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Streszczenie

Wstep. Mutacja punktowa JAK2V617F wystepuje u okoto 50-60% pacjentéw z widknieniem szpiku (MF). Znaczenie kli-
niczne JAK2V617F w MF nie jest do konca poznane i wymaga dalszych badan.

Materiat i metody. Badanie obecnos$ci mutacji JAK2 wykonano u 77 pacjentéw, 41K/36M, w medianie wieku 61 lat (zakres
19-81). Analizie poddano 42 chorych z pierwotnym wtéknieniem szpiku (PMF), 16 z widknieniem poprzedzonym nadkrwisto-
$cig prawdziwg (post-PV MF) i 19 z widknieniem poprzedzonym nadptytkowos$cig samoistna (post-ET MF). Badanie mutacji
JAK2 wykonano z DNA granulocytéw krwi obwodowej z zastosowaniem dyskryminacji allelicznej polimerazowej reakc;ji tan-
cuchowej (PCR) przy uzyciu testu MutaScreen™.

Wyniki. Mutacje JAK2 wykryto u 55% pacjentow, z tego w PMF/post-PV MF/post-ET MF odpowiednio u 50, 88 i 37%
chorych. Homozygotyczno$¢ JAK2 wykazano u 24 (57%) pacjentow, a heterozygotycznosé u 18 (43%). Mediana liczby zmu-
towanych alleli wynosita 22 (zakres 2-96). Homozygotyczno$¢ JAK2 znamiennie czesciej wystepowata u kobiet, charaktery-
zowata sie wyzsza liczbg leukocytow oraz tendencja do wyzszego stezenia hemoglobiny. Nie wykazano réznic w catkowitym
przezyciu pomiedzy pacjentami JAK2(-) i JAK2(+) oraz pomiedzy hetero- i homozygotami JAK2.

Whioski. Potwierdzono obecnosé mutacji JAK2 u 50-60% chorych z wiéknieniem szpiku. Mutacja JAK2 czesciej wystepo-
wata u chorych z post-PV MF. Nie wykazano korelacji pomiedzy statusem mutacji JAK2 a catkowitym przezyciem.

Stowa kluczowe: widknienie szpiku, JAK2V617F, homozygota, heterozygota, przezycie

Summary

Introduction. Point mutation JAK2V617F occurs in 50-60% of patients with myelofibrosis (MF). Its clinical role is unclear
and requires further studies.

Material and methods. Seventy seven patients were included in the study, 41F/36M, at median age of 61 (range 19-81).
Forty two patients were diagnosed with primary myelofibrosis (PMF), 16 with post-polycythemia vera myelofibrosis (post-PV MF)
and 19 with post-essential thromocythemia myelofibrosis (post-ET MF). The JAK2V617F mutation was detected using allelic discrim-
ination semi-quantitative real time polymerase chain reaction (test MutaScreen™) from DNA of granulocytes from peripheral blood.

Results. A total of 55% studied patients were JAK2-positive. The mutation was present in 50.88 and 37% of patients with
PMF, post-PV MF and post-ET MF, respectively. JAK2 homozygosity was found in 57% of patients and heterozygosity in
43%. The median allele burden was 22 (range 2-96). JAK2 homozygosity was found to be seen more frequently in females,
with higher white blood cell count and with tendency for higher hemoglobin concentration. There was no difference in overall
survival between JAK2-positive and JAK2-negative patients as well as between homozygotes and heterozygotes.

Conclusions. The presence of JAK2 mutation was demonstrated in 50-60% of patients with MF. It occurs more frequently
in patients with post-PV MF. The correlation between JAK2 mutation status and overall survival was not found.
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WSTEP poeza, ktérej wynikiem jest powigkszenie $ledziony i

Pierwotne wtdknienie szpiku (PMF) jest rzadkim no-  watroby (1). Nowe spojrzenie na etiopatogeneze witok-
wotworem mieloproliferacyjnym charakteryzujgcym nienia szpiku (MF) zwigzane jest z odkryciem w 2005
sie pancytopenia, leukoerytroblastozg w krwi obwodo- roku mutacji JAK2V617F, ktora odpowiedzialna jest za
wej, widknieniem szpiku oraz pozaszpikowg hemato- nadwrazliwo$¢ komérek na cytokiny, niepohamowane
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pobudzenie drogi sygnatowej JAK2-STAT i wystepuje
u okoto 65% pacjentéw z PMF (2, 3). Dotychczas opu-
blikowane wyniki analiz nie pozwalajg na jednoznacz-
ne okreslenie réznic w obrazie klinicznym pomiedzy
chorymi MF JAK2(+) i JAK2(-).

