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POPIS KRATICA

MPN mijeloproliferativne neoplazme

KML kroni¢na mijeloi¢na leukemija

PRV policitemija rubra vera

PMF primarna mijelofibroza

Ph Philadelphia kromosom

JAK2 Janus kinaza 2 (engl. januskinase 2)

JH1 homologna domena 1 (engl. jak homology 1)

JH2  pseudokinazna domena 2 (engl. pseudokinase domain 2)

SH2 dio molekule protein tirozin kinaze (engl. SRC homology 2)

Tky2 tirozin kinaza 2 ¢lan porodice Janus Kinaza (engl. tyrosine kinase 2)

STAT porodica transkripcijskih ¢cimbenika (engl. signal transducers and activators of

transcription)
V617F zamjena aminokiseline valina fenilalaninom u kodonu 617

BCR/ABL1 fuzijski gen nastao translokacijom genskog materijala s kromosoma 9 na

kromosom 22

t(9;22) translokacija s kromosoma 9 na kromosom 22

MDS mijelodisplasti¢ni sindrom

CALR gen za kalretikulin (engl. CALR gene)

MPL mijeloproliferativni leukemijski gen (engl. myeloproliferative leukemia protein)

PI3K/AKT unutarstanicni signalni put fosfatidil-inozitol-3—kinaza (engl. phosphoinositol

3—kinase) i AKT protein kinaza B (engl. serine/threonine Kinase, protein kinase B)



MAPK/ERK unutarstani¢ni signalni put protein kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen
ativated protein kinase) i kinaza aktivirana izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular

signal regulated kinase)

PCR lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

gPCR kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom

NGS sekvenciranje sljedece generacije (engl. Next generation sequencing)
HRM analiza krivulje taljenja visoke rezolucije (engl. High resolution melting)
KBCO Klinicki bolnic¢ki centar Osijek

DNA deoksiribonukleinska kiselina

WT  divlji tip (engl. wild type)

VF  mutacija V617F

COS uzorak koji sadrzi 1% V617F alela (engl. crossing point cut off sample)
Taq  Thermus aquaticus DNA polimeraze s 5'->3' egzonukleaznom aktivnosti
SD  standardna devijacija

PC  pozitivna kontrola

NC  negativna kontrola

Cp  engl. crossing point

E eritrociti

Hct  hematokrit

Hb  hemoglobin

L leukociti

Tr trombociti

LDH laktat dehidrogenaza



KS kosStana srz

ASH Ameri¢ko hematolosko drustvo (engl. The American Society of Hematology)
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1 UVvOD

1.1 Mijeloproliferativne neoplazme

Mijeloproliferativne neoplazme (MPN), u literaturi poznate jo§S pod nazivom
mijeloproliferativni poremecaji, stanja su obiljeZzena nereguliranom proliferacijom jedne ili
viSe hematopoetskih stani¢nih linija, pretezno u koStanoj srzi, ali ponekad i u jetri i slezeni
(1). Abnormalnim klonalnim bujanjem mozZe biti zahvacena bilo koja mijeloidna loza
(eritroidna, granulocitna, megakariocitna ili mastocitna). MPN se zapravo ocituju terminalnim

Sirenjem mijeloidnih Klonalnih stanica unutar periferne krvi (2).

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji iz 2016. godine, u ovoj se skupini razlikuje osam
klini¢ko-patoloSkih podentiteta: kroni¢na mijeloi¢na leukemija (KML), policitemija rubra
vera (PRV), esencijalna trombocitemija (ET), primarna mijelofibroza (PMF), kroni¢na
neutrofilna leukemija, kroni¢na eozinofilna leukemija koja nije drugacije specificirana i
neklasificirana mijeloproliferativna neoplazma (3). Danas je utvrdeno da MPN imaju
zajednic¢ku genetiCku predispoziciju za nastanak bolesti. Njihova se fenotipska raznolikost
pripisuje razlikama u specificnim genetskim preuredenjima ili mutacijama koja su zapravo
osnova klonske mijeloproliferacije (4). Obzirom na to, utvrdena je podjela MPN na prisutnost
ili odsutnost BCR/ABL1 fuzijskog gena odnosno Philadelphia kromosoma (Ph+, Ph-; engl.
Philadelphia chromosome). Kroni¢na mijeloi¢na leukemija (KML) jedina je Ph+ MPN koju
karakterizira prisutnost fuzijskog gena. Zbog toga se ¢esto KML razmatra odvojeno od ostalih
MPN-i. Najc¢es¢a prepoznata mutacija kod Ph — MPN-i jest Janus kinaza 2 (JAK2) koja je
prisutna u veéini bolesnika s dijagnozom PRV, ET ili PMF. Te tri bolesti smatraju se

naj¢es¢im oblicima MPN-i (5).

S epidemioloske strane, MPN su prvenstveno neoplazme odrasle dobi s vrhuncem pojavnosti
u starijoj dobi, izmedu 40. i 80. godine Zivota, premda su pojedinac¢ni slucajevi KML-a i ET-a
zabiljezeni ve¢ u djecjoj dobi (6). Utvrdeno je da je rizik za razvoj MPN 5 — 7 puta ve¢i medu
srodnicima u prvom koljenu bolesnika s MPN $§to ukazuje na moguénost prisutnosti genske

predispozicije za MPN (7).
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1.1.1 Policitemija rubra vera

