
115
âESKO-SLOVENSKÁ PATOLOGIE 3/2011

Myeloproliferatívne neoplázie (MPN), predt˘m naz˘vané aj chro-
nické myeloproliferatívne ochorenia predstavujú skupinu nádoro-
v˘ch ochorení, ktoré vznikajú klonálnou proliferáciou kmeÀov˘ch
hemopoetick˘ch buniek v kostnej dreni. Rozdeºujú sa na chronic-
kú myelocytovú leukémiu (s pozitivitou Philadelphia 1 chromozó-
mu /Ph1/, resp. bcr/abl génu) a na ochorenia bez pozitivity toh-
to chromozómu, tzv. Ph1- MPN. Medzi ne patria tri najãastej‰ie
ochorenia: pravá polycytémia (PV), esenciálna trombocytémia (ET)
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SÚHRN
Polycythemia vera (PV), esenciálna trombocytóza (ET) a primárna myelofibróza (PMF) patria do skupiny Ph1 negatívnych myeloproli-
feratívnych neoplázii (MPN), pri ktor˘ch sa ãasto vyskytuje mutácia JAK2V617F. Táto mutácia sa vyskytuje u takmer v‰etk˘ch pacien-
tov s PV a u pribliÏne 60 % pacientov s ET a PMF. V diferenciálnej diagnostike MPN v‰ak v˘znam tejto mutácie stále nie je dosÈ objas-
nen˘, preto tu má dôleÏitú úlohu aj bioptické vy‰etrenie kostnej drene. Na na‰om pracovisku sme sa rozhodli vy‰etrovaÈ JAK2V617F
mutáciu v DNA izolovanej z parafínovych blokov od pacientov s PV, ET a PMF, keìÏe túto mutáciu nedávno SZO odporuãila vyuÏívaÈ
ako jeden z markerov v diagnostike uveden˘ch klinick˘ch jednotiek. Mutácie V617F sme detekovali pomocou alelovo-‰pecifickej hot start
multiplex PCR. U JAK2V617F negatívnych pacientov s PV sme vy‰etrovali sekvenovaním prítomnosÈ mutácií v exóne 12 JAK2 génu. Do-
siaº sme na na‰om pracovisku vy‰etrili pribliÏne 200 pacientov s klinicky verifikovanou diagnózou PV, ET a PMF. Na‰e v˘sledky sú
u v‰etk˘ch troch ochorení (ET, PV, PMF) zhodné s dosiaº publikovan˘mi prácami. Nami implementovaná metodika detekcie mutácie JAK2
z parafínov˘ch blokov umoÏÀuje anal˘zu veºkého mnoÏstva archívneho materiálu pre retrospektívne ‰túdie, a súãasne aj implementá-
ciu anal˘zy statusu JAK2 ako súãasti bioptického vy‰etrenia kostnej drene v‰etk˘ch pacientov s podozrením na PV, ET alebo PMF. 
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Our experience with detection of JAK2 mutations in paraffin-embedded trephine bone marrow
biopsies of patients with chronic myeloproliferative disorders

