenija < 300xf., masivna

splenomegalija i citogenetsheomjene (11).

1.6. Ostale mutacijeBCR/ABL 1 negativnih mijeloproliferativnih neoplazmi

Mnoge mutacije mogu djelovati sinergijski s JAK2 M& mutacijom ili samostalno utjecati
na patogenezu MPN. U osoba koje pokazuju &eii laboratorijske znakove MPN a

negativan nalaz JAK2 V617F mogije postojanje mutacija u drugim genima.

Mutacije u egzonu 12 gerddK?2 pokazuju skine stanine i klinicke zn&ajke kao mutacija u
egzonu 14. U bolesnika s PV negativnim na mutadfik2 V617F identificirano je 37
mutacija egzona 12 gedaK2, 11 supstitucija, 20 delecija i 6 duplikacija (I'B). U oko 1 %
bolesnika s ET n#ena je mutacija mijeloproliferativnog leukemijskggna MPL; engl.
myeloproliferative leukemia protein) koji kontrolira sintezu proteina trombopoetinskog
receptora (11). Mutacija gel@ALR (CALR; engl. CALR gene) koji kodira protein kalretikulin
pojavljuje se u oko 16- 15 % bolesnika s ET i PMF. Relativho se rijetk@dB0R/ABL1
negativnim MPN javljaju mutacije geneET2 (engl. oncogene family member 2 gene) (9),
gena CBL (engl. casitas B lineage lymphoma proto oncogene) (18) i nekolicine drugih

mutacija od kojih ni jedna nije specii za odréeni tip MPN (11).

1.7. Molekularna dijagnostika mutacije V617F gena]AK2
Testiranje na mutaciju JAK2 V617F je dio rutinskghostikeBCRABL1 negativnih MPN.

Pozitivan nalaz prisutnosti mutacije s velikom sigpgu upltuje na prisutnost maligne
klonalne hematopoeze, ali ne moze biti i jedintékrj za postavljanje dijagnoze. Negativan
nalaz ne iskljguje prisutnost bolesti te je potrebno dijagnostiéapuniti histoloskim,

klinickim i laboratorijskim nalaziméll).



Uvod

Predanalittke i analittke varijable kao Sto su odabir vrste uzorkagboica, izolacija DNK
utjecu na kvalitetu izvdenja i kona&ni rezultat testiranja te su ustrojeni laboratdrijs
algoritmi testiranja. Molekularne tehnike testi@nputacija moraju pratiti otkia novih

spoznaja u dijagnostidiNP (19).

Brojne molekularne tehnike koje se koriste u rwojsdijagnostici razlikuju se po
osjetljivosti, jednostavnosti izdenja, né&inu izrazavanja rezultata. Za detekciju mutacije
JAK2 V617F danas se koriste r&nke tehnike: ARMS/alelspecifcni PCR (engl.
amplification-refractory mutation system allele-specific polymerase chain reaction), alel
specificni PCR u stvarnom vremenu (engllele-specific real time PCR), analiza krivulje
taljenja, analiza krivulje taljenja visoke rezolecicijepanje restrikcijskim enzimima, direktno
sekvenciranje, pirosekvenciranje, dHPLC (engenaturing high performance liquid

chromatography) (9).



Ciljevi

2. CILJEVI
Ciljevi istrazivanja su:

1. Odrediti Wwestalost prisutnosti somatske mutacije V617F u géii® u skupinama

oboljelih od policitemije vera, esencijalne tromhemije i primarne mijelofibroze u
populaciji ist@ne Hrvatske.

2. Usporediti dobivene rezultate s objavljenim literaim podatcima.



Ispitanici i metode

3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao retrospektivna stu?o).

