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Doloé¢itev mutacij W515L in W515K v
trombopoetinskem receptorju pri bolnikih z
esencialno trombocitemijo

The thrombopoietin receptor W515L and W515K mutations
detection in patients with essential thrombocythemia

Tadej Paji¢, Leonida Kovaci¢, Uro$ Mlakar

Izvleéek

Izhodi$c¢a: Namen nase raziskave je bil ugoto-
viti pojavnost mutacij Ws15L in W515K v trom-
bopoetinskem receptorju (MPL) pri bolnikih z
esencialno trombocitemijo (ET) in negativnim
izsledkom za prisotnost somatske mutacije JAK2
V617F. Smatramo, da se pojavnost obeh mutacij
v nasi raziskavi ne bo bistveno razlikovala od po-
javnosti, objavljene v literaturi.

Metode: V raziskavo smo vkljudili 77 bolnikov
z ET (59 Zensk in 18 moskih) in negativnim iz-
sledkom za prisotnost somatske mutacije JAK2
Ve17F. Mediana starosti bolnikov je bila 48 let,
razpon od 18 do 89 let. Granulocite smo osamili
z gostotnim gradientnim centrifugiranjem vzor-
cev periferne krvi preko fikola ter z liziranjem
eritrocitov. DNA smo osamili z reagen¢nim
kompletom QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
ZDA). Mutaciji MPL W515L in MPL W515K smo
dolo¢ili z reagen¢énim kompletom podjetja Ipso-
gen (Francija) z na¢inom kvantitativne verizne
reakcije s polimerazo (qPCR) in alelne diskrimi-
nacije.

Rezultati: Prisotnost mutacije MPL W515L smo
ugotovili pri 4% bolnikov z ET (N =3). Priso-
tnost mutacije MPL Ws515K v 2% (N =1). Obe
mutaciji se skupno pojavljata pri 5 % bolnikov z
ET, ki smo jih vkljudili v raziskavo (N =77).

Zakljucki: Pogostost pojavljanja mutacij MPL
W515L/K v nadi raziskavi je podobna pogostosti
iz drugih raziskav. Tudi v nasi raziskavi se muta-
cija MPL Ws151L pogosteje pojavi kot mutacija
MPL Ws15K. Smatramo, da je preiskava primer-
na za redno uporabo v laboratoriju in jo je smi-
selno opraviti pri bolnikih z ET in negativnim
izsledkom za prisotnost somatske mutacije JAK2
V617E

Abstract

Background: The aim of the study was to in-
vestigate the frequency of the thrombopoietin
receptor (MPL) Ws515L and Ws515K mutations in
our cohort of essential thrombocythemia (ET)
patients negative for the somatic JAK2 V617F
mutation, and to compare the results to those
published in the literature.

Methods: Seventy-seven ET patients (59 female,
18 male), median age 48 (range from 18 to 89
years) and negative for JAK2 V617F mutation
were included in the study. Granulocytes were
isolated from patients’ venous blood samples by
Ficoll density gradient centrifugation followed
by red blood cell lysis procedure. DNA was iso-
lated from granulocytes by QIAamp DNA Mini
Kit from Qiagen (USA). The detection of MPL
W5s15L/K mutations was carried out by test de-
signed by Ipsogen (France) using the fluores-
cence-based quantitative real-time PCR (qPCR)
and allelic discrimination method.

Results: MPL Ws15L and MPL Ws515K muta-
tions in our cohort of patients with ET and nega-
tive for the somatic JAK2 V617F mutation was
found in 4 % (N =3) and 2 % (N =1), respectively.
Both mutations were found in 5 % of ET patients
included in the study (N =77).

Conclusions: We have found out that the fre-
quency of MPL W515L/K mutation was similar
to those published in the literature and was 5 %.
The MPL Ws15L mutation frequency was higher
than MPL Ws15K. The assay is suitable for the
routine detection of MPL Ws15L/K mutations
in patients with ET and negative for the somatic
JAK2 V617F mutation.
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Uvod

