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RESUM

Les NMP son trastorns clonals de les cél-lules mare hematopoetiques
caracteritzades per la proliferacié6 d’'una o més linies mieloides. A les NMP
croniques Filadelfia negatives (TE, PV i MFP) no hi ha cap marcador especific
pel seu diagnostic, tot i la importancia de I'estudi de la mutacié JAK2V617F i el
cariotip.

El nostre objectiu és trobar una correlacid entre I'estat mutacional de
JAK2V617F, les alteracions citogenetiques, algunes dades cliniques i alguns
parametres de laboratori i veure I'impacte que poden tenir sobre la progressio
de la malaltia i el pronostic.

El nostre estudi inclou 526 pacients diagnosticats de NMPc Filadélfia negatives
(348 TE, 135 PV i 43 MFP). Vam recollir les dades cliniques, parametres de
laboratori, citogenética i I'estudi molecular del gen JAK2V617F.

L’estudi va concloure que la frequéncia d’alteracions citogenétiques trobades
en els pacients amb JAK2 mutat era similar al grup de JAK2 salvatge. El
cariotip i I'estat mutacional de JAK2 eren independents. En els pacients en
progressié tampoc hi havia una correlacio pero si que la majoria de pacients en
progressio i cariotip alterat eren JAK2 mutat.

L’esplenomegalia i els simptomes constitucionals eren independents de la
mutacié JAK2V617F pero si que hi havia correlacié amb les complicacions. El
grup de pacients JAK2 + tenien més probabilitat de presentar complicacions en
el curs de la malaltia.

També vam trobar correlacié entre el grup de pacients JAK2 + i 'augment de la
xifra de leucocits i d’hemoglobina en la TE i amb la xifra de plaquetes en la PV.
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1.Glossari d’abreviatures

ADN: acid desoxiribunocleic

ADNCc: acid desoxiribonucleic complementari

aLMC: leucemia mieloide cronica atipica

ARN: &cid ribunocleic

ARSA-T: anemia refractaria amb sideroblasts en anell i trombocitosi
BCR/ABL: breakpoint cluster region/Abelson

CO.: dioxid de carboni

D: dona

del: delecio

der: derivatiu

EPO: eritropoetina

F, Phe: fenilalanina

FAG: fosfatases alcalines granulocitiques
FISH: fluorescence in situ hybridization, hibridacié in situ fluorescent
g/dL: grams/decilitre

G: guanina

H: home

h: hora

Hb: hemoglobina

HEM: hematopoesi extramedul.lar

HES: Hospital Esperit Sant

HMB: Hospital Municipal de Badalona
Hto: hematocrit

ICO: Institut Catala d’Oncologia

ISCN: International System Human Cytogenetic Nomenclature
KCI: clorur potassic

Kg: kilogram

LA-B: leucémia limfoblastica aguda B
LEC: leucémia eosinofilica cronica

LMA: leucémia mieloblastica aguda

LMC: leucemia mieloide cronica

LMMC: leucemia mielomonocitica cronica

LMM;j: leucémia mielomonocitica juvenil



LNC: leucemia neutrofilica cronica

M: molar

MFP: mielofibrosi primaria

ml: mil-lilitre

MM: metaplasia mieloide

mm: mil-limetres

MO: medul-la ossia

nM: nanomols

NMP: neoplasies mieloproliferatives croniques
°C: graus centigrads

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut
pb: parells de bases

PCR: polymerase chain reaction

Ph: Philadelphia, Filadélfia

Plg: plaquetes

PTK: proteina tyrosine kinase

PV: policitémia vera

PVSG: Polycythemia Vera Study Group, Grup d’Estudi de la Policitémia Vera
rpm: revolucions per minut

RPMI: Roswell Park Memorial Institut, medi de cultiu
RT: retrotranscripci6

SG: supervivéncia global

SLP: Supervivéncia lliure de progressio
SLP: sindromes limfoproliferatius

SMD: sindromes mielodisplasiques
SSC: Solucié d’hibridacié aquosa

T: timina

t: translocacié

T2 temperatura

TE: trombocitémia essencial

V, Val: valina

WT: wild type, salvatge

A: lambda

ul: microlitre



2. Introduccio

Neoplasies mieloproliferatives croniques

Les Neoplasies Mieloproliferatives (NMP) son trastorns clonals de les
cel-lules mare hematopoétiques (stem cell) caracteritzades per la
proliferaciéo d’'una o més linies mieloides. La seva incidencia és de 6-10
casos per 100.000 habitants i any. Tot i que es presenten principalment
en adults entre la cinquantena-setantena d’edat, també les podem trobar
en nens, sobre tot la leucemia mieloide cronica (LMC) i la trombocitemia
essencial (TE)(2).

Les primeres fases d’aquestes neoplasies es caracteritzen per presentar
una meédul.la ossia hipercel.lular, amb una hematopoesi efica¢ que déna
lloc a un augment del nombre de cél-lules madures d’'una o més linies
mieloides segons I'entitat que es tracti i tenen tendéncia a desenvolupar
fibrosi medul-lar(2-4). Frequentment presenten esplenomegalia i
hepatomegalia. Totes les NMP poden presentar progressio clonal pero
és molt variable segons I'entitat.

A l'ultima revisié de I'Organitzaci6 Mundial de la Salut 2008 (OMS)(1)
s’inclouen en aquesta categoria els seguents subgrups:

e Leucemia mieloide cronica, BCR-ABL positiva (LMC)
e Leucemia neutrofilica cronica (LNC)

e Policitemia Vera (PV)

¢ Mielofibrosi Primaria (MFP)

e Trombocitémia Essencial (TE)

e Leucemia Eosinofilica Cronica (LEC)

e Mastocitosis

¢ Neoplasies mieloproliferatives inclassificables

En aquest estudi només tractarem les NMP classiques Ph negatives
(TE,PV,MFP) excloent la resta.

Trombocitémia Essencial

Es una neoplasia mieloproliferativa cronica que afecta especialment a la
linia megacariocitica, caracteritzada per un increment persistent de la
xifra de plaquetes (>450x10%L) en SP, hiperplasia megacariocitica en
MO amb megacariocits grans i madurs i clinicament per episodis de
trombosi i/o hemorragia. Fins el moment no hi ha cap marcador biologic
0 genétic especific, per la qual cosa s’han de descartar altres causes de



trombocitosi, com altres NMP (LMC, PV, MFP), processos inflamatoris i
trastorns infecciosos, hemorragies i altres neoplasies hematologiques o
no hematologiques, aixi com la presencia del gen de fusié BCR/ABL1(1).
La seva incidéncia és desconeguda. A l'any 1986 amb algunes
modificacions a I'any 1997 (Taula 1), el grup d’estudi de la policitémia
vera (PVSG) va proposar unes directrius pel seu diagnostic(2). Basant-
nos en aquests criteris la seva incidencia seria de 0,6-2,5 per cada
100.000 persones/any, sent més frequent als 50-60 anys sense
predomini de cap sexe tot i que hi ha un segon pic que afecta més a les
dones al voltant dels 30 anys. En nens és molt infrequent i s’ha de
distingir de la trombocitosis hereditaria.

La seva etiologia és també desconeguda.

L’afectacio és principalment en sang i médul.la dssia. A la melsa no es
detecten trets d’hematopoesi extramedul.lar, perd si que és un reservori
de plaquetes.

Més de la mitat dels pacients s6n asimptomatics i es poden detectar per
un recompte elevat de plaquetes en sang, la resta es diagnostiquen per
alguna manifestacié de trastorns vasculars. Si ens basem en els criteris
del PVSG (Taula 1), el 50% dels pacients presenten esplenomegalia i un
15-20% hepatomegalia; pero si apliquem els criteris de la OMS (taula 2)
nomes una minoria tenen esplenomegalia.

Posteriorment a I'ultima modificacié del PVSG, un grup d’investigadors
internacionals van formular uns nous criteris incorporant alguna
modificaci6 com ara baixar el llindar del nombre de plaquetes de
600x10%L a >450x10°%L i la OMS es va acolir a aquestes
recomanacions que permetien diagnosticar més casos de TE. Van
redactar els nous criteris pel diagnostic de la TE (Taula 2).

Taula 1: Criteris diagnostics de la TE segons el PVSG

1. Recompte de plaquetes >600x10%/L

2. Hematocrit <0,40L/L o massa eritrocitaria normal

H<36mL/Kg, D<32mL/Kg

Ferro medul-lar present o ferritina sérica normal o VCM normal

Abseéncia del cromosoma Ph'’ o del reordenament BCR/ABL

5. Fibrosi col-lagena de la MO absent o < 1/3 de I'area de la bidpsia,
sense  esplenomegalia ni sindrome  leucoeritroblastica
acompanyant.

6. Abseéncia d’evidéncia morfologica o citogenética de SMD

7. Absencia de causa coneguda de trombocitosi reactiva.
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Taula 2: Criteris diagnostics de la TE segons 'OMS: El diagnostic requereix complir
amb els quatre criteris.

