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CALR, JAK2 and MPL Genes Mutations in Myeloproliferative Neoplasms,
Single Center Experience

Myeloproliferatif Neoplazilerde CALR, JAK2 ve MPL Gen
Mutasyonlarimin Sikhiginin ve Birlikteliginin Degerlendirilmesi; Tek
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OZET

GIRIS ve AMAC: Philedelphia negatif Ph(-) myeloproliferatif neoplazilerin (MPN) tamsinda klinik ve
laboratuvar bulgularinin yaninda genetik testler ¢ok Onemlidir. Bunlar arasinda JAK2 genindeki V617F
mutasyonu en sik goriilen genomik varyasyondur. Bunlara ek olarak MPL geninde W515L/K mutasyonunun ve
CALR genindeki mutasyonlarin arastirilmasi da O6nem tagimaktadir. Calismamizda, MPN tanis1 almig olan
hastalarda retrospektif olarak JAK2 V617F, MPL W515L/K ve CALR mutasyon dagilimi ve siklig1 arastirildi.
YONTEM ve GERECLER: MPN grubu hastalik tanisi ile basvuran 41 hastanin JAK2 V617 mutasyonu, MPL
W515L/K mutasyonu ve CALR gen mutasyonlarina yonelik test sonuglari retrospektif olarak incelendi. Genetik
parametreler real-time PCR cihazi ile analiz edildi.
BULGULAR: Tim hastalarda JAK2 V617F mutasyon sikligi %36, CALR mutasyon sikligi %17 olarak
bulunurken, MPL W515L/K mutasyonu higbir hastada gdzlenmedi. MPN’nin alt gruplarini olusturan; polisitemi
vera, esansiyel trombositoz ve primer myelofibrozis gruplarinda JAK2 V617F mutasyon siklig1 sirasiyla %67,
%33 ve %25 olarak bulunurken; CALR mutasyon siklig1 ise %8, %29 ve %8 olarak bulundu. MPL W515L/K ise
higbir grupta gézlenmedi.
TARTISMA ve SONUC: Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Ph(-) MPN grubu hastaliklarda JAK2 V617F, MPL
WS5I15L/K ve CALR mutasyon sikliginin ¢ok genis araliklarda oldugu bildirilmistir. Sonug olarak, mutasyonlarin
dagiliminda etnisite ve epigenetik faktdrlerin yani sira sigara, rakim gibi ¢evresel faktorlerin de etkisinin
oldugunu diistinilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Myeloproliferatif Neoplazi, JAK2, MPL, CALR

ABSTRACT
INTRODUCTION: Genetic tests are very important for the diagnosis of Philedelphia negative
myeloproliferative neoplasms (MPN), in addition to clinical findings and laboratory results. JAK2 V617F
mutation is the most common genomic variaton among these group of diseases. Otherwise, analysis of W515L/K
mutation in MPL gene and CALR gene mutations is crucial. In this study, prevalence of JAK2 V617F, MPL
WH515L/K mutations and, spectrum and prevalence of CALR gene mutations were investigated in MPN patients.
METHODS: Genetic test results of JAK2 V617 mutation, MPL W515L/K mutation and CALR gene mutations
of 41 MPN patients were analysed, retrospectively. Genetic parameters were performed with real-time PCR.
RESULTS: While the frequency of JAK2 V617F mutation was 36% and CALR mutation was 17% in all
patients, MPL W515L/K mutation was not detected in any patient. In terms of subgroups of MPN; in
polycythemia vera, essential thrombocytosis and primary myelofibrosis groups, the incidence of JAK2 V617F
mutation was 67%, 33% and 25%, respectively; and the incidence of CALR mutation was 8%, 29% and 8%,
respectively. MPL W515L/K was absent in all groups.
DISCUSSION AND CONCLUSION: Previous studies have reported that the frequency of JAK2 V617F, MPL
WH515L/K and CALR mutations in Ph (-) MPN group diseases is very variable. As conclusion, it is thought that
environmental factors such as smoking and altitude have an effect besides epigenetic factors such as ethnicity in
distribution of mutations.
Keywords: Myeloproliferative Neoplasm, JAK2, MPL, CALR
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Myeloproliferatifneoplazmlar (MNP); myeloid
serinin bir ya da birden fazla hiicre tipinin
kontrolsiiz cogalimi ile karakterize
olanklonalhematopoeitik kok hiicre
hastaligidir. MNP grubu hastaliklar; kronik
myelositer 16semi (KML), polisitemivera (PV),
esansiyeltrombositopeni (ES) ve
primermyelofibrozisdir (PMF) (1). KML’de
“’Phieldelphia Kromozomu’’ adi verilen 9. ve
22. Kromozomlar arasinda kitranslokasyon
sonucu olugan bir flizyon geni mevcuttur ve bu
hastalik i¢in sitogenetik bir belirtectir (2).
Bundan dolay1 KML’yephiledelphia pozitif
MPN’de denilmektedir. Philedelphia negatif-

