
Úvod

Chronická myeloproliferativní onemocnění (CMPO)
představují skupinu hematologických chorob, které jsou
charakteristické proliferací jednoho či více klonů myelo-
idní linie v kostní dřeni a nálezem zvýšeného počtu zra-
lých a nezralých buněk v periferní krvi. Nejčastější mo-
lekulární příčinou CMPO jsou mutace genů kódujících ty-
rozinkinázy, např. fúzní gen BCR-ABL u nejfrekventova-
nějšího CMPO chronické myeloidní leukemie, charakte-
rizované přítomností tzv. Filadelfského chromozomu
(Ph). K Ph-negativním klasickým CMPO řadíme pravou
polycytemii (PV), esenciální trombocytemii (ET) a pri-
mární idiopatickou myelofibrózu (IMF). 

Gen JAK2
U pacientů s Ph-negativním CMPO objevilo nezávisle na

sobě v roce 2005 několik výzkumných týmů somatickou
mutaci V617F v genu JAK2 kódujícím Janusovu kinázu (1,
2, 3). JAK2 patří do rodiny cytoplazmatických JAK tyro-
zinkináz, které jsou součástí důležitých buněčných signál-
ních kaskád. Janusovy kinázy byly pojmenovány podle řím-
ského boha Januse, boha dvou tváří, neboť obsahují ve své
struktuře dvě symetrické, homologní kinázové domény: ka-
talyticky aktivní JH1 doménu a téměř identickou JH2 do-
ménu, která je enzymaticky inertní (4). Všechny čtyři JAK
kinázy (JAK1, JAK2, JAK3, TYK2) obsahují sedm JH do-
mén, které jsou rozděleny do čtyř oblastí: kinázové (JH1),
pseudokinázové (JH2), FERM (N-koncová JH7, JH6, JH5
a část JH4) a SH2 (JH3 a část JH4). Úkolem pseudokiná-
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Souhrn
K Ph-negativním chronickým myeloproliferativním onemocněním (CMPO) řadíme pravou polycytemii (PV), esen-
ciální trombocytemii (ET) a primární idiopatickou myelofibrózu (IMF). Diagnostika CMPO je obtížná vzhledem k ab-
senci jednoznačných diagnostických ukazatelů. Objev bodové mutace V617F v genu JAK2 (JAK2V617F) u velké části
pacientů s CMPO znamenal velký pokrok v poznání vzniku onemocnění a uvedená somatická mutace je využívána
v současnosti jako významný diagnostický prostředek k vyloučení sekundárních trombocytemií nebo erytrocytóz.
V této práci je podán přehled a srovnání některých metod molekulární biologie, které nalezly uplatnění při vyšetře-
ní JAK2 genu. Jsou uvedeny rovněž vlastní zkušenosti se stanovením mutace JAK2V617F metodou alelické diskrimi-
nace a se stanovením alelické zátěže pomocí kvantitativní real-time polymerázové řetězové reakce. Stanovení alelic-
ké zátěže se může jevit jako přínosné jak pro sledování úspěšnosti chemoterapeutické léčby, tak i pro zkoumání mož-
ných korelací s klinickými symptomy či dalšími hematologickými abnormalitami vyskytujícími se u uvedené skupi-
ny pacientů.
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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.
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zové domény je negativně regulovat aktivitu JH1. Funkce
FERM oblasti spočívá v interakci s receptorem (5). Gen
JAK2 je lokalizován na chromozomu 9p24. Bodová muta-
ce JAK2V617F je substitučním nahrazením G → T na pozici
1849 v exonu 14 genu JAK2, což má za následek záměnu
valinu za fenylalanin v kodónu 617. JAK2V617F postihuje
doménu JH2, která tímto ztrácí svou regulační funkci vůči
kináze JH1 a důsledkem je konstitutivní aktivace JAK2 ki-
názy a aktivace JAK-STAT dráhy, která ovlivňuje prolife-
raci a přežití buňky (6). 