3.2. Ispitanici

Ispitivanu skupinwini 59 pacijenata (26 muskih, 33 zenskih) s pogrustatne Hrvatske
kojima je molekularna dijagnostika prisutnosti nuj@ V617F u genuJAK2 winjena u
rutinskom dijagnostkom programu u Laboratoriju za molekularnu i HLAadinostiku
Klini ckog zavoda za transfuzijsku medicinu Kéikdg bolntkog centra Osijek tijekom 2016.
i 2017. godine. Svi su ispitanici imali po&nu dijagnozu MPN (38 PV, 19 ET, 2 PMF).
Istrazivanje je provedeno u periodu od prosincaz2db srpnja 2018. godine. U istrazivanju
su koriSteni podatci iz elektronske baze podatakhotatorija za molekularnu i HLA
dijagnostiku te podatci medicinske dokumentacijeijpaata u Odjelu za hematologiju
Klinike za unutarnje bolesti KBCO. Studija je odeba od etikog povjerenstva Medicinskog

fakulteta Osijek.
3.3. Metode

3.3.1. Izolacija DNK iz pune krvi

Izolacija genomske DNK izvodi se pomokomercijalnog set&ligh Pure PCR Template
Preparation Kit prema uputama proizdeca Roche Diagnostics (Mannheim, Njemeéka) (21).

Svim je ispitanicima uzeto 5 mL pune krvi u epruvstantikoagulansom EDTA.

U sterilnu se mikropipetu odvoji 206L uzorka krvi, 200uL pufera za razgradnju i 40L
vodene otopine proteinaze K. Nakon mijeSanja uzsucinkubirani 10 minuta na 72 °C.
Nakon inkubacije je u smjesu dodano 100 izopropanola, a potom je ukupni sadrZaj
prenesen u predhodno oZeae kolonice sa staklenom mrezicom. Centrifugiranjetrajanju
od 1 minute pri brzini 8000 x g, DNK ostaje vezaraastaklenoj mrezici koja se prenosi na
novu kolonicu. DNK se jednom ispire s 500 pufera za uklanjanje inhibitora i dva puta s po
500 ul pufera za ispiranje, a poslije svakog predhodagedenog koraka centrifugira se u
vremenu od 1 minute pri brzini 8000 x g. Nakon pedhjega se centrifugiranja s mrezice
uklanja ostatak pufera kratkim centrifugiranjem dékundi pri brzini 13000 x g. DNK je
eluirana dodatkom 200l zagrijanoga (70 °C) elucijskog pufera na mreziqoslijednjim
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centrifugiranjem od 1 minute pri brzini 8000 x gepesena u obiljezenu mikroepruvetu za

cuvanje uzoraka.

3.3.2. Odrdlivanje koncentracije i ¢istoée DNK

Mjerenje koncetracije izolirane DNK vrSi se pofndJV/VIS nane-spektrofotometra. Zatim
se koncentracija DNK u svakom uzorku prilagodi nagiuL. Za svaki bi uzorak DNK omjer
apsorbancija Aso/Azgo trebao biti 1,7 — 1,9. Ukoliko je taj omjer mappstoji mogénost da
je uzorak DNK kontaminiran proteinima ili organskispojevima Sto moZe ometati PCR

reakciju. Uzorci DNK se skladiSte ra20 °C do postupka testiranja.

3.3.3. Detekcija mutacije V617F gendAK2 metodom alel speci#nog PCR u stvarnom
vremenu (real time PCR)

Za detekciju mutacije V617F gen?AK2 koriSten je komercijalni set ,Ipsogen JAK2

MutaSearch” (Qiagen, Hilden, Njeia) prema uputama proizdata.

Lancana reakcija polimerazom (PCR; engbolimerase chain reaction) je metoda
eksponencijalnog umnazanja fragmenata molekule DNMICR u stvarnom vremenu
omoguava kvantifikaciju PCR produkta detekcijom fluoreetnog signala u stvarnom
vremenu tijekom svakog PCR ciklugane se smanjuje mognost kontaminacije koaog

produkta i smanjuje se vrijeme testiranja.

