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Metoda de investigare a predispozitiei genetice pentru dezvoltarea neoplasmelor

mieloproliferative JAK2 V617F-pozitive, bazata pe studiul SNP-ului JAK2 rs10974944

Inventia se referd la 0 metodd de investigare a neoplasmelor mieloproliferative bazati pe
studiul SNP-ului JAK2 rs10974944, cu aplicatii in diagnosticarea unor boli hematologice, pe
baza unor analize genetice.

Policitemia vera (PV), trombocitemia esenfiald (TE) si mielofibroza primara (MP)
reprezintd cele 3 neoplasme mieloproliferative (NMP) clasice, negative pentru fuziunea Bcr-Abl.
Din acelasi grup de boli face parte si leucemia mieloida cronicd (LMC), in care elementul
determinant pentru stabilirea diagnosticului corect, este reprezentat de cditre demonstrarea
cromosomului Philadelphia si/sau a echivalentului siiu molecular, respectiv transcriptul hibrid
rezultat din fuziunea genelor Bcr si Abl. Conform ultimei clasificari OMS a NMP, din 2008, din
acelasi grup de boli mai fac parte si alti reprezentanti: leucemia cronicd cu neutrofile, leucemia
cronicd cu eosinofile, sindromul hipereosinofilic, mastocitoza sistemicd si alte NMP
neincadrabile (Tefferi si Vardiman, 2008). Cu exceptia “NMP neincadrabile”, toate aceste entitéti
sunt mult mai rare decat PV, TE, MP si LMC. Se acceptd o incidentd de 1/20.000-1/50.000/an
pentru PV si TE, in vreme ce incidenta MP este mai redusa. Probabil insa cé frecventa reala este
mai mare, deoarece o parte din pacienti rdman complet asimptomatici, descoperindu-se eventual
intamplator o poliglobulie, trombocitoza sau leucocitoza usoare, care nu sunt investigate ulterior
intr-un serviciu de hematologie. Acest lucru este valabil in special pentru TE, §i mai rar pentru
PV, MP fiind insa Intotdeauna simptomaticd. Interesantd este distribufia pe sexe a celor 3 boli;
PV apare intr-un raport de 2/1 in favoarea sexului masculin, in vreme ce distribuia in TE este de
2/1 in favoarea sexului feminin; MP nu cunoaste diferente in ceea ce priveste distribugia in
functie de sex a pacientilor. Cat despre varsta de debut a celor 3 boli, desi exista si pacienti tineri,
cu varsta sub 20-30 de ani, majoritatea pacientilor au o varstd de peste 50 de ani In momentul
diagnosticului.

Elementul-cheie al PV, TE si MP este reprezentat de proliferarea necontrolati a cel putin
unei linii celulare mieloide (eritroidd, megakarioblasticd sau granulocitard), cu un exces de
celularitate la nivelul populatiei medulare mieloide; de asemenea, se constatd cresterea numarului
de elemente sanguine periferice derivate din linia mieloida hiperplazica. Este de notat faptul ca

aceste elemente din periferie, crescute numeric, sunt de reguld mature (Jones et al, 2005).
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PV se caracterizeazd in mod primar prin hiperplazia liniei mieloide eritroide, dar frecvent
si liniile megakarioblasticd si granulocitard sunt mai mult sau mai putin hiperplazice. Criteriile
majore hematologice de diagnostic al PV sunt: hemoglobina > 18.5 g/dl (pentru sexul masculin),
respectiv >16.5 g/dl (pentru sexul feminin) sau valori ale hemoglobinei si/sau hematocritului mati
mari decit percentila a 99-a corespunziitoare varstei, sexului si altitudinii, si masa celulard rosie
mai mare cu cel putin 25% fatd de valorile medii prezise corespunzétoare varstei, sexului si
altitudinii. Existd si trei criterii minore, si anume: proliferarea medulard a tuturor celor 3 linii
mieloide, valori plasmatice scizute ale eritropoetinei si cresterea coloniilor progenitorilor
eritroizi, independent de eritropoetind (Tefferi si Vardiman, 2008).