Mutace JAK2V617F detekovatelná téměř u všech případů
PV (90–95 %) umožnila charakterizovat PV na molekulár-
ní úrovni a usnadnila diagnostiku PV, i když patogeneze
choroby zůstává stále ne zcela objasněná. Mutace
JAK2V617F je však identifikována i u významné části paci-
entů s ET a PMF (40 – 50 %). Zde je významným příno-
sem k pochopení patologického procesu, ale samotná pří-
tomnost mutace pro potvrzení diagnózy nestačí (7). Součas-
ná diagnostická kritéria pro stanovení PV, ET a PMF jsou
uvedena v WHO klasifikaci malignit hematopoetického
a lymfoidního systému z roku 2008 (8). Klinický význam
a role JAK2V617F ve vzniku a progresi onemocnění se dále
intenzivně zkoumá a ukazuje se, že úloha mutace v pato-
genezi CMPO je komplexnější a nemusí být primárně kau-
zativní (9, 10, 11). Hledají se např. souvislosti mezi alelic-
kou zátěží JAK2V617F, prognostickými faktory a fenotypo-
vým projevem onemocnění (stupeň myelofibrózy kostní
dřeně, náchylnost k trombotickým stavům) (12). Byla pub-
likována celá řada technik pro genotypizaci JAK2V617F s vel-
mi odlišnou citlivostí stanovení. 

Metody molekulární diagnostiky JAK2V617F

Jednou z prvních metod detekce JAK2V617F bylo stano-
vení polymorfismu délky restrikčních fragmentů u PCR pro-
duktů (PCR-RFLP) (2, 13), které je založeno na štěpení nor-
mální (wild type, wt) JAK2 alely pomocí restrikční endonuk-
leázy BsaXI. Mutace JAK2V617F mění specifickou sekvenci
restrikčního místa pro BsaXI, restrikční místo není rozezná-
no a v tom případě PCR produkt není štěpen. Udávaná cit-
livost metody je 20 %, v hraničních případech je nutno po-
tvrdit pozitivní nález jinou detekční technikou (14).

Přímé sekvenační techniky využívají PCR produktů am-
plifikované genomové DNA nebo komplementární DNA,
které jsou templátem sekvenační PCR reakce. Různé pra-
covní skupiny dosahovaly citlivostí v rozmezí 10–30 % mu-
tované alely, u nižších zastoupení mutované alely ve vzor-
ku interferuje pozadí vyvolané normální JAK2 alelou (1, 3,
15). Pyrosekvenace je senzitivní metoda založená na uvol-
nění a detekci pyrofosfátu v okamžiku zařazení správného
nukleotidu v průběhu sekvenační reakce (16, 17). Výho-
dou metody je prezentace dat v reálném čase a možnost
semikvantitativního vyhodnocení. Citlivost metody je
5–10 % mutované alely. Nevýhodou je poměrně vysoká
vstupní investice (automatizovaný systém PSQ HS 96, Bi-
otage, Uppsala, Švédsko) i finanční nákladnost vlastní ana-
lýzy z hlediska klinické praxe. Jiný přístup k detekci
JAK2V617F využívá denaturační vysokoúčinnou kapalinovou
chromatografii (dHPLC) s citlivostí záchytu 1–2 % (18). 

Základem mnoha publikovaných prací je alelově spe-
cifická polymerázová řetězová reakce (AS-PCR) (2), kte-
rá používá společný reverzní primer a dvojici forward pri-
merů, jeden specifický pro mutantní alelu a druhý pro nor-
mální alelu. Citlivost metody dosahuje kolem 5 %. Vari-
antou AS-PCR je amplifikační refrakční mutační systém
(ARMS). Citlivost stanovení touto technikou se udává od
3 do 0,01 % (19, 20). A právě vysoká citlivost dosažená
těmito přístupy vedla k přehodnocení četnosti výskytu
JAK2V617F u pacientů s PV. Původní výsledky získané pří-
mou sekvenací uváděly frekvenci JAK2V617F u PV kolem
70 %, po rozšíření ARMS se tento údaj zvýšil na dnes
udávané hodnoty kolem 90–95 %. 