Alel specifina PCR tehnologija omoduje osjetljivu, t@énu, reproducibilnu detekciju
polimorfizama. Metoda se temelji na uporabi dva sgiecifénih patetnica i proba koji se
koriste u dvije odvojene PCR reakcije smjese. Tjgkigdna reakcijska smjesa spetia za

umnoZzavanje divljeg tipdAK2 dok je druga specifna za mutirani V617RHAK2 alel. Za

svaki se uzorak DNK pripreme obje spetig PCR smjese.

U PCR reakciji nizvodne (engforward) i uzvodnepocetnice (engl.reverse) se vezu na
specifcan slijed unutar DNK uzorka i omofavaju njezino umnazanje. Unutar iste
reakcijske smjese nalazi se i oligonukleotidna probiljezena s dvije boje. Na kraju proba
je obiljezena reporter bojom, a nalBaju nalazi se boja prigusi&gengl.quencher). Proba
se veZe na ciljni slijed unutar PCR produkta i kpdaetaknut blizina prigusi¢aboje reporter
boji rezultira supresiji fluorescentne reportereébdykoliko je unutar PCR produkta prisutan
cilini slijed proba se veze iznie mjesta vezanja nizvodnih i uzvodrpb¢etnica. Tag DNK

polimeraza koja se nalazi u reakcijskoj smjesi bha> 3* egzonukleaznu aktivnost i tijekom

11
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PCR reakcije cijepa probu na mjestu izimeeporter prigusSiva boje samo u sltaju kada je
proba hibridizirala s ciljnim slijedontime dolazi do emisije fluorescencije reporter boje.
Porast fluorescencije detektira se samo daglukada je ciljni slijed komplementaran probi
Sto zn&i da je porast fluorescencije direktno proporcianmalumnazanju ciljnog slijeda
tijekom reakcije. Za umnazanje odsjka genalAK2 koriSten je real time PCR uiaj
LightCycler 480 Il (Roche).

Tablica 1. Protokol PCR reakcije za detekciju mutacije V61génaJAK2 pomcu seta
»Ipsogen JAK2 MutaSearch*

korak broj ciklusa temperatura vrijeme
1 1 50°C 2 min
2 1 95°C 10 min
3 95°C 15s
>0 63°C 90's

U PCR reakciji se odstak DNK od interesa eksponencijalno umnozava. Uikasiklusima
reakcije supstrati reakcije bivaju iscrpljeni, PGRodukt se ne udvosttuje i krivulja
amplifikacije prelazi u ravan oblik, tzv. plato. drciklusa u kojem na krivulji amplifikacije
dolazi do naglog povanja koltine nastalog produkta, &ituje se naglim pou&anjem

fluorescencije, naziva se Cp (englossing point ) vrijednost (Slika 3.).

latvulja amplificacije amplifkacijska krivilia

fluorescencija (463-510)
fluorescencija (465-510)

)
broj ciklusa

2 4 5 b 1b 12 14 16 18 M 2 24 % 28 W 32 4 b B 4 £ M4 4 48
broj cikinsa B

Slika 3. Primjer rezultata PCR reakcija detekaijutacije V617F gendAK2 pomaiu
seta ,Ipsogen JAK2 MutaSearch” za niz od 30 uzarékareakcijske smjese JAK2

V617F, (B) reakcijske smjese JAK2 WT
12
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Za analizu rezultata se u real time PCRiaje odabireAbsQuant Fits Points Analysis mode.
Za svaki uzorak secdavaju vrijednosti Cp u obje reakcijske smjese karijednosti Cp za
pozitivne i negativne kontrole. Dvije su pozitivRkentrole: PCVF i cut off uzorak koji
sadrzi 1% V617F alela (COSF; engl.crossing point cut off sample). Oc¢itane Cp vrijednosti
uvrStavaju se u jednadzbu za ara rezultata, prema uputama proidséa seta za detekciju
JAK2 V617F. Mogie interpretacije rezultata su: uzorak pozitivamégativan na mutaciju
V617F.

