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1. Echantillons

Les échantillons pour ce contrble proviennent de la firme américaine Discovery Life Science (900 Hudson
Way Huntsville, AL 35806). Dans le cadre de cette enquéte, des aliquots de 1ml de "Bone marrow
mononuclear cells" cryopréservées ont été commandés. L'ADN a été ensuite extrait des cellules par le
laboratoire du service Qualité des laboratoires selon le protocole établi pour ce type d'échantillon. L’ADN a
ensuite été distribué en 20 tubes de 25pl dont la concentration en ADN était de 17.1ng/ul.

2. Participation
17 laboratoires de biologie clinique et 1 laboratoire d’anatomopathologie étaient inscrits pour cette enquéte.

Tous les laboratoires participants ont répondu.

3. Résultats

Les laboratoires ont regu 1 tube de 25ul d’ADN élué dans H20. Il leur était demandé de rechercher la
présence de la mutation JAK2 V617F par des méthodes moléculaires et ce dans le cadre d’'une recherche
de néoplasies myéloprolifératives chroniques.

3.1 Résultats par échantillon

Echantillon UL U EE T Mutation encodée Momlers 6l
attendu (AF) laboratoire (%)
JAK2 ¢.1849 G>T
p.(Val617Phe); 8 (44)
NM 004972.3
JAK2 ¢.1849 G>T
p.(Val617Phe); 6 (33)
JAK2 ¢.1849 G>T NM 004972.4
p.(Val617Phe); JAK2 .1849 G>T
JK2024 NM_004972.4 p.(Val617Phe); 1(5,5)
(8.6%) NM_004972
JAK2
p.(Val617Phe) 15:5)
JAK2 ¢.1849 G>T
p.(Val617Phe); 1(5.5)
p.(Val617Phe) 1(5,5)
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Classifications Groupe PCR (13/18)

Dans un but éducatif, sont affichées ci-dessous les classifications rendues par les laboratoires utilisant la
PCR comme technique :

Classification Classification Nombre de

Sl biologique attendue b|olog|que laboratoire (%)
encodée
R pathogéne 11 (85)
JK2024 pathogene non mentionnée 2 (15)
. Classification Classification Nombre de
Echantillon e . . .
clinique attendue clinique encodée laboratoire (%)
Tier | 10 (77)
JK2024 Tier | Tier IA 1(8)
non mentionnée 2 (15)

Classifications Groupe NGS (5/18)

Classification Classification Nombre de

Sl biologique attendue b|olog|que laboratoire (%)
encodée
JK2024 pathogene pathogéne 5 (100)
Echantillon Classification Classification Nombre de
clinique attendue clinique encodée laboratoire (%)
. Tier | 4 (80)
JK2024 Tier | Tier IA 1(20)

Conclusions thérapeutigues

Nombre de
laboratoire (%)

Echantillon Conclusions thérapeutiques encodées

Variant cardinal des syndromes myéloprolifératifs.
Retrouvé dans 95%/97 % des polycytémies vera et

50%/57%/60% des thrombocytémies essentielles et 4(22)
myélofibroses primaires
Absence de rémission si le patient est traité par un 1(5.5)

inhibiteur de JAK2

Détection de ce variant soutient un diagnostic de NMP
pouvant étre ciblé par des inhibiteurs Janus kinase 1 et 1(5.5)
JK2024 janus kinase 2

Les inhibiteurs JAK2 (ruxolitinib et Fedratinib) sont
indiqués pour le traitement de myélofibroses classées de
« intermédiaire » a « & haut risque ». Ruxolitinib est 1(5.5)
aussi indiqué pour les patients atteints de polycytémie qui
sont intolérant ou réfractaire a 'hydroxyurée.

La présence d’'une mutation JAK2 est associée a une
sensibilité & un traitement avec les inhibiteurs JAK2

1(5.5)
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Conclusions thérapeutiques encodées Nombre de

Echantillon

(suite) laboratoire (%)
Mutation retrouvé dans plus de 90% des patients avec
des polycytémies vera et 60% des patients avec
thrombocytémies essentielles et myélofibroses primaires. 1(5.5)
La présence de cette mutation est associée a une
sensibilité & un traitement aux inhibiteur JAK.
La présence de la mutation JAK2 est diagnostique pour
une MPN a compléter par des résultats hématologiques 1 (5.5)

morphologique et clinique pour DD_PV // ET_PMF//
JK2024 | ypz_mPN

La présence de cette mutation est corrélée a des 1 (5.5)
syndromes myéloprolifératifs de type ET, PRV et MF )
La présence d’'un variant du géne JAK2 peut confirmer le 1 (5.5)
diagnostic de syndrome de néoplasie myéloproliférative )
La détection d’'une mutation JAK2 améne a un diagnostic 1 (5.5)
menant a une décision thérapeutiqgue )
non mentionnées 5 (28)
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3.2 Résultats par laboratoire

Méthodes utilisées

Mutation
détectée

Fréquence

allélique
(%)

Score

génotypage

Classification
biologique

Classification
clinique

gPCR-Lightcycler480-Roche JAK2 c.1849 G>T . L .

