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1.1. NEOPLASIES MIELOPROLIFERATIVES

Les neoplasies mieloproliferatives (NMP), descrites per Dameshek el 1951,
constitueixen una de les cinc categories de malalties mieloides, d’acord amb el sistema
de classificacié de neoplasies hematologiques de I'Organitzacié Mundial de la Salut

(OMS) (Swerdlow i cols. 2008) (Taula 11).

Taula 1. Classificacio de les neoplasies mieloides (OMS 2008) (Swerdlow i cols. 2008).

1. Neoplasies mieloproliferatives

2. Neoplasies mieloides i limfoides amb eosinofilia i alteracions de PDGFRA,
PDGFRB i FGFR1

3. Sindromes mielodisplasiques/ Neoplasies mieloproliferatives

4. Sindromes mielodisplasiques

5. Leucémies agudes mieloides

Entre les NMP trobem les classiques, conjunt que engloba la leucémia mieloide
cronica (LMC), caracteritzada per la 1(9;22)(q34;911.2) que genera el gen de fusio
BCRI/ABL (Breakpoint cluster region/Abl oncogene) originant el cromosoma Filadélfia, i
les NMP anomenades Filadélfia negatives (Ph-). Aquest ultim grup inclou la policitémia
vera (PV), la trombocitémia essencial (TE) i la mielofibrosi primaria (MP) (Swerdlow i
cols. 2008) (Taula I2). Tal i com el seu nom indica, les NMP Ph- no presenten la t(9;22)

i, a la vegada, comparteixen altres caracteristiques clinicobioldgiques.
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Taula 12. Classificacié actual de les neoplasies mieloproliferatives (OMS 2008) (Swerdlow i

cols. 2008).

-Leucémia mieloide cronica, BCR/ABL positiva
-Policitemia vera

-Trombocitémia essencial

-Mielofibrosi primaria

-Leucémia neutrofilica cronica

-Leucémia eosindfilica cronica

-Mastocitosi

-Neoplasies mieloproliferatives no classificables

Des del punt de vista bioldgic, les NMP Ph- es caracteritzen per I'expansio clonal d’'una
cél-lula mare hematopoética pluripotent, que deriva en un increment de la mielopoesi
amb predomini d’'una o més linies cel-lulars mieloides (eritrocitica, granulocitica o
megacariocitica), amb conservacio de la capacitat de diferenciacié. Com a resultat es
produeix una hipercel-lularitat medul-lar que ocasiona un augment del nombre de
granuldcits, eritrocits i/o plaquetes a la sang periférica (SP).

Des del punt de vista clinic, les NMP Ph- sén malalties d’evolucié cronica, que cursen
habitualment amb esplenomegalia, hipercel-lularitat medul-lar i increment dels
recomptes hematics, freqlent eosinofilia i basofilia, hematopoesi extramedul-lar,
tendéncia a desenvolupar fibrosi de la MO i complicacions tromboétiques i/o
hemorragiques. Sén malalties d’evolucié clonal amb potencial de progressar a una
mielofibrosi, amb una hematopoesi ineficag, o de transformacié a leucémia aguda
mieloide (LAM). Aquestes manifestacions cliniques sovint es solapen de manera que

diagnosticar el tipus de NMP pot resultar dificultdés. En consequéncia, és important
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considerar els simptomes del pacient per tal de preveure’n les possibilitats evolutives i
establir una actitud terapéutica, sovint comu.

Amb excepcié de la MP, la patogénesi de les NMP es basa en un excés de la
proliferacio i expansié dels progenitors mieloides a la MO. L’origen d’aquest procés
mieloproliferatiu sén alteracions genétiques que apareixen en la ceél-lula mare
hematopoética i que sovint afecten l'activitat de tirosina cinases de les vies de
senyalitzacié de receptors de factors de creixement. L’activacié anomala d’aquestes
vies confereixen a les cél-lules progenitores la capacitat autbonoma de proliferar en
abséncia de factors de creixement.

Les NMP Ph- no presenten cap marcador genetic caracteristic, pero el descobriment
de la mutacié puntual en I'ex6 14 del gen JAK2 (Janus cinasa 2) (JAK2V617F) I'any
2005, present en més del 95% de les PV, el 40-50% de les TE i el 50% de les MP
(Baxter i cols. 2005; James i cols. 2005; Kralovics i cols. 2005a; Levine i cols. 2005a),
va canviar el marc diagnostic d’aquestes malalties, esdevenint un marcador positiu de
NMP, tot i que no especific, ja que també es troba en altres neoplasies mieloides
(Renneville i cols. 2006; Atallah i cols. 2008; Schmitt-Graeff i cols. 2008). La mutacio
en la tirosina cinasa JAK2 (JAK2V617F) ocasiona una activacié constitutiva de la via
JAK-STAT i permet explicar, com el cas del gen de fusi6 BCR/ABL, el creixement de
les cél-lules hematopoétiques en abséncia de factors de creixement. Posteriorment,
s’han descrit altres mutacions en el gen JAK2 (mutacions en I'exé 12) (Pardanani i
cols. 2007; Scott i cols. 2007) i en altres gens, com el MPL (Myeloproliferative
leukemia virus oncogene), TET2 (Translocation oncogene family member 2), ASXL1
(Additional sex combs-like 1), i IDH1 i 2, (Isocitrate dehydrogenase) (Pardanani i cols.
2006; Pikman i cols. 2006; Tefferi i cols. 2010), perd cap amb la mateixa freqiiéncia
que la JAK2V617F. No obstant, les repercussions cliniques d’aquestes mutacions no
estan clares i continua existint un grup de pacients, aproximadament el 50% en les TE,
en els quals encara es desconeix I'alteracié genética causant de la patogénesi (Sans-

Sabrafen i cols. 2006).



Analisi de I'expressioé genica en la TE. Relacié amb la PV

En el present treball hem estudiat principalment la TE i també la PV, dues malalties

amb trets clinics i bioldgics comuns perd també discrepants.

1.1.1. TROMBOCITEMIA ESSENCIAL

La TE és una NMP clonal que afecta principalment a la linia megacariocitica. Es
caracteritza per una hiperplasia megacariocitica medul-lar, un increment persistent de
la xifra de plaquetes circulants (amb valors >450x10%L) i, clinicament, per episodis de
trombosi i/o hemorragia. La malaltia no es va considerar una entitat clinicopatologica

fins a les descripcions de Gunz (1960) i Ozer (Ozer i cols. 1960) el 1960.

1.1.1.1. Epidemiologia

Fins fa pocs anys, la TE era considerada la NMP menys freqlent pero, amb la
incorporacio sistematica de comptadors hematoldgics, la seva incidéncia s’ha
incrementat fins a uns valors de 0.6 a 2.5 casos nous cada 100.000 habitants i any
(Swerdlow i cols. 2008), essent probablement la més frequent de totes les NMP.
Aquesta malaltia afecta majoritariament a individus d’edat mitjana-avangada, amb una
mitjana d’edat al diagnostic d’entre 50 i 60 anys i sense predomini de sexes. Tot i aixi,
hi ha un segon pic de freqiiéncia als 30 anys amb predomini del sexe femeni

(Swerdlow i cols. 2008).

1.1.1.2. Caracteristiques cliniques i biologiques

La TE és una malaltia clinicament heterogénia en la que gairebé la meitat dels casos
son asimptomatics i es descobreixen en una analitica rutinaria.

En I'exploracio fisica només es detecta una esplenomegalia moderada en menys del
20% dels pacients, i per ecografia abdominal es pot evidenciar esplenomegalia no
palpable en el 50% dels pacients (Picardi i cols. 2002).

Les complicacions hemostatiques sén frequents i son principalment de tres tipus:

trombotiques, hemorragiques i oclusives microvasculars. Les causes principals de
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morbilitat i mortalitat sén els episodis trombotics i/o hemorragics que apareixen amb
freqliéncia en el curs clinic de la malaltia.

Les complicacions trombotiques és l'alteracid hemostatica més freqiient amb una

incidéncia d’'un 31-83%, variable segons les séries cliniques (Griesshammer i cols.
1997; Elliott i cols. 2004). La trombosi arterial és més freqlient que la venosa, i afecta
principalment al territori cerebrovascular ocasionant fendmens d’isquémia vascular
cerebral (Arboix i cols. 1997). Les complicacions vasculars oclusives s’associen a un
risc incrementat d’abortament espontani i, en menor freqiéncia, retard en el
creixement fetal, mort intrauterina i part prematur. Els factors clinics associats a un
major risc de trombosi son l'edat superior a 60 anys, historia prévia de trombosi,
tabaquisme, hipertensio arterial i hipercolesterolémia (Cortelazzo i cols. 1990; Besses i
cols. 1999).

Les complicacions hemorragiques greus soén infreqients i afecten principalment al

sistema digestiu. La purpura equimoética i els hematomes son les manifestacions
cutanies més frequients (Van Genderen i cols. 1994).

En relacié a les complicacions oclusives microvasculars I'eritromelalgia és l'alteracié

oclusiva microvascular per excel-lencia en la TE. Es caracteritza per una sensacié de
cremor, dolor intens i envermelliment dels dits de les extremitats o de la planta dels
peus. Aquest fenomen trombotic microvascular és causat per I'activacio i agregacié de
plaguetes en les arterioles distals de les extremitats (Michiels i cols. 1992). Les
microoclusions de la circulacié cerebral és un altre fendbmen freqient en la TE.
Ocasiona diferents simptomes neuroldgics, com trastorns visuals i cefalees (Jabaily i

cols. 1993; Michiels i cols. 1993).



Analisi de I'expressioé genica en la TE. Relacié amb la PV

Proves de laboratori
En I'ambit de les caracteristiques biologiques es realitzen diferents proves de laboratori
i es valoren diferents parametres per tal de definir la malaltia:

En relacié als parametres hematologics el més caracteristic en l'inici de la malaltia és

una marcada trombocitosi (>450x10°/L), de vegades acompanyada d’una leucocitosi
moderada (<20x10%L) i una basofilia també moderada, amb preséncia ocasional
d’alguna cél-lula mieloide immadura. La concentracié d’hemoglobina i 'hematocrit son
normals. L'extensié de SP mostra agregats de plaquetes de morfologia alterada, amb
anisocitosi plaquetaria, plaquetes gegants, vacuolitzacié i hipogranularitat. Es poden
observar fragments de citoplasma o nuclis de megacariocits circulants (Woessner i

cols. 2000). Entre els parametres bioquimics que es troben alterats en la TE

destaquen la hiperuricémia i I'increment de la vitamina B12, ambdds en un 15-20%
dels casos, i un discret augment de la lactat deshidrogenasa (LDH) i del potassi,
aquest ultim causant d’'una hiperpotassémia espuria (lland i cols. 1983).

El mielograma d’'un pacient amb TE es caracteritza per una intensa hiperplasia
megacariocitica, amb megacariocits de mida gran i hiperlobulats, i uns nivells de ferro
medul-lar i recompte de sideroblastes normals o disminuits en la majoria dels casos
(Figura 1A).

La bidpsia medul-lar és normocel-lular o discretament hipercel-lular, amb conservacio

del teixit adipds i un increment de megacariocits de mida gran i nucli multilobulat, els
quals s’agrupen formant agregats. La granulopoesi i eritropoesi es poden trobar
augmentades. La trama de reticulina és normal o lleugerament augmentada (Thiele i

cols. 2002; Sans-Sabrafen i cols. 2006; Swerdlow i cols. 2008) (Figura 11B).
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Figura 1. A. Aspirat de medul-la dssia d’'un pacient amb trombocitémia essencial, en el que
s’observen megacariocits de mida gran i hiperlobulats. B. Bidpsia de medul-la dssia d'un

pacient amb trombocitémia essencial, en la que s’observen megacariocits formant agregats.

El creixement de cél-lules progenitores eritrocitiques i megacariocitiques en abséncia
de factors de creixement, anomenat creixement endogen i detectat mitjangant la

técnica de cultiu in vitro de progenitors mieloides, €s una caracteristica diagnostica de

les NMP i és present en el 91% dels pacients (Florensa i cols. 1995).

En I'ambit de I'estudi de les alteracions genétiques o moleculars, el descobriment de la

mutacioé JAK2V617F en aproximadament el 50% de les TE (Baxter i cols. 2005; James
i cols. 2005; Kralovics i cols. 2005a; Levine i cols. 2005a), junt amb la deteccio de
mutacions en altres gens com el MPL (en el 3% dels pacients) (Pardanani i cols. 2006;
Pikman i cols. 2006), ha comportat un canvi en la classificacié d’aquests pacients, ja
que han esdevingut marcadors diagnostics, tot i que no especifics, de TE (Renneville i
cols. 2006; Atallah i cols. 2008; Schmitt-Graeff i cols. 2008). Pel qué es refereix a la
citogenética, s’observen poques alteracions, en una frequéncia d’'un 15%, entre les
que destaquen les trisomies 8 i 9 i les delecions dels bragos llargs dels cromosomes

3 (del(13q)) i 20 (del(20q)) (Third international Workshop 1981; Bench i cols. 1998).
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1.1.1.3. Diagnostic

Malgrat la detecci6 de la mutacié JAK2V617F i altres mutacions en pacients amb TE,
aquestes no son especifiques de la malaltia i només hi sén presents en un 50% dels
pacients en el cas de la JAK2V617F i en un 3% en el gen MPL. D’aquesta manera, el
diagnostic de la TE continua essent d’exclusié respecte a altres neoplasies
hematolodgiques i a trombocitosis reactives (TR). Les neoplasies hematologiques que
poden cursar amb trombocitosi sén la resta de NMP, les sindromes mielodisplasiques
(SMD) i les SMD/NMP amb trombocitosi (com I'anémia refractaria amb sideroblasts en
anell i la sindrome 5@g-). Les TR son conseqléncia de la preséncia de neoplasies no
hematolodgiques, d’esplenectomia, de ferropénia i de malalties inflamatories croniques,
entre d’'altres. Aquests criteris d’exclusié van ser proposats pel Polycythemia Vera
Study Group (PVSG) I'any 1997 (Murphy i cols. 1997) i modificats posteriorment per
'OMS el 2001 (Jaffe i cols. 2001), en els que es van incorporar dos criteris diagnostic
positius: 1. Trombocitosi persistent = 600x10%L. 2. Bidpsia medul-lar que mostri una
proliferacio de la série megacariocitica, amb un increment dels megacaridcits madurs i
de mida gran. Actualment, el diagnostic de la TE es basa en els criteris proposats per
la revisié de 'OMS del 2008 (Swerdlow i cols. 2008), els quals incorporen la deteccio
de mutacions en els gens JAK2 o MPL com a criteri diagnostic major i modifiquen el
valor de recompte plaquetar a > 450x10%L, degut a l'aparicié dels marcadors
moleculars JAK2 i MPL i a la consideracio de la histologia de la medul-la ossia (MO).
Aquesta ultima necessaria per a diferenciar de casos reactius i de les MP en estadi

pre-fibrotic i de les ARSA amb trombocitosi (Taula 13).
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Taula 13. Criteris diagnodstics de la trombocitémia essencial (OMS 2008) (Swerdlow i cols.

2008).

Criteris majors
1. Recompte persistent de plaquetes > 450x10°/L
2. Proliferacié de megacariocits madurs i de mida gran
Abséncia o lleuger augment de la granulopoesi o eritropoesi
3. Exclusio de la resta de neoplasies mieloides, com LMC, PV, MP i SMD
4. Deteccio de la mutacié JAK2V617F o altres marcadors clonals o no evidéncia

de trombocitosi reactiva

1.1.1.4. Evolucid, pronostic i tractament

La TE és una malaltia amb un curs clinic indolent, en el que només un 1% dels casos
evolucionen espontaniament a LAM o bé a una mielofibrosi post-trombocitémica entre
un 5 i un 10% dels pacients (Cervantes i cols. 2002). Consequentment, i degut també
a que la TE apareix a una edat mitjana-avangada, I'esperanca de vida d’aquests
pacients no és gaire diferent a la de la poblacié general. Un aspecte a considerar és
increment del risc de transformacié a LAM de forma variable segons el tractament
citorreductor que s’apliqui (Sedlacek i cols. 1986). Aixi, qualsevol decisio respecte al
tractament ha de considerar, en primer lloc, que la TE és una NMP que afecta més a la
qualitat de vida que a la supervivencia del pacient. Existeix controvérsia en el
tractament dels pacients asimptomatics, perd en els pacients que han patit accidents
trombotics o0 hemorragics la necessitat de tractament és clara. La finalitat de la terapia
en la TE és prevenir les complicacions trombohemorragiques i evitar, tant com sigui
possible, augmentar el risc devoluci6 a LAM associat fonamentalment a la
quimioterapia (Sans-Sabrafen i cols. 2006). Consequentment, en els pacients que

només pateixen alteracié en la microcirculacio el farmac indicat és I'acid acetil salicilic

11
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(AAS) a dosis baixes, el qual actua com a antiagregant plaquetari. En canvi, en els
pacients considerats d’elevat risc trombotic se’ls administra terapia citorreductora. El
farmac d’elecci6 és la hidroxiurea, i I'interferé alfa (INF-a) es reserva als pacients joves
(menors de 40 anys) o a les embarassades. En els casos resistents o intolerants a la
hidroxiurea la segona linia de terapia és I'anagrelida (Cervantes i cols. 2011).
Actualment s’estan desenvolupant nous farmacs amb I'objectiu de reduir la toxicitat,
com és el cas de I’ INF-a pegilat, i per incrementar I'especificitat i sensibilitat, com els

inhibidors de JAK2. Aquests ultims es comenten a 'apartat 1.2.5.

1.1.1.5. Repercussio clinica de la mutaciéo JAK2V617F

Els pacients amb NMP JAK2V617F-positives i negatives presenten un comportament
clinic diferent. D’aquesta manera, les NMP JAK2V617F positives s’associen, en
general, a una edat més avancada en el moment del diagnostic, a uns nivells més
elevats d’hemoglobina, a leucocitosi i a nivells disminuits de plaquetes (Vannucchi i
cols. 2008). La carrega mutacional de JAK2V617F (% d’al-lels JAK2V617F detectats
en un tipus cel-lular) sembla que també té un efecte en el comportament clinic del
pacient. Una carrega mutacional elevada s’associa amb prurit, nivells més elevats
d’hemoglobina, de leucocitosi i d’esplenomegalia (Kittur i cols. 2007; Tefferi i cols.
2007; Vannucchi i cols. 2007).

No obstant, la majoria d’estudis apunten a que la preséncia de JAK2V617F o una
carrega elevada de la mutacié no sembla afectar ni a la supervivéncia ni al risc de
transformacio a LAM (Campbell i cols. 2005; Kittur i cols. 2007; Palandri i cols. 2009;
Passamonti i cols. 2009).

La relacio entre la JAK2V617F i la trombosi no esta clara (Campbell i cols. 2005; Kittur
i cols. 2007; Tefferi i cols. 2007; Vannucchi i cols. 2007; Palandri i cols. 2009), perd si
que diferents estudis semblen relacionar una major carrega mutacional JAK2V617F

amb marcadors d’activacié leucocitaris i plaquetars, que promourien la formacio
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d’agregats leucocit-plaqueta presents en els fendomens trombotics (Falanga i cols.

2007; Arellano-Rodrigo i cols. 2009).

1.1.2. POLICITEMIA VERA

La PV és una NMP clonal caracteritzada per una proliferacié anormal de la mielopoesi
amb predomini de la linia eritrocitica, que deriva en un excés d’eritrocits a la SP. La
malaltia consta de dues fases: 1. Fase policittmica o proliferativa, associada a un
increment de la massa eritroide. 2. Fase post-policittmica, amb una hematopoesi

ineficient que ocasiona citopénies.

1.1.2.1. Epidemiologia

La incidéncia de la PV és de 0.7 a 2.6 casos nous cada 100.000 habitants i any,
depenent de 'area geografica. La mitjana d’edat en el moment del diagnostic és de 60
anys, amb un predomini lleugerament masculi (relacié home/dona 1.2:1) (Swerdlow i
cols. 2008). Entre el 15 i 25% es diagnostiquen de forma casual a través d’una analisi
de rutina i el 0.4% de pacients tenen una historia familiar de PV (Sans-Sabrafen i cols.

2006; Swerdlow i cols. 2008).

1.1.2.2. Caracteristiques cliniques i biologiques

La majoria de simptomes de la PV estan relacionats amb la hipertensio o amb les
alteracions vasculars derivades de l'increment de la massa eritroide. Els pacients
simptomatics presenten asténia, cefalees, pérdua de pes, trastorns epigastrics, prurit i
gota. En I'exploracié fisica es detecta un aspecte pletdric del pacient, amb injeccio
conjuntival, cianosi rogenca de pell i mucoses, esplenomegalia i hipertensié arterial
(Bilgrami i cols. 1995).

Com en la TE, les complicacions hemostatiques son frequents, essent el prurit una de
les manifestacions més freqlients i les complicacions trombotiques la causa principal

de morbilitat i mortalitat.

13



Analisi de I'expressioé genica en la TE. Relacié amb la PV

Les complicacions trombotiques tenen una incidéncia del 14% abans del diagnostic i

del 20% com a primera manifestacié de la malaltia (Gruppo Italiano Studio Policitemia
1995). A diferéncia de la TE, les trombosis arterials sén més frequents que les
venoses (relacio 3:1), entre les que destaquen l'ictus, I'accident isquémic transitori i
linfart agut de miocardi. Els principals factors clinics associats a un major risc de
trombosi sén 'hematodcrit, 'edat superior a 65 anys, una historia prévia de trombosi
(Marchioli i cols. 2005) i els requeriments de flebotomies (Barbui i cols. 1997).

Les complicacions hemorragiques és un fenomen freqlient en la PV ja que apareixen

en un 30-40% dels malalts (Schafer i cols. 1994). Les hemorragies gastrointestinals
son les més freqlients. Es creu que la predisposicié a 'hemorragia ve determinada per
les alteracions qualitatives de les plaquetes.

Poden també aparéixer complicacions oclusives microvasculars com el prurit, molt

freqUent, la eritromelalgia, la isquémia digital i la tromboflebitis.

Proves de laboratori
En I'ambit de les caracteristiques biologiques es realitzen diferents proves de laboratori
per tal de definir la malaltia:

Pel que es refereix als parametres hematologics el més destacat és l'augment

important de la xifra d’hematies, que sovint supera els 6x10'?/L. La PV presenta
panmielosi, de manera que la majoria de pacients, a part de cursar amb un hematocrit
augmentat, també presenten leucocitosi i trombocitosi, amb una xifra de plaquetes
superior a 500x10%/L en el 40-50% dels pacients.

En el mielograma en el moment del diagnodstic s’observa una hiperplasia de les séries
eritrocitica, granulocitica i megacariocitica, amb predomini de la linia eritrocitica
(Woessner i cols. 2000). En el 95% dels pacients en el moment del diagnostic existeix
un fenomen ferropénic degut a I'hiperconsum, detectat amb la tincié de Perls la qual
revela una disminucié o abséncia de sideroblasts i una disminucié o desaparicio de

’hemosiderina dels macrofags medul-lars. En relacié als parametres bioquimics les
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proves basiques d’hemostasia poden estar alterades, com les proves de coagulacio
degut a [l'elevat hematocrit. Altres alteracions bioquimiques freqlents soén
hiperuricemia, increment de la vitamina B4, i de la lactat deshidrogenasa (LDH) i una
disminucié de la ferritina (Murphy i cols. 1992). Els nivells d’eritropoetina (EPO) es
troben disminuits o dins la normalitat, essent un indicador biologic diferencial de les
eritrocitosis secundaries, les quals tenen nivells elevats d’aquesta citocina.

La bidopsia medul-lar és hipercel-lular, amb una hiperproliferacié de les tres linies

mieloides (panmielosi). Els megacaridcits sén de mida gegant o gran, amb nuclis
hiperlobulats i poques anomalies maduratives, i formen agregats. La trama de
reticulina és normal en el 64% dels pacients (Figura 12) (Sans-Sabrafen i cols. 2006;

Swerdlow i cols. 2008).

Figura I2. Biopsia de medul-la ossia d’'un
pacient amb policittmia vera en la que
s’observen megacariocits formant

agregats.

El creixement endogen de coldnies eritrocitiques, detectat mitjangant la técnica de

cultiu_in vitro de progenitors mieloides, es produeix en més del 90% dels pacients,

fenomen molt util sobretot per a diferenciar la PV d’altres eritrocitosis secundaries
(Florensa i cols. 1989).

En el camp de les_alteracions genétigues o moleculars, el fet que aproximadament el

95% dels pacients amb PV presenten la mutacio JAK2V617F i que un 3% presenten
mutacions en I'exd 12 del mateix gen, restant menys d’un 5% de pacients sense
mutacions (Baxter i cols. 2005; James i cols. 2005; Kralovics i cols. 2005a; Levine i

cols. 2005a; Pardanani i cols. 2007; Scott i cols. 2007), ha implicat que la deteccié de
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les mutacions al gen JAKZ2 sigui essencial pel diagnostic de la PV. Les alteracions
citogenétiques sén més freqlients que en la TE, amb una frequéncia del 15-20% dels
pacients al diagnostic (Diez-Martin i cols. 1991), essent la majoria comunes amb les

trobades en la TE.

1.1.2.3. Diagnostic

En el diagndstic de la PV el primer pas consisteix en la valoracié de [l'eritrocitosi.
Aquesta es mesura avaluant 'hemotocrit, enlloc de ’hemoglobina, ja que existeix una
millor correlacié entre 'hematocrit i la massa eritrocitaria (citémia) (Pearson i cols.
1998).

L’any 1975, el PVSG (Berlin i cols. 1975) va establir uns criteris diagnostics de la PV
basats en I'exclusié de causes secundaries d’eritrocitosi i trombocitosi, perd no tenia
en suficient consideracio la histologia de la MO, criteri que es va incloure en la revisio
de 'OMS del 2001 (Jaffe i cols. 2001) juntament amb la deteccié de creixement
endogen de progenitors mieloides com a criteri major de diagnostic. Posteriorment, la
deteccié de les mutacions del gen JAK2 en més del 95% dels pacients amb PV ha
canviat radicalment I'algorisme de diagnostic d’aquesta malaltia, comportant que en la
revisio de 'OMS 2008 (Swerdlow i cols. 2008) s’estableixi la preséncia de la mutacio
JAK2V617F o mutacions en I'exd 12 del gen JAK2 com a criteri major de diagnostic

(Taula 14).
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Taula 4. Criteris diagnostics de la policitémia vera (OMS 2008) (Swerdlow i cols. 2008).

Criteris majors
1. Hb > 18.5g/dL (homes) i >16.5 g/dL (dones),

o bé Hb > 17 g/dL (homes) i > 15 g/dL (dones) si es troba associat a:
- un increment mantingut de = 2 g/dL del valor basal que no es pot atribuir a
una correccio de la deficiéncia de ferro
- Hb o hematodcrit superior del percentil 99 en funcié del valor de referéncia
d’edat, sexe i altitud de residéncia
- augment de la citéemia (massa eritroide > 25% de la mitjana normal)
2. Preséncia de la mutaci6 JAK2V617F o altres mutacions amb efecte funcional

similar, com les mutacions en I'ex6 12 de JAK2

Criteris menors

1. Bidpsia de medul-la 0ssia que mostri augment de les tres linies mieloides
(panmielosi)
2. Nivells disminuits d’EPO en sérum

3. Creixement endogen de progenitors eritrocitics

Pel diagnostic de policitéemia vera es requereix la preséncia d’ambdéds criteris majors i

un criteri menor, o bé la preséncia del primer criteri major i de dos criteris menors.

1.1.2.4. Evolucid, pronostic i tractament

La PV pot progressar per diferents estadis que van des de una fase inicial
asimptomatica, seguida per una fase d’eritrocitosi simptomatica o fase policitémica que
pot evolucionar a una fase postpolicittmica amb MP, anomenada també fase
d’esgotament. Aquesta evolucié es déna en el 10% dels pacients als 10-15 anys i en el

50% als 20 anys de malaltia (Najean i cols. 1997). Una altra possibilitat és que es
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produeixi una transformacié a LAM, fenomen amb una incidéncia del 20-50% (Murphy i
cols. 1992).

Els pacients amb PV sense tractament tenen una mitjana de supervivéncia de només
18 mesos, mentre que els tractats viuen, generalment, més de 15 anys. En els casos
d’evolucié a MP la majoria de pacients moren abans dels 3 anys.

Una vegada establert el diagnostic de PV, el tractament s’ha d’individualitzar segons
'edat del pacient i les manifestacions cliniques al diagnostic o prévies i avaluar el
risc/benefici del tractament, degut a I'increment de risc de transformacié a LAM o a
altres neoplasies derivades del tractament.

Sembla que la preséncia de la mutaci6 JAK2V617F es relaciona amb un
comportament clinic diferent, el qual es comenta en 'apartat 1.2.5. Per aquest motiu la
deteccid de la mutacié pot condicionar I'evolucié, el pronodstic i el tractament del
pacient.

El tractament de primera linia en la PV consisteix en realitzar flebotomies o sagnies,
amb l'objectiu de reduir rapidament el risc trombotic causat per 'augment de massa
eritrocitaria. Aquestes es poden realitzar juntament amb I'administracié d’AAS a dosis
baixes, com a profilaxi antitrombotica. Una segona opcié de tractament és I'is de
farmacs citorreductors, com la hidroxiurea, 'INF-a i 'anagrelida, emprats també en la
TE (Sans-Sabrafen i cols. 2006). El desenvolupament dels inhibidors de JAK2 poden
tenir especial repercussio en la PV, per l'elevada incidéncia d’aquesta mutacio en

aquesta malaltia. Aquests nous farmacs es comenten a 'apartat 2.6.
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1.2. BASES MOLECULARS DE LES NEOPLASIES MIELOPROLIFERATIVES

1.2.1. Etiopatogénia de la trombocitémia essencial i la policitemia vera

La TE i la PV s6n NMP que s’originen a partir d’'una proliferacié anormal d’'una cél-lula
mare hematopoética pluripotent, que causa l'aparici6 d’'una hematopoesi clonal
d’hematies, granulocits i plaquetes. En la TE predomina la hiperplasia megacariocitica
en la MO amb un increment persistent de la xifra de plaquetes a SP. En la PV la linia
més afectada és l'eritrocitica, amb un excés d’hematies a la SP. L'efecte proliferatiu

sembla que només afecta a la linia mieloide, sense alteracions en la linia limfoide.

1.2.1.1. Clonalitat mieloide

Les cél-lules clonals sén aquelles genéticament idéntiques i que provenen del mateix
precursor, el qual ha adquirit una alteracié genética. En una malaltia I'estudi de
clonalitat és indicador de I'estat de la malaltia i ens permet conéixer la cél-lula d’origen
i la jerarquia clonal. La deteccio de la clonalitat pot ser genética, com la deteccié d’'una
mutacié o d’'una alteracié citogenética, o bé fenotipica, en la qual s’identifica la
poblacié clonal segons el patré d’expressié de gens housekeeping. Els métodes més
utilitzats per a I'analisi de clonalitat fenotipica es basen en el principi d’inactivacié del
cromosoma X (Chen GL i cols. 2007). Aquest principi consisteix en que durant
'embriogénesi femenina es produeix una inactivaci6 a l'atzar d'un dels dos
cromosomes X i la descendéncia de cada cél-lula hereta el mateix cromosoma X
inactiu. D’aquesta manera en un teixit no neoplasic trobarem un patré d’'inactivacio en
mosaic (amb una mitjana del 50% d’inactivacié de cada cromosoma X), mentre que en
un teixit neoplasic predomina el patré d’inactivacié d’'un dels cromosomes X. En el
primer cas ens trobem davant d’'una poblacié policlonal i en el segon cas d’una
poblacio clonal.

Entre els gens del cromosoma X estudiats el més utilitzat ha estat el gen que codifica

pel receptor huma d’andrégens (Human androgen receptor, HUMARA), el qual
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presenta una heterozigositat elevada (>90% en dones caucasianes). Cal tenir en
compte les limitacions que presenta I'estudi molecular de clonalitat, ja que només es
pot aplicar en dones i, a la vegada, només en les que siguin informatives pel
polimorfisme lligat al cromosoma X en estudi.

Els estudis de clonalitat en la TE i PV han detectat poblacions clonals en la linia
mieloide (eritrocits, granuldcits i plaquetes), perd no en la linia limfoide. (Adamson i
cols. 1976; Fialkow i cols. 1981). No obstant, tant la PV com la TE s6n malalties
heterogénies respecte al seu estat clonal, ja que no tots els pacients presenten
clonalitat mieloide, malgrat complir amb tots els criteris diagnostics. En la PV es
detecta clonalitat en un 60-80% dels pacients (Champion i cols. 1997; Mitterbauer i
cols. 1999) i en la TE el percentatge de clonalitat oscil-la entre el 18,7-68% (El-Kassar i
cols. 1995; Champion i cols. 1997; El-Kassar i cols. 1997; Briere i cols. 1998; Harrison i
cols. 1999a; Mitterbauer i cols. 1999; Chiusolo i cols. 2001; Shih i cols. 2001; Zamora i
cols. 2005). Aquesta variacié pot ser deguda a les técniques emprades per la deteccio
de clonalitat, a I'estudi de diferents fases evolutives de la malatia i, fins i tot, a

I'existéncia de subgrups dins la mateixa entitat.

1.2.1.1. Alteracions en les vies de senyalitzacié dels factors de creixement
hematopoétics

Els factors de creixement hematopoétics sén els responsables de controlar la
proliferacio i diferenciacio de les cél-lules hematopoétiques a la MO. Entre els factors
de creixement hematopoétics trobem [FI'EPO, la trombopoetina (TPO) i les
interleuquines (IL). L’'EPO és la principal citocina reguladora de la proliferacié dels
precursors eritrocitics i la seva diferenciacio a eritrocits, i la TPO, junt amb el seu

receptor MPL, és el principal regulador de la megacariopoesi (Figura I3).
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St call

C{i 62:

Figura 13. Esquema dels receptors implicats en la diferenciaci6 de les cél-lules mare

hematopoétiques (o stem cell) a les linies eritrocitica, megacariocitica i granulocitica (Campbell

i cols. 2006a).

La proliferacié6 anormal de cél-lules hematopoétiques que caracteritza la TE i la PV fa
pensar en I'existéncia d’'una alteracié en les vies de senyalitzacié regulades per 'EPO i
la TPO. L'evidéncia més clara és el creixement de colonies eritrocitiques i/o
megacariocitiques en abséncia de factors de creixement hematopoétics (anomenat
creixement endogen) en el cultiu in vitro de progenitors hematopoétics de pacients
amb TE i PV (Florensa i cols. 1989 i 1995). A la vegada, també s’ha detectat
hipersensibilitat dels progenitors hematopoétics a diverses citocines (Dai i cols. 1992;
Correa i cols. 1994; Axelrad i cols. 2000).

Es creu que l'origen de la desregulacio en les vies de senyalitzacié dels factors de
creixement hematopoeétics rau en I'adquisicido de diverses alteracions genétiques per
part de la cél-lula mare hematopoética pluripotent. Aquestes afecten I'expressié dels
components d’aquestes vies, la qual és diferent segons la malaltia. Un exemple clar és
l'alteracié dels nivells d’expressio de la TPO en la TE degut a anomalies del seu

receptor i, per contra, uns nivells d’expressié d’EPO correctes en la PV.
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A continuacio s’exposen els canvis dels nivells d’expressio detectats en la TE i la PV:

-Nivells disminuits d’expressio del receptor MPL: En la TE I'expressié de la TPO a SP

és normal o elevada, amb nivells d’expressio semblants a les TR. En canvi, el receptor
de la TPO, el MPL, presenta una expressié disminuida degut a diferents mecanismes.
El primer que es va identificar consistia en una glicosilacié post-traduccional del
receptor que impedeix la seva expressido a la membrana (Moliterno i cols. 1999).
Posteriorment, s’han detectat altres alteracions, com la sobreexpressié del microARN
(miARN) 28 (miR-28) en les plaquetes del 30% de pacients amb NMP. Aquest miARN
és el responsable de la disminucié de I'expressio del MPL ja que actua inhibint la seva
traduccid, aixi com també la d’altres gens que regulen la diferenciacié megacariocitica
(Girardot i cols. 2010).

Com a consequencia d’aquests mecanismes, I'expressio del MPL es troba disminuida
en megacariocits i plaquetes, (Mesa i cols. 2002; Teofili i cols. 2002a), perd el receptor
és hipersensible a I'efecte de la TPO (Axelrad i cols. 2000). En la PV, aixi com també
en les TR i en les trombocitémies hereditaries, també es detecta una menor expressid
del MPL en megacariocits i plaquetes, perd es desconeix el mecanisme molecular
responsable (Horikawa i cols. 1997; Moliterno i cols. 1998; Harrison i cols. 1999b;
Yoon i cols. 2000). Els nivells de TPO a SP vénen controlats per la uni6é de la TPO
amb el seu receptor, MPL, a través de la internalitzacié i catabolisme de la TPO.
Aquest sistema de regulacid determina que les concentracions de TPO siguin
inversament proporcionals a la massa plaquetaria i megacariocitica, mantenint-les en
equilibri (Fielder i cols. 1997). En la TE i la PV s’hipotetitza que el fet que 'MPL es trobi
en quantitats menors a la membrana de les plaquetes i els megacaridcits comporta
una desregulacié dels nivells de TPO, de manera que existeix un excés de TPO
(Pitcher i cols. 1997, Tahara i cols. 1996). Aquest excés de citocina actua sobre els
receptors MPL restants que, tot i estar disminuits, sén hipersensibles a I'activacio de la

TPO, i s’activa aixi la proliferacié6 megacariocitica.
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-Sobreexpressido del gen policitemia rubra vera 1 (PRV-1): La deteccid de la

sobreexpressié del gen PRV-1 en granulocits de pacients amb TE i PV, i no en
individus sans, va fer pensar que podia representar un nou marcador diagnostic
d’aquestes malalties (Temerinac i cols. 2000; Klippel i cols. 2004). No obstant, estudis
posteriors han descrit resultats contradictoris (Teofili i cols. 2002b; Florensa i cols.
2004), fet que descarta I'estudi de I'expressié d’aquest gen com a marcador diagnostic

dela TE o PV.

-Nivells elevats de la proteina Bcl-x,. La Bcl-x, és una proteina antiapoptotica que es

sobreexpressa en els pacients amb PV, i podria explicar la supervivéncia de les
colonies eritrocitiques en abséncia d’EPO (Silva i cols. 1998; Garcon i cols. 2006). En
individus sans i en eritrocitosis secundaries, els valors de Bcl-x, es troben molt

disminuits o absents.

1.2.2. Alteracions genétiques en la trombocitémia essencial i en la policitémia

vera

1.2.2.1. Alteracions citogenétiques

Alteracions citogenétiques en la trombocitemia essencial

En la TE les alteracions citogenétiques son poc frequents, entre les que destaquen,
per ordre de freqliéncia, les trisomies 8 i 9 i les delecions dels bracos llargs dels
cromosomes 13 (del(13q)) i 20 (del(20q)) (Third international Workshop 1981; Bench i
cols. 1998). Aquestes alteracions no sén especifiques de la TE ja que també es troben
en la PV. Mitjangant citogenética convencional la frequiéncia de la deteccié d’aquestes
alteracions, en la MO i en el moment del diagnodstic, és del 5% dels pacients, mentre
que amb la técnica d’hibridacié in situ fluorescent (fluorescence in situ hybridization,
FISH) el nostre grup va demostrar que aquest percentatge s’'incrementa fins a un 15%

dels casos (Zamora i cols. 2003). Altres autors han descrit freqliéncies superiors pero
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corresponien a estudis de pacients que havien rebut tractament quimioterapéutic (Elis i
cols. 1996). El nostre grup també va realitzar un estudi de FISH amb sondes de locus
especifiques no comercials pels gens PRV-1, MPL i TPO sense detectar alteracions en
el nombre de copies ni translocacions d’aquests gens que expliquessin les alteracions
descrites dels seus nivells d’expressié (Puigdecanet i cols. 2006).

Posteriorment, amb I'aparicié de la técnica d’hibridacié gendmica comparada utilitzant
microarrays d’oligonucloeotids (comparative genomic hybridization microarrays, aCGH)
s’han realitzat diferents estudis de tot el genoma i a una resolucié molt superior a la de
la citogenética convencional. La técnica d’'aCGH té el potencial de detectar alteracions
genomiques submicroscopiques no detectades préviament per les técniques anteriors i
no requereix, a diferéncia de la citogenética convencional, treballar amb cél-lules en
divisié. Tots els estudis gendmics mostren una freqiiéncia molt baixa d’alteracions en
la TE, poques de les quals son recurrents. Aquest fet suggereix que les alteracions
genomiques no tenen un paper en el desenvolupament de la malaltia (Borze i cols.

2008; Tefferi i cols. 2009; Stegelmann i cols. 2010).

Alteracions citogenetiques en la policitemia vera

En la PV la deteccié d’alteracions citogenétiques és més elevada que en la TE, amb
una frequéncia del 15-20% dels pacients al diagnostic (Diez-Martin i cols. 1991), i la
majoria sén comunes amb les trobades en la TE. Per ordre de frequéncia les
alteracions detectades sén: guanys a 9p, del(20q), trisomia 8, del(13q) i duplicacions
de bandes inespecifiques d’1q i trisomies 1q (Mertens i cols. 1991; Najfeld i cols.
2002). La incidéncia i els tipus d’alteracions varien considerablement en funcié de la
fase de la malaltia, i s'incrementa a mesura que aquesta progressa, i en funcié de si
els pacients reben tractament citorreductor. Aixi, als 10 anys del diagnostic, la
incidéncia de les alteracions pot ser superior al 80%, sobretot en els pacients tractats
amb quimioterapia i en els que evolucionen a LAM (Diez-Martin i cols. 1991; Swolin i

cols. 1988). Najfeld i cols. (Najfeld i cols. 2003) van estudiar per FISH I'estat del gen
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PRV-1, utilitzant una sonda de locus especific no comercial, sense detectar cap
alteracié numérica ni estructural que expliqués la sobreexpressié d’aquest gen en els
pacients amb PV.

Més recentment, els estudis d'aCGH han confirmat la deteccid de les alteracions
caracteristiques de la PV ja observades per citogenética convencional i FISH, en una
frequéncia d’un 35% (9/26 pacients) en el treball de Tefferi i cols. (Tefferi i cols. 2009) i
en un 11% (5/45 pacients) en I'estudi de Stegelmann i cols. (Stegelamann i cols.
2010).

En comparaciéo amb la TE, sembla que la PV presenta alteracions gendomiques amb
una freqléncia més elevada i amb major recurréncia, fet que evidencia una relacio
més clara entre el desequilibri gendmic i la patogénesi de la PV i, molt probablement,

amb l'evolucié de la malaltia.

1.2.2.2. Deteccidé de mutacions en les neoplasies mieloproliferatives

La patogénesi molecular de les NMP era practicament desconeguda fins I'any 2005,
en que diferents grups van descriure I'existéncia d’'una mutacié en el gen JAK2
(JAK2V617F), present en un més del 95% de les PV i en aproximadament un 50% de
les TE i MP (Baxter i cols. 2005; James i cols. 2005; Kralovics i cols. 2005a; Levine i
cols. 2005a). En els dos anys posteriors es van identificar altres mutacions del gen
JAK2 en les PV (Pardanani i cols. 2007; Scott i cols. 2007) i mutacions en el receptor
de la TPO, el gen MPL, en un 10% dels pacients amb MP i en el 3% de les TE
(Pardanani i cols. 2006; Pikman i cols. 2006). Més recentment, s’han descobert noves
mutacions que afecten a altres gens relacionats amb la fisiopatologia de les NMP.

La deteccié d’aquestes mutacions, sobretot la JAK2V617F, ha canviat drasticament el
coneixement de la patogénesi de les NMP i el panorama diagnostic d’aquestes

malalties.
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1.2.2.2.1. Mutacions del gen JAK2

El gen JAKZ es localitza al cromosoma 9, en la banda citogenética 9p24. Esta format
per 25 exons i la proteina conté 1132 aminoacids.

