
CAT-presentatie Jolien De Bie

MUTATION ANALYSIS OF JAK2 EXON 12 AND MPL
EXON 10 IN MYELOPROLIFERATIVE DISORDERS

18-02-2020



OVERZICHT

Inleiding

Probleemstelling

Onderzoeksvragen:

1. Bestaan er guidelines gericht op moleculaire diagnostiek voor MPN en welke aanbevelingen 
doen zij voor JAK2 exon 12 en MPL exon 10 evaluatie?

2. Hoe verloopt de JAK2 exon 12 en MPL exon 10 analyse momenteel in UZ Leuven en hoe 
verhoudt onze workflow zich met de literatuur en met andere ziekenhuizen?

3. Is allel-specifieke PCR een mogelijke optie voor JAK exon 12 en/of MPL exon 10 mutatie 
analyse?

Conclusie

To do’s



INLEIDING

Myeloproliferatieve aandoeningen:

 CML

 CNL
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 ET

 CEL, NOS

 MPN, unclassifiable
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POLYCYTHEMIA VERA



PRIMAIRE MYELOFIBROSE



ESSENTIËLE TROMBOCYTOSE



JAK2, CALR, MPL

PV:

 95% JAK2 V617F 

 3% JAK2 exon 12

ET en PMF:

 50% JAK2 V617F

 30% CALR indels/mutaties

 3-8% MPL exon 10

 12% ‘triple-negative’



JANUS KINASE 2



JAK2 EN DE JAK-STAT PATHWAY



MYELOPROLIFERATIVE LEUKEMIA VIRUS 
ONCOGENE



PROBLEEMSTELLING

PV PMF

TruSight Myeloid Panel (JAK2, 

CALR, MPL)

ET

JAK2 V617F + CALR PCR

MPL exon 10 (NGS)

JAK2 V617F

JAK2 exon 12 PCR

V617F negatief beide negatief



PROBLEEMSTELLING

PV

JAK2 V617F

JAK2 exon 12 PCR

V617F negatief

Sanger sequencing:

< 15-20% VAF niet detecteerbaar



PROBLEEMSTELLING

NGS:

geen terugbetaling voorzien bij vermoeden ET

ET

JAK2 V617F + CALR PCR

MPL exon 10 (NGS)

beide negatief



ONDERZOEKSVRAGEN

1. Bestaan er guidelines gericht op moleculaire diagnostiek voor MPN en welke 
aanbevelingen doen zij voor JAK2 exon 12 en MPL exon 10 evaluatie?
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GUIDELINES

Conclusies:

PV 

 test V617F hotspot

 zo negatief en klinisch sterk vermoeden: test JAK2 exon 12

 sensitieve methode nodig

ET

 2 strekkingen: JAK2 > CALR > MPL versus direct NGS

 sensitieve methode nodig

=> Wanneer is techniek gevoelig genoeg?



LITERATUURSTUDIE



ONDERZOEKSVRAGEN

2. Hoe verloopt de JAK2 exon 12 en MPL exon 10 analyse momenteel in UZ Leuven 
en hoe verhoudt onze workflow zich met de literatuur en met andere ziekenhuizen?



PERFORMANTIE HUIDIGE WORKFLOW

2 queries voor JAK2 exon 12 en voor MPL exon 10 afzonderlijk: 

 over gans 2018

 van start test tot oktober 2019

Aanvraagfrequentie?

Voorkomen van positieve stalen?



JAK2 EXON 12

aanvraagfrequentie



JAK2 EXON 12

Weinig positieve stalen…

… versus 3% van PV-patiënten*?

*Scott LM, et al. JAK2 exon 12 mutations in polycythemia vera and idiopathic erythrocytosis. N Engl J Med. 2007;356:459-468.



JAK2 EXON 12

Invloed type staal?

+ Scott LM, et al. N Engl J Med. 2007.

- Kjær L, et al. PLoS One. 2012. 

- Pardanani A, et al. Leukemia. 2007.



