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Souhrn

K Ph-negativnim chronickym myeloproliferativnim onemocnénim (CMPO) radime pravou polycytemii (PV), esen-
cialni trombocytemii (ET) a primarni idiopatickou myelofibrézu (IMF). Diagnostika CMPO je obtiZna vzhledem k ab-
senci jednoznaénych diagnostickych ukazateli. Objev bodové mutace V617F v genu JAK2 (JAK2V617F) u velké &asti
pacienti s CMPO znamenal velky pokrok v poznani vzniku onemocnéni a uvedena somaticka mutace je vyuzZivana
v soucasnosti jako vyznamny diagnosticky prostiedek k vylouceni sekundarnich trombocytemii nebo erytrocytoz.
V této praci je podan piehled a srovnani nékterych metod molekularni biologie, které nalezly uplatnéni pri vySetie-
ni JAK2 genu. Jsou uvedeny rovnéz vlastni zkuSenosti se stanovenim mutace JAK2V617F metodou alelické diskrimi-
nace a se stanovenim alelické zatéZe pomoci kvantitativni real-time polymerazové retézové reakce. Stanoveni alelic-
ké zatéZe se muze jevit jako prinosné jak pro sledovani ispésnosti chemoterapeutické 1écby, tak i pro zkoumani moz-
nych korelaci s klinickymi symptomy ¢i dalSimi hematologickymi abnormalitami vyskytujicimi se u uvedené skupi-
ny pacientd.

Kli¢ova slova: JAK2V6I7F myeloproliferativni onemocnéni, real-time polymerizova Yetézova reakce, alelick4 dis-
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Summary
K¥istkova Z., Dvordkova D., Razga F., Pospisilova J., Kuji¢kova J., Doubek M., Mayer J.: Detection of the JAK2V617F
mutation in myeloproliferative disorders - an overview and own experiences

The lack of reliable molecular markers is responsible for difficult detection and monitoring of Ph-negative myelo-
proliferative diseases, such as polycythemia vera, essential thrombocythemia or idiopathic myelofibrosis. In recent
years, the V617F point mutation in the JAK2 gene (JAK2V617F) come to be a feasible marker for confirmation and
evaluation of such hematology disorders. In this paper we report a review of diagnostic methods developed for inves-
tigation of JAK2 gene mutations and we present our experience with detection of JAK2V617F, Two methods (allelic
discrimination analysis and real-time polymerase chain reaction for quantitative determination of mutant allele bur-
den) are compared and discussed. We conclude that this detection of JAK2V617F mutant allele burden may be used
for establishing possible correlation between clinical symptoms and hematologic abnormalities for patients suffering
from myeloproliferative disorders.

Key words: JAK2V617F myeloproliferative disorders, real-time polymerase chain reaction, allelic discrimination,
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Gen JAK2

Uvod

Chronickd myeloproliferativni onemocnéni (CMPO)
predstavuji skupinu hematologickych chorob, které jsou
charakteristické proliferaci jednoho ¢&i vice kloni myelo-
idn{ linie v kostn{ dfeni a nalezem zvySeného poctu zra-
Iych a nezralych bunék v periferni krvi. Nejcastéj$i mo-
lekuldrni pri¢inou CMPO jsou mutace genti kddujicich ty-
rozinkindzy, napf. fuzni gen BCR-ABL u nejfrekventova-
néjStho CMPO chronické myeloidni leukemie, charakte-
rizované pfitomnosti tzv. Filadelfského chromozomu
(Ph). K Ph-negativnim klasickym CMPO fadime pravou
polycytemii (PV), esencidlni trombocytemii (ET) a pri-
madrni idiopatickou myelofibrézu (IMF).

