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Doloé¢itev mutacij v eksonu 12 gena JAK2 pri
bolnikih s pravo policitemijo

|dentification of JAK2 exon 12 mutations in

patients with polycythemia vera

Marija Jedrt Mandelc Mazaj, Sadenka Lozar, Peter Cernel¢, Tadej Pajic

Izvleéek

Izhodis¢a: Diagnozo prava policitemija (PV)
praviloma postavimo z ugotovitvijo eritrocitoze
in mutacije v genu JAK2. Pri ve¢ kot 95% bol-
nikov s PV ugotovimo somatsko mutacijo JAK2
V617E Pri bolnikih s PV in z negativnim izsled-
kom za mutacijo JAK2 V617F so nedavno odkrili
mutacije znotraj eksona 12 gena JAK2. Namen
raziskave je vpeljava na¢inov za dolo¢itev mutacij
v eksonu 12 gena JAK?2 pri skupini bolnikov s pra-
vo policitemijo (PV) ali z nejasno eritrocitozo in
negativnim izsledkom za mutacijo JAK2 V617F.

Metode: V raziskavo smo vkljucili vzorce 6 bol-
nikov z znaki zve¢ane mase eritrocitov v krvni
sliki in negativnim izsledkom za mutacijo JAK2
Ve617F. Granulocite smo osamili s centrifugira-
njem preko gostotnega gradienta fikola iz vzor-
cev venske krvi ali kostnega mozga ter z lizira-
njem eritrocitov. Iz celic smo osamili RNA in s
postopkom obratnega prepisovanja z reverzno
transkriptazo pridobili komplementarno DNA
(cDNA). Prisotnost mutacij v eksonu 12 gena
JAK2 smo ugotovili z nac¢inom kvantitativne ve-
rizne reakcijo s polimerazo (qPCR) in analizo
krivulje taljenja dveh specifi¢ih fluorescen¢no
oznacenih hibridizacijskih sond ter s klasi¢nim
postopkom PCR in z analizo velikosti madezev
pridelkov PCR na agaroznem gelu po elektrofo-
rezi. Vrsto mutacij smo dolo¢ili s sekvenciranjem
ciljnega odseka pridelka klasi¢nega PCR.

Rezultati: Pri dveh od Sestih bolnikov smo
ugotovili prisotnost mutacije v eksonu 12 gena
JAK2. Pri enem bolniku smo ugotovili deleci-
jo p.Asns42_Glus43del, pri drugem pa delecijo
p-Glus43_Asps44del. Obe mutaciji sta Ze znani.

Zakljucki: Pri dveh od $estih bolnikov s klini¢-
nim sumom na PV smo ugotovili mutacijo v ek-
sonu 12 gena JAK2 in potrdili diagnozo PV. Skle-
pamo, da so metode primerne za redno delo v
laboratoriju in pomembne za postavitev diagnoze

bolezni PV pri bolnikih s PV ali z eritrocitozo in
negativnim izsledkom za mutacijo JAK2 V617F.

Abstract

Background: Polycythemia vera (PV) is charac-
terized by erythrocytosis and mutation in JAK2
gene. More than 95 % of patients with PV have
somatic mutation JAK2 V617E Recently, several
novel JAK2 exon 12 mutations in PV patients and
unmutated JAK2 V617F were found. The aim of
the study was to introduce methods for the de-
tection of JAK2 exon 12 mutations in patients
with PV or unclear erythrocytosis and with un-
mutated JAK2 V617F

Methods: Six patients with an increased red cell
mass determined by Complete Blood Count
(CBC) test and with unmutated JAK2 V617F were
included in the study. Granulocytes were isolated
from peripheral blood or bone marrow aspi-
rates by Ficoll density centrifugation followed
by erythrocytes lysis. Total cellular RNA was iso-
lated from cells and used to prepare complemen-
tary DNA (cDNA) by reverse transcription. De-
tection of JAK2 exon 12 mutation was performed
by quantitative real time PCR and by melting
curve analyses using dual hybridization probes,
by classical PCR and agarose gel electrophoresis.
The type of mutation was determined by direct
sequencing of the classical PCR products.