Odkritje tockovne mutacije v genu za
tirozinsko kinazo JAK2 predstavlja pomem-
ben napredek v opredelitvi in razumevanju
mieloproliferativnih novotvorb (MPN).'”
Mutacija ¢.1849G>T v genu JAK2 (referenc-
no zaporedje (ref. zap.) NM_004972.3) pov-
zro¢i zamenjavo valina za fenilalanin na me-
stu aminokislinskega zaporedja 617 (ref. zap.
NP_004963.1: p.Val61yPhe; JAK2 V617F),
kar privede do kontinuirane kinazne ak-
tivnosti in spodbujanja signalne poti.**”’
Danes za potrditev ET redno dolo¢amo so-
matsko mutacijo JAK2 V617F ki je prisotna
pri nas pri 61% bolnikov z ET.>* Redkeje se
pri ET pojavljajo somatske mutacije v genu
MPL (ang. Myeloproliferative Leukemia Vi-
rus Oncogene, MPL), ki kodira receptor za
trombopoetin.”'® Gen MPL se pri ¢loveku
nahaja na kromosomu 1p34, sestavljen je iz
12 eksonov. Trombopoetin je primarni in
najpomembnejsi regulator rasti in diferen-
ciacije megakariocitov ter nastanka trombo-
citov.'

Najpogostejsi somaticni mutaciji v genu
MPL, ki sta povezani z MPN, sta mutaciji
MPL Ws15L in MPL W515K. Redkeje od-
krijejo MPL Ws15A in druge mutacije.!'™?
Mutacije se zgodijo znotraj eksona 10 gena
MPL. Mutacija ¢.1544G>T v nukleotidnem
zaporedju (ref. zap. NM_005373.2) gena
MPL povzroci zamenjavo aminokisline trip-
tofan z levcinom na mestu 515 aminokislin-
skega zaporedja receptorja za trombopoetin
(ref. zap. NP_005364.1: p.Trpsi5Leu, MPL
Ws15L). Mutacija c.1543_1544delTGinsAA
(ref. zap. NM_005373.2) povzro¢i zame-
njavo aminokisline triptofan z lizinom na
mestu 515 aminokislinskega zaporedja re-
ceptorja za trombopoetin (NP_005364.1:
p.Trpsi5Lys; MPL Ws515K). Mutaciji sta naj-
verjetneje povezani s povecano razrastjo he-
matopoetskih celic, ki je neodvisna od pri-
sotnosti citokinov.'?

Pogostost pojavljanja teh mutacij je naj-
vecdja pri bolnikih s primarno mielofibrozo
(PM), pri katerih jih ugotovijo v 5 do 11 %.
Pojavnost je nizja pri bolnikih z ET, zaznajo
jo v1do 9 %. Ugotovili so jih tudi pri bolni-
kih z akutno megakariocitno levkemijo.'***
Pri bolnikih z pravo policitemijo (PP) je
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do sedaj niso ugotovili. Hkratno prisotnost
mutacije JAK2 V617F in MPL W515L/K so
odkrili le pri redkih bolnikih. Nejasno je
tudi, ali so te mutacije pri istem bolniku pri-
sotne v istem klonu ali lo¢enih klonih.'>'*
Razponi v pojavnosti mutacij so lahko po-
sledica uporabe razli¢nih meril za postavitev
diagnoze in verjetno tudi od ob¢utljivosti te-
sta, s katerim so mutacije dolocili.

Dolo¢itvi mutacij MPL Ws515L/K sta
pomembni dodatni diagnosti¢ni preiskavi
pri opredelitvi MPN. Sta dokaz klonalnosti
MPN."? Namen nase raziskave je bil vpe-
ljati in ugotoviti pojavnost mutacij MPL
W515L/K pri bolnikih z ET v Sloveniji, kjer
somatske mutacije JAK2 V617F nismo doka-
zali. Nase izsledke smo primerjali s tistimi iz
literature. Preiskavo smo izvedli z na¢inom
verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu
v vzorcih DNA granulocitov periferne krvi
bolnikov z ET.

Bolnikiin metode dela

V raziskavo smo vkljucili 77 bolnikov z
esencialno trombocitemijo, 59 (77 %) Zensk
in 18 (23 %) moskih. Vsi bolniki so bili ne-
gativni za prisotnost mutacije JAK2 V617E?
Starost bolnikov ob prvem odvzemu oz. ob
napotni diagnozi je bila od 18 do 89 let. Me-
diana starosti bolnikov je znasala 48 let.

Vzorci periferne krvi bolnikov so bili od-
vzeti v ambulanti Klini¢nega oddelka za he-
matologijo (KOH), UKC Ljubljana. Meritve
smo opravili na vzorcih DNA, shranjenih pri
temperaturi -20 °C v Specializiranem hema-
toloskem laboratoriju KOH, UKC Ljubljana.

