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PINH LUQNG POT BIEN GEN JAK?2 V617F BANG PHUONG PHAP
PCR KY THUAT SO TREN NHOM BENH HQI CHUNG TUY TANG SINH
TAI BENH VIEN TRUYEN MAU HUYET HQC

CAO SY LUAN'?*, PHU CHi DUNG!, PHAN THI XINH!3

Tom tit

ot bién gen JAK2, ddc biét 1o dot bién JAK2V617F, la dt bién chiém ty
D lé cao nhdt va ¢ vai tro thiét yéu trong bénh sinh cuia nhom bénh hoi

chitng tiy ting sinh (MPN). Do d, viéc xdc dinh dgt bién JAK2V617F
6 ¥ nghia quan trong trong chan dodn, tién heong bénh va theo doi ddp iing
diéu tri. C6 hai phwong phdp dé xdc dinh dét bién JAK2VG617F la phuong
phdp dinh tinh va dinh lwong. Trong do, dé dinh lwong dot bién JAK2V617F
thi ky thuat ddPCR dwoc danh gid la co do nhay va do chinh xac cao, ddc biét
phit hop dé chan dodn va theo doi diéu tri & nhitng bénh nhan cé ty 1é dét bién
JAK2V617F thép. Trong nghién ciru néy, ching téi danh gid dé chinh xdc, do
nhay va dé tdi ldp ciia phieong phdp dinh lwong dét bién JAK2 V617F bang
ky thudt ddPCR. Két qua la dd xdc dinh ty 1¢ dot bién JAK2V617F trong madu
chung ciing nhuw mau bénh nhan MPN duwoc chan dodn va diéu tri tai Bénh
vién Ti ruyén mau Huyét hoc (BTH) vadi do nhay, do chinh xac va do tai ldp cao
VGi hé s6 bién thién (CV) < 0,05. Pong thoi, ching 16i ciing nhdn thay cé su
twong dong vé két qua xdc dinh dot bién JAK2 V61 7F giita ddPCR va phwong
phdp dinh tinh ASO-PCR. Ngodi ra, két qua ngoai kiém xdc dinh tinh trang
dét bién JAK2 V617F véi mau dwoc giri tir UK NEQAS ciing cho thdy c6 sw
phit hop va hoan toan tiwong dong giita két qua ciia chiing t6i va UK NEQAS
Véi chi s6 z-score < 0,5. Nhue vdy, chiing t6i da thiét Idp thanh cong ky thudt
ddPCR dé xdc dinh ty 1¢ dot bién JAK2V617F ¢ nhitng bénh nhdn MPN dwoc
chan dodn va diéu tri tai BTH véi dé nhay, do chinh xdc va do tdi ldp cao.

Tir khéa: hi chirng tity ting sinh, dpt bien JAK2V617F, ddPCR
Abstract

JAK?2 gene mutations, especially JAK2 V617F mutation, is the most prevalent
mutation and play an essential role in the pathogenesis of proliferative myeloid
syndromes (MPN). Therefore, the identification of JAK2 V617F mutation has
important implications in diagnosis, prognosis and monitoring of treatment
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response. There are two methods to identify JAK2 V617F mutation including
qualitative and quantitative methods. In particular, quantification of the JAK?2
V617F mutation, ddPCR technique is evaluated to have high sensitivity and
accuracy, especially suitable for diagnosis and monitoring treatment in patients

with low frequency of JAK2 V617F mutation. In this study, we evaluated the
accuracy, sensitivity and reproducibility of quantification of the JAK2 V617F
mutation by ddPCR technique. As a result, the JAK2 V617F mutation rate
was determined in the control samples as well as in the MPN patient samples

diagnosed and treated at the Blood Transfusion Hematology Hospital (BTH)

with high sensitivity, accuracy and reproducibility with the coefficient of
variation (CV) < 0.05. Furthermore, we also found a similarity in the results

of JAK2 V617F mutation identification between ddPCR and ASO-PCR method.

