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Sazetak

Cilj istrazivanja: Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (SZO), jedan od glavnih
dijagnostickih kriterija za postavljanje dijagnoze mijeloproliferativne neoplazme je
molekularno utvrdivanje prisutnosti mutacije V617F u genu za Janus kinazu 2 (JAK?2). Radi
znafajnog porasta zahtjeva posljednjih godina, neophodno je procijeniti opravdanost
navedenih testiranja. Cilj istrazivanja je odrediti udio pozitivnih rezultata molekularnog
utvrdivanja prisutnosti mutacije V617F u genu J4K2 u ukupnom broju testiranih nakon
primjene dvaju algoritama (SZO i1 Mahe 1 sur.) temeljenih na parametrima krvne slike
(koncentracija hemoglobina, broj leukocita i trombocita), odrediti parametre dijagnosticke
to¢nosti primjenjenih algoritama te ustanoviti je li primjenom algoritama smanjen broj

zahtjeva za molekularnim utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu JAK?2.

Ispitanici i metode: Podaci o ukupnom broju testiranih pacijenta na mutaciju V617F u genu
JAK?2 te udjelu pozitivnih rezultata prikupljeni su iz Laboratorijskog informacijskog sustava
Klinickog zavoda za medicinsku biokemiju 1 laboratorijsku medicinu Klinicke bolnice
Merkur. Mutacija V617F u genu JAK2 odredena je kvalitativno, alel-specifi¢nom lan¢anom
reakcijom polimerazom. Na rezultate molekularnog utvrdivanja prisutnosti mutacije V617F u
genu JAK?2 retrogradno su primijenjeni algoritmi SZO 1 autora Mahe 1 sur. Podaci su obradeni

statisticki koriStenjem testa usporedbe proporcija.

Rezultati: U statisticku analizu uklju¢eno je 284 molekularnih utvrdivanja prisutnosti
mutacije V617F. Primjenom oba algoritama smanjen je broj zahtjeva za molekularnim
utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2 (P < 0,0001) na 198 (smanjenje za
30,3 %) primjenom algoritma SZO-a, odnosno 250 (smanjenje za 12,0 %) primjenom
algoritma Mabhe i sur.). Nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu udjela pozitivnih
rezultata bez primjene algoritma i primjenom algoritma SZO-a (P = 0,4095), odnosno
primjenom algoritma Mahe 1 sur. (P = 0,9339). Osjetljivost algoritma SZO te Mahe 1 sur. bila
je redom 90,00 % 1 93,33 %, specificnost 32,68 % 1 12,99 %, pozitivna prediktivna vrijednost
13,64 % 1 11,24 % te negativna prediktivna vrijednost 96,51 % 1 94,29 %.

Zakljuéak: Primjenom algoritama SZO-a i Mahe 1 sur. dokazano je smanjenje broja zahtjeva
za utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu JAK?2, ali nije dokazano povecanje udjela
pozitivnih rezultata testiranja. Oba algoritma pokazala su visoku osjetljivost i negativnu

prediktivnu vrijednost, te nisku specificnost i pozitivnu prediktivnu vrijednost.
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Summary

Objectives: According to the World Health Organization (WHO), one of main diagnostic
criteria for diagnosis of myeloproliferative neoplasm is molecular detection of V617F
mutation in Janus kinase 2 gene (JAK2). Due to significant increase in requests in recent
years, it is necessary to evaluate justification of such tests. Aim of the research is to determine
proportion of positive results in total number of JAK2 V617F molecular detections after
application of algorithms (according to WHO and Mahe et al.) based on blood count
parameters (hemoglobin concentration, number of leukocytes and platelets), determine
applied algorithms' diagnostic accuracy parameters and examine whether algorithm

application reduces number of JAK2 V617F molecular detections.

Patients and Methods: Number of JAK2 V617F mutation determinations and proportion of
positive results was extracted from the Laboratory Information System of the Clinical
Institute for Medical Biochemistry and Laboratory Medicine of University Hospital Merkur.
Qualitative allele-specific polymerase chain reaction was used to determine J4K2 V617F
mutation. Algorithms (WHO and Mahe et al.) were applied on JAK2 V617F molecular
detections data in retrograde. Data was compared using statistical test for proportion

comparison.

Results: 284 JAK2 V617F mutation determinations were included in statistical analysis.
Application of both algorithms reduced number of JAK2 V617F molecular detections (P <
0.0001): to 198 (30.3 % reduction) by WHO algorithm and to 250 (12.0 % reduction) by
Mahe et al. algorithm. Proportion of positive results in total number of J4K2 V617F
molecular detections with and without application of WHO algorithm (P = 0.4095) or Mahe et
al. algorithm (P = 0.9339) was statistically insignificant. Sensitivity measured for WHO and
Mahe et al. algorithm was 90.00 % and 93.33 %, specificity 32.68 % and 12.99 %, positive
predictive value 13.64 % and 11.24 %, negative predictive value 96.51 % and 94.29 %,

respectively.

Conclusion: Reduction in J4K2 V617F molecular detections was determined after
application of WHO and Mahe et al. algorithms, but proportion of positive results was not
statistically different. Both algorithms demonstrated high sensitivity and negative predictive

value, while specificity and positive predictive value were low.
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1. Uvod i pregled podrucja istrazivanja
1.1 Mijeloproliferativne neoplazme

Mijeloproliferativne neoplazme (MPN) karakterizira klonalna proliferacija multipotentne
hematopoetske mati¢ne stanice. Manifestiraju se panmijelozom koStane srzi uz eritrocitozu,
granulocitozu i/ili trombocitozu u perifernoj krvi. NajceSce je jedna loza zahvacenija od
drugih te se mogu transformirati u akutnu mijeloi¢nu leukemiju (AML). U Tablici 1.
nabrojane su mijeloproliferativne neoplazme prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene

organizacije (SZO) iz 2022. (1).

Tablica 1. Mijeloproliferativne neoplazme prema klasifikaciji Svjetske zdravstvene

organizacije iz 2022. godine.

Mijeloproliferativne neoplazme

Kroni¢na mijeloi¢na leukemija

Policitemija vera

Esencijalna trombocitemija

Primarna mijelofibroza

Kroni¢na neutrofilna leukemija

Kroni¢na eozinofilna leukemija

Juvenilna mijelomonocitna leukemija

Mijeloproliferativna neoplazma, drugacije neodredena

Kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju (KML) karakterizira reciprocna translokacija t(9;22)(q34;q11)
te posljedicno prijepis fuzijskog gena BCR::ABLI. Gen ABLI kodira nereceptorsku tirozin
kinazu na 9. kromosomu, dok je BCR (engl. breakpoint cluster region) na 22. kromosomu.
Ovisno o mjestu prekrajanja RNA nastali fuzijski protein moze biti p210, p190 ili p230. Za
kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju karakteristi¢an je protein p210 veli¢ine 210 kD koji potice
leukemogenezu djelovanjem na signalne puteve JAK/STAT, PI3K/AKT, RAS/MEK te potice
proliferaciju stanica, prezivljenje, inhibiciju apoptoze 1 aktivaciju transkripcijskih faktora (2).
Bolest se danas naj¢eS¢e otkriva u kroni¢noj fazi uz izrazito povecanu granulocitopoezu s
brojem leukocita u perifernoj krvi 50 — 200 x 10°/L. Dominiraju zreli neutrofili uz skretanje

ulijevo sve do stadija blasta (3).



Kod BCR::ABLI negativinih MPN najces¢e se pronalaze mutacije u genima JA4K2, CALR, 1
MPL. Prema nalazima krvne slike, molekularne dijagnostike i morfologije koStane srzi
razlikuju se policitemija vera, esencijalana trombocitemija i primarna mijelofibroza. Osim
navedenih mutacija koje se smatraju pogonskim (engl. driver) mutacijama, kod preko

polovice pacijenata s MPN prisutne su i mutacije u genima: TET2, ASXL1 1 DNMT3A4 (1).

