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Molekularni mehanizmi patogeneze mijeloproliferativnih neoplazija: 

poremećaj ekspresije gena uključenih u proliferaciju i apoptozu 

 

 

REZIME 

 

Uvod Mijeloproliferativne neoplazije (MPN) su hronični hematološki maligniteti koji se odlikuju 

autonomnom proliferacijom opredeljenih progenitora hematopoeze i aberantnom aktivacijom 

tirozin kinaznih signalnih puteva u kombinaciji sa snažnim odgovorom na citokine i faktore rasta. 

Tri bolesti predstavljaju MPN u užem smislu: policitemija vera (PV), esencijalna trombocitemija 

(ET) i mijelofibroza (MF). Jedna od komplikacija ovih oboljenja je  njihova kasna evolucija u 

akutnu mijeloidnu leukemiju (AML). 

Važno obeležje ovih bolesti ja prisustvo „missense“ JAK2-V617F mutacije u sve tri bolesti, 

a procenat zastupljenosti mutacije po bolestima je različit. TakoĎe pokazano je da kod ovih 

pacijenata postoji tzv. efekat “doze gena”, odnosno da različit nivo V617F alela utiče kliničku sliku 

bolesti. 

JAK2-V617F mutacija dogaĎa se u 80% slučajeva na specifičnom haplotipu koji je nazvan 

46/1 haplotip. Na koji način ovaj niz SNP-ova, koji se nalaze u JAK2 genu, predisponira nastajanje 

mutacije kao i njen uticaj na fenotip MPN, još nije utvrĎeno. Jedan od mogućih mehanizama je 

uticaj ovog haplotipa na transkripciju. Posebnu pažnju u okviru 46/1 haplotipa je privukao SNP 

rs12343867, koji u potpunosti asocira sa MPN. 

Proces apoptoze je deregulisan u  hematološkim malignitetima, što dovodi do rezistencije 

malignih ćelija na signale smrti i obezbeĎuje im duži život u odnosu na normalne ćelije. Proces 

apoptoze nije detaljno izučen kod MPN, mada se zna da je direktno pogoĎen JAK2-V617F 

mutacijom. Naime, glavni signalni put preko STAT5 (Signal Transducers and Activators of 

Transcription) proteina direktno aktivira anti- apoptotski BCL2-xL protein, čime se smanjuje 

apoptoza. Deregulacija ostalih apoptotskih puteva u MPN nije u potpunosti rasvetljena. 

 

Ciljevi istraživanja i metode Cilj našeg istraživanja je bio ispitivanje markera koji učestvuju u 

procesima proliferacije i apoptoze kod pacijenata sa MPN. Stoga je istraživanje obuhvatilo 

proučavanje mutacija JAK2-V617F  i FLT3-ITD, molekularnih markera uključenih u proces 

proliferacije. Ove mutacije detektovane su metodama baziranim na PCR. Metodom qPCR  odreĎen 



je udeo zastupljenosti mutiranog V617F alela. Metodom sekvenciranja je analiziran DNK region u 

intronu 14 JAK2 gena u kome se nalazi SNP rs12343867. Okarakterisana je njegova funkcija in 

vitro i in vivo i analiziran njegov uticaj na transkripciju JAK2 gena. U ovom segmentu istraživanja 

korišćene su metode rekombinantne DNK, tranzijentna transfekcija K562 ćelija, funkcionalni CAT 

esej i EMSA esej. Metodom RT-qPCR je proučavana rezistencija granulocita pacijenata sa MPN na 

apoptozu, praćenjem ekspresije markera unutrašnjeg (BCL2, BAX I BCL2L12) i spoljašnjeg (FASR) 

apoptotskog puta. 

 

Rezultati, diskusija i zaključci Dobijeni rezultati pokazuju da je, od ukupnog broja od 199 

analiziranih pacijenta sa MPN, JAK2-V617F mutacija detektovana kod 53% pacijenta sa ET, 78% 

pacijenata sa PV i 38% pacijenata sa MF. Kada je u pitanju zastupljenost V617F alela, pokazano je 

da je kod pacijenata sa ET prisutan nizak nivo mutiranog alela ( 27%), kod pacijenata sa PV prisutni 

su veće “doze” mutiranog alela (44%), dok je kod pacijenata sa MF mutirani V617F alel 

najzastupljeniji (81%). Proučavanjem prisustva FLT3-ITD mutacije kod pacijenata sa MPN 

konstatovano je da ova mutacije nije prisutna ni kod JAK2-V617F- negativnih (15/33), ni kod 

JAK2-V617F- pozitivnih (18/33) ispitanika. Naši rezultati pokazuju da, u početnom stadijumu 

MPN,  FLT3-ITD ne predstavlja mutacioni dogaĎaj koji utiče na proliferativni kapacitet malignog 

klona. 

Ispitivanje DNK regiona u intronu 14 JAK2 gena koji sadrži SNP rs12343867 je pokazalo 

da ovaj region ima snažan represorski transkripcioni potencijal. U ovom radu je prvi put pokazano 

za neki intronski region u genu za JAK2 da je transkripcioni regulatorni element. UtvrĎeno je da 

proteinski kompleks koji interaguje sa ovim regulatornim regionom, sadrži transkripcioni faktor 

MEIS1/2, i to specifično vezan kada je nukleotid C prisutan u ovom regionu. Ispitivanje ekspresije 

JAK2 gena pokazalo je da je ekspresija pod snažnim uticajem JAK2-V617F mutacije, a da haplotip 

nema značajnu ulogu u regulaciji proliferacije i apoptoze. 

Ispitivanje apoptotskih markera kod pacijenata sa MPN je pokazalo da je izmenjena 

ekspresija kako gena uključenih u spoljašnji, tako i gena uključenih u unutrašnji apoptotski put. 

TakoĎe je primećeno da JAK2-V617F mutacija nema presudan uticaj na nivo ekspresije ovih 

apoptotskih markera. Ovim je pokazano da je apoptoza deregulisana kod pacijenata sa MPN i 

predstavlja važan mehanizam akumulacije malignog klona. 

Rezultati ovog istraživanja doprineli su boljem razumevanju molekularne osnove MPN i 

bacili novo svetlo na transkripcionu regulaciju JAK2 gena, koja predstavlja još jedan od mogućih 

načina na koji JAK2 gen utiče na genezu ovih bolesti. 



 

Ključne reči: Mijeloproliferativne neoplazije, JAK2-V617F mutacija, 46/1 haplotip, transkripciona 

regulacija, ekspresija JAK2 gena, apoptoza 
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Molecular mechanisms of pathogenesis of myeloproliferative neoplasms: 

deregulation of genes involved in cell proliferation and apoptosis 

 

ABSTRACT 

 

Introduction Myeloproliferative neoplasms (MPN) are chronic hematological 

malignancies that are characterized by autonomous proliferation of committed 

hematopoietic progenitors and aberrant activation of tyrosine kinase signaling pathways, in 

combination with a strong response to cytokines and growth factors. Three major entities 

constitute MPN: polycythaemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET) and primary 

myelofibrosis (PMF). One of the complications of these diseases is their late evolution into 

acute myeloid leukemia. 

Important feature of these diseases is the presence of missense mutation JAK2-

V617F and its variable representation among MPN entities. It is also shown that there is so-

called effect of "gene dosage" in these patients, meaning that a different level of V617F 

alleles influences the clinical picture of the disorders. 

JAK2-V617F mutation occurs in 80% of cases on a specific haplotype, called 46/1 

haplotype. Exact mechanism of action of this set of SNPs, that are located within the JAK2 

gene, has not been determined yet. One of the possible mechanisms could be that it effects 

transcription. Among eight SNPs, included in this haplotype, SNP rs12343867 has drawn 

special attention because of its strong association with the MPN. 

The process of apoptosis is deregulated in hematological malignancies, leading to 

resistance of cancer cells to death signals, thus providing them a longer life span compared 

to normal cells. The process of apoptosis has not been extensively studied in MPN, 

although it is known that it is directly affected by the JAK2-V617F mutation. Specifically, 

the main signaling pathway through STAT5 protein directly activates anti-apoptotic BCL2-

xL protein, thereby reducing apoptosis. Deregulation of other apoptotic pathways in MPN 

is not fully understood. 

Aims and methods The aim of our study was to investigate markers that participate in 

processes of cell proliferation and apoptosis in patients with MPN. Therefore, the research 



included the study of JAK2-V617F and FLT3-ITD mutations, molecular markers involved 

in the process of proliferation. These mutations were detected by PCR-based methods. 

Using qPCR method, the proportion of V617F mutant allele was determined. The method 

of DNA sequencing has been used to analyze part of intron 14 of the JAK2 gene, containing 

the SNP rs12343867. We further characterized its function in vitro and in vivo, and 

analyzed its effect on transcription of JAK2 gene. In this segment of the study we used 

methods of recombinant DNA, transient transfection of K562 cells, a functional CAT assay 

and EMSA assay. Using RT-qPCR we studied resistance of MPN granulocytes to 

apoptosis, monitoring the expression of markers of both internal (BCL2, BAX and 

BCL2L12) and external (FASR) apoptotic pathway. 

 

Results, discussion and conclusions Out of a total of 199 analyzed patients with MPN, 

JAK2-V617F mutation was detected in 53% of patients with ET, 78% of patients with PV 

and 38% of patients with MF. As to the proportion of V617F allele, we found that patients 

with ET have low level of mutant allele (27%), patients with PV harbor higher mutant 

allele proportion (44%), whereas in patients with MF V617F mutant allele is predominant 

(81%). Studying the presence of FLT3-ITD mutation, we concluded that this mutation is 

neither present in JAK2-V617F negative (15/33), nor in JAK2-V617F positive (18/33) 

subjects. Our results indicate that in the early stages of MPN, FLT3-ITD mutation is not an 

event that influences the proliferative capacity of the malignant clone. 

Functional analysis of intron 14 of the JAK2 gene, harboring SNP rs12343867, has 

demonstrated that this DNA region has a strong potential for transcriptional repression. For 

the first time it was shown that some intronic element of the JAK2 gene is a transcriptional 

regulatory element. It was found that protein complex that interacts with this regulatory 

region contains transcription factor MEIS1/2, which is specifically bound only when 

nucleotide C is present within the intron sequence. We also found that JAK2 gene 

expression is under the strong influence of JAK2-V617F mutation, and that the haplotype 

has no significant role in the regulation of JAK2 gene expression. 

Investigation of apoptotic markers in patients with MPN has shown altered 

expression of genes involved in both external and internal apoptotic pathway. It was also 



noted that the JAK2-V617F mutation does not affect the level of expression of these 

apoptotic markers. This result demonstrates that apoptosis is deregulated in patients with 

MPN, being an important mechanism of accumulation of the malignant clone. 

 

In summary, the results of this study contributed to better understanding of the 

molecular basis of MPN and shed new light on the transcriptional regulation of JAK2 gene, 

providing another aspect of complex JAK2 gene action in the etiology of these disorders. 

 

 

Keywords: Myeloproliferative neoplasms, JAK2-V617F-mutation, 46/1 haplotype, transcriptional 

regulation, expression of the JAK2 gene, apoptosis 
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 MIJELOPROLIFERATIVNE NEOPLAZIJE – OPŠTE KARAKTERISTIKE 

 

Mijeloproliferativne neoplazije (MPN) predstavljaju grupu hematoloških 

malignih oboljenja koju karakteriše klonalna proliferacija maligno izmenjenih ćelija 

mijeloidne krvne loze u kostnoj srţi. Mutacioni dogaĊaj dešava se na nivou 

hematopoetske matiĉne ćelije [1, 2], pri ĉemu ćelije zadrţavaju potencijal da se 

diferenciraju. Karakterišu se povećanom osetljivošću na faktore rasta, što rezultuje 

povećanjem broja terminalno diferenciranih ćelija mijeloidne krvne loze (eritrociti, 

trombociti, granulociti) u perifernoj krvi. Transformacija u akutnu mijeloidnu leukemiju 

predstavlja kasnu komplikaciju u jednom broju sluĉajeva. Prema kriterijumima Svetske 

Zdravstvene Organizacije iz 2008. godine, ovoj grupi oboljenja pripadaju policitemija 

vera (PV), esencijalna trombocitemija (ET), primarna mijelofibroza (PMF), hroniĉna 

mijeloidna leukemija BCR-ABL pozitivna, hroniĉna neutrofilna leukemija, hroniĉna 

eozinofilna leukemija, mastocitoza i neklasifikovane MPN bolesti [3]. 

Termin “mijeloprliferativne bolesti” prvi je upotrebio William Dameshek 1951. god. da 

bi opisao grupu od ĉetiri bolesti: esencijalna trombocitemija, policitemija vera, primarna 

mijelofibroza i hroniĉna mijeloidna leukemija (HML) [4]. Ova oboljenja se sada 

nazivaju “klasiĉne mijeloproliferativne bolesti”; kako se HML izdvojila svojim 

specifiĉnim molekularnim markerom - Bcr-Abl fuzijom („Filadelfija hromozom“), 

ostale tri bolesti se nazivaju Filadelfija hromozom- negativne bolesti, ili 

mijeloproliferativne neoplazije u uţem smislu. Ova tri oboljenja, iako veoma razliĉita, 

dele mnoge zajedniĉke karakteristike, što govori o zajedniĉkom molekularnom 

uzroĉniku.  

Prva uoĉena karakteristika ovih bolesti je povećana osetljivost tumorskih ćelija 

na faktore rasta (eritropoetin), što dovodi do rasta eritrocita u ćelijskoj kulturi bez 

prisustva eritropoetina, dok normalne ćelije u ovim uslovima podleţu apoptozi [5, 6]. 

Ovaj proces, koji se naziva endogeno eritrocitno formiranje kolonija, dugo je bio 

najvaţniji kriterijum u dijagnostici ovih bolesti. Hipersenzitivnost nije specifiĉna za 

eritropoetin, već ukljuĉuje i druge citokine: interleukin 3, SCF (Stem Cell Factor), IGF-

1 (Insulin-like Growth Factor 1), GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-

Stimulating Factor) i trombopoetin [7, 8]. U fiziološkim uslovima broj eritrocita 



 

Vesna Spasovski                                                                                                          Uvod 

3 

 

regulisan je eritropoetinom na sledeći naĉin: povećanje broja eritrocita u krvi iskljuĉuje 

produkciju eritropoetina u bubrezima, što rezultuje smanjenom proliferacijom matiĉne 

ćelije u kostnoj srţi. To vodi normalizaciji broja eritrocita u cirkulaciji. MeĊutim, 

maligne ćelije ovih bolesnika mogu da proliferišu i u odsustvu eritropoetina, tako da 

iako je nivo eritropoetina nizak, maligni klon proliferiše i potiskuje normalnu populaciju 

ćelija. Ova pojava je prisutna kod svih pacijenata sa PV, gde je populacija malignih 

ćelija priliĉno homogena. MeĊutim, prisutna je samo kod polovine pacijenata sa ET, 

gde je primećeno da su tumorske ćelije heterogene i da ne postoji dominacija jednog 

kolna [9].  

MPN se prema kriterijumuma Orphanet-a [10] ubrajaju u retke bolesti sa 

godišnjom incidencom od 24/100 000 za ET, 30/100 000 za PV i 2.7/100 000 za MF u 

evropskoj populaciji. Ove bolesti su karakteristiĉne za starije ţivotno doba (preko 65 

godina), mada se mogu javiti bilo kada tokom ţivota. Duţina ţivota osoba sa ET je 

sliĉna kao u normalnoj populaciji, kod PV je nešto skraćena usled teţih komplikacija 

[11], dok je proseĉna duţina preţivljavanja kod MF do 5 godina [12]. Ne postoji 

suštinska razlika po osnovi pola, mada pol ima uticaja na izvesne karakteristike bolesti. 

Ove bolesti dele zajedniĉke kliniĉke manifestacije  kao što je rizik za razvijanje 

tromboza, evolucija u sekundarnu mijelofibrozu (ET i PV) i transformacija u akutnu 

mijeloidnu leukemiju (AML). Jedna od znaĉajnih karakteristika ovih hematoloških 

maligniteta je njihova nasledljivost. Dve ishodne studije koje su se bavile familijarnim 

sluĉajevima MPN obuhvatile su 72, odnosno 20 porodica sa bar 2 obolela ĉlana i 

okarakterisale su neke njihove osobine: ĉlanovi familije mogu imati razliĉite MPN 

bolesti, ne nasleĊuje se JAK2-V617F mutacija (ona je obeleţje ovih bolesti i biće 

objašnjena kasnije) već predispozicija da se bolest dobije i eventualno stekne JAK2-

V617F mutacija [13, 14]. Velika studija na 11039 pacijenata, 24577 njihovih srodnika i 

43550 kontrola, koja je sprovedena u Švedskoj korišćenjem nacionalnih medicinskih 

registara [15] pokazala je da je kod MPN incidenca pojave nekog mijeloproliferativnog 

oboljenja kod srodnika povećana 5 do 7 puta u odnosu na normalnu populaciju, a 

pokazano je da je povećan rizik za nastanak i drugih vrsta kancera [16]. 
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Esencijalna trombocitemija 

 

Karakteriše se povećanjem broja trombocita u krvi, mada se po nekad javlja i 

povećanje broja eritrocita i granulocita. Bolest dugo moţe da bude asimptomatska, 

dijagnostikuje se prisustvom više od 450 X 10
9
/L trombocita duţe od 1 meseca, ako su 

iskljuĉeni ostali mogući uzroĉnici. Usled uvećanja broja trombocita u perifernoj krvi, 

dolazi do uvećanje slezine i jetre i komplikacija koje se odnose na stvaranje trombova u 

krvnim sudovima. Simptomi se najĉešće povezuju sa arterijskim i reĊe sa dubokim 

venskim trombozama. Leukemijska transformacija se javlja kod 4-8% sluĉajeva [17], 

dok se transformacija u mijelofibrozu javlja u oko 3-15 % sluĉajeva [18]. Leĉenje zavisi 

od broja trombocita: ukoliko je broj trombocita do 1000 X 10
9
/L, leĉenje se vrši samo 

antikoagulacionim lekovima (aspirinom), a u sluĉaju da broj trombocita preĊe ovu 

granicu, primenjuju se citostatici, obiĉno hidroksiurea. 

 

 

Policitemija vera 

 

Kod PV dolazi do povećanja broja eritrocita, ali i svih ostalih krvnih ćelija 

mijeloidne loze, što znatno opterećuje krvne sudove i rad perifernih organa, pa se 

uvećavaju jetra i slezina, a ĉesta su krvarenja usled pucanja krvnih sudova. 

Transformacija u mijelofibrozu se javlja u oko 6% sluĉajeva [19], u AML u 4-8% 

sluĉajeva [17]. Najĉešće se u leĉenju ove bolesti koristi terapijsko ispuštanje kvi 

(flebotomija). Kao dopuna se ordiniraju antikoagulacioni lekovi (aspirin, varfarin, 

kumarin). Kod ozbiljnih sluĉajeva dolazi u obzir i hemioterapijsko leĉenje. 

 

 

Mijelofibroza 

 

MF predstavlja najteţu od MPN bolesti sa najkraćim vremenom preţivljavanja – 

oko 5 godina.  Ona moze biti tzv. idiopatska ili primarna mijelofibroza i sekundarna, 

odnosno nastala transformacijom iz PV, ET ili nekih drugih bolesti. To je specifiĉno 

oboljenje u kome se kostna srţ zamenjuje fibroznim tkivom, tako da postaje aplastiĉna, 
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to jest ne produkuje krvne ćelije. MeĊutim, fibroblasti nisu deo malignog procesa i 

fibroza predstavlja reakciju ćelija strome kostne srţi na maligni proces [20]. Obzirom na 

progresivnu zamenu medularnog tkiva fibroznim, proces eritropoeze se izmešta 

ekstramedularno, odnosno odvija se u jetri i slezini. Najĉešće se MF dijagnostikuje u 

kasnoj fazi, kada je već prisutna anemija i smanjenje broja krvnih ćelija. Krvarenja 

povezana sa smanjenim brojem trombocita su ĉesto prisutna. Uzroci smrti najĉešće su 

infekcije, leukemijska transformacija, krvarenje, srĉane komplikacije i komlikacije 

vezane za jetru. PresaĊivanje koštane srţi je jedini postupak koji dovodi do izleĉenja. 

Od 2010. god u upotrebi je prvi molekularni terapeutik primenjen u leĉenju MPN 

bolesti – ruxolitinib, koji je inhibitor JAK1 i JAK2 proteina (Jakafi, Novartis). Ovaj lek 

uspešno produţava ţivot ovim pacijentima, iako ne deluje direktno na matiĉnu ćeliju u 

kojoj se nalazi uzrok bolesti [21]. 

 

 

MOLEKULARNI MARKERI U MPN 

 

MPN pripadaju široj grupi tzv. klasiĉnih MPN zajedno sa hroniĉnom 

mijeloidnom leukemijom (HML). HML je prvo maligno oboljenje kome je odreĊen 

molekularni marker, odnosno Bcr-Abl fuzija, koji se citogentski vidi kao Filadelfija 

hromozom, a zapravo nastaje kao posledica reciproĉne translokacije dela duţeg kraka 

hromozoma 9 na ostatak duţeg kraka hromozoma 22, tj. t(9;22)(q34;q11). Gen Abelson 

(Abl) je membranska tirozin kinaza i kada se translocira u blizinu Bcr gena nastaje 

himerni proteinski produkt sa konstitutivnom tirozin kinaznom aktivnošću. Fosforilacija 

nizvodnih proteina, koji su uljuĉeni u razliĉite fundamentalne ćelijske procese, dovodi 

do patološkog povećanja broja mijeloidnih ćelija. Sve do najznaĉajnijeg otkrića u 

razumevanju geneze MPN - JAK2-V617F mutacije 2005. godine, ostale MPN su 

nazivale su se Filadelfija hromozom- negativne mijeloproliferativne bolesti. 

Razliĉite citogenetske abnormalnosti prisutne su u MPN, ukljuĉujući trizomiju 9, 

trizomiju 8, delecije 20q i 13q [22]. Njihov znaĉaj u dijagnostici ovih bolesti nije veliki, 

ali su izuzetno znaĉajne jer ukazuju na potencijalne markere ukljuĉene u patogenezu 

ovih bolesti. 
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JANUS KINAZE 

 

Janus kinaze (JAK) su familija membranskih tirozin kinaza koje su spregnute 

sa citokinim receptorima i prenose signale nizvodno od tipa I i tipa II citokinih receptora 

do jedra posredstvom signalnih prenosilaca i regulatora transkripcije STAT (Signal 

Transducers and Activators of Transcription) proteina [23, 24]. Glavni signalni put 

aktivacije receptora za faktore rasta u hematopoetskom tkivu ĉini transdukcijska 

kaskada JAK/STAT puta, na ĉijem vrhu se nalazi familija Janus kinaza (Slika 1). 

 

 

Slika 1. JAK/STAT signalni put. Proliferacija, preţivljavanje i diferencijacija 

razliĉitih hematopoetskih linija su procesi fino regulisani luĉenjem citokina. Citokini 

vrše svoje biološke efekte vezivanjem za receptore na površini ćelije. Tip I i tip II 

citokini receptori nemaju sopstvenu tirozin-kinaznu aktivnost, već se oslanjaju na 

receptor- vezane Janus kinaze da bi preneli svoje signale u citoplazmu. Preuzeto iz 

Quintás-Cardama et al.; Nature Reviews Drug Discovery (2011) [25]. 

 

 

Identifikovana su ĉetiri ĉlana JAK familije (JAK1, JAK2, JAK3 i Tirozin 

kinaza 2-TYK2). Svi ĉlanovi JAK familije poseduju sedam JH (JAK homology) 

domena organizovana u ĉetiri regiona: JH1, koji je katalitiĉki (kinazni) domen; JH2 - 

katalitiĉki-neaktivan (pseudo-kinazni) domen; domeni JH3 i JH4, koji dele homologiju 

sa SH2 domenom (Src-homology-2) i JH4-JH7, koji ĉine FERM domen (4.1 protein, 

ezrin, radixin, moesin) (Slika 2). FERM domen je odgovoran za vezivanje JAK proteina 

za citosolne domene citokinih receptora. Pseudokinazni domen JH2 je strukturno sliĉan 
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tirozin- kinaznom domenu, ukljuĉujući tirozinske rezidue u aktivacionoj petlji i 

esencijalan je za normalnu kinaznu aktivnost, iako je sam ne poseduje [26]. On zapravo 

ima autoinhibitornu ulogu koja u normalnim uslovima negativno reguliše kinaznu 

funkciju JAK2 proteina [27].  

 

 

 

 

 

 

Slika 2. Opšta struktura Janus kinaza. JH: JAK Homology Region, SH2: Src 

Homology 2 Domain, FERM domen, odgovoran za interakciju sa citokinim 

receptorima. Preuzeto iz Haan, C et al. Biochemical Pharmacology (2006) [28]. 

 

Ĉlanovi familije JAK proteina komuniciraju sa razliĉitim citokinima. JAK1 

posreduje signale sa IFN-alfa, beta, gama i IL-2 i IL-6 receptora. JAK2 prenosi signale 

sa IL-3, GM-CSF i eritropoetina. JAK3 asocira sa gama lancem IL-2 receptora, dok se 

TYK2 vezuje za proteine IFN-1, IL-6, IL-10, IL-12 i IL-23. 

JAK proteini se aktiviraju preko inter- i intra- molekularnih fosforilacija kada se 

za citokini receptor veţe njegov odgovarajući ligand. Nakon vezivanja liganda dolazi do 

autofosforilacije JAK proteina i dimerizacije receptora. Fosforilisani JAK protein 

uspostavlja kontakt sa citoplazmatiĉnim domenom receptora što regrutuje STAT 

proteine, koji se takoĊe fosforilišu posredstvom JAK proteina, dimerizuju i translociraju 

se u jedro, gde dovode do aktivacije ekspresije razliĉitih gena koji su ukljuĉeni u brojne 

ćelijske procese kao sto su proliferacija, diferencijacija i apoptoza [23, 24] (Slika 3). 
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Slika 3. Šematski prikaz mehanizma aktivacije signalnih puteva posredstvom 

Janus kinaza. Preuzeto iz answers.com [29]. 

 

JANUS KINAZA 2 

 

Gen za Janus kinaza 2 (JAK2) nalazi se na kraćem kraku hromozoma 9 u 

regionu 9p24.1; ima 25 egzona i prostire se na oko 140 kb genomske DNK; kodira 

protein koji ima 1132 amino kiseline i oko 130,7 kDa. Nalazi se uz ćelijsku membranu 

sa citosolne strane i spregnut je sa receptorima za citokine. JAK2 se vezuje za nekoliko 

citokinih receptora  ukljuĉujući sve receptore koji deluju kao homodimeri (eritropoetin, 

receptor za trombopoetin, hormone rasta), neke heterodimerne receptore (IL-3, GM-

CSF, IL5-R I Gp130 familiju receptora) i interferon γ R2 [30]. JAK2 deficijentni miševi 

umiru u E12.5 od anemije, imaju u potpunosti defektnu eritropoezu i poremećaje vezane 

za faktore rasta i prolaktin-posredovanu aktivaciju STAT5 u ćelijama mezodermalnog i 

ektodermalnog porekla [31]. 

Da je glavna meta za identifikovanje molekularnih promena koje leţe u osnovi 

MPN-a upravo JAK2 tirozin kinaza, dokazano je 2005. godine, kada su ĉetiri grupe 

nauĉnika nezavisno otkrile aktivirajuću somatsku mutaciju u autoinhibitornom regionu 

JAK2 gena – JAK2-V617F mutaciju. Primenili su razliĉitih pristupe: James i sar. su 

pokazali da je korišćenjem JAK2 kinaznih inhibitora i inaktivacijom ekspresije pomoću 

siRNK tehnologije, moguće spreĉiti formiranje eritropoetin-nezavisnih eritroidnih 

kolonija kod policitemije vere [32]. Ovo je vodilo ka sekvenciranju i otkriću mutacije u 

JH2 pseudokinaznom domenu JAK2 gena. Kralovics i sar. su identifikovali gubitak 

heterozigotnosti regiona na kratkom kraku hromozoma 9 (9p24.1) kod pacijenata sa PV 

i na njemu našli region od 6.2 Mb koji je od gena za tirozin kinaze, za kojima su autori 
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ciljano tragali, sadrţavao jedino JAK2 gen (Slika 4) [33]. Korišćenjem metode 

sekvenciranja kompletnog JAK2 gena [34] i sekvenciranjem autoinhibitornih domena i 

aktivacionih petlji još 85 kinaza, i ostale grupe su došle do istog otkrića [35]. 

 

 

 

      

 

Slika 4. Genomska lokacija JAK2 gena. a) Hromozom 9p24.1. Crvena linija 

predstavlja lokalizaciju JAK2 gena; b) FISH na metafaznim hromozomima sa probom 

za JAK2 gen. Preuzeto iz http://atlasgeneticsoncology.org [36]. 

 

 

JAK2-V617F mutacija je steĉena aktivirajuća somatska mutacija koju 

karakteriše transverzija nukleotida G u nukleotid T na poziciji 1849 (c.1849G>T) u 

egzonu 14 JAK2 gena. Na proteinskom nivou ova transverzija dovodi do zamene 

aminokiseline valin u fenilalanin na poziciji 617 (p.Val617Phe). Zamenom 

aminokiseline valin dosta većim fenilalaninom, destabilizuje se konformacija JH2 
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domena koji gubi svoju autoinhibitornu ulogu i postaje konstitutivno aktivan. Ovom 

„missense“ mutacijom se obezbeĊuje konstantna aktivnost proteina, što dovodi do 

povećane osetljivosti ćelija na dolazeće stimuluse, kao što su faktori rasta. Prisustvo 

mutacije donosi proliferativnu prednost ćelijama koje je poseduju, izazivajući klonalnu 

ekspanziju hematopoetskih progenitora. Najnovija studija iz jula 2012. godine otkriva 

nove osobine autoinhibitornog JH2 domena na osnovu analize kristalne strukture JAK2 

proteina [37]. Studija pokazuje da JH2 domen zauzima prototipsku protein kinaznu 

strukturu. Kao i druge kinaze, Mg-ATP vezivno mesto nalazi se u rascepu izmeĊu N- i 

C-terminalnog lobusa. Autori, meĊutim, pokazuju nekanonski model vezivanja Mg-

ATPa, kojim se objašnjava niţa stopa bazalne aktivnosti u poreĊenju sa katalitiĉkim 

JH1 domenom. Od velikog je interesa otkriti efekat V617F mutacije na strukturu JH2 

domena. Val617 se nalazi u petlji N lobusa. Dok V617F mutacija ne utiĉe na vezivanje 

nukleotida, ona utiĉe na rigidnost αC heliksa N lobusa, koji olakšava aktivaciju JH1 

domena (Slika 5). 

 

 

 

Slika 5. Prikaz kristalne structure JH2 domena JAK2 gena. N lobus JH2 je prikazan 

svetlo sivo izuzev nukleotid-vezujuće petlje (plavo) i αC (ţuto). C lobus je prikazan 

tamno sivo izuzev katalitiĉke petlje (narandţasto) i aktivacione petlje (zeleno). Preuzeto 

iz Bandaranayake, et al. Nature Structural & Molecular Biology (2012) [37]. 

 

O vaţnosti ovog regiona govori podatak da je valin na poziciji 617 konzerviran i 

kod JAK1 i TYK2 proteina. Homologi mutanti JAK1 V658F and TYK2 V678F su 

takoĊe aktivni u proliferaciji i pronaĊeni su u humanim kancerima i autoimunim 

oboljenjima [38]. Ovaj region evolutivno je oĉuvan meĊu kiĉmenjacima, kao i 
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aminokiselina valin na poziciji 617 (Slika 6). 

 

 

Slika 6. Dijagramski prikaz JAK2 FERM, SH2, JH2 i JH1 domena, zajedno sa 

uporeĊenjem dela JH2 domena. Hs=Homo sapiens. Cf=Canis familiaris. Mm=Mus 

musculus. Rn=Rattus norvegicus. Gg=Gallus gallus. Preuzeto iz Baxter et al. Lancet 

(2005) [34]. 

