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Estudo da frequência dos haplótipos do gene JAK2 em pacientes portadores de 

neoplasias mieloproliferativas crônicas  

 

 

RESUMO 

O haplótipo 46/1 do gene JAK2 foi recentemente descrito como um fator de risco 

importante para o desenvolvimento da neoplasias mieloproliferativas crônicas, tanto positivas 

como negativas para a mutação JAK2 V617F. O alelo G é caracterizado pelo polimorfismo de 

um único nucleotídeo, chamado JAK2 rs10974944, fazendo parte do haplótipo 46/1 do gene 

JAK2. O objetivo deste estudo foi verificar a associação entre a presença do haplótipo 46/1 do 

gene JAK2, representado pelo alelo G, e o desenvolvimento de neoplasias mieloproliferativas 

crônicas BCR-ABL negativas em nossa população. Sangue e amostras provenientes de swabs 

oral foram obtidos de 56 pacientes, atendidos em dois hospitais regionais, previamente 

diagnosticados como tendo neoplasias mieloproliferativas crônicas BCR-ABL negativas. 

Amostras de sangue de 90 doadores de sangue, provenientes do hemocentro local, foram 

utilizados como controle. Após a extração de DNA da amostra, a presença do alelo G foi 

pesquisada por genotipagem através da técnica de PCR-RFLP nas amostras provenientes de 

pacientes e controles. A frequência do alelo G foi significativamente maior em pacientes com 

neoplasias mieloproliferativas crônicas (p=0.0001; OR=2.674; 95% CI=1.630-4.385) quando 

comparado aos controles. Em concordância com os dados previamente descritos na literatura, 

a presença do haplótipo 46/1 do gene JAK2, representada pela presença do alelo G, mostrou-

se como um importante fator predisponente ao desenvolvimento de neoplasias 

mieloproliferativas crônicas em nossa população. 

Palavras-chaves: Neoplasias mieloproliferativas. Mutação JAK2 V617F. Alelo G. 
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Evaluation of the JAK2 gene haplotype frequency in patients with chronic 

myeloproliferative neoplasm 

 

 

ABSTRACT 

The JAK2 46/1 haplotype has recently been described as a major contributor factor to the 

development of myeloproliferative neoplasm either positive or negative for the JAK2 V617F 

mutation. The G allele of a specific single nucleotide polymorphism, called JAK2 

rs10974944, is part of the JAK2 46/1 haplotype. The aim of this study is to verify the 

association between the presence of the JAK2 46/1 haplotype, represented by the G allele, and 

the development of BCR-ABL negative chronic myeloproliferative neoplasms in our 

population. Blood and oral mucosa swabs samples were obtained from 56 patients, from two 

local Brazilian hospitals, previously diagnosed as having BCR-ABL negative chronic 

myeloproliferative neoplasms. Blood samples from 90 local blood donors were used as 

controls. The presence of the G allele was accessed using a PCR-RFLP assay after DNA 

sample extraction. The presence of the G allele was strongly associated with the presence of 

BCR-ABL negative chronic myeloproliferative neoplasms (p=0.0001; OR=2.674; 95% 

CI=1.630-4.385) in the studied population. In agreement with previous reports, the JAK2 46/1 

haplotype, represented here by the presence of the G allele, is an important predisposing 

factor in the oncogenetic development of these neoplasms in our population. 

Keywords: Myeloproliferative disorders. JAK2 V617F mutation. G allele. 
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CAPÍTULO I 

 

 

 Introdução 

 

 As neoplasias mieloproliferativas crônicas (NMPc) são doenças caracterizadas pela 

proliferação clonal de células provenientes de um precursor comum (célula tronco 

hematopoética) levando ao acúmulo de células de linhagem mielóide maduras. Tais doenças 

têm características próprias possibilitando a classificação, conforme proposto pela 

Organização Mundial de Saúde(1), em entidades distintas, sendo as principais: leucemia 

mielóide crônica (LMC), policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE), mielofibrose 

idiopática (MF). 

Apesar de apresentarem características próprias, frequentemente existe sobreposição 

entre as NMPc, muitas vezes dificultando sua classificação exata. As semelhanças entre estas 

doenças foram observadas por Dameshek(2) há mais de 50 anos, que sugeriu um estímulo 

único como sendo o desencadeador da proliferação das células mielóides na medula óssea. 

Tal estímulo comum seria o responsável pela interrelação entre as diferentes NMPc. 

Dameshek acreditava que o fator desencadeante era forte o suficiente para ativar novamente a 

hematopoese em sítios embrionários como o baço e o fígado. 

A descoberta do gene de fusão BCR-ABL produto da t(9;22), o cromossomo 

Philadelphia, gerando um proteína com atividade de tirosino-quinase constitutivamente 

ativada trouxe novas possibilidades à compreensão da origem das NMPc(3). Outras várias 

translocações gênicas foram descritas em neoplasias mieloproliferativas agudas e crônicas 

apontando para as vias de sinalização e proliferação celular como os frequentes alvos 

implicados na oncogênese. 



13 

 

Observou-se que as células de linhagem hematopoéticas provenientes de pacientes 

com NMPc cresciam, em meios de cultura celular, independentes da presença de fatores 

estimulatórios como a eritropoetina (4,5,6). Estudos adicionais demonstraram aumento da 

expressão de proteínas envolvidas na cascata de sinalização intracelular ativada por receptores 

tirosino-quinases como os fatores de transcrição citoplasmáticos denominados STATs (Signal 

Transducers and Activation of Transcription) (7,8,9). As atenções se voltaram, então, para 

receptores e proteínas com atividade tirosino-quinases como potenciais agentes envolvidos na 

patogênese deste grupo de doenças. 

