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Resumen

La policitemia vera (PV), la trombocitemia esencial (TE) y la mielofibrosis
idiopatica (MI) constituyen las Neoplasias Mieloproliferativas cromosoma
Filadelfia negativas (NMP Ph-neg). La mutaciéon V617F en el exén 14 del
gen JAKZ2 ha sido descripta en un 90% de los casos de PV y en un 50%
de TE y MI. Recientemente, se identificaron mutaciones en el exén 10
del gen MPL y en el exén 9 del gen CALR, presentes en un 5y 73% de
pacientes con TE y MI sin mutaciones en JAKZ, respectivamente. En el pre-
sente trabajo se estudié la deteccién de dichas mutaciones en 52 pacientes
con NMP, mediante amplificaciones por PCR en Tiempo Real con posterior
analisis por High Resolution Melting (HRM) y secuenciacién. La mutacion
V617F en JAKZ2 fue registrada en un 83,3% de pacientes con PVy 42,8%
con TEy MI. Un 6,25% y 56,25% de pacientes con TE y MI JAKZ negati-
vos resultaron positivos para mutaciones en el exdn 10 de gen del receptor
de la trombopoyetina (MPL) y el exén 9 de gen de la calreticulina (CALR).
El andlisis por HRM puede ser considerado como herramienta diagndstica
eficaz para las NMP debido a su alta sensibilidad, bajo costo y tiempo de
procesado, teniendo en cuenta el impacto clinico que podria tener en los
pacientes la deteccién temprana de dichas mutaciones.

Palabras clave: neoplasias mieloproliferativas * JAK2 * gen de la calreticulina * gen
del receptor de la trombopoyetina * analisis de disociacién de alta resolucion * diag-
nostico

Abstract

Polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (TE) and idiopathic my-
elofibrosis (MI) are Philadelphia chromosome—-negative myeloproliferative
neoplasms (MPN-Ph. Neg). The presence of the V61 7F mutation in exon 14
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of the JAKZ2 gene has been described in 90% of cases of PV and 50% of M| and TE. Recently, mutations
in exon 10 of the MPL gene and exon 9 of CALR gene have been identified, which are present in 5 to
73% of patients with TE and M| without mutations in JAK2, respectively. In this work, the detection
of these mutations was studied in 52 patients with NMP, using real time PCR amplifications with
subsequent High Resolution Melting (HRM) analysis and sequencing. A total of 83.3% of patients
with PV and 42.8% with MI and TE were recorded as positive for the V617F mutation in JAK2. A total of
6.25% and 56.25% of the patients with MI and TE with non-mutated JAK2 were positive for mutations
in MPL exon 10 and CALR exon 9. HRM analysis could be considered an effective diagnostic tool for
NMP due to its high sensitivity, low cost and processing time, taking into account the clinical impact
that early detection of such mutations could have on patients.

Key words: myeloproliferative neoplasms * mutation * JAK2 * CALR * MPL * High resolution melting * diagnosis

Resumo

Policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) e mielofibrose idiopatica (MI) constituem as Neo-
plasias Mieloproliferativas cromossomo Filadélfia negativas (NMP Ph-neg). A mutacdo V617F no exon
14 do gene JAKZ foi descrita em 90% dos casos de PV e em 50% de TE e MI. Recentemente, foram
identificadas mutagbes no exon 10 do gene MPL e no exon 9 do gene CALR, presentes em 5 a 73%
de pacientes com TE e M| sem mutagcbes em JAK2, respectivamente. Neste trabalho foi estudada a
deteccdo de tais mutacdes em 52 pacientes com NMPF, usando amplificagbes por PCR em Tempo Real,
com posterior andlise por High Resolution Melting (HRM) e sequenciamento. 83,3% dos pacientes
com PV e 42,8% com TE e MI foram positivos para a mutacdo V617F em JAK2. 6,25% e 56,25% de
pacientes com TE e MI JAKZ negativo foram positivos para mutagbes no exon 10 de gene do receptor da
trombopoietina (MPL) e o exon 9 de gene da calreticulina (CALR). A analise por HRM pode ser conside-
rada como ferramenta de diagndstico eficaz para as NMP, devido a sua alta sensibilidade, baixo custo e
tempo de processamento, tendo em conta o impacto clinico que poderia ter a deteccao precoce de tais
mutagdes nos pacientes.