PRV je klonalni poremecaj kojeg obiljezava hiperprodukcija morfoloski normalnih crvenih
krvnih stanica, eritrocita (E). Nerijetko se nalaze trombocitoza i leukocitoza na racun
granulocitoze (8). Kroni¢nog je i progresivnog tijeka (9). Ucestalost bolesti je 0,5 do 2 slu¢aja
na 100.000 stanovnika. Najée$ce se dijagnosticira u Sestom i sedmom desetljecu zivota, nesto
¢es¢e u muskaraca, nego u zena (10). Smetnje koje PRV uzrokuje najcesce su posljedica
povecane viskoznosti krvi i sklonosti tromboembolijama. Pacijenti mogu biti asimptomatski u
vrijeme postavljanja dijagnoze, imati izoliranu splenomegaliju, eritrocitozu ili trombocitozu.
Medutim, kod veéine pacijenata simptomi se razvijaju porastom broja hematokrita (Hct) i/ili
trombocita (Tr). Povisen Htc povezan je sa simptomima hiperviskoznosti krvi, ukljucujuci
glavobolju, zamagljen vid i pletori¢nost (8). Pri pregledu, bolesnik je obi¢no zagasito crvene
boje koze 1 vidljivih sluznica. Ova boja je posljedica kombinacije prepunjenosti kapilara
eritrocitima (E) i povecane koli¢ine (ali normalnog udjela) deoksigeniranog hemoglobina
(Hb). Primijeceni su simptomi i znakovi hipermetabolizma: obilno znojenje, subfebrilitet,
pruritis, hiperuricemija. Otkri¢e tipicnog genetskog biljega znacajno je promijenilo
dijagnosticki algoritam za PRV. Vjerojatno somatska mutacija uzrokuje razvoj bolesti, no
njezina priroda nije poznata. Naj¢eS¢e opisana genska promjena jest mutacija JAK2 V617F
prisutna u vise od 90% bolesnika. U slu€aju negativnog JAK2 V617F 1 mutacije JAK2 na
egzonu 12 treba odrediti eritropoetin u serumu. Pri povecanom broju E u PRV proizvodnja
eritropoetina treba biti suprimirana. Ukoliko je povecano lucenje eritropoetina, diferencijalna
dijagnoza apsolutne eritrocitoze obuhvaca stanja sekundarne policitemije. Da bi se PRV
razlikovala od KML, potrebno je uciniti citogeneticke, odnosno molekularne analize kostane
srzi. Nalaz pozitivan za Ph kromosom, odnosno potvrdena prisutnost fuzijskog prijepisa BCR-
ABL 1(9;22) dijagnosticka je potvrda KML-a. Za razlikovanje PRV od rane PMF potrebno je
uciniti biopsiju 1 histoloski pregled koStane srzi. U PMF se nalaze atipi¢ni megakariociti i
fibroza. Histoloskim pregledom pacijenta s PRV uocava se hiperplazija svih triju krvnih loza
(9). Sazeti prikaz dijagnostickih kriterija za PRV prikazan je u Tablici 1.

1.1.2 Esencijalna trombocitemija

ET karakterizirana je kontinuiranom klonskom proliferacijom megakariocita u koStanoj srzi, s

brojem trombocita preko 450x10°%L u perifernoj krvi. Prije postavljanja dijagnoze ET, uzroci
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reaktivne trombocitoze moraju se iskljuciti. Bolest je kroni¢nog tijeka i rijetko prelazi u drugu

MPN-u (11).

U klinickoj slici dominira predispozicija za vaskularne okluzivne dogadaje i krvarenja,
ukljuCujuéi cerebrovaskularnu, koronarnu i perifernu cirkulaciju. Neki bolesnici su
asimptomatski dok se kod drugih moze javiti glavobolja, poremecaj vida, nesvjestica,
netipi¢na bol u prsima, distalne parestezije, eritromelalgija. Arterijske i venske tromboze, kao
i prolazne okluzije mikrocirkulacije i krvarenja uzrokovana trombocitima predstavljaju glavne

rizike za bolesnike s ET-om (11).

Prvi korak u dijagnozi ET jest dijagnoza trombocitoze u perifernoj krvi ponekad pracena
blagom anemijom i leukocitozom. Prisutnost mutacije na JAK2 V617F omogucuje
razlikovanje ET od reaktivne trombocitoze. Uzroci reaktivne trombocitoze mogu biti upalna i
postoperativna stanja, razli¢ite infekcije, maligne bolesti.

Histoloskim pregledom koStane srzi uocava se megakariocitna hiperplazija s nukleranim
pleomorfizmom i nakupinama megakariocita (2). Sazeti prikaz dijagnostickih kriterija za ET

prikazan je u Tablici 1.

1.1.3 Primarna mijelofibroza

PMF opisana je kao kroni¢na idiopatska mijelofibroza i agnogena mijeloidna metaplazija.
Karakterizirana je nastankom progresivne fibroze koStane srzi. Kako koStana srZ postaje
fibroti¢na, javlja se esktramedularna hematopoeza (mijeloidna metaplazija) ponajprije u jetri i
slezeni jer se hematopoeza vise ne odvija normalno (2). Poremecaj je obi¢no primaran i
posljedica je neoplasticke pretvorbe multipotentnih mati¢nih stanica koje poticu fibroblaste u
srzi na stvaranje velikih koli¢ina kolagena (12).

Rani simptomi su ve¢inom asimptomatski. Kasnije se javlja izrazita splenomegalija,
progresivna anemija i opéi simptomi poput malaksalosti, mrSavljenja i znojenja.
Leukoeritroblasti u perifernoj krvi redovit su nalaz. Karakteristicne su morfoloske promjene
eritrocita pa se tako pojavljuju nezreli eritrociti u obliku suza, tzv. dakrociti. Punkcije koStane
srzi Cesto su otezane zbog izrazite fibroze kostane srzi. Histoloskim pregledom karakteristi¢na
je hiperplazija granulocitopoeze i megakariocitopoeze s postojanjem retikulinskih vlakana.

Posebne mrlje biopsije kostane srzi upucuju na fibrozu. Citogenetske abnormalnosti
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pojavljuju se u oko 50% pacijenata s ovom dijagnozom, a JAK2 V617F mutacija prisutna je u

vecini pacijenata (13). Sazeti prikaz dijagnostickih kriterija za PMF prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Dijagnosticki kriteriji Svjetske zdravstvene organizacije za policitemiju rubru veru,

esencijalnu trombocitemiju i primarnu mijelofibrozu iz 2016. godine (3)

Veliki kriterij Mali kriterij
PRV 1. Hgb> 16,5¢/dL (M) ili Hb> 1. Serumski eritropoetin
16g/dL (7) ispod referentne
Potrebno je 2. Hct>49% (M) ili Het> 48% (Z) vrijednosti

ispuniti 2 velika .
P 3. Hipercelularnost KS uz

i 1 maliili 3
velika kriterija panmijelozu
4. Pozitivna JAK2 V617Fili ekson
12 JAK2 mutacija

ET 1. Broj trombocita >450x10°/L 1. Prisutnost klonskih

2. Proliferacija zrelih megakariocita u markera (abnormalan
Potrebno je KS, bez ili s malo eritrocitne i kariotip)
ispuniti sva 4 ) ) ..
'Spfm' 'S_m B granulocitne proliferacije 2. Odsutnost dokaza za
velika kriterija
ili 3 velika i 1 3. Neispunjeni kriteriji za PRV,KML, reaktivnu trombocitozu
mali kriterij mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) i

dr.

4. Pozitivha JAK2 V617F, CALR ili
MPL mutacija

PMF 1. Proliferacija i atipija megakariocita 1. Leukocitoza> 11x10%L

u KS uz retikulinsku ili kolagenu 2. Leukoeritroblastoza
Potrebno je fibrozu ili nalaz prefibrozne 3. PoviSen serumski LDH
'S?unffl velike celularne faze bolesti 4. Anemija
kriterije uz
erEm A wl 2. Neispunjeni kriteriji za PRV, KML, 5. Palpabilna splenomegalija
kriterij MDS i dr.