A família de tirosino-quinases JAK ganhou importância nas últimas décadas após a 

caracterização de sua função como proteínas citoplasmáticas de sinalização intracelular 

compartilhadas por diferentes receptores de citocinas e fatores de crescimento. Tais vias de 

sinalização são essenciais aos processos de multiplicação, diferenciação, sobrevivência e 

morte celular.  

No início da década de 90, quando foram inicialmente descritas, as proteínas da 

família JAK receberam este nome como um acrônimo do termo inglês Just Another Kinase. 

Quando estudos adicionais concluíram que a estrutura das proteínas desta família diferia das 

proteínas com atividade tirosino-quinase previamente descritas, pois apresentavam um 

domínio adicional pseudo-quinase, optou-se por mudar a denominação para Janus Kinases. A 

sigla JAK foi mantida utilizando como referência sua característica molecular dimérica, com 

dois domínios quinases (um tirosino-quinase, JH1, e outro pseudo-quinase, JH2), em alusão à 

figura mítica greco-romana de Janus, deus de duas faces idênticas, guardião dos portões (14). 

As proteínas da família JAK, principalmente JAK1, JAK2 e TYK2 são expressas em 

diferentes linhagens celulares. Com a melhor caracterização destas proteínas, notou-se que a 

atividade catalítica responsável pela fosforilação dos resíduos de tirosina de diferentes 

receptores celulares estava restrita ao domínio tirosino-quinase (JH1). O domínio pseudo-

quinase (JH2) não apresenta atividade catalítica agindo como seu modulador. Ambos 

domínios estão localizados na porção carboxi-terminal da proteína. A porção amino-terminal 

tem a função de interagir com os diferentes receptores celulares.(10) 

Citocinas e fatores de crescimento utilizam as proteínas da família JAK quinase para a 

propagação de sinais intracelulares (Tabela 1). Nas células não estimuladas, tais proteínas 

encontram-se em seu estado inativo. Quando ocorre ligação de uma citocina ao seu receptor, 
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por exemplo, este estímulo serve para recrutar as JAK quinases para próximo ao receptor e 

induzir sua fosforilação e, consequentemente, a fosforilação de outras proteínas da cascata de 

sinalização intracelular. Entre as proteínas fosforiladas, é crucial a ativação de uma família de 

fatores de transcrição citoplasmáticos denominados STATs (Signal Transducers and 

Activation of Transcription). Após sua ativação, os STATs se translocam para dentro do 

núcleo celular, ligando-se a regiões promotoras específicas de genes alvo e induzindo sua 

transcrição. Outras proteínas como, por exemplo, MAP quinase e PI3 quinases, também são 

ativadas. A combinação da ação destas diferentes vias de sinalização intracelular resulta no 

efeito final da ativação do receptor pelo seu respectivo fator de crescimento ou citocina.(1,14) 

 

Tabela 1. JAK quinases ativadas nas vias de sinalização intracelular estimuladas pelos  

fatores de crescimento e citocinas. 

JAK quinase Fatores de Crescimento e Citocinas 

JAK 1 IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-11, IL-13, IL-15, 

IFNα, IFNβ, IFNγ, EGF, PDGF 

JAK 2 IL-2, IL-2, IL-5, IL-6, IL-11, IL-12, IL-13, IFNγ, Epo, 

Tpo, G-CSF, GH, PRL, Leptina, GM-CSF, Insulina 

JAK 3 IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, G-CSF 

TYK 2 IL-6, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IFNα, IFNβ, Tpo 

 

Somente em 2005, cinqüenta anos após as primeiras especulações de uma etiologia 

comum, foi descrita uma mutação comum às mieloproliferações crônicas BCR-ABL 

negativas. Vários grupos encontraram, em freqüências semelhantes, a mutação de um único 

nucleotídeo (single nucleotide polimorphism – SNP) no gene codificador da tirosino-quinase 

JAK2. O gene JAK2 foi localizado no cromossomo 9 (9p24) (11,12,13,14).  

A mutação descrita ocorre na posição 1849 do gene JAK2, onde um resíduo de 

guanina é substituído por timina, causando a substituição de valina por fenilalanina (V617F), 

no domínio pseudo-quinase da proteína produzida. Ocorre alteração da atividade moduladora 

do domínio pseudo-quinase, com ativação constitutiva da atividade tirosino-quinase da 

proteína e independência do estímulo extracelular (exemplo: ligação da eritropoetina ao seu 
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receptor). Tal mutação foi observada em aproximadamente 95% dos casos de policitemia vera 

e 50% dos casos de trombocitemia essencial e mielofibrose. 