Palavras-chave: neoplasias mieloproliferativas * JAK2 * gene da calreticulina * gene do receptor da trombo-

poietina * High Resolution Melting * diagndstico

Introduccién

Las neoplasias mieloproliferativas crénicas (NMP)
comprenden desérdenes clonales hematolégicos origi-
nados por la transformacién de células madre hemato-
poyéticas y la proliferaciéon de una o mas de las lineas
mieloides. Segun criterios clinicos, moleculares y anato-
mopatolégicos de la médula 6sea determinados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (1), la poli-
citemia vera (PV), la trombocitemia esencial (TE) y la
mielofibrosis idiopatica (MI) constituyen las actualmen-
te clasificadas NMP cronicas cromosoma Filadelfia ne-
gativas clasicas (NMP Ph-neg). Es decir, no presentan
la aberracion cromosémica BCR-ABL (2). Estos trastor-
nos se caracterizan por presentar fibrosis progresiva de
la médula 6sea (MO) y el desarrollo de hematopoyesis
extramedular en la MI, la presencia de eritrocitosis en
PV y el compromiso en forma primaria de la linea de
megacariocitos de MO en TE. Entre los sintomas y ma-
nifestaciones clinicas comunes a las tres entidades se de-
tallan esplenomegalia, prurito y fatiga, acompanado de
una clara reduccion en la calidad de vida del paciente.

En los dltimos anos, el rol de la via JAK-STAT en el de-
sarrollo de distintos tipos de cancer ha sido el foco de di-
ferentes investigaciones. Tal es asi, que se han detectado
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mutaciones que generan la activacion constitutiva o hi-
peractividad de este mecanismo en diversos desérdenes
hematolégicos, especialmente en neoplasias mieloproli-
ferativas. En 2005 se report6 una mutacion puntual en el
gen JAK?2, el cual codifica para la quinasa JAK2 y cuyo rol
es fundamental en la via JAK-STAT. Esta mutacioén consis-
te en la sustitucion de una guanina (G) por una timina
(T) en el nucleétido 1849 del exon 14, resultando en el
reemplazo de un aminoacido valina (V) por fenilalanina
(F) en la posicién 617 de la proteina (3) generando ac-
tivacion constitutiva de la misma. Kralovics et al han de-
mostrado que esta mutacion participa en la patogenia de
las NMPs, debido a que contribuye a la expansion clonal
de estos desordenes (4). La presencia de JAK2 V617F ha
sido reportada en la mayoria de los pacientes con NMPs,
detectandose en el 95% de los casos de PV y en la mitad
de los casos de TE o MI (3).

En los anos subsiguientes se han reportado mutacio-
nes somaticas en el gen MPL (5) (6). Este gen codifica
para el receptor de la trombopoyetina (TpoR), hormo-
na estimulante de la diferenciacién de plaquetas (7).
Las mutaciones descriptas hasta el momento se sitian
en el ex6n 10 e involucran 5 tipos (W515L, W515Ki,
W515Kii, W515R y W515A) que afectan el residuo de
triptéfano en la posicion 515 (5-8). Este residuo (W515)



forma parte del dominio RWQFP, clave en el manteni-
miento del receptor dentro de su estado inactivo en au-
sencia de ligando (9-10). Hasta el momento, estas muta-
ciones han sido reportadas s6lo en un 5% de pacientes
con TE (5) y MI (8), que no poseen mutaciones en el
gen JAK2, y en ninguin paciente con PV.