3. Pozitivna JAK2 V617F, CALR ili
MPL mutacija
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1.2 Vaskularne komplikacije

Krvarenja i tromboze predstavljaju najcesce i najznacéajnije komplikacije MPN-i. Tromboza je
ujedno i vode¢i uzrok smrtnosti kod bolesnika ove skupine bolesti (14). Vaskularne
komplikacije najéesce se manifestiraju u obliku arterijskih i venskih tromboza i poremecaja

mikrocirkulacije (15).

Poremecaji mikrocirkulacije tipi¢ne su trombotske manifestacije kod pacijenata s PRV i ET i
odgovorne su za $iroki raspon klini¢kih simptoma koji proizlaze iz nagomilavanja trombocita
u perifernoj cirkulaciji. Najc¢es¢i simptomi su eritromelalgija, poremecaji vida ili sluha,
glavobolje. Eritromelalgija se najcesée javlja u PRV i ET, ali nikada u sekundarnoj
trombocitozi, ¢ime je potvrdeno da glavnu ulogu u nastanku ovog fenomena imaju

funkcionalno poremeceni trombociti (16).

Trombotske okluzije velikih arterija najceS¢e ukljuéuju mozdane ili koronarne Zile.
Manifestiraju se u obliku cerebrovaskularnog inzulta (CVI), akutnog infarkta miokarda (AIM)
i okluzije perifernih arterija. Cesto su ove manifestacije prve od simptoma koje upuéuju na
dijagnozu MPN, PRV ili ET (15). Ishemijski mozdani udar, jedan od najc¢es¢ih uzroka smrti
nelijeenih osoba s PRV-om i dalje ¢ini 30-40% svih trombotskih dogadaja u PRV bolesnika
7).

Venska trombofilija obi¢no se moze manifestirati u vidu dubokih venskih tromboza donjih
ekstremiteta, tromboembolije plu¢a i intraabdominalnih ili cerebralnih venskih tromboza.
Povrini flebitis je takoder Cest, a venske tromboze na neuobi¢ajenim mjestima nisu tako

rijetke kao u opcoj populaciji (15).

1.3 Stani¢no signaliziranje

Sve stanice primaju signale i odgovaraju na signale iz svoga okoliSa. Brojni razli€iti oblici
molekula poput jednostavnih plinova, neurotransmitera, ¢imbenika rasta, peptidnih hormona,
prenose informacije izmedu stanica. Signalne molekule razlikuju se po strukturi,nacinu
prijenosa signala, na¢inu djelovanja na ciljne stanice. Mogu djelovati lokalno, na velike
udaljenosti, neke prolaze stanicnu membranu i veZzu se za unutarstanicne receptore u
citoplazmi ili jezgri, dok se vecina veze za receptore izlozene na povrSini ciljane stanice.
Postoje razli¢ite strukturalne obitelji fizioloSkih receptora ukljuenih u proces stani¢ne

5
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signalizacije: receptori spregnuti s G-proteinima, receptori koji se koriste nereceptorskim

tirozin kinazama, receptorske tirozin kinaze i ostale skupine receptora (18, 19)

1.4 Janus kinaze

Obitelj JAK pripada unutarstani¢nim nereceptorskim tirozin kinazama. Naziv su dobile po
rimskom bogu Janusu, bogu pocetka i svrSetka, analogno njihovoj simetri¢noj gradi od dvije
kinazne domene. JAK homologna domena 1 (JH1) je aktivna, dok druga domena (JH2)
predstavlja kataliti¢ki neaktivnu pseudokinaznu domenu koja negativno regulira prvu domenu
(20). JAK prenose signal putem transkripcijskih ¢imbenika STAT (eng. Signal transducers
and activators of transcription). Sisavci imaju Cetiri ¢lana ove obitelji; JAK1, JAK2, JAK3 i
Tirozin kinaza 2 (Tyk2). Prilikom vezanja liganda na njihove membranske receptore, JAK se
aktivira pokrecuci specificnu signalnu kaskadu koja sudjeluje u aktivaciji transkripcije gena

ukljucenih u rast stanica, njihovu diferencijaciju ili funkciju (21).

1.5 JAK - STAT signalni put

U sisavaca, JAK — STAT signalni put predstavlja glavni signalni mehanizam kojim se sluze
brojne molekule, a najvise citokini. U inaktivnom stanju, receptor za citokine nekovalentno je
vezan za JAK. Nakon vezanja citokina na membranske receptore dolazi do aktivacije JAK-a
zbog konformacijske promjene kompleksa. Naime, dva vezana JAK-a dolaze u neposrednu
blizinu jedan drugome, omoguéujuci tako trans- i/ili auto-fosforilaciju. Aktivirani JAK-ovi
nadalje fosforiliraju tirozinske ostatke u citoplazmatskim domenama receptora stvarajuci
vezno mjesto za SH2 domenu (eng. Src homology 2) monomernih STAT molekula,
transkripcijskih ¢imbenika iz citoplazme. Kaskada se dalje nastavlja fosforilacijom tirozinskih
ostataka u SH2 domeni. Nastali fosfotirozin omoguéuje dimerizaciju STAT-a i njegov
prijenos u jezgru (22, 23). Dimerizirani STAT-ovi ulaze u jezgru mehanizmom Koji ovisi 0
importinu a-5 i Ran malom proteinu (24) gdje se vezu za specifi¢ne regulatorne sekvence za
aktiviranje ili utiSavanje transkripcije ciljanih gena te tako izravno reguliraju ekspresiju gena
(21, 22, 23)
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Slika 1. Prikaz mehanizma aktivacije JAK2 kinazne aktivnosti mutacijom V617F

(autor slike: Ivona Gajdasic)

1.6 Biologija mutacije V617F

Somatska mutacija V617F JAK2 gena otkrivena je 2005. godine i predstavlja veliki napredak
u razumijevanju, klasifikaciji i dijagnozi MPN(26)(27). JAK2 gen nalazi se na kratkom kraku
kromosoma 9. Zbog mutacije jedne baze; gvanina u timin (G > T) na 1849. poziciji u eksonu
14, dolazi do zamjene aminokiseline valin (V) u fenilalanin (F) na polozaju 617 JH2 domene
proteina(2, 28). Budu¢i da se mutacija javlja u JH2, negativnoj regulatornoj domeni, dolazi do
konstitutivne aktivacije JAK2 kinaze i aktivacije signalnih puteva JAK/STAT, PI3K/AKT,
MAPK/ERK. Mutirani JAK2 protein aktivira transkripcijski ¢imbenik STATS poti¢uci

pojacanu proliferaciju stanica.