TE se caracterizeazd in primul rand prin hiperplazia liniei mieloide megakarioblastice si
eventual a celei granulocitare, astfel incat criteriile hematologice majore de diagnostic sunt:
valori ale plachetelor sanguine > 450.000/ul si hiperplazia medulard megakarioblastica, dar cu
morfologie normald sau aproape normald, insotitd eventual de hiperplazie usoard granulocitara si
rar eritroida (Tefferi si Vardiman, 2008).

MP cunoaste in evolutie 2 stadii: pre-fibrotic si fibrotic; criteriile hematologice si clinice
majore de diagnostic sunt: proliferare de megakarioblaste, atipice de data aceasta, plus depozite
de colagen sifsau reticulina (faza fibrotic#); in faza pre-fibroticd se intdlneste hiperplazie de
megakarioblaste atipice si granulocitard, si frecvent hipoplazie eritroidd; in aceastd fazd nu se
intalnesc depozite fibrotice. Criteriile minore de diagnostic sunt: tablou de leucoeritroblastoza,
anemie, valori plasmatice crescute ale LDH si splenomegalie (Tefferi si Vardiman, 2008).

Frecvent insd diagnosticul diferential intre cele 3 entitdti este dificil, deoarece unele
criterii de diagnostic se suprapun §i multi pacien{i prezintd doar o parte din criterii in momentul
ludrii in observatie.

Desi William Dameshek, “parintele” clasificérii afectiunilor hematologice mieloide, a
observat unele trasaturi comune ale celor 3 boli, respectiv PV, TE si MP, in urmi cu mai bine de
50 de ani, fiind primul care le-a inclus in acelasi grup de “sindroame mieloproliferative cronice”
(Dameshek, 1951), totusi mecanismele care stau la baza aparitiei acestora au ridmas obscure
vreme de decenii. Desi s-a sperat cd odatd cu dezvoltarea tehnicilor citogenetice, vor putea fi
demonstrate anomalii cromosomiale specifice PV, TE si MP, la fel cum s-a intdmplat in LMC, de
exemplu, acest lucru nu s-a intdmplat. Desi 30-50% dintre pacienti pot prezenta diverse anomalii

cromosomiale structurale $i mai rar numerice, acestea nu sunt specifice pentru niciuna dintre
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entitdfi si nu par a avea in mod deosebit importanta in prognosticul pacientilor (Kralovics et al,
2006).

Utilizarea unor metodele de investigare bazate pe analiza genetica pentru studiul unor
afectiuni mieloproliferative a condus la obtinerea unor rezultate remarcabile.

Un adevirat moment crucial Tn intelegerea fiziopatologiei acestor boli este anul 2005,
cand mai multe echipe independente de cercetdtori au descoperit o mutagie somatica punctiform4,
la nivelul genei JAK2, care codificd Janus kinaza 2, respectiv 8.2343G>T, mutatie care prezice
substitutia unei valine cu o fenilalanind la nivelul reziduului aminoacil 617 al moleculei de JAK2,
in domeniul sdu pseudo-kinazic (Kralovics et al, 2005; James C et al, 2005; Baxter et al, 2005;
Levine et al, 2005). Gena JAK2 se afld la nivelul bratului scurt al cromosomului 9, regiune care
se bdnuia cd are o anumitd contributie la aparifia acestor boli. Echipele de cercetdtori au
descoperit mutatia JAK2 V617F utilizdnd modele experimentale diferite; probabil cea mai
elegantd metoda a fost folositad de echipa lui Kralovics; acesta a constatat ca multi pacienti cu PV,
mai putin frecvent cei cu MP si cel mai putin frecvent cei cu TE, prezinta disomie uniparentald
pentru cromosomul 9p, la nivelul celulelor progenitoare mieloide. In acel moment, fiind deja
cunoscut faptul cd gena ce codificd JAK2 se afla exact la nivelul 9p, echipa lui Kralovics a
secventat gena JAK?2 la pacientii respectivi, descoperind in acest fel ca toti pacientii cu disomie
uniparentald prezintd mutagia JAK2 V617F (Kralovics et al, 2005). Explicatia disomiei
uniparentale in aceste cazuri a fost logica: una dintre cele 2 alele JAK2 dobandeste spontan,
aleator la nivelul unor progenitori mieloizi, mutagia V617F; ulterior, prin fenomene de
recombinare mitoticd, si celdlalt cromosom 9 va purta aceeasi aleld mutantd, celulele respective
fiind homozigote pentru mutatia V617F. Alteori, una din cele 2 alele JAK2 dobandeste mutatia
V617F, iar brajul scurt al celuilalt cromozom suferd o delefie partiald sau totald, probabil pentru
conferirea unui avantaj selectiv pe care il are alela mutantd fatd de cea silbatica. Aceste celule
vor i hemizigote pentru mutatia JAK2 V61 7F. Efectul este acelasi in ambele cazuri. Insd, dupi
cum a fost demonstrat ulterior, nu sunt necesare aceste fenomene pentru validarea proliferarii
liniei (liniilor) mieloide la nivelul careia (cérora) a apdrut mutatia JAK2 V617F; o singurd copie
mutantd este suficientd pentru inifierea proliferdrii necontrolate a liniilor mieloide, asadar mutagia