Continuando con la investigacion de la base molecu-
lar de las NMP, a fines de 2013 dos grupos en simultaneo
reportaron mutaciones somaticas en el gen CALR (11)
(12). Este gen codifica para una proteina sumamente
importante en la proliferacion celular, la calreticulina.
Hasta el momento se han descripto 36 tipos de muta-
ciones en el gen CALR las cuales incluyen deleciones
e inserciones que resultan en un nuevo C-terminal en
la proteina (11)(12). Esta reportado que dos de estas
mutaciones son las mas frecuentes en pacientes con
NMP: una delecion de 52 pares de bases (pb) (tipo 1)
y una insercion de 5 pb (tipo 2). Hasta la fecha, han
sido halladas en el 73% de pacientes con TE y MI sin
mutaciones en JAK2y MPL, y no han sido descriptas en
pacientes con PV (11) (12).

Es importante destacar que existen estudios que in-
dican que las NMP CALR positivas tendrian un curso
clinico mas benigno que las asociadas a mutaciones en
JAK2 o MPL (11-13), por lo que la implementaciéon de
una técnica diagnostica eficaz resultaria sumamente
util tanto para los médicos como para los pacientes.
Dado que los tres trastornos estudiados poseen carac-
teristicas clinicas en comun, que pueden incluso sola-
parse con patologias secundarias o reactivas a determi-
nados desordenes fisiologicos, el desarrollo de técnicas
moleculares de deteccion de las mutaciones en JAK2,
MPL y CALR ha proporcionado una herramienta por
demads importante para la diferenciaciéon de una enti-
dad neoplasica de una reactiva.

Debido a que las mutaciones reportadas son de origen
clonal, es necesario que la técnica utilizada para su anali-
sis sea precisa y con alta sensibilidad. Si bien las técnicas
PCR Alelo especifica (del inglés Polymerase Chain Reaction),
RFLP (del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism)
y secuenciacion estain ampliamente difundidas, poseen
cierta limitacién a la hora de un diagnoéstico preciso en
aquellos casos donde la carga alélica de la mutacién es
baja. El analisis de disociacién de alta resolucion (HRM;
del inglés High Resolution Melling) es considerado una he-
rramienta emergente para diagnostico molecular. Es una
metodologia post-PCR que permite la identificacion de
variaciones en la secuencia de ADN, basada en el analisis
de curvas de fusion de fragmentos de ADN amplificados
mediante PCR en tiempo real. Entre las mutaciones que
se pueden detectar con este analisis se encuentran: SNPs
(del inglés Single Nucleotide Polymorphism), pequenas dele-
ciones e inserciones, mutaciones nuevas, o incluso alguna
variante de ADN mutado minoritario en una muestra con
predominio de la secuencia Wild Type (WT) (14)(15). En
el analisis de HRM, la region de interés se amplifica me-
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diante PCR en presencia de un intercalante fluorescente.
Tras la PCR, la temperatura es elevada gradualmente de
manera que la doble hebra de ADN se desnaturaliza. La
fluorescencia emitida se mide en un instrumento espe-
cializado para generar una curva caracteristica. A medida
que la temperatura aumenta, la fluorescencia va disminu-
yendo, al principio lentamente, hasta que a una determi-
nada temperatura, decae de manera abrupta, reflejando
la temperatura de melting (Tm). Aspectos como el conte-
nido de guanina (G) y citocina (C), la longitud, la secuen-
cia y la heterocigosidad determinaran la curva de fusion
especifica para cada amplicon (15). El software utilizado
permite la normalizacion de las curvas, para poder identi-
ficar claramente las diferencias entre muestras.

El objetivo del presente trabajo fue el desarrollo de
protocolos de HRM para la deteccion de mutaciones en
el ex6n 10 del gen del receptor de la trombopoyetina
(MPL) y en el exon 9 del gen de calreticulina (CALR)
en pacientes con neoplasias mieloproliferativas (NMP
Ph-neg).

Materiales y Métodos

MUESTRAS

Se utilizaron muestras de sangre obtenidas de 52 pa-
cientes diagnosticados por el Servicio de Hematologia
de la Clinica Colon de Mar del Plata, Argentina. Todos
los pacientes dieron su consentimiento escrito volun-
tario y se respetaron las recomendaciones de Helsinki
durante el mismo.

EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN se llevé a cabo a partir de
sangre periférica, obtenida por puncién venosa (an-
tebrazo) y recolectada en un tubo de plastico estéril
con anticoagulante EDTA. Se realizé a partir de 200
pL de sangre entera, utilizando el kit comercial “ADN
High Pure PCR Template preparation Kit” (Roche, Indiana-
polis, EE.UU.), segtun instrucciones del fabricante. Se
cuantificé el ADN presente en las muestras mediante el
kit QuantiT™ PicoGreen® dsDNA Assay (Invitrogen,
Carlsbad, EE.UU.), utilizando el termociclador en tiem-
po real Rotor Gene 6000 (Qiagen, Hilden, Alemania)
segun indicaciones del fabricante. Todas las muestras
utilizadas en este estudio, presentaron una concentra-
cién de ADN entre 10y 50 ng/pL.

DETECCION DE MUTACIONES

Con el fin de detectar las mutaciones descriptas se lle-
varon a cabo amplificaciones por PCR en Tiempo Real
en un termociclador Rotor Gene 6000, utilizando una
mezcla fluorescente EvaGreen preformada y optimiza-
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da con los componentes de la reacciéon (Master Mix 2X
KAPA HRM, KAPA Biosystems, Londres, Inglaterra), ex-
ceptuando cebadores y agua, en un volumen final de 20
pL, y por duplicado. Para cada gen se validaron los sets
de cebadores elegidos de la bibliografia y se pusieron a
punto los parametros en la PCR, tomando en cuenta el
tamano del amplicon a generarse y la Tm provista por
el proveedor de los mismos, mediante un gradiente de
temperaturas de annealing (TA) de manera empirica,
en un termociclador VERITT (Applied Biosystems). Los
productos de la reaccion fueron verificados en un gel de
agarosa al 1,5% vy visualizados bajo luz UV, con el fin de
corroborar la amplificaciéon de los productos del peso
molecular esperado. Luego de realizar pruebas de vali-
dacién con los pares de cebadores se seleccion6 para el
estudio de HRM el par mas adecuado y se fijo el progra-
ma de ciclado determinado.

Para la correcta validaciéon de las metodologias de
HRM, aquellos productos de amplificaciéon con patrones
de melting diferentes fueron separados por electroforesis
en geles de agarosa, purificados y secuenciados. Luego se
compararon las secuencias obtenidas con las secuencias
disponibles en la base de datos del Centro Nacional para
la Informacién Biotecnolégica de EEUU (NCBI).

La busqueda de mutaciones comenzoé siguiendo el
algoritmo diagnéstico recomendado (16), utilizando
pacientes con patologias confirmadas, dado que no se
contaban con controles positivos para las mutaciones
en estudio.

PROTOCOLOS PARA LA DETECCION DE MUTACIONES
EN EL GEN JAKZ

Para la deteccién de la mutacién JAK2 V617F y mu-
taciones en el exén 12 en el gen JAK2 se utilizaron los
protocolos previamente validados por Quintana et al
(17) y Schoenfeld et al (18), respectivamente.

PROTOCOLO PARA DETECCION DE MUTACIONES EN
EL EXON 9 DEL GEN CALR

Se realizaron amplificaciones por PCR en Tiempo
Real de un fragmento de 298 pb, correspondiente al %ot-
spot de mutaciones halladas en el exén 9 de dicho gen,
con los cebadores CALRHRM fw 5-TAACAAAGGTGA-
GGCCTGGT-3" y CALRHRM rv 5”- GCCTCTCTACA-
GCTCGTCCTT- 3" (19). La decision de amplificar s6lo
el hot-spot y no el exén completo se tomo teniendo en
cuenta el tamano del amplicon adecuado para un anali-
sis de HRM, el cual debe ser menor de 300 pb. El ex6n
entero consta de 777 pb, por lo que al amplificarlo com-
pletamente se pierde sensibilidad para dicho analisis. El
programa de ciclado consisti6é en una desnaturalizacion
inicial de 2 min, seguido de 45 ciclosde 155295 °C, 15 s a
61 °Cy 20 s a 72 °C. El analisis por HRM se 1lev6 a cabo
en un rango de temperaturas de 80 a 95 °C con un delta
de temperatura de 0,1 °C.
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PROTOCOLO PARA LA DETECCION DE MUTACIONES
EN EL EXON 10 DEL GEN MPL