Kroni¢na neutrofilna leukemija je BCR::ABLI negativna MPN koju karakterizira neutrofilija
>80 % u perifernoj krvi uz broj leukocita > 25 x 10°/L te hipercelularna ko$tana sr i
splenomegalija. Kod preko 60 % pacijenata s neutrofilnom leukemijom nalaze se mutacije u

genu CSF3R (1, 4).

Kod kroni¢ne eozinofilne leukemije dolazi do klonalne proliferacije abnormalnih eozinofila i
eozinofilnih prekursora §to rezultira hipereozinofilijom u krvi (> 1,5 x 10°/L) i ko$tanoj srZi te

viSeorganskim osStec¢enjima (1, 5, 6).

Juvenilna mijelomonocitna leukemija je MPN koja se javlja u ranom djetinjstvu, a nastaje
zbog mutacija unutar gena koji kodiraju za proteine signalnog puta RAS te posljedicno
povecane osjetljivosti na faktor stimulacije granulocitno-monocitnih kolonija (GM-CSF, engl.
granulocyte-macrophage  colony-stimulating  factor). Javljaju se hiperleukocitoza,
monocitoza, poviSene vrijednosti fetalnog hemoglobina i prisutnost mijeloidnih prekursora (1,

7).

MPN, drugacije neodredena (engl. MPN-not otherwise specified), oznaCava sluCajeve s
elementima mijeloproliferativne neoplazme, no istovremeno ne zadovoljava potrebne

dijagnosticke kriterije za odredenu mijeloproliferativnu neoplazmu ili postoje preklapanja (1).

1.2 Janus kinaza 2

Janus kinaza 2 (JAK2) je unutarstani¢na nereceptorska tirozinska kinaza koja ima klju¢nu
ulogu u provodenju signala citokinskih receptora: interleukina (IL), interferona (INF) i
hormona unutar stanice (8, 9), budu¢i da citokinski receptori nemaju kataliticku aktivnost

(10).

Unutar obitelji Janus kinaza kod sisavaca, JAK1, JAK2 i TYK2 su sveprisutne, dok se JAK3
nalazi u mijeloidnom 1 limfaticnom tkivu (11). Vezane su za unutarstani¢ne segmente

citokinskih receptora i fosforiliraju proteine STAT (engl. Signal Transducer and Activators of



Transcription) signalnog puta u svrhu regulacije imunosnog sustava, hematopoeze, stani¢nog

metabolizma i rasta (9, 11).

Gen JAK?2 nalazi se na 9. kromosomu (lokus 9p24), a sintetizirani protein JAK?2 sastoji se od
sedam strukturno sli¢énih domena JH (engl. Janus Homology) koje tvore Cetiri glavne domene.
C-terminalna domena JH1 visoko je o¢uvana kinazna domena koja sadrzi aktivacijsku petlju,
primarna mjesta fosforilacije i vezno mjesto za ATP. JH2 je pseudo-kinazna domena c¢ija je
struktura sli¢na onoj JH1, no nema katalitiCku sposobnost. Autoinhibira kinaznu domenu
putem fosforilacije aminokiselinskih ostataka S523 1 Y570, a koja se uklanja stimulacijom
citokinskog receptora (12, 13). Uz domenu JH2 nalazi se domena SH2 (engl. Src Homology
2). Na N-kraju proteina nalazi se domena FERM (akronim izveden iz naziva proteina u
kojima je opisana, engl. protein 4.1, Ezrin, Radixin, Moesin) koja zajedno s domenom sli¢noj

SH2 omogucava interakciju JAK2 i receptora na povrsini stanica (Slika 1.) (11, 14, 15, 16).

V617F

I- inhibicija l

Rl il ol N N s e I\ _ J
JH7 JH6 JHS JH4 JH3 JH2 JH1

Slika 1. Shematski prikaz strukture domena Janus kinaze 2. Sedam JH domena (engl. Janus
Homology) tvore Cetiri glavne domene: kinaznu, pseudo-kinaznu, SH2 i FERM. Mutacija
V617F nalazi se u pseudo-kinaznoj domeni ¢ime je onemogucen bazalni inhibitorni u¢inak na
kinaznu domenu. Preuzeto i prilagodeno iz Bader MS, Meyer SC. JAK2 in Myeloproliferative
Neoplasms: Still a Protagonist. Pharmaceuticals. 2022 28;15(2):160 (17).

U svom neaktivnom stanju domena JH1 1 domena JH2 tvore stabilan kompleks u kojoj
domena JH2 inhibira domenu JH1. Domena slicna SH2 i domena FERM takoder zajedno
tvore strukturnu cjelinu. Temeljem istrazivanja na insektima gdje cjelina JH2-JH1 nije bila
potpuno autoinhibirana, smatra se da je medudjelovanje izmedu cjelina JH2-JH1 i FERM-

SH2 klju¢no za potpunu autoinhibiciju JAK2 (18).



Nakon aktivacije receptora signalnom molekulom dolazi do konformacijske promjene
receptora gdje se transmembranske domene iz paralelnog polozaja unutar citoplazme
razdvajaju. Takva promjena udaljava pseudokinaznu inhibitornu domenu JAK2 od kinazne
domene drugog proteina JAK2 u kompleksu dimerni receptor-JAK2 te omogucava

medusobnu fosforilaciju (transaktivacija ili transfosorilacija) proteina JAK2 (Slika 2.) (19).

Vezno mjesto 1

mjesto 2 Vezno mjesto 3

Pseudo-kinazna

domena Kinazna domena

Slika 2. Prikazan je aktivacijski model homodimernog citokinskog receptora klase 1 (vezanje
hormona rasta (HR) na receptor za hormon rasta (RHR)). Dolazi do konformacijske promjene
receptora te posljedicno udaljavanja pseudokinaznih domena proteina Janus kinaza 2.
Preuzeto 1 prilagodeno iz Waters MJ, Brooks AJ. JAK2 activation by growth hormone and
other cytokines. Biochem J. 2015; 15;466(1):1-11.

Nakon aktivacije, JAK2 fosforiliraju tirozinske ostatke receptora $to je daljnje mjesto
vezivanja za proteine STAT (20), koje JAK2 fosforiliraju zbog cega se proteini STAT
odvajaju, dimeriziraju te reguliraju gensku ekspresiju 1 na taj nalin odgovaraju na

izvanstanicni signal (21, 22).



Proteini STAT se vezu na promotorsko mjesto na DNA, formiraju transkripcijski kompleks s
ne-STAT transkripcijskom faktorom ili DNA-vezuju¢im elementom 1 poticu gensku

ekspresiju (21).

Konzervirani tirozinski ostaci u JAK2 su Y1007 i Y1008 (8, 15). Sudjeluju u prijenosu
signala receptora iz obitelji s podjedinicom glikoproteina 130 (GP130) (npr. receptor IL-6,
receptor IL-11), citokinskih receptora klase II (npr. receptor za IFN o/B, receptor za IFN vy,
citokinski receptor iz obitelji IL-10), receptora obitelji IL-3 (IL-3R), IL-5R, receptora GM-

CSF, receptora za eritropetin, faktor rasta, prolaktin, trombopoetin) (21, 23).