El JAK2 és un dels quatre membres de la familia de les Janus tirosina cinases,
juntament amb el JAK1, JAK3 i TYK2. Sén proteines citoplasmatiques amb activitat
tirosina cinasa, les quals s’expressen de manera ubiqia en les cél-lules de mamifers,
excepte el JAK3 I'expressid del qual es limita a les cél-lules hematopoétiques. Aquests
gens actuen principalment a través de les proteines signal transducer and activator of
transcription (STAT) mitjangant la via de senyalitzacié JAK/STAT. Altres vies amb les
que interactuen les JAK son les mitogen-activated protein kinases (MAPK) i la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). Aquestes vies intervenen en diferents processos
bioldgics importants per a la proliferacid, la supervivéncia i 'homeostasi de diferents
tipus cel-lulars, tals com les cél-lules hematopoétiques i immunologiques (James i cols.
2005; Baker i cols. 2007; O’Sullivan i cols. 2007). Concretament, el gen JAK2 juga un
paper clau en la regulacié de 'hematopoési mitjangant la regulacié de les senyals de
receptors hematopoétics en resposta a les citocines o factors de creixement
hematopoétics, tals com 'EPO i la TPO (Figura 14). Estudis en ratolins knock-out pel
gen JAK2 mostren que aquests moren com a conseqiéncia d’'una eritropoesi ineficient
(Parganas i cols. 1998), fet que confirma que aquest gen és indispensable en

’lhematopoesi.
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Figura 14. Esquema de la via de senyalitzaci6 JAK-STAT amb el receptor de I'eritropoetina

(EPO-R) (James i cols. 2005).

1.2.2.2.1.1. Mutacié JAK2V617F

Descobriment de la mutacio

Les pérdues d’heterozigositat (loss of heterozygosity, LOH) sbén processos en els que
majoritariament per recombinacié mitdtica apareixen regions d’homozigosi, en les que
els al-lels d’ambdds cromosomes sén idéntics. Les regions de LOH solen identificar
fragments gendmics on es localitzen gens relacionats amb la carcinogénesi, ja que s’hi
troben gens amb alteracions genétiques les quals en estat d’homozigosi confereixen
un avantatge proliferatiu.

L’any 2002, Kralovics i cols (Kralovics i cols. 2002) van identificar una LOH en la regi6
9p de pacients amb PV. Aquesta alteracié es va trobar en un 33% dels pacients,
essent l'alteraci6 gendmica més frequent en PV descrita fins aleshores. Es van
seleccionar gens candidats presents en aquesta regio, entre els quals s’hi trobava el
gen JAK2. Es van realitzar analisis de sequenciacié dels gens candidats i diferents

grups al mateix temps van identificar la mutacié JAK2V617F en pacients amb NMP
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(Baxter i cols. 2005; James i cols. 2005; Kralovics i cols. 2005a; Levine i cols. 2005a)

(Figura 15).
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Figura I5. Llista dels gens candidats en la regié de LOH a 9p (Kralovics i cols. 2005b)

La mutacio JAK2V617F es pot trobar en un heterozigosi, en el que només un dels dos
al-lels és portador de la mutacié, o bé en homozigosi, quan els dos al-lels estan
mutats. Es en aquest estat d’homozigosi quan es detecta una LOH en la regié 9p, on

es localitza el gen (Figura 16).

Figura 16. Esquema del diferents estats de la mutaci6 JAK2V617F i dels mecanismes

responsables (Campbell i cols. 2006a).

Estudis més actuals, en els que s’ha utilitzat la técnica de microarrays que contenen

sondes per la detecci6 de polimorfismes d'un sol nucledtid (single nucleotid
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polimorphisms, SNPs), anomenats SNP arrays, i que permeten I'estudi de regions
d’homozigosi, han corroborat la preséncia de regions amb LOH a 9p en tots aquells
pacients amb la mutacio JAK2V617F en homozigosi (Gondek i cols. 2007; Stegelmann
i cols. 2010).

Un altre mecanisme pel qual ens podem trobar en una situacié d’homozigosi de la
mutacié JAK2V617F seria en els pacients amb trisomia del cromosoma 9, alteracié
citogenética freqient en la PV i en la TE, en les que s’hagi produit una duplicacié del
cromosoma 9 que contenia la mutacié. En aquest cas ens trobariem davant d’una

situacio de LOH perd amb variacié en el nombre de copies.

Descripcié de la mutacié

El gen JAK2 conté set dominis homolegs dins la familia JAK, denominats JH1-JH7. El
gen té una estructura bipartita, amb la regié N-terminal (JH5-JH7) necessaria per a la
unié al receptor, i la regié C-terminal (JH1 i JH2) amb activitat cinasa.

La mutacié consisteix en un canvi puntual d’'un nucleotid, d’'una guanina (G) per una
timina (T), en I'exd 14 del gen, que comporta un canvi d’'una valina per una fenilalanina
en l'aminoacid numero 617 (V617F). La mutacid es localitza en el domini
pseudocinasa (JH2) del gen JAK2, el qual exerceix una funci6 inhibitdria del domini

amb activitat cinasa (JH1) (Figura 17).

FERM SH2 PSEUDO TK TK
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Figura I7. Estructura del gen JAK2 (Baker i cols. 2007).

Com a conseqliéncia de la mutacio es produeix una pérdua de la capacitat inhibidora i

una consequent activacio constitutiva de les vies de senyalitzacié regulades per aquest
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gen, com so6n la via JAK/STAT, PI3K/AKT i la Ras/MAPK. Aquesta activacio
constitutiva indueix una hipersensibilitat i/o0 una independéncia dels progenitors
mieloides a les citocines o factors de creixement hematopoétics, i permet explicar
doncs el creixement endogen i la sobreproduccié de cél-lules mieloides madures,
caracteristiques de les NMP. Aixi, la JAK2V617F és la primera alteracio genética que
s’associa directament amb la patogénesi de les NMP Ph- (Baxter i cols. 2005;
Campbell i cols. 2005; James i cols. 2005; Kralovics i cols. 2005a; Levine i cols.
2005a). Es desconeix el per que de I'elevada prevalenca d’aquesta mutacid, ja que
existeixen altres mutacions en altres posicions del gen JAK2 que també tenen un
efecte activador de la tirosina cinasa (Kota i cols. 2008).

Respecte a I'activacio de la via JAK-STAT Lu i cols. (2005) van demostrar que, malgrat
l'activacio constitutiva del gen JAK2 provocada per la mutacio, quan I'expressié del
gen JAK2V617F és baixa es requereix la coexpressio dels receptors de citocines tipus
| homodimérics (tals com el receptor de 'EPO, de la TPO i del granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF)) i que aquests es trobin formant dimers, com succeeix en
'estat fisiologic. No obstant, quan els nivells d’expressio de JAK2V617F sén més
elevats l'activacié constitutiva del gen és independent dels receptors de citocines tipus
I, perd utilitza receptors endogens (Lu i cols. 2008) (Figura 18). Aixi, es pot afirmar que
el JAK2V617F requereix sempre I'unié a un receptor de citocina per tal d’activar les

vies de senyalitzacié downstream.
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Figura I18. Esquema de la transducci6 de senyals de JAK2 wild type i de JAK2V617F mitjancant
el receptor de I'eritropoetina (EPOR) (Campbell i cols. 2006b). En la transduccié de senyals del
gen JAK2 wild type es requereix la unié de citocines o factors de creixement hematopoétics
(com I'EPQ) als receptors de citocines tipus | (com I'EPOR) i la dimertizacié d’aquests
receptors. En el cas de la mutacié JAK2V617F I'activacié de la via és independent de la unié de
citocines o factors de creixement als receptors de citocines tipus | pero si que es requereix la
dimeritzacié dels receptors, excepte quan els nivells d’expressi6 de JAK2V617F sén molt

elevats.

Incidéncia de la mutacio

La mutacio JAK2V617F és present en el més del 95% de les PV, entre el 40 i 50% de
les TE i en el 50% de les MP. També s’ha detectat la mutacié en altres malalties
mieloides, com en SMD/NMP (com I'anémia refractaria amb sideroblasts en anell i
trombocitosi) (Renneville i cols. 2006; Atallah i cols. 2008; Raya i cols 2008; Schmitt-
Graeff i cols. 2008; Broseus i cols. 2012) i més rarament en leucémies agudes
mieloides, SMD o LMC (Steensma 2005 i 2006; Hussein i cols. 2008; Inami i cols.
2008). Es una alteraci6 especifica de la linia mieloide (Florensa i cols. 2006), ja que no
s’ha trobat en les malalties limfoides (Levine i cols. 2005b; Melzner i cols. 2006), i
perqué afecta a les cél-lules que presenten receptors de citocines tipus |, els quals

només els trobem en aquesta linia hematopoética (Lu i cols. 2005). A més, es pot
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afirmar que és una mutacié associada a processos neoplasics ja que no es detecta en

eritrocitosis i TR ni en individus sans (Tefferi i cols. 2005; Passamonti i cols. 2007).

1.2.2.2.1.2. Mutacions en I’ex6 12 del gen JAK2

Estudis posteriors de seqlienciacioé del gen JAKZ van identificar mutacions en 'ex6 12
(Scott i cols. 2007). A diferencia de la JAK2V617F, les mutacions detectades en I'exd
12 del gen JAK2 sén diverses, fins el moment més de 10, i sembla que sén
especifiques dels pacients amb PV que no presenten la mutacio JAK2V617F
(Martinez-Avilés i cols. 2007; Pardanani i cols. 2007; Scott i cols. 2007; Butcher i cols.
2008; Pietra i cols. 2008). La freqiéncia d’aquestes mutacions és aproximadament del
3% (Pardanani i cols. 2007), entre les quals la N542-E543del és la més freqlent, i
comporten, com la JAK2V617F, un guany de funci6 del gen. En els pacients amb TE i
amb MP rarament s’han trobat mutacions en el gen JAK2, que no siguin la JAK2V617F
(Scott i cols. 2011). Sembla doncs que s6n mutacions vinculades a l'eritrocitosi, i la
deteccié d’aquestes només en colonies eritrocitiques amb creixement endogen, i no en

megacariocits ni granuldcits, ho confirma (Passamonti i cols. 2011).

1.2.2.2.2. Mutacions del gen MPL

El gen MPL, receptor de la TPO, es localitza en el brag curt del cromosoma 1, a la
banda citogenética 1p34, i conté 12 exons que codifiquen per a una proteina de 635-
680 aminoacids.

L’any 2006 dos grups van identificar mutacions en aquest gen, que es troben en el
10% dels pacients amb MP i en el 3% dels pacients amb TE, majoritariament en els
JAK2V617F-negatius pero també en algun JAK2V617F-positiu, i no es detecten en la

PV (Pardanani i cols. 2006; Pikman i cols. 2006).
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Les dues mutacions més frequents afecten I'aminoacid 515 i sén la MPLW515L i la
MPLW515K. Les mutacions del gen MPL es poden trobar en homozigosi degut a
fendmens de LOH, com en el cas de la JAK2V617F (Szpurka i cols. 2009).

Les mutacions MPLWS515L/K es localitzen en la regié codificant pel domini
juxtamembrana del receptor i ocasionen una activacid constitutiva de la via de
senyalitzacio JAK/STAT estimulada per la TPO, amb un efecte similar al de
JAK2VGB17F i que explicaria la proliferacid6 megacariocitica caracteristica de la TE
(Figura 19). No obstant, les mutacions no provoquen canvis en I'expressié del receptor,
aixi que no permeten explicar la disminucié d’expressio de receptors MPL observada
en les NMP (Moliterno i cols. 1998). Per tant, existeixen mecanismes patogénics
independents que alteren la funcionalitat o I'expressié del MPL en les NMP.

En casos aillats de TE esporadica (Beer i cols. 2008) o familiar (Ding i cols. 2004)
s’han descrit mutacions en el domini transmembrana (MPLS505N i MPLS505A,

respectivament), també activadores de la funcio del receptor.

Figura 19. Esquema de |Ila
localitzacié de les mutacions en el
receptor MPL (Adaptat de Bennett i

.~ MPLS505N/A cols. 2006)

- MPLW515L/K
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1.2.2.2.3. Altres mutacions

En els ultims 5 anys s’han descobert noves mutacions en les NMP que amplien el
ventall d’alteracions genetiques que defineixen aquest grup de malalties. No obstant,
no representen marcadors especifics de les NMP ja que també es troben en altres
neoplasies mieloides. Aproximadament un 15% dels pacients amb NMP comparteixen
aquestes mutacions amb pacients amb SMD i amb LAM.

La incidéncia de les mutacions varia segons la neoplasia i la fase de la malaltia. Aixi,
en les NMP les mutacions més comuns sén les detectades en el gens reguladors dels
mecanismes epigenétics ten eleven translocation oncogene family member 2 (TET2)
(Delhommeau i cols. 2009; Tefferi i cols. 2009; Martinez-Avilés i cols. 2011) i el gen
additional sex combs-like 1 (ASXL1) (Carbuccia i cols. 2009; Abdel-Wahab i cols.
2010; Martinez-Avilés i cols. 2011). En els pacients NMP que evolucionen a LAM es
troben mutacions en els gens isocitrate dehydrogenase (IDH1 i IDH2), ASXL1 i
IKAROS family zinc finger 1 (IKZF1). En la taula 15 es descriuen les mutacions

detectades en la TE, PV, MP i NMP en transformacid Dblastica.
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Taula I5. Mutacions en la TE, PV, MP i NMP en transformacio blastica. Taula modificada de Cross i cols. (2011).

Freqiéncia mutacié en NMP,
% dels casos

Mutacié o Localitzacio Transformacioé
Gen altres s TE PV MP s . Rellevancia patologica
. cromosomica blastica

alteracions

JAK2VG1TF Contribueix a la mieloproliferacié i a la
JAK2 (Janus Kinase 2) (Ex6 14) 9p24 60 95-97 60 50 hipersensibilitat dels progenitors als factors de

creixement
JAK2 (Janus Kinase 2)  Ex6 12 9p24 Rar 1-2  Rar nc Contribueix a la mieloproliferacio primaria de la
linia eritroide

MPL (Myelgpro//ferat/ve Ex6 10 1p34 3.5 Rar 5-10 ne Qqntrlbuelx a lla @eloprohferamo primaria de la
leukemia virus oncogene) linia megacariocitica
CBL (Casitas B-lineage Altera la funcié reguladora de la senyalitzacio de
lymphoma proto- Ex68i9 11923 Rar Rar 5-10 nc cinases, per una ubiquitilacio ineficient
oncogene) d'oncoproteines
SH2B3 (SH2B adaptor Majoria ) ) La proteina (LNK) wild type és un inhibidor de la
protein 3) Ex0 2 12q24 36 3-6 10 via de JAK2
TE.’? (TET oncogene Tots els 4924 5 10-20 10-20 20 Pot contribuir a la desregulacié epigenética
family member 2) exons

Exo 4.
IDH1/2 (Isocitrate (IDH1-R132 2q34/15q26  Rar Rar 6 20-36 Induglx I acumulam_g de 2-hidroxiglutarat, una
dehydrogenase) o IDH2- possible oncoproteina

R140)
ASXL1 (Add/t/ona/ sex Ex6 12 20q11 0.5 0.5 13-20 20 Gen necessari per a una hgmatopoe_& r_10rma| i pot
combs-like 1) estar implicat en la repressio transcripcional
EZH2 (enhancer of zeste  Exons 10, ) : Altera l'activitat supressora tumoral de la proteina
homolog 2) 18120 7936 T8 510 ne wild type
DNMT3a (DNA (cytosine- Mutacions i
5)-methyltransferase 3 delecions 2p23 1-5  5-10 5-10 20 Pot contribuir a la desregulaci6 epigenética
alpha
IKZF1 (IKAROS family Delecions 7p12 Rar Rar Rar 20 Altera I'activitat supressora tumoral de la proteina

zinc finger 1)

wild type

nc: no conegut; TE: trombocitémia essencial; PV: policitemia vera; MP: mielofibrosi primaria
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Les consequéncies funcionals de les mutacions descrites recentment sén l'afectacio
de diferents funcions i vies de senyalitzacié que tenen un paper en la patogénesi i
evolucio de les NMP (Figura 110). Tot i aixi, els resultats sé6n molt recents i encara
falten dades per a conéixer com aquestes mutacions contribueixen a linici, evolucio i

transformacio blastica de la malatia.
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Figura 110. Resum de les alteracions adquirides en les neoplasies mieloproliferatives i

detallades a la taula 15 (Cross i cols. 2011).

Malgrat el progrés en els coneixements moleculars de les NMP d’aquests ultims anys,
les alteracions genétiques causants d’aproximadament el 50% dels pacients en TE i
MP, i una petita part dels pacients amb PV, encara sén desconegudes. Els estudis
prospectius es centren en la recerca de noves mutacions somatiques en les regions en
les que les alteracions citogenétiques en NMP sén freqiients, com la regié 20q i en les

regions de LOH definides per la técnica d’alta resolucié d’'SNP arrays, o bé realitzant
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sequenciacio global del genoma o exoma utilitzant la técnica de sequenciacié de nova
generacié (Hou i cols. 2012). Altres camps d’estudi sén tots aquells que inclouen la
regulacié del transcriptoma dels NMP, tals com [l'estudi dels miRNAs i dels

mecanismes epigenétics, com la metilacio i I'acetilacié d’histones.

1.2.3. Relacié genotip-fenotip

La correlacio entre les diferents mutacions detectades en les NMP i el fenotip de la
malaltia que originen no sempre és clara.

La correlacié és consistent entre la preséncia de les mutacions en I'exd 12 del gen
JAK2 i un fenotip de PV, i entre les mutacions del gen MPL i el fenotip de TE i MP. En
el cas del MPL, I'afectacioé especifica de la linia megacariocitica s’explica pel paper
que exerceix aquest gen en la megacariopoési. L’afectacié restringida a la linia
eritrocitica de les mutacions de I'exd 12 del gen JAK2 és més dificil d’explicar, ja que
tant la JAK2V617F com les mutacions en I'exé 12 actuen a través del mateix domini
tirosina cinasa. La mutacié JAK2V617F, en canvi, en la PV ocasiona una proliferacié
de les tres linies mieloides, i en alguns casos un fenotip de TE o MP.

Respecte les TE portadores de la JAK2V617F, inicialment es pensava que
representaven un estadi previ a la PV (Campbell i cols. 2006b), perd dades posteriors
evidencien que la TE i la PV JAK2V617F-positives son subgrups molecularment
diferents. La mutacié apareix inicialment en un estat heterozigot i, per recombinacio
mitdtica, pot passar a un estat homozigot. Aquest fenomen és rar en les TE
JAK2V617F, en les quals la mutacié es troba en estat homozigot en només un 2% dels
pacients, pero és frequent en les PV, en les que es detecta en un 25% dels malalts
(Levine i cols. 2005a; Li i cols. 2008).

Les noves mutacions detectades, com en el gen TET2 o el Casitas B-lineage
lymphoma proto-oncogene (CBL), no estan relacionades amb un fenotip especific pero
si que sembla que influencien en 'evolucié de la malaltia.

Com una mateixa mutacio (JAK2V617F) pot originar fenotips diferents?
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S’han postulat diferents hipotesis per a intentar explicar com una mateixa mutacio
adquirida, la JAK2V617F, pot induir a tres malalties diferents. La més acceptada és la
basada en que la dosificacié génica determina el fenotip. Els estudis que s’han
realitzat en models murins apunten que un dels factors que determina el fenotip és la
ratio entre I'expressié de l'al-lel JAK2V617F i I'al-lel JAK2 no mutat o wild type (wt), de
manera que una ratio de 0,5 entre l'al-lel mutat i wt ocasiona un fenotip de TE i una
ratio al voltant de 1,0 o major de PV (Tiedt i cols. 2008). En la carrega al-lélica dels
pacients amb TE i PV trobem una situacié semblant al model muri, on la JAK2V617F
es presenta en heterozigosi en la TE i amb una carrega superior en la PV. No obstant,
en altres models murins no s’observa realment aquesta progressié esperable de TE,
PV i MP, ja que normalment apareix un fenotip d’eritrocitosi seguit eventualment per
MP (Tiedt i cols. 2008; Xing i cols. 2008; Marty i cols. 2010; Li i cols. 2010).

Aixi, les manifestacions cliniques dels pacients amb TE, PV i MP vénen en part
determinades per I'adquisicié de la mutacié JAK2V617F, en estadis i en una proporcié
de poblacié cel-lular afectada diferents, perd també per altres alteracions genétiques

adquirides durant I'evolucié de la malaltia aixi com del rerefons genétic del pacient.

1.2.4. Evolucio clonal en les neoplasies mieloproliferatives

El paradigma del cancer és I'adquisicié sequencial de mutacions en una mateixa clona,
com succeeix en la clona BCR/ABL positiva en la LMC. No obstant, sembla que en les
NMP Ph- predomina la coexisténcia de diferents clones, les quals deriven de ceél-lules
mare hematopoetiques (hematopoietic stem cell, HSC) independents que han adquirit
alteracions genétiques diferents. Les HSC portadores de les alteracions i les
genéticament normals coexisteixen a la MO (James i cols. 2008; Stein i cols. 2011) en
un equilibri que es pot veure trencat per I'expansié d’'una de les clones i derivar en un
estatus de dominancia clonal. Es llavors quan, mitjangant estudis de deteccié de
clonalitat, es detecten pacients amb un patré clonal. En el cas que no existeixi cap

clona dominant no es detectara un patré clonal en aquell pacient.
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Les alteracions genétiques en les NMP es poden adquirir en diferents subtipus de HSC
(Dykstra i cols. 2007) i poden influenciar en el fenotip que originen i en la laténcia de la
malaltia.

Els estudis de creixement de progenitors hematopoétics partint de colonies individuals,
cadascuna de les quals prové d’'un unic progenitor, han permés detectar la preséncia
de diferents clones en un mateix pacient. Aquestes divergeixen en la preséncia o
abséncia d’alteracions genétiques, en el tipus d’alteracions que presenten i, en les
colonies JAK2V617F-positives, en I'estat de la mutacié (homozigosi o heterozigosi)
(Scott i cols. 2006). A la vegada, I'estudi de les noves mutacions detectades, junt amb
altres alteracions moleculars com la del(20q), han permés establir un patré d’evolucio
clonal en aquests pacients, en que algunes alteracions genétiques coexisteixen dins
una mateixa clona i s’adquireixen de manera sequencial. No obstant, els resultats son
discrepants i demostren que no existeix un patré estandaritzat d’adquisicié
d’alteracions (Li i cols. 2008; Schaub i cols. 2009; Beer i cols. 2009).

Inicialment es creia que el fenomen iniciador de les NMP era l'adquisicié de les
mutacions en el gen JAK2 o en el MPL, pero diferents evidéncies permeten hipotetitzar

que existeixen esdeveniments genetics pre-JAKZ2:

A. En estudis de clonalitat es detecten, tot i que en una baixa proporcid, pacients amb
clonalitat perd no portadors de la mutacio JAK2V617F.

B. En estudis citogenétics en pacients que presenten la del(20q) aquesta és present
en totes les metafases mentre que la JAK2V617F només es troba en algunes de les
cél-lules portadores de la delecio (Kralovics i cols. 2006)

C. S’observa creixement endogen de progenitors mieloides en coldonies NMP
JAK2V617F-negatives.

D. Les mutacions en TET2 és una de les mutacions en les que s’ha pogut demostrar
que s’adquireixen previament a JAK2V617F. En la majoria dels pacients amb NMP, la

JAK2V617F ve precedida per mutacions en TET2 (Delhommeau i cols. 2009), tot i que
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també s’ha observat posteriorment (Saint-Martin i cols. 2009), i, fins i tot, també en

clones independents a JAK2V617F (Schaub i cols. 2010).

Aproximadament un 5-8% dels pacients amb TE i PV evolucionen a LAM (Najean i
cols. 1997; Mesa i cols. 2005) i es creu que aquesta transformacié esta afavorida per
la presencia de la JAK2V617F. No obstant, en més del 50% dels pacients amb NMP
JAK2V617F-positius que es transformen a LAM els blastes no son portadors de la
mutacié (Campbell i cols. 2006b, Theocharides i cols. 2007). Aquest fet suggereix que
existeix un ancestre comu que ja presenta alteracions genétiques que predisposen al
desenvolupament d’ambdues malalties o bé que existeix una predisposicié germinal
(Campbell i cols. 2006b; Theocharides i cols. 2007; Beer i cols. 2010). En aquest
context, Hernandez-Boluda i cols. (2012) han descrit una associacid entre un
polimorfisme en el gen XPD i un major risc de desenvolupament de LAM o de
neoplasies no mieloides en pacients amb TE i PV.

L’elevada freqiiéncia de la preséncia de diferents clones en les NMP i de cél-lules
JAK2V617F-negatives en les LAM post NMP JAK2V617F-positius fa pensar que els
pacients amb NMP presenten una predisposicié genética en I'adquisicié d’alteracions,
prévia a I'adquisicié de JAK2V617F. Estudis recents han identificat I’haplotip anomenat
“GGCC” 0 46/1 en un 30% de la poblacié general que determina un risc de 3 a 4
vegades superior a adquirir la mutacié JAK2V617F (Jones i cols. 2009; Kilpivaara i
cols. 2009; Olcaydu i cols. 2009a), i en menor grau les mutacions en I'exé 12 (Olcaydu
i cols. 2009b). Aquests resultats han demostrat una predisposicid heretada a adquirir la
mutacio JAK2V617F, i en NMP poden existir altres alteracions a la linia germinal,
probablement en menor freqléncia, que predisposin a l'adquisicié de les altres
alteracions detectades en NMP.

A part d’existir una predisposicié genética a I'adquisicié de les mutacions en el gen
JAK?2 també s’ha descrit que la JAK2V617F, un cop establerta, confereix inestabilitat

genomica i potencia l'adquisici6 de noves alteracions genétiques en els pacients
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portadors de la JAK2V617F (Plo i cols. 2008). Treballs posteriors, com el de Tefferi i
cols. (Tefferi i cols. 2008) en el que utilitzen la técnica d’aCGH, demostren un major

nombre d’alteracions en els pacients amb TE, PV i MP portadors de JAK2V617F.
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Figura I11. Origen clonal i evolucio de les neoplasies mieloproliferatives (Tefferi i cols. 2010)

1.2.5. Desenvolupament de noves terapies en les neoplasies mieloproliferatives
La deteccié de les mutacions en el gen JAK2 (JAK2V167F i mutacions en I'exé 12 del
gen) en una gran proporcié dels pacients amb NMP ha establert la inhibicid de
I'activacio de la tirosina cinasa JAK2 com una diana terapéutica en aquests pacients.
Aixi, les noves terapies en els pacients en NMP es centren en el desenvolupament de
farmacs inhibidors de la tirosina cinasa JAK2.

Diferents empreses farmaceutiques han desenvolupat inhibidors de JAK2 i actualment

s’estan realitzant els assaigs clinics per a ser aprovats per la FDA (Food and Drug
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Administration). Els resultats sén preliminars perd sembla que aquest nou grup de
farmacs presenten bona tolerancia i una resposta elevada en els pacients. Els farmacs
disminueixen la carrega al-lélica de mutacions en JAK2 i normalitzen els parametres
hematoldgics alterats en NMP (com la leucocitosi i la trombocitosi) i I'esplenomegalia.
Per altra banda, també aconsegueixen reduir els simptomes constitucionals.

Entre els inhibidors de JAK2, els farmacs que obtenen una major resposta clinica sén
'INCB018424 (ruxolitinib) (inhibidor de JAK1 i JAK2) i el TG101348 (inhibidor JAK2)
(Verstovsek i cols. 2009 i 2010). També s’estan desenvolupant farmacs que actuen en
altre vies oncogéniques, com els inhibidors de cinases no especifics de JAK2, com el
CEP-701 (lestaurtinib), i els inhibidors de la deacetilaci6 d’histones, com I'I'TF2357
(givinostat) (Santos i cols. 2011).

De tot el ventall de noves terapies en NMP sembla que seran més efectives aquelles
especifiques de JAK2, perd encara calen més assaigs clinics per a demostrar-ho.
Independentment de quins siguin els farmacs d’eleccid, tot apunta a una millora en la

terapia dels pacients amb NMP, i consequentment en el seu pronodstic.
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1.3. ESTUDIS DE MICROARRAYS D’EXPRESSIO EN LES NEOPLASIES

MIELOPROLIFERATIVES

1.3.1. Microarrays d’expressié

El desenvolupament de la tecnologia de microarrays, la qual va aparéixer I'any 1995
(Schena i cols. 1995), junt amb el desxiframent de la seqiéncia completa del genoma
huma, I'any 2003, han revolucionat el coneixement dels processos cel-lulars. Tot i que
en totes les cél-lules del nostre cos 'ADN gendmic és idéntic, cada cél-lula expressa
diferents gens, en forma d’ARN missatger (ARNm), els quals li confereixen les
caracteristiques del tipus cel-lular al que pertany i del procés biologic en el que esta
implicat. La tecnologia de microarrays permet I'analisi simultani de I'expressié de
milers de gens i permet conéixer el perfil molecular i les xarxes genétiques que
defineixen un tipus cel-lular o condicié. Aquesta capacitat d’analisi és molt potent per a

desxifrar malalties complexes com el cancer.

1.3.1.1. Microarrays d’ADN

Els microarrays d’ADN consisteixen en un suport solid (membrana de nilo, vidre o
plastic) en el qual s’hi troben fixades diferents sequéncies d’ADN de cadena unica
(ssDNA, single strand DNA) anomenades sondes. La disposicié de les sondes sobre el
suport és en forma de matriu, en files i columnes, i es coneix la localitzacié de cada
sonda en el microarray (spoft) (Figura 112). El contingut dels microarray pot ser variable
perd generalment conté sondes que cobreixen tots els gens, per tal de realitzar una
analisi d’expressid completa. El microarray s’exposa a les seqiéncies d’ARNm
procedents d’'una mostra bioldgica o target i, per complementarietat, s’hibriden a les
sondes especifiques que hi ha fixades. Les sequéncies target es marquen amb
fluorescéncia, de manera que es pot detectar i quantificar la hibridacié de cada spot. El
principi d’analisi rau en que la intensitat de fluorescéncia és relativa a la quantitat

d’ARNm present en la mostra biologica estudiada. Una vegada s’obtenen les dades
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d’intensitat de cada spot aquestes s’analitzen bioinformaticament. Es requereixen
eines estadisitiques i bioinformatiques molt potents degut a la gran quantitat de dades

que es generen.
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Figura 112. Esquema de la disposicié de les sondes d’oligonucleotids en cada spot del

microarray.

Existeixen dos tipus principals de microarrays d’ADN, que es diferencien pel métode

de fabricacié i de mesura de I'expressié génica (Figura 113):

A. Microarrays d’ADN complementari

Les sondes dels microarrays d’ADN complementari (ADNc) sén els productes
d’amplificacié, obtinguts per PCR (Polymerase chain reaction), de biblioteques
d’ADNCc. Aquests productes son ADNc de doble cadena i s’imprimeixen (o spotegen) al
microarray utilitzant robots. La mida d’aquestes sondes és bastant gran (des de 100 a
1.000 nucledtids), fet que limita la densitat de sondes del microarray. No obstant, el
sistema de fabricacié d’aquest tipus de microarray fa que sigui una plataforma molt
flexible i més econdomica. Tipicament, s’utilitza la técnica de doble marcatge de

fluorescéncia, en la que s’hibriden conjuntament dues mostres d’ARNm, una marcada
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amb el fluorocrom Cy5 (vermell) i l'altra amb el fluorocrom Cy3 (verd). Aquest tipus
d’hibridacié s’anomena hibridacié competitiva, ja que cada mostra competeix amb
l'altra per tal d’'unir-se especificament a la sonda complementaria. La quantificacio de
la intensitat de cada spot és relativa a la quantitat ARNm d’'una mostra respecte a
laltra. El tipus d’estudi més habitual és la hibridaci6 competitiva d’'una mostra
problema amb una mostra control o de referéncia (Kuo i cols. 2004; Draghici i cols.

2003) (Figura 113).

B. Microarrays d’oligonucleotids

Les sondes dels microarrays d'oligonucledtids es sintetitzen in situ, és a dir,
directament sobre el suport del microarray. A diferéncia dels microarrays d’ADNc, no hi
ha cap pas de clonatge, ni d’'amplificacié ni d'impressié de les sondes, fet que redueix
molt el soroll present en els microarrays d’ADNc. Aquest tipus de fabricacid6 comporta
sintetitzar sondes més curtes (d’entre 25 a 80 nucledtids), les quals sén menys
especifiques perd que permeten dissenyar microarrays d’elevada densitat. Les sondes
es dissenyen a partir de les sequéncies descrites en bases de dades publiques, com
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genban) (Draghici i cols. 2003; Kuo i cols. 2004). Els
microarrays d’oligonucleotids estan disponibles a través de diferents cases comercials,
en diversos formats i plataformes que poden contenir actualment més de cinc milions
de sondes. Generalment, el seu procés d’hibridacio és no competitiu; és a dir,
unicament s’hibrida una mostra en cada microarray, marcada amb un sol fluorocrom.
La intensitat del senyal de cada spot és absoluta i proporcional a la quantitat d’ARNm

de la mostra (Figura 113).
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Figura 113. Comparacié dels dos tipus de microarrays: els microarrays d’ADNc en els que
s’utilitza el métode d’hibridacié competitiva, i els microarrays d’oligonucleotids, en aquest
exemple microarrays de la casa comercial d’Affymetrix, en el que s'utilitza el métode

d’hibridacié no competitiva (Margalit i cols. 2004).
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En el present treball s’han utilitzat els microarrays d’oligonucledtids de la casa
comercial Agilent. S’ha processat el microarray d’alta densitat 44K Whole Human
Genome oligonucleotide microarray i s’ha hibridat competitivament ARN procedent de
granulocits de SP de les mostres problema (pacients amb TE) amb ARN extret d’un

pool de 10 individus sans.

1.3.1.2. Metodologia dels microarrays d’expressio génica

La metodologia dels microarrays d’expressié génica consta dels seguients passos:

1.Disseny de I'experiment

El disseny de I'experiment és el punt més important a tenir en compte quan es realitza
un experiment de microarrays. El disseny de I'experiment ha de permetre respondre a
una hipotesi biologica. Cal escollir correctament el tipus de mostra a estudiar
(exemple: teixit tumoral) i la mostra a la que volem comparar (exemple: el mateix tipus
de teixit perd sa). Es important també estudiar un minim de mostres de cada condici6 i

treballar amb mostres d’ARN de qualitat.

2. Processament de la mostra i hibridacié al microarray

El processament de la mostra, en termes generals, consisteix en partir d’'una quantitat
concreta d’ARN total, retrotranscriure a ADNc, amplificar, marcar amb fluorescéncia i
hibridar la mostra al microarray d’expressié. Una vegada hibridat es realitzen els
rentats, per tal d’eliminar les unions inespecifiques, i 'escanejat del microarray. Com a
resultat s’obté la imatge escanejada, amb els valors d’intensitat corresponents a cada
spot en forma de matriu. El processament de la mostra s’explica detalladament a

'apartat 3.2.1.5 de material i métodes.
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3. Analisi de les dades

L’analisi de les dades consta de diferents passos basics:

A. Analisi de la qualitat de les dades dels microarrays: I'analisi de la qualitat de les
dades generades per cada microarray €s un pas imprescindible per tal de detectar
possibles errors técnics al laboratori. L’analisi de qualitat inclou la valoracié de la
imatge escanejada (per a detectar taques en el microarray, etc.) i diferents analisis
estadistiques i eines de visualitzacié que ens comparen els resultats de tots els
microarrays de I'estudi. Les grafiques més utilitzades sén els box-plots, grafiques de
densitat i I'analisi de components principals (PCA, Principal Component Analysis).
L’objectiu és detectar graficament si en el conjunt de I'experiment la qualitat és

correcte i identificar si hi ha alguna mostra que es desvii de la resta de I'experiment.

B. Preprocessament i normalitzacié: El preprocessament de les dades inclou
I'extraccio dels valors quantitatius del senyal de fluorescéncia de cada sonda a partir
de la imatge escanejada del microarray. Durant aquest procés d’extraccié es fa una
correccio del soroll de fons (o background) per tal d’excloure les intensitats de senyal
inespecifiques de I'spot. Un cop extretes les dades, aquestes es poden filtrar per tal
d’eliminar aquelles sondes amb poca expressio, que introduirien soroll en l'analisi
estadistica. Posteriorment, s’apliquen diferents algorismes, tals com 'RMA (Robust
Multi-Array Average) (Irizarry i cols. 2003), per tal de normalitzar les dades. La
normalitzacié és una correccid de les dades l'objectiu de la qual és eliminar la
variabilitat entre els diferents microarrays, originada per variacions técniques. Es un
pas necessari previ a l'analisi de les dades perd0 també delicat, ja que en tota
normalitzacié s’elimina també informacié biologica. Per aquest motiu I'algorisme
escollit per a la normalitzacié condiciona els resultats (Draghici i cols. 2003). Una
vegada realitzada la normalitzacié de les dades un pas opcional i també delicat és el

filtratge de les dades.
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C. Analisi dels gens diferencialment expressats: és I'analisi de dades propiament
dit. Es basa en la cerca de grups de gens diferencialment expressats entre dues o més
condicions que ens aportin informacié bioldgica en I'experiment que hem realitzat. Per
a lanalisi dels gens diferencialment expressats s'utilitzen diferents meétodes
estadistics, com els tests parametrics (t-Test Student i 'ANOVA (ANalysis of
VAriance)) i test no paramétrics (com el test de la U Mann-Whitney U, el test Kruskal-
Wallis i el SAM (Significance Analysis of Microarrays)) (Stall i cols. 2006; Alllison i cols.
2006). Per a cada gen es crea la hipotesi de si aquest esta diferencialment expressat o
no i s’aplica un test estadistic. Com que cada experiment inclou milers de gens, aquest
mostreig d’hipdtesi multiple s’ha de corregir per evitar obtenir falsos positius. EIl métode
més utilitzat és el FDR (False Discovery Rate). Els resultats dels gens diferencialment
expressats s’expressen tipicament amb un valor de ratio d’expressié entre les dues
condicions que comparem, en log, de la ratio, que correspon al fold change (FC), o
sense base logaritimica, i un valor de significancia estadistica (valor de p) associat.
Existeixen dos métodes de classificacio per tal d’'identificar gens que ens divideixin les
mostres en classes:

-Analisi no supervisada: en aquest tipus d’analisi no es coneix préviament a

quina categoria o grup pertany cada mostra de l'estudi, de manera que
s’apliquen métodes estadistics que ens permeten identificar agrupacions de
mostres segons la seva expressio. Existeixen diferents tipus d’algorismes que
permeten generar aquestes agrupacions o clusters, com el clustering jerarquic i
I'analisi de PCA. A la clinica, I'analisi no supervisat permet identificar subgrups
de tumors que comparteixen patrons d’expressio semblants.

-Analisi__supervisada: aquest tipus danalisi permet identificar gens

diferencialment expressats entre dues o més categories conegudes. Aquesta
estratégia permet establir patrons d’expressié caracteristics de cada categoria i
classificar mostres addicionals de categoria préviament desconeguda. Es molt

utilitzat per a I'estudi de correlacié de dades d’expressié i dades cliniques.
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D. Analisi funcional i interpretacié biologica de les dades: és l'objectiu final de
I'analisi de dades de microarrays. Es vol obtenir un coneixement bioldgic de les dades
generades, per tal de definir funcions bioldgiques o xarxes genétiques especifiques de
la condicié estudiada. Per a vincular el llistat de gens diferencialment expressats amb
la funcié bioldgica d’aquests s’utilitza la informacié de I'ontologia genética (GO, gene
ontology,www.geneontology.org) que s’explota amb diferents eines pubiliques tals com
AmiGO (amigo.geneontology.org/cgi-binfamigo/go.cgi), FatiGO
babelomics.bioinfo.cipf.es) i DAVID (david.abcc.ncifcrf.gov)) i privades (IPA, Ingenuity
Pathway Analyses), entre d’altres.

L’aplicacié de la tecnologia de microarrays d’expressié ha seguit un creixement
exponencial de manera que s’ha generat una gran quantitat de dades. Aquestes s’han
dipositat en bases de dades publiques (com el GEO (Gene expression omnibus,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) i Array Express (http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/))
per tal que estiguin disponibles a tota la comunitat cientifica. Per a facilitar el
compartiment de les dades ha estat necessari establir uns estandards internacionals
liderats per la societat Microarray Gene Expression Data (MGED), com els inclosos en

el MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment).

4. Validacié biologica de les dades

Una vegada completada I'analisi de dades cal confirmar si tots o alguns dels gens
presenten realment expressié diferencial, aplicant técniques bioldgiques independents.
Aquest analisi es realitza en el mateix grup de mostres estudiades pels microarrays i
en una série independent.

Per a la validacié dels resultats d’expressié a nivell d’ARN la técnica més emprada és
la RT-PCR quantitativa a temps real (RQ-PCR). També és important conéixer si el
canvi a nivell d’expressié d’ARN té traduccidé a nivell de proteina. Els estudis que es
realitzen per a validar I'expressié proteica sén principalment les técniques de Western

Blot, d'immunohistoquimica i de citometria de flux.
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1.3.2. Microarrays d’expressio en les neoplasies mieloproliferatives

En el camp de I'hematologia, el primer estudi de microarrays d’expressido en mostres
de cancer ja va demostrar la poténcia d’'aquesta tecnologia en la classificacio de les
leucémies agudes (Golub i cols. 1999). Posteriorment, Alizadeh i cols. (Alizadeh i cols.
2000) van identificar subgrups de pacients amb limfoma difus de cél-lula B gran, els
quals es correlacionaven amb el prondstic i amb la resposta a la terapia.

Des d’aleshores s’han realitzat nombrosos estudis utilitzant aquesta tecnologia els
quals han aportat un gran coneixement en la patogénesi de les malalties
hematologiques i en la seva classificacio i el seu impacte en el prondstic i tractament.
En les NMP Ph- també existeixen diferents estudis d’expressido génica utilitzant la
tecnologia de microarrays. Concretament, Pellagatti i cols. (2003), Goertller i cols.
(2005) i Steidl i cols. (2005) van definir gens amb expressio diferencial en granulocits
de pacients amb PV i I'estudi de Kralovics i cols. (2005c) va identificar gens I'expressio
dels quals era depenent de la preséncia de JAK2V617F. En la TE, Schwemmers i cols.
(2007), en el mateix periode que el nostre estudi (Puigdecanet i cols. 2008), van definir

també subclasses de pacients en relacié a I'estat de JAK2V617F.
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Hipotesi i objectius

2.1. HIPOTESI

La TE és una malaltia clonal de la cél-lula mare hematopoética, amb hiperplasia dels
megacariocits de la medul-la dssia i amb una hiperproduccié de plaquetes circulants,
que no afecta solament a la linia megacariocitica siné també a les linies mieloides
granulocitica i eritroide. La TE és una malaltia clinicament heterogénia i en la que no
existeix un marcador diagnostic. L’alteraci6 molecular més comu és la mutacio
JAK2VB17F, perd només és present en aproximadament el 50% dels malalts. Aixi,
resta una proporcio important de pacients en els quals encara es desconeix l'alteracio
genética implicada en la patogénesi de la TE.

La hipotesi plantejada era que les alteracions genétiques causants de la TE, les
conegudes com JAK2VG617F i les que encara no es coneixen, podien afectar
I'expressio génica de les cél-lules mieloides, com els granulocits.

Amb l'analisi del perfil d’expressio dels granulocits dels pacients amb TE es podria
identificar una signatura geénica caracteristica de la malaltia que ens aportaria
informacié sobre la fisiopatologia de la TE. A més a més, I'estudi d’expressio en els
pacients JAK2V617F-positius identificaria els gens i les vies de senyalitzacié afectades
per la mutacié. Per altra banda, el perfil d’expressioé dels pacients JAK2V617F-negatius
ens aportaria informacié sobre vies de senyalitzacié que podrien estar afectades per
alteracions genétiques encara desconegudes.

Amb les dades anteriors, junt amb la comparacio del perfil d’expressio de la TE amb el
de la TR i de la PV, es podrien definir marcadors especifics de la TE, amb possible
valor diagnostic i/o prondstic, i que podrien ser estudiats per técniques disponibles en

un laboratori de rutina.
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2.2. OBJECTIUS

Objectius generals

L’objectiu del treball és caracteritzar el perfil d’expressié génica de la TE i aprofundir
en el coneixement de la fisiopatologia d’aquesta malaltia. També es pretén definir
marcadors que permetin el diagnostic de la TE i que, a la vegada, puguin ser estudiats

per técniques disponibles en un laboratori de rutina.

Objectius concrets

1. Caracteritzar el perfil d’expressio génica de la TE utilitzant la técnica de microarrays
d’expressio, estudiant el patré6 d’expressid en granulocits de sang periférica i
comparant-lo amb el d’individus sans.

2. Validar els resultats obtinguts per microarrays d’expressié d’'un conjunt concret de
gens mitjancant RQ-PCR utilitzant targetes microfluidiques (TLDA) en els pacients
estudiats préviament per microarrays d’expressido i en una série independent de
pacients amb TE.

