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UVOD

Mi je lo pro li fe ra tiv ne neo pla zi je su gru pa 
he ma to lo ških ma lig nih obo qe wa ko ju od
li ku je klo nal na pro li fe ra ci ja jed nog ma
lig no iz me we nog klo na mi je lo id ne krv ne 
lo ze ili vi še wih. U ovu gru pu obo qe wa 
ubra ja ju se po li ci te mi ja ve ra, esen ci jal na 
trom bo ci te mi ja i pri mar na mi je lo fi bro
za [1]. Kod mi je lo pro li fe ra tiv nih obo qe
wa ma tič ne će li je he ma to po e ze za dr ža va ju 
po ten ci jal da se di fe ren ci ra ju, ali se od
li ku ju po ve ća nom ose tqi vo šću na fak to re 
ra sta [2, 3, 4]. Ne dav no je ot kri ve na ak ti vi
ra ju ća so mat ska mu ta ci ja u ge nu za Ja nus ki
na zu 2 (JAK2), ko ja je za be le že na kod 65-97% 
bo le sni ka sa po li ci te mi jom ve rom, 57% sa 
esen ci jal nom trom bo ci te mi jom i 50% sa 
pri mar nom mi je lo fi bro zom [5]. Ova mu ta-
ci ja podrazumeva tran sver zi ju nu kle o ti da 
G u nu kle o tid T na po zi ci ji 1849 u eg zo nu 
14 ge na JAK2 [5-10]. Na pro te in skom ni vou 
ova pro me na do vo di do za me ne ami no ki se
li ne va lin u fe ni la la nin na po zi ci ji 617 
(V617F) pro te i na JAK2. Mu ta ci ja se na la
zi u auto in hi bi tor nom re gi o nu pro te i na 
JAK2 i iza zi va we go vu kon sti tu tiv nu ak ti

va ci ju [11]. To do vo di do po ve ća ne ose tqi
vo sti će li ja na do la ze će sti mu lu se, kao što 
su fak to ri ra sta. Po sto ja we mu ta ci je do no
si pro li fe ra tiv nu pred nost će li ja ma ko je 
je po se du ju iza zi va ju ći klo nal nu eks pan zi ju 
he ma to po et skih pro ge ni to ra u mi je lo pro
li fe ra tiv nim neo pla zi ja ma. Kao po sle di
ca ove mu ta ci je ak ti vi ra se sig nal ni put 
niz vod no od pro te i na JAK2, od no sno STAT 
put, či me do la zi do in ten ziv ne tran skrip
ci je ge na ukqu če nih u de o bu će li je [12, 13].

Rast i di fe ren ci ja ci ja he ma to po et skih 
će li ja od vi ja se pod uti ca jem raz li či tih 
fak to ra ra sta i wi ho vih re cep to ra. Je dan 
od ovih re cep to ra je i ti ro zinki na za FLT3 
(engl. FMS-li ke tyro si ne ki na se 3), ko ji je član 
gru pe ti ro zinki na znih re cep to ra ti pa III 
[14]. Ovaj pro tein se uglav nom eks pri mi ra na 
ma tič nim će li ja ma he ma to po e ze i uče stvu je 
u kon tro li wi ho ve di fe ren ci ja ci je i pro
li fe ra ci je [15]. To kom he ma to po e ze, ve zi va-
we odgovarajućeg li gan da za re cep tor FLT3 
do vo di do di me ri za ci je re cep to ra, ak ti va
ci je re cep tor ske ti ro zinki na ze, auto fos
fo ri la ci je re cep to ra i ak ti va ci je niz vod
nih sig nal nih pu te va [16]. Opi sa ne su dve 
kla se ak ti vi ra ju ćih mu ta ci ja u ge nu za re
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cep tor FLT3. U pr vu kla su ubra ja ju se unu tra šwe tan
dem ske du pli ka ci je (engl. in ter nal tan dem du pli ca tion) 
u eg zo ni ma 14 i 15, ko je na pro te in skom ni vou do vo de 
do in ser ci je od re đe nog bro ja ami no ki se li na [17, 18]. 
U dru gu kla su mu ta ci ja ubra ja ju se sup sti tu ci je, ma le 
de le ci je i in ser ci je [19, 20, 21]. Naj če šća mu ta ci ja iz 
dru ge gru pe je tač ka sta mu ta ci ja D835 [22]. Sve ove mu
ta ci je su ak ti vi ra ju će i iza zi va ju ak ti va ci ju re cep
to ra ne za vi snu od li gan da [16, 19, 20]. Mu ta ci je u ge nu 
za FLT3 su naj če šće ge ne tič ke abe ra ci je u akut noj mi
je lo id noj le u ke mi ji, a ot kri ve ne su kod oko 30% od ra-
slih bo le sni ka [16, 23]. U stu di ji iz ve de noj u Sr bi ji 
ko ja je ob u hva ti la bo le sni ke s akut nom mi je lo id nom 
le u ke mi jom po ka za no je da je uče sta lost mu ta ci je FLT3-
ITD 17,7%, a mu ta ci je D835 3,5%, te da je mu ta ci ja FLT3-
ITD ne po vo qan prog no stič ki mar ker [24].