3.4. Statisttka obrada podataka

Rezultati istraZivanja analizirani su poéno statisttkog programa TIBCO StatistiC4
version 13.3 (TIBCO Software Inc.). Normalnost digicije dobi u skupinama ispitanika
testirana je Kolmogorov-Smirnov testom te su vnjesti prosjéne dobi prikazane kamean
sa odgovaragom standardnom devijacijom (SD). Razlike nurileh varijabli izmeiu
skupina za dob i spol ispitanika te za prisutn@d(2 V617F mutacije testirane su Kruskal-
Wallis testom. Usporedba dobivenih rezultata s\djgaim literaturnim podatcimadinjena
je pomau Fisherovog exact testa. P vrijednosti su dvostreazina zn&jnosti postavljena je
na 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Osnovna obiljezja ispitanika oboljelih odBCR/ABL 1 negativnih MPN
Analizirano je 59 ispitanika od kojih je 38 (64,4 %boljelih od policitemije vere, 19 (32,2

%) s esencijalnom trombocitemijom i 2 (3,4 %) sy@rnom mijelofibrozom (Tablica 2.).

Tablica 2. Ispitanici oboljeli odBCR/ABL1 negativnih MPN. Razdioba prema dobi, spolu i
prisutnosti JAK2 V617 mutacije.

M/Z | Dobispitanika|  Broj JAK2 V617F
N* M/ 2) (godine) pozitivni
Meanx SD (%)
PV 38 18 /20 63,3+ 13,4 21
(47,4 1 52,6) (55,3)
Podtip ET 19 7112 60,2+ 16,5 14
MPN (36,8 / 63,2) (73,7)
PMF 2 1/1 70,0+ 7,1 1
(50,0 / 50,0) (50,0)
Oboljeli od MPN 59 26 /33 64,5+ 12,3 36
ukupno (44,1/55,9) (61,0)
Prisutnost| pozitivni 36 17/19 67,9+ 10,4
JAK2 (47,2 1 52,8)
V617F
mutaclie | hegativni 23 9/14 53,9+ 15,5
(39,1/60,9)

*Broj ispitanika

U skupini oboljelih od MPN 61,0 % (36/59) je bolesmigozitivnih na mutaciju JAK2 V617. U
MPN skupini ispitanika razlika pozitivnih i negatit nije statisttki znatajna (P = 0,1573).
Nema velike razlike u broju muskih i Zenskih ispit@a u podskupinama MPN (P = 0,2231). S
obzirom na podtip MPN najviSe bolesnika pozitivnd mutaciju ima u skupini ET (73,7 %) u
odnosu na PV i PMF, bez stattgi® zn&ajnosti (P = 0,2231). Najstariji su ispitanici ojedilod
PMF, bez statistki znaajne razlike u odnosu na pro&pe dob ispitanika s PV i ET (P =

14



1,000).

4.2. Kestalost JAK2 V617F u policitemiji veri

Rezultati

U skupini muskih ispitanika obljelih od PV ée je westalost pozitivnih na mutaciju JAK2
V617F (61,1 %) u odnosu na negativne (38,9 %) (TabB.). Nadalje, viSe je pozitivnih

ispitanika u skupini muskih (61,1 %) u odnosu naifpme u skupinu zena (50,0 %).

Tablica 3. Raspodjela prema dobi, spolu i prisutnosti muadfK2 V617F u skupini

ispitanika oboljelih od PV

PV
Prisutnost mutacije JAK2 V617F
Pozitivni Negativni P Ukupno
N (%) 11 (61,1) 7 (38,9) 0,1573 18
Dob
ispitanika 70,5+ 9,1 49,0+ 14,9 0,0025 | 62,2+
(godine) (min 53, max 85) (min 26, max 66) 15,6
M meartSD
Raspodjela \ ) I_ S
ispitanika | # s ¥ o —
prema dobi| e
e ispianika : 5 ;],-mji,pﬂmu:ka
N*(%) 10 (50,0) 10 (50,0) 1,000 20
z Dob
ispitanika 68,1+ 9,5 60,4+ 12,3 0,1775 | 64,3+
(godine) (min 51, max 81) (min 38, max 74) 11,4
meartSD
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5 8089 I E 50
. oo E—— HETY )
- Raspodjela| ¢ «. 1 T o |
.. . D s i g I
|Sp|tan|ka 4049 440
prema dobi| wy S—

