PUVODNI PRACE

Nase skidsenosti s vysetrovanim JAK2 mutécii
pacientov s myeloproliferativnymi ochoreniami
z trepanobioptického materialu kostnej drene

Burjanivova T.*, Marcinek J.23°, Minarik G.4, Lasabova Z.1, Szépe P.23, Balharek T.23,
Vanochova A.1, Plank L.23°

1Ustav molekulovej biolégie JLF UK v Martine

2Ustav patologickej anatémie a Konzultacné centrum bioptickej diagnostiky ochoreni krvotvorby JLF UK a UNM v Martine
SMartinské bioptické centrum, s.r.o. v Martine

4Ustav molekulérnej biomediciny LF UK v Bratislave

*T.B, J.M a L.P prispeli k tejto praci rovnako

SUHRN

Polycythemia vera (PV), esencidlna trombocytéza (ET) a primérna myelofibréza (PMF) patria do skupiny Ph1 negativnych myeloproli-
ferativnych neopldzii (MPN), pri ktorych sa ¢asto vyskytuje mutdcia JAK2V617F. Tato mutécia sa vyskytuje u takmer vetkych pacien-
tov s PV a u priblizne 60 % pacientov s ET a PMF. V diferencidlnej diagnostike MPN viak vyznam tejto mutdcie stéle nie je dost objas-
neny, preto tu mé dolezitd Glohu aj bioptické vysetrenie kostnej drene. Na nasom pracovisku sme sa rozhodli vy3etrovat JAK2V617F
mutdciu v DNA izolovanej z parafinovych blokov od pacientov s PV, ET a PMF, kedZe tito mutéciu nedévno SZO odporugila vyuzivat
ako jeden z markerov v diagnostike uvedenych klinickych jednotiek. Mutécie V617F sme detekovali pomocou alelovo-3pecifickej hot start
multiplex PCR. U JAK2V617F negativnych pacientov s PV sme vy3etrovali sekvenovanim pritomnost mutécii v exéne 12 JAK2 génu. Do-
sial’ sme na nasom pracovisku vy3etrili priblizne 200 pacientov s klinicky verifikovanou diagnézou PV, ET a PMF. Nase vysledky st
u v3etkych troch ochoreni (ET, PV, PMF) zhodné s dosial publikovanymi précami. Nami implementované metodika detekcie mutécie JAK2
z parafinovych blokov umoziiuje analyzu velkého mnozstva archivneho materiélu pre retrospektivne 3tidie, a stéasne aj implementd-
ciu analyzy statusu JAK2 ako st&asti bioptického vysetrenia kostnej drene vietkych pacientov s podozrenim 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 dllele-specific PCR. In addition, in all JAK2 Vé617F 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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Myeloproliferativne neoplazie (MPN), predtym nazyvané aij chro-
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nické myeloproliferativne ochorenia predstavuji skupinu nédoro-
vych ochorenti, ktoré vznikajo klonélnou proliferaciou kmefiovych
hemopoetickych buniek v kostnej dreni. Rozdeluju sa na chronic-
ko myelocytovd leukémiu (s pozitivitou Philadelphia 1 chromozé-
mu /Ph1/, resp. ber/abl génu) a na ochorenia bez pozitivity toh-
to chromozému, tzv. Ph1- MPN. Medzi ne patria tri najéastejsie
ochorenia: pravé polycytémia (PV), esencidlna trombocytémia (ET)
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a primérna myelofibréza (PMF). Dnes, po viac ako 5 rokov od ob-
javu novej bodove] mutécie Janusovej tyrozmove| kindzy 2 typu
V617F (dalej len JAK2 mutécia) v skupine Phl- myeloproliferativ-
nych neoplézii (MPN) je uz zrejmy vyznam tohoto objavu pre c||
agnostiku, poznanie biolégie a klinického priebehu a liezbu Ph1-
MPN. JAK2 mutécia sa vyskytuje u 95 % pacientov s PV a pribl.
60 % pacientov s ET a PMF (1-4). Mutécia spdsobuje na ligande
nezédvislo fosforylaciu JAK2 kindzy s néslednou aktivaciou STAT3
signdlnej drahy a transkripénych faktorov a prispieva tak k nekon-
trolovanej klonove| proliferécii kmefiovych buniek krvotvorby (5).
Ako stéasf tzv. velkych a malych kritérii vietkych Ph!" MPN sa iei
identifikacia stala spolu s &rtami morfolégie kostnej drene a dalsi-
mi parametrami stcastou diagnostickych algoritmov podla klasifi-
kécie SZO (6). Vzhladom ku koncentrécii biopsii kostnej drene pa-
cientov s Ph1”~ MPN v nagom pracovisku v pozicii Konzultagného
centra biopticke| diagnostiky ochoreni krvotvorby v SR sme preto
mali ambiciu zaviest novi metédu detekcie JAKV617F a kom-
plementdrnu detekciv mutdcie v exéne 12 JAK2 génu, a to z DNA
izolovanej z (trepano-)bioptickych vzoriek KD.

