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UVOD

Mijeloproliferativne neoplazije su grupa 
hematoloških malignih oboqewa koju od­
likuje klonalna proliferacija jednog ma­
ligno izmewenog klona mijeloidne krvne 
loze ili više wih. U ovu grupu oboqewa 
ubrajaju se policitemija vera, esencijalna 
trombocitemija i primarna mijelofibro­
za [1]. Kod mijeloproliferativnih oboqe­
wa matične ćelije hematopoeze zadržavaju 
potencijal da se diferenciraju, ali se od­
likuju povećanom osetqivošću na faktore 
rasta [2, 3, 4]. Nedavno je otkrivena aktivi­
rajuća somatska mutacija u genu za Janus ki­
nazu 2 (JAK2), koja je zabeležena kod 65-97% 
bolesnika sa policitemijom verom, 57% sa 
esencijalnom trombocitemijom i 50% sa 
primarnom mijelofibrozom [5]. Ova muta
cija podrazumeva transverziju nukleotida 
G u nukleotid T na poziciji 1849 u egzonu 
14 gena JAK2 [5-10]. Na proteinskom nivou 
ova promena dovodi do zamene aminokise­
line valin u fenilalanin na poziciji 617 
(V617F) proteina JAK2. Mutacija se nala­
zi u autoinhibitornom regionu proteina 
JAK2 i izaziva wegovu konstitutivnu akti­

vaciju [11]. To dovodi do povećane osetqi­
vosti ćelija na dolazeće stimuluse, kao što 
su faktori rasta. Postojawe mutacije dono­
si proliferativnu prednost ćelijama koje 
je poseduju izazivajući klonalnu ekspanziju 
hematopoetskih progenitora u mijelopro­
liferativnim neoplazijama. Kao posledi­
ca ove mutacije aktivira se signalni put 
nizvodno od proteina JAK2, odnosno STAT 
put, čime dolazi do intenzivne transkrip­
cije gena ukqučenih u deobu ćelije [12, 13].

Rast i diferencijacija hematopoetskih 
ćelija odvija se pod uticajem različitih 
faktora rasta i wihovih receptora. Jedan 
od ovih receptora je i tirozin-kinaza FLT3 
(engl. FMS-like tyrosine kinase 3), koji je član 
grupe tirozin-kinaznih receptora tipa III 
[14]. Ovaj protein se uglavnom eksprimira na 
matičnim ćelijama hematopoeze i učestvuje 
u kontroli wihove diferencijacije i pro­
liferacije [15]. Tokom hematopoeze, veziva
we odgovarajućeg liganda za receptor FLT3 
dovodi do dimerizacije receptora, aktiva­
cije receptorske tirozin-kinaze, autofos­
forilacije receptora i aktivacije nizvod­
nih signalnih puteva [16]. Opisane su dve 
klase aktivirajućih mutacija u genu za re­
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ceptor FLT3. U prvu klasu ubrajaju se unutrašwe tan­
demske duplikacije (engl. internal tandem duplication) 
u egzonima 14 i 15, koje na proteinskom nivou dovode 
do insercije određenog broja aminokiselina [17, 18]. 
U drugu klasu mutacija ubrajaju se supstitucije, male 
delecije i insercije [19, 20, 21]. Najčešća mutacija iz 
druge grupe je tačkasta mutacija D835 [22]. Sve ove mu­
tacije su aktivirajuće i izazivaju aktivaciju recep­
tora nezavisnu od liganda [16, 19, 20]. Mutacije u genu 
za FLT3 su najčešće genetičke aberacije u akutnoj mi­
jeloidnoj leukemiji, a otkrivene su kod oko 30% odra
slih bolesnika [16, 23]. U studiji izvedenoj u Srbiji 
koja je obuhvatila bolesnike s akutnom mijeloidnom 
leukemijom pokazano je da je učestalost mutacije FLT3-
ITD 17,7%, a mutacije D835 3,5%, te da je mutacija FLT3-
ITD nepovoqan prognostički marker [24].

CIQ RADA

Ciq istraživawa je bio da se ustanovi mutacija 
JAK2-V617F kod bolesnika sa mijeloproliferativ­
nim neoplazijama. Ispitano je i postojawe mutacije 
FLT3-ITD kod ovih bolesnika radi rasvetqavawa hi­
poteze o sličnoj ulozi ova dva molekularnogenetička 
markera u hematološkim malignitetima.