3. Analitzar el perfil d’expressié génica en les TE en relaci6 a la preséncia de la
mutacio JAK2V617F.

4. Estudiar I'expressioé d’un grup de gens seleccionats, utilitzant la técnica de TLDA, en
pacients amb TR i comparar el perfil d’expressié amb el de la TE.

5. Realitzar la mateixa analisi en pacients amb PV i comparar el perfil d’expressié amb
el de la TE. Analitzar les diferéncies d’expressié en relaci6 amb la mutacié
JAK2V61TF.

6. Validar I'expressio proteica dels gens més rellevants en pacients amb TE, mitjangant

les técniques d'immunocitoquimica i de Western Blot.
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3.1. MATERIAL

3.1.1. Seleccio de pacients i controls pels analisis de microarrays d’expressio i
de RQ-PCR

En el treball s’han inclos un total de 98 pacients amb NMP Ph- diagnosticats segons
els criteris de 'OMS 2001 (Jaffe i cols. 2001) i 2008 (Swerdlow i cols. 2008) i sense

haver rebut tractament citorreductor.

Concretament s’han estudiat:

- 57 pacients diagnosticats de TE
- 33 JAK2V617F-positius en heterozigosi
- 1 JAK2V617F-positiu en homozigosi
- 23 JAK2V617F-negatius

- 41 pacients diagnosticats de PV
- 24 JAK2V617F-positius en heterozigosi
- 9 JAK2V617F-positius en homozigosi
- 7 JAK2V617F-negatius
- 1 JAKZ2 exon 12-positiu

- 6 pacients amb TR

També s’ha inclds un grup de 10 persones sanes com a control de I'estudi.

Les mostres han estat recollides entre els anys 2004 i 2008. Les mostres de les 57 TE

i 37 PV provenen de I'Hospital del Mar de Barcelona. Quatre pacients amb PV

JAK2V617F-negatius provenen de I'Hospital Clinic de Barcelona.

Els pacients estudiats en cada part del treball, aixi com les seves caracteristiques

clinico-biologiques, es detallen en els respectius capitols de I'apartat de resultats.
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La mostra utilitzada ha estat granuldcits de SP.

3.1.2. Seleccié de mostres de pacients amb TE i controls per a les técniques
d’immunohistoquimica, immunocitoquimica i Western Blot

En les técniques d’estudi de I'expressidé proteica del gen FOSB (immunocitoquimica i
Western Blot) s’han estudiat 12 pacients inclosos posteriorment (cinc JAK2V617F-
negatius i set JAK2V617F-positius) diagnosticats de TE segons els criteris de 'OMS
del 2008 (Swerdlow i cols. 2008) i sense haver rebut tractament citorreductor. Com a
condicié control d’expressivitat del FOSB s’han inclds cinc individus sans. La linia
cel-lular K562 s’ha emprat com a control positiu. En la técnica d'immunocitoquimica
també s’ha utilitzat una biopsia de cancer de mama com a control positiu.

La linia cel-lular K562 és una linia cel-lular mieloide establerta per Lozzio i cols. (1975)

a partir d'una pacient amb leucemia mieloide cronica en crisi blastica.
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3.2. METODES

3.21. Estudis d’expressi6 génica en la trombocitémia essencial, en

trombocitosis reactives i en la policitémia vera

3.2.1.1. Extraccié i processament de la mostra

La mostra utilitzada pels estudis d’expressié ha estat de SP, tant pels pacients com
pels individus control. L’'obtencié de SP venosa del pacient s’ha realitzat mitjancant
una extraccid amb xeringa o Vacutainer™ i intentant evitar 'hemolisi. S’han extret
20ml de sang en un tub amb 1% d’anticoagulant EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid).

La mostra es processa amb el minim de temps possible des de la seva extraccio,
sempre guardant-la a temperatura ambient (TA), a 18-26°C. Les mostres provinents de
centres externs el periode entre I'extraccio i el processament de la mostra podia arribar

ales 24 hores.

3.2.1.2. Separacié dels tipus cel-lulars de la sang periférica

Per a I'estudi d’expressio génica de les NMP és necessari aillar els diferents tipus
cel-lulars de la SP, especialment els granuldcits que és la linia hematopoética afectada
en aquest grup de malalties.

Per a la separacio dels tipus cel-lulars de la SP s’ha utilitzat la técnica de gradient de
densitat i posteriorment la sedimentaci®é amb dextra. La combinacié d’ambdues

técniques permet la separacié de plaquetes, cél-lules mononucleades i granulocits.

3.2.1.2.1. Técnica de separacio per gradient de densitat
El principi de separacio per gradient de densitat és I's d’'una mescla de polisacarids i
diatriozat de sodi d'una densitat concreta amb la que, mitjangant la centrifugacio,

permet obtenir una monocapa o anell d’aquelles cél-lules de la mateixa densitat que la
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mescla i una sedimentacié de les cél-lules amb densitat superior (técnica descrita per
Bagyum i cols. 1968). Concretament, per a la separacié de limfocits i altres ceél-lules
mononucleades, com els mondcits, s’utilitza el producte comercial Lymphoprep™, de
densitat 1.077£0,001 g/ml. Amb aquesta mescla s’aconsegueix un anell de cél-lules

mononucleades i una sedimentacio d’eritrocits i de granulocits.

Equipament

Coulter ACT diff Hematology Analyzer (BR-13692A, Beckman coulter)

Reactius
Lymphoprep™ (1114544, Axis-Shield)
- Caracteristiques de conservacio: un cop obert guardar-lo a la nevera (4°C) i a
la foscor, embolicant-lo amb paper de plata.
- Composicio: -Diatriozat de sodi: 9.1% (w/v)
-Polisacarids: 5.7% (w/v)

PBS 10x (1666789, Roche)

Solucions
PBS 1x: dilucié 1:10 de PBS 10x utilitzant H,O (exemple: 10ml de PBS 10x i 90 ml

d’H,0).

Procediment

1. Treure el Lymphoprep™ de la nevera i deixar-lo atemperar.

2. Diluir la sang (que conté un 1% d’anticoagulant EDTA) a 1:1 utilitzant PBS 1x
(exemple: 20 ml de sang i 20 ml de PBS1x) i barrejar.

3. Amb molta cura i utilitzant una pipeta Pasteur o una pipeta de 10ml dipositar 6 ml de
sang diluida sobre 3 ml de Lymphoprep™, utilitzant tubs conics de 15ml. Sempre s’ha

de mantenir la relacié de 2 volums de mostra per 1 volum de Lymphoprep™. Es
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imprescindible que la sang no es barregi amb el fluid de separacié ja que sind es
trenca la consisténcia del fluid i no actua com a separador.

4. Centrifugar a 280g durant 20 minuts a TA i sense fre de la centrifuga. Després de la
centrifugacio s’obté un anell de cél-lules mononucleades en la interfase entre la mostra
i el fluid separador, tal i com es mostra en la figura M1.

5. Extreure la capa cel-lular utilitzant una pipeta Pasteur, amb cura de no agafar també
el fluid separador, i ho dipositem en un tub conic de 15 ml.

6. Afegir PBS 1x en la suspensio cel-lular, fins a un volum d’'uns 10 ml, i centrifugar a
160-220g durant 10 minuts, de manera que s’obté un pellet cel-lular.

7. Fer dos rentats amb PBS 1x del pellet per tal d’eliminar restes del fluid separador el
qual presenta toxicitat cel-lular: decantar el sobrenadant i afegir PBS 1x fins a un
volum d’'uns 10 ml i centrifugar a 160-220g durant 10 minuts. Repetir el procediment
una vegada.

8. Finalment s’obté un pellet de cél-lules mononucleades de puresa superior al 80%, el
qual sera processat per a la posterior extraccié d'ADN, ARN o proteines.

La puresa cel-lular es quantifica mitjangant un comptador cel-lular automatic.

Sang diluida 1:1
amb soluci6 salina

Plasmai
plaquetes
280g, 20 min
—
a 23°C aprox. <  Céllules
mononucleades
Lymphoprep™
densitat 1.077 g/ml) R
Eritrocits i
granulocits

Figura M1. Esquema de la técnica de separacio per gradient de densitat. Imatge modificada de

News bulletin for Axis-Shield density gradient media.
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3.2.1.2.2. Purificacié dels granulécits mitjangcant la técnica de separacié per
sedimentacié amb dextra 3%

L’objectiu d’aquesta técnica és aillar els granulocits procedents del paquet cel-lular
obtingut en la técnica del Lymphoprep™. Aquest conté els granuldcits i eritrocits que
han sedimentat degut a la seva elevada densitat (superior a la del Lymphoprep™,
1.077g/ml).

El principi de separacid per sedimentacié amb dextra és I'Us d’aquest sucre a una
concentracid del 3% que ocasiona la sedimentacié dels eritrocits i resten els
granulocits en suspensié. No obstant, no sedimentaran tots els eritrocits de manera
que un cop realitzada la separacié dels granuldcits amb el dextra caldra lisar els

eritrocits contaminants amb clorur d’amoni.

Equipament

Coulter ACT diff Hematology Analyzer (BR-13692A, Beckman coulter)

Reactius

Dextra pur de Louconostoc mesenteroides (D1037, Sigma-Aldrich)
Serum fisioldgic Serrasol (375790.4, Lab Serra Pamies)

Clorur d’amoni (A9434, Sigma-Aldrich)

PBS 1x (preparat a partir de PBS 10x (1666789, Roche))

Solucions
Dextra 3%: 2g de dextra en 100 ml de sérum fisioldgic. Barrejar durant uns 30 minuts,

utilitzant un agitador magneétic, i guardar a la nevera (4°C) durant maxim un mes.

Procediment
1. Extreure el sobrenadant i el Lymphoprep™ de manera que només quedi el paquet

cel-lular, d’aspecte hematic pel seu alt contingut en eritrocits.
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2. Diluir el paquet cel-lular a 1:1 utilitzant PBS 1x (exemple: 20 ml de paquet cel-lular i
20 ml de PBS 1x) i ho barregem.

3. Utilitzar una xeringa de volum d’acord als volums que tinguem de paquet cel-lular
diluit. Extreure I'émbol i tapar la punta de la xeringa amb parafim o bé amb una
xeringa encapsulada.

4. Afegir la mescla de paquet cel-lular diluit a la xeringa i afegir un volum igual de
dextra 3%.

5. Introduir amb cura I'émbol a la xeringa pressionant a la vegada la punta de la
xeringa, per tal d’evitar vessaments.

6. Barrejar la mescla invertint la xeringa i situar-la en posicio vertical durant 30 a 40
minuts. Durant aquest temps els eritrocits sedimentaran i els granuldcits es quedaran
en el sobrenadant, tal i com es mostra en la figura M2.

7. Extreure el sobrenadant mitjangant la introduccié del receptor d’'una “palometa” a la
punta de la xeringa. Tallar la punta del tub on hi ha la “palometa” i introduir el tub en un
recipient per recollir el sobrenadant, com tubs conics de 15 ml.

8. Afegir PBS 1x en la suspensio cel-lular, fins a un volum d’'uns 10 ml, i centrifugar a
370-444g (aprox.1500-1800rpm) durant 10 minuts, de manera que s'obté un pellet
cel-lular, el qual encara conté eritrocits.

9. Lisar els eritrocits del pellet cel-lular afegint uns 10ml de clorur d’amoni en el pellet
cel-lular i barrejar. Deixar la mescla 10 minuts a TA.

10. Centrifugar la suspensié cel-lular a 370-444g durant 10 minuts, de manera que
s’obté el pellet cel-lular purificat d’eritrocits.

11. Fer dos rentats del pellet amb PBS 1x per tal d’eliminar restes de dextra i clorur
d’amoni: decantar el sobrenadant i afegir PBS 1x fins a un volum d’uns 10ml i
centrifugar a 370-444g durant 10 minuts. Repetir el procediment una vegada.

12. Finalment s’obté un pellet dels granulocits de puresa superior al 80%, el qual sera
processat per la posterior extraccio d’ADN, ARN o proteines.

La puresa cel-lular es quantifica mitjangant un comptador cel-lular automatic.
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Agitacié per
inversio i
— sedimentacié N
30-40 minuts
Dextra _— Granulocits i
eritrocits
Granulocits
i eritrocits .
Eritrocits

Figura M2. Esquema de la técnica de separacié dels granuldcits per sedimentacié amb dextra

3%.

3.2.1.3. Extraccié d’ARN utilitzant el métode de fenol-cloroform

L’extraccié de material genétic (tant ARN com ADN) de cél-lules aillades es basa en
I’Us dels reactius tiocianat de guanidina, fenol i cloroform aplicant el protocol descrit per
Chomoczynski i cols (2006) modificat. El tiocianat de guanidina actua com a agent
desnaturalitzant i a la vegada estabilitzador de 'ARN, ja que elimina les ARNases i
dissocia els complexes proteics-acid nucleic (separa 'ARN ribosomic dels ribosomes).
El fenol lisa les cél-lules i junt amb el cloroform permeten separar les proteines, restes
cel-lulars i acids nucleics en diferents fases: la fase organica (en la que s’hi troba el
clorofom junt amb I’ADN, proteines i restes cel-lulars) i la fase aquosa (en la que s’hi

troba el fenol junt amb 'ARN).

Equipament

Coulter ACT diff Hematology Analyzer (BR-13692A, Beckman coulter)
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Reactius

UltraspecTM (BL-10050, Biotecx)

Cloroform (UN1888, Merck)

Isopropanol (19516-25ml, Sigma)

Etanol absolut (UN1170, Merck)

Aigua lliure d’ARNases (BE51200, Accugene)

RNAse ZAP (AM9780, Ambion)

Solucions

Etanol 75%: es prepara a partir de I'etanol absolut, utilitzant aigua lliure d’ARNases

Procediment

Préviament a l'inici de I'extraccio de 'ARN cal netejar tota I'area de treball amb el
reactiu RNAse ZAP i treballar amb guants, per tal de garantir un processament en
condicions lliures d’ARNases, que podrien degradar 'ARN.

Es parteix dels granulocits separats mitjangant les técniques descrites en els apartats

anteriors.

1. Utilitzar un comptador hematoldgic per a quantificar el nombre de cél-lules en
suspensid i aliquotar 10x10° cél-lules per eppendorf d’1,5 ml. Utilitzar eppendorf lliures
d’ADNases i ARNases.

2. Centrifugar 5 minuts a 240g i treure el sobrenadant, de manera que s’obté un pellet
de cél-lules. A partir d’aquest punt s’ha de treballar en fred, a 4°C.

3. Afegir 1 ml d’Ultraspec™ al pellet amb una xeringa de 2 ml i utilitzant una agulla de
20G.

4. Passar la solucioé unes 15-20 vegades per la xeringa. Anar molt amb compte de no

punxar-se.
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5. Deixar reposar durant 5 minuts a 4°C o bé emmagatzemar la mostra a -80°C.
Possible punt de parada del protocol. En cas que es guardi a -80°C, al continuar el
processament cal que la mostra es descongeli a 4°C i posteriorment tornar a passar la
solucié unes 15-20 vegades per una xeringa de 2 ml amb agulla de 20G
6. Afegir 200 pl de cloroform (per cada ml d’Ultraspec™) i agitar vigorosament durant
uns 15 segons i deixar novament en gel durant minim 5 minuts.
7. Centrifugar a 15.900g durant 15 minuts a 4°C. Després de la centrifugacio es
formaran 2 fases (Figura M3):

-fase inferior: és la fase organica i conté I'’ADN, proteines i restes cel-lulars

-fase superior: és la fase aquosa i conté 'ARN

Separacio de fases Precipitacié amb isopropanol

. {5‘3 :
lﬁ:«*—- Pt

Figura M3. Esquema de la técnica d’extraccié d’ARN utilitzant el métode de fenol-cloroform.

8. Transferir amb molt de compte la fase aquosa a un nou eppendorf lliure d’ARNases.
Vigilar de no aspirar la fase organica, que es visualitzaria en la punta de la pipeta com
a restes blanquinoses. Anotar el volum transferit.

9. Afegir un volum igual d’isopropanol, aproximadament uns 600 ul. Barrejar per
inversio i deixar les mostres durant minim 10 minuts a -20°C. Possible punt de parada
del protocol.

10. Centrifugar a 18.400g durant 10 minuts a 4°C. L’ARN formara un precipitat blanc al
fons de I'eppendorf. Llencar el sobrenadant amb molta cura de no perdre el precipitat

blanc.
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11. Fer dos rentats amb etanol 75% a 9.400g durant 5 minuts a 4°C. Llengar el
sobrenadant després de cada rentat.

12. Deixar assecar el precipitat blanc posant els tubs cap per avall damunt un
mocador, un minim de 30 minuts fins que es torni transparent.

13. Un cop el pellet esta sec afegir un volum d’aigua lliure d’ARNAses d’acord al
tamany del pellet (entre 20 a 50 pl). Ressuspendre el pellet amb la pipeta perd sense
tocar-lo directament. Després deixar la mostra a la nevera durant un minim de 30
minuts per tal que s’acabi de dissoldre el pellet d’ARN.

14. Agafar una aliquota d’uns 5 pl de cada mostra per quantificar i analitzar la integritat
de 'ARN. La resta de mostra s’emmagatzemara a -80°C, per a ser processada per a la

técnica de microarrays d’expressié o de RQ-PCR.
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3.2.1.4. Quantificacié i analisi de la qualitat de ’'ARN

3.2.1.4.1. Quantificacié de I’ARN

La quantificacid6 de 'ARN es realitza mitjangant I'espectrofotdmetre de volum reduit
anomenat NanoDrop™. Es forma una pel-licula molt fina, d'1 mm de longitud, entre el
cap inferior i superior, a través de la qual aplicant llum ultraviolada podra llegir-ne
'absorbancia (A) a diferents longituds d’ona. L’espectrofotdmetre permetra obtenir la
concentracié d’ARN (mitjangant I'equivaléncia d’'una A260 de valor 1 correspon a una
concentracié de 40 ug/ml), aixi com la seva puresa, indicada pels valors seguents:

- Ratio A260/280: valor optim >1,6-2,0. Indica la proporcié de proteines (A280)
respecte als nucleotids (A260).

- Ratio 260/230: valor optim >1,3-2,0. Indica la proporcié de sals i altres restes de
reactius (A230) respecte als nucleotids (A260)

-A320: valor optim <0,2. Indica la preséncia de restes solides en la mostra

Equipament

NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (ND-1000 Technologies)

Reactius

Aigua lliure d’ARNases (BE51200, Accugene)

Procediment

Segons el manual v3.7 User's Manual de la casa comercial NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer:

1. Obrir el programa de I'aparell “NanoDrop1000 Spectrophotometer” i seleccionem
I'opcid “Nucleic Acid”.

2. Passar un mocador de paper en el cap inferior i superior on es forma la pel-licula de

la mostra i a continuacié, tal i com indica el programa, rentar els capgals amb aigua,
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dispensant 5 pl d’aigua en el cap inferior. Tancar la barra posant en contacte el cap
superior amb l'inferior. Prémer “Continue”.

3. Una vegada rentats els capcals ja es pot procedir a la quantificacié. Cal primer fer el
blanc, seleccionant I'opcié d’ARN i dispensant altre cop aigua (ja que és amb el que es
troba ressuspés el nostre ARN) en el capcal inferior. Prémer “Blank”.

4. Eixugar ambdés caps amb un mocador de paper i dispensar >1,3 ul-2 pl de la
primera mostra, sempre evitant introduir bombolles. ldentificar-la correctament en la
pantalla. Prémer “Measure”.

5. Una vegada estiguin totes les mostres quantificades és recomanable mesurar el
blanc (en aquest cas I'aigua) com una mostra més. El valor de quantificacié ha de ser
molt proper a zero, ja que és el nostre blanc. Si la concentracié és superior a 5 ng/ul
cal tornar a realitzar el blanc i tornar a quantificar totes les mostres.

6. Fer un ultim rentat dels capgals amb aigua, per tal de deixar-los nets per a la
propera mesura.

7. Guardar els resultats, entrant a Report_ Show Report_Save Report Export Report
Table Only. Es genera una taula que conté els valors de concentracié de cadascuna
de les mostres amb els respectius valors de les A260, A280, A230, A320 i les ratios

260/230 i 260/230.

3.2.1.4.2. Analisi de la qualitat de ’ARN

L’analisi de qualitat de 'ARN es realitza mitjancant el bioanalitzador Agilent 2100
Bioanalyzer, el qual realitza una electroforesi capil-lar en un format de xip amb 16 pous
interconnectats. L’analisi consisteix en una prévia injeccié d’'un polimer que conté un
fluorocrom dins dels canals del xip, aixi com la incorporacié d’un ladder amb fragments
de mida i concentracié coneguda. Posteriorment es carreguen 12 mostres d’ARN a
cadascun dels pous, juntament amb un marcador, els quals estan en contacte amb un
electrode que aplica un gradient de voltatge que ocasiona la migracié de 'ARN a

través del polimer. En cada canal, tant de les mostres com del ladder, s’aconsegueix la
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separacio de les molécules d’ARN en funcio de la seva mida, com en un gel d’agarosa.
La deteccié dels fragments d’ARN s’aconsegueix gracies a I'excitacio amb laser del
fluorocrom, present en el polimer, el qual s’intercala en la cadena d’ARN. El marcador,
present en cada mostra i en el ladder, s'utilitza per a aliniar la lectura de les mostres
amb el /ladder. Com a resultat d’'aquesta analisi s’obté una imatge virtual d’un gel
d’agarosa i un perfil electroforétic de 'ARN ribosdomic de cada mostra i del ladder
(Figura M4). La lectura del ladder permet obtenir una corba de migracié estandar en
relacid a la mida dels fragments, que és coneguda. D’aquesta manera és possible
conéixer la mida de cadascun dels fragments d’ARN detectats. També s’obté la
concentracié de la mostra, a través de la suma de les arees sota la corba de tots els
pics del perfil electroforétic detectat per una mostra i la comparacié amb les arees sota

la corba dels diferents pics del ladder, dels quals se’'n coneix la concentracio .

Marcador _ — Ladder

Hm 20000 SO0 Nt | 1000 0L | 2000 nt 4000 G000

Figura M4. Perfil electroforétic del RNA 600 Nano ladder

A partir del perfil electroforétic de 'ARN ribosdmic s’obtenen els dos parametres
seglents, els quals ens permeten estimar la integritat de 'ARN:

- ratio entre la subunitat 18S i 28S de I’ARN ribosodmic: valor optim >1,3-2

- RNA Integrity Number (RIN), obtingut mitjancant un algorisme que analitza tot el perfil

electroforétic de 'ARN ribosomic (Figura M5). S’obtenen valors entre zero i 10, essent
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zero un valor corresponent a una mostra totalment degradada i 10 un valor d’una

mostra de qualitat excel-lent (Figura M6).
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Figura M5. Electroferograma en el que es detallen les regions indicadores de la qualitat de

I’ARN ribosomic i que son utilitzades pel calcul del valor de RIN.
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Figura M6. Perfil electroforetic de 'ARN ribosomic de diferents mostres amb valors de RIN de

10, 6, 3i 2, respectivament.

Tot i que el Bioanalyzer 2100 també proporciona la concentracié de la mostra utilitzem

el Nanodrop per a obtenir aquest parametre, ja que els valors sén més fiables.
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Equipament
Agilent 2100 Bioanalyzer (G2939AA, Agilent Technologies)
Chip Priming Station (5065-4401, Agilent Technologies)

IKA vortex mixer (inclds en kit G2939AA, Agilent Technologies)

Reactius
RNA 6000 Nano Total RNA Assay (5067-1511, Agilent Technologies)
Conté: -Agilent RNA 6000 Ladder

-RNA Nano Dye Concentrate
-Agilent RNA 6000 Nano Marker (2 vials)
-Agilent RNA 6000 Nano Gel Matrix (2 vials)
-25 RNA Nano Chips

RNAsa ZAP (9780, Ambion)

Aigua lliure d’ARNases (BE51200, Accugene)

Procediment
Segons el manual RNA 6000 Nano Kit Guide (Manual Part Number G2938-90034,
Edicié 08/2006) de la casa comercial Agilent:

A. Posada a punt de la chip priming station per a la utilitzacié del xip RNA 6000

Nano Total RNA

1. Enroscar la xeringa d’1ml a la tapa.
2. Ajustar el suport a la posicié C.
3. Ajustar I'embol de la xeringa a la posicié d’'1ml.

B. Posada a punt de I’Agilent 2100 Bioanalyzer

1. Ajustar el selector de xip a la posici6 1.

C. Preparacio6 del ladder

1. Quan arriba el ladder a 4°C cal pipetejar-lo a un eppendorf lliure d’ARNases.

2. Desnaturalitzar-lo durant 2 minuts a 70°C.

74



Material i méetodes

3. Immediatament posar el vial en gel.
4. Fer aliquotes d’uns 1,2ul en eppendorf de 0,2 ml lliures d’ARNases.
5. Emmagatzemar-les a -80°C.

D. Descontaminacio dels electrodes

Cal descontaminar els electrodes per tal d’evitar la degradacio de la mostra.

1. Afegir 350 yl d’'RNAse ZAP en un dels pous d’'un xip de neteja d’electrodes,
rotulat préviament com a RNAse ZAP.

2. Afegir 350 pl d’aigua lliure d’ARNases en un dels pous d'un xip de neteja
d’electrodes, rotulat préviament com a RNAse free.

3. Posar el xip de neteja que conté RNAse ZAP en el 2100 Bioanalyzer i tancar la
tapa. Deixar-lo durant minim 1 minut.

4. Treure el xip. Es guarda per la neteja dels electrodes posterior a I'analisi

5. Posar el xip de neteja que conté aigua lliure d’ARNases en el 2100 Bioanalyzer i
tancar la tapa. Deixar-lo durant minim 1 minut.

6. Treure el xip. També es guarda per la neteja dels electrodes posterior a I'analisi
7. Deixar la tapa oberta durant 1 minut per tal que s’evapori l'aigua restant dels
electrodes.

E. Preparacio del gel

1. Treure tots els reactius (es troben dins la caixa del kit) i deixar atemperar durant
30 minuts.

2. Posar 550 pl del gel (vial marcat en vermell) sobre el filtre que conté I'eppendorf
subministrat en el kit.

3. Centrifugar durant 10 minuts a TA a 1500g.

4. El gel filtrat es pot guardar durant 1 mes a 4°C.

F. Preparacio de la solucié gel-dye

1. Aliquotar 65 ul del gel fitrat en un eppendorf de 0,5 ml lliure dARNases.

2. Vortejar el fluocrom (dye, vial marcat en blau) durant 10 segons i fer un pols.
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3. Afegir 1 pl de fluorocrom als 65 ul de gel filtrat. Vortejar i comprovar que la
mescla sigui homogénia.

4. Centrifugar durant 10 minuts a 13.000g.

5. Deixar-lo equilibrar a TA durant 30 minuts.

Sempre utilitzar la barreja de gel i fluorocrom preparada el mateix dia.

Cal sempre protegir el fluorocrom de la llum, aixi com la barreja gel-dye.

G. Carreqga del xip

Durant la carrega dels diferents reactius al xip cal posar sempre la pipeta tocant el
fons de cada pou.

1. Agafar i treure de I'embolcall un xip RNA Nano.

2. Posar el xip a la chip priming station.

3. Pipetejar 9 pl de la mescla de gel i fluorocrom en el pou inferior marcat com a G.
4. Posar la pipeta a 1ml. Tancar la tapa de la chip priming station i apretar 'émbol
de la xeringa avall fins a la posicio del clip.

5. Esperar exactament 30 segons i després alliberar I'émbol obrint el suport del
clip.

6. Esperar que I'’émbol retorni a la posicié de minim 0,3ml.

7. Esperar 5 segons i lentament retornem I'émbol fins a la posicié inicial d’1 ml.

8. Obrir la tapa de la chip priming station.

9. Pipetejar 9 ul de la mescla de gel i fluorocrom en els dos pous superiors marcats
com a G.

10. Pipetejar 5 pl del marcador (vial marcat en verd) en el pou identificat amb el
simbol de /adder i en cadascun dels 12 pous de les mostres.

11. Desnaturalitzar durant 2 minuts a 70°C les 12 mostres d’ARN, préviament
aliquotades en volums d’1 pl en eppendorf de 0,2 ml. S'evita aixi la preséncia
d’estructures secundaries en 'ARN.

12. Pipetejar 1ul de cada mostra a cadascun dels 12 pous del xip.
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13. Pipetejar 1ul de ladder, préviament desnaturalitzat i emmagatzemat a -80°C, en
el pou identificat com a ladder.

14. Vortejar el xip durant 1 minut, utilitzant I'lKA vortex a 2.400rpm.

15. Procedir a I'analisi del xip en un termini de 5 minuts.

H. Analisi del xip en 'Aqgilent 2100 Bioanalyzer

1. Engegar l'aparell i posteriorment obrir el programa 2700 Expert Software.
Seleccionar I'assaig corresponent a RNA 6000 Nano Total RNA Assay.

2. Comprovar que el programa ens detecta 'aparell.

3. Obrir la tapa i introduir-hi el xip.

4. Seleccionar Start i comengar I'analisi.

5. Introduir els identificadors de les mostres en la posicié del pou del xip
corresponent.

6. Al cap d’'uns 20 minuts es completa I'analisi de les mostres.

7. Es guarden els resultats en format “pdf”.

Comprovar que el perfil electroforetic del /adder és el correcte i també el de les
mostres.

|. Descontaminacio dels electrodes després de I'analisi

Com a ultim pas cal netejar els electrodes de nou per tal d’evitar contaminacions
en les properes analisis.
1. Un cop acabada 'analisi treure immediatament el xip.

2. Repetir el procés de neteja dels electrodes descrit en I'apartat D.
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3.2.1.5. Microarrays d’expressio en la trombocitémia essencial

Per a I'analisi de microarrays d’expressio s’ha utilitzat el métode de marcatge en dos
colors, que consisteix en hibridar competitivament dues mostres en un mateix
microarray marcades amb fluorocroms diferents i després realitzar una nova hibridacio
amb un marcatge de fluorocroms invers, anomenat dye swap. S’ha utilitzat la
plataforma comercial Agilent (Agilent Technologies, Palo Alto, CA), emprant el xip
d’oligonucleotids 44K Whole Human Genome oligonucleotide microarray. En el nostre
estudi s’ha hibridat en cada microarray ARN d’un pacient junt amb un pool d’ARN
control, procedent de 10 individus sans.

Préviament a l'analisi per microarrays s’ha valorat la qualitat de 'ARN, utilitzant el
meétode d’electroforesi capil-lar (descrit en I'apartat 2.4.1). Només es van escollir
aquelles mostres amb un valor d’integritat (RIN) de 'ARN superior a 7, descartant
aquelles mostres amb valors inferiors per evitar treballar amb mostres degradades.
Aquesta técnica s’ha realitzat en la Core Facility de Microarrays del Centre de

Regulacié Genomica, Barcelona.

La técnica dels microarrays d’expressié consisteix en quatre passos diferenciats, que

sbn els seguents:

A. Retrotranscripcid, amplificacié i marcatge de 'ARN
B. Fragmentacié i hibridacio de la mostra als xips

C. Rentats

D. Escanejat

E. Obtencid de la matriu de valors d’intensitat
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A. Retrotranscripcio, amplificacié i marcatge de I’ARN

La retrotranscripcié (RT), 'amplificacio i el marcatge de 'ARN és la primera part del
processament de la mostra per tal d’hibridar-la en el microarray d’expressio. En aquest
estudi s’ha utilitzat el métode de marcatge en dos colors per crear ARN complementari
(ARNCc) amplificat i marcat amb cianina 3 (Cy3) i/o cianina 5 (Cy5). De forma resumida,
es parteix de 500 ng d’ARN total el qual es retrotranscriu a ADNc, s’amplifica i es
marca mitjangant una transcripcioé in vitro amb la preséncia de CTP marcats amb
fluorescéncia (Cy3 i Cy5). Finalment el producte amplificat es purifica per tal d’eliminar
els nucleodtids no incorporats. Una vegada les mostres estan marcades s’hibriden en el
microarray (Figura M7). El processament s’ha realitzat d’acord al protocol recomanat
per Agilent (Agilent low RNA input linear amplification kit plus, Manual Part Number

5185-5818, 1era edicid, versié 4.0, Gener 2006).
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Figura M7. Esquema de la retrotranscripcio, amplificacié i marcatge de I'ARN. Imatge

modificada del manual Agilent low RNA input linear amplification kit plus, Manual Part

Number 5185-5818, 1era edicio, versid 4.0, Gener 2006.
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Equipament
DNA Engine Tetrad 2 Thermocycler (PTC-0240G, Bio-Rad)
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (ND-1000, Thermo Fisher Scientific)

Agilent 2100 Bioanalyzer (G2939AA, Agilent Technologies)

Reactius
Agilent Low RNA Input Linear Amplification Kit (5184-3523, Agilent)
Conté: -T7 Promoter primer
-5X First strand buffer
-0,iM DTT
-10 mM dNTP mix
-MMLV RT
-RNAse OUT
-4X Transcription buffer
-10 mM NTP mix
-50% PEG (polyethylene glycol)
-fosfatasa inorganica
Cyanine 3-CTP (10,0 mM), (NEL580, PerkinEImer/NEN Life Sciences)
Cyanine 5-CTP (10,0 mM), (NEL581), PerkinEImer/NEN Life Sciences)
RNeasy mini Kit (74104, QIAGEN)
B-mercaptoetanol (8057400005, Merck)
Etanol absolut (UN1170, Merck)

DNase/RNase-free distilled water (10977015, Invitrogen)

Procediment

A.1.Retrotranscripcié: generacié de ’'ADNc a partir de 'ARN total

Tol el procediment s’ha de realitzar treballant en fred, utilitzant gel.
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1. Descongelar els seguents reactius: T7 Promoter Primer, 5X First Strand Buffer,

0.1M DTT, 10mM dNTP mix.

2. Partir de 500ng d’ARN total en un volum maxim de 8,3 pl.

3. Afegir 1,2 ul de T7 Promoter Primer.

4. Afegir aigua lliure d’ARNases fins a un volum d’11,5 ul.

5. Barrejar i fer un pols.

6. Desnaturalizar els primers i 'ARN incubant a 65°C durant 10 minuts, en un bloc sec.

7. Posar la reaccio en gel i incubar durant 5 minuts.

8. Preparar la master mix d’ADNc de la seguent manera:
- Preescalfar el buffer 5X First strand incubant el vial a 80°C durant 3 o 4 minuts
per tal d’assegurar la ressuspensio dels components del buffer. Posteriorment
vortejar i fer un pols.
- Immediatament abans d'utilitzar els diferents reactius barrejar-los mitjangant el
pipeteig i posteriorment fer un pols.
- Afegir els reactius en un eppendorf d’1,5 ml seguint l'ordre i els volums indicats
en la taula M1. Afegir els enzims (MMLV-RT i RNase OUT) a l'ultim moment.

Calcular sempre un excés de volum per assegurar tenir suficient quantitat de mix.

Taula M1. Reactius per la master mix d’ADNc

Reactiu Volum (pl)/ 1 Rxn
5x First Strand 4
0.1M DTT 2
10mM dNTP 1
MMLV-RT 1
RNase Out 0,5
Volum total 8,5

9. Barrejar i fer un pols de la mix.
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10. Afegir 8,5 ul de la mix a cada reacci6 i barrejar mitjancant el pipeteig. Deixar les
reaccions a fora del gel per evitar la precipitacié dels reactius.

11. Incubar les reaccions durant 2 hores a 40°C en un bany d’aigua circulant, sense
agitacioé.

15. Mentrestant descongelar els seguents reactius: 4X transcription buffer, 0,1 M DTT ,
10 mM NTP mix i 50% PEG, fosfatasa inorganica.

16. Inactivar I'enzim MMLV-RT incubant les mostres a 65°C en un bany o bloc sec
durant 15 minuts.

17. Moure les mostres al gel i incubar durant 5 minuts.

18. Fer un pols de les mostres.

A.2. Amplificacié i marcatge: generaci6 d’ARNc marcat amb fluorescéncia.

Transcripcio in vitro i incorporacié dels CTP marcats amb els fluorocroms Cyanine 3 i

Cyanine 5

Tol el procediment s’ha de realitzar a TA i protegint les mostres de la llum una vegada
s’hagin incorporat els fluorocroms.
1. Preparar la master mix de transcripcid de la seglient manera i durant els 20 minuts
ultims del protocol anterior:
-Si el PEG té precipitats preescalfar incubant el vial a 40°C durant 1 minut. Per
assegurar una ressuspensié optima vortejar breument i fer un pols.
-Immediatament abans d’utilitzar els diferents reactius barrejar-los mitjangant el
pipeteig i posteriorment fer un pols.
-Afegir els reactius en un eppendorf d’1,5 ml seguint I'ordre i els volums indicats
en la taula M2. Afegir els enzims (RNAse out i T7 RNA Polymerase) a I'tltim
moment. Calcular sempre un excés de volum per assegurar tenir suficient

quantitat de mix.
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Taula M2. Reactius per la master mix d’amplificacié i marcatge

Reactiu Volum (upl)/ 1 Rxn
H20 DEPC 15,3
4x transcription buffer 20
0.1M DTT 6
NTP mix 8
50% PEG 6,4
RNase Out 0,5
Fosfatasa inorganica 0,6
T7 RNA Polymerase 0,8
Cyanine 3-CTP o cyanine 5-CTP 2,4
Volum total 60

2. Barrejar i fer un pols de la mix.
3. Afegir 57,6 ul de la mix a cada reaccié i barrejar mitjangant el pipeteig.

4. Incubar les reaccions durant 2 hores a 40°C en un bany d’aigua circulant.

A.3. Purificacié de ’'ARN amplificat

Per a la purificacié de 'ARNc amplificat s'utilitza el kit RNeasy de Qiagen i es segueix
el seu protocol amb modificacions especificades en el protocol d’Agilent.

1. Ajustar el volum de la mostra a 100 ul, afegint 20 ul de H,O lliure dARNases.

2. Preparar buffer RLT afegint en proporcié 1 a 100 de B-mercaptoetanol i buffer RLT
(exemple: 7 ul de B-mercaptoetanol per cada 700 pl de buffer RLT).

3. Afegir 350 ul de buffer RLT a cada mostra i barrejar.

4. Afegir 250 ul d’etanol fred (puresa 100%). Barrejar mitjangant el pipeteig, sense
centrifugar.

Fins aquest punt mantenim les mostres en gel.
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5. Transferir 700 pl de la mostra a una columna mini RNeasy, que es troba en un tub
col-lector de 2 ml.

6. Centrifugar 30 segons a 15.900g i a 4°C.

7. Canviar el tub col-lector, llengant I'eluit i posar la columna en un nou tub col-lector
de 2 ml.

8. Afegir 500 ul de buffer RPE a la columna.

9. Centrifugar 30 segons a 15.900g i a 4°C.

10. Llencar el volum del tub col-lector i reutilitzar el tub.

11. Altre cop, afegir 500ul de buffer RPE.

12. Centrifugar 30 segons i 60 segons adicionals a a 15.900g i a 4°C.

13. Llengar el tub col-lector i posar la columna en un nou tub d’1,5 ml.

14. Eluir ’ARNCc purificat afegint 30 ul d’H;O lliure d’ARNases directament al filtre de la
columna.

15. Incubar durant 60 segons abans de centrifugar 30 segons a 15.900g i a 4°C.

16. Tornar a afegir 30 ul d’H,0O lliure d’ARNases directament al filtre de la columna.

17. Incubar durant 60 segons abans de centrifugar 30 segons a 15.900g i a 4°C.

18. Guardar 'ARNCc eluit i purificat a 4°C.

Es important preservar la integritat de 'ARNc produit, evitant cicles de congelacio i
descongelacié successius. La integritat es pot avaluar utilitzant el bioanalitzador

Agilent 2100 Bioanalyzer i en el que s’ha d’obtenir un perfil semblant al de la figura M8.
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Figura M8. Perfil electroforétic d’ARNc marcat amb fluorescéncia (Cy5) d’elevada integritat, junt

amb el perfil del RNA 6000 ladder.

A.4. Quantificacié de ’ARN amplificat

L’ARNc amplificat es quantifica utilitzant I'espectrofotdmetre Nanodrop ND-1000,
calculant la concentracio segons I'equivaléncia de A260 de valor 1 a 40 pug/ul d’ARN.
Partint de 500 ng d’ARN total s’espera obtenir una quantitat d’ARNc amplificat d’entre

2i4 g, la qual és depenent de la puresa i integritat de la mostra d’ARN.

A.5. Quantificacid de l'activitat especifica de ’'ARN amplificat

Per a la quantificacio de l'activitat especifica de 'ARN amplificat també s’utilitza
I'espectrofotometre Nanodrop ND-1000, en l'opcié d’analisi per microarrays del
programa. L’activitat especifica de 'ARN mesura la quantitat de fluorocrom incorporat
en 'ARN i es calcula per a cadascun dels fluorocroms, segons les formules
especificades en el manual.

Partint de 500 ng d’ARN total s’espera obtenir una activitat especifica d’entre 10-15
pmols/ug. Aquelles mostres d’ARNc amb activitat especifica inferior a 8 pmols/ug no

s’haurien d’hibridar en el microarray.
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B. Fragmentacié i hibridacié de la mostra als microarrays

Una vegada les mostres estan marcades ja estan apunt per ser fragmentades i
hibridades en el microarray.

En el nostre estudi es van hibridar simultaniament en un microarray 750 ng d’ARNc
amplificat i marcat amb Cy5 o Cy3 corresponent a mostra d’un pacient junt amb mostra
d’un pool de 10 individus sans, amb una activitat especifica d’entre 7 i 15 pmols/ug.
Cada comparativa es va hibridar per duplicat, realitzant un marcatge amb fluorocroms
invers o dye swap, per tal d’eliminar possibles diferéncies en la ratio d’incorporacié
d’ambdos fluorocroms.

El processament s’ha realitzat d’acord al protocol recomanat per Agilent (Agilent
oligonucleotide microarray hybridization, Manual Part Number G4140-90010, 1era

edicid, versio 4.1, Octubre 2002).

Equipament
Hybridization Chamber kit-SureHyb enabled, Stainless (G2534A, Agilent Technologies)

Forn d’hibridacié (G2545, Agilent Technologies)

Reactius
Kit d’hibridacio (5184-3568, Agilent Technologies)
Conté: -25x Fragmentation buffer
-2x Hybridization buffer
-10% Triton X-102
-10x Control targets
Whole Human Genome oligonucleotide microarrays (G4112A, Agilent Technologies)
SSC 20x (0804, Amresco)

Aigua lliure d’ARNases (BE51200, Accugene)
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Procediment

B.1. Fragmentacio i preparacidé de la solucié d’hibridacid

Tot el procediment s’ha de realitzar en fred i protegint les mostres de la llum, pel que

s’utilitza un eppendorf d’1,5 ml amber.

B.1.1. Preparacio de la solucié 2x Target
Per a la preparacié de la solucié 2x Target Solution que contindra 'ARNc que
s’hibridara en el microarray es barregen els seguents reactius:

- 750 ng de Cy3-cRNA

- 750 ng de Cy5-cRNA

- 50 ul de 10x Control targets

- H,O lliure d’ARNases fins a 240 pl (el volum d’aigua necessari varia segons

la concentracié de 'ARNc de cada mostra)

La solucié 2x Target preparada es pot guardar congelada a -80°C durant 1 mes.

B.1.2. Fragmentacio i preparacié de la solucié d’hibridacié 1x.

1. Afegir 10 ul de 25x Fragmentation buffer als 240 pl.

2. Barrejar amb el vortex.

3. Incubar 30 minuts a 60°C.

4. Afegir 225 ul de Buffer d’hibridacio 2x, obtenint una solucié d’hibridacié 1x de volum
final de 475 pul.

5. Es barreja pipetejant amb cura de no generar bombolles. No vortejar.

6. Fer un pols.

7. Procedir a hibridar la solucié immediatament.
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B.2. Muntatge del microarray en la cambra d’hibridacio i hibridacié

Per a hibridar la mostra marcada i fragmentada en el microarray cal utilitzar cambres
d’hibridacié, una per cada mostra. Es important identificar correctament cada cambra
d’hibridacié amb I'identificador de la mostra que s’hi hibridara.

1. Col'locar el cobreobjectes dins la cambra d’hibridacio.

2. Amb una pipeta dipositar tot el volum de la soluci6 (475 ul) sobre el cobreobjectes
3. Col-locar el microarray a sobre el cobreobjectes, tenint en compte que la part activa
del microarray, on es troben les sondes, correspon a la part que conté la inscripcié
Agilent. La part inactiva és la que conté com a inscripcid el codi de barres del
microarray.