SUMMARY
Polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF) are Philadelphia chromosome-negative mye-
loproliferative neoplasms (MPN) characterized by JAK2 mutation. The exon 14 V617F mutation is present in almost all patients with PV
and in approx. 60¨% of patients with ET and PMF. The importance of JAK2V617F in the differential diagnostic considerations is still
unclear and here the BM morphology examination still represents an important diagnostic tool. In the WHO classification of Ph1-nega-
tive MPNs, the identification of JAK2 mutations represents a major diagnostic criterion of these diseases. Therefore we decided to im-
plement the examination of JAK2V617F mutation in formalin-fixed paraffin-embedded biopsy specimens of patients with Ph1-negative
MPN using allele-specific PCR. In addition, in all JAK2 V617F negative patients with PV we sequenced the whole JAK2 exon 12. Until
now we examined up to 200 patients with clinically confirmed MPN and our results in all three categories PV, ET and PMF are in agre-
ement with earlier published data. Paraffin embedded tissues represent a valuable source of DNA which can be used in the diagnostics
of both JAK2 exon 12 and exon 14 mutations. It is of particular importance if the fresh material is not available and there is a clinical
and/or research utility for the performance of PCR on archival bone marrow samples with PV, ET or PMF suspicion.
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a primárna myelofibróza (PMF). Dnes, po viac ako 5 rokov od ob-
javu novej bodovej mutácie Janusovej tyrozínovej kinázy 2 typu
V617F (ìalej len JAK2 mutácia) v skupine Ph1- myeloproliferatív-
nych neoplázií (MPN) je uÏ zrejm˘ v˘znam tohoto objavu pre di-
agnostiku, poznanie biológie a klinického priebehu a lieãbu Ph1-
MPN. JAK2 mutácia sa vyskytuje u 95 % pacientov s PV a pribl.
60 % pacientov s ET a PMF (1–4). Mutácia spôsobuje na ligande
nezávislú fosforyláciu JAK2 kinázy s následnou aktiváciou STAT3
signálnej dráhy a transkripãn˘ch faktorov a prispieva tak k nekon-
trolovanej klonovej proliferácii kmeÀov˘ch buniek krvotvorby (5).
Ako súãasÈ tzv. veºk˘ch a mal˘ch kritérií v‰etk˘ch Ph1- MPN sa jej
identifikácia stala spolu s ãrtami morfológie kostnej drene a ìal‰í-
mi parametrami súãasÈou diagnostick˘ch algoritmov podºa klasifi-
kácie SZO (6). Vzhºadom ku koncentrácii biopsií kostnej drene pa-
cientov s Ph1- MPN v na‰om pracovisku v pozícii Konzultaãného
centra bioptickej diagnostiky ochorení krvotvorby v SR sme preto
mali ambíciu zaviesÈ novú metódu detekcie JAKV617F a kom-
plementárnu detekciu mutácie v exóne 12 JAK2 génu, a to z DNA
izolovanej z (trepano-)bioptick˘ch vzoriek KD. 

MATERIÁL A METODIKA

Materiálom pre vy‰etrovanie uveden˘ch mutácií boli trepanobi-
optické vzorky KD, fixované pomocou ‰tandardnej formolovej fixá-
cie. Tieto boli vy‰etrované v rámci retrospektívnej, ako aj prospek-
tívnej ãasti anal˘zy prípadov z registrov oboch zainteresovan˘ch
patologick˘ch pracovísk. Podrobnej‰ie údaje pre v˘ber materiálu
uvádzame v ãasti v˘sledky.
Nami pouÏívan˘ postup moÏno struãne charakterizovaÈ nasledo-
vne: 
a) izolácia DNA: Bioptické vzorky fixované vo formole sú dekal-

cifikované v EDTA, odvodnené v alkoholovo-xylénovej rade
a zalievané do parafínov˘ch blokov. Parafínové rezy sa depa-
rafinizujú v xyléne a alkoholovej rade. DNA zo získan˘ch bu-
niek je izolovaná pomocou kitu QIAamp DNA Micro Kit (Qia-
gen Inc., USA). 

b) detekcia V617 mutácie: Mutáciu detekujeme pomocou alelovo-
‰pecifickej hot start multiplex PCR s pouÏitím primerov forward
kontrola (5’ATC TAT AGT CAT GCT GAA AGT AGG AGA
AAG-3’), forward V617F (5’-AGC ATT TGG TTT TAA ATT ATG
GAG TAT ATT-3’) a reverse (5’-CTG AAT AGT CCT ACA GTG
TTT TCA GTT TCA-3’) (7). PCR produkty sú separované v 3%
agarózovom géli. V prítomnosti V617F mutácie vzniknú dva
PCR fragmenty, pri jej ch˘baní sa amplifikuje len jeden frag-
ment (obr. 1). Na rozlí‰enie heterozygótnej a homozygótnej for-
my JAK2V617F mutácie u pacientov s PV bola pouÏitá restrikã-
ná anal˘za pomocou enz˘mu Bsa XI (7). ·pecifickosÈ zavád-
zanej metódy bola u ãasti pacientov potvrdená sekvenáciou. 