In addition, the external test results of the JAK2 V617F mutation identification

with samples from UK NEQAS show that our results are completely matched
and highly equivalent with the results of UK NEQAS with z-score < (.5. Base
on those, we have successfully established ddPCR technique to determine the
ratio of JAK2 V617F mutation in MPN patients diagnosed and treated at BTH
with high sensitivity, accuracy and reproducibility.

Keywords: proliferative myeloid syndromes, JAK2 V617F mutation, ddPCR
I. PAT VAN PE

Hoi chung tuy tang sinh (MPN) 1a mdt
nhom cac bénh Iy tang sinh bat thuong cac té
bao dong tity trong tity xuong, bao gdm cac thé
bénh da hong cau (PV), tang tiéu cau tién phat
(ET) va so tuy nguyén phat (PMF). Nguyén
nhéan gay bénh 1a do su xuét hién cua céc bat
thuong di truyén va dot bién gen trong cic
té bao gbc tao mau din toi sy ting sinh mat
kiém soat va 1am réi loan qua trinh biét hoa
ctia chung. M6t trong nhiing d6t bién gen phd
bién trong nhém bénh 1y nay 1a dot bién gen
JAK?2, dac biét 1a dot bién JAK2V617F. Pay
1a dot bién chiém ty 1€ cao trong cac thé bénh

chan doan, mot sd nghién ciru con cho thiy
gia tri ctia dot bién JAK2V617F trong phan
nhdém tién lugng va theo doi diéu trj. Cu thé,
ty 1¢ cao dot bién JAK2 V617F anh huong dén
tién luong, bao gdm cac nguy co cao thuyén
tac huyét khéi tinh mach (VTE), xo héa tiy
xuong (post-PV MF) va tién trién bénh [3,4].
Déng thoi, voi viée thude e ché hoat dong cua
protein JAK2 (Ruxolitinib) da dugc FDA phé
duyét sir dung thi dinh luong dot bién JAK?2
V617F giup danh gia chinh xac dap tng véi
thubc trung dich e ché JAK2 va ciing c6 thé
duoc sir dung dé danh gia mtc d6 dap tng
sinh hoc phéan tir trén ca nhitng bénh nhan sau

ciia MPN, cu thé PV (81-99%), ET (41-72%)
va PMF (39-57%) [1]. Chinh vi vay, dot bién
duoc str dung lam mot trong céc ticu chuin dé
chan doén céac thé bénh MPN theo tiéu chuin
WHO 2016 [2]. Hon thé nita, ty 18 dot bién
JAK2 V617F con co thé giup phan biét chan
doan gita ET (thdp), PV va PMF (trung binh),
post-PV MF (cao) [3]. Ngoai vai tro trong

khi duoc diéu trj voi Interferon-a (IFN-a) [5].