1.3 Mutacija V617F u genu JAK2

Mutacija V617F u genu JAK2 najcesca je somatska mutacija kod MPN-i. Prisutna je u viSe od
95 % slucajeva policitemije vere te u oko 50 % slucajeva esencijalne trombocitemije i
mijelofibroze (24, 25). U egzonu 14 dolazi do zamjene gvanina timinom (c.1849 G>T) §to
mijenja aminokiselinu valin u fenilalanin na poziciji 617 u pseudo-kinaznoj domeni te
posljedi¢no uzrokuje smanjenje inhibitorne funkcije domene JH2 te konstitutivnu aktivaciju.
Takoder, omogucava daljnju aktivaciju proteina STATS neovisno o vezivanju citokina na
receptor 1 posljedicno daje stanicama proliferacijsku prednost. (26, 27). Postoji znacajna
korelacija izmedu mutacije V617F 1 ucestalosti komplikacija poput sekundarne fibroze,

krvarenja i tromboze (27).

1.4 Ostale pogonske mutacije u mijeloproliferativnim neoplazmama

Kod oko 5 % pacijenata s policitemijom verom bez mutacije V617F u genu JA4K2 nalazi se
mutacija egzona 12 (28, 29). Obuhvaca viSe desetaka mogucih razli¢itih mutacija (zamjena,
delecija, duplikacija) koje uzrokuju zamjenu jedne ili viSe aminokiselina u proteinu. Mutacija
egzona 12 ometa pseudo-kinaznu funkciju i1 dolazi do stalne aktivacije kinazne domene, a

uzrokuje izoliranu proliferaciju eritroidne loze (30).

Kod 1 — 4 % pacijenata s esencijalnom trombocitemijom i 5 — 8 % pacijenata s primarnom
mijelofibrozom bez mutacije u JAK2 nalazi se tockasta mutacija u genu MPL, u egzonu 10.
Protein MPL (engl. myeloproliferative leukemia) je receptor hematopoetskih citokina,
trombopoetina te koristi JAK2 za intracelularni prijenos signala. Uz prisutnost mutacije,

dolazi do aktivacije JAK2 bez vezivanja trombopoetina (31, 32).
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Kod pacijenata s esencijanom trombocitemijom i miijelofibrozom dokazano je nekoliko
desetaka razli¢itih mutacija u genu za kalretikulin (CALR), od kojih su najces¢e delecija 52
parova baza (pb) (tip 1) i insercija 5 pb (tip II). Gen CALR kodira Saperon endoplazmatskog
retikuluma te mutacija aktivira MPL 1 JAK?2 signalni put (33).

1.5 Policitemija vera

Policitemija vera klonalna je mijeloproliferativna bolest nastala transformacijom
multipotentne mati¢ne stanice. Javlja se naj¢esée izmedu 50. 1 60. godine, a ucestalost je dva
oboljela na 100 000 stanovnika godiSnje. U viSe od 95 % pacijenata prisutna je mutacija
V617F u genu JAK2, u manjem broju (3 %) nalazi se mutacija egzona 12 u genu JAK?2 (34).
Eritroidne mati¢ne stanice imaju sposobnost autonomnog rasta i bez prisutnosti eritropoetina.
Imaju pretjeranu ekspresiju antiapoptotickog proteina Bcl-x1 te su otporne na apoptozu u
odsutnosti eritropoetina. Bolest se ¢esto otkriva slucajno pregledom krvne slike, a najcesci
simptomi u pocetku su glavobolja, slabost, svrbez, vrtoglavice. Osim navedenih simptoma
koza 1 sluznice su izrazito crvene, uz prisutnu cijanozu distalnih dijelova ekstremiteta te

povecanu slezenu. Najéesce komplikacije su tromboze (Cescée arterijske) i krvarenja (35).

Od laboratorijskih pokazatelja broj eritrocita je izrazito povecan te su u pocetku eritrociti
normocitni 1 normokromni. Kasnije, nakon ponovljenih flebotomija javljaju se hipokromija i
mikrocitoza te nesrazmjerno veci broj eritrocita u odnosu na koncentraciju hemoglobina i
hematokrit. Mogu¢ je i nedostatak Zeljeza. Broj retikulocita je normalan ili lagano povisen.
Leukociti su ¢esto poviSeni zbog povecanja granulocita, uz skretanje ulijevo. Prisutna je
bazofilija, a alkalna fosfataza u leukocitima je najeSCe poviSena. Trombociti mogu biti
povecani uz abnormanu sposobnost agregacije, Sto moze uzrokovati okultna krvarenja te
sekundarnu sideropeniju. Urati su ¢esto poviseni kao i vrijednost vitamina B12 u serumu, dok

je eritropoetin snizen, a saturacija arterijske krvi kisikom normalna (26, 35).

Veéina pacijenata s policitemijom verom ima hipercelularnu koStanu srz, uz povecanu
eritropoezu 1 granulopoezu, dok je omjer mijelo:eritro obi¢no normalan. Povecani je broj
megakariocita i eozinofila. U kasnijim fazama, ucestala je fibroza uz smanjenu eritropoezu i

granulopoezu.



Prema SZO kriteriji za dijagnozu policitemije vere su sljedeci (1):
Glavni kriteriji:

1) hemoglobin > 165 g/L (muskarci), > 160 g/L (Zene) ili hematokrit > 49 % (muskarci)
ili > 48 % (Zene),

2) hipercelularna koStana srz s trilinijskom mijeloproliferacijom (ukljucuje izrazenu
eritroidnu, granulocitnu 1 megakariocitnu proliferaciju s polimorfnim, zrelim
megakariocitima razli¢ite veli¢ine),

3) mutacija V617F ili mutacija egzona 12 u genu JAK?2.

Sporedni kriterij:

1) serumski eritropoetin ispod donje granice referentnog intervala.

Za dijagnozu policitemije vere potrebna su sva tri glavna kriterija ili prva dva glavna i

sporedni kriterij.

1.6 Esencijalna trombocitemija

Esencijalna trombocitemija je MPN koja zahvaca primarno megakariocitnu lozu. Osim
poveéanog broja trombocita (> 450 x 10°/L) prisutna je i trombocitopatija. Najéesée se javlja
izmedu 50. i 60. godine zivota neovisno o spolu te izmedu 20. i 30. godine zivota kod zena uz
incidenciju od otprilike 2 oboljela na 100 000 stanovnika godi$nje. Zlo¢udnom tumorskom
klonu pripadaju sve krvne loze. Zbog hiperosjetljivosti klona na IL-3, IL-6, ali ne i na GM-
CSF te smanjene osjetljivosti na transformirajuéi faktor rasta  (engl. transforming growth
factor p, TGF-B), koji inhibira trombopoezu, izrazena je megakariocitna proliferacija. Zbog
defekta u ekspresiji receptora MPL za trombopoetin, postoji poremecaj u vezivanju
trombopoetina te za razliku od eritropoetina u policitemiji, trombopoetin u esencijalnoj
trombocitemiji je poviSen. Uz to, megakariociti su pretjerano osjetljivi na djelovanje
trombopoetina $to dodatno pojacava njihovu proliferaciju. Oko 50 % pacijenata s
esencijalnom trombocitemijom pozitivno je na mutaciju V617F mutaciju u genu JAK2. U 1 —

4 % oboljelih nalazi se mutaciju u genu MPL (najcesca je W515L).

Esencijalna trombocitemija se ¢esto otkriva slu¢ajnim pregledom krvne slike jer su mnogi

oboljeli asimptomatski. Simptomi koji su najces¢i su tromboze 1 manja krvarenja, glavobolje,



parestezije, krvarenja u gastrointestinalni 1 urinarni trakt te kozu. Tromboze su CeS¢e u
arterijama (cerebrovaskularne, periferne, koronarne). Splenomegalija je prisutna u 40 %
oboljelih. Trombocitoza je Gesto ekstremna (1000 — 5000 x 10°/L), a prisutne su i
abnormalnosti u agregaciji 1 adheziji trombocita, a samim time 1 u njihovoj funkciji. Moguca
je prisutnost anemije, zbog hemoragi¢nih epizoda. Leukocitoza vrijednosti 22 — 40 x 10°/L je
skoro uvijek prisutna, uz pokoji metamijelocit i mijelocit. Mogu biti prisutne i blaga

eozinofilija i bazofilija.