Results: We detected JAK2 exon 12 mutation in
two out of six patients. We determined the dele-
tion p.Asns42_Glus43del in one patient and the
deletion p.Glus43_Asps44del in another one.
The mutations have been already described.

Conclusions: In two out of six patients we de-
tected JAK2 exon 12 mutation and confirmed the
diagnosis of PV. We conclude that JAK2 exon 12
mutation analysis by the methods used contrib-
utes to the diagnosis of PV or erythrocytosis in
patients with unmutated JAK2 V617F mutation.
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Uvod

Mieloproliferativne novotvorbe (MPN)
so klonske bolezni, ki izvirajo iz multipo-
tentne maticne celice, za katere je znacilna
¢ezmerna tvorba ene ali ve¢ celi¢nih vrst ob
odsotnosti dolocenega znanega sprozilnega
dejavnika. Prava policitemija (PV) je MPN,
za katero je znacilno predvsem povecano
nastajanje celic rdece vrste, manj pa celic
granulocitne in megakariocitne vrste. Po
razvrstitvi Svetovne zdravstvene organizaci-
je (§ZO) so za pravo policitemijo znacilna
merila, kot so povecane vrednosti hemato-
krita (moski > 0,52, Zenske > 0,48), poveca-
na masa eritrocitov (ME > 25 %), prisotnost
mutacije JAK2 V617F in znizana koncentra-
cija Epo (eritropoetin) v serumu.”* V pato-
genezi te bolezni igrajo pomembno vlogo
mutacije v tirozin kinazi JAK2 (Janus kinaza
2), ki je povezana tudi z aktiviranjem recep-
torja za Epo. Tirozin kinaza JAK2 je vklju-
cena v signalne poti za proliferacijo hema-
topoetskih celic. Gen za JAK2 se nahaja na
kromosomu 9p24 in je sestavljen iz sedmih
domen. Najpomembnejsi domeni sta JH1 in
JH2. Domena JHz1 se nahaja blizu karboksil-
nega konca proteina in je aktivna kinazna
domena s tirozinskimi ostanki, ki se v pro-
cesu aktiviranje gena JAK2 fosforilizirajo.
Domena JH2 ali psevdokinazna domena je
kinazi podobna domena, ki nima kinazne
aktivnosti. Vse druge JH3-JH7 domene pa
opredelimo kot JAK2 podobne domene.’
NajpogostejSa mutacija v genu JAK2 je toc-
kovna mutacija V617F, ki nastane v domeni
JH2 psevdokinaze gena JAK2. Pri mutaciji
se zamenja aminokislina valin (V) za feni-
lalanin (F) na mestu 617 aminokislinskega
zaporedja. To vodi do stalnega aktivnega
delovanja JAK2 tirozinske kinaze. Celice z
omenjeno mutacijo so zelo obcutljive na ci-
tokine in se hitro delijo. Dve neodvisni razi-
skavi sta vletu 2005 dokazali, da je pri vecini
bolnikov s PV (> 95 %) in pri priblizno polo-
vici (50-60 %) bolnikov z esencialno trom-
bocitemijo in primarno mielofibrozo pri-
sotna pridobljena somatska mutacija JAK2
V617E.*° Mutacija je prisotna v 50 % tudi pri
bolnikih z refraktarno anemijo s prstanasti-
mi sideroblasti in trombocitozo, pri drugih

mieloproliferativnih in mielodisplasti¢nih
boleznih pa jo le redko dokazemo.