MATERIAL | METODY

Pacjenci

Analizie prospektywno-retrospektywnej poddano
77 pacjentéw z rozpoznanym widknieniem szpiku pier-
wotnym (PMF) oraz poprzedzonym nadkrwisto$cig
prawdziwg (post-PV MF) lub nadptytkowoscig samo-
istng (post-ET MF), leczonych w Klinice Hematologii i
Transplantacji Szpiku élqskiego Uniwersytetu Medycz-
nego w Katowicach w latach 2006-2010. Do badania
wiaczono pacjentéw z PMF zgodnie z kryteriami dia-
gnostycznymi WHO z 2008 roku oraz z post-PV/ET MF
zgodnie z wytycznymi Miedzynarodowej Grupy Robo-
czejdoBadaniailLeczeniaWtdknieniaSzpiku (IWG-MRT)
(4, 5). Aktualng analizg objeto 41 kobiet i 36 mezczyzn
w medianie wieku 61 lat (zakres 19-81 lat). Szczegoto-
wa charakterystyke chorych przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka pacjentow wiaczonych do badania.

Parametr Liczba chorych (n = 77)
61 (19-81)

41 (53%)/36 (47%)

Wiek (lata) mediana/zakres
Pte¢ (K/M) n (%)

Rozpoznanie (PMF/MF post-PV
lub ET) n (%)

Stezenie hemoglobiny (g/dl)

42 (55%)/35 (45%)

mediana/zakres 10,2 (5,8-20,0)
H ()

Retll.(ulocyloza (%) 2,5 (1,1-5,8)

mediana/zakres

Hematokryt (%) mediana/zakres 31 (18-60)

Liczba krwinek czerwonych 3,56 (1,69-7,3)

(x 10%/ul) mediana/zakres

Liczba ptytek krwi (x10°%/1)
mediana/zakres

256 (18-1413)

PLT > 400 n (%) 22 (28%)
Liczba krwinek biatych (x10°%/1) 8,1 (0,7-69.5)
mediana/zakres A ’
WBC > 10 n (%) 31 (40)
Mieloblasty we krwi obwodowej 1(0-16)
(x 10%/1) mediana/zakres

Mieloblasty w szpiku (%) 2 (1-15)
mediana/zakres

Erytroblasty we krwi obwodowej 2 (0-20)
(%) mediana/zakres

Monocytoza we krwi obwodowej 0,4 (0,0-7,8)

(x 10%/1) mediana/zakres
Aktywnos$¢ LDH (1U)/> N (%)
mediana/zakres

Stezenie B2M (ug/ml)/> N (%)
mediana/zakres

Stezenie zelaza (umol/l)/< N (%)
mediana/zakres

466 (126-2632)/88%

3250 (1028-16065)/64%

12,4 (2,1-44,9)/2%

Skroty: PLT — liczba ptytek krwi, WBC — liczba krwinek biatych,
LDH — dehydrogenaza kwasu mlekowego, B2M-beta2 mikroglobulin.

Badania diagnostyczne

Oznaczenie mutacji JAK2V617F wykonano z DNA
wyizolowanego z granulocytow krwi obwodowej przy
zastosowaniu DNA Isolation Kit (High Pure PCR, Ro-
che, Niemcy) z wykorzystaniem pofilosciowej, poli-
merazowej reakcji fancuchowej (RQ-PCR), opartej na
dyskryminacji allelicznej. Wykazanie > 2% ilosci zmu-
towanych alleli uznawano za wynik pozytywny. Homo-
zygotycznosé ustalono przy obecnosci zmutowanych
alleli powyzej 50%. Badanie wykonano przy uzyciu ze-
stawu MutaScreen™ firmy Ipsogen (Marsylia, Francja).