METODE RADA

Alel-specifični PCR u utvrđivawu mutacije 
JAK2-V617F

Mutacija JAK2-V617F je ustanovqena prema modifi­
kovanom protokolu Bakstera (Baxter) i saradnika [5]. 
Kao izvor DNK korišćeni su granulociti periferne 
krvi koji su izolovani na gradijentu fikola (SIGMA 
Aldrich, USA) prema uputstvu proizvođača. Genomska 
DNK izolovana je iz granulocita korišćewem QIA
ampDNA BloodMini Kit (QIAGEN, Germany). Za PCR am­
plifikaciju korišćeno je 80 ng DNK za svaki uzorak. 
Prajmeri korišćeni u PCR amplifikaciji bili su:
•	 kontrolni (Fcont): 5’ATCTATAGTCATGCTGAAAG

TAGGAGAAAG3’
•	 specifični (Fspec): 5’AGCATTTGGTTTTAAAT

TATGGAGTATATT3’
•	 reverzni (Rev): 5’CTGAATAGTCCTA

CAGTGTTTTCAGTTTCA3’
Amplifikacija prajmerima Fcont i Rev daje proiz­

vod od 364 baznih parova (bp) koji se dobija i sa nor­
malnog i sa mutantnog alela, a služi kao interna kon
trola PCR. Amplifikacija sa prajmerima Fspec i Rev 
daje proizvod od 203 bp sa mutantnog alela ukoliko 
postoji mutacija. Modifikacija metode odnosi se na 
uvođewe dva odvojena ciklusa amplifikacije. Prvi 
ciklus urađen je sa 1 μmol/l prajmerima Fcont i Rev, a 
drugi ciklus sa 1 μmol/l prajmerima Fspec i Rev. U svim 
reakcijama korišćena je polimeraza QIAGEN Hot start. 
Uslovi za prvi ciklus umnožavawa bili su 15 minu

ta na 95°C, a zatim 35 ciklusa (94°C, 58°C i 72°C, svaki 
u trajawu od 30 sekundi) i 10 minuta na 72°C finalne 
elongacije. Uslovi za drugi ciklus bili su isti, osim 
temperature hibridizacije prajmera, koja je bila 62°C. 
Proizvodi dobijeni primenom PCR su analizirani 
na dvoprocentnim agaroznim gelovima.

Direktno sekvencirawe PCR proizvoda

Genomska DNK je izolovana iz granulocita perifer­
ne krvi i amplifikovana u PCR korišćewem praj­
mera Fcont i Rev. PCR proizvod je sekvenciran kori­
šćewem prajmera Rev na mašini ABI 3700 primenom 
komercijalnog seta (BigDye Terminator Sequencing kit, 
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Hromatogra­
mi su analizirani softverom Sequencing Analysis 5.2 
(Applied Biosystems).

Analiza postojawa mutacije FLT3-ITD

Mutacija FLT3-ITD je analizirana metodom koju je 
razradila Čolovićeva sa saradnicima [24].

REZULTATI

Alel-specifični PCR u analizi postojawa 
mutacije JAK2-V617F

Metodom alel-specifične PCR analiziran je 61 bo
lesnik sa potvrđenom dijagnozom mijeloprolifera­
tivne neoplazije na mutaciju JAK2-V617F ili sum­
wom na ovu dijagnozu. U studiji je optimizovana ose­
tqiva, pouzdana i brza metoda za prepoznavawe mu­
tacije V617F gena JAK2. Kod 18 ispitanika (34%) je 
ustanovqena mutacija, dok je kod 43 bolesnika (66%) 
nije bilo (Slika 1). Kod osam bolesnika je dijagno­

Слика 1. Откривање мутације V617F у гену JAK2 методом алел-спе
цифичног PCR
Figure 1. Detection of JAK2-V617F mutation by allele-specific PCR
1 – контрола PCR; 2 и 3 – узорци болесника негативних за мутацију 
JAK2-V617F; 4 и 5 – узорци болесника позитивних за мутацију JAK2-V617F; 
6 – ДНК маркер (лествица од 100 bp)
1 – water control; 2 and 3 – JAK2-V617F-negative patients;  
4 and 5 – JAK2-V617F-positive patients; 6 – DNA marker (100 bp ladder)
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stikovana policitemija vera, a kod deset esencijal­
na trombocitemija. Da bi se proverile pouzdanost i 
validnost optimizovane metode, umnožen je deo egzo
na 14 gena JAK2 metodom PCR i sekvenciran. Sekven­
cirawem je potvrđena mutacija G>T u egzonu 14 gena 
JAK2 (Slika 2).

Analiza mutacije FLT3-ITD kod bolesnika 
pozitivnih na JAK2

Otkrivawe mutacije FLT3-ITD urađeno je kod 18 ispi­
tanika pozitivnih na mutaciju JAK2-V617F. Svi oni 
bili su negativni na mutaciju FLT3-ITD (Slika 3).