CIQ RADA

Ciq is tra ži va wa je bio da se usta no vi mu ta ci ja 
JAK2-V617F kod bo le sni ka sa mi je lo pro li fe ra tiv
nim neo pla zi ja ma. Is pi ta no je i po sto ja we mu ta ci je 
FLT3-ITD kod ovih bo le sni ka ra di ra sve tqa va wa hi
po te ze o slič noj ulo zi ova dva mo le ku lar no ge ne tič ka 
mar ke ra u he ma to lo škim ma lig ni te ti ma.

METODE RADA

Alel-specifični PCR u utvrđivawu mutacije 
JAK2-V617F

Mu ta ci ja JAK2-V617F je usta no vqe na pre ma mo di fi
ko va nom pro to ko lu Bak ste ra (Bax ter) i sa rad ni ka [5]. 
Kao iz vor DNK ko ri šće ni su gra nu lo ci ti pe ri fer ne 
kr vi ko ji su izo lo va ni na gra di jen tu fi ko la (SIG MA 
Al drich, USA) pre ma uput stvu pro iz vo đa ča. Ge nom ska 
DNK izo lo va na je iz gra nu lo ci ta ko ri šće wem QI A-
ampD NA Blo od Mi ni Kit (QI A GEN, Ger many). Za PCR am
pli fi ka ci ju ko ri šće no je 80 ng DNK za sva ki uzo rak. 
Praj me ri ko ri šće ni u PCR am pli fi ka ci ji bi li su:
• kon trol ni (Fcont): 5’ATCTA TAGTCATGCTGA A AG-

TAG GA GA A AG3’
• spe ci fič ni (Fspec): 5’AG CATTTGGTTTTA A AT-

TAT GGAG TA TATT3’
• re verz ni (Rev): 5’CTGA A TAGTCCTA-

CAGTGTTTTCAGTTTCA3’
Am pli fi ka ci ja praj me ri ma Fcont i Rev da je pro iz

vod od 364 ba znih pa ro va (bp) ko ji se do bi ja i sa nor
mal nog i sa mu tant nog ale la, a slu ži kao in ter na kon-
tro la PCR. Am pli fi ka ci ja sa praj me ri ma Fspec i Rev 
da je pro iz vod od 203 bp sa mu tant nog ale la uko li ko 
po sto ji mu ta ci ja. Mo di fi ka ci ja me to de od no si se na 
uvo đe we dva odvo je na ci klu sa am pli fi ka ci je. Pr vi 
ci klus ura đen je sa 1 μmol/l praj me ri ma Fcont i Rev, a 
dru gi ci klus sa 1 μmol/l praj me ri ma Fspec i Rev. U svim 
re ak ci ja ma ko ri šće na je po li me ra za QI A GEN Hot start. 
Uslo vi za pr vi ci klus umno ža va wa bi li su 15 mi nu-

ta na 95°C, a za tim 35 ci klu sa (94°C, 58°C i 72°C, svaki 
u trajawu od 30 se kun di) i 10 mi nu ta na 72°C fi nal ne 
elon ga ci je. Uslo vi za dru gi ci klus bi li su isti, osim 
tem pe ra tu re hi bri di za ci je praj me ra, ko ja je bi la 62°C. 
Pro iz vo di do bi je ni pri me nom PCR su ana li zi ra ni 
na dvo pro cent nim aga ro znim ge lo vi ma.