U pacientti s Ph-negativnim CMPO objevilo nezdvisle na
sob& v roce 2005 nékolik vyzkumnych tymi somatickou
mutaci V617F v genu JAK?2 kédujicim Janusovu kindzu (1,
2, 3). JAK2 patii do rodiny cytoplazmatickych JAK tyro-
zinkindz, které jsou soucasti dilezitych bunécnych signal-
nich kaskad. Janusovy kindzy byly pojmenovéany podle fim-
ského boha Januse, boha dvou tvaii, nebot’ obsahuji ve své
struktufe dvé symetrické, homologni kindzové domény: ka-
talyticky aktivni JH1 doménu a témer identickou JH2 do-
ménu, kterd je enzymaticky inertni (4). VSechny ctyii JAK
kinazy (JAK1,JAK2, JAK3, TYK?2) obsahuji sedm JH do-
mén, které jsou rozdéleny do Ctyr oblasti: kindzové (JHI),
pseudokindzové (JH2), FERM (N-koncovd JH7, JH6, JHS
a Cast JH4) a SH2 (JH3 a Cast JH4). Ukolem pseudokind-
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zové domény je negativné regulovat aktivitu JH1. Funkce
FERM oblasti spociva v interakci s receptorem (5). Gen
JAK? je lokalizovan na chromozomu 9p24. Bodova muta-
ce JAK2VOITF je substituénim nahrazenim G — T na pozici
1849 v exonu 14 genu JAK2, coZ m4 za nésledek zdménu
valinu za fenylalanin v kodénu 617. JAK2VOI7F postihuje
doménu JH2, kterd timto ztrdci svou regulaéni funkci vici
kindze JHI1 a disledkem je konstitutivni aktivace JAK2 ki-
ndzy a aktivace JAK-STAT dréhy, kterd ovliviiuje prolife-
raci a preziti bunky (6).

Mutace JAK2VOITF detekovatelnd téméi u vSech piipadi
PV (90-95 %) umoZnila charakterizovat PV na molekular-
ni drovni a usnadnila diagnostiku PV, i kdyZ patogeneze
choroby zustivd stile ne zcela objasnénd. Mutace
JAK2VOITF je vSak identifikovana i u vyznamné Casti paci-
entil s ET a PMF (40 — 50 %). Zde je vyznamnym piino-
sem k pochopeni patologického procesu, ale samotna pfi-
tomnost mutace pro potvrzeni diagndzy nestaci (7). Soucas-
nd diagnostickd kritéria pro stanoveni PV, ET a PMF jsou
uvedena v WHO Kklasifikaci malignit hematopoetického
a lymfoidniho systému z roku 2008 (8). Klinicky vyznam
a role JAK2V617F ve vzniku a progresi onemocnéni se dale
intenzivné zkoumd a ukazuje se, Ze tiloha mutace v pato-
genezi CMPO je komplexnéjsi a nemusi byt primédrné kau-
zativni (9, 10, 11). Hledaji se napf. souvislosti mezi alelic-
kou zatézi JAK2VOITF prognostickymi faktory a fenotypo-
vym projevem onemocnéni (stupenn myelofibrézy kostni
diené, nachylnost k trombotickym staviim) (12). Byla pub-
likovana celd fada technik pro genotypizaci JAK2V6I7F s vel-
mi odliSnou citlivosti stanoveni.

Metody molekularni diagnostiky JAK2V617F

Jednou z prvnich metod detekce JAK2V617F bylo stano-
ven{ polymorfismu délky restrikénich fragmentti u PCR pro-
duktt (PCR-RFLP) (2, 13), které je zaloZeno na Stépeni nor-
mdlni (wild type, wt) JAK?2 alely pomoci restrikéni endonuk-
ledzy BsaXI. Mutace JAK2V6!7F méni specifickou sekvenci
restrikéniho mista pro BsaXI, restrikéni misto neni rozeznd-
no a v tom piipadé PCR produkt neni Stépen. Uddvana cit-
livost metody je 20 %, v hrani¢nich piipadech je nutno po-
tvrdit pozitivni ndlez jinou detekcni technikou (14).

Pfimé sekvenaéni techniky vyuZivaji PCR produkti am-
plifikované genomové DNA nebo komplementdrni DNA,
které jsou templatem sekvenacni PCR reakce. Rtizné pra-
covni skupiny dosahovaly citlivosti v rozmez{ 10-30 % mu-
tované alely, u niz8ich zastoupeni mutované alely ve vzor-
ku interferuje pozadi vyvolané normdlni JAK?2 alelou (1, 3,
15). Pyrosekvenace je senzitivni metoda zaloZend na uvol-
nénf a detekci pyrofosfatu v okamziku zarazeni spravného
nukleotidu v priibéhu sekvenacni reakce (16, 17). Vyho-
dou metody je prezentace dat v redlném Case a moZnost
semikvantitativniho vyhodnoceni. Citlivost metody je
5-10 % mutované alely. Nevyhodou je pomérné vysokd
vstupni investice (automatizovany systém PSQ HS 96, Bi-
otage, Uppsala, Svédsko) i finan&ni nakladnost vlastni ana-
lyzy z hlediska klinické praxe. Jiny pfistup k detekci
JAK2VOITF yyuziva denaturacni vysokotcinnou kapalinovou
chromatografii (AHPLC) s citlivosti zachytu 1-2 % (18).