1.7 Ostale mutacije MPN-i

Osim JAK2 V617F mutacije, postoje i druge mutacije koje mogu sinergijski ili samostalno
utjecati na razvoj MPN. Mutacije u eksonul2 gena JAK2 identificirane su u PRV.
Optere¢enje alelnih mutanata JAK2 moze biti vazno za identifikaciju visokorizi¢nih
pacijenata s PRV ili ET (29). MPL gen (engl. myeloproliferative leukemia protein) koji
kontrolira sintezu trombopoetinskog receptora identificiran je u ET 1 PMF. Sve ceSc¢e se
pojavljuju mutacije u genu koji kodira kalretikulin (CARL), a identificirane su u velikom

udjelu pacijenata koji nisu imali JAK2 ili MPL mutaciju. Ove tri mutacije Cesto su
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medusobno iskljucive §to znaéi ako je jedna mutacija prisutna, druge su odsutne. Ipak u 10%
bolesnika nedostaje genska mutacija JAK2, CALR ili MPL i takvi su pacijenti ,.trostruko

negativni (8).

1.8 Molekularna dijagnostika mutacije V617F gena JAK2

Identifikacija JAK2 V617F mutacije danas je vazan marker u rutinskoj dijagnostici MPN-i.
Provodi se u ranoj fazi obrade suspektnog bolesnika. Pozitivan nalaz klju¢an je, ali nije jedini
kriterij za postavljanje dijagnoze. U slu¢aju negativnog nalaza, dijagnoza bolesti ne moZze se

iskljuciti te je potrebna daljnja obrada histoloskim i klinickim nalazima (28, 30, 31)

Od otkri¢a ove mutacije, veliki broj detekcijskih protokola postao je dostupan. Raznolikost
dostupnih tehnika pruza fleksibilnost dizajna metoda koje se razlikuju po osjetljivosti,
jednostavnosti izvodenja i interpretaciji rezultata. U dodatku, tehnike visoke osjetljivosti
korisne su za nadziranje ostatne bolesti nakon lije¢enja. Neke od metoda jesu:kvantitativni
PCR u stvarnom vremenu (gPCR), alel specifi¢ni PCR u stvarnom vremenu (engl. Allele
specific real time polymerase chain reaction), analiza DNA cijepanjem pomocu restrikcijskih
enzima (engl. restriction fragment length polymorphism;RFLP), sekvenciranje sljedece
generacije (engl. Next generation sequencing; NGS) te mnoge druge. S obzirom na
primijenjenu tehnologiju sama analiza moze ukljucivati: analizu krivulje taljenja, analizu
krivulje taljenja visoke rezolucije (engl. HRM High resolution melting) i druge, a sve su
ovisne o specificnim ra¢unalnim programima(31). Metoda kvantitativnog PCR-a pokazuje i

do 10 puta vecu osjetljivost u odnosu na druge metode.
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2 CILJEVI

Ciljevi istrazivanja su:

1. Ocijeniti ucestalost prisutnosti somatske mutacije V617F u JAK2 genu u skupinama
oboljelih od MPN-i.

2. Ispitati postoji li razlika u ekspresiji mutacijeV617F u JAK2 genu izmedu razli¢itih
podentiteta MPN-i.
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3 ISPITANICI | METODE

3.1 Ustroj studije

Istrazivanje je ustrojeno kao presjecno istrazivanje na povijesnim podacima. Istrazivanje je
odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u
Osijeku (Ur.broj 2158-61-07-20-34).

3.2 Ispitanici

U istrazivanje su ukljuCeni pacijenti kojima je u razdoblju od 1.01.2018. godine do
31.12.2019. godine dijagnosticirana MPN. Iz istrazivanja su iskljuCeni pacijenti s Ph
pozitivnom MPN. Za dijagnozu bolesti koristena je elektroni¢ka baza podataka Laboratorija
za molekularnu i HLA dijagnostiku Klini¢kog zavoda za transfuzijsku medicinu te podatci
medicinske dokumentacije pacijenata sa Zavoda za hematologiju Klinike za unutarnje bolesti
Klini¢kog bolnickog centra Osijek (KBCO).

3.3 Metode
3.3.1 lzolacija DNA iz pune krvi

Genomska DNA izolirana je iz 200 pL pune krvi prikupljene u vakuteiner s K:EDTA
primjenom komercijalnog seta QlAamp DNA Blood Mini (Qiagen, Hilden, Njemacka) prema
protokolu koji navodi proizvoda¢. Tehnika izolacije DNA temeljena je na selektivnom
svojstvu vezanja DNA za silika membranu od koje su u seriji koraka ispiranja odvojeni
stani¢ni dijelovi i ostale necistoce. 1zolirana DNA eluirana je u 100 pL elucijskog pufera,

odredena joj je koncentracija i do analize pohranjena je na -20°C.

10
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3.3.2 Odredivanje koncentracije i ¢istoce DNA

Koncentracija DNA odreduje se mjerenjem opti¢ke gusto¢e na 260 nm pomocu UV/VIS
spektrofotometra. Koncentracija DNA u svakom uzorku prilagodena na 5 ng/uL. Omijer
apsorbancije Azeso/Az2somora biti u rasponu od 1,7 do 1,9. Manji omjer od 1,7 upucuje na

kontaminaciju proteinima ili organskim otapalima $to moze ometati PCR reakciju.

3.3.3 Detekcija mutacije V617F gena JAK2 metodom alel specificnog PCR u

stvarnom vremenu (kvantitativni PCR, gPCR)

Za detekciju mutacije koriSten je komercijalni set ,,Ipsogen JAK2 MutaSearch® (Qiagen,

Hilden, Njemacka) prema uputama proizvodaca.