Direktno sekvencirawe PCR proizvoda

Ge nom ska DNK je izo lo va na iz gra nu lo ci ta pe ri fer
ne kr vi i am pli fi ko va na u PCR ko ri šće wem praj
me ra Fcont i Rev. PCR pro iz vod je se kven ci ran ko ri
šće wem praj me ra Rev na ma ši ni ABI 3700 pri me nom 
ko mer ci jal nog se ta (BigDye Ter mi na tor Se qu en cing kit, 
Ap plied Bi osystems, Fo ster City, CA, USA). Hro ma to gra
mi su ana li zi ra ni soft ve rom Se qu en cing Analysis 5.2 
(Ap plied Bi osystems).

Analiza postojawa mutacije FLT3-ITD

Mu ta ci ja FLT3-ITD je analizirana metodom koju je 
razradila Čo lo vi će va sa sa rad ni cima [24].

REZULTATI

Alel-specifični PCR u analizi postojawa 
mutacije JAK2-V617F

Me to dom alelspe ci fič ne PCR ana li zi ran je 61 bo-
le snik sa po tvr đe nom di jag no zom mi je lo pro li fe ra
tiv ne neo pla zi je na mu ta ci ju JAK2-V617F ili sum
wom na ovu di jag no zu. U stu di ji je op ti mi zo va na ose
tqi va, po u zda na i br za me to da za pre po zna va we mu
ta ci je V617F ge na JAK2. Kod 18 is pi ta ni ka (34%) je 
usta no vqe na mu ta ci ja, dok je kod 43 bo le sni ka (66%) 
ni je bi lo (Sli ka 1). Kod osam bo le sni ka je di jag no

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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sti ko va na po li ci te mi ja ve ra, a kod de set esen ci jal
na trom bo ci te mi ja. Da bi se pro ve ri le po u zda nost i 
va lid nost op ti mi zo va ne me to de, umno žen je deo eg zo-
na 14 ge na JAK2 me to dom PCR i se kven ci ran. Se kven
ci ra wem je po tvr đe na mu ta ci ja G>T u eg zo nu 14 ge na 
JAK2 (Sli ka 2).

Analiza mutacije FLT3-ITD kod bolesnika 
pozitivnih na JAK2

Ot kri va we mu ta ci je FLT3-ITD ura đe no je kod 18 is pi
ta ni ka po zi tiv nih na mu ta ci ju JAK2-V617F. Svi oni 
bi li su ne ga tiv ni na mu ta ci ju FLT3-ITD (Sli ka 3).

DISKUSIJA

Mi je lo pro li fe ra tiv ne neo pla zi je su gru pa he ma to
lo ških ma lig nih obo qe wa ko ja pri pa da ve ćoj gru pi 
hro nič nih mi je lo pro li fe ra tiv nih bo le sti, u ko je se 
ubra ja ju i: hro nič na mi je lo id na le u ke mi ja, hro nič na 
mi je lo mo no cit na le u ke mi ja, hi pe re o zi no fil ni sin
drom i hro nič na eozi no fil na le u ke mi ja [6]. Mi je lo-
pro li fe ra tiv ne neo pla zi je se od li ku ju in ten ziv nom 
he ma to po e zom ne za vi snom od sti mu la ci je fak to ri ma 
ra sta, kao što su eri tro po e tin i trom bo po e tin [2, 
3, 4]. Glav na kli nič ka kom pli ka ci ja ovih obo qe wa 
je trom bo za, ma da se mo že ja vi ti i kr va re we [5]. Kao 
ka sna kom pli ka ci ja po li ci te mi je ve re i esen ci jal ne 
trom bo ci te mi je mo gu na sta ti mi je lo fi bro za i akut
na mi je lo id na le u ke mi ja [5]. Ka sni sta di jum pri mar-
ne mi je lo fi bro ze od li ku je se fi bro zom ko šta ne sr
ži, ci to pe ni jom i sple no me ga li jom, i ta ko đe mo že 
pre ći u akut nu mi je lo id nu le u ke mi ju [5].