Ph(-) veya diger adiyla BCR-ABL
negatifMPN’ler  ise;polisitemivera  (PV),
esansiyeltrombositopeni (ES) ve
primermyelofibrozisdir (PMF) (1,3).Diinya
Saglik Orgiitii 2016 yilinda

myeloproliferatifneoplazilerin tan1 ve tedavi
kilavuzunu  yeniden  diizenlemistir  ve
giiniimiizde de halen  bu kilavuz
kullanilmaktadir (4,5). Bu kilavuza gore klinik
ve  rutin  laboratuvar  bulgulann  ile
myeloproliferatifneoplazi disiiniilen  bir
hastada taniy1 desteklemek igin bazi molekiiler
testlerin yapilmasi gerekmektedir (4,5). Ilk
olarak JAK2 V617F mutasyon arastirilmasi
yapilmast onemlidir (4,5). JAK2 V617F
mutasyonu pozitifse PV, ET veya PMF tanisi
yiiksek olasiliklidir ve DSO kriterlerine gore
MPN alt tipi belirlenir (4,5). JAK2 V617F
mutasyonu negatif ¢ikmasi ve klinik bulgularin
MPN’yi isaret etmesi durumunda ise CALR,
MPL ve JAK2 ekzon 12 mutasyon arastirilmasi

onerilmektedir (4,5).

JAK2  V617F mutasyonu PV’li
hastalarin yaklasik %95’inde, ET veya PMF’li
hastalarin  %50-60’1inda pozitiftir (6). JAK2
ekzonl2 mutasyonu PV’li hastalarin az bir
kisminda  saptanmakla  birlikte JAK2
mutasyonu saptanmayan ET veya PMF’li
hastalarin  yaklagik %5-10’unda  MPL gen
mutasyonu saptanmaktadir (6).Béylece hemen
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hemen tiim PV’li hastalarda JAK2 mutasyonu
bulunurken, ET ve PMF’li hastalarin yaklagik
ticte birinde JAK2 veya MPL genlerinde
herhangi bir mutasyon bulunmamaktadir. iste
JAK2 ve MPL genlerinde  mutasyon
bulunmayan Ph (-) MPN hastalarina CALR
mutasyon aragtiritlmasi 6nerilmektedir (7,8).

CALR geni 19p13.2 de lokalize 9
ekzondan olusan bir gendir (9). CALR
proteinin en onemli fonksiyonu
endoplazmikretikulumdaCa™  baglayict  bir
saperon gorevi yapmasidir (10).CALR geninde
meydana gelen mutasyonlar birgok hiicresel
fonksiyonun kaybina neden olmaktadir;
bunlarin en onemlilerinden olani daapoptotik
hiicrelerin ve kanser hiicrelerinin

fagositozunun azalmasidir (11).