] | 2 3 b a 1 a 2 i

Droj ispitanika ooy ispitarika

*Broj ispitanika

Moze se uditi statisticki znafajna razlika u prosimoj dobi pozitivnih (70,5 9,1) i
negativnih (49,& 14,9) ispitanika muskog spola. Oboljeli pozitiaza mutaciju su i u skupini
muskih i Zenskih bolesnika s PV starije Zivotnbidoodnosu na oboljele koji su negativni za
mutaciju JAK2 V617F.

4.3. WKestalost JAK2 V617F u esencijalnoj trombocitemiji

U skupini muskih ispitanika obljelih od ET é&ee je westalost pozitivninh na mutaciju JAK2
V617F (71,4 %) u odnosu na negativne (28,6 %) (€ablt.). Udio pozitivnih ispitanika u
muskoj (71,4 %) i zenskoj skupini (75,0 %) priblizje jednak. Statistki je zna&ajna razlika

u prosj€noj dobi pozitivnih (64,& 13,6) i negativnih (35,& 11,8) ispitanika Zenskog spola.
Oboljeli pozitivni za mutaciju i u skupini muskihzenskih bolesnika s ET starije su zivotne
dobi u odnosu na oboljele koji su negativni za roiaJAK2 V617F.

Tablica 4. Raspodjela prema dobi, spolu i prisutnosti mutadipk2 V617F u skupini
ispitanika oboljelih od ET

ET
Prisutnost mutacije JAK2 V617F
Pozitivni Negativni P Ukupno
N’ (%) 5 (71,4) 2 (28,6) 0,1573| 7
M Dob
ispitanika 69,8+ 10,2 56,5+ 13,4 0,1473 | 66,0+
(godine) (min 53, max 78) (min 47, max 66) 11,9
mearrSD
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. 8y M | : o
'Ra'zdlqba 1 o CE— o
ispitanika | % ., som— $ o
M prema o g
dobi 0 l .
N*(%) 9 (75,0) 3 (25,0) 0,1573 12
Dob
ispitanika 64,0+ 13,6 35,0+ 11,8 0,0455 | 56,7+
3 (godine) (min 36, max 79) (min 25, max 48) 18,2
Z meartSD
Razdioba 3 oy CE— 3 o
ISpltanlka :E :4\:(. _—_——————————————) : i::
prema |3 .. s 2 oy o
* Broj ispitanika
4.4. Kestalost JAK2 V617F u primarnoj mijelofibrozi
Tablica 5. Raspodijela prema spolu i prisutnosti mutcije JAKGA7F u skupini ispitanika
oboljelih od PMF
PMF
Prisutnost mutacije JAK2 V617F
Pozitivni Negativni Ukupno
N’ (%) 1 - 1
Dob ispitanika
(godine) 65 -
N (%) - 1 1
Dob ispitanika
(godine) - 75

* Broj ispitanika
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4.5. Usporedba destalosti mutacije V617F gendAK2 izmedu podtipova BCR/ABL 1
negativnin MPN u razli¢itim populacijama

Ucestalost mutacije V617F gedaK2 u PV, ET i PMF izméu naSih pacijenata s podja
istocne Hrvatske i oboljelih o@CR/ABL1 negativnih MPN u drugim podéima Hrvatske
(22, 23), Portugalu (24), Velikoj Britaniji (12),apadnom Alziru (10), Egiptu (25), Jordanu
(26), Indiji (27), Kini (28) i Brazilu (29) ne raguju se statistiki znatajno (Tablica 6.).

