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PRISOTNOST DELEZA MUTIRANEGA ALELA JAK2 VG617F
PRI KRONICNIH MIELOPROLIFERATIVNIH BOLEZNIH

JAK2 V617F ALLELE BURDEN IN CHRONIC MYELOPROLIFERATIVE DISEASES
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! Klini¢ni oddelek za hematologijo, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana, Zaloska 7, 1525 Ljubljana
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Izvlecek

Izhodisca Kronicne mieloproliferativne bolezni (KMPB) so skupina kronicno potekajocih krvnih
bolezni, pri katerih je zvecano nastajanje krvnih celic zaradi motnje na ravni maticne
celice. Prisotnost Ph-kromosoma lo¢i kronicno mieloicno levkemijo (KML) od drugih
KMPB. Mutacija JAK2V617F je prisotna pri 76-97 % bolnikov s pravo policitemijo (PRV),
29-75 % bolnikouv z esencialno trombocitemijo (ET) in 50 % bolnikov s kronicno idiopat-
sko mielofibrozo (KIMF). Delez mutiranega alela verjetno sovpada s klinicno sliko pri teh
boleznih.

Material in metode Vraziskavo smo vkljucili 110 bolnikov z diagnozo ET, PRV in KIMF, za katere smo imeli
shranjene vzorce DNA granulocitov. Delez mutiranega alela v vzorcih DNA granulocitov
smo pridobili s kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo v realnem casu (RQ-PCR).

Rezultati Pouvprecna vrednost odstotka mutiranega alela JAK2 V617F znasa 25 % za bolnike z ET,
47 % za bolnike s PRV in 85 % za bolnike s KIMF. Obstaja statisticno pomembna korelacija
med odstotkom mutiranega alela in Stevilom levkocitov.

Zakljucki Potrdili smo razlicen odstotek mutacije pri bolnikih z ET, PRV in KIMF. Mozno je, da gre
pri KMPB za enovito bolezen z razlicnimi fenotipi bolezni glede na odstotek mutiranega
alela JAK2V617F. Dokazali smo vpliv deleza mutiranega alela na krvno sliko.

Kljucne besede delez mutiranega alela JAK2 V617F, esencialna trombocitoza, prava policitemija; kronic-
na idiopatska mielofibroza

Abstract

Background Chronic myeloproliferative disorders (CMPD) are a group of conditions affecting the
stem cell causing over-production of one or more of the blood cells. The presence of
Ph chromosome distinguishes chronic myeloid leukemia (CML) from other diseases of the
group. JAK2 V617F mutation is present in 76-97 % of patients with polycythaemia vera
(PRV), 29-75 % of patients with essential thrombocythaemia (ET) and 50 % of patients
with chronic idiopathic myelofibrosis (CIMF). The JAK2 V617F allele burden correlates
with the clinical picture of the diseases.

Methods We involved 110 patients with ET, PRV and CIMF in whom we already had extracted DNA
samples from granulocytes. We established the JAK2 VO617F allele burden in the DNA of
granulocytes by using real-time polymerase chain reaction (RQ-PCR).

Results The mean allele burden of JAK2 V617F is 25 % in patients with ET, 47 % in patients with
PRV and 85 % in patients with CIMF. There is a statistically significant correlation between
the allele burden and the number of leukocytes in peripheral blood.
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Conclusion The mean allele burden of JAK2VO17F is different in ET, PRV and CIMF. It is plausible that
the three seperate diseases are only different clinical pictures of the same CMPD depending
on the allele burden. The allele burden strongly correlates with the peripheral blood count.

Key words JAK2VO617F allele burden, essential thrombocythaemia;, polycythaemia vera; chronic idio-
pathic myelofibrosis