se manifestd si in stare heterozigotd, avand un efect dominant asupra alelei sidlbatice (Kralovics et
al, 2005).
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Nu este deloc surprinzator faptul cd o mutatie activatoare a genei JAK2 duce la aparitia
fenotipului NMP. Janus-kinazele (au fost identificate 4 pand in prezent la om — JAKI, JAK2,
JAK3 si Tykl) joacd numeroase roluri in supravietuirea si proliferarea celular si intr-o multime
de alte procese metabolice celulare, fiind prezente in majoritatea liniilor celulare. JAK2 se
exprimd din abundentd la nivelul celulelor stem multipotente si progenitoare eritroide,
megakarioblastice si granulocitare. Proliferarea normald a acestor celule depinde de buna
functionare a axei JAK2-STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription); JAK2 este
legdtura dintre receptorii factorilor de crestere specifici liniilor mieloide (eritropoetina pentru
precursorii eritroizi, trombopoetina pentru precursorii megakarioblastici si GM-CSF pentru
precursorii granulocitari) si proteinele STAT. Doar cind acesti factori de crestere se leagd de
receptorii lor, JAK2 1si schimbé conformatia si fosforileaza proteinele STAT, care vor pitrunde
in nucleu, odata activate, unde se vor lega si vor activa promoterii genelor implicate in diviziunea
si diferentierea precursorilor mieloizi. Mutatia JAK2 V617F duce la schimbarea permanenta a
conformatiei moleculei de JAK2, care va activa continuu proteinele STAT, ceea ce duce in final
la proliferarea necontrolatd a liniilor mieloide (Kralovics et al, 2005; James C et al, 2005; Baxter
et al, 2005; Levine et al, 2005).

Studiile ulterioare au confirmat larga rdspandire a mutagiei JAK2 V617F in rindul
pacientilor cu NMP: ea poate fi gésitd la peste 90% dintre pacientii cu PV, aproximativ 50%
dintre pacientii cu TE si aproximativ 60% dintre pacientii cu NMP (Beer et al, 2008). Din aceasti
distributie, se poate concluziona cd mutafia este cel mai frecvent intdlnitd in PV. Practic, datoritd
faptului ca pacientii cu PV, negativi pentru mutatia JAK2 V617F, s-au dovedit a avea alte mutatii
somatice in gena JAK2, la nivelul exonului 12, se poate concluziona cd un pacient suspect de PV,
fara mutatii somatice JAK2, probabil are alt NMP (Beer et al, 2008). De fapt, mutatia JAK2
V617F este atat de specifica NMP, Tncit a devenit criteriu major de diagnostic pentru toate cele 3
NMP, conform ultimei clasificiri OMS a acestor boli (Tefferi si Vardiman, 2008).