Tablica 6. Usporedba &estalosti JAK2 V617F izniel podtipovaBCR/ABL1 negativnih

MPN u razlgitim populacijama

Broj ispitanika / broj JAK2 V617F pozitivnih
(% JAK2 V617F pozitivnih)
P
PV ET PMF Ukupno
Istocna
Hrvatska 38/21(55,3) |19/14(73,7) |2/1(50,0) 59 /36 (61,0)
Hrvatska |85/79(93,0) |22/12 (55,00 |15/8 (54,00 |122/99 (81,1)
(23) 0,127 0,621 1,000 1,000
Hrvatska | 17/10(58,8) |20/14(70,0) |10/3(30,0) 47 | 27 (57,4)
(24) 1,000 1,000 1,000 0,874
HF?i’%fga 35/31(88,6) |30/18(60,0) |6/4(66,7) 71 /53 (74,6)
) 0,209 0,817 1,000 0,491
(25)
Portugal 39/34(87,2) |80/58(73,4) 14 /7 (50,0) 133/99 (74,4)
(26) 0,219 1,000 1,000 0,459
Velika
Britaniia 73/71(97,00 |51/29 (57,0 16/ 8 (50,0) 140/ 108 (77,1)
(12)J 0,088 0,670 1,000 0,392
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Zapadni Alzir | 98 /80 (81,6) | 75/44 (58,7) |13/6 (46,2) 186/ 130 (69,9)
(10) 0,227 0,686 1,000 0,634
Egipat 70 /56 (80,0) | 24/6 (25,0) 16 /2 (12,5) 110 /64 (58,2)
(27) 0,269 0,065 0,387 0,895
Jordan 27/19 (70,4) |16/5(31,2) 14 /2 (14,3) 57/ 26 (45,6)
(28) 0,686 0,243 0,422 0,431
Indija 34/28(82,0) |10/7(70,0) 13/6 (46,2) 75/51 (68,0)
(29) 0,355 1,000 1,000 0,781
Kina 28/23(82,1) |32/17(53,1) |10/4 (50,0) 70/ 44 (62,9)
(30) 0,335 0,496 1,000 1,000
Brazil 52/46 (88,5) [81/39(48,1) |11/8(72,7) 144/ 93 (64,6)
(32) 0,185 0,307 1,000 0,901
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5. RASPRAVA

Otkrice JAK2 V617F mutacije 2005. godine (12) pomogloujeazumijevanju bioloskih i
klini¢kih svojstava MPN. Nedugo nakon toga alivanje prisutnosti V617F mutacije postaje

jedan od kriterija za dijagnozu bolesti i procjesdgovora na terapiju (15).

U ovom istrazivanju analizirani su rezultati detgkcmutacije V617F genaAK2 u 59
ispitanika s podrgja istaine Hrvatske (Tablica 2.) kojima je pofena dijagnoz&CR/ABL1
negativnih mijeloproliferativnih neoplazmi PV (Tad 3.), ET (Tablica 4.) i PMF (Tablica
5.). Dobiveni rezultati ¢estalosti mutacije V617F gerAK2 usporéeni su s literaturnim
podatcima za druge populacije (Tablica 6.).

Prosj&na dob nasih bolesnika s MPN u vrijeme testiraajgnsutnost JAK2 V617F j64,5

+ 12,3 godine. S obzirom na podtipove MPN najstapitanici bili su iz skupine PMF (70,0
+ 7,1). Oggenito su stariji bili bolesnici s MPN pozitivni zBAK2 V617F mutaciju (67,2
10,4) u odnosu na bolesnike bez mutacije (58,25,5). Rezultate analize naSe skupine
ispitanika mozemo usporediti s epidemioloskim poidaé za MPN koji govore u prilog tome

da su MPN prvenstveno bolesti odrasle dobi (10).