U testu su pripremane dvije odvojene reakcijske smjese, a svaka ukljucuje specifi¢ni set
pocetnica i proba. Jedna reakcijska smjesa koristi Se za umnazanje slijeda DNA bez mutacije
ili divljeg tipa JAK2 domene (JAK2 WT), a druga reakcijska smjesa koristi se za umnazanje
slijeda s mutiranim V617F JAK2 alelom (JAK2 VF). Ukupni volumen reakcijske smjese
iznosio je 25 pL i sadrzavao je: 5 pL izolirane DNA, 12,5 uL.TagMan Master Mixa 2x, 1 puL
specifi¢nih primera i proba i 6,5 pL. PCR vode. Svaki uzorak analiziran je u duplikatu za obje
reakcijske smjese primjenom kvantitativnog PCR-a u stvarnom vremenu. U svaku analizu
uvrStene su pozitivna kontrola (kontrola s V617F alelom), negativna kontrola (kontrola s
normalnim slijedom DNA) te COS (uzorak u sivoj zoni; sadrzi 1% V617F alela). Program
umnazanja sastojao se od inicijalnih 10 minuta na 95°C (aktivacija) te 50 ciklusa po 15
sekundi na 95°C (denaturacija) i 60 sekundi na 62°C (ekstenzija). Za umnazanje i analizu
odsjecaka gena JAK2 koristen je PCR uredaj LightCycler 480 II (Roche) s pripadajuéim

racunalnim programom.

LanCana reakcija polimerazom (PCR; engl. Polimerase chain reaction) omogucuje
eksponencijalno umnozavanje odredenog fragmenta molekule DNA. qPCR metoda mjeri
akumulaciju PCR produkta oznacenog fluorescentnom probom (TagMan probom) tijekom
eksponencijalne faze PCR amplifikacije. Metoda omogucuje vrlo preciznu i reproducibilnu
koli¢inu umnozenog slijeda DNA. PCR u stvarnom vremenu ima vrlo velik dinamicki raspon

prepoznavanja pocetne ciljne molekule. Za razliku od drugih metoda, qPCR u stvarnom

11
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vremenu ne zahtijeva dodatne metode za analizu produkta ¢ime se sprje¢ava potencijalna

kontaminacija uzorka i omoguc¢ava dobivanje rezultata u kra¢em vremenskom razdoblju.

Princip testa temeljen je na pocCetnicama i oligonukleotidnim probama koje su obiljeZene s
dvije fluorescnetne boje (quencher i reporter). Tijekom PCR-a pocetnice hibridiziraju na
to¢no odredeni slijed DNA nakon ¢ega se oligonukleotidna proba veze za to¢no odredeni
komplementarni slijed unutar PCR produkta. Ukoliko je prisutna ciljna sekvenca proba se
veze za nju te ju 5'->3' egzonukleazna aktivnost Thermus aquaticus (Taq) DNA polimeraze
cijepa, pri ¢emu se oslobadaju boje i dolazi do emisije fluorescentnog signala (Slika 2). S
povecanjem broja ciklusa povecava se kolicina PCR produkta, a time se akumulira i1
fluorescencija §to bi znadilo da je fluorescencija direktno proporcionalna s amplifikacijom
ciljne sekvence. Ukoliko proba nije komplementarna ciljnoj sekvenci, nece do¢i do njezinog
vezanja, a time i do egzonukleazne aktivnosti DNA polimeraze pa zbog udaljenost izmedu

quencher i reporter boje emisija fluorescencije ¢e biti supresirana.
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Slika 2. Princip PCR reakcije
(autor slike: Ivona Gajdasic)
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3.3.4 Interpretacija rezultata

Krivulje amplifikacije predstavljaju graficki prikaz reakcije. Krivulja amplifikacije ovisi o
razini fluorescencije (y o0s) i broju ciklusa (x os) (Slika 3). Svaki gPCR sastoji se od
eksponencijalne faze, linearne faze i plato faze. Broj ciklusa u kojem na amplifikacijskoj
krivulji dolazi do povecanja koli¢ine nastalog produkta, odnosno porasta fluorescencije naziva
se Cp vrijednost (engl. crossing point). Za svaki uzorak odcitavaju se Cp vrijednosti,
ukljucujuéi Cp vrijednost za pozitivnu kontrolu (PC), negativnu kontrolu (NC) i uzorak u
sivoj zoni (COS). Prema uputama proizvodaca, za detekciju JAK2 V617F poznate Cp
vrijednosti uvrstavaju se u jednadzbu za izraCun rezultata. Mogu¢i ishodi analize jesu: uzorak
je pozitivan, negativan ili je u podru¢ju sive zone ukoliko sadrzi oko 1% V617F alelne
varijante. U tome slucaju, potrebno je ponoviti analizu nakon odredenog vremenskog

razdoblja.

Amplifikacijska krivulja
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17,738

16.2:238H
14,738
13.238
11.738
10,238 NC

8735
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.23 cos
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1238 [

———
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Slika 3. Primjer amplifikacijskih krivulja uzoraka pozitivne kontrole (PC), negativne kontrole
(NC) i kontrolnog uzorka u sivoj zoni (COS) analiziranih u reakcijskoj smjesi koja
sadrzi specifi¢ne pocetnice i hibridizacijske probe za mutirani alel.
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3.4 Statisticke metode

Kategorijski podatci su predstavljeni apsolutnim i relativnim frekvencijama. Numericki
podatci su opisani aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom u slu¢aju raspodjela
koje slijede normalnu, a u ostalim sluCajevima medijanom i granicama interkvartilnog

raspona.

Za usporedbu kategorijskih podataka koriSten je Hi-Kvadrat test, te po potrebi Fisherov
egzaktni test, dok su za usporedbu numerickih nezavisnih podataka koristeni Mann-Whitney

U test te Kruskal-Wallis test i Conover post-hoc test.

Statisticka analiza ucinjena je programskim sustavom MedCalc (inacica 19.4.1, MedCalc

Software bvba), uz odabranu razinu znaéajnosti od 0=0,05. Sve P vrijednosti su dvostrane.

14
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4 REZULTATI

4.1 Demografski opis i klinicka slika ispitanika

U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 64 ispitanika. Medijan prosjecne starosne dobi iznosio je
67,5 godina uz interkvartilni raspon od 61,0 do 74,0 godine, te ukupni raspon od 28,0 do 86,0
godina. Nije bilo znacajne razlike u proporcijama prema spolu, ispitanika muSkog spola je

bilo 26 (40,6 %), a ispitanika zenskog spola 38 (59,4 %) (Hi-Kvadrat test, P = 0,29).

Somatska mutacija V617F JAK2 gena, prisutna je kod vecine ispitanika (Hi-kvadrat test,
P < 0,001), kod njih 56 (87,5 %). PMF dijagnoza je znacajno rjeda dijagnoza (Hi-kvadrat test,
P <0,001) medu ispitanicima (Slika 4).