Ipsogen JAK2 MutaQuant-Qiagen p.(Val617Phe); 94 reussi pathogénique Tier IA NA

gPCR-Quantstudio 6-Thermmofisher

Custom Tagman probes (Sidon et al.; JAK?2

Clinical Chemistry,2006) p.(Val617Phe); . . i

+ ENST0000038165 8,1 réussi pathogénique Tier | NA

ddPCR-QX2000-Bio-rad 2 (NM_004972.4)

Mutation assay JAK2 V617F-Bio-rad
. >

ddPCR-QX2000-Bio-rad Jgi\zle(l:l(ilfjlghi)'-r 9,3 réussi pathogénique impact clinique averé NA

Mutation assay JAK2 V617F-Bio-rad NM_004972

. JAK2 ¢.1849 G>T

f‘F;(;Rc_;E'gztgcm‘t‘:gjeoecnhzia on p.(Val617Phe); NA réussi NA NA NA

psog g NM_004972.3

gPCR-Lightcycler-Roche .

Ipsogen JAK2 MutaQuant-Qiagen p.(Val617Phe) 6,3 réussi NA NA NA
. >

ddPCR-QX2000-Bio-rad JAKZ c.1849 G>T o \ .

Mutation assav JAK2 V617E-Bio-rad p.(Val617Phe); 8,8 réussi pathogene Tier IA NA

y NM_004972.3

*Les laboratoires ayant une technique PCR ne sont pas évalués sur les classifications rendues.
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Méthodes utilisées

Mutation détectée

Fréquence

allélique
(%)

Score

génotypage

Classification

biologique

Classification
clinique

Score class.*

7 . . JAK2 c.1849 G>T
NGS-MiSeg-Illumina ) P . . L
Trusight myeloid sequencing-llumina p.(Val617Phe); 9 réussi pathogéne Tier | réussi
NM_004972.3
8 NGS-NextSeq550Dx-Illumina JAK2 c.1849 G>_T o . . P
QlAseq targeted DNA custom panel p.(Val617Phe); 9,2 réussi pathogéne Tier | réussi
NM_004972.3
9 NGS-MiSeg-lllumina JAK2 c.1849 G>T
DNAseq targeted DNA custom p.(Val617Phe); 8,7 réussi pathogéne Tier | réussi
panel-Qiagen LDT Custom probes NM_004972.4
10 NGS-MiSeq-lllumina JAK2 ¢.1849 G>T e . . _
QlAseq targeted DNA custom panel p.(Val617Phe); 9,2 réussi pathogéne Tier | réussi
NM_004972.4
11 NGS-MiSeg-lllumina JAK2 p.(Val617Phe); P - . L
AmpliSeq Myeloid-lllumina NM_004972.3 7,73 réussi pathogénique Tier 1A réussi
12 ddPCR-QX2000-Bio-rad JAK2 p.(Val617Phe); L - .
Mutation assay JAK2 V617F-Bio-rad NM_004972.4 8.6 reussi pathogénique Tier | NA
13 gPCR- Rotor-gene Q-Qiagen JAK2 ¢.1849 G>T
LDT-Custom Tagman probes (Sidon p.(Val617Phe); NA réussi pathogénique Tier | NA
et al.; Clinical Chemistry,2006) NM_004972.3
14 gPCR Lightcycler 480-Roche
Ipsogen JAK2 MutaQuant-Qiagen JAK2 c.1849 G>T
+ p.(Val617Phe); 6 réussi pathogéne Tier | NA
NGS- MisegDX-lllumina NM_004972.3
Trusight Myeloid sequencing-lllumina
15 gPCR-CFX96-BioRad
In-house kit JAK2 mutant probe NM_004972.4: ¢.1849 G>T 54 réussi pathogéne Tier | NA
(B.Denys, JMD, 2010:512-519) NP.004963.1:p.(Val617Phe)

*Les laboratoires ayant une technique PCR ne sont pas évalués sur les classifications rendues.
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Labo Méthodes utilisées

16 gPCR-QuantStudio7 Flex-Life
Technologies

Mutation
détectée

JAK2 ¢.1849 G>T

Fréquence
allélique
(%)

Score
génotypage

Classification
biologique

Classification
clinique

Score class. *

2010)

