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1. Sazetak

Mjerenje koli¢ine mutiranog alela V617F gena JAK2 u tijeku lije¢enja

kroni€nih mijeloproliferativnih neoplazmi

Ivo Veleti¢

Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu

Mijeloproliferativne neoplazme (MPN) klonalni su poremecaji krvotvorne mati¢ne stanice
karakterizirani nereguliranom proliferacijom jedne ili viSe mijeloidnih loza. Klasi¢ne BCR-ABL
negativne MPN obuhvacaju policitemiju veru (PV), esencijalnu trombocitemiju (ET) i
primarnu mijelofibrozu (PMF). SrediSnju ulogu u patogenezi ove skupine bolesti igra mutacija
V617F gena JAK2 (1849 G > T) koja se analizira u sklopu rutinske molekularne dijagnostike.
Opterecenje alelom (AB) mjera je udijela mutiranog alela u uzorku, a povezana je s rizikom
tromboti¢kih dogadaja, tezinom fenotipa bolesti i prezivljenjem. Kvantifikacija AB-a sve se
viSe Koristi za pracenje odgovora na terapiju, osobito novim lijekovima, te predvidanju ishoda
lijeCenja. U ovo istraZivanje bilo je ukljueno 11 ispitanika koji su u razdoblju od 2006. do
2014. godine s dijagnozom MPN-a lijeCeni u KB Dubrava. AB je odreden metodom
kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu pomoc¢u pristupa koji je preporucen od strane
European LeukemiaNeta. Rezultati AB-a u vrijeme postavljanja dijagnoze iznose: 19,6%
(PV), 14,4-66,0% (ET), 39,7-85,4% (PMF) i 48,4-68,0% (sekundarna mijelofibroza). Za
kasnije kvantitativno pracenje bilo je dostupno 5 bolesnika, od kojih je kod jednog zamije¢en
trostruki pad AB-a u terapiji interferonom. Zakljuéno, kvantifikacija mutiranog JAK2 alela
adekvatan je pristup dijagnostici te je indicirana za pracéenje tijeka lijec¢enja bolesnika s MPN-

om. Opterecenje alelom jedna je od determinanti klinickog fenotipa.

Kljuéne rije¢i: mijeloproliferativha neoplazma, mutacija, JAK2 V617F, kvantitativni PCR u

realnom vremenu, optere¢enje alelom



2. Summary

Quantitative Measurement of Mutated V617F Allele of JAK2 Gene in the

Course of Treatment of Chronic Myeloproliferative Neoplasms

Ivo Veletic¢
University of Zagreb School of Medicine

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are clonal disorders of the hematopoetic stem cells
characterized by unregulated proliferation of one or several myeloid lineages. Classic BCR-
ABL negative MPNs include polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET) and
primary myelofibrosis (PMF). A central role in pathogenesis of this group of diseases plays
V617F mutation of JAK2 gene (1849 G > T) which is analyzed as part of routine molecular
diagnostics. Allele burden (AB) is a measure of proportion of mutated allele within the
specimen, and has been correlated with the risk of thrombotic events, severity of the disease
phenotype and survival. AB quantification is used to assess treatment response, especially
following the use of new drugs, as well as to predict outcome of the treatment. Results show
AB at the time of diagnosis as follows: 19,6% (PV), 14,4-66,0% (ET), 39,7-85,4% (PMF) and
48,4-68,0% (secondary myelofibrosis). Five subjects were available for later quantitative
follow-up, one of which showed 3-fold decrease in AB following treatment with interferon. In
conclusion, quantification of mutated JAKZ2 allele is an adequate diagnostic approach
indicated for monitoring the course of treatment of patients with MPN. Allele burden is a

determinant of the clinical phenotype.

Keywords: myeloproliferative neoplasm, mutation, JAK2 V617F, quantitative real-time PCR,

allele burden



3. Uvod

3.1. Mijeloproliferativne neoplazme

3.1.1. Definicija i klasifikacija

Mijeloproliferativne neoplazme (MPN) klonalni su poremecaji krvotvorne mati¢ne stanice
karakterizirani nereguliranom proliferacijom jedne ili viSe mijeloidnih loza (granulocitne,
eritroidne, megakariocitne i mastocitne). Klasifikacija hematoloskih malignosti Svjetske
zdravstvene organizacije (SZO) u ovoj skupini razlikuje osam klini¢ko-patoloskih podentiteta:
kroniénu mijelogenu leukemiju (KML), policitemiju veru (PV), esencijalnu trombocitemiju
(ET), primarnu mijelofibrozu (PMF), kroni¢nu neutrofilnu leukemiju, kroniénu eozinofilnu
leukemiju koja nije drugacije specificirana, mastocitozu i neklasificiranu mijeloproliferativnu
neoplazmu (Vardiman et al. 2008). NajéeS¢e medu njima — KML, PV, ET i PMF — u literaturi
se nazivaju i “klasi€nim MPN”, buduéi da su kao mijeloproliferativni poremecaji prepoznate

