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DUSUK VE YUKSEK JAK2V617F ALLEL YUKU OLAN
MiYELOPROLIFERATIF NEOPLAZi ON TANILI HASTALARIN
KLiNiK VE HEMATOLOJiK PARAMETRELER ACISINDAN KARSILASTIRILMASI

COMPARISON OF PATIENTS WITH PRE'DIAGNOSIS OF MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASM
PATIENTS WITH LOW AND HIGH JAK2V617F ALLELE BURDEN IN TERMS OF
CLINICAL AND HEMATOLOGICAL PARAMETERS
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OZET

AMACGC: JAK2¥""F mutasyonu pozitifligi kronik miyeloproliferatif
neoplazilerin (KMPN) tanisi icin ana kriterdir. Mutasyon yuka-
nin belirlenmesi cogu molekuiler laboratuvarda standart bir
tani prosedri haline gelmistir, ancak KMPN tanisi icin bir sinir
deger belirtilmemektedir. Burada, JAK2V6"F mutasyon yiki di-
stk ve yliksek olan miyeloproliferatif neoplazi 6n tanili hastala-
rin klinik ve hematolojik parametreler agisindan karsilastiriimasi
amaclandi.

GEREC VE YONTEM: Saglik Bilimleri Universitesi Antalya Egi-
tim ve Arastirma Hastanesi tibbi genetik kliniginde 2019 - 2021
yillari arasinda JAK2V6"7F mutasyonu pozitif olan 95 hasta retros-
pektif olarak analiz edildi.

BULGULAR: Allel yuku dislik (<%3) olan 46 hastanin %64'l
KMPN fenotipine sahipken, yiiksek allel yiki (>%3) olan 49
hastanin %100'0 KMPN fenotipine sahipti. Her iki grup arasinda
eritrosit sayisi, hemoglobin diizeyi, ortalama eritrosit hacimleri
arasinda istatistiksel bir fark bulunmazken; I6kosit, notrofil ve
trombosit yliksekligi JAK2V6'’F allel yiki >%3 olan grup lehine
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.007; p<0.001; p<0.001).

SONUC: Dustik allel yiikli JAK2V6"F mutasyonunun ginliik kli-
nik uygulamada yorumlanmasi zor olmakla birlikte tiim pozitif
hastalara hematolojik tani konmamistir. Allel yikii >%3 olan
tlm hastalara KMPN tanisi konulmustur; bu nedenle, bu sinirin
Uzerindeki bir mutasyon yuku, miyeloproliferatif bir hastaligin
varligin gostergesi olarak kabul edilebilir. Dtk allel ytkli JAK-
2V6"7Fmutasyonuna yaklasimi tanimlamak icin standardize edil-
mis molekiler yontemlerle prospektif olarak incelenen daha
blyuk hasta gruplarina sahip calismalara ihtiyac vardir.

ANAHTAR KELIMELER: Miyeloproliferatif bozukluklar, JAK2
protein, Alleller.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: JAK2Y®"F mutation positivity is the main criteri-
on for the diagnosis of chronic myeloproliferative neoplasms
(CMPN). Determination of allele burden has become a standard
diagnostic procedure in most molecular laboratories, but no
cutoff value is specified for the diagnosis of CMPN. Herein, com-
parison of myeloproliferative neoplasia prediagnosed patients
with low and high JAK2''’F allele burden in terms of clinical and
hematological parameters were aimed.

MATERIAL AND METHODS: Ninty-five patients with positi-
ve JAK2YS'7F mutation in the Medical Genetics Clinic of Health
Sciences University Antalya Training and Research Hospital
between 2019-2021 were analyzed retrospectively.

RESULTS: Sixty four percent of 46 patients with low allele bur-
den (£3%) had the CMPN phenotype, while 100% of 49 patients
with high allele burden (>3%) had the CMPN phenotype. The-
re was no statistically significant difference between the two
groups in terms of erythrocyte count, hemoglobin level, and
mean erythrocyte volumes, however leukocyte, neutrophil and
platelet elevations were found to be statistically significant in
favor of the group with JAK2V6'’F allele burden >3% (p=0.007;
p<0.001; p<0.001).