Dé x4c dinh dot bién JAK2 V617F trén
bénh nhan MPN tai thoi diém chan doan thi
chung ta chi can sir dung phuong phap PCR
dinh tinh 12 ASO-PCR. Tuy nhién, dé c6 thé
dinh luong dot bién JAK2 V617F cho muc dich
phan biét chén doan cac thé bénh MPN, tién
lwong bénh hay danh gia dap tng sau diéu tri
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thi can thuc hién PCR dinh luong. Hién c6 2
phuong phap PCR dinh lugng duogc st dung
dé xac dinh ty 1& dot bién JAK2 V617F 1a RQ-
PCR va ddPCR (hay con goi la PCR k¥ thuat
s0). Trong 2 ky thuét thi ddPCR duoc danh gia
1a ¢6 nhiéu wu diém hon so voi RQ-PCR. Cu
thé 1a ddPCR c6 d6 nhay, do chinh xac va do
tai 1ap cao hon [6]. Ngoai ra, k¥ thuat ddPCR
1a phuong phép dinh luong tuyét d6i, khong
dinh luong gian tiép dua trén duong chuin
nhu RQ-PCR nén két qua dinh lugng khong
phu thudc vao chat luong cta dudong chuan
[6]. Thém mot wu diém nira cua ddPCR 1a
do phan g PCR dugc chia nho trong nhiéu
giot dau riéng biét nén it bi anh huong boi cac
chat trc ché phan tmg PCR [7]. Hién tai, da s&
cac nghién ctru ¢ Viét Nam méi chi dung lai
& viée xac dinh dot bién JAK2 V617F dé hd
tro chan doan bénh MPN chur chua cé nghién
ctru dinh luong dot bién JAK2 V617F dé hd
tro phan biét chan doan giita cac thé bénh
MPN ciing nhu tién lugng bénh va danh gia
dap mg diéu tri. Vi vay, chung t6i tién hanh
nghién ciru “Budc dau dinh luong dot bién
JAK2 V617F bang phuong phap ddPCR trén
nhém bénh MPN dugc chin doan va diéu tri
tai Bénh vién Truyén mau Huyét hoc (BTH)”
nhiam cung cap thém thong tin hd trg cho bac
st diéu tri trong chan doan, tién lugng bénh va
theo ddi dap tmg diéu tri.

I1. POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Déi twong nghién ciru

Mau ngoai kiém (10 miu) duoc gui tir
Trung tim danh gia ngoai kiém (UK NEQAS)
va mau luu DNA cia nguoi bénh duge chan
doan MPN (10 mau) duoc luu tai Khoa Di
truyén hoc phén ti, BTH.

2.2. Phwong phap nghién ciru

2.2.1. Thiét ké nghién ciru:
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Nghién ctru mo ta loat ca, hdi ctru, trién
khai k¥ thuat méi.
2.2.2. Phwong phdp tién hanh

Ly trich DNA: Dbi véi mau ngoai kiém,
mau té bao déng kho duoc giri tir UK NEQAS
duoc hoan nguyén voi 1 ml dung dich PBS.
Péi véi mau cua nguoi bénh duoc chin doan
MPN, ldy 2 ml mau ngoai bién trong chdng
d6ng EDTA. Ly trich DNA tir mau ngoai kiém
va mau ngoai bién cta nguoi bénh bang bo kit
ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System
(Promega, My) theo huéng dan cua nha san
xuét. Sau do, san phém ly trich s€ dugc do do
tinh sach va nong 6 DNA bang may quang
phd ¢ hai budc song 260 nm va 280 nm, va
pha lodng dé thu dugc ndng do 20ng/ul.

Thuee hién phan vmg ddPCR: Thanh phan
phan tmg ddPCR gdm ¢ 2x ddPCR supermix
for Probes (No dUTP), JAK2 Assay (20x),
Enzyme Haelll, nuéc nuclease free va mau
DNA trong 22 uL thé tich phan mg. Sau do,
huat 20 pL phan tmg ddPCR c¢6 chira DNA vao
hang giéng chinh giita ciia cartridge va 70 pL
dau tao vi giot (DG Oil for Probes) vao hang
giéng dudi cung cua cartridge dé tao vi giot
chtra cac thanh phan ciia phan tng ddPCR.
Tiép theo, chuyén ngay vi giot vao dia PCR 96
giéng, dan gidy nhom lén dia va chay chuong
trinh luan nhiét trén may PCR C1000 Touch
Thermal Cycler (Bio-Rad, Hoa Ky), gdm céc
budc 95°C trong 10 phut; theo sau 1a 40 chu
ky véi 94°C trong 30 gidy va 55°C trong 60
gidy; va cudi cting 13 98°C trong 10 phut. Sau
d6, chuyén san pham PCR qua méy Droplet
Reader IVD (Bio-Rad, Hoa Ky) dé doc tin hiéu
phan tmg PCR trong tirng vi giot.