CALR mutasyonlarinin hemen hemen
tamami 9. ekzondadir (12) . En sik goriilen
mutasyonlar  ise; ¢€.1092_1143del52 ve
c.1154 1155insTTGCT dir. CALR
€.1092_1143del52 mutasyonuna Tipl,
CALRc.1154 1155insTTGCT mutasyonuna ise
Tip2 adi verilmektedir. Tip1’de 52 bazlik (52
bg) bir delesyon tip2’de ise 5 bazlik (5 bg)
insersiyon mevcuttur (12).Bu ¢aligmada; Tiirk
toplumunda PV, ET ve PMF tanili
hastalardaJAK2 V617F, MPL W5I15L/K
veCALR mutasyon dagilimini arastirdik.JAK2
V617F ve MPLW5I15L/K genleri ile ilgili
calisma sayisiCALR mutasyon sikligi ile ilgili
caligmalara gore daha fazladir. Yaptigimiz
calisma ile hastanemize bagvuran Tiirk
populasyonuna ait hastalarda ki CALR
mutasyon sikligini ve CALR mutasyonu ile
JAK2 V617F ve MPL W515L/K mutasyon
sikhigimi ~ ve  birlikteligini gostermeyi
hedefledik.

MATERYAL METOD

Klinigimize ET, PV ve PMF o6n tamsi ile
konsiilte edilen 4lerigkin hastaya JAK2
V617F, MPL W515L/K, CALR geni Tipl ve
Tip2  mutasyon  arastirtlmast  yapildi.
Hastalarin 17 tanesi ET, 12 tanesi PMF ve 12
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tanesi de PV Kklinik tanisi ile bagvurmustu.
Hastalardan ilk olarak periferik kandan DNA
eldesi yapildi. Daha sonra JAKZ2 V617F
mutasyon analizi yapildi. Bunun igin
Qiagenreal time PCR kiti kullamldi. JAK2
V617F negatif c¢ikan hasta grubuna ise
ipsogenMPL W515L/K ve CALR Tipl ve Tip2
real time PCR kitleri kullanmildi. Her t¢ kit
kullanilarak yapilan calismalar Qiagene Rotor-
Gene Real Time PCR cihazi ile
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Rotor-
Gene Assay Manager v2.1 Gama Plug-in
analiz programi ile analiz edildi.

BULGULAR

Yapilan analizler sonrasinda; toplamda ki 41
hastanin 15’inde (%36) JAK2 V617F, 7’sinde
(%17)  CALRmutasyonu  tespit  edildi.
Hastalarin  higbirisinde = MPL  W515L/K
mutasyonu  tespit edilmedi.JAK2 V617F
mutasyonu tespit edilen hastalarin 8 tanesi PV,
3 tanesi PMF, 4 tanesi ise ET klinik tanisina
sahipti. CALR mutasyonu tespit edilen
hastalarin 5 tanesi ET, 1 tanesi PV ve 1 tanesi
de PMF tanisina sahipti. Bir hasta da Tip2
mutasyon tespit edildi ve bu hasta ET tanisina
sahipti. Diger 6 hastada ise Tipl mutasyon
belirlendi (Tablo 1).JAK2 V617F mutasyonu
PV’li hastalarin %67 sinde, ET’li hastalarin
%33’linde ve PMF’li hastalarin %25’inde
goriildii. CALR mutasyonu ise ET’li hastalarin
%?29’unda, PMF’li ve PV’li hastalarin ise
%8’inde goriildii (Tablo 2).

TARTISMA ve SONUC

Myeloproliferatif neoplaziler hematopoeitik
sistemin 6nemli bir hastalik grubudur. Kronik
myelositer 10semi philedelphia pozitif MPN

olarak adlandirilirken BCR-ABL
translokasyonu goriilmeyen polisitemi vera,
esansiyel trombositemi ve primer

myelofibrozis ise philedelphia negatif MPN
olarak adlandirilmaktadir (1,3). Bu
hastaliklarda tan1 i¢in ilk basamak genetik test
JAK2 V617F mutasyon analizidir (13).
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Tablo 1. Genel hasta grubunda mutasyonlarin
dagilimi