jo§ sredinom proslog stoljeéa (Tefferi 2008).
3.1.2. Epidemiologija

MPN su prvenstveno neoplazme odrasle dobi s vrhuncem pojavnosti izmedu 40. i 80. godine
Zivota, premda su pojedinaéni slu€ajevi KML-a i ET-a zabiljeZzeni ve¢ u dje€joj dobi. Radi se o
skupini relativho &estih hematoloskih malignih bolesti s godiSnjom incidencijom u Europi od
3-4 na 100.000 stanovnika i prevalencijom od priblizno 20 na 100.000 Europljana (Sant et al.
2010; Visser et al. 2012). Do danas identificirani Cimbenici rizika povezani s razvojem
neoplastiCne mijeloproliferacije jesu starija zivotna dob, muski spol i bijela rasa (Rollison et
al. 2008). Dokazano prisustvo MPN-a kod srodnika u prvom koljenu povecava relativni rizik

za obolijevanje za 5 do 7,5 puta (Landgren et al. 2008).
3.1.3. Etiologija i patogeneza

U podlozi veéine kroni¢nih mijeloproliferativnih neoplazmi, s iznimkom rijetkih oblika kao Sto
su atipicna KML i obiteljska policitemija, nalazi se lezija jednog ili viSe gena koji kodiraju
citoplazmatske ili receptorske protein tirozin kinaze (PTK). Rije¢ je o brojnoj porodici proteina
koji su odgovorni za unutarstanicni prijenos signala, a aktiviraju ih receptori hematopoetskih
faktora i citokina (Verma et al. 2003). Do danas opisane lezije gena za PTK ukljucuju
balansirane translokacije, delecije i toCkaste mutacije koje uzrokuju konstitutivhu aktivaciju

odredene PTK (De Keersmaecker & Cools 2006). Mutirana kinaza imitira signalni put

1



normalne hematopoeze, Sto rezultira nereguliranom proliferacijom klona. U slu¢aju KML-a
takva specificna genska lezija, BCR-ABL1 fuzijski gen, udruzena je s karakteristicnom
klinickom, laboratorijskom i morfoloS§kom slikom, zbog ¢ega je vazan dijagnosticki kriterij. U
slu¢aju ostalih, tzv. BCR-ABL1 negativhih MPN-ova, genske lezije su potvrda neoplasti¢ne
prirode mijeloidne proliferacije (Tefferi & Vardiman 2008). Do danas poznate lezije ukljucuju
gene: JAK2 (ekson 14 i ekson 12), MPL (ekson 10), TET2, ASXL1, IDH1, IDH2, CBL, IKZF1,
LNK i EZH2 (Tefferi 2010).

3.1.4. Klini¢ka slika

ZajedniCko obiljezje svih podentiteta MPN-a je hipercelularnost kosStane srzi (KS) uz
zadrzano efektivno hematopoetsko sazrijevanje i povecéan broj eritrocita, granulocita i/ili
trombocita u perifernoj krvi (PK). Splenomegalija i hepatomegalija ¢esto se nalaze kod ovih
se bolesnika kao posljedica sekvestracije krvnih stanica ili proliferacije abnormalnih stanica

hematopoeze.

Za razliku od PV-a, Cija je posebnost nalaz eritrocitoze, ET i PMF ne pokazuju nijednu
jedinstvenu bioloSku niti kliniCku karakteristiku. Trombocitoza, koja je glavno obiljezje ET-a,
nerijetko je prisutna i u sklopu PV-a i PMF-a. Splenomegaliju, koja je razmjerno Cest fizikalni
znak u sklopu PMF-a, nalazimo i u tre¢ine bolesnika s PV-om i ET-om. Biopsija KS-a mozZe
razlugiti izmedu pojedinih oblika MPN-a, no zbog osjetljivosti metode i subjektivhe procjene,
reproducibilnost takve analize nije apsolutna. Nalaz 10-19% blasta u KS oznacava ubrzanu
fazu bolesti, dok je nalaz 20% i viSe blasta dovoljan za postavljanje dijagnoze blasti¢ne faze.
Progresiju bolesti moze nagovijestiti molekularna dijagnostika, klini¢ki nalaz organomegalije,

promjena hematograma, mijelofibroza i poCetak mijelodisplazije.

Medu klasi¢énim MPN-ovima, PV i ET se odlikuju relativno indolentnim tijekom koji rijetko
dovodi do znac€ajnijeg skracenja zivotnog vijeka — median preZzivljenja ovih bolesnika redovito
iznosi viSe od 20 godina. Medutim, vecina bolesnika s vremenom razvije neku od ozbiljnijih i
potencijalno Zivotno ugroZavajucih komplikacija medu kojima najznacajnije mjesto zauzimaju
tromboze i krvarenja. PMF, s druge strane, pokazuje teZi klinicki tijek i trajanje Zivotnog
vijeka tih bolesnika je znatno umanjeno. Svaka MPN ima potencijal da postupno progredira
do zatajenja koStane srzi koje nastaje kao poslijedica mijelofibroze, mijelodisplazije ili
prelaska u akutnu blastnu fazu (Campbell & Green 2006). Takva transformacija
mijeloproliferativne neoplazme naj¢esce se javlja spontano kao dugoro¢na sekvela kroni¢ne
faze bolesti, ali moze nastati i i ijatrogeno uslijed primjene nekih lijekova poput radioaktivhog
fosfora ili alkiliraju¢ih agensa (Bjorkholm et al. 2011). Relativho 5-godiSnje preZivljenje od
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mijeloproliferativnih  neoplazmi u Europi iznosi 62% (Visser et al. 2012). Uniformni

dijagnosticki kriteriji SZ0-a za BCR-ABL negativne klasi¢éne MPN prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Dijagnosticki kriteriji za BCR-ABL negativne klasi¢ne mijeloproliferativne neoplazme (MPN)
(Tefferi & Vardiman 2008)