Pri priblizno 5% bolnikov s PV, kjer ni
prisotna mutacija V617F, so prisotne tudi
druge mutacije, ki pa se zgodijo znotraj ek-
sona 12 gena JAK2.°”® Mutacije v eksonu 12
gena JAK2 nastanejo znotraj podrocja gena
JAK2, ki medsebojno povezuje dve dome-
ni, domeno SH2 in psevdokinazno domeno
JH2. Ekson 12 gena JAK2 pokriva podrocja
gena od kodona 506-547. Vecina teh muta-
cij nastane znotraj podrocja eksona 12 gena
JAKz2, ki pokriva podro¢je gena od kodona
537-543. Mutacije v eksonu 12 gena JAK2
so prisotne tudi pri bolnikih z idiopatsko
eritrocitozo s povecanim $tevilom eritroci-
tov, povecano vrednostjo hematokrita ter z
znizano koncentracijo Epo v serumu brez
kakrsnih koli klini¢nih znakov za PV ali
prisotnih karakteristi¢cnih morfoloskih spre-
memb megakariocitov v kostnem mozgu.'’
Pri drugih MPN mutacij v eksonu 12 gena
JAK2 niso ugotovili.

Namen raziskave je vpeljava metod za
dolocitev mutacij v eksonu 12 gena JAK2 in
dolocitev vrste prisotne mutacije pri bolni-
ku z JAK2 V617F negativho PV z metodo
sekvenciranja.

Metode

V preiskavo za dolo¢itev mutacij v ekso-
nu 12 gena JAK2 smo vkljucili 6 bolnikov z
napotnima diagnozama PV ali nepojasnje-
na eritrocitoza. Vsi bolniki so se zdravili v
Univerzitetnem klinicnem centru Ljubljana
(UKC Ljubljana).

Prisotnost mutacij v eksonu 12 gena JAK2
smo dolo¢ili s tremi razli¢nimi molekular-
no-diagnosti¢nimi nacini: z analizo krivulje
taljenja, s kvalitativno verizno reakcijo s po-
limerazo (PCR) in s sekvenciranjem.

Za potrebo dolo¢anja mutacij v eksonu
12 gena JAK2 smo bolnikom odvzeli 2 ml
kostnega mozga ali 10 ml venske krvi, ki
smo ju shranili odvzete v epruveto z anti-
koagulantom EDTA. Iz granulocitov, ki smo
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Slika 1: Dolocitev mutacij
v eksonu 12 gena JAK2 z
nacinom krivulje taljenja
na napravi LightCycler
2.0.
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jih pridobili z gradientnim centrifugiranjem
preko fikola, smo z reagen¢nim kompletom
High Pure RNA Isolation Kit (ROCHE) iz
njih osamili RNA. Po navodilih reagenc-
nega kompleta SuperScript® VILO™ cDNA
Synthesis Kit (Invitrogen) smo s postop-
kom obratnega prepisovanja in z encimom
reverzna transkriptaza SuperScript III pre-
tvorili ~1 mg RNA v komplementarno DNA
(cDNA).

Kot presejalno metodo za dolocitev pri-
sotnosti genskih sprememb v eksonu 12
gena JAK2 smo uporabili metodo analize
krivulje taljenja hibridizacijskih sond po
verizni reakciji s polimerazo v realnem ¢asu
(RQ-PCR), ki jo izvajamo z napravo Light-
Cycler® 2.0 (Roche). Podatke smo analizirali
z rac¢unalniskim programom LightCycler
Software 4.1, ki dobljene vrednosti grafi¢no
prikaZe v obliki krivulj. Z napravo zaznamo
padec fluorescence pri dveh razli¢nih tem-
peraturah, ko se DNA razcepi v predelu mu-
tacije, in pri temperaturi, ko se DNA razcepi
v predelu nemutiranega gena. Racunalniski
program pretvori vrednosti fluorescence,
odvisne od temperature, v negativni prvi
odvod (-dF/dT).