DISKUSIJA

Mijeloproliferativne neoplazije su grupa hemato­
loških malignih oboqewa koja pripada većoj grupi 
hroničnih mijeloproliferativnih bolesti, u koje se 
ubrajaju i: hronična mijeloidna leukemija, hronična 
mijelomonocitna leukemija, hipereozinofilni sin­
drom i hronična eozinofilna leukemija [6]. Mijelo
proliferativne neoplazije se odlikuju intenzivnom 
hematopoezom nezavisnom od stimulacije faktorima 
rasta, kao što su eritropoetin i trombopoetin [2, 
3, 4]. Glavna klinička komplikacija ovih oboqewa 
je tromboza, mada se može javiti i krvarewe [5]. Kao 
kasna komplikacija policitemije vere i esencijalne 
trombocitemije mogu nastati mijelofibroza i akut­
na mijeloidna leukemija [5]. Kasni stadijum primar
ne mijelofibroze odlikuje se fibrozom koštane sr­
ži, citopenijom i splenomegalijom, i takođe može 
preći u akutnu mijeloidnu leukemiju [5].

Aktivirajuća somatska mutacija V617F u genu JAK2 
uzrok je klonalne proliferacije kod mijeloprolife­
rativnih neoplazija. Gotovo istovremeno su tokom 
2005. godine četiri grupe istraživača ustanovile 
ovu mutaciju kod većine bolesnika sa policitemi­
jom verom i kod oko polovine bolesnika s esencijal­
nom trombocitemijom i primarnom mijelofibrozom 
[5-10]. Istraživawa su pokazala da granulociti izo
lovani iz krvi ovih bolesnika rastu u kulturi ćeli­
ja bez dodataka faktora rasta [2, 3, 4].

Familija JAK obuhvata nereceptorske tirozin-ki­
naze JAK1, JAK2, JAK3 i TYK2. Ove kinaze su spregnu
te s receptorima za citokine i prenose signale niz­
vodno od tipa I i tipa II citokinih receptora do je­
dra posredstvom signalnih prenosilaca i regulato­
ra transkripcije (STAT) [12, 13]. Proteini STAT su 
transkripcioni faktori ukqučeni u mnoge ćelijske 
procese, kao što su proliferacija, diferencijacija 
i apoptoza [12, 13]. Imaju važnu ulogu u imunom odgo
voru, angiogenezi i hematopoezi, a mutacije u genima 
za proteine STAT dovode do razvoja solidnih i hema­
toloških tumora [12, 13].

U normalnim uslovima JAK proteini se aktiviraju 
preko intermolekularnih i intramolekularnih fos­
forilacija, kada se za citokini receptor veže wegov 
odgovarajući ligand (npr. eritropoetin, trombopoe­
tin) [25]. Fosforilacija preko JAK proteina regru­
tuje proteine STAT. Aktivirani proteini STAT di­
merizuju i translociraju se u jedro, gde dovode do ak­
tivacije ekspresije različitih gena [25]. Proteini 
STAT su prvobitno bili označeni kao ciqni efek­
tori JAK proteina, dok novija istraživawa pokazu
ju da i drugi stimulusi mogu da aktiviraju STAT put 
nezavisno od JAK proteina. Jedan od aberantnih pute­
va aktivacije STAT5 puta odvija se pod uticajem mu­
tiranog FLT3-ITD proizvoda, što je opisano u neko­
liko studija [26, 27]. Kaskada koja ukqučuje protein 
STAT5 mewa apoptotski odgovor, samoobnavqawe i 
proliferativni kapacitet mijeloidnih ćelija [28]. 
Ova čiwenica potpuno objašwava mijeloidnu proli

Слика 3. Откривање мутације FLT3-ITD. Анализа PCR производа 
на двопостотном агарозном гелу.
Figure 3. Detection of the FLT-ITD mutation on 2% agarose gel 
electrophoresis
1 – ДНК маркер (лествица од 100 bp); 2 и 3 – узорци болесника негативних 
на FLT3-ITD; 4 – узорак болесника с акутном мијелоидном леукемијом 
позитивног на FLT3-ITD (позитивна контрола)
1 – DNA marker (100 bp ladder); 2 and 3 – FLT-ITD-negative patients; 4 – FLT-
ITD-positive patient with acute myeloid leukaemia (positive control)

Слика 2. Директно секвенцирање PCR производа егзона 14 гена 
JAK2 (a – секвенца ДНК која нема JAK2-V617F мутацију; b – секвенца 
ДНК са мутацијом JAK2-V617F – G>T)
Figure 2. Direct sequencing of exon 14 of JAK2 gen amplified by PCR 
(a – wild type sequence; b – JAK2-V617F mutation – G>T)

a

b
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feraciju u koju su ukqučeni mutirani proteini JAK 
ili FLT3. Pokazano je da normalan FLT3 protein ne 
koristi STAT5 put signalne transdukcije, dok muti­
rani FLT3-ITD koristi ovaj put potpuno nezavisno 
od JAK proteina [29].