Diagnozo ET je postavil zdravnik hema-
tolog na osnovi meril Svetovne zdravstve-
ne organizacije (SZO) 2008 in slovenskih
smernic.”>"’

Bolnikom z ET smo odvzeli vensko krvi
in izvedli gostotno gradientno centrifugi-
ranje vzorcev periferne krvi preko fikola
(Ficoll - Paque™ PLUS; GE Healthcare Bio-
-Science AB). Odstranili smo plazmo, enoje-
drne celice in fikol ter granulocite pridobili
z liziranjem eritrocitov. DNA smo osamili s
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komercialnim reagen¢nim kompletom (QI-
Aamp DNA Mini Kit, Qiagen, ZDA).

Izvedeni postopki so bili v skladu z naceli
Helsinske deklaracije o biomedicinskih razi-
skavah na ¢loveku (1975).

Dolocitev izrazanja mutacij MPL W515L
in MPL W515K v vzorcih DNA smo izvedli z
reagen¢nim kompletom MPL MutaScreen™
Kit (Ipsogen, Francija) in univerzalno reak-
cijsko mesanico (TagMan® Universal PCR
Master Mix; Applied Biosystems, ZDA).
Oba skupaj vsebujeta vse potrebne sestavine
za izvedbo kvantitativne verizne reakcije s
polimerazo v realnem ¢asu (qPCR), v kateri
encim Taq polimeraza razgradi fluorescen-
tno oznaceno sondo (TagMan sondo), ki se
je prilegla na specificno zaporedje znotraj
nastalega pridelka PCR.

V testnem sistemu je bila sonda za zazna-
vo mutiranega zaporedja DNA -alela, bodisi
MPL Wsi15L bodisi MPL Ws5151K, oznace-
na z reporterskim barvilom fluorescinom
(FAM™). Sonda za zaznavo nemutiranega
zaporedja DNA-alela pa z reporterskim bar-
vilom VIC® (Appplied Biosystems, ZDA).
To omogoca spremljanje pomnozevanja
posameznega alela in dolocitev prisotnosti
mutacije.'® Pri vsakem analiznem preizkusu
smo najprej izvedli QPCR, da smo pridobili
zadostno koli¢ino produkta PCR. Pridobili
smo podatke o vrednosti kvantifikacijske-
ga cikla (angl. quantification cycle, Cq) v
reakciji qPCR, cikla pri katerem intenzite-
ta izmerjene fluorescence v vzorcu preseze
dolocen prag. Vrednost Cq je sorazmerna
stevilu kopij segmenta DNA v zacetku re-
akcije. Nato smo dolo¢ili genotip z na¢inom
alelne diskriminacije, v kateri smo po qPCR
za vsak vzorec izmerili intenziteto fluore-
scence. Izrac¢unali smo povpre¢no razmerje
vrednosti intenzitete fluorescence reporter-
skih barvil za mutirani (barvilo FAM™-alel
Y) in nemutirani (barvilo VIC®-alel X) alel.
To razmerje smo primerjali z razmerjem in-
tenzitete flourescen¢nih sond mutiranega in
nemutiranega alela razmejitvenega vzorca
(Cut-Oft Sample), ki smo ga vsaki¢ vkljucili

v izvedbo preiskave. Ce je bilo to razmerje
> 1, je bil vzorec pozitiven za mutacijo MPL
WsisL/K. Ce je bilo razmerje <1, potem
vzorec ni vseboval mutacije MPL W515L/K.
Razmejitveni vzorec vsebuje 1,5 % mutirane-
ga alela MPL Ws151L ali W515K. To je tudi
meja obcutljivosti nasega nacina.

Preizkuse smo opravili v dvojniku. Ana-
lizirali smo 25 ng DNA vzorca v skladu z
navodili proizvajalca reagencnega kompleta
(Ipsogen, Francija). Preizkuse smo izvedli
na napravi ABI PRISM 7000 SDS (Applied
Biosystems).

Statisticno obdelavo vzorcev smo izve-
dli s pomocjo statisticnega programa SPSS
(Statsoft Inc, ZDA). Kot parametre opisne
statistike smo doloc¢ili povpre¢no vrednost,
standardno deviacijo in koeficient variacije.