CONCLUSIONS: Although the low allele burden JAK2V6'7F mu-
tation is difficult to interpret in daily clinical practice, not all po-
sitive patients have a hematological diagnosis. All patients with
an allele burden >3% were diagnosed with CMPN; therefore, an
allele burden above this limit can be considered as an indicator
of the presence of a myeloproliferative disease. Studies with lar-
ger patient cohorts prospectively examined using standardized
molecular methods are needed to define the approach to the
low allele burden JAK2"6'7F mutation.
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GiRiS

2008 yilinda, Diinya Saglik Orgitii (DSO) si-
niflandirmasi, JAK2Y®'”F mutasyonunun pozi-
tifligini kronik miyeloproliferatif neoplazilerin
(KMPN), ozellikle Esansiyel Trombositemi (ET),
Polisitemi Vera (PV) ve Miyelofibrozun (MF)
tanisi icin ana kriter olarak gostermistir (1 - 7).
JAK2V®”F mutasyonu, ET ve MF hastalarinin yak-
lasik %50-60'Inda ve PV'li hastalarin cogunda
(%95) saptanir (8, 9). Ayrica JAK2Y¢'”F mutasyo-
nu diger hematolojik malignitelerde de bulu-
nabilir. Bu benzersiz JAK2Y6'7F mutasyonunun
varligi nadiren de olsa kronik miyelomonositik
|6semide, atipik veya siniflandirilmamis mi-
yeloproliferatif hastaliklarda, miyelodisplastik
sendromda, sistemik mastositozda ve kronik
notrofilik 16semide bildirilmistir (10 - 15). JAK-
2V617F allel yikiinlin %50'nin lizerinde olmasi
hem ET'de hem de PV'de daha yiksek trom-
botik riske sahip hastalari tanimlamaktadir (16
- 21). Aksine, dusuk bir allel yiik, MF'de 6nemli
Olclide kisalmis sagkalim ve I6semiden bagim-
siz sagkalim ile iliskili gorinmektedir (22 - 24).
Sonug olarak, mutasyon yikinun belirlenmesi
¢ogu molekdler laboratuvarda standart bir tani
prosedirii haline gelmistir, ancak DSO kriterleri
KMPN tanisi icin bir sinir deger belirtmemekte-
dir. Son yillarda, ylksek duyarlliga sahip mole-
kller tekniklerin [6zellikle allele 6zgu “Gergek
Zamanli Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu”
(RT-qPCR)] yaygin kullanimi, allel yiikii %1'in al-
tinda olan mutasyona ugramis kicuk klonlar
saptama yetenedini onemli dlglide arttirmistir
(25 - 31). Son zamanlarda yapilan bircok calis-
ma, kii¢clik bir klonal hematopoezin, saghkli bi-
reylerde de dusiik seviyede (%0.03-1) mevcut
olabilecegini gostermistir (32 - 37). Buna gore,
JAK2Y6'7F mutasyonlu kiiglik bir klonun saptan-
masinin, malign miyeloproliferasyon olustur-
mak icin yeterli bir kanit teskil edemeyecedi ileri
strtlmustir (38). Sonuc olarak, JAK2V6'F mu-
tasyonunun dustk alel yukandn klinik yorumu
zor olabilmektedir. Burada, JAK2V¢"F mutasyon-
lar pozitif olan KMPN 6n tanili hastalar, dislk
(< 3%) ve yuksek allel yuk olarak gruplandiri-
larak, klinik ve laboratuvar verileri incelendi.

GEREC VE YONTEM

Hastalar: Bu tek merkez retrospektif klinik ca-
hsmaya 2019 - 2021 tarihleri arasinda Saghk
Bilimleri Universitesi Antalya Egitim ve Arastir-

ma Hastanesi Tibbi Genetik Klinigi'ne KMPN 6n
tanisi ile JAK2V®'”F mutasyon analizi yapilma-
st icin gonderilen kan 6rneklerinden allel ytk
tespit edilen 95 hasta dahil edildi. Tim mutas-
yon calismalari uluslararasi 6nerilere gore ya-
pildi ve hastalar tek bir merkezde takip edildi.

JAK2'$'7F Allel Yiikiiniin Belirlenmesi: Laboratuva-
rimiza gelen EDTA'li tam kan numunelerinden
spin kolon DNA ekstraksiyon yontemiyle DNA
izole edildi. izole edilen DNA 6érneginden allel,
spesifik RT-(QPCR) (Applied Biosystems™) Ste-
pOnePlus™ RT-PCR cihazi ile kantitatif olarak
calisildi. Daha onceki literatur bilgiler dogrul-
tusunda ve kullanilan ticari kit esik degeri %0.1
olarak alindigindan, biz de ¢alismamizda %0.1
degerini esik deger olarak kabul ettik (26 - 28).