Prema hipotezi dvostrukog mutacionog događaja 
(engl. two-hit model), u leukemogenezi je potrebna ko­
operacija dve nezavisne mutacije: mutacije klase 1, 
koja izaziva mijeloproliferaciju, i mutacije klase 
2, koja uzrokuje blok u diferencijaciji [30]. Prema 
ovom kriterijumu, mutacije JAK2-V617F i FLT3-ITD 
pripadaju istoj klasi mutacija – klasi 1.

Ciq našeg istraživawa bio je da se utvrdi da li 
mutacija FLT3-ITD postoji kod bolesnika sa mijelo­
proliferativnim neoplazijama koji imaju mutaciju 
u genu za JAK2. Analizom gena FLT3 kod 18 bolesnika 
sa mutacijom JAK2-V617F pokazano je da gen za FLT3 
kod wih nije mutiran. Dosad je u literaturi opisa­
no nekoliko slučajeva udruženosti mutiranih JAK2 
i FLT3 gena kod osoba s akutnom mijeloidnom leuke­
mijom [28, 31]. Pretpostavqa se da je kod ovih bole­
snika, koji imaju udružene mutacije u JAK2 i FLT3 
genu, reč o dva nezavisna klona [32]. Postojawe dru­
gog markera proliferacije moglo bi da objasni raz­
voj mijeloproliferativnih neoplazija u akutnu mi­
jeloidnu leukemiju, koja je jedna od kasnih kompli­
kacija ove grupe oboqewa. Svi bolesnici našeg is­
traživawa su ispitani na postojawe mutacija JAK2-
V617F i FLT3-ITD u ranoj fazi bolesti, neposredno 

nakon postavqawa dijagnoze na osnovu drugih krite­
rijuma. Dugoročno kliničko praćewe ovih bolesni­
ka na markere proliferacije, među kojima je i FLT3-
ITD, moglo bi da ima značaja u rasvetqavawu patoge­
neze ovih oboqewa i wihovo napredovawe u akutnu 
mijeloidnu leukemiju.

ZAKQUČAK

Prema novim kriterijumima Svetske zdravstvene or­
ganizacije iz 2008. godine, mutacija V617F u genu za 
JAK2 uvedena je u grupu glavnih kriterijuma za dijag­
nostikovawe policitemije vere, odnosno u grupu po­
moćnih kriterijuma za utvrđivawe esencijalne trom­
bocitemije [33]. Ovo govori o značaju otkrivawa ove 
mutacije kod bolesnika s mijeloproliferativnim 
neoplazijama. Treba istaći i da su u posledwim fa­
zama kliničkih ispitivawa lekovi koji ispoqava­
ju svoje terapeutsko dejstvo na molekularnogenetič­
ki marker mijeloproliferativnih neoplazija, muta­
ciju JAK2-V617F. Kada ovi lekovi počnu da se prime­
wuju, značaj dijagnostike ove mutacije biće još veći.

NAPOMENA

Ovaj rad je urađen u okviru projekta 145061 Ministar
stva za nauku i tehnološki razvoj Republike Srbije.
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SUMMARY
Introduction An acquired somatic mutation V617F in Janus 
kinase 2 gene (JAK2) is the cause of uncontrolled prolifera-
tion in patients with myeloproliferative neoplasms. It is known 
that uncontrolled myeloid cell proliferation is also provoked by 
alteration in other genes, e.g. mutations in receptor tyrosine 
kinase FLT3 gene. FLT3 represents the most frequently mutated 
gene in acute myeloid leukaemia. Interestingly, mutated FLT3-
ITD (internal tandem duplication) protein is a member of the 
same signalling pathway as JAK2 protein, the STAT5 signalling 
pathway. STAT5 activation is recognized as important for self-
renewal of haematopoetic stem cells.
Objective The aim of this study was the detection of JAK2-
V617F mutation in patients with myeloproliferative neoplasms. 
Additionally, we investigated the presence of FLT3-ITD muta-
tion in JAK2-V617F-positive patients in order to shed the light 
on the hypothesis of a similar role of these two molecular 

markers in haematological malignancies.
Methods Using allele-specific PCR, 61 patients with known 
or suspected diagnosis of myeloproliferative neoplasms were 
tested for the presence of JAK2-V617F mutation. Samples that 
were positive for JAK2 mutation were subsequently tested for 
the presence of FLT3-ITD mutation by PCR.
Results Eighteen of 61 analysed patients were positive for 
JAK2-V617F mutation. Among them, 8/18 samples were diag-
nosed as polycythaemia vera, and 10/18 as essential thrombo-
cythaemia. None of JAK2-V617F-positive patient was positive 
for FLT3-ITD mutation.
Conclusion This study suggests that one activating mutation 
is sufficient for aberrant cell proliferation leading to malignant 
transformation of haematopoetic stem cell.

Keywords: myeloproliferative neoplasms; JAK2-V617F muta-
tion; allele-specific PCR; FLT3-ITD mutation
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