1. Recompte persistent de plaquetes >450x10°/L

2. Biopsia de médul.la 0ssia amb proliferacio principalment de la linia
megacariocitica amb un augment del nombre de megacariocits
madurs i de mida gran. Sense desviacio significativa a I'esquerra

3. No complir amb criteris de I'OMS per la policitemia vera, per la
mielofibrosi primaria, per a la LMC BCR/ABL1+ o per a la SMD o
per altres neoplasies mieloides

4. Demostracio de JAK2V617F o un altre marcador clonal, o en
abséncia de JAK2V617F, que no hi hagi evidéncia de trombocitosi
reactiva.

Els trets més caracteristics en SP son I'elevat nombre de plaquetes amb
anisocitosi, que van des de plaquetes grans amb formes atipiques a
gegants, poden presentar pseudopodes, agranulars o hipogranulars, a
vegades es poden trobar nuclis de megacariocits circulants o fragments
de citoplasmes. Tot i que hi ha pacients que gairebé no presenten
alteracions morfologiques plaquetaries. Normalment els leucocits sén
normals o poden presentar una lleugera leucocitosi, basofilia absent o
minima (<3%) i globuls vermells normals a excepcié de quan hi ha
hemorragies recurrents(1,5).

La MO(1,5) normal o moderadament hipercel.lular amb intensa
hiperplasia megacariocitica, on els megacariocits sén de mida gran o
gegant, aspecte madur i nucli hiperlobulat i es disposen dispersos per la
MO o0 en petits acumuls (clusters); perdo no son tant aberrants com els
que trobem en la MFP. També s’observa frequentment fendmens d’
emperipolesis perd no és especific de la TE. Cal tenir en compte que
alguns pacients amb LMC inicialment es poden presentar amb
trombocitosi i sense leucocitosi imitant la TE; per tant, tal i com hem dit
anteriorment és imprescindible descartar el gen de fusio BCR/ABL1.

No s’han descrit anomalies fenotipiques associades.

No hi ha anomalies moleculars ni citogenétiques especifiques per la TE.
Aproximadament el 50% dels pacients tenen la mutacié JAK2V617F o
una altra mutacié similar perd no son especifiques. La MPLW515K/L
s’ha trobat en el 1% dels casos.

En quant a la citogenética només el 5-10% dels pacients amb TE
presenten un cariotip alterat al moment del diagnostic; les anomalies
meés frequents son la +8, alteracions de 9q i del(20q). En ocasions s’ha



trobat del(5q) i en aquests casos s’ha de comprovar el diagnostic per tal
de no confondre’l amb un SMD associat a la del(5q).

En quant al seu pronostic, la TE és un trastorn indolent que en ocasions
pot presentar episodis tromboembolics o hemorragics on perilla la vida
del pacient. Molt infreqlientment pot desenvolupar fibrosi de la MO amb
metaplasia mieloide. La seva transformaciéo a LMA o SMD és <5% i, si
es dobna, sol estar relacionada amb el tractament amb citotoxics. La
mitjana de supervivéncia és de 10-15 anys. Es pot considerar que
'esperanca de vida d’aquests pacients és practicament normal. Segons
un estudi publicat al 1997, d’un total de 2000 pacients amb una mortalitat
del 9,6% les causes eren: 3,1% per trombosi, 0,3% per complicacions
hemorragiques, un 1,1% per la transformacié a LMA i la resta per
neoplasies solides i causes desconegudes.

Policitemia Vera

Es una neoplasia mieloproliferativa cronica d’origen clonal que afecta
principalment els precursors eritroides i que es caracteritza per un
increment de la produccié d’eritrocits. EI 90-95% dels pacients sén
portadors de la mutaciéo JAK2V617F o d’altres mutacions fora de I'exo 14
(ex: ex0 12). Aixo fa que no només s’afecti la proliferacié de gldbuls
vermells, sin6 també afecta als granulocits i els megacariocits originant
una panmielosi.

En la PV, segons la classificacio de 'OMS distingim tres fases:

1. Fase pre-policitémica: eritrocitosi lleu

2. Fase policitemica: increment de la massa eritrocitaria (citémia)

3. Fase post-policittmica: amb citopénies, inclos anémia,
hematopoesi ineficag,  fibrosi medul-lar, hematopoesi
extramedul-lar i hiperesplenisme

Presenta una baixa incidéncia d’evolucié cap a SMD i/o LMA. Queden
exclosos d’aquesta categoria les eritrocitosi secundaries, policitemia
hereditaria i altres NMP. Pel seu diagnostic s’han d’integrar els resultats
del laboratori, la clinica i les caracteristiques histologiques (Taula 3)
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Taula 3: Els criteris diagnostics segons la OMS son:

eCriteris majors:

1. Hb en Homes >18,5g/dL i en dones >16,5g/dL o Hb o Hto >99
percentil en funcié del valor de referencia per edat, sexe i altitud
de residéncia o evidéencia d’augment de la citemia (>25% del valor
calculat)

2. Preséencia de la mutacio JAK2V617F o altre mutacio similar com a
'ex6 12 del JAK2

eCriteris menors:
1. Biopsia de moll d’os hipercel.lular per I'edat, amb panmielosi i una
proliferacio evident eritroide, granulocitica i megacariocitica
2. Nivells d’eritropoetina sérica per sota dels valors normals
3. Formacio de colonies eritroides endogenes

La incidéncia anual de la PV augmenta amb I'edat i varia entre 0,7-2,6
casos per 100.000 habitants a Europa i Nord-America, té un lleuger
predomini en homes 2,1-1 i la mitja d’edat és 60 anys.

L’etiologia és de causa desconeguda, hi ha algun cas descrit de
predisposicié genética familiar. En algun cas s’ha considerat com causa
possible I'exposicidé ocupacional a toxics o radiacions ionitzants, pero no
hi ha res concloent.

L’afectacio és principalment en sang i medul.la dssia, perd també poden
estar afectats la melsa i el fetge que s6n molt importants en etapes
posteriors quan es dona una eritropoesi extramedul-lar. Tanmateix
poden haver altres organs afectats com a resultat de les consequliéncies
vasculars per I'increment de la massa eritrocitaria.

No s’han descrit anomalies fenotipiques associades.

L’alteracié genética més frequent és la mutacié de JAK2V617F que es
troba en el 90-95% dels casos de PV, tot i que no és especifica
d’aquesta malaltia. Una altre mutacié6 amb una funcié similar que es
troba en els pacients amb PV és la de I'exd 12 de JAK2. Pero de
moment no hi ha cap alteracié genética especifica de la PV.

Al moment del diagnostic és troben anomalies citogenetiques en un 20%
dels pacients i les més frequients son +8, +9, del(20q), del(13q) i del(9p).
En moltes ocasions la +8 i +9 es troben associades. S6n cromosoma
Filadélfia o BCR-ABL1 negatiu. Les anomalies cromosomiques
augmenten amb la progressio de la malaltia sent d’un 80-90% en les
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MF post-PV i podent arribar a ser practicament del 100% en els casos
gue evolucionen a SMD o LMA.

El pronostic amb els tractaments actuals és bo, tenint una supervivencia
superior als 10 anys. La incidéncia de transformacio a SMD y LMA és
només d’'un 2-3% en pacients no tractats amb citotoxics i augmenta a un
10% després d’haver rebut alguns tipus de quimioterapia.

Mielofibrosi primaria

Es una neoplasia mieloproliferativa cronica d’origen clonal caracteritzada
principalment per la proliferacié de megacariocits i granulocits en MO |
en el desenvolupament de la malaltia s’associa a la preséncia de teixit
connectiu fibrés i hematopoesi extramedul.lar (HEM). La seva evolucio
va des de una fase prefibrotica amb una MO hipercel-lular amb escassa
o sense fibrosi reticulinica a una fase fibrotica amb una marcada fibrosi
reticulina o col-lagena i freqientment osteosclerosi(5) (Taula 4).
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Taula 4: Els criteris diagnostics segons la OMS, dels que s’han de trobar els 3 majors i
almenys 2 dels criteris menors son:

e Criteris majors
1. Preséncia de la proliferacié de megacariocits atipics, en general
acompanyada per fibrosi de reticulina i/o de col-lagena ,

0

en absencia de fibrosi reticulina significativa, els canvis en els
megacariocits han d’estar acompanyats per un augment de la
cel-lularitat de la MO caracteritzada per la proliferacié granulocitica i
sovint la disminuci6 de leritropoesi (es a dir; fase cel-lular
prefibrotica de la malaltia).