Kostana srz pacijanata s esencijalnom trombocitemijom je hipercelularna uz megakariocitnu
proliferaciju te grupiranje uz sinusoide. Eritroidna i mijeloidna hiperplazija su takoder
prisutne (26, 36).

Prema SZO kriteriji za dijagnozu esencijalne trombocitemije su sljedeci (1):

Glavni kriteriji:

1) trombociti > 450 x 10°/L,

2) megakariocitna proliferacija u koStanoj srzi uz povecan broj uvecanih i zrelih
megakariocita s hiperlobuliranom jezgrom; kod neutrofilne granulopoeze i eritropoeze
nema znacajnog pomaka ulijevo te je rijetko prisutno blago umnazanje retikulinskih
vlakna,

3) odsutstvo kriterija SZO za BCR::ABLI-pozitivahu KML, policitemiju veru, primarnu

miijelofibrozu, mijelodisplasti¢ni sindrom 1 ostale mijeloidne neoplazme,

4) mutacije u genima JAK2, CALR ili MPL.

Sporedni kriterij:

1) prisustvo klonalnog markera (npr. abnormalni kariotiop) ili odsutstvo dokaza za

reaktivnu trombocitozu.

Za dijagnozu esencijalne trombocitemije potrebna su sva Cetiri glavna kriterija ili prva tri

glavna i sporedni kriterij.



1.7 Primarna mijelofibroza

Primarna mijelofibroza klonalni je poremecaj matiCne stanice uz splenomegaliju,
leukoeritroblastozu, ekstramedularnu hematopoezu i1 progresivnu fibrozu koStane srzi.
Najcesce se javlja nakon 50. godine Zivota, jednako u oba spola uz ucestalost 1 do 2 oboljela
na 100 000 stanovnika. Klonalni poremecaj rezultira proliferacijom svih triju loza, uz
izrazeniju proliferaciju granulocita i megakariocita. Karakteristicna fibroza nije dio zlocudnog
klona ve¢ je sekundarna pojava zbog pojacanog lu¢enja citokina koji stimuliraju fibroblaste
(faktor nekroze tumora B, engl. tumor necrosis factor-f, TNF-B). Ekstramedularna
hematopoeza dogada se u jetri i slezeni, zbog Cega se javljaju hepato- 1 splenomegalija. Zbog

nedjelotvorne hematopoeze 1 redistribucije krvi zbog splenomegalije, prisutna je i anemija.

Kod 50 % oboljelih prisutna je mutacija V617F u genu JAK2, a mutacija MPL kod 5 %
oboljelih. U pocetku su prisutni opéi simptomi poput umora, slabosti, dispneje, gubitka na
tezini, palpacije, pritiska pod lijevim rebranim Iukom ili osje¢aja brze sitosti. Osim
normocitne i normokromne anemije, prisutni su i eritroblasti u perifernoj krvi te Cesto i
dakriociti, eliptociti i ovalociti. Leukocitoza je umjerena (15 — 30 x10%/L), javlja se uz
skretanje u lijevo 1 moguca je pojava blasta te bazofilija. Broj trombocita moZze biti snizen,
normalan ili poviSen S§to je ¢eS¢i slucaj u pocetnoj fazi bolesti. Zbog fibroze, aspiracijska
punkcija koStane srzi ¢esto moZe biti neuspjesna. Biopsija otkriva hipercelularnost uz razlicite

stupnjeve fibroze te prisutnih agregata megakariocita (26, 37).
Prema SZO kriteriji za dijagnozu esencijalne trombocitemije su sljedeci (1):
Glavni kriteriji:

1) proliferacija i atipija megakariocita uz fibrozu retikulina ili/i fibrina (stupan;j 2 ili 3),

2) odsutstvo kriterija SZO za BCR::ABLI-pozitivohu KML, policitemiju veru, esencijalnu
trombocitemiju, mijelodisplasti¢ni sindrom ili ostale mijeloidne neoplazme,

3) mutacije JAK2, CALR ili MPL ili drugi klonalni markeri ili odsustvo dokaza reaktivne

fibroze koStane srzi.

Sporedni kriteriji:

4) prisustnost jednog ili viSe parametara potvrdenih u dva uzastopna odredivanja:
= anemija koja nije uzrokovana komorbiditetima,

» Jeukocitoza (> 11 x 10°/L),



= splenomegalija,
= aktivnost laktat dehidrogenaze iznad referentnog intervala,

= Jeukoeritroblastoza.

Za dijagnozu primarne mijelofibroze potrebna su sva tri glavna kriterija 1 barem jedan od

sporednih.

1.8 Utvrdivanje prisutnosti mutacije V617F u genu JAK?2

Osim $§to je mutacija V617F u genu JAK?2 jedan od glavnih kriterija za dijagnozu BCR::ABLI-
negativnih MPN-a, takoder omogucava razlikovanje izmedu primarne 1 sekundarne
eritrocitoze/trombocitoze te je jedan od ranijih koraka u diferencijalnoj dijagnostici

eritrocitoze (Slika 3.) (38, 39).
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Eritrocitoza
Muskarci: hemoglobin > 165 g/L ili hematokrit > 0.49
Zene: hemoglobin >160 g/L ili hematokrit >0.48

Ispravljeno nadoknadnom tekucine Daljuja ispitivanja za
Iskljuciti dehidraciju > v aen '
l Klinicka evaluacija 1 istrazivanje za sekundamu
Odredivanje serumske Visokn e Lok
koncentracije eritropoetina > o medicinski razlozi: testosteron eritropoetin
* tumori koji luce eritropoetin
Uzeti u obzir kongenitalne uzroke:
Normalna ili niska * hemoglobinopatija uz visoki afinitet za kisik

* mutacije puta senzora kisika

e, 5 : - Pozitivna
Utvrdivanje prisutnosti mutacije - —
V617F u JAK2 iz perifeme krvi Potvrdena policitemija vera

l Negativna

Testiranje na mutacije egzona 12
i
aspiracija i biopsija kostane srzi

|

Mutacija egzona 12 otkrivena
hipercelulama kostana srz uz »  Moguca policitemija vera
panmijelozu i pleomorfne zrele

e

Slika 3. Dijagnosticki pristup eritrocitozi. Preuzeto 1 prilagodeno iz Mithoowani S, Laureano

M, Crowther MA, Hillis CM. Investigation and management of erythrocytosis. CMAJ.

2020;192:E913-E918.

Dostupne metode detekcije mutacije V617F su kvantitativna lancana reakcije polimerazom
(qPCR, engl. quantitative polimerase chain reaction), alel-specificni PCR, polimorfizam
duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP, engl. restriction fragment length polymorphism)
Sangerovo sekvenciranje, tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC, engl. high

performance liquid chromatography), analiza krivulje taljenja visoke rezolucije (HRM, engl.
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analiticki jednako vrijedna kao i1 punktat koStane srzi (40). Zbog lake dostupnosti i

neinvazinosti testa, podlozan je neprikladnom i neopravdanom zadavanju.

Mahe 1 sur. izvijestili su o povecanom broju zahtjeva za molekularnim utvrdivanjem
prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2 uz smanjenje udjela pozitivnih rezultata
molekularnog utvrdivanja prisutnosti mutacije u ukupno testiranima (engl. 4it rate), unato¢

stabilnim parametrima kvalitete (41).