Za reakcijo PCR pri presejalni metodi
smo v 20 pL-reakciji uporabili smerni za-
¢etni oligonukleotid JAK2-F (Applied Bio-
systems) z nukleotidnim zaporedjem TGT
ACCAACCTCACCAACAT in protismer-
ni zacetni oligonukleotid JAK2-R (Applied
Biosystems) z nukleotidnim zaporedjem
CAG TTG ACC GTA GTC TCC T. Kon-
centracija obeh zacetnih oligonukleotidov v
reakcijski mesanici je bila 0,5 mM. Smerni
oligonukleotid se prilega podro¢ju kodonov
520-525, medtem ko se protismerni prilega
na podroc¢je kodonov 568-573. V reakciji
PCR smo uporabili tudi sondi Hyb-Probe
JAK2-FL (Roche Diagnostics) z nukleo-
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tidnim zaporedjem ATG GTG TTT CAC
AAA ATC AGA AAT GAA GAT TTG AT-
-Fluorescin ter sondo JAK2-PH (Roche Di-
agnostics) z nukleotidnim zaporedjem TTA
ATG AAA GCCTTG GCC AAG GCA CT-
-Phosphate. Koncentracija sond v reakcijski
mesanici je bila 0,75 mM. Nadaljnji posto-
pek reakcije PCR smo povzeli po predhodno
objavljeni literaturi.® Najpogostejse mutacije
v eksonu 12 gena JAK2 so v podro¢ju kodo-
nov 535-555, ki jih prepoznamo z metodo
analize krivulje taljenja.

Pri kvalitativni reakciji PCR smo v 50
mL reakcijski me$anici uporabili smerni in
protismerni zacetni oligonukleotid (JAK2-
-F in JAK2-R), katerih koncentracija v re-
akcijski mesanici je bila 0,4 mM. Koncen-
tracija ANTP v reakcijski meSanici je bila
0,200 mM, medtem ko je bila koncentracija
MgCl, 2,5 mM (Applied Biosystems). V re-
akciji PCR smo uporabili encim AmpiTag
GOLD Polymerase (Applied Biosystems).
V reakciji pomnozevanja s 35 cikli je bila
temperatura prileganja 6o °C. Reakcijo PCR
smo izvedli z napravama Veriti® Thermal
Cycler in GeneAmp® PCR System 9700 (Ap-
plied Biosystems).

Po koncani reakciji PCR smo produkte
PCR s postopkom gelske elektroforeze loc¢ili
na 4-odstotnim agaroznem gelu (E-Gel® EX
Gels, 4 %, Invitrogen). Fragmente produk-
tov reakcije PCR smo po koncani elektro-
forezi izrezali iz gela. V primeru prisotnosti
enega fragmenta smo precistili produkt re-
akcije PCR na E-Gel® SizeSelect™ agaroznem
gelu. Ob prisotnosti vecjega $tevila fragmen-
tov smo po koncani elektroforezi fragmente
produktov reakcije PCR izrezali iz gela. Izre-
zane fragmente smo precistili z reagentnim
kompletom PureLink Quick Gel Extraction
Kit (Invitrogen).

Postopek sekvenciranja, s katerim do-
lo¢imo nukleotidno zaporedje, smo izvedli
na genetskem analizatorju ABI 310 (Applied
Biosystems) ob uporabi predhodno omenje-
nega smernega (JAK2-F) in protismernega
zacetnega oligonukleotida (JAK2-R) ter s
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pomocjo reagentnega kompleta BigDye Ter-
minator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit (Applied Biosystems).

ES43-D544del NE42-E5434del

Rezultati

Podatki laboratorijskih preiskav

V sklopu diagnosticiranja smo bolnikom
naredili dolocene laboratorijske preiskave.
Vsem bolnikom smo s preiskavo alelna ve-
rizna reakcija s polimerazo (alelni PCR) prej
izkljucili prisotnost mutacije V617F v genu
JAK2 (Tabela 1).

Slika 2: Analiza produktov veriZne reakcije s polimerazo (PCR) na agaroznem
gelu.

Tabela 1: Podatki o bolnikih in laboratorijskih preiskavah.