Broj ispitanika
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Slika 4. Ucestalost podentiteta MPN-i medu ispitanicima

Trombozu je imalo zna¢ajno manje od polovice ispitanika (Hi-kvadrat test, P < 0,001), njih
11 (17,2 %). Od toga broja njih 8 (72,7 %) je imalo arterijsku trombozu dok je njih 3 (27,3 %)
imalo vensku trombozu (Fisherov egzaktni test, P =0,39). Prosje¢ne vrijednosti klinickih
parametara prikazane su u tablici (Tablica 2).
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Tablica 2. Distribucija numeri¢kih vrijednosti klini¢kih parametara medu ispitanicima

Parametar (mjerna jedinica) Prosje¢na vrijednost Raspon
(minimum-maksimum)

Eritrociti (10'%/L) 59 (1,3) 3,2-89

/aritmeticka sredina (SD)

Hemaoglobin (g/L) 158,7 (24,9) 103,0 - 215,0

/aritmeticka sredina (SD)

Hematokrit (L/L) 0,49 (0,08) 0,31-0,69

/aritmeticka sredina (SD)

Leukociti (10%/L) 9,6 (8,2-13,7) 48-21,6

/median (interkvartilni raspon)

Trombociti (10%L) 626,8 (241,3) 112,0-1183,0

/aritmeticka sredina (SD)

Laktat dehidrogenaza (U/L) 233,0 (203,5 - 289,5) 163,0 - 654,0

/median (interkvartilni raspon)

4.2 Razlika u promatranim parametrima s obzirom na jak status

Pronadena je znacajna povezanost izmedu JAK2 statusa i dijagnoze ispitanika (Fisherov
egzaktni test, P = 0,03) gdje su svi ispitanici s dijagnozom PMF pozitivni na JAK2 mutaciju
(100%), 33 (97,06%) ispitanika s PRV dijagnozom pozitivno je na mutaciju, a samo 1
(2,94%) pacijent nema trazenu mutaciju. Negativan nalaz na JAK2 mutaciju znacajno je
naj¢e$¢a dijagnoza ET, odnosno 19 (73,08%) ispitanika je pozitivno, dok 7 (26,92%)
ispitanika je negativno na JAK2 mutaciju (Slika 5).

Nije nadena povezanost JAK2 statusa sa spolom niti s prisutno§¢u tromboze kod ispitanika
(Tablica 3).
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Slika 5. Ucestalost JAK2 mutacije medu ispitanicima s razli¢itim dijagnozama

Tablica 3. Distribucija prema spolu, dijagnozi i prisutnosti tromboze s obzirom na JAK status

Parametar Broj (%) ispitanika pP*
Prisutna mutacija | Nije prisutna
mutacija
Spol Muski 23 (41,1) 3(37,5) >0,99
Zenski 33 (58,9) 5 (62,5)
Dijagnoza Primarna 4 (7,1) 0 0,03
mijelofibroza
Esencijalna 19 (33,9) 7 (87,5)
trombocitemija
Policitemija 33 (58,9) 1(12,5)
rubra vera
Tromboza Prisutna 10 (17,9) 1(12,5) >0,99
Ne 46 (82,1) 7 (87,5)
Ukupno 56 (100,0) 8 (100,0)

*Fisherov egzaktni test
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Znacajna razlika (Mann-Whitney U test, P < 0,05) izmedu ispitanika s mutacijom gena i bez

prisutne mutacije nadena je i za sljedece klinicke parametre: E, Hb, Hct te L. Za sve navedene

parametre prosjecna vrijednost je znacajno veca kod ispitanika s prisutnom JAK2 mutacijom

(Tablica 4).

Tablica 4. Razlika u numeri¢kim vrijednostima klini¢ckih parametrima s obzirom na JAK

status
Parametar (mjerna jedinica) median (interkvartilni raspon) p*
Prisutna mutacija Nije prisutna mutacija
Dob pri dijagnozi 68,5 (62,0 - 74,5) 61,0 (49,5 - 69,5) 0,08
Eritrociti (10'%/L) 59(5,0-71) 4,7 (4,0-5,7) 0,009
Hemoglobin (g/L) 1640 (1485 - |134,5(121,0-148,0) 0,004
173,0)
Hematokrit (L/L) 0,50 (0,44 - 0,55) 0,41 (0,37 - 0,46) 0,004
Leukociti (10%/L) 9,9(8,7-14,4) 7,9 (6,1-10,9) 0,006
Trombociti (10%/L) 6175 (453,0 - |593,5(544,0-7315) 0,94
772,0)
Laktat dehidrogenaza (U/L) | 231,0 (202,8 - | 273,0(240,3 - 493,3) 0,17
273,5)

*Mann-Whitney U test

4.3 Povezanost dijagnoza sa promatranim parametrima

Ispitanici s razli¢itim dijagnozama ne razlikuju se znacajno po spolu niti po prisutnosti

tromboze (Tablica 5).
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Tablica 5. Distribucija ispitanika prema spolu i trombozi s obzirom na dijagnozu
Parametar Broj (%) ispitanika p*
Primarna Esencijalna Policitemija
mijelofibroza | trombocitemija | rubra vera
Spol Muski 3(75,0) 9 (34,6) 14 (41,2) 0,37
Zenski 1 (25,0) 17 (65,4) 20 (58,8)
Tromboza | Prisutna 0 5(19,2) 6 (17,6) >0,99
Ne 4 (100,0) 21 (80,8) 28 (82,4)
Ukupno 4 (100,0) 26 (100,0) 34 (100,0)

*Fisherov egzaktni test

Znacajne razlike medu ispitanicima s razli¢itim dijagnozama nadene su za vrijednosti E, Hb,

HCT i Tr. Ispitanici sa PRV imaju znacajno veée (Post-hoc Conover test, P < 0,05) prosje¢ne

vrijednosti E, Hb, Hct, odnosno zna¢ajno manju (Post-hoc Conover test, P < 0,05) vrijednost

Tr u odnosu na ispitanike s ostale dvije dijagnoze (Tablica 6). Ispitanici s razli¢itim

dijagnozama se ne razlikuju niti po dobi niti po klinickim parametrima L i LDH (Tablica 6).
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Tablica 6. Razlika u numeri¢kim vrijednostima klinickih parametara s obzirom na dijagnozu

MPN-i
Parametar (mjerna median (interkvartilni raspon) p*
Jedinica) Primarna Esencijalna Polictemija  rubra
mijelofibroza trombocitemija vera
Dob pri dijagnozi | 59,0 (49,5-70,0) | 69,0 (62,0-72,0) |66,5(61,0-750) |0,50
Eritrociti 4,9 (3,7 - 5,6) 4,9 (4,5-5,6) 6,7 (6,0 - 7,6) <0,001
(10'%/L)
Hemoglobin (g/L) | 125,5 141,0 170,5 <0,001
(110,5 - 147,5) (133,0 - 154,0) (164,0 - 183,0)
Hematokrit (L/L) | 0,39 (0,32-0,44) |0,43(0,40-0,46) |0,53(0,49-0,59) |<0,001
Leukociti (10%/L) 12,7 (7,2 - 19,2) 9,4(8,3-11,4) 10,0 (8,0 - 14,5) 0,66
Trombociti (10%L) | 611,0 694,0 500,5 <0,001
(327,0 - 981,0) (606,0 - 893,0) (371,0 - 653,0)
Laktat 378,0 242,0 230,5 0,18
dehidrogenaza (224,0 - 588,0) (227,0 - 273,0) (190,0 - 308,0)
(U/L)

*Kruskal-Wallis test

4.4 ET irazlika u numerickim parametrima s obzirom na JAK2 status

Kod ispitanika s PMF dijagnozom svi imaju JAK2 mutaciju, kod ispitanika s PRV

dijagnozom takoder gotovo svi imaju JAK2 mutaciju (samo jedan od 34 ispitanika nema).