Uvod Preiskava za dokazovanje odstotka

Kroni¢ne mieloproliferativne bolezni (KMPB) so sku-
pina kroni¢no potekajocih krvnih bolezni, pri kate-
rih je zvec¢ano nastajanje krvnih celic zaradi motnje
naravni mati¢ne celice. Mednje Stejemo kroni¢no mi-
eloi¢no levkemijo (KML), pravo policitemijo (PRV),
esencialno trombocitemijo (ET), kroni¢no idiopatsko
mielofibrozo (KIMF) in nekatere redkejse bolezni. Gre
za podobne si bolezni s prepletajo¢imi se klini¢nimi
slikami in laboratorijskimi odstopanji. Prisotnost
Ph-kromosoma lo¢i KML od drugih KMPB. Pri drugih
KMPB is¢emo zanesljive oznacevalce, ki bi omogoca-
li razlikovanje med njimi in drugimi boleznimi."?
Pomemben napredek predstavlja odkritje tockovne
mutacije na genu za tirozinsko kinazo JAK2.>* Ta so-
deluje pri prenosu signala iz receptorja na znotrajce-
licne signalne poti. Mutacija povzroci zamenjavo vali-
na za fenilalanin na mestu 617 (V617F), kar privede
do kontinuirane kinazne aktivnosti in spodbujanja
signalne poti.3-> Mutacija JAK2 V617F je prisotna pri
76-97 % bolnikov s PRV, pri 29-75 % bolnikov zET in
pri 50 % bolnikov s KIMF.>4¢ Raziskava na slovenskih
bolnikih je pokazala prisotnost mutacije pri 43 % bol-
nikov z ET, pri 100 % bolnikov s PRV in pri 33 % bolni-
kov s KIMF.” Mutacija je specifi¢na za KMPB. Redko
je prisotna pri drugih krvnih rakavih obolenjih. Raz-
iskave so pokazale vpliv odstotka mutiranega alela
JAK2 V617F na fenotip bolezni. Tako pri bolnikih z
ET odstotek mutiranega alela sovpada z vedjimi vre-
dnostmi hemoglobina, hematokrita in z ve¢jim Stevi-
lom levkocitov ter manjsim Stevilom trombocitov.®?
Podoben vpliv odstotka mutiranega alela na fenotip
bolezni je prisoten tudi pri bolnikih s PRV.!1> ! Delez
mutiranega alela se razlikuje pri KMPB. Tako se delez
mutiranega alela povecuje od ET preko PRV do
KIMF.!" Obstaja povezava med vedjim delezem muti-
ranega alela in agresivnejSo obliko bolezni, ve¢jim
Stevilom tromboz ter sr¢no-Zilnimi zapleti pri bolni-
kih zET.?

Zasnova naloge in metode
Bolniki

V raziskavo smo vklju¢ili 110 bolnikov z diagnozo ET,
PRV ali KIMF po merilih SZO."? V Specializiranem he-
matoloskem laboratoriju Klini¢nega oddelka za he-
matologijo Univerzitetnega klini¢cnega centra Ljublja-
na smo imeli za vse bolnike shranjene vzorce DNA
granulocitov. Pri vseh bolnikih smo imeli na razpola-
go podatke o krvni sliki, klini¢nem statusu in zdrav-
ljenju ob odvzemu krvi za preiskavo dokazovanja mu-
tacije JAK2 V617F.

mutiranega alela JAK2 V617F

Delez mutiranega alela v vzorcih DNA granulocitov
(25 ng) smo pridobili s kvantitativno verizno reakcijo
s polimerazo v realnem c¢asu (RQ-PCR) in reagenti
kompleta JAK2 V617 MutaQuant kit (Ipsogen). S spe-
cifi¢nimi oligonukleotidi smo lo¢eno pomnozili od-
sek DNA z ali brez mutacije. Iz standardov z znanim
delezem mutiranega alela JAK2 V617F smo z RQ-PCR
pridobili umeritveni krivulji. Iz umeritvenih krivulj
smo dolocili stevilo kopij za mutirani in nemutirani
alel JAK2 V617F. Po formuli JAK2V617F % = (5t. kopij
V617F/(8tkopij VO617F + §t. kopij divjega tipa)) x 100
smo dolocili deleZ JAK2 V617F mutacije.

Statisti¢na obdelava

Podatke smo obdelali s pomoc¢jo programa SPSS
(Statsoft Inc, ZDA). Razlike v prisotnosti mutacije na
JAK?2 prirazli¢nih boleznih smo opredelili zenosmer-
nim preizkusom ANOVA. S post hoc Tukeyevim pre-
izkusom smo opredelili razlike med posameznimi
boleznimi. Korelacijo med deleZem prisotnega muti-
ranega alela in Stevilom trombocitov, levkocitov in
vrednostjo hemoglobina smo opredelili s Pearsono-
vim dvosmernim preizkusom.