A avaliação de células de linhagem linfóide (linfócitos T) e células da mucosa oral de 

pacientes, além de células sanguíneas provenientes de familiares e indivíduos controles 

saudáveis não evidenciou a mutação JAK2 V617F, mostrando que esta é um mutação 

adquirida.(11,12)  

O fato da mutação V617F do gene JAK2 não ser encontrada em indivíduos normais 

possibilitou a simplificação da investigação diagnóstica em pacientes com quadros clínicos 

sugestivos de NMPc. Em 2008, a Organização Mundial de Saúde acrescentou a mutação entre 

os critérios diagnósticos das NMPc (Tabela 2). 
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Tabela 2. Critérios diagnósticos das principais neoplasias mieloproliferativas crônicas 

BCR-ABL negativas (1) 

 
NMPc 

 

 
Policitemia Vera 

 
Mielofibrose 

 
Trombocitemia Essencial 

 
 

Critérios 
Maiores 

 
1. Hemoglobina > 18,5 g/dL 

em homens e > 16,5 g/dL 
em mulheres ou outras 
evidências de aumento do 
volume eritrocitário 

2. Presença da mutação 
JAK2 V617F, ou outra 
mutação similar 

 
1. Presença de proliferação 

de megacariócitos com 
atipias associada a fibrose 
medular ou, na ausência 
de fibrose medular, 
hipercelularidade medular 
com aumento da série 
granulocítica e redução 
da série eritróide 

2. Ausência de critérios 
diagnósticos para PV, 
LMC, SMD ou outras 
neoplasias mielóides 

3. Demonstração da 
mutação JAK2 V617F 
ou outro marcador clonal 
(na ausência destes, 
excluir causas 
secundárias de fibrose 
medular) 
 

 
1. Contagem plaquetária > 

450x109/L, mantida 
2. Biópsia de medula óssea 

com hipercelularidade da 
linhagem 
megacariocítica, sem 
aumento significativo da 
granulopoese ou 
eritropoese 

3. Ausência de critérios 
diagnósticos para PV, 
MF, LMC, SMD ou 
outras neoplasias 
mielóides 

4. Demonstração da 
mutação JAK2 V617F 
ou outro marcador clonal 
(na ausência destes, 
excluir causas de 
trombocitose reacional) 

 
Critérios 
Menores 

 
1. Biópsia de medula óssea 

com hipercelularidade 
(panmielose) 

2. Níveis séricos de 
eritropoetina diminuídos 

3. Formação de colônias 
eritróides endógenas in 
vitro 
 

 
1. Leucoeritroblastose 
2. Aumento da lactato 

desidrogenase sérica 
3. Anemia 
4. Esplenomegalia 

 

 
Diagnóstico 

 
1. Presença de ambos 

critérios maiores e um 
critério menor 

2. Presença do primeiro 
critério maior e dois 
critérios menores 
 

 
1. Presença dos três critérios 

maiores e dois critérios 
menores 

 
1. Presença dos quatro 

critérios maiores 

PV: policitemia vera, LMC: leucemia mielóide crônica, SMD: síndrome mielodisplásica, MF: mielofibrose. 

 

 Desde as descrições iniciais da mutação JAK2 V617F, notava-se que, as células 

neoplásicas podiam ser heterozigotas ou homozigotas para a mutação. Observou-se que, nos 

casos homozigotos, a mutação ocorre preferencialmente em um dos alelos do gene JAK2 (11). 

Observou-se que a perda da heterozigosidade dá-se por recombinação mitótica com 

consequente dissomia uniparental favorecendo o gene mutado em relação ao gene selvagem. 
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A homozigosidade para a mutação JAK2 V617F parece oferecer vantagem proliferativa 

adicional, sendo principalmente encontrada nos casos de PV e MF, sendo rara na TE. 

A descoberta de uma mutação comum a diferentes NMPc suscitou o interesse em 

pesquisar casos familiares. Antes da descrição da mutação JAK2 V617F, eram conhecidos 

casos de aglomerações familiares de pacientes com NMPc. Bellanné-Chantelot et al. (15) 

avaliaram 72 famílias com mais de um caso de NMPc quanto à presença da mutação. Entre as 

46 famílias com ao menos dois casos de PV, TE ou MF, a mutação estava ausente em 6 delas, 

distribuída heterogeneamente em 18 e presente em todos os pacientes em 22 famílias. Nos 

pacientes portadores da mutação, foram purificados e avaliados os linfócitos B e T sendo que, 

nesta população celular, a mutação não foi encontrada corroborando, novamente, para a 

natureza adquirida da mutação. Comparando casos familiares e esporádicos, os autores 

encontraram freqüências semelhantes da mutação. 

 Landgren et al. (16) publicaram um estudo avaliando o risco de apresentar PV, MF e 

TE em parentes de primeiro grau de pacientes previamente diagnosticados com NMPc. 

Avaliando registros de diagnósticos oncológicos, iniciados na Suécia na década de 50 e 

mantidos até os dias atuais, foram encontrados 11039 pacientes com diagnóstico de NMPc. 

Foram procurados e encontrados registros médicos referentes a 24577 parentes de primeiro 

grau destes pacientes. Observou-se um aumento de 5 a 7 vezes no risco de NMPc em parentes 

de primeiro grau de pacientes com NMPc, sugerindo que estas pessoas compartilhem genes 

que aumentem a suscetibilidade a PV, TE, MF. O maior risco de apresentar a doença foi 

observado entre irmãos. 

 Pardanani et al. (17), com o objetivo de testar o paradoxo de uma única mutação ser 

responsável pelo desenvolvimento de 3 entidades patológicas com características distintas, 

procuraram fatores próprios aos pacientes que poderiam contribuir para tal diversidade. 