Zakladem mnoha publikovanych pracf je alelové spe-
cificka polymerazova fetézova reakce (AS-PCR) (2), kte-
rd pouZiva spolecny reverzni primer a dvojici forward pri-
mert, jeden specificky pro mutantni alelu a druhy pro nor-
malnf alelu. Citlivost metody dosahuje kolem 5 %. Vari-
antou AS-PCR je amplifikacni refrakéni mutacni systém
(ARMYS). Citlivost stanoveni touto technikou se udava od
3do 0,01 % (19, 20). A pravé vysokd citlivost dosazend
témito pristupy vedla k prehodnoceni Cetnosti vyskytu
JAK2V6ITF y pacientd s PV. Pivodni vysledky ziskané pii-
mou sekvenaci uvadély frekvenci JAK2V6I7F u PV kolem
70 %, po rozsifeni ARMS se tento uidaj zvysil na dnes
uddvané hodnoty kolem 90-95 %.

Kvantitativni real-time PCR (RQ-PCR) umoZnuje ampli-
fikovat cilovy usek DNA a soucasné detekovat vznikly PCR
produkt pomoci emitovaného fluorescencniho signdlu, tak-
Ze ziskdvame informaci o vstupnim mnoZstvi specifického
templétu v analyzovaném vzorku. Detekéni fluorescencni
pristupy délime na specifické a nespecifické. K nespecific-
kym patii interkalacni barviva (napf. SYBR Green I dye),
specifické systémy jsou predstavovany fluorescencné zna-
¢enymi oligonukleotidovymi sondami (napr. hydrolyzacni
nebo hybridizacni). TagMan systém je zaloZen na 5" 3~
exonukledzové aktivité Tag DNA polymerdzy a jeji schop-
nosti uvolnit a hydrolyzovat sondu, ktera pii PCR hybridi-
zuje k cflovému tseku DNA. TagMan sonda je kratky oli-
gonukleotid, ktery ma na jednom konci navdzany R-fluoro-
for (reporter), jenz excituje zafen{ a na druhém konci Q-flu-
orofor (quencher — zhdsec), ktery diky vzdjemné kratké
vzdélenosti pohlcuje excitovanou energii (tzv. zhdsi R-flu-
orofor). Pfi hydrolyze sondy unikne R-fluorofor z vlivu Q-
fluoroforu a ndsledné dochézi k emisi zafeni, které mizZe-
me pii vhodné vinové délce méfit.

Druhy metodicky pfistup vyuZziva hybridizacni sondy
ve spojeni s termocyklerem LightCycler (LightCycler,
Roche Applied Sciences, Indianapolis, USA). Dv€ hyb-
ridizaéni sondy, z nichZ je jedna znacend pouze donoro-
vym fluoroforem a druhd pouze akceptorovym fluorofo-
rem, nasedaji v tésné blizkosti vedle sebe (1 bp) a v di-
sledku této tésné pozice dochdzi k prenosu fluorescencni
energie a k emisi zafeni, které je detekovano. Publikova-
né citlivosti RQ-PCR metod se pohybuji v rozmezi
25az001 % (21,22, 23, 24, 25).

Vlastni zkuSenosti s molekularni diagnostikou
JAK2 V617F

Na naSem pracovisti pouzivdme pro kvalitativni zdchyt
metodu alelické diskriminace pomoci real-time PCR za-
loZenou na pouZziti dvou sond liSicich se v misté¢ bodové
mutace VO17F (11, 26, 27). Tuto metodu jsme déle mo-

difikovali pro t¢ely kvantitativniho stanoveni JAK2V617F,

Material a metodika

Separace granulocytu, izolace DNA
Vychozim materidlem bylo 5 ml nesrdZlivé periferni
krve (EDTA). Krev byla ziskdna po informovaném sou-
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hlasu od 1036 pacienti suspektnich pro CMPO. V pozi-
ci negativnich kontrol byly pouZzity odbéry od 60 zdra-
vych dobrovolnikti. Separaci pomoci hustotni gradiento-
vé centrifugace (Histopaque 1077/1119, Sigma, GmbH,
Némecko) byly ziskdny granulocyty, ze kterych byla izo-
lovdna DNA pomoci komerc¢niho kitu (QIAamp Blood
Mini kit, Qiagen, Hilden, Némecko) podle vyrobcem do-
poruceného postupu. Koncentrace DNA byla méfena
spektrofotometrem ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA).