Rezultati

Znacilnosti bolnikov

V raziskavo smo vkljucili 110 bolnikov, od tega 43
(39 %) moskih in 67 (61 %) Zensk. Mediana starosti je
znasala 59 let (razpon 20-89 let). 87 bolnikov je imelo
ET, 18 bolnikov PRV in 5 bolnikov KIMF. Mutacija na
JAK?2, ugotovljena s kvantitativno metodo, je prisotna
pri 53 (61 %) bolnikih z ET, 17 (94 %) bolnikih s PRV
in 5 (100 %) bolnikih s KIMF. Zdravljenje prejema 22
bolnikov z ET, 12 bolnikov s PRV in 2 bolnika s KIMF.
Za nadaljnjo obdelavo smo poiskali bolnike s prisot-
no mutacijo JAK2 V617F, ki ne prejemajo zdravljenja
in prikaterih zaradi policitemije ne opravljamo vene-
punkcij. Taksnih bolnikov je bilo 34 ZET, 5 bolnikov s
PRV in 3 bolniki s KIMF. Razpredelnica 1 prikazuje
znacilnosti bolnikov.

Delez mutiranega alela JAK2 V617F pri
bolnikih s KMPB

Pregledali smo bolnike s prisotno mutacijo na JAK2
VO617F, ki ne prejemajo zdravljenja. Povprecna vre-
dnost odstotka mutiranega alela JAK2 V617F zna$a
25 % zabolnike z ET, 47 % za bolnike s PRV in 85 % za
bolnike s KIMF. Razpredelnica 1 prikazuje delez mu-
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Razpr. 1. Znacilnosti bolnikov.
Table 1. Characteristics of patients.

Znacilnost

Characteristic

Stevilo bolnikov ali mediana
vrednost (razpon)

Number of patients or median
number (range)

Starost - leta / Age - years
Spol/ Gender

Moski / Male

Zenski / Female
Bolnikov z ET / ET patients

Stevilo bolnikov s prisotno mutacijo (%) / Number of patients with JAK2 V617F (%)

Stevilo zdravljenih (%) / Number of patients treated (%)

Stevilo nezdravljenih s prisotno mutacijo (%) / Number of patients treated with JAK2 V617F mutation (%)

Hemoglobin, g/L / Hemoglobin, g/L
§tevilu trombocitov, x 10°/L / Platelet count, x 10%/L
Stevilo levkocitov, x 10°/L / Leukocyte count, x 10°/L

Povprecje odstotka mutiranega JAK2 / Mean JAK2 V617F burden

Bolnikov s PRV / PRV patients

Stevilo bolnikov s prisotno mutacijo (%) / Number of patients with JAK2 V617F (%)

Stevilo zdravljenih (%) / Number of patients treated (%)

Stevilo nezdravljenih s prisotno mutacijo / Number of untreated patients with JAK2 V617F mutation (%)

Hemoglobin, g/I. / Hemoglobin, g/L
§tevilo trombocitov, x 10°/L / Platelet count, x 10°/L
Stevilo levkocitov, x 10°/L / Leukocyte count, x 10%/L

Povprecje odstotka mutiranega JAK2 / Mean JAK2 V617F burden

Bolnikov s KIMF / CIMF patients

Stevilo bolnikov s prisotno mutacijo (%) / Number of patients with JAK2 V617F (%)

Stevilo zdravljenih (%) / Number of patients treated (%)

Stevilo nezdravljenih s prisotno mutacijo (%) / Number of untreated patients with JAK2 V617F mutation (%)

Hemoglobin, g/L / Hemoglobin, g/L
§tevilo trombocitov, x 10°/L / Platelet count, x 10°/L
Stevilo levkocitov, x 10%/L / Leukocyte count, x 10°/L

Povpredje odstotka mutiranega JAK2 / Mean JAK2 V617F burden

59 (20-89)

43

67

87

53 (61 %)
22(25%)

34 (39 %)

139 (103-173)

660 (354-2155)
8,3 (4,6-22,7)
25%

18

17 (94 %)

12 (67 %)

5(28 %)

166 (128-195)
475 (411-610)
12,2 (4,2-25,8)
47 %

5

5 (100 %)

2 (40 %)

3(60 %)

133 (128-138)
364 (111-679)
13,3 (12,4-25.3)
85%

Hemoglobin, stevilo trombocitov, levkocitov in odstotek mutiranega alela JAK2 se nanasajo na bolnike s prisotno mutacijo JAK2 brez zdravljenja.
Hemoglobin, leukocyte count, platelet count and JAK2 V617F allele burden relates to patients with JAK2 V617F mutation without treatment.

tiranega alela pri ET, PRV in KIMF. Slika 1 prika-zuje
povprecno vrednost odstotka mutiranega alela JAK2
V617F pri ET, PRV in KIMF. Z enosmernim preizku-
som ANOVA in post hoc Tukeyevim preizkusom smo
ugotovili, da obstaja statisticno pomembna
(p <0,001) razlika za odstotek mutiranega alela med
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Povprecje odstotka prizadetega alela
Mean JAK2 V617F burden

20 —

ET PRV
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SL. 1. Povprecni odstotek mutiranega alela JAK2V617F
pribolnikih z ET, s PRV in KIMF brez zdravljenja.