Stoga slijedi analiza promatranih parametara na ispitanicima s ET dijagnozom.

Nije nadena povezanost izmedu JAK statusa i spola, odnosno pojave tromboze (Tablica 7).
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Tablica 7. Razlika prema spolu i ucestalosti tromboze s obzirom na JAK status kod ET

REZULTATI

dijagnoze
Parametar Broj (%) ispitanika p*
Prisutna mutacija | Nije prisutna
mutacija
Spol Muski 6/19 317 0,66
Zenski 13/19 417
Tromboza Prisutna 4/19 1/7 >0,99
Ne 15/19 6/7
Ukupno 19 7

*Fisherov egzaktni test

Znacajna razlika (Mann-Whitney U test, P < 0,05) izmedu ispitanika s mutacijom gena i bez

prisutne mutacije, uz ET dijagnozu, nadena je za Hb i LDH vrijednosti. Vrijednost Hb je

znacajno veca, a vrijednost LDH je zna¢ajno manja kod ispitanika s prisutnim JAK statusom

(Tablica 8).
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Tablica 8. Razlika u numeri¢kim vrijednostima klini¢kih parametara s obzirom na JAK status

kod esencijalne trombocitemije

Parametar (mjerna jedinica) median (interkvartilni raspon) p*
Prisutna mutacija Nije prisutna mutacija

Dab pri dijagnozi 69,0 (62,0 - 72,8) 62,0 (48,8 - 69,8) 0,19

Eritrociti (10'%/L) 49 (4,8-5,5) 4,4 (3,9 -5,5) 0,18

Hemoglobin (g/L) 147,0  (139,3 - 133,0(119,0-137,5) 0,03
154,0)

Hematokrit (L/L) 0,44 (0,42 - 0,47) 0,41 (0,36 - 0,42) 0,06

Leukociti (10%/L) 9,6 (8,8-11,3) 8,3(7,1-11,7) 0,27

Trombociti (10%/L) 706,0 (6253 - | 634,0(547,0 - 753,8) 0,13
929,8)

Laktat dehidrogenaza (U/L) | 229,0 (222,0 - | 357,5(266,5 - 544,5) 0,01
252,0)

*Mann-Whitney U test
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5 RASPRAVA

Razumijevanju patogeneze MPN-i uvelike je pridonijelo otkrice JAK2 V617F mutacije 2005.
godine, koja je danas prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji jedna od vaznijih, ako ne i
najvazniji dijagnosticki kriterij. Medutim, u kojoj je mjeri JAK2 V617F uklju¢en u odredeni
fenotip bolesti te koji podtip ima najvecu ucestalost mutacije i dalje je tema od interesa u

hematoloskom svijetu.

U ovo istrazivanje je ukljuceno 64 pacijenta s pozitivnom dijagnozom MPN u KBC-u Osijek
koji su oboljeli u prethodne dvije godine, s time da nije bilo znacajne razlike u proporcijama

prema spolu, odnosno oko 10% vise oboljelih je Zena nego muskaraca.
Dobiveni rezultati usporedeni su s literaturnim podacima.

Prosjec¢na dob pri obolijevanju od MPN nasih bolesnika je 67,5 godina. Odnosno, bolesnici s
dijagnozom pripadnici su stare populacije, a s obzirom na podtipove bolesti, najstariji
bolesnici su s dijagnozom ET, ¢ija prosjecna starosna dob iznosi 69 godina. Gledajuéi JAK
status, nema =znacajne razlike prema dobi pacijenata. Opcenito, prema Americkom
hematoloskom drustvu (engl. The American Society of Hematology; ASH), jedan od rizi¢nih

faktora za obolijevanje upravo je dob > 60 godina (32).

Pronadena je znacajna povezanost izmedu JAK?2 statusa i dijagnoze ispitanika. Pozitivan JAK
status, odnosno JAK2 V617F mutacija prisutna je u 87,5% bolesnika s MPN. Od podtipova
MPN, najviSe pacijenata S dijagnozom PRV ima pozitivnu mutaciju, njih 97,06%. Nasi
rezultati istrazivanja sli¢ni su vecini istrazivanja, posebno u slucaju PRV-a. U usporedbi s
na8im rezultatima, Horn i sur. detektirali su mutaciju u 96% slu¢ajeva PRV-a $to je najsli¢niji
naSem rezultatu (33). U navedenim istrazivanja razli¢itih populacija,prisutnost mutacije u
PRV-u iznosi preko 80% (34-37).

Kod oboljelih od ET u naSem je istrazivanju mutacija JAK2 V617F nadena u 73,8%
pacijenata. U ovom slucaju, 26,92% pacijenata nema mutaciju, a imaju razvijenu bolest.
Ovakvi rezultati preklapaju se s mnogim studijama u kojima, takoder, obzirom na druge
podtipove MPN, ET biljezi visoku stopu negativnih na mutaciju s pozitivhom dijagnozom

(34-37). Zenski spol prevladava u skupini bolesnika s ET kao i u studiji Horvat i sur. (38).
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Sva cetiri oboljela pacijenta od PMF pozitivha su na mutaciju, $to bi znacilo da je pozitivan
JAK status 100% povezan s dijagnozom PMF, no ukljuceni broj pacijenata premali je za
donosenje konacnih zakljucaka temeljenih na statistickoj analizi. Prema studijama koje smo
obradili, u svijetu su rezultati drugaciji: u indijskoj populaciji prema studiji Sazawal i sur.
(34). JAK V617F mutacija prisutna je kod 52% PMF bolesnika, kod Egip¢ana 12,5%(36), a u
studiji Basiquera i sur. (37) pozitivhu mutaciju ima 47% PMF bolesnika.