Etik Kurul

Calismanin etik izni T.C. Saglik Bakanligi Antal-
ya Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastir-
malar Etik Kurulu tarafindan 26/01/2023 tari-
hinde onaylandi ve 2/15 sayi numarasi verildi.

istatistiksel Analiz

Kategorik degiskenler frekans (n) ve ylizde (%),
surekli degiskenler normal dagilim varsayimi
saglandiginda ortalamazstandart sapma (SS) ve
saglanmadiginda medyan (IQR: 25-75. Persentil)
degerleri ile sunulmustur. Normallik varsayimi
Shapiro-Wilk testi ile kontrol edilmistir. Katego-
rik degiskenler arasindaki iliskilerin analizinde
Pearson ki-kare ve Fisher’s Exact testi kullanil-
mistir. iki grubun surekli degiskenlerinin para-
metrik olmayan karsilastirmasinda Mann-Whit-
ney U test, parametrik karsilastinimasinda
Independent t-test kullanilmistir. Tim analizler
IBM SPSS 23.0 paket programi (IBM Corp., Ar-
monk, NY) ile yapildi. 0.05'den kiicik p deger-
leri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Toplam 95 hastanin 57’si erkek 38'i kadin olup
ortalama yas 54,41+15,8 idi. JAK2'®'F allel
yuki <%3 olan hastalardan 32'si erkek 14U ka-
din olup ortalama yas 49.28+15.78 iken JAK-
2V617F allel yukl >%3 olan hastalarin 25'i erkek
24'G kadin olup ortalama yas 59.22+14.37'ydi.
KMPN on tanili hastalardan JAK2V617F allel
yuku <%3 olan 46 hastanin 12'sinde PV, 11'inde
ET, 10'ununda idiyopatik eritrositoz (iE), 6'sinda
MF, 2'sinde akut myeloid I6semi, 1inde hipe-



reozinofilik sendrom, 2’sinde trombositopeni,
1'inde notropeni, 1'inde l6kositoz tespit edildi.
JAK2YS'7F allel yukiu >%3 olan 49 hastanin
24'Une PV, 18'ine ET, 7'sine MF tanisi konuldu.
iki grup hastalik tanilarina gére kiyaslandiginda
PV gorilme sikligi JAK2V6"F allel yika >%3 olan
grupta daha fazla tespit edildi ve bu durum is-
tatistiksel olarak da anlamli bulundu (p=0.022).
IE ise JAK2''F allel yiikii <%3 olan grupta, diger
gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak
fazla tespit edildi (p<0.001). Tablo 1'de hasta-
larin calisma gruplarina gére demografik ve
klinik 6zellikleri gosterilmistir. Her iki grup ara-
sinda eritrosit sayisi, hemoglobin diizeyi, orta-
lama eritrosit hacimleri (MCV) arasinda istatis-
tiksel bir fark bulunmazken; lokosit, notrofil ve
trombosit ylksekligi JAK2V'"F allel yiki >%3
olan grup lehine istatistiksel olarak anlamh bu-
lundu (p=0.007; p<0.001; p<0.001) (Tablo 2).

Tablo 1: Hastalarin calisma gruplarina gére demografik ve kli-
nik ozellikleri

JAK2V617F 2%0.1 <%3 >%3 P
(n:95) (n:46) (n:49)

Yas (y1l), ort+SS 54.41:15.8 49.28+15.78 59.22+14.37 0.002

Cinsiyet, n (%)

Erkek 57(60) 32(69.6) 25(51) 0.065

Kadin 38(40) 14(30.4) 24(49)

Tani, n (%)

Polistemia vera 36(37.9) 12(26.1) 24(49) 0.022

Esansiyel trombositoz 29(30.5) 11(23.9) 18(36.7) 0.175

Myelofibroz 13(13.7) 6(13) 7(14.3) 0.860

idiopatik eritrositoz 10(10.5) 10(21.7) 0(0) <0.001

Akut myeloid 16semi 2(2.1) 2(4.3) 0(0) 0.232

Hipereozinofilik sendrom 1(1.1) 1(2.2) 0(0) 0.484

Trombositopeni 2(2.1) 2(4.3) 0(0) 0.232

Nétropeni 1(1.1) 1(2.2) 0(0) 0.484

Lokositoz 1(1.1) 1(2.2) 0(0) 0.484

Independent t-test, Pearson ki-kare test, Fisher’s Exact test.

Tablo 2: Hastalarin calisma gruplarina gore laboratuvar bulgu-
lan

JAK2V617F 2%0.1 <%3 >%3 P
(n:95) (n:46) (n:49)
Medyan (IQR) Medyan (IQR) Medyan (IQR)
Eritrosit
5.5 (4.8-6.0) 5.3 (4.7-5.8) 5.8 (4.9-6.5) 0.074
(x106/mm?)
Hemoglobin
15.5 (12.6-16.9) 15.9 (12.8-17) 15.3 (12.2-16.8) 0.430
(g/dL)
McvV
84 (80-89) 85 (83-89) 83 (75-89) 0.069
(um3)
Lokosit
9600 (7400-12400) 8700 (6400-11900) 11000 (9000-12900) 0.007
(/mm3)
Nétrofil
6040 (4260-8590) 4685 (3410-6310) 7650 (5740-9790) <0.001
(/mm3)
Nétrofil yiizdesi 63£13 55412 7048 <0,001

(%)

Trombosit

518 (266-747) 272 (202-471) 726 (544-936) <0.001

(x103/mm3)

Ort+£SS ile verildi. Independent t-test, Mann-Whitney U test.