Kvantitativní real-time PCR (RQ-PCR) umožňuje ampli-
fikovat cílový úsek DNAa současně detekovat vzniklý PCR
produkt pomocí emitovaného fluorescenčního signálu, tak-
že získáváme informaci o vstupním množství specifického
templátu v analyzovaném vzorku. Detekční fluorescenční
přístupy dělíme na specifické a nespecifické. K nespecific-
kým patří interkalační barviva (např. SYBR Green I dye),
specifické systémy jsou představovány fluorescenčně zna-
čenými oligonukleotidovými sondami (např. hydrolyzační
nebo hybridizační). TaqMan systém je založen na 5´→ 3´
exonukleázové aktivitě Taq DNA polymerázy a její schop-
nosti uvolnit a hydrolyzovat sondu, která při PCR hybridi-
zuje k cílovému úseku DNA. TaqMan sonda je krátký oli-
gonukleotid, který má na jednom konci navázaný R-fluoro-
for (reporter), jenž excituje záření a na druhém konci Q-flu-
orofor (quencher – zhášeč), který díky vzájemné krátké
vzdálenosti pohlcuje excitovanou energii (tzv. zháší R-flu-
orofor). Při hydrolýze sondy unikne R-fluorofor z vlivu Q-
fluoroforu a následně dochází k emisi záření, které může-
me při vhodné vlnové délce měřit. 

Druhý metodický přístup využívá hybridizační sondy
ve spojení s termocyklerem LightCycler (LightCycler,
Roche Applied Sciences, Indianapolis, USA). Dvě hyb-
ridizační sondy, z nichž je jedna značená pouze donoro-
vým fluoroforem a druhá pouze akceptorovým fluorofo-
rem, nasedají v těsné blízkosti vedle sebe (1 bp) a v dů-
sledku této těsné pozice dochází k přenosu fluorescenční
energie a k emisi záření, které je detekováno. Publikova-
né citlivosti RQ-PCR metod se pohybují v rozmezí
2,5 až 0,01 % (21, 22, 23, 24, 25). 

Vlastní zkušenosti s molekulární diagnostikou 
JAK2 V617F

Na našem pracovišti používáme pro kvalitativní záchyt
metodu alelické diskriminace pomocí real-time PCR za-
loženou na použití dvou sond lišících se v místě bodové
mutace V617F (11, 26, 27). Tuto metodu jsme dále mo-
difikovali pro účely kvantitativního stanovení JAK2V617F. 

Materiál a metodika

Separace granulocytů, izolace DNA
Výchozím materiálem bylo 5 ml nesrážlivé periferní

krve (EDTA). Krev byla získána po informovaném sou-
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hlasu od 1036 pacientů suspektních pro CMPO. V pozi-
ci negativních kontrol byly použity odběry od 60 zdra-
vých dobrovolníků. Separací pomocí hustotní gradiento-
vé centrifugace (Histopaque 1077/1119, Sigma, GmbH,
Německo) byly získány granulocyty, ze kterých byla izo-
lována DNA pomocí komerčního kitu (QIAamp Blood
Mini kit, Qiagen, Hilden, Německo) podle výrobcem do-
poručeného postupu. Koncentrace DNA byla měřena
spektrofotometrem ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA). 

Kvalitativní stanovení JAK2V617F metodou alelické 
diskriminace 

Metoda alelické diskriminace je založena na PCR am-
plifikaci s jedním párem primerů a se dvěma alelově spe-
cifickými sondami. Primery přiléhají k oblasti JAK2 ge-
nu, ve které je lokalizována potencionální mutace V617F
a rozlišení mutované a nemutované alely je prováděno
na základě oligonukleotidových sond, lišících se v mís-
tě mutace V617F: jedna je komplementární k normální
JAK2 alele (R-fluorofor: FAM) a druhá k mutované
JAK2V617F alele (R-fluorofor: HEX). Obě sondy mají na
3´konci A2 zhášeč (Q-fluorofor) (Exiqon, Vedbaek,
Dánsko). Ke zvýšení specifity a citlivosti byly do sond
vmezeřeny uzamčené nukleové kyseliny. Jedná se o nuk-
leotidy, jejichž ribózový kruh je ,,uzamčen” methyle-
novým můstkem mezi atomy 2´-O a 4´-C (Locked Nuc-
leic Acid, LNA). 