Se llevaron a cabo amplificaciones por PCR en
Tiempo Real utilizando los cebadores MPL. HRM fw
5"-GCCGAAGTCTGACCCTTTTT-3" y MPLHRM rv
5"-ACAGAGCGAACCAAGAATGCCTGTTTACA-3"
(6), los cuales amplifican un fragmento de 209 pb del
ex6n 10 del gen MPL. El programa de ciclado consis-
ti6 en una desnaturalizacion inicial de 2 min a 95 °C,
y 45 ciclos de 155295 °C, 20 s 2 60°Cy 30 sa 72 °C. El
andlisis por HRM se llev6 a cabo en un rango de tem-
peraturas de 85 a 95 °C.

CALCULO DE PREVALENCIA DE LAS MUTACIONES

Una vez validados los protocolos, se llevé a cabo la
busqueda de las mutaciones en la totalidad de pacien-
tes. Siguiendo el algoritmo diagnéstico (16), se analiza-
ron un total de 52 pacientes que ingresaron al servicio
de Hematologia de la Clinica Colén de la ciudad de
Mar del Plata. En base a los datos aportados por los mé-
dicos a cargo del servicio (parametros clinicos y hema-
tologicos), se subdividieron los pacientes de acuerdo
con su patologia, a fin de calcular la ocurrencia de las
mutaciones descriptas en cada una de ellas.

Resultados

DETECCION DE MUTACIONES EN EL EXON 9 DEL
GEN CALR

Al momento de la validacion de la técnica no se con-
taba con controles positivos y negativos para mutacio-
nes en el exén 9 del gen CALR, de modo que para su
correcta validacion se realizé en primer lugar con pa-
cientes con TE, negativos para JAK2 V617F. Se llevaron
a cabo amplificaciones por PCR en Tiempo Real, segui-
das del analisis de melting de alta resolucion. Luego de
cada PCR, se normalizaron las lecturas de fluorescencia.
Para ello se utiliz6 el sofiware Rotor Gene 6000, permi-
tiendo identificar areas de pre-y post-melting en la zona
estable de fluorescencia. Se colocaron las barras de nor-
malizacion, lo cual permitié eliminar las diferencias en
el background de fluorescencia de modo de incrementar
la habilidad del software de detectar las diferencias suti-
les que pueden existir en el perfil de melting. Aquellos
productos de amplificacion que mostraban patrones
diferentes fueron separados por electroforesis en geles
de agarosa, purificados y secuenciados (Figura 1). Dado
que se desconocia a qué mutaciéon correspondia cada
perfil de melting, la busqueda de las mismas se llevo a
cabo in silico, analizando las secuencias obtenidas tanto
por observacion de los electroferogramas como por ali-
neamientos en BLAST (del inglés Basic Local Alignment
Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). En base a
esto, se asignaron en el software de HRM los genotipos



correspondientes a los patrones obtenidos, tanto al WT
como a aquellos que presentaban mutacion.

En la Figura 1 A se visualizan los tres patrones de melt-
ing obtenidos en el analisis, a los cuales se asignaron los
genotipos correspondientes luego del analisis de las se-
cuencias obtenidas. El patrén con mayor Tm correspon-
de al genotipo homocigota normal, mientras que los dos
restantes, con menor Tm, corresponden a dos genotipos
heterocigotas mutados distintos. Se pudo comprobar
que estos coincidian con los dos tipos de mutaciones mas
frecuentes descriptos hasta el momento: la mutaciéon
tipo 1 (delecion de 52 pb) yla tipo 2 (insercion de 5 pb).
Asimismo, se pudo constatar la presencia de amplicones
con diferentes pesos para cada muestra secuenciada, a
partir de la separacion de las mismas por electroforesis
en gel (Figura 1 B), confirmando que las mutaciones ha-
lladas se presentan en heterocigosis y que la presencia de
las mismas puede ser corroborada en geles de agarosa.