Phan tich két qua: Két qua dugc phan tich
bang phian mém QuantaSoft 1.7.4 (Bio-Rad,
Hoa Ky). Tiéu chuan d¢ danh gia hiéu qua tao
vi giot trong phan tng ddPCR 1a dya trén sb
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luong vi giot trong mdi giéng (>10000 vi giot/
giéng). Str dung két qua ctia cac mau ching
dwong va am dé thiét 1ap vi tri ciia ngudng kénh
mau FAM va mau HEX theo nguyén tic 1/3
moi truc, ghi nhan lai gid tri Threshold cho Chl

va Ch2 va 4p dung lam ngudng cho cac mau
con lai, ¢6 thé diéu chinh lai gia tri Threshold
(néu can) sao cho cac duong ngudng cua 2

kénh mau khoéng cét cadc cum vi giot.
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Hinh 1: Minh hoa két qua dém s6 lwong vi giot trong mdi giéng ciia phan tng ddPCR.
(tit ca déu c6 > 10000 vi giot/giéng)
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Hinh 2: Minh hoa két qua thiét 1ap vi tri ciia ngudng kénh mau FAM va mau HEX
theo nguyén tic 1/3 mdi truc.(Mau xam: khéong c6 ca JAK2 binh thuong va dot bién,
Mau xanh dwong: ¢6 JAK2 ddt bién, Mau xanh la: ¢6 JAK2 binh thwong va Mau cam:
¢6 ca JAK2 binh thuong va dot bién)

III. KET QUA

Trong nghién ctru nay, chung t6i da danh
gia do chinh xac, do nhay va d¢ tai lap cua
phuong phap dinh lugng dot bién JAK2 V617F
bang k¥ thuat ddPCR. Trudc hét, dua trén két
qua dinh luong cic miu chimg gém ching
duong 1% (PC 1%), chung duong 0,1% (PC
0,1%), chung am (NC, chi chua JAK2 binh

thuong), ching khong (NTC, khong chia
DNA) cho thay két qua dinh luong d6t bién
JAK2 V617F bang ky thuat ddPCR c6 sy tuong
ddng cao. Cu thé, mau PC 1% cho két qua ty
1¢ dot bién gan bang 1% (trung binh 1a 1,11%);
mau PC 0,1% ciing cho thiy ty 1¢ dot bién gan
bang 0,1% (0,13%); con mau NC va NTC thi
ty 1& dot bién 1a 0% (Hinh 3).
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Hinh 3: Két qua xac dinh ty 1¢ dot bién trén cic miu ching, gdbm PC 1%, PC 0,1%,
NC (ching 4m) va NTC (chirng &m khong chira DNA)

Két qua dinh lwong dot bién JAK2 V617F
trén mau bénh nhdn MPN (10 mAu) cho thy c¢6
do lap lai cao. Dya trén két qua ty 1€ dot bién
JAK2 V617F dugc xac dinh giita hai giéng cua

112 3
‘

Fractional Abundance(%)
1

0.01

PC 1% PC 1% NTC NTC

cing mot mau bénh nhan cho thiy c6 do lap
lai cao, tit ca cac mau déu c6 hé sb bién thién
(CV)<0,05 (Bang 1).

Bing I: Ty 1¢ dit bién JAK2 V617F trén miu bénh nhan MPN dwoc xdc dinh bang
kj thudt ddPCR

Ty 1é dét bién JAK2 V617F (%)

Giéng1  Giéng2  Trung binh H¢ s6 bién thién (CV)