Langabeer i sur. u istrazivanju provedenom u razdoblju od 2006. do 2012. biljeze porast broja
zahtjeva za molekularnim utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu J4K2 unatoc
stalnom broju novootkrivenih mutacija, najvjerojatnije uslijed smanjenja kriterija testiranja
i/ili veée dostupnosti molekularne dijagnostike. Primje¢eno je da su indikacije za
molekularnim utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu JAK?2 razlicite, a raspon hit
rate mutacije V617F u genu JAK2 s obzirom na ustanove iz kojih su uzorci upuceni je Sirok:
8,5 — 38,8 % (medijan 21,8 %) Sto upucuje na nepostojanje nacionalnog konsenzusa pri

odabiru testiranja JAK2 u Republici Irskoj (42).

S obzirom da porast zahtjeva za molekularnim utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u
genu JAK?2 posljednjih godina dodatno opterecuje sustav i produljuje vrijeme testiranja,
potreba za racionalnim koriStenjem molekularne dijagnostike i razvoja algoritama koji bi u

tome pomogli postaje sve izraZenija (41, 42, 43).

Mahe 1 sur. su za procjenu opravdanosti molekularnog utvrdivanja prisutnosti mutacije V617F
u genu JAK2 koristili algoritam koji su nazvali JAK2-tree, a koji je utemeljen na

vrijednostima slijedecih parametara krvne slike:

= hemoglobin > 165 g/L (muskarci), > 160 g/L (zene),

*  broj trombocita > 350 x 10°/L,

*  broj leukocita > 7 x 10%/L.
Primjenom navedenih parametara krvne slike algoritma Mahe i sur. broj zahtjeva za
molekularnim utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu JA4K2 u razdoblju od 2009. do
2017. u odnosu na ukupno testirane uzorke bi bio manji za 15 %. Algoritam Mahe i sur.
pokazao je osjetljivost od 94 %, specificnost od 17 % i1 1,2 % lazno negativnih rezultata
(propustenih pozitivnih rezultata). Udio pozitivnih rezultata u odnosu na ukupni broj
testiranih primjenom algoritma Mahe 1 sur. bi se povecao na 21 % u odnosu na 19 % bez

primjene algoritma (41).
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Istrazivanje Catherwood 1 sur. pokazalo je da je od 300 testiranih, mutacija V617F u genu
JAK?2 otkrivena kod njih 50 (16,7 %), od kojih 43 (43/50; 86 %) je imalo vrijednosti
hemoglobina, hematokrita, broja eritrocita i trombocita iznad gornjih granica referentnih
intervala. PoviSene vrijednosti parametara krvne slike koriStene su kao algoritam za daljnje
upucivanje na utvrdivanje prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2 genu. Vecina pozitivnih
pacijenata na mutaciju V617F u genu JAK2 bili bi upuceni na molekularno utvrdivanje
prisutnosti mutacije ve¢ samo temeljem poviSenih spomenutih parametara krvne slike uz

znacajno smanjenje broja analiza od 51 % (43).
U retrospektivnom istrazivanju naziva JACKPOT autori su koristili hematoloske vrijednosti:

* broj eritrocita > 6,45 x 10'%/L,
*  broj trombocita > 350 x 10°/L,
* broj neutrofila > 6,2 x 10°/L,)

kao pokazatelje rizika pozitivnosti mutacije JAK2 (V617F 1 egzon 12) kod pacijenata
primljenih u obradu zbog poviSenih vrijednosti hemoglobina. Uz nedostatak svih navedenih
kriterija mutacije u genu JA4K2 su iskljucene s osjetljivoséu od 94,7 % i 100 % (derivacijska i
validacijska kohorta) 1 negativhom prediktivnom vrijednos¢u od 98,8 % 1 100 % uz ukupnu
stopu lazno negativnih od 0,4 %. Primjenom ovih kriterija autori bi imali 50 % manje testova

(44).
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2. Cilj istrazivanja
Hipoteza ovoga istrazivanja jest da se primjenom algoritama SZO te iz istrazivanja Mahe i

sur. ocekuje:

a) smanjenje broja zahtjeva za molekularnim utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u
genu JAK?2.,
b) povecéanje udjela pozitivnih rezultata u odnosu na ukupni broj testiranih molekularnom

metodom.

Ciljevi ovoga istrazivanja su:

1) odrediti broj zahtjeva za molekularnim utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u
genu JAK? pretrazivanjem laboratorijskog informacijskog sustava (LIS-a) za razdoblje
od 2016. do 2022.,

2) primjenom dvaju algoritama (SZO te Mahe i sur.) sukladno vrijednostima parametara
krvne slike testirati hipotezu,

3) odrediti dijagnosti¢ku to¢nost primjenjenih algoritama u odnosu na molekularno

utvrdivanje prisutnosti mutacije V617F u genu JAK?2.
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3. Ispitanici i metode
3.1 Ispitanici i prikupljanje podataka

Iz LIS-a filtriranjem rezultata retrogradno su prikupljeni rezultati pacijenata kojima je
provedena molekularna analiza prisutnosti mutacije V617F tijekom 2022. godine. Takoder je
utvrden broj zahtjeva za molekularnom analizom prisutnosti mutacije V617F na godiSnjoj

razini u periodu od 2016. do 2022.

Ispitanici su bili pacijenti Klinicke bolnice (KB) Merkur koji su zaprimljeni na odjel ili
ambulantno te pacijenti vanjskih ustanova ¢iji uzorci su dostavljeni u Klinicki zavod za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu (KZMBLM) radi laboratorijskih analiza.
Odjelnim pacijentima uzorkovanje krvi provelo je medicinsko osoblje odjela, dok je
ambulantnima krv uzorkovana u ambulanti KZMBLM-a. KoriSteni su uzorci periferne krvi ili

punktata koStane srzi uzetih uz antikoagulant KxEDTA.

Parametri krvne slike odredeni su na uredajima Sysmex XN2000 ili Sysmex XN1000
(Siemens, Norderstedt, Njemacka) u Odjelu za medicinsku biokemiju ili Odjelu za hitnu 1

transplantacijsku laboratorijsku dijagnostiku KZMBLM-a.

3.2 Molekularna analiza mutacije V617F u genu JAK?2

Izdvajanje DNA iz leukocita uzoraka periferne krvi ili punktata koStane srzi provedeno je na
kolonama, koriStenjem komercijalno dostupnog kompleta QIAamp® DNABlood Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Njemacka) uz postupke unutarnje kontrole kvalitete (odredivanje
koncentracije i1 Cisto¢e izolirane DNA, ispitivanje integriteta te umnazanje i detekcija

kontrolnog gena ABL).

Prisutnost mutacije V617F u genu JAK?2 odredena je kvalitativnom metodom, alel-specifi¢nim
PCR-om uz UV vizalizaciju produkata umnazanja etidijevim bromidom nakon provedene
elektroforeze na 3 %-tnom agaroznom gelu prema Baxter 1 sur. uz analiticku osjetljivost 3 %
(24). Pozitivan rezultat molekularne analize vizualiziran je prisutnoS¢éu umnozenog
mutacijskog produkta veli¢ine 203 pb uz prisutnost umnozenog unutarnjeg kontrolnog
fragmenta veli¢ine 364 pb. Negativan rezultat vizualiziran je prisutno$¢u samo umnozenog

unutarnjeg kontrolnog fragmenta veli¢ine 364 pb (Slika 4.).
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Slika 4. Prikaz produkata alel-specifi¢ne lancane reakcije polimerazom za utvrdivanje
prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2 uz UV vizualizaciju etidijevim bromidom nakon
provedene elektroforeze na 3 %-tnom agaroznom gelu. M — standard veli¢ina po 100 parova
baza (pb), P — pozitivna kontrola (vrpca veli¢ine 203 i 364 pb), N — negativna kontrola, 1-10 —

uzorci pacijenata.