2. No complir amb els criteris de 'OMS per a la policitemia vera, per la
LMC BCR-ABL1+, per la sindrome mielodisplasica, o per altres
neoplasies mieloides

3. La demostracio de JAK2V617F o un altre marcador (Ex:
MPLW515K/L),

0

en abséncia d'un marcador clonal, no ha d’haver evidencia de que la
fibrosi de la MO o altres canvis siguin secundaris a un altre tipus de
neoplasia (tricoleucemia, limfoma, metastasis) o a infecci6, a
trastorns autoimmunes o inflamatoris o toxics.

e Ccriteris menors
1. Leucoeritroblastosi
2. Increment dels nivells en serum de lactat deshidrogenasa (LDH)
3. Anémia
4. Esplenomegalia

Segons la classificacié de la OMS distingim 3 etapes:

1. Etapa prefibrotica o primerenca: Només es detecte en un 30-40%
dels pacients. MO hipercel.lular, on destaguen uns megacariocits
molt atipics, amb fibrosi reticulinica minima o absent.

2. Etapa fibrotica: en aquesta etapa es diagnostiquen la majoria dels
pacients. La MO pot ser encara focalment hipercel.lular i més
frequentment normocel.lular o hipocel.lular, megacariocits atipics
formant grups i amb fibrosi reticulina o col-lagena evident. En els
pacients amb diagnostic previ de MFP i un 10-19% de blasts en
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SP o MO aix0 indica que es troben en una fase accelerada de la
malaltia, mentre que si els blasts son >20% es considera una
transformacié a leucemia aguda. Hi ha pacients que es
diagnostiquen en aquestes fases accelerades o agudes.

3. Hematopoesi extramedul.lar (HEM): el lloc més freqlent on es
dona és la melsa, seguit del fetge. A la melsa es produeix una
expansid6 de la polpa vermella per eritrocits, granulocits i
megacariocits, aquests ultims son els més visibles.

La incidéncia de la fase fibrotica evident es de 0,5-1,5 per cada 100.000
habitants/any. Es més frequent entre els seixanta — setanta anys i els
nens rares vegades poden estar afectes. La proporcio per sexes és
similar.

La seva etiologia no esta del tot clara, hi ha casos relacionats amb
exposicié a radiacions ionitzants o benze, casos d’aparicio en joves amb
una condicio hereditaria autosomica recessiva i altres casos on sembla
que podrien tenir una predisposicio familiar.

La sang i la médul.la dssia sempre estan afectades mentre que a les
Ultimes etapes de la malaltia, amb la presencia de HEM o metaplasia
mieloide també esta involucrada la melsa. Al inici de la malaltia hi ha un
lleuger augment de cél-lules CD34+ en MO, perd en etapes posteriors
també augmenten en sang (fet que no es déna ni en la PV no fibrotica, ni
en la TE) i hi ha la teoria que aquesta HEM és conseqiéencia de la
capacitat de la melsa per segrestar les cél-lules CD34+ circulants. La
HEM també es dona en el fetge i altres zones.

No s’han descrit anomalies fenotipiques associades.

No s’han identificat alteracions genétiques especifiques per aquesta
malaltia. Aproximadament el 50% de pacients amb MFP presenten la
mutacié JAK2V617F i un 5% la mutacié6 de MPLW515K/L(1,6-8).

En quant a les anomalies citogenetiques es donen en un 30% dels
pacients al moment del diagnostic. S’ha de descartar el cromosoma Ph i
el gen de fusi6 BCR/ABL. Alteracions com la del(13)(q12922) o
der(6)t(1;6)(g21-23;p21.3) sén molt suggestives de MFP perdo no
especifiques. Les alteracions recurrents més frequents sén: del(20q),
trisomies parcials de 1g i +8 i/o +9.

A vegades es pot trobar delecions de 5q i 7q perd aquestes poden estar
relacionades als tractaments citotoxics.

La supervivencia en aquests pacients varia molt segons la fase en que
s’han diagnosticat amb un temps de supervivéncia de 3 a 7 anys en fase
fibrotica mentre que en fase prefibrotica es pot allargar a 10 - 15 anys.
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Els factors que poden afectar de manera desfavorable(9) son: I'edat>70
anys, Hb<10g/dl, plaquetes<100x10°%/L i un cariotip alterat. La causa de
mort s’associa a un fracas de la medulla, esdeveniments
tromboembolics, hipertensio portal i problemes cardiacs. L’evolucié a
LMA es produeix entre un 5-30% dels casos, tot i que en algun cas
podria estar relacionada amb el tractament.

Citogenetica i alteracions moleculars en les NMP Ph
negatives

Els estudis citogenétics es van comencar a les decades dels seixanta-
setanta. En aquell moment s’utilitzaven técniques de tincié uniforme que
no permetien definir amb seguretat alteracions citogenetiques.
Posteriorment es van utilitzar les tecnigues actuals que ens permeten
obtenir un patré de bandes tipic per cada cromosoma (bandes G) amb
les que si es pot demostrar la preséncia d’alteracions cromosomiques
(numeériques i/o estructurals)(2).

En aquest grup de NMP Ph negatives, en qué la seva condicio6 inicial és
descartar el cromosoma Philadelphia i el gen de fusi6 BCR/ABL(1,10),
no trobem alteracions citogenetiques en la majoria de casos i quan
aguestes estan presents no so6n especifigues. La frequéncia
d’alteracions oscil.la entre un 5-10% en la TE, 20% en la PV i més d’un
30% en la Ml (Taula 5). Donat que la FISH no augmenta el percentatge
d’alteracions citogenétiques no és una tecnica que s’utilitzi rutinariament
al diagnostic, excepte per descartar el reordenament BCR/ABL quan no
s’hagi confirmat la seva abséncia per tecniques de biologia
molecular(11).
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Taula 5: Alteracions citogenétiques més freqlents en la TE, PV i MFP

Alteracions citogenétiques més freqients

TE | Entre un 5-10% dels casos presenten alteracions citogenetiques
al moment del diagnostic i normalment augmenten durant la
transformacio a LMA.

e +9 la més frequent, en un 10% dels cariotips alterats.

o +8 (1-2%)

¢ Alteracions de 9q

e del(20)(q11.2g13.3) 0,2-0,3%

PV | En el diagnostic es troben alteracions en aproximadament el 20%
dels pacients, pot augmentar com més avancada és la fase de la
malaltia. Per ordre decreixent de frequéncia son:
e del(20)(q11.2913.3) 20%
e dup(1)(9239g32) 10%
e +8 (16%)
e +9 (16%) (+81+9 poden formar part del mateix clon)
e del(13)(gl2g22). Es detecta sobretot en situacions de
mielofibrosi
e del/- 5 i del/-7 es poden trobar normalment en la
transformacio leucemica
La preséncia d’anomalies al diagnostic no necessariament i
doéna pitjor pronostic, perd I'evolucié clonal durant la evolucié de
la malaltia s’associa a un major risc de transformacio leucémica i
en els casos transformats es detecten alteracions fins en un 85%
dels casos.

MFP | Entre un 30-75% dels casos presenten alteracions citogenétiques
al moment del diagnostic.
No hi ha alteracions especifiques pero hi trobem 2 molt
suggestives:

e del(13)(g12g22). Poc frequent pero de mal pronostic.

e der(6)t(1;6)(q21-23;p21.3)
Altres anomalies recurrents son:

¢ del(20q) 65% dels cariotips alterats

e trisomies parcials de 1q

¢ +8

e +9

¢ del(5q)/del(7q) relacionades amb el tractament
Entre un 5-25% dels casos es transforma a LMA i quasi la
totalitat van precedits de I'aparicié d’alteracions citogenétiques
addicionals.

En els dltims anys els estudis moleculars han revolucionat la
patogenesi i diagnostic de les NMP(12). Totes aquestes entitats tenen un
origen clonal en la cél-lula stem i una gran diversitat fenotipica que esta
relacionada amb diferents esdeveniments oncogénics (mutacions i gens
de fusié) que freqientment involucren una proteina amb activitat
tirosincinasa(6).
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De la mateixa manera que la presencia del cromosoma Philadelfia i/o
reordenament BCR-ABL confirma el diagnostic de la LMC, el fet que
darrerament s’hagin descobert algunes anomalies genétiques implicades
en la patogenia de les NMP Ph- classiques, com la mutacié V617F del
gen JAK2(13), aixi com la major apreciacié de les caracteristiques
histologiques i la seva correlacio amb les caracteristiques cliniques ha
fet que a la revisi6 de la OMS 2008 s’incloguin aquests criteris per
identificar els subtipus de NMP.

La majoria de les NMP s’associen a alteracions clonals dels gens que
codifiquen per proteines tirosina cinases (PTK) o els seus receptors. Les
anomalies descrites fins ara inclouen translocacions o mutacions
puntuals en dits gens, donant com a resultat unes PTK anormals que
activen vies de transduccié de senyal i provoquen una proliferacié
anormal.