Podatki o bolniku in : :
56 55 44 52 24 50

starost (Leto)

spol Z Z M Z M M
diagnoza PV PV PV Eritrocitoza PV Eritrocitoza
izvor vzorca KM PK PK PK PK PK

hemoglobin g/L 5
Ref. v. [118-148] x g/L Z 191 184 175 166 180 175
Ref. v. [133-16 7] x g/L M

hematokrit 3
Ref. v. [0,36-0,44] x g/L Z 0,580 0,542 0,507 0,478 0,515 0,502
Ref. v. [0,39-0,50] x g/L M

erci x 10*2/L/ .
Ref. v. [3,88-4,99] x 10*%/L Z 7,70 5,63 5,53 5,59 5,55 5,89
Ref. v. [4,32-5,66] x 10'2/L M

Lkei x 10%/L/

Ref. v. [3,9-11,1] x 10%/L Z 9,2 9,6 10,0 11,5 76 35

Ref. v. [3,7-9,5] x 10°%/L M

trx 10%/L/

Ref.v. [157-384] x 10°/L 340 202 279 286 225 153

nivo Epo v serumu 1U/mL/

Ref. v. [3,3-16,6] IU/mL A 19 30 & 0 28
mutacija JAK2V617F Ni prisotna Ni prisotna Ni prisotna Ni prisotna Ni prisotna Ni prisotna
mutacije v eksonu 12 gena E543- N542- — - - -
JAK2 D544del E543del Ni prisotna Ni prisotna Ni prisotna Ni prisotna

Legenda: Z (zenska); M (moski); PV (prava policitemija); KM (kostni mozeg); Erci (eritrociti); Lkci (Levkociti); Tr (trombociti); Epo
(eritropoetin); NA / ni na voljo.
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Slika 3: Somatski
mutaciji v eksonu 12 gena
JAK2 pri dveh bolnicah s
pravo policitemijo.
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S presejalno metodo krivulje taljenja hi-
bridizacijskih sond na napravi LightCycler
2.0 smo dokazali prisotnost mutacije v ek-
sonu 12 pri bolnici 1 in bolnici 2. Pri vseh
drugih bolnikih pa smo z metodo taljenja
krivulje izklju¢ili prisotnost mutacije v ekso-
nu 12 gena JAK2. Na grafu krivulje taljenja,
na katerem je negativni prvi odvod (-dF/
dT) fluorescence v odvisnosti od tempe-
rature kaze kot enojni vrh pri temperaturi
krivulje taljenja ~67 °C, predstavlja bolnika,
pri katerem mutacija v eksonu 12 ni prisotna
(wt) (Slika 1). Iz grafa je razvidno, da sta pri
bolnici 1 prisotna dva vrhova pri razli¢nih
temperaturah krivulje taljenja (Tm;=61°C
in Tm, = 67 °C), kar potrjuje prisotnost mu-
tacije v eksonu 12. Prav tako sta prisotna dva
vrhova tudi pri bolnici 2 z razli¢nima tem-
peraturama krivulje taljenja (Tm;=59°C in
Tm, =67 °C). Izsledki potrjujejo prisotnost
mutacije v eksonu 12 pri obeh bolnicah.

Pri bolnici 1 in bolnici 2 smo uspesno
potrdili prisotnost mutacij v eksonu 12
gena JAK2 tudi z metodo kvalitativne re-
akcije PCR, kar je razvidno iz elektroforo-
grama (Slika 2). Na agaroznem gelu v pri-
meru odsotnosti mutacije v eksonu 12 gena
JAK2 dobimo fragment velikosti 163 bp. V
primeru prisotnosti mutacije pa so na aga-
roznem gelu poleg fragmenta velikosti 163
bp prisotni Se fragmenti, ki so ve¢ji od 163
bp. Velikost fragmentov je odvisna od vrste
prisotnih mutacij v eksonu 12 (npr. delecije,
insercije nukleotidov). Pri bolnici 1 in bol-
nici 2 sta poleg fragmenta velikosti 163 bp

IZVIRNI CLANEK/ORIGINAL ARTICLE

prisotna $e dva fragmenta, njuna velikost pa
je vecja od ~180 bp, kar potrjuje prisotnost
mutacije v eksonu 12 gena JAK2 (Slika 2). Pri
drugih bolnikih pa smo dobili le fragment
velikosti 163 bp. Za izkljuc¢itev mutacij smo
opravili $e sekven¢no analizo.