c) detekcia mutácie v exóne 12 JAK2 pri PV: DNA pacientov s
PV a bez JAK2V617F mutácie vy‰etrujeme ìalej na prítom-
nosÈ mutácií v exóne 12 JAK2 génu. Pre amplifikáciu exónu 12
JAK2 génu sme pouÏili JAK2 ex12 F primer (5’-CTC CTC TTT
GGA GCA ATT CA-3’) a JAK2 ex12 R primer (5’-CCA ATG
TCA CAT GAA TGT AAA TCA A-3’). 25 ml reakãná zmes po-
zostávala z 1,5 mmol/L MgCl2, 10 pmol/L z kaÏdého forward
a reverse primeru, 2 mmol/L dNTPs, 2,5 mmol/L 10xPCR pu-

fru (ABgene®, United Kingdom). PCR reakcia prebiehala podºa
teplotného programu uvedeného v tabuºke 1. 

Po PCR amplifikácii a purifikácii sme produkt sekvenovali pomo-
cou kapilárnej elektroforézy ABI PRISM Genetic Analyser a BigDy-
eTM Primer v3.0 Sequencing Kit (Applied Biosystem, USA). Získa-
né sekvencie sa analyzujú s pouÏitím softwaru Chromas 1.5 (Tech-
nelysium, Austrália). Identifikácia mutácií bola prevedená pomo-
cou softwaru BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (8). 

V¯SLEDKY

V úvodnej fáze implementácie metódy sme vy‰etrovali mutáciu
JAK2V617F retrospektívne v archívnom materiáli pribl. 200 paci-
entov s klinickou dg. PV, ET a PMF, u ktor˘ch bol konkrétny typ Ph1-
MPN verifikovan˘ aj biopticky. Mutáciu JAKV617F sme potvrdili
v 90 % prípadoch PV, 64 % pacientov s ET a 60 % pacientov s PMF,
ão sú hodnoty porovnateºné s v˘stupmi in˘ch (1–4,9). Potom sme
metodiku implementovali prospektívne do rutinnej diagnostickej
praxe, priãom do momentu spracovania predloÏeného prehºadu
sme vy‰etrili vzorky ìal‰ích 50 pacientov. 

Mutáciu v exóne 12 sme doteraz potvrdili u troch pacientov s PV
bez JAK2V617 mutácie, priãom u jedného z nich sme zachytili
nov˘, doteraz neznámy typ bodovej mutácie (8).

DISKUSIA

Dnes metodiku anal˘zy mutácie JAKV617F pouÏívame ako sú-
ãasÈ bioptického vy‰etrenia kostnej drene najmä:
a) ak morfologick˘ obraz vyÏaduje diferenciálnu diagnostiku re-

aktívnej myeloproliferácie versus MPN, resp. ak je klinicky su-
ponovaná Ph1- MPN, ale morfologick˘ obraz drene nie je cel-
kom charakteristick˘,

b) v prípadoch málo objemnej hraniãne reprezentatívnej, alebo
kvalitatívne arteficiálne (obyãajne odberom) po‰kodenej biop-
tickej vzorky kostnej drene,

c) pri rebiopsiách, ak je Ïiadúce vy‰etriÈ mutáciu v predo‰lom ar-
chívnom materiáli, 

d) na ÏiadosÈ hematológov najmä z ambulantn˘ch pracovísk, kto-
ré majú obmedzenú moÏnosÈ molekulovo-genetick˘ch anal˘z
a pod. 

Vo v‰eobecnosti v˘znam detekcie JAK2V617mutácie, resp. exónu
12 moÏno zhrnúÈ nasledovne:
1. je diagnostick˘ - potvrdenie klonality ochorenia podporuje di-

agnózu Ph1- MPN tak pri neistote morfologického obrazu, ako
aj pri kvantitatívnych a kvalitatívnych limitoch biopsie. 

2. umoÏní pochopiÈ manifestáciu MPN – napr. mutácia JAKV617F
ovplyvÀuje klinickú a laboratórnu manifestáciu MPN (ãastej‰ie
trombotické komplikácie, zv˘‰ené hodnoty erytrocytov a pod.
(10–12), alebo dreÀ pacientov s PV bez mutácie JAKV617F
a s mutáciou v exóne 12 vykazuje ãastej‰ie izolované zmeny
erytropoézy bez v˘raznej‰ej aktivácie ostatn˘ch dvoch radov
a preto jej morfológia môÏe byÈ iná neÏ „klasická“,

3. je ãiastoãne aj prognostick˘ – najmä u pacientov s PMF, na-
jmä v zmysle tendencie k progresu fibrózy a lep‰ích v˘sledkov
po transplantácii kostnej drene (13).
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Úvodná denaturácia Poãet cyklov 40 Závereãná polymerizácia
denaturácia anelácia polymerizácia

95°C 95°C 62°C 72°C 72°C
3 min 1 min 1 min 1 min 10 min

Tabulka 1. Teplotn˘ programu PCR reakcie. 