3.3 Algoritmi

Na rezultate molekularnog utvrdivanja prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2

(pozitivan/negativan) retrogradno su primijenjeni sljede¢i algoritmi:

1) algoritam SZO-a (kriteriji parametara krvne slike: hemoglobin > 165 g/L kod
muskaraca, odnosno > 160 g/L kod Zena, broj trombocita > 450 x 10°/L te broj
leukocita > 11 x 10°/L),

2) algoritam Mahe i sur. (kriteriji parametara krvne slike: hemoglobin > 165 g/L. kod
muskaraca, odnosno > 160 g/L kod Zena, broj trombocita > 350 x 10°/L te broj

leukocita > 7 x 10°/L).

3.4 Prikupljanje podataka i statisticka analiza

Prikupljanje podataka i statisticka analiza provedeni su u programu Excel (2021., Microsoft,
SAD) i MedCalc (verzija 9.6.2.0., Medisoftware, Mariakerke, Belgija). Razlika izmedu broja
zahtjeva za molekularnim utvrdivanjem prisutnosti V617F u genu JAK2 prije i nakon
primjene algoritama te udjela pozitivnih rezultata uz primjenu algoritama i bez algoritama

ispitana je testom usporedbe proporcija (McNemar i z-test) uz P < 0,05.

Svi postupci istrazivanja provedeni su u skladu s relevantnim bioetickim standardima te uz
odobrenje Etickog povjerenstva Klinicke bolnice Merkur te Povjerenstva za eti¢nost

eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveuculista u Zagrebu.
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4. Rezultati

Broj zahtjeva za molekularnim utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2

pretrazivanjem LIS-a za razdoblje od 2016. do 2022. prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2. Broj utvrdivanja prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2 u razdoblju od 2016. do
2022.

Godina Broj zahtjeva
2016. 185
2017. 161
2018. 182
2019. 200
2020. 192
2021. 306
2022. 307

Tijekom 2022. godine u Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku KZMBLM-a analizirano je
307 uzoraka na prisutnost mutacije V617F u genu J4K2. Medu njima bilo je 266 uzoraka
venske krvi (86,6 %) te 41 uzorak koStane srzi (13,4 %). Tablica 3. prikazuje broj utvrdivanja
prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2 po mjesecima. Maksimalan broj utvrdivanja bio je u

ozujku, a minimum u lipnju. Prosjecan mjesecni broj utvrdivanja bio je 26.

Prikaz broja zahtjeva po odjelima odakle su upuceni prikazan je u Tablici 4.
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Tablica 3. Prikaz broja utvrdivanja prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2 po mjesecima

tijekom 2022.

Mjesec Broj utvrdivanja prisutnosti mutacije
V617F u genu JAK?2

sijeCanj 26
veljaca 37
ozujak 38
travanj 22
svibanj 34
lipanj 14
srpanj 20
kolovoz 16
rujan 29
listopad 25
studeni 22
prosinac 24

Tablica 4. Prikaz broja zahtjeva za utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu JAK?2 po

odjelima odakle su upuceni.

Odjel / ambulanta Broj zahtjeva (%)
Hematoloska ambulanta, Interna hematologija, Odjel za transplantaciju 238 (77,5 %)
krvotvornih mati¢nih stanica i intenzivno lijeenje, Dnevna bolnica
hematologije
Odjel za nefrologiju, nefroloska transplantacijska, Dnevna nefroloSka 16 (5,2 %)
bolnica
Odjel za gastroenterologiju, Dnevna gastroenteroloska bolnica 7 (2,3 %)
Dnevna bolnica dijabetologije, Zavod za Se¢ernu bolest 5 (1,6 %)
Intenzivna koronarna 2 (0,7 %)
Opca internisticka 1 (0,3 %)
Vanjske ustanove 38 (12,4 %)
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Od 307 uzoraka, zaprimljeno je 15 uzoraka vanjskih pacijenata za koje podaci krvne slike u
trenutku molekularne analize nisu bili poznati te ih nije bilo mogucée uvrstiti u koristene
algoritme. Takoder, pregledom uzoraka uoceno je da je 8 analiza bilo ponovljeno te su iste
izuzete iz statistiCke obrade. Svim pacijentima rezultati ponovljenih analiza podudarali su se s

prvim utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2.

U statisticku analizu uklju¢eno je 284 utvrdivanja prisutnosti mutacije V617F, a parametri

opisne statistike sumarno su prikazani u Tablici 5.

Tablica S. Statisticki podaci za pacijente ukljucene u istrazivanje.

Broj pacijenata 284
Godine (raspon) 56 (12 -90)
Muskareci (%) 148 (52,1)

Broj uzoraka kojima su parametri krvne | 245 (86,3)

slike odredeni isti dan (%)

Prosje¢ni protekli broj dana od ranijeg | 17 (1 —210)

odredivanja kompletne krvne slike (raspon)

Kod vecine pacijenata koriSteni su parametri krvne slike izradeni istog dana od zaprimanja
uzorka. Ukoliko ti podaci nisu bili poznati, pregledom LIS-a i bolni¢kog informacijskog
sustava (BIS) uzeti su prethodno dostupni podaci. 95 % pacijenata imalo je podatke dostupne
krvne slike unutar zadnjih 35 dana. Od 284 analiziranih uzoraka, 30 ih je bilo pozitivno na

prisutnost mutacije V617F u genu JAK2 (10,7 %)

4.1 Primjena algoritama SZO te Mahe i sur.

Primjenom oba algoritama bio bi smanjen broj zahtjeva za molekularnim utvrdivanjem
prisunosti mutacije V617F u genu JAK2 (P < 0,0001) i to za 30,3 % primjenom algoritma
SZ0O-a, odnosno 12,0 % primjenom algoritma Mahe i sur. Primjenom testa usporedbe
proporcija na prikupljenim podacima nije ustanovljena statisticki znacajna razlika izmedu
udjela pozitivnih rezultata bez primjene algoritma i primjenom algoritma SZO-a (P = 0,4095),

odnosno primjenom algoritma Mahe i sur. (P = 0,9339). Podaci su prikazani u Tablici 6.
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Tablica 6. Prikaz podataka prije i nakon primjene algoritama SZO i Mahe 1 sur.

Bez primjene Algoritam SZO Algoritam Mabhe i
algoritma sur.
Broj testiranih (udio u
odnosu na broj bez
primjene algoritma, 284 198 (69,7) 250 (88,0)
%)
P - P <0,0001 P <0,0001
Broj pozitivnih 30 27 28
Udio pozitivnih
rezultata u odnosu na
ukupni broj testiranih 10,6 13,6 11,2
molekularnom
metodom (%)
P - P=0,4095 P=0,9339
Broj propustenih
pozitivnih rezultata - 3 (1,1 %) 2 (0,7 %)
(“o)

Primjenom algoritma SZO-a bila bi propustena tri pacijenta pozitivna na mutaciju V617F u
genu JAK?2, a primjenom algoritma Mahe i sur. dva pacijenta. Uvidom u BIS, utvrdeno je da
je prvi pacijent zaprimljen na lijecenje pod dijagnozom febrilne neutropenije/pancitopenije uz
leukocite 0,91 x 10°/L, hemoglobin 65 g/L i trombocite 5 x 10°/L. Ubrzo je postavljena
dijagnoza mijeloproliferativnog sindroma, a uslijed pogorSanja stanja pacijenta isti je nakon

Sest dana preminuo.

Drugi pacijent je testiran uz uputnu dijagnozu mijelofibroze uz leukocite 5,89 x 10°/L,

hemoglobin 112 g/L i trombocite 320 x 10%/L.