Kvalitativni stanoveni JAK2VOUY metodou alelické
diskriminace

Metoda alelické diskriminace je zaloZena na PCR am-
plifikaci s jednim parem primerti a se dvéma alelové spe-
cifickymi sondami. Primery priléhaji k oblasti JAK?2 ge-
nu, ve které je lokalizovana potenciondlni mutace V617F
a rozliSeni mutované a nemutované alely je provddéno
na zdkladé oligonukleotidovych sond, liSicich se v mis-
t€ mutace VO617F: jedna je komplementdrni k normaln{
JAK?2 alele (R-fluorofor: FAM) a druhd k mutované
JAK2VOITF alele (R-fluorofor: HEX). Obé sondy maji na
3’konci A2 zhaSe¢ (Q-fluorofor) (Exiqon, Vedbaek,
Dénsko). Ke zvySeni specifity a citlivosti byly do sond
vmezefeny uzamcéené nukleové kyseliny. Jedna se o nuk-
leotidy, jejichZ ribézovy kruh je ,,uzamcen” methyle-
novym mustkem mezi atomy 2°-O a 4”-C (Locked Nuc-
leic Acid, LNA).

Vstupni mnoZstvi genomové DNA do PCR analyzy by-
lo 100 ng. Celkovy objem reakéni smési byl 20 ul: obsa-
hoval 2 pl 10 x PCR Buffer (Abgene Limited, Epsom,
Velkd Britdnie), 3,2 ul MgCl, (25 mM), 0,4 ul dNTPs
(kazdy 10 mM), 1 pl forward a reverse primert (kazdy 25
uM), 0.4 ul FAM-sondy a 0,4 pul HEX-sondy (kazd4 10
uM) a 0,2 ul ThermoStart DNA polymerézy 5 U/ul (Ab-
gene Limited, Epsom, Velkd Britédnie).

Sekvence pouzitych primeri a sond:

JAK2-RQ-F: (5°- gaagcagcaagtatgatgagcaa - 3),
JAK2-RQ-R: (5°- actgacacctagctgtgatce - 37),

sonda JAK2Wt: (5°- FAM - tcCacAgaCaCatAc - A2 - 37),
sonda JAK2V6ITF; (5°- HEX - ctcCacAgaAacAtaCtc - A2
-39).

Kapitdlky oznacuji LNA nukleotidy.

Teplotni profil

Analyza byla provedena na cykleru RotorGene 3000
(Corbett Research, Mortlake, Australie). Signdl z JAK2Wt
sondy byl snimdn na kandle pro fluorofor FAM, signdl
z JAK2V6ITF sondy na kandle pro fluorofor HEX/JOE.
Teplotni profil a ¢asy: 8 min. pfi 95 °C, ndsledné 55 cyk-
It denaturace 20 s pfi 95 °C a annealing/extenze 1 min.
pfi 63 °C. Vyhodnoceni bylo provedeno softwarem pro
analyzu alelické diskriminace, ktery je soucdsti daného
cykleru. Pred kazdym méfenim byla provedena autoka-
librace pii 63 °C.

Kvantitativni stanoveni JAK2V617F metodou real-time PCR

2N~

Pro kvantitativni stanoveni alelické zatéze JAK2VOITF

byla pouZita metoda absolutn{ kvantifikace pomoci dvou
standardnich kfivek u souboru 60 pacientd nesoucich mu-
taci JAK2VOI7F, Standardni kfivky byly vytvofeny ampli-
fikaci desitkového fedéni dvou plazmidovych DNA ob-
sahujicich sekvenci mutované alely JAK2V617F a normal-
ni alely JAK2%t 0 zndmém poctu kopii v rozsahu 6 log
(10% az 10 kopif na reakci). Vstupni mnozstvi genomové
DNA do PCR analyzy je stejné, jako v pripadé analyzy
alelickou diskriminaci (100 ng), stejnd je i sekvence a vy-
sledna koncentrace oligonukleotidovych primerd a obou
LNA sond v reakci. DNA je amplifikovdna ve vysled-
ném reakcnim objemu 25 ul ve smési ABsolute™ QPCR
Mix (Abgene Limited, Epsom, Velkd Britdnie). Teplotni
profil reakce se opakuje v 50 cyklech: 95 °C/15 s, 63 °C/90
s a nasleduje po uvodni prodlouZené denaturaci 95 °C/15
min.