A devenit clar faptul cd tof{i pacienfii cu PV prezintd mutatii somatice JAKZ2, Tnsi
aproximativ jumdtate dintre pacientii cu TE si MP nu prezintd asemenea mutatii. La o parte dintre
acesti pacienti au fost puse in evidentd incepdnd cu anul 2006 mutagii somatice ale genei ¢c-MPL,
care codificd receptorul de trombopoetind (Pikman et al, 2006; Beer et al, 2008). Prin comparatie
cu mutatia JAK2 V617F, mutatiile somatice ¢-MPL sunt relativ rare si caracterizeaza aproximativ

5-10% dintre pacientii cu TE si MP, negativi pentru mutatiile somatice JAK2. Mutatiile ¢-MPL
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afecteazd o secven{d canonicd a genei; cele 3 mutafii ¢c-MPL identificate cel mai adesea sunt:
W515L, W515K si S505N. n prezenta acestor mutatii, efectul este in principiu acelasi ca si in
cazul lui JAK2 V617F, doar cd In acest caz va fi afectatd in primul rand linia mieloida
megakarioblasticd. Totusi, pacientii cu mutafii ¢-MPL tind sd aibd parametri hematologici mai
mult modificati si o evolutie mai gravd a bolii, fa{d de pacientii cu mutatii JAK2 (Beer et al,
2008).

in ultimii 2-3 ani cercetdrile s-au indreptat mai degrabi asupra factorilor pre-JAK2. Chiar
daca descoperirea mutatiei JAK2 V617F a produs o revolutie in comunitatea cercetitorilor care
studiazd NMP, au rdmas multe semne de intrebare, privind mecanismele care stau la baza
achizitiei acestei mutatii somatice (gi a altora, cu consecinte similare, cum sunt mutatiile ¢c-MPL).
Au fost descoperite o serie de mutatii somatice, cum sunt cele ale genelor CBL, ASXL si TET2,
despre care s-a presupus cd ar fi mecanisme pre-JAK2. Sperantele cele mai mari s-au pus in
mutatiile genei TET2 (Ten-Eleven Translocator), ca mecanisme pre-JAK2; insi, s-a demonstrat ci
doar la unii pacienti, aparitia clonei mutante TET2 precede aparitia clonei mutante JAK2 (Schaub
et al, 2010). Partial, anul 2009 a adus lamuriri in aceastd directie, a evenimentelor pre-JAK2. Trei
echipe independente de cercetitori au demonstrat cad mutajia JAK2 V617F apare mult mai
frecvent pe fondul unui haplotip constitutional al genei JAK2, denumit 46/1, care ar predispune la
unii indivizi la aparitia unui mediu hipermutagen in gena JAK2 (Jones et al, 2009; Olcaydu et al,
2009; Kilpivaara et al, 2009). Kilpivaara si colegii au identificat SNP-ul JAK2 rs10974944
(marker al haplotipului 46/1) printr-o strategie “genome wide SNP array scan”, dupi care au
utilizat o tehnicd TagMan. Aceasta tehnicd, desi permite genotiparea unui numar mare de probe,
necesitd un echipament real-time PCR.

Exista mai multe metode pentru genotiparea SNP-urilor. Printre cele mai des utilizate se
numard tehnica real-time PCR, utilizdnd probe TagMan, pentru care existd §i kit-uri pentru un
numir mare de SNP-uri i mutatii genetice. Desi este o tehnica rapidad si moderna, tehnica real-
time PCR nu este accesibila tuturor laboratoarelor de genetica, datoritd costurilor relativ mari de
achizitie a aparatului real-time PCR si a kit-urilor aferente. Un alt dezavantaj al tehnicii real-time
PCR este imposibilitatea genotipdrii unor probe, datoritd unor mutatii/polimorfisme necunoscute,
care pot fi prezente la nivelul regiunilor de legare ale probelor TagMan, ceea ce impiedicd

hibridizarea acestora.
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O altd metodad utilizatd pentru genotiparea SNP-urilor este dHPLC (denaturing high-
performance liquid chromatography). Dezavantajul major al acestei metode este legat de costul
foarte ridicat al echipamentelor necesare, ceea ce face ca aceastd metoda si fie accesibild in
putine laboratoare.

Problema pe care o rezolva inventia propusa este de a realiza o metoda simpla si eficientd
de identificare a SNP-ului JAK2 rs10974944, marker informativ al haplotipului JAK2 46/1, in
scopul evaludrii predispozifiei genetice spre dezvoltarea neoplasmelor mieloproliferative, care si
permita genotiparea rapida si sigurd a unui numdr mare de pacienti, inclusiv in centrele care nu au
acces la echipamente de tip real-time PCR sau dHPLC.

