P-075

COMPARACION DE TRES METODOS DE DETECCION DE
JAK2V617F EN PACIENTES CON ENFERMEDADES
MIELOPROLIFERATIVAS CRONICAS PHILADELPHIA
NEGATIVAS (EMPC PHI NEG)

Albizua E, Rapado |, Ayala R, Grande S, Martinez-Lépez J.
Hematologia, Hospital 12 de Octubre. Madrid

Introduccién: La mutacion JAK2V617F, que origina un aumento de la actividad tirosin
kinasa de JAK2, es un evento fisiopatogénico crucial en las EMPC Ph neg; y una
importante herramienta diagnéstica incluida como criterio mayor en la reciente revision
de la Organizacion Mundial de la Salud.

Objetivo: En nuestro estudio se analizan los resultados obtenidos mediante tres
métodos para la mutacion JAK2V617F en pacientes con EMPC, con otras patologias
hematolégicas y en individuos sanos.

Materiales y métodos: La distribucion de las muestras de ADN de sangre periférica
de 391 individuos (Hospitales 12 de Octubre, Getafe y Fuenlabrada) fue: 31
Policitemias Veras (PV), 35 Eritrocitosis Secundarias, 63 Trombocitemias Esenciales
(TE), 38 Trombocitosis Secundarias, 4 Mielofibrosis Idiopaticas, 14 Leucemias
Mieloides Crénicas, 19 Leucemias Mieloides Agudas, 19 Sindromes Mielodisplasicos,
20 Leucemias Linfaticas Croénicas y 148 controles sanos con niveles normales de
hemoglobina y plaquetas.

La mutacion JAK2V617F se analizé por tres métodos de PCR a tiempo real. Dos
procedimientos consistian en el estudio de la curva de fusién obtenida con LightCycler
2.0 (Roche); en uno de ellos se empledé un acido peptidonucleico (PNA) como inhibidor
de la fluorescencia de la secuencia de ADN sin la mutacion. En el tercer
procedimiento, usando un cebador alelo especifico (ASO-PCR), se cuantificd el
fragmento mutado en ABI PRISM 7900 (Applied Biosystem). Los datos se analizaron
mediante SPSS v11.

Resultados: El limite de sensibilidad, determinado mediante curvas de dilucién del
ADN de un paciente homocigoto en ADN sin la mutacion, resulté: PCR LightCycler sin
PNA 10% y con PNA 0,5%; y PCR ASO 0,1%. Los dos métodos mas sensibles, PCR
LightCycler con PNA y PCR ASO, proporcionaron resultados positivos de la mutacién
V617F en 2.0 y 1.4 % de los controles, respectivamente. Se obtuvieron la sensibilidad
(SS), la especificidad (SP), y los valores predictivos positivo y negativo. La SS
alcanzada con PCR ASO fue 87.1 y 61.3%, para PV y TE respectivamente. La SP con
PCR LightCycler sin PNA, 100% para PV y TE. En el procedimiento cuantitativo se
establecié como valor discriminante 1% de mutacion a partir de la curva COR obtenida
para PV, exigiendo una especificidad cercana al 99%. También se realiz6 la curva
COR para el grupo de TE. El grado de acuerdo de los tres métodos fue bueno
(coeficiente kappa > 0.71).

Conclusiones: Cualquiera de los tres métodos resultaria adecuado para screening;
pero con fines prondsticos y para valorar la respuesta a un posible tratamiento es
recomendable la cuantificacion por PCR a tiempo real ASO.