Vstupní množství genomové DNA do PCR analýzy by-
lo 100 ng. Celkový objem reakční směsi byl 20 μl: obsa-
hoval 2 μl 10 x PCR Buffer (Abgene Limited, Epsom,
Velká Británie), 3,2 μl MgCl2 (25 mM), 0,4 μl dNTPs
(každý 10 mM), 1 μl forward a reverse primerů (každý 25
μM), 0,4 μl FAM-sondy a 0,4 μl HEX-sondy (každá 10
μM) a 0,2 μl ThermoStart DNA polymerázy 5 U/μl (Ab-
gene Limited, Epsom, Velká Británie). 
Sekvence použitých primerů a sond:
JAK2-RQ-F: (5´- gaagcagcaagtatgatgagcaa - 3´), 
JAK2-RQ-R: (5´- actgacacctagctgtgatcc - 3´), 
sonda JAK2wt: (5´- FAM - tcCacAgaCaCatAc - A2 - 3´), 
sonda JAK2V617F: (5´- HEX - ctcCacAgaAacAtaCtc - A2
- 3´).
Kapitálky označují LNA nukleotidy.

Teplotní profil 
Analýza byla provedena na cykleru RotorGene 3000

(Corbett Research, Mortlake, Austrálie). Signál z JAK2wt

sondy byl snímán na kanále pro fluorofor FAM, signál
z JAK2V617F sondy na kanále pro fluorofor HEX/JOE.
Teplotní profil a časy: 8 min. při 95 °C, následně 55 cyk-
lů denaturace 20 s při 95 °C a annealing/extenze 1 min.
při 63 °C. Vyhodnocení bylo provedeno softwarem pro
analýzu alelické diskriminace, který je součástí daného
cykleru. Před každým měřením byla provedena autoka-
librace při 63 °C. 

Kvantitativní stanovení JAK2V617F metodou real-time PCR
Pro kvantitativní stanovení alelické zátěže JAK2V617F

byla použita metoda absolutní kvantifikace pomocí dvou
standardních křivek u souboru 60 pacientů nesoucích mu-
taci JAK2V617F. Standardní křivky byly vytvořeny ampli-
fikací desítkového ředění dvou plazmidových DNA ob-
sahujících sekvenci mutované alely JAK2V617F a normál-
ní alely JAK2wt o známém počtu kopií v rozsahu 6 log
(106 až 10 kopií na reakci). Vstupní množství genomové
DNA do PCR analýzy je stejné, jako v případě analýzy
alelickou diskriminací (100 ng), stejná je i sekvence a vý-
sledná koncentrace oligonukleotidových primerů a obou
LNA sond v reakci. DNA je amplifikována ve výsled-
ném reakčním objemu 25 μl ve směsi ABsolute™ QPCR
Mix (Abgene Limited, Epsom, Velká Británie). Teplotní
profil reakce se opakuje v 50 cyklech: 95 ºC/15 s, 63 ºC/90
s a následuje po úvodní prodloužené denaturaci 95 ºC/15
min. 

Počet kopií mutované a normální alely ve vyšetřova-
ném materiálu je odečítán ze standardních křivek, výsle-
dek je vyjádřen jako procentuální zastoupení mutované
alely JAK2V617F v celkovém počtu JAK2 alel podle vzor-
ce JAK2V617F (%) = (počet kopií JAK2V617F/ počet kopií
JAK2V617F + počet kopií JAK2wt)*100. 