MPN Kriteriji
Policitemija vera (PV) Potrebno ispuniti oba velika i 1 mali ili prvi veliki i 2 mala kriterija
Veliki kriteriji 1. Hemoglobin > 18,5 g/dL (muskarci) ili 16,5 g/dL (zene),

ili drugi dokaz poveéanog volumena eritrocita

2. Nalaz JAK2 V617F ili druge funkcionalno slicne mutacije

Mali kriteriji 1. Hipercelularnost KS uz panmijelozu i zna¢ajnu eritrocitnu,
granulocitnu i megakariocitnu proliferaciju
Serumski eritropoetin snizen ispod referentne vrijednosti

In vitro rast endogene eritroidne kolonije

Esencijalna trombocitemija (ET)  Potrebno ispuniti sva 4 kriterija

Broj trombocita = 450 x 10°%/L
2. Proliferacija morfoloski velikih i zrelih megakariocita u KS,
bez znacajnije granulocitne i eritrocitne proliferacije
Neispunjeni kriteriji za PV, KML, MDS i dr. mijeloidne neoplazme
Dokaz JAK2 V617F ili drugog klonalnog biljega,

ili u nedostatku isklju¢enje reaktivne trombocitoze

Primarna mijelofibroza (PMF) Potrebno ispuniti sva 3 velika i 2 mala kriterija

Veliki kriteriji 1. Proliferacija i atipija megakariocita u KS uz retikulinsku ili
kolagenu fibrozu, ili nalaz prefibrozne celularne faze bolesti
Neispunjeni kriteriji za PV, KML, MDS i dr. mijeloidne neoplazme
Dokaz JAK2 V617F ili drugog klonalnog biljega,
ili u nedostatku isklju¢enje sekundarne mijelofibroze

Mali kriteriji Leukoeritroblastoza
Povisen serumski LDH

Anemija

A w0 DN -~

Palpabilna splenomegalija




3.1.5. Vaskularne komplikacije

Najznacanije komplikacije mijeloproliferativnih neoplazmi, ali i jedini neovisan ¢imbenik rizika
za letalni ishod od ove skupine bolesti, predstavljaju splanhni¢ke venske tromboze (SVT)
(Sekhar et al. 2013). SVT po definiciji uklju€uju parcijalnu ili kompletnu trombotic¢ku
opstrukciju jedne ili nekoliko glavnih vena splanhniCkog sliva: v. portae (TVP), v.
mesentericae (TVM), v. lienalis (TVL) i hepaticke vene (Budd-Chiariev sindrom, BCS).
Njihova prevalencija u op¢oj populaciji iznosi 1-2%, $to se najvec¢im dijelom odnosi na TVP
(Ageno et al. 2012). Iskljuce li se lokalni uzroci (ciroza i karcinom jetre), i do 40% svih SVT-a
nastaje kao posljedica mijeloproliferacije (Smalberg et al. 2012). Glavni ¢imbenici rizika za
razvoj tromboze kod ovih bolesnika jesu starija Zivotna dob, tromboti¢ki incidenti u osobnoj
anamnezi i povecani broj krvnih stanica (Carobbio et al. 2011), ali €ini se da znacajnu ulogu
igraju i kardiovaskularni ¢imbenici rizika, uklju€ujuci hipertenziju, hiperlipidemiju, Secernu

bolest i puSenje (Barbui et al. 2012).
3.1.6. Lijecenje

Prije poCetka lijeCenja MPN-a vazno je kritiCki odrediti rizik i oCekivani ishod lijeenja. Prema
smjernicama European LeukemiaNeta (ELN) (Barbui et al. 2011), ciljevi terapije bolesnika s
PV-om i ET-om trebaju biti prevencija i kupiranje komplikacija bolesti, minimizacija rizika za
razvoj akutne leukemije i sekundarne mijelofibroze te kontrola rizi¢nih stanja poput trudnoce i
kirur§kih zahvata. Ciljevi lijeCenja PMF-a trebaju biti produljenje Zivota, dok je izljeCenje
moguce posti¢i alogenom transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica. Ako takav ishod nije
izgledan, cilj lijeCenja treba biti adekvatna palijativna njega orijentirana na simptome i

oCuvanje kvalitete Zivota.