Figura 1. Mecanismes d'activacio de l'activitat quinasa JAK2 per mutacions en
les vies de senyalitzacio
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JAK2 és una tirosina cinasa localitzada al cromosoma 9p24 que forma
part de la via de transducci6 de senyal de molts receptors de creixement
hemopoetics (Figura 1). Han aparegut diversos treballs que posen de
manifest que una mutacié puntual en aquesta tirosina cinasa podria ser
la responsable de moltes de les caracteristiques de la policitemia vera
(PV), la trombocitemia essencial (TE) i la mielofibrosis primaria (MFP).
La preséncia o abséncia d’aquesta mutacié ajudara al diagnostic
d’algunes neoplasies mieloproliferatives. Si més no el resultat ens
ajudara a discriminar entre neoplasies mieloproliferatives i processos
reactius, ja que s’ha trobat aquesta mutacié en un 90-95% dels casos de
PV, 40-50% en TE i MFP(8) i no s’ha trobat en processos reactius.

La mutaci6 més comul és la JAK2V617F i es tracte d’'una mutacio
puntual que produeix el canvi d'una Guanina (G) per una Timina (T) en
I'exd 14 que comporta un canvi d’'una Valina (V) per una Fenilalanina (F)
en I'aminoacid numero 617 (Val617Phe).

Com hem dit, la mutaci6 JAK2V617 es troba practicament en tots els
pacients amb PV i en els que no la presenten es pot trobar una mutacio
en el ex6 12 de JAK2 que també dona un augment de la funcio de la
proteina. S’han trobat més de 15 mutacions diferents que es van
descriure al 2007 i només s’han detectat a la PV amb una incidéncia <
2%.

En una proporci6 baixa de casos de MFP i TE es troben
mutacions/reordenaments en els gens MPLW515L o W515K(8) (Taula
6).

A I'any 2006 es van identificar mutacions en el codé 515 del gen MPL. El
gen MPL es localitza al cromosoma 1 i codifica pel receptor de la
trombopoetina (TPO), les mutacions més frequents son la W515L i
W515K. Es detecten en un 5-11% de les MFP i en un 9% de les TE que
son JAK2V617F negatives i mai s’han trobat a la PV. S’han trobat
pacients amb multiples mutacions del gen MPL, aixi com la seva
coexistencia amb la mutacié JAK2V617F.

Taula 6: Alteracions moleculars associades a les NMP classiques Ph-

Alteracio Malaltia Freguéencia
PV 90-95%
JAK2V617F TE 40-50%
MFP 40-50%
JAK2 ex6 12 PV 2%
MFP 8%
MPLW515L/K TE 896"

*en casos JAK2V617F negatius
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En la dltima revisié de la OMS 2008(1) s’ha modificat I'algoritme pel
diagnostic de PV, TE i MFP incloent I'estat mutacional de JAK2 o
I'activacio de mutacions similars i les caracteristiques histologiques de la
biopsia de la medul.la 0ssia com a criteris diagnostics.

En els ultims anys s’han identificat altres alteracions genétiques que
podrien tenir un paper en aquestes entitats, com ara mutacions dels
gens TET2, ASXL1, CBL(12,14-16).

TET2 de la familia TET es localitza al cromosoma 424, sembla que esta
implicat en els processos de proliferacio i diferenciacio cel-lular i podria
ser un gen supressor de tumors. Les mutacions de TET2 sén molt
inespecifiques; s’han trobat mutacions en un 17% de pacients
JAK2V617F positius (16% de PV, 5% de TE i 17% de MFP)(7,17,18) i en
un 7% dels JAK2V617F negatius i en altres processos mieloides. Poden
estar associades a altres alteracions genétiques i generalment es tracta
de mutacions adquirides. S’han fet estudis en NMP classiques que no
relacionen aquest gen amb la supervivencia, la transformacié leucemica
ni esdeveniments trombotics.

El gen CBL es localitza al cromosoma 11g23.3 i codifica per una
ubicuitina que fa una regulacié negativa de la transduccié de senyal per
tirosincinases activades. Aquestes mutacions s’han identificat en
diferents processos; no son especifiques de cap d’elles. En un estudi
amb 577 pacients diagnosticats de NMP o NMP/SMD on s'’incloien 74
pacients amb PV, 24 amb TE i 53 amb MFP es va identificar un 6% de
mutacions en I'ex6 8 o 9 del gen CBL(7,17). Es va trobar un cas
d’adquisicié de la mutacié durant la progressié de la TE a mielofibrosi
(MI) post-TE. S’han de realitzar més estudis per esbrinar la seva
implicacio en la patogenesi de la MFP o MI post-TE/PV i el seu possible
paper en la transformacié leucémica.

El gen ASXL1(8,17-19) localitzat al cromosoma 20g11.1 esta involucrat
en la remodelacié de la cromatina i no es coneix la seva funcié a la
hematopoesi. Les mutacions més frequents es donen a l'exé 12 i
originen proteines truncades. Amb una incidéncia del 15% en NMP en
general, en un 8% en les NMP classiques i en un 20% de les
transformades a LMA, també s’identifiquen en SMD i LMMC; tampoc sén
especifiques de les NMP tot i que podrien participar en la iniciacio i en la
progressié de la neoplasia.

El gen IDH1 es localitza al cromosoma 2g33.3 i I'IDH2 al cromosoma
15g26.1 i codifiquen per una isocitrat deshidrogenasa(17,19). Les
mutacions d’aquests gens van ser descrites per primer cop en gliomes,
després en LMA i altres tumors; ambdues sén mutuament excloents.
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També s’han descrit en LMA post-NMP. La freqiencia en NMP és
inferior al 5%.

Gen IKZF1 es localitza al cromosoma 7pl12 i codifica per factors de
transcripcio IKAROS que tenen un important paper en la regulacié de la
hematopoesis i en la diferenciacié limfoide(19). Se li suposa un important
paper en la transformacié leucémica; un estudi recent va demostrar que
era rar trobar delecions de IKZF1 a la fase cronica de les NMP (0,2%)
pero en pacients amb LMA post-NMP es detectava en un 21%(17).

Hi ha autors (F. Passamonti et al) que relacionen alguns d’aquests gens
en la fase cronica de les NMP (JAK2 ex6 12, MPL, TET2, LNK, EZH2)
mentre que d’altres es trobarien més a les fases de transformacié
blastica (NF1, IDH1/2,ASXL1,CBL,IKZF1)(19,20)

Un resum dels molts gens sotmesos a estudi en la actualitat es recull a
la Taula 7(3,20).

Tabla 7: Gens involucrats a la patogénesi de les NMP

GEN Localitzacio Funcio Processos (%)
Tirosina kinasa, senyalitzaci6 TE 50-70%
JAK2 9p24 Guany de funcié PV 95-99%
MFEP 40-50%
MPL 1p34 Receptor, senyalitzacio TE 4%
Guany de funcié MFP 11%
TE <5%
LNK 12g24 Adaptador, regulacié senyal MFP <5%
Pérdua de funcié Eritrocitosi JAK- 25%
LAM post NMP 13%
CBL 11923 Adaptador, ligasa ubicuitina E3, regulacio senyal MFP 6%
Regulaci6 negativa LAM post NMP
- 0,
SOCs1 16p13.2 Ligasa ubicuitina E3, regulaci6 senyal TE 14 250/0
Metilacio PV 11-13%
MFP 17%
SOCS2 12922 Ligasa ubicuitina 53, _rggulacm senyal Todos los NMP 28%
Metilacio
SOCS3 17925.3 Ligasa ubicuitina E3, regulacio senyal TE 10%
Metilacio PV 22%
NRAS 1p13.2 GTPasa, senyalitzacio o
Guany de funcié LAM post NMP 7-13%
NF1 17911.2 RAS regulaci6 senyal MFP 0-6%
Delecio MF post-TE/PV 14%
. . S PV 15%
TE 4 1
MFP 19%
LAM post NMP 26%
0,
ASXL1 20gl11.21 Modificacions cromatina ||\3/|\|é|IDT1ISZ(7)0//Z
Pérdua de funcié LAM post NMP 19%
EZH2 7935 Metilacié cromatina PV 3%
Pérdua de funcié MFP 13%
IKZF1 7p12 Factor de transcrlpf:llo, limfopoesi LAM post NMP 13%
Delecio
RUNX1 21g22.3 Factor de Eranscrlpmo, h_gmopoe& LAM post NMP 37%
Pérdua de funcié
RB 13q14 Cicle ceI-IuIar,_ gpoptom MEP 19%
Delecio
TP53 17p13.1 Cicle cel-lular, apoptosi o
Perdua de funcio LAM post NMP 20%
IDH1 20933.3 Metabolisme MFP 2%
Enzim neomorfic LAM post NMP 5%
IDH2 15g26.1 Metabolisme LAM post NMP 2%
Enzim neomorfic LAM post NMP 18%
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3. Hipotesi

Les NMP croniques Filadelfia negatives (TE, PV i MFP) sén trastorns
clonals de les cél-lules mare hematopoetiques caracteritzats per la
proliferaciéo d’'una o més linies mieloides. Fins a I'actualitat no s’ha trobat
cap marcador biologic especific pel seu diagnostic, pero la identificacié
de la mutaci6 JAK2V617F ha estat fonamental i junt amb el cariotip
s’utilitzen habitualment pel seu diagnostic, tot i que no s’han incorporat a
la estratificacio del risc

La hipotesi del present treball de recerca és la seguent:
En els malalts amb NMP croniques Filadélfia negatives, I' estat

mutacional del JAK2 podria estar relacionat amb les dades cliniques, de
laboratori i citogenéetiques.