Hasta Tams1 | JAK2 V617F CALR

Hasta 1 ET Mutasyon yok Tip2 pozitif
Hasta 2 MF Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 3 ET Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 4 PRV %73 pozitif Mutasyon yok
Hasta 5 PRV %91 pozitif Mutasyon yok
Hasta 6 ET Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 7 MF Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 8 PRV Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 9 MF %89 pozitif Mutasyon yok
Hasta 10 MF Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 11 MF %71 pozitif Mutasyon yok
Hasta 12 MF Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 13 PRV %11 pozitif Mutasyon yok
Hasta 14 ET %94 pozitif Mutasyon yok
Hasta 15 ET Mutasyon yok Tipl pozitif
Hasta 16 ET Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 17 PRV %23 pozitif Mutasyon yok
Hasta 18 ET Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 19 PRV Mutasyon yok Tipl pozitif
Hasta 20 ET %22 pozitif Mutasyon yok
Hasta 21 PRV %94 pozitif Mutasyon yok
Hasta 22 ET Mutasyon yok Tipl pozitif
Hasta 23 ET Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 24 PRV %83 pozitif Mutasyon yok
Hasta 25 ET Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 26 ET %86 pozitif Mutasyon yok
Hasta 27 MF %28 pozitif Mutasyon yok
Hasta 28 ET Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 29 ET Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 30 PRV Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 31 ET %9 pozitif Mutasyon yok
Hasta 32 ET Mutasyon yok Tipl pozitif
Hasta 33 MF Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 34 PRV %32 pozitif Mutasyon yok
Hasta 35 MF Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 36 PRV %323 pozitif Mutasyon yok
Hasta 37 PRV Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 38 MF Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 39 MF Mutasyon yok Mutasyon yok
Hasta 40 ET Mutasyon yok Tipl pozitif
Hasta 41 MF Mutasyon yok Tipl pozitif

Tablo 2. Mutasyonlarin hastaliklara gére goriilme
yiizdesi

Hastahk | JAK2V617F CALR gériilme
goriilme yiizdesi | yiizdesi

PV %67 %8
ET %33 %29
PMF %25 %8

PV’li hastalarin  %95’inde JAK2 V617F
mutasyonu pozitif beklenmektedir (6). Bizim
calismamizda PV’li hastalarin %67 sinde
JAK2 V617F mutasyonu pozitif saptanmistir.
hemoglobin diizeyini