Metoda de investigare a neoplasmelor mieloproliferative bazatd pe studiul SNP-ului
JAK?2 1510974944, conform inventiei, se bazeazd pe dezvoltarea si implementarea unei tehnici
PCR-RFLP (Polymerase chain reaction — restriction fragment length polymorphism), care
presupune extractia de ADN genomic, selectia primerilor si amplificarea prin PCR a unui
fragment genomic din gena JAK2, continnd SNP-ul rs10974944, urmata de digestia enzimatica a
ampliconilor cu enzima de restrictie Mbol, electroforeza in gel de agaroza si identificarea precisa

a genotipurilor, prin analiza polimorfismului fragmentelor de restrictie.

Metoda de investigare a neoplasmelor mieloproliferative bazatd pe studiul SNP-ului
JAK?2 rs10974944, consta in realizarea urmétoarelor etape:
1. Extractia ADN genomic
2. Selectia primerilor pentru amplificarea regiunii genomice din interiorul genei JAK2 care
contine SNP-ul rs10974944
3. Amplificarea regiunii genomice din interiorul genei JAK2 care contine SNP-ul
rs10974944

4. Digestia ampliconilor cu enzima de restrictfie Mbol, electroforeza in gel de agaroza si
analiza RFLP
5. Interpretarea rezultatelor

1. Extractia ADN genomic

Extractia ADN genomic a fost se efectueaza din leucocite din sangele periferic, pornind
de la un volum de 300 pl de sange integral. in acest scop, se recolteaza pe EDTA 3-5 ml de
sange, prin punctie venoasd periferici. Pentru extractia ADN genomic, se utilizeaza kit-ul
comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, MA, USA).

Fazele extractiei ADN, utilizdnd acest kit, sunt urmatoarele:

6
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I. Liza membranelor celulare. La 300 pl singe integral se adaugd 900 l solutie de liza
celulard si se lasd la incubare la temperatura camerei timp de 10 min, dupd care are loc
centrifugarea probelor la 14.000 rpm, timp de 30 s. Supernatantul se elimind aproape
integral (mai putin aproximativ 10 ul), dupa care are loc resuspendarea sedimentului
(format din nucleii leucocitelor) in cei aproximativ [0 pl de supernatant, prin vortexare

puternica timp de 15-20s.

2. Liza membranelor nucleare si degradarea moleculelor ARN. La suspensia obtinuti in faza
I se adauga 300 w! solutie de lizd nucleard si 1.5 pl ribonucleaza, prin incubare la 37°C,
timp de 15 min.

3. Precipitarea proteinelor. La amestecul obfinut in faza 2 se adaugd 100 ul solutie de
precipitare a proteinelor, separarea proteinelor realizindu-se prin vortexare puternica timp
de 15-20 s, urmatd de centrifugarea probelor 3 min la 14.000 rpm.

4. Precipitarea ADN-ului cu isopropanol. La 400 pl de supernatant obtinut in faza anterioara
se adauga 300 ul isopropanol, dupd care are loc centrifugarea probelor timp de 1 min la
14.000 rpm.

5. Spalarea sedimentului ADN cu 200 ul de solutie etanol 70%, urmata de centrifugarea
probelor 1 min la 14.000 rpm; ulterior, supernatantul se elimind, iar sedimentul este lasat
la uscat 15 min la 37°C.

6. Rehidratarea ADN-ului presupune adiugarea a 100 wpl de solutie de rehidratare, peste
sedimentul obtinut in etapa a 5-a. Rehidratarea ADN-ului are loc peste noapte, la 4°C.
Concentratia ADN a probelor este evaluata utilizind un spectrofotometru Eppendorf,

dedicat misurarii concentratiei acizilor nucleici.

Puritatea solufiilor ADN se evalueaza prin raportul A260/A280, calculat automat de
spectrofotometrul Eppendorf. in mod normal, acesta este intre 1.6 si 2, optim 1.8. Deviatii ale
valorilor acestui raport indicd impuritatea probei, de obicei prin exces de proteine.

Pénd la prelucrarea ulterioard, probele ADN se pastreaza la -20°C.