 

 

Otkriće JAK2-V617F mutacije predstavljalo je pravi proboj u razumevanju 

patogeneze MPN i bacilo sasvim novo svetlo na sliĉnosti i razlike tri oboljenja 

objedinjena ovim imenom. Preko 100 studija koje su analizirale kliniĉke i druge efekte 

ove mutacije pojavilo se u kratkom vremenskom periodu. One su pokazale da je ova 

mutacija prisutna kod 75-98% pacijenata sa policitemijom verom i kod 39-75% 

pacijenata sa esencijalnom trombocitemijom i mijelofibrozom [32-35, 39, 40]. 

PronaĊena je u manjem procentu i kod drugih oboljenja (hroniĉna mijelomonocitna 

leukemija, mijelodisplastiĉni sindrom, Bcr-Abl negativna CML, megakariocitna 

leukemija [41], vrlo retko u akutnoj mijeloidnoj leukemiji [42], ali nikad kod zdravih 

ljudi [40]. Prisutna je u ćelijama mijeloidne loze, a nije detektovana u B i T limfocitima 

[43]. Pokazano je da je JAK2-V617F mutacija odgovorna za biološke karakteristike 

MPN, kao što su endogeno eritroidno formiranje kolonija, povećana ekspresija gena za 

PRV1 (Polycithaemia Rubra Vera) i deregulaciju apoptoze preko anti-apoptotskog 

BCL-xL gena [44, 45]. Pokazano je da prisustvo mutacije dovodi do povećanog nivoa 

hemoglobina, povećane eritropoeze i granulopoeze, sa vrlo malim uticajem na 

megakariopoezu [46-48]. TakoĊe, prisutan je smanjen nivo serumskog eritropoetina, i 

što je najvaţnije, povoljniji je odgovor na terapiju citostaticima [49]. 

Ova prva istraţivanja su bila veoma obećavajuća i oĉekivalo se da je ova 
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mutacija jednoznaĉni marker proliferacije mijeloidnih ćelija u MPN analogno Bcr-Abl 

tirozin kinazi kod CML. Molekularni terapeutici napravljeni da suprimiraju JAK2 

tirozin kinaznu aktivnost već su ušli u kliniĉku primenu [21]. MeĊutim, već sa prvim 

otkrićima došlo se i do nalaza koji su pokazali velike specifiĉnosti ove mutacije i 

ukazali na mnogo heterogeniju situaciju nego što je sluĉaj u CML. Ĉinjenica da je ista 

mutacija pronaĊena u nekoliko razliĉitih oboljenja, da je prisutna samo kod 50% ET i 

MF pacijenata, dovela je do pitanja da li je ova mutacija onkogeni dogaĊaj koji uzrokuje 

MPN ili je samo biomarker ovih bolesti. MeĊutim, nekoliko dokaza ukazalo je da je 

JAK2-V617F mutacija onkogeni dogaĊaj, bar u sluĉaju za PV: 

 JAK2-V617F mutacija izaziva preosetljivost na citokine na mišijim ćelijskim 

linijama i primarnim humanim ćelijskim linijama , što je glavno MPN obeleţje 

[32] 

 JAK2-V617F pogaĊa hematopoetsku stem ćeliju [1, 2] 

 Over- ekpresija JAK2-V617F izaziva povećanje ekspresije nekih PV 

biomarkera, kao što gen za PRV1 [44] 

 

U prilog ovome došao je rezultat iz studije retroviralnog modela u kome su 

JAK2-V617F matiĉne ćelije transdukovane u ozraĉenog miša . Domaćini su pri visokim 

dozama JAK2-V617F gena razvili znaĉajnu eritrocitozu sa odlikama PV, uz umerenu ili 

znaĉajnu leukocitozu, ali nisu imale efekat na povećanje trombocita [46-48]. Ovim 

nalazom bi se molekularna osnova PV u potpunosti mogla objasniti V617F mutacijom. 

Osobine druga dva oboljenja su znaĉajno komplikovanije. 

 

 

Gubitak heterozigotnosti 

 

Kao i u drugim kancerima [50, 51], gubitak heterozigotnosti (loss of 

heterozygocity - LOH) je primećen kod MPN pacijenata, a povezan je sa regionom 

9p24.1 [52]. Gubitak heterozigotnosti nastaje kao rezultat mitotiĉke rekombinacije; 

tokom mitoze dolazi do sparivanja ne- sestrinskih hromatida i razmene genetskog 

materijala (Slika 7). U sluĉaju da je jedan JAK2 alel mutiran, ćerka ćelija postaje 

homozigotni nosilac mutacije. Što je posebno znaĉajno , meĊu mutiranim ćelijama neke 
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nose jednu, a neke dve kopije mutiranog alela. Ovakve ćelije imaju veliki proliferativni 

kapacitet, tako da potiskuju wt klon, te se stoga kod nekih PV bolesnika detektuje samo 

mutirani alel [32-35, 52]. Ovi pacijenti su nazvani "homozigoti" za JAK2-V617F 

mutaciju.  

Za razliku od pacijenata sa PV, kod ET se mitotiĉka rekombinacija vrlo retko 

dešava [53].  

 

 

Slika 7. Mehanizam 9pLOH. Gubitak heterozigotnosti putem mitotiĉke rekombinacije 

rezultuje uniparentalnom dizomijom (UPD). Tokom mitoze u ćeliji (A) koja je 

heterozigot za mutirani alel (obeleţeno zvezdicom) mitotiĉka rekombinacija izmeĊu ne- 

sestrinskih hromatida rezultuje UPD; nastaju ćelije homozigoti za mutirani alel (B) ili 

homozigoti za wt alel (C). Preuzeto iz Mariluz et al. (2007) http://www.hematology.org 

[54]. 

 

Fenomen "doze gena"  

 

JAK2-V617F mutacija je somatska, te je broj ćelija heterozigotnih nosilaca 

varijabilan. Ovo je osnova za teoriju "doze gena", koja pretpostavlja korelaciju izmeĊu 

fenotipa bolesti i proporcije mutiranog alela. Zato je uveden koncept “allele burden” 
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koji predstavlja odnos izmeĊu mutiranog V617F i wt alela u hematopoetskim ćelijama. 

Ovaj koncept je podrţan eksperimentima na transgenim miševima gde se 

eksprimiranjem male doze mutiranog Jak2 gena (oko jedne petine u odnosu na wt alel) 

razvija kliniĉka slika esencijalne trombocitemije, dok se eksprimiranjem velike doze 

mutiranog gena dobija fenotip policitemije vere [55]. Studije na pacijentima su pokazale 

da procenat mutiranog alela ima uticaja na kliniĉku sliku bolesti i da predstavlja vaţan 

faktor u razgraniĉavanju ova tri oboljenja [56-58]. Kod pacijenata je pokazano da nizak 

nivo mutiranog alela dovodi do proliferacije megakariocitne loze kao kod ET, dok visok 

nivo mutiranog alela dovodi do veće proliferacije eritrocita, kao kod PV, kao i da 

linarno koreliše sa brojem leukocita [56, 59-61]. Tako izgleda da je doza V617F alela 

kritiĉna za ravnoteţu izmeĊu povećane eritropoeze i povećana trombopoeze , ĉime se 

razgraniĉavaju PV i ET fenotip (Slika 8).  

 

 

 

Slika 8. Šematski prikaz "doze gena" (“allele burden”) (srednji panel) i povezanost 

sa kliniĉkim fenotipom (donji panel), i  komplikacijama bolesti (gornji panel). Na 

niskim nivoima mutantnog alela dominira trombocitoza, na srednjim eritrocitoza, a na 

visokim leukocitoza. MeĊu komplikacijama, nalazi pokazuju vezu izmeĊu koliĉine alela 

i evolucije u mijelofibrozu. Preuzeto iz Passamonti et al. Haematologica (2009) [60]. 
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Mehanizam kojim doza V617F alela moţe delovati predominantno na jednu lozu 

je nerazjašnjen. Sugerisano je da bi JAK2-V617F mutacija mogla da indukuje 

multipotentni progenitor u pravcu eritroidne loze preko fosforilacije GATA1 

transkripcionog faktora na poziciji serin 310 [62]. Alternativno, suštinske biološke 

razlike MPL i EPO receptora ili veći nivo MPL na površini ćelije moţe objasniti da je 

MPL aktivacija osetljivija na niskim nivoima JAK2-V617F nego EPO- aktivacija. 

Kada se odredi procenat mutiranog alela u granulocitima pacijenata sa MPN 

primećuje se da pacijenti sa ET imaju najniţi procenat mutiranog alela, koji retko 

prelazi 50%, kod PV se kreće oko 60%, dok se post- PV mijelofibroza karakteriše 

najvećom zastupljenošću mutiranog alela (preko 80%). Ova pojava objašnjava se 

ĉinjenicom da je kod pacijenata sa PV prisutan fenomen LOH, tako da se mutacija 

dovodi u homozigotno stanje. Proliferativni kapacitet ovakvog klona mnogostruko 

nadmašuje proliferaciju wt klona, te se kod ovih pacijenata detektuje mutirani alel u 

visokom procentu. Pojava mitotiĉke rekombinacije je još više prisutna kod post- PV 

mijelofibroze, a vrlo je retka kod ET. Stoga se oĉekuje da procenat zastupljenosti 

mutiranog alela znaĉajno varira kod MPN pacijenata, od malih vrednosti (1% ili manje, 

zavisno od osetljivosti metode) pa do 100%, ukloliko je homozigotni maligni klon u 

potpunosti potisnuo wt klon. 

 

 

Biološki kontinuum 

 

Kada se posmatra esencijalna trombocitemija, uoĉava se da je polovina 

pacijenata pozitivna, a druga polovina negativna za V617F mutaciju. Na osnovu 

kliniĉke slike teško je razlikovati ova dva oboljenja, ali kada se pogleda mutacioni 

status, jasno se uoĉava da pacijenti sa mutacijom imaju veće sliĉnosti sa PV fenotipom 

nego sa ET fenotipom (niţi serumski eritropoetin, aktivnija eritropoeza i granulopoeza, 

niţi nivo trombocita) [49]. Zato se pretpostavlja da V617F pozitivna ET i V617F 

pozitivna PV predstavljaju biološki kontinuum. Dodatno je uoĉeno i da pacijenti sa ET 

sa mutacijom mogu da progrediraju u JAK2-V617F pozitivnu PV [49]. Pretpostavljeno 

je i da V617F negativna ET predstavlja „pre-JAK2‟ stanje, i da pacijenti tokom 

progresije bolesti mogu da steknu JAK2 mutaciju. Ipak, ovo nije naišlo na potvrdu, jer 
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su istraţivanja pokazala da V617F negativni pacijenti ostaju negativni tokom duţeg 

perioda praćenja [22]. Ovi podaci ukazuju da V617F negativna i V617F pozitivna ET 

predstavljaju odvojene bolesti, pre nego dve faze iste bolesti [22]. 

U ovom kontekstu MF se moţe shvatiti kao agresivna forma ET i PV, u kojoj u 

sluĉaju PV dolazi do ekspanzije homozigotnog JAK2-V617F klona. Neki mišiji modeli 

pokazuju da PV transformiše u MF sa starenjem [46-48]. Ipak, nije iskljuĉeno da još 

uvek nepoznati genetiĉki ili epigenetiĉki defekt dovodi do progresije ovih bolesti u MF. 

 

 

46/1 haplotip 

 

Nekoliko vaţnih osobina MPN ukazale su da postoji nasledljivi faktor koji na 

neki naĉin utiĉe da doĊe do bolesti. Somatske mutacije su objasnile fenotipske 

karakteristike ovih bolesti, ali su još nalazi na mišijim modelima pokazali da od 

genetiĉkog “background”-a zavisi kako će se mutacija ispoljiti. Naime, kada je korišćen 

soj C57Bl/6 miševa, ekspresija Jak2-V617F mutacije dovodila je do pojave eritrocitoze 

sa niskom leukocitozom. Kada su korišćeni Balb/c miševi, uz eritrocitozu javila se 

dramatiĉno povećana leukocitoza i fibroza. Uticaj naslednog faktora na predispoziciju 

da bolest nastane kod odreĊene individue posebno su istakle studije u kojima se opisuju 

familije sa nekoliko obolelih ĉlanova [13, 14], a naroĉito velika populaciona studija u 

kojoj je pokazano da prvi srodnici imaju 5-8% veću šansu da obole od MPN ukoliko su 

u porodici već imali neku od ovih bolesti [15]. U ovim studijama je postalo jasno da 

JAK2-V617F mutacija nije nasledna, već odreĊena genetiĉka predispozicija uzrokuje da 

se bolest dogodi i eventualno stekne onkogena mutacija. Kliniĉka slika bolesti u 

familijarnim sluĉajevima ista je kao i sporadiĉnim, i što je najvaţnije i što pokazuje da 

su ova heterogena oboljenja ipak sliĉna u svojoj genetiĉkoj osnovi, u familijama se ne 

nasleĊuje obavezno isto MPN oboljenje, već kroz porodiĉno stablo moţe da se pojavi 

bilo koja od tri MPN bolesti [14]. 

Najvaţniji dogaĊaj u rasvetljavanju patogeneze MPN bolesti nakon pronalaska 

JAK2-V617F mutacije desio se 2009. godine, kada su tri grupe nauĉnika otkrile haplotip 

koji predstavlja predisponirajući faktor za sticanje JAK2-V617F mutacije [63-65]. Ovaj 

haplotip obuhvata nekoliko SNP-ova koji se nalaze u JAK2 genu, a po vrsti nukleotida 
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na odreĊenim pozicijama nazvan je GGCC ili 46/1 haplotip (Slika 9). Pokazano je da je 

JAK2-V617F mutacija prisutna u 80% sluĉajeva kada je na odreĊenom mestu u 

haplotipu prisutan specifiĉni alel koji ĉini ovaj haplotip. Dalja istraţivanja preduzeta su 

da bi se videlo da li haplotip ima uticaj da se steknu i druge somatske mutacije tipiĉne 

za MNP, konkretno mutacije u genu za trombopoetin. Rezultati su bili opreĉni, jer je 

prva studija pokazala da ovaj haplotip predstavlja predispoziciju za sticanje MPL 

mutacije [66], dok su rezultati studije drugih autora pokazali suprotno [67]. Uprkos 

oĉekivanjima, pokazano je da kod familijarnih MPN ovaj haplotip nije nasledan [16]. 

 

 

Slika 9. Ispitanici sa 9pUPD imaju haplotip na kome se stiĉe JAK2-V617F. Svaki 

ispitanik (kolona) je genotipiziran na osam SNP-ova (redovi). Najĉešći haplotip 

(GGCC) koji predisponira nastanak onkogene JAK2-V617F mutacije je oznaĉen ţutom 

bojom. Strelica pokazuje poloţaj JAK2-V617F mutacije u odnosu na analizirane SNP. 

Preuzeto iz Olcaydu et al. Nature Genetics (2009) [63]. 

 

 

O mehanizmu delovanja 46/1 haplotipa postoje dve hipoteze. Prva hipoteza 

nazvana “teorija hipermutabilnosti” pretpostavlja da haplotip destabilizuje lokus u kome 

se nalazi JAK2 gen i na tom hipermutabilnom terenu se dešava ova onkogena mutacija. 

Druga hipoteza “plodnog tla” objašnjava da se JAK2 mutacija dešava sa istom 

verovatnoćom na razliĉitim haplotipovima, ali kada se desi na 46/1 haplotipu, to dovodi 

ćelije u proliferativnu prednost. U prilog prvoj hipotezi idu otkrića da se JAK2-V617F 

mutacija dešava više puta kod istog pacijenta, jer su pronaĊeni pacijenti koji u svojim 

klonovima nose mutaciju na razliĉitim alelima [63]. U prilog druge tvrdnje stoji 

najnovije otkriće da se u promotoru JAK2 gena nalazi SNP koji je je asociran sa MPN, 

za koji je pokazano dejstvo na transkripciju u in vitro uslovima, a autori smatraju da on 

dovodi do povećane ekspresije JAK2 gena kod MPN pacijenata [68]. Na ovaj naĉin bi 
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haplotip dvojako doprinosio potencijalu maligne ćelije: s jedne strane podizanjem nivoa 

ekspresije JAK2 gena, a sa druge doprinosom da se stekne JAK2-V617F mutacija. 

JAK/STAT put bi time bio dvojako stimulisan, što bi doprinosilo proliferativnoj 

prednosti ovim ćelijama. 

 

 

OSTALI MOLEKULARNI MARKERI MPN 

 

JAK2-V617F mutacija prisutna je kod većine pacijenata sa PV i smatra se da je 

kod njih ova mutacija uzrok fenotipskih karakteristika ove bolesti. Uzrok bolesti kod 

ostalih 3% pacijenata sa PV, kao i kod 50% ET i MF pacijenata kod kojih nije 

detektovana JAK2-V617F mutacija postao je predmet istraţivanja. Pokazano je da kod 

MPN pacijenata postoje i mutacije u drugim genima koje mogu da koegzistiraju sa 

JAK2-V617F mutacijom, ali mogu i samostalno da utiĉu na patogenezu MPN bolesti. 

Ove mutacije pronaĊene su u signalnim putevima koji interaguju sa JAK/STAT putem, 

ali ima i onih koje su deo drugih signalnih puteva. 

 

 

Mutacija u egzonu 12 JAK2 gena 

Mutacije u egzonu 12 JAK2 gena tipiĉno se nalaze kod PV JAK2-V617F 

negativnih pacijenata [69]. JAK2 egzon 12 mutacije ukljuĉuju in-frame delecije, 

taĉkaste mutacije i duplikacije, najĉešće pogaĊajući konzervisani region od sedam 

aminokiselina (F537–E543). Delovanje na ćelijskom nivou kao i kliniĉki efekti veoma 

su sliĉni efektima JAK2-V617F mutacije u 14 egzonu [69]. 

 

 

Mutacije u genu za trombopoetin 

Supstitucija guanina timidinom na poziciji 1544 u genu za trombopoetin (MPL-

Myeloproliferative Leukemia Virus) rezultuje u zameni aminokiseline triptofan 

leucinom u kodonu 515 na proteinskom nivou (MPLW515L) [70]. Ova transverzija u 

egzonu 10 prisutna je kod 5 do 10% JAK2-V617F negativnih pacijenata koji boluju od 

ET i MF, dok nikada nije detektovana kod pacijenata sa PV [70, 71]. To je somatska 
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mutacija prisutna najverovatnije u megakariocitnim prekursorima ovih pacijenata i 

odgovorna je za trombopoetin- nezavistan rast MPL-W515L pozitivnih kolonija u 

ćelijskoj kulturi. Western blot analiza pokazala je konstitutivnu fosforilaciju JAK/STAT 

signalnih proteina, ukljuĉujući JAK2, STAT3 i STAT5. Nizvodni ciljni protein ovog 

puta su takoĊe aktivirani (RAS/MAPK and PI3K/AKT put), ĉime se u potpunosti 

potvrĊuje uticaj ove mutacije na nastanak bolesti kod MPL-W515L pozitivnih 

pacijenata. Mišiji model je takoĊe potvrdio da eksprimiranje Mpl-W515L alela, ali ne i 

Mpl wt alela, dovodi do fenotipske manifestacije bolesti koja pokazuje povećanje 

trombocita i leukocita, ali ne i eritrocita, što podseća na kliniĉku sliku ET. Pojava 

fibroze u kostnoj srţi podraţava kliniĉku sliku mijelofibroze, ĉime se pokazuje da ova 

mutacija ima efekat na sudbinu ćelija megakariocitne loze, dok JAK2-V617F mutacija 

oĉigledno ima efekat na sudbinu eritrocita. U egzonu 10 MPL gena su prisutne i druge 

mutacije sa sliĉnim efektima [71]. 

 

 

Mutacije u TET2 genu 

TET2 (Ten-Eleven Translocation–2) gen pripada familiji od tri gena sa 

nepoznatom funkcijom koji se nalazi na duţem kraku hromozoma 4 u regionu u kome je 

primećen fenomen gubitka heterozigotnosti kod jednog broja MPN pacijenata [72]. 

Sekvenciranje ovog gena dovelo je do otkrića mutacija razliĉitog tipa (missense, 

nonsense, frameshift, delecije) kod oko 14 do 17% MPN pacijenata koji nisu imali 

JAK2-V617F mutaciju i kod oko 7% pacijenata sa mutacijom [72, 73]. Analza 

limfocitne DNK pokazala je da su TET2 defekti steĉeni. Kod većine MPN pacijenata 

bile su oštećene obe kopije gena, što ukazuje da se TET2 ponaša kao tumor supresor 

gen. Dodatne analize su pokazale da mutacije u TET2 genu prethode JAK2 mutaciji 

[73]. 

 

 

Mutacije u CBL genu 

Gen CBL (Casitas B-lineage lymphoma protooncogene) nalazi se na 

hromozomu 11 (11q23.3) i ima dvojaku funkciju: negativno reguliše kinazne signalne 

puteve preko E3 ubikvitin ligazne aktivnosti i obavlja funkciju adaptornog proteina sa 
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pozitivnim efektom na te signalne puteve. Mutacije pogaĊaju egzone 8 i 9 i razliĉitog su 

tipa. Mutirani CBL protein indukuje onkogeni fenotip kada se eksprimira u ćelijskim 

linijama i ćelije pokazuju rast nezavistan od faktora rasta [74]. Mutacije u CBL genu su 

steĉene i retko se sreću u konjunkciji sa ostalim tipiĉnim MPN mutacijama [75]. 

PronaĊene su kod 6% MF pacijenata, a vrlo su retke kod ET i PV bolesnika [76, 77]. 

 

 

MUTACIJE POVEZANE SA LEUKEMIJSKOM TRANSFORMACIJOM MPN 

 

Mutacije u nekoliko gena povezane su sa leukemijskom transformacijom MPN. 

(ASXL1) Additional Sex Combs-Like 1 gen, geni IDH 1 i 2 (Isocitrate dehydrogenase) i 

(IKZF1) IKAROS family zinc finger 1 retko se nalaze u hroniĉnoj fazi MPN, ali su 

pronaĊeni u ćelijama pacijenata koji imaju tzv. sekundarni AML, odnosno leukemiju 

kojoj je predhodila neka druga bolest. Kod ovakvih MPN pacijenata frekvenca 

nalaţenja mutiranih gore navedenih gena je oko 5-20% [76] (Slika 10). 

 

 

 

Slika10. Genske mutacije u „„klasiĉnim‟‟ mijeloproliferativnim neoplazijama. 
Uĉestalost ASXL1, CBL, DNMT3A, JAK2, SF3B1, SUZ12 i TET2 mutacija u PV, ET, i 

MF. ET: esencijalna trombocitemija, PV: policitemija vera MF: mijelofibroza,. Preuzeto 

iz  Brecqueville et al. Genes, Chromosomes and Cancer (2012) [77]. 
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Mutacije u FLT3 genu 

Rast i diferencijacija hematopoetskih ćelija odvija se pod uticajem razliĉitih 

faktora rasta i njihovih receptora. Jedan od ovih receptora je i tirozin kinaza FLT3 

(FMS-like tyrosine kinase 3), koji je ĉlan grupe tirozin kinaznih receptora tipa III [78]. 

Ovaj protein se uglavnom eksprimira na hematopoetskim matiĉnim ćelijama i uĉestvuje 

u kontroli njihove diferencijacije i proliferacije [79]. Opisane su dve klase aktivirajućih 

mutacija u genu za FLT3 receptor: u prvu klasu ubrajaju se unutrašnje tandemske 

duplikacije (ITD) u egzonima 14 i 15, koje na proteinskom nivou dovode do insercije 

odreĊenog broja aminokiselina [80]. U drugu klasu mutacija ubrajaju se supstitucije, 

male delecije i insercije. Najĉešća mutacija iz druge grupe je taĉkasta mutacija D835 

[81]. Sve ove mutacije su aktivirajuće i uzrokuju ligand-nezavisnu aktivaciju FLT3 

receptora [82]. Mutacije u genu za FLT3 su najĉešće genetiĉke aberacije u akutnoj 

mijeloidnoj leukemiji, i detektovane su kod oko 25% adultnih pacijenata [82]. Pokazano 

je da normalan FLT3 protein ne koristi STAT5 put signalne transdukcije, dok mutirani 

FLT3-ITD aberantno aktivira ovaj put, i to potpuno nezavisno od JAK2 proteina [83]. 

Kaskada koja ukljuĉuje STAT5 protein menja apoptotski odgovor, samoobnavljanje i 

proliferativni kapacitet mijeloidnih ćelija i u potpunosti objašnjava mijeloidnu 

proliferaciju kod FLT3-ITD pozitivnih AML pacijenata.  

Eksperimantalne studije su pokazale da postoji veza izmeĊu FLT3-ITD mutacije i 

mijeloproliferativnih bolesti, jer je kod mišijeg modela pokazano da FLT3-ITD mutacija 

izaziva promene koje daju sliku esencijlne trombocitemije [84]. 

Kasna komlikacija MPN jeste transformacija u akutnu mijeloidnu leukemiju. Dešava se 

kod 5-10% MPN pacijenata, pri ĉemu je najĉešća kod mijelofibroze, gde se leukemijska 

transformacija javlja kod oko 8-23% bolesnika [22, 85]. Pokazano je da se pri ovoj 

transformaciji pojavljuje novi klon koji je V617F negativan ĉak i kod onih pacijenata 

koji imaju V617F mutaciju u svom primarnom klonu. Obzirom na isti signalni put koji 

koriste mutirani JAK2 i FLT3 protein, logiĉno pitanje je da li se kod MPN pacijenata 

nalazi mutirani FLT3 gen. Studija na pacijentima obolelim od esencijalne 

trombocitemije koji su bili negativni za JAK2-V617F mutaciju pokazala je da kod ovih 

pacijenata nije prisutan FLT3-ITD gen [86]. Naša studija je obuhvatila kako JAK2-

V617F pozitivne, tako i JAK2-V617F negativne PV i pacijente sa ET, i takoĊe pokazala 

odsustvo FLT3-ITD gena kod ovih pacijenata [87]. Dugoroĉno praćenje ovih bolesnika 
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na markere koji dovode do leukemogeneze, meĊu kojima FLT3-ITD moţe da ima 

znaĉaj, mogli bi da rasvetle patogenezu ovih oboljenja i njihovu evoluciju u AML. 

 

 

APOPTOZA 

 

Broj ćelija u organizmu je striktno regulisan i precizno kontrolisan da bi se 

odrţala normalna homeostaza tkiva. Razliĉiti mehanizmi se koriste u kontroli duţine 

ţivota svake pojedinaĉne ćelije. Jedan od kljuĉnih mehanizama je apoptoza, proces 

kontrolisane ćelijske smrti koji se koristi u razliĉitim tkivima, naroĉito onima koje se 

brzo obnavljaju, kao što je hematopoetsko tkivo [88]. Proces apoptoze ima vaţnu ulogu 

tokom embriogeneze [89, 90] i remodelovanja tkiva [91], i igra centralnu ulogu u 

imunom odgovoru [92, 93]. Redukovana apopotoza ima ulogu u patogenezi kancera  

[94-96], dugotrajnim viralnim infekcijama i autoimunim bolestima [93]. Sa druge 

strane, intenzivna apoptoza rezultuje gubljenjem ćelija i stvaranju neurodegenerativnih 

bolesti, kao što su Alchajmerova, Hangtintonova i Parkinsonova bolest [97]. 

Apoptoza je oblik programirane ćelijske smrti okarakterisan nizom morfoloških 

i biohemijskih specifiĉnosti. Morfološki apoptozu karakteriše serija strukturnih promena 

umiruće ćelije: bubrenje plazma membrane, kondenzacija cito- i nukleo- plazme, 

fragmentacija ćelije u membranom okruţena apoptotska tela [98]. Biohemijski, 

karakteriše je degradacija hromatina na fragmente duţine 50-300bp, povišen nivo 

stvaranja klastera proteina, aktivacija transglutaminaza II koje povezuju proteinske 

klastere sa omotaĉem apoptotskih tela [99, 100]. U apoptozi se minimizira curenje 

ćelijskog sadrţaja u vanćelijsku sredinu i štetni efekti proteolitiĉkih enzima. Time se u 

potpunosti izbegava process inflamacije koji bi u suprotnosti nastao. 

Kljuĉni enzimi u procesu apoptoze su klasa proteolitiĉkih enzima nazvanih 

kaspaze. Familiju kaspaza ĉine cistein- zavisne aspartat- specifiĉne proteaze i do sada je 

otkriveno 14 ĉlanova, premda nisu svi ukljuĉeni u apoptozu. Kaspaze se u ćeliji nalaze  

u zimogenoj formi i neophodna je njihova aktivacija da bi stekle katalitiĉku aktivnost. 

Razlikuju se dve grupe kaspaza: inicijatorske (kaspaze 8, 9, 10), koje se 

autoproteolitiĉki aktiviraju (homoaktivacija), i efektorske (kaspaze 3, 6, 7), koje se 

aktiviraju dejstvom inicijatorskih kaspaza (heteroaktivacija). Proteaze sa specifiĉnošću 
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za aspartat su vrlo retke, što kaspazama omogućava veliku selektivnost i preciznost 

prilikom proteolize u apoptotiĉnim ćelijama.  

Apoptoza obuhvata kaskadu molekulskih procesa koja se moţe podeliti na fazu 

inicijacije i izvršnu fazu. Zavisno od prirode apoptotskog stimulusa, apoptoza moţe biti 

inicirana razliĉitim signalnim putevima. Izvršna faza je uvek ista, i ne zavisi od naĉina 

aktivacije inicijalne faze. Danas su poznata tri razliĉita puta inicijacije apoptoze:  

Spoljašnji put zapoĉinje interakcijom receptora smrti (TNFR, FASR, DR1-5, 

itd.) sa odgovarajućim ligandima (TNF-α, FASL, APO2, itd.). Receptori smrti pripadaju 

TNF (Tumor Necrosis Factor) genskoj superfamiliji  receptora ĉija je odlika 

citoplazmatiĉni domen od oko 80 aminokiselinskih ostataka, koji se naziva “domen 

smrti” (skraćeno DD- od eng. Death Domain). Ovaj domen je kljuĉan za transdukciju 

signala smrti sa površine ćelije do unutarćelijskih signalnih puteva. Nakon vezivanja 

liganda, receptor regrutuje adapterske proteine iz citoplazme, koji takoĊe poseduju 

domen smrti (TRADD, FADD), i prevodi ih u aktivnu konformaciju. FADD se zatim 

vezuje za prokaspazu 8, ĉime je formiran DISC (Death Inducing Signaling Complex), i 

dolazi do autokatalitiĉke aktivacije prokaspaze 8. Aktivacija kaspaze 8 je okidaĉ za 

izvršnu fazu apoptoze. 

Unutrašnji put (mitohondrijalni) moţe biti iniciran razliĉitim stimulusima, kao 

što su radijacija, toksini, hipoksija, hipotermija, virusna infekcija, slobodni radikali kao i 

odsustvo odreĊenih faktora rasta, hormona i citokina, koji inaĉe suprimiraju programe 

smrti. Svi ovi stimulusi izazivaju promene na unutrašnjoj membrani mitohondrija, što 

rezultira otvaranjem MPT (Mitochondrial Permeability Transition) pora na 

mitohondrijama. To rezultuje gubitkom mitohondrijskog transmembranskog potencijala 

i oslobaĊanjem dve glavne grupe pro- apoptotskih proteina, inaĉe zarobljenih u 

meĊumembranskom prostoru, u citosol. Prvu grupu ĉine specifiĉne endonukleaze, koje 

su odgovorne za karakteristiĉnu fragmentaciju DNK u apoptozi, a drugu grupu ĉine 

citohrom c i inhibitori aktivnosti IAPa (Inhibitor of Apoptosis Proteins). Citohrom c 

vezuje i aktivira Apaf-1 i prokaspazu 9, formirajući “apoptozom”. 