U istrazivanju nije pronadena povezanost JAK statusa i pojave tromboze. Trombozu je imalo
manje od polovice ispitanika. Moguce je da bismo dobili drugadije rezultate da je bio ukljucen
veci broj pacijenata. Za buduce studije, valjalo bi ispitati povezanost JAK statusa i tromboze
na vecoj populaciji. U 72,7% pacijenata se radilo o arterijskoj trombozi, a samo njih 27,3%
imalo je vensku trombozu. Sli¢an rezultat nalazimo u hrvatskoj studiji Horvat i sur. (38) u
kojoj su potvrdili da je arterijska tromboza ucestalija od venske tromboze u JAK2 V617F

pozitivnih bolesnika.

Pacijenti pozitivni na trazenu mutaciju imali su znacajno veée vrijednosti pojedinih
laboratorijskih parametara (E, Hb, Hct, te L). Ono §to je zanimljivo primijetiti jesu razlike u
klinickim parametrima obzirom na JAK status kod dijagnoze ET. JAK pozitivni pacijenti
imaju vece vrijednosti Hb, a manje vrijednosti LDH u odnosu na JAK negativne pacijente. U
usporedbi s nasim rezultatima, rezultati jedne rijeCke studije (35) povezuju JAK2 V617F

mutaciju s ve¢im vrijednostima L u ET skupini, a ve¢i broj Tr i LDH u PRV skupini.
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6 ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuciti:

1. Somatska mutacija JAK2 V617F povezana je s dijagnozom MPN-i. Mutacija je
prisutna kod vecine pacijenata.

2. Ucestalost mutacije JAK2 V617F visa je u oboljelih od PRV u odnosu na ET. U PMF
svi oboljeli pozitivni su na JAK2 V617F mutaciju.

3. U ET najvise je pacijenata negativnih na somatsku mutaciju JAK2 V617F.

4. U objavljenim studijama, provedenim u Hrvatskoj i u drugim populacijama, podatci za
ucestalost mutacije JAK2 V617F kod oboljelih od PRV, ET i PMF variraju. Nasi se
rezultati za podtipove PRV i ET nalaze u okviru raspona ucestalosti mutacije
prisutnog u publiciranim studijama. U PMF ukljuceni broj pacijenata premali je za

donosenje konac¢nih zaklju€aka baziranih na statistickoj analizi.
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7 SAZETAK

Uvod:Brojnim istrazivanjima mijeloproliferativnih neoplazmi (MPN); policitemiji rubra vera
(PRV), esencijalnoj trombocitemiji (ET) i primarnoj mijelofibrozi (PMF) primijeéena je

ucestalost pojavljivanja mutacije V617F u Janus kinaza 2 genu (JAK?2).

Ciljevi istrazivanja: Ocijeniti uCestalost prisutnosti somatske mutacije V617F u JAK2 genu
u skupinama oboljelih od MPN te ispitati postoji li razlika u ekspresiji mutacije izmedu
razlicitih podentiteta MPN.

Ispitanici i metode: Istrazivanje obuhvaéa 64 bolesnika s dijagnozom MPN: PRV (34), ET
(26) 1 PMF (4). DNA je izolirana iz uzoraka pune krvi. Detekcija JAK2 V617F ucinjena je

metodom kvantitativnog PCR u stvarnom vremenu.

Rezultati: Somatska mutacija V617F JAK2 gena, prisutna je kod veéine ispitanika
(P <0,001), kod njih 56 (87,5 %). Pronadena je znacajna povezanost izmedu JAK?2 statusa i
dijagnoze ispitanika (P = 0,03). Ucestalost mutacije u PMF je 100%, u PRV 97,06%, a u ET
73,08%. Trombozu je imalo 17,2% pacijenata (P <0,001). Od toga broja 72,7 % bila je
arterijska tromboza. Prosjecna vrijednost znacajno je veca kod ispitanika s prisutnom JAK2
mutacijom za sljedece klini¢ke parametre; eritrociti, hemoglobin, hematokrit i1 leukociti
(P <0,05). Vrijednost Hb je znafajno veca, a vrijednost LDH je znacajno manja kod

ispitanika s ET i prisutnim JAK statusom (P < 0,05).

Zakljucak: U objavljenim studijama provedenim u Hrvatskoj i u drugim populacijama podaci
za ucestalost mutacije JAK2 V617F kod oboljelih od PRV, ET 1 PMF variraju. Nasi se
rezultati za podtipove PRV i ET nalaze u okviru raspona ucestalosti mutacije prisutnog u
publiciranim studijama. U PMF ukljuceni broj pacijenata premali je za donosenje kona¢nih

zaklju€aka baziranih na statistickoj analizi.

Kljuéne rije¢i: mutacija JAK2 V617F, mijeloproliferativne neoplazme, policitemija rubra

vera, primarna mijelofibroza, esencijalna trombocitemija
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8 SUMMARY

Introduction: In numerous studies of myeloproliferative neoplasms (MPN): polycythemia
rubra vera (PRV), essential thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF), the

incidence of the V617F mutation in the JAK2 gene has been observed.

Objectives: The aim of this research is to evaluate the frequency of the presence of somatic
mutation V617F in the JAK2 gene in the groups of patients with MPN and to examine
whether there is a difference in the expression of the mutation between different subtypes of
MPN.

Participants and Methods: The group of participants includes 64 patients with MPN
diagnoses: PRV (34), ET (26) and PMF (4). The DNA was isolated from a blood samples and
analysis of JAK2 V617F was performed by quantitative real-time PCR.

Results: Somatic mutation of the V617F JAK2 gene was present in most patients (P <0.001),
in 56 of them (87.5%). A significant correlation was found between JAK2 status and the
diagnosis of the subjects (P = 0.03). The frequency of mutation in PMF is 100%, in PRV
97.06%, and in ET 73.08%. 17.2% of patients had thrombosis (P <0.001). Of that number,
72.7% were arterial thrombosis. The mean value was significantly higher in subjects with the
JAK2 mutation present for the following clinical parameters; E, Hb, Hct, L (P <0.05). The
value of Hb is significantly higher, and the value of LDH is significantly lower in subjects
with present JAK status (P <0.05).

Conclusion: In published studies conducted in Croatia and in other populations, data for the
frequency of JAK2 V617F mutation in patients with PRV, ET and PMF vary. Our results for
the PRV and ET subtypes are within the range of mutation frequencies present in published
studies. The number of patients included in the PMF is too small to draw final conclusions

based on statistical analysis.

Keywords: JAK2 V617F mutation, myeloproliferative neoplasms, polycythemia rubra vera,

primary myelofibrosis essential thrombocythemia
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