4. Objectius

1. Caracteritzar les alteracions citogenetiques en els casos de NMP Ph
negatives.

2. Valorar la frequiéncia de JAK2 en aquestes malalties.

3. Correlacionar les alteracions citogenétiques i I'estat mutacional del
JAK?2.

4. Analitzar si existeix una possible relacio amb I'estat mutacional del
JAK2 i les dades de laboratori (leucocits, Hb, plaquetes).

5. Analitzar si existeix una possible relaci6 amb l'estat mutacional del

JAK2 i les dades cliniques (esplenomegalia, complicacions,
simptomes constitucionals)

6. Analitzar si existeix una possible relacié entre la SG i la SLP amb
I'estat mutacional del JAK2.
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5. Material i metodes

5.1.Numero de pacients

L’estudi inclou els pacients diagnosticats de NMP del Servei
d’Hematologia de I'lCO-Badalona del Hospital Germans Trias i Pujol,
ICO-Hospitalet del Hospital Duran i Reynals, ICO-Girona del Hospital
Josep Trueta, i comarcals de 'area d’'influéncia (HES, HMB, Calella,
Matard, Granollers, Mollet...) durant els ultims 10 anys. S’han estudiat
un total de 526 casos diagnosticats de TE (n=348), PV (n=135), MFP
(n=43) segons els criteris de la OMS de 2008 i de conformitat amb la
Declaraciéo d’Hélsinki. D’aquests pacients en 205 hi havia I'estudi
citogénetic en el moment del diagnostic i I'analisi molecular de tots
ells. 243 eren homes i 283 dones amb edats compreses entre 14 y
93 anys, amb una mitjana de 63 anys.

5.2.Dades cliniques i parametres analitics

Es van recollir en una base de dades cliniques: edat, sexe,
tractament, factors de risc cardiovascular, si hi havia simptomes
constitucionals, esplenomegalia palpable o radiologica, antecedents,
progressio, complicacions i si estaven vius o la causa d’éxitus.

Els parametres analitics valorats van estar: plaquetes, Hb, leucocits,
blasts en sang periférica, massa globular, EPO en sang, FAG,
creixement de coldnies, fibrosis moll d’os, estudi citogenetic i estudi
molecular de JAK2.

5.3.Estudis citogeneétics:
Per l'estudi citogenétic es parteix d’'una mostra de MO que es
processa segons el protocol del laboratori i s’estudien 20 metafases
al microscopi optic.

Metodologia

Arriba la mostra de medul.la dssia (MO) que es transporta en un
tub conic de 10 mL amb tap de rosca que conté 5 mL RPMI 1640
+ 1% heparina sodica. Cal que sigui la primera fraccié de médul.la
ossia aspirada.

Es fa el cultiu de 24h sense estimular en un flascé amb medi de
cultiu i es suplementa amb 1mL de sérum bovi fetal i s’afegeix
una gota d’hepes (amb xeringa de 1 ml).
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Primer el tub amb la mostra es centrifuga a 1700 rpm durant 10,
aixi s’aconsegueix eliminar el greix i tenir un cultiu més net.

Es treu el sobrenedant amb la pipeta Pasteur esteril i
s’homogeneitza el boté cel-lular. Llavors afegim 0.5 mL de mostra
al flasco de cultiu.

Seguidament es posa el cultiu a I'estufa de CO2 al 5% a 37°C+/-
2°C durant 24h.

Al dia seglent es processa el cultiu: Abans de treure el cultiu de
I'estufa, afegirem al flascé 501 de Colcemid (antimitotic que atura
la divisié cel-lular) que actuara durant 20’ en els cultius de 24h.

Seguidament fem un xoc hipotonic: La mostra es decanta en un
tub de centrifuga i es centrifuga a 1700 rpm durant 10'. Finalitzat
el procés s'aspira el sobrenedant i es llenga. S’afegeixen a la
mostra de 3 a 4 pipetes Pasteur de KCI (0,075M) (previament
calentat a 37+/-1°C) i es resuspen el botd cel-lular després
d’haver afegit cada pipeta. Es deixa actuar el xoc hipotonic 30" a
37+/- 1 °C pergue es trenqui la membrana de les cel-lules.

Passat el temps, s'afegeixen 10 gotes de fixador carnoy (metanol
- acid acetic 3:1) a cada tub i es resuspen. Es deixa actuar durant
10" a temperatura ambient. A continuacié es fan les fixacions: es
centrifuga a 1700 rpm durant 10, s’aspira el sobrenedant i es
llenca. Es posen tres pipetes de fixador, i es resuspen després de
cada pipeta de fixador i es centrifuga. Es repeteix 'operacié minim
dues vegades més.

Finalment es realitzen les extensions i la tincié: després de I'tltima
centrifugacié es resuspén el boté cel-lular i es realitzen les
extensions a ma algada (tres o quatre per cultiu). S’eixuguen en
una placa calefactora i en un microscopi invertit es controlara la
gualitat de cada extensié.

Les preparacions s’envelleixen per temperatura (1 hora
aproximadament a 100°C).

Primer es fa una proba de tincio amb una preparacio, s’introdueix
a la solucio 2xSSC a 65+/- 1°C i es renten amb aigua de l'aixeta.
Es tenyeix amb una part de colorant Wright i tres parts de solucio
Sorensen (ImL+3mL per mostra, pipeta de vidre aforada),
aproximadament 2’30”. Si els cromosomes han quedat ben
bandejats es tenyeixen la resta d'extensions de la mateixa
manera, si no és aixi, es fa un altre prova.
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Amb aquest tipus de tincié s’aconsegueix un patré de bandes G. |
finalment es realitza I'estudi dels cromosomes al microscopi optic
segons el patr6 de bandes G que és caracteristic per cada
cromosoma. Sempre que sigui possible s'analitzaran un minim de
20 metafases. L’expressié del resultat es fara segons el
‘International System for Human Cytogenetic Nomenclature”
(ISCN-2008).

5.4 Estudis de FISH

Pel diagnostic de les NMP Ph- és imprescindible descartar el
cromosoma Philadelfia i el reordenament bcr/abl i aixo es pot fer per
tecniques d’hibridacio “in situ” (FISH) o be, per tecniques de biologia
molecular.

La FISH és una técnica que utilitza sondes d’ADN marcades amb un
fluorocrom per detectar anomalies genétigues o cromosomigues
d’'una ceél-lula. Es basa en la propietat de 'ADN de desnaturalitzar-se
(separar-se la doble helix) i d’hibridar (unir-se per complementarietat
de bases) a una seqiieéncia complementaria.

El tipus de sonda que s'utilitza és una Dual Color, Single Fusion. LSI
t(9;22) BCR/ABL. Es Dual Color per detectar reordenaments de dos
gens: el BCR i 'ABL (Figura 2).

Figura 2:Esquema dels cromosomes implicats i la sonda utilitzada
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Aquests estudis es realitzen sobre extensions cel-lulars del producte
processat dels cultius.



Metodologia

Es fan extensions a ma alcada sobre portaobjectes i es marquen
les arees d’hibridacié amb el llapis de diamant.

Es prepara la sonda d’hibridacié i per aixd es descongela la sonda
a T2 ambient i protegida de la llum. Per a cada area d’hibridacio,
es prepara un tub eppendorf amb 3,5ul de tampd d’hibridacio,
0,5ul de sonda i 1ul d’aigua destilslada. Centrifugar durant 1-3
segons (spin). Passar pel vortex i tornar a centrifugar.

Mentre es prepara la cambra humida (estufa o Thermobryte) a
37°C i la placa d’hibridacié a 74°C.

Aplicar els 5ul de la barreja anterior que conté la sonda damunt
'area a hibridar i rapidament, cobrir amb un cobreobjectes de
18x18 mm i segellar amb cola. Deixar damunt la placa calefactora
durant 3 minuts a 74°C per a que es desnaturalitzi la mostra i la
sonda. Passat aquest temps introduir els portaobjectes en una
cambra humida a 37°C i incubar durant tota la nit a les fosques
per a que hibridin.

Al dia seguent es fan els rentats post-hibridacié per eliminar
'excedent de sonda i les unions inespecifiques. Es treuen els
cobreobjectes i es banyen les extensions en solucié 0.4xSSC /
0.3% detergent Tween20 a 72°C +1 durant 2 minuts.

Després es submergeixen les extensions en solucié 2xSSC / 0.1%
detergent Tween20 a T2 ambient entre 5 i 60 segons.

Es deixen eixugar els portaobjectes en vertical, a l'aire i a les
fosques. Per a la seva visualitzaci6 s’aplica 10ul de DAPI i
(reactiu de contrast) sobre 'area d’hibridacié i es cobreix amb un
cobreobjectes.