Figure 1. Mean JAK2 V617F allele burden in patients
with ET, PRV and CIMF without treatment.

bolniki z ET in s KIMF. Statisticno pomembne razlike
med ostalimi kombinacijami nismo dokazali.

Korelacija med odstotkom mutiranega alela
JAK2 V617F in krvno sliko

Preizkusali smo domnevo, da odstotek mutiranega ale-
laJAK2V617F vpliva na fenotip bolezni. Napravili smo
Pearsonov dvosmerni preizkus korelacije. Dokazali
smo statisticno pomembno korelacijo med odstotkom
mutiranega alela in Stevilom levkocitov (Pearson-ov
koeficient korelacije r = 0,657, p < 0,001). Slika 2 pri-
kazuje porazdelitev stevila levkocitov pri razli¢nih od-
stotkih mutiranega alela JAK2 V617F. Pri dobljenih re-
zultatih sicer opazamo manjse Stevilo trombocitov in
vecjo vrednost hemoglobina z ve¢anjem odstotka mu-
tiranega alela JAK2 V617F, vendar za to korelacijo ni-
smo ugotovili statisticne znacilnosti.

Razpravljanje

V vzorcu 110 bolnikov smo nasli prisotnost mutacije
JAK2 V617F pri 53 (61 %) bolnikih z ET, 17 (94 %)
bolnikih s PRV in 5 (100 %) bolnikih s KIMF. Vredno-
sti se ujemajo z objavljenimi podatki iz literature.>4¢7
Odstopanje je prisotno le pri bolnikih s KIMF, pri ka-
terih smo nasli mutacijo pri vseh bolnikih, medtem
ko je v literaturi opisana pri priblizno 50 % bolnikov.
Dobljeno vrednost zaradi zelo majhnega vzorca bol-
nikov (5 bolnikov) tezko razloZzimo. Prisotnost muta-
cije pri KIMF je povezana z vecjimi vrednostmi he-
moglobina in nizjimi vrednostmi trombocitov.!” Moz-
no je, dase zdravnik odloca za dolo¢anje mutacije pri
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Odstotek prizadetega alela JAK2 / Mean JAK2 V617F burden

SL. 2. Korelacija med odstotkom mutiranega alela JAK2
V617F in Stevilom levkocitov v krvi (r = 0,657, p <
0,001).

Figure 2. Leukocyte blood count in correspondence
with the JAK2 V617F allele burden (r = 0.657, p <
0.001).

tistih bolnikih s KIMF, ki imajo vecje vrednosti hemo-
globinain ne povsem jasno diagnozo. Izbor takih bol-
nikov bi imel za posledico vedji odstotek mutacije
JAK2V617F pri pregledanem vzorcu bolnikov.

Preverili smo, ali obstaja med bolniki s KMPB razlika
za odstotek mutiranega alela. Povprecni odstotek mu-
tiranega alela znasa 25 % za bolnike z ET, 47 % za
bolnike s PRV in 85 % za bolnike s KIMF. Le razlika
med ET in KIMF je statisticno znacilna (p < 0,001).
Statisticne znacilnosti med drugimi skupinami naj-
verjetneje nismo dosegli zaradi majhnega stevila bol-
nikov. Slika 1 prikazuje povprecje odstotkov mutira-
nega alela JAK2 V617F. 1z dobljenih rezultatov lahko
sklepamo, da delez mutiranega alela najverjetneje
vpliva na fenotip bolezni. Prav tako smo ugotovili
statisticno znacilno (p < 0,001) korelacijo med od-
stotkom mutiranega alela in Stevilom trombocitov.
Slika 2 prikazuje korelacijo med odstotkom mutira-
nega alela in Stevilom levkocitov. Podobna korelaci-
ja se sicer nakazuje tudi za Stevilo trombocitov in
vrednost hemoglobina, vendar ni statisticno znacil-
na. Pri obdelavi podatkov smo obravnavali samo ti-
ste bolnike s prisotno mutacijo, ki se ne zdravijo.
Bolnike z vedjim Stevilom trombocitov in vedjimi
vrednostmi hemoglobina obi¢ajno zdravimo. Tako
ima 67 % bolnikov s PRV v nasem vzorcu normalno
vrednost hemoglobina, ker se zdravijo. S tem izgubi-
mo vecino bolnikov s huje potekajoco boleznijo in z
vedjimi vrednostmi hemoglobina. Podobno se zdra-
vi tudi 25 % bolnikov z ET, in sicer bolniki z najvedji-
mi vrednostmi Stevila trombocitov. To je verjetno
razlog, zakaj nismo dosegli statisti¢ne znacilnosti za
korelacijo med odstotkom mutiranega alela z vecjo
vrednostjo hemoglobina in manjsim Stevilom trom-