4. Posar la tapa de la cambra d’hibridacio6 i tancar.

5. Collocar la cambra d’hibridaci6 en una graella situada en el rotor del forn
d’hibridacio, el qual es troba a 60°C i en rotacio.

6. Hibridar les mostres durant 18 hores a 60°C i en rotacio.

C. Rentats del microarray
Els rentats serveixen per, una vegada hibridada la mostra en el microarray, eliminar
I'excés de reactius i de mostra no hibridada i eliminar les unions no especifiques, per

tal d’evitar falsos positius i reduir el soroll de fons.

Equipament

Agitador magnétic Lab-Mix 10(W930H, Fisher Scientific)

Reactius i solucions

Soluci6 de rentat 1: 6x SSC, 0,005% Triton X-102

Barrejar els seglents reactius d’acord als valors de la taula M3:
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Taula M3. Reactius de la solucié de rentat 1

Reactiu Volum (ml)
H20 350
20x SSC (filtrat) 150
10% Triton X-102 0,25
Volum total 400,25

-Filtrar la solucio6 utilizant un filtre de 0,2 um.
-Segellar 'ampolla i barrejar la solucié per agitacio.

-Guardar la soluci6 a TA.

Solucié de rentat 2: 0,1x SSC, 0,005% Triton X-102

Barrejar els seguents reactius d’acord als valors de la taula M4

Taula M4. Reactius de la solucié de rentat 2

Reactiu Volum (ml)
H,O 248,75
20x SSC (filtrat) 1,25
10% Triton X-102 0,125
Volum total 250,125

-Filtrar la solucié utilizant un filtre de 0,2 um.
-Segellar 'ampolla i barrejar la solucié per agitacio.

-Guardar la solucié a 4°C.
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Procediment

C.1. Preparacioé de les solucions de rentat:

Préviament als rentats dels microarrays cal preparar les solucions de rentat. Es
preparen 250 ml per cubeta.

Preparar 3 cubetes, de la seglient manera:

-Cubeta 1: cubeta opaca. Conté la solucié de rentat 1 a TA.

-Cubeta 2: conté la solucio de rentat 1 a TA, i una graella pels microarrays. Situem la
cubeta sobre un agitador magnétic.

-Cubeta 3: conté la soluci6 de rentat 2 a 4°C, i una graella pels microarrays. Tot dins

un contenidor amb gel.

C.2. Rentats

1. Submergir les cambres d’hibridacio a la cubeta 1.

2. Desmuntar la cambra d’hibridacio treient el cobreobjectes amb una pinga. Agitar
manualment el microarray per eliminar I'excés de solucié d’hibridacié. Sempre
subjectar el microarray per la part on s’hi troba imprés el codi de barres o per les
puntes.

3. Treure el microarray i rapidament posar-lo en la graella de la cubeta 2.

4. Una vegada la graella conté tots els microarrays agitar la solucio utilitzant I'agitador
magnétic i una mosca, durant 10 minuts, i després agitar-la manualment durant 5
minuts.

5. Passar la graella a la cubeta 3 i fer aquest 3er rentat en fred. Agitem manualment la
graella als 2.5 minuts i als 5 minuts.

6. Posar els microarrays als adaptadors (amb la part activa, que conté la inscripcid

d’Agilent, cara amunt) per tal d’escanejar-los. Cal escanejar inmediatament.
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D. Escanejat

L’escanejat dels microarrays consisteix en la deteccié de la fluorescéncia emesa de
cada fluorocrom per excitacié amb laser. Degut a que es realitza un doble marcatge,
en el que una mostra estd marcada amb Cy3 i l'altra amb Cy5, la lectura de la
fluorescéncia de cada punt de la matriu del microarray es realitza excitant amb laser el

fluorocrom Cy3 a 532-nm i el fluorocrom Cy5 a 633-nm.

Equipament
Agilent dual-laser microarray scanner (G2505A, Agilent Technologies)

Programa Genepix 6.0 (Molecular Dynamics)

Procediment

1. S’introdueixen els microarrays a I'escaner dins els suports i en la posicié adequada
2. S’escanegen els microarrays i s’obtenen les imatges de fluorescéncia.

3. Els valors d’intensitat de fluorescéncia s’extreuen i es quantifiquen utilitzant el

programa Genepix 6.0.

E. Obtencié de la matriu de valors d’intensitat

L’analisi de dades dels microarrays d’expressio consisteix en generar una matriu de
valors tractats estadisticament, a partir d’'una matriu de valors d’intensitat procedent de
I'escanejat del microarray, de manera que ens permeti realitzar analisis estadistiques

comparant els valors de les diferents mostres estudiades.

Els perfils d’expressié dels pacients estudiats es van obtenir utilitzant el microarray
d’oligonucleotids 44K Whole Human Genome oligonucleotide microarray de la
plataforma comercial d’Agilent Technologies. Aquest array conté 44K sondes de 60nt,
de les quals 41.000 corresponen a regions d’estudi i la resta son controls del

microarray. Per a cada sonda o feature del microarray es disposa de la informacié de
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I'oligonucledtid que representa, aixi com de les corresponents dades bioinformatiques
com l'identificador del GenBank, del SwissProt i 'anotacio del gen.
Les dades es van dipositar a la base de dades publica GEO amb [identificador

GSE11003.
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3.2.1.6. RT-PCR quantitativa a temps real en la trombocitémia essencial, en
trombocitosis reactives i en la policitémia vera

La tecnica de RQ-PCR permet també quantificar I'expressié génica, i s’ha utilitzat per a
validar I'expressio d’un grup seleccionat de gens d’interés obtinguts en I'analisi dels
microarrays d’expressid. S’ha utilitzat la plataforma d’arrays de baixa densitat
(TagMan® Low Density Arrays, TLDA) analitzant el mateix grup de pacients estudiats
per microarrays d’expressio i en un grup independent de pacients amb TE, aixi com en
pacients amb PV.

Previ a l'estudi de RQ-PCR s’ha valorat la qualitat de 'ARN, utilitzant el métode
d’electroforesi capil-lar (descrit en l'apartat 2.4.1). Només es van escollir aquelles
mostres amb un valor d’integritat (RIN) de 'ARN superior a 7.

La técnica de RQ-PCR consta de dues etapes:

A. Retrotranscripcioé de I'ARN total a ADNc

B. PCR-quantitativa a temps real

A. Retrotranscripcio

La RT consisteix en I'obtencié d’ADNc de cadena senzilla a partir de 'ARN total.

Per a la RT de les mostres del present treball s’han utilitzat dos kits de RT de la
mateixa casa comercial, ja que el High capacity cDNA archive kit va ser substituit pel
High capacity cDNA reverse transcription kit durant el desenvolupament del projecte.
El processament s’ha realitzat de manera manual i d’acord als respectius protocols
recomanats per Applied Biosystems (High capacity cDNA archive kit, Manual Part
Number 4322169 Rev. A, 2000; High capacity cDNA reverse transcription kit, Manual
Part Number 4375575 Rev. C. 10/2006). Ambdods kits retrotranscriuen 'ARN total a
ADNc utilitzant primers de tipus random (octamers) i els mateixos reactius, diferint
només en el volum d’ADNc generat: en el High capacity cDNA archive kit obtenim un

volum de 100 pl i en el High capacity cDNA reverse transcription kit de 20 pl. En
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ambdos kits s’ha partit de 500 ng d’ARN total de cada mostra, a una concentracio
entre 50 a 200 ng/pl i amb un contingut d’ADN gendmic inferior al 0,5%, de manera
que, considerant que l'eficiencia de la RT és del 100%, s’han obtingut les seglents
concentracions d’ADNCc:

-5 ng/ul amb el High capacity cDNA archive kit

-25 ng/ul amb el High capacity cDNA reverse transcription kit

Equipament

Termociclador 2720 (4359659G, Applied Biosystems)

Reactius
High capacity cDNA archive kit, “Kit 1” (4322171, Applied Biosystems) i High capacity
cDNA reverse transcription kit amb inhibidor d’ARNases “Kit 2” (4368814, Applied
Biosystems):
Ambdos kits contenen:
-10x RT buffer
-10x RT Random primers
-25x dNTPs
-MultiScribe Reverse Transcriptase, 50 U/pl

Aigua lliure d’ARNases (BE51200, Accugene)

Processament

Al llarg de tot el processament treballar en fred, utilitzant gel.

1. Descongelar els reactius del kit en gel.

2. Preparar la master mix 2x de la RT d’acord a la taula M5 i calculant un excés de

volum del 5%:
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Taula M5. Reactius de la master mix de la RT

Kit 1 Kit 2
Reactiu Volum (pl)/ 1 Rxn Volum (pl)/ 1 Rxn
10x RT buffer 10 2
25x dNTPs 4 0.8
10x RT Random primers 10 2
MultiScribe Reverse Transcriptase, 50 U/pl 5 1
Aigua lliure d’ARNases 21 4.2
Volum total 50 10

3. Fer un vortex i un pols i guardar la RT master mix 2x en gel.

4. Preparar la placa o eppendorf de 0,2 ml per a generar els ADNc.

5. Descongelar els ARNs en gel. Una vegada descongelats es ressuspen la solucio
fent copets a I'eppendorf i després un pols.

6. Segons els valors de concentracid de cada mostra s’afegeix en la placa o eppendorf
el volum corresponent a 500 ng.

7. Afegir el volum necessari d’aigua lliure d’ARNases per mostra per assolir un volum
final de 50 pl en High capacity cDNA archive kit i de 20 uyl en High capacity cDNA
reverse transcription Kit.

8. Fer un pols de la placa o eppendorf.

9. Afegir 50 ul de la RT master mix 2x a cada pou de la placa o eppendorf.

10. Ressuspendre amb la pipeta i fer un pols de la placa o eppendorf.

11. Mantenir la placa o eppendorf en gel fins que els carreguem en el termociclador.
12. Programar el termociclador d’acord a les condicions seglients (Taula M6 i Taula

M7):
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Taula M6. Condicions termociclador pel High capacity cDNA archive kit (Kit 1):

Step1 Step2
Temperatura 25°C 37°C
Temps 10 min 120 min

Taula M7 Condicions del termociclador pel High capacity cDNA reverse transcription kit (Kit 2):

Step1 Step2 Step3 Step 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Temps 10 min 120 min 5 seg )

13. Carregar la placa o eppendorf al termociclador i iniciar el programa de RT.
14. Una vegada finalitzat el programa fer un pols de la placa o eppendorf i guardar les
mostres en fred a 4°C en cas que es realitzi la PCR quantitativa a temps real

immediatament i en cas d’Us a més llarg termini cal emmagatzemar-les a -20°C.

B. PCR-quantitativa a temps real utilitzant la plataforma d’arrays de baixa
densitat (TagMan® Low Density Arrays (TLDA))

La tecnica de RQ-PCR, desenvolupada per Higuchi i cols. el 1992, consisteix en una
PCR en la que es pot quantificar el producte que s’esta amplificant durant la reaccié,
gracies a la monitoritzacié de la fluorescéncia generada pels fluorocroms introduits.
Les sondes Tagman®, emprades en aquest treball, sén sondes d’hidrolisi que utilitzen
I'activitat 5° exonucleasa de I'enzim Taq polimerasa per a generar fluorescéncia. Es
tracta de sondes marcades amb un fluorocrom a I'extrem 5’ (anomenat reporter) i un
fluorocrom receptor a I'extrem 3’ (anomenat quencher), el qual bloqueja I'emissio de
fluorescéncia del reporter. Quan la sonda s’uneix als acids nucleics la Taq polimerasa

hidrolitza la sonda, gracies a la seva activitat exonucleasa 5-3, i el quencher es separa
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del reporter i aquest ultim emet fluorescéncia. Aquest procés es repeteix en cada cicle

de la PCR (Figura M9).
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sondes Tagman (Modificat de Kubista i cols. 2006).

Durant el procés es mesura la quantitat de fluorescéncia emesa en cada cicle de PCR
i es registre el nombre de cicles necessaris per a generar un minim de fluorescéncia,
conegut com a Cycle Threshold (Ct), el qual s’estableix en un punt de la fase de
creixement exponencial de la corba de fluorescéncia, abans de que aquesta arribi a la

fase plateau, que correspon a la saturacié de la reaccié de PCR (Figura M10).
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Figura M10. Corba d’amplificacié de la RT-PCR quantitativa a temps real (Kubista i cols. 2006).

El Ct és proporcional a la quantitat inicial de molécules d’ARN de la mostra de manera

que és un valor que permet quantificar el nombre inicial de copies de 'ARN d’interés.
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Aquesta técnica té una elevada especificitat i sensibilitat i és ampliament utilitzada per
a validar els resultats d’expressié obtinguts mitjangant la técnica de microarrays

d’expressio.

B1. Disseny de les plataformes TLDA

Per a I'analisi de RQ-PCR s’ha utilitzat la plataforma TLDA, que consisteix en una
targeta amb 384 pous cadascun dels quals conté un assaig Tagman®. S’han
dissenyat tres plataformes de TLDA (anomenades TLDA1, TLDA2 i TLDAS3), d’acord
als resultats obtinguts en els microarrays d’expressid, dos que contenen 96 gens per
duplicat (format 96a, TLDA1 i TLDAS3) i una altra amb 48 gens per duplicat (TLDA2)

(Figura M11).

Format 96a (part number 4342259} Format 48 (part number 4342253)
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Figura M11. Format 96a i 48 de les TLDA

Les TLDA consten de 384 pous amb 8 canals d'entrada, cadascun dels quals
comunica amb 48 pous (Figura M12). D’aquesta manera, en el format de TLDA per 96
gens s’hi han analitzat 2 pacients/targeta (carregant mostra del pacient 1 en els 4
primers canals d’entrada i del pacient 2 en els 4 ultims canals) i en el format de TLDA
de 48 gens s’hi han analitzat 4 pacients/targeta (carregant mostra de cada pacient en 2

canals d’entrada consecutius).
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L LA ERd N E

Figura M12. Plafaforma TLDA

Per a cada gen d’estudi s’ha escollit 'assaig Tagman® corresponent a la sonda del
microarray, i sempre que estava disponible s’han escollit assaigs de tipus “ m”, els
quals només amplifiquen regions exoniques (regions d'unié d’exons) i s’evita aixi
I'amplificacio d’ADN gendmic. Per un nombre reduit de gens s’han escollit assaigs de

tipus “_g” (pot dectectar ADN) o “_s” (regio intraexonica, detecta ADN), en els que és
possible que s’amplifiqui ADN gendmic. El llistat dels assaigs inclosos en cada
disseny, junt amb els respectius controls endogens, es troben en les Taules M8, M9 i

M10).
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Taula M8. Llistat d’assaigs inclosos en el format de TLDA 96a. Plataforma TLDA 1.

Gen Descripcio Assaig Tagman
ACAT2 acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2 (acetoacetyl Coenzyme A thiolase) Hs00255067_m1
ANKRD15 ankyrin repeat domain 15 Hs00299498 m1
AP3M1 adaptor-related protein complex 3, mu 1 subunit Hs00201543_m1
ARLS8 ADP-ribosylation factor-like 8, Hs00379311_m1
ARRDC3 arrestin domain containing 3 Hs00385845_m1
AXUD1 AXIN1 up-regulated 1 Hs00263583_m1
AZIN1 antizyme inhibitor 1, Hs00210634_m1
B2M beta-2-microglobulin Hs99999907_m1
BCL2A1 BCL2-related protein A1,Gene hCG201186 Celera Annotation Hs00187845_m1
BTN2A2 butyrophilin, subfamily 2, member A2 Hs00272927_m1
C1QG complement component 1, g subcomponent, gamma polypeptide Hs00757779_m1
C4BPA complement component 4 binding protein, alpha Hs00426339_m1
CCL20 chemokine (C-C motif) ligand 20 Hs00171125_m1
CCL23 chemokine (C-C motif) ligand 23 Hs00270756_m1
CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 Hs00234142_m1
CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 Hs99999148 m1
CCNL1 cyclin L1 Hs00220399_m1
CD44 CD44 antigen Hs00153304_m1
CD83 CD83 antigen (activated B lymphocytes, immunoglobulin superfamily) Hs00188486_m1
CKAP4 cytoskeleton-associated protein 4 Hs00199135_m1
CNGB1 cyclic nucleotide gated channel beta 1 Hs00757900_m1
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Hs00601975_m1
DAF decay accelerating factor for complement (CD55, Cromer blood group system) [Hs00167090_m1
DDIT4 DNA-damage-inducible transcript 4 Hs00430304_g1
DDX28 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 28 Hs00251087_s1
DNAJA1 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 Hs00266011_m1
DUSP2 dual specificity phosphatase 2 Hs00358879_m1
DUSP5 dual specificity phosphatase 5 Hs00244839_m1
EDN1 endothelin 1 Hs00174961_m1
EREG epiregulin Hs00914313_m1
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ETS2 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian) Hs00232009_m1
FCAR Fc fragment of IgA, receptor for Hs00370197_m1
FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B Hs00171851_m1
GADD45B growth arrest and DNA-damage-inducible, beta Hs00169587_m1
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 (dopa-responsive dystonia) Hs00609198 _m1
GPR43 G protein-coupled receptor 43 Hs00271142_s1
GPR65 G protein-coupled receptor 65 Hs00269247_s1
HCST hematopoietic cell signal transducer Hs00367159_m1
HLA-G HLA-G histocompatibility antigen, class | Hs00365950_g1
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor Hs00164932_m1
ID2 inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-helix protein Hs00747379_m1
IER3 immediate early response 3 Hs00174674_m1
IER5 immediate early response 5 Hs00275419_s1
IL1A interleukin 1, alpha Hs00174092_m1
IL1RN interleukin 1 receptor antagonist Hs00277299 _m1
IL23A interleukin 23, alpha subunit p19 Hs00372324_m1
KLF10 Kruppel-like factor 10 Hs00194622_m1
KLF5 Kruppel-like factor 5 (intestinal) Hs00156145 m1
LAMB3 laminin, beta 3 Hs00165078_m1

LIMS1;LIMS3

LIM and senescent cell antigen-like domains 1,LIM and senescent cell antigen-

like domains 3

Hs00414460_m1

MAFF v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) Hs00544822_m1
MAP3K8 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 Hs00178297_m1
MT1K metallothionein 1K Hs00828387_g1
MYLIP myosin regulatory light chain interacting protein Hs00203131_mA1
NBN nibrin, Hs00159537_m1
NFE2 nuclear factor (erythroid-derived 2), 45kDa Hs00232351_m1
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
NFKBIE Hs00234431_m1
epsilon

NFKBIZ nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta | Hs00230071_m1
NR4A2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 Hs00428691_m1
OSM oncostatin M Hs00171165_m1
PDE4B phosphodiesterase 4B, cAMP-specific (phosphodiesterase E4 dunce homolog, | Hs00277080_m1
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Drosophila)
PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 Hs00190079_m1
PHACTR1 phosphatase and actin regulator 1 Hs00286959 m1
PLAU plasminogen activator, urokinase Hs00170182_m1
PLAUR plasminogen activator, urokinase receptor, Hs00182181_m1
pleckstrin homology domain containing, family G (with RhoGef domain) member

PLEKHG2 ) Hs00293943_m1
PLEK pleckstrin Hs00160164_m1
PLK2 polo-like kinase 2 (Drosophila) Hs00198320_m1
PPP1R15A protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A Hs00169585_m1

PRG1 proteoglycan 1, secretory granule Hs00160444_m1

prion protein (p27-30) (Creutzfeld-Jakob disease, Gerstmann-Strausler-

PRNP Hs00175591_m1

Scheinker syndrome, fatal familial insomnia)
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and
PTGS2 Hs00153133_m1
cyclooxygenase)

PTX3 pentraxin-related gene, rapidly induced by IL-1 beta Hs00173615_m1
RABGEF1 RAB guanine nucleotide exchange factor (GEF) 1 Hs00205696_m1
RBAF600 retinoblastoma-associated factor 600 Hs00378210_m1
SEC31L1 SEC31-like 1 (S. cerevisiae) Hs00274601_mA1
SLC35B2 solute carrier family 35, member B2 Hs00379360_m1
SLC7A5 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 5 | Hs00185826_m1
SNFT Jun dimerization protein p21SNFT Hs00232744_m1
SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial Hs00167309_m1
SOLH small optic lobes homolog (Drosophila) Hs00232164_m1
SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4 Hs00268388_s1
TAGAP T-cell activation GTPase activating protein Hs00299284 m1
TA-NFKBH T-cell activation NFKB-like protein Hs00262018_m1
TBCC tubulin-specific chaperone ¢ Hs00268437_s1
TCTE1IL t-complex-associated-testis-expressed 1-like Hs00359622_m1
TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Hs00234713_m1
TNFAIP6 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 Hs00200180_m1
TNF tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) Hs00174128_m1

TRIB1 tribbles homolog 1 (Drosophila) Hs00179769_m1
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XBP1 X-box binding protein 1 Hs00231936_m1
ZFP36 zinc finger protein 36, C3H type, homolog (mouse) Hs00185658_m1
ZNF217 zinc finger protein 217 Hs00232417_m1

Control
Descripcié Assaig Tagman

endogen
18S eukaryotic 18S ribosomal RNA Hs99999901_s1
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Hs99999905 m1
GUSB glucuronidase, beta Hs99999908 m1

Taula M9. Llistat d’assaigs inclosos en el format de TLDA 48. Plataforma TLDA 2.

Gen Descripcié Assaig Tagman
ADM adrenomedullin Hs00181605_m1
ATP2B4 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 Hs00608066_m1
BATF basic leucine zipper transcription factor, ATF-like Hs00232390_m1
BCL2L1 BCL2-like 1 Hs00236329_m1
C130rf18 chromosome 13 open reading frame 18 Hs00228336_m1
CCND1 cyclin D1 Hs00277039_m1
CD14 CD14 molecule Hs00169122_g1
CD44 CD44 molecule (Indian blood group) Hs00153304_m1
CD9 CD9 molecule Hs00233521_m1
CHSY1 carbohydrate (chondroitin) synthase 1 Hs00208704_m1
CISH cytokine inducible SH2-containing protein Hs00367082_g1
CRX cone-rod homeobox Hs00230899_m1
EMILIN2 elastin microfibril interfacer 2 Hs00230757_m1
F2R coagulation factor Il (thrombin) receptor Hs00169258 m1
HBG1,HBG2 hemoglobin, gamma A;hemoglobin, gamma G Hs00361131_g1
HBLD2 HESB like domain containing 2 Hs00832784_sH
HCP1 heme carrier protein 1 Hs00611081_mA1
HEMGN hemogen Hs00218346_m1
HMOX1 heme oxygenase (decycling) 1 Hs00157965_m1
HRH4 histamine receptor H4 Hs00222094_mA1
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IL3RA interleukin 3 receptor, alpha (low affinity) Hs00174356_m1
LDHA lactate dehydrogenase A Hs00855332_g1
LTBP1 latent transforming growth factor beta binding protein 1 Hs00386448 m1
MAD1L1 MAD1 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) Hs00269119_m1
MYOM2 myomesin (M-protein) 2, 165kDa Hs00187676_m1
NDUFV2 NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 2, 24kDa Hs00221478_m1
NEBL nebulette Hs00255521_m1
NQO2 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2 Hs00168552_m1
OPLAH 5-oxoprolinase (ATP-hydrolysing) Hs00417215_m1
P2RX5 purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 5 Hs00531938_m1
PIM1 pim-1 oncogene Hs00171473_m1
PLB1 phospholipase B1 Hs00290809_m1
PLEK2 pleckstrin 2 Hs00212774_mA1
PWP1 PWP1 homolog (S. cerevisiae) Hs00199991_m1
SLAMF1 signaling lymphocytic activation molecule family member 1 Hs00234149_m1
SLC2A1 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 1 Hs00197884_m1
SLC4A10 solute carrier family 4, sodium bicarbonate transporter-like, member 10 | Hs00222849 m1
SOCS1 suppressor of cytokine signaling 1 Hs00705164_s1
SOCS2 suppressor of cytokine signaling 2 Hs00919620_m1
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 Hs00269575_s1
SPATS2 spermatogenesis associated, serine-rich 2 Hs00225008_m1
TRPM6 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 6 Hs00214306_m1
UGCG UDP-glucose ceramide glucosyltransferase Hs00234293_m1
ZDHHC20 zinc finger, DHHC-type containing 20 Hs00708514_s1

Control endogen

Descripcid

Assaig Tagman

18S eukaryotic 18S ribosomal RNA Hs99999901_s1
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Hs99999905 m1
GUSB glucuronidase, beta Hs99999908_m1
HPRT1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Lesch-Nyhan syndrome) | Hs99999909 m1
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Taula M10. Llistat d’assaigs inclosos en el format de TLDA 96a, resultat de la seleccidé de gens

del formats 96a i 48 anteriors. En negreta els gens inclosos en el format anterior de 96a i

sense negreta els gens inclosos en el format de 48. Plataforma TLDA 3.

Gen Descripcié Assaig Tagman
ACAT2 acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2 (acetoacetyl Coenzyme A thiolase) | Hs00255067_m1
ANKRD15 ankyrin repeat domain 15 Hs00299498_m1
ARLS8 ADP-ribosylation factor-like 8 Hs00379311_m1
AXUD1 AXIN1 up-regulated 1 Hs00263583_m1
AZIN1 antizyme inhibitor 1 Hs00210634_m1
B2M beta-2-microglobulin Hs99999907_m1
BATF basic leucine zipper transcription factor, ATF-like Hs00232390_m1
BCL2A1 BCL2-related protein A1,Gene hCG201186 Celera Annotation Hs00187845_m1
BTN2A2 butyrophilin, subfamily 2, member A2 Hs00272927_m1
C130rf18 chromosome 13 open reading frame 18 Hs00228336_m1
C4BPA complement component 4 binding protein, alpha Hs00426339_m1
CCL20 chemokine (C-C motif) ligand 20 Hs00171125_m1
CCL23 chemokine (C-C motif) ligand 23 Hs00270756_m1
CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 Hs00234142_m1
CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 Hs99999148_m1
CCNL1 cyclin L1 Hs00220399_m1
CD44 CD44 antigen Hs00153304_m1
CD83 CD83 antigen (activated B lymphocytes, immunoglobulin superfamily) Hs00188486_m1
CISH cytokine inducible SH2-containing protein Hs00367082_g1
CKAP4 cytoskeleton-associated protein 4 Hs00199135_m1
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Hs00601975_m1
decay accelerating factor for complement (CD55, Cromer blood group
DAF Hs00167090_m1
system)
DDIT4 DNA-damage-inducible transcript 4 Hs00430304_g1
DDX28 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 28 Hs00251087_s1
DNAJA1 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 Hs00266011_m1
DUSP2 dual specificity phosphatase 2 Hs00358879_m1
DUSP5 dual specificity phosphatase 5 Hs00244839_m1
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EDN1 endothelin 1 Hs00174961_m1
EREG epiregulin Hs00914313_mA1
ETS2 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian) Hs00232009_m1
FCAR Fc fragment of IgA, receptor for Hs00370197_m1
FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B Hs00171851_m1
GADD45B growth arrest and DNA-damage-inducible, beta Hs00169587_m1
GCH1 GTP cyclohydrolase 1 (dopa-responsive dystonia) Hs00609198_m1
GPR43 G protein-coupled receptor 43 Hs00271142_s1
GPR65 G protein-coupled receptor 65 Hs00269247_s1
HCST hematopoietic cell signal transducer Hs00367159_m1
HRH4 histamine receptor H4 Hs00222094 m1
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor Hs00164932_m1
ID2 inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-helix protein Hs00747379_m1
IER3 immediate early response 3 Hs00174674_m1
IER5 immediate early response 5 Hs00275419_s1
IL1A interleukin 1, alpha Hs00174092_m1
IL1RN interleukin 1 receptor antagonist Hs00277299_m1
IL23A interleukin 23, alpha subunit p19 Hs00372324_m1
KLF10 Kruppel-like factor 10 Hs00194622_m1
KLF5 Kruppel-like factor 5 (intestinal) Hs00156145_m1
LAMB3 laminin, beta 3 Hs00165078_m1
MAFF v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) Hs00544822_m1
MAP3K8 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 Hs00178297_m1
MYLIP myosin regulatory light chain interacting protein Hs00203131_m1
NBN nibrin, Hs00159537_m1
NFE2 nuclear factor (erythroid-derived 2), 45kDa Hs00232351_m1
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
NFKBIE Hs00234431_m1
epsilon
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
NFKBIZ Hs00230071_m1
zeta
NR4A2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 Hs00428691_m1
OSM oncostatin M Hs00171165_m1
PDE4B phosphodiesterase 4B, cAMP-specific (phosphodiesterase E4 dunce Hs00277080_m1
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homolog, Drosophila)

PFKFB3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 Hs00190079_m1
PIM1 pim-1 oncogene Hs00171473_m1
PLAU plasminogen activator, urokinase Hs00170182_m1

PLAUR plasminogen activator, urokinase receptor, Hs00182181_m1
PLEK pleckstrin Hs00160164_m1

pleckstrin homology domain containing, family G (with RhoGef domain)
PLEKHG2 Hs00293943_m1
member 2

PLK2 polo-like kinase 2 (Drosophila) Hs00198320_m1
PPP1R15A protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A Hs00169585_m1

PRG1 proteoglycan 1, secretory granule Hs00160444_m1

prion protein (p27-30) (Creutzfeld-Jakob disease, Gerstmann-Strausler-

PRNP Hs00175591_m1

Scheinker syndrome, fatal familial insomnia)
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and

PTGS2 Hs00153133_m1

cyclooxygenase)

PTX3 pentraxin-related gene, rapidly induced by IL-1 beta Hs00173615_m1
RABGEF1 RAB guanine nucleotide exchange factor (GEF) 1 Hs00205696_m1
RBAF600 retinoblastoma-associated factor 600 Hs00378210_m1
SEC31L1 SEC31-like 1 (S. cerevisiae) Hs00274601_m1
SLC35B2 solute carrier family 35, member B2 Hs00379360_m1

solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member

SLC7A5 Hs00185826_m1

5

SNFT Jun dimerization protein p21SNFT Hs00232744_m1

SOCS2 suppressor of cytokine signaling 2 Hs00919620_m1

SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 Hs00269575_s1
SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial Hs00167309_m1
SOLH small optic lobes homolog (Drosophila) Hs00232164_m1
SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4 Hs00268388_s1

TAGAP T-cell activation GTPase activating protein Hs00299284_m1

TA-NFKBH T-cell activation NFKB-like protein Hs00262018_m1

TBCC tubulin-specific chaperone c Hs00268437_s1

TCTE1L t-complex-associated-testis-expressed 1-like Hs00359622_m1
TNF tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) Hs00174128_m1
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TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Hs00234713_m1
TNFAIP6 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 Hs00200180_m1
TRIB1 tribbles homolog 1 (Drosophila) Hs00179769_m1
XBP1 X-box binding protein 1 Hs00231936_m1
ZFP36 zinc finger protein 36, C3H type, homolog (mouse) Hs00185658_m1
ZNF217 zinc finger protein 217 Hs00232417_m1

Control
Descripci6 Assaig Tagman

endogen
18S eukaryotic 18S ribosomal RNA Hs99999901_s1
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Hs99999905 m1
GUSB glucuronidase, beta Hs99999908 m1
HPRT1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Lesch-Nyhan syndrome) Hs99999909 m1

B.2. Procediment per a processar les TLDA

La técnica de PCR-quantitativa a temps real s’ha realitzat a partir de 'ADNc generat
per RT en I'apartat anterior (A) i els nivells relatius d’expressié s’han determinat per la
fluorescéncia generada durant I'amplificacié de 'ADNc per PCR i detectada utilitzant

I'aparell ABI PRISM 7900 HT (Applied Biosystems).

Per a la realitzacié d’aquesta técnica s’ha utilitzat I'equipament disponible com a Servei
Cientificotécnic localitzat en la Unitat de Gendmica del Parc Cientific, Universitat de

Barcelona i en el Servei de Gendomica de la Universitat Pompeu Fabra, Barcelona.

Equipament (disponible en els Serveis Cientificotécnics)

ABI PRISM 7900 HT Sequence Detection System (Applied Biosystems).

Sequence Detection System (SDS) Software (SDS 2.1 2.3)

7900 HT Tagman Low Density Array Hardware Upgrade Kit (PN 4329012):
-Low Density Array Thermal Cycling Block

-7900HT System heated cover
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-Low Density Array Sealer

-4 cistelles i adaptadors

Reactius
Tagman Low Density array (TLDA)
Master Mix TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) without UNG (4324018, Applied

Biosystems)

Processament

El processament s’ha realitzat d’acord al protocol recomanat per Applied Biosystems
(Applied Biosystems Tagman low density arrays user bulletin, February 3, 2006).

Cada placa es processa individualment i s’analitza immediatament, a excepcio

d’alguns casos en els que s’ha deixat la mostra carregada a la TLDA overnight a 4°C.

B.2.1. Calcul dilucions i preparacié de la mix per a la PCR

1. Descongelar els ADNc en gel.

2. Vortejar i fer un pols.

3. Per a cada mostra afegir en un eppendorf d’1,5 ml les seglents proporcions de
reactius per canal d’entrada:

Taula M11. Reactius de la mix per a la PCR

Reactiu Volum (pl)
ADNCc (30 a 1000ng)+ Aigua lliure RNAses 50
TagmanR Universal PCR Master Mix (2x) 50
Volum per canal 100
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S’han utilitzat dos formats de targetes en els que hem partit del mateix ADNc generat
de cada mostra pero s’ha carregat diferent quantitat d’ADNc per canal (Figura M13):
-Format 96 gens: s’han carregat 50 ng per canal.
-Format 48 gens: s’han carregat 100 ng per canal.
Els calculs de les dilucions de 'ADNc generat corresponents a cada format de targetes

han estat els seguents:

Format 96: es carreguen 4 canals/mostra. Es necessiten 200 ng d’ADNc, en un volum
de 200ul. Per tant, s’ha de diluir ’TADNc a 1ng/pl

- Si s'utilitza el High capacity cDNA archive kit per a la RT es diposara de 100 pl
d’ADNCc 5ng/pl. Diluir ’TADNc a 1 ng/ul (40 pl ADNc a 5 ng/ pli 160 pl aigua).

- Si s'utilitza el High capacity cDNA reverse transcription kit per a la RTes disposara de

20 pl I’ADNc a 25ng/ pl. Diluir TADNc a 1 ng/ul (8 ul cDNA a 25 ng/ul i 192 pl aigua).

4. Vortejar i fer un pols de les dilucions

5. En cada mostra en el volum de 200 pl d’ADNc diluit a 1 ng/pl s’hi afegeixen 200 pl
de master mix, segons les proporcions de la taula M11, amb un volum final de 400 pl i
una concentracioé de '’'ADNc de 0,5 ng/ul.

6. Vortejar i fer un pols.

Format 48: es carreguen 2 canals/mostra. Es necessiten 200 ng d’ADNc, en un volum
de 100 pl. Per tant, s’ha de diluir TADNc a 2 ng/pl.

- Si s'utilitza el High capacity cDNA archive kit per a la RT es diposara de 100 pl
d’ADNc a 5 ng/pl. Diluir TADNc a 2ng ul (40 yl ADNc a 5ng/ul i 60 ul aigua).

- Si s'utilitza el High capacity cDNA reverse transcription kit per a la RT: es disposara
de 20 pl d’ADNc a 25ng/ul. Diluir TADNc a 2 ng/ul (8 pl cDNA a 25 ng/ul i 92 pl aigua).

4. Vortejar i fer un pols de les dilucions.
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5. En cada mostra en el volum de 100 uyl d’ADNc diluit a 1 ng/ul hi afegim 100 ul de
master mix, segons les proporcions de la taula anterior, amb un volum final de 200 pl i

una concentracié de 'ADNc d’1 ng/ul.

6. Vortejar i fer un pols.

Format 96 Format 48
50 ng/canal 100 ng/canal
l MOSTRA
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Figura M13. Esquema de la carrega dels dos formats de les targetes

B2.2. Carrega mix de PCR a la TLDA

1. Atemperar la TLDA i desempaquetar-la.

2. Col‘locar la TLDA de cap per amunt sobre la taula de treball.

3. ldentificar els canals d'entrada de la placa d’acord amb les mostres que es
carregaran per canal. La distribucio és diferent segons el format de la TLDA (segons
figura M13).

4. Carregar 100 pl de la mix de PCR per canal, utilitzant una pipeta de 100 ul o 200 pl.
Introduir la punta de la pipeta en el forat esquerre del canal, el més gran, amb cura de

no malmetre el suport de la placa.
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5. Comprovar que el volum carregat és el mateix en tots els canals.

B.2.3. Centrifugacié de la TLDA

Una vegada s’han carregat els canals d’entrada amb les mostres d’ADNc es centrifuga
la TLDA per tal de distribuir les mostres a tots els pous. Cada canal comunica amb 48
pous o assaigs Tagman, aixi el volum de reaccié per pou és de 2 ul aproximadament.
1. Col-locar la TLDA en l'adaptador de placa, en posicié vertical i encarada a fora.
Col-locar I'adaptador dins la cistella, la qual ha de tenir I'inscripcié encarada a fora.

2. Utilitzar una TLDA buida com a contrapes.

3. Introduir les dues cistelles que contenen les TLDAs en la centrifuga.

4. Centrifugar la TLDA fent dues centrifugades consecutives d’1 minut a 1.200rpm
cadascuna.

5. Examinar la correcta distribucid de la mostra en els pous de la TLDA, comprovant
que queda un residu de volum en els canals d’entrada i que aquest és uniforme en tots
els canals. Si la distribucié no és uniforme degut a que queda un excés de mostra en
un dels canals cal centrifugar la TLDA de nou durant 1 minut a 1.200rpm. Es important

no centrifugar més de 3 minuts acumulats, ja que es pot deformar la TLDA.

B.2.4. Segellat de la TLDA

Cal segellar la TLDA per tal d’'aillar cadascun dels pous, els quals estaven comunicats
durant la carrega de la mostra.

1. Col-locar el segellador en la posicié d'inici.

2. Disposar la TLDA cap per avall i en la orientacié adequada, d’acord a les indicacions
del segellador i fixar-la introduint la placa en els dos pius de la part inferior. La TLDA
ha de quedar al mateix nivell que la base del segellador.

3. Empényer lentament i amb forga el carro en la direccio de les fletxes indicades en el
Sealer, passant per sobre de la TLDA, fins arribar al punt de parada. La TLDA ha

quedat segellada.
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4. Treure la TLDA del segellador.
5. Tallar els canals d’entrada de manera que ens quedi només la placa de 384 pous

apunt per processar-la.

B.2.4. Analisi de la TLDA

Abans de processar la TLDA és necessari importar en el programa SDS de l'aparell
ABI PRISM 7900 HT el fitxer “Assay Information File, AIF”, el qual conté la informacié
dels assaigs Tagman i els respectius detectors de cada pou. Aquest fitxer és utilitzat

per a configurar la matriu de la placa de TLDA.

1. Obrir el programa SDS.
2. Seleccionar File>New. Escollir Relative Quantificatio”.
3. Importar el fitxer AlF, seleccionant File>Import. Navegar per localitzar el fitxer i
importar-lo. La configuracio de la matriu de la placa és automatica.
4. Identificar les mostres que hem carregat a la placa i els controls endogens.
5. Seleccionar opcié Instrument i després Real-Time.
6. Comprovar que el programa esta conectat a I'aparell, clicar Connect to Instrument.
7. Obrir la safata de la placa clicant Open.
8. Col-locar la TLDA en el bloc que es troba en la safata, en I'orientacié adequada.
9. Seleccionar Start Run. La safata es tanca automaticament i I'aparell comenga a
realitzar els cicles de PCR registrant a temps real la fluorescéncia detectada.
10. Una vegada acabada l'analisi apareix la dialog box de Run Complete. Clicar Ok i

Open per tal de treure la TLDA.
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B.2.5. Visualitzaci6 de les dades crues i obtencié dels Cts

Software
Sequence Detection System (SDS) Software (SDS 2.112.3)

RQ Manager Sotware (RQ 1.2)

Per a obtenir els valors d’expressido de cadascun dels gens de la TLDA s'utilitza el
mateix programa SDS emprat pel processament de la mostra. En el present treball
s’ha utilitzat el programa SDS versid 2.1 i SDS versio 2.3 juntament amb el programa
RQ Manager versi6 1.2.

El programa SDS permet visualitzar les corbes d’amplificacié de cada assaig i analitzar
les dades per obtenir els valors de Ct. Per a l'analisi s’ha escollit 'opcié de Ct i

baseline automatic, per tal d’estandaritzar al maxim els parametres d’analisi.
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3.2.1.7. Analisi de les dades dels microarrays d’expressié i de les TLDA

Programes informatics

GenePix 6.0 (Molecular Dynamics)

Entorn R: www.r-project.org

Paquet Bioconductor: www.bioconductor.org
MultiExperimentViewer (MEV): www.tm4.org/mev

Programa SPSS12 (SPSS Inc.)

Ingenuity Pathways Analysis software (Ingenuity Systems, Inc.)

FATIGO+ gene ontology-based application: bioinfo.cipf.es

A. Pre-processament i normalitzacié de les dades

A.1. Microarrays d’expressio

En I'analisi de les dades de microarrays es va realitzar un primer pas de filtratge en el
que només es van seleccionar aquelles sondes amb una intensitat superior al doble
del soroll de fons, no es trobaven saturades i no estaven identificades com a absents
segons el programa d’analisi GenePix 6.0. Posteriorment, es van normalitzar les dades
utilitzant 'eina MMARGE, una implementacié en format web del paquet de Limma en
'entorn de R (Smyth i cols. 2004; Gentleman i cols. 2004). La normalitzacié de les
dades és necessaria per a escalar els valors d’intensitat entre les diferents mostres per

tal de poder comparar els resultats dels diferents xips entre si.

A.2. TLDA

En I'analisi de les dades de TLDA s’ha realitzat un filtre dels resultats eliminant aquells
assaigs que presentaven entre les dues répliques una desviacié estandar >0,2 o bé
una diferencia de Ct>0,5, considerant que no han replicat bé. A la vegada s’ha

comprovat també la correcta amplificacié de cadascun dels assaigs analitzats,
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observant la corba d’amplificacié. Si aquesta presentava un perfil aberrant s’eliminava
'assaig de l'estudi. La normalitzacié de les dades s’ha realitzat dins el métode de
quantificacié relativa, utilitzat per a I'analisi dels gens diferencialment expressats

detallat en l'apartat B.2.

B. Analisi dels gens diferencialment expressats

B.1. Microarrays d’expressio

A partir de les dades dels microarrays d’expressid es va analitzar I'expressié de gens
diferencials entre els pacients amb TE i els controls. Els valors d’expressio diferencial
s’expressen en forma de FC, que correspon al log, de la ratio entre les dues
comparacions. Es va aplicar un test estadistic Bayesia emprant també I'eina MMARGE
i utilitzant el FC d’ambdues répliques d’hibridacié de cada mostra (del marcatge directe
i dye swap). Es va considerar que un gen es trobava diferencialment expressat quan el

valor B de I'estadistic Bayesia era superior a 3.

B.2. TLDA

L’analisi comparativa entre les diferents mostres s’ha realitzat utilitzant el métode de
quantificacioé relativa (Kenneth i cols. 2001). Aquesta analisi consisteix en un primer
pas de normalitzacié de les dades, en el que el valor d’expressido de cada assaig
correspon a la diferéncia de la mitjana del Ct de cada assaig amb la mitjana

geometrica dels controls endogens de cada mostra (ACt).

ACt assaig1_mostra 1= Ct assaig 1_mostral ~ Ct controls endogens_mostra1

ACt assaig1_pool controls™ Ct assaig 1_pool controls ~ Ct controls endogens_pool controls

Posteriorment s’utilitzen les dades del pool de 10 controls, dels que també s’obté el

valor de ACt per a cada assaig, com a mostra calibradora i s’obté el valor de AACt per
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cada assaig, que correspon a la diferéncia entre el ACt de la mostra i el pool de

controls.

AACt assaig1_mostra1= ACt assaig1_mostra1™ ACt assaig1_pool controls

D’aquesta manera s’obte la quantificacié relativa de I'expressiéo del gen, la qual
s’expressa com a 274,
Per a I'eleccié dels millors controls endogens per a normalitzar les dades s’ha utilitzat

el métode de Vandesompele (Vandesompele i cols. 2002).

Per tal de reduir les diferéncies d’expressié que podien ser degudes al processament

de les TLDA en diferents tandes, en cada tanda es va repetir el processament del poo/

de controls i es va utilizar per a normalitzar les dades.