Spoljašnji i unutrašnji apoptotski put su povezani preko BID proteina (Slika11). 
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Slika 11. Šematski prikaz spoljašnjeg i unutrašnjeg apoptotskog puta. Preuzeto iz 

Massod et al. Cancer (2011) [101]. 

 

Perforin/granzimski put je primećen samo kod T-ćelijski posredovane 

citotoksiĉnosti. U dodiru sa ciljnom ćelijom, citotoksiĉni T limfociti (CTL) luĉe 

perforin koji formira transmembranske pore, kroz koje CTL oslobaĊaju citotoksiĉne 

granule u ciljnu ćeliju. Glavni sastojak ovih granula su serin-proteaze granzim A i 

granzim B. Granzim B aktivira prokaspazu 10, a pored toga moţe  i da koristi 

mitohondrijalni put za amplifikaciju signala smrti, i/ili da direktno aktivira kaspazu 3, 

jednu od efektorskih kaspaza. Granzim A indukuje apoptozu aktivacijom kaspaza-

nezavisnih puteva, koji na kraju rezultiraju fragmentacijom DNK [102]. 

Unutrašnji i spoljašnji put inicijacije apoptoze konvergiraju ka izvršnoj fazi 

apoptoze, koja poĉinje aktiviranjem efektorskih kaspaza, ĉime proces ćelijske smrti 

postaje ireverzibilan. Efektorske kaspaze zatim aktiviraju citoplazmatiĉnu 

endonukleazu, koja degradira genomsku DNK, a razliĉite proteaze koje razlaţu jedarne 

i proteine citoskeleta, što na kraju dovodi do morfoloških i biohemijskih promena 

zapaţenih kod  apoptoze [102]. 

Regulacija apoptoze se odvija iskljuĉivo u inicijalnoj fazi, najĉešće 
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komunikacijom razliĉitih puteva ili dejstvom anti- i pro-apoptotskih proteina. U oba 

regulatorna mehanizma kljuĉnu ulogu imaju ĉlanovi BCL-2 familije proteina, koja se 

ostvaruje  njihovom meĊusobnom interakcijom ili njihovom modifikacijom od strane 

drugih proteina ukljuĉenih u proces apoptoze [102]. 

 

 

UNUTRAŠNJI APOPTOTSKI PUT I BCL-2 FAMILIJA PROTEINA 

 

Proteini BCL-2 familije su glavni regulatori apoptoze, i kontrolišu dogaĊaje koji 

prethode aktivaciji efektorskih kaspaza, pre svega propustljivost membrane 

mitohondrija i oslobaĊanje citohroma c. Zajedniĉka karakteristika svih ĉlanova BCL-2 

familije proteina je da poseduju jedan do ĉetiri α-helikalna domena, nazvana BH domen 

(BCL-2 Homology Domain) (BH1-BH4). BH3 domen imaju svi ĉlanovi ove familije, od 

kojih neki imaju samo njega (“BH3-only”). BH domeni odgovorni su za protein-protein 

interakcije, a po najnovijim saznanjima ovaj domen moţda igra ulogu “receptora smrti” 

[103]. Pored BH domena, veliki broj proteina BCL-2 familije na svom C-terminusu ima 

hidrofobni transmembranski domen, koji im omogućava ukotvljavanje u membrani 

[104]. 

Ĉlanovi BCL-2 familije proteina se razvrstavju u dve glavne grupe: anti- 

apoptotske i pro- apoptotske proteine (Slika 10). Anti-apoptotski ĉlanovi (BCL2, BCL-

XL, BCL2L1, BCL2L2, MCL1, BCL2L10, itd.) odlikuju se visokom strukturnom i 

funkcionalnom homologijom sa BCL-2 proteinom, i najĉešće poseduju tri ili ĉetiri BH 

domena. Svi su integralni membranski proteini spoljašnje membrane mitohondrija, jedra 

ili endoplazmatiĉnog retikuluma [104]. 

Za razliku od anti- apoptotskih, pro- apoptotski ĉlanovi su manje evolutivno 

konzervisani, i u zdravoj ćeliji nalaze se u citosolu ili asocirani sa citoskeletom. Većini 

nedostaje BH4 domen (BAX, BAK1, BOK), a ostali su BH3-only proteini (BAD, BID, 

HRK, BCL2L11, BIM, BIK, i dr.) (Slika 12). 
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Slika 12. Šematski prikaz graĊe proteina BCL2 familije gena. Ĉlanovi BCL-2 

familije poseduju nejmanje jedan od ĉetiri BH (Bcl-2 homology) domena i grupisani su 

po sposobnosti da inhibiraju ili aktiviraju ćelijsku smrt. Preuzeto iz Forro, G. (2009) 

[105]. 

 

 

Postojanje neaktivnih konformacija ovih proteina, koje se aktiviraju signalima 

smrti, ukazuje da proteini BCL-2 familije imaju ulogu senzora apoptotskih signala 

unutar ćelije. Predstavnici ove familije su strateški rasporeĊeni uz vitalne ćelijske 

kompartmente, gde mogu odmah da detektuju specifiĉna oštećenja koja, preko ovih 

proteina, vode ka  aktiviranju procesa apoptoze [106]. Od vitalnog znaĉaja za ćeliju je 

fina regulacija funkcije ovih gena i njihovih proteina, koja se odvija na nekoliko naĉina.  

 

Razliĉite kombinacije ovih mehanizama regulacije sreću se kod gotovo svih 

proteina iz BCL-2 familije. 

 

Dimerizacija  

Dimerizacija omogućava ĉlanovima BCL-2 familije da deluju nezavisno, kao 

homodimeri, ili da modifikuju aktivnost drugih ĉlanova formirajući heterodimere. Na 

primer, protein BAX deluje kao pro-apoptotski faktor kada je u formi homodimera, dok 

se heterodimerizacijom sa BCL-2 neutrališe njegova pro-apoptotska funkcija. 
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Detektovane su i druge interakcije izmeĊu ĉlanova BCL2 familije. 

Ekspresija familije BCL2 gena 

Regulacija na nivou transkripcije je pokazana za mnoge gene koji kodiraju 

proteine unutrašnjeg apoptotskog puta [106-109].  

 

Fosforilacija 

Fosforilacija igra vaţnu ulogu u kontroli kako aktivnosti, tako i ćelijske 

lokalizacije apoptotskih proteina. Konformacione promene, koje su u direktnoj vezi sa 

njihovom aktivnošću, kao i protein-protein interakcije zavise od fosforilacije ovih 

proteina, a ona se menja pod uticajem stimulisa koji dolaze do ćelije. Dostupnost BH3 

domena i sledstveno sposobnost dimerizacije nekih ĉlanova BCL-2 familije takoĊe je 

kontrolisana fosforilacijom, kao i podloţnost ubikvitin- zavisnoj degradaciji [106].   

 

Proteolitičko sečenje  

Ukljanjanje autoinhibitornih domena na N- terminusu proteina BID i BAX 

omogućava ovim pro- apoptotski molekulima da se translociraju u spoljašnju membranu 

mitohondrija, ĉime zapoĉinje njihovo pro-apoptotsko dejstvo [110]. Još dramatiĉniji 

proteolitiĉki efekat pokazan je na anti– apoptotskim molekulima BCL2 i BCL-XL, 

kojima proteolitiĉko uklanjanje N- terminalnog dela menja funkciju i oni postaju pro- 

apoptotski [111]. 

 

Translokacija 

Promena subćelijske lokalizacije u odgovoru na apoptotski signal, najĉešće 

podrazumeva prethodnu promenu konformacije proteina. Uglavnom se javlja kod pro-

apoptotskih ĉlanova koji su inaĉe citosolni proteini ili vezani za elemente citoskeleta, i 

omogućava inserciju ili vezivanje za membranu mitohondrija, što je neophodan korak 

za ispoljavanje njihovog dejstva. Model ovakve kontrole je pro-apoptotski molekul 

BIM, koji je u citosolu vezan za mikrotubule preko dineinskog motornog kompleksa. 

Nakon delovanja signala za apoptozu, BIM se translocira u mitohondrije i ostvaruje 

svoje dejstvo [110]. 
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PREDSTAVNICI BCL2 FAMILIJE PROTEINA 

 

BCL2 

 

BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2) je tipiĉan anti-apoptotski ĉlan BCL2 familije. 

Eksprimira se u mnogim tipovima ćelija, ukljuĉujući ćelije mijeloidne loze [107]. BCL2 

je kodiran genom koji je lociran na hromozomu 18q21.3 i sastoji se od 3 egzona; 

alternativnim splajsingom nastaju dva transkripta, BCL2a i BCL2b. BCL2a transkript 

kodira izoformu od 239 aminokiselina koja sadrţi C-terminalni  hidrofobni domen 

neophodan za lokalizaciju proteina u membrani mitohondrija i njegovu anti- apoptotsku 

funkciju. BCL2b transkript kodira izoformu od 205 aminokiselina kojoj nedostaje 

transmembranski domen i lokalizovana je u citosolu; pro- ili anti-apoptotska funkcija 

ove izoforme nije dokazana. Obe izoforme sadrţe funkcionalne BH1-4 domene. 

. 

BAX 

 

BAX (BCL2-associated X protein) je tipiĉan pro-apoptotski ĉlan BCL2 familije. 

Eksprimira se u mnogim tipovima ćelija, ukljuĉujući hematopoetske stem ćelije. BAX je 

kodiran genom koji je lociran na hromozomu 19q13.3-q13.4 i sastoji se od 6 egzona; 

alternativnim splajsingom nastaje 5 transkripata (α, β, γ, δ, σ), koji su diferencijalno 

eksprimirani u razliĉitim tkivima. BAX-α (BAX) je glavni proteinski produkt BAX 

gena. Ova izoforma se sastoji od 192 amino-kiseline i sadrţi BH1-3 domene, neophodne 

za homo- i hetero-dimerizaciju, kao i C-terminalni  hidrofobni domen neophodan za 

inserciju u membranu mitohondrija [103]. 

 

BCL2L12 

 

BCL2L12 (BCL2 –Like 12) je nedavno identifikovan novi ĉlan BCL-2 familije 

proteina, lociran na hromozomu 19q13.3-13.4. BCL2L12 se sastoji od 7 kodirajućih 

egzona i 6 introna. Ukupni kodirajući region gena je dug 1005 bp i kodira polipeptid od 

334 aminokiselinska ostatka, pretpostavljene molekulske mase 38.6 kDa [112]. In silico 

analize pokazuju da BCL2L12 sadrţi BH2 domen, ali ostali BH domeni (BH1, 3 i 4), 
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kao i transmembranski domen, odsustvuju [112]. Iako je BH3 domen prisutan kod 

većine sisarskih ĉlanova BCL-2 familije, BCL2L12 nema BH3 domen. Poznat je još 

samo jedan, anti-apoptotski predstavnik (BOO/DIVA) koji takoĊe nema BH3 domen i 

deluje posredstvom mehanizma nezavisnog od dimerizacije [112]. 

BCL2L12 nalazi se u neposrednoj blizini nekoliko drugih gena, ĉiji su proizvodi 

povezani sa karcinogenezom (RRAS, IRF3), a sa kojima deli neke strukturne 

karakteristike [112]. Postoje i indicije da izmeĊu IRF3 i BCL2L12 dolazi do meĊusobno 

regulisane naizmeniĉne ekspresije, s obzirom da 1183bp BCL2L12 predstavlja 

antisense-DNK splajsovanog gena IRF3. Filogenetske analize pokazuju da se BCL2L12 

ne nalazi u neposrednoj blizini, tj. ne formira klastere sa drugim poznatim genima iz 

BCL-2 familije koji sadrţe BH2 domen. 

Protein BCL2L12 sadrţi sekvencu od 16 aminokiselina, naĊenu u okviru BH2 

domena ĉlanova BCL-2 familije (BCL-2, BAX, BCL-XL), kao i više prolinom bogatih 

oligopeptida [112]. Prolinom bogati motivi su ciljna mesta za prepoznavanje i vezivanje 

SH3 domena karakteristiĉnih za tirozin-kinaze, u koje spadaju i razliĉiti protoonkogeni 

[104]. BCL2L12 je prvi identifikovani protein- kodirajući gen koji sadrţi i BH2 domen i 

prolinom bogati domen. Prisustvo oba domena, pod pretpostavkom da su funkcionalni, 

predstavlja prelazni oblik, odnosno sponu, izmeĊu proteina ukljuĉenih u regulaciju 

apoptoze i onkoproteina sa SH3 domenom [104, 112].  

Primenom RT-PCR i RQ-PCR metoda pokazana je pojaĉana ekspresija 

BCL2L12 u ranim stadijumima raka kolona [113], dojke [114] i ţeluca [115] u odnosu 

na okolno normalno tkivo. UtvrĊeno je da pacijenti kod kojih postoji povišena 

ekspresija ovog gena preţivljavaju u  većem procentu i imaju duţe periode bez ponovne 

pojave bolesti, tako da je ekspresija BCL2L12 predloţena kao povoljan prognostiĉki 

faktor za kancer dojke, kolona i ţeluca. 

 

 

SPOLJAŠNJI APOPTOTSKI PUT 

 

FAS receptor - FAS ligand put (FASR/FASL) je otkriven i najbolje prouĉen kod 

imunog sistema. On ima kljuĉnu ulogu u odrţavanju homeostaze limfocita, u regulaciji 

njihove maturacije, kao i selekciji receptora na B i T limfocitima [116]. Smanjenje FAS 
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dirigovane apoptoze moţe prouzrokovati razviće limfoproliferativnih oboljenja i 

izazvati autoimune bolesti, dok prevelika aktivacija FASR/FASL moţe dovesti do 

patološke destrukcije tkiva [117]. Studije na miševima sa spontanim mutacijama u Fas 

genu (Lpr mutanti) ili FasL genu (Gld mutanti) su pokazale da u ovim sluĉajevima 

dolazi do abnormalne akumulacije limfocita kod ovih miševa, povećane produkcije 

imunoglobulina ukljuĉujući autoantitela i razvoja autoimunih bolesti [118, 119]. Iako je 

najbolje prouĉen u imunom sistemu, on nije karakteristiĉan samo za imune ćelije. 

Poremećena funkcija FAS receptora i FAS liganda primećena kod razliĉitih tipova 

maligniteta: u sluĉajevima kancera kolona [120], melanoma [121], raka jednjaka [122], 

raka dojke [123], hepatosarkoma [124], karcinom pluća [125] i raka jajnika [94]. 

Pokazano je in vivo kod nekoliko tipova kancera, da konstitutivno eksprimiran FASL 

omogućava zaštitu malignim ćelijama od imunog sistema tako što indukuje apoptozu 

anti-tumor efektorskih limfocita, pre svega NK ćelija [126].  

 

 

APOPTOZA U MIJELOPROLIFERATIVNIM NEOPLAZIJAMA 

 

Apoptoza kao proces nije dovoljno istraţena u MPN, ali su u ekspanziji 

istraţivanja vezana za apoptozu vezanu za efekat molekularnih terapeutika zasnovanih 

na inhibiciji JAK2 tirozin kinaze. Prve studije o apoptozi u MPN su ukazale na efekat 

deregulacije proteina unutrašnjeg puta, pokazujući das u eritroidni progenitori 

pacijenata sa PV zaštićeni od apoptoze povećanjem nivoa anti-apoptotskih BCL2 i 

BCL-xL priteina [107]. Kada je ustanovljeno da je STAT put kljuĉni signalni put u 

genezi MPN, pokazano je da je Bcl-xL gen upravo regulisan STAT5 proteinom, te da se 

JAK2-V617F mutacija direktno umeće u ovaj put regulacije ekspresija BCL-xL gena 

[108]. Studija koja se bavila ekspresijom ovog gena kod ET pokazala je da je ekspresija 

BCL-xL gena u megakariocitnim ćelijama u porastu tokom njihovog sazrevanja, 

meĊutim u diferenciranim ćelijama je skoro potpuno utišana [127].  

Apoptoza preko spoljašnjeg apoptotskog puta odvija se u eritrocitima. Pokazano 

je da se ekspresija FASR i FASL menja tokom maturacije eritrocita i da je zavisna od 

koncentracije eritropoetina [128]. FAS receptor je eksprimiran u nezrelim eritrocitima, 

dok se u potpuno diferenciranim eritrocitima njegova ekspresija smanjuje [128]. FASL 
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pokazuje suprotnu tendenciju, i što je zanimljivo, FASL eksprimiran na membrani 

odraslog eritrocita sposoban je izazove FAS-zavisnu citotoksiĉnost eritroblasta [128]. 

Ovaj proces je zavistan od eritropoetina, a odvija se preko transkripcionog faktora 

GATA1 koji je specifiĉan za eritrocite. GATA1 podloţan je degradaciji pod uticajem 

kaspaza, što se dešava pri visokim koncentracijama eritropoetina [129]. 

Uloga FASR/FASL sistema u patogenezi mijeloproliferativnih neoplazija 

pokazana je u studiji naše grupe [130], gde je pokazano da je ekspresija FASR u 

limfocitima MPN pacijenata povišena u odnosu na zdrave kontrole, dok ekspresija 

FASL nije promenjena. Ovi rezultati dobili su potvrdu u radu druge grupe nauĉnika 

[131], koji su pokazali da su FASR, ali i drugi receptori smrti (Faim, c-Flip) 

overeksprimirani kod MPN pacijenata, što govori o tome da poremećena apoptoza 

regulisana spoljašnjim apoptotskim putem predstavlja vaţan faktor ukljuĉen u 

patogenezu ovih bolesti. 
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Mijeloproliferativne neoplazije (MPN) su heterogena grupa hematoloških 

maligniteta, a ĉine je tri entiteta: esencijalana trombocitemija, policitemija vera i 

mijelofibroza. Molekularna osnova MPN se intenzivno  ispituje. Okarakterisana 

onkogena JAK2-V617F mutacija prisutna je kod svih MPN entiteta, ali je njena 

zastupljenost kod ove tri bolesti razliĉita. TakoĊe, prisustvo ove mutacije objašnjava 

samo deo fenotipskih karakteristika ovih pacijenata. Jedna od zajedniĉkih karakteristika 

ove tri bolesti je njihova kasna transformacija u akutnu mijeloidnu leukemiju. 

Izuĉavanje ove pojave predstavlja vaţan aspekt u razumevanju patogeneze ovih 

oboljenja, ali i procesa leukemogeneze uopšte.  

 

Prisustvo 46/1 haplotipa kod ovih pacijenata stvara predispoziciju da se 

stekne JAK2-V617F mutacija, ali se mehanizam njegovog dejstva ne zna. Uticaj 

haplotipa 46/1 na transkripciju JAK2 gena je potencijalni mehanizam kojim bi se mogla 

objasniti proliferativna prednost malignog klona.  

 

Proces apoptoze je kod ovih pacijenata direktno pogoĊen prisustvom JAK2-

V617F mutacije,  jer ona preko aktivacije STAT5 puta direktno aktivira anti- apoptotski 

BCL2-xL gen. Akumulacija malignog klona putem poremećaja apoptotskih signalnih 

puteva predstavlja jedan od fundamentalnih mehanizama koji koriste maligne ćelije u 

raznim vrstama tumora. 

 

Cilj našeg istraţivanja bio je ispitivanje markera koji uĉestvuju u procesima 

proliferacije i apoptoze kod pacijenata sa MPN. Stoga je istraţivanje obuhvatilo sledeće 

aspekte: 

 

1. Prouĉavanje markera proliferacije 

 utvrĊivanje uĉestalosti onkogene JAK2-V617F mutacije kod pacijenata sa 

MPN i procenta zastupljenosti mutiranog alela u razliĉitim MPN entitetima 

 utvrĊivanje prisustva drugih molekularnih markera kod pacijenata sa MPN. 

U tom smislu prouĉavano je prisustvo aktivirajuće somatske mutacije FLT3-

ITD kod pacijenata sa MPN  
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2. Uticaj 46/1 haplotipa na transkripciju JAK2 gena 

 karakterizacija intronskih regulatornih elemenata ĉetrnaestog introna gena za 

Janus kinazu 2  

 praćenje ekspresije JAK2 gena kod pacijenata sa MPN u korelaciji sa 46/1 

haplotipom u funkciji utvrĊivanja njegove uloge u transkripciju JAK2 gena 

 

3. Prouĉavanje rezistencije granulocita pacijenata sa MPN na apoptozu 

 analiza ekspresije gena BCL2 familije i gena za FASR, kao osnovnih 

regulatora unutrašnjeg i spoljašnjeg puta aktivacije apoptoze 

 analiza asocijacije genske ekspresije apoptotskih markera sa procentom 

zastupljenosti JAK2-V617F mutacije 

 

 

Sagledavanje meĊusobnih interakcija koje ove genetiĉke promene ostvaruju 

treba da dovede do novih saznanja o njihovom sinergistiĉkom delovanju u 

kompleksnom procesu patogeneze mijeloproliferativnih neoplazija i do rasvetljavanja 

molekularne osnove ovih oboljenja.  
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MATERIJAL 

 

 

BIOLOŠKI MATERIJAL 

 

Ispitanici 

U ovu studiju je ukljuĉeno 199 pacijenata obolelih od mijeloproliferativnih 

neoplazija (MPN), dijagnostikovanih u više zdravstvenih centara u Srbiji. Dijagnoza je 

postavljena na osnovu standardnih kliniĉkih parametara u skladu sa najnovijim 

preporukama Svetske zdravstvene organizacije iz 2008. god. Kontrolnu grupu 

saĉinjavale su 22 zdrave individue. Studija je odobrena odlukom Etiĉkog odbora 

Kliniĉkog Centra Srbije. 

Od kliniĉkih i hematoloških parametara evidentiranih u trenutku postavljanja 

dijagnoze, kao i tokom praćenja bolesti, u ovom radu su korišćeni: pol, starost 

pacijenata pri postavljanju dijagnoze, nivo hemoglobina i hematokrit. 

Sveţi uzorci periferne krvi su uzeti na 3.8% Na-citratu kao antikoagulansu u 

odnosu 9:1, i transportovani do Instituta za molekularnu genetiku i genetiĉko 

inţenjerstvo, gde je vršena izolacija DNK i RNK.  

 

Ćelijske linije 

U eksperimentima tranzijentne transfekcije, za izolaciju DNK korišćenu u 

eksperimentima apsolutne kvantifikacije pri odreĊivanju procenta JAK2-V617F alela, 

kao i za dobijanje ekstrakata nuklearnih proteina za EMSA eksperimente, korišćena je 

humana K562 ćelijska linija. To je eritroleukemijska ćelijska linija poreklom od 

pacijenta obolelog od hroniĉne mijeloidne leukemije [132] i ima wt JAK2 gen. Gajena je 

u Eagle MEM medijumu sa dodatkom 10% FCS (Fetal Calf Serum). 

Za izolaciju DNK korišćenu u eksperimentima apsolutne kvantifikacije pri 

odreĊivanju procenta zastupljenosti JAK2-V617F alela, kao i za dobijanje ekstrakata 

nuklearnih proteina za EMSA eksperimente, korišćena je humana HEL ćelijska linija. 

To je eritroleukemijska ćelijska linija koja spontano diferencira u eritroblaste [133] i 

poseduje JAK2-V617F mutaciju u homozigotnom stanju. Gajena je u RPMI medijumu 

sa dodatkom 10% FCS. 
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U qRT-PCR eksperimentima je kao kalibrator korišćena humana HL-60 ćelijska 

linija akutne promijelocitne leukemije [134]. Gajena je u RPMI medijumu sa dodatkom 

10% FCS. 

Sve ćelijske linije gajene su na 37°C i 5% CO2. 

 

Bakterijski soj 

U eksperimentima kloniranja je korišćen bakterijski soj DH5α Escherichia coli 

[135]. 

 

PLAZMIDNI VEKTORI 

 

U studiji funkcionalne karakterizacije intronskog regiona gena za JAK2 korišćen 

je pBLCAT5. Kao kontrola efikasnosti trasnfekcije korišćen je pCH110 (Amersham 

Pharmacia Biotech) koji eksprimira β-gal [136].  

 

 

PRAJMERI 

Nazivi i sekvence prajmera i korišćenih u PCR i Real time PCR  (RQ PCR) 

reakcijama i reakcijama sekvenciranja navedeni su u tabelama 1-5. Oligonukleotidi 

korišćeni u EMSA eseju navedeni su u Tabeli 6 (F = ˝nizvodni˝ prajmer; R = ˝uzvodni˝ 

prajmer). 

Tabela 1. Prajmeri korišćeni za reakciju alel- specifiĉnog PCRa u detekciji JAK2-

V617F mutacije 

Naziv prajmera Sekvenca prajmera 

F kontrolni (Fcont) 
5‟- ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG - 3‟ 

F specifiĉni (Fspec) 
5‟- AGCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATT - 3‟ 

Reverzni (Rev) 
5‟- CTGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTTCA - 3‟ 
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Tabela 2. Sekvence prajmera korišćenih za detekciju FLT3-ITD mutacije 

Naziv prajmera Sekvenca prajmera 

14F 5‟GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC3‟ 

15R 5‟CTT TCA GCA TTT TGA CGG CAA CC3‟ 

 

 

Tabela 3. Prajmeri i proba korišćeni u qRT-PCR eksperimentima merenja ekspresije 

apoptotskih gena (SYBR green tehnika) 

Naziv prajmera Sekvenca prajmera 

BCL2-F 5' -  TCG CCC TGT GGA TGA CTG A - 3' 

BCL2-R 5' - CAG AGA CAG CCA GGA GAA ATC - 3' 

BAX-F 5' - TGG CAG CTG ACA TGT TTT CTG AC - 3' 

BAX-R 5' - TCA CCC AAC CAC CCT GGT CTT - 3' 

BCL2L12-F 5' - CCC TCG GCC TTG CTC TCT - 3' 

BCL2L12-R 5' - GGG CCA CCA AAG CAT AGA AG - 3' 

ABL-F 5' - TGG AGA TAA CAC TCT AAG CAT AAC TAA AGG T - 3' 

ABL-R 5' - GAC GTA GTT GCT TGG GAC CCA - 3' 

ABL – P 5' - (FAM) – CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT – (TAMRA) - 3' 

FASR Gene expression assay (Hs00163653_m1)  (TaqMan tehnika) 

 

 

Tabela 4. Prajmeri i probe korišćeni u PCR reakciji za genotipizaciju SNP rs12343867 

T>C. Isti prajmeri korišćeni su za sekvenciranje dobijenog PCR produkta 

Naziv prajmera Sekvenca prajmera 

JAK2 Hap F 

HindIII 
5‟ – CAAGCTTGGCAGGTTCAACATAACATTGGA - 3‟ 

JAK2 Hap R XbaI 5‟- GCTCTAGAGCTTTGGGACACCCCAGAATAA - 3‟ 

 

Primedba: podvuĉeni region je mesto seĉenja HindIII, odnosno XbaI restrikcionog 

enzima. Prajmeri su dizajnirani na osnovu sekvence objavljene na NCBI (GenBank 

Accession No. NG_009904.1 +93825 to +94295) 
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Tabela 5. Prajmeri i proba korišćeni za odreĊivanje procenta zastupljenosti mutiranog 

alela- “allele burden” (TaqMan tehnika) 

Naziv prajmera Sekvenca prajmera 

JAK2-wt F 5‟ – GCGCGGTTTTAAATTATGGAGTATGTG - 3‟ 

JAK2-V617F F 5‟ – GCGCGGTTTTAAATTATGGAGTATGTT - 3‟ 

R primer 5‟ – GCGGTGATCCTGAAACTGAATTTTC - 3‟ 

6-FAMprobe DNA 5‟ – TGGAGACGAGAGTAAGTAAAACTACAGGCT - 3‟ 

 

 

Tabela 6. Oligonukleotidi korišćeni u EMSA eseju 

Naziv prajmera Sekvenca prajmera 

Hap oligo t F 5‟- TGACAGAAATGATTATGTTGATATGATACT - 3‟ 

Hap oligo c F 5‟-TGACAGAAATGATTACGTTGATATGATACT- 3‟ 

 

Napomena: Prajmeri su dizajnirani na osnovu sekvence objavljene na NCBI (GeneBank 

Accession No. NG_009904.1 +93929 to +93959) 

 

Za merenje ekspresije JAK2 gena korišćen je TaqMan Gene Expression Assay (Applied 

Biosystems, USA, Hs00234567_m1)  

Svi eksperimenti Real time uraĊeni su na Applied Biosystems 7500 platformi. 

 

ANTITELA 

  

Tabela 7. Antitela korišćena u ˝super-shift˝ eksperimentima  

Naziv antitela ProizvoĊaĉ Kat. broj Poreklo 

MEIS1/2 Santa Cruz Biotechnology sc-25412 zec, poliklonsko IgG 

TGIF Santa Cruz Biotechnology sc-9084 zec, poliklonsko IgG 
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METODE 

 

IZOLACIJA DNK IZ PERIFERNE KRVI 

Za izolaciju DNK iz krvi  korišćen je QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen). 

Protokol: 

Na dno tube sipati 20 μl Qiagen proteaze, dodati 200 μl uzorka, 200 μl pufera AL 

i promešati vorteksovanjem. Inkubirati u vodenom kupatilu 10 min/56°C kako bi 

se obezbedilo liziranje ćelija i oslobaĊanje DNK od proteina. Dodati 200 μl 96-

100% etanola i promešati vorteksovanjem. Ovako pripremljen uzorak naneti na 

QIAamp Mini spin kolonicu, staviti je u tubu i centrifugirati na  6000 g (8000 

rpm)/1 min (ispiranje DNK vezane za kolonicu od neĉistoća). Odbaciti tubu sa 

filtratom, kolonicu premestiti u novu tubu, naneti 500 μl pufera AW1 i 

centrifugirati na 6000 g (8000 rpm)/1 min (ispiranje DNK vezane za kolonicu od 

neĉistoća). Odbaciti tubu sa filtratom, kolonicu premestiti u novu tubu, naneti  

500 μl pufera AW2 i centrifugirati na 20000 g (14000 rpm)/3 min (ispiranje DNK 

vezane za kolonicu od neĉistoća). Na kraju prebaciti kolonicu u ĉistu tubu, dodati 

200 μl pufera AE i inkubirati 1 min na sobnoj temperaturi kako bi se povećao  

prinos DNK. Centrifugiranjem na  6000 g (8000 rpm)/1 min dobija se eluat u 

kome je rastvorena DNK. Koncentraciju i ĉistoću DNK odrediti merenjem  na 

spektrofotometru 

 

IZOLACIJA MONONUKLEARNIH ĆELIJA IZ PERIFERNE KRVI 

Protokol: 

Uzorak krvi razblaţiti fiziološkim rastvorom u odnosu 1:1. Na dno sterilne 

epruvete zapremine 10 ml sipati 3 ml Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare). 4 ml 

razblaţenog uzorka paţljivo naneti na površinu Ficoll-Paque PLUS, pazeći da se 

slojevi ne pomešaju. Centrifugirati na 1500 rpm/25 min na sobnoj temperaturi, u 

kliniĉkoj centrifugi, bez koĉenja. Nakon centrifugiranja, u novu sterilnu epruvetu 

pipetom prebaciti interfazu (˝buffy coat˝) koja sadrţi mononuklearne ćelije. Isprati 

dva puta 1 x PBS puferom pH=7.4 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 2 mM KH2PO4); nakon svakog ispiranja centrifugirati na 1500 rpm/15 

min. Talog mononuklearnih ćelija resuspendovati u TRI reagent-u (Sigma-

Aldrich). 
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IZOLACIJA GRANULOCITA IZ PERIFERNE KRVI 

Protokol: 

Za izolaciju granulocita periferne krvi korišćena je metoda razdvajanja na 

dvostrukom gradijentu Ficoll-a (Ficoll-Histopaque 1119, flotacione gustine 

1.119g/ml i Ficoll-Histopaque 1077, flotacione gustine 1.077g/ml, Sigma, 

Aldrich). U tubu za centrifugiranje naslojeno je po 3ml Ficoll-a 1119 i Ficoll-a 

1077. Uzorak periferne  krvi razblaţen je dodavanjem fiziološkog rastvora u 

odnosu 1:1 (5ml uzorka + 5ml fiziološkog rastvora) i naslojen na fikol. 