Foram pesquisados 4 genes candidatos na via de sinalização JAK-STAT: os receptores de 

eritropoetina (EPOR), trombopoetina (MPL), fator estimulante de colônias granulocíticas 

(GCSFR), e o gene JAK2. A análise do fenótipo relacionada ao genótipo evidenciou 3 SNPs 

no gene JAK2 (rs7046736, rs10815148 e rs12342421) associados com PV e TE, mas não com 

MF. Três outros SNPs no gene JAK2 (rs19758669, rs3808850 e rs10974947) e um único SNP 

no gene EPOR (rs318699) estavam associados com PV, porém não com MF ou TE. Os 

demais genes pesquisados não mostraram correlação com os fenótipos observados. Foi 
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também observado que os haplótipos do gene JAK2 estavam associados somente com PV. 

Concluiu-se então que fatores genéticos individuais poderiam contribuir para a diversidade de 

apresentações fenotípicas observadas nas NMPc, inclusive na presença da mutação JAK2 

V617F. 

 Jones et al. (18), considerando as observações de Pardanani, pesquisaram SNPs no gene 

JAK2. Sabendo que os casos de homozigose para a mutação JAK2 V617F ocorrem por 

dissomia uniparental, Jones encontrou 109 (77%) casos de haplótipos idênticos do gene JAK2 

em 142 alelos que abrigavam a mutação JAK2 V617F. Comparativamente, no alelo residual 

selvagem, tal haplótipo foi identificado em apenas 12% das vezes. Tal resultado mostrou que 

a homozigosidade para a mutação JAK2 V617F não ocorre aleatoriamente mas, 

preferencialmente, em um haplótipo específico do gene JAK2. 

 Comparando 14 diferentes SNPs do gene JAK2, Jones et al.(18) conseguiram inferir 92 

haplótipos do gene. Dois haplótipos, 46 e 1, referidos conjuntamente como haplótipo 46/1 foi 

encontrado mais frequentemente em pacientes com NMPc portadores da mutação JAK2 

V617F do que na população em geral. Avaliações adicionais mostraram que a mutação 

ocorria, preferencialmente, em cis com o haplótipo 46/1. 

 Utilizando a técnica de array, Kilpivaara et al. (19) pesquisaram SNPs genômicos que 

poderiam predispor o aparecimento de NMPc ou atuar como modificadores fenotípicos de tais 

doenças. Os autores identificaram variações em alguns loci do gene JAK2 cuja freqüência 

variava de acordo com o fenótipo da NMPc. O SNP rs10974944, que caracteriza o alelo G do 

gene JAK2, estava mais frequentemente associado a PV do que a TE e também ocorria em 

maior freqüência em pacientes portadores de NMPc do que na população em geral. O alelo G 

também estava mais fortemente associado a presença da mutação JAK2 V617F (OR: 4,0; P: 

7,7x10-22) do que aos casos sem a mutação (OR: 2,1; P: 6,7x10-5). Os autores identificaram 

que a mutação JAK2 V617F ocorria, preferencialmente, em cis com o alelo G sugerindo que a 

presença do alelo predispõe a aquisição da mutação. 

 É possível que a presença do alelo G, parte do haplótipo 46/1, predisponha o 

aparecimento da mutação JAK2 V617F por facilitar a substituição de guanina por timina, 

modificando o códon 617. Outra possibilidade não excludente seria o haplótipo 46/1 oferecer 

vantagem proliferativa ou de sobrevivência às células portadoras comparativamente a outros 

haplótipos quando estes adquirissem a mutação (20). 
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 Utilizando a técnica de PCR-RFLP, Trifa et al. (21,22) desenvolveram um método 

simples e reprodutível de identificar o SNP rs10974944 do gene JAK2 e testaram em 150 

pacientes portadores de NMPc comparando-os com outros 150 indivíduos saudáveis. Em 

concordância com as observações previamente feitas, o autor encontrou maior freqüência do 

alelo G entre os pacientes com NMPc do que na população em geral. 

 A avaliação de fatores genéticos associados ao desenvolvimento de neoplasias 

mieloproliferativas crônicas ajuda na identificação de fatores de risco hereditários e possibilita 

o desenvolvimento de testes diagnósticos voltados para a identificação e caracterização das 

diferentes causas de policitemias e o risco de transformação neoplásica. O conhecimento 

destes fatores genéticos serve ainda de base para o desenvolvimento de possíveis alvos 

terapêuticos futuros. 

Assim, o objetivo do presente estudo é avaliar a freqüência do haplótipo 46/1 pela 

identificação do SNP rs10974944, característico do alelo G do gene JAK2, em nossa 

população, e comparar indivíduos portadores de NMPc com indivíduos saudáveis e avaliar a 

associação entre a presença da mutação JAK2 V617F com o alelo G do gene JAK2.  

 

OBJETIVOS: 

 

 Objetivo geral: Estudar a frequência dos haplótipos do gene JAK2 e avaliar sua 
associação com neoplasias mieloproliferativas crônicas. 

 

 Objetivos específicos: 

1. Avaliar a presença da mutação V617F do gene JAK2 em pacientes com neoplasias 
mieloproliferativas crônicas; 

2. Identificar o haplótipo do gene JAK2 (pesquisa do alelo G pelo SNP rs10974944); 

3. Estimar as frequências alélicas e genotípicas para estes genes polimórficos nesta 
população; 

4. Avaliar, por meio de uma análise estatística adequada, uma associação da presença 
do alelo G com a mutação V617F do gene JAK2; 
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Mari Ellen Ferreira2, Elaine Cristina Baraldi3, Ana Maria Sell1, Jeane Eliete Laguila 

Visentainer1 

  

ABSTRACT 

  

Background: The JAK2 46/1 haplotype has recently been described as a major 

contributor factor to the development of myeloproliferative neoplasm either positive or 

negative for the JAK2 V617F mutation. The G allele of a specific single nucleotide 

polymorphism, called JAK2 rs10974944, is part of the JAK2 46/1 haplotype. The aim of this 

study is to verify the association between the presence of the G allele and the development of 

BCR-ABL negative chronic myeloproliferative neoplasms in our population. 