DETECCION DE MUTACIONES EN EL EXON 10
DEL GEN MPL

Se llevaron a cabo amplificaciones por PCR en Tiem-
po Real, con posterior andlisis por HRM (Figura 2 A).
Aquellos productos que mostraban patrones de melling
diferentes fueron separados por electroforesis en geles
de agarosa, purificados y secuenciados (Figura 2 B).
Cabe destacar que se inici6 la busqueda de mutaciones
sin controles positivos y negativos para mutaciones en
el ex6n 10 del gen. Por lo tanto, la misma se llevo a
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cabo in silico, analizando las secuencias obtenidas, tanto
por observacion de los electroferogramas como por ali-
neamientos en BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,
programa informatico de alineamiento de secuencias
de tipo local, ya sea de ADN, ARN o de proteinas).

Como consecuencia del analisis de las secuencias de
los productos de PCR, se pudo determinar la presencia
de la mutacion W515K en aquella muestra que presen-
taba un patrén de melting diferencial, con una Tm me-
nor (Figura 2 A). La curva con mayor Tm fue coinci-
dente con el genotipo homocigota normal. Una réplica
de la muestra secuenciada fue analizada mediante elec-
troforesis en gel de agarosa, sin observarse diferencias
en el patrén de bandas obtenidas (Figura 2 C).

PREVALENCIA DE MUTACIONES EN PACIENTES
CON NMP

Luego de la validacién de los protocolos, se procedio
a realizar el screening de las mutaciones en la poblacion
en estudio (Figura 3). En el caso de los pacientes con PV
(n=24), un 83,3% presenté genotipo heterocigota para la
mutaciéon JAK2 V617F, mientras que en los restantes no
fue detectada (Figura 3 A). En dichos pacientes, tampoco
se hallaron mutaciones en el exén 12 del gen JAK2 por
lo que se asume poseen genotipo homocigota normal.
Como se ilustra en la Figura 3 B, la subpoblacion con TE
(n=22) presenté mutaciones en los tres genes analizados.
Un 50% resultaron heterocigotas para la mutacién JAK2
V617F, un 31,8% para mutaciones tipo 1 y2 en CALR yun
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Figura 1. Validacidn del analisis por HRM para deteccién de mutaciones en el hot-spot del exén 9 de CALR. Se amplificé por PCR en tiempo
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genotipos homocigota normal (rojo) y heterocigota para las mutaciones tipo 1 (violeta) y tipo 2 (celeste). B. Electroferogramas de secuencias

parciales del hot-spot de mutaciones del exon 9 de CALR. Arriba: Secuencia WT (homocigota normal); Abajo: Mutacién Tipo 1 (heteroci-

gota mutado). C. Electroforesis en gel de agarosa. Se observan los patrones de bandas correspondientes a muestras con la mutacién tipo 1
(del 52 pb), tipo 2 (ins. 5 pb) y WT. MPM: Marcador de peso molecular.
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Figura 2. Validacién del anélisis por HRM para deteccion de mutaciones en el exén 10 de MPL. Se amplificé por PCR en tiempo real un
fragmento de 209 pb, con el posterior andlisis de melting de alta resolucién. La asignacion de genotipos se realizd luego de secuenciar los
productos con patrones de melting diferentes. A. Curvas de melting normalizadas. Se observan las curvas correspondientes a los genotipos
homocigota normal y heterocigota para la mutacién W515K. B. Electroferogramas de secuencias parciales del exén 10 de MPL. Arriba:
Secuencia WT (Homocigota normal). Abajo: Mutacién W515K, cambio TGG>AAG (heterocigota mutado). C. Electroforesis en gel de aga-
rosa. Se observan los patrones de bandas correspondientes a muestras WT y con la mutacion W515K. MPM: Marcador de peso molecular

4,6% la mutacion W515K en MPL. S6lo un 13,6% de los
pacientes no presentaron ninguna mutacion de las anali-
zadas, clasificandose a los mismos como Triples Negativos
(TN). Por ultimo, en los pacientes con MI (n=6) sé6lo pu-
dieron hallarse las mutaciones JAK2 V617F (16,7%) y las
mas frecuentes en CALR (33,3%). Un 50% de los pacien-
tes fueron clasificados como TN (Figura 3 C).