Centrifugiranje je vršeno na sobnoj temperaturi na 700g rcf u trajanju od 30 

minuta u kliniĉkoj centrifugi (Hereus).  Nakon toga su u novu tubu prebaciti 

granulocite, koji se nalaze izmeĊu dva sloja Ficoll-a. Na samom dnu ostaje talog 

eritrocita. U tube sa granulocitima je dodat 1x PBS do 10ml i centrifugirano je na 

sobnoj temperaturi na 2000g rcf u kliniĉkoj centrifugi u trajanju od 10 minuta. 

Dobijeni ćelijski talozi su ĉuvani u PBS-u. 

 

IZOLACIJA RNK IZ MONONUKLEARNIH ĆELIJA, GRANULOCITA I ĆELIJA U 

KULTURI 

Za izolaciju RNK iz mononuklearnih ćelija i ćelija u kulturi je korišćen TRI 

reagent (Sigma-Aldrich). TRI reagent predstavlja monofazni rastvor fenola i 

guanidin-izotiocijanata, a sam proces izolacije predstavlja unapreĊen klasiĉni 

metod izolacije RNK definisan od strane Chomczynski et al.[137].  

 

Protokol: 

U 1 ml TRI reagent-a resuspendovati maksimalno 1 x 10
7 

ćelija i lizirati 

provlaĉenjem kroz iglu promera 0.7 mm. Liziran uzorak ostaviti da stoji na sobnoj 

temperaturi 5-10 min. Dodati  200 μl hloroforma, snaţno promućkati, a zatim 

uzorak ostaviti da stoji 5-15 min na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja na 

12000 rcf/15 min/+4°C pojavljuju se jasno odvojene faze: gornja, vodena faza u 

kojoj se nalazi RNK, interfaza i donja, organska faza u kojoj se nalaze DNK i 

proteini. Vodenu fazu prebaciti u novu tubu i dodati 0.5 ml izopropanola; 

promešati invertovanjem tube i ostaviti da stoji 10-15 min na sobnoj temperaturi 
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(precipitacija RNK). Centrifugirati na 12000 rcf/15 min/+4°C, a zatim ukloniti 

supernatant dekantovanjem i oprati talog sa 1 ml hladnog 70% etanola. 

Centrifugirati na 12000 rcf/10 min/+4°C, ukloniti paţljivo etanol i talog osušiti na 

sobnoj temperaturi. Talog RNK rastvoriti u ˝RNAse-free˝ vodi. Koncentraciju i 

ĉistoću RNK odrediti merenjem  na spektrofotometru 

 

 

REVERZNA TRANSKRIPCIJA (RT) 

Sinteza cDNK je izvršena reakcijom reverzne transkripcije.  

Protokol: 

Na ledu pripremiti smešu finalnog volumena 12.5 μl koja sadrţi 2 μg RNK i 1 μl 

20X  ˝random-hexamer˝ prajmera inkubirati 5 min/70°C, a zatim ohladiti na ledu. 

U drugoj tubi pripremiti smešu finalnog volumena 7.5μl koja sadrţi 4μl 5XRT 

pufera (Fermentas) , 0.5μl (20U) ˝Ribo-Lock˝ RNaznog inhibitora (Fermentas), 

2μl dNTP (10mM) i 1μl (40U) M-MuLV reverzne transkriptaze (Fermentas). 

Pomešati i inkubirati 10 min/25°C, a zatim 1h/42°C. Reakciju zaustaviti 

inkubacijom 10 min/70°C 

 

 

 

REAKCIJA LANĈANOG UMNOŢAVANJA DNK (PCR) 

 

PCR (˝polymerase chain reaction˝) je in vitro amplifikacija definisane DNK 

sekvence i predstavlja imitaciju procesa DNK replikacije. Reakcija koristi dva 

oligonukleotida komplementarna krajevima sekvence koja se umnoţava (prajmeri), koji 

su meĊusobno suprotno orijentisani (˝forward˝-nizvodni i ˝reverse˝-uzvodni prajmer) i 

dugaĉki najĉešće 15-20 nukleotida. Sinteza DNK katalizovana je termostabilnom DNK 

polimerazom. Ponavljanje ciklusa, od kojih se svaki sastoji od denaturacije DNK, 

hibridizacije prajmera (aniling) i ekstenzije hibridizovanih prajmera od strane DNK 

polimeraze, za rezultat ima eksponencijalnu amplifikaciju specifiĉnog DNK fragmenta. 

Krajevi amplifikovanog fragmenta su definisani 5' krajevima prajmera, a njihova 

veliĉina odreĊena je rastojanjem izmeĊu sekvenci koje prajmeri prepoznaju. PCR 
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reakciona smeša mora da sadrţi komponente potrebne za in vitro sintezu DNK: matricu 

(DNK koja se kopira), prajmere (oligonukleotide komplementarne krajevima sekvence 

koja se kopira), nukleotide (gradivne elemente DNK), Taq polimerazu (termostabilnu 

DNK polimerazu koja katalizuje ugradnju nukleotida po principu komplementarnosti sa 

matricom), jone magnezijuma i pufer (neophodni za optimalni rad Taq polimeraze). 

RT-PCR (˝reverse transcriptase polymerase chain reaction˝) je varijanta PCR metode u 

kojoj se, kao matrica za amplifikaciju specifiĉne sekvence, koristi cDNK. 

 

Alel specifiĉni PCRa za detekciju JAK2-V617F mutacije 

 

Metoda je preuzeta iz rada Baxter et al. [34]. Uvedena je modifikacija koja se 

odnosi na izvoĊenje reakcije u dva ciklusa: 

Reakciona smeša za prvu rundu PCRa finalnog volumena 25µl je sadrţala sledeće 

komponente: 

1. 1 x PCR reakcioni pufer (QIAGEN) 

2. 1x Q rastvor (QIAGEN)  

3. 1.5 mM MgCl2 

4. dNTP (Fermentas) 200µM svaki 

5. 0,4μM prajmeri (Fcont i Rev, Tabela 1) 

6. 1U HotStart Taq DNA polimeraza (QIAGEN) 

7. 80ng DNK uzorka 

 

Temperaturni profil prvog ciklusa umnoţavanja: 

 

Aktivacija polimeraze      95
0
C/ 15 min 

Denaturacija                   94
0
C/ 30 s                                          

Aniling                             58
0
C/ 30 s                  35 ciklusa 

Elongacija                     72
0
C/ 45 s 

Finalna elongacija            72
0
C/ 10 min 
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Reakciona smeša za drugu rundu PCRa finalne zapremine 25µl je sadrţala sledeće 

komponente: 

1. 1 x PCR reakcioni pufer (QIAGEN) 

2. 1x Q rastvor (QIAGEN)  

3. 1.5 mM MgCl2 

4. dNTP (Fermentas) 200µM svaki 

5. 0,4μM prajmeri (Fspec i Rev, Tabela 1) 

6. 1U HotStart Taq DNA polimeraza (QIAGEN) 

7. 1μl PCR produkta iz prve runde 

 

Temperaturni profil drugog ciklusa umnoţavanja: 

 

Aktivacija polimeraze      95
0
C/ 15 min 

Denaturacija                  94
0
C/ 30 s                                          

Aniling                             62
0
C/ 30 s                  35 ciklusa 

Elongacija                    72
0
C/ 30 s 

Finalna elongacija            72
0
C/ 10 min 

 

Svaka PCR reakcija sadrţala je kontrolu PCR reakcije (reakcija bez DNK), negativnu 

kontrolu (reakcija sa DNK pacijenta bez mutacije) i pozitivnu kontrolu (reakcija sa 

DNK pacijenta sa mutacijom). PCR produkti su analizirani na 2% TAE agaroznim 

gelovima. Oĉekivana duţina kontrolnog PCR pordukta je 364 bp, dok se za mutirani 

alel oĉekuje duţina trake od 203bp. 

 

PCR za detekciju FLT3-ITD mutacije 

 

Reakciona smeša zapremine 30 μl, sastojala se od sledećih elemenata: 

1. 1 x PCR reakcioni pufer (QIAGEN) 

2. 1x Q rastvor (QIAGEN)  

3. 2,75 mM MgCl2 
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4. dNTP (Fermentas) 200µM svaki 

5. 350 mM prajmeri (Tabela 2) 

6. 2U HotStart Taq DNA polimeraza (QIAGEN) 

7. 100 – 300 ng DNK  

 

Temperaturni profil PCR reakcije: 

  

Aktivacija polimeraze      95
0
C/ 15 min 

Denaturacija                  1 min/95
0
C 

Aniling                             1 min/60
0
C s                  35 ciklusa 

Elongacija                    2 min/72
0
C 

Finalna elongacija            72
0
C/ 10 min 

Analiza dobijenih PCR produkata  je vršena elektroforezom na 4% agaroznom gelu. 

Oĉekivana duţina wt PCR pordukta za wt je 325 bp. 

 

 

PCR amplifikacija dela introna 14 gena za JAK2  

 

U cilju kloniranja i funkcionalne analize enhenserskih potencijala dela introna 14 gena 

za JAK2 koji sadrţi SNP rs12343867 T>C, isti je prethodno umnoţen PCR metodom.  

Kao matrica za PCR amplifikaciju sluţila je DNK (100 ng) izolovana iz krvi zdrave 

kontrole. Isti prajmeri korišćeni su i u analizi SNP rs12343867 T>C genotipa grupe od 

51 pacijenata i 12 zdravih kontrola. Reakciona smeša finalnog volumena 25µl je 

sadrţala sledeće komponente: 

1. 1 x reakcioni pufer A (Kapa Biosystems) 

2. dNTP finalne koncentracije 200 µM 

3. 0,4μM prajmeri (Tabela 4) 

4. 1U KapaTaq polimeraze (Kapa Biosystems) 

5.  100 ng DNK 
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Temperaturni profil reakcije:   

Aktivacija polimeraze 95
0
C/ 15 min 

Denaturacija              94
0
C/ 30 s                                   

Aniling                         60
0
C/ 30 s                  35 ciklusa 

Elongacija                72
0
C/ 45 s 

Finalna elongacija            72
0
C/ 10 min 

 

Oĉekivana duţina wt PCR pordukta je 470bp. Analiza dobijenih PCR produkata  je 

vršena elektroforezom na 1% TAE agaroznom gelu. 

 

ANALIZA DNK NA AGAROZNOM GELU 

Analiza DNK je vršena na horizontalnom agaroznom gelu [138] odgovarajuće 

koncentracije (1 – 4%), u zavisnosti od veliĉine molekula DNK koje treba razdvojiti. 

Kao pufer za pripremanje gelova korišćen je 1 x TAE pufer (40 mM Tris-acetat, 1mM 

EDTA pH=8). U gelove je pre polimerizacije dodavana fluorescentna boja etidijum-

bromid (u finalnoj koncentraciji 0.5 µg/ml) koja se interkalira u DNK i omogućava 

njenu vizuelizaciju pod UV svetlom.  

Elektroforeza je tekla u 1 x TAE puferu, pri naponu od 5 V/cm. DNK je 

vizuelizovana osvetljavanjem gela UV svetlom, a trajni zapis rezultata je dobijen 

fotografisanjem gela CCD kamerom integrisanom u sistem za automatsku digitalnu 

akviziciju slike (BioDocAnalyze System). Veliĉina fragmenata DNK je odreĊena 

pomoću adekvatnih komercijalnih markera (Fermentas). 

 

ANALIZA DNK NA POLIAKRILAMIDNOM GELU 

Za potrebe ratdvajanja DNK-proteinskih kompleksa u eksperimentima EMSA 

korišćeni su nedenaturišući 4% poliakrilamidnom gelovi sledećeg sastava: akrilamid : 

4% N,N-metilenbisakrilamid = 29 : 1, 89 mM Tris, 89 mM borna kiselina, 2 mM EDTA 

pH=8, 0.1% amonijumpersulfat, 0.1% TEMED. Elektroforeza je tekla pri naponu od 10 

V/cm u 1 x TBE puferu (89 mM Tris, 89 mM borna kiselina, 2 mM EDTA pH=8).  
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PREĈIŠĆAVANJE PCR PRODUKATA 

Za preĉišćavanje produkata dobijenih PCR reakcijama korišćen je QIAquick PCR 

Purification kit (Qiagen). 

Protokol: 

Pomešati PCR reakcionu smešu i pufer PB u odnosu 1:5. Dodati 10 µl 3M Na-

acetata pH=5. Naneti uzorak na QIAquick kolonicu, staviti je u tubu i 

centrifugirati na 17900 g (13000 rpm)/1 min (adsorpcija DNK). Odbaciti filtrat, 

naneti 750 µl pufera PE na kolonicu i centrifugirati na 17900 g (13000 rpm)/1 min 

(ispiranje DNK od neĉistoća). Odbaciti filtrat i ponoviti centrifugiranje na 17900 

g (13000 rpm)/1 min. Prebaciti kolonicu u novu tubu, naneti 30 µl pufera EB i 

inkubirati 1 min na sobnoj temperaturi kako bi se povećao  prinos DNK. 

Centrifugiranjem na 17900 g (13000 rpm)/1 min dobija se eluat u kome je 

rastvoren preĉišćeni PCR produkt. Koncentraciju i ĉistoću DNK odrediti 

merenjem  na spektrofotometru 

 

 

SEKVENCIRANJE PCR PRODUKATA / PLAZMIDNIH KONSTRUKATA 

 

Sekvenciranje DNK je raĊeno BigDye
TM

 Terminator v 3.1 Ready Reaction Kit-

om (Applied Biosystems) kapilarnom elektroforezom na automatskom sekvenceru 

(3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Ovaj kit omogućava sekvenciranje u 

PCR reakciji u kojoj se, pored deoksinukleotida, koriste i 2',3'-dideoksinukleotidi [139]. 

DNK polimeraza kopira jedan lanac DNK matrice ugraĊujući nukleotide na 3' kraj 

prajmera sve dok u rastući lanac ne ugradi neki od dideoksinukleotida. 

Dideoksinukleotidi nemaju OH-grupu na 3' poziciji, zbog ĉega nemaju sposobnost 

vezivanja sledećeg nukleotida, pa njihovom ugradnjom dolazi do terminacije 

polimerizacije. Reakcije se rade sa samo jednim prajmerom (asimetriĉni PCR) tako da 

se dobija serija fragmenata razliĉitih duţina koji se završavaju dideoksinukleotidom. 

Svaki od 4 dideoksinukleotida obeleţen je razliĉitom fluorescentnom bojom, ĉime je 

omogućena detekcija fragmenata u sekvenceru. Za razliku od kitova u kojima su svi 

dideoksinukleotidi obeleţeni   istom fluorescentnom bojom, ovaj kit omogućava da se 
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sekvenciranje jednog uzorka radi u jednoj, umesto u ĉetiri odvojene PCR reakcije.  

Prvo je PCR reakcijom umnoţen region DNK koji treba da se sekvencira. Nakon 

provere PCR produkta elektroforezom, vršeno je njegovo preĉišćavanje na koloni. 

Koncentracija i ĉistoća preĉišćenih PCR produkata merena je na spektrofotometru. 

Smeša za sekvenciranje finalne zapremine 5 μl je sadrţala sledeće komponente: 

1. 3-20 ng preĉišćenog PCR produkta (za duţine 200-1000 bp) / 150-300 ng 

plazmidnog konstrukta 

2. 2 pmol prajmera   

3. 1x Ready Reaction Mix (Applied Biosystems) 

4. 1 x Sequencing Buffer 

 

 

Temperaturni profili PCR reakcije za sekvenciranje: 

1 min/96
0
C  

10 sek/96
0
C  

5 sek/50
0
C   25x 

4 min/60
0
C  

4C/ ∞ 

 

Produkti PCR reakcije za sekvenciranje su preĉišćavani Na-acetatnom precipitacijom. 

Protokol: 

Posle završene reakcije sekvenciranja u uzorke se doda 40μl Na-acetata, 

promućka se i centrifugira 20min na 13000 rpm posle ĉega se supernatant uklanja. 

Talogu se doda 200μl 70% etanola i centrifugira 10min na 13000 rpm,  posle ĉega 

se supernatant uklanja. Ovaj korak se ponavlja dva puta. Nakon drugog ispiranja 

etanolom talog je neophodno u potpunosti osušiti. Osušeni talog se rastvara u 25μl 

HiDi i celokupna koliĉina se nanosi na plejt za sekvenciranje. 
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Dobijeni rezultati su analizirani programom Sequencing Analysis v.5.2 

(http://www.applied biosystems.com)  

 

Sekvenciranje plazmidnih konstrukata 

Plazmidni CAT-konstrukti su sekvencirani pomoću prajmera koji su korišćeni 

prilikom kloniranja DNK inserta u pBLCAT5 reporterski vektor. Radi provere taĉnosti 

rezultata, sekvencirana su oba lanca plazmidne DNK. 

 

 

ANALIZA EKSPRESIJE GENA POMOĆU ˝REAL-TIME˝ PCR (qPCR) 

METODE 

 

˝Real-time˝ PCR ili kvantitativni PCR (qPCR) je metoda koja omogućava 

kvantifikaciju PCR produkta u toku svakog PCR ciklusa, tj. u realnom vremenu (˝real-

time˝). qRT-PCR (˝quantitative RT-PCR˝) je varijanta qPCR metode u kojoj se, kao 

matrica za amplifikaciju specifiĉne sekvence, koristi cDNK. 

 U qPCR se meri  fluorescentni signal koji se emituje u toku PCR reakcije i ĉiji 

je intenzitet direktno proporcionalan koliĉini PCR produkta u datom ciklusu. Za razliku 

od ˝klasiĉnog˝ PCR, gde se koliĉina produkta moţe meriti samo na kraju PCR reakcije, 

ovde se kvantifikacija odvija u toku eksponencijalne faze reakcije, u toku koje dolazi do 

udvostruĉavanja PCR produkta prilikom svakog ciklusa (Slika 13). 

Nekoliko termina znaĉajni su u predstavljanju real time rezultata: 

 ˝baseline˝-  nivo fluorescencije u poĉetnim ciklusima (obiĉno 3-15) kada još 

nema signala usled stvaranja PCR produkta 

 “threshold” – prag koji se podešava da bude u okviru log-linearnog regiona 

amplifikacione krive 

 Ct - ˝treshold cycle˝ tj. ciklus u kome fluorescentni signal poreklom od uzorka 

preĊe “threshold”. Vrednost Ct je direktno proporcionalna koliĉini target 

sekvence u uzorku. Što je veći poĉetni broj kopija target sekvence, Ct je niţi i 

obratno, Ct je viši u uzorcima sa manjom poĉetnom koliĉinom target sekvence. 

 Rn – flurescencija reporterske boje podeljena fluorescencijom pasivne referentne 

boje (Rox) 
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 ΔRn - Rn minus “baseline” 

 

 

Slika 13. Tipiĉna kriva amplifikacije koja pokazuje amplifikaciju dva uzorka (A i 

B). Uzorak A ima veću koliĉinu polazne matrice od uzorka B. Preuzeto iz  

(http://www.qiagen.com) [140]. 

 

Trenutno se koriste 2 osnovne qPCR tehnike: SYBR Green i TaqMan. 

SYBR Green je najjednostavnija tehnika, zasnovana na primeni interkalirajuće SYBR 

Green I boje koja se vezuje za manji ţljeb dvolanĉane DNK. Sa povećanjem broja 

ciklusa PCR reakcije dolazi do povećanja koliĉine dvolanĉane DNK, pa samim tim i do 

povećanja intenziteta fluorescentnog signala koga emituje SYBR Green I boja (Slika 

14). 

 

Slika 14. Princip rada SYBR Green I tehnike. Preuzeto iz 

(http://www.appliedbiosystems.com [141]. 
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SYBR Green tehnika za posledicu moţe imati detekciju nespecifiĉno 

amplifikovanih PCR produkata, kao i detekciju dimera prajmera. Zbog toga se za 

procenu specifiĉnosti reakcije primenjuje analiza krive topljenja (˝melting curve 

analysis˝). U ovoj analizi, tokom qPCR reakcije temperatura postepeno raste od 65°C 

do 95°C, pri ĉemi se konstantno prati nivo fluorescencije. U prisustvu dvolanĉane DNK, 

intenzitet fluorescentnog signala će biti visok pri niskim temperaturama, ali će 

fluorescencija drastiĉno pasti pri temperaturama oko taĉke topljenja PCR produkata. 

PCR produkti razliĉite duţine i sastava će imati razliĉite taĉke topljenja, pa će davati 

razliĉite pik-ove fluorescencije. U prisustvu samo jednog, specifiĉnog PCR produkta 

detektovaće se samo jedan pik (Slika 15). 

 

 

Slika 15. Analiza krive topljenja. Preuzeto is  (http://www.appliedbiosystems.com) 

[142]. 

 

TaqMan tehnika koristi 5'→3' egzonukleaznu aktivnost Taq polimeraze za 

detekciju PCR produkta. Za razliku od SYBR Green tehnike, u TaqMan tehnici  se, 

pored specifiĉnih prajmera, koristi i TaqMan proba. TaqMan proba je oligo-nukleotidna 

proba komplementarna sekvenci u okviru target sekvence; na 5' kraju je obeleţena  

fluorescentnom, reporterskom bojom (najĉešće FAM, VIC ili JOE), a na 3' kraju 

˝kvenĉerom˝ (najĉešće TAMRA). Sve dok se reporter i kvenĉer nalaze blizu jedan 

drugom, tj. dok je TaqMan proba intaktna, nema emitovanja fluorescencije jer 

fluorescencija koju emituje repoter biva apsorbovana od strane kvenĉera. MeĊutim, u 
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toku PCR amplifikacije 5'→3' egzonukleazna aktivnost Taq polimeraze izmešta probu i 

uklanja je sa DNK lanca, što rezultira emitovanjem detektabilne fluorescencije od strane 

reporterske boje (Slika 16).  

U toku svakog novog ciklusa PCR reakcije, fluorescencija će rasti kao posledica 

akumulacije slobodnih  reportera. 

 

 

 

Slika 16. Princip rada TaqMan tehnike. 1) TaqMan proba i prajmeri se vezuju za 

target sekvencu i zapoĉinja ekstenzija; 2) kada Taq polimeraza stigne do probe, njena 

5'→3' egzonukleazna aktivnost uklanja probu; 3) zapoĉinje ˝seckanje˝ probe i 

emitovanje fluorescencije; 4)  završetak polimerizacije. Preuzeto iz Wang et al. 

Bioinformatics. 2010 [143]. 

 

U toku eksponencijalne faze PCR reakcije, kvantitativni odnos izmeĊu poĉetne 

koliĉine target sekvence i koliĉine PCR produkta u bilo kom ciklusu je: 

Xn = X0 (1+E)
n 

gde je Xn koliĉina target sekvence u ciklusu n, X0 poĉetna koliĉina sekvence, dok je E 

efikasnost amplifikacije i moţe imati vrednosti od 0 (nema amplifikacije) do 1 (u 

svakom ciklusu dolazi do dupliranja koliĉine target sekvence). 

Efikasnost reakcije je veoma vaţna za odabir metode kvantifikacije qPCR 

podataka i ona se izraĉunava iz nagiba (S) standardne krive:  

E = 10
-1/S

-1 

Standardna kriva se pravi analiziranjem amplifikacije desetostrukih razblaţenja poĉetne 
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koliĉine DNK ili cDNK (Slika 17). 

 

 

 

Slika 17. OdreĊivanje efikasnosti qPCR reakcije metodom standardne krive 

(http://www.appliedbiosystems.com). 

 

 

Kvantifikacija qPCR produkata moţe biti: 

1) apsolutna kvantifikacija, gde je rezultat izraţen kao apsolutni broj kopija 

target sekvence; kvantifikacija target sekvence se dobija poreĊenjem sa 

standardnom krivom izraĊenom od uzoraka poznate koncentracije 

2) relativna kvantifikacija, gde je rezultat izraţen kao relativni odnos 

koliĉine referentnog uzorka (kalibrator) i merenog uzorka; u ovom radu 

kvantifikacija ekspresije gena od interesa vršena je metodom relativne 

kvantifikacije.   

 

U oba pristupa kvantifikaciji, veoma je vaţno izvršiti normalizaciju dobijenih 

podataka. Kako je  koliĉina dobijenih PCR produkata direktno zavisna od poĉetne 

koliĉine matrice, da bi se izbegle greške nastale prilikom postavke eksperimenta, 

uporedo sa umnoţavanjem target sekvence vrši se i umnoţavanje tzv. endogene 

kontrole. Endogena kontrola je obiĉno ˝housekeeping˝ gen ĉija je ekspresija stabilna u 

svim uzorcima, odnosno ĉija se ekspresija ne menja prilikom eksperimentalnih 

tretmana.  
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U sluĉaju relativne kvantifikacije, kvantifikacija ekspresije target gena moţe se 

izvršiti metodom relativne standardne krive ili komparativnom ddCt metodom, koja je 

korišćena u ovom radu. 

 

Komparativna ddCt metoda  

Komparativna ddCt metoda je najĉešće korišćena metoda kvantifikacije 

ekspresije target gena primenom qRT-PCR tehnologije [144]. 

Koliĉina target gena, normalizovana u odnosu na endogenu kontrolu i relativno u 

odnosu na kalibrator je: 

Q = 2
-ddCt

 , gde je 

 ddCt = dCtuzorak - dCtKALIBRATOR =  

(Cttarget – Ctendogena kont.) – (Cttarget,KALIBRATOR – Ctendogena kont., KALIBRATOR) 

Da bi kalkulacija primenom ove metode bila taĉna, efikasnost amplifikacije target gena 

i endogene kontrole mora biti pribliţno jednaka i > 96%. 

 

 

Merenje ekspresije apoptotskih gena qRT-PCR metodom 

 

Ekspresija apoptotskih gena BCL2, BAX I BCL2L12 je praćena qRT-PCR 

metodom na 7500 Real-time PCR aparatu (Applied Biosystems), upotrebom SYBR 

Green tehnike. Kao endogena kontrola je korišćen ABL gen. Nazivi i sekvence prajmera 

navedeni su u Tabeli 5. 

Reakciona smeša finalnog volumena 10 µl je sadrţala sledeće komponente: 

1. 20 ng cDNK 

2. 1 x Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) 

3. 1 x Rox Low  

4. 2 pmol (ABL) / 0.5 pmol (BCL2, BAX, BCL2L12) ˝forward˝ prajmera  

5. 2 pmol (ABL) / 0.5 pmol (BCL2, BAX, BCL2L12)˝reverse˝ prajmera   
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Temperaturni profil  reakcije: 

1. 2 min/50°C  

2. 3 min/95°C 

15 sek/95°C 

                   40 ciklusa 

1 min/60°C  

 

Obrada rezultata je izvršena primenom komparativnog ddCt metoda, a kao kalibrator je 

korišćena HL60 ćelijska linija. 

 

Merenje ekspresije FASR gena qRT-PCR metodom 

 

Ekspresija FASR je praćena qRT-PCR metodom na 7500 Real-time PCR aparatu 

(Applied Biosystems), upotrebom TaqMan tehnike. Korišćen je Gene expression assay 

(Hs00163653_m1) (Tabela 3). Kao endogena kontrola je korišćen ABL gen.  

Reakciona smeša finalnog volumena 10 µl je sadrţala sledeće komponente: 

1. 20 ng cDNK 

2. 1 x KAPA PROBE FAST Universal qPCR Master Mix (Kapa Biosystems) 

3. 1 x Rox Low 

4. 1 x Gene Gene expression assay (Hs00163653_m1) 

Temperaturni profil  reakcije: 

2 min/50°C  

10 min/95°C 

15 sek/95°C 

                                           40 ciklusa 

1 min/60°C  

 

Uporedo je praćena ekspresija ABL gena korišćenjem prajmera i probe prikazanih u 

Tabeli 3. 
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Obrada rezultata je izvršena primenom komparativnog ddCt metoda, a kao kalibrator je 

korišćena HL60 ćelijska linija. 

 

 

OdreĊivanje zastupljenosti JAK2-V617F alela u ukupnoj koliĉini alela – “allele 

budren” 

 

Za odreĊivanje procenta zastupljenosti JAK2-V617F alela u ukupnoj koliĉini 

JAK2 alela korišćena je metoda apsolutne kvantifikacije. Reakcija je izvoĊena u dve 

tube, od kojih se u jednoj amplifikovao wt, a u drugoj mutirani alel (prajmeri dati u 

Tabeli 5). 

 

Reakciona smeša finalnog volumena 10 µl je sadrţala sledeće komponente 

1. 50 ng DNK 

2. 1 x KAPA PROBE FAST Universal qPCR Master Mix (Kapa Biosystems) 

3. 1 x Rox Low 

4. 1 x Gene Expression Assay Hs00234567_m1 

Temperaturni profil  reakcije: 

2 min/50°C  

10 min/95°C 

15 sek/95°C 

                                           40 ciklusa 

1 min/60°C  

 

Standardna kriva konstruisana je pravljenjem serije razblaţenja DNK iz HEL ćelijske 

linije, koja je homozigot za JAK2-V617F mutaciju u DNK iz K562 ćelija, koje su 

homozigot za wt alel. Ukupna koliĉina DNK bila je 50 ng u svim reakcijama, a 

razblaţenja su pravljena praćenjem procenta mutiranog alela (100%, 10%, 1%, 0.1% i 

0.01%). Konstruisane su standardne krive za wt i mutirani alel i sa njih oĉitane vrednosti 

za uzorke. 
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METODE ZA ANALIZU POLIMORFIZMA U GENU ZA JANUS KINAZU 2 

KAO REGULATORA GENSKE EKSPRESIJE  

 

U cilju funkcionalne analize potencijalnih enhenserskih elemenata introna 14 

JAK2 gena, odabrani region je metodama rekombinantne DNK (digestija restrikcionim 

enzimima i ligacija) uklonirani u pBLCAT5 reporterski vektor (Slika 18). 

 

 

Slika 18. Mapa pBLCAT5 reporterskog vektora. 

 

Vektor pBLCAT5 je plazmidni vektor koji kao reporterski gen sadrţi bakterijski 

gen za enzim  hloramfenikol acetiltransferazu (CAT). CAT gen je pod kontrolom 

timidin kinaznog promotora Herpes Simplex virusa, koji obezbeĊuje njegovu bazalnu 

aktivnost. Uzvodno od CAT gena se nalazi polilinkerski region u koji se uklonira ţeljeni 

fragment; posle tranzijentne transfekcije u odabranu sisarsku ćelijsku liniju, CAT 

ELIZA esejom se meri aktivnost CAT enzima. Obzirom da je ispitivana sekvenca 

uklonirana ispred promotora koji kontroliše ekspresiju reporterskog CAT gena, ovaj 

plazmidni vektor se koristi za ispitivanje enhenserskih regulatornih elementata. CAT 
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protein nije endogeno eksprimiran u sisarskim ćelijama, te je izmerena CAT aktivnost 

direktno proporcionalna aktivnosti ukloniranog regiona. 

U prvom koraku, ţeljeni DNK region se umnoţava u PCR po protokolu datom u 

poglavlju “PCR amplifikacija dela introna 14 gena za JAK2 “. PCR produkt se 

proverava elektroforezom na 1% agaroznom gelu i preĉišćava na kolonici za 

preĉišćavanje PCR produkta (Qiagen). 

Nakon toga metodom digestije odabranim restrikcionim enzimima formiraju se 

lepljivi krajevi na plazmidu i PCR produktu. Plazmid pBLCAT5 sadrţi polilinker sa 

mestima seĉenja za veliki broj restrikcionih enzima, izmeĊu ostalih HindIII i XbaI. U 

sluĉaju PCR fragmenta, restrikciona mesta su kreirana pomoću prajmera u PCR reakciji. 

Time je omogućena insercija ţeljenog fragmenta u polilinkerski region vektora u 

odgovarajućoj orijentaciji. 