MPNO1 1,49 1,44 1,46 0,02
MPN02 53,5 54,2 53,9 0,01
MPNO03 33,6 33,6 33,6 0,00
MPNO04 8,2 8,0 8,09 0,01
MPNO5 0 0 0 *

MPNO06 38,2 38,2 38,2 0,00
MPNO7 492 48,1 48,7 0,01
MPNO8 0 0 0 *

MPNO09 70,9 70,5 70,7 0,00
MPN10 73,4 73,1 73,3 0,00

* Do két qua dinh heong dot bién JAK2 V617F bang 0 nén khong tinh hé sé bién thién.
Pdng thoi, chung t6i ciing kiém tra sy Két qua cho thiy ty 1& dot bién JAK2 V617F

6n dinh cua két qua dinh lugng dot bién JAK2  duoc x4c dinh giita hai 1an thuc hién phan Gng
V617F giita cac lan thyc hién phan tng ddPCR.  ddPCR ctia cting mot mau c6 CV< 0,05 (Bang 2).
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Bing 2: Ty 1¢ dét bién JAK2 V617F trén méu bénh nhian MPN dwoc xdc dinh bang
ky thudt ddPCR giita cdc lan thwe hién phén ing ddPCR khdc nhau

Ty 1é dét bién JAK2 V617F (%)

Két qué 1an 1 Két qui 14n 2 Trung  HE s6 bién
Giéng1 Giéng2 Giéngl Giéng2 binh thién (CV)
MPN06 38,2 38,2 38,8 39,5 38,68 0,02
MPNO07 49,2 48,1 47,5 48,6 48,35 0,01
MPNOS 0 0 0 0 0 *
MPN09 70,9 70,5 70,5 71 70,73 0,00
MPN10 73,4 73,1 73,8 72,8 73,28 0,01

* Do két qua dinh leong dot bién JAK2 V617F bang 0 nén khong tinh hé sé bién thién.

Ngoai ra, ching t6i ciing tham gia thuc
hién ngoai kiém xéc dinh tinh trang dot bién
JAK2 V617F véi mau duoc gii tir UK NEQAS.
Theo bao cdo danh gia tt UK NEQAS cho
thiy két qua xac dinh tinh trang dot bién J4K2
V617F theo phuong phap ddPCR duogc thuc
hién tai Khoa Di truyén hoc phan tir, BTH
dat ca vé tiéu chi danh gia dinh tinh va dinh

luong. Cu thé, vé tiéu chi danh gia dinh tinh
thi két qua do BTH bao céo hoan toan tuong
ddng voi két qua do NEQAS dua ra va lién tuc
xép hang “Satisfactory” (ndp du két qua va két
qua dung) vé hidu qua xét nghiém (Bang 3).
Con vé tiéu chi danh gia dinh luong thi ty 18
dot bién JAK2 V617F do BTH bao céo ludn
¢6 chi sb z-score < 0,5 (Bang 4).

Bing 3: Két qua ngoai kiém ddinh gid dinh tinh finh trang dét bién JAK2 V617F

Két qua

Két qua

e dinh tinh dinh tinh Xe‘;gf‘:gh};g‘l‘*q“a
5 (BTH) (NEQAS) S
06-07/ 165 Am tinh Am tinh ,
- - Satisfactory
2020 166 Duong tinh Duong tinh
10-11/ 167 Duong tinh Duong tinh Satisfct
- < atisfacto
2020 168 Am tinh Am tinh v
02-03/ 169 Duong tinh Duong tinh )
- - Satisfactory
2021 170 Duong tinh Duong tinh
10-11/ 173 Duong tinh Duong tinh )
- - Satisfactory
2021 174 Duong tinh Duong tinh
02-03/ 175 Am tinh Am tinh Satisfact
atisfacto
2022 176 Duong tinh Duong tinh i

* Xép hang hiéu qua xét nghiém ciia lab theo hai bic “Satisfactory” (ndp du két qua va két
qua ding) hodc “Critical” (ndp di két qua nhing két qua sai hodc khéng ndp két qua).
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Bing 4: Két qud ngoai kiém ddanh gid dinh lwong dpt bién JAK2 V617F