Temelj prevencije komplikacija mijeloproliferacije u prvom redu predstavlja prepoznavanije i
lije€enje kardiovaskularnih ¢imbenika rizika i promocija zdravog stila Zivota. Vazno mjesto u
prevenciji trombotickih incidenata ima aspirin u niskim dozama koji je indiciran kod svih
bolesnika s PV-om, kao i kod bolesnika s ET-om koji su razvili mikrovaskularne poremecaje.
Venepunkcija je metoda izbora u bolesnika s niskorizicnim PV-om uz ciljane vrijednosti
hematokrita od ispod 45% (Marchioli et al. 2013). U visokorizi¢nih bolesnika s PV-om i ET-
om (dob vec¢a od 60 godina ili pozitivna anamneza tromboze) indicirana je citoreduktivna
terapija. Citostatik prve linije je hidroksiurea (HU), dok su interferon (IFN) a i anagrelid
alternativni agensi rezervirani za pacijente kod kojih se razvila netolerancija ili rezistencija na
HU. Pipobroman, busulfan i fosfor-32 primjenjuju se samo kod bolesnika s kratkim

oCekivanim zivotnim vijekom.



Rizik u PMF-u odreduje se prema Medunarodnom sustavu prognostickog bodovanja (IPSS,
prema engl. International Prognostic Scoring System). Za lijeCenje anemije izazvane
mijelofibrozom indicirana je primjena kortikosteroida, androgena, stimulatora eritropoeze i
imunomodulatora, dok je HU lijek izbora za terapiju splenomegalije. Invazivhe metode poput
splenektomije ili alogene transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica rezervirane su za
bolesnike kod kojih farmakoloSki pristup nije poluCio rezultate, za bolesnike s
uznapredovalom boleSéu (simptomi portalne hipertenzije, bolna splenomegalija, uestala

potreba za transfuzijama) te za bolesnike kod kojih je median prezivljenja nizi od 5 godina.

Terapijske opcije kod SVT-a uklju€uju antikoagulaciju, trombolizu, perkutanu transluminalnu
angioplastiku (PTA), transjugularni intrahepaticki portosistemski spoj (TIPS) i ortotopnu
transplantaciju jetre (DelLeve et al. 2009). Trenutacne preporuke ELN-a za lijeCenje
splanhni¢kih tromboza koje se javljaju u sklopu MPN-a na prvo mjesto stavljaju primjenu
niskomolekularnog heparina uz promptnu korekciju podleze¢ih mijeloproliferacijom
uzrokovanih poremecaja, na koje se nadovezuje dozZivotna primjena peroralnih

antikoagulansa (Barbui et al. 2011).



3.2. Mutacija V617F gena JAK2

3.2.1. Uloga JAK2 u mijelopoezi

SrediSnje mjesto u patogenezi BCR-ABL1 negativnih MPN-a imaju steCene somatske
mutacije gena Janus kinaza 2 (JAK2), smjeStenog na kratkom kraju 9. kromosoma (9p24)
(Oh & Gotlib 2010). Njegov proteinski produkt sastavljen od 1132 aminokiseline ¢lan je iste
porodice citoplazmatskih PTK-a kojima pripadaju JAK1, JAK3 i tirozin kinaza 2 (TYK2).
Janus kinaze naziv su dobile po rimskom bogu s dva lica koja oznagavaju pocetak i svrSetak,
Sto je u skladu s dvije simetricne kinazne domene koje sadrze: JAK-homologna domena 1
(JH1), koja pokazuje tirozin kinaznu aktivnost, i domena JH2 koja je enzimski inertna
(pseudokinaza), ali negativno regulira aktivnost prve domene. U normalnim uvjetima JAK2 je
nekovalentno vezan za membranski receptor i zauzima inaktivhu konformaciju. Vezanjem
liganda za receptor protein se strukturno mijenja, $to negativho utjee na domenu JH2,
rezultiraju¢i slabljenjem regulacije i aktivacijom kinazne aktivnosti. In vitro istraZzivanja su
pokazala da aktivirani JAK2 sukcesivno fosforilira tirozinske ostatke na vlastitoj molekuli i
drugim proteinima, pokrecuci tako specificnu signalnu kaskadu koja ukljuuje prijenosnik
signala i aktivator transkripcije (STAT, prema engl. signal transducer and activator of
transcription), mitogenom aktiviranu protein kinazu (MAPK) i fosfoinozitid 3-kinazu (PI3K,

prema engl. phosphoinositide 3-kinase) (Levine et al. 2007).
3.2.2. Biologija mutacije V617F

Najznacajnija mutacija gena JAK2 u mijeloproliferativnim neoplazmama transverzija je
gvanina u timin (G > T) na 1849. poziciji u eksonu 14 koja dovodi do zamjene valina
fenilalaninom (V > T) u 617. kodonu (Baxter et al. 2005; James et al. 2005; Kralovics et al.
2005; Levine et al. 2005b). Buduéi da se zamijenjena aminokiselina nalazi na mjestu
najvjerojatnijeg kontakta izmedu kataliticke i pseudokinazne domene, smatra se da zbog
mutacije V617F dolazi do popustanja autoregulacije proteina JAK2 i njegove konstitutivhe
aktivacije (Ungureanu et al. 2011; Bandaranayake et al. 2012). Mutirani protein ima sklonost
hiperfosforiliranju i stabilizaciji drugih proteina ukljuéenih u signalne putove, Sto produljuje
trajanje signala. Osim toga mutacija uzrokuje gensku nestabilnost, utjeCe na ekspresiju gena
modificirajuéi strukturu kromatina i smanjuje apoptotiéni odziv na oSteCenje DNA. Svi ti

mehanizmi povecéavaiju rizik akumulacije genskih lezija koje vode u akutnu transformaciju.