Ademas, se analizo la frecuencia de las mutaciones en

A PV

50%

el exén 9 de CALRYy en el ex6n 10 de MPL, en pacien-
tes con TE y MI negativos para JAK2 V617F. Tal como se
observa en la Figura 3 D, en el 56,3% de los mismos se
detect6 la presencia de mutaciones tipo 1y 2 en CALR,
y en un 6,3% en el exén 10 de MPL. Un 37,5% de los
individuos analizados no presentaron ninguna de las mu-
taciones buscadas. Asimismo, se corrobor6 que las muta-
ciones analizadas son mutuamente excluyentes.

Referencias

4% N Jak2

D TEY MIJAK2 NEGATIVOS = MPL
% B car

m

Figura 3. Prevalencia de mutaciones en JAK2, exén 10 de MPL y exdn 9 de CALR. Resultados obtenidos en pacientes
diagnosticados con PV (A), TE (B) y MI (C) y para TE y MI homocigotas normales para JAK2 (D).
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Discusion y Conclusiones

Con el advenimiento de la medicina personalizada,
existe una gran necesidad de métodos rapidos y preci-
sos para la deteccion de mutaciones asociadas con las
diferentes patologias. Teniendo en cuenta las caracteris-
ticas clinicas de estos desordenes y el origen de las mu-
taciones que las generan, una tecnologia ideal deberia
ser lo suficientemente sensible como para detectar las
mutaciones aun existiendo cantidades significativas de
contaminacion con células WT. La técnica de HRM es
una metodologia emergente para la detecciéon de mu-
taciones en muestras clinicas. Es un método no destruc-
tivo que permite un andlisis posterior de los productos
de PCR mediante electroforesis en gel o secuenciacion.
Provee un sistema cerrado que reduce el riesgo de con-
taminacion, el tiempo de andlisis y no requiere de pro-
cesamiento o separacion después de la PCR. Basado en
su facilidad de uso, bajo costo, rapidez y sensibilidad, la
HRM es una herramienta de gran utilidad en diagnos-
tico clinico para distintas aplicaciones: screening'y detec-
cion de mutaciones, metilacién, genotipado, busqueda
de SNPs, entre otras (14) (15-20).