Z metodo sekvenciranja smo nato pri
posameznem bolniku iz produktov PCR do-
lo¢ili nukleotidno zaporedje, ki smo ga pri-
merjali z nukleotidnim zaporedjem divjega
tipa gena JAK2. Z metodo sekvenciranja smo
pribolnici 1 dolo¢ili mutacijo Es43-D544del,
kjer je prislo do izgube fragmenta velikosti 6
bp. Prislo je do delecije 6 nukleotidov GAA
GAT na mestih 1627-1632 (1627-1632del6).
Pri mutaciji je v aminokislinskem zaporedju
prislo do delecije glutaminske kisline na me-
stu 543 in aspartata na mestu 544 (Slika 3).
Pri bolnici 2 je bila prisotna mutacija N542-
-Es43del, pri kateri je prav tako prislo do iz-
gube fragmenta velikosti 6 bp. Do delecije 6
nukleotidov AAT GAA je prislo na mestih
1624-1629 (1624-1629del6). Pri tej mutaciji
je v aminokislinskem zaporedju prislo do
delecije asparagina na mestu 542 in gluta-
minske kisline na mestu 543 (Slika 3).

Pri bolniku 3 in bolniku 5 z negativno
mutacijo JAK2 V617F in s klini¢no sliko za
PV v granulocitih periferne krvi nismo do-
lo¢ili prisotnosti mutacije v eksonu 12 gena
JAK2. Prav tako je nismo dolo¢ili niti pri
drugih dveh bolnikih*® s klini¢no sliko eri-
trocitoze.

Razpravljanje

Mutacija v V617F gena JAK2 je po raz-
vrstitvi Svetovne zdravstvene organizacije
pomembno molekularno-diagnosti¢no me-
rilo prave policitemije. Nedavne raziskave
so pokazale, da pri teh bolnikih ugotovimo
mutacijo v ve¢ kot 5% znotraj eksona 12
gena JAK2. Od $estih analiziranih bolnikov
s pravo policitemijo ali z eritrocitozo smo
pri dveh bolnicah dokazali prisotnost muta-
cije v eksonu 12. Bolnici sta bili ob dolo¢itvi
mutacij stari 56 in 55 let (Tabela 1). Zanimi-
vo je, da podatki iz predhodno objavljenih
raziskav potrjujejo, da so mutacije v eksonu
12 gena JAK2 prisotne v ve¢jem delezu pri
zenski kot pri moski populaciji. Mediana
starosti je manj$a od 60 let. Nasprotno pa
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je mutacija V617F v genu JAK2 prisotna v
ve¢jem delezu pri moski populaciji, kjer je
mediana starosti manjsa od 7o let.”

Za PV so znacilni dejavniki, kot so pove-
¢ana vrednost hematokrita, pove¢ana masa
eritrocitov, prisotnost mutacije JAK2 V617F
in zmanj$ana koncentracija Epo v serumu.
Raziskave so pokazale, da mutacije v ekso-
nu 12 gena JAK2 ugotavljamo pri bolnikih s
PV ali z idiopatsko eritrocitozo (IE), ki pa
ni povezana s trombocitozo in levkocito-
z0."'"* V naSem primeru sta imeli bolnici
s prisotnima mutacijama v eksonu 12 gena
JAK2 povecano $tevilo eritrocitov, pove¢ano
vrednost hematokrita ter pove¢ano koncen-
tracijo hemoglobina. Pri obeh bolnicah sta
bila stevilo levkocitov in $tevilo trombocitov
v mejah referen¢nih vrednosti (Tabela 1),
kar je v skladu z raziskavami. Bolnica 2 je
imela prav tako nizko koncentracijo Epo v
serumu.