TARTISMA

KMPN, hematopoietik kok hiicrelerden kay-
naklanan heterojen bir hastalik grubudur.
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Ayni zamanda, nispeten olgun kemik iligi hiic-
relerinin klonal proliferasyonu ile karakterize
edilen bir grup neoplastik hastalik icin ortak
bir terimdir. KMPN vakalarinin >%95'inde, bir
KMPN fenotipinin gelisimini saglayan 3 so-
matik gen mutasyonu mevcuttur: JAK2Ve'"F,
CALR veya MPL (8). JAK2'6'"F, belirsiz potan-
siyele sahip klonal hematopoez gelisimi ile
iliskili en yaygin mutasyonlardan biridir (39).

Bu kesitsel calismada KMPN 6n tanisi ile mole-
kller test uygulanan hastalarda dusiik ve yuk-
sek JAK2YS'7F allel yukinin klinik ve hemato-
lojik parametreler acisindan rolliini arastirdik.
Hastanemizde JAK2Y¢'F mutasyonu pozitif KM-
PN'lerin ortalama gorilme yasi 54 ve erkeklerde
gorilme orani kadinlarin 1.5 kati olarak bulun-
mustur. Ayrica ¢calismamizda, distk allel yiki
olan hastalarda hematolojik tani alma olasiligi-
nin ylksek oldugu gorilurken, allel yiki >%3
olan hastalarin timinin bir KMPN fenotipe
karsilik geldigi gorulmustur. JAK2V6'F mutasyo-
nu; atipik veya siniflandirilamayan miyeloproli-
feratif hastaliklarda “non-driver” ve alt klonal bir
durumu temsil eder ve siklikla diisiik mutasyon
yukd olusturur (7). Calismamizda tek basina
distk JAK2Ve'F allel yiik saptanmasinin KMPN
tanisini belirlemek icin yeterli olmadigr gorul-
mustir.Bununla birlikte zaman icinde moleki-
ler izlem yapilmasi bunun gecici (saglikli denek-
lerde ortaya ¢cikmasi muhtemel) bir durum mu
yoksa genisleyip hastaliga neden olabilecek bir
klon olup olmayacagini bilmeye izin verebilir.

Miyeloproliferatif neoplazileri olan hastalar ti-
pik olarak baslangicta periferik kanda tek seri-
de veya coklu seride kan hiicresi artisi ile fark
edilir. Yapilan calismalarda, JAK2Y6'F mutas-
yonlu PV'de daha yiksek Iokosit ve trombo-
sit degerleri (40); JAK2V®"”F mutasyonlu ET'de
daha yuksek I6kosit ve hemoglobin ve daha
disuk trombosit degerleri; JAK2Y6'”F mutasyon-
lu primer MF'de daha yuksek I6kosit ve daha
dusik trombosit degerleri (41, 42) gozlendigi
bildirilmistir. Calismamiz disuk ve yuksek allel
yuke sahip hastalarda hemoglobin seviyele-
ri arasinda anlamli bir iliski olmadigini, yuksek
allel yike sahip grupta ise l6kosit, notrofil ve
trombosit degerlerinin dusik allel ylke sahip
gruba gore anlamli olarak daha yiksek oldu-
gunu gostermistir. Notrofillerin ylzdesi gibi
ayrintili indekslerin ilk taniya rehberlik edecek
onemli bilgiler saglayabilecegi distnulmustir.
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Sonug olarak, diistik allel ykli JAK2V6"7F mutas-
yonunun gunluk klinik uygulamada yorumlan-
masi zor olmakla birlikte tiim pozitif hastalara
hematolojik tani konmamistir. Allel yiki >%3
olan tim hastalara KMPN tanisi konulmustur;
bu nedenle, bu sinirin Gizerindeki bir mutasyon
yuku, miyeloproliferatif bir hastaligin varligin
gostergesi olarak kabul edilebilir. Disuk allel
yukli JAK2Y"”Fmutasyonuna yaklasimi tanimla-
mak i¢in standardize edilmis molekuler yontem-
lerle prospektif olarak incelenen daha buyik
hasta gruplarina sahip ¢alismalaraihtiyag vardir.
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