JAK2 EXON 12

Andere mogelijke verklaringen:

 Gevoeligere detectiemethode dan Sanger sequencing

 Stalen van perifere ziekenhuizen waar JAK2 V617F analyse nog dmv PCR and Sanger sequencing 
gebeurt

 Zelzame mutaties buiten exon 12

 Schnittger et al: aberrante JAK2 exon 12 in 15.9% van V617F-negative PV patiënten, maar slechts bij
1.5% van de patiënten met onduidelijke erythrocytose



MPL EXON 10

aanvraagfrequentie 2018



MPL EXON 10

positieve stalen sinds start test



MPL EXON 10

MPL + sinds start TruSight Myeloid panel: ~5% 

versus

MPL + met PCR en Sangersequencing: ~9%

Nochtans heeft 1 op 3 patiënten VAF <15%

Betere patiëntenselectie in het verleden?



ANDERE ZIEKENHUIZEN?

JAK2 exon 12 analyse: 

 PCR en Sanger sequencing (CHU Liège) 

 NGS (AZ Sint-Lucas Gent, UCL Saint-Luc)

MPL exon 10 analyse:

 PCR en Sanger sequencing (AZ Sint-Jan Brugge)

 NGS (CHU Liège, AZ Sint-Lucas Gent, UCL Saint-Luc)



ONDERZOEKSVRAGEN

3. Is allel-specifieke PCR een mogelijke optie voor JAK exon 12 en/of MPL exon 10 
mutatie analyse?



AS-PCR VOOR JAK2 EXON 12

Furtado LV, et al. J Mol Diagn 2013.



AS-PCR VOOR MPL EXON 10

Furtado LV, et al. J Mol Diagn 2013.



AS-PCR PRIMERS EN PROGRAMMA



AS-PCR VOOR JAK2 EXON 12

Furtado LV, et al. J Mol Diagn 2013.



AS-PCR VOOR MPL EXON 10

Furtado LV, et al. J Mol Diagn 2013.



RESULTATEN AS-PCR VOOR JAK2



RESULTATEN AS-PCR VOOR JAK2



RESULTATEN AS-PCR VOOR MPL



RESULTATEN AS-PCR VOOR MPL



CONCLUSIE AS-PCR

Geen vals-positieve resultaten in geteste panel

Geen vals-negatieven voor JAK2 exon 12, wél voor MPL exon 10 (3 van 19 stalen)

In retrospect: 

 4 van 55 MPL+ patiënten (7% of <1 per jaar) gemist

 0 van 14 JAK2+ patiënten gemist (en mogelijks enkele extra gedetecteerd)

Eerste dilutie-experimenten tonen detectiedrempel 2-5%



KOSTENANALYSE AS-PCR

Voor JAK2 exon 12: ‘gewone’ PCR naar AS-PCR, dus iets duurdere analyse

Voor PMF: geen verandering, standaard NGS

Voor ET en ‘vermoeden MPN’: 86 TruSight Myeloid panels in 2018 vervangen door 
AS-PCR



CONCLUSIE

1. Er bestaan verschillende guidelines voor moleculaire diagnostiek bij vermoeden MPN.
Zij raden JAK2 exon 12 analyse aan bij V617F-negatieve PV-patiënten met sterk
klinisch vermoeden en MPL exon 10 analyse bij ET en PMF na uitsluiten JAK2 V617F en
CALR veranderingen. Gevoelige methoden (NGS, AS-(q)PCR, etc) worden aanbevolen.

2. CME test momenteel bij vermoeden PV eerst V617F, zo negatief en op vraag clinici
wordt exon 12 PCR ingezet. Voor ET gebeurt in parallel V617F + CALR. Zo beiden
negatief zijn , gebeurt NGS voor MPL.

3. Hoewel iets duurder dan gewone PCR en Sangersequencing, heeft AS-PCR
vermoedelijk een lagere detectielimiet voor JAK2 exon 12 varianten. Voor ET kan het
een goede tussenoplossing zijn (goedkoper, tijdbesparend) tot NGS wordt
terugbetaald. Zeldzamere MPL-varianten worden gemist.



TO DO’S

1. bepalen detectielimiet aan de hand van dilutie-experimenten

2. validatie AS-PCR voor routine-implementatie

3. clinici informeren overschakeling naar AS-PCR
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