Ak ti vi ra ju ća so mat ska mu ta ci ja V617F u ge nu JAK2 
uzrok je klo nal ne pro li fe ra ci je kod mi je lo pro li fe
ra tiv nih neo pla zi ja. Go to vo isto vre me no su to kom 
2005. go di ne če ti ri gru pe is tra ži va ča ustanovile 
ovu mu ta ci ju kod ve ći ne bo le sni ka sa po li ci te mi
jom ve rom i kod oko po lo vi ne bo le sni ka s esen ci jal
nom trom bo ci te mi jom i pri mar nom mi je lo fi bro zom 
[5-10]. Is tra ži va wa su po ka za la da gra nu lo ci ti izo-
lo va ni iz kr vi ovih bo le sni ka ra stu u kul tu ri će li
ja bez do da ta ka fak to ra ra sta [2, 3, 4].

Fa mi li ja JAK ob u hva ta ne re cep tor ske ti ro zinki
na ze JAK1, JAK2, JAK3 i TYK2. Ove ki na ze su spreg nu-
te s re cep to ri ma za ci to ki ne i pre no se sig na le niz
vod no od ti pa I i ti pa II ci to ki nih re cep to ra do je
dra po sred stvom sig nal nih pre no si la ca i re gu la to
ra tran skrip ci je (STAT) [12, 13]. Pro te i ni STAT su 
tran skrip ci o ni fak to ri ukqu če ni u mno ge će lij ske 
pro ce se, kao što su pro li fe ra ci ja, di fe ren ci ja ci ja 
i apop to za [12, 13]. Ima ju va žnu ulo gu u imu nom od go-
vo ru, an gi o ge ne zi i he ma to po e zi, a mu ta ci je u ge ni ma 
za pro te i ne STAT do vo de do raz vo ja so lid nih i he ma
to lo ških tu mo ra [12, 13].

U nor mal nim uslo vi ma JAK pro te i ni se ak ti vi ra ju 
pre ko in ter mo le ku lar nih i in tra mo le ku lar nih fos
fo ri la ci ja, ka da se za ci to ki ni re cep tor ve že we gov 
od go va ra ju ći li gand (npr. eri tro po e tin, trom bo po e
tin) [25]. Fos fo ri la ci ja pre ko JAK pro te i na re gru
tu je pro te i ne STAT. Ak ti vi ra ni pro te i ni STAT di
me ri zu ju i tran slo ci ra ju se u je dro, gde do vo de do ak
ti va ci je eks pre si je raz li či tih ge na [25]. Pro te i ni 
STAT su pr vo bit no bi li ozna če ni kao ciq ni efek
to ri JAK pro te i na, dok no vi ja is tra ži va wa po ka zu-
ju da i dru gi sti mu lu si mo gu da ak ti vi ra ju STAT put 
ne za vi sno od JAK pro te i na. Je dan od abe rant nih pu te
va ak ti va ci je STAT5 pu ta od vi ja se pod uti ca jem mu
ti ra nog FLT3-ITD pro iz vo da, što je opi sa no u ne ko
li ko stu di ja [26, 27]. Ka ska da ko ja ukqu ču je pro tein 
STAT5 me wa apop tot ski od go vor, sa mo ob na vqa we i 
pro li fe ra tiv ni ka pa ci tet mi je lo id nih će li ja [28]. 
Ova či we ni ca pot pu no ob ja šwa va mi je lo id nu pro li-

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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fe ra ci ju u ko ju su ukqu če ni mu ti ra ni pro te i ni JAK 
ili FLT3. Po ka za no je da nor ma lan FLT3 pro tein ne 
ko ri sti STAT5 put sig nal ne tran sduk ci je, dok mu ti
ra ni FLT3-ITD ko ri sti ovaj put pot pu no ne za vi sno 
od JAK pro te i na [29].