Pot . Két qua Két qua
than; i Mau dinh tinh dinh tinh Z-score
(BTH) (NEQAS)
06-07/ 165 0% 0% o
2020 166 74,1% 74,4% *
10-11/ 167 67,87% 66% =
2020 168 0% 0% *
02-03/ 169 4,975% 4,92% 0,04
2021 170 6,036% 5,12% 0,51
10-11/ 173 3,355% 3% 0,33
2021 174 23,722% 23,39% 0,05
02-03/ 175 0% 0% N/A
2022 176 7,3% 7,38% —-0,03

* Chuwa ap dung déanh gid két qua dinh lwong, N/A: Not analysed (Do két qua dinh lwong dét

bién JAK2 V617F bdng 0 nén khong phan tich).

IV. BAN LUAN

Theo nhu két qua xac dinh dot bién JAK2
V617F trén 4 mau ching gdbm mau PC 1%, PC
0,1%, NC va NTC thi tat ca cac mau déu dat
céc yéu cau phan tich vé tong sb giot/giéng,
thanh phdn mau va ty 1 dot bién, dam bao do
tin cdy cua két qua xét nghiém. Ngoai ra, voi
két qua dinh luong chinh xac ty 1& dot bién
JAK?2 V617F trén mau c6 ty 1¢ dot bién thap
(PC 0,1%) con ching t6 dd nhay cao cua k¥
thuat ddPCR. Theo mét s6 nghién ctru thi gidi
han phét hién dot bién JAK2 V617F cia ky
thuat ddPCR c6 thé dat téi 0,01% [8,9].

Két qua xac dinh ty 1& dot bién JAK2
V617F trén mau bénh nhan MPN trong nghién
ctru cho thdy ddPCR la phuong phéap dinh
lugng c6 dd nhay, do chinh xac va d¢ tai lap
cao v6i hé s6 bién thién (CV) rat thp (< 0,05)
giita cac giéng cua cing mot mau va ngay ca
gitra cac lan thuc hién ddPCR khac nhau. Viéc
dinh luvong dugc ty 16 dot bién s& gitp cung cip
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thém thong tin cho béc s trong viéc phan biét
chin doén cac thé bénh MPN, tién lugng bénh
va theo doi dap ung diéu tri. Mot s nghién ctru
cho thy ddPCR c6 do nhay cao hon so voi
RQ-PCR, ddc biét la trong truong hop ty 1€ dot
bién JAK2 V617F & muc rét thap [6,9]. Nhu
vay, voi do nhay va d¢ chinh xac cao ddPCR
dinh lugng dot bién JAK2 V617F duoc dé nghi
sir dung dé danh gia MRD & nhitng bénh nhan
MPN dép tmg sau sau diéu tri [9].

Dua trén cac bao cdo danh gia két qua
ngoai kiém cac mau cia UK NEQAS (Bang 3
va 4), chung ta c6 thé thay két qua cua tat ca
cac dot danh gia déu hoan toan twong dong va
c6 su chénh 1éch rat it so véi gia tri trung vi do
NEQAS tinh dugc. Nhu vay, voi két qua ngoai
kiém dugc danh gia cao ca vé dinh tinh va dinh
luong, cho thiy phuwong phap dinh luong dot
bién JAK2 V617F bang k¥ thuat ddPCR duoc
thuc hién tai Khoa Di truyén hoc phan t&, BTH
dat tiéu chudn qudc té va dang tin cay.
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V. KET LUAN

Chuing t6i da trién khai thanh cong phuong
phap dinh lwong d6t bién JAK2 V617F bang ki
thuat ddPCR cho mau ngudi bénh MPN duoc
chan doan va diéu trj tai BTH. Vi cac két qua
thu dugc tir cAc mau chimg, mau ngudi bénh
va mau ngoai kiém da cho théy d0 chinh xac,
do nhay va d¢ tai lap cao cua ky thuat ddPCR
trong dinh lwong dot bién JAK2 V617F.
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