Aquestes preparacions es mantenen al congelador a —20°C i a les
fosques uns 5 minuts per a que pugi la intensitat de la
fluorescencia.

Ara ja es poden valorar al microscopi de fluorescéncia (lampada
de mercuri) equipat amb els filtres adequats per als fluorocroms
de les sondes. Es conten un total de 200 nuclis i es donen els
resultat segons el “International System for Human Cytogenetic
Nomenclature” (ISCN-2008).
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5.5.Estudis moleculars: estudi de les dos isoformes més
frequents de BCR/ABL i I’estat mutacional del gen JAK?2

5.5.1. Reaccio en cadena de la polimerasa pel gen de fusio
BCR/ABL.

La técnica de la PCR s'utilitza per la detecciéo del gen de fusid
BCR/ABL que es forma com a consequéencia de la t(9;22)(q34;q11)
formant el cromosoma Ph.

En funci6 de per on produeixi el trencament obtenim una proteina de
diferent pes molecular:

e M-bcr (p210: tipica de LMC),
e m-bcr (p190: tipica de LA-B)

Principi analitic:

Consisteix amb I'amplificacié del gen de fusi6 BCR/ABL per poder
detectar si esta present a la mostra.

Metodologia

Es parteix de 'ADNc que hem obtingut per la técnica de
retrotranscripcié a partir de les cél-lules totals de SP o MO i es
treballa amb un control positiu i un control negatiu.

Comencem fent una primera amplificacid del transit BCR/ABL,
PCRL1. En cada microtub de PCR de 0.2mL es posa:

ADNc: 3yl

Buffer PCR 10X: 5 pl

MgCI2 50mM: 2.5ul

dNTPs 10mM: 1l

Primer Forward: 1.25pl
Primer Reverse: 1.25ul

Taq Polimerasa 5U/ul: 0.4yl
Aigua destil*lada: 35.6pl

En el moment del diagnostic es realitza la PCR per descartar les dues
isoformes del gen de fusidé BCR/ABL i posem uns primers diferents per
cada una d’elles. Aixi doncs:

e P210: P210-F: BCR-b1-A: 5-GAAGTGTTTCAGAAGCTTCTCC-3
P210-R: ABL-a3-B: 5-GTTTGGGCTTCACACCATTCC-3’
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e P190: P190-F: BCR-e1-A: 5-GACTGCAGCTCCAATGAGAAC-3’
P190-R: ABL-a3-B: 5-GTTTGGGCTTCACACCATTCC-3’

Les condicions de reaccioé d’aquesta primera PCR1 sén:

e Desnaturalitzacio: 94°C, 5 minuts
e Amplificacio:
35 cicles: 94°C, 30 segons
65°C, 30 segons
72°C, 30 segons
e 72°C, 7 minuts
e 8°C, indefinidament

Expressio dels resultats:

Es visualitza el producte de PCR en l|aparell QIAxcel, sistema
d’electroforesi capil*lar d'alta resolucid.

En els controls positius ha de sortir una banda de mida entre 169-521pb
en funcié de la isoforma, mentre que en els pacients no s'espera trobar
cap banda

5.5.2. Descripcido de la técnica de discriminacio alslelica com a eina
basica per la deteccié de la mutacié puntual del gen JAK2V617F.

La mutacié puntual es produeix pel canvi d'una Guanina (G) per una
Timina (T) en I'exd 14 que comporta un canvi d’'una Valina per una
Fenilalanina en I'aminoacid numero 617 (Val617Phe)del gen JAK2
(Figura 3).

Figura 3: Esquema del cromosoma 9 a la regié on es troba el gen JAK2V617F i la seva
mutacio

bbb S ALEESE D s

V617F .

Principi analitic:

S'utilitza la tecnologia de fenotipat a temps final que es basa en la
utilitzacié de dues sondes especifiques (una per la forma mutada i una
altra per la forma wild-type). Es realitza una PCR amb els primers
especifics i les dues sondes. Es fa una lectura de fluorescencia abans i
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després de fer la PCR i és aquesta diferéncia de fluorescencia la que
ens permet distingir una forma mutada d’'una forma wild-type.

Medodologia

Es parteix de 'ADN obtingut a partir de les cél-lules de SP o
MO i es treballa sempre en duplicat tant per les mostres com
pels controls.

Degut a que el volum final de la PCR és de 20 pL, en cada
pou de la placa de 96 es posa:

2 uL I’ADN
1.5 uL de cada un dels primers (forward i reverse) a 10 M
0.5 pL de cada sonda (mutat i wild-type) a 10 M
10 pL de LightCycler 480 Probes Master
4 uL d’aigua destilslada
Els primers forward i reverse per al gen JAK2 soén:

JAK2-FW: 5-CTTTCTCACAAGCATTTGGTTTTAAA-3
JAK2-RV: 5-GCTCTGAGAAAGGCATTAGAAAGC-3
La sonda per a les formes wild-type i mutades son:

JAK2-MUT: §’-6Fam-TATGGAGTATGTTTCTGTGGAG-
MGB-3’

JAK2-WT: 5’-VIC-TTATGGAGTATGTGTCTGTGGA-MGB-3’
Els cicles i les temperatures de la PCR son:
e Desnaturalitzaci6: 1 cicle sense analisi:
95°C durant 10 minuts
e Amplificacié: 40 cicles de PCR amb quantificacio:
95°C durant 10 segons
60°C durant 30 segons
e Refredament: 1 cicle sense analisi:
40°C durant 10 segons
Expressio de resultats

L’analisi de les dades obtingudes després de I'amplificacio es fa a través
de l'opcidé “Endpoint Genotyping for Samples” on el software t'indica la
fluorescéncia final de I'eix de les X (forma WT) respecte la fluorescencia
de l'eix de les Y (forma mutada). A part de la taula de valors on el mateix
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software t'indica amb quin percentatge de fiabilitat la nostra mostra és
WT (Allele X), mutada (Allele Y) o presenta els dos allels (Both Alleles),
ens ddéna una grafica (Endpoint Fluorescence Scatter Plot) on les
mostres es distribueixen segons la fluorescéncia sobre I'eix de les X i les
Y.

Es considerara un pacient com a mutat sempre i quant la mitja de les
dues repliques per la fluorescéncia mutada estigui significativament per
sobre de la del control WT.

5.6.Analisis estadistics

Es va realitzar una analisi descriptiva de les caracteristiques
demografiques i cliniques bassals, calculant-ne la mitjana i desviacio
estandard o la mediana i el rang (minim i maxim) per variables
guantitatives i les frequéncies i percentatges en cas de variables
categoriques. L’associacio entre aquestes variables i els diferents grups
d’estudi, es va estudiar amb la prova de la Chi-quadrat per variables
categoriques, i la comparacié de mitjanes es va dur a terme mitjancant el
test de la t de Student, el model ANOVA o el test de la U de Mann-
Whitney, en cas corresponent. Les corbes actuarials per la SG i la SLP
es van dur a terme amb el métode de Kaplan-Meier i es van comparar
amb el test log-rank. Tota I'analisi estadistica es va realitzar amb el
software estadistic SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
versio 15, i es va considerar significacié estadistica si p<0.05.
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6. Resultats

Es van estudiar un total de 526 pacients. 243 eren homes (46,2%) i 283
dones (53,8%). L’edat mediana de la cohort va se de 63 anys (extrems
14-93). Els malalts es van distribuir en tres grups segons la seva
malaltia: 348 TE (62,8%), 135 PV (24,4%), 43 MFP (7,8%).

Del total de 526 pacients, 250 tenien I'estudi citogenétic al moment del
diagnostic pero en 45 (18%) d’ells no es va obtenir creixement i es van
descartar per fer I'analisi de resultats, partint d’un total de 205 pacients.
El 7,3% d’aquests pacients presentaven un cariotip alterat al diagnostic
amb una distribucié per malalties segons es resum a la Taula 8. L’estudi
del JAK2 es va realitzar en 444 pacients dels 526 totals amb un 63,8%
JAK2 mutat amb una distribucié per diagndstics segons s’expressa a la
mateixa taula (Taula 8):

Taula 8: Resultats dels estudis citogenétics i moleculars expressats en funcié del seu

diagnostic.
DIAGNOSTICS CITOGENETICA JAK?2
Alterats Normals Mutat Normal
TE 5 (3,8%) | 127 (96,2%) | 180 (60,8%) | 116 (39,2%)
PV 2(3,8%) | 51(96,2) | 82(74,6%) | 28 (25,5%)
MFP 8 (40,0%) | 12 (60,0%) | 21 (55,3%) | 17 (44,7%)
TOTAL 15 (7,3%) | 190 (92,7%) | 288 (63,8%) | 161 (36,3%)

Les anomalies citogenetiques que vam trobar al moment del diagnotic es
recullen a la taula segient (Taula 9):

Taula 9: Cariotips alterats al moment del diagnostic
Cariotip alterat
46,XY,del(13)(q12g14)[2])/46,XY[18]
46,XY,del(20)(q11.2)[20]
46,XY,del(20)(q11.2)[20]
Cariotip complex
47,XY,+8,del(13)(q12g14)[4]/46XY[3]
47,XY,+8,149-?[1] Confirmacio FISH+8
46,XY,+8, der(15)...
46,XX,del(7)(g22)[3]/46,XX[17]
45,X,-Y[18]/46,XY[2]
48,XX,+8,+9
46,XX,del(20)(gq11)[1])/46,XX[6] confirmat per FISH
46,XY,der(7),t(1;7)[10]/46,XY[10]
46,XY,1(7;16)(q22;q13)[20]
46,XY,inv(9)(p11;913)[20].
46,XX,der(7)t(1;7)(q10;p10)[17] /] 46,XX[20]
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6.1. Correlacio entre les alteracions citogenetiques i la
progressié de la malaltia

Dels 18 pacients que van progressar 3 havien presentat alteracions al
diagnostic, un 16,7% dels pacients amb cariotip alterat havien
progressat, la resta de pacients (83,3%) que havien progressat tenien
cariotip normal. Hi havia un 6,5% dels pacients amb cariotip alterat que
no havien presentat progressid. No s’ha trobat una correlacio
significativa entre tenir el cariotip alterat al diagnostic i la progressio de la
malaltia.