2. Selectia primerilor pentru amplificarea regiunii genomice din interiorul genei JAK2 care
contine SNP-ul rs10974944
Secventa genei JAK2 care contine SNP-ul rs10974944, de la nivelul intronului 12, se

obtine din baza de date GenBank, unde gena JAK2 are codul de acces NT_008413. Perechea
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optima de primeri este aleasd utilizind programul on-line Primer3, versiunea 0.4.0. Primerii care
se folosesc pentru amplificarea fragmentului genomic confindnd SNP-ul rs10974944 au

secveniele urmatoare:

Forward (sens): 5'-CAAGGGTCAACTGTAGTACATAA-3'
Reverse (anti-sens): 5'-CTGCTTGCTAGTGGGTGAAT-3'

3. Amplificarea regiunii genomice din interiorul genei JAK2 care contine SNP-ul rs10974944
Reactia PCR de amplificare a regiunii con{inand SNP-ul rs10974944 se realizeazi intr-un
volum standard de reactie de 25 pl. Componentele mixului de reactie sunt urmatoarele:

- 12.5 pl de 2xPCR MasterMix (Fermentas MBI, Vilnius, Lituania), contindnd 0.05 U/ul de
Tag-polimeraza recombinantd, MgCl2 4 mM si deoxinucletoide trifosforilate in
concentratie de 0.4 mM fiecare

- 10 picomoli din fiecare primer, forward, respectiv reverse

-1 pl de albumini seric bovind, in concentratie de 2 mg/ml

- 75-100 ng ADN genomic

api libera de nucleaze pana la volumul final de 25 pl.

Programul de amplificare se desfagoara intr-un termocycler MasterCycler cu gradient
(MasterCycler Gradient, Eppendorf, Germania). Conditiile de amplificare sunt urméitoarele:

- denaturare initiald 7 min la 95°C

- 35 de cicluri, fiecare presupunand denaturare 40 s la 95°C, annealing 45 s la 57°C si

elongare 40 s 1la 72°C

- elongare tinald 5 min la 72°C.
4. Digestia ampliconilor cu enzima de restrictie Mbol, electroforeza in gel de agaroza si analiza
RFLP
Digestia ampliconilor astfel obtinufi, in vederea obtinerii genotipurilor SNP-ului

1510974944, se efectueazd folosind enzima de restrictie Mbol. Aceasta are urmitorul situs de

recunoastere:
5’-..GATC...-3’
3’-..CTAG...-5’
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Din volumul de 25 pl de produsi de amplificare obfinugi prin PCR, 10 ul se incubeazi
timp de 12 ore la 37°C, cu 5U de enzima de restric{ie Mbol (Fermentas MBI, Vilnius, Lituania).

Electroforeza fragmentelor ADN rezultate in urma digestiei cu enzima Mbol se
efectueazd in gel de agaroza de 1naltd rezolutie MetaPhor 3% (Lonza, Rockland, Me., USA),
colorat cu bromura de etidiu. Migrarea electroforeticd a fragmentelor dureazi 1 ora, cu urmitorii
parametri ai migrarii: tensiune 100 V si intensitate 45 mA.

Alela majora a SNP-ului rs10974944 confine o citozina (C). In acest caz, ampliconul de
243 pb contine 3 situsuri de restricfie pentru endonucleaza Mbol, in urma digestiei enzimatice
rezultdnd 4 fragmente ADN, de 176, 37, 23 si respectiv 7 pb. Alela minora (varianta) a SNP-ului
r$10974944 contine o guanind (G). in prezenta acestui nucleotid, situsul de recunoagstere al
enzimei Mbol este alterat, enzima pierzdnd acest situs de recunoastere. Astfel, in prezenta alelei
G, ampliconul de 243 pb contine doar 2 situsuri de restrictie pentru endonucleaza Mbol, in urma
digestiei enzimatice rezuitdnd 3 fragmente ADN, de 213, 23 si 7 pb. Astfel, genotipurile SNP-
ului JAK?2 rs10974944 se caracterizeaza prin urmatoarele combinatii de fragmente ADN:

- Genotipul CC: 4 fragmente ADN: 176, 37,23 5i 7 pb

- Genotipul CG: 5 fragmente ADN: 213, 176, 37, 23 5i 7 pb

- Genotipul GG: 3 fragmente ADN: 213, 23 51 7 pb

Din cauza dimensiunilor reduse, fragmentul de 7 pb si uneori cel de 23 pb nu sunt vizibile
pe gelul de agaroza, Tnsa discriminarea exacta a genotipurilor se face pe baza fragmentelor de 213
si 176 pb.