 Methods: Blood and oral mucosa swabs samples were obtained from 56 patients, from 

two local Brazilian hospitals, previously diagnosed as having BCR-ABL negative chronic 

myeloproliferative neoplasms. Blood samples from 90 local blood donors were used as 

controls. The presence of the G allele was accessed using a PCR-RFLP assay after DNA 

sample extraction. 

 Results: The presence of the G allele was strongly associated with the presence of 

BCR-ABL negative chronic myeloproliferative neoplasms (p=0.0001; OR=2.674; 95% 

CI=1.630-4.385) in the studied population. 

 Conclusion: In agreement with previous reports, the JAK2 46/1 haplotype, 

represented here by the presence of the G allele, is an important predisposing factor in the 

oncogenetic development of these neoplasms in our population. 
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 INTRODUCTION 

 

 Chronic myeloproliferative neoplasms (cMPN) are disorders characterized by the 

clonal proliferation of a single hematopoietic stem cell resulting in increased peripheral blood 

counts of mature cells. In 2008, the World Health Organization (WHO) diagnostic criteria 

divided these entities in well defined diseases represented mainly by chronic myeloid 

leukemia (CML), polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET) and primary 

myelofibrosis (MF) (1). 

 Albeit these disorders may have specific features, they often share some characteristics 

that overlap and an exact classification may become jeopardizing. Dameshek (2), more than 

fifty years ago, noticed similarities between these neoplasms and suggested that a common 

factor could act as a trigger leading to the disordered proliferation of the bone marrow 

myeloid compartment. It took more than five decades to figure out what would be this hidden 

stimulus and, in 2005, several research groups described almost simultaneously a single 

nucleotide polymorphism (SNP) in the JAK2 gene (3,4,5,6). 

 JAK2 gene encodes a tyrosine kinase protein involved in intracellular signaling 

pathways activated by different cytokines and growth factors receptors(7). JAK2 gene is 

located in chromosome 9 (9p24) and the described SNP leads to the substitution of a valine to 

a phenylalanine residue in the 617 position (JAK2 V617F) of the resulting protein. JAK2 

V617F mutation occurs in the pseudo-kinase domain, with a consequent lost of the regulatory 

function performed by this region, allowing intracellular pathways to be active despite the 

absence of interaction between growth factors and receptors (3,4,5,6). 

 JAK2 V617F mutation was found in more than 95% of the PV patients and in about 

half of the patients with ET and MF, but not in healthy individuals. The evaluation of 

lymphocytes and oral mucosa patient’s cells, as well as patient’s family blood cells, were 

negative for JAK2 V617F mutation showing that the mutation was acquired (3,4,5,6). After 

these findings, JAK2 V617F mutation screening became a cornerstone in the molecular 

diagnostic approach of cMPN (1,8). 



27 

 

 It was observed that JAK2 V617F mutation could occur in homozygosis or in 

heterozygosis in the affected hematopoietic cells. The homozygotic cases occurred most 

frequently in a specific allele with duplication of the mutated allele and consequent lost of the 

other allele (3). This event is called uniparental dissomy. JAK2 V617F homozygosity mainly 

occurs in PV cases and seems to confer proliferation advantage to the mutated clone (3).  

 Even before the description of a common mutation associated with the development of 

cMPN, family clusters of patients sharing different types of these disorders were already 

known. In 2006, Bellané-Chantelot et al.(9) evaluated 72 families with two or more cases of 

cMPN regarding the presence of the JAK2 V617F mutation. In 46 families with at least two 

cases of cMPN, the mutation was absent in 6 families, heterogeneously distributed in 18 

families and present in all affected members in 22 families. The authors also isolated B and T 

lymphocytes in healthy relatives of patients carrying the mutation and the JAK2 V617F 

mutation was absent showing, once more, its acquired characteristic. 

 Landgren et al.(10) studied the risk of PV, ET and MF development in first degree 

relatives of previously cMPN diagnosed patients. The authors analyzed more than five 

decades Swedish oncologic diagnostic registries and found 11039 patients with different 

cMPN diagnosis. Searching for first degree relatives medical registries, they met 24577 

relatives. It was observed a 5 to 7 times increased risk of developing cMPN in these first 

degree relatives, particularly in probands, suggesting that family members may share genes 

involved in myeloproliferative disorders oncogenesis. 

 Pardanani et al.(11) studied genetic factor that could contribute to the phenotypic 

diversity of cMPN. The authors observed some JAK2 gene SNPs and haplotypes to occur 

more frequently in PV patients than in ET or MF patients. They suggested that individual 

genetic factor could contribute to the cMPN diverse phenotypic presentation, including the 

development of JAK2 V617F mutation as notably observed in PV patients. 

 In the light of the above findings, Jones et al.(12)  analyzed different JAK2 SNPs. 