6.2.Correlaci6 entre les alteracions citogenetiques i JAK2

De 205 pacients que tenien I'estudi citogenétic al diagnostic, 15 (7,3%) el
tenien alterat i d’aquests pacients amb el cariotip alterat el 73,3%
presentaven la mutacié de JAK2V617F, mentre que, el 26,7% de
pacients amb cariotip alterat, eren normals pel gen JAK2. Dels 138
pacients amb cariotip normal el 72,6% tenien la mutaci6 JAK2V617F.
Aixi doncs, no es van trobar diferencies significatives entre el grup de
pacients amb la mutacié JAK2V617F i el fet de tenir un cariotip alterat o
normal.

A la revaluacid dels pacients al moment de la progressié (n=23),
disposem d’estudi citogenétic en 16 casos, 9 dels quals tenien un
cariotip alterat, i d’aquests, 7 (77,8%) eren JAK2V617F mutats al
diagnostic i 2 JAK2 normal (22,2%). Mentre que dels altres 7 amb
cariotip normal 4 (57,1%) presentaven la mutaci6 de JAK2V617F i 3
(42,9%) no. En la progressié de la malaltia tampoc es van trobar
diferencies significatives en el grup de pacients JAK2V617F+ segons si
la citogenética era normal o alterada a la progressié.

6.3. Correlacio entre les dades cliniques i JAK2

Les dades cliniques que hem valorat en aquest estudi son: presencia o
no d’esplenomegalia, simptomes constitucionals i complicacions de tipus
trombotic i hemorragic en el curs de la malaltia. Aquests parametres
s’han relacionat amb la preséncia o abséncia de la mutacié JAK2V617F
(Taula 10).
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Taula 10: Resum de les dades cliniques objecte del nostre estudi. (p: significacio

estadistica)

JAK2V617F+ | JAK2V617F- | subtotals | totals p
Al No | 293(68,8%) 133(31,2%) 426
esplenomegalia S 64(77,1%) 19(22,9%) 83 509 | p=0,150
simptomes No 310(70,6%) 129(29,4%) 439 508 -0261
constitucionals | g;j 44(63,8%) 25(36,2%) 69 p=L,
L No | 301(67,2%) 147(32,8%) 448
complicacions p 49(83,1%) 10(16,9%) 59 507 | p=0,016

Segons aquests resultats veiem que 83 de 509 pacients tenen
esplenomegalia i d’aquests el 77,1% presenten la mutacié per JAK2,
comparat amb 68,8% de pacients sense esplenomegalia i JAK2+. Per
tant no es troben diferencies significatives entre aguests dos parametres
(p=0,150).

El mateix passa amb els pacients que havien presentat simptomes
constitucionals en el curs de la malaltia: el 63,8% eren JAK2+ i el 70,6%
JAK2- (p=0,261).

En canvi quan analitzem els pacients segons si han presentat 0 no
complicacions si que trobem una correlacié significativa entre aquests
parametres: el 83,1% dels pacients amb complicacions eren JAK2+
mentre el 16,9% eren JAK2- (p=0,016)

6.4.Correlaci6 entre els parametres de laboratori i JAK2

La taula seglent (Taula 11) resum els valors dels parametres de
laboratori recollits en aquest estudi segons si els pacients presentaven la
mutacio de JAK2V617F o eren normals pel gen JAK2.
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Taula 11: Resum dels parametres de laboratori contemplats al nostre estudi.

Plag x10”/L Hb g/L Leucos x10°/L
Limits normals 150 - 400 115 -135 45-135
Estat mutacional | JAK2+ | JAK2- | JAK2+ | JAK2- | JAK2+ | JAK2-
JAK2V617F
Mediana 761,29 | 836,78 | 144,82 | 133,23 | 10,88 | 8,66
8 2656 | 367,5 | 159 14,9 6,5 2,4
Mitjana 703,00 | 788,00 | 146,00 | 134,00 | 9,60 8,35
TE Min 214 | 144 73 67 1,00 | 4,30
Max 2.336 | 2.574 178 167 | 65,90 | 16,30
p p=0,115 P<0,001 P<0,001
Mediana 484,47 | 317,70 | 177,53 | 179,74 | 13,97 | 9,91
5 194,7 | 229,9 | 234 17,1 16,3 3,0
Mitjana 479,50 | 250,00 | 177,50 | 184,00 | 10,95 | 9,20
PV Min 89 134 106 128 1,62 5,92
Max 1.106 | 1.078 | 229 202 | 121,70 | 16,00
p P<0,001 p=0,478 p=0,095
Mitjana 354,84 | 231,35 | 114,40 | 117,59 | 15,06 | 14,99
S 291,9 | 230,0 | 335 20,8 15,6 24,0
Mediana 309,00 | 195,00 | 112,00 | 120,00 | 11,40 | 5,30
MFP Min 26 16 45 70 2,50 1,80
Max 1.211 798 174 158 | 75,00 | 91,40
p p=0,106 p=0,848 p=0,098

8: desviacio tipica
Plaqg: plaguetes

Hb: hemoglobina
Leucos: leucocits

A més d’aquestes dades es va estudiar els blasts en SP respecte a la
mutacié de JAK2 pero en tots ells els valors eren proxims a 0 blasts en
SP i no havien diferéncies significatives en quant a I'estat mutacional del
gen; a excepcio de la MFP que en algun cas apareixia algun blast: en el
grup de JAK2 mutat donava una mitjana de 0,96 (6=2,53) i amb uns
limits de 0-12 i en els no mutats una mitjana de 0,73 (6=1,91) amb uns
limits de 0-7 (p=0,455) sense trobar tampoc diferencies significatives.

Al analitzar els valors obtinguts per cada malaltia veiem:

e En el cas de TE tant la xifra de plaquetes com la de leucocits i la
concentracio d’hemoglobina superen els limits de la normalitat
(Taula 10). Quan dividim els grups de pacients segons l'estat
mutacional de JAK2 trobem diferencies significatives en la xifra de
leucocits (p<0,001) i en la concentracié d’hemoglobina (p<0,001)
gue tenen valors superiors en el grup de JAK2 mutat que en el
JAK2 normal, perd no hi ha diferéncies en la xifra de plaguetes
(Taula 11).

e A la PV veiem que la xifra de plaquetes i leucocits és normal i la
concentracid6 d’hemoglobina és superior als limits de normalitat
(Taula 10). Quan mirem les diferencies segons si esta 0 no mutat
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JAK2 trobem que només hi ha diferéncies significatives en el cas
de la xifra de plaquetes. Els pacients amb JAK2+ tenen major
guantitat de plaquetes que els JAK2- (484,4 vs 317,7 p<0,001)
(Taula 11).

e A la MFP la xifra de plaquetes és normal, mentre que, la xifra de
leucdcits i la concentracié d’hemoglobina superen els limits de la
normalitat (Taula 11), perd en cap cas no hi ha diferencies
significatives segons si JAK2 esta mutat o €s normal.