Tehnica PCR-RFLP dezvoltatd permite genotiparea cu acuratefe a SNP-ului JAK2
rs10974944, marker al haplotipului JAK2 46/1. Tehnica se preteazd pentru testarea unui numar
mare de pacienfi cu neoplasme mieloproliferative, pentru stabilirea relatiei intre acest SNP si
mutatiile somatice JAK2 in primul rand, dar §i alte mutatii somatice, cum ar fi ¢-MPL, TET2,
ASXL, CBL, care caracterizeaza acesti pacienti.

Haplotipul JAK2 46/1 cuprinde si alte SNP-uri, cum ar fi rs12343867 sau rs1159782; si
acestea sunt pretabile pentru dezvoltarea unor tehnici PCR-RFLP robuste, care sd permitd
genotiparea unui numar mare de pacienti, la costuri rezonabile, chiar si in acele centre care nu au
acces la echipamente mai sofisticate §i mai elegante, dar si mai costisitoare, Inainte de a fi

aplicata pe scara larga insa, orice tehnica PCR-RFLP noua necesita a fi validata prin secventare.
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4. Interpretarea rezultatelor

Interpretarea rezultatelor se bazeaza pe polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie,
obtinute in urma digestiei ampliconilor cu enzima de restric{ie Mbol. Exista 3 combinatii posibile
de asemenea fragmente de restrictie, corespunzétoare celor 3 genotipuri posibile pentru SNP-ul
r$10974944. Acestea sunt urmitoarele:

- Genotipul CC: 4 fragmente ADN: 176, 37, 23 5i 7 pb

- Genotipul CG: 5 fragmente ADN: 213, 176, 37, 23 51 7 pb

- Genotipul GG: 3 fragmente ADN: 213,23 5i 7 pb

Din cauza dimensiunilor reduse, fragmentul de 7 pb si uneori cel de 23 pb nu sunt vizibile
pe gelul de agaroza, insd discriminarea exacta a genotipurilor se face pe baza fragmentelor de 213
si 176 pb.

Alela G a SNP-ului rs10974944 face parte din haplotipul JAK2 46/1 si predispune la un
mediu hipermutabil la nivelul genei JAK2 si probabil si a altor gene, ceea ce predispune la
achizitia mutatiei somatice JAK2 V617F si probabil si a altor mutatii somatice, ceea ce se
valideaza in final prin aparifia tabloului clinic i paraclinic de neoplasm mieloproliferativ.
Heterozigotii CG si In special homozigotii GG sunt predispusi la achizifia mutafiei somatice
JAK2 V617F si implicit la apari{ia neoplasmelor mieloproliferative.

Prin aplicarea inventiei se ob{in urmdtoarele avantaje:

- Metoda propusa este eficientd, robustd si sigurd, avand o sensibilitate si o specificate de peste

99%; primerii folositi in amplificarea prin PCR a regiunii genomice mirginind SNP-ul
1510974944 se bazeaza pe complementaritatea de 100% cu catenele ADN-ului genomic de
amplificat; enzima de restricfie Mbol recunoaste cu o precizie de 100% secventa 5°-
..GATC...-3’, din care face parte si alela C a SNP-ului rs10974944;

- Metoda propusa este relativ jeftind, presupunand dotdri minime ale unui laborator de genetica
moleculard; de asemenea, costurile de achizifionare ale reactivilor necesari genotiparii pentru
SNP-ul rs 10974944 prin tehnica PCR-RFLP sunt relativ scazute;

- Metoda propusi permite genotiparea relativ rapida a unui numér mare de pacienti per unitate
de timp;

- Toate acestea fac din metoda pe care o propunem un instrument ideal de genotipare pentru
SNP-ul rs10974944 2 unor loturi mari de pacienii cu neoplasme mieloproliferative, inclusiv in

laboratoare care nu au acces la echipamente scumpe.
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REVENDICARI