Considering uniparental dissomy as the main cause of JAK2 V617F mutation homozygosity, 

the authors found 109 (77%) cases of identical JAK2 haplotypes in 142 alleles that harbored 

JAK2 V617F mutation. In the wild residual allele, comparatively, this haplotype was found in 

only 12% of the cases. Then, the authors could conclude that JAK2 V617F mutation does not 

occur randomly but rather in a specific JAK2 gene haplotype. 
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 Comparing different JAK2 gene SNPs, Jones et al.(12) identified 92 different 

haplotypes. Two of them, referred together as 46/1 haplotype, occurred in greater frequency 

in those patients carrying JAK2 V617F mutation than in the general population. Additional 

studies demonstrated the JAK2 V617F mutation occur more frequently in cis with the 46/1 

haplotype. 

 Starting with array techniques, Kilpivaara et al (13) searched for genomics SNPs that 

could predispose the development of cMPN or act as phenotypic modifiers in these diseases. 

The JAK2 G allele, characterized by the presence of rs10974944 SNP, occurred more 

frequently in PV than in ET patients. It was also more frequently found in cMPN patients than 

in the general population The C allele, characterized by the absence of rs10974944 SNP was 

considered the common allele often observed in general polulation. The G allele was also 

strongly associated with JAK2 V617F mutation (OR: 4,0; p = 7,7x10-22), both occurring more 

frequently in cis. 

 In order to facilitate the identification of JAK2 rs10974944 SNP, Trifa et al.(15, 16) 

developed a practical method based on polymerase chain reaction with restriction fragment 

length polymorphism (PCR-RFLP) technique. The authors compared 150 cMPN patients with 

150 healthy controls and also found a greater G allele frequency in those patients. 

 The aim of the present study is to analyze the possible association between the the G 

allele in cMPN patients and to verify its role in the development of these diseases in a 

Brazilian population. 

 

METHODS 

 The study was submitted and approved by the local ethical committee. All participants 

signed an informed consent. Blood and oral swab samples were collected from 56 patients 

assisted in two regional oncologic services (Hospital do Câncer de Maringá e Instituto do 

Câncer de Londrina), previously diagnosed as having BCR-ABL negative cMPN according to 

the 2008 WHO diagnostic criteria (1). Blood samples were collected from 90 healthy 

individuals (blood donors from the Hemocentro Regional de Maringá) who were used as 

controls, since JAK2 V617F mutation is not found in general healthy population (3,4,5,6,17). 
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460pb 

241bp 

189bp 

DNA was extracted from the biological specimens with a commercial kit according to the 

fabricant´s recommendations (QIAamp® DNA Blood Mini Kit, Qiagen). 

 All blood samples obtained from cMPN patients were genotyped for JAK2 V617F 

mutation using a PCR-RFLP assay previously described (18). In order to visualize better the 

post digestion bands, we modified the described technique using 2U (1µL) of BsaXI enzyme 

in each PCR amplicon digestion and a 3% agarose gel to run the post digestion 

electrophoresis. JAK2 V617F positive samples present a 460bp band (Figure 1). JAK2 V617F 

negative samples show two bands weighting 241bp and 189bp. Absolute and relative 

frequencies of JAK2 V617F mutation in cMPN patients were calculated. 

 

Figure 1. JAK2 V617F screening using PCR-RFLP technique. After digestion, JAK2 V617F 
positive samples present a 460bp band compared to the 50bp molecular weight ladder. (A) ET 
JAK2 V617F negative patient. (B) PV JAK2 V617F positive patient. (C) JAK2 V617F positive 
control. (D) JAK2 V617F negative control. (E) Blank. 

 Considering the possibility of heterozygosity loss due to uniparental dissomy leading 

to misinterpretation of haplotypes results, germline haplotypes (oral swab) were compared to 

blood samples in cMPN patients. Blood and oral swab samples obtained from cMPN patients 

and blood samples obtained from healthy subjects were submitted to JAK2 rs10974944 SNP 

screening using a PCR-RFLP assay developed by Trifa et al.(16). The G allele presence is 

characterized by the observation of a 213bp band whereas the C allele presence is noted by 

the observation of a 176bp band (Figure 2). 
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Figure 2. JAK2 rs10974944 SNP alleles screening using PCR-RFLP technique. The 
G allele presence is characterized by the observation of a 213bp band whereas the C 
allele presence is noted by the observation of a 176bp band compared to the 50bp 
molecular weight ladder. Lanes A-D represent patients´ blood samples. (A) C allele 
homozygous. (B) C/G alleles heterozygous. (C) G allele homozygous. (D) C/G alleles 
heterozygous. 

 

 Allelic and genotypic frequencies were calculated by direct count. Patients and 

controls allelic and genotypic frequencies were compared using a Chi-Square test, with Yates´ 

correction, considering a 95% confidence interval (CI). 

 

 RESULTS 

 

 The overall characteristics of cMPN patients enrolled in this study are shown in Table 

1.  When analyzing each one of the cMPN alone, 16 (94%) of the 17 PV patients, 14 (64%) of 

the 22 ET patients and 7 (58%) of the 12 MF patients were positive for JAK2 V617F 

mutation. There were 5 (10% of 56) patients that could not be classified as having one of 

those three well determined entities and, therefore, were classified as myeloproliferative 

neoplasms, unclassifiable (MPNu), according to 2008 WHO diagnostic criteria(1). Some of 

those patients lacked some information in their medical records or clinical history that could 

have compromised the correct classification. JAK2 V617F mutation screening in those 

patients showed 80% (4 of the 5 MPNu patients) of positivity corroborating to fit them in the 

BCR-ABL negative cMPN group. 