Tre¢i pacijent je prvi put pregledan u KB Merkur u svibnju 2022. zbog povisenih vrijednosti
trombocita unazad nekoliko godina. Parametri krvne slike bili su: leukociti 13,75 x 10°/L,
hemoglobin 140 g/L i trombociti 767 x 10°/L. Pacijent je upuéen na testiranje na mutaciju u
genu JAK?2 te prisutnost fuzijskog prijepisa BCR/ABLI. Uzorci za testiranje nisu zaprimljeni u
KZMBLM KB Merkur te je pretpostavka da je pacijent testiranje obavio u drugoj ustanovi.
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Postavljena je dijagnoza esencijalne trombocitemije te je zapoceta terapija hidroksiurejom.
Dolaskom na kontrolni pregled u listopadu 2022. ponovno je postavljen zahtjev za
utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2 te prisutnost fuzijskog prijepisa
BCR/ABLI u KZMBLM te je utvrdena prisutnost mutacije V617F. Parametri krvne slike bili
su: leukociti 7,69 x 10°/L, hemoglobin 132 g/L i trombociti 403 x 10°/L. Primjenom algoritma
SZO-a pacijent ne bi bio upucen na testiranje V617F u genu J4K2, dok bi primjenom
algoritma Mahe i sur. bio upuéen. S obzirom na parametre krvne slike pri prvom pregledu u
svibnju, pacijent bi bio upucen na testiranje mutacije V617F u genu J4K2 primjenom oba

algoritma.

4.2 Dijagnosticka to¢nost

Tablica 7. prikazuje rezultate primjene algoritma SZO-a, a Tablica 8. rezultate primjene

algoritma Mahe i sur. Karakteristike primijenjenih algoritma prikazuje Tablica 9.

Tablica 7. Rezultati primjene algoritma Svjetske zdravstvene organizacije (SZO).

JAK2 V617F JAK2 V617F

pozitivni (%) negativni (%)
Testirati (%) 27 (9,5) 171 (60,2)
Ne testirati (%) 3(L1) 83(29,2)

Tablica 8. Rezultati primjene algoritma Mahe i sur.

JAK2 V617F JAK2 V617F

pozitivni (%) negativni (%)
Testirati (%) 28 (9.9) 221 (77,8)
Ne testirati (%) 2(0,7) 33 (11,6)
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Tablica 9. Karakteristike dijagnosti¢ke tocnosti 1 pripadajucih intervala pouzdanosti

primijenjenih algoritma: Svjetske zdravstvene organizacije (SZO) te Mahe i sur.

Algoritam SZ.O

Algoritam Mabhe i sur.

Osjetljivost

90,00 % (73,44 % — 97,77 %)

93,33 % (77,89 % — 98,99 %)

Specifi¢nost

32,68 % (26,95 % — 38,82 %)

12,99 % (9,12 % — 17,76 %)

Pozitivha prediktivna

vrijednost

13,64 % (9,18 % — 19,22 %)

11,24 % (7,60 % — 15,84 %)

Negativna prediktivna

vrijednost

96,51 % (90,13 % — 99,23 %)

94,29 % (80,81 % — 99,13 %)

Omjer vjerojatnosti za

pozitivan ishod testa

1,34 (1,15 — 1,55)

1,07 (0,96 — 1,19)

Omjer vjerojatnosti za

negativan ishod testa

0,31 (0,10 - 0,91)

0,51 (0,13 —2,03)

22




5. Rasprava

Primjenom algoritma SZ0-a i algoritma Mahe i sur. na uzorcima Laboratorija za molekularnu
dijagnostiku KZMBLM-a KB Merkur smanjio bi se broj zahtjeva za testiranjem mutacije
V617F u genu JAK?2 uz niski postotak lazno negativnih rezultata. Nije ustanovljena statistic¢ki
znacajna razlika izmedu udjela pozitivnih rezultata bez primjene algoritma te primjenom
algoritma SZO-a 1 algoritma Mahe i sur. Algoritami SZO-a i Mahe i sur. pokazali su visoku
osjetljivost 1 negativnu prediktivnu vrijednost, dok su specificnost i pozitivna prediktivna

vrijednost ocekivano niske.

Rezultati su usporedivi s istrazivanjem Mahe 1 sur. koje je izradeno na znacajno vecem setu
podataka. Od 2989 rezultata utvrdivanja prisutnosti mutacije V617F u genu JAK2, 580
utvrdivanja bilo je pozitivno, uz hit rate 21 % Sto je statisticki neznacajno u odnosu na stvarni
hit rate od 19 % (P = 0,073). Algoritam je smanjio broj utvrdivanja prisutnosti mutacije za 15
%, uz greSku lazno negativnih rezultata od 1,2 %. Primjena algoritma JAK2-tree pokazala je
osjetljivost od 94 %, negativnu prediktivnu vrijednost od 92 %, specifi¢nost od 17 % i

pozitivnu prediktivnu vrijednost od 21 % (41).

U istrazivanju Catherwood 1 sur. analizirani su parametri krvne slike (hemoglobin, hematokrit,
broj eritrocita i broj trombocita) kod 300 uzoraka testiranih na mutaciju V617F u genu JAK?2
te su klasificirani prema vrijednostima referentih intervala prilagodenih za spol na povisene i
normalne. 43 uzoraka od 50 pozitivnhih na mutaciju, imalo je poviSen barem jedan od
parametara (86 %), dok je njih 7 (14 %) imalo normalne parametre krvne slike. Prema
autorima, vecina pozitivnih pacijenata bilo bi testirano na mutaciju ako bi se primijenili samo

kriteriji referentnih intervala, uz znacajno smanjenje broja testova za 51 % (43).

U velikom retrospektivnom JACKPOT istrazivanju Chin-Yee i sur., 901 pacijent s poviSenom
vrijednosti hemoglobina podijeljeni su u derivacijsku kohortu na temelju koje su izradeni
kriteriji te validacijsku na temelju koje su isti testirani. Uzorci su testirani na mutaciju V617F
te egzona 12 u genu JAK2. Na temelju izradenih kriterija koji su uzimali u obzir vrijednosti
eritrocita, trombocita i neutrofila, algoritam je smanjio broj testova za 50 % uz ukupnu stopu
lazno negativnih od 0,4 %. Prikazana osjetljivost derivacijske i validacijske kohorte bila je
94,7 % 1 100 %, a negativna prediktivna vrijednost 98,8 % i 100 %. Navedene vrijednosti
dijagnosticke to¢nosti prikladnije su u odnosu na snizene serumske vrijednosti eritropoetina
(90,3 %) u odbacivanju dijagnoze policitemije vere u sli€noj populaciji pacijenata (44, 45). U

odnosu na istrazivanje Mahe 1 sur. gdje je koncentracija hemoglobina > 165 g/L za muskarce 1
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> 160 g/L za zene ve¢ dovoljan kriterij za upucivanje na molekularno testiranje, kriteriji
JACKPOT istrazivanja su viSe diskriminatorni. Svi pacijenti uklju¢eni u JACKPOT
istrazivanje imali su poviSene vrijednosti hemoglobina, tj. zadovoljen kriterij iz istrazivanja
Mahe 1 sur. Nadalje, s obzirom da su vrijednosti hemoglobina i hematokrita vezane uz
veli¢inu eritrocita, volumen plazme i zalihe Zeljeza, pojedini autori smatraju da je broj

eritrocita bolji pokazatelj eritropoeze i mase crvenih krvnih stanica (46).

Piris-Villaespesa 1 sur. u svojem istrazivanju razvili su algoritam koji se sastoji od dva koraka.
U prvom koraku izdvojeni su uzorci s vrijednostima hemoglobina > 165 g/L ili hematokrita >
49 % za muskarce, odnosno hemoglobina > 160 g/L ili hematokrita > 48 % za Zene (kriteriji
SZ0-a iz 2016.). Potom su izdvojeni uzorci s brojem neutrofila > 5,98 x 10°/L i brojem
trombocita > 248 x 10%/L. Pronadeno je sedam uzoraka pozitivnih na mutaciju V617F u genu
JAK?2 od ukupno 501 testiranih. Uz stopu pozitivnosti od samo 1,2 %, primjena takvog

algoritma u rutini nije opravdana (47).