C. Analisi d’agrupacio de les dades

C.1. Analisi no supervisada

Tant en les les dades de microarrays d’expressio i de TLDA, es van aplicar algorismes
d’agrupament (clustering) jerarquics per tal d’explorar l'agrupacido de les dades
d’expressio dels pacients entre si. Es van utilitzar paquets de Bioconductor en I'entorn
estadistic de computaci6 R i el programa MEV. En l'analisi de les dades de
microarrays d’expressio els resultats d’agrupacié es van validar utilitzant el métode de
PCA i una analisi segons el métode inclds en el programa informatic FADA (Lozano i

cols. 2005).

C.2. Analisi supervisada

També es va realitzar una analisi supervisada, de les dades de microarrays

d’expressio i de les TLDA, per a identificar els gens diferencialment expressats en les
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diferents categories clinico-biologiques. Les analisis estadistiques s’han realitzat
utilitzant els paquets de Bioconductor en I'entorn estadistic de computacio R i el
programa SPSS12. Depenent del nombre de grups a comparar es va utilitzar un o altre
meétode estadistic: t-test per a comparacié entre dos grups i ANOVA d’un factor per a
comparatives de més de dos grups, i test no paramétrics quan era necessari. S’ha
emprat la correlacié de Pearson per a estudiar la correlacié entre I'expressié dels gens
i les variables continues. La significancia estadistica es va considerar per a valors de

P<0,05.

D. Analisi funcional i interpretacio biologica de les dades

Es va realitzar també un estudi funcional dels gens diferencialment expressats en
ambdues técniques i en les diferents comparatives. Es va utilitzar el programa
Ingenuity Pathways Analysis software i I'aplicacio FATIGO+, les quals proporcionen la
informacié d’ontologia génica (GO, Gene Ontology) dels gens anotats aixi com les vies
de senyalitzaci6 i xarxes genétiques comunes d’aquests gens. A més a més, els gens
d’'interés es van estudiar a través de bases de dades genoOmiques disponibles a
internet, com GeneCards (www.genecards.org), GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), UniProt (www.ebi.ac.uk/uniprot) i Online Mendelian

Inheritance in Man (OMIM, www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).

E. Analisi comparativa dels microarrays d’expressio i de les TLDA

Es va realitzar una analisi comparativa de I'expressio dels 96 gens seleccionats dels
microarrays, analitzant mitjancant el test de correlacié d’Spearman la concordancia
entre els valors d’expressio obtinguts en els microarrays d’expressié i en les TLDA, en
els 20 pacients amb TE inclosos en amdods estudis. Per a 'analisi es va considerar el
valor de quantificacié relativa FC dels microarrays el qual és equivalent al valor de

2-AACt)

quantificacié relatiu logx( de les TLDA. En ambdues técniques el valor

d’expressio és relatiu al mateix pool de 10 mostres controls.
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F. Creacio6 del predictor

El model predictor en els pacients amb TE es va construir amb les dades de TLDA. Es
va seleccionar un grup de mostres com a training set (26 mostres; 13 JAK2V617F-
positives i 13 JAK2V617F-negatives) i el predictor es va avaluar en un grup de mostres
independent que seria el validation set (12 mostres; 6 JAK2V617F-positives i 6
JAK2V617F-negatives). Es va utilizar l'algorisme MiPP (Misclassification-Penalized
Posterior) (Soukup i cols. 2005), el qual es basa en un model de classificacié
incremental per passos per a descobrir els models predictius més parsiminoniosos.
L’entrenament del model es va realizar utilitzant diferents algorismes de classificacié
incloent I'analisi discriminant linial i discriminant quadratic linial, aprenentatge pel

vector de suport i la regressio logistica.
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3.2.2. Estudis d’expressio proteica en la trombocitémia essencial

3.2.2.1. Obtencié i processament de la mostra

Per a la realitzacié dels estudis d’expressido a nivell de proteina s’han emprat els
granulocits obtinguts de la SP aixi com la bidpsia de MO. Només s’han inclos pacients
diagnosticats de TE i controls sans. Com a control de I'estudi d’expressio proteica del

FOSB s’ha emprat la linia cel-lular K562 i una biopsia de cancer de mama.

3.2.2.1.1. Obtencio6 dels granulocits
Els granulocits s’obtenen de la SP i s’aillen mitjancant la separacid per gradient de

densitat i la sedimentacié per dextra, métodes descrits en I'apartat 2.2.2.

3.2.2.1.2. Inclusié de les biopsies de mama i preparacié dels talls

Les biopsies de mama s’han fixat amb formalina tamponada el 10% i posteriorment
s’han inclos en parafina. Per a realitzar els estudis d'immunohistoquimica s’han
realitzat talls del bloc d’estudi, utilitzant el microtom, en seccions de 3 uym i s’han
muntat sobre un portaobjectes silanitzat carregat positivament (portaobjectes

superfrost plus) perqué la mostra s’adhereixi al vidre.

3.2.2.1.3. Cultiu de cél-lules K562 i estimulacié amb TPA

Equipament

Incubador: Autoflow 8500 Water Jacket CO, Incubator (Nuaire)

Reactius
RPMI al 10% FCS (Fetal Calf Serum)
PBS 1x (preparat a partir de PBS 10x (1666789, Roche)

TPA (Phorbol-12-myristate 13-acetate) (P8139, Sigma)
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DMSO (Dimetil sulfoxid) (D2438, Sigma-Aldrich)

Procediment

Les cél-lules de la linia cel-lular K562 s’han descongelat i s’han cultivat en flascons
ROUX de 75 ml de capacitat amb 15 ml de medi RPMI al 10% FCS, a una
concentracié de 0,5-1x10° cél-lules/mL i en una estufa a 37°C i 5% de CO,. Els cultius

s’han mantingut durant uns 15 dies, realitzant una dilucié cel-lular cada 2-3 dies.

S’han sembrat cinc flascons amb cél-lules K562, segons les condicions seguients:
-Flasco 1: cél-lules K562 amb medi RPMI, cultiu de 24 hores

-Flasco 2: cél-lules K562 amb medi RPMI i DMSO, cultiu de 24 hores

-Flascé 3: cél-lules K562 amb medi RPMI i estimulades amb 20 mg/ml de TPA dissolt
en DMSO, cultiu 16 hores

-Flascé 4: cel-lules K562 amb medi RPMI i estimulades amb 20 mg/ml de TPA dissolt
en DMSO, cultiu 24 hores

-Flascé 5: cél-lules K562 amb medi RPMI i estimulades amb 20 mg/ml de TPA dissolt

en DMSO, cultiu 48 hores

Una vegada finalitzat el temps de cultiu les cél-lules K562 en suspensiéo es
centrifuguen en un tub de 15 ml i es realitza un rentat amb PBS1x, centrifugant durant
5 minuts a 240g i a TA. S’obté el boté cel-lular que es ressuspen en PBS1x. Part de la
mostra s’utilitzara per a la técnica d'immunocitoquimica (apartat 3.2.2.1.4 i 3.2.2.4) i

part pel Western Blot (apartat 3.2.2.5).

3.2.2.1.4. Citocentrifugacio

Per a obtenir una extensio dels granuldcits o de les cél-lules K562 es realitza una

citocentrifugacio.
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Equipament

Cytospin 4 (A78300002, Thermo Scientific)

Reactius i solucions
Sueroalbumina bovina, SAB (A3294, Sigma-Aldrich) al 2%

Acetona (179124, Sigma-Adrich)

Procediment

1. Col'locar els portaobjectes, préviament identificats, amb els embuts, el filtre i el
suport. Col-locar-ho a la citocentrifuga.

2. Ajustar les cél-lules a una concentracié d’entre 2 i 3x10°/ml.

3. Centrifugar-les i reconstituir-les amb 1 ml de SAB al 2% (de manera que quedin a
una concentracié entre 2 i 3x10°/ml).

4. Posar 0,2 ml per embut (que correspon a una extensio).

5. Centrifugar a la citocentrifuga durant 10 minuts a 500 rpm.

6. Un cop acabada la centrifugacid, treure els embuts i els filtres i deixar assecar les
extensions.

7. Previ a la congelacié de I'extensio cal realitzar una fixaci6 amb acetona durant 1
minut.

8. Embolicar el portaobjectes amb paper d’alumini i es retola amb una etiqueta.

9. Deixar I'extensié al congelador a -20°C fins el moment de realitzar la técnica

d'immunocitoquimica.

3.2.2.2. Técniques d’immunologia per a I’estudi d’expressié de la proteina FOSB
En els estudis immunologics de I'expressié del FOSB s’ha utilitzat I'anticos FOSB
(5G4) Rabbit mAb (Cell Signalling Tecnology, Inc., Massachusetts, EEUU).

Com a control de I'estudi d’expressio proteica del FOSB s’ha emprat la linia cel-lular

K562 i una biopsia de cancer de mama.
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3.2.2.2.1. Técnica d’immunohistoquimica

Es la técnica utilitzada per a I'estudi de I'expressié del FOSB en les bidpsies de mama.
S’ha utilitzat un sistema de visualitzacié en dos passos, anomenat EnVision, basat en
I'aplicacio del complexe polimer de dextra conjugat amb un enzim dissenyat per Dako
(Labelled Polymer-HRP Dual Link Rabbit/Mouse). Es un sistema que incrementa la

sensibilitat de la detecci6 de I'anticos primari.

Equipament
Ptlink (PT10126, Dako, Glostrup, Dinamarca)

Autostainer plus 48 (S3800, Dako)

Reactius
FOSB (5G4) Rabbit mAb (Cell Signalling Tecnology, Inc., Massachusetts, EEUU)
Anticos 2ari anti-rabbit (NA934, Amersham)
Labelled Polymer-HRP Dual Link Rabbit/Mouse (Ref. K5007, Dako)
Kit EnVision Flex + High (K8012, Dako)
Conté: -Solucié High pH9 (solucié de desparafinacid, hidratacio i
recuperacio antigénica)
-Tampé de rentat
-Peroxid d’hidrogen (H205)
-Tetrahidroclorur de 3.3-Diaminobenzidina (DAB)
-Hematoxilina de Mayer (S2020, Dako)
DePeX (18243, Serva)
Etanol absolut (UN1170, Merck)

Xilol (UN1307, Prolabo)
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Procediment

1. Es realitza la desparafinacio i el desemmascarament antigenic amb calor, durant 20
minuts a 97°C, utilitzant el contenidor Ptlink (Dako) amb la solucié de desparafinacio,
hidratacio i recuperacié antigénica a pH9 (High) diluida (150 ml de la solucié High
diluida amb 1350 ml d’aigua destil-lada).

2. Posteriorment es realitza la immunotincié en I'aparell automatitzat Autostainer plus
48 (Dako).

3. S’incuba I'anticos primari especific (FOSB) durant 30 minuts a la dilucié 1:25 per tal
que es produeixi la unié amb l'antigen.

4. Rentar amb el tamp¢ de rentat.

5. S’inhibeix la peroxidasa enddgena amb perdxid d’hidrogen (H,0,), realitzant una
incubacio6 de 5 minuts.

6. Rentar amb el tampo de rentat

7. Seguidament es realitza la unié amb l'anticds secundari, amb una incubacié de 30
minuts, el qual es troba unit a la molécula de dextra inert marcada amb I'enzim
peroxidasa de rave (Sistema FLEX+ EnVision, Dako).

8. El revelat de la unié es realitza amb el substrat H,O, i el cromdgen tetrahidroclorur
de 3.3-Diaminobenzidina (DAB), realitzant una incubacié de 5 minuts.

9. S'utilitza 'hematoxilina de Mayer com a coloracié de contrast, incubant 10 minuts.
10. Finalment es realitza una deshidrataci6 de la mostra amb gradient creixent
d’alcohols fins a xilol.

11. Es realitza un muntatge permanent de les preparacions amb DePeX.

En cada processament s’han afegit extensions de cél-lules K562 estimulades amb

TPA i un tall d’'una biopsia de cancer de mama com a control positiu.
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3.2.2.2.2. Técnica d’immunocitoquimica

Reactius
Metanol (UN1230, Prolabo)

Acetona (179124, Sigma-Adrich)

Procediment

Es necessari fixar 'extensié una vegada es treu del congelador, durant 5 minuts en
una soluci6 de metanol/acetona. Posteriorment, es realitza la técnica
d'immunocitoquimica segons el protocol descrit en I'apartat 3.2.2.3 perd sense realitzar

el desemmascarament antigénic.

3.2.2.2.3. Técnica de Western Blot

El Western Blot és una técnica analitica semiquantitativa emprada per a detectar
proteines especifiques en una mostra determinada. Previ a la deteccié immunologica,
es realitza una extraccio de les proteines de les cél-lules o teixit d’estudi, realitzant una
lisis cel-lular, una separacié d’aquestes segons el seu pes molecular i la seva carrega,
mitjangant una electroforesi en gel SDS de poliacrilamida, i una transferéncia i
immobilitzacié a una membrana. Posteriorment les proteines d’interés es detecten
utilitzant anticossos primaris especifics i anticossos secundaris conjugats amb
peroxidasa per a la visualitzacio.

Aquesta técnica I'ha realitzat el Grup de Recerca de cél-lules mare i cancer, del

programa de Cancer de 'IMIM.
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A. Lisi cel-lular i obtencié i desnaturalitzacié de les proteines

Equipament

Bioruptor standard (UCD-200, Diagenode)

Reactius i solucions

Buffer de lisi:

Material i méetodes

Conté inhibidors de proteases (com el PMSF) i inhibidors de fosfatases (com 'EDTA)

-Composicié: Taula M12

Reactiu

Volum (ml)/ 100ml

Tris pH 7,6 (10mM)

NaCl (140mM)

Nonidet P-40,NP40 1%
Ethylenediamininetetraacetic

acid (EDTA) 5mM

NaF 50mM

Ortovanadate Na 0,4mM

PMSF 1mM

Leupeptin 10pg/ml

Aprotin 10pg/ml
H.O

Volum total

1d1M
2,8 de 5M

1 (pur)

1 de 0.5M
10 de 0.5M
0,4 de 0.1M

1de 0.1M

0,1 a 10mg/ml
0,1 a 10mg/ml
Fins a 100

100
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Buffer de carrega 6x:

-Composicié: Taula M13

Reactiu Volum
Blau bromofenol (0.5%) saturat 1
Ficoll 30% 25
H,O 24
Volum total 50

Procediment

Es parteix de la suspensié cel-lular en PBS 1x dels granuldcits o de les cél-lules K562
en cultiu. Es fa el lisat de la cel-lularitat total.

1. Fer un recompte del nombre de cél-lules totals.

2. Obtenir el paquet cel-lular centrifugant durant 5 minuts a 240g.

3. Incubar les cél-lules amb el buffer de lisi, preparat segons la taula M12 (proporcié de
200 ul buffer de lisi per cada 20x10° cél-lules), durant 30 minuts a 4°C. Cal
ressusprendre periddicament amb la pipeta.

4. Centrifugar a 15.900g durant 5-10 minuts a 4°C i recollir el sobrenadant, on s’hi
troben les proteines solubles. En el botd cel-lular hi han les proteines insolubles.

5. Separar un volum de 10 pl per a realitzar la quantificacié de proteina, aliquota que
es guarda directament a -20°C.

6. Afegir 100 pl de buffer de carrega 6x, preparat segons la taula M13, a la resta de
sobrenadant per a portar la solucié a 1x.

7. Per a desnaturalitzar les proteines es bull la suspensiéo a 100°C durant 10 a 15
minuts.

8. Sonicar la suspensié proteica, en fred durant 10 minuts a una poténcia mitjana, per
a eliminar possibles agregats de proteines.

8. Guardar la suspensié proteica a -20°C. La mostra ja esta preparada per a realitzar

I’electroforesi.
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B. Quantificacio de les proteines: métode de Bradford

La quantificacié de proteines es realitza utilitzant el métode colorimeétric de Bradford,
que es basa en la unié del colorant Comassie Blue G-250 a les proteines. Quan el
colorant s’uneix a les proteines canvia de color taronja a blau, ocasionant un canvi en
el maxim d’absorcié del colorant desde 465 a 595 nm (Bradford i cols. 1976).

Es realitza una dilucié seriada de SAB que s’emprara com a proteina patré per a crear
una corba patré que permetra estimar la concentracié de proteines de les mostres

d’interés.

Equipament
Espectrofotometre de plaques: Multiskan ascent 96/384 plate reader (51118300,

Thermo Electron Corporation)

Reactius i solucions
Sueroalbimina bovina, SAB (A3294, Sigma-Aldrich)

Reactiu de Bradford (1-800-4, Bio-Rad)

Procediment

1. Realitzar una dilucié seriada de SAB, partint de la diluci6 mare de concentracié
d’1mg/ml. Les dilucions de proteina SAB son les seguents: 0 pg, 2 ug, 4 ug, 8 ug i 16
Mg. Mesclar el volum necessari de la dilucié mare de BSA amb aigua destil-lada, fins a
aconseguir un volum final de cada dilucié d’1 ml.

2. Agafar l'aliquota de 2-5 ul de cada mostra, que préviament s’havia separat per a la
quantificacio (veure apartat 2.2.2.3.A), i afegir 998-995 ul d’aigua destil-lada per arribar
a un volum d’1 ml.

3. Carregar 200 pl de les dilucions seriades i les mostres en una placa de 96 pous per
a espectrofotometria i afegir 50 pl del reactiu Bradford en cada pou. Evitar la formacié

de bombolles i sin6 eliminar-les amb una agulla.
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4. Es realitza la lectura en 'espectrofotometre (a 595nm) de les dilucions seriades i de
les mostres, immediatament després de barrejar les mostres amb el reactiu. El
programa de l'aparell crea la corba patré en base a les dilucions seriades de SAB i
extrapola la concentracié de les mostres. S’obté una taula amb les concentracions

proteiques de les mostres d’estudi.

C. Electroforesi en gel d’acrilamida

Les proteines es separen segons el seu pes molecular i la seva carrega mitjangcant una
electroforesi SDS-PAGE, en la que s'utilitza un gel de poliacrilamida i tampd amb
dodecilsulfat (SDS). EI tampd, junt amb el B-mercaptoetanol, ocasiona el trencament
de les estructures secundaries i terciaries de les proteines i manté els polipétids en
estat desnaturalitzat, aconseguint que la separacié de les proteines sigui en funcio
només del seu pes molecular. A la vegada I'SDS forma complexes amb les proteines i
els confereix una carrega negativa, que permetra que totes les proteines migrin en el
mateix sentit al aplicar la corrent eléctrica. La concentracié del gel d’acrilamida s’escull
en funcié del pes molecular de les proteines que es volen estudiar. A més, per a
millorar la resolucié de les bandes de proteines s'utilitzen gels discontinus, en els que

hi ha una capa de gel stacking (empaquetador) i una de gel de separacio.

Equipament

Cubeta vertical Mini-ProteanR3 (Bio-Rad)

Reactius i solucions

Acrilamida/Solucio bis 40% (Bio-Rad)
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Gel de separacio: pH 8,8
Dimensions gel: 1,5mm

-Composicié: Taula M14

Reactiu Quantitat o Volum

Aigua destil-lada 4 ml

Si 40% Acrilamide/Bis
Acrilamida 40%
solution 3,3 ml

10% SDS 100 pl
10% Ammonium persulfate, APS 100 pl
TEMED 4 pl

I 1,5M Tris (pH8,8) 2,5 ml
Gel stacking 5% (pH 6,8):

-Composicié: Taula M15

Reactiu Quantitat o Volum

Aigua destil-lada 4,6 ml

Si 40% Acrilamide/Bis

Acrilamida 40% solution 2,7 ml
10% SDS 100 pl
10% Ammonium persulfate,APS 100 pl
TEMED 6 ul

[ 1,5M Tris (pH8,8) 2,5ml
Marcador de proteines: Precision Plus Protein Standards (161-0373, Bio-Rad)
Tampo de carrega 1x
Solucié del marcador de proteines:

-Composicié: Taula M16

Reactiu Volum (ul)
Marcador de proteines 5
Tampé de carrega 1x 10

Volum total 15
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Tampo d’electroforesi: Running buffer (10x):

-Composicié: Taula M17

Reactiu Volum (ul)
Tris base 0,25M
Glycine 1,92M
SDS 1%

Diluir el tampé a 1x (100ml de tampd 10x + 900ml d’aigua destil-lada)

Procediment

Preparacié del gel d’acrilamida

1. Muntatge dels vidres i separadors.

2. Afegir la solucié d’acrilamida al 10% (gel separacid), preparada segons la taula
M14,. Cobrir amb aigua destil-lada i esperar fins que el gel hagi polimeritzat.

3. Treure l'aigua i afegir la solucié d’acrilamida al 5% (gel stacking), preparada segons
la taula M15, i es col-loca la pinta a la part superior, evitant la formacié de bombolles.
Esperar fins que el gel hagi polimeritzat.

4. Posar muntatge del gel dins la cubeta d’electroforesi i omplir la cubeta amb tampé

d’electroforesi, preparat segons la taula M17.

Carrega del gel

1. Carrega en el primer pou de 15 ul de marcador de pes molecular diluit en el buffer
de carrega, segons la taula M16.

2. Carrega de les mostres als diferents pous (25 ug i 5 ug de la linia cel-lular K562
estimulada amb TPA i 75 ug de les mostres), les quals ja contenen el tampd de
carrega.

3. En cas que quedin pous sense mostres carregar 10 ul de buffer.

132



Material i méetodes

4. Col-locar la tapa de la cubeta d’electroforesi i endollar el sistema.
5. Aplicar una corrent eléctrica de 100V aproximadament durant 1h 30 minuts, fins que

el dye del tampd de carrega arribi al final del gel.

D. Transferencia electroforética semiseca

Una vegada les proteines es troben separades per pes molecular i carrega en el gel
d’acrilamida aquestes es transfereixen a una membrana de poliflorur de vinilide
(PVDF) per electrotransferéncia. S’utilitza el métode sandwich en el que s’apila paper
de filtre (0 Whatmann) empapat de tampdé de transferéncia, el gel d’acrilamida, la
membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore, Billerica, MA, EEUU) i altre cop paper de
filtre empapat de tampd de transferéncia, i s’aplica una corrent eléctrica. L'objectiu és
desplacar les proteines del gel, carregades negativament, cap al pol positiu de tal
manera que queden atrapades a la membrana. La membrana és una réplica del patrd

proteic del gel d’acrilamida.

Equipament

Trans-Blot Semi-Dry (170-3940, Bio-Rad)

Material, reactius i solucions
Membrana de PVDF (162-0177, Bio-Rad)
Paper Whatman (2270857, Sigma)

Metanol (UN1230, Prolabo)
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Solucid de transferéncia semiseca, a pH9

-Composicié:Taula M18

Reactiu Quantitat o Volum
Trisbase 29 g (48 mM)
Glicina 14,5 g (39 mM)
SDS 1,85 g (0,037% Vol/Vol)
Metanol 1 litre (20%)
Aigua miliQ fins a 5 litres
Volum total 5 litres

Solucié de Ponceau (0,2%) (33427, Serva)

Procediment

Durant tot el procediment és important que la membrana no s’assequi.

1. Equilibrar el gel d’acrilamida amb la solucié de transferéncia semiseca, preparada
segons la taula M18, durant minim 10 minuts.

2. Tractar la membrana de PVDF amb metanol durant 30 segons, aproximadament.
Posteriorment, rentar-la amb aigua destil-lada i equilibrar-la amb la solucié de
transferéncia, durant minim 10 minuts.

3. Transferir el gel d’acrilamida a la membrana utilitzant el métode sandwich, segons

I'esquema de la figura M14.
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CATODE (-)
Paper Whatman
I I Gel d’acrilamida
Direccié Membrana
del fluxe
Paper Whatman
A 4
ANODE (+)

Figura M14. Esquema del métode sandwich per a realitzar la transferéncia

electroforetica de les proteines del gel d’acrilamida a la membrana

4. Treure les bombolles passant un rodet per sobre el muntatge.

5. Col-locar el sandwich en el transfer sec.

6. Transferir durant 1 hora a 12V.

7. Una vegada transferit, de forma opcional es pot tenyir la membrana amb Ponceau
per tal de detectar 'efectivitat de la transferéncia.

8. Tinci6é de la membrana: Es submergeix la membrana en solucié de Ponceau durant
5 minuts amb agitacié suau. La tincio és reversible i s’ha d’eliminar amb aigua o amb
solucio de rentat, submergint la membrana durant 15 minuts aproximadament, fins que

quedi neta.

E. Bloqueig de la membrana i revelat

Per tal que 'anticds es pugui unir especificament a les proteines de la membrana és
necessari bloquejar els llocs d’unié que han quedat lliures. El bloqueig es realitza
incubant la membrana amb una solucié proteica, en el nostre cas llet en pols o
caseina. En el revelat s'utilitza I'anticds primari, especific per a la proteina que volem
detectar, i 'anticds secundari, conjugat a un marcador quimioluminiscent per tal de ser

revelat en una pel-licula fotografica. EI métode utilitzat és el sistema de deteccio
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Enhanced Chemiluminescence (ECL), en el qual es conjuga I'anticds secundari amb la
peroxidasa de rave (HRP) i el substrat luminol quimioluminiscent. En la preséncia de
peroxid d’hidrogen, 'HRP catalitza el luminol i aquest emet luminiscéncia. L’emissié de
llum és maxima immediatament després de I'exposicié del substrat a 'HRP i es manté

durant 30 minuts. La llum es capta en els films autoradiografics.

Material, reactius i solucions
Cassettes autoradiografia (Kodak)
Films autoradiografics 18x24 (06SHRG-H1824B, Fuijifilm)
Anticossos primaris:
-FOSB, Rabbit mAb (5G4, Cell Signaling Technology)
-ERK (p44/42 MAPK (ERK1/2), Rabbit mAb (9102, Cell Signaling Technology)
-PCNA (poliferation cell nuclear antigen), Mouse mAb (SC-56, Santa Cruz
Biotechnology)
-a-Actina, Rabbit mAb (A2172, Sigma-aldrich)
-a-Tubulina, Mouse mAb (T9026, Sigma-aldrich)
Anticos secundari: (rabbit o mouse, DAKO)
Reactius de detecciéo ECL (RPN2106, Amersham)
Solucié de bloqueig
Solucié de rentat amb 5% de llet en pols (que no contingui cap suplement)

Soluci6 de rentat (Tris-Buffered Saline Tween (TBS) 5%o0 Tween en TBS 1x)

Procediment

1. Bloquejar la membrana de PVDF amb la solucié de bloqueig, durant minim 1 hora a
TA, en agitacié.

2. Rentar la membrana amb la solucié de rentat TBST per a eliminar I'excés de solucié

de bloqueig.
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Material i méetodes

3. Incubar la membrana amb I'anticos primari diluit en la solucié de bloqueig overnight
a 4°C, sempre en agitacio. Les dilucions dels anticossos utilitzats sén les seguents:

- FOSB: 1/1000

- ERK: 1/1000

- PCNA: 1/1000

- a-Actina: 1/1000

- a-Tubulina 1/1000
4. Rentar la membrana en agitacié a TA durant 30 minuts en la solucio de rentat,
realitzant minim 5 canvis successius de la solucio.
5. Incubar la membrana amb I'anticds secundari, en aquest estudi el a-rabbit o a-goat
conjugat amb peroxidasa, diluit a 1/2000 en la solucié de bloqueig durant 1 hora a TA.
6. Rentar la membrana de la mateixa manera que amb I'anticds primari.
7. Preparar la solucié d’ECL segons les recomanacions del fabricant.
8. Col-locar la membrana en una caixa i incubar-la amb 1ml del reactiu de deteccio
ECL durant 60 segons a TA.
9. Assecar la membrana amb paper.
10. Revelar la membrana en una pel-licula fotografica realitzant diferents exposicions
als raigs X, als 5, 10, 20 i 40 segons, en la camara fosca.
11. S’obtenen unes bandes fosques que corresponen a la proteina d’interés. El pes
molecular de la proteina es pot estimar per comparacio de la distancia de migracié de
les seves bandes amb les del marcador de pes molecular.

12. En el cas en el que s’obté poca senyal s’utilitza el reactiu ECL Advance.
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4. RESULTATS






Resultats

La seccid de resultats s’estructura en dos apartats (apartat 4.1 i 4.2). En I'apartat 4.1

s’exposen els resultats del treball publicat en la revista Leukemia l'any 2008

(Puigdecanet i cols. 2008), el qual es troba en I'apartat d’annex de la tesi.

En la taula R1 es resumeixen les técniques i les plataformes utilitzades, les seves

caracteristiques i els pacients analitzats en cadascuna d’elles.

Taula R1. Llistat de les técniques i les plataformes utilitzades, les seves caracteristiques i els

pacients analitzats en cadascuna d’elles.

Pacients Apartat
Técnica Plataforma N° gens Caracteristiques estudiats Resultats
44K Whole Human
. Genome
Mllcroarra¥§ oligonucleotide 41.000 Analisi global del transcriptoma 20 TE Apartat 4.1
d'expressio microarray (Agilent Pool controls
Technologies)
-81/124 dels gens més
'sobreexpressats i 9/14 dels més Apartat 4.1:
infraexpressats entre TE i controls 57 TE 40 TE
TLDA 1 96 | -Gens associats a NMP: CD44, NFE2 6 TR Apartat 4.2:
i ANKRD15 o 1/0 F’\: | 17 TE
-Controls endogens: 18S rRNA, 00! controls 6 TRi10 PV
GAPDH i GUSB
-40 gens diferencialment expressats
entre JAK2V617F-positius vs.
JAK2V617F-negatius
RQ-PCR -Altres gens implicats en la via JAK- 38 TE
TLDA 2 48 STAT: SOCS1, SOCS3, CCND1i | Pool controls | AAPartat4.1
BCL2L1
-Controls endogens: 18S rRNA,
GAPDH, GUSB i HPRT1
-62 gens diferencialment expressats
en TE vs. Controls (TLDA 1)
-30 gens diferencialment expressats 31 PV
TLDA 3 96 entre TE JAK2V617F-positius i Apartat 4.2

negatius (TLDA 2)
-Controls endogens: 18S rRNA,
GAPDH, GUSB i HPRT1

Pool controls
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Analisi de I'expressio genica en la TE. Relacié amb la PV

4.1. PERFILS D’EXPRESSIO GENICA EN LA TROMBOCITEMIA ESSENCIAL |

SIGNIFICAT BIOLOGIC

Pacients

Es van incloure 40 casos (28 dones i 12 homes) amb una mitjana d’edat de 54 anys
(de 31 fins a 85 anys), diagnosticats de TE segons els criteris de TOMS (2001) (Jaffe i
cols. 2001). Cap dels pacients inclosos en I'estudi havia rebut tractament citorreductor.
Al moment del diagnostic quatre pacients havien presentat un episodi de trombosi i
tres pacients episodis d’hemorragia. Vint-i-quatre dels 40 pacients presentaven un
cariotip normal i en els 16 pacients restants no es van obtenir metafases. Entre els 40
pacients, 32 presentaven almenys un dels seglents marcadors de clonalitat:
JAK2V617F, clonalitat detectada per I'assaig del gen HUMARA i creixement endogen
de progenitors mieloides. La mutacio JAK2V617F es va detectar en el 52,5% (21/40)
dels pacients, sempre en estat heterozigot. El percentatge d’al-lels mutats era del
28,3% de mitjana, amb un valor minim del 7,8% i un maxim del 40,7%. Entre les 28
dones, 17 eren informatives per I'assaig de clonalitat del gen HUMARA, i d’aquestes 7
eren clonals. Dels 40 pacients estudiats, 26 presentaven creixement endogen de
colonies eritrocitiques (eBFU-E) i/o de colonies megacariocitiques (eCFU-MK). Dels 19
pacients JAK2V617F-negatius, 11 mostraven clonalitat i/o creixement endogen de
progenitors mieloides. En conseqiéncia, només vuit pacients no presentaven cap
marcador de clonalitat. En la taula R2 es mostra els resultats de l'analisi de
'associacio entre la preséncia o abséncia de JAK2V617F i les dades clinico-
bioldogiques dels 40 pacients.

En I'estudi també es van incloure 10 controls corresponents a individus sans (5 dones i
5 homes), d’edat entre 25 a 85 anys i amb un recompte hematologic dins els valors de
normalitat.

El treball es va aprovar pel comité étic local i es va obtenir un consentiment informat de

tots els pacients, d’acord amb la Declaracio de Helsinki.
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Resultats

Taula R2. Dades clinico-biologiques al diagnostic dels 40 pacients amb TE en relacié amb

I'estat de JAK2V617F.
JAK2V617F-positiu JAK2V617F-negatiu P-valor
(n=21) (n=19)
Edat* 52 (31-76) 55 (35-85) NS
Sexe 15D/6H 13D/6H NS
Plaquetes, x10%/L° 719,29 (+/-235,69) 832,61 (+/-243,08) NS
Leucocits, x10%/L° 9,12 (+/-2,57) 7,97 (+/-1,33) P=0,097
Hemoglobina, g/dL° 14,6 (+/-1.4) 13,5 (+/-1,6) NS
LDH augmentada (>450) 3/20 5/19 NS
index FAG® 86,17 (+/-30,99) 55,64 (+/-16,28) P=0,002
Esplenomegalia 1/21 119 NS
Episodis trombotics 2/21 2/19 NS
Episodis hemorragics 0/21 3/19 NS
Factgrs de risc 10/21 8/19 NS
cardiovascular
% al-lels JAK2V617F* 28,3% (7,8-40,7%) - NA
Clonalitat HUMARA 2/7 5/10 NS
Creixement endogen
mieloide (eBFU-E i/o eCFU- 18/21 8/18 P=0,015
MK)
eBFU-E 17/21 1/18 P<0,001
eCFU-MK 15/21 8/18 P=0,112
PRV-1 augmentat (>15) 10/20 119 P=0,003

":es mostra la mediana (rang), °: es mostra la mitjana (DS).

Abreviatures:

estadisticament significatiu; NA:no aplicable.

D:dona; H:Home; FAG: fosfatasa alcalina granulocitica; NS:

no
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Metodes

En aquest estudi es va utilitzar mostra de granulocits de SP dels 40 pacients amb TE i
dels 10 controls, obtinguda i processada segons l'apartat 3.2.1.1 i 3.2.1.2 Es va
extreure 'ARN dels granuldcits (apartat 3.2.1.3) i es va valorar la seva puresa i
integritat (apartat 3.2.1.4).

Es van utilitzar dues tecnologies per a l'estudi d’expressié génica: microarrays
d’expressio, utilitzant el microarray 44K Whole Human Genome oligonucleotide
d’Agilent (apartat 3.2.1.5), i RQ-PCR, utilitzant la plataforma TLDA 1 i 2 (apartat
3.2.1.6). Mitjangant els microarrays d’expressio es van estudiar 20 pacients amb TE (9
JAK2V617F-positius i 11 JAK2V617F-negatius), junt amb els 10 controls. En cada
experiment de microarrays I'’ARN d’un sol pacient es va hibridar amb un pool/ d’ARN
control procedent dels 10 controls. Posteriorment, es van validar els resultats
d’expressio génica d’'un grup seleccionat de gens diferencialment expressats en els
microarrays utilitzant la tecnologia de les TLDA. La validacié amb la técnica TLDA es
va realitzar en el mateix grup de 20 pacients i els 10 controls i en una série
independent de 20 pacients amb TE (11 JAK2V617F-positius i 9 JAK2V617F-negatius)
(veure la taula R1 on es resumeixen les plataformes utiliizades, les seves
caracteristiques i els pacients analitzats en cadascuna d’elles). En la figura R1 es
mostra un esquema del disseny de l'estudi. Es detallen les diferents técniques
utilitzades aixi com els resultats més rellevants obtinguts en cada analisi. En general,
tant amb les dades de microarrays d’expressié com de les TLDA es van realitzar dos
tipus d’analisi: la cerca de gens diferencialment expressats entre les TE i el pool de
controls i els gens diferencials expressats entre els pacients JAK2V617F-positius i

JAK2V617F-negatius.
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TLDA 1i TLDA 2

4

expressio i

Apartat 4.1: microarrays d’

Resultats

MICROARRAYS D’EXPRESSIO (20 TE)

Analisi de I'expressié génica de granulocits de sang periferica de 20 pacients amb TE
comparat amb un pool de granulocits de 10 individus sans

(Whole Human Genome oligonucleotide microarrays (G4112A, Agilent Technologies), 44K Whole-Human

interroguen 41.000 transcrits i utilitzen sondes d’oligonucledtids de 60nt Genome, (Agilent)

l

Analisi 20 TE vs. pool controls Analisi 17 TE: 7 JAK2V617F-positives vs.

10 JAK2V617F-negatives
Patré d’expressié comun en 17/20 pacients

- 40 gens diferencialment expressats
- 124 gens sobreexpressats B>3i FC >2 vs.

. Granulocits control (P<0,017; FC>1,35)
- 14 gens infraexpressats

RQ-PCR (40 TE, 20 estudiades préviament amb els microarrays d’expressio i

una serie independent de 20 pacients) H
Validacié dels resultants dels microarrays utilitzant la plataforma de TagMan® Low Density Arrays
(TLDA)
TLDA
Plataforma TLDA 1 ( 96 gens): Plataforma TLDA 2 (48 gens):

- 81/124 dels gens més sobreexpressats i - 40 gens diferencialment expressats

9/14 dels més infraexpressats - Altres gens implicats en la via JAK-
- Gens associats a NMP: CD44, NFE2 i STAT: SOCS1, SOCS3, CCND1 i

ANKRD15 BCL2L1
- Controls endogens: 18S rRNA, GAPDH i - Controls endogens: 18S rRNA, GAPDH,

GUSB GUSB i HPRT1

N\ /

Analisi 38 TE: 19 JAK2V617F-positives vs. 19 JAK2V617F-negatives

30 gens diferencialment expressats entre JAK2V617F-positius i JAK2V617F-
negatius (P<0,05):

- 22 gens procedents de la plataforma TLDA 1

Y

Analisi gens predictors de I’estat de JAK2V617F

(38 TE: 19 JAK2V617F-positives vs. 19 JAK2V617F-negatives)

-CISHi FOSB

Figura R1. Esquema del disseny de l'estudi. Es ressalten els requadres que corresponen a les analisis

realitzades i els resultats obtinguts.
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4.1.1. Patrons d’expressié génica

4.1.1.1. Analisi d’agrupacio de les dades

Com a analisi inicial de les dades d’expressio obtingudes dels microarrays d’expressio
de les 20 TE en relacié amb els 10 controls es va aplicar un algorisme d’agrupament
(clustering) no supervisat per tal de conéixer I'agrupacié de les dades dels diferents
pacients entre si. Es va utilizar un clustering jerarquic (elaborat utilitzant la distancia
euclidea i el metode de la mitjana) a partir de les mitjanes dels valors d’intensitat del
microarray amb marcatge directe i dye swap de cada pacient. El cluster va mostrar un
patré d’expressié semblant en 17 dels 20 pacients estudiats (TE 1-17) Els tres pacients
restants (TE 18-20) presentaven un comportament diferent i independent entre si, i es
van considerar outliers (Figura R2). L’existéncia d’aquests 3 outliers es va confirmar
per una analisi de components principals (PCA) i una analisi segons el métode inclos
en el programa informatic FADA (resultats no mostrats) (Lozano i cols. 2005). El
comportament diferencial d’aquests tres pacients no es podia justificar per cap variable

clinico-biologica.
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Resultats
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Figura R2. Dendrograma del clustering jerarquic no supervisat de les dades dels 20 pacients
amb. El valor de cada branca del dendrograma indica la robustesa de la separacio. Els tres

pacients amb un comportament independent estan emmarcats en vermell.

4.1.1.2. Analisi dels gens diferencialment expressats entre les 20 TE i el pool de
controls i analisi funcional

Posteriorment, es va realitzar I'analisi de I'expressié de gens diferencials entre els
pacients amb TE i els controls, excloent els tres pacients amb comportament
diferencial. Es va considerar que un gen es trobava diferencialment expressat quan el
valor B era superior a 3 i el valor de FC era superior a 2, respecte als granulocits
control. Basant-nos en aquests criteris es va obtenir la signatura d’expressio
caracteristica dels 17 pacients, formada per 124 gens sobreexpressats i 14 gens
infraexpressats amb anotacio funcional coneguda (Figura R1). Entre ells trobem molts
gens relacionats amb la resposta immunologica, entre els que destaquem la
sobreexpressié del TNF i la IL-1, els quals son els iniciadors principals de la resposta
immunolodgica i inflamatodria. Altres gens sobreexpressats i relacionats també amb el

desenvolupament i la funcié hematopoética sén gens que intervenen directament en la
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Analisi de I'expressio genica en la TE. Relacié amb la PV

quimiotaxi dels neutréfils (CXCL2, PPBP, CCL4, CCL3, CCL20 i CCL23), en I'adhesio
dels neutrofils (ICAMT), gens que actuen com a mediadors del complement i la
coagulacio (PLAU i PLAUR) i gens com OSM, PTGS2, ETS2, CD83 i EDN1 que
exerceixen altres funcions rellevants. En la taula R3 es llisten els gens més

diferencialment sobreexpressats i infraexpressats.
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Taula R3. Classificacié funcional, segons el programa FATIGO+, dels gens més diferencialment sobreexpressats i infraexpressats en els granuldcits de sang

periférica de pacients amb TE comparat amb els granulocits d’individus sans

CATEGORIA FUNCIONAL GO (’;‘: e simBoL DESCRIPCIO GEN FC
Gens sobreexpressats en la TE
Activitat citocines
NM_ 002089 CXCL2 |chemokine (C-X-C motif) ligand 2 9,2
NM_004591 CCL20 | chemokine (C-C motif) ligand 20 5,5
NM 002984 CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 4.4
NM 004591 CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 3,9
NM_005064 CCL23 | chemokine (C-C motif) ligand 23 3,4
NM_173841 IL1RN interleukin 1 receptor antagonist 6,7
NM_ 000575 IL1A interleukin 1, alpha 3,7
NM_ 016584 IL23A interleukin 23, alpha subunit p19 2,6
NM_ 002704 PPBP pro-platelet basic protein (chemokine (C-X-C motif) ligand 7) 2,4
Resposta immunologica
NM_001955 EDN1 Homo sapiens endothelin 1 7,5
CD83 antigen (activated B lymphocytes, immunoglobulin
NM_ 004233 CD83 superfamily) 71
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H
NM_000963 COX2 synthase and cyclooxygenase) 6,2
NM 002852 PTX3 pentaxin-related gene, rapidly induced by IL-1 beta 4.4
NM_000594 TNF tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) 4
NM_020530 OSM oncostatin M 3
Coagulacié
NM_ 002658 PLAU plasminogen activator, urokinase 51
NM_ 002659 PLAUR | plasminogen activator, urokinase receptor 2,7
Adhesio cel-lular
intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus
ICAMA1 receptor 4.1

Activitat factor de transcripci6




NM_ 005655 KLF10 Kruppel-like factor 10 4.5

NM_006732 FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B 3,7

AL050388 SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial 3,6

NM_ 006186 NR4A2 | nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 2,7

NM_ 001432 EREG epiregulin 2,7

NM_005080 XBP1 X-box binding protein 1 2,7

NM_005239 ETS2 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian) 2,6

Antiapoptosi

NM_ 006290 TNFAIP3 |tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 6,7
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-

NM 031419 NFKBIZ | cells inhibitor, zeta 5
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-

NM_004556 NFKBIE | cells inhibitor, epsilon 4,3

NM 003897 IER3 immediate early response 3 3,8

Gens infraexpressats en la TE
Resposta immunologica

NM_ 000715 C4BPA | complement component 4 binding protein, alpha -4 1
complement component 1, g subcomponent, gamma

NM_ 172369 c1QG polypeptide -2,1

Activitat factor de transcripci6

NM_ 006526 ZNF217 | zinc finger protein 217 -2,9

NM_003107 SOX4 SRY (sex determining region Y)-box 4 -2,2

BC011939 SOLH small optic lobes homolog (Drosophila) -2

Regulalcié dels receptors acoplats a la protein
G i les cascades de senyalitzacio
NM_ 020801 ARRDC3 | arrestin domain containing 3 -3,6
Localitzacié cel-lular i transport intracel-lular
AL833820 AP3M1 adaptor-related protein complex 3, mu 1 subunit -2,4
Processament ARN
NM_018380 DDX28 | DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 28 -2,9




Resultats

Per a realitzar una analisi funcional més exhaustiva de la signatura génica de la TE es
va utilitzar el programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA). Per a l'analisi es van
incloure tots aquells gens diferencialment expressats amb un valor de B superior a 3
perd sense filtrar pel valor de FC, per tal de disposar d’'un conjunt més gran de gens en
el que l'analisi funcional t¢ més sentit. EI nombre total de gens va ser de 895, entre els
que s’hi trobaven els 124 gens sobreexpressats i els 14 infraexpressats descrits
anteriorment. El programa IPA va identificar 578 dels 895 gens.