Aktivacija gena vaznih za
| proliferaciju i prezivljenje

Slika 1. Prikaz mehanizma aktivacije JAK2 kinazne aktivnosti mutacijom V617F.
Prema: Levine et al. 2007, str. 677, uz dopustenje Macmillan Publishers Ltd: Nature

Reviews Cancer.

3.2.3. Fenotipska obiljezja

Mutacija JAK2 V617F prisutna je u oko 95% bolesnika s PV-om i u 50-60% bolesnika s ET-
om i PMF-om (Cross 2011). Prevalencija mutiranog alela u SVT-u znatno varira (7-59%)
medu pojedinim studijama, no vecéina autora izvjeStava o vrijednostima izmedu 20% i 40%
(Sekhar et al. 2013). Mutacija je s nizom ucestaloS¢u (8%) opisana i u bolesnika s kroni€nom
mijelomonocitnom leukemijom (Levine et al. 2005a), a povremeno se nalazi i u
mijelodisplastiénom sindromu, kroni¢noj mijeloidnoj leukemiji i primarnoj akutnoj mijeloidnoj
leukemiji. Neke su studije nisku razinu mutacije detektirale i u opéoj populaciji, no znacenje

takvog nalaza jo$ nije razjasnjeno.



Na transgeni¢nom Zzivotinjskom modelu je dokazano da razina ekspresije JAK2 V617F
odreduje fenotip MPN-a: od bolesti nalik na ET pri niskoj razini ekspresije, preko bolesti nalik
na PV, do bolesti nalik na PMF pri visokoj razini ekspresije mutiranog alela (Tiedt et al.
2008). Homozigotnost na mutirani alel se javlja s jednakom ucestalo$¢u i u PV-u i ET-u, no

Sirenje dominantnog klona pronadeno je samo u PV-u.

Prisutnost mutacije u bolesnika s ET-om i PMF-om povezana je sa starijom dobi u vrijeme
postavljanja dijagnoze, visim vrijednostima hemoglobina i veéim brojem leukocita, dok je u
bolesnika s ET-om povezana i s nizim brojem trombocita (Vannucchi et al. 2008). V617F-
pozitivni bolesnici sa SVT-om takoder pokazuju vise razine hemoglobina i leukocita, ali je u
ovoj skupini zapazen i statisti¢ki znaCajan porast hematokrita i broja trombocita (Kiladjian et
al. 2008). V617F-pozitivni bolesnici s BCS-om imaju loSiji Child-Pugh prognosticki skor u
trenutku postavljanja dijagnoze, no €ini se kako JAK2 status nema utjecaja na prezivljenje u
TVP-u.

3.2.4. Terapijske implikacije

JAK2 kao kinaza nuzna za proliferaciju i diferencijaciju eritroidnih stanica i megakariocita
relevantna je terapijska meta u lijeCenju MPN-a. Do danas je viSe inhibitora JAK2 razvijeno
do razine Klini¢kih ispitivanja. Preliminarni rezultati pokazuju kako poboljSavaju klinicku slilku
bolesti reduciraju¢i splenomegaliju, konstitutivhe simptome poput noénog znojenja, umora i
pruritusa. Ipak, pluripotentne krvotvorne mati¢ne stanice nisu ovisne o JAK2, a mutacija nije
inicijalni molekularni dogadaj. Prema rezultatima PT-1 studije koja se bavila ispitivanjem
osjetljivosti ET-a na konvencionalne citoreduktivhe lijekove, V617F-pozitivhi bolesnici
pokazuju bolji terapijski odgovor na hidroksiureju u odnosu na anagrelid. Razlika u odnosu
na status bez mutacije pripisuje se smanjenoj incidenciji arterijske tromboze u ovih bolesnika
(Campbell et al. 2005). Nalaz mutiranog alela povezuje se s povecéanim rizikom za fibroznu
transformaciju bolesti. Isto tako, do danas nije pronadena povezanost izmedu mutacije gena

JAK?Z i prognostic¢kog skora ili prezivljenja bolesnika s MPN-om (Vannucchi et al. 2013).



3.2.5. Dijagnosti¢ka vaznost mutacije

Testiranje na mutaciju JAK2 V617 pomocu alel-specificne lanCane reakcije polimerazom
(PCR) danas se uvrijezilo kao dio rutinske dijagnostike MPN-a koja se provodi u ranoj fazi
obrade suspektnog bolesnika. Selektivni izrazaj mutiranog alela dijagnosticki je vrlo znacajan
jer s 99%-tnom sigurno$¢u upucuje na prisutnost maligne klonalne hematopoeze. Medutim,
negativan nalaz ne iskljuCuje prisutnost bolesti, a da bi se mogao identificirati pojedini
podentitetunutar spektra MPN-a, detekcija mutacije treba biti dopunjena drugim klini¢kim,
histoloskim i laboratorijskim nalazima (Nielsen et al. 2013). Buduéi da razina ekspresije
mutiranog gena medu pacijentima znatno varira, nerijetko iznoseci svega 1-3% $to je na
granici detekcije klasicnog PCR-a, ali i sekvenciranja po Sangeru i pirosekvenciranja,
nedavno se otvorilo i pitanje adekvatnosti koristenja ove metode za odredivanje prisustva

mutacije (Mason et al. 2011).