Rezultati

Izvedli smo §tiri analizne preizkuse, kjer
smo socasno dolocali obe mutaciji, MPL
Ws15L in MPL W515K. Pridobili smo podat-
ke o vrednosti kvantifikacijskega cikla (angl.
quantification cycle, Cq) v qPCR reakciji in
intenzitete flourescen¢nih sond mutiranega
in/ali nemutiranega alela za pozitivni, nega-
tivni kontrolni vzorec, razmejitveni vzorec
in vzorce bolnikov po nacinu alelne diskri-
minacije, opisane v poglavju Bolniki in me-
tode:

Pri pozitivnih kontrolnih vzorcih smo
pomnozili le alel z mutacijo (Cq FAM), ne-
mutiranega alela (Cq VIC), to je divjega tipa
v qPCR, nismo zaznali. Vrednost Cq za ne-
mutirani alel je bila o (Tabela 1). Pri nega-
tivnem kontrolnem vzorcu smo pomnozili
ravno obratno, le nemutiran alel - divji tip.
Vrednost Cq za mutirani alel je bila o (Tabe-
la1). Pri razmejitvenem vzorcu smo pomno-
zili tako mutirani kot nemutirani alel, pri
¢emer je bila vrednost Cq za mutirani alel
vedja, kar pomeni manj$o zacetno koli¢ino
DNA, ki vsebuje mutacijo (Tabela 1).
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Iz izmerjenih vrednosti Cq v §tirih ana- in razmejitvenega vzorca sluzijo kot nadzor
liznih preizkusih smo za pozitivni in nega- natancnosti dolo¢anja prisotnosti mutacij
tivni kontroli ter razmejitveni vzorec pri MPL Ws515L/K v razli¢nih preizkusih.
posameznem genotipu izracunali srednjo Genotipizacija oz. doloc¢itev mutacije
vrednost, standardni odklon in koeficient MPL Ws515K/L z uporabljenim reagencnim
variacije vrednosti Cq. Ugotovili smo dobro kompletom temelji na nacinu alelne dis-
ponovljivost vrednosti Cq kontrolnih vzor- kriminacije in na razmejitvenem vzorcu, ki
cev in razmejitvenega vzorca pri posame- oznacuje mejo obcutljivosti naSega testnega
znem genotipu (Tabela 1). Pri rednem delu sistema. Preglednica 2 prikazuje vredno-
nam lahko vrednosti Cq kontrolnih vzorcev sti intenzitete fluorescence mutiranega in

Tabela 2: Vrednosti intenzitete fluorescence mutiranega in nemutiranega alela razmejitvenega vzorca za mutacijo MPL W515K in
mutacijo MPL W515L, pridobljenih v Stirih analiznih preizkusih gPCR in alelne diskriminacije.

Mutirani alel-Y Nemutiranialel-X | Srednjavrednost Srednja vrednost Razmerje=
mutirani alel-Y nemutiranialel-X | Srednjavrednost
nemutirani alel-X/

srednja vrednost
mutirani alel-Y

Razmejitveni vzorec W515K

Eksp. 1 1,965 1,009

1,889 0,999 0,529
Eksp. 1 1,812 0,989
Eksp. 2 2,164 1,353

2,069 1,335 0,645
Eksp. 2 1,974 1,316
Eksp. 3 1,974 1,035

1,900 1,025 0,539
Eksp. 3 1,826 1,015
Eksp. 4 2,051 1,289

1,965 1,220 0,621
Eksp. 4 1,879 1,151
Srednja
a5 / / 1,956+ 0,083 1,145+0,160 0,584 + 0,058
Koef. variacije (%) / / 4,243 13,973 9,96
Razmejitveni vzorec W515L
Eksp. 1 1,976 1,338

1,974 1,290 0,653
Eksp. 1 1,972 1,242
Eksp. 2 2,029 1,073

2,029 1,061 0,523
Eksp. 2 2,029 1,048
Eksp. 3 2,379 1,384

2,382 1,393 0,585
Eksp. 3 2,384 1,401
Eksp. 4 2,062 1,187

2,053 1,214 0,591
Eksp. 4 2,043 1,241
Srednja
sl S0 / / 2,109+0,184 1,239+0,140 0,588 + 0,053
Koef. variacije (%) / / 8,724 11,299 9,04

Legenda: SD, standardni odkon; Cq FAM; vrednost kvantifikacijskega cikla za mutiran alel; Cq VIC, vrednost kvantifikacijskega cikla
za nemutirani alel, divji tip.
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nemutiranega alela razmejitvenega vzorca
za mutacijo MPL W515K in mutacijo MPL
W5s15L, pridobljenih v §tirih analiznih pre-
izkusih qPCR in alelne diskriminacije. Ko-
eficienti variacije so nekoliko ve¢ji kot pri
koeficientih variacije za Cq, dobljenih za
razmejitveni vzorec (Tabela 1).