Es van identificar diferents funcions biologiques alterades en aquest grup de pacients,
entre les que destaquem:

= Resposta inflamatoria: 97 gens, amb un valor de P<0,003

= Desenvolupament i funcié del sistema hematopoétic: 56 gens, amb un

valor de P<0,003

= Cancer: 161 gens, amb un valor de P<0,003

= Creixement cel-lular i proliferacié: 130 gens amb un valor de P<0,003

= Senyalitzacié i interaccié cél-lula a cél-lula: 63 gens amb un valor de

P<0,003
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Identificacié de xarxes geniques amb expressio alterada en la trombocitemia essencial
També es van cercar vies de senyalitzacié comunes d’aquests gens i es van identificar
diferents xarxes geéniques, la majoria d’elles relacionades entre si i constituides per
gens implicats en la resposta inflamatdria junt amb el desenvolupament i funcié del
sistema hematopoétic, la interaccié cel-lula a cél-lula i el creixement cel-lular. Les

funcions associades a les xarxes géniques més rellevants sén les seglents:

= |nteraccio ceél-lula a cél-lula i funcié hematopoeética: trobem dues xarxes

geniques relacionades amb aquestes funcions:

o Xarxa genética constituida per 22 gens amb expressio alterada i en la
que el FT nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-

cells (NFKB) és el nucli de la via (Figura R3).

o Xarxa genética en la que hi trobem 21 gens amb expressio alterada

comla /L1Aiel PTGS2 (Figura R4).

= Cancer i moviment cel-lular: xarxa genética constituida per 25 gens amb

expressio6 alterada (Figura R5).

= Regulacié del cicle cel-ular, creixement i proliferacié: en la que hi trobem

24 gens amb expressio alterada (Figura R6).
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Interaccié cél-lula a céel-lula i funcié hematopoética

Resultats
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Interaccié cél-lula a céel-lula i funcié hematopoética
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Cancer i moviment cel-lular
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Regulacié del cicle cel-lular, creixement i proliferacié
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Resultats

Identificacio de factors de transcripcié implicats en la trombocitéemia essencial

Utilitzant el programa IPA també es va indentificar un grup de 143 FT els gens diana
dels quals estaven alterats en aquest grup de pacients. Entre ells destaquen l'activacio
del complexe NFkB (P<0,0002, regulation z-score 2,114)i del FT RELA (P<0,0006,
regulation z-score 2,236), el qual també forma part del complexe NFkB (Figura R7).

El complexe NFKB esta regulat per, entre altres gens, el TNFila IL1A, i interactuen per
a exercir funcions antiapoptotiques, d’activacié cel-lular, creixement de colonies i de
proliferacio, entre d’altres. Actuen regulant diferents gens diana els quals s’ha detectat
una sobreexpressio en el nostre treball, com el CXCL2, ICAM i SOD2.

Entre els altres FT identificats destaquem I'NFE2L2 (P<0,003, regulation z-score
1,053) i FETS1 (P<0,007, regulation z-score 0,564) i el GATA3 (P<0,04, regulation z-
score 0,738), per la seva relacié amb I’hematopoesi i per haver estat descrits en NMP
en estudis previs d’expressid (Goertller i cols. 2005; Jones i cols. 2005; Gluglielmelli i

cols. 2007; Irino i cols. 2011)
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Figura R7. Esquema dels gens regulats pels factors de transcripci6 RELA i NFKB i els
respectius valors d’expressié segons el color i la intensitat (verd significa infraexpressio i

vermell sobreexpressiod).
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Resultats

4.1.1.3. Validacié dels resultats dels microarrays d’expressié

Amb l'objectiu de validar els resultats obtinguts amb els microarrays d’expressié es va
seleccionar un grup de 96 gens que incloia 81 dels 124 gens sobreexpressats i 9 dels
14 gens infraexpressats amb anotacié funcional (contenia tots els gens referits
anteriorment), junt amb 3 gens (CD44, NFE2 i ANKRD15) descrits préviament per
altres autors (Pellagati i cols. 2003; Goerttler i cols. 2005b; Kralovics i cols. 2005c) com
associats amb les NMP. Els gens 18S rRNA, GAPDH i GUSB es van utilitzar com a
controls endogens. En la taula M8 (pagina 104) es llisten els 96 assaigs escollits.
Aquest grup de 96 gens es va validar mitjiangant RQ-PCR, utilitzant la plataforma
TLDA de 96 gens anomenada plataforma TLDA 1, en el mateix grup de 20 pacients
amb TE (identificats com a pacients 1-20) estudiats préviament pels microarrays
d’expressio. En la figura R1 (pagina 145) es mostra un esquema del disseny de
I'estudi.

La concordanca entre els resultats dels microarrays d’expressido i de RQ-PCR
(plataforma TLDA1), calculada utilitzant el test de la correlacid6 d’'Spearman, va ser
elevada en la majoria dels gens estudiats, amb una mitjana de coeficient de correlacio
en les 17 mostres de 0,76 (desviacié estandar, DS=0,06). Posteriorment, es va
estudiar 20 una série independent de pacients amb TE (identificats com a pacients 21-
40) i utilitzant la mateixa plataforma TLDA 1. Es van eliminar de I'estudi aquells
assaigs els quals no amplificaven correctament en cap dels pacients (corresponents
als sis gens seguents: C1QC, CNGB1, HLA-G, LIMS1, MT1M i PHACTR1), quedant
un total de 90 gens analitzats els quals, considerant que tres eren controls endogens,
el grup final de gens estudiats era de 87. També es van excloure puntualment els
resultats d’aquells assaigs en els que la desviacié estandar dels duplicats era >0,2.

Les dades d’expressio dels 87 gens de les 40 TE es van analitzar conjuntament.
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Analisi d’agrupacié de les dades dels 87 gens estudiats en les 40 TE mitjangant la
plataforma TLDA1 i analisi dels gens amb expressié diferencial entre els subgrups de
pacients

Es va realitzar una analisi d’agrupacio de les dades d’expressié dels 87 gens, aplicant
un cluster jerarquic en el que s'utilitzava la distancia euclidea i el métode del maxim. El
cluster va mostrar una classificacié en dos grups principals de pacients (Figura R8). El
primer grup (grup A) constava de 18 pacients i presentava el patré6 d’expressio
observat en els resultats dels microarrays d’expressio (el qual es caracteritzava per 81
gens sobreexpressats i 9 gens infraexpressats, en relacié als granulocits control).
Aquest grup incloia 15 dels 20 pacients estudiats per microarrays d’expressio (TE 1-
15) L’altre grup de pacients (grup B) incloia 22 pacients, en el qual a la vegada
s’observaven dos subgrups: un d’ells (B.1) estava compost per 9 pacients i I'altre grup
(B.2) per 13 pacients. En aquest grup B hi trobem els tres pacients categoritzats com a
outliers en les dades dels microarrays d’expressio (TE 18-20). Amb el test ’ANOVA
d'un factor es va a estudiar I'expressié diferencial entre els diferents clusters de
pacients (grups A, B.1 i B.2.) i es va observar una disminucié progressiva dels nivells
d’expressio de diferents gens al llarg dels 3 clusters respectius. De tots els gens els
que presentaven un valor de ratio F>33 eren: ARL8, CCL3, CCL4, CD83, CXCL2,
DUSP2, EDN1, ICAM1, IL1A, IL1RN, KLF10, MAFF, NFKBIZ, PLAU, PLEK,
PLEKHG2, PLK2, PTX3, TNF, TNFAIP3, XBP1 | ZFP36. A més a més, el mateix test
va confirmar que 8 dels 9 gens infraexpressats en I'analisi de microarrays (AP3M1,
ARRDC3, C4BPA, C1QC, DDX28, SOLH, SOX4, TBCC, ZNF217) tenien uns valors
d’expressié semblants en tots els pacients, aixi com altres gens estudiats com B2M,
CCL23, CD44, NBN, NFE2, RABGEF1 i RBF600. El nové gen infraexpressat, el gen
C1QC no disposem de les dades d’expressié degut a que 'assaig d’aquest gen no ha

amplificat.
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Figura R8. Patr6 d’expressié en 40 pacients amb TE utilitzant la plataforma TLDA 1. Es
mostren les dades d’expressié de 87 dels 96 gens, ja que es van excloure 6 gens els quals no
amplificaven en cap dels pacients (C1QC, CNGB1, HLA-G, LIMS1, MT1M i PHACTR1) i no es
mostren els resultats dels tres gens utilitzats com a controls enddgens (18S rRNA, GAPDH i
GUSB). Les columnes representen els pacients i les files els gens. Els valors d’expressio
corresponen al FC de cada pacient i el pool de controls. Els quadrats de color gris representen

a assaigs dels quals no es disposa de dades.
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Analisi de I'associacié dels parametres clinico-biologics amb I'agrupacio dels pacients

Es va analitzar la relacioé entre I'agrupacio dels pacients (Figura R8) i els parametres
clinico-biologics descrits a la taula R2 (pagina 143), i no es va trobar cap associacio
estadisticament significativa amb els dos grups (A i B). No obstant, tres dels quatre
pacients que havien patit complicacions trombotiques es trobaven en el grup A. A més

a meés, el 76,9% (10/13) pacients del grup B.2 eren JAK2V617F-positius.

4.1.2. Patrons d’expressioé génica en relacié a JAK2V617F

4.1.2.1. Analisi dels gens diferencialment expressats entre els pacients
JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius estudiats per microarrays
d’expressio

Es va realitzar una analisi supervisada de les dades de microarrays d’expressio dels
17 pacients amb TE, en el que es comparaven els patrons d’expressié dels pacients
JAK2V617F-positius vs. JAK2V617F-negatius. L'analisi de t-test moderat Bayesia va
mostrar 44 gens diferencialment expressats entre els dos grups de pacients i amb
anotacio funcional (P<0,017). La majoria d’ells es trobaven sobreexpressats en els
pacients JAK2V617F-positius perd presentaven poques diferéncies d’expressié en
relacié amb els controls. Es va seleccionar un grup de 40 gens aplicant un punt de tall
del FC>1,35 o <1,35 (P<0,017) (Figura R1, pagina 145). També es va implementar
l'algorisme SAM, en el que s’aplica la correccié per tests multiples FDR. EI SAM va
identificar els gens CISH i ZDHHC20 com a diferencialment expressats (FDR<0,05).
Aquests 2 gens serien els que presenten una expressiod diferencial més significativa
dins el grup de 40 gens seleccionats.

En la figura R9 es mostra un dendrograma i un heatmap (elaborat utilitzant la distancia
euclidea i el métode de la mitjana) que ens representen 'agrupacié dels 17 pacients

en funcié de I'expressioé dels 40 gens seleccionats. S’observen majoritariament dues
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agrupacions de pacients que correspondrien als JAK2V617F-positius i als JAK2V617F-

negatius.
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Figura R9. Patr6 d’expressio dels 40 gens diferencialment expressats entre els 7 pacients amb

TE JAK2V617F-positius vs. els 10 pacients JAK2V617F-negatius, utilitzant la técnica de

microarrays d’expressio. Els valors d’expressié corresponen al FC entre cada pacient i el pool

de controls. Les columnes representen els pacients i les files els gens.
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4.1.2.2. Validacié dels resultats dels microarrays d’expressié

Validacié dels gens diferencialment expressats entre els pacients JAK2V617F-positius
i JAK2V617F-negatius utilitzant la plataforma TLDA 2

A partir dels resultats anteriors es va dissenyar una nova plataforma TLDA,
anomenada plataforma TLDA 2, composta per 48 gens que incloien els 40 gens
diferencialment expressats en els microarrays i els gens SOCS1, SOCS3, CCND1 i
BCL2L1, els quals es troben directament o indirectament relacionats amb la via de
senyalitzaciéo JAK-STAT. Els gens 18S rRNA, GAPDH, GUSB i HPRT1 es van utilitzar
com a controls endogens. En la taula M9 (pagina 104) es llisten els 48 assaigs
escollits. Emprant la técnica de RQ-PCR es va estudiar el grup de 44 gens (junt amb
els 4 controls endogens) en 19 dels 20 pacients estudiats anteriorment (no s'inclou el
pacient TE 3) per microarrays d’expressio, i testat en 19 dels 20 pacients analitzats
també amb la plataforma TLDA 1 (no s’inclou el pacient TE 40) (Figura R1, pagina
145).

Per a l'analisi dels gens amb expressio diferencial I'analisi de t-test va confirmar que
en els 19 pacients préviament estudiats per microarrays, 12 dels 48 gens presentaven
expressié diferencial entre els pacients JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius
(P<0,052). En el global de 38 pacients amb TE el nombre de gens amb expressio
diferencial entre els dos grups es reduia a 8 (P<0,052), i eren els seglents: CISH,
C130rf18, CD44, PIM1, SOCS2, SOCS3, HRH4 i BATF. En la taula R4 (pagina 167)
es llisten, entre altres, aquests gens i els seus valors d’expressio.

Entre aquests gens diferencialment expressats trobem els gens CISH (cytokine
inducible SH2-containing protein), SOCS2 (suppressor of cytokine signaling 2), SOCS3
(suppressor of cytokine signaling 3) i PIM1 (PIM1 oncogene), els quals formen part de
la via JAK-STAT (Ward i cols. 2000). Els gens SOCS2 i SOCS3 es trobaven
sobreexpressats en els pacients JAK2V617F-positius, mentre que la seva expressio

era semblant entre els pacients JAK2V617F-negatius i els controls. Els nivells
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d’expressid dels gens CISH i PIM1 en els pacients portadors de la mutacié eren
semblants als controls, perd es trobaven infraexpressats en els pacients JAK2V617F-
negatius (Taula R4, pagina 167).

Pel qué fa als gens BATF, CD44, C130rf18 i HRH4, es va detectar una sobreexpressio
de BATF (basic leucine zipper transcription factor, ATF-like) i de CD44 en els pacients
JAK2V617F-positius vs. JAK2V617F-negatius. Al contrari, els gens C17130rf18
(chromosome 13 open reading frame 18) i HRH4 (histamine H4 receptor) es trobaven
infraexpressats en els pacients JAK2V617F-negatius. Els nivells d’expressié de
C130rf18 eren el millor marcador per a discriminar les TE JAK2V617F-positives de les

JAK2V617F-negatives i dels controls (Taula R4, pagina 167).

Validacié dels gens diferencialment expressats entre els pacients JAK2V617F-positius
i JAK2V617F-negatius utilitzant la plataforma TLDA 1

Per altra banda també es va realitzar una analisi d’expressié diferencial dels resultats
obtinguts en les 40 TE mitjangant la plataforma TLDA 1. L’analisi del t-test va mostrar
un grup de 22 gens diferencialment expressats entre els pacients JAK2V617F-positius
i JAK2V617F-negatius (P<0,05). Una dada interessant era el fet que aquest mateix
grup de gens es trobava infraexpressat en el grup B.2, resultant del clustering no
supervisat de les dades de la plataforma TLDA 1 en les 40 TE, en el qual la majoria de

pacients eren portadors de la mutacio JAK2V617F.

Analisi conjunt dels resultats de la plataforma TLDA1 i TLDA2

El grup de 22 gens identificat amb la plataforma TLDA 1, junt amb els 8 gens definits
préviament en la plataforma TLDA 2, conformen un grup de 30 gens que presenten
expressié diferencial en relacio amb I'estat de JAK2V617F (Taula R4, pagina 167 i
Figura R1, pagina 145). Utilitzant l'algorisme SAM es va confirmar I'expressi
diferencial de 24 dels 30 (FDR<0.05). Els 6 gens que s’excloien al fer al correccié FDR

eren els seguents: TRIB1, KLF5, ID2, TAGAP, TA-NFKBH i DDITA4.
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En la figura R10 es mostra un dendrograma i un heatmap (elaborat utilitzant la
distancia euclidea i el métode del maxim) que ens representen I'agrupacié dels 38
pacients amb TE en funcié de I'expressido dels 30 gens seleccionats. S’observen
majoritariament dues agrupacions de pacients que correspondrien als JAK2V617F-

positius vs. JAK2V617F-negatius.
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Figura R10. Patr6 d’expressio dels 30 gens diferencialment expressats entre els 19 pacients
amb TE JAK2V617F-positius vs. els 19 pacients JAK2V617F-negatius, utilitzant la plataforma
TLDA 1 2. Els valors d’expressio corresponen al FC de cada pacient i el pool de controls. Les

columnes representen els pacients i les files els gens.
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Taula R4. Gens diferencialment expressats entre els pacients amb TE JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius (P<0,052). Els gens de la via JAK-STAT estan marcats en

negreta i subratllats.

Fold change vs. pool controls

FC
Simbol Descripcié gen N® acces Assaig Tagman JAK2VBATE- | JAK2VG17F- JAK2VE1TF- P valor
GenBank positiu negatiu positiu/JAK2V617F-
negatiu
CISH cytokine inducible SH2-containing protein NM_013324 Hs00367082_g1 -1,33 -2,79 2,08 0,00062
FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B NM 006732 Hs00171851 m1 1,87 5,32 0,35 0,00204
C130rf18 chromosome 13 open reading frame 18 NM 025113 Hs00228336 m1 -1,17 -1,63 1,39 0,00447
CD44 CD44 molecule (Indian blood group) NM_000610 | Hs00153304 m1 1,81 1,49 1,22 0,00500
IER3 immediate early response 3 NM_003897 Hs00174674 _m1 1,64 3,80 0,43 0,00749
HCST hematopoietic cell signal transducer NM 014266 Hs00367159 m1 2,58 3,82 0,68 0,00803
CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 NM_002983 | Hs00234142 m1 1,27 3,94 0,32 0,01113
PIM1 pim-1 oncogene NM_ 002648 | Hs00171473 m1 -1,28 -1,77 1,37 0,01263
MAFF v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F (avian) NM_ 012323 Hs00544822 m1 1,37 2,73 0,50 0,01352
PPP1R15A |protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A NM_ 014330 | Hs00169585 m1 3,09 7,06 0,44 0,01379
KLF10 Kruppel-like factor 10 NM_005655 | Hs00194622 m1 1,55 3,68 0,42 0,01403
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 NM_003955 Hs00269575 s1 1,46 -1,04 1,52 0,01823
ID2 inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-helix protein NM 002166 Hs00747379 m1 -1,36 1,21 0,61 0,01891
TNFAIP3  Jtumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 NM_006290 Hs00234713 m1 1,81 5,57 0,32 0,01914
CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 NM 002984 | Hs99999148 m1 2,08 6,29 0,33 0,02024
GADD45B |growth arrest and DNA-damage-inducible, beta NM 015675 Hs00169587 m1 1,10 2,15 0,51 0,02560
TNFAIP6 Jtumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 NM_007115 | Hs00200180_mA1 -1,42 1,22 0,57 0,02565
TA-NFKBH |T-cell activation NFKB-like protein NM_ 139239 | Hs00262018 m1 -1,40 1,57 0,45 0,02767
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 NM 002089 | Hs00601975 m1 1,60 6,98 0,23 0,02775
KLF5 Kruppel-like factor 5 (intestinal) NM_001730 | Hs00156145 m1 1,38 1,98 0,70 0,03059
TNF tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) NM_000594 | Hs00174128_m1 1,40 2,69 0,52 0,03283
pleckstrin homology domain containing, family G (with RhoGef
PLEKHG2 |domain) member 2 NM 022835 | Hs00293943 m1 -1,51 2,79 0,24 0,03572
DDIT4 DNA-damage-inducible transcript 4 NM_ 019058 Hs00430304 g1 1,56 2,49 0,63 0,04051
LAMB3 laminin, beta 3 NM_ 000228 | Hs00165078 m1 1,31 2,29 0,57 0,04114
HRH4 histamine receptor H4 NM 021624 | Hs00222094 m1 -1,32 -2,28 1,73 0,04516
TAGAP T-cell activation GTPase activating protein NM 138810 Hs00299284 m1 1,43 2,22 0,65 0,04650




BATF basic leucine zipper transcription factor, ATF-like NM_006399 | Hs00232390_m1 1,91 1,53 1,25 0,04701
TRIB1 tribbles homolog 1 (Drosophila) NM_025195 | Hs00179769 m1 1,18 1,48 0,80 0,04993
DUSP5 dual specificity phosphatase 5 NM 004419 Hs00244839 m1 2,71 5,05 0,54 0,05023
SOCS2 suppressor of cytokine signaling 2 NM 003877 | Hs00153304 m1 1,96 -1,06 2,09 0,05126
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4.1.3. Grup de gens predictors de I’estat mutacional de JAK2V617F

Es van agrupar els resultats de RQ-PCR obtinguts en els 38 pacients comuns de les
plataformes TLDA 1 i 2, obtenint dades d’expressié d’'un total de 137 gens i de 4
controls enddgens per cada pacient. L’objectiu era definir una signatura d’expressio
génica que diferenciés les TE JAK2V617F-positives de les JAK2V617F-negatives
(Figura R1, pagina 145). Es va construir un model predictor amb el grup
d’entrenament, anomenat training data set, compost per 26 mostres (13 JAK2V617F-
positives i 13 JAK2V617F-negatives), i es va avaluar en un grup de pacients
independent, anomenat test data set, format per 12 mostres (6 JAK2V617F-positives i
6 JAK2V617F-negatives). Es va realitzar una cerca sequencial exhaustiva per tal de
seleccionar els gens amb menor error de classificacié en el training set i amb un poder
predictor optim en el test set. Es van aplicar diferents tandes de MiPP del paquet de R,
utilitzant I'analisi discriminatiu linial i els parametres (n.seq=20, n.split=100, n.fold=10,
n.split.eval=100) i canviant el nombre de gens preseleccionats (utilitzant el parametre
percent.cut). Es van seleccionar dos models els quals presentaven una taxa d’error
menor del 20% en el fest set. El primer model era un predictor format pels 3 genes
CISH, FOSB (FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homologue B) i SOCS2, amb
una taxa d’error de validacio del 15,38% en el fraining set i del 16,67% en el test set
(percent. Cut=0,3). El segon model, format per només els gens CISH i FOSB,
presentava una taxa d’error de I'11,54% en el training set i del 16,67% en el test set
(percent.cut=0,02). Es destacable que els dos gens amb el valor predictiu més elevat
apareixien en tots els models predictors (Figura R11). Aquests resultats emfatitzen el
poder de CISH i FOSB per a discriminar els pacients amb TE segons l'estat de

JAK2VG17F.
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Figura R11. Diagrama que mostra I'expressio relativa dels gens CISH i FOSB en relaci6 al pool
de controls en el training set (26 mostres; 13 JAK2V617F-positives i 13 JAK2V617F-negatives)
i en el test set independent (12 mostres; 6 JAK2V617F-positives i 6 JAK2V617F-negatives.

Aquests gens mostren una bona separacio entre els dos grups de I'estat de JAK2.

4.1.4. Signatura d’expressio génica en els pacients JAK2V617F-negatius

Del total de 30 gens diferencials entre els pacients JAK2V617F-negatius vs. els
JAK2V617F-positius, es va definir un grup de gens els quals també eren diferencials
respecte als controls. Entre ells, els seglents gens mostraven un patré d’expressio
anormal (amb FC>1.5 en relacié als granuldcits control) en els pacients JAK2V617F-
negatius: CISH, C130rf18, CCL3, PIM1, MAFF, SOCS3, ID2, GADD45B, KLF5, TNF,
LAMB3, HRH4, TAGAP i TRIB1 (Taula R4, pagina 167). Es destacable que I'expressio
d’aquests gens no estava alterada ni en els pacients JAK2V617F-positius ni els

controls.
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4.2. VALIDACIO DELS RESULTATS D’EXPRESSIO EN LA TROMBOCITEMIA

ESENCIAL | COMPARACIO AMB LA POLICITEMIA VERA

Pacients

Es van incloure un total de 98 pacients amb NMP diagnosticats segons els criteris de
'OMS del 2008 (Swerdlow i cols. 2008) i sense haver rebut tractament citorreductor.
Aquest grup de NMP incloia 57 TE: 23 JAK2V617F-negatives, 33 JAK2V617F-
positives en heterozigosi i una JAK2V617F-positiva en homozigosi. D’aquestes 57 TE,
40 corresponien a les ja estudiades en l'apartat 4.1 (TE 1-40) i 17 era una série
independent de pacients (TE 41-57): quatre JAK2V617F-negatives, 12 JAK2V617F-
positives en heterozigosi i una JAK2V617F-positiva en homozigosi. El grup de 41
pacients amb PV (PV 1-41) estava compost per: set JAK2V617F-negatives, 24
JAK2V617F-positives en heterozigosi, nhou JAK2V617F-positives en homozigosi i una
JAKZ2 ex6 12-positiva. També es van incloure sis pacients amb TR, que corresponien a
cinc pacients amb neoplasies i un amb artritis reumatoide, i un grup de 10 individus
sans, aquests ultims com a controls i que ja es van utilitzar en el treball descrit en
'apartat 4.1.

Entre els 98 pacients amb NMP, 83 presentaven almenys un dels seglents marcadors
de clonalitat: mutaciéo JAK2V617F o mutacio a I'ex6 12 del JAK2, positivitat per I'assaig
HUMARA o creixement endogen mieloide. Les dades clinico-bioldgiques dels pacients
es detallen a la taula R5. De les 57 TE, 36 presentaven un cariotip normal, un pacient
(TE 49) era portador de la del(11)(q13g23) i en els 20 pacients restants no es van
obtenir metafases. De les 41 PV, 24 tenien un cariotip normal, tres (PV 4, 11 i 20)
presentaven alteracions (cariotip complexe, trisomia 9 i add(18)(p11), respectivament) i
en la resta no es van obtenir metafases.

El treball es va aprovar pel comite étic local i es va obtenir un consentiment informat de

tots els pacients, d’acord amb la Declaracié de Helsinki.
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Analisi de I'expressio genica en la TE. Relacié amb la PV

Per a la validaciéo proteica de I'expressi6 del FOSB es va incloure una série
independent de 12 pacients (cinc JAK2V617F-negatius i set JAK2V617F-positius), que
no corresponien als estudiats per TLDA, diagnosticats de TE segons els criteris de
'OMS del 2008 (Swerdlow i cols. 2008) i sense haver rebut tractament citorreductor.
Com a controls de I'estudi es van incloure cinc individus sans, junt amb la linia cel-lular

K562 i una biopsia de cancer de mama.
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Taula RS5. Principals dades clinico-biologiques al diagnostic dels 98 NMP en relacié a I'estat de JAK2 i comparant els pacients amb TE i PV.

TE (n=57) PV (n=41) TE vs. PV
JAK2V617F-positiu | JAK2V617F-negatiu JAK2-positiu JAK2-negatiu _ _
(n=34) (n=23) P valor (n=34)# (n=7) P valor TE(n=57) PV (n=41) P valor
Edat® 56(+/-15) 53(+/-16) 0,470 64(+/-11) 60(+/-12) 0,405 55(+/-15) 64(+/-11) 0,001
Sexe 25D/9H 17D/6H 0,974 12D/22H 0D/7H 0,085 42D/15H 12D/29H | <0,001
Plaquetes, x10%/L° 714,9(+/-219,7) 839,2(+/-240,7) 0,051 | 497,5(+/-205,5) | 176,9(+/-33,7) | <0,001 |763,8(+/-234,2) | 442,8(+/-223,5) | <0,001
Leucocits, x109/L° 9,5(+/-2,9) 8,2(+/-1,5) 0,030 10,6(+/-4,5) 8,4(+/-3,4) 0,231 | 9,0(+/-2,5) 10,2(+/-4,4) | 0,122
Hemoglobina, g/dL° 14,3(+/-1,7) 13,4(+/-1,6) 0,058 18,8(+/-1,2) 17,2(+/-2,5) 0,098 14,0(+/-1,7) 17,5(+/-2,4) <0,001
LDH ?gg?oe)”tada 4/33 6/23 0,288 12/34 1/7 0,399 10/56 13/41 0,113
Index FAG® 80,0(+/-37,3) 53,5(+/-16,9) 0,003 | 125,8(+/-37,0) 64,5(+/-33,7) | 0,004 | 69,5(+/-33,3) | 118,3(+/-41,5) | <0,001
Esplenomegalia 2/33 3/23 0,330 12/33 1/7 1,000 5/57 13/40 0,004
Episodis trombotics 2/34 3/23 0,384 8/34 2/7 1,000 5/57 10/41 0,034
Episodis
hemonagics 2/34 3/23 0,384 1/31 0/6 1,000 5/57 1/37 0,398
Faclors de risc 20/34 10/23 0,255 18/34 6/7 0,207 30/57 24/41 0,562
cardiovascular
% JAK2VB1TF \ s o0 \ oo 27,3%(22.5- | 54,5%(31,1-
lolos* 27,3%(22.5-32,2%) NA NA | 54,5%(31,1-125%) NA NA 12.2%) 125%) <0,001
Clonalitat HUMARA 5/14 6/13 0,581 5/9 NA NA 11/27 5/9 0,470
Creixement endogen
mieloide 27/33 10/22 0,005 29/32 2/6 0,006 37/55 31/38 0,126
(eBFU-E i/o eCFU-MK)
eBFU-E 26/33 1/22 <0,001 28/31 1/6 0,001 27/55 29/37 0,005
eCFU-MK 21/33 10/22 0,183 13/31 1/6 0,376 31/55 14/37 0,081
P RV'7(f$g;“e”tat 14/25 1/23 <0,001 28/30 1/2 0,181 15/48 29/32 <0,001

":es mostra la mediana (rang), °: es mostra la mitjana (£DS). #: Tots els casos presenten la mutacié JAK2V617F excepte un pacient amb la mutacié JAK2-ex6 12.

Abreviatures: D:dona; H:Home; LDH: lactat dehidrogenasa; FAG: fosfatasa alcalina granulocitica; NS: no estadisticament significatiu; NA:no aplicable. En negreta els

P valors<0,05.




Analisi de I'expressio genica en la TE. Relacié amb la PV

Metodes

En aquest apartat es utilitzar mostra d’ARN de granulocits de SP de les 17 TE noves i
de les 41 PV, obtingut i processat segons esta descrit a I'apartat 2.1.1 i 2.1.2 Es va
extreure 'ARN dels granulocits (apartat 2.1.3) i es va valorar la seva puresa i integritat
(apartat 2.1.4).

En la figura R12 es mostra un esquema del disseny de l'estudi. Es detallen les
diferents plataformes TLDA utilitzades aixi com els resultats més rellevants obtinguts
en cada analisi. En general es van realitzar dos tipus d’analisi: la cerca de gens
diferencialment expressats entre les TE, les TR i les PV i els gens diferencials entre els
pacients amb TE i PV JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius. Concretament, en
una primera fase es van analitzar els 17 pacients nous amb TE i amb la plataforma
TLDA 1, utilitzada en I'anterior treball (Taula M8, pagina 101), i es van comparar els
resultats amb els de les 40 TE ja estudiades. Amb la mateixa plataforma TLDA també
es van estudiar 6 TR i 10 de les 41 PV incloses en I'estudi. Posteriorment, basant-se
en els resultats de RQ-PCR en les 40 TE obtinguts en I'estudi anterior (Puigdecanet i
cols. 2008) es va dissenyar un nou format de TLDA, anomenat plataforma TLDA 3,
que contenia 96 assaigs per duplicat, els quals incloien els gens més diferencialment
expressats en les 40 TE en relaci6 amb els controls (62 gens) i els gens més
diferencialment expressats entre les 19 TE JAK2V617F-negatives i les 19 TE
JAK2V617F-positives (30 gens). Els controls enddgens corresponien als gens 78S
rRNA, GUSB, GAPDH i HPRT1, ja utilitzats en les TLDA anteriors. En la taula M10
(pagina 106) es llisten els 96 assaigs escollits de la plataforma TLDA 3. Utilitzant
aquesta plataforma es van analitzar 31 de les 41 PV incloses en I'estudi (veure la taula
R1 (pagina 141) on es resumeixen les plataformes utilitzades, les seves
caracteristiques i els pacients analitzats en cadascuna d’elles).

Els resultats de la plataforma TLDA 3 es van comparar amb els obtinguts en les 40 TE,
estudiades préviament mitjancant les TLDA 1 i 2, junt amb les dades de les 17 TE

noves, de les 6 TR, de les 10 PV i del pool de 10 individus sans.
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Resultats

L’analisi de les dades de les TLDA es va realitzar segons es troba detallat en I'apartat
3.2.1.7. Utilitzant el metode de Vandesompele (Vandesompele i cols. 2002) es va
seleccionar el gen GAPDH com a millor control endogen.

En l'estudi de I'expressié proteica del FOSB es van emprar granulocits de SP
procedent de pacients amb TE no estudiats per TLDA, junt amb nous individus control,
amb la linia cel-lular K562 estimulada amb TPA i una bidpsia de cancer de mama.
L’analisi de I'expressié del FOSB s’ha realitzat segons es troba descrit en I'apartat

3.2.2.
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Apartat 4.2: validacio resultats en TE i comparaciéo amb, TR i PV

Analisi de I'expressio genica en la TE. Relacié amb la PV

- MICROARRAYS D’EXPRESSIO | RQ-PCR (TLDA) | o |

44K whole h

genome (Agilent)

TLDA

Analisi 40 TE vs. Pool controls

Analisi 19 TE JAK2V617F-negatives vs. 19

TE JAK2V617F-positives

Plataforma TLDA 1 (96 gens):

- 81/124 dels gens més sobreexpressats i 9/14 dels -

més infraexpressats -
- Gens associats a NMP: CD44, NFE2 i ANKRD15
- Controls endogens: 18S rRNA, GAPDH i GUSB -

Plataforma TLDA 2 (48 gens):

40 gens diferencialment expressats

Altres gens implicats en la via JAK-STAT: SOCS1,
SOCS3, CCND1iBCL2L1

Controls endogens: 18S rRNA, GAPDH, GUSB i
HPRT1

17 TE*, 6 TRi 10 PV

> 31PV

Plataforma TLDA 1

Analisi 57 TE vs. 6 TR

33 gens diferencialment expressats entre la TE i la TR
(P<0,05)

Plataforma TLDA 3 (96 gens):

62 gens diferencialment expressats en TE vs.
Controls (Plataforma TLDA 1)

30 gens diferencialment expressats entre TE
JAK2V617F-positius i negatius (Plataforma TLDA 2)
Controls endogens: 18S rRNA, GAPDH, GUSB i
HPRT1

Analisi 57 TE vs. 41 PV

65 gens diferencialment expressats entre la TE i la PV (P<0,05

-Tots sobreexpressats en la TE, excepte el CD44

i

Analisi 57 TE: 23 JAK2V617F-negatives
vs. 34 JAK2V617F-positives

l

Analisi 41 PV: 7 PV JAK2-negatives vs.

34 PV JAK2-positives

- 38 gens diferencialment expressats entre TE
JAK2V617F-negatius i JAK2V617F-positius
(P<0,05)

- 14 gens correlacionen amb la carrega al-lélica
de JAK2V617F

- 21 gens diferencialment expressats entre PV
JAK2-negatives, PV JAK2-positives en
heterozigosi i PV JAK2-positives en
homozigosi (F ratio >5)

\ 4

FOSB

Diferencialment expressat entre:

-57 TE i 41 PV (P<0,001)

-23 TE JAK2V617F-negatives i 34 TE JAK2V617F-positives (P=0,003)

-7 PV JAK2-negatives, 25 PV JAK2-positives en heterozigosi i 9 PV
JAK2-positives en homozigosi (F ratio >5)

Figura R12. Esquema del disseny de l'estudi. Es ressalten els requadres que corresponen a les analisis

realitzades i els resultats obtinguts.*Série independent de pacients amb TE.



Resultats

4.2.1. Analisi d’expressié en la trombocitémia essencial

4.2.1.1. Confirmacié dels patrons d’expressié génica en la trombocitémia
essencial

En l'analisi de les dades d’expressio de la série independent de 17 pacients amb TE es
van eliminar el assaigs corresponents als gens C1QC, CNGB1, HLA-G, LIMS1, MT1M
i PHACTR1, els quals també s’havien eliminat en I'analisi anterior, juntament amb els
assaigs dels gens IL23A, AP3M1 i ARRDCS3 perqué tampoc amplificaven correctament
en la majoria dels pacients. Aixi, dels 93 gens inicials queden un total de 84 gens
estudiats en els 57 pacients amb TE. També es van excloure puntualment els resultats
d’aquells assaigs en els que la desviacié estandar dels duplicats era >0,2.

Amb I'objectiu de confirmar el patré d’expressié observat en les 40 TE es va realitzar
una analisi d’agrupacié de les dades d’expressié dels 84 gens estudiats en les 57 TE.
Es va aplicar un cluster jerarquic en el que s’utilitzava la distancia euclidea i el métode
del maxim. El cluster va mostrar una classificacié en dos grups principals de pacients
(Figura R13), que correspondria en part als grups A i B observats en I'analisi
d’agrupacio de les 40 TE. En el primer grup, que també anomenem A, s’inclouen tots
els 19 pacients que ja trobaven en el grup A en l'analisi de les 40 TE junt amb 10
pacients nous, amb un total de 29 pacients. Com s’observava anteriorment el grup A
es caracteritza per una sobreexpressido dels gens relacionats amb la resposta
immunoldgica, confirmant el patré observat en els microarrays d’expressio i en les 40
TE. El segon grup identificat, que també anomenem grup B, conté 27 pacients i inclou
els 22 pacients del grup B en les 40 TE. S’observen també dos subgrups, B.1 i B.2,
perd no es distribueixen com en els resultats anteriors. El que si s’identifica és una
expressié diferencial d’'un subgrup de gens, que disminueix progressivament del grup
A, al grup B.1i al grup B.2. Com s’observa en la figura R13, sembla que existeix una
relacié entre 'agrupacid i la preséncia de JAK2V617F, ja que continuem detectant una

menor incidéncia de la JAK2V617F en el grup A (el 51,7% (15/29) dels pacients s6n
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Analisi de |

JAK2 wt, mentre que en el grup B el 26,9% (8/27) dels pacients son JAKZ wit).

Respecte a la incidéncia de la trombosi, els dos pacients nous analitzats que han patit

accidents trombotics es classificaven dins el grup B.1.
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Resultats

Figura R13. Patr6 d’expressiéo en 57 pacients amb TE utilitzant la plataforma TLDA 1. Es
mostren les dades d’expressié de 84 dels 96 gens, ja que es van excloure 9 gens els quals no
amplificaven en la majoria dels pacients (C1QC, CNGB1, HLA-G, LIMS1, MT1M i PHACTR1,
IL23A, AP3M1 i ARRDC3) i no es mostren els resultats dels tres gens utilitzats com a controls
endogens (18S rRNA, GAPDH i GUSB). Les columnes representen els pacients i les files els

gens. Els valors d’expressioé corresponen al FC de cada pacient i el pool de controls.

4.2.1.3. Confirmacié dels patrons d’expressié génica en la trombocitémia
esencial en relacié a JAK2V617F

En I'estudi anterior de les 40 TE utilitzant la plataforma TLDA 1 i 2 es van detectar 30
gens diferencialment expressats entre els pacients JAK2V617F-negatius i JAK2V617F-
positius. Vuit d’aquests gens es trobaven inclosos en la plataforma TLDA 2, i eren els
gens CISH, C130rf18, CD44, PIM1, SOCS2, SOCS3, HRH4 i BATF. En 'analisi de les
noves 17 TE només s’ha utilitzat la plataforma TLDA 1, pel qué no es disposa de
dades de I'expressié dels vuit gens anteriors, ni dels gens restants de la plataforma
TLDA 2. Aixi, els resultats dels gens diferencials en les 57 TE només corresponen als

84 gens comuns.

Analisi en les 57 TE dels gens diferencialment expressats entre els pacients
JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius utilitzant la plataforma TLDA 1

L’analisi supervisat de les dades d’expressio dels 84 gens en les 57 TE va identificar
38 gens diferencialment expressats entre els 23 pacients JAK2V617F-negatius i 34
JAK2V617F-positius (P<0,05). Aquests grup de gens inclouen 20 dels 22 gens que ja
es trobaven diferencialment expressats en les 40 TE (procedents de la TLDA 1) i
identifiquem 18 nous gens, ampliant el nombre de gens diferencials a un total de 38
(Taula R6 i Figura R12, pagina 176). Els gens en els quals no es confirma I'expressio
diferencial sén el CD44, TNFAIP3 i CCL4. Utilitzant I'algorisme SAM es va confirmar

I'expressio diferencial de 34 dels 38 gens (FDR<0.05). Els quatre gens que s’excloien
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Analisi de I'expressio genica en la TE. Relacié amb la PV

al fer la correccié FDR eren, a part dels tres gens ja detectats pel t-test, els seguents:

TCTE1L, PRNP, RBAF600i SOD2.
Tots els gens presentaven una major expressio en els pacients JAK2V617F-negatius,

com ja s’havia observat en la majoria de gens diferencials en les 40 TE.
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Taula R6. Llistat dels 38 gens diferencialment expressats entre els pacients JAK2V617F-negatius i JAK2V617F-positius en les 57 TE. En negreta els gens

que ja sortien diferencials en les 40 TE.

FC JAK2V617F-
Gen Descripcié gen N° accés GenBank Assaig Tagman negatiu/ P-valor
JAK2V617F-positiu

. . NM_014266.3, 0,0015

HCST | hematopoietic cell signal transducer NM_001007469.1 Hs00367159_m1 1,45 6
BTN2A2 | butyrophilin, subfamily 2, member A2 NM_181531.1,NM_0069953 |  Hs00272927 m1 149 00926
FOSB | FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B | NM_006732.1 Hs00171851_m1 2,69 0’0?30
MAFF x-maf musculo_aponeurotic fibrosarcoma oncogene NM_152878.1,NM_012323.2 Hs00544822_m1 2.91 0,0032

omolog F (avian) 7
o o . NM_054114.3,NM_138810.2, 0,0038

TAGAP | T-cell activation GTPase activating protein NM_152133.1 Hs00299284 m1 1,37 >
. NM_173171.1,NM_173172.1, 0,0038

NR4A2 | nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 NM_173173.1.NM_006186.2 Hs00428691_m1 2,50 4
ZFP36 | zinc finger protein 36, C3H type, homolog (mouse) NM_003407.2 Hs00185658 m1 2,30 0’0348
IER5  |immediate early response 5 NM_016545.4 Hs00275419_s1 233 0'0:,?55
TNF | tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) | NM_000594.2 Hs00174128_m1 2,87 0'0858
I 0,0064

DUSP5 | dual specificity phosphatase 5 NM_004419.3 Hs00244839 m1 1,75




TA- N . . 0,0065
NFKBH T-cell activation NFKB-like protein NM_139239.1 Hs00262018 _m1 3,78 8
DDIT4 | DNA-damage-inducible transcript 4 NM_019058.2 Hs00430304_g1 2,31 0'03?81
ID2 inhibitor.of DNA binding 2, dominant negative helix- NM 002166.4 Hs00747379 m1 1,48 0,0088
loop-helix protein - - 6
PPPAR15 ;1)r5c')6t\ein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit NM_014330.2 Hs00169585_m1 348 0,01091
TRIB1 | tribbles homolog 1 (Drosophila) NM_025195.2 Hs00179769_m1 141 0'0295
PTGS2 prostagIandip—endoperoxide synthase 2 NM 0009631 Hs00153133 m1 219 0,0099
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) - - 2
pleckstrin homology domain containing, family G 0,0104
PLEKHG2 (with RhoGef domain) member 2 NM_022835.1 Hs00293943 m1 9,06 9
GPR43 | G protein-coupled receptor 43 NM_005306.2 Hs00271142_s1 1,77 o,og 22
GADDA45B | growth arrest and DNA-damage-inducible, beta NM_015675.2 Hs00169587 m1 1,83 0'011 35
KLF5 | Kruppel-like factor 5 (intestinal) NM_001730.3 Hs00156145_m1 137 O'Ol a7
DUSP2 | dual specificity phosphatase 2 NM_004418.2 Hs00358879_m1 4,32 o,og 55
. . . . NM_001024465.1,NM_00102 0,0168
SOD2 | superoxide dismutase 2, mitochondrial 4466.1,NM_000636.2 Hs00167309_m1 1,35 1
NM_002000.2,NM_133269.2, 00178
FCAR Fc fragment of IgA, receptor for NM_133272.2,NM_133274.2, Hs00370197_m1 1,28 ’ 6
NM_133278.2,NM_133279.2
MYLIP | myosin regulatory light chain interacting protein NM_013262.3 Hs00203131_m1 1,35 00185




ICAMA int'erce_llular adhesion molecule 1 (CD54), human NM 000201 1 Hs00164932 m1 204 0,0193
rhinovirus receptor - — 4
TNFAIP6 |tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 NM_007115.2 Hs00200180_m1 1,66 0’02211
AXUD1 | AXIN1 up-regulated 1 NM_033027.2 Hs00263583_m1 1,75 0'03?14
BCL2A1 BCL2-related protein A1,Gene hCG201186 Celera NM 004049.2 Hs00187845 mH1 1,60 0,0243
Annotation - - 9
IER3  |immediate early response 3 NM_003897.3 Hs00174674_m1 2,06 0'02?61
CCL3 | chemokine (C-C motif) ligand 3 NM_002983.2 Hs00234142_m1 3,71 0'0567
CXCL2 | chemokine (C-X-C motif) ligand 2 NM_002089.3 Hs00601975_m1 513 00830
OSM | oncostatin M NM_020530.3 Hs00171165_m1 2,28 0,0335
LAMB3 | laminin, beta 3 rgu\z/l_oo1o17402.1 NM_00022 | 10165078 m1 227 0,0240
. 0,0362
KLF10 | Kruppel-like factor 10 NM_005655.1 Hs00194622 m1 3,27 1
RBAF600 | retinoblastoma-associated factor 600 NM_020765.2 Hs00378210_m!1 135 00384
NFKBIE nuclear fa(_:tor of kappa_ Ii_ght polypeptide gene NM 004556.2 Hs00234431 mA 2 85 0,0395
enhancer in B-cells inhibitor, epsilon - - 1
prion protein (p27-30) (Creutzfeld-Jakob disease, 0.0418
PRNP Gerstmann-Strausler-Scheinker syndrome, fatal NM_000311.3 Hs00175591_m1 2,28 ’ 6
familial insomnia)
TCTEIL |t-complex-associated-testis-expressed 1-like NM_006520.2 Hs00359622_m1 1,34 0,0486
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Es va realitzar un cluster jerarquic dels 38 gens diferencials en les 57 TE que es
representa en el dendrograma i el heatmap (elaborat utilitzant la distancia euclideai el
meétode del maxim) de la figura R14. S’observa majoritariament dues agrupacions de
pacients que correspondrien aproximadament als JAK2V617F-positius vs.
JAK2V617F-negatius i que correspon en part a I'agrupacié que s’observava al realitzar

I'analisi no supervisat dels 84 gens en els 57 pacients.
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Figura R14. Patr6 d’expressio dels 38 gens diferencialment expressats entre els 23 pacients
amb TE JAK2V617F-negatius vs. els 34 pacients JAK2V617F-positius, utilitzant la plataforma
TLDA 1. Els valors d’expressio corresponen al FC de cada pacient i el pool de controls. Les
columnes representen els pacients i les files els gens. Els quadrats de color gris representen a

assaigs dels quals no es disposa de dades.
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4.2.1.4. Confirmacio dels gens predictors de I’estat mutacional de JAK2V617F

Es van analitzar els resultats de RQ-PCR obtinguts de la plataforma TLDA 1 en les 57
TE, juntament amb els resultats de la plataforma TLDA 2 en les 38 TE, i es va cercar
un model predictor segons els mateixos métodes i parametres utilitzats en I'apartat
4.1.3 (pagina 169). Es va obtenir un model predictor, format pels gens CISH i FOSB,
amb una taxa d’error del 18,92%. Al afegir un tercer gen en el model, el IERS3, la taxa
d’error disminuia al 13,51%. Aquests resultats confirmen el poder de CISH i FOSB per

a discriminar els pacients amb TE segons 'estat de JAK2V617F.