 

DIGESTIJA PLAZMIDA pBLCAT5 I PCR PRODUKATA 

Smeša za digestiju finalne zapremine 30μl sadrţi sledeće komponente: 

 400ng pBLCAT5 plazmida ili 300-800ng preĉišćene PCR smeše 

 10xM pufer (finalno 1x) 

 0.1%BSA (finalno 0.01%) 

 HindIII, Pharmacia 15U/µl (finalno 3U) 

 XbaI, Pharmacia 15U/µl (finalno 3U) 

 

Smeše za digestiju inkubirane su 16h na 37C. Produkti digestije analizirani su 

elektroforezom na 1% agaroznom gelu u sluĉaju digestije plazmida, odnosno 2% 

agaroznom gelu u sluĉaju digestije PCR produkta. 

Istovremeno su pripremane i kontrolne digestije u kojima je plazmid seĉen samo sa 

jednim enzimom. Linearizacija plazmida u obe jednostruke digestije je potvrda 

aktivnosti oba restrikciona enzima. 

Nakon digestije plazmid i PCR produkti preĉišćeni su na kolonici za preĉišćavanje 

PCR produkta (Qiagen). 
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LIGACIJA 

 

Formiranje rekombinantnog DNK molekula spajanjem plazmida i PCR 

fragmenta sa komplementarnim ˝lepljivim krajevima˝ vrši se u ligacionoj reakciji. 

Ukupna koliĉina DNK u ligacionoj smeši ne bi trebalo da preĊe 200 ng. Molarni 

odnos vektora i fragmenta je varijabilan. Za fragmente veliĉine sliĉne vektoru, 

preporuĉuje se odnos 1 : 1, dok  u sluĉaju fragmenata manjih od vektora odnos raste  

1:2, 1:3, 1:5 i tako dalje. 

Ligaciona smeša finalne zapremine 10 - 20 μl je sadrţala sledeće komponente: 

 100 ng digeriranog pBLCAT5 vektora 

 odgovarajuću koliĉinu (ng) digeriranog PCR fragmenta tako da molarni 

odnos plazmida i fragmenta bude 1:5 

 1 x reakcioni pufer 

 1.5 U T4 DNK Ligaze (Fermentas) 

Ligaciona smeša je inkubirana preko noći na 16
0
C.  

Napravljeni plazmidni konstrukti nazvani su prema insertu koji sadrţe (npr. 

pBLCAT5_T i pBLCAT5_C). 

 

KULTIVISANJE BAKTERIJA  

U toku rada sa bakterijama neophodno je odrţati sterilne uslove. Iz tog razloga, 

sve manipulacije odvijaju se u neposrednoj blizini plamenika. TakoĊe, svi rastvori, 

posude (petri šolje, menzure, itd.) i alatke (eza, nastavak, ĉaĉkalica, itd.) moraju biti 

sterilni. 

E. coli bakterije soja DH5α kultivisane su u teĉnom, LB (Luria-Bertani) 

medijumu (1% tripton, 1% NaCl, 0.5% ekstrakt kvasca) ili na ĉvrstoj, LA podlozi (1% 

tripton, 1% NaCl, 0.5% ekstrakt kvasca, 1.5% bakto-agar) [138]. Svi medijumi za 

kultivisanje se sterilišu autoklaviranjem.  
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Bakterije se kultivišu na temperaturi od 37
0
C. Kako bi se obezbedio selektivni 

rast transformanata, u teĉni i ĉvrsti medijum dodaje se odgovarajući antibiotik. S 

obzirom da pBLCAT5 nosi rezistenciju na ampicilin, ovaj antibiotik je dodavan u 

medijum u finalnoj koncentraciji 80 µg/ml. 

 

 

PRIPREMANJE E. Coli DH5α KOMPETENTNIH ĆELIJA  

 

Ovom metodom se bakterije pripremaju za transformaciju stranom DNK. 

Ćelijska membrana bakterija treba da se uĉini propustljivijom, a da se pritom ne umanji 

vijabilnost samih ćelija i njihova sposobnost razmnoţavanja [145]. 

 

Protokol: 

Sa ĉvrste LB podloge se pojedinaĉna bakterijska kolonija prenese u 5 ml teĉnog 

LB medijuma bez antibiotika (DH5α soj nije rezistentan na antibiotike). 

Kultivacija se vrši preko noći, uz aeraciju i mućkanje  na 37
 o

C. Narednog dana, u 

sveţ LB medijuma (20 ml) inokulira se 1ml prekonoćne kulture. Bakterije se gaje 

na 37
 o

C do postizanja gustine od 0,3 - 0,5 OD/ml, koja se odreĊuje merenjem 

spektofotometrom na talasnoj duţini od 620 nm. Bakterije iz ove kulture 

razblaţuju se inokuliranjem (2ml) u sveţ teĉni LB medijuma (20 ml). Rast 

bakterijske kulture se nastavlja na 37
 o

C do gustine 0,5 OD620/ml. Na ovaj naĉin 

dobijamo veliki broj bakterijskih ćelija koje se nalaze u eksponencijalnoj fazi 

rasta. 

Taloţenje bakterija se vrši centrifugiranjem  na 7000 rpm na +4 
o
C u trajanju od 

10 minuta (Sorvall centrifuga, SS-34). Dobijeni talog bakterija se resuspenduje u 

10 ml hladnog 0,1 M CaCl2, inkubira na ledu 10 minuta i ponovo centrifugira pri 

istim uslovima. Bakterijski talog se resuspenduje u 2 ml ohlaĊenog rastvora 

saĉinjenog od 0,1 M CaCl2  i 15% glicerola. Kompetentne bakterijske ćelije 

ĉuvaju se u alikvotima od 200 µl na -80 
o
C. 

Poţeljno je izvršiti proveru vijabilnosti kompetentnih ćelija njihovim 

zasejavanjem na neselektivnu LA podlogu. TakoĊe, poţeljno je isprobati 

kompetentnost dobijenih bakterija njihovom transformacijom plazmidom koji 
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nosi rezistenciju na antibiotik i zasejavanjem na odgovarajuću selektivnu podlogu. 

 

TRANSFORMACIJA E. Coli DH5α KOMPETENTNIH ĆELIJA  

 

Transformacija kompetentnih bakterijskih ćelija plazmidom u koji je ukloniran 

ţeljeni fragment DNK je kljuĉna metoda genetiĉkog inţenjerstva kojom se obezbeĊuju 

velike koliĉine plazmidne DNK potrebne za naredne eksperimente. Bakterije se u ovom 

postupku, zbog svoje velike reproduktivne sposobnosti, koriste kao recipijenti strane 

DNK koju replikuju jednako efikasno kao i svoju sopstvenu [146].  

 

Protokol: 

Kompetentne ćelije (200 µl) otopiti na ledu i dodati im ligacionu smešu plazmida 

i DNK fragmenta uz veoma paţljivo, blago mešanje; inkubirati 30 min na ledu. 

Smešu prebaciti u ugrejanu tubu i inkubirati na 42
0
C/2 min, a zatim na ledu/10 

min (izlaganjem smeše temperaturnom šoku propustljivost bakterijskih membrana 

dostiţe maksimum, što omogućava efikasnu transformaciju). Transformisanim 

bakterijama dodati 800 µl teĉnog, LB medijuma bez antibiotika i omogućiti im 

rast u aerisanim uslovima na 37
0
C/30-60 min. Oporavak  nastaviti  dodavanjem 1 

ml sveţeg LB medijuma sa antibiotikom i rastom u aerisanim uslovima na 

37
0
C/1-2 sata. Alikvot bakterijske kulture (20-100 µl) razmazati po ĉvrstoj, LA 

podlozi koja sadrţi antibiotik. Rast bakterija odvija se preko noći na 37
0
C, posle 

ĉega se uoĉavaju pojedinaĉne kolonije na petri šoljama; s obzirom na selektivnost 

podloge, samo transformanti (bakterije koje su primile plazmidnu DNK) mogu da 

izrastu. 

 

 

DETEKCIJA PLAZMIDNOG KONSTRUKTA 

 

Sekvenciranje konstrukata je konaĉna potvrda da plazmid sadrţi ţeljeni DNK 

insert, kao i da u ĉitavoj sekvenci ne postoji promena nastala usled eventualne greške u 

DNK replikaciji. U ovom radu, sekvenciranje konstrukata je vršeno pomoću prajmera 

korišćenih za umnoţavanje ţeljenog fragmenta za kloniranje. 
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Nakon postupka transformacije bakterija ligacionom smešom plazmida i DNK 

fragmenta, na selektivnoj podlozi sa ampicilinom će izrasti samo kolonije 

transformanata, s obzirom da pBLCAT5 plazmid nosi gen za rezistenciju na ampicilin. 

MeĊutim, u ovako postavljenom eksperimentu, ne moţe se znati da li plazmid koji je 

ušao u bakterijsku ćeliju sadrţi u sebi fragment koji smo ţeleli da ukloniramo ili je 

˝prazan˝. Da bi se smanjio broj transformanta koji će se proveravati digestijom 

restrikcionim enzimima i sekvenciranjem na prisustvo plazmida sa insertom, raĊena je 

preliminarna analiza velikog broja transformanata metodom brze lize. 

 

Brza liza (˝lysis gel electophoresis˝)  

Ovom metodom se u nekoliko koraka, brzo i efikasno, moţe uoĉiti postojanje 

plazmidnih molekula u velikom broju bakterija koje se analiziraju [147].  

 

Protokol: 

Dobijene transformante zasaditi na nove petri šolje sa selektivnom podlogom i 

ostaviti ih da izrastu preko noći na 37
0
C. U epruvetu sa 25 μl 10 mM EDTA pH=8 

sterilnom ĉaĉkalicom preneti bakterijsku koloniju i vorteksovati. Dodati 25 μl 

sveţe napravljenog 2 x ˝cracking˝ pufera (0.2 M NaOH, 0.5% SDS, 0.5 M 

saharoza). Smešu inkubirati na 70
0
C/10 min, a zatim postepeno ohladiti na sobnoj 

temperaturi. Dodati 1.5 μl 4 M KCl i inkubirati 5 min na ledu. Centrifugirati na 

13000 rpm/5 min/+4
0
C; u talogu ostaje hromozomska DNK, a u supernatantu 

plazmidna DNK koja se analizira elektroforezom na 1% agaroznom gelu  

 

Pored transformanata koji se obraĊuju ovim postupkom, potrebno je uraditi i brzu 

lizu  kontrolne bakterijske kolonije transformisane ˝praznim˝ plazmidom. PoreĊenjem 

elektroforetske pokretljivosti plazmida izolovanih iz kontrolnih kolonija i plazmida iz 

ispitivanih transformanata, identifikovaće se oni koji se kreću sporije od ˝praznih˝ 

plazmida, što znaĉi da sadrţe fragment koji smo ţeleli da ukloniramo. MeĊutim, 

plazmidi izolovani brzom lizom nisu dovoljno ĉisti da bi se digestijom restrikcionim 

enzimima i sekvenciranjem moglo potvrditi prisustvo inserta. Za dobijanje relativno 

male koliĉine plazmida koji je dovoljno preĉišćen da se na njemu mogu raditi dalje 

analize koristi se ˝mini prep˝ metoda. 
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Izolovanje plazmidne DNK na maloj skali (˝mini prep˝)  

Za dobijanje relativno male koliĉine plazmida zadovoljavajuće ĉistoće i kvaliteta 

da se na njemu mogu raditi analize restrikcionim enzimima, korišćena je ˝mini prep˝ 

metoda [148].  

 

Protokol: 

Sa ĉvrste selektivne podloge pojedinaĉna bakterijska kolonija se prenese u 2 ml 

teĉnog LB medijuma sa antibiotikom i inkubira preko noći na 37 
o
C uz aeraciju. 

Prekonoćna kultura se prebaci u ependorf epruvetu i centrifugira 5 min na 

13000rpm. Bakterijski talog se resuspenduje vorteksovanjem i suspenziji se 

dodaje 300 µl sveţeg TENS pufera (1x TE, 0,1 N NaOH, 0.5% SDS) koji lizira 

bakterije. Nakon kratkog vorteksovanja dodaje se 150 µl 3M Na-acetat pH 5,2. 

Nakon  snaţnog vorteksovanja centrifugira se 2 minuta na 13000rpm (Ependorf 

centrifuga). Supernatant u kome se nalazi DNK prebacuje se u ĉistu ependorf 

epruvetu, dok proteini ostaju u talogu. Dodaje se 1 ml hladnog 95% etanola, 

promeša i centrifugira pri istim uslovima. DNK talog se ispira hladnim 70% 

etanolom i nakon centirfugiranja pri istim uslovima suši u vakuum centrifugi. 

DNK se resuspenduje  u 30 µl pufera 1xTE koji sadrţi RNK-aza (finalna 

koncentracija 10 µg/ml). Plazmidnu DNK proveriti elektroforezom na 1% 

agaroznom gelu.  

Ova metoda daje plazmidnu DNK koja je dovoljno ĉista da bi se konstrukt proverio 

digestijom restrikcionim enzimima pomoću kojih je PCR fragment i kloniran. Na ovaj 

naĉin se insert ˝izbacuje˝ iz plazmida, što se detektuje elektroforezom na 1% agaroznom 

gelu. 

Ovako izolovana plazmidna DNK nije dovoljno ĉista da bi ţeljeni konstrukt 

mogao da se proveri i sekvenciranjem. Iz transformanata kod kojih smo digestijom 

restrikcionim enzimima potvrdili prisustvo plazmida sa ţeljenim insertom, plazmidna 

DNK je ponovo izolovana na maloj skali pomoću QIAprep Spin Miniprep Kit-a 

(Qiagen). 
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Izolovanje plazmidne DNK na maloj skali 

 

Za dobijanje male koliĉine plazmidne DNK koja moţe uspešno da se sekvencira, 

korišćen je QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). 

Protokol: 

Sa ĉvrste selektivne podloge pojedinaĉna bakterijska kolonija se prenese u 5 ml 

teĉnog LB medijuma sa antibiotikom i inkubira preko noći na 37 
o
C uz aeraciju. 

Prekonoćna kultura se prebaci u ependorf epruvetu i centrifugira 5 min na 

13000rpm. Bakterijski talog se resuspenduje vorteksovanjem u 250 µl pufera P1. 

Zatim se dodaje 250 µl pufera P2 i sadrţaj se meša prevrtanjem tube 4 do 6 puta. I 

nakon dodavanja 350 µl pufera N3 neophodno je momentalno i temeljno 

promešati sadrţaj na isti naĉin. Ovi koraci omogućili su lizu bakterija. Zatim se 

smeša centrifugira na 13000 rpm u toku 10 min. Supernatant se direknim 

presipanjem iz ependorf epruvete nanosi na QIAprep kolonu. Nakon toga se vrši 

centrifugiranje na 13000 rpm u toku 1 min i eluat se odbacuje. U ovom koraku 

DNK je ostala vezana za kolonu i potrebno ju je isprati od neĉistoća. To se postiţe 

dodavanjem 0.5 ml pufera PB i centrifugiranjem u toku 1 min. Ovaj korak nije 

neophodan u sluĉaju DH5α bakterijskog soja, ali s obzirom da ne ometa izolaciju i 

ne smanjuje prinos reakcije ne mora se preskoĉiti. Dodavanje 0.75 ml pufera PE i 

centrifugiranje na 13000 rpm u toku 1 min takoĊe oslobaĊa DNK od neĉistoća. 

Posle svakog od do sada navedenih centrifugiranja, eluat se odbacije. Da bi se 

odstranili i poslednji tragovi pufera, kolona se prebacuje u ĉistu ependorf epruvetu 

i ponovo centrifugira na 13000 rpm u toku 1 min. Kolona se ponovo prebacuje u 

ĉistu ependorf epruvetu i dodaje se 100 µl pufera EB koji će osloboditi DNK sa 

kolone. Korisno je inkubirati kolonu na sobnoj temperaturi u toku 1 min kako bi 

se povećao prinos DNK. Centrifugiranjem na 13000 rpm u toku 1 min dobija se 

95-100 µl eluata u kome je rastvorena plazmidna DNK. 

 

Izolovanje plazmidne DNK na velikoj skali 

Za dobijanje velike koliĉine plazmidne DNK dobrog kvaliteta, potrebne za 

eksperimente transfekcije, korišćen je  EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen). 
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Protokol: 

Sa ĉvrste selektivne podloge pojedinaĉna bakterijska kolonija se prenese u 500 ml 

teĉnog LB medijuma sa antibiotikom i inkubira preko noći na 37 
o
C uz aeraciju. 

Ukoliko bakterijski soj nije dostupan na petri šolji, moţe se koristiti i glicerolski 

stok. Glicerolski stok nije potrebno otapati, dovoljno je zagrebati sterilnim 

nastavkom po površini i nastavak ubaciti u teĉni medijum. Prekonoćnu kulturu je 

potrebno podeliti na dva dela i prebaciti u sterilnu plastiĉnu tubu od 250 ml. 

Centrifugiranje se vrši na 6000rpm u toku 20 min, nakon ĉega se sepernatant 

prosipa, a bakterijski talog resuspenduje u 10 ml pufera P1 da bi se obezbedila liza 

bakterijskih ćelija. Od ovog koraka pa nadalje, sve se radi na ledu. Nakon što je 

talog u potpunosti rastvoren, sadrţaj se prebacuje u sterilnu plastiĉnu tubu od 30 

ml. Zatim se dodaje 10 ml pufera P2 a sadrţaj se meša prevrtanjem 4 do 6 puta. 

Mešanje vorteksovanjem se ne preporuĉuje da ne bi došlo do mešanja plazmidne i 

genomske DNK. Nakon toga, smeša se inkubira na sobnoj temperaturi u toku 5 

min. Zatim se dodaje 10 ml pufera P3 nakon ĉega je potrebno momentalno i 

temeljno promešati smešu prevrtanjem 4 do 6 puta i ostaviti je na ledu u toku 20 

min. Smeša se zatim centrifugira na 13000 rpm u toku 30 min na +4°C (Sorvall 

centrifuga, rotor SS-34). Da ne bi došlo do taloţenja, supernatant u kome se nalazi 

plazmidna DNK je najbolje odmah prebaciti u predhodno pripremljenu Qiagen 

kolonu. Kolona se priprema propuštanjem 10 ml pufera QBT, koji uz pomoć sile 

gravitacije prolazi kroz kolonu. Na isti naĉin i supernatant prolazi kroz kolonu. 

DNK koja je ostala vezana za nju ispira se od neĉistoća dva puta dodavanjem 30 

ml pufera QC. Svi eluati se do ovog trenutka bacaju. Pre dodavanja sledećeg 

pufera, potrebno je kolonu uĉvrstiti za sterilnu staklenu corex epruveti od 30 ml. 

Zatim se dodaje 15 ml pufera QF koji eluira DNK sa kolone. 

 DNK se taloţi dodavanjem 10.5 ml izopropanola. Nakon dodavanja, smešu je 

potrebno promešati prevrtanjem i centrifugirati na 8000 rpm u toku 30 min na 

+4°C (Sorvall centrifuga, rotor SS-34). Supernatant se paţljivo odliva, a DNK 

talog se ispira sa 5 ml 70% etanola. Nakon centrifugiranja na 8000 rpm u toku 10 

min, supernatant je potrebno ukloniti do poslednje kapi, kako bi se talog što pre 

osušio. DNK talog se rastvara u 200 µl 1xTE. Kako bi se DNK bolje rastvorila 

poţeljno je da se ne rastvara odmah, nego da se ostavi na +4°C u toku noći. 
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ĈUVANJE TRANSFORMANATA  

Transformanti su nekoliko nedelja vijabilni na ĉvrstim, selektivnim LA 

podlogama, ukoliko su petri šolje zatvorene parafilmom i ĉuvaju se na +4
0
C okrenute 

poklopcem na dole. 

Za duţe ĉuvanje transformanata, pripremaju se glicerolski stokovi koji sadrţe 

150 µl sterilnog 100% glicerola i 850 µl teĉne prekonoćne kulture. 

Glicerolski stokovi su vijabilni nekoliko godina na -20
0
C i duţi niz godina na -

80
0
C [145]. 

 

USLOVI GAJENJA ĆELIJA U KULTURI 

 

U ovom radu korišćene su 3 permanentne humane ćelijske linije, K562, HEL i 

HL-60. 

K562 (DSMZ br. ACC-10) je permanentna ćelijska linija hroniĉne mijeloidne 

leukemije. K562 ćelije su krupne, okruglog oblika i rastu u suspenziji, a po deobi ostaju 

zajedno formirajući ˝grozdove˝. Za gajenje ovih ćelija je korišćen Eagle MEM 

medijum. Jedan litar ovog medijuma je sadrţao: 100 ml 10 x Eagle MEM-a (Torlak), 

100 ml fetalnog telećeg seruma (PAA), 28 ml 7.5% NaHCO3, 10 ml 1 M HEPES-a pH= 

7-7.2, 10 ml 3% L-glutamina, 10 ml 100 x neesencijalnih aminokiselina (Sigma-

Aldrich), 10 ml antibiotika (penicilin – streptomicin; 5000 U/ml; Sigma-Aldrich). 

HL-60 (DSMZ br. ACC-3) je permanentna ćelijska linija akutne mijeloidne 

leukemije. HL-60 ćelije su sitne, okruglog oblika i rastu pojedinaĉno u suspenziji. Za 

gajenje je korišćen RPMI 1640 medijum sa natrijum bikarbonatom i L-glutaminom 

(PAA), sa 10% FCS-om i 1% antibiotikom. 

HEL (DSMZ br. ACC 11) je permanentna eritroleukemijska ćelijska linija. 

Ćelije rastu u suspenziji, krupne su, okruglog oblika, a sporadiĉno se moţe prometiti 

poneka gigantska ćelija. Za gajenje je korišćen RPMI 1640 medijum sa natrijum 

bikarbonatom i L-glutaminom (PAA), sa 10% FCS-om i 1% antibiotikom. 

 

Odmrzavanje ćelija 

Ćelije treba brzo odmrznuti, prenoseći ih sa -196°C u topli medijum (37°C). 

Brzim otapanjem, kristalne strukture brzo nestaju i smanjuje se opasnost da probiju 
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ćelijske membrane.  

DMSO koji je prisutan u medijumu za zaleĊivanje, moţe se ukloniti 

centrifugiranjem na 1200 obr/min, 2min. MeĊutim, neposredo nakon otapanje ćelije su 

veoma osetljive. S obzirom da je koncentracija DMSO-a veoma niska nakon dodavanja 

sveţeg medijuma, ovaj korak je poţeljno odloţiti. 

Ispiranje ćelija PBS-om da bi se odstranile mrtve ćelije i DMSO najbolje je 

vršiti nakon 24-48 h od momenta odmrzavanja . 

Potrebno je da proĊe izvesno vreme da bi se ćelije oporavile posle odmrzavanja i 

ušle u normalni tempo rasta. 

 

Zamrzavanje ćelija 

Ćelije se zamrzavaju kad su u fazi logaritamskog rasta, ni pre (lag faza – 

neposredno posle pasaţiranja, dok se ćelije oporavljaju i neznatno umnoţavaju), ni 

posle (stacionarna faza koja se karakteriše sve većim umiranjem ćelija zbog prevelike 

gustine ćelija u medijumu za rast) [149].  

 

Protokol: 

Ćelijsku suspenziju prebaciti u sterilnu epruvetu i centrifugirati na 1800 rpm/7 

min u kliniĉkoj centrifugi. Paţljivo ukloniti medijum, a talog ćelija resuspendovati 

u 1 x PBS puferu pH=7.4 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 

KH2PO4)  i centrifugirati pod istim uslovima (ispiranje). Talog od 2 x 10
6 

 K562, 

odnosno 5 x 10
6
 HEL I HL-60 ćelija resuspendovati u 0.5-1 ml medijuma za 

zamrzavanje i sipati u ohlaĊene epruvete za zamrzavanje; medijum za 

zamrzavanje sadrţi krioprotektivni agens DMSO (dimetilsulfoksid) i odgovarajući 

medijum (sa 10% fetalnog telećeg seruma) u odnosu 1:9 (krioprotektivni agens 

vezuje vodu i tako smanjuje verovatnoću stvaranja kristala leda u ćelijama).  

Ćelijska suspenzija se mora zamrznuti polako (temperatura treba da opada 1-3
0
C /min) 

jer se tada preferencijalno stvaraju ekstra-, a ne intracelularni kristali leda, pa ćelije 

ostaju neoštećene. To se postiţe drţanjem ćelija prvo na +4
0
C (1 sat), zatim na -20

0
C (1 

do 16 sati) i konaĉno na -80
0
C (16 do 72 sata). Tek tada se ćelije smeštaju u teĉni azot (-

196
0
C), gde su hemijske i fiziĉke aktivnosti u ćeliji na zanemarljivom nivou, i one 

ostaju vijabilne godinama. Alternativno, ćelije se pre smeštanja u teĉni azot mogu 
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smestiti u specijalne kutije direktno na -80
0
C. Naime, leţista ovih kutija uronjena su u 

izopropil alkohol koji omogućava postepeno spuštanje temperature unutar kutije. 

 

Subkultivacija ćelija 

Pasaţiranje ćelije koje rastu u suspenziji obavlja se na sledeći naĉin: 

 

Protokol: 

Medijum sa ćelijama prebaciti u tubu od 10 ml i centrifugirati u kliniĉkoj 

centrifugi na 1800 rpm/7 min (u sluĉaju K562 I HEL ćelija, grozdovi nastali pri 

deobi ćelija su prethodno ˝razbijani˝ blagim pipetiranjem, kako bi se oslobodile 

pojedinaĉne ćelije). Ukloniti supernatant, a talog ćelija resuspendovati u 1 ml 1 x 

PBS pufera pH=7.4 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 

KH2PO4). Izbrojati ćelije i  zasejati u odgovarajućem medijumu 

K562 ćelije su zasejavane u koncentraciji od 0.2 x 10
6
 ćelija/ml i pasaţirane jednom u 2 

dana u odnosu 1:2 ili 1:3. 

HL-60 ćelije su zasejavane u koncentraciji od 1 x 10
6
 ćelija/ml i pasaţirane jednom u 2-

3 dana u odnosu 1:2 ili 1:3. 

HEL ćelije su zasejavane u koncentraciji 2-3 x 10
6
 ćelija/ml i pasaţirane jednom u 3-4 

dana u odnosu 1:3. 

 

Brojanje ćelija 

Ćelije se broje uz pomoć mikroskopa i ploĉice za brojanje [150, 151]. U izradi 

ovog rada korišćena je Bürker-Türk-ova ploĉica i sledeća formula za izraĉunavanje 

broja ćelija:  

 

Da bi brojanje bilo verodostojno, neophodno je dobro resuspendovati ćelije. 

Mešanjem 100 µl ćelija iz suspenzije sa istim volumenom 0.1% tripan-plavo boje 

omogućava se razlikovanje ţivih od mrtvih ćelija. Tripan-plavo ulazi u mrtve ćelije i 

boji ih, dok ţive ćelije ostaju svetle, sa zlatnim oreolom. 
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TRANZIJENTNA TRANSFEKCIJA K562 ĆELIJA  

 

Tranzijentna transfekcija K562 ćelija vršena je pomoću Lipofektamina 2000 

(Invitrogen). 

U ovom radu, ćelije su transfekovane pBLCAT5_T i pBLCAT5_C konstruktima 

i kontrolnim pBLCAT5 vektorom. Aktivnost CAT enzima u ekstraktima ćelija 

transfekovanih pBLCAT5 plazmidom je sluţila za izraĉunavanje relativnih CAT 

aktivnosti u ekstraktima ćelijama transfekovanih pBLCAT5_T i pBLCAT5_C 

konstruktima.  

U svim eksperimentima istovremeno je vršena i kotransfekcija pCH110 

plazmidom, koji je sluţio kao kontrolni vektor za normalizaciju efikasnosti transfekcije. 

Protokol za transfekciju preporuĉen od strane proizvoĊaĉa je delimiĉno modifikovan 

kako bi se postigla maksimalna efikasnost transfekcije u datim eksperimentalnim 

uslovima. 

 

Protokol: 

K562 ćelije dan pre transfekcije zasejati u petri šolje pod normalnim uslovima u 

Eagle MEM medijumu sa 10% fetalnog telećeg seruma. Sutradan ćelije oprati 1 x 

PBS puferom pH=7.4 (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 

KH2PO4)  i prebrojati ih. Zzasejati 2 x 10
6
 ćelija u petri šolje preĉnika 3.56 cm 

(površine 10 cm
2
) u 2 ml Eagle MEM medijuma bez antibiotika. Rastvoriti 8 µg 

plazmidne DNK (6 µg pCAT konstrukta, odnosno kontrolnog pBLCAT5 vektora, 

i 2 µg pCH110 plazmida) u 250 µl Opti-MEM (GibcoBRL) i blago promešati. 20 

µl Lipofektamina 2000 (Invitrogen) rastvoriti u 250 µl Opti-MEM, blago 

promešati i inkubirati 5 min na sobnoj temperaturi. Pomešati rastvorenu DNK sa 

rastvorenim Lipofektaminom. Inkubirati 20 min na sobnoj temperaturi, ĉime se 

omogućava formiranje kompleksa izmeĊu lipofektamina i DNK. Komplekse 

dodati direktno u šolju sa ćelijama i neţno promešati. Inkubirati ćelije 24 sata/37
0 

u inkubatoru pre testiranja na ekspresiju transgena. 
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PRIPREMA ĆELIJSKIH EKSTRAKATA 

 

Protokol: 

24 sata nakon transfekcije ćelije dva puta isprati 1 x PBS puferom pH=7.4 od 

medijuma, i talog ćelija resuspendovati u 1 ml TEN pufera (40 mM Tris-HCl 

pH=7.4, 1 mM EDTA pH=8, 150 mM NaCl). Centrifugirati  na 13000 rpm/2 

min. Ććelijski talog vorteksovanjem resuspendovati u 100 µl 0.25 M Tris-HCl 

pH=8. Liziranje ćelija se postiţe tokom tri ciklusa naizmeniĉnog stavljanja ćelija 

u teĉni azot (-196
0
C) i vodeno kupatilo (+37

0
C) uz vorteksovanje nakon svakog 

koraka. Nakon centrifugiranja na 13000 rpm/5 min/+4
0
C, supernatant 

alikvotirati  u nove tube 

Pripremljene ekstrakte bi trebalo odmah koristiti za CAT esej i -galaktozidazni esej, ili 

ih zalediti i ĉuvati na -80
0
C. Da bi se izbegla degradacija CAT enzima i -

galaktozidaze, uzorak bi trebalo brzo zalediti kratkotrajnom inkubacijom u teĉnom 

azotu, a tek tada skladištiti na -80
0
C. 

 

-GALAKTOZIDAZNI ESEJ  

  

-galaktozidazni esej sluţi za normalizaciju rezultata CAT eseja u odnosu na 

efikasnost transfekcije u pojedinaĉnom uzorku. Iz tog razloga se prilikom transfekcije 

ćelija CAT reporterskim vektorom istovremeno vrši i kotransfekcija -galaktozidaznim 

reporterskim vektorom (pCH110). Aktivnost enzima -galaktozidaze sintetisanog u 

ćeliji  je direkno proporcionalna koliĉini pCH110 unetog transfekcijom i meri se 

pomoću eseja -galaktozidazne aktivnosti (˝-galactosidase Enzyme Assay System˝; 

Promega). 

 

Protokol: 

Uzorku razblaţenom u Tris-HCl pH=7.8  dodati isti volumen 2 x Assay pufera 

koji sadrţi 200 mM natrijum fosfatni pufer pH=7.3, 2 mM MgCl2, 100 mM -

merkaptoetanol i 1.33 mg/ml supstrata ONPG (o-nitrofenil--D-

galaktopiranozid). Inkubirati na 37
0
C najmanje 30 minuta (tokom ovog vremena 

-galaktozidaza hidrolizuje bezbojan supstrat u o-nitrofenil koji ima ţutu boju). 
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Izmeriti absorbancu na talasnoj duţini od 420 nm (Microplate reader Multiscan 

RC, Labsystems) 

OdreĊivanje koncentracije -galaktozidaze (mU) u ispitivanim ćelijskim lizatima vršeno 

je na osnovu standardne krive koja je dobijena istim postupkom, korišćenjem poznatih 

razblaţenja ovog enzima: 1.5625 mU, 3.125 mU, 6.25 mU, 12.5 mU, 25 mU, 50 mU, i 

100 mU. 