3.3. Kvantifikacija mutiranog alela

Kvantifikacija mutacije JAK2 V617F novi je pristup klinickom praéenju bolesnika s
mijeloproliferativnim neoplazmama u kojem srediSnje mjesto zauzima koncept optereéenja
alelom (AB). AB je kontinuirana mjera udjela mutiranog alela V617F u nehomogenom uzorku
stanica. omogucava razlikovanje bioloskih podentiteta bolesti Vise razine AB-a povezuju se s
povisenim rizikom tromboti¢kih incidenata u ET-u, tezim klini¢kim fenotipom u PV-u (pruritus,
splenomegalija, leukocitoza) i prezivljenjem u PMF-u (Tefferi et al. 2008; De Stefano et al.
2009; Passamonti et al. 2010). Bolesnici s viSim rizikom za razvoj SVT-a imaju nize
opterecenje mutacijom. Optereéenje alelom koriSteno je i za pracenje odgovora na terapiju,
osobito novim lijekovima kao Sto je interferon a (Kiladjian et al. 2011), te predvidanju ishoda
u transplantiranih bolesnika s PMF-om. SniZenje opterec¢enja alelom prometnulo se u
konacan cilj brojnih istrazivanja novih agensa, ukljuCujuéi JAK inhibitore. No izuzev inhibitora
telomeraze imetelstata, JAK inhibitori su do danas pokazali tek skroman ucinak na

smanjenje AB-a.

Metoda kvantitativnog PCR-a u realnom vremenu (qPCR) pokazuje i do 10 puta vecu
osjetljivost u odnosu na konvencionalne metode (Bench et al. 2013). lako se od otkrica JAK2
mutacije isprofiliralo vise nagina primjene ove metode, dugo nije postojao konsenzus koji od
njih u praksi daje optimalne rezultate. U nedavno provedenoj europskoj multicentri¢noj
studiji, izmedu 9 ispitanih pristupa, onaj danskih autora ocijenjen je kao visoko pouzdan i

preporuca se njegova primjena u klinickim uvjetima (Jovanovic et al. 2013).



4. Hipoteza

U ovom radu polazimo od pretpostavke da je metoda kvantifikacije optereéenja mutiranim
alelom V617F gena JAKZ2 adekvatna za koriStenje u dijagnostici i pracenju bolesti iz spektra
kroni¢nih mijeloproliferativnih neoplazmi. Takoder pretpostavlamo da se na temelju tih
vrijednosti mogu uoditi odredene razlike u fenotipskoj manifestaciji ovih hematoloskih

malignosti, kao i u njihovom odgovoru na terapiju.
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5. Ciljevirada

Op¢i cilj ovoga rada bio je ispitati optere¢enje mutiranim alelom JAK2 V617F kod bolesnika s

dijagnozom BCR-ABL negativnih klasi¢nih mijeloproliferativnih neoplazmi.

Specifi¢ni ciljevi bili su:
1. Uspostaviti metodu relativne kvantifikacije mutiranog alela iz uzorka krvnih stanica.
2. Odrediti opterecenje alelom kod bolesnika uzimajuéi u obzir osnovne epidemioloske i
klinicke parametre.
Ustanoviti postoji li razlika u ekspresiji mutacije izmedu razli€itih podentiteta MPN-a.

Pratiti promjenu opterecenja mutiranim alelom kod bolesnika na terapiji.
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6. Ispitanici i metode

6.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje bilo je uklju¢eno 11 ispitanika kojima je u razdoblju od 2006. do 2014.
godine dijagnosticirana bolest iz spektra kroni¢nih mijeloproliferativnih neoplazmi. Dijagnoza
odgovarajuéeg podentiteta postavljena je u skladu s revidiranim kriterijima SZ0O-a iz 2008.
godine (Tablica 1). DijagnostiCka obrada ukljucivala je kompletnu krvnu sliku periferne krvi uz
analizu morfoloskih i molekularno-citogenetskih karakteristika kostane srzi prije pocetka
lije€enja. Dijelu bolesnika koji su kao komplikaciju razvili trombozu, dijagnoza SVT-a
postavljena je na temelju nalaza odgovarajuée radioloSke slikovne metode (duplex ultrazvuk
ili kompjutorizirana tomografija). Svi bolesnici lije¢eni su na Kilinici za unutarnje bolesti

Klini¢ke bolnice Dubrava u Zagrebu.
6.2. Molekularne metode

6.2.1. lzolacija DNA

Genomska DNA izolirana je iz uzoraka periferne krvi ispitanika koristenjem otopine reagensa
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) prema protokolu koji navodi

proizvodac. Do analize su uzorci DNA bili pohranjeni na -20°C.
6.2.2. Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qPCR)