4.21.5. Confirmacié de la signatura d’expressiéo génica en els pacients
JAK2V617F-negatius

A partir de les dades d’'RQ-PCR de la plataforma TLDA 1 en els 57 pacients es va
definir un grup de 21 gens diferencialment expressats en els pacients amb TE
JAK2V617F-negatius vs. els JAK2V617F-positius i controls. Aquests gens mostraven
un patré d’expressié anormal (amb FC>1.5 en relacié als granulocits control) en els
pacients JAK2V617F-negatius i no en els JAK2V617F-positius, i eren els seguents:
PP1R15A, DUSP2, CCL3, IER3, ZFP36, AXUD1, NFKBIE, IER5, NR4A2, TNF, MAFF,
MYLIP, KLF5, PRNP, TAGAP, FCAR, OSM, PLEKHG2, DDIT4, GADD45B i LAMBS3.
Aquest grup de gens incloia set dels 14 gens identificats en la mateixa comparativa
anterior en les 40 TE. Els gens exclosos son TRIB1 i ID2 i els gens CISH, C130rf18,
SOCS3, PIM1 i HRH4. Aquest cinc ultims gens, presents en la plataforma TLDA 2, no

es van analitzar en les noves TE i, per tant, no es van incloure en aquest analisi.

4.2.1.6. Efecte de la carrega al-lelica de JAK2V617F en I'’expressié génica de la
trombocitémia essencial

Utilitzant les dades d’expressio dels 44 gens dels 38 pacients amb TE (plataforma
TLDA 2) i les dades dels 84 gens comuns en les 57 TE (plataforma TLDA 1), es va

realitzar una analisi de correlacid, amb el test d’'Spearman, entre els nivells d’expressio
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d’aquests gens i la carrega al-lélica de JAK2V617F. Es va demostrar que 15 dels 128
gens estudiats s’alteraven depenent de la dosi de JAK2V617F (P<0,05) (Taula R7 i
Figura R12, pagina 176). Aquests fets suggereixen que existeix un efecte de carrega
al-lélica en I'expressio génica dels granulocits dels pacients amb TE. Entre els 15 gens
amb correlacié significativa, només el BATF i el CD44 mostraven una correlacio
positiva (un augment d’expressié a l'incrementar la carrega al-lélica). Els 13 gens
restants presentaven una correlacié negativa (una disminucié de I'expressid a

'augmentar la carrega al-l€lica).
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Taula R7. Llistat dels 15 gens amb correlacié entre els nivells d’expressié i la carrega al-1élica

de JAK2V617F (P<0,05). Rs=coeficient de correlacioé d’'Spearman.

Gen Descripcio gen N2 accés GenBank AssaigTagman | Rs | P valor
DDX28 DEAD (Asp—GIu-AIa-Asp) NM 0183803 Hs00251087_s 10,69 | 0,00054
box polypeptide 28 - 1
CKAP4 cy'foskeletonj NM 006825.3 Hs00199135_ 061 | 000333
associatedprotein 4 - ml
secaqLq | solutecarrierfamily35, 1\ 5149330 N 0162112 | 500274601 | 56| 0.00866
member B2 m1l
inhibitor of DNA binding
ID2 2, dominant negative NM_002166.4 HSOO;Z;?,379— -0,55 | 0,01061
helix-loop-helix protein
CD44 CD44 antigen NM_000610.3 HsOO?T:E»133O4_ 0,53 | 0,01426
FBJ murineosteosarcoma
FOSB viral oncogenehomolog NM_006732.1 HsOO?n711851_ -0,52 | 0,01502
B
RBAF600 retinoblastoma- NM_020765.2 Hs00378210_ 1| 51 | 0,01733
associated factor 600 - m1l
HCST hematopoieticcellsignalt NM 014266.3 Hs00367159 _ 048 | 002778
ransducer - m1l
basic leucine zipper
BATF transcription factor, ATF- NM_006399.3 HsOOZr:1239O_ 0,60 | 0,03105
like
proteoglycan 1, J03223.1,X17042.1,CB110512. | Hs00160444_
PRG1 -0,46 | 0,03755
secretory granule 1,BC015516.1 ml
TCTEIL | Ueomplex-associated- NM_006520.2 Hs00359622_ 1 4 45 | 0,03836
testis-expressed 1-like - m1
KLF5 Kruppel-like factor 5 NM_001730.3 Hs00156145_1 5 44 | 0,04362
(intestinal) - m1l
phosphodiesterase 4B,
cAMP-specific
PDE4B (phosphodiesterase E4 NM_002600.2 HSOOZFZZOSO— -0,44 | 0,04722
dunce homolog,
Drosophila)
TBCC tubulin- NM_003192.1 15002684375 | 0,44 | 0,04742
specificchaperone ¢ 1
B2M beta-2-microglobulin NM_004048.2 H5999n?<i9907_ -0,44 | 0,04745
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4.2.1.7. El FOSB en la trombocitémia essencial

El gen FOSB es va trobar sobreexpressat en totes les TE en comparacié amb els
controls i era un dels més diferencialment expressats entre els pacients amb TE
JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius, amb una major expressid en els
JAK2V617F-negatius (FC=2,70; P=0,003) (Figura R15). A més a més, la seva
expressid es redueix a lI'augmentar la dosi de JAK2V617F, amb un coeficient de
correlacié d’'Spearman de -0,73 (P<0,001) (Taula R7). A la vegada, juntament amb el
CISH era un gen predictor de la preséncia de JAK2V617F (Figura R12, pagina 176).
Per totes aquestes dades i per la funcié oncogénica del FOSB es va considerar que
I'expressio d’aquest gen era rellevant en la patogénesi de la TE. Es van realitzar
diferents analisis d’associacié amb les variables clinico-bioldgiques dels 57 pacients
descrites a la taula R5 (pagina 173) .Entre elles, es va analitzar I'associacié entre el
eCFU-MK en els pacients JAK2V617F-negatius i I'expressié del gen FOSB. Aquest es
trobava sobreexpressat tant en els pacients que presentaven eCFU-MK (10/22) com
en els que no (12/22), sense trobar una associacié entre la major expressio del FOSB i
el eCFU-MK. També es va realitzar la mateixa analisi pel eBFU-E, en el que només un
pacient JAK2V617F-negatiu presentava eBFU-E. En consequéncia, es va trobar una
associacié entre I'elevada expressio del FOSB i el eBFU-E (P<0,05), perd estava
clarament relacionada amb la preséncia de la mutaciéo JAK2V617F. Per altra banda, es
va detectar una associacié entre una elevada expressié del FOSB, aixi com dels gens
CD44 i PTGS2 entre altres, amb I'aparici6 de complicacions trombotiques (P<0,05).
També es detecta una associacié de I'expressio del FOSB, i d'altres gens com el
CD44, amb diferents variables cliniques, com el nombre de leucocits (r=-0,38) i amb
els nivells de fosfatasa alcalina granulocitica (FAG) (r=-0,69), entre altres, pero
consequéncia també de l'associacié d’aquestes amb la preséncia de la mutacié

JAK2V617F. L’expressio dels gens FOSB, BATF i CD44 es detallen a la Figura R15.

188



ACt

ACt

ACt

Resultats

Figura R15. Nivells d’expressi6 de RQ-PCR dels gens FOSB, BATF and CD44 en els
granulocits de pacients amb TE i PV JAK2V617F-positius i negatius. Les dades s’expressen
com a valors ACt. Les caixes representen el rang interquartil, la linia horitzontal en la caixa
indica la mediana, i les barres mostren el rang dels valors. Els nivells de significancia de les

diferéncies i els valors de FC entre les categories de pacients es detallen en el box-plot.
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4.2.2. Comparacio6 dels patrons d’expressié génica de la trombocitémia essencial
i les trombocitosis reactives

Amb l'objectiu de comparar les dades d’expressio de la TE amb les d’un estat reactiu
es va analitzar I'expressio de sis pacients amb TR utilitzant la plataforma TLDA 1. Del
total de 84 gens estudiats, 33 presentaven una expressié diferencial entre les TE i les
TR (P<0,05) i la majoria amb més expressid en els pacients amb TR (Figura R12,
pagina 176). D’aquests gens, només cinc (RBAF600, DAF, PPP1R15A, PFKFB3,
PLAUR) es trobaven alterats en les TE respecte als controls (amb FC>1,5), pel que
podrien ser marcadors diagnostic de la TE respecte a estats normals i reactius.

Al comparar el patré d’expressio de les TR amb les TE segons I'estat del JAK2 es va
observar que entre les TR i els pacients JAK2V617F-negatius només cinc gens
s’expressaven diferencialment (P<0,05) i eren els seglients: IER5, CD44, RABGEF1,
TNF i PFKFB3. Per contra, en la comparacio entre I'expressio de les TR i les TE
JAK2V617F-positives el nombre de gens diferencialment expressats era molt més alt,

de 48 gens, entre els que es trobava el FOSB (P<0,05).

4.2.3. Analisi d’expressié en la policitémia vera

4.2.3.1. Comparacié dels patrons d’expressié génica de la trombocitémia
esencial i la policitémia vera

El perfil d’expressio dels 41 pacients amb PV es va estudiar utilitzant els dos formats
de 96 gens de la segiient manera: 10 pacients (PV 1-10, 2 JAK2V617F-negatius, 5
JAK2V617F-positius heterozigots i 3 JAK2V617F-positius homozigots) es van analitzar
utilitzant la plataforma TLDA 1, emprada per les 57 TE (Taula M8, pagina 101). La
resta de 31 pacients (PV 11-41; 5 JAK2V617F-negatius, 19 JAK2V617F-positius
heterozigots, una JAK2 ex6é 12-positiva i 6 JAK2V617F-positius homozigots) es van

analitzar amb el nou format de TLDA, la TLDA 3, la qual incloia els gens més
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diferencialment expressats en les 57 TE en relaciéo amb els individus sans (62 gens) i
els gens més diferencialment expressats entre les 19 TE JAK2V617F-negatives i les
19 TE JAK2V617F-positives (30 gens) (Taula M10, pagina 106). En la figura R12
(pagina 176) es mostra un esquema del disseny de l'estudi. En l'analisi dels gens
estudiats en ambdues plataformes es va eliminar el gen IL23A perqué no amplificava
correctament en la majoria dels pacients, quedant un total de 84 gens comuns en les
57 TE i 41 PV. La resta de 7 gens, que corresponen al CISH, SOCS2, SOCS3, HRH4,
BATF, PIM1 i C130rf18, només eren comuns entre les 38 TE i les 31 PV, i també es

van analitzar conjuntament.

Analisi dels gens diferencials entre la TE i la PV

L’analisi de t-test per a la cerca de gens diferencials entre les dues malalties va
identificar un grup de 65 gens (P<0,05), tots ells sobreexpressats en la TE respecte a
la PV, excepte el gen CD44 (FC=0,67; P=0,014) (Figura R15). Trenta dels 65 gens
mostraven una sobreexpressid amb un FC superior a 3. Entre ells destaca el gen
LAMBS3 per tenir la diferéncia d’expressié més elevada, amb un FC de 8,34 (P<0,001),
seguit dels gens FOSB (FC=6,54; P<0,001), IER3 (FC=5,46; P<0,001) i CCL4
(FC=5,41; P<0,001), entre altres. Cap dels set gens només analitzats en les 38 TE i 31
PV estava diferencialment expressat. Del grup de 65 gens només el DAF i el PLAUR
sén gens amb expressio diferencial de les TE respecte a les PV, a les TR i als
controls. Ambdds gens presenten una major expressié en les TE en relacio a les PV i
el gen DAF també una sobreexpressio en les TE respecte a les TR.

L’analisi d’agrupacio de les 57 TE i les 41 PV en funcio de I'expressié dels 65 gens
diferencialment expressats mostra dues agrupacions de pacients, una en la que
predominen els pacients amb TE i I'altra amb PV, perd sense ser una separaci6 entre
TE i PV clara (Figura R16). El primer grup inclou 31 TE i vuit PV (de les quals dues sén

PV wt, una PV JAK2V617F-positiva amb només 1,5% dels al-lels mutats, i cap PV
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JAK2V617F-positiva homozigota). El segon grup inclou 33 PV (totes les PV

JAK2V617F-positives homozigotes) i 26 TE.

8PVIi31lTE 33PVi26TE
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Figura R16. Dendrograma i heatmap (elaborat utilitzant la distancia euclidea i el métode del
maxim) que ens representen l'agrupacié dels 57 pacients amb TE vs. 41 pacients segons
I'expressié dels 65 gens diferencialment expressats entre les dues malalties. Els valors
d’expressio corresponen al FC de cada pacient i el pool de controls. Les columnes representen
els pacients i les files els gens. Els quadrats de color gris representen a assaigs dels quals no

es disposa de dades.
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4.2.3.2. Patrons d’expressié génica en la policitémia vera en relacié a JAK2V617F
Per a I'analisi de I'associacié de I'expressié génica amb l'estat de JAK2 es van emprar
les dades corresponents als 84 gens estudiats en les 41 PV junt amb els vuit gens
Uunicament analitzats en 31 de les 41 PV, estudiant un total de 92 gens.

Es va aplicar un t-test en el que es comparaven les set PV JAK2V617F-negatives amb
les 34 JAK2-positives (24 JAK2V617F-positives heterozigotes, una JAK2 ex6 12-
positiva i nou JAK2V617F-positives homozigotes). Es van identificar només dos gens,
CISH i SOCS2, I'expressio dels quals era diferencial amb la preséncia de mutacions
en el gen JAK2 (P<0,05). Com ja es va trobar en la TE, aquests gens tenien una major
expressio en els pacients JAK2-positius.

Posteriorment, pensant que tot i que les diferéncies entre els pacients JAK2-negatius i
positius eren poques podia haver-hi un efecte de la carrega al-lélica de la mutacio
JAKZ2 en I'expressio, es va aplicar el test ANOVA d’un factor en els grups de pacients
JAK2-negatius (set pacients), JAK2-positius en heterozigosi (25 pacients) i JAK2-
positius en homozigosi (nou pacients). Aquesta analisi va identificar 21 gens
diferencialment expressats entre els tres grups amb una F ratio>5, que corresponien
als gens: AZIN1, IER3, ZNF217, FOSB, NBN, NFE2, SOD2, PFKB3, ETS2, TBCC,
PRG1, B2M, DNAJA1, RBAF600, KLF5, SEC31L1, CD44, BTN2A2, ID2, DDX28,
CKAP4. Es va aplicar la mateixa analisi en el grup de 31 PV de les quals es disposava
de les dades d’expressié dels vuit gens adicionals. El test ANOVA d'un factor va
mostrar els gens SOCS3 i BATF diferencialment expressats en els tres grups de
pacients (F ratio>7). L'agrupacio dels 41 pacients segons lI'expressio dels 23 gens

diferencials es mostra en la Figura R17.
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Figura R17. Dendrograma i heatmap (elaborat utilitzant la distancia euclidea i el métode del
maxim) que ens representen I'agrupacié dels 41 pacients amb PV segons I'expressio dels 23
gens diferencialment expressats entre els JAK2-negatius, JAK2-positius heterozigots i JAK2-
positius homozigots. Els valors d’expressio corresponen al FC de cada pacient i el pool de
controls. Les columnes representen els pacients i les files els gens. Els quadrats de color gris

representen a assaigs dels quals no es disposa de dades.

4.2.3.3. Analisi comparativa de I’expressié en la trombocitémia esencial i en la
policitémia vera en relacié a les mutacions en el gen JAK2

Comparant els resultats anteriors de la PV en relacié al gen JAK2 amb els de la TE, en
els que es van detectar un total de 35 gens diferencialment expressats entre els
pacients amb TE JAK2V617F-negatius i positius, només coincideixen amb els trobats

en els pacients amb PV els gens IER3, FOSB, SOD2, RBAF600, KLF5i ID2. Respecte
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als vuit gens, els quals es trobaven diferencialment expressats en les 38 TE, només
dos (SOCS3 i BATF) ho eren en la PV. En la taula R8 es llisten alguns dels gens

diferencials en alguna de les comparatives.

Taula R8. Expressié diferencial dels gens FOSB, CD44, C130rf18, BATF, CISH, SOCS?2,
SOCS3i PIM1 entre els pacients TE i PV JAK2V617F-negatius (JAK2wt) i JAK2V617F-positius,

i entre TE i PV. En Blau les comparatives amb un resultat estadistic significatiu (P<0,05).

TE PV TE vs PV
FC FC FC
JAK2 wt vs. P valor JAK2 wt vs. P valor TE vs. PV P valor
JAK2V617F JAK2V617F ’
FOSB 2.70 0,003 7,34 0,406 6,55 <0,001
CD44 0,84 0,172 0,46 0,057 0,67 0,014
C130r18 0,72 0,004 1,02 0,840 1,12 0,066
BATF 0,80 0,047 0,42 0,200 0,57 0,083
CISH 0,48 0,001 0,27 0,013 0,66 0,393
SOCS2 0,48 0,051 0,07 0,005 0,54 0,434
SOCS3 0,66 0,018 1,04 0,114 0,70 0,092
PIM1 0,73 0,013 0,70 0,983 0,94 0,600

En la TE tots els gens, excepte el FOSB i el CD44, només s’han estudiat en 38 de les 57 TE

Tot i que la coincidéncia de gens entre la TE i la PV és baixa, si que es detecta un
comportament semblant de I'expressié d’aquests gens en relacio a la carrega al-lélica
de la mutacié de JAK2. Aquest comportament es caracteritza per una major expressio
dels gens en els pacients amb TE o PV JAK2-negatius, i una disminucié progressiva
en els JAK2-positius en heterozigosi i en homozigosi. En els gens de la via JAK-STAT
aquest comportament esta invertit. En la taula R9 es representen els nivells
d’expressio dels gens FOSB, CD44, BATF, C130rf18, CISH, SOCS2, SOCS3 i PIM1,

en els pacients amb TE i PV segons I'estat de JAK2.
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Taula R9. Expressi6 dels gens FOSB, CD44, C130rf18, BATF, CISH, SOCS2, SOCS3 i PIM1

entre els pacients TE i PV JAK2V617F-negatius (JAK2 wt) i JAK2V617F-positius. En Blau els

gens diferencialment expressats (P<0,05).

TE PV
JAK2wt | JAK2VEITE-1  jako wt JARZposttiu
positiu heterozigot | homozigot
FOSB ™ d ™ I L
CD44 l T s T ™
C130rf18 4 T 2 T T
BATF \ T l T ™
CISH ! T \ T T
socs2 l T l T T
SoCs3 I T U T ™
PIM1 \ T — — _
T: gens sobreexpressats; {: gens infraexpressats, —: gen no alterat

A la vegada, utilitzant TANOVA d’un factor es van analitzar conjuntament les dades de
les TE i les PV amb l'objectiu de trobar gens comuns relacionats amb 'estat de JAK2.
Es van identificar 59 gens diferencials (F ratio>5), entre els pacients JAK2-negatius,
JAKZ2-positius en heterozigosi i JAK2-positius en homozigosi. Entre aquest grup de
gens s’hi troben el FOSB, el CD44, el CISH, el SOCS2 i el BATF. Tots excepte el
SOCS?2 ja ens sortien diferencials en la TE o en la PV independentment.

Per a determinar si existia una signatura génica comuna en les TE i les PV JAK2-
negatives es va realitzar un t-test entre aquests dos grups de pacients, el qual va
mostrar molts gens diferencialment expressats (62 gens) i la majoria coincidents amb

els 59 gens que ens diferenciaven els tres estats de JAK2 de la comparativa anterior.
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Entre els gens no diferencials entre les TE i les PV JAK2-negatives trobem el CD44 i
els gens de la via JAK-STAT excepte el SOCS3.

Paral-lelament es va crear un predictor de JAK2V617F conjunt pels pacients amb TE i
PV el qual no contenia el gen FOSB, sin6 que estava compost pels gens CISH,
SOCS3 i LAMB3 amb una taxa d’error del 11,76% (Figura R18) i el model format

només pel gen CISH amb una taxa d’error superior, del 17,65%.

wild TE
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Figura R18. Diagrama que mostra I'expressio relativa dels gens LAMB3, CISH i SOCS2 en

relacié al pool de controls. Aquests gens mostren una bona separacio entre els dos grups de

'estat de JAK2.
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4.2.3.4. El FOSB en la policitémia vera

A l'analitzar I'expressié del FOSB en els pacients amb PV, els nivells d’expressié
d’aquest gen eren també superiors en els pacients JAK2-negatius en comparacié amb
els JAK2-positius, tot i que les diferéncies no eren significatives (FC=7,34; P=0,406)
(Figura R15, pagina 189). Com en els pacients amb TE, els nivells d’expressié del
FOSB eren superiors en els JAK2-negatius i disminuien progressivament en els estats
JAK?2-positiu heterozigot i JAK2-negatiu homozigot, comparativa amb significancia
estadistica. A més a més, I'expressié del FOSB ens permet no només discriminar els
pacients JAK2-positius vs. JAK2-negatius, sind que també ens diferencia entre la TE i
la PV (Taula R8 i R9).

Es van realitzar diferents analisis d’associacié amb variables clinico-biologiques de les
57 TE i les 41 PV. Es van obtenir resultats molt semblants als ja obtinguts només amb
les 57 TE, entre els que es destaca I'associacié de I'expressio del FOSB, junt amb
'expressio del CD44 i el PTGS2, entre altres gens, amb els fendmens trombotics
(P<0,05). Com en les TE, I'associacié entre I'expressio del FOSB i de gens de la via
JAK-STAT amb el eBFU-E estava clarament relacionada amb la preséncia de la

mutacio JAK2V617F, i no es detectava associacio amb el eCFU-MK.

4.2.4. Analisi de I’expressio proteica del FOSB granulocits de sang periférica de
pacients amb trombocitémia essencial

En l'analsi de I'expressié proteica del FOSB es van incloure 12 pacients amb TE
(TE_FOSB 1-12), els quals no s’havien estudiat préviament ni amb els microarrays
d’expressio ni amb les TLDA. D’aquests pacients, cinc eren JAK2V617F-negatius
(TE_FOSB 1-5) i set JAK2V617F-positius (TE_FOSB 6_12). També es van incloure
cinc individus sans com a control de I'estudi (Control_FOSB 1-5), i la linia cel-lular
K562 estimulada 24 i 48 hores amb TPA com a control positiu de I'expressio del

FOSB.
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4.2.4.1. Estudi del FOSB per immunocitoquimica

En Tlestudi de [l'expressié del FOSB en els neutrdfils mitjangant la técnica
d’immunocitoquimica es va incloure també una bidpsia de mama com a control positiu
de l'expressio del FOSB, junt amb la linia cel-lular K562 estimulada 48 hores amb
TPA.

Es va valorar I'expressio del FOSB en els neutrdfils de la SP segons tres nivells
d’expressio: positivitat intensa, positivitat debil i no expressio i valorant 100 neutrofils.
Una de les mostres control d’individu sa no era valorable per falta de mostra en

I'extensid. Els resultats es mostren en la taula R11.

Taula R11. Resultats de I'expressié del FOSB en els neutrdfils de sang periférica de pacients

amb TE i en individus sans, segons tres nivells d’expressio i en relacio a I'estat de JAK2V617F.

FOSB FOSB FOSB FOSB
positiu intens positiu debil positiu negatiu
TE JAK2V617F
negatiu (n=5) 0 (0-30) 87 (0-100) 16,5 (0-100) 10 (0-100)
TE JAK2V617F
positiu (n=7) 0 (0-100) 0 (0-60) 0 (0-100) 90 (0-100)
Controls (n=4) 0 (0-0) 10 (0-10) 0 (0-10) 90 (90-100)

Els valors corresponen a la mediana del percentatge i el rang.

Els controls positius d’expressid del FOSB van mostrar una expressio elevada
d’aquest gen. Concretament, la biopsia de mama presentava una expressié nuclear
del FOSB i una positivitat intensa en el 90% de les cél-lules. Les cél-lules K562
estimulades amb TPA presentaven una expressio citoplasmatica i una positivitat del
90%, essent intensa en el 80% de les cél-lules.

Respecte a I'expressié en els pacients amb TE i en els individus sans el FOSB
s’expressava en el citoplasma. En els individus control I'expressié del FOSB era
majoritariament negativa. En els pacients amb TE I'expressio era molt variable,
sobretot en els pacients JAK2V617F-positius. En els JAK2V617F-negatius la

variabilitat dels resultats era elevada perd perqué un dels cinc pacients estudiats no
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expressava FOSB (TE_FOSB1) mentre que en la resta la positivitat era =2 90%. Aixi,
tot i no ser estadisticament significatiu (P>0,05) si que s’observa una tendéncia a una
major expressioé del FOSB en els neutrofils dels pacients JAK2V617F-negatius. En la

figura R19 es mostren les imatges de diferents mostres valorades.

Figura R19. Imatges de I'expressié del FOSB en les diferents mostres estudiades. A. Bidpsia
de cancer de mama (x500) amb positivitat del FOSB del 90%. B. Linia cel-lular K562 (x100)
amb positivitat del FOSB del 90%. C. Linia cel-lular K562 a major augment (x1000). D. Tincid
de May-Grinwald/Giemsa dels neutrofils del pacient TE_FOSB 5 (x1000). E. Neutrofils del
pacient TE_FOSB 5 JAK2V617F-negatiu amb positivitat del FOSB del 90% (x1000). F.

Neutrofils del pacient TE_FOSB 12 JAK2V617F-positiu sense expressio del FOSB (x1000).

4.2.4.2. Estudi del FOSB per Western Blot

En l'estudi de I'expressio del FOSB en els neutréfils mitjangant la técnica de Western
Blot es van incloure tres dels cinc controls (Control FOSB 3-5) i tots els pacients
estudiats per immunocitoquimica excepte els pacients TE_ FOSB 6 i 11 JAK2V617F-

positius per falta de mostra. Es van carregar diferents quanitats de proteina de la
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seguent manera: 25 ug i 5 yg de la linia cel-lular K662, estimulada 24 hores amb TPA,
i uns 75 pg dels controls i dels pacients. Es va analitzar també I'expressié de la
proteina ERK (ERK1 i ERK2), com a control d'expressié de proteines de la via de
MAPK. Segons el treball de Bliml i cols. (2008) neutrofils en estat basal expressen
ERK i quan els neutrdfilsl s’estimulen amb TPA I'expressiéo d’ERK augmenta.

En la Figura R20 es mostren els resultats en els pacients i els individus control del

FOSB i de 'ERK i de les proteines utiltzades com a controls endogens.
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Figura R20. Resultats del Western Blot del gen FOSB i ERK i dels controls enddogens PCNA,

Tubulina i Actina, de la linia cel-lular K562 estimulada amb TPA, dels controls i dels pacients.
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Com es pot observar en el Western Blot es detecta expressié del gen FOSB i de la
seva forma d’splicing FOSB2 en la linia cel-lular K562 estimulada amb TPA perd no
s’observa expressié d’aquesta proteina ni en els controls ni en els pacients.
L’expressié de 'ERK també només es detecta en la linia cel-lular K562 estimulada,
perd no en els pacients. A més a més, com s’'observa en la figura R20, els nivells
d’expressio dERK en les K562 diluides és molt menor. Al exposar més temps la
membrana incubada amb ERK es detectava una lleugera expressié en el pacient TE
3_FOSB, que és I'lnic pacient que mostra una banda definida corresponent al pes
molecular de la proteina.

Els controls endogens a-tubulina, a-actina i el PCNA utilitzats han mostrat expressié
en la linia cel-lular K662 perd en els pacients només s’ha observat expressio del
PCNA. El fet que almenys el PCNA s’expressi en totes les mostres ens demostra que
la técnica s’ha realitzat correctament. La imatge del gel d’acrilamida, corresponent a
les mostres dels pacients, tenyit amb la solucié Ponceau confirma que la concentracio

de les proteines era correcta i que no estaven degradades (Figura R21).
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Figura R21. Gel d’acrilamida de la
linia cel'lular K562 i dels pacients
tenyit amb la solucié de Ponceau.
S’observen bandes definides que
confirmen la integritat de les

proteines.
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5. DISCUSSIO






Discussio

En aquest treball s’ha caracteritzat el perfil d’expressié génica de la TE, utilitzant les
técniques de microarrays d’expressio i de RQ-PCR i els resultats obtinguts han aportat
nous coneixements en la fisiopatologia d’aquesta malaltia. A més a més, I'analisi de la
relacié entre el patré d’expressio i la preséncia de la mutacio JAK2V617F ha identificat
mecanismes dependents i independents de la mutacié. La comparaciéo amb el perfil
d’expressio de la PV i de TR ha permés identificar gens que podrien tenir una

implicacié en la patogénesi de la TE, especialment en les JAK2V617F-negatives.

5.1. PATRONS D’EXPRESSIO GENICA EN LA TROMBOCITEMIA ESSENCIAL

5.1.1. La trombocitémia essencial presenta un patré d’expressid caracteritzat per
gens implicats en processos proinflamatoris

La signatura génica descrita en el present treball correspondria al perfil d’expressié
dels granuldcits dels pacients amb TE, ja que és el tipus cel-lular a partir del qual s’ha
realitzat I'analisi. El fet que la TE tingui una naturalesa clonal heterogénia implica que
en aquells pacients que tenen un marcador clonal conegut, com per exemple la
mutacié de JAK2V617F, només part dels granuldcits estaran afectats. Per aquest
motiu, el patré d’expressio resultant és global i no especific de les cél-lules clonals. A
la vegada, pel fet que els pacients estudiats sén no tractats, s’exclouen aquells canvis

en I'expressio dels gens que puguessin estar induits per la terapia.

Els resultats obtinguts de I'estudi del transcriptoma dels granulocits de SP en pacients
amb TE, mitjangcant microarrays d’expressiéo génica, mostren un patré d’expressio
homogeni en 17 dels 20 pacients analitzats, i clarament diferent del transcriptoma dels
granulocits d’individus control, suggerint que existeix una alteracié de I'expressio

genica en tots els granulocits dels pacients amb TE, tant si sén clonals com si no.
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L’analisi funcional dels gens diferencialment expressats respecte als individus control
reflexa un perfil d’expressié de la TE caracteritzat principalment per gens implicats en
la resposta inflamatoria, i aquesta dins un context d’activacié cel-lular, de proliferacio i
d’antipoptosi caracteristic de tot procés carcinogénic. Diferents autors (Coussens i
cols. 2002; Mantovani i cols. 2010; Allavena i cols. 2011; Hasselbalch i cols. 2012)
descriuen una relacié entre inflamacié i cancer, en la que el microambient de
naturalesa inflamatoria afavoreix diferents processos relacionats amb la tumorigénesi.
Els components inflamatoris del microambient inclouen leucocits i citocines, la funci6 i
I'expressio dels quals es troba desregulada i esta dirigida per FT com I'NFkB. Aquest
és el context en el que es defineix el perfil d’expressio detectat en el nostre grup de
pacients amb TE.

A més a més, Hasselbalch i cols. (2012) suggereixen que I'estat d’inflamacié cronica
descrit en les NMP pot ser el responsable de la progressio de les NMP a un estadi

avancat de mielofibrosi.

Estudis de microarrays d’expressio en neoplasies mieloproliferatives

S’han realitzat diferents estudis del transcriptoma en pacients amb NMP, utilitzant
microarrays d’expressio, en els que també s’ha descrit un perfil proinflamatori en
aquest grup de malalties. Aquest perfil d’expressié s’ha detectat en diferents subtipus
cel-lulars, com granulocits i HSC procedents de la MO, i en totes les NMP Ph- (TE, PV
i MP). Per a I'estudi de les HSC aquestes es separen utilitzant la positivitat d’expressio
del marcador CD34, pel que s’anomenen cél-lules CD34+. En la taula D1 es detallen
els articles més rellevants realitzats en NMP utilitzant la técnica de microarrays

d’expressio.
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Taula D1. Relacié dels articles més rellevants en NMP utilitzant la técnica de microarrays d’expressié. Abreviatures: GR: granuldcits; PQ: plaquetes.

Plataforma N° gens o Tipus cel-lular o
Publicacio microarrays gens Pacients P Analisis Resultats
d" > transcrits mostra
expressio
Megacariocits
Tenedini i cols. HGU133A derivats de Identificacioé de gens relacionats amb l'alteracié
Blood 2004 (Affymetrix) 18.400 STE cél-lules CD34+ de TE vs. Controls de la megacariopoesi en la TE
MO
Gnatenko i cols. L e .
HGU133A Alteraci6 de l'expressi6 dels gens HSD17B3 i
Thromzbol(-)lgemost (Affymetrix) 18.400 20TE PQ TE vs. Controls HSD17B12 en la TE
i TE vs. pool controls
Schwemmers i Microarray d'ADNc 16 TE . vs-p Gens diferencialment expressats entre pacients
cols. ial 7.497 (9 JAK2VB1TF i GR de SP JAK2VB17E itius | JAK2
Exp Hematol 2007 no comercia 7 JAK2-wi) -positius i -wit
TE JAK2V6B1T7F vs.
JAK2-wt
. . Whole Genome 20 TE TE vs. pool controls  Perfil proinflamatori en la TE
Puigdecanct) COS- 44K (Agilent  >41.000 (10 JAK2VE1TFi7 GR de SP
eukemia Technologies) JAK2-wt) TE JAK2V617F vs.  Gens diferencialment expressats entre pacients
JAK2-wt JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius
Catani i cols. HGU133A 18.400 6 aovei7e;  Céllules CD34+  TE JAK2VB7F vs.  No diferéncies d'expressio entre JAK2V617F-
Leukemia 2009 (Affymetrix) ’ ( 8 JAK2-wt) ! de MO JAK2-wt positius i JAK2-wt en cél-lules CD34+ de la TE
Gnatenko i cols Microarray 40 TE TE vs. TRi controls 11 gens diferencials TE vs. TR i controls
Blood 2010 ' d'oligonucleotids 432 (24 JAK2VB1TF i PQ
no comercial 16 JAK2-wt)

JAK2VB1TF vs.
JAK2-wt

4 gens relacionats amb JAK2V617F




Human Genome 4 PV

. 39.600 .
. Array-Ready Oligo transcrits (3 JAK2VB17F i GR de SPi Expressio diferencial de gens relacionats amb
Slezak i cols. Set v 4.0 (Operon) 1 JAK2-wt) ) ot . . S i N
\ 827 estimulacié amb  TE i PV vs. controls la inflamacié (via NFkB) i infraexpressio miR-
J Transl Med 2009 Microarray miARNS 2TE G-CSF 133a 1 MiR-1
miRNAs no durs (1 JAK2VBTF i - atmir-1.
comercial u 1 JAK2-wt)
12 PV
No microarrays, (9 JAKZ\,/GW,F
Irino i cols. RQ-PCR (TLDA, 84 Shﬁé?;i'gfto't) SP total JAK2VB1TF vs. Correlacié expressié SOCS3i SPI1 amb
PLoS One 2011 Applied 14 TEg JAK2-wt carrega al-lelica JAK2V617F
Biosystems) (8 JAK2VBITF i
6 JAK2-wt)
58 PV
. . (48 JAK2VB1TF i . Deteccio en la PV de la sobreexpressio de

Boissinot i cols. Antibody cyf[okme 10 JAK2-wt), Serum de SP g . citoquines inflamatories proeritroides (HGF i IL-

arrays VIi VIl 120 plasmade MOi PVvs.ES,EIiTE . >

Oncogene 2011 (RayBiotech) 37ES,12El, 14 TE eritroblastes de PV 11) independentment de la mutacio

y (5 JAK2VB1TF i 9 JAK2V61TF
JAK2-wt)

Pellagatti i cols. Microarray d'ADNc Deteccié de diferents funcions desregulades en
Cancer Res 2003 no comercial 6.000 1PV GR de SP PV vs. Pool controls la PV (inhibici6é apoptosi, activacié neutrofil,etc.)
Goertller i cols. Br  Microarray d'ADNc 64 gens diferencials entre PV i PS.

J Haematol 2005b no comercial 7497 40PV GR de SP PVvs. PS Sobreexpressié del gen NFE2 en la PV
Detecci6 de diferents funcions desregulades en
- Atlas 1.2 | arrays Al o L
Steidl i cols: Ann (BD Biosciences 1185 4 PV Cél-lules CD34+ PV vs. controls les cél IL_IIes CD3f}+ dela _PV (|n'h|b_|0|o o
NY Acad Sci 2005 de MO apoptosi, alteracié de la via de I'acid retinoic,
Clontech) etc.)
15 gens diferencials entre PV i controls, amb
. GR de SP i PV vs. Controls alteracié semblant a I'efecte per estimulacié G-
ralovics ool (";'\foyL:r] :t?i’:) 18.400 7PV estimulacio amb CSF
G-CSF PV JAK2V617F vs.  Gens diferencialment expressats entre pacients

JAK2-wt JAK2V617F-positius i JAK2-wt




Eritroblastes

Identificacié de funcions alterades en

Laubach i cols. HGU133 Plus 2.0 >47 000 14 PV derivats de PV vs. controls I'eritropoesi de la PV (increment proliferacio i
Exp Hematol 2009 (Affymetrix) ' (tots JAK2V617F)  cél-lules CD34+ de ’ resisténcia a I'apoptosi, activacié via del RAS i
SP PI13K)
Cél-lules CD34+ PV vs. controls i
Berkofsky-Fessler i 9 PV de MOLCamb JAK2 .
cols. Clin Cancer HG(li;lfo’n:{ﬁ)s()z'o >47.000 (7 JAK2V61TF i sobreexpressio i P\ JAK2VE17E ?:Ezggfﬁpdents independents de
Res 2010 y 2 JAK2-wt) inhibicio ARt vs.
JAK2VB17F W
. . Detecci6 de diferents gens amb expressio
Jones i cols. HGU%AYZ 12.592 12 MP Cél-lules CD34+ MP vs. controls alterada en la MP (citoquines i factors de
Stem Cells 2005 (Affymetrix) de MO . . .
creixement i factors de creixement, entre altres)
Identificacioé de gens relacionats amb la
Gluglielmelli i col HGU133A Cél-lules CD34+ MP vs. controls patogénesi de la MP i associaci6 de I'expressid
uglieimelil 1 cols. i vali del gen WT1 amb pronostic
Stem Cells 2007 (Affymetrix) 18.400 15 MP de MO i validat en g p

GR de SP

MP JAK2V617F vs.

JAK2-wt

Gens diferencialment expressats entre pacients
JAK2V617F-positius i JAK2-wt
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En relaciéo als diferents tipus cel-lulars en els quals s’han realitzat estudis de
microarrays d’expressié cal destacar que pocs autors han estudiat el transcriptoma en
les plaquetes (Gnatenko i cols. 2005 i 2010), tipus cel-lular que tindria molt d’interés
especialment en la TE, per la seva implicacié en la malaltia. Aquest fet és degut,
segurament, a que és molt dificil treballar amb les plaquetes sense que aquestes
s’activin. Llavors el transcriptoma que s’obtindria no seria real, sin6 reflex de la seva
manipulacio.

En I'analisi dels granuldcits i de les cél-lules CD34+, els diferents autors convergeixen
en la identificacid6 d’'un perfil caracteritzat principalment per una sobreexpressid de
diverses citocines, especialment interleucines i quimocines. Tenedini i cols. (2004) van
ser els primers autors que van definir el transcriptoma de les cél-lules progenitores
CD34+ procedents de la MO de pacients amb TE, utilitzant la plataforma de
microarrays d’Affymetrix HGU133A. Van detectar un increment d’expressié de
diferents citocines que podien estar implicades en la proliferacié i diferenciacio
megacariocitica. Steidl i cols. (2005) van estudiar per primera vegada el transcriptoma
del mateix tipus cel-lular de pacients amb PV, utilitzant la plataforma Atlas 1.2 | de
Clontech en la que s’analitzava un nombre reduit de gens (1.185). Aquests autors
també van observar una sobreexpressid de citocines i factors de creixement, entre
altres funcions rellevants, en les cél-lules CD34+ de la PV. Posteriorment, Jones i cols.
(2005) i Gluglielmelli i cols. (2007) van estudiar el mateix tipus cel-lular en pacients
amb MP, detectant també una sobreexpressié d’'un grup de citocines i factors de
creixement. Gluglielmelli i cols. (2007) van validar els resultats en granulocits de les
MP. Aixi, en tots aquests estudis en els quals s’examina el perfil d’expressié de
cél-lules progenitores s’obtenen resultats semblants als nostres, obtinguts en cél-lules
madures.

Un estudi que es centra directament en I'analisi de les citocines dels pacients amb
NMP és el realitzat per Boissinot i cols. (2011), en el que s'utilitza un microarray

d’anticossos dirigit i en el que s’analitza el sérum i el plasma procedent de la MO de
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principalment pacients amb PV. Es detecta un perfil proinflamatori en aquest grup de

pacients.