sebeplere bagh

Bu durumun
yiikseltensekonder
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seviyesinin diinya ortalamasina gore yiiksek
olmasindan kaynaklandigini diistinmekteyiz.
Ayrica 2016 yilma kadar DSO tam
kriterlerinde PV tanisi i¢in hemoglobin diizeyi
erkeklerde 18.5 g/dl kadinlarda ise 16.5 g/dl
iizerinde olmas1 seklindeydi (14). 2016 yilinda
yayimlanan kilavuza gore ise bu degerler
erkeklerde 16.5 g/dl kadmlarda ise 16 g/dl
olarak uygulanmaya baslandi (4,5). Dolayisiyla
sigara igme oraninin ve ortalama rakim
degerinin diinya ortalamalarina gore oldukca
fazla oldugu {ilkemizde rolatif hemoglobin
yiiksekligine bagli klinik 6n tan1 nedeniyle
JAK2 V617F mutasyon oranmin literatiiriin
altinda oldugunu diisiinliyoruz.ET’li hasta
grubunda ise JAK2 V617F mutasyon orani
%33 olarak saptandi. Genel olarak ET’li
hastalarda JAK2 V617F mutasyon oran1 %50-
60 arasinda beklenirken literatiirde ki bazi
caligmalarda ¢ok genis bir aralikta mutasyon
gorlilme orani bildirilmistir (15). Carobbio ve
ark. yaptiklar1 ¢calismada ET tanisi almis olan
hastalar1 gesitli gruplara ayirdiklarinda JAK2
V617F mutasyon goriilme oraninin %27-%77
arasinda degistigini bildirmislerdir (16). Bu
caligmada ki sonuglar bizim ¢aligmamizda
goriilen %33’lik JAK2 VG617F pozitiflik
oranint desteklemektedir. PMF’1i hasta
grubunda JAK2 mutasyon oranit %25 olarak
saptandi. PMF’li hastalarda genel olarak JAK2
mutasyon orani %50 civarinda beklenmekle
birlikte yapilan c¢aligmalarda farkli sonuglar
ortaya ¢ikmistir (15). Ebid ve ark. yaptiklari
calismada myelofibrozisli hastalarda JAK2
mutasyon oranint %12.5 olarak bildirmiglerdir
(17). Yine Jaradat ve ark. ise yaptiklar
calismada PMF’li hastalarda JAK2 V617F
mutasyon oranint %45 olarak bildirmislerdir
(18).Biitiin bu literatiir verilerinin disinda
Ochoa ve ark. yaptiklari meta-analiz
calismasinda JAK2 V617F mutasyon oranini
PV’li grupta %46.7-100 araliginda, ET’li hasta
grubunda 9%31.3-72.1 araliginda ve PMF’li
hasta grubunda ise %25-85.7 araliginda
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oldugunu bildirmislerdir (15). Bu meta-analiz
caligmasinda da goriildiigi tizere JAK2V617F
mutasyon orani Ph(-) MPN grubunda biiyiik
degiskenlikler gostermektedir. Bizim
caligmamizda elde ettigimiz  sonuglarda
digerliteratiir verileriyle uyumludur.

Calismamizda hicbir hasta grubunda
MPL W515L/K mutasyonu saptamadik. Yine
Ochoa ve ark. yaptiklari meta-analiz
calismasinda belirtildigi {izere 14 farkli
calismada MPL W515L/K mutasyon goriilme
sikligi; PV’da %0, ET’de %0.9-12.5 ve
PMF’de ise %0-17.1 olarak belirtilmistir (15).
Bizim ¢alismamizin da bu literatiir verileri ile
uyumlu oldugu gorilmektedir.

Calismamizda CALR mutasyon
oranlar1 incelendiginde PV’live PMF’lihasta
grubundaCALR mutasyon oran1 %8 olarak
goriildi. ET’li hasta grubunda ise CALR
mutasyon oranini %29 olarak saptadik. Ochoa
ve ark. yaptiklari meta-analiz g¢aligmasinda
benzer sonuglar ortaya koyulmustur (15).
Dolayisiyla ¢alismamizda ki CALR mutsyon
oranlar da literatiir verileri ile benzerdir.

Ph(-) neoplazilerin tanis1 halen klinik
bulgular,  biyokimyasal ve hematolojik
laboratuvar bulgular1 ve genetik testler ile
konulmaktadir. Elbette hepsinin ayr1 bir 6nemi
olmakla birlikte ozellikle genotipik
degisikliklerden JAK2 V617F degisimi en sik
gozlenmektedir. Dolayisiyla JAK2 V617F
mutasyon arastirilmasi genetik testler igcinden
birinci basamak olarak degerlendirilmektedir.
MPL W515L/K ve CALR mutasyon sikliginin
daha az oranda goriilmesi ise tanidan ¢ok belki
prognoz degerlendirmede Onemli olacaktir.

Ayrica her ii¢ hastalik grubu i¢in bu ii¢
farkl1 genotipik degisim sikligimin oldukga
farkli oran araliklarinda goriilmesinin sebebi
olarak; farkl etnisite faktorleri ve 6zellikle PV
icin sigara, rakim gibi ¢evresel faktorlere bagl
rolatif Hb diizeyi yiiksekliginin rol oynadigini
diisiinmekteyiz. Bu ¢evresel faktorlerin disinda
heniiz bilinmeyen modifiyeedici genler ve
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epigenetik faktorlerde bu farkliliklara sebep
olabilir.
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