 

CAT ELIZA ESEJ 

 

Aktivnost CAT enzima (hloramfenikol acetil-transferaza) je odreĊivana ˝CAT 

ELIZA esejom˝ (˝CAT Enzyme Linked Immunosorbent Assay˝, Roche). CAT ELIZA 

esej je enzimski imunoesej koji sluţi za kvantifikaciju hloramfenikol acetil-transferaze 

(CAT) iz E. coli u eukariotskim ćelijama transfekovanim plazmidima koji sadrţe CAT 

reporterski gen. 

CAT ELIZA esej se bazira na ˝sendviĉ˝ ELIZA principu. Anti-CAT antitelo 

vezano je za površinu bunarića mikrotitar ploĉe (Roche kit). Za njega se specifiĉno 

vezuje ukupna hloramfenikol acetil-transferaza prisutna u uzorku (ili standardu). 

Primarno antitelo je obeleţeno digoksigeninom (anti-CAT-DIG) i specifiĉno se vezuje 

za hloramfenikol acetil-transferazu. Za njega se vezuje sekundarno antitelo koje je 

konjugovano sa peroksidazom (anti-DIG-POD). Kvantifikacija hloramfenikol acetil-

transferaze obezbeĊuje se dodavanjem supstrata peroksidaze (ABTS). Peroksidaza 

razlaţe supstrat dajući obojeni produkt. Apsorbanca uzorka je direkno proporcionalna 

koliĉini hloramfenikol acetil-transferaze prisutne u uzorku.  

 

Protokol: 

Ćelijske ekstrakte pomešati sa ˝puferom za uzorak˝ do finalne zapremine od 200 

µl, naneti u bunariće na mikrotitar ploĉi i pokrivene inkubirati na 37
0
C/1 sat. 

Nakon vezivanja hloramfenikol acetil-transferaze iz uzorka, bunariće  pet puta 

isprati sa po 250 µl pufera za ispiranje. U bunariće dodati po 200 µl anti-CAT-

DIG antitela i pokriveno inkubirati na 37
0
C/1 sat. Nakon vezivanja primarnog 

antitela, bunariće pet puta isprati sa po 250 µl pufera  za ispiranje. U bunariće 

dodati po 200 µl anti-DIG-POD antitela i pokriveno inkubirati  na 37
0
C/1 sat. 
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Nakon vezivanja sekundarnog antitela, bunariće pet puta isprati sa po 250 µl 

pufera za ispiranje na kraju u bunariće dodati po 200 µl supstrata i inkubirati 

pokriveno do razvijanja boje (10-40 min) na sobnoj temperaturi. Iizmeriti 

absorbancu na na talasnoj duţini 405/492 nm (Microplate reader Multiskan RC, 

Labsystems). 

Koncentracija CAT enzima u ispitivanim ćelijskim lizatima odreĊena je  na osnovu 

standardne krive koja je dobijena istim postupkom, korišćenjem poznatih razblaţenja 

CAT enzima E coli: 1.5625 pg, 3.125 pg, 6.25 pg, 12.5 pg, 25 pg, 50 pg, i 100 pg. 

Vrednosti dobijenih aktivnosti CAT enzima normalizovane su u odnosu na 

aktivnost -galaktozidaze poreklom sa pCH110 plazmida. Normalizovane CAT 

aktivnosti plazmidnih konstrukata su izraţene relativno u odnosu na normalizovanu 

vrednost CAT aktivnosti  pBLCAT5 plazmida, i predstavljene su kao srednja 

vrednost±SEM dobijena iz najmanje tri nezavisna eksperimenta.  

 

IZOLACIJA NUKLEARNIH PROTEINA  

 

Za izolaciju nuklearnih proteina iz K562 ćelija u kulturi korišćena je metoda 

definisana od strane Schreiber et al. [152]. 

 

Protokol: 

0.5-1 x 10
6
 ćelija ćelije resuspendovati 1 ml 1 x TBS (50 mM Tris-HCl pH=7.4, 

150 mM NaCl) i prebaciti u epruvetu. Nakon kratkog centrifigiranja na 13000 

rpm, talog resuspendovati u 400 µl hladnog pufera A (10 mM HEPES pH=7.9, 10 

mM KCl, 0.1mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF) laganim 

provlaĉenjem kroz nastavak. Ćelije inkubirati 15 minuta na ledu, a zatim dodati 

25 µl 10% rastvora Nonidet NP-40. Nakon intenzivnog vorteksovanja, homogenat 

centrifugirati na 13000 rpm/30 sekundi. Talog resuspendovati u 50 µl hladnog 

pufera C (20mM HEPES pH7.9, 0.4M NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1mM 

DTT, 1mM PMSF) i epruvetu snaţno protresati 15 min/+4
0
C. Jedarni ekstrakt 

centrifugirati na 13000 rpm/ 5 min/+4
0
C. Odvaditi supernatant sa proteinima i 

ĉuvati ga u alikvotima na -80
0
C. 

 



 

Vesna Spasovski                                                                                  Materijal i metode 

73 

 

ODREĐIVANJE KONCENTRACIJE NUKLEARNIH PROTEINA 

 

Koncentracija nuklearnih proteina izolovanih iz K562 ćelija odreĊena je 

Bradford metodom [153].  

U smešu finalne zapremine 1 ml stavlja se 10 µl proteinskog uzorka i 200 µl 

Bradford reagensa (Protein Assay Dye Reagent, BioRad). Nakon mešanja, meri se 

apsorpcije smeše na talasnoj duţini od 595 nm na spektrofotometru. 

Koncentracije proteina u uzorku odreĊuje se oĉitavanjem sa standardne krive, koja se 

pravi tako što se poznata razblaţenja BSA proteina, ukljuĉujući blank, pripremaju i 

mere na identiĉan naĉin. 

 

ANALIZA INTERAKCIJE DNK I NUKLEARNIH PROTEINA 

 

In silico analiza  potencijalnih intronskih regulatornih sekvenci gena za JAK2  

In silico predikcija mogućih elemenata za vezivanje transkripcionih faktora 

sekvence koja sadrţi SNP rs12343867 u okviru introna 14 JAK2 gena izvršena je 

korišćenjem programa MatInspector [154]. Parametri su podešeni za pronalaţenje 

transkripcionih faktora kod Vertebrata, nivo znaĉajnosti preko 80/100. 

 

METODA USPORENE ELEKTROFORETSKE POKRETLJIVOSTI  

Za prouĉavanje interakcija enhenserskih DNK sekvenci i transkripcionih faktora 

korišćena je metoda usporene elektroforetske pokretljivosti (˝electrophoretic mobility 

shift assay˝- EMSA).  

U ovom radu analizirana je interakcija nuklearnih proteina izolovanih iz K562 

ćelija sa dve dvolanĉane probe duţine 30 nukleotida Tabela 7, koje su se meĊusobno 

razlikovale u jednom, centralno postavljenom nukletoidu. Smeštanjem polimorfizma 

koji se ispituje u sredinu, potencira se destabilizacija nespecifiĉnihDNK/protein 

kompleksa. S obzirom da u in vivo uslovima regulatorne sekvence postoje u obliku 

dvolanĉane DNK, od komplementarnih jednolanĉanih oligonukleotida je, nakon 

obeleţavanja, renaturacijom pravljena dvolanĉana proba.  

U “supershift” esejima korišćena su anti-TGIF i anti-MEIS1/2 antitela, ĉije su 

karakterisitke prikazane u Tabeli 7.  
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Obeleţavanje dvolanĉane probe 

Reakcija obeleţavanja 5' kraja dvolanĉane probe vršena je pomoću T4 

Polinukleotidne kinaze (Fermentas). 

 5 pmol jednolanĉanog oligonukleotida, navedenog u Tabeli 8. 

 1 µl γ-
32

P ATP-a 

 1 x pufer A (Fermentas) 

 3U T4 Polinukleotidne kinaze (USB Europe GmbH) 

Reakciona smeša je inkubirana na 37
0
C /30 min, nakon ĉega je proba preĉišćena 

od neugraĊenog aktiviteta propuštanjem kroz G-50 kolonu (GE Healthcare).  

Specifiĉni aktivitet oligonukleotidne probe odreĊen je merenjem na scintilacionom 

brojaĉu. 

Obeleţeni jednolanĉani „coding“ oligonukleotid se uparava u vakuum centrifugi 

i rastvara u 25 µl 10 puta razblaţenom puferu za renaturaciju (10 mM Tris-Cl pH 7.5, 

50 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM EDTA i 1 mM DTT).  Zatim se dodaje 

komplementarni oligonukleotid u velikom višku (50 pmol), radi sigurnosti da će sve 

jednolanĉane obeleţene probe biti ukljuĉene u reakciji hibridizacije. Reakcija 

hibridizacije obeleţenog i neobeleţenog oligonukleotida postiţe se kratkom 

denaturacijom na temperaturi od 90
0
C u toku 3 minuta i renaturacijom - sporim 

hlaĊenjem do sobne temperature. 

Reakcija prevoĊenja neobeleţenih proba u dvolanĉanu formu se vrši na isti naĉin. 

 

Metoda usporene elektroforetske pokretljivosti (EMSA)  

Interakcija nuklearnih proteina sa odabranom probom analizirana je 

modifikovanom standardnom metodom usporene elektroforetske pokretljivosti [155, 

156]. Pri odreĊenim uslovima nuklearni proteini se, ukoliko imaju afinitet za odreĊene 

sekvence DNK, vezuju za iste, formirajući komplekse koji se u elektriĉnom polju kreću 

sporije nego slobodan DNK fragment. Nakon razdvajanja na 4% poliakrilamidnom 

gelu, formirani kompleksi se detektuju u vidu traka ĉija je elektroforetska pokretljivost 

manja u poreĊenju sa onom koju ima slobodan fragment. 
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Reakciona smeša finalne zapremine 25 µl je sadrţala sledeće komponente: 

 1-5 ng 
32

P obeleţene dvolanĉane probe (specifiĉnog aktiviteta oko 10000 

cpm) 

 2-5 µg jedarnih proteina 

 1 x reakcioni pufer (5 mM Tris pH=8.0; 25 mM NaCl; 0.5 mM DTT, 0.5 

mM EDTA; 50 % glicerol) 

U odgovarajuće reakcije smeši su dodavane i sledeće komponente: 

 specifiĉni kompetitor (ista, ali neobeleţena dvolanĉana proba) 

 odgovarajuća antitela (1 µg po reakciji) 

Smeša se priprema na ledu, dok se reakcija vezivanja transkripcionih faktora za 

DNK probu odvija na 37
0
C/30 min. Nakon isteka tog vremena, reakciona smeša se 

meša sa 6 µl boje (0.25%, bromfenol-plavo, 0.25% ksilen-cijanol, 30% glicerol) i 

nanosi na 4% poliakrilamidni gel (akrilamid : N,N-metilenbisakrilamid = 29 : 1, 89 mM 

Tris, 89 mM borna kiselina, 2 mM EDTA pH=8, 0.1% amonijumpersulfat, 0.1% 

TEMED). Elektroforeza se odvija u 0.5 x TBE puferu (45 mM Tris, 45 mM borna 

kiselina, 1 mM EDTA pH=8), pri konstantnom naponu od 250 V i struji od 55 mA. 

Poliakrilamidni gel se suši (45 min/75°C) i analizira na fosfoimidţeru (Cyclone, Perkin 

Elmer) ili autoradiografski. 

 

 

STATISTIĈKA OBRADA PODATAKA 

 

Dobijeni rezultati su obraĊeni statistiĉkim testovima i prikazani u tabelama i 

graficima uz propratnu diskusiju. 

Od deskriptivnih statistiĉkih parametara korišćeni su: srednja vrednost i 

standardna greška, raspon vrednosti promenljivih (minimum, maksimum), Odds Ratio 

(OR) i Confidence Interval (CI) i medijana vrednosti. 

Za izraĉunavanje OR i CI izmeĊu dve grupe kotišćenj je program MedCalc 

[http://www.medcalc.org/calc/odds_ratio.php]  

Za ispitivanje veze izmeĊu kategorijskih promenljivih korišćen je 
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neparametarski Hi-kvadrat test nezavisnosti (χ
2
- test). 

Od statistiĉkih testova za poreĊenje grupa korišćeni su neparametarski testovi: t-

test i Man-Vitnijev test (Test sume rangova). 

Svi statistiĉki testovi su posmatrani na nivou znaĉajnosti nulte hipoteze od 

p<0,05. Statistiĉka analiza je uraĊena primenom SigmaStat 3.5 statistiĉkog paketa. 
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Mijeloproliferativne neoplazije su heterogena grupa hematoloških maligniteta 

ĉija se molekularna osnova još uvek ispituje. Okarakterisana onkogena JAK2-V617F 

mutacija nije prisutna kod svih pacijenata sa MPN, što govori o tome da su kod njih 

prisutni neki drugi mutacioni dogaĊaji ili neki drugi mehanizmi koji  dovode do iste 

bolesti. TakoĊe,  prisustvo JAK2-V617F mutacije objašnjava samo deo fenotipskih 

karakteristika ovih pacijenata.  

 

Trenutna istraţivanja u ovoj oblasi u fokusu imaju tri aspekta: 

 

1. Transformacija u akutnu mijeloidnu leukemiju je u fokusu nauĉne paţnje, jer se 

smatra da bi otkrivanje diferencijalne ekspresije gena pre i posle ovog dogaĊaja 

moglo da rasvetli proces leukemogeneze uopšte. 

2. Prisustvo 46/1 haplotipa kod ovih pacijenata stvara predispoziciju da nastane 

JAK2-V617F mutacija, ali se mehanizam njegovog dejstva ne zna; uticaj na 

transkripciju JAK2 gena je još u prvim radovima potenciran kao jedan od mogućih 

mehanizama koji daju proliferativnu prednost malignom klonu. 

3. Proces apoptoze je kod ovih pacijenata direktno pogoĊen prisustvom JAK2-

V617F mutacije, jer ona aktivira STAT5 put, koji direktno aktivira anti- 

apoptotski BCL2-xL gen. Upotreba molekularnih terapeutika dovela je istraţivanja 

procesa apoptoze kod ovih bolesnika u fokus, jer se ispostavilo da neki od njih 

deluju upravo preko apoptotskih puteva. 

 

Naša istraţivanja su uzela u obzir sva tri aspekta: 

 

1. Okarakterisano je prisustvo aktivirajuće somatske mutacije FLT3-ITD kod 

pacijenta sa MPN, jer mutirani FLT3 protein koristi isti signalni STAT5 put kao 

mutirani JAK2 protein u procesu maligne transformacije progenitorske 

mijeloidne ćelije. 

2. Praćena je ekspresija JAK2 gena kod pacijenta sa MPN u korelaciji sa 46/1 

haplotipom u funkciji karakterizacije njegovog transkripcionog potencijala 



 

Vesna Spasovski                                                                                                    Rezultati 

 

79 

 

3. Praćena je ekspresija gena vezanih za proces apoptoze (BCL2, BAX, BCL2L12, 

FASR), njihova meĊusobna povezanost i povezanost sa procentom zastupljenosti 

JAK2-V617F mutacije, a sve  u pokušaju da se rasvetli molekularni mehanizam 

patogeneze mijeloproliferativnih neoplazija 

 

 

OSNOVNA OBELEŢJA GRUPE PACIJENTA SA MPN KORIŠĆENIH U 

STUDIJI 

 

Studija je obuhvatila ukupno 199 pacijenata, od ĉega je bilo 102 pacijenta sa ET, 

76 pacijenata sa PV i 21 pacijent sa MF. Proseĉna starost ispitanika bila je 49 godina 

(opseg 12-81), zastupljenost polova je bila podjednaka u ukupnom uzorku (100 

muškaraca i 99 ţena).  Kada se pogleda raspodela prema polovima unutar grupa kod ET 

je veći procenat obolelih ţena, dok kod PV i MF je veći procenat obolelih muškaraca 

(Slika 19). 

 

 

  Slika 19.  Raspodela pacijenata prema polovima. ET-esencijalna trombocitemija; 

PV-policitemija vera; MF-mijelofibroza. 

 

 

DETEKCIJA JAK2-V617F MUTACIJE I MUTACIONI STATUS PACIJENATA SA 

MPN  

 

Detekcija mutacije raĊena je metodom alel-specifiĉnog PCR-a, a oĉekivane 

trake su bile duţine 364bp za wt alel i 203bp za mutirani alel. PCR produkti 

vizuelizovani su pomoću EtBr na 2% agaroznim gelovima i posmatrani pod UV 
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svetlom. Svaki gel sadrţavao je kontrolu PCR reakcije (reakcija bez DNK), negativnu 

kontrolu (reakcija sa DNK pacijenta koji nema mutaciju) i pozitivnu kontrolu (reakcija 

sa DNK pacijenta sa mutacijom). Tipiĉan gel prikazan je na Slici 20. 

 

 

Slika 20. Detekcija mutacije V617F u genu JAK2 metodom alel-specifiĉnog PCR. 1. 

kontrola PCR reakcije; 2. uzorak pacijenata negativnih za mutaciju JAK2-V617F; 3, 4, 

5. uzorci pacijenata pozitivnih za mutaciju JAK2-V617F; 6. DNK marker – lestvica od 

100 bp. 

 

 

Od ukupnog broja od 199 analiziranih pacijenta sa MPN, JAK2-V617F mutacija 

je detektovana kod 53% ET, 78% PV i 38% MF pacijenata (Tabela 8).  

 

Tabela 8. Detekcija JAK2-V617F mutacije kod pacijenta sa MPN 

Dijagnoza JAK2-V617F+ JAK2-617F- 
Ukupan br. 

pacijenata 

Esencijalna 

trombocitemija 
54 (53%) 48 (47%) 102 

Policitemija vera 59 (78%) 17 (22%) 
76 

 

Mijelofibroza 

 
8 (38%) 13 (62%) 21 

 

Kada se analizira zastupljenost JAK2-V617F mutacije po polovima, vidi se da je 

ona podjednaka kod osoba muškog i ţenskog pola kod ET i PV, dok kod MF u grupi 

ţena ima manje osoba sa mutacijom (Slika 21). Smatramo da  je ovaj rezultat posledica 

neuravnoteţenosti grupe pacijenata sa mijelofibrozom, u kojoj je bilo samo sedam 
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osoba ţenskog pola. 

 

 
 

Slika 21.  Zastupljenost mutacije u bolestima zavisno od pola. ET-esencijalna 

trombocitemija; PV-policitemija vera; MF-mijelofibroza. 

 

 

Prikazani rezultati su u potpunosti u skladu sa literaturom što se tiĉe 

zastupljenosti mutacije po grupama bolesti, kao i po distribuciji pola. Ono što ovu grupu 

ĉini specifiĉnom je opseg starosti pacijenata (12-81), a posebno ĉinjenica da je u našoj 

grupi bolesnika ĉak njih 50/199 bilo mlaĊe od 40 godina. Ovakva distribucija je vrlo 

neuobiĉajena i vaţna kao populacioni marker. 

 

 

ISPITIVANJE ZASTUPLJENOSTI  JAK2-V617F ALELA (“ALLELE BURDEN”) 

 

Analiza zastupljenosti JAK2-V617F alela kod pacijenta sa MPN ima znaĉaja ne 

samo u dijagnostici i kliniĉkom tretmanu ovih pacijenata, već je i vaţan parametar u 

praćenju odgovora na terapiju. Stoga je njegovo odreĊivanje vaţan korak u 

karakterizaciji fenotipskih karakteristika ovih bolesnika. 

Za odreĊivanje procenta zastupljenosti V617F alela u ukupnoj koliĉini JAK2 

alela korišćena je metoda apsolutne kvantifikacije. Standardna kriva konstruisana je 

pravljenjem serije razblaţenja DNK iz HEL ćelijske linije, koja je homozigot za JAK2-

V617F mutaciju i DNK iz K562 ćelija, koje su homozigot za wt alel. Konstruisane su 

standardne krive za wt i mutirani alel i sa njih oĉitane vrednosti za uzorke.  
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 Ispitivanje zastupljenosti mutiranog alela raĊeno je na grupi od 30 JAK2-V617F 

pozitivnih pacijenta sa MPN. Kod njih je mutacioni status prethodno ustanovljen alel- 

specifiĉnim PCR-om. U našoj grupi, sliĉno kao i u literaturnim podacima, pokazano je 

da razliĉiti MPN entiteti imaju potpuno razliĉit nivo mutiranog alela u svojim 

granulocitima. Kod pacijenata sa ET je prisutan nizak nivo mutiranog alela (medijana 

27%; opseg 15–42%), kod pacijenata sa PV je prisutno znaĉajno više (medijana 44%; 

opseg 1-98%), dok pacijenti sa MF imaju mutirani V617F alel u najvećem procentu: 

(medijana 81%; opseg 21–92%) (Slika 22).  

 

 

Slika 22. Procenat mutiranog alela. Barovi predstavljaju procenat zastupljenosti 

mutiranog alela u ukupnoj koliĉini alela u granulocitima MPN bolesnika. Bojama su 

oznaĉene bolesti, brojevi iznad barova su procenti prisutnog mutiranog V617F alela. 

 

 

 Kod PV dva pacijenta su imala procenat mutiranog alela manji od 1% (0.8%). 

Ovaj podatak je veoma znaĉajan, jer govori da je metoda alel- specifiĉnog PCR-a kojom 

je detektovana mutacija kod naših pacijenata visoko osetljiva. 
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Slika 23. Grafiĉki prikaz zastupljenosti JAK2-V617F mutacije kod pacijenta sa 

MPN. Pravougaonici predstavljaju 75% svih dobijenih vrednosti; linija unutar 

pravougaonika predstavlja medijanu; linije van pravougaonika predstavljaju 

maksimalne i minimalne vrednosti; taĉke van pravougaonika predstavljaju ekstremne 

vrednosti. 

 

Od ukupnog broja od 16 analiziranih pacijenata sa PV, njih 5 (31%) je imalo 

više od 50% mutiranog alela. Ova pojava objašnjava se ĉinjenicom da je kod ovih 

bolesnika prisutan fenomen LOH, tako da se mutacija dovodi u homozigotno stanje. 

Proliferativni kapacitet ovakvog klona mnogostruko nadmašuje proliferaciju wt klona, 

te se kod njih detektuje mutirani alel u visokom procentu. U teoriji, ako je zastupljenost 

klona homozigotnog za mutaciju 50%, tada bi se detektovalo 50% mutiranog alela. 

Stoga se po konvenciji oni pacijenti kod kojih procenat zastupljenosti mutiranog alela 

prelazi 50% nazivaju homozigoti.  

Kod pacijenata sa ET procenat mutiranog alela retko prelazi 50%, što je bio 

sluĉaj i kod naše grupe (medijana 27%; opseg 15–42%), To je vaţna karakteristika ET, 

jer kod nje, za razliku od PV i MF, postoji poliklonalna hematopoeza. Naime, 

istraţivanja klonalnosti hematopoeze kod ovih pacijenata su pokazala da wt klon nije 

suprimiran postojanjem mutiranog klona, kao i da je pojava mitotiĉke rekombinacije 

retka. 

Kod MF, JAK2-V617F alel je prisutan u visokom procentu: medijana 81%; 

opseg 21–92%), a procenat granulocita u kojima je mutacija prisutna u homozigotnom 

stanju je veoma visok (75%), što rezultuje visokim “allele burden”-om. Kod post- PV 

mijelofibroze klon koji nosi mutaciju u homozigotnom stanju kao da je u još većoj 

ekspanziji, tako da su kod ovih pacijenata prisutni najviši procenti mutiranog alela.  
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DETEKCIJA FLT3-ITD MUTACIJE KOD PACIJENTA SA MPN 

 

Sve tri MPN bolesti se mogu transformisati u akutnu mijeloidnu leukemiju 

(AML), a ova transformacija poslednjih godina okupira paţnju velikog broja nauĉnika. 

Smatra se da će se izuĉavanjem mehanizama koji prevode druge hematološke 

malignitete u akutnu fazu, pronaći odgovor o mutacionim dogaĊajima koji su uzrok 

maligne transformacije hematopoetskog progenitora. U tom cilju mi smo istraţivali 

prisustvo aktivirajuće FLT3-ITD mutacije kod pacijenta sa MPN. 

Detekcija FLT3-ITD mutacije uraĊena je na 33 pacijenta sa MPN, od kojih je 

bilo 15 JAK2-V617F negativnih i 18 JAK2-V617F pozitivnih. Ni kod jednog od 

pacijenta nije detektovano prisustvo FLT3-ITD mutacije. Tipiĉan gel prikazan je na 

Slici 24. 

 

 

 

Slika 24. Detekcija mutacije FLT3-ITD. Analiza PCR produkata na 4% agaroznom 

gelu: 1, 2. PCR produkt wt-FLT3; 3, 4. uzorci pacijenta sa AML sa razliĉitim brojem 

ITD ponovaka; 5. DNK marker – lestvica od 100 bp. 

 

Svi naši pacijenti analizirani su u ranoj fazi bolesti, neposredno nakon 

postavljanja dijagnoze na osnovu drugih kriterijuma. Naši rezultati pokazuju da je u 

ovom poĉetnom stadijumu bolesti dovoljan jedan mutacioni dogaĊaj koji podiţe 

proliferativni kapacitet malignog klona. Dugoroĉno praćenje ovih bolesnika na markere 

proliferacije, meĊu kojima FLT3-ITD moţe da ima znaĉaj, mogli bi da rasvetle 

patogenezu ovih oboljenja i njihovu evoluciju u AML. 
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ANALIZA UTICAJA 46/1 HAPLOTIPA NA PATOGENEZU MPN 

 

Haplotip 46/1 predstavljen je nizom SNP-ova koji se nalaze u JAK2 genu. Ovaj 

haplotip za sada još nerazjašnjenim mehanizmom stvara predispoziciju za nastanak 

JAK2-V617F mutacije kod pacijenta sa MPN. Pokazano je da se SNP rs12343867 

nalazi u LD (linkadge disequilibrium) sa JAK2-V617F pozitivnim MPN. Uĉestalost 

nukleotida C u okviru SNP rs12343867T>C je znaĉajno povećana kod pacijenata u 

odnosu na kontrole, a takoĊe i uĉestalost CC genotipa. Naš prvi cilj bio je da 

okarakterišemo našu grupu pacijenta sa MPN i zdravih kontrola u odnosu na 46/1 

haplotip. 

 

 

DISTRIBUCIJA JAK2 SNP rs12343867 GENOTIPA I ALELA KOD PACIJENTA SA 

MPN I KONTROLA 

OdreĊivanje genotipa SNP rs12343867T>C sprovedeno je direktnim 

sekvenciranjem PCR produkata na DNK izolovanoj iz granulocita i periferne krvi 

pacijenta sa MPN.  Ispitivana grupa sastojala se od 58 pacijenata i 22 zdrave kontrole. 

Medijana starosti pacijenata je bila 56 godina (opseg 16-82), a kontrola 42 godine 

(opseg 22-84). U ispitivanoj grupi bilo je 38 V176F pozitivnih i 20 V617F negativnih 

pacijenata. Uĉestalost genotipova i alela kod pacijenta sa MPN, kod pacijenata sa JAK2-

V617F mutacijom i pacijenata bez mutacije, kao i kod zdravih kontrola data je u Tabeli 

9.  
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Tabela 9. JAK2 SNP rs12343867 genotip i frekvencija alela kod pacijenta sa MPN i 

kontrola 

 
rs12343867 

genotip/alel n (%) 

Pacijenti Kontrole 

 

V617F+ 

(n=38) 

V617F- 

(n=20) 

Ukupno 

(n=58) 

Ukupno 

(n=22) 

CC 14 (37) 3 (15) 17 (30) 2(9) 

CT 15 (39) 9 (45) 23 (40) 8 (36) 

TT 9 (24) 8 (40) 17 (30) 12 (55) 

 

Frekvencija alela n (%) 

C alel 43 (56) 15 (37) 58 (50) 12 (27) 

T alel 33 (44) 25 (63) 58 (50) 32 (73) 

 

 

Analiza je pokazala da je uĉestalost CC/CT genotipa znaĉajno veća u grupi 

pacijenata nego u kontrolnoj grupi (p=0,04; OR 2,8; 95% CI 1,0-7,8). TakoĊe, 

frekvencija C alela je znaĉajno povećana kod pacijenata u odnosu na zdrave kontrole 

(p=0,01; OR 2,7; 95% CI 1,3-5,7) (Tabela 3).  

 

Kada se analizira genotip V617F pozitivnih pacijentata i kontrola, uoĉava se da 

postoji statistiĉki znaĉajna razlika u frekvenciji zastupljenosti CC/CT genotipa kod 

pacijenata u odnosu na kontrole (p=0,01; OR 3,9; CI 1,2-11,8). Kada se u istom 

kontekstu posmatra grupa V617F negativnih pacijenata, uoĉava se da nema razlike u 

zastupljenosti CC/CT genotipa u odnosu na zdrave kontrole (p=0,3; OR 1,8; CI 0,6-4,0) 

(Tabela 10).  
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Tabela 10. Korelacija izmeĊu JAK2 SNP rs12343867 genotipa/alela prema JAK2-

V617F mutacionom statusu 

 
rs12343867 
genotip/alel MPN vs. 

kontrolna grupa 
V617+ vs. V617- 

V617+ vs. 
kontrolna grupa 

V617- vs. 
kontrolna grupa 

OR 
(95% CI) 

p 
vrednost 

OR 
(95% CI) 

p 
vrednost 

OR 
(95% CI) 

p 
vrednost 

OR 
(95% CI) 

p 
vrednost 

CC vs 
CT/TT 

4.0 
(0.9-0.2) 

0.07 
3.3 

(0.8-13.3) 
0.09 

5.8 
(1.2-28.7) 

0.03 
1.7 

(0.2-1.8) 
0.5 

CC vs. TT 
6.0 

(1.2-0.9) 
0.03 

4.2 
(0.8-19.9) 

0.07 
9.3 

(1.7-51.8) 
0.01 

2.2 
(0.3-16.) 

0.4 

CT vs TT 
2.0 

(0.7-6.1) 
0.20 

1.5 
(0.4-5.2) 

0.50 
2.5 

(0.7-8.4) 
0.10 

1.7 
(0.4-6.2) 

0.4 

CC/CT vs 
TT 

2.8 
(1.0-7.8) 

0.04 
2.2 

(0.7-6.9) 
0.20 

3.9 
(1.2-11.8) 

0.01 
1.8 

(0.5-6.1) 
0.3 

C alel vs. 
T alel 

2.7 
(1.3-5.7) 

0.01 
2.2 

(0.9.-4.7) 
0.05 

3.5 
(1.5-7.7) 

0.002 
1.6 

(0.6-4.0) 
0.3 

 

 

Analizom parametara krvne slike pacijenata sa normalnim vrednostima, 

ustanovljeno je da haplotip nema uticaja na nivo hemoglobina i hematokrit kod 

pacijenta sa MPN (p>0,05).  

Ovi rezultati ukazuju da se populacija naših pacijenata, kao i kontrola, nalaze u 

Hardy-Weinberg-ovoj ravnoteţi. MeĊutim, uĉestalost C alela je znaĉajno povećana kod 

pacijenata, jasno ukazujući da alel C koreliše sa prisustvom bolesti. On zapravo 

predstavlja faktor rizika za nastanak JAK2-V617F- pozitivnih MPN, jer je frekvencija C 

alela kod JAK2-V617F negativnih pacijenata ista kao kod zdravih kontrola. 

 

 

ANALIZA UTICAJA HAPLOTIPA 46/1 NA EKSPRESIJU JAK2 GENA 

 

Mogućnost da 46/1 JAK2 haplotip doprinosi proliferativnom kapacitetu 

malignog klona uticajem na transkripciju JAK2 gena sugerirana je u prvim studijama 

koje su okarakterisale ovaj haplotip. U našoj studiji pokušali smo da utvrdimo 

postojanje transkripcionih regulatornih elemenata u intronskim sekvencama gena za 

Janus kinazu 2, koji bi imali ulogu u finom regulisanju njegove transkripcije. Stoga smo 

ispitali regulatorni potencijal dela introna 14 gena za JAK2 u kome se nalazi SNP 



 

Vesna Spasovski                                                                                                    Rezultati 

 

88 

 

rs12343867T>C, koji pripada 46/1 haplotipu. 