StatistEki znatajnu razliku nalazimo u prosjeoj zivotnoj dobi V617F pozitivnih i negativnih
pacijentica s ET. Zn@jno su starije ispitanice s ET pozitivne za mytac sltan odnos
Zivotne dobi JAK2 V617F pozitivnih i negativnih leshika nalazimo kod muskaraca s ET te
kod PV za oba spola. ©gnito je postotak mutiranih slajeva véi u bolesnika s MPN starije
zivotne dobi (22).

U skupini ispitanika s MPN 61,0 % je pozitivnih nautaciju JAK2 V617F. U usporedbi s
drugim istraZzivanjima postoje odstupanja (Tablicg &li nisu statistiki znatajna. Ukupno u

skupini MPN najviSe bolesnika s mutacijom ima waivanju KusSec i sur. (81,1 %) (23).

Kod naSih bolesnika mutacija jedena u 55,3 % oboljelih od PV. U istrazivanjima keja
provedena u Hrvatskoj za PV rezultati se razlik@lican rezultat naSem nalazimo kod autora
Radi Antoli¢ i sur. (24) (58,8 %), dok je u studijamadNeovi¢ Duleti¢ i sur. (25) (88,6 %) i
KuSec i sur. (23) (93,0 %)castalost mutacije u oboljelih od PV znatnctiyeako ne i

statistéki znatajno. U drugim je populacijama Europe, Afrike, Azij Juzne Amerike

20



Rasprava

ucestalost JAK2 V617F mutacije kod PV viSa u odnoawnaSe istrazivanje, no razlika nije
statistéki znatajna (10, 12, 26-31).

U oboljelih od ET u naSem je istrazivanju mutacjaK2 V617F ndena kod 73,7 %

oboljelih. Sléan rezultat naSem ponovo nalazimo kod autoradAadioli¢ i sur. (24) (70,0

%), te kod Portugalaca (26) i Indijaca (29). U bstge hrvatskim istrazivanjimadestalost

mutacije u ET nizi (55,0 % i 60,0 %) (23, 25)¢eh Westalost je i u populacijama Velike
Britanije (12) i Alzira (10), dok najmanje JAK2 VBE mutiranih u ET nalazimo u Egiptu
(27) i Jordanu (28).

Mutacija JAK V617F je kod oboljelih od PMF u naSesitrazivanju zastupliena u 50,0 %
ispitanika, jednako kao kod Portugalaca (26), Bata (12) i Alziraca (10). Ostali hrvatski
autori navode ¢estalost mutiranih u PMF od 54,0 % (23), 30,0 % (&6,7 % (25). Znatnije

niza westalost mutacije kod PMF navodi se za Egipat (¥),%27) i Jordan (14,3 %) (28), a

nesto viSa u odnosu na naSe istrazivanje za Bi@zir %) (31).
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Zakljucci

6. ZAKLJU CCI

Na temelju provedenog istrazivanja detekcije miyga®i617F genalAK2 u oboljelih od

mijeloproliferativnih neoplazija u populaciji istee Hrvatske moZze se zakijti:

1.

U skupini ispitanika PV jedestaliji podtip MPN u odnosu na ET i PMF.
Ucestalost mutacije JAK2 V617F viSa je u oboljelih58 u odnosu na PV i PMF.
U ispitivanoj skupini MPN najstariji su bili paciné iz skupine PMF.

Mutacija V617F gendAK2 prisutna je u bolesnika starije Zivotne dobi.

JAK2 V617F pozitivni muski oboljeli od PV su u odnona negativne statigi znatajno
stariji.
JAK2 V617F pozitivne zene oboljele od ET su u odnoa negativne statigki znatajno

starije.