Dizajn provedenog istrazivanja u Laboratoriju za molekulrnu dijagnostiku KZMBLM-a
usporediv je s onim Mahe i sur. (41) dok su rezultati usporedivi s navedenim rezultatima

dostupnim u literaturi.

Udio pacijenata koji bi bio propusten za molekularno testiranje koriStenjem algoritama SZO-a
1 algoritma Mahe i sur. usporediv je s ranije navedenim istrazivanjima Mahe i sur. (41) te
JACKPOT (44). Istrazivanje Catherwood i sur. ovdje znacajno odudara s udjelom V617F
pozitivnih pacijenata s normalnim parametrima krvne slike od ¢ak 14 % (43). lako je
statisticka analiza izradena na relativno malom broju uzoraka u odnosu na ostala istrazivanja
(300 u odnosu na 2989 kod Mabhe i sur. (41) 1 901 kod Chin-Yee (41)), iz navedenih podataka
moze se zakljuciti da oslanjanje na vrijednosti krvne slike iznad gornje granice referentnih
intervala kao kriterij za molekularno testiranje prisutnosti mutacije V617F ipak nije dovoljno

osjetljivo.

Koristenjem algoritma SZ0O-a u ovome istrazivanju bilo bi propuSteno molekularno testiranje
kod tri pacijenta, odnosno koriStenjem algoritma Mahe i sur. kod dva pacijenta. Jedan je imao
izrazito niske vrijednosti hematoloskih parametara te algoritmi koji detektiraju poviSene
vrijednosti u takvim slucajevima oc¢ekivano nisu ucinkoviti. Kod drugog pacijenta pronadene
su uredne vrijednosti leukocita i trombocita te snizen hemoglobin. Kod njega je postavljena
sumnja na mijelofibrozu. To su slucajevi s opravdanim zahtjevom za testiranjem na prisutnost

mutacije V617F u genu JAK2, uz obaveznu biopsije koStane srzi koja je kriterij za
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postavljanje dijagnoze MPN-a (1). Tre¢i pacijent s pozitivnom mutacijom koji bi bio
propusSten primjenom algoritma SZO-a ve¢ je primao terapiju u trenutku molekularnog
testiranja, $to govori o uspjesnom ucinku njene primjene. Iz navedenoga, mozemo zakljuciti
da u praksi medu ispitivanim uzorcima postavljanje dijagnoze od strane lijeCnika niti za

jednog pacijenta ne bi bilo propusteno.

Brojne istrazivacke skupine navode potrebu za racionalnijem testiranjem na mutaciju V617F
u genu JAK?2 te posljedi¢no razvijaju 1 testiraju algoritme koji bi mogli tome pridonijeti (41,
42, 43, 44, 47). Pojedini autori navode povecanje broja zahtjeva uz konstantan broj
novodijagnoasticiranih (41, 42, 44). lako ne navode egzaktne brojeve, istraZivanje iz
KZMBLM-a gdje je prikazano povecanje broja zahtjeva za testiranjem na mutaciju V617F u
genu JAK2 od 66 % unutar Sest godina, to potvrduje. Ipak, podaci pokazuju da povecanje

broja zahtjeva kroz godine nije bio progresivan ve¢ se dogodio skok za 59 % s 2020. na 2021.

Razlozi za povecanje broja molekularnih utvrdivanja prisutnosti mutacije V617F u genu JAK?2
mogu biti povecano znanje o testu, povec¢ana dostupnost i manje pridrzavanje preporucenih
kriterija testiranja. Svakako kao znacajan razlog povecanja broja testova treba spomenuti i
promjenu dijagnostickih kriterija SZO-a u smjernicama iz 2016. Zbog propustanja dijagnoze
policitemije vere u ranoj fazi, vrijednosti hemoglobina prema smjernicama SZ0O-a iz 2008. od
185 g/LL za muskarce i 165 g/L za zene (48), u smjernicama iz 2016. granice sniZzene su na 165
g/L za muskarce 1 160 g/L za Zene te su uvedene vrijednosti hematokrita > 49 % za muSkarce
1> 48 % za Zene (49). Promijenjeni kriteriji preklapaju se s referentnim intervalima zdravih

osoba te otvaraju moguénost prekomjernog testiranja pacijenata s poviSenim hemoglobinom.

Prekomjerna 1 neopravdana laboratorijska testiranja donose dodatna optere¢enja na
zdravstveni sustav u pogledu financija, vremena i stru¢nog kadra. Produljuju vrijeme

izdavanja nalaza 1 dijagnostike, a time 1 eventualni bolnicki boravak i troskove (50).

Provedeno istrazivanje ima nekoliko ogranicenja. Ukljucen je relativno mali broj ispitanih
uzoraka i ograni¢en vremenski period u usporedbi s provedenim istrazivanjima u velikim
centrima objavljenim u literaturi. Radi postizanja bolje snage dokaza, potrebno je istrazivanje
prosiriti na duzi vremenski period, a time obuhvatiti 1 veci broj uzoraka te ispitati i dodatne
parametre (primjerice broj eritrocita, broj neutrofila) kao kriterije algoritma. Nadalje, kao
statisticki test za usporedbu udjela pozitivnih rezultata genotipizacije V617F u genu JAK?2
prije 1 nakon primjene algoritama primijenjen je z test proporcija. S obzirom da podaci

koriSteni u istrazivanju su zavisnog karaktera, test izbora bio bi McNemarov test zavisnih
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nominalnih podataka. Ipak, s obzirom na prirodu ovoga istrazivanja gdje je broj uzoraka
nakon primjene algoritma smanjen u odnosu na broj uzoraka poslije primjene algoritama,
McNemarov test nije bilo moguce koristiti. Umjesto toga koristen je z test proporcija po uzoru

na istrazivanje Mahe 1 sur.
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6. Zakljucci
Ovim istrazivanjem:

1) dokazano je smanjenje broja zahtjeva za utvrdivanjem prisutnosti mutacije V617F u genu
JAK?2 nakon primjene algoritama,

2) nije dokazano povecanje udjela pozitivnih rezultata utvrdivanja prisutnosti mutacije
V617F u genu JAK2 nakon primjene algoritama,

3) oba algoritma pokazala su visoku osjetljivost i negativnu prediktivnu vrijednost, dok su

specifi¢nost 1 pozitivna prediktivna vrijednost ocekivano niske.
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8. Popis skracenica

AML — akutna mijeloi¢na leukemija
BCR — engl. breakpoint cluster region
BIS — Bolnicki informacijski sustav
CALR — kalretikulin

FERM - akronim izveden iz naziva proteina u kojima je opisana, engl. protein 4.1, Ezrin,
Radixin, Moesin

GM-CSF — faktor stimulacije granulocitno-monocitnih kolonija, engl. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor

HPLC - teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti, engl. high performance liquid
chromatography

HRM - taljenje visoke rezolucije, engl. high resolution melting
IL — interleukin

INF — interferon

JAK2 — Janus kinaza 2

JH — engl. Janus homology

KB — Klini¢ka bolnica

KML — kroni¢na mijeloi¢na leukemija

KZMBLM - Klini¢ki zavod za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicine
LIS — Laboratorijski informacijski sustav

MPL — engl. myeloproliferative leukemia

MPN — mijeloproliferativna neoplazma

qPCR — kvantitativna lan¢ana reakcije polimerazom, engl. quantitative polimerase chain
reaction

RFLP — polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata, engl. restriction fragment length
polymorphism

32



SH 2 — engl. Src homology 2
STAT — engl. Signal Transducer and Activators of Transcription
SZ0 — Svjetska zdravstvena organizacija

TGF B - transformirajuci faktor rasta B, engl. transforming growth factor p
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