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Introduccién: En el 2005 diferentes grupos identificaron una mutacién en el gen de la
tirosin cinasa JAK2 V617F (G #fderecha T) que ha resultado ser la alteracion
molecular méas frecuente en los SMPC. Esta mutacién confiere una ventaja
proliferativa a los precursores hemopoyéticos que seran hipersensibles a citoquinas.
Algunos autores incluso han descrito implicaciones clinicas en pacientes portadores
de esta mutacion. El método clasico para la deteccidn de dicha mutacion es la
secuenciacién, que permite distinguir entre mutaciones homocigotas de heterocigotas.

Objetivos: Estandarizar una técnica que permita identificar la mutacion de JAK2, y de
igual modo discriminar su zigosidad, de forma més rapida y sencilla que otros métodos
ya existentes.

Material y métodos: Se ha analizado sangre periférica de 50 pacientes ya
diagnosticados o con sospecha de SMPC Ph-. La extraccién del ADN presente en la
muestra se ha realizado mediante digestién con proteinasa K y posterior purificacion
con columnas de afinidad (QIAmp DNA Blood Mini Kit, Qiagen). Se han realizado dos
metodologias para detectar la mutacion: 1) Secuenciacion directa, 2) Discriminacion
alélica (TagMan™ ABI Prism 7000) con un pareja de primers y dos sondas TagMan™
marcadas con diferentes fluoréforos (una de ellas complementaria al alelo wild-type y
la otra al mutado). Segun las fluorescencias detectadas podremos discriminar si esta
presente o no la mutacion. La sensibilidad de las dos técnicas se ha analizado
utilizando un banco de diluciones seriadas de ADN gendmico de un paciente
homocigoto para la mutacion de JAK2 V617F en ADN normal.

Resultados: Habiendo analizado la sangre periférica de los 50 pacientes con las dos
tecnologias, los resultados han sido coincidentes en el 84% de los casos: a) Todos los
pacientes con mutacién homocigota se han detectado por las dos metodologias, b)
Aquellos pacientes con una heterocigosidad de la mutacién inferior al 50% s6lo se han
podido detectar por discriminacién alélica y no por secuenciacién directa. Mediante la
técnica de discriminacion alélica, 26 de los 50 pacientes presentaban la mutacion
JAK2 V617F (11 homocigotos y 15 heterocigotos). Con el banco de diluciones hemos
establecido que la técnica de discriminacion alélica es capaz de detectar una mutacion
heterocigota presente en el 10% de las células mientras que por secuenciacion directa
este porcentaje asciende al 50%.

Comentarios: Estos datos indican que la mutacion de JAK2 V617F puede ser
detectada eficazmente mediante discriminacién alélica (genotipado de SNP). Se trata
pues, de una técnica de gran utilidad como test diagnéstico en laboratorios de rutina
por ser mas sencilla, rdpida y sensible que las técnicas clasicas de secuenciacion.
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