El perfil proinflamatori observat en les neoplasies mieloproliferatives és independent de
la presencia de la mutacié JAK2V617F

Altres treballs, juntament amb el nostre (Puigdecanet i cols. 2008), analitzen el
transcriptoma global dels pacients amb NMP perd també les diferéncies d’expressié
entre els pacients JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius. En tots els estudis en
que es realitza aquesta comparativa s’identifiquen gens I'expressid dels quals és
dependent de la preséncia de JAK2V617F pero també un grup important de gens que
formen part del perfil proinflamatori préviament descrit, I'expressié dels quals és
independent de la mutacio. El primer treball publicat és el de Kralovics i cols. (2005c)
on detecten gens diferencialment expressats entre els granulocits de SP de pacients
amb PV i controls, alguns dels quals es correlacionen amb la preséncia de la mutacio
JAK2V617F. Posteriorment trobem el nostre treball (Puigdecanet i cols. 2008) i en
paral-lel el realitzat per Schwemmers i cols. (2007), en el que també estudien
I'expressio de granulocits de SP de pacients amb TE. Aquests autors obtenen uns
resultats molt semblants als nostres, també identificant una sobreexpressio de gens
relacionats amb processos inflamatoris. En I'estudi de Boissinot i cols. (2011) el perfil
proinflamatori observat en la PV tampoc es relaciona amb la preséncia de la mutacio
JAK2V617F. En un altre treball, en el qual utilitzen la plataforma d Affymetrix
HGU133A, Berkofsky-Fessler i cols. (2010) també investiguen els gens dependents i
independents de JAK2V617F en ceél-lules CD34+ procedents de la MO de pacients
amb PV. Dins el subgrup de gens amb comportament independent de la mutacio
s’inclouen aquells relacionats amb la resposta inflamatoria, creixement cel-lular i
proliferacido i amb el desenvolupament del sistema hematopoétic. Totes aquestes
funcions s6n comunes amb les identificades en la nostra analisi, en granulocits de

pacients amb TE.
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Implicacié de la via NkB en el perfil proinflamatori observat en les neoplasies
mieloproliferatives

En el treball de Slezak i cols (2009), en el que analitzen el perfil génic i de miARNs
dels granuldcits de pacients amb PV i TE, és en el que es reflecteix més clarament la
implicacio de la via del gen NFKB en aquest grup de malalties. El nostre estudi també
demostra una alteracio de la via NFKkB, i de manera semblant als resultats de Slezak i
cols (2009), es detecta la sobreexpressié de gens activadors i inhibidors de la via. Tot i
que I'expressio d’aquests gens no suggereixen una activacio clara de la via NFKB, en
'analisi dels FT que podien estar afectats si que es va confirmar aquesta activacio.
Aixi, aquests resultats apunten a que l'alteracié de la via NFkB és important en la
patogénesi de les NMP. Aquesta afirmacié es recolza en el fet que aquesta via es
desregula també durant la mobilitzacié i activacié dels granulocits degut al tractament
amb G-CSF (Slezak i cols. 2009) i amb la preséencia de la translocaci6 BCR/ABL en
estudis d’expressio en la linia cel-lular K562 (Hakansson i cols. 2008). Una altra
evidéncia de la importancia de la via NFKB en les NMP és I'estudi de Friedman i cols.
(2007) en el que descriuen 'NFkB com a regulador de la resposta inflamatoria en
granulocits i monocits i com a un element determinant, junt amb multiples FT entre els
que trobem el FOS, en la determinacié de linia durant la diferenciacié hematopoética.
Hasselbalch i cols. (2012) han descrit recentment que NFkB és una via de
senyalitzacio comu en els processos d’'inflamacié cronica i cancer. Aquest fet ens
confirma la hipotesi exposada anteriorment, en la que el perfil proinflamatori observat
en les NMP, en el que trobem I'activacio de la via NFKB entre altres, pot contribuir a la

patogénesi d’aquestes malalties.
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Inhibicié de I'apoptosi en les neoplasies mieloproliferatives

En alguns treballs s’observa també una desregulacié de l'apoptosi, que explicaria
'acumulacié de cél-lules mieloides en els pacients amb NMP Ph-. Tot els estudis
detecten una sobreexpressid de gens antiapoptdtics o infraexpressié de gens
proapoptotics que ocasiona una inhibici6 de l'apoptosi. La majoria sén treballs
realitzats en la PV, en cél-lules CD34+ de MO (Steidl i cols. 2005) o de SP (Laubach i
cols. 2009) i en granuldcits de SP (Pellagatti i cols. 2003). Tenedini i cols. (2004) so6n
els unics autors que han descrit una alteracié de I'apoptosi en pacients amb TE,
detectant una inhibicié de I'apoptosi en la megacariopoesi d’aquests pacients que
explicaria 'acumulacié de megacariocits en la TE. En el nostre treball no s’evidencia
una desregulacié de l'apoptosi perd si que la deteccidé de l'activacié de la via NFkB
suggereix que també existeix una inhibicié de I'apoptosi en els neutrofils dels pacients
amb TE estudiats. (Hasselbalch i cols. 2012). Tot i aixi, en altres estudis ja citats no es
descriu una alteracioé en I'apoptosi en pacients amb NMP Ph-.

La discrepancia entre els diferents estudis de microarrays d’expressio és evident en
tots els camps cientifics. Concretament, en I'estudi de les NMP Ph- la divergéncia dels
resultats es pot justificar no només per les limitacions de la técnica de microarrays com
'is de plataformes de microarrays diverses, sind també perqué en una mateixa
malaltia s’estudien subtipus cel-lulars diferents i pacients en estadis clinics diferents,
alguns dels quals havien rebut tractament.

No obstant, com ja s’ha exposat en relacié als treballs realitzats en NMP Ph-, si que
s’observen alguns resultats molt semblants. En tots els estudis de microarrays
s’observa un patré d’expressidé comu i independent d’'un marcador clonal (com
JAK2V617F), de manera que tot apunta a que el perfil proinflamatori detectat en les
NMP és independent, principalment, de I'adquisici6 de JAK2V617F. Probablement
I'alteracié genética causant de la sobreexpressié de les citocines en les NMP no és
I'esdeveniment iniciador pero si un esdeveniment paral-lel que apareix amb freqliiéncia

i independentment de la mutaciéo JAK2V617F. Aquesta afirmacié és consistent amb els
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articles recents en els que farmacs anti-JAK2, particularment els que no sén especifics
de JAK2, disminueixen d’una manera eficient els nivells de citocines i els simptomes
associats a la inflamacié, com esplenomegalia, febre i pérdua de pes, sense afectar a
la carrega al-lelica de JAK2V617F (Tefferi i cols. 2011). Per tant, els efectes dels
inhibidors de JAK2 reflexen més el potencial anti-inflamatori que no el seu efecte anti-

tumoral.

Malgrat tot, I'alteracié de I'expressié de les citocines observada en les NMP si que pot
ocasionar un efecte semblant a la JAK2V617F, provocant una desregulacié de les
seves vies de senyalitzacio, com la via JAK-STAT, i originar la proliferacié anormal de
cél-lules hematopoétiques caracteristica d’aquestes malalties. Aixi, coneixent la relacié
entre inflamacio i cancer, en el desenvolupament de farmacs dirigits a marcadors
inflamatoris, les diferents citocines i FT identificats en el nostre estudi podrien

representar bones dianes terapéutiques.

5.1.2. Comparacio de I’expressio de gens concrets amb els descrits a la literatura
Si analitzem I'expressié de gens concrets, obtinguda en 'analisi dels gens en la TLDA
en els 57 pacients amb TE, i els comparem amb els resultats descrits en la literatura
alguns d’ells ja sén coneguts i d’altres no.

Respecte als gens NFE2 i ANKRD15, els quals es van afegir en el llistat de gens a
estudiar amb les TLDA pel fet que s’havia descrit una sobreexpressido de NFEZ2
(Goertller i cols. 2005; Guglielmelli i cols. 2007), en la PV i en la MP, i una
infraexpressio dANKRD15 (Kralovics i cols. 2005c) en la PV, no es va observar una
expressié aberrant en la TE, amb valors d’expressié semblants als controls. No
obstant, si que es va detectar una alteracié de I'expressié dels gens diana del FT
NFE2L2.

Un resultat que confirma dades préviament publicades en la PV per Pellagatti i cols.

(2003) és la sobreexpressio del gen CD44 en la nostra série de TE. El CD44 és una
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molécula d’adhesié implicada en el contacte cél-lula-cél-lula entre les cél-lules
progenitores i les cél-lules de l'estroma. En conseqiiéncia, la seva funcié pot ser
important en I'hematopoesi, en la proliferaci6 de cél-lules progenitores i en la
diferenciacio mieloide (Moll i cols. 1998), aixi com en la fisiopatologia de la fibrosi de la
MO (Rameshwar i cols. 1998).

Altres FT, ETS1 i GATAS3, els gens diana dels quals presentaven una expressio
alterada en les dades dels microarrays d’expressid, s6n gens relacionats clarament
amb I'hnematopoesi. Tot i que no s’ha descrit I'alteracio de la seva expressié en altres
treballs en NMP si que s’ha detectat una sobreexpressio de gens de la mateixa familia,
com son el gen GATA2 en ceél-lules CD34+ procedent de SP de pacients amb MP
(Jones i cols. 2005), i de la familia dels ETS, el gen PU.1 en SP de pacients amb NMP
(Irino i cols. 2011) i el gen ETS2 en granulocits de SP de pacients amb PV (Pellagatti i

cols. 2003; Kralovics i cols. 2005c).

5.1.3. Deteccio6 de subpatrons d’expressio en la trombocitémia essencial

A l'estudiar I'expressié d’un grup reduit de gens, que corresponen als gens més
diferencialment expressats en els microarrays d’expressio, en un grup més ampli de
pacients i utilitzant la plataforma TLDA 1, es confirma el patré d’expressié observat per
microarrays d’expressid. Aquest es caracteritza per la sobreexpressio de gens
implicats en la resposta immunoldgica. A més a més, també s’ha confirmat I'expressio
de gens relacionats amb funcions de granulocits com la seva quimiotaxi, adhesi6 i
activacié. Aquests resultats suggereixen que existeix un fenotip d’activacié de les
funcions dels granulocits en la TE, i s6n corroborats per diferents treballs en la TE i en
la PV ens els que també estudien el transcriptoma o bé analitzen marcadors especifics

d’activacio.
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Deteccié d’un fenotip d’activacié en els granuldcits dels pacients amb neoplasies
mieloproliferatives

Entre els treballs d’estudi d’expressid global trobem el realitzat per Pellagatti i cols.
(2003), un dels primers estudis de microarrays d’expressié en NMP. Aquest autor
analitza I'expressié de 6.000 gens en granulocits de SP de pacients amb PV i ho
compara amb un pool d’individus control. En aquesta comparativa detecta un nombre
important de gens sobreexpressats, part dels quals coincideixen amb els gens
expressats en un neutrofil activat per G-CSF. Entre ells trobem els gens CD44, CD48 i
ETS2. Posteriorment, Kralovics i cols. (2005c) també han correlacionat el perfil
d’expressio obtingut en granulocits de SP de pacients amb PV amb el dels granulocits
activats, després de I'estimulaciéo amb G-CSF.

Altres autors han observat un fenotip d’activacié en granulocits de pacients amb TE
estudiant marcadors especifics i ho han relacionat amb l'origen dels fendmens
trombotics caracteristics d’aquesta malaltia. ElI primer treball, desenvolupat per
Falanga i cols. (2007), va descriure un fenotip d’activacio de neutrofil en la TE i la PV,
estudiant entre altres el marcador CD11b per citometria de flux. Aquests autors
proposaven que els leucocits exercien un paper en els processos trombotics de la TE.
Per altra banda, Arellano i cols. (2006 i 2009) també havien descrit un fenotip
d’activacié dels monocits i les plaquetes en pacients amb TE que havien patit
fenomens trombotics. Aquesta relacid es podria explicar amb la hipotesi que els
leucocits i les plaquetes activats poden participar en el reclutament de receptors
d’adhesid i en I'alliberacié de proteases o citocines que contribueixen a la lesié local de
I'endoteli i en l'activacié de la coagulacié. A més, Falanga i cols. (2005) també van
descriure una relacié entre I'activacié d’aquests tipus cel-lulars amb la formacioé de
complexes leucodcit-plaqueta, fenomen que també contribueix a la trombosi en aquest
grup de pacients.

Hasselbalch i cols. (2012) afirmen que I'estat d’inflamacié cronic és el responsable de

'activacié dels leucocits, plaquetes i cél-lules endotelials. Aixi, aquests autors
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relacionen directament dues caracteristiques de les NMP, la inflamacié i el risc

trombotic.

Subpatrons d’expressié en la TE obtinguts en el nostre treball

Tot i confirmar-se el patré d’expressi6 homogeni observat en els microarrays
d’expressio, I'analisi d’agrupacié de les dades va mostrar una classificacid6 en dos
grups principals de pacients, anomenats grup A i grup B (Figura R8, pagina 168 i
Figura R14, pagina 184). Es destacable que alguns dels gens sobreexpressats en el
grup A, en relacié amb el grup B, estan implicats en la resposta immunologica i en el
fenotip d’activacio del neutrdfil. En I'analisi d’agrupacié de les 57 TE el grup A incloia
tres dels sis pacients que havien patit complicacions trombotiques, i el grup B.1 la
resta de 3 pacients. Aixi, considerant el qué s’ha descrit a la literatura i que el grup A, i
en menor grau el grup B.1, es caracteritza per un patré d’expressio de neutrofil activat
podem hipotetitzar que aquest fenotip pot afectar els mecanismes de la trombosi. No
obstant, el nombre de pacients que han patit complicacions trombodtiques és massa
reduit i caldria validar aquests resultats analitzant 'expressié d’aquest grup de gens en

una série més amplia de pacients

Per altra banda, el fet que existeixi un grup de pacients (grup B) amb un patré
d’expressio lleugerament diferent fa pensar que existeixen altres mecanismes, que no
poden ser descrits solament per una activacié de les resposta immunologica descrita
en els pacients del grup A, que també condicionen I'expressié de gens que condueixen
a la manifestacié de la mateixa malaltia. Un exemple clar és la disminucié progressiva
de I'expressié d’un grup de gens associats a la resposta immunolodgica, des de la seva
sobreexpressio en el grup A fins a la infraexpressié en el grup B.2. Es destacable que
la gran majoria de pacients del grup B sén portadors de la mutaci6 JAK2V617F (el
70,4% (19/27) son JAK2V617F-positius), fet que apunta a un efecte d’aquesta mutacio

en I'expressio génica, tema que tractarem en el seglent apartat de la Discussio.
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5.2. PATRONS D’EXPRESSIO GENICA EN LA TE EN RELACIO A JAK2V617F

5.2.1. La trombocitémia essencial presenta un patré d’expressié depenent de
I'estat de la mutacié JAK2V617F

L’analisi supervisada de les dades de microarrays d’expressio i de les TLDA ha
mostrat gens diferencialment expressats entre els pacients amb TE JAK2V617F-
positius i JAK2V617F-negatius. Diferents estudis del transcriptoma també han
observat una expressio dependent de la preséncia de JAK2V617F en pacients amb
NMP (Kralovics i cols. 2005c; Schwemmers i cols. 2007; Berkofsky-Fessler i cols.
2010; Irino i cols. 2011). L'expressio diferencial es detecta tant en granulocits de SP
(Kralovics i cols. 2005c; Schwemmers i cols. 2007), com en SP total (Irino i cols. 2011).
No obstant, la deteccié en cél-lules CD34+ procedents de MO no és tan clara. Catani i
cols. (2009) van realitzar una analisi de microarrays d’expressido en ceél-lules
progenitores CD34+ procedents de pacients amb TE. En el seu estudi no van detectar
diferéncies d’expressid génica entre els pacients JAK2V617F-positius i JAK2V617F-
negatius. Els autors suggerien que la mutacié JAK2V617F no altera I'expressio en el
compartiment cel-lular CD34+ de la TE. Moliterno i cols. (2008) van detectar una
carrega al-lélica menor en les cél-lules CD34+ en comparacié amb els granulocits de
SP dels mateixos pacients, en TE i PV. Per tant, com suggerien Catani i cols. (2009)
es pot hipotetitzar que la menor carrega al-lélica de JAK2V617F present en les
cél-lules CD34+ de la TE no és suficient per alterar I'expressié génica, a diferéncia del
que succeeix en els granuldcits, en les que es detecta una expressio diferencial
segons l'estat de JAK2V617F (Kralovics i cols. 2005c; Schwemmers i cols. 2007,
Puigdecanet i cols. 2008). No obstant, posteriorment Berkofsky-Fessler i cols. (2010) si
que van identificar grups de gens dependents i independents de JAK2V617F, en
cél-lules CD34+ de pacients amb PV. Es pot pensar que en les cél-lules CD34+ de les
PV la carrega al-lélica és major i en conseqliéncia afecta en major grau I'expressio

génica d’aquestes cél-lules.
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Concretament en el nostre treball, 'analisi supervisada de les dades de microarrays
d’expressio juntament amb les dades de RQ-PCR segons les plataformes TLDA1 i
TLDA2 i ampliant I'estudi amb més pacients amb TE, va identificar un total de 46 gens
diferencialment expressats entre els pacients JAK2V617F-positius i JAK2V617F-
negatius.

En conjunt, aquests resultats corroboren la hipotesi que existeix un efecte de I'estat
mutacional de JAK2V617F en el patré d’expressié dels granuldcits dels pacients amb

TE.

Afectacio de I'expressio dels gens inhibidors de la via JAK-STAT

Entre el grup de gens diferencials trobem els gens CISH, SOCS2, SOCS3 i PIM1, els
quals es troben sobreexpressats en els pacients JAK2V617F-positius i actuen com a
reguladors negatius de la via de senyalitzaci6 JAK-STAT (Peltola i cols. 2004;
Hakanson i cols. 2008). Diferents treballs han descrit també una sobreexpressio
d’aquest grup de gens en els pacients amb TE i PV JAK2V617F-positius, principalment
del SOCS3 observat per Kralovics i cols (2005c) i per Irino i cols. (2011).

L’estudi de Schwemmers i cols. (2007) és un treball molt semblant al que hem realitzat
nosaltres i el qual es va publicar pocs mesos abans que el nostre. Estudien un série de
16 pacients amb TE (9 JAK2V617F-positius i 7 JAK2V617F-negatius) i analitzen el
perfil d’expressié de granuldcits de SP, en comparacié amb un pool de 50 individus
sans. Utilitzen una plataforma no comercial de microarrays d’ADNc en la que analitzen
un nombre reduit de gens (7.497 gens) en comparacié amb el nostre estudi, en el que
vam estudiar 41.000 transcrits. Aquests autors descriuen un patré6 d’expressio
diferencial de 27 gens en relaci6 a I'estat de JAK2V617F amb una sobreexpressio dels
gens inhibidors de la via JAK-STAT SOCSZ2 i PIM1. El nostre treball confirma
I'expressio diferencial de SOCS2 i PIM1 publicada per Schwemmers i cols. (2007) i és
el primer que descriu una diferéncia d’expressio dels gens CISH i SOCS3 entre els

pacients amb TE JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius.
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Els gens CISH, SOCS2, SOCS3 i PIM1, els quals trobem diferencialment expressats
entre els pacients amb TE JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius, formen part de
la via JAK-STAT (Ward i cols. 2000). EI CISH, SOCS2 i SOCS3 s6n membres de la
familia SOCS que s’activen per les STATs (signal transducers and activators of
transcription). Aquests tres gens, junt amb el PIM1, actuen com a reguladors negatius

de la via de senyalitzaciéo JAK-STAT (Peltola i cols. 2004; Hakanson i cols. 2008).

La via JAK-STAT s’activa en resposta a la unié de les citocines als seus receptors, els
quals dimertizen i canvien la conformacié. En el domini intracel-lular de cada receptor
s’hi troba unit una molécula tirosin cinasa JAK2. La dimeritzacié del receptor causa un
canvi en la conformacio també de la JAK2 exposant els dominis cinasa, els quals es
transfosforilen i s’activen. Les JAK2 actives fosforilen residus del receptor en els que
s’hi uniran les STATSs, que estaven lliures al citoplasma. Les STATs dimeritzen i es
transloquen al nucli, on actuen com a FT que activen I'expressié génica de diversos
gens. Entre els gens transcrits trobem els gens de la familia SOCS, que exerceixen un

paper inhibidor de la via per tal de regular la seva activacié (O’Sullivan i cols. 2007).

Els membres de la familia SOCS utilitzen diferents mecanismes per a inhibir la via
JAK-STAT (Figura D1):

1. Unié als residus fosforilats del receptor, bloquejant el reclutament de transductors de
senyal, com els STATSs, al receptor. Aquest és el mecanisme del CISH.

2. Unié al JAK o als receptors per inhibir especificament I'activitat tirosin cinasa de la
JAK. Aquest és el mecanisme del SOCS7 i SOCS3. Ambdos gens s’uneixen al gen
JAK?2.

3. Participacio en la ubiquitinitzacié de la JAK i, probablement, dels receptors, facilitant

la seva degradacié pel proteasoma.
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Figura D1. Esquema de la via JAK-STAT-SOCS (O’Sullivan i cols. 2007).

La mutaciéo JAK2V617F ocasiona una activacio constitutiva de la via de JAK-STAT en
les cél-lules hematopoétiques (Baxter i cols. 2005; James i cols. 2005; Kralovics i cols.
2005a; Levine i cols. 2005a) i en consequéncia activa diferents sistemes de feedback
negatiu, principalment els que inclouen membres de la familia SOCS. Aquests actuen
com a supressors tumorals, intentant inhibir 'efecte oncogénic de la JAK2V617F
(Cooney i cols. 2002), perd sembla que el sistema de regulacié és ineficient i no

aconsegueixen controlar la sobreactivacio de la via JAK-STAT.

L’activacio del feedback negatiu en la via JAK-STAT explicaria 'augment d’expressié
dels gens SOCS2 i SOCS3 detectada en els pacients amb TE JAK2V617F-positius.
L’expressio disminuida d’aquests mateixos gens en les TE JAK2V617F-negatives
confirmaria que la via JAK-STAT no es troba sobreactivada en aquests pacients. Els
resultats d’expressid dels gens CISH i PIM1 sén més dificils d’explicar. El fet que
'expressio d’aquests dos gens és similar en les TE JAK2V617F-positives i en els
controls podria ser consequéncia d’'una alteracid en I'expressié o en I'equilibri del
sistema de feedback negatiu de la via JAK-STAT. Amb tot, s’han descrit altres
mecanismes que poden alterar els nivells d’expressid dels gens inhibidors de la via

JAK-STAT i que podrien explicar I'expressié disminuida dels gens CISH i PIM1
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detectada en el nostre treball. Entre els mecanismes descrits destaquem la
hipermetilacié de les regions promotores d’aquests gens, que en bloqueja la seva
transcripcié i expressio. Existeixen nombrosos estudis que detecten hipermetilacié
d’aquesta familia de gens en diferents malalties hematologiques i majoritariament de la
linia mieloide. Concretament, en les NMP diferents autors han descrit una
hipermetilacié dels gens SOCS1, SOCS2 i SOCS3 (Jost i cols. 2007; Capello i cols.
2008; Teofili i cols. 2008; Barrio i cols. 2011), tant en els pacients portadors de la
mutacié JAK2V617F com en els wt. En consequéncia, aquests autors suggereixen que
la hipermetilacié d’aquests gens pot ser un mecanisme complementari a les mutacions
en el gen JAK2, en aquells pacients que son portadors de la mutacié, o bé que la
hipermetilacié és el mecanisme responsable de la desregulacié de la via JAK-STAT,
amb efectes similars als que ocasionen les mutacions en JAK2, en aquells pacients
que no presenten la mutacio.

Per ultim, cal tenir en compte que existeixen altres mecanismes que també poden
condicionar I'expressio o la funcionalitat dels gens inhibidors de la via JAK-STAT, tant
de la familia SOCS com d’altres families inhibidores de la via, com la de les protein
inhibitor of activated STAT (PIAS) i la de les fosfotirosines fosfatases (SHP, CD45,
PTP1B/TC-PTP). Un dels mecanismes és la preséncia de mutacions en diferents gens
descrites recentment en les NMP, com les de SH2B3 (LNK) que inactiven la funcio
inhibidora del gen (Oh i cols. 2010). L’'altre mecanisme descrit és la hiperfosforilacio
d’aquests components, com la descrita per Hookham i cols. (2007) en el gen SOCSS3,

que és causada per les mutacions a JAK2 i que impedeix I'efecte inhibidor de la via.

L’alteraci6 de la regulacio de la via JAK-STAT es relaciona amb l'origen de diferents
tipus de cancer (Slattery i cols. 2011) i clarament en la patogénesi d’algunes
neoplasies hematoldgiques. Com s’ha descrit en aquest apartat, es coneix que la
desregulacié d’aquesta via pot ser causada no només per les mutacions descrites en

el gen JAK2, siné també per alteracions presents en els inhibidors de la via JAK-STAT.
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Aquestes alteracions poden ser de diversos tipus i afectar a diferents components,
perd totes deriven en una activacié constitutiva de la via amb un efecte proliferatiu
comu. Aquesta consideracio és especialment rellevant en els pacients no portadors de

mutacions en el gen JAKZ2.

Afectacio de I'expressioé de gens independents de la via JAK-STAT

A part dels gens inhibidors de la via JAK-STAT, en el nostre estudi s’han identificat
altres gens diferencials entre els pacients JAK2V617F-positius vs. JAK2V617F-
negatius (Taula R3, pagina 149 i Taula R5, pagina 173). Entre ells trobem part dels
gens implicats en la resposta immunoldgica i en I'hematopoesi, els quals ja es
trobaven sobreexpressats en I'analisi de microarrays d’expressié i TLDA. Curiosament,
la majoria d’aquests gens presentaven una major expressié en els pacients no
portadors de JAK2V617F. Aquest fet es correlaciona amb el patré d’expressio observat
en el grup B, en el qual gran part dels pacients eren JAK2V617F-positius, i es
caracteritzava per una expressié disminuida d’alguns dels gens, en relaciéo amb el grup
A

Aquests resultats demostren que la mutacié JAK2V617F no només afecta a membres
de la via JAK-STAT, sin6 també a altres gens que formen part d’altres vies de
senyalitzacio les quals es coregulen i participen en processos cel-lulars similars, com

serien principalment la resta de vies de senyalitzacié de les citocines.

5.2.2. Correlaci6 de la carrega al-lelica de JAK2V617F amb I’expressié génica de
la trombocitémia esencial

L’analisi de correlacido de les dades de TLDA de les 57 TE va identificar 14 gens
'expressio dels quals s’alteraven depenent de la dosi de JAK2V617F (Taula RS,
pagina 180). Aquests fets suggereixen que existeix un efecte de carrega al-lelica en

I'expressio genica dels granulocits dels pacients amb TE.

223



Analisi de I'expressio genica en la TE. Relacié amb la PV

En paral-lel, com ja s’havia observat en I'analisi dels gens diferencialment expressats
entre els pacients JAK2V617F-negatius i JAK2V617F-positius, els pacients no
portadors de la mutacié presenten un grup de gens amb més sobreexpressio, excepte
els gens de la via JAK-STAT, els quals es troben sobreexpressats en els JAK2V617F-
positius. D’aquesta manera, tots els gens amb correlacié significativa respecte a la
carrega al-lelica de JAK2V617F mostren una correlacié negativa, excepte pels gens de
la via JAK-STAT (com el BATF) i el gen CD44 en els quals la correlacié és positiva. En
el cas del gen CD44, aquest es detectava diferencialment expressat en les 40 TE pero
no en les 57 TE. El fet que la seva expressié es correlaciona amb la carrega al-lélica

reforca la relacié d’aquest gen amb la JAK2V617F.

5.2.3. Signatura d’expressio génica en els pacients JAK2V617F-negatius

A partir de les dades d’expressido de plataformes TLDA utilitzades, en les que
s’estudiava un total de 84 gens comuns en 57 pacients amb TE, es va definir un grup
de 21 gens (PP1R15A, DUSP2, CCL3, IER3, ZFP36, AXUD1, NFKBIE, IER5, NR4A2,
TNF, MAFF, MYLIP, KLF5, PRNP, TAGAP, FCAR, OSM, PLEKHG2, DDIT4,
GADD45B i LAMB3.) diferencialment expressats en els pacients amb TE JAK2V617F-
negatius vs. els JAK2V617F-positius i controls. A part, en la mateixa comparativa de
les 40 TE també es va identificar 'expressié alterada només en les TE JAK2V617F-

negatives dels gens CISH, C130rf18, SOCS3, PIM1 i HRH4.

Entre els pacients amb TE JAK2V617F-negatius (els quals representen
aproximadament el 50% de les TE), una proporcié no presenta cap marcador clonal,
com la clonalitat del gen HUMARA o el creixement endogen mieloide. La identificacio
d’'una signatura d’expressié génica caracteristica en aquest grup de pacients és
important per identificar altres vies de senyalitzacié, a part de la via JAK-STAT,
implicades en la patogénesi de la TE. Aquestes dades poden proporcionar nous

marcadors bioldgics que caracteritzen els pacients amb TE JAK2V617F-negatius.
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5.2.4. Sobreexpressié del gen FOSB en les TE JAK2V617F negatives

Un dels gens més rellevant del treball és el FOSB, sobreexpressat en totes les TE en
comparacié amb els individus sans i un dels més diferencialment expressats entre els
pacients amb TE JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius, amb una major
expressié en els JAK2V617F-negatius (Figura R15, pagina 189 i Taula R7, pagina
187). A més a més, la seva expressio es redueix a 'augmentar la dosi de JAK2V617F.
Juntament amb el CISH és un gen predictor de la preséncia de JAK2V617F i aquest
model predictor, compost pels gens CISH i FOSB, s’ha confirmat tant en ambdds

analisis del predictor realitzats.

El FOSB és un oncogen implicat en la regulacié de la progressio en el cicle cel-lular.
Es un membre de la familia de proteines FOS, les quals heterodimeritzen amb les
proteines JUN per a generar els complexes de FT adaptor-related protein complex 1
(AP1). El FOSB actua com a FT que estimula la proliferacié cel-lular, la diferenciacio i
la transformacio de cél-lules hematopoétiques en resposta als estimuls de citocines i
factors de creixement, a través de la via de senyalitzacido Ras-Raf-MEK-ERK. L’estudi
del transcriptoma realitzat per Georgantas i cols. (2004) en cél-lules progenitores
hematopoétiques de la MO d’'un adult demostra que el FOSB es troba sobreexpressat
en cél-lules progenitores sanes i, a la vegada, diferents estudis han descrit el paper del
gen FOSB en les leucémies i en diversos cancers no hematopoétics. Bergerson i cols.
(2012) van demostrar en un model muri que el FOSB era un gen essencial en l'origen i
manteniment de les leucémies mieloides. Aixi, podem hipotetitzar que el FOSB té un
paper en la proliferacié i diferenciacio de les cél-lules progenitores hematopoétiques, i
que una sobreexpressid persistent durant el procés de maduracié de la cél-lula
hematopoética podria ocasionar una proliferacié cel-lular anormal com la present en
les NMP. En relaci6 amb la mutaci6 JAK2V617F podem suposar que la
sobreexpressié del FOSB és un esdeveniment previ a I'adquisicid de la mutacio

(Figura D2). Aquesta hipotesi és recolzada per la sobreexpressié de BATF que es
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troba en els pacients JAK2V617F-positius. El gen BATF és un FT que heterodimeritza
amb la familia de proteines JUN i regula negativament la transcripcié dirigida per AP-1,
competint amb el FOS per a la dimeritzacié amb JUN. El BATF només s’expressa en
teixits hematopoétics, fet que suggereix un paper en el desenvolupament de la linia
mieloide i/o limfoide (Echlin i cols. 2000). La transcripcié de BATF s’activa per la via
JAK-STAT. Considerant totes aquestes dades, el FOSB podria trobar-se
sobreexpressat en tots els pacients com a estadi primari de la malaltia i, en cas que
apareixi la JAK2V617F, s’activa la via JAK-STAT i, en conseqliéncia, s’expressa el gen
BATF i competeix amb el FOSB pel pool intracel-lular de JUN. Aquest mecanisme
explicaria la menor expressié del FOSB detectada en els pacients JAK2V617F-

positius.
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Figura D2. Hipotesi de la implicacio del FOSB en 'origen de la trombocitémia essencial.

La relaci6 directa de la sobreexpressié del FOSB amb la patogénesi de la TE la trobem
en el treball de Limb i cols. (2009), en el que van demostrar que el FOSB regula la

diferenciacid megacariocitica de les cél-lules K562 a través de la via MEK-ERK. Els
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autors van detectar una forta induccido del FOSB quan diferenciaven les cél-lules
mieloides K562 a megacariocits mitjangant estimulacié amb Phorbol-12-myristate 13-
acetate (TPA). A més a més, quan inhibien I'expressié del FOSB utilitzant ARNs
d’interferéencia (iRNA) bloquejaven la diferenciaci6 megacariocitica. Préviament,
Tenedini i cols (2004) en l'estudi de megacariocits diferenciats a partir de cél-lules
CD34+ de MO de pacients amb TE ja havien detectat una elevada expressié del gen
v-FOS. Aquests resultats suggereixen un possible paper del FOSB en la proliferacié
megacariocitica andmala, que pot ocasionar creixement endogen sense la preséncia
de JAK2V617F. No obstant, en la nostra séerie de pacients, al analitzar la correlacio de
I'expressio del FOSB amb el eCFU-MK no es va trobar una associacié entre la major
expressié del FOSB i el eCFU-MK. Tot i aixi, el fet que alguns pacients JAK2V617F-
negatius amb valors de FOSB elevats no presentin eCFU-MK podria explicar-se per la
hipdtesi de que es requereixen altres alteracions moleculars, a part de la
sobreexpressié del FOSB, per induir una proliferacié aberrant de megacariocits. Pel
que es refereix a la linia eritroide, si que es va detectar una associacié entre I'elevada
expressio del FOSB i eBFU-E, perd estava clarament relacionada amb la preséncia de

la mutacio JAK2V617F.

Des del punt de vista clinic cal destacar 'associacio de I'expressié del FOSB, aixi com
dels gens CD44 i PTGS2 (més conegut com a COX2) entre altres, amb fendmens
trombotics. No obstant, en el nostre estudi el nombre de pacients que han patit
fendmens trombotics és limitat (5 de 57 pacients), aixi que cal validar aquests resultats
en series de pacients més amplies. També es va identificar una associacié de
'expressio del FOSB, junt amb la del CD44 i d’altres gens, amb altres variables
cliniques, com el nombre de leucocits i els nivells de FAG, perd eren variables que,
com ja passava amb el eBFU-E, es trobaven relacionades amb la preséncia de la

mutacio JAK2V617F.
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Tots els resultats exposats en relacié al gen FOSB apunten a la implicacié de la
sobreexpressié d’aquest gen en la patogénesi de la TE i, per tant, a ser un gen diana

en la terapia d’aquests pacients.

En la validacié de I'expressié del FOSB a nivell de proteina ,en neutrofils de SP de
pacients amb TE, no es van obtenir resultats concloents. En [l'analisi
d'immunocitoquimica es va detectar una major expressié del gen FOSB en els
pacients JAK2V617F-negatius pero els resultats no eren estadisticament significatius,
tant pel nombre reduit de pacients estudiats com per la divergéncia dels resultats. A
més, el fet que I'expressio del FOSB es detectés a nivell citoplasmatic i no nuclear no
permet confirmar que aquest gen pugui tenir un efecte funcional en aquestes cél-lules.
Mitjancant la técnica de Western Blot no es van confirmar els resultats obtinguts per
immunocitoquimica, ja que no es va detectar expressié del FOSB en cap dels pacients
analitzats. Aquests resultats es podrien explicar pel fet que els nivells d’expressio del
FOSB eren massa reduits per a ser detectats en I'analisi de I'extracte proteic total o bé
per la degradacié d’aquesta proteina durant la manipulacié en la técnica de Western
Blot. No obstant, caldria estudiar més pacients utilitzant ambdues técniques per a
confirmar aquests resultats. Els resultats obtinguts per immunocitoquimica
suggereixen un lleuger increment de I'expressio proteica del FOSB en granuldcits dels

pacients JAK2V617F-negatius perd no confirmen un efecte funcional del gen.
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5.3. COMPARACIO DELS PATRONS D’EXPRESSIO EN LA TROMBOCITEMIA
ESSENCIAL | EN LES TROMBOCITOSIS REACTIVES

La comparativa del perfil d’expressio entre les TE i les TR va revelar que la majoria
dels gens presentaven una major expressié en les TR. Malgrat que el nombre de
pacients amb TR era molt reduit (sis pacients) aixi com també el nombre de gens
estudiats (84 gens), es pot suggerir que el perfil proinflamatori observat en la TE és
similar al present en un estat no clonal, com seria en les TR. Aixi, I'alteracié génica
causant de la TE, prévia a laparici6 de la JAK2V617F o d’altres alteracions
moleculars, ocasiona un efecte similar i en menor grau que en un estat de trombocitosi
no clonal. Si apareix la mutacié JAK2V617F aquesta confereix un perfil d’expressio
diferent i relacionat amb la desregulacié de la via JAK-STAT i d’altres xarxes géniques.
El fet que entre els pacients TE JAK2V617F-negatius i les TR les diferéncies soén
minimes i que entre els JAK2V617F-positius i les TR les diferéncies sé6n molt més
importants, confirma aquesta hipotesi. En consonancia amb aquests resultats
I'expressio del FOSB no discriminava les TE de les TR perd si les TE JAK2V617F-
positives de les TR. Aixi, el FOSB no seria un marcador diagnostic de les TE respecte
les TR, perd si que podrien ser-ho els gens RBAF600, DAF, PPP1R15A, PFKFB3,
PLAUR els quals presentaven una expressio diferencial en relaciéo a les TR i als
controls. En la literatura existeixen pocs articles en els que analitzen el perfil
d’expressio de pacients amb TE i el comparen amb TR. Entre ells trobem el treball de
Gnatenko i cols. (2010), en el que utilitzen un microarray dissenyat especificament per
a I'analisi de gens expressats en plaquetes. Comparen el perfil d’expressié de pacients
amb TE respecte a les TR i controls, i detecten un nombre elevat de gens
diferencialment expressats, el qual es redueix a un grup d’11 gens en la validacio en

una serie independent de pacients.
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5.4. COMPARACIO DELS PATRONS D’EXPRESSIO EN LA TROMBOCITEMIA

ESSENCIAL | EN LA POLICITEMIA VERA

5.4.1. La trombocitémia esencial i la policittmia vera presenten patrons
d’expressio diferencials

En l'analisi comparatiu entre la TE i la PV es van detectar 65 gens diferencialment
expressats entre aquests dos grups de pacients. La diferéncia d’expressié entre els
pacients amb TE i amb PV era molt elevada, amb 30 gens amb un FC>3, i tots ells,
excepte el gen CD44, amb major expressi6 en la TE. Un dels gens més
diferencialment expressat era el FOSB. Aquest resultats suggereixen que la PV no
comparteix el perfil proinflamatori detectat en la TE. No obstant, I'analisi d’agrupacié
dels pacients segons I'expressid dels gens diferencials entre les dues malalties no
mostra una separacio clara entre els pacients amb TE i PV. Sembla que les diferéncies
d’expressio entre la TE i la PV no son tant clares i s’observen pacients amb PV amb un
perfil proinflamatori, semblant a les TE, i algunes TE amb una infraexpressié dels gens
proinflamatoris, amb un perfil semblant a la PV. El fet que en la comparativa s’inclouen
una majoria de pacients amb PV portadors de mutacions en el gen JAK2 amb una
elevada carrega al-lélica comporta que probablement la diferéncia d’expressio estigui
també influenciada per I'efecte de les mutacié.

En la cerca dels gens diferencials en les comparatives de les TE respecte a les PV, a
les TR i als controls es van identificar els gens DAF i PLAUR com als unics que podien
discriminar la TE de la resta de condicions. Per tant, I'expressié d’aquests dos gens

podria ser un marcador diagnostic de la TE.
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5.4.2. Patrons d’expressié génica en la policittmia vera en relacié a les
mutacions en el gen JAK2 i comparacié amb la trombocitémia essencial

Per a identificar els gens amb expressioé dependent de la preséncia de mutacions en el
gen JAK2 es van analitzar un total de 92 gens. En la comparativa de les PV JAK2-
negatives amb les JAK2-positives només es van detectar dos gens diferencials, el
CISH i el SOCS2, un nombre molt més reduit de gens en comparacié amb els 46
observats entre les TE JAK2-negatives amb les JAK2-positives. Una explicacio seria el
fet que el nombre de pacients PV JAKZ2-negatius estudiats era molt baix, ja que sén
pacients molt poc freqlients, pel qué la comparativa pot estar esbiaxada.

Amb l'objectiu d’identificar gens afectats per la carrega al-lélica de les mutacions de
JAK2 es van analitzar els gens diferencialment expressats entre les PV JAK2-
negatives, les JAK2-positives en heterozigosi i les JAK2-positives en homozigosi. Es
van detectar 23 gens diferencialment expressats entre els tres grups, entre els que
apareixien el FOSB i el CD44. Aixi podem confirmar que en la PV també existeix un
efecte de la carrega al'lélica de la mutacié de JAK2 en l'expressio dels gens dels
granulocits. Entre els gens diferencials només vuit coincideixen amb els diferencials en
la TE (Taula R7, pagina 187). No obstant, si que el comportament d’aquests gens era
molt semblant al de les TE, amb una disminucié progressiva de I'expressié a
laugmentar la carrega al-lélica de la mutacié de JAK2 de la majoria de gens i un
comportament invers en els gens de la via JAK-STAT i dels gens CD44 i el BATF

(Taula R8, pagina 195).

En un intent de trobar un patré d’expressié comu en les TE i PV en relacié a I'estat de
JAK?2 es va realitzar una comparativa conjunta en la que es van identificar 59 gens
diferencialment expressats entre els pacients JAK2-negatius, JAKZ2-positius en
heterozigosi i JAK2-positius en homozigosi. Gairebé tots els gens coincidien amb els
diferencials entre les TE i PV i entre les TE i les PV JAK2-negatives. Se’n pot deduir

que no existeix una signatura génica homogénia ni en relacié a la preséncia de
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mutacions en el gen JAK2 ni en les TE i PV negatives, segurament degut a que el
nombre de PV JAK2-negatives és molt reduit i per les grans diferéncies d’expressio

observades entre les TE i les PV en general.

5.4.3. Sobreexpressio del FOSB en la policitémia vera

En la PV també es detecta una sobreexpressié del gen FOSB en els pacients JAK2-
negatius respecte als JAK2-positius, tot i que sense ser una diferéncia significativa.
Paral-lelament, en la generacié del predictor tampoc apareix el FOSB. Tot i aixi, si que
la comparativa entre els pacients JAK2-negatius, JAK2-positiu heterozigot i JAK2-
positiu homozigot era significativa, amb una disminucié de I'expressié del gen amb
lincrement de la carrega al-lélica de la mutacié. A més, I'expressié del FOSB ens
permet distingir entre la TE i la PV, i s’associa la sobreexpressié del FOSB, junt amb

I'expressio del CD44 i el PTGS2, entre altres gens, amb els fenomens trombotics.

Per tots aquests resultats, es pot hipotetitzar que el FOSB pot estar implicat en la
patogénesi no només dels pacients amb TE JAK2V617F-negatius, sind també en els
pacients amb PV JAK2-negatius. Aquestes dades recolzen la nostra hipotesi en la que
el FOSB juga un paper en la proliferacio de les cél-lules hematopoétiques caracteristic
de la TE i PV a part de JAK2V617F, i podria explicar la proliferacié mieloide de la TE,
especialment en els pacients JAK2V617F-negatius. Seria interessant identificar les
alteracions en la via de senyalitzaci6 Ras-Raf-MEK-ERK que ocasionen la
sobreexpressié del FOSB, per coneéixer nous marcadors moleculars que puguin
explicar els mecanismes implicats en la patogénesi dels pacients amb TE i PV JAK2-

negatius.
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Conclusions

1. El perfil d’expressié génica dels granuldcits de sang periférica de pacients amb TE
es caracteritza principalment per una sobreexpressidé de gens que codifiquen per
citocines i per altres gens implicats en la resposta immunoldgica. Aquest conjunt de
gens defineix un perfil d’expressié proinflamatori que és independent de la preséncia

de la mutacio JAK2V617F.

2. Aquests resultats han estat validats mitjangant la técnica de RQ-PCR amb la
plataforma TLDA en els casos estudiats per microarrays i en una série independent de
pacients amb TE. L’analisi d’'un conjunt concret de gens ha confirmat el patrd
d’expressio proinflamatori. Dins d’aquest conjunt s’han identificat 2 subpatrons
d’expressio: un es caracteritza per tenir una major expressié dels gens implicats en la
resposta immunoldgica i en l'activacié del neutrdfil, fenotip que podria afavorir els
fendmens trombotics. L’altre subpatré es defineix per una menor expressiod dels
mateixos gens i es detecta majoritariament en un grup de pacients portadors de la

mutacio JAK2V617F.

3. L'analisi del perfil d’expressié obtingut per microarrays i TLDA en relacié a la
preséncia de la mutaci