Preiskave za dolocitev mutacij v eksonu
12 gena JAK2 izvajamo stopenjsko. Najprej
opravimo analizo taljenja krivulje, nato pa
potrjujemo prisotnost in vrsto mutacije z
metodo sekvenciranja. Pri bolnicah smo do-
lo¢ili mutaciji vrste N542-Es543del in E543-
-Ds544del, ki sta hkrati tudi najpogostejsi
mutaciji v podro¢ju znotraj eksona 12.”

Najvec¢ mutacij v eksonu 12 gena JAK2 se
zgodi znotraj regije, ki jo pokrivajo kodoni
537-543."%"* Do sedaj poznamo ve¢ kot 15
razlicnih mutacij v eksonu 12 gena JAK2,
kot so duplikacije (podvajanje), insercije
(vstavljanje), delecije (izbris) in substitucije
(zamenjava) dolocenih nukleotidov. Naj-
pogostejse med njimi so delecije, kjer pride
do izgube fragmenta velikosti 6 bp. Te ne
vplivajo na bralni okvir, vendar spremenijo
kon¢no aminokislinsko sestavo. Analiza se-
kvenc najpogostejsih delecijskih toc¢kovnih
prelomov kaze, da se delecije pri mutacijah
v eksonu 12 zgodijo znotraj dveh kratkih po-
novitev (AGA).

Druge, do sedaj poznane mutacije v
eksonu 12, so: Ks39L, Fs537-Ks3gdelinsL,
Rs541-Es543delinsK, H538-K539delinsL, F537-
-Is46dupFs47L, Es43del, Hs38QKs39L,
547insLI540-F547, I540-Es543delinsMK,
Fs47V, Hs38DKs39LI540S, F537-Fs47dup,
I540-N542delinsS, Vs536-F547dup in Vs536-
—1546dup.7’16_19

Rezultati nasih preiskav so pokazali, da
so rezultati analize krivulje taljenja v skladu
z rezultati kvalitativne reakcije PCR ter z re-
zultati sekvenciranja. Analiza taljenja krivu-
lje je bolj obcutljiva metoda kot sekvencira-
nje, kar je tudi eden izmed razlogov, da obe
preiskavi delamo hkrati in s tem pove¢amo
obcutljivost detekcije.

Ce preiskavo opravljamo iz vzorca ven-
ske krvi, se lahko zgodi, da dobimo nega-
tivni rezultat, ki pa je lahko vzrok majhnega
Stevila celic v periferni krvi s prisotno muta-
cijo v eksonu 12 gena JAK2. V tem primeru
moramo za izkljucitev prisotnosti mutacij v
eksonu 12 preiskavo ponoviti $e na celicah
kostnega mozga.

Zakljucek

Uspesno smo vpeljali preiskavo, s kate-
ro dolo¢amo prisotnost mutacij v eksonu
12 gena JAK2. S sekvenciranjem natancno
dolo¢imo vrsto prisotne mutacije. Do se-
daj smo odkrili ve¢ kot 15 razlicnih mutacij
v eksonu 12 gena JAK2, kar pa ne izklju¢uje
dejstva, da je lahko prisotnih $e ve¢ razlic¢-
nih vrst mutacij v eksonu 12 gena JAK2. Tako
metoda taljenja krivulje kot sekvenciranje
omogocata dolocitev do sedaj $e nepozna-
nih mutacij v eksonu 12 gena JAK>.

V Specializiranem hematoloskem labo-
ratoriju od leta 2011 to preiskavo rutinsko
izvajamo kot molekularno-diagnosti¢ni pre-
skus pri bolnikih z JAK2 Vé617F-negativno
pravo policitemijo. Doloc¢itev mutacij v ek-
sonu 12 gena JAK2 ima pomembno vlogo pri
postavitvi diagnoze in razumevanju patofi-
ziologije same bolezni in vpliva na odlocitev
o nadaljnjem zdravljenju.
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