Relativna kvantifikacija mutiranog alela JAK2 V617F u uzorku izolirane DNA izvrSena je
pomocu kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom u realnom vremenu (qPCR) koristenjem
alel-specificnog seta pocetnica i fluorescentno obiljezene oligonukleotidne probe prema
Larsenu i sur. (Larsen et al. 2007). Set pocetnica i proba sastojao se od: zajedni¢ke uzvodne
pocetnice (engl. common forward primer) duljine 24 pb, dvije nizvodne pocetnice (engl.
reverse primer) duljine 30 pb specificne za mutirani (V617F) i divlji tip alela (WT), te probe
obiljezene 6-karboksifluoresceinom (6-FAM) i tetrametilrodaminom (TAMRA) duljine 30 pb
(Tablica 2).
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Tablica 2. Pocetnice i fluorescentno obilijeZzena proba za umnozavanje ciljanih alela

Pocetnica / proba Nukleotidni slijed
Zajednicka uzvodna pocetnica: 5'-CTTTCTTTGAAGCAGCAAGTATGA-3'
Nizvodna pocetnica JAK2 V617F: 5-GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAtAA-3'
Nizvodna pocetnica JAK2 WT: 5-GTAGTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAtAC-3'
Fluorescentno obiljezena proba: 6-FAM-TGAGCAAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT-TAMRA

Koncentracije pocetnica iznosile su 300 nmol/L, dok je koncentracija probe iznosila 200
nmol/L. Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 25 pL u sastavu: 10 pL izolirane DNA,
12,5 pyL MasterMix-a i 2,5 pL PrimerProbeMix-a. Za odvijanje reakcije i mjerenje
flourescencije koridten je 7300 RealTime PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
Kalifornija, SAD). 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 60°C

(ekstenzija).
6.2.3. lzracun opterec¢enja mutiranim alelom

Za analizu podataka i izracun vrijednosti praga broja ciklusa (C;, prema engl. cycle threshold)
koristen je raCunalni program 7300 System SDS Software. Kako bi se verificirala osjetljivost
poCetnica prije kvantifikacije, na temelju serije peterostrukih razrjedenja izradene su
standardne krivulje specificne za mutirani i divlji tip alela. Iz logaritma odgovarajucée
standardne krivulje za svaki tip alela izraCunat je nagib pravca (engl. slope, m) i odrezak na
osi y (engl. Y-intercept, b) koji odgovara vrijednosti C; kada je u uzorku prisutna jedna kopija
alela. Na temelju vrijednosti standardne krivulje, C: vrijednosti dobivene kvantifikacijom

svakog uzorka prevedene su u broj kopija mutiranog i divljeg tipa alela u uzorku koristenjem

b-C
formule: 1OTt Naposljetku, optereéenje alelom (AB, prema engl. allele burden) izracunato

JAK2V617F
JAK2WT + JAK2V617F

je prema formuli: X 100 i izraZzeno je u postotku.
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7. Reazultati

Rezultati kvantifikacije mutiranog alela V617F gena JAK2 u bolesnika s dijagnosticiranim
MPN-om prikazani su u tablici 3. Uz optereéenje mutiranim alelom (AB) u trenutku
postavljanja dijagnoze (uzorak 1) i nakon zapocetog lije€enja (uzorak 2) navedena su i
osnhovna obiljeZja ispitanika, relevantni klini¢ki parametri, kao i primijenjena citoreduktivna

terapija.

Tablica 3. Opterec¢enje mutiranim alelom V617F gena JAK2 u bolesnika s MPN-om

Ispitanik Dob Spol R T Trajanje Citoredukt. AB JAK2VE17F (%)
br. (god) bolesti (god) terapija Uzorak 1 Uzorak 2
1 53 z PV da 8 HU 19,6 4]
2 46 m ET ne 7 IFN-a 14,4 4,2
3 53 z ET da 6 HU 16,4 4]
4 57 m ET ne 2 nema 66,0 66,9
5 56 m ET > KML ne 14 HU 25,6 4]
6 58 m PMF ne <1 HU 85,4 87,4
7 75 z PMF ne <1 HU 83,0 77,6
8 67 m PMF ne 1 nema 39,7 (%]
9 45 z PV > sMF ne 12 HU, IFN-a 4] 59,9
10 72 m ET > sMF ne <1 RX 68,0 65,7
11 60 z ET > sMF ne 6 HU 48,4 74,9

@ - nije radeno / nepoznat rezultat

Od 11 ispitanika 6 su bili muskog spola s medianom dobi u vrijeme postavljanja dijagnoze od
58 godina i medianom trajanja bolesti od 1 godine, u odnosu na ispitanice kod kojih je
median dobi iznosio 53 godine, a median trajanja bolesti 6 godina. Opterecenje mutiranim
alelom u vrijeme dijagnoze kod jedine ispitanice s PV-om iznosilo je 19,6% i ona je bila
podvrgnuta terapiji hidroksiurejom (HU). Kod 3 ispitanika s ET-om opterec¢enje je poprimilo
vrijednosti od 14,4% do 66,0%, dok je usporedbom uzoraka ispitanika br. 2 zabiljezen

trostruki pad AB-a nakon zapocete terapije interferonom a. Od 3 ispitanika s dijagnozom
14