 

IN SILICO PREDIKCIJA 

 

In silico predikcija mogućih elemenata za vezivanje transkripcionih faktora (TF) 

u okviru sekvence koja sadrţi SNP rs12343867T>C introna 14 JAK2 gena, izvršena je 

korišćenjem programa MatInspector [154]. Parametri su podešeni za pronalaţenje 

transkripcionih faktora kod Vertebrata, nivo znaĉajnosti preko 80/100. Programom je 

pronaĊeno više mogućih mesta vezivanja razliĉitih transkripcionih faktora u ovom DNK 

regionu. Posebno je bio interesantan TF FHXB, koji se po predikciji vezuje kada je 

nukleotid T prisutan u sekvenci, a ne vezuje se kada je nukleotid C prisutan u sekvenci. 

Ipak, za rad smo se odluĉili za dva TF za koja je pokazana ekspresija u mijeloidnim 

ćelijama: transkripcioni represor TGIF (TG interaction factor) i transkripcioni aktivator 

MEIS1 (Myeloid ectopic viral integration site 1). Sekvenca ovog regiona sa TF koji se 

vezuju za njega data je na Slici 25. 

 

 

 

Slika 25. In silico predikcija potencijalnih transktipcionih faktora koji se vezuju za 

JAK2 SNP rs12343867. Uokvireni su regioni za koje se po predikciji vezuju 

transkripcioni faktori MEIS1, TGIF i FHXB (Fork head domain factor). Polimorfno 

mesto T/C oznaĉeno je uokvirenim nukleotidom T. FHXB se po predikciji ne vezuje za 

sekvencu u kojoj je nukleotid T zamenjen nukleotidom C. 

 

 

FUNKCIONALNA ANALIZA DELA INTRONA 14 JAK2 GENA 

 

Da bismo potvdili ulogu odabranog DNK segmenta u regulaciji ekspresije gena 

za JAK2 in vitro, transfekovali smo humane K562 ćelije sa reporterskim plazmidnim 

konstruktom koji eksprimira CAT pod kontrolom bazalnog promotora i odabranog 

DNK segmenta. Konkretno, korišćen je pBLCAT5 plazmid kod koga tk promotor 
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omogućava bazalnu ekspresiju CAT gena, a ispitivana 470bp dugaĉka sekvenca iz 

ĉetrnaestog introna gena za JAK2 je potencijalni regulator. Funkcionalna analiza introna 

14 JAK2 gena koji sadrţi SNP rs12343867 pokazala je statistiĉki znaĉajnu razliku 

izmeĊu konstrukata koji sadrţe ovo polimorfno mesto u obe varijante (T/C): konstrukt 

pBLCAT5_T je pokazao 2,7 smanjenje reporterske aktivnosti (p<0,001), dok je 

konstrukt pBLCAT5_C pokazao 1,4 (p=0,001) smanjenje u odnosu na kontrolni 

plazmid sa bazalnom promotorskom aktivnošću pBLCAT5, koji je uzet kao 100% 

(Slika 26). TakoĊe, statistiĉki znaĉajna bila je i razlika u aktivnostima analiziranih 

konstrukata meĊusobno (p<0,05). Znaĉajnost razlike izmeĊu srednjih vrednosti u 

odnosu na standardnu devijaciju potvrĊena je Studentovim t-testom. Ovo pokazuje da je 

analizirani DNK segment cis-element koji ima mogućnost smanjenja promotorske 

aktivnosti.  

 

 

 

Slika 26. Funkcionalna analiza potencijalnog cis regulatornog elementa u intronu 

14 gena za JAK2. pCH110 vektor koji eksprimira β-gal korišćen je da normalizuje 

razlike u transfekcionoj efikasnosti. Vektor pCAT5 (tk promotor omogućava ekspresiju 

CAT gena) korišćen je kao pokazatelj bazalnog nivoa ekspresije tk promotora. 

Normalizovana CAT aktivnost analiziranog konstrukta izraţena je procentualno u 

odnosu na aktivnost pCAT5 konstrukta, ĉija aktivnost je oznaĉena sa 100%. Prikazane 

vrednosti su srednja vrednost ± standardna devijacija dobijena iz tri nezavisna 

eksperimenta. Razlika u aktivnosti pCAT5 i konstrukata dostiţe statistiĉku znaĉajnost 

(p<0,001 i p=0,001). 

 

Prikazani rezultati pokazuju da analizirani deo ĉetrnaestog introna gena za JAK2 

predstavlja transkripcioni regulatorni cis-element i funkcioniše kao represor. Ovo je prvi 
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put da je za neki region u okviru introna gena za JAK2 pokazano da je regulatorni 

transkripcioni element. 

 

EMSA ANALIZA 

 

S obzirom da je in silico analiza predvidela vezivanje transkripcionog faktora za 

deo sekvence ĉetrnaestog introna gena za JAK2  koji sadrţi SNP rs12343867, kreirali 

smo oligonukleotidnu probu T/C. Da bismo utvrdili da li se za posmatrani region vezuju 

transkripcioni faktori, koji transkripcioni faktori su u pitanju, i da li postoje razlike u 

formiranju kompleksa izmeĊu dve probe, primenili smo metodu usporene 

elektroforetske pokretljivosti (EMSA). 

Probe su inkubirane sa jedarnim proteinima iz K562 i HEL ćelijskih linija. 

Ekstrakti humane eritroleukemiĉne ćelijske linije, K562, ukljuĉeni su u analizu jer 

predstavljaju dobar surogat za mijeloidnu prirodu ovih bolesti, dok ćelijska linija HEL 

ima JAK2 mutaciju u homozigotnom stanju, te se moţe smatrati reprezentativnom za 

stanje koje postoji kod pacijenata. 

Inkubacija radioaktivno obeleţenih proba koje su se razlikovale u jednom 

nukleotidu (T/C) sa jedarnim proteinima iz HEL i K562 ćelija dovela je do pojavljivanja 

istog paterna traka kod obe probe i kod obe ćelijske linije. Obzirom da razlika ne 

postoji, prikazana je samo proba koja sadrţi K562 varijantu. Analizirane probe 

formiraju jedan kompleks sa jedarnim proteinima. Specifiĉnost kompleksa 

demonstrirana je kompeticionim esejima dodavanjem neobeleţene probe. 

Identitet transkripcionih faktora vezanih unutar kompleksa otkriven je u 

“supershift” EMSA reakciji uz primenu antitela specifiĉnih za TGIF i MEIS1/2 

proteine. “Supershift” analiza korišćenjem antitela na protein TGIF pokazala je da nema 

razlike izmeĊu pokretljivosti kompleksa na dvema probama. MeĊutim, antitelo na 

MEIS1/2 specifiĉno je usporavalo pokretljivost kompleksa sa probom koja je sadrţala 

nukleotid C, a ne i sa probom T (prikazano strelicom, Slika 27).  

Ovaj rezultat potvrĊuje da ispitivani DNK region, koji sadrţi rs12343867, deluje 

kao intronski transkripcioni regulatorni element JAK2 gena. Što je još vaţnije, ovaj cis-  

regulatorni element pokazuje diferencijalni afinitet za vezivanje transkripcionog 

aktivatora MEIS1/2 u odnosu na nukleotid T/C. 
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 Oligonukleotid T Oligoukleotid C 

Obeležena proba T + + + + + - - - - - 

Neobeležena proba T - - x1.3 x2 - - - - - - 

K562 nuklearni 
ekstrakti 

- + + + + - + + + + 

MEIS 1/2 antitelo - - - - + - - - - + 

Obeležena proba C - - - - - + + + + + 

Neobeležena proba C - - - - - - - x1.3 x2 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 27. EMSA analiza. Analiza interakcije radioaktivno obeleţenih dvolanĉanih T/C 

proba sa jedarnim proteinima iz K562 ćelija metodom usporene elektroforetske 

pokretljivosti (EMSA). Radi potvrde specifiĉnosti formiranih kompleksa, ista 

neobeleţena tj. hladna proba dodavana je u naznaĉenom molarnom višku. “Supershift” 

reakcija dodavanjem antitela na transkripcioni faktor MEIS1/2 prikazana je u poslednjoj 

koloni. Formirani kompleks (“supershift”) oznaĉen je strelicom. 

 

  

 1    2    3    4    5    6    7     8    9    10 

Supershift 
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EKSPRESIJA JAK2 GENA KOD PACIJENATA SA MPN: KORELACIJA SA SNP 

rs12343867 U INTRONU 14 GENA ZA JANUS KINAZU 2  

 

Nema mnogo podataka u literaturi o ekspresiji JAK2 gena kod pacijenata sa 

MPN. Uoĉeno je da postoji korelacija izmeĊu nivoa JAK2 iRNK i prisustva JAK2-

V617F mutacije [40]. Mi smo analizirali ekspresiju JAK2 gena u granulocitima MPN 

pacijenata i zdravih kontrola metodom qRT-PCR-a, korišćenjem TaqMan tehnike. 

Relativni nivo ekspresije je odreĊen primenom ddCt metode, gde je kao kalibrator 

korišćena HL-60 ćelijska linija. Nivo ekspresije izraţen je u relativnim jedinicama 

(˝relative units˝; RU).   

 

Ekspresija JAK2 gena praćena je u grupi od 51 pacijenta (18 PV, 27 ET i 6 MF)  

i 12 zdravih kontrola. Medijana starosti pacijenata (26 muškaraca i 25 ţena) je bila 48,5 

godina (opseg 16 - 75), dok je medijana starosti zdravih kontrola (6 muškaraca i 6 ţena) 

bila 42 godine (opseg 22 - 84). Uoĉena je izuzezna heterogenost u ekspresiji JAK2 gena 

kod pacijenata (medijana 43,24; opseg 6,40–164,16), dok je kod kontrola uoĉena znatno 

ujednaĉenija ekspresija (medijana 35,77; opseg 20,62-100,57). Nije uoĉena razlika u 

ekspresiji JAK2 gena izmeĊu ukupne grupe analiziranih pacijenata i kontrola (p=0,539). 

MeĊutim, kada se analizira ekspresija JAK2 gena u vezi sa prisustvom JAK2-V617F 

mutacije, uoĉavaju se znaĉajne razlike: MPN pacijenti sa mutacijom imali su znaĉajno 

viši nivo JAK2 iRNK u svojim granulocitima u odnosu na one bez mutacije (p=0,001) 

(Slika 28a).  

 

Slika 28. Analiza ekspresija JAK2 gena kod pacijenata sa MPN. a) Ekspresija JAK2 

gena kod pacijenata sa V617F mutacijom i bez mutacije; b) PoreĊenje ekspresije JAK2 

gena kod PV, ET i MF pacijenata; c) Zavisnost ekspresije JAK2 gena u zavisnosti od 

SNP rs12343867 genotipa. p vrednosti za svaki rezultat date su u okviru slike. 
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Pored toga, u grupi bolesnika sa JAK2-V617F mutacijom, znaĉajna razlika u 

ekspresiji JAK2 gena uoĉena je izmeĊu pacijenata sa PV, ET i MF (p=0,041), gde su 

pacijenti sa MF imali najviši nivo JAK2 iRNA (Slika 28b).  

Posebno je analizirana ekspresija JAK2 gena u korealaciji sa prisustvom C/T 

alela u okviru SNP rs12343867 u intronu 14 JAK2 gena. Ispitivanje uticaja ovog novog  

regulatornog elementa u intronu 14 pokazalo je da su pacijenti sa C alelom u okviru 

rs12343867 imali sliĉan nivo ekspresije JAK2 gena kao pacijenti sa T alelom (p=0,620) 

(Slika 28c). Prema tome, uticaj SNP rs12343867 na JAK2 ekspresiju nije utvrĊen. 

 

Sažetak 

 Na osnovu ovih rezultata zakljuĉili smo da represorski regulatorni element u 

intronu 14 gena za JAK2, koji smo pronašli i okarakterisali na in vitro nivou, deo 

sloţene mašinerije koja moduliše ekspresiju JAK2 gena. 

 

 

ANALIZA EKSPRESIJE APOPTOTSKIH GENA KOD PACIJENATA SA MPN  

 

U ovom radu analizirana je ekspresija ĉlanova BCL2 familije gena BAX, BCL2 i 

BCL2L12 u granulocitima pacijenata sa MPN i zdravih kontrola. Ekspresija je praćena 

qPCR metodom korišćenjem SYBR Green tehnike. TakoĊe, ispitana je i ekspresija 

FASR gena, kao najznaĉajnijeg predstavnika markera spoljašnjeg apoptotskog puta 

korišćenjem TaqMan tehnike. Relativni nivo ekspresije je odreĊen primenom ddCt 

metode, gde je kao kalibrator korišćena HL-60 ćelijska linija. Nivo ekspresije izraţen je 

u relativnim jedinicama (˝relative units˝; RU). TakoĊe je korelisana ekspresija 

apoptotskih gena sa mutacionim statusom MPN pacijenata, kao i sa procentom 

zastupljenosti JAK2-V617F alela. 

 

 

ANALIZA EKSPRESIJE GENA UNUTRAŠNJEG APOPTOTSKOG PUTA 

 

Studija markera unutrašnjeg apoptotskog puta je obuhvatila 37 pacijenata (18 

ţena i 19 muškaraca; medijana starosti 48 godina; raspon 16-74) i 8 zdravih kontrola (6 
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ţena i 2 muškarca; medijana starosti 45,5 godina; raspon 31-84). Rezultati su pokazali 

da je kod pacijenata smanjena ekspresija gena BAX i BCL2L12 (medijana 2,51; 0,59) u 

poreĊenju sa normalnim kontrolama (medijana 4,61 i 1,61) (p=0,002, p<0,001) (Slika 

29 a i b). Ekspresija anti-apoptotskog BCL2 gena nije promenjena kod pacijenata u 

odnosu na kontrole (medijana 0,23 i 0,25; p=0,656) (Slika 29c). 

 

 Slika 29. Ekspresija gena unutrašnjeg apoptotskog puta kod pacijenata sa MPN. 

a) ekspresija pro-apoptotskog BAX gena smanjena je kod pacijenata u odnosu na 

kontrole; b) ekspresija BCL2L12 gena smanjena je kod pacijenata u odnosu na kontrole; 

c) anti-apoptotski BCL2 gen nije razliĉito eksprimiran kod pacijenata i kontrola. 

Odgovarajuće p vrednosti prikazane su u okviru svake slike. 

 

Sažetak 

 Posmatrajući celokupan uzorak pacijenata sa MPN, primećeno je da je 

ekspresija pro-apoptotskog BAX gena smanjena kod pacijenata u odnosu na 

kontrole, a takoĊe je smanjena ekspresija BCL2L12 gena ĉija se anti- ili pro- 

apoptotska uloga još ne zna. Ekspresija anti-apoptotskog BCL2 gena nije 

promenjena kod pacijenata u odnosu na kontrole. Ovi rezultati ukazuju da 

deregulisana apoptoza kod MPN pacijenata predstavlja mehanizam akumulacije 

malignog klona. 

 

 

OdreĊivanje odnosa ekspresije BCL2/BAX kod obolelih od MPN 

 

Poznato je da su proteini BCL2 i BAX sposobni da meĊusobno interaguju 

formirajući homo- i hetero- dimere i na taj naĉin vrše modulaciju apoptotskog procesa. 

Pretpostavlja se da odnos ekspresije BCL2 i BAX gena moţe odrediti u kom smeru će 
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ćelija odreagovati na apoptotski stimulus [157]. 

Analizom BCL2/BAX odnosa kod pacijenata sa MPN i zdravih kontrola nije 

primećena statistiĉki znaĉajna razlika (p=0,119), a takoĊe su i medijane odnosa 

BCL2/BAX bile sliĉne kod pacijenata i kontrola (0,1 vs. 0,06).  

 

Sažetak 

 OdreĊivanjem vrednosti odnosa ekspresije BCL2/BAX gena nije se došlo do 

zakljuĉaka o efektima njihove meĊusobne interakcije u procesu patogeneze 

MPN. Moţe se zakljuĉiti da oni pretstavljaju snaţne supresore, odnosno 

aktivatore procesa apoptoze, a brojne meĊusobne interakcije u koje stupaju 

apoptotski proteini odreĊuju krajnju sudbinu ćelije. 

 

 

 

ANALIZA EKSPRESIJE GENA UNUTRAŠNJEG APOPTOTSKOG PUTA KOD 

MPN ENTITETA I KORELACIJA SA PRISUSTVOM JAK2-V617F MUTACIJE 

 

Esencijalna trombocitemija 

 

U ovoj grupi analizirano je 15 pacijenata, od kojih je njih 7 bilo sa V617F 

mutacijom, a 8 bez mutacije. Kada se analizira zavisnost nivoa ekspresije apoptotskih 

markera od mutacionog statusa pacijenata sa ET, primećeno je da za BAX gen postoji 

negativna korelacija ovih parametara. Naime, kod pacijenata sa V617F mutacijom nivo 

ekspresije ovog gena je isti kao u kontrolnoj grupi (p=0,112), dok je kod pacijenata bez 

V617F mutacije nivo iRNK pro-apoptotskog BAX gena smanjena u odnosu na kontrolnu 

grupu (p=0,021). Rezultati pokazuju da je ukupno u ovoj grupi smanjen nivo ekspresije 

BAX gena u odnosu na normalne kontrole (p=0,023; medijana = 2,71 i 4,61) (Slika 30a). 

Nivo iRNK za BCL2L12 gen smanjen je kod pacijenata sa ET u odnosu na 

kontrole (medijana 0,53 i 1,52; p<0,001), dok je uoĉeno da prisustvo mutacije nema 

efekat na nivo ekspresije BCL2L12 gena (p=0,001 kako kod pacijenata sa mutacijom 

tako i kod onih bez V617F mutacije) (Slika 30b). 

Kod pacijenata sa ET nivo iRNK za BCL2 gen isti je kao kod kontrolne grupe 
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(p=1,000), a pokazano je i da nema razlike u nivou BCL2 iRNK kod pacijenata sa 

V617F mutacijom i onih bez mutacije u odnosu na zdrave kontrole (p=0,281; p=0,279) 

(Slika 30c). 

 

a)    b)    c)

 

Slika 30. Ekspresija gena unutrašnjeg apoptotskog puta kod pacijenata sa ET. Za 

svaki gen je prikazana ekspresija odgovarajućeg gena kod JAK2-V617F+, JAK2-

V617F- pacijenata i kontrolne grupe. Odgovarajuće p vrednosti date su u okviru slike. 

 

 

Sažetak 

 Kod pacijenata sa ET primećeno je smanjenje ekspresije BAX gena, a prisustvo 

JAK2-V617F mutacije koreliše sa povećanjem njegove ekspresije. TakoĊe je 

smanjena ekspresija BCL2L12 gena, dok ekspresija BCL2 gena nije promenjena 

u odnosu na kontrolnu grupu. 

 

 

Policitemija vera 

 

Ukupno je analizirano 18 pacijenata sa PV, od kojih je kod 16 detektovana 

JAK2-V617F mutacija. Primećeno je da je kod ovih pacijenata ekspresija BAX gena 

smanjena u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,004; medijana 2,51 i 4,61). Analiza 

zastupljenosti JAK2-V617F alela kod ovih pacijenata pokazala je da nema korelacije 

izmeĊu koliĉine mutiranog V617F alela i nivoa ekspresije ovog markera apoptoze, 

odnosno pacijenti sa niskim procentom mutiranog JAK2 alela (<50%) imaju smanjenu 

apoptozu kao i oni sa visokim procentom (>50%) u odnosu na normalne kontrole 

(p=0,006 i p=0,044) (Slika 31a). 
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Sliĉno tome, za BCL2L12 gen je pokazano da je ekspresija ovog gena smanjena 

kod pacijenata sa PV u odnosu na kontrole (p<0,001;  medijana 0,78 i 1,52), a pokazano 

je da nivo ekspresije ovog pro-apoptotskog markera ne pokazuje korelaciju sa 

procentom prisutnog mutiranog V617F alela, odnosno pacijenti sa niskim procentom 

V617F alela imaju smanjenu ekspresiju kao i oni sa visokim procentom (p=0,003; 

p=0,044) (Slika 31b). 

Za BCL2 gen kod pacijenata sa PV je pokazano da nema razlike u ekspresiji 

ovog anti-apoptotskog ĉlana BCL2 familije gena kod pacijenata u odnosu na kontrolnu 

grupu (p=0,677), kao i da ne postoji razlika u njegovoj ekspresiji u odnosu na nivo 

mutiranog alela (p=0,710 kod onih sa <50% V617F alela, i p=0,833 kod onih sa >50% 

mutiranog V617F alela) (Slika 31c). 

 

Slika 31. Zavisnost ekspresije gena unutrašnjeg apoptotskog puta kod pacijenata 

sa PV od koliĉine mutiranog V617F alela. Za svaki gen je prikazana ekspresija 

odgovarajućeg gena kada je koliĉina alela kod pacijenata <50%V617F i >50%V617F, 

kao i kontrolna grupa. Odgovarajuće p vrednosti date su u okviru slike.  

 

 

Sažetak 

 Kod pacijenata sa PV primećeno je smanjenje ekspresije BAX i BCL2L12 gena, 

dok ekspresija BCL2 gena nije promenjena u odnosu na kontrolnu grupu. 

Prisustvo razliĉitog procenta JAK2-V617F alela kod ovih pacijenata ne utiĉe na 

nivo ekspresije ispitivanih apoptotskih gena. 

 

Mijelofibroza 

 

Ukupno su analizirana 4 pacijenta sa MF, od kojih je 3 bilo sa V617F 
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mutacijom. Iako je broj analiziranih pacijenata mali, isti trend postoji i kod ove bolesti u 

odnosu na analizirane markere apoptoze: sniţen nivo BAX i BCL2L12 gena u odnosu na 

zdrave kontrole (p=0,013; p=0,003) (Slika 32 a i b), i isti nivo ekspresije BCL2 gena 

kod pacijenata i zdravih kontrola (p=0,656) (Slika 32c). 

 

Slika 32. Ekspresija markera unutrašnjeg apoptotskog puta kod pacijenata sa MF. 

Prikazana je smanjena ekspresija BAX i BCL2L12 gena kod pacijenata sa MF u odnosu 

na kontrolnu grupu, kao i nepromenjena ekspresija BCL2 gena. 

 

Sažetak 

 I kod MF pacijenata, kao i kod ostalih grupa pacijenata sa MPN, primećeno je 

smanjenje ekspresije BAX i BCL2L12 gena, dok ekspresija BCL2 gena nije 

promenjena u odnosu na kontrolnu grupu.  

 

 

ISPITIVANJE EKSPRESIJE MARKERA SPOLJAŠNJEG APOPTOTSKOG PUTA 

KOD PACIJENATA SA MPN 

 

Spoljašnji apoptotski put prouĉavan je analizom ekspresije FASR u 

granulocitima kod ukupno 31 pacijenta sa MPN (13 ET, 15 PV, 3 MF) i 7 zdravih 

kontrola. Proseĉna starost pacijenata bila je 47 godina (raspon 16-74), od toga je bilo 16 

muškaraca i 15 ţena. Medijana starosti kontrola bila je 47 godina (raspon 31-84), od 

toga je bilo 5 ţena i 2 muškarca. Kao što se vidi sa Slike 33, statistiĉki visoko znaĉajna 

razlika u ekspresiji FASR prisutna je kod pacijenata sa MPN u odnosu na zdrave 

kontrole (p=0,001,  medijana 105,682 i 268,063).  
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Kada se analizira ekspresija gena za FASR kod razliĉitih bolesti zapaţa se da je 

kod pacijenata sa ET prisutan sniţen nivo ekspresije FASR u odnosu na kontrolnu grupu 

(p=0,003;  medijana 85,899 i 268,063) (Slika 34a). Prisustvo V617F mutacije ne menja 

znaĉajno razliku u ekspresiji gena za FASR izmeĊu pacijenata i kontrola (pacijenti sa 

mutacijom: p=0,048, pacijenti bez mutacije p=0,002). 

 Kod pacijenata sa PV konstatovan je sniţen nivo iRNK za FASR u odnosu na 

kontrole (p=0,002, medijana 113,345, 268,063) (Slika 34b), a analiza koliĉine prisutnog 

V617F alela je pokazala da nema znaĉajne razlike u ekspresiji FASR kod pacijenata sa 

<50% mutiranog alela (p=0,013) i onih sa >50% mutiranog alela (p=0,006). 

Grupa pacijenata sa MF je mala za statistiĉku obradu (3 pacijenta), što je moţda 

razlog što nije uoĉena razlika u ekspresiji FASR u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,117) 

(Slika 34c). Ovu grupu pacijenata treba proširiti i dodatno ispitati. 

a)    b)    c)

 

Slika 34. Ekspresija FASR gena kod pacijenata sa ET, PV i MF.  
 

 

Slika 33. Ekspresija FASR 

gena kod pacijenata sa MPN. 

Ekspresija FASR gena smanjena 

je kod pacijenata u odnosu na 

kontrole. 
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Sažetak 

 Posmatrajući celokupan uzorak pacijenata sa MPN, primećeno je da je 

ekspresija gena za FASR smanjena kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. 

Prisustvo JAK2-V617F mutacije ne utiĉe na nivo ekspresije ovog apoptotskog 

gena. 
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MIJELOPROLIFERATIVNE NEOPLAZIJE – OPŠTE KARAKTERISTIKE 

ANALIZIRANE GRUPE BOLESNIKA 

 

Mijeloproliferativne neoplazije (MPN) su hroniĉni hematološki maligniteti koji 

se odlikuju autonomnom proliferacijom opredeljenih progenitora hematopoeze i 

aberantnom aktivacijom tirozin kinaznih signalnih puteva u kombinaciji sa snaţnim 

odgovorom na citokine i faktore rasta. Tri bolesti predstavljaju MPN u uţem smislu: 

policitemija vera (PV), esencijalna trombocitemija (ET) i mijelofibroza (MF). One 

pokazuju znaĉajnu fenotipsku mimikriju, gde moţe doći do fenotipske promene od ET u 

PV, kao i do evolucije u mijelofibrozu (post -PV/ post -ET mijelofibroza).  

Naša grupa ispitanika sastojala se od 199 pacijenata sa MPN i pokazala je neke 

znaĉajne karakteristike: medijana starosti pacijenata bila je 49 godina, mada se MPN 

smatraju bolestima starijeg ţivotnog doba (preko 60 godina). Ono što ovu grupu 

bolesnika ĉini specifiĉnom je starost pacijenata (opseg 12-81), a posebno ĉinjenica da je 

u našoj grupi bolesnika ĉak njih 50 bilo mlaĊe od 40 godina. Ovakva distribucija je vrlo 

neuobiĉajena i vaţna kao populacioni marker. 

Vaţno obeleţje ovih bolesti ja prisustvo „missense“ JAK2-V617F mutacije u sve 

tri bolesti, s tom razlikom što je procenat zastupljenosti mutacije po bolestima razliĉit. 

Procenat detektovane mutacije zavisi od duţine trajanja bolesti pre dijagnoze, ĉistoće 

izolovanih granulocita i osetljivosti metode koja se koristi za detekciju. Po literaturi, 

procenat zastupljenosti mutacije kod ET je 39-75%, kod PV 75-97%, a kod MF od 30-

55% [32-35, 39, 40]. Kod naših pacijenata sa postavljenom ili suspektnom dijagnozom 

MPN, JAK2-V617F mutacija je detektovana kod 53% ET, 78% PV i 38% MF 

pacijenata. 

U nedavno objavljenoj studiji detaljno je analiziran uticaj pola kao 

modifikujućeg faktora koji utiĉe na zastupljenost mutacije po polovima, kao i na 

koliĉinu mutiranog alela kod muškaraca i ţena [158]. Sliĉno kao i u ovom radu, u našoj 

grupi pacijenata sa ET preovlaĊuju ţene (63%), dok kod PV i MF dominiraju muškarci 

(64% i 67%). Procenat pacijenata sa mutacijom u našoj grupi bolesnika ne varira u 

odnosu na pol, izuzev kod MF pacijenata, što smatramo posledicom malog broja 

pacijenata u toj grupi (21; 14 muškaraca i 7 ţena). 
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TRANSFORMACIJA MPN U AKUTNU MIJELOIDNU LEUKEMIJU 

 

Velika paţnja poslednjih godina usmerena je na izuĉavanje mehanizama koji 

vode ka nastanku tzv. sekundarne akutne mijeloidne leukemije (sAML), koja 

predstavlja evoluciju drugih hematoloških maligniteta u AML [159-161]. Smatra se da 

će se izuĉavanjem mehanizama koji prevode druge hematološke malignitete u akutnu 

fazu, pronaći odgovor o mutacionim dogaĊajima koji su uzrok poĉetne promene koja 

dovodi do maligne transformacije hematopoetskog progenitora. Sve tri MPN bolesti se 

mogu transformisati u AML, koja obiĉno ima lošu prognozu, a do ove kasne 

transformacije (nakon 10-20 godina od poĉetka bolesti) dolazi kod 4-8% ET i PV i 8-

23% MF pacijenata [17]. Ranije je pokazano da kod pacijenata koji su imali JAK2-

V617F mutaciju u svojim granulocitima u toku hroniĉne faze bolesti, u  toku tzv. 

blastne (leukemiĉne) faze u klonu koji dominira nemaju ovu mutaciju [22, 162]. Studije 

koje koriste metodologiju SNP array i GWAS otkrile su lokuse i potencijalne gene 

ukljuĉene u ovaj proces. Ĉeste mutacije su identifikovane u TET2 (26,3%), ASKSL1 

(19,3%), IDH1 (9,5%), i JAK2 (36,8%) u sAML , a primećene su sve moguće 

kombinacije ovih mutacija [17]. MeĊutim, za razliku od JAK2-V617F, koja se retko 

identifikuje van klasiĉnih mijeloproliferativnih neoplazija, mutacije u ovim genima, 

meĊu kojima su i geni ukljuĉeni u epigenetsku regulaciju transkripcije, prisutne su u 

širokom spektru mijeloidnih maligniteta, ukljuĉujući bolesnike sa primarnim  

mijelodisplastiĉnim sindromom i akutnim mijeloidnim leukemijama , sugerišući da ove 

mutacije mogu biti zajedniĉki genomski dogaĊaj u mijeloidnim malignitetima [163] 

(Slika 29). Nedavno otkriće engleske grupe nauĉnika [164] da JAK2 protein ima 

nuklearnu lokalizaciju i da uĉestvuje u fosforlaciji histona H3, izazvalo je otvaranje 

nove dimenzije uticaja JAK2 gena. Ova novootkrivena uloga otvara mogućnost da i sam 

JAK2 protein, kao i drugi faktori ukljuĉeni u epigenetsku regulaciju, menja 

mikrosredinu u kostnoj srţi, tako da se stvara okolina pogodna za nastanak mutacija u 

odreĊenim hipermutabilnim regionima DNK.  
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Slika 35. Poznate funkcije EZH2, TET2, ASXL1 i JAK2 u epigenetskoj regulaciji 

genske ekspresije. U gornjem delu slike predstavljena je funkcija normalnog proteina, 

a u donjem delu slike funkcija mutiranog proteina. Jedino wt JAK2 protein nema ulogu 

u epigenetskoj regulaciji, već samo JAK2-V617F protein. Preuzeto iz Vannucchi et al. 

Haematologica (2011) [163]. 