4. v rámci indikovania postupne prichádzajúcej cielenej lieãby
Ph1- MPN môÏe byÈ aj prediktívny.

Záverom je vhodné dodaÈ dve poznámky:
a) Napriek znaãnej degradácii DNA izolovanej z parafínov˘ch bi-

optick˘ch blokov je technicky moÏné z nej vy‰etriÈ JAK2 mutá-
ciu (najmä v uveden˘ch prípadoch). Napriek tomu prednosÈ má
maÈ vÏdy, keì je to moÏné, test prítomnosti mutácie z „ãerstv˘ch“
buniek periférnej krvi alebo kostnej drene, a to podºa moÏnos-
ti metódou RT-PCR (real-time PCR) - jednak pre vy‰‰iu senzitivi-
tu, ako aj pre moÏnosÈ kvantifikácie tejto mutácie. To umoÏÀu-
je (analogicky k vy‰etrovaniu bcr/abl génu pri CML) sledovaÈ
v˘voj ochorenia a kontrolovaÈ úspe‰nosÈ cielenej biologickej lieã-
by (10). Tento fakt predstavuje istú v˘zvu aj pre na‰u prácu. Mu-
tácie exónu 12 z DNA izolovanej z parafínového materiálu sú
limitované jeho kvalitou (citlivosÈ sekvenaãnej anal˘zy je niÏ‰ia

neÏ PCR) a t˘m, Ïe pri veºkom mnoÏstve bodov˘ch mutácií (14)
je jej uplatnenie v dennej praxi problematické. Vylúãením
JAKV617F mutácie u pacientov s biopticky verifikovanou PV v‰ak
moÏno selektovaÈ prípady s potenciálnymi mutáciami v exóne
12 a v spolupráci s klinickou praxou prispieÈ k dokonãeniu ana-
l˘z vo vhodnej‰om nefixovanom materiáli. 

b) Okrem relatívne ãastej JAK2 mutácie sa pri Ph1- MPN stretá-
vame aj s in˘mi zriedkavej‰ími typmi mutácií. Tu okrem uÏ uve-
deného (mutácie v exóne 12 JAK2 v prípadoch JAK2V617F ne-
gatívnej PV) moÏno uviesÈ napr. mutácie trombopoetínového re-
ceptora (MPL) postihujúce cca 10 % pacientov s PMF a cca 3
% prípadov ET (15), ako aj pestrú skupinu ìal‰ích, relatívne
vzácnych mutácií vyskytujúcich sa najmä pri blastickej transfor-
mácií Ph1- MPN. Nedávno bola identifikovaná aj mutácia TET2,
ktorá sa okrem prípadov MPN (cca 20 %), vyskytuje aj pri in-
˘ch myeloidn˘ch nádoroch (16). MoÏno teda zhrnúÈ, Ïe aj keì
objav JAK2 mutácií zlep‰il porozumenie patogenézy Ph1- MPN,
tak kauzálne genetické mutácie zodpovedné za vznik t˘chto
ochorení sú stále neznáme a existencia „jednoduchej“ kauzál-
nej mutácie, ako je tomu pri CML je nepravdepodobná. Nie-
len preto sa napriek pokroku genetick˘ch anal˘z v˘znam kva-
litnej histomorfologickej anal˘zy bioptickej vzorky pacientov s
Ph1- MPN nijako nezmenil. 
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Obr. ã. 1 V˘sledky alelovo-‰pecifickej hot start multiplex PCR na detekciu
JAK2 V617F mutácie. Dráhy 1,2,4 a 5 predstavujú pacientov s JAK2V617F
mutáciou. Dráha 3 je pacient bez JAK2V617F mutácie. Dráha 6 je nega-
tívna kontrola a dráha M je 50 bp ladder.
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