MATERIAL A METODIKA

Materialom pre vy3etrovanie uvedenych mutécii boli trepanobi-
optické vzorky KD, fixované pomocou $tandardnej formolovej fixa-
cie. Tieto boli vy3etrované v rémci retrospektivnej, ako aj prospek-
tivnej &asti analyzy pripadov z registrov oboch zainteresovanych
patologickych pracovisk. Podrobneisie Gdaje pre vyber materidlu
uvadzame v Easti vysledky.

Nami pouzivany postup mozno struéne charakterizovat nasledo-

vne:

a) izolécia DNA: Bioptické vzorky fixované vo formole st dekal-
cifikované v EDTA, odvodnené v alkoholovo-xylénovej rade
a zalievané do parafinovych blokov. Parafinové rezy sa depa-
rafinizujo v xyléne a alkoholovej rade. DNA zo ziskanych bu-
niek je izolovand pomocou kitu QlAamp DNA Micro Kit (Qia-
gen Inc., USA).

b) detekcia V617 mutdcie: Mutéciu detekujeme pomocou alelovo-
$pecifickej hot start multiplex PCR s pouzitim 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 s separované v 3%
agarézovom géli. V pritomnosti V617F mutécie vzniknG dva
PCR fragmenty, pri jej chybani sa amplifikuje len jeden frag-
ment (obr. 1). Na rozlidenie heterozygétnej a homozygétnej for-
my JAK2V617F mutécie u pauentov s PV bola pouzitd restrike-
na anclyza pomocou enzymu Bsa X (7). Specifickost zavad-
zanej metédy bola u &asti pacientov potvrdend sekvendciou.

c) detekcia mutécie v exéne 12 JAK2 pri PV: DNA pacientov s
PV a bez JAK2V617F mutdcie vysetrujeme dalej na pritom-
nost mutdcii v exéne 12 JAK2 génu. Pre amplifikéciu exénu 12
JAK2 génu sme pouzili 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 reakénd zmes po-
zostévala z 1,5 mmol/L MgCl2, 10 pmol/L z kazdého forward
a reverse primeru, 2 mmol/L dNTPs, 2,5 mmol/L 10xPCR pu-

Tabulka 1. Teplotny programu PCR reakcie.

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

Po PCR amplifikacii a purifikacii sme produkt sekvenovali pomo-
cou kapilérnej elektroforézy ABI PRISM Genetic Analyser a BigDy-
e™ Primer v3.0 Sequencing Kit (Applied Biosystem, USA). Ziska-
né sekvencie sa analyzuji s pouzitim softwaru Chromas 1.5 (Tech-
nelysium, Austrdlia). Identifikécia mutécii bola prevedend pomo-

cou softwaru BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (8).

VYSLEDKY

V Gvodnej féze implementécie metédy sme vysetrovali mutéciu
JAK2V617F retrospektivne v archivnom materidli pribl. 200 pGCI
entov s linickou dg. PV, ET a PMF, u ktorych bol konkrétny typ Ph!-
MPN verifikovany aj biopticky. Mutaciu JAKVS17F sme potvrdili
v 90 % pripadoch PV, 64 % pacientov s ET a 60 % pacientov s PMF,
&o sG hodnoty porovnatelné s vystupmi inych (1-4,9). Potom sme
metodiku implementovali prospektivne do rutinnej diagnostickej
praxe, pricom do momentu spracovania predlozeného prehladu
sme vy3etrili vzorky dal$ich 50 pacientov.

Mutéciu v exéne 12 sme doteraz potvrdili u troch pacientov s PV
bez JAK2V617 mutcie, pricom u jedného z nich sme zachytili
novy, doteraz neznémy typ bodovej mutécie (8).

DISKUSIA

Dnes metodiku analyzy mutécie JAKVS17F pouzZivame ako si-
cast’ bioptického vysetrenia kostnej drene najmd:

a) ak morfologicky obraz vyzaduije diferenciélnu diagnostiku re-
aktivnej myeloprollfercae versus MPN, resp. ak je k||n|cky su-
ponovand Ph1” MPN, ale morfo|og|cky obraz drene nie je cel-
kom charakteristicky,

b) v pripadoch mélo objemnej hrani¢ne reprezentativnej, alebo
kvalitativne arteficialne (obycajne odberom) poskodenej biop-
tickej vzorky kostnej drene,

c) prirebiopsiach, ak je ziadice vy3etrit mutaciu v predoslom ar-
chivnom materidli,

d) na Ziadost hematolégov najmé z ambulantnych pracovisk, kio-
ré maji obmedzen moznost molekulovo-genetickych analyz
a pod.

Vo vieobecnosti vyznam detekcie JAK2V617mutécie, resp. exénu

12 mozno zhrn(t nasledovne:

1. je chagnoshcky potvrclenle klonality ochorenia podporuije di-
agnézu Ph!~ MPN tak pri neistote morfologického obrazu, ako
aj pri kvantitativnych a kvalitativnych limitoch biopsie.