Pre ma hi po te zi dvo stru kog mu ta ci o nog do ga đa ja 
(engl. two-hit mo del), u le u ke mo ge ne zi je po treb na ko
o pe ra ci ja dve ne za vi sne mu ta ci je: mu ta ci je kla se 1, 
ko ja iza zi va mi je lo pro li fe ra ci ju, i mu ta ci je kla se 
2, ko ja uzro ku je blok u di fe ren ci ja ci ji [30]. Pre ma 
ovom kri te ri ju mu, mu ta ci je JAK2-V617F i FLT3-ITD 
pri pa da ju is toj kla si mu ta ci ja – kla si 1.

Ciq na šeg is tra ži va wa bio je da se utvr di da li 
mu ta ci ja FLT3-ITD po sto ji kod bo le sni ka sa mi je lo
pro li fe ra tiv nim neo pla zi ja ma ko ji ima ju mu ta ci ju 
u ge nu za JAK2. Ana li zom ge na FLT3 kod 18 bo le sni ka 
sa mu ta ci jom JAK2-V617F po ka za no je da gen za FLT3 
kod wih ni je mu ti ran. Do sad je u li te ra tu ri opi sa
no ne ko li ko slu ča je va udru že no sti mu ti ra nih JAK2 
i FLT3 ge na kod oso ba s akut nom mi je lo id nom le u ke
mi jom [28, 31]. Pret po sta vqa se da je kod ovih bo le
sni ka, ko ji ima ju udru že ne mu ta ci je u JAK2 i FLT3 
ge nu, reč o dva ne za vi sna klo na [32]. Po sto ja we dru
gog mar ke ra pro li fe ra ci je mo glo bi da ob ja sni raz
voj mi je lo pro li fe ra tiv nih neo pla zi ja u akut nu mi
je lo id nu le u ke mi ju, ko ja je jed na od ka snih kom pli
ka ci ja ove gru pe obo qe wa. Svi bo le sni ci na šeg is
tra ži va wa su is pi ta ni na po sto ja we mu ta ci ja JAK2-
V617F i FLT3-ITD u ra noj fa zi bo le sti, ne po sred no 

na kon po sta vqa wa di jag no ze na osno vu dru gih kri te
ri ju ma. Du go roč no kli nič ko pra će we ovih bo le sni
ka na mar ke re pro li fe ra ci je, me đu ko ji ma je i FLT3-
ITD, mo glo bi da ima zna ča ja u ra sve tqa va wu pa to ge
ne ze ovih obo qe wa i wi ho vo na pre do va we u akut nu 
mi je lo id nu le u ke mi ju.

ZAKQUČAK

Pre ma no vim kri te ri ju mi ma Svet ske zdrav stve ne or
ga ni za ci je iz 2008. go di ne, mu ta ci ja V617F u ge nu za 
JAK2 uve de na je u gru pu glav nih kri te ri ju ma za di jag
no sti ko va we po li ci te mi je ve re, od no sno u gru pu po
moć nih kri te ri ju ma za utvr đi va we esen ci jal ne trom
bo ci te mi je [33]. Ovo go vo ri o zna ča ju ot kri va wa ove 
mu ta ci je kod bo le sni ka s mi je lo pro li fe ra tiv nim 
neo pla zi ja ma. Tre ba is ta ći i da su u po sled wim fa
za ma kli nič kih is pi ti va wa le ko vi ko ji is po qa va
ju svo je te ra pe ut sko dej stvo na mo le ku lar no ge ne tič
ki mar ker mi je lo pro li fe ra tiv nih neo pla zi ja, mu ta
ci ju JAK2-V617F. Ka da ovi le ko vi poč nu da se pri me
wu ju, zna čaj di jag no sti ke ove mu ta ci je bi će još ve ći.

NAPOMENA

Ovaj rad je ura đen u okvi ru pro jek ta 145061 Mi ni star-
stva za na u ku i teh no lo ški raz voj Re pu bli ke Sr bi je.
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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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