Výsledky

Výsledky genotypizace JAK2 pomocí alelické diskri-
minace měly tři možné výstupy. Pacient s normálním
JAK2 genem vykazoval pouze signál z FAM – sondy
(JAK2wt), ve druhém případě byl zaznamenán signál
z obou sond anebo byl ve třetím případě detekován pou-
ze signál z HEX – sondy (JAK2V617F) (obr. 1 A, B, C).
Proměřením 60 kontrolních vzorků DNA JAK2V617F ne-
gativních zdravých osob byl stanoven diskriminační thre-
shold na hodnotu 0,05 pro eliminaci velmi nízkého fluo-
rescenčního signálu, který se může objevit jako důsledek
nespecifické vazby sondy JAK2V617F k normální alele.
Citlivost metody byla testována na plazmidech obsahují-
cích JAK2 normální a JAK2V617F alelu, které byly vzájem-
ně naředěny v poměrech 5 %, 2 %, 1 %, 0,5 % zastoupe-
ní mutované alely. Mez detekce byla 1 % JAK2V617F ale-
ly, za mez stanovitelnosti byla zvolena detekce 2 %
JAK2V617F alely. Sekvence obou plazmidů byla potvrze-
na kontrolní sekvenační analýzou. Reprodukovatelnost
uvnitř stanovení (intra-assay) byla určena otestováním
skupiny vzorků s různou hladinou mutace ve čtyřech pa-
ralelních reakcích (koeficient variability 1,9 %). Repro-
dukovatelnost mezi stanoveními (inter-assay) byla zjiš-
těna otestováním 3 vzorků s různou alelickou zátěží
JAK2V617F z 10 různých běhů (koeficient variability 2 %).

Pro přesnou kvantitativní analýzu alelické zátěže byla
použita absolutní kvantifikace se dvěma standardními
křivkami. Reprodukovatelná senzitivita metody je 10 ko-
pií JAK2V617F a 10 kopií JAK2wt na reakci a tato byla po-
tvrzena i titračním ředěním JAK2V617F pozitivní DNA do
JAK2V617F negativní DNA. Amplifikační účinnost (E) pro
alelu JAK2V617F i JAK2wt je prakticky shodná a dosahuje
hodnoty 0,99.
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U dvaceti vzorků DNA od pacientů s různou alelickou
zátěží (0,1–96,7 %; medián 8,1 %) a u dvaceti negativ-
ních kontrolních DNA (0 %) byl proveden srovnávací test
s využitím komerčního kitu JAK2 MutaQuant Kit (Ipso-
gen, Marseille, Francie). Výsledky byly plně srovnatelné
u obou analýz. 

Diskuse

I když průkaz mutace JAK2V617F nemůže v současné
chvíli sloužit ke vzájemnému odlišení uvedených CMPO,
je bezesporu velkým diagnostickým přínosem, neboť pří-
tomnost tohoto klonálního markeru umožňuje vyloučení re-
aktivní trombocytózy nebo myelofibrózy (7). Na našem pra-
covišti používáme kvalitativní stanovení JAK2V617F meto-