Pocet kopif mutované a normalni alely ve vysetfova-
ném materidlu je odecitan ze standardnich kiivek, vysle-
dek je vyjadren jako procentudlni zastoupeni mutované
alely JAK2VOITF y celkovém poctu JAK?2 alel podle vzor-
ce JAK2VOITF (%) = (pocet kopii JAK2V617F/ pocet kopii
JAK2VOITE + pocet kopii JAK2%)*100.

Vysledky

Vysledky genotypizace JAK2 pomoci alelické diskri-
minace mély tfi mozné vystupy. Pacient s normalnim
JAK2 genem vykazoval pouze signdl z FAM — sondy
(JAK2vY), ve druhém piipadé byl zaznamendn signdl
z obou sond anebo byl ve tfetim pripadé detekovan pou-
ze signal z HEX — sondy (JAK2VOI7F) (obr. 1 A, B, C).
Proméfenim 60 kontrolnich vzorkti DNA JAK2VOI7F pe-
gativnich zdravych osob byl stanoven diskriminac¢ni thre-
shold na hodnotu 0,05 pro eliminaci velmi nizkého fluo-
rescencniho signdlu, ktery se miiZze objevit jako disledek
nespecifické vazby sondy JAK2VOI7F k normalni alele.
Citlivost metody byla testovdna na plazmidech obsahuji-
cich JAK2 normdln{ a JAK2V617F alelu, které byly vzdjem-
né nafedény v pomérech 5 %, 2 %, 1 %, 0,5 % zastoupe-
ni mutované alely. Mez detekce byla 1 % JAK2VOITF ale-
ly, za mez stanovitelnosti byla zvolena detekce 2 %
JAK2VOITE alely. Sekvence obou plazmidi byla potvrze-
na kontrolni sekvenacni analyzou. Reprodukovatelnost
uvnitf stanoveni (intra-assay) byla ur€ena otestovanim
skupiny vzorki s rtiznou hladinou mutace ve étyfech pa-
ralelnich reakcich (koeficient variability 1,9 %). Repro-
dukovatelnost mezi stanovenimi (inter-assay) byla zjis-
téna otestovanim 3 vzorkl s rGznou alelickou zatéz{
JAK2V6ITF 7 10 riznych béhd (koeficient variability 2 %).

Pro presnou kvantitativni analyzu alelické zatézZe byla
pouZzita absolutni kvantifikace se dvéma standardnimi
ktivkami. Reprodukovatelna senzitivita metody je 10 ko-
pii JAK2V61TF 3 10 kopii JAK2%! na reakci a tato byla po-
tvrzena i titracnim fedénim JAK2V6!7F pozitivni DNA do
JAK2VOITF pnegativni DNA. Amplifika¢ni tc¢innost (E) pro
alelu JAK2VOITF | JAK2W! je prakticky shodnd a dosahuje
hodnoty 0,99.
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Obr. 1. Alelicka diskriminace s pouzitim dvojice hybridizacnich LNA -mo-
difikovanych sond. FAM - sonda hybridizuje s normdlni sekvenci JAK2 ge-
nu (plnd ¢dra), HEX - sonda hybridizuje s mutovanou sekvenci JAK2V617F
(teckovanad ¢dra). Vzorek DNA V617F negativniho pacienta obsahujici pou-
ze normalni sekvenci JAK2 vykazuje signél jen FAM - sondy (A). U pacien-
ta B je zachycen signdl obou sond a u DNA pacienta C je detekovan signdl
jen s HEX - sondou.

U dvaceti vzorkd DNA od pacientl s riznou alelickou
74tézi (0,1-96,7 %; medidn 8,1 %) a u dvaceti negativ-
nich kontrolnich DNA (0 %) byl proveden srovndvaci test
s vyuzitim komer¢niho kitu JAK2 MutaQuant Kit (Ipso-
gen, Marseille, Francie). Vysledky byly plné srovnatelné
u obou analyz.