Metody analizy statystycznej

Poniewaz rozktad wiekszosci zmiennych roznit sie
istotnie od rozktadu normalnego (test Kotmogorowa-
-Smirnowa, p < 0,05), do ich opisu stosowano media-
ne (zakres), a do weryfikacji hipotez — testy niepara-
metryczne. W przypadku zmiennych numerycznych,
roznice pomiedzy podgrupami analizowano z zasto-
sowaniem testu U Manna-Whitneya. Prawdopodobien-
stwo przezycia szacowano metoda Kaplana-Meiera
(Kaplan-Meier Stat Med). Zaleznosci pomiedzy dwie-
ma zmiennymi numerycznymi badano z uzyciem testu
korelacji rang Spearmana. Roznice i zaleznosci, dla
ktorych warto$¢ p wyniosta < 0,05 uznawano za zna-
mienne statystycznie (6, 7).

WYNIKI

Sposréd 77 pacjentdw poddanych analizie, u 42
(54%) rozpoznano samoistne widknienie szpiku, u 16
(46%) widknienie poprzedzone nadkrwisto$cig praw-
dziwg i u 19 (54%) widknienie poprzedzone nadptytko-
woscig samoistng. Mutacja punktowa JAK2V617F byta
obecna u 42 pacjentéw (55%), z tego u chorych z PMF
(n = 42) wystepowata w 50% przypadkow (n = 21), u
chorych z post-PV MF (n = 16) w 88% (n = 14), pod-
czas gdy w grupie post-ET (n = 19) tylko u 37% cho-
rych (n = 7). U 18 chorych (43%) liczba zmutowanych
alleli wynosita < 50%, natomiast u pozostatych 24
(57%) > 50%. Mediana liczby zmutowanych alleli wy-
nosita 22 (2-96).

Poréwnanie pacjentow z MF JAK2(+) z chorymi
z MF JAK2(-)

Nie wykazano znamiennych réznic ba-
danych parametréw pomiedzy pacjentami z mutacija
JAK2 i bez tej mutacji, z wyjatkiem wyzszej komor-
kowosci szpiku w pierwszej grupie chorych: media-
na 80% (zakres 20-100) versus 70% (zakres 20-100);
p = 0,03. Mutacja JAK2 wystepowata z takg sama
czestoscig u chorych z PMF (n = 21) i post-PV/ET MF
(n=21). Nie wykazano korelacji pomiedzy
obecnoscig mutacji JAK2 a ptcig, wiekiem, wielkoscig
watroby, Sledziony, stezeniem hemoglobiny, liczbg
leukocytow, krwinek czerwonych i ptytek krwi, liczbg
mieloblastéw we krwi obwodowej i odsetkiem blastow
w szpiku, aktywnos$cig LDH, stopniem i fazg witdknie-
nia szpiku oraz zakrzepica. Mediana czasu obserwacji
dla chorych bez mutacji JAK2 wynosita 36,4 miesigca
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(zakres 2,5-142,1), dla heterozygot — 17,3 miesigca
(zakres 3,6-206,4), a dla homozygot — 16,4 miesigca
(zakres 4,1-47,9).

Analiza pacjentéw z MF i liczbg zmutowanych alleli
JAK2 > i < 50%

U 24 chorych wykazano liczbe zmutowanych alle-
li JAK2 > 50%, podczas gdy u 18 pacjentéw < 50%.
U chorych z PMF znamiennie cze$ciej wystepowa-
ta heterozygotycznos$¢ (13 vs 8 chorych), podczas
gdy homozygoty czesciej wykrywano u pacjentéw z
post-PV/ET MF (16 vs 5 pacjentéw); p = 0,01. Wyka-
zano takze, ze homozygotyczno$é JAK2 znamiennie
czesciej wystepowata u kobiet, charakteryzowata sie
wyzszg liczbg leukocytéw w momencie diagnozy oraz
tendencjg do wyzszego stezenia hemoglobiny.

DYSKUSJA

W przedstawionej pracy dokonano analizy duzej
grupy chorych z widknieniem szpiku, bioragc pod uwa-
ge rzadkie wystepowanie tej jednostki chorobowej.
Wykorzystujgc metody biologii molekularnej oszaco-
wano czesto$¢ wystepowania mutacji JAK2V617F w
badanej grupie, jak rowniez dokonano analiz poréw-
nawczych populacji z i bez obecnosci mutacji JAK2.
Analizie poddano grupe 77 chorych (41 kobiet i 36
mezczyzn, w medianie wieku 61 lat) z pierwotnym
wibknieniem szpiku (n = 42) i widknieniem poprzedzo-
nym czerwienicg prawdziwg (n = 16) lub nadptytkowo-
$cig samoistng (n = 19). Mediana czasu obserwaciji od
momentu rozpoznania wynosita 22,3 miesigca (zakres
2,5-206 miesiecy). Szesnastu chorych (21%) zmarto w
trakcie obserwaciji. Najczestszg przyczyng $mierci byty

Ryc. 1. Prawdopodobienstwo przezycia pacjentow JAK2(+) vs JAK2(-).
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Skroty: OS - catkowite przezycie.