U objavljenim studijama provedenim u Hrvatskoj idwugim populacijama podaci za
ucestalost mutacije JAK2 V617F kod oboljelih od PVT E PMF variraju. NaSi se
rezultati za sva tri podtipa MPN nalaze u okvirgp@ana destalosti mutacije prisutnog u

publiciranim studijama.
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Sazetak

7. SAZETAK

Uvod: Janus kinaze su citoplazmatske tirozin kinaze kojdeluju u prijenosu signala od
citokinskih receptora do transkripcijskéimbenika porodice STAT. Zbog mutacije V617F u
genuJAK?2 dolazi do njegove stalne aktivacije. Mutacija VB1JAK2 pokazuje povi@nu
pojavnost u mijeloproliferativnim neoplazmama: paémiji vera (PV), esencijalnoj

trombocitemiji (ET) i primarnoj mijelofibrozi (PMFE)

Ciljevi istrazivanja: Odrediti westalost somatske gsne mutacije V617F gendAK2 u
skupinama oboljelih od PV, ET i PMF u populacijioe Hrvatske. Usporediti dobivene

rezultate s objavljenim literaturnim podatcima.

Ispitanici i metode: Skupina ispitanika obuhva 59 bolesnika (26 M, 33 Z) s dijagnozom
mijeloproliferativnih neoplazmi (MPN): PV (38), E[9) i PMF (2). DNK je izolirana iz
uzoraka pune krvi. Detekcija JAK2 V617Einjena je metodom alel specifiog PCR.

Rezultati: Uc¢estalost mutacije JAK2 V617F u skupini PV bila %%, u ET 73,7 % i u
PMF 50,0 %. Starije Zivotne dobi su muski obolgdi PV pozitivni na mutaciju u odnosu na
negativne (P = 0,0025), te Zene oboljele od ETtpom na mutaciju u odnosu na negativne
(P =0,0455).

Zaklju ¢ak: Ucestalost mutacije JAK2 V627F viSa je u oboljelih B@ u odnosu na PV i
PMF. U skupinama PV i ET starije su zivotne dolebaici s prisuthom mutacijom u odnosu
na oboljele bez mutacije.ddstalosti mutacije JAK2 V617F kod oboljelih od F&T i PMF

variraju u razkitim populacijama. Nasi su rezultati u skladu slmitanim studijama.

Klju ¢ne rijeé¢i: esencijalna trombocitemija, mutacija JAK2 V617Rligtemija vera,

primarna mijelofibroza
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Summary

8. SUMMARY

Frequency of JAK2 V617F mutation in myeloproliferaive neoplasms patients from

Eastern Croatia

Introduction: Janus kinases are cytoplasmic tyrosine kinasegviedaon signal transduction

from cytokine receptors to STAT transcription fastoThe JAK2 V617F mutation leads to
permanent activation of th@AK2. Mutation V617F JAK2 shows increased incidence in
myeloproliferative neoplasms (MPN): polycythemiaar¢PV), essential thrombocytopenia

(ET) and primary myelofibrosis (PMF).

Objectives The aim of this research is to determine thedieicce of V617F mutation in the
JAK2 gene in patients with PV, ET, and PMF in the pepah of eastern Croatia.
Furthermore, the aim is to compare the resultsimbédawith the data found in published

literature.

Participants and Methods The group of participants includes 59 patien& N2 33 F) with
MPN diagnoses: PV (38), ET (19) and PMF (2). TheADMas isolated from a 5 mL full
blood samples. Detection of JAK2 V617F was perfatrbg allele specific real-time PCR
techique.

Results The JAK2 V617F mutation was found in 55,3 % of, 8,7 % of ET and 50,0 % of
PMF cases. The presence of mutation was assoeigtedlder age in male participants with
PV (P =0,0025), also with older age in femaleipgrans with ET (P = 0,0455).

Conclusion The frequency of JAK2 V617F mutation was highastpatients with ET,
followed by PV and PMF. Different international pichtions reported a variable frequency
of JAK2 V617F mutation for PV, ET and PMF. In gesdeour results are concordant to other
published studies.

Keywords: essential thrombocythemia, JAK2 V617F mutatioolypythemia vera, primary
myelofibrosis
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