 

 

Još jedan vaţan marker akutnih mijeloidnih leukemija je FLT3-ITD mutacija, 

koja se javlja kod oko 30% de novo AML pacijenata sa normalnim kariotipom i 

predstavlja loš prognostiĉki marker kod ovih bolesnika [82]. Poznato je da FLT3-ITD 

dovodi do proliferacije ranih hematopoetskih progenitorskih ćelija, a prekliniĉke studije 

su pokazale da FLT3-ITD mutacija kod mišjeg modela izaziva promene koje  daju sliku 

esencijlne trombocitemije [84]. TakoĊe, pokazano je da je FLT3-ITD prisutan kod 15% 

sAML nastale od mijelodisplazije [161]. U literaturi je opisano udruţeno prisustvo 

JAK2-V617F i FLT3-ITD mutacije kod pacijenata sa AML, mada se kliniĉki znaĉaj 

ovog dogaĊaja još uvek ne zna [42]. Nije iskljuĉena mogućnost da bi udruţenost ove 

dve aktivirajuće mutacije sa snaţnim uticajen na proliferaciju, moglo da objasni 

evoluciju MPN u AML.  Obzirom na prethodne studije koje su ispitivale prisustvo ove 

mutacije kod JAK2-V617F negativnih pacijenata [86], mi smo odluĉili da ispitamo 
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prisustvo ove mutacije i kod JAK2-V617F pozitivnih pacijenata. Ni kod jednog od 

ispitivanih pacijenata nije utvrĊeno prisustvo FLT3-ITD mutacije. Svi naši pacijenti 

analizirani su u ranoj fazi bolesti, neposredno nakon postavljanja dijagnoze na osnovu 

drugih kriterijuma. Za poĉetnu transformaciju maligne ćelije oĉigledno je dovoljna 

jedna mutacija koja pogaĊa proces proliferacije. Dugoroĉno praćenje ovih bolesnika na 

markere proliferacije, meĊu kojima FLT3-ITD moţe da ima znaĉaj, mogli bi da rasvetle 

patogenezu ovih oboljenja i njihovu evoluciju u AML. 

 

 

JAK2 “ALLELE BURDEN” 

 

Analiza zastupljenosti mutiranog JAK2-V617F alela kod pacijenata sa MPN ima 

znaĉaja ne samo u dijagnostici i kliniĉkom tretmanu ovih pacijenata, već je i vaţan 

parametar u praćenju odgovora na terapiju. Povećani nivo V617F alela povezan je sa 

povećanom ekspresijom nizvodnih ciljnih gena [40, 45, 58], aktivacijom granulocita 

[165], kao i nekim kliniĉkim parametrima (broj leukocita, nivo hemoglobina, veliĉina 

jetre i dr.) [56-58].  

Više razliĉitih metoda kojima se odreĊuje procenat mutiranog alela u ukupnoj 

koliĉini alela postoji u literaturi, koji se odlikuju razliĉitim pristupima (alelska 

diskriminacija vs. alel specifiĉni qPCR), razliĉitim nivoom osetljivosti, kao i po 

upotrebi razliĉitih standarda (upotreba plazmida sa kopijama wt i V617F alela vs. 

razblaţenja mutirane u wt DNK poreklom iz ćelijskih linija) za apsolutnu kvantifikaciju. 

Naš pristup podrazumevao je korišćenje strategije alel specifiĉnog qPCRa preuzeta iz 

rada Lippert et al. 2006, gde su korišćeni specifiĉni nizvodni prajmeri (JAK2-wt i JAK2-

V617F), zajedniĉki uzvodni prajmer i fluorescentno obeleţena proba [40]. Za 

konstrukciju standardne krive korišćena je serija razblaţenja mutirane DNK poreklom iz 

HEL ćelijske linije homozigotne za JAK2-V617F mutaciju i K562 ćelijske linije, koja je 

wt za JAK2 gen. Konstruisane su standardne krive za wt i V617F alel i iz njih odreĊen 

procenat mutiranog i wt alela za svaki od analiziranih uzoraka.  

Naša analiza pokazuje specifiĉnu distribuciju mutiranog alela kod razliĉitih 

MPN entiteta, koja odgovara literaturnim podacima [166, 167]. Kod ET je prisutan 

relativno nizak nivo mutiranog alela (medijana 27%; opseg (15–42%), što je 
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karakteristika ET, jer kod nje, za razliku od PV i MF, postoji poliklonalna hematopoeza 

[9]. Naime, istraţivanja klonalnosti hematopoeze kod ovih pacijenata su pokazala da wt 

klon nije suprimiran postojanjem mutiranog klona, kao što je sluĉaj kod PV. Kod PV 

nivo eritropetina igra glavnu ulogu, i regulisan je brojem eritrocita: kada se poveća broj 

eritrocita, to postaje okidaĉ senzorima za kiseonik da se smanji nivo eritropoetina. Tada 

ćelije nosioci mutacije, koje mogu da se dele i u odsustvu eritropoetina, stiĉu 

proliferativnu prednost i dolazi do ekspanzije mutiranog klona. Kod ET, gde nivo 

trombopetina odreĊuje broj cirkulišućih trombocita, pokazano je da nivo ovog faktora 

rasta ostaje konstantan tokom bolesti, tako da wt ćelije proliferišu uporedo sa mutiranim 

klonom [168]. Stoga procenat ćelija koje nose JAK2 mutaciju nikada nije visok kao kod 

PV, a takoĊe je retka pojava mitotiĉke rekombinacije kod pacijenata sa ET [53], te je 

broj homozigota mali ili ih nema, kao kod naše grupe.  

Kod pacijenata sa PV je prisutno znaĉajno više mutiranog alela (medijana 44%), 

a opseg detektovanog mutiranog alela bio je od 1 do 98%. Ovakva distribucija je 

karakteristiĉna za PV, obzirom da je kod PV prisutna mitotiĉka rekombinacija i veliki 

broj pacijenata ima mutaciju u homozigotnom stanju (31% kod naših pacijenata sa PV).  

Kod MF JAK2-V617F mutirani alel je prisutan u visokom procentu: medijana 

81%; opseg 21–92%), a procenat homozigotnih nosilaca mutacije je veoma visok, 

(75%), što je u saglasnosti sa literaturom [158, 167]. Kod post- PV mijelofibroze klon 

koji nosi mutaciju u homozigotnom stanju kao da je u još većoj ekspanziji, tako da su 

kod ovih pacijenata prisutni najviši procenti zastupljenosti mutiranog alela. 

 

 

46/1 HAPLOTIP 

 

Još jedan suštinski pomeraj u rasvetljavanju patogeneze mijeloproliferativnih 

neoplazija napravljen je kada su tri nezavisne grupe nauĉnika 2009 god. objavile otkrića 

vezana za haplotip koji predisponira nastanak JAK2-V617F mutacije [63-65]. Postojanje 

jedne mutacije u tri razliĉita oboljenja, dokazi da JAK2-V617F mutacija nije primarni 

dogaĊaj u ovim bolestima, kao i familijarni sluĉajevi u kojima se ne nasledjuje JAK2-

V617F mutacija, potencirali su ubeĊenje da još neki genetiĉki i epigenetiĉki faktori 

utiĉu na patogenezu ovih bolesti. Zahvaljujući GWAS tehnologiji locirani su SNP koji 
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predstavljaju haplotip koji asocira sa mijeloproliferativnim neoplazijama. Ovaj 

specifiĉni JAK2 haplotip se usled prisustva GG i CC nukleotida na odreĊenim 

pozicijama naziva GGCC haplotip, ili 46/1. Osam SNP-ova bliţe definiše ovaj haplotip 

i locirani su u intronima JAK2 gena. Nekoliko vaţnih paradigmi vezano je za JAK2 

haplotip: JAK2-V617F mutacija dogaĊa se u 80% sluĉajeva na ovom haplotipu [63]; 

mutacija se dešava in cis sa dva asocirana SNP [63]; više nezavisnih mutacionih 

dogaĊaja dešavaju se u razliĉitim progenitorima pacijenata sa MPN [63]; ovaj haplotip 

predisponira nastanak JAK2 egzon 12 [169], ali ne i MPL mutacija [67]; haplotip ne 

predisponira familijarne MPN sluĉajeve [16]. 

Dve hipoteze pokušale su da objasne mehanizam dejstva 46/1 haplotipa: 

hipoteza „plodnog tla“ govori o tome da se JAK2 mutacija dešava na svakom haplotipu, 

ali ako se desi na 46/1 haplotipu, ona dovodi do razvoja MPN; hipoteza 

„hipermutabilnosti“ pretpostavlja da ovaj hapoltip stvara osetljivost na DNK-repair 

defekte ili replikacione netaĉnosti i kao rezultat genetiĉke nestabilnosti dovodi do 

nastanka JAK2 mutacija. 

Mi smo ispitali korelaciju haplotipa sa JAK2-V617F mutacijom kod naše grupe 

pacijenata sa MPN i dobili signifikantno veću uĉestalost genotipa CC u okviru 

rs12343867 (p=0.04) kod pacijenata u odnosu na kontrole, kao i uĉestalost C alela kod 

pacijenata (p<0.05). TakoĊe smo ispitali uticaj haplotipa na kliniĉke parametre (nivo 

hemoglobina i hematokrit) i ustanovili da haplotip ne utiĉe na ove parametre. Ovi 

rezultati se u potpunosti uklapaju u literaturne. 

Ovi rezultati pokazuju da se populacija naših pacijenata, kao i kontrola, nalaze u 

Hardy-Weinberg-ovoj ravnoteţi. MeĊutim, uĉestalost C alela je znaĉajno povećana kod 

pacijenata, jasno ukazujući da alel C koreliše sa prisustvom bolesti. On zapravo koreliše 

sa prisustvom JAK2-V617F mutacije, jer je frekvencija alela kod JAK2-V617F 

negativnih pacijenata ista kao kod zdravih kontrola. Povećana uĉestalost C alela kod 

pacijenata PV u odnosu na pacijente sa ET oĉigledno rezultuje povećanom frekvencom 

JAK2-V617F mutacije kod PV. 
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POLIMORFIZMI U GENU ZA JANUS KINAZU 2 KAO REGULATORI 

GENSKE EKSPRESIJE 

 

 

Transkripciona regulacija humanog JAK2 gena nije detaljno izuĉena. 

Okarakterisani su promotorski regioni familije Janus kinaza kod riba [170], gde je 

pokazano da su kod svih ĉlanova ove familije gena prisutni „TATA-less“ promotori i da 

odsustvuje tipiĉna oragnizacija promotorskog regiona. Jedna od novijih studija bavila se 

promotorom humanog JAK3 gena [171]. Postojanje transkripcionih regulatornih 

elemenata u intronskim sekvencama opisano je literaturi za razliĉite gene [172-174], a 

mogućnost da je i u sluĉaju JAK2 gena transkripcija fino regulisana intronskim 

regulatornim elementima, postala je predmet izuĉavanja sa otkrićem 46/1 haplotipa. U 

našoj studiji smo u pokušaju da pronaĊemo nove intronske regulatorne elemente 

analizirali polimorfizam rs12343867, koji pripada 46/1 haplotipu gena za JAK2. In 

silico predikcijom, kojom je analiziran rs12343867 polimorfizam u intronu 14 JAK2 

gena, pokazano je vezivanje većeg broja razliĉitih transkripcionih faktora za ovaj DNK 

region. TakoĊe, predikcija je pokazala razliku u vrsti transkripcionih faktora u sluĉaju 

kada je nukleotid T ili nukleotid C prisutan na ovoj poziciji. 

Smanjenje CAT aktivnosti za ispitivane konstrukte pBLCAT_T i pBLCAT_C u 

odnosu na bazalnu CAT aktivnost reporterskog sistema, ukazalo je na represorski 

potencijal ovog regiona. Pokazana razlika u ekspresiji izmeĊu konstrukata koji sadrţe 

nukleotie T ili C ukazuje na njihovu potencijlnu razliĉitu ulogu u regulaciji 

transkripcije. EMSA analiza fragmenta duţine 30bp koji sadrţi rs12343867 polimorfno 

mesto, potvrdila je da bi ova DNK sekvenca mogla biti novi regulatorni cis- element 

lociran u ĉetrnaestom intronu gena za JAK2. Supershift analiza je pokazala uĉešće 

transkripcionog aktivatora MEIS1/2 jedino u kompleksu sa probom koja sadrţi 

nukleotid C, što zajedno sa rezultatima CAT eseja ukazuje na razliĉit transkripcioni 

modulacioni potencijal ovog cis-regulatornog elementa u transkripciji humanog JAK2 

gena. 

MEIS1, MEIS2 and TGIF su ĉlanovi TALE (three amino acid loop extension 

family) homeodomen-posedujućih transcripcionih faktora koji se eksprimiraju, izmeĊu 

ostalog, i u hematopoeznom tkivu, u mijeloidnim ćelijama [175]. MEIS1 je 
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transkripcioni aktivator i potreban je za odigravanje normalne hematopoeze. TakoĊe je 

prisutan u patološkim stanjima, kao što je leukemija [176]. Njegova povećana 

transkripcija praćena je udruţivanjem sa multiplim HOX i NUP98-HOX fuzionim 

proteinima, što vodi ubrzanju poĉetka AML [176]. TGIF je transkripcioni represor kod 

sisara i uĉestvuje u regulaciji transkripcije mnogih gena  (TGFβ, SMAD i dr.) u 

embrionalnj i adultnoj ćeliji [177]. 

Ovo je prvo istraţivanje koje je pokazalo da analizirani deo ĉetrnaestog introna 

gena za JAK2 predstavlja transkripcioni regulatorni cis-element koji vezuje MEIS1/2 

transkripcioni faktor i funkcioniše kao represor. TakoĊe, ovaj rad doprinosi 

razumevanju do sada nepoznatih fenomena koji mogu biti ukljuĉeni u nastanak 

kompleksnog fenotipa MPN. 

 

 

EKSPRESIJA JAK2 GENA KOD PACIJENATA SA MPN  

 

Literaturni podaci pokazuju da je ekspresija JAK2 gena povećana kod pacijenata 

sa MPN u odnosu na zdrave kontrole. Taĉan doprinos ove pojave na patogenezu MPN 

nije utvrĊen, ali predstavlja konstatan izazov i predmet je savremenih istraţivanja. Stoga 

je poseban znaĉaj u našoj studiji imalo praćenje ekspresije JAK2 gena u korelaciji sa 

haplotipom, jer bi njegovo modulišuće dejstvo na transkripcionom nivou moglo da ide u 

prilog hipotezi „fertilnog tla“. Tada bi se moglo oĉekivati da ukoliko se na definisanom 

haplotipu koji podiţe nivo transkripcije JAK2 gena desi onkogena JAK2-V617F 

mutacija, udruţenim delovanjem ove dve promene mutirani klon bi imao dvojaki efekat 

na nizvodne signalne puteve, što bi mu dalo selektivnu prednost. Naši rezultati su 

pokazali da haplotip ne deluje tako što menja ekspresiju JAK2 gena kod pacijenata sa 

MPN. Posmatrali smo i pacijente sa mutacijom i one bez nje, i korelisali ekspresiju u 

odnosu na haplotip. Uoĉili smo izuzetnu heterogenost u ekspresiji JAK2 gena kod 

pacijenata, dok je kod zdravih kontrola ekspresija bila vrlo ujednaĉena. Nije pronaĊena 

znaĉajna razlika u ekspresiji JAK2 gena ni kod jedne od analiziranih grupa u odnosu na 

46/1 haplotip. Na osnovu ovog rezultata zakljuĉili smo da je represorska funkcija 

regulatornog elementa u intronu 14 gena za JAK2, koji smo pronašli i okarakterisali na 

in vitro nivou, u in vivo uslovima deo sloţene mašinerije koja utiĉe na finu regulaciju 
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ekspresije JAK2 gena, tako da je njegova represorska uloga modifikovana uticajem 

drugih transkripcionih faktora. 

Uticaj polimorfizama na ekspresiju JAK2 gena bio je predmet istraţivanja i 

drugih studija:  ispitani su uticaji JAK2 rs2230724, rs10429491 [65] i rs10974944 [64], i 

pokazano je da nemaju uticaj na ekspresiju JAK2 gena kod pacijenata sa MPN. Nedavno 

je pronaĊen polimorfizam u promotorskom regionu JAK2 gena koji asocira sa MPN. Za 

ovaj polimorfizam autori su utvrdili da ima efekat na transkripciju u in vitro uslovima, a 

ostaje da se utvrdi njegovo dejstvo in vivo. Ovaj bi rezultat dao odgovor na mogući 

mehanizam dejstva 46/1 haplotipa u sticanju proliferativne prednosti maligne ćelije. 

 

 

POREMEĆAJ EKSPRESIJE GENA UKLJUĈENIH U PROCES APOPTOZE 

 

Proces apoptoze je deregulisan u većem broju hematoloških maligniteta, što 

dovodi do rezistencije malignih ćelija na signale smrti i obezbeĊuje im duţi ţivot u 

odnosu na normalne ćelije. TakoĊe, poremećena apoptoza dovodi do otpornosti na 

terapije i pospešuje napredovanje bolesti. Promene u apoptozi su opisane kod hroniĉne 

mijeloidne leukemije (HML), hroniĉne limfocitne leukemije (HLL), 

mijelodisplastiĉnom sindromu (MDS),  AML i dr. Kod mijeloproliferativnih neoplazije 

prouĉavanje apoptotskih promena maligno izmenjenih ćelija nije zauzelo tako veliki 

znaĉaj, i nema mnogo literaturnih podataka na ovu temu. Ipak, u poslednje dve godine 

broj publikacija vezanih za apoptozu naroĉito se uvećava kao posledica izuĉavanja 

efekata terapeutika koji se koriste u leĉenju MPN, jer se pokazalo da ćelije kao odgovor 

na terapiju zauzimaju odbrambenu poziciju i stvaraju rezistenciju upravo pospešivanjem 

apoptoze. U tom kontekstu i naši rezultati mogu biti zanimljivi u rasvetljavanju 

potencijalnih puteva kojima ove maligne ćelije zaobilaze normalan put ćelijske smrti. 

 U našem istraţivanju koristili smo granulocite kao populaciju ćelija gde se 

upravo odvija maligni proces kod pacijenata sa MPN. U istraţivanjima Tognon et al. iz 

2011. i 2012., koji su takoĊe pratili ekspresiju apoptotskih markera kod pacijenata sa 

MPN, korišćeni su limfociti i matiĉne ćelije [109, 131]. Još od ranije je poznato da se 

ekspresija apoptotskih gena menja tokom sazrevanja normalnih hematopoetskih ćelija, 

te je stanje u terminalno diferenciranim ćelijama razliĉito u odnosu na matiĉnu ćeliju 
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hematopoeze, kao i u odnosu na druge ćelijske populacije koje nisu zahvaćene 

mutacionim dogaĊajem. Prouĉavanje matiĉne ćelije i limfocita kod pacijenata sa MPN 

moglo bi da da sliku stanja mikrosredine u samom hematopoeznom tkivu,  koja vrši 

uticaj na sve ćelije i procese u njima. Sve više indicija ima da upravo ta mikrosredina, 

koju ĉine genetski i epigenetski faktori, predstavlja nišu koja diriguje nastanak 

hematoloških maligniteta. Kod HLL, na primer, nedvosmislen znaĉaj mikrosredine 

pokazan je eksperimentima u kojima su B limfociti spontano ulazili u proces apoptoze 

prilikom ex vivo kultivacije [178], što ukazuje na znaĉaj humoralnih faktora i ćelijskih 

interakcija na njihov opstanak in vivo. U proliferacionim centrima kod HLL pacijenata 

ćelije interaguju sa T limfocitima i razliĉitim ćelijama strome, i te interakcije stimulišu 

proliferaciju, a inhibiraju apoptozu ĉime se favorizuje opstanak leukemiĉnih ćelija. 

Sliĉno se moţe oĉekivati i kod pacijenata sa MPN, a posebno je u tome interesantna 

mijelofibroza. Kod ovog oboljenja efekat mikrosredine se odraţava ne samo na ćelije 

hematopoeze, već i na ćelije strome kosti, te dolazi do zamene hematopoetskog tkiva 

fibroznim. Fibroblasti iz kostne srţi su poliklonalni i pokazuju normalne osobine [20], 

što govori o tome da oni nisu zahvaćeni malignim procesom, već je stimulacija njihove 

deobe rezultat delovanja faktora iz okoline. Pokazano je da su ćelijski i meĊućelijski 

nivoi velikog broja citokina izmenjeni kod ovih pacijenata i da presudnu ulogu u 

njihovom luĉenju imaju megakariociti [179-181]. Zato se i u terapiji ovih teških 

pacijenata koriste supresori citokina, i daju dobre rezultate na opštem nivou, mada ne 

deluju na uzrok bolesti [182]. Rezultati najnovijih istraţivanja, u kojima je praćen efekat 

transplantacije kostne srţi na ćelije strome, pokazali su da nakon kratkog perioda kod 

pacijenata dolazi do regresije fibroze u kostnoj srţi [183], što govori o tome koliki 

efekat maligni klon ima na mikrosredinu u kojoj se nalazi. 

Naši rezultati su pokazali da su u granulocitima pacijenata deregulisani kako 

spoljašnji, tako i unutrašnji apoptotski put. U ovom radu je analizirana uloga 

unutrašnjeg puta aktivacije apoptoze u MPN preko praćenja ekspresije BCL2 i BAX 

gena, kao tipiĉnih predstavnika BCL2 familije apoptotskih regulatora. Analizirana je i 

ekspresija BCL2L12 gena, novog ĉlana BCL2 familije, ĉija pro- ili anti- apoptotska 

uloga još nije definisana. 

Mitohondrijalni put je deregulisan smanjenom ekspresijom BAX gena, koji ima 

pro-apoptotsku ulogu, kao i BCL2L12 gena, kod svih pacijenata, što potencijalno ima 



 

Vesna Spasovski                                                                                                   Diskusija 

 

112 

 

efekat na smanjenje apoptotskog procesa. Poznato je da ĉlanovi BCL2 familije proteina 

stvaraju heterodimere, pri ĉemu se menja njihova apoptotska aktivnost. U nekim drugim 

hematološkim malignitetima, kao što su HLL a AML, opisano je da odnos BAX/BCL2 

proteina moţe da ima ulogu u regulaciji apoptotskog odgovora ćelije. U našoj studiji 

nismo našli korealciju u nivou ekspresije BAX/BCL2 gena kod pacijenata u odnosu na 

kontrole, mada ostale interakcije naravno nisu iskljuĉene. 

Analizirali smo efekat JAK2-V617F mutacije na ekspresiju apoptotskih markera 

i utvrdili da kod esencijalne trombocitemije prisustvo mutacije dovodi do povećanja 

ekspresije BAX gena. Pratili smo povezanost apoptotskih markera sa koliĉinom 

mutiranog V617F alela kod PV, i rezultati ukazuju da nivo mutiranog alela nema uticaja 

na ekspresiju markera apoptoze. 

 

 

SMANJENA EKSPRESIJA FASR KAO ZAŠTITA MALIGNE ĆELIJE OD 

ĆELIJSKE SMRTI 

 

FAS receptor (CD 95/APO-1) (FASR) je tip I transmembranski protein koji 

pripada TNF (Tumor Necrosis Factor Receptor) familiji receptora i ima ulogu u 

indukciji procesa apoptoze na ćelijama na kojima se nalazi nakon interakcije sa FAS 

ligandom. U pitanju je glikoprotein, sastavljen od 325 aminokiselina [184], veliĉine 45 

kD (humani tip) i organizovan je u tri domena: ekstraćelijski, transmembranski i 

intraćelijski domen. Ekstraćelijski domen je bogat cisteinom i ima ulogu u vezivanju 

FAS liganda [185]. Intracelularni domen oznaĉen kao „domen smrti“ (Death Domain-

DD), ima kljuĉnu ulogu u transdukciji apoptotskog signala [186]. FAS receptor moţe 

postojati i u solubilnoj ekstraćelijskoj formi, koja se dobija alternativnim splajsingom 

primarnog transkripta (OMIM:134637). U  takvom obliku solubilni FAS štiti ćeliju od 

apoptoze, vezujući FAS ligand u kompeticiji sa FAS membranskim receptorom [187]. 

Kao membranski receptor, FASR je eksprimiran na velikom broju ćelija, pre svega na 

aktiviranim T i B limfocitima, na ćelijama timusa, jetre, jajnika i srca [188]. TakoĊe je 

eksprimiran na površini granulocita, kao i u razliĉitim fazama tokom diferencijacije 

eritrocita [189]. Do gubitka funkcije FASR moţe doći zbog mutacija, najĉešće 
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supstitucionih zamena („missens“ tip mutacija) koje na proteinskom nivou dovode do 

zamene aminokiseline u proteinu, ili manjih delecija [190, 191].  

Maligna ćelija suprotstavlja se imunom sistemu eksprimiranjem visokog nivoa 

FASL, ĉime ubija T ćelije koje eksprimiraju FASR [122, 126]. Istovremeno, 

eksprimiranje niskog nivoa FASR dovodi do izbegavanja FAS-dirigovane ćelijske smrti 

[122].  

Spoljašnji apoptotski put analiziran je praćenjem nivoa ekspresije FASR gena u 

granulocitima pacijenata sa MPN. Kod naše grupe MPN pacijenata uoĉen je smanjen 

nivo ekspresije gena za FASR, što moţe da utiĉe na smanjenje apoptoze kod MPN 

pacijenata. Ispitivanjem prisustva mutacije (kod ET), odnosno koliĉine mutiranog alela 

(kod PV) nije pronaĊena korelacija sa nivoom ekspresije ovog apoptotskog markera. 
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DETEKCIJA JAK2-V617F MUTACIJE I ZASTUPLJENOST MUTIRANOG 

ALELA U GRANULOCITIMA PACIJENATA SA MPN  

 

 Ispitivanjem zastupljenosti JAK2-V617F mutacije kod obolelih od MPN je 

pokazano da je JAK2-V617F mutacija bila prisutna kod 53% pacijenata koji 

boluju od esencijalne trombocitemije, kod 78% pacijenata koji boluju od 

policitemije vere i 38% pacijenata koji boluju od mijelofibroze 

 Analiza zastupljenosti mutiranog alela u granulocitima pacijenata sa MPN 

pokazala je  širok raspon (od 1 do 98%), kao i veliki diverzitet izmeĊu MPN 

entiteta 

 Pacijenti sa ET su imali najniţu medijanu zastupljenosti mutiranog alela (27%), 

što je dokaz da je pojava mitotiĉke rekombinacije kod ovih pacijenata retka i da 

wt klon nije u potpunosti suprimiran mutiranim klonom 

 Kod pacijenata sa PV je prisutan širok opseg mutiranog alela  (1-98%), a kod 

31% ispitanika je pokazano da u granulocitima imaju više od 50% mutiranog 

alela 

 Kod pacijenata sa MF 75% ispitanika imalo je V617F alel u homozigotnom 

stanju, što rezultuje najvišim detektovanim “allele burden”-om (81%)  

 

 

ANALIZA PRISUSTVA FLT3-ITD MUTACIJE KOD PACIJENATA SA 

MPN  

 

 Kod naše grupe pacijenata sa MPN pokazano je odsustvo FLT3-ITD mutacije 

 Naši rezultati pokazuju da u poĉetnom stadijumu bolesti FLT3-ITD ne 

predstavlja mutacioni dogaĊaj koji podiţe proliferativni kapacitet malignog 

klona. 

 Dugoroĉno praćenje ovih bolesnika na markere proliferacije, meĊu kojima 

FLT3-ITD moţe da ima znaĉaj, moglo bi da rasvetli patogenezu ovih oboljenja i 

njihovu evoluciju u AML 

 

 

46/1 HAPLOTIP 

 

 Analiza distribucije SNP rs12343867T>C genotipa, koji je deo 46/1 haplotipa, je 
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pokazala da je uĉestalost nepovoljnog CC/CT genotipa znaĉajno veća u grupi 

pacijenata sa MPN nego u kontrolnoj grupi  

 Frekvencija CC/CT genotipa kod JAK2-V617F negativnih pacijenata je ista kao 

kod zdravih kontrola 

 Ovi rezultati jasno ukazuju da alel C koreliše sa prisustvom bolesti i da 

predstavlja faktor rizika za nastanak JAK2-V617F- pozitivnih MPN 

 

 

ISPITIVANJE REGULATORNOG ELEMENTA U INTRONU 14 GENA ZA 

JAK2 

 

 Funkcionalna analiza je pokazala da ispitivani deo ĉetrnaestog introna gena za 

JAK2 predstavlja transkripcioni cis- regulatorni element koji ima represorsku 

funkciju 

 Ovo je prvi put da je za neki intronski region u genu za JAK2 pokazano da je 

transkripcioni regulatorni element 

 Navedeni rezultati pokazuju da se za ispitivani region, koji sadrţi SNP 

rs12343867, vezuje transkripcioni aktivator MEIS1/2 specifiĉno kada je prisutan 

nukleotid C 

 

 

 

 

ISPITIVANJE EKSPRESIJE JAK2 GENA KOD PACIJENATA SA MPN  

 

 Uoĉena je izuzezna heterogenost u ekspresiji JAK2 gena kod pacijenata sa MPN 

 Pacijenti sa JAK2-V617F mutacijom imali su znaĉajno viši nivo JAK2 iRNK u 

svojim granulocitima u odnosu na pacijente bez mutacije 

 Pokazana je znaĉajna razlika u ekspresiji JAK2 gena u razliĉitim MPN 

entitetima 

 

 

 

EKSPRESIJA JAK2 GENA U KORELACIJI SA 46/1 HAPLOTIPOM 

 

 Analizirana ekspresija JAK2 gena u korealaciji sa prisustvom C/T alela u okviru 

SNP rs12343867 u intronu 14 JAK2 gena je pokazala da su pacijenti imali sliĉan 
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nivo ekspresije JAK2 gena bez obzira na strukturu genotipa u okviru 

analiziranog polimorfnog mesta 

 Na osnovu ovog rezultata zakljuĉili smo da je represorska funkcija regulatornog 

elementa u intronu 14 gena za JAK2, koji smo pronašli i okarakterisali u in vitro 

sistemu, u in vivo uslovima sastavni deo sloţene mašinerije koja utiĉe na finu 

regulaciju ekspresije JAK2 gena 

 

 

ANALIZA EKSPRESIJE APOPTOTSKIH MARKERA KOD PACIJENATA 

SA MPN  

 

 Posmatrajući celokupan uzorak pacijenata sa MPN, primećeno je da je 

ekspresija pro-apoptotskog BAX gena smanjena kod pacijenata u odnosu na 

kontrole 

 Pokazana je smanjena ekspresija BCL2L12 gena, ĉija je pro- ili antiapoptotska 

uloga u apoptozi još nepoznata 

 Ekspresija anti-apoptotskog BCL2 gena nije promenjena kod pacijenata u 

odnosu na kontrole 

 Analizom ekspresije gena za FASR pokazano je da je njegova ekspresija 

smanjena kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu 

 

 

ANALIZA EKSPRESIJE APOPTOTSKIH MARKERA KOD MPN 

ENTITETA I KORELACIJA SA JAK2-V617F MUTACIJOM 

 

 Kod pacijenata sa ET primećeno je smanjenje ekspresije BAX gena, a prisustvo 

JAK2-V617F mutacije povećava njegovu ekspresiju. TakoĊe je smanjena 

ekspresija BCL2L12 gena, dok ekspresija BCL2 gena nije promenjena u odnosu 

na kontrolnu grupu 

 Kod pacijenata sa PV primećeno je smanjenje ekspresije BAX i BCL2L12 gena, 

dok ekspresija BCL2 gena nije promenjena u odnosu na kontrolnu grupu. 

Prisustvo razliĉitog procenta JAK2-V617F alela kod ovih pacijenata ne utiĉe na 

nivo ekspresije ispitivanih apoptotskih gena 

 Kod pacijenata sa MF je primećeno smanjenje ekspresije BAX i BCL2L12 gena, 

dok ekspresija BCL2 gena nije promenjena u odnosu na kontrolnu grupu 
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 Analizom ekspresije gena za FASR pokazano je da prisustvo JAK2-V617F 

mutacije ne utiĉe na nivo ekspresije ovog apoptotskog gena 

 

 Ukupno sagledavajući analizu markera apoptoze zakljuĉuje se da je apoptoza 

deregulisana kod MPN pacijenata i da predstavlja znaĉajan mehanizam 

akumulacije malignog klona 
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