Ryc. 2. Prawdopodobienstwo przezycia pacjentéw z widknieniem szpiku i liczbg zmutowanych alleli JAK2 > i < 50%.
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powiktania wynikajgce z postepu choroby prowadzgce
do niewydolnosci szpiku, powiktania infekcyjne czy tez
progresja do ostrej biataczki szpikowe;j.

Czestos¢ wystepowania mutacji JAK2V617F w
populacji chorych z wtéknieniem szpiku szacuje sie
na 50-60% (3), a jej znaczenie kliniczne w tej grupie
pacjentéw jest przedmiotem wielu aktualnie prowa-
dzonych analiz. W prezentowanym badaniu mutacja
JAK2V617F zostata wykryta u 42 (55%) sposrod 77
zbadanych chorych z wtdéknieniem szpiku (heterozygo-
tycznos¢ wystepowata u 43%, a homozygotycznosé u
57% pacjentéw). U 16 chorych z post-PV MF (46%) mu-
tacja JAK2 wystepowata w 88% przypadkow (n = 14),
podczas gdy wsréd 19 (54%) chorych z post-ET MF
tylko u 37% (n = 7). Nie wykazano réznicy w czestosci
wystepowania mutacji JAK2 pomiedzy populacjg cho-
rych z PMF, a post-PV/ET MF. Homozygotyczno$¢ wy-
krywano znaczaco czesciej u pacjentéow z post-PV/ET
MF, podczas gdy heterozygotyczno$é¢ w grupie PMF.
W duzej analizie obejmujacej 157 chorych z witbknie-
niem szpiku, czesto$¢ mutacji JAK2 wynosita 51%, a
homozygotyczno$é czesciej wykrywano u chorych z
post-PV MF (66%). Poddajgc analizie tylko chorych z
post-PV MF, czesto$¢ mutacji JAK2 moze siega¢ 90%
i jest poréwnywalna z wynikami uzyskanymi dla cho-
rych z PV (2, 8). Podobny odsetek ilo$ci zmutowanych
alleli JAK2 wynoszacy 88% u chorych z post-PV MF,
z czego 86% przypadkoéw to homozygoty, uzyskano
takze w grupie pacjentéw analizowanych w niniejszej
pracy. U pacjentéw z post-ET MF czesto$¢ wykrywania
mutaciji JAK2 réwniez jest poréwnywalna do chorych
z ET (2, 9). Dane dotyczace korelacji pomiedzy obec-
noscig mutacji JAK2, a obrazem klinicznym sg czesto
sprzeczne, co moze wynika¢ z niewielkiej populaciji
badanych chorych. Szczegétowa analiza chorych z
PMF przeprowadzona przez Tefferi i wsp. (8) (n = 117)
wykazata istotnie statystyczng zalezno$¢ pomiedzy
obecnoscig JAK2V617F, a starszym wiekiem w momen-
cie rozpoznania, wywiadem zakrzepowym i $wigdem.
W badaniu Campbell i wsp. (10) stwierdzono natomiast,
ze pacjenci JAK2(+) mieli wyzsza liczbe krwinek biatych
i granulocytéw oraz mniejsze zapotrzebowanie na pre-
paraty krwiopochodne w poréwnaniu z chorymi JAK2(-).
Do innych wnioskéw doszta grupa badaczy z Mayo Cli-
nic w Rochester , ktéra po zbadaniu 199 chorych z PMF
wykazata, ze obecno$¢ mutaciji JAK2 wigzata sie ze star-
szym wiekiem w momencie rozpoznania choroby, wyz-
szym odsetkiem chorych z liczbg ptytek > 100 x 10%/L
i nizszym odsetkiem blastéw > 3% we krwi obwodo-
wej (11). W obecnym opracowaniu wykazano réznice
w wyzszej komérkowosci szpiku u chorych JAK2(+) w
stosunku do JAK2(-) oraz stwierdzono, ze homozygo-
tycznos$¢ JAK2 czesciej jest obserwowana u kobiet, z
wyzszg liczbg biatych krwinek w momencie rozpozna-
nia i wyzszym stezeniem hemoglobiny. Zwigzek mutacji
JAK2 z plcig zenska zostat wykazany wczesniej przez
Levine i wsp. (9) u chorych z PV, natomiast nie potwier-
dzono tego spostrzezenia u pacjentéw z PMF i post-PV
MF (8). W niniejszej pracy wykazano zwigzek pomiedzy