6.5.Correlaci6 entre la Supervivéncia Global i JAK2

Figura:4:Supervivéncia Global (SG) en tots els pacients
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Segons es veu a la grafica (Figura 4) considerant tot el grup de pacients,
trobem que la Supervivencia Global (%) als 15 anys amb un interval de
confianga (IC) del 95% és en el cas dels pacients amb la mutacié de
JAK2V617F (n=363) del 87% (80%-94%), mentre que pels pacients sense
la mutacio (n=161) és del 82% (71%-93%) sense que hi hagin diferencies
significatives entre els dos grups (p=0,139)

A l'analitzar la SG per diagnostics com es mostra a les grafiques seguients
(Figura 5, 6 i 7 ), tampoc trobem diferéncies entre els pacients JAK2 mutat i
salvatge.
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Figura:5:Supervivencia Global (SG) per la TE
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Figura:6:Supervivencia Global (SG) per la PV
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Figura:7:Supervivéncia Global (SG) per la MFP
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6.6.Correlacié entre la Supervivencia Lliure de progressio i
JAK?2

Al igual que véiem amb la SG a la grafica de SLP (Figura 8) amb tot el grup
de pacients trobem que en el cas dels pacients amb la mutacié de
JAK2V617F (n=363) la SLP és del 55% (35%-75%), mentre que pels
pacients sense la mutacio (n=157) és del 39% (9%-69%) sense que hi hagin
diferencies significatives entre els dos grups (p=0,883) i al mateix passa al
analitzar-ho per diagnostics (Figures 9, 10 11)

Figura 8: Supervivéncia Lliure de Progressio (SLP) per tots els pacients
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Per diagnostics:

Figura 9: Supervivencia Lliure de Progressio (SLP) perla TE
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Figura 10: Supervivéncia Lliure de Progressio (SLP) per la PV
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Figura 11: Supervivéencia Lliure de Progressié (SLP) per la MFP
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Llavors, la SG i SLP no depenen de I'estat mutacional de JAK2.
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7.Discussio

El nostre treball és un estudi prospectiu que correlaciona I'estat mutacional del
gen JAK2V617F amb les alteracions citogenetiques al moment del diagnostic i
en la progressio(16), amb les dades cliniques (esplenomegalia, simptomes
constitucionals i complicacions en el curs de la malaltia), amb parametres de
laboratori com ara: xifra de plaquetes, Hemoglobina, leucocits i % de blasts en
SP i el pronostic de 526 pacients diagnosticats segons els criteris de la OMS
(2008) de NMP croniques Filadelfia negatives (TE, PV i MFP) recollits en el
nostre centre.

Respecte a la freqiiéncia de la malaltia en el nostre centre en el grup de les
NMP croniques Filadélfia negatives la més freqient és la TE amb un 62,8%,
seguida de la PV 24,4% i per ultim MFP un 7,8%.

La frequéncia d’alteracions citogenétiques en el nostre estudi en el conjunt de
malalties és d'un 7,3% inferior al 20% descrit a la literatura(1l). Quan fem
l'estudi a partir del grup de pacients amb alteracions citogenétiques al
diagnostic, la seves frequéncies i distribucié per malalties si s’ajusta una mica
més al que hi ha descrit, aixi nosaltres trobem un 3,8% en la TE (segons 'TOMS
oscil.la entre un 5-10%), un 3,8% en la PV (front un 20%) i un 40% en la MFP
d’alteracions que estaria dins dels valors trobats a la literatura (entre un 30-
75%) i aquestes frequéencies d’alteracions augmentarien amb la progressio de
la malaltia.

En els nostres resultats un 16,7% dels pacients amb cariotip alterat i un 6,5%
dels pacients amb cariotip normal al diagnostic havien progressat. Per tant no
podiem relacionar una citogenetica alterada al diagnostic i la progressié de la
malaltia. Tampoc vam trobar correlacio entre la citogenética i I'estat mutacional
del gen JAK2V617F al moment del diagnostic, perdo en el moment de la
progressié disposavem de la citogenética de 16 pacients dels quals 9 tenien un
cariotip alterat i 7 dels 9 pacients eren JAK2+(21)(16).

Hi ha algun grup, com Dunlap et al(16), que si ha trobat correlacié entre la
citogenetica i JAK2. Aquestes diferencies poden ser degudes al grup de
pacients que analitzem, perque en fases avancades de les malalties augmenta
el nombre d’anomalies citogenétiques trobades i aquesta podria ser la causa de
les diferéncies trobades en els resultats amb alguns grups.

En el nostre treball d'un 7,3% de cariotips alterats el 73,3% presentaven la
mutacio i de la resta de pacients amb cariotip normal (n=138) el 73,6% eren
JAK2+. Per tant, no hi havia diferéncies significatives entre el grup de pacients
JAK2+ i cariotip alterat o normal. A la nostra serie la frequéncia d’alteracions
citogenetiques és molt baixa.
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A la progressio es repetia el mateix. De 23 pacients teniem la citogenetica de
16, dels quals 9 tenien el cariotip alterat i d’aquests el 77,8% eren JAK2+. | dels
7 pacients restants amb cariotip normal el 57,1% eren JAK2 mutat.

Al correlacionar I'estat mutacional de JAK2V617F amb les dades cliniques:
'esplenomegalia i els simptomes constitucionals eren independents de la
mutacio de JAK2 i al comparar-ho amb les complicacions en el curs de la
malaltia si que trobem una correlacié significativa on veiem que els pacients
amb JAK2 mutat tenen major probabilitat de presentar complicacions com ara
trombosis 0 hemorragies.

Alhora vam analitzar la relacié entre I'estat mutacional de JAK2 i alguns dels
parametres del laboratori. En quant a la xifra de plaguetes, leucocits i
concentracio d’hemoglobina si que hi havia correlacié significativa segons si es
tractava del grup amb el JAK2 mutat o salvatge i la malaltia. A la MFP no va
haver diferencies entre els dos grups.

A la TE el grup de pacients JAK2 mutat la xifra de plaquetes i Hb era superior a
les del grup de JAK2 salvatge mentre que a la PV la xifra de plaguetes
augmentava en el grup JAK2 mutat. Sembla que la mutacié de JAK2V617F
esta associada amb un fenotip mieloproliferatiu més pronunciat.

Quan volem relacionar I'estat mutacional de JAK2V617F amb les SG i SLP s’ha
vist que la preséncia o0 no de la mutacio tant en tot el grup de NMP croniques
Ph- classiques, com individualment en cada una d’elles no es correlacionen, es
a dir la SG i la SLP no depenen de I'estat mutacional de JAK2, tot i que si que
hem trobat que els pacients amb la mutaci6 tenen més probabilitat de presentar
complicacions.

A Tlactualitat molts grups estan estudiant altres gens, la majoria tirocina
quinases per tal de trobar un marcador especific per aquestes malalties i que
ajudi al seu diagnostic i estratificacio de risc, pero fins al moment, encara no
s’ha trobat.
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8. Conclusions

1. La frequencia d’alteracions citogenetiques trobades en el nostre
estudi és inferior al descrit a la literatura, pero les anomalies descrites
en aquest treball s6n les mateixes que a la resta de grups. No hem
trobat cap correlacié entre les alteracions citogenétiques al diagnostic
i el pronostic. L’estudi citogenétic és important perd no és especific,
ni aclaridor en el diagnostic d’aquestes malalties.

2. A la nostra série hem trobat una frequéncia global pel grup de NMP
croniques Filadélfia negatives (TE, PV i MFP) d’un 63,8% de pacients
amb el gen JAK2 mutat. La frequiéncia de pacients amb JAK2 mutat
per cada una de les malalties s’ajusta a les frequéncies descrites a la
literatura. Tot i no ser especific és un bon marcador de clonalitat i
orienta en el diagnostic d’aquestes malalties.

3. Els nostres resultats mostren que al moment del diagnostic, el
nombre d’anomalies citogenetiques pel grup de pacients JAK2 mutat
és similar al trobat en el grup de JAK2 salvatge. Per tant, la preséncia
d’'una citogenética alterada al moment del diagndstic de les NMP
croniques Filadélfia negatives és independent de I'estat mutacional
del gen JAK2.

4. A l'analitzar els parametres del laboratori (plaquetes, leucdcits i
hemoglobina) segons la malaltia i I'estat mutacional del gen JAK2,
trobem:

e El grup de pacients amb TE i JAK2 mutat, la xifra de leucocits i
la concentraci6 d’hemoglobina sén superiors als valors del
grup de pacients amb TE i JAK2 salvatge. Per tant, si que hi
ha una correlacié.

e En el grup de pacients amb PV i JAK2 mutat la xifra de

plaquetes és superior que en el grup de JAK2 salvatge.

e Els parametres de laboratori valorats en el nostre estudi en el
cas de la MFP demostren que no hi ha diferéncies entre el
grup de pacients JAK2 mutat i JAK2 salvatge, possiblement
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degut a que es tracta del grup amb un nombre de pacients
més reduit de la nostra série.

En general podem dir que aquells pacients que tenen el JAK2
mutat tenen un fenotip més mieloproliferatiu.

5. A lanalisi de les dades cliniques, I'esplenomegalia i els simptomes
constitucionals sén independents de l'estat mutacional de JAK2.
Mentre que en quant a les complicacions en el curs de la malaltia, si
gue trobem una correlacié significativa tenint una major probabilitat
de tenir complicacions el grup de pacients amb el gen JAK2 mutat.

6. A l'analitzar la SG i la SLP amb tot el grup de pacients o bé per
diagnostics i I'estat mutacional de JAK2, tampoc trobem diferéncies
significatives entre el pacients amb el gen JAK2 mutat i els pacients
amb el gen JAK2 salvatge. La SG i la SLP no depenen de l'estat
mutacional de JAK2.
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