2. umozni pochopit manifestdciv MPN — napr. mutécia JAKVS17F
ovplyviiuje klinické a laboratérnu manifestaciu MPN (¢astejsie
trombotické komplikécie, zvy$ené hodnoty erytrocytov a pod.
(10-12), alebo drefi pacientov s PV bez mutacie JAKVS17F
a s mutéciou v exéne 12 vykazuje Eastejsie izolované zmeny
erytropoézy bez vyraznejSej aktivacie ostatnych dvoch radov
a preto jej morfolégia méze byt ind nez ,klasickd”,

3. je Ciastoéne aj prognosticky — najméd u pacientov s PMF, na-
jmé& v zmysle tendencie k progresu fibrézy o lepsich vysledkov
po transplantécii kostnej drene (13).

Uvodné denaturdcia Pocet cyklov 40 Zévereénd polymerizacia
denaturécia anelacia polymerizécia

95°C 95°C 62°C 72°C 72°C

3 min 1 min 1 min 1 min 10 min
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3 4 6 6 M

364 bp
203 bp

nez PCR) a tym, Ze pri velkom mnozstve bodovych mutécii (14)
ie jej uplatnenie v dennej praxi problematické. Vylogenim
JAKV617F mutécie u pacientov s biopticky verifikovanou PV viak
mozno selektovat pripady s potencidlnymi mutdciami v exéne
12 av spoluprdci s klinickou praxou prispief k dokonéeniu ana-
lyz vo vhodnejsom nefixovanom materidli.

b) Okrem relativne ¢astej JAK2 mutdcie sa pri Ph1- MPN streta-
vame aj s inymi zriedkavej3imi typmi mutécii. Tu okrem uz uve-
deného (mutécie v exéne 12 JAK2v pripadoch JAK2V817F ne-

. . o . . gativnej PV) mozno uviest napr. mutécie trombopoetinového re-
Obr. ¢ 1 Vys|ed|fy.o|e|oYo-speC|Flcke| hot start Tulhplgx PCR na detekciu ceptora (MPL) posfihujice cca 10 % pacientov s PMF a cca 3
JAK2 V617F mutécie. Dréhy 1,2,4 a 5 predstavujo pacientov s JAK2V617F o . . , . ‘ ler )
- o AR ] % pripadov ET (15), ako aj pestrd skupinu dalsich, relativne
mutéciou. Dréha 3 je pacient bez JAK2V617F mutécie. Dréha 6 je nega ¥ L), A Lo A
fivna kontrola a dréha M je 50 bp ladder. vzac.nych mutdcii vyskytujocich sa najmé pri b|c1§hcke| trcmsfor-
mécii Ph1- MPN. Nedéavno bola identifikované aj mutécia TET2,
ktord sa okrem pripadov MPN (cca 20 %), vyskytuje aj pri in-
4. v ramci indikovania postupne prichddzajicej cielenej liecby ych myeloidnych nadoroch (16). Mozno teda zhrnif, Ze aj ked'
Ph1- MPN méze byf aj prediktivny. objav JAK2 mutdcii zlepsil porozumenie patogenézy Ph1- MPN,
tak kauzélne genetické mutacie zodpovedné za vznik tychto
Zéverom je vhodné dodat dve poznémky: ochoreni su stéle nezndme a existencia ,jednoduchej” kauzél-
a) Napriek znaénej degradécii DNA izolovanej z parafinovych bi- nej mutdcie, ako je tomu pri CML je nepravdepodobnd. Nie-
optickych blokov je technicky moZné z nej vy3etrit JAK2 muté- len preto sa napriek pokroku genetickych analyz vyznam kva-
ciu (najmd v uvedenych pripadoch). Napriek tomu prednost mé litnej histomorfologickej analyzy bioptickej vzorky pacientov s
maf vzdy, ked'je to mozné, test pritomnosti mutécie z , Eerstvych” PhT- MPN nijako nezmenil.
buniek periférnej krvi alebo kostnej drene, a to podla moznos-
ti metédou RT-PCR (real-time PCR) - jednak pre vyssiu senzitivi- .
tu, ako aj pre moznost kvantifikicie tejto mutécie. To umoziiu- PODAKOVANIE
ie (analogicky k vysetrovaniu ber/abl génu pri CML) sledovaf
vyvoj ochorenia a kontrolovat Gspesnost cielenej biologickej lie¢- Podporené projektom OPVaV-2008/2.1/01-SORO - Centrum ex-
by (10). Tento fakt predstavuje isti vyzvu aj pre nasu préacu. Mu- celentnosti CEPV . (IMTS kéd 26220120016) a CEPV 1. (IMTS kéd
técie exénu 12 z DNA izolovanej z parafinového materiélu so 26220120036) na Jesseniovej lekarskej fakulte Univerzity Komen-
limitované jeho kvalitou (citlivost sekvenaénej analyzy je nizsia ského v Martine, ktory je spolufinancovany z prostriedkov EU
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