Dolocitev mutacij MPL W515L/K

s kvantitativno verizno reakcijo

s polimerazo vrealnem casuin z
nacinom alelne diskriminacije pri
bolnikih z esencialno trombocitemijo

Z uporabljenima testnima sistemoma
smo prisotnost mutacije MPL W515L ugo-
tovili pri 3 bolnikih z ET (4 %) (Tabela 3).
Prisotnost mutacije MPL W515K pa pri 1
bolniku z ET (2 %) (Tabela 3). Obe mutaciji
se skupno pojavljata pri 5 % bolnikov z ET, ki
smo jih vklju¢ili v raziskavo.

V testenem sistemu za dolocitev mutacije
MPL W5i5L je povprecna vrednost in stan-
dardni odklon vrednosti Cq vzorcev bolni-
kov za nemutirani alel znasal 28,01+ 0,97.
Koeficient variacije je bil 3,46 %. V testnem
sistemu za dolo¢itev mutacije MPL W515K
je srednja vrednost in standardni odklon
vrednosti Cq vzorcev bolnikov za nemuti-
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rani alel zna$al 28,73 +1,10. Koeficient vari-
acije je bil 3,82 %. Pri bolnikih, ki niso imeli
prisotne mutacije MPL W515 L/K, so srednje
vrednosti, standardni odklon in koeficient
variacije vrednosti Cq nemutiranega alela
zelo podobne in kazejo na dobro ponovlji-
vost analiznega postopka.

Razpravljanje

Kvantitativna veriZna reakcijo s polime-
razo (qQPCR) in nacin alelne diskriminacije
je obcutljiv in specificen nacin za zaznavo
somatskih mutacij in se v molekularnoge-
netski diagnostiki pogosto uporablja za ta
namen. Izbira, nacrtovanje visoko speci-
ficnih oligonukleotidov in sond je klju¢na
za zaznavo mutacij, $e posebej z nac¢inom
alelne diskriminacije. Pomembno je, da v
qPCR reakciji za posamezen alel dobimo
specifi¢cno pomnozevanje ciljnega DNA (ali
cDNA) odseka in prileganje fluorescen¢no
oznacenih sond. Vrednost Cq alela, ki ga ne
doloc¢amo, bi naj bila enaka nic. Ce ta ni ni¢,
smatramo, da je priSlo do pomnozevanja
neznanega, nespecificnega odseka DNA (ali
cDNA) ali nespecifi¢ne zaznave. Preizkusi
na kontrolnih vzorcih nam lahko ob vpelja-
vi nacina sluzijo za to oceno. Nespecifi¢cno

Tabela 3: Vrednosti intenzitete fluorescence mutiranega in nemutiranega alela vzorcev bolnikov z ET in prisotno mutacijo MPL W515L

ali MPL W515K.

Mutirani
alel-Y

Nemutirani | Srednja | Srednja Razmerje=

Razmerje=

alel-X vrednost | vrednost Srednja vrednost [Srednja vrednost nemutirani alel-X/

mutirani | nemutirani | nemutiranialel-X/ srednja vrednost mutirani alel-Y] /
alel-Y alel-X srednja vrednost [RV Srednja vrednost nemutirani alel-X /

1,884
11980

1,939

1,374
11751

1,329

1213
J1583

1,230

1,549
J1509

1,584

mutirani alel-Y

1,652
1,012 1,652 0,864
1,652
4,136
1352 4,018 2,973
3,899
3,802
1,222 3,854 3,155
3,906
2,655
1,567 2,733 1,745
2,811

Legenda: RV, razmejitveni vzorec.