PMF-a dvoje je pokazalo visoke vrijednosti AB-a u vrijeme dijagnoze (85,4% i 83%), dok je
kod jednog bolesnika izmjerena niza vrijednost (39,7%). U€inci terapije HU-om na AB kod
ovih bolesnika bili su skromni (smanjenje od 5,4%, odnosno povecanje od 2,0%). Kod troje
ispitanika koji su razvili reaktivnu mijelofibrozu (sMF) izmjerene su relativno viSe vrijednosti
AB-a (48,4-68,0%). U ispitanika br. 11 zabiljezena je progresija optereéenja alelom unato&
terapiji HU-om (povecanje od 26,5%), dok se nakon terapije novim inhibitorom signalnih

putova (ruksolitinib, RX) opterec¢enje alelom smanijilo za 2,3%.

Kvartilna stratifikacija optere¢enja mutiranim alelom prema podentitetu mijeloproliferativhe
neoplazme prikazana je na slici 2. Na dijagramu su naznaceni median (crta unutar

pravokutnika) i aritmeti¢ka sredina (romb) izmjerenih opterecenja alelom za svaki tip MPN-a.
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Slika 2. Grafi¢ki prikaz raspona optereéenja alelom
JAK2 V617F medu podentitetima MPN-a (PV, ET i
PMF) i u sekundarnoj mijelofibrozi (sMF) u trenutku

postavljanja dijagnoze (n=10)
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8. Rasprava

Otkrice mutiranog alela V617F gena JAK2 je 2005. godine Sirom otvorilo vrata jasnijem
razumijevanju biologije, klinicke evolucije i terapije kroni¢nih mijeloproliferativnih neoplazmi.
Iz klinicke perspektive, identifikacija ovog molekularnog biliega unaprijedila je i
pojednostavnila dijagnosti¢ki pristup MPN-ovima, §to je prepoznala i ekspertna skupina SZO-
a uvrstivSi ga medu velike dijagnostiCke kriterije za tu skupinu bolesti (Tablica 1). Medutim, u
kojoj je mjeri JAK2 V617F uklju€en u odredeni fenotip i koliko je relevantan kao prognosticki
Cimbenik jos je uvijek predmet rasprava. U svjetlu brojnih novih spoznaja posljednjih godina,
kvantifikacija optere¢enja mutiranim alelom sve se viSe koristi za pra¢enje odgovora na

terapiju, osobito novim lijekovima, te predvidanje ishoda lijeCenja.

Prikazani rezultati za 11 ispitanika (Tablica 3) trebali bi omoguéiti bolji uvid u primjenu ove
metode u realnim klinickim uvjetima, no uljueni broj ispitanika premali je za donoSenje
konaénih zakljuCaka baziranih na statistiCckoj analizi. Stratifikacija ispitanika u kvartile na
temelju kvantifikacije njihovog optere¢enja mutiranim alelom (Slika 2) pokazala se kao
primjeren nacin evaluacije fenotipskih posljedica mutacije. U spektru MPN-a dobivene
vrijednosti AB-a pokazuju progresiju od najnizih u PV-u i ET-u do najvisih u PMF-u i sMF-u,
Sto je u skladu s rezultatima koji su poznati iz dosada objavljenih studija (Vannucchi et al.
2008). Medutim, zbog vec¢ih preklapanja kvantifikacija mutiranog alela ne omogucava
definitivnu diskriminaciju medu podentitetima, na $to su i ranije upozorili neki autori (Kiladjian
2012).

U ovom radu uzorci za genotipizaciju prikupljeni su u razli¢itim vremenskim to¢kama u
klinickom tijeku bolesti, $to je potencijalno utjecalo na vrijednosti optereéenja mutiranim
alelom. Buduci da 3 bolesnika nisu bila dostupna daljnjoj analizi, 2 bolesnika nisu podvrgnuta
citoreduktivnoj terapiji, dok je prvi uzorak ispitanika br. 9 izgubljen u obradi, adekvatnu
usporedbu opterecenja alelom u trenutku postavljanja dijagnoze i u tijeku lijecenja nije bilo je
moguce napraviti za sve, ve¢ za samo 5 ispitanika. Unato€¢ navedenim nedostacima,
dobivene vrijednosti AB-a moguce je interpretirati na razini pojedina¢nih slu€ajeva. Interferon
a upadljivo je jedini citoreduktivni agens koji je pokazao jasan ucinak na smanjenje
opterecenja alelom (viSe nego trostruko), $to je u skladu s podacima iz literature (Kiladjian et

al. 2011), dok je ucinak hidroksiureje i ruksolitiniba neznatan.
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Zakljucci

Kvantifikacija V617F metodom qPCR-a adekvatan je pristup u dijagnostici i pracenju
klinickog tijeka kroni¢nih mijeloproliferativnih neoplazmi.

Opterec¢enje mutiranim alelom V617F gena JAK2 jedna je od determinanti klinickog
fenotipa MPN-a.

Kvantifikacija mutacije JAK2 V617F indicirana je za pracenje dinamike MPN-a u

lijeCenju interferonom i novim inhibitorima signalnih putova.
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