La validacién de los protocolos de detecciéon por
HRM se llevo a cabo de manera exitosa, corroboran-
do los resultados obtenidos en el analisis de perfiles
de melting con los aportados por la secuenciacion de
los productos. La eleccion de los cebadores que am-
plificaban fragmentos de no mas de 300 pb permitio
la deteccion de SNPs, inserciones y deleciones de inte-
rés. Debido a la alta sensibilidad que presenta la HRM,
el diseno y eleccion de los mismos debi6 ser cuidado-
so, verificando que la variacion en el perfil de melting
se debia a la presencia de la mutaciéon buscada y no
a un polimorfismo sin valor diagnostico. Para esto se
analizaron las secuencias de los productos de amplifi-
cacion, en busca de las mutaciones especificas, ya que
no se contaba con controles positivos en ninguno de
los genes analizados. Una vez hallada la mutacién, se
procedié exitosamente a la asignacion del genotipo
correspondiente a cada curva de melling obtenida, uti-
lizando el software especifico para HRM. Debido a la
baja frecuencia de mutaciones en MPL, y a un nimero
relativamente bajo de pacientes analizados, s6lo pudo
hallarse un tipo de mutacién (W515K) en el exén 10
del gen, de los cuatro indicados por Beer en 2008 (5).
Por lo tanto, la técnica pudo ser correctamente vali-
dada s6lo para dicha variacién, debiéndose corroborar
por secuenciacion los productos que en un futuro es-
tudio obtengan patrones de melting diferentes a éste o
al WT. Como parte del protocolo de validacién, y para
complementar el analisis, se estudiaron los productos
de amplificacion por electroforesis en geles de agarosa.
Gracias a esto, se pudo constatar ademads la utilidad de
la técnica de HRM para la deteccion de variaciones de
pocos nucleétidos. En el caso de la mutacion W515K
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(TGG>AAG) en el ex6n 10 de MPL, no fue posible de-
tectarla mediante electroforesis en gel de agarosa debi-
do a la baja resolucion que presenta esta técnica para
diferenciar productos que difieren en pocas bases,
mientras que si lo fue mediante HRM y secuenciacion.
En el caso de las mutaciones en el exén 9 de CALR,
s6lo se detectaron dos de las 36 reportadas (11)(12)
siendo éstas las mas frecuentes en pacientes con TE y
MI. Al igual que para MPL, las muestras que presenten
un patron de melting diferente deberan ser analizadas
por secuenciacion. Si bien las mutaciones encontradas
en este trabajo pudieron ser detectadas también por
secuenciacion, el tiempo de procesado de la muestra
es mayor que el necesario para llevar a cabo el andlisis
de HRM.

Habiendo validado la técnica, se realizo6 el estudio de
las mutaciones en la totalidad de pacientes, siguiendo
el algoritmo diagnoéstico recomendado (16). En cuan-
to a la frecuencia de las mutaciones en cada patologia,
en general los resultados fueron coincidentes con los
reportados por la bibliografia (3)(12)(13)(21). En pa-
cientes con PV, para la prevalencia de la mutacion JAK2
V617F se obtuvo un porcentaje en concordancia con lo
esperado. También se buscaron mutaciones en el exén
12 del gen JAK2, no registrandose resultados positivos.
Los porcentajes obtenidos para los pacientes con TE
fueron similares a los esperados. Por el contrario, para
la subpoblaciéon correspondiente a pacientes con MI
no se hallaron mutaciones en el exén 10 de MPL, sino
s6lo la mutacién JAK2 V617F y las mas frecuentes en
CALR. Este resultado podria estar sesgado al bajo nu-
mero de pacientes incluidos en el estudio (n=6) y a la
baja frecuencia de la mutacion.

En cuanto a los pacientes TN, que no presentaron
ninguna de las mutaciones estudiadas para ambas pa-
tologias, resta analizar por secuenciacion el exéon 9 del
gen CALR completo para poder confirmar dicha cla-
sificacion, ya que hasta el momento sé6lo se analiz6 el
hot-spot para las mutaciones reportadas.

La no deteccion de las mutaciones analizadas en el
presente estudio no descarta la existencia de una enti-
dad neoplasica por completo, dado que existen otros
genes candidatos que podrian influir en la fisiopato-
genia de las NMP. Sin embargo, en aquellos pacientes
que requieren la toma de decisiones de manera urgen-
te, la confirmacion de la misma puede reducir el tiem-
po de espera para un tratamiento eficaz, previniendo
al paciente de secuelas de gravedad.

La validacion de protocolos basados en la técnica de
HRM es un gran avance para la comunidad médica de
la ciudad de Mar del Plata y la zona, dado que se trata
de una herramienta para diagnéstico de vanguardia que
aporta resultados precisos en pocas horas. Ademas, es
importante destacar que mediante esta técnica las muta-
ciones pueden detectarse ain cuando se encuentran en
baja carga alélica, y es posible hallar nuevas variantes no
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reportadas. En patologias que poseen sintomas clinicos

qu

e revisten gravedad es importante otorgar resultados

certeros en poco tiempo, teniendo en cuenta las secue-

las

que se pueden generar en el paciente, como es el

caso de las NMP, que presentan riesgo de trombosis y/o
hemorragias.
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