RV srednja vrednost mutirani alel-Y]

1,461

5,026

5,334

3,298
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pomnozevanje odseka DNA (ali cDNA) ali
nespecifi¢no prileganje fluorescentno ozna-
cenih sond nam lahko moti nacin alelne
diskriminacije. Ker nacin sloni na kon¢no
izmerjeni intenziteti fluorescen¢no ozna-
¢enih sond, nam ta nespecificnost znizuje
obcutljivost in specifi¢nost preiskave. Zato
je pomembno, da pri kontrolnih vzorcih
zaznamo le Zzeleno, ciljno pomnozitev od-
seka DNA (ali cDNA), kar je primer tudi v
nasih preizkusih dolo¢anja mutacije MPL
Ws15K/L (Tabela 1).

Vrednosti standardne deviacije in koe-
ficienta variacije za pozitivni in negativni
kontroli ter razmejitveni vzorec, pridoblje-
ne v 4 analiznih poskusih, kazejo na dobro
ponovljivost vrednosti Cq. Z nadaljnjimi
preizkusi v rednem delu v laboratoriju se te
vrednosti lahko nadgradijo z namenom pri-
dobiti $e bolj natan¢nejse podatke. Ze sedaj
lahko te vrednosti sluzijo za oceno natanc-
nosti analiz za dolocitev prisotnosti mutacij
MPL Wsi15L/K.

Genotipizacija oz. dolocitev mutacije
MPL W515K/L z uporabljenim reagen¢nim
kompletom temelji na razmejitvenem vzor-
cu, ki oznacuje mejo obcutljivosti nasega te-
stnega sistema. Koeficienti variacije kon¢no
izmerjenih fluorescenéno oznacenih sond
nac¢ina alelne diskriminacije so nekoliko
vedji kot koeficienti variacije vrednosti Cq,
dobljenih za razmejitveni vzorec (Tabela
1), vendar je to v skladu s potekom reakcije
qPCR, katerega intenziteta fluorescence pri
koncu qPCR reakcija lahko doseze plato.
Ta pa se od vzorca do vzorca razlikuje, ve-
¢inioma bolj kot vrednost Cq, zato se v pre-
iskavo vkljuc¢i razmejitveni vzorec, ki ima
znano vrednost deleza pozitivnega vzorca in
nam omogoca zanesljivo dolocitev iskanega
genotipa. Ob pojavu bolezni je lahko delez
malignega klona med normalnimi levkociti
razli¢en. Tako negativen rezultat pomeni, da
mutacije nismo zaznali na meji obcutljivosti
preiskave, v nagem primeru 1,5 %. Izsledke je
zato potrebno vedno vrednotiti skupaj s kli-
ni¢no sliko in drugimi preiskavami.

Z uporabljenima testnima sistemoma
smo prisotnost mutacije MPL Ws15L ugo-
tovili pri 3 bolnikih z ET (4 %) (Tabela 3).
Prisotnost mutacije MPL Ws515K pa pri 1
bolniku z ET ( 2 %) (Tabela 3). Obe mutaciji

se skupno pojavljata pri 5% bolnikov z ET,
ki smo jih vkljucili v raziskavo. V nasi raz-
iskavi se delez prisotnosti mutacije ujema z
objavljenimi podatki iz literature. Tako kot v
literaturi smo tudi v nasi raziskavi ugotovi-
li, da je mutacija MPL Ws515L pogostejsa od
mutacije MPL W515K.

Zakljucek

Na podlagi izsledkov nase raziskave lah-
ko zaklju¢imo, da je reagen¢ni komplet MPL
MutaScreen™ Kit (Ipsogen) primeren za re-
dno dolo¢itev prisotnosti somatskih mu-
tacij MPL Ws15L in MPL W515K v vzorcih
DNA, izoliranih iz granulocitov. Mutaciji
MPL Ws15L in MPL W515K se pojavljata v
5% bolnikov z ET in negativnim izvidom za
prisotnost mutacije JAK2 V617F. Mutacija
MPL W5s15L je pogostejsa od mutacije MPL
W515K. Doloc¢itvi mutacij MPL Ws515L/K sta
pomembni dodatni diagnosti¢ni preiskavi
pri opredelitvi MPN. Sta dokaz klonskosti.
Smiselno ju je opraviti pri bolnikih s sumom
na ET ali PM in negativnim izsledkom za
prisotnost mutacije JAK2 V617F.

Zahvala

Avtorji se zahvaljujemo ga. Anici Mihaj-
lovi¢ in ga. Mariji Jedrt Mandelc Mazaj za
pomoc¢ pri zbiranju in evidentiranju vzorcev.
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