. Metoda de investigare a predispozitiei genetice pentru dezvoltarea neoplasmelor
mieloproliferative JAK2 V6l17F-pozitive, bazata pe studiul  SNP-ului JAK?
rs10974944, prin dezvoltarea §i implementarea unei noi tehnici PCR-RFLP pentru
analiza SNP-ului rs10974944, caracterizati prin acea ca, presupune efectuarea

urmatoarelor etape:
a. recoltarea de sange integral de la pacientii cu neoplasme mieloproliferative;
b. extractia ADN genomic din sidngele integral;

c. amplificarea unui fragment ADN, de 243 pb, de la nivelul genei JAK2, continand si
SNP-ul 1s10974944;

d. digestia ampliconilor obtinuti prin reactia PCR, cu enzima de restrictie Mbol;
e. electroforeza fragmentelor de restrictie in gel de agaroza;

f. analizarea gelurilor de agaroza si stabilirea genotipurilor pentru SNP-ul rs10974944,
in baza combinatiei unice de fragmente rezultate in urma digestiei cu enzima de

restrictie Mbol.

. Metoda de investigare a predispozitiei genetice pentru dezvoltarea neoplasmelor
mieloproliferative JAK2 V617F-pozitive, bazata pe studiul  SNP-ului JAK?2
rs10974944, contorm revendicarit 1, caracterizata prin acea ca, amplificarea regiunii
genomice din interiorul genei JAK2 care contine SNP-ul rs10974944, se realizeaza
printr-o reactie PCR utilizdnd un volum standard de reactie de 25 ul, componentele

mixului de reactie fiind urmdtoarele:

- 12.5 pl de 2xPCR MasterMix (Fermentas MBI, Vilnius, Lituania), continind 0.05
U/ul de Tag-polimeraza recombinatd, MgCl2 4 mM si deoxinucletoide

trifosforilate in concentratie de 0.4 mM fiecare

- 10 picomoli din fiecare primer, forward, respectiv reverse, avand secventele

urmatoare:

(¥4
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Forward (sens): 5-CAAGGGTCAACTGTAGTACATAA-3'
Reverse (anti-sens): 5-CTGCTTGCTAGTGGGTGAAT-3'
-1 ul de albumina sericd bovind, in concentratie de 2 mg/ml
- 75-100 ng ADN genomic
- apa liberd de nucleaze pana la volumul final de 25 pl.

. Metoda de investigare a predispozitiei genetice pentru dezvoltarea neoplasmelor
mieloproliferative JAK2 V617F-pozitive, bazata pe studiul  SNP-ului JAK2
rs10974944, conform revendicérii 1, caracterizati prin acea ci, interpretarea
rezultatelor se face in funcfie de combinatia unica de fragmente ADN, obtinuti in
urma digestiei ampliconilor de 243 pb cu enzima de restrictie Mbol; alela majora a
SNP-ului rs10974944 contine o citozina (C), caz in care ampliconul de 243 pb contine
3 situsuri de restrictie pentru endonucleaza Mbol, in urma digestiei enzimatice
rezultand 4 fragmente ADN, de 176, 37, 23 si respectiv 7 pb; alela minora (varianta) a
SNP-ului rs10974944 contine o guanind (G), iar in prezenta acestui nucleotid, situsul
de recunoastere al enzimei Mbol este alterat, enzima pierzdnd acest situs de
recunoastere, astfel, in prezenta alelei G, ampliconul de 243 pb contine doar 2 situsuri
de restrictie pentru endonucleaza Mbol, in urma digestiei enzimatice rezultind 3
fragmente ADN, de 213, 23 si 7 pb; astfel, genotipurile SNP-ului JAK2 rs10974944 se

caracterizeazd prin urmdtoarele combinatii de fragmente ADN:
- Genotipul CC: 4 fragmente ADN: 176, 37, 2351 7 pb
- Genotipul CG: 5 fragmente ADN: 213, 176, 37, 23 5i 7 pb

- Genotipul GG: 3 fragmente ADN: 213, 23 5i 7 pb.
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