homozygotycznoscig JAK2, a picig zenska (p = 0,05).
W innej analizie, ktéra objeta 174 chorych z PMF ustalo-
no, ze chorzy z obecng mutacjg V617F w poréwnaniu do
pacjentéw bez tej nieprawidtowosci wykazywali wyzsze
stezenie hemoglobiny i czestsze wystepowanie $wiadu.
Dodatkowo homozygotyczno$¢ JAK2 w poréwnaniu do
heterozygotycznosci wigzata sie z nizszg liczbg ptytek
krwi, wyzsza liczba leukocytéw, znaczng wielkoscig $le-
dziony i czestszg konieczno$cig zastosowania leczenia
cytoredukcyjnego (12). Podobne tendencje obserwo-
wano w aktualnej pracy w odniesieniu do liczby leuko-
cytoéw i stezenia hemoglobiny.

Jak dotad jedynym badaniem, ktére potwierdzito
zwigzek pomiedzy obecnoscig mutacji JAK2, a krot-
szym przezyciem chorych z PMF sg wyniki przedsta-
wione przez Campbell i wsp. (10) w oparciu o 152
chorych. Autorzy wykazali, ze pacjenci JAK2(+) mieli
ponad 3-krotnie wieksze ryzyko zgonu w poréwnaniu
z grupa JAK2(-). W kolejnych badaniach wykazano
znaczace statystycznie krétsze catkowite przezycie i
przezycie bez transformaciji do biataczki tylko w popu-
lacji heterozygot JAK2, podczas gdy przebieg choroby
byt podobny w populacjach homozygotycznej i przy
braku mutacji (11, 12). Wyniki te pozostajg jednak w
sprzecznosci z danymi grupy wioskiej GIMEMA, gdzie
liczba zmutowanych alleli nie miata wptywu na przezy-
cie chorych, a jedynie homozygotyczno$¢ JAK2 wigza-
fa sie z bardziej agresywnym przebiegiem klinicznym i
wyzszym ryzykiem wystapienia kryzy. Przyczyna tych
rozbieznosci jest trudna do wyjasnienia i moze by¢
zwigzana z heterogennos$cig chorych wigczonych do
analizy (73). W aktualnym opracowaniu mediana cza-
su obserwacji dla chorych bez mutacji JAK2 wynosi-
fa 36,4 miesigca (zakres 2,5-142,1), dla heterozygot
— 17,3 miesigca (zakres 3,6-206,4), a dla homozygot
— 16,4 miesigca (zakres 4,1-47,9).

Oddzielnego omoéwienia wymaga populacja chorych z
widknieniem szpiku poprzedzonym nadkrwisto$cia praw-
dziwg lub nadptytkowoscia samoistng. Przedstawione do-
tychczas wyniki badan nie wykazaty wptywu zaréwno bra-
ku lub obecnoéci mutacji JAK2, jak i liczby zmutowanych
alleli na obraz kliniczny oraz rokowanie (14, 15). Spostrze-
Zenia autoréw dotyczace roli mutacji JAK2 w rozwoju MF
potwierdzono w ostatnio opublikowanej prospektywnej
analizie obejmujacej 338 pacjentéw. Wykazano, ze ho-
mozygotyczno$¢ JAK2VB17F jest istotnym czynnikiem
ryzyka rozwoju widknienia szpiku u chorych z PV (16).
W aktualnej pracy analizowano facznie 35 chorych zaréw-
no z PV i ET. Nie wykazano réznicy w prawdopodobien-
stwie wystgpienia widknienia szpiku pomiedzy chorymi
JAK2+ i JAK2- (23 vs 14% po 15 latach).

WNIOSKI

W przedstawionej pracy potwierdzono obecno$¢
mutacji JAK2V617F u 50-60% chorych z wtdknieniem
szpiku. Mutacja ta czesciej wystepowata u chorych z
widknieniem szpiku poprzedzonym nadkrwistoscig
prawdziwg. Nie wykazano korelacji pomiedzy statu-
sem mutacji JAK2 a catkowitym przezyciem.
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