bocitov. Dobljeni rezultati potrjujejo podatke iz lite-
rature.5!!

Dobljeni rezultati in podatki iz literature dopuscajo
nadaljnjo razpravo. Tako je mozno, da KMPB pred-
stavlja enovito bolezen z razli¢nim klini¢nim fenoti-
pom. Odstotek mutiranega alela JAK2 V617F pa so-
vpada z vedjimi vrednostmi levkocitov (nasi rezulta-
ti), manj$im Stevilom trombocitov in ved¢jimi vrednost-
mi hemoglobina (podatki iz literature). Ob nizkem
odstotku mutiranega alela se bolezen izrazi kot ET,
medtem ko se pri ve¢jem delezu mutiranega alela iz-
razi kot PRV ali KIMF (Sl. 1). Prav tako moramo ome-
niti bolnike, pri katerih ne najdemo mutacije v genu
JAK2. Nasi podatki’ kazejo na pomembno razliko med
bolniki z ET s prisotno in odsotno mutacijo v genu
JAK2. Bolniki s prisotno mutacijo imajo vecje vredno-
sti hemoglobina in manjse Stevilo trombocitov.” Pri
bolnikih z odsotno mutacijo JAK2 V617F je verjetno
prisotna druga mutacija, ki povzroci klonsko rast ce-
lic. V naravnem poteku KMPB verjetno obstaja nepo-
znana mutacija, ki povzroci nenadzorovano rast ce-
lic. Ob pojavu novih mutacij, vklju¢no s poznano mu-
tacijo JAK2 VG617F, pa pride do znacilnega fenotipa
bolezni. Opisan stopenjski razvoj KMPB sovpada z
uveljavljeno tezo o nastanku rakavih bolezni.
Obstajajo podatki o pomenu mutacije JAK2 V617F za
napoved bolezni. Zaradi znac¢aja nase raziskave, ki je
bila presecna raziskava in ne prospektivna, na ta pro-
blem ne moremo odgovoriti. Prav tako je Stevilo za-
pletov pri KMPB relativno majhno, tako da bi za do-
sego statisticnega pomena potrebovali bistveno vec-
je skupino opazovanih bolnikov. Potencialno je kvan-
titativna dolocitev mutacije JAK2 V617F pomembna
za sledenje bolezni in ucinka zdravljenja. Tako med
zdravljenjem pri bolnikih s PRV pride do manjsanja
odstotka mutiranega alela.’** Pri majhnem stevilu bol-
nikov so ugotovili tudi popolno molekularno remisi-
jobolezni z odsotnostjo mutiranega alela celo po pre-
kinitvi zdravljenja (osebna komunikacija Hans Carl
Hasselbalch).'

Zakljucki

Z raziskavo smo v Specializirani hematoloski labora-
torij Klinicnega oddelka za hematologijo Univerzi-
tetnega klini¢nega centra Ljubljana uvedli kvantita-
tivno doloc¢evanje mutacije JAK2 V617F. Potrdili smo
razli¢en odstotek mutacije pri bolnikih z ET, s PRV in
KIMF ter pomen mutacije za krvno sliko. Mozno je,
da gre pri KMPB za enovito bolezen z razli¢nimi
fenotipi bolezni glede na odstotek mutiranega alela
JAK2V617F. Metoda zaradi nezadostnih podatkov o
klinicnem pomenu sledenja bolezni zaenkrat Se ni
uporabna za vsakdanje klini¢no vodenje bolnikov s
KMPB. Potrebne bodo dodatne prospektivne raziska-
ve, ki bodo pokazale pomen sledenja bolnikov s to
metodo.
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