NM_004972.4

p.(Val617Phe); 2,8 réussi pathogéne Tier | NA
LDT (Denys et al., J Mol Diagn. 2010) NM_004972.3
17 ddPCR-QX2000-Bio-rad . N .
Mutation assay JAK2 V617F-Bio-rad JAK2 p.(Val617Phe) 8,78 réussi pathogéne Tier | NA
18 gPCR-CFX96-BioRad JAK2 c.1849 G>T
In-house kit (Denys et al., J Mol Diagn. p.(Val617Phe); 6,2 réussi pathogéne Tier | NA

*Les laboratoires ayant une techniqgue PCR ne sont pas évalués sur les classifications rendues.
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3.3 Distribution des fréquences alléliques

Ci-dessous le graphique montrant la distribution des fréquences alléliques encodées par les laboratoires
pour la mutation JAK2 V617F. Le point en jaune correspond a la fréquence allélique donnée par le
fournisseur pour cet échantillon.
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Seul un laboratoire ayant utilisé une technique PCR a rapporté une fréquence allélique beaucoup plus
faible que la moyenne des fréquence allélique rapportées par les laboratoires.

3.4 Commentaires

e L’ensemble des laboratoires a obtenu un score de « réussite » pour le volet génotypage ;
ceux-ci ayant bien détecté la mutation JAK2 V617F dans I'’échantillon.

e Pour le volet classifications biologique et clinique, les laboratoires utilisant le NGS comme
technique ont tous obtenu un score de « réussite » pour ce volet. En ce qui concerne les
utilisateurs d’'une technique PCR, ceux-ci n'ont pas été évalués sur ce volet car il s’agit de
classification définie par les guidelines NGS du Compermed mais 11 des 13 laboratoires ont
indiqué des classifications correctes.
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4. Méthodologies utilisées

Groupe PCR

% de participants pour chaque appareil PCR
utilisé

m gPCR-CFX96-Bio-Rad

m gPCR- QuantStudio 6/7 Flex-Life Technologies
m gPCR-Rotor-geneQ-Qiagen

m gPCR-Lightcycler 480-Roche

m ddPCR-QX2000-Bio-Rad

Chart 1 : Distribution des laboratoires par technique PCR la détection de la mutation JAK2 V617F

] ’

% de participants pour chaque kit PCR utilisé

® Mutation assay JAK2 V617F-Bio-Rad

m Custom Tagman probes (Sidon et al.; Clinical
Chemistry,2006)

= [psogen JAK2 MutaScreen-Qiagen

H [psogen JAK2 MutaQuant-Qiagen

® In house kit (Denys et al., J Mol Diagn. 2010)

Chart 2 : Distribution des laboratoires par kit PCR utilisé pour la détection de la mutation
JAK2 VB617F

Veuillez noter qu’un laboratoire a introduit 2 méthodes PCR.
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Groupe NGS

% de participants pour chaque
techsequenceur NGS nologie/appareil utilisé

B NGS-MiSeqg-lllumina

B NGS-NextSeq550Dx-Illumina

Chart 3: Distribution des laboratoires par technique NGS pour la détection de la mutation
JAK2 V617F

] ’

% de participants pour chaque kit NGS utilisé

m AmpliSeq Myeloid-Illlumina
m Trusight myeloid sequencing-lllumina
= QlAseq targeted DNA custom panel-Qiagen

m DNAseq targeted DNA custom panel-Qiagen LDT Custom
probes

Chart 4 : Distribution des laboratoires par kit NGS utilisé pour la détection de la mutation JAK2
V617F

Veuillez noter qu’un laboratoire a introduit une méthode PCR en plus d’'une méthode NGS.

La technique la plus utilisée pour la recherche de la mutation ponctuelle JAK2 V617F est la technique de
type digital droplet PCR avec le QX2000 de chez Bio-Rad et le kit le plus utilisé est le « Mutation assay
JAK2 V617F » de chez Bio-Rad.

5. Conclusions sur les performances des laboratoires

Les performances des laboratoires sont trés satisfaisante pour cette enquéte. L’ensemble des laboratoires
participants ont détecté la mutation JAK2 V617F dans I'’échantillon. Nous pouvons noter que la plupart des
utilisateurs de PCR ont encodés des classifications biologique/clinique bien que les guidelines régissant
ces classifications soient formulées pour les utilisateurs de NGS.

FIN

© Sciensano, Bruxelles 2024.

Ce rapport ne peut pas étre reproduit, publié ou distribué sans I'accord de Sciensano. Les résultats
individuels des laboratoires sont confidentiels. lls ne sont transmis par Sciensano ni a des tiers, ni aux
membres de la Commission, des comités des experts ou du groupe de travail EEQ.
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