31 

 

Table 1. cMPN patients general characteristics and JAK2 V617F 
mutational status 

Age (median range, in years) 22-83 (60.6) 

Sex 

     Male 

     Female 

     M:F 

 

25 (45%) 

31 (55%) 

0.8:1 

Diagnosis 

     PV 

          JAK2 V617F positive 

          JAK2 V617F negative 

 

     ET 

          JAK2 V617F positive 

          JAK2 V617F negative 

 

     MF 

          JAK2 V617F positive 

          JAK2 V617F negative 

 

     MPNu 

          JAK2 V617F positive 

          JAK2 V617F negative 

 

17 (30%) 

16 (94%) 

1 (6%) 

 

22 (39%) 

14 (64%) 

8 (36%) 

 

12 (21%) 

7 (58%) 

5 (42%) 

 

5 (10%) 

4 (80%) 

1 (20%) 

TOTAL  (cMPN patients) 56 

cMPN: chronic myeloproliferative neoplasms, PV: polycythemia vera, ET: essential 
thrombocytosis, MF: primary myelofibrosis, MPNu; myeloproliferative neoplasms, 
unclassifiable. 
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The distribution of JAK2 rs10974944 SNP genotypes and alleles are shown in Table 2, 

considering the JAK2 V617F mutational status.  

 

Table 2. JAK2 rs10974944 SNP genotype/alleles frequencies in cMPN patients and 
controls 

JAK2rs10974944 
genotype/alleles 

cMPN patients Controls 

(n=90) 
JAK2 V617F 

positive (n=43) 
JAK2 V617F 

negative (n=13) 
Total  

(n=56) 

Genotype 

CC 

CG 

GG 

 

11 (26%) 

17 (40%) 

15 (34%) 

 

7 (54%) 

3 (23%) 

3 (23%) 

 

18 (32%) 

20 (36%) 

18 (32%) 

 

53 (59%) 

25 (28%) 

12 (13%) 

Allele 

C allele 

G allele 

 

39 (45%) 

47 (55%) 

 

17 (65%) 

9 (35%) 

 

56 (50%) 

56 (50%) 

 

131 (73%) 

49 (27%) 

cMPN: chronic myeloproliferative neoplasms, SNP: single nucleotide polymorphism 
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When comparing JAK2 rs10974944 SNP genotypes and alleles frequencies between 

patients and controls (Table 3), it was found a significantly higher frequency of the GG 

genotype and G allele in cMPN patients (p=0.01159; OR=3.079; 95% CI=1.347-7.04 and 

p=0.0001; OR=2.674; 95% CI=1.630-4.385, respectively). The CC genotype and C allele 

frequency were significantly more increased in healthy controls (p=0.00294; OR=0.331; 95% 

CI=0.164-0.666 and p=0.0001; OR=0.374; 95% CI=0.228-0.614, respectively). 

 

 Table 3. Correlation between JAK2 rs10974944 SNP genotype/alleles frequencies and 
the presence of cMPN (cMPN patients vs control group) 

JAK2rs10974944 
genotype/alleles 

cMPN patients vs control group 

Patients (n=56) Controls (n=90) OR (95% CI) p value 

Genotype 

CC 

CG 

GG 

 

18 (32%) 

20 (36%) 

18 (32%) 

 

53 (59%) 

25 (28%) 

12 (13%) 

 

0.331 (0,164-0.666) 

1.44 (0.706-2.953) 

3.079 (1.347-7.04) 

 

0.00294 

0.4 

0.01159 

Allele 

C allele 

G allele 

 

56 (50%) 

56 (50%) 

 

131 (73%) 

49 (27%) 

 

0.374 (0.228-0.614) 

2.674 (1.630-4.385) 

 

0.0001 

0.0001 

 

cMPN: chronic myeloproliferative neoplasms, SNP: single nucleotide polymorphism 



34 

 

There was also significant statistical association between the presence of JAK2 V617F 

mutation and the JAK2 rs10974944 SNP genotype or allele, when comparing patients who 

carried the mutation with controls (Table 4). The GG genotype and the G allele were more 

frequently found in patients who carried the mutation than in healthy controls (p=0.006; 

OR=3.482; 95% CI=1.454-8.339 and p=0.0001; OR=3.222; 95% CI= 1.884-5.510, 

respectively).  

 

 Table 4. Correlation between JAK2 rs10974944 SNP genotype/alleles frequencies and 
the presence of JAK2 V167F mutation (JAK2 V617F positive patients vs control 
group) 

JAK2rs10974944 
genotype/alleles 

JAK2 V617F positive patients vs control group 

JAK2 V617F 
positive patients 

(n=43) 

Controls (n=90) OR (95% CI) p value 

Genotype 

CC 

CG 

GG 

 

11 (26%) 

17 (40%) 

15 (34%) 

 

53 (59%) 

25 (28%) 

12 (13%) 

 

0.24 (0.108-0.536) 

1.7 (0.790-3.656) 

3.482 (1.454-8.339) 

 

0.0006 

0.244 

0.0078 

Allele 

C allele 

G allele 

 

39 (45%) 

47 (55%) 

 

131 (73%) 

49 (27%) 

 

0.311 (0.182-0.531) 

3.222 (1.884-5.510) 

 

0.0001 

0.0001 

cMPN: chronic myeloproliferative neoplasms, SNP: single nucleotide polymorphism 

 

The comparison between JAK2 rs10974944 SNP genotype or allele frequencies in 

JAK2 V617F negative patients and controls showed no statistical difference (data not shown). 