dou alelické diskriminace v kombinaci s kvantitativním mě-
řením alelické zátěže JAK2V617F. Dosažená citlivost kvali-
tativní analýzy (2 % mutované alely) a uspokojivé údaje
o variabilitě (koeficient variability 2 %) potvrzují robust-
nost metody a její uplatnění v pozici rychlé diagnostické
techniky. Musíme vyzdvihnout také jednoduchost a rych-
lost celé analýzy, důležité aspekty každého rutinního vy-
šetření. Častým problémem alelově specifických PCR ana-
lýz bývá nestejná amplifikační účinnost při amplifikaci mu-
tované a nemutované alely. Proto jsme pro přesnou kvanti-
fikaci alelické zátěže JAK2V617F zavedli real-time PCR se
dvěma standardními křivkami s reprodukovatelnou citlivos-
tí 10 kopií JAK2V617F a 10 kopií JAK2wt na reakci. Tato me-
toda byla optimalizována tak, aby amplifikační účinnost pro
mutovanou i nemutovanou alelu dosahovala stejných hod-
not (E = 0,99). Důležitým faktorem ovlivňujícím citlivost
stanovení je výběr biologického materiálu. CMPO jsou cha-
rakterizovány klonální proliferací jedné nebo několika my-
eloidních linií, ale mutace JAK2V617F byla detekována ne-
jenom v purifikovaných hematopoetických kmenových
buňkách a ve všech myeloidních liniích periferní krve (28),
ale také s rozdílným zastoupením v lymfoidních buňkách.
V periferní krvi je však nejvyšší zastoupení v granulocytech
(76–100 %), krevních destičkách (51–75 %) a monocytech
(26–50 %), zatímco zastoupení v lymfoidních řadách bylo
detekováno pouze v jednotkách procent (29, 30). Pokud bu-
deme testovat celkové periferní leukocyty, získáme DNA
i z B a T lymfocytů, ve kterých byla mutace prokázána jen
v nepatrném zastoupení a změny v zastoupení krevních bu-
něk mohou ovlivnit relativní množství JAK2V617F ve vzor-
ku testované DNA. Z tohoto důvodu se obecně doporuču-
je izolovat DNA ze separovaných granulocytů z periferní
krve. Je třeba si také uvědomit, že termín „heterozygotní pro
JAK2V617F“ není zcela přesný, protože zvláště u pacientů
s PV bylo zjištěno, že na úrovni progenitorových buněk mo-
hou mít tito pacienti proměnlivý podíl buněk heterozygot-
ních, homozygotních a buněk nesoucích normální JAK2 gen
(31). Někteří autoři udávají, že alelický poměr vyšší než
50 % mutované alely indikuje přítomnost granulocytární po-
pulace homozygotní pro JAK2V617F (32). Pro vysvětlení ro-
le JAK2V617F v klonálním vývoji myeloproliferativní cho-
roby byl navržen dvoustupňový model (3). První krok před-
stavuje vznik somatické mutace G→T v jedné alele JAK2
genu ve stadiu hematopoetické progenitorové buňky nebo
kmenové buňky. Takto zmutovaná buňka je základem he-
terozygotního klonu, který svou expanzí vytlačuje hemato-
poetické buňky bez mutace v JAK2. Druhý krok předsta-
vuje mitotickou rekombinaci v jedné progenitorové nebo
kmenové buňce heterozygotní pro JAK2V617F, která navodí
prostřednictvím uniparentální dizomie homozygozitu pro
mutaci u jedné ze dvou dceřiných buněk. Tato dceřiná buň-
ka je pak základem klonu homozygotního pro JAK2V617F.
Homozygotní JAK2 mutace bývá častěji zachycena u dia-
gnóz PV a IMF než u ET a je spjata s delší historií one-
mocnění než heterozygotní mutace. Homozygotní genotyp
koreluje s agresivnějším průběhem choroby a mohl by ne-
přímo indikovat suboptimální výsledek léčby (33).

Námi zavedená kvantitativní metoda je dostatečně spe-
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Obr. 1. Alelická diskriminace s použitím dvojice hybridizačních LNA -mo-
difikovaných sond. FAM - sonda hybridizuje s normální sekvencí JAK2 ge-
nu (plná čára), HEX - sonda hybridizuje s mutovanou sekvencí JAK2V617F

(tečkovaná čára). Vzorek DNA V617F negativního pacienta obsahující pou-
ze normální sekvenci JAK2 vykazuje signál jen FAM - sondy (A). U pacien-
ta B je zachycen signál obou sond a u DNA pacienta C je detekován signál
jen s HEX - sondou. 
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cifická a citlivá pro sledování úspěšnosti terapie u pacien-
tů s CMPO a pro zkoumání možných korelací mezi alelic-
kou zátěží JAK2V617F a četností klinických symptomů cha-
rakterizujících uvedené diagnózy. Metoda stanovení alelic-
ké zátěže rozšiřuje možnosti aplikace metod molekulární di-
agnostiky v oblasti hematologie.

Práce byla podpořena grantem MSM0021622430.
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