Diskuse

I kdyZ prikaz mutace JAK2VOITF nemize v soucasné
chvili slouZit ke vzdjemnému odliSeni uvedenych CMPO,
je bezesporu velkym diagnostickym pfinosem, nebot’ pii-
tomnost tohoto klondlniho markeru umoznuje vyloucent re-
aktivni trombocytdzy nebo myelofibrézy (7). Na naSem pra-
covisti pouzivame kvalitativni stanoveni JAK2V617F meto-

dou alelické diskriminace v kombinaci s kvantitativnim mé-
fenim alelické zatéze JAK2VOI7F, Dosazena citlivost kvali-
tativni analyzy (2 % mutované alely) a uspokojivé udaje
o variabilité (koeficient variability 2 %) potvrzuji robust-
nost metody a jeji uplatnéni v pozici rychlé diagnostické
techniky. Musime vyzdvihnout také jednoduchost a rych-
lost celé analyzy, dilezité aspekty kazdého rutinntho vy-
Setfeni. Castym problémem alelové specifickych PCR ana-
lyz byva nestejna amplifikacni i¢innost pri amplifikaci mu-
tované a nemutované alely. Proto jsme pro pfesnou kvanti-
fikaci alelické zatéze JAK2VO!TF zavedli real-time PCR se
dvéma standardnimi ktivkami s reprodukovatelnou citlivos-
ti 10 kopii JAK2V6I7F a 10 kopii JAK2%! na reakci. Tato me-
toda byla optimalizovéna tak, aby amplifika¢ni u¢innost pro
mutovanou i nemutovanou alelu dosahovala stejnych hod-
not (E = 0,99). Dilezitym faktorem ovliviiujicim citlivost
stanoveni je vybér biologického materidlu. CMPO jsou cha-
rakterizovany klondlni proliferaci jedné nebo nékolika my-
eloidnich linif, ale mutace JAK2V617F byla detekovéna ne-
jenom v purifikovanych hematopoetickych kmenovych
bunkdach a ve vSech myeloidnich liniich periferni krve (28),
ale také s rozdilnym zastoupenim v lymfoidnich bunkéch.
V periferni krvi je v§ak nejvyssi zastoupeni v granulocytech
(76-100 %), krevnich desti¢kdch (51-75 %) a monocytech
(26-50 %), zatimco zastoupeni v lymfoidnich fadach bylo
detekovéno pouze v jednotkéch procent (29, 30). Pokud bu-
deme testovat celkové periferni leukocyty, ziskime DNA
iz B aT lymfocyti, ve kterych byla mutace prokdzéna jen
v nepatrném zastoupeni a zmény v zastoupeni krevnich bu-
nék mohou ovlivnit relativni mnozZstvi JAK2V67F ve vzor-
ku testované DNA. Z tohoto diivodu se obecné doporucu-
je izolovat DNA ze separovanych granulocyttl z periferni
krve. Je tieba si také uvédomit, Ze termin ,,heterozygotni pro
JAK2VOITF nen{ zcela presny, protoZe zvlasté u pacientil
s PV bylo zji§téno, Ze na trovni progenitorovych bunék mo-
hou mit tito pacienti proménlivy podil bunék heterozygot-
nich, homozygotnich a bunék nesoucich normalni JAK2 gen
(31). Nekteti autori udavaji, ze alelicky pomér vyssi nez
50 % mutované alely indikuje pritomnost granulocytarni po-
pulace homozygotni pro JAK2V6!7F (32). Pro vysvétleni ro-
le JAK2VOITF y klonalnim vyvoji myeloproliferativni cho-
roby byl navrzen dvoustupniovy model (3). Prvni krok pred-
stavuje vznik somatické mutace G>T v jedné alele JAK2
genu ve stadiu hematopoetické progenitorové burky nebo
kmenové bunky. Takto zmutovand burika je zakladem he-
terozygotniho klonu, ktery svou expanzi vytlacuje hemato-
poetické bunky bez mutace v JAK2. Druhy krok predsta-
vuje mitotickou rekombinaci v jedné progenitorové nebo
kmenové burice heterozygotni pro JAK2V6I7F kterd navodi
prostednictvim uniparentalni dizomie homozygozitu pro
mutaci u jedné ze dvou dcefinych bunék. Tato dcefind bun-
ka je pak zdkladem klonu homozygotniho pro JAK2V6I7F,
Homozygotni JAK2 mutace byva Castéji zachycena u dia-
gnéz PV a IMF neZ u ET a je spjata s delS{ historif one-
mocnéni neZ heterozygotni mutace. Homozygotni genotyp
koreluje s agresivnéj$im pribéhem choroby a mohl by ne-
pfimo indikovat suboptimalni vysledek 1écby (33).

Nami zavedend kvantitativni metoda je dostate¢né spe-
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