Also, when comparing JAK2 rs10974944 SNP genotype or allele frequencies in JAK2 V617F 

positive with negative patients there was no statistical difference, unlike previously described 
(12,13,15). This observation may possibly be explained by the modest number of patients 

enrolled in this study. 
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 DISCUSSION 

 

 Recent reports have suggested that hereditary genetic factors, specifically JAK2 

haplotypes, can strongly contribute to the development of cMPN (12,13,15). These observations 

help explain previously known cMPN family clusters (9,10). 

 The aim of this study was to analyze if the genetic factors described above also play an 

important role in the development of cMPN in our population. The results of our study 

corroborate the hypothesis that JAK2 haplotypes are a major predisposal factor in the studied 

population. The GG genotype and G allele frequencies, representative of the JAK2 46/1 

haplotype, were found to be significantly higher in our patients´ population. Oral swabs 

results (data not shown) were also concordant with blood samples results discarding acquired 

uniparental dissomy as a misleading factor in the genotype and alleles frequencies estimation. 

 The correlation between JAK2 46/1 haplotype and the presence of JAK2 V617F 

mutation was well documented(12,13). The JAK2 46/1 haplotype was suggested to bring 

genetic instability to the JAK2 gene favoring the emergence of JAK2 acquired mutations such 

JAK2 V617F and JAK2 exon 12 mutations (14,19). Our data can reinforce these findings since 

the G allele and the GG genotype were more frequent in those patients carrying JAK2 V617F 

mutation than in healthy controls. 

 As shown in Table 1, the characteristics of the studied patients are very similar to 

those observed in literature (3,4,5,6) what can reassure the comparability of our data and 

reinforce the meaning of the G allele presence as a pivotal factor in the development of cMPN 

in our population. 

 Different hypotheses try to explain the correlation between specifics JAK2 haplotypes 

and the cMPN risk. One of them, as mentioned above, is the possibility of a genetic instability 

brought by the presence of a specific inherited haplotype facilitating the emergence of JAK2 

acquired mutation (14). Another hypothesis suggests that JAK2 46/1 haplotype could confer 

proliferative or surviving advantage to the neoplastic clone what can explain the increased 

frequency of JAK2 46/1 haplotype even in cMPN negative for JAK2 gene acquired mutations 
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(13). There is also a chance that the JAK2 involved haplotypes could lead to different 

intensities of intracellular signaling conferring the mentioned proliferative or surviving 

advantage (14,15). These hypotheses can coexist and even work together in the cMPN 

oncogenesis. 

 The evaluation of genetic factors implicated in the chronic myeloproliferative 

disorders development helps to identify acquired mutations such as JAK2 V617F and allows 

diagnostic assays to be developed. Recently, these molecular assays became a precious tool in 

the evaluation of patients presenting with polycythemias making diagnostic workup easier. In 

the light of the recent published data, inherited genetic factors were brought about as 

important characters in the cMPN oncogenetic pathways. More studies are needed to clarify 

the exact role these genetic factors in modifying intracellular signaling and perhaps offer new 

targets to future diagnostic tools or even therapeutic agents. 
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CAPÍTULO III 

 

 CONCLUSÕES 

 

 A realização deste estudo com pacientes portadores de neoplasias mieloproliferativas 

crônicas mostrou que: 

1. A amostra de pacientes avaliada, apesar de relativamente pequena (n=56), mostrou 

características epidemiológicas muito semelhantes às grandes coortes previamente 

descritas possivelmente permitindo comparações com outras populações. 

2. O genótipo GG e o alelo G mostraram-se como um importante fator de risco genético para 

o desenvolvimento de NMPc em nossa população alertando sobre a possibilidade do risco 

aumentado em familiares de pacientes portadores e auxiliando o planejamento de 

aconselhamento genético a pacientes e familiares. Ademais, a identificação do alelo G 

pode servir como uma informação adicional para a elucidação de casos de suspeitos de 

NMPc, cujo diagnóstico pode ser duvidoso. 

3. A padronização de ambos os testes (pesquisa da mutação JAK2 V617F e JAK2 

rs10974944 SNP) em um serviço público acadêmico abre a possibilidade de acesso a estes 

exames, até então disponíveis somente em centros acadêmicos de referência ou na rede 

privada, para pacientes atendidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS). A pesquisa da 

mutação JAK2 V617F facilita de maneira única  investigação dos casos de policitemia e 

foi previamente descrita como sendo custo-efetiva para os sistemas de saúde uma vez que 

abrevia a necessidade de outros exames dispendiosos, e muitas vezes invasivos, durante a 

investigação diagnóstica. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A multidisciplinaridade característica do Programa de Pós-graduação em Biociências 

Aplicadas à Farmácia da Universidade Estadual de Maringá possibilita o crescimento e 

aprimoramento da equipe pesquisadora promovendo enfoques mais abrangentes nos projetos 

realizados. 

A pesquisa básica em saúde sempre serviu de plataforma para o desenvolvimento de 

ferramentas diagnósticas e terapêuticas. Há ainda muito a ser descoberto acerca de como a 

interação entre citocinas, fatores de crescimento, receptores e proteínas envolvidas nas vias de 

sinalização intracelular colaboram para o aparecimento das NMPc e de como fatores 

genéticos hereditários e adquiridos interagem com estas variáveis. O conhecimento dos 

mecanismos fisiopatológicos e dos fatores genéticos associados ao desenvolvimento das 

NMPc abre possibilidades de futuros projetos de colaboração entre a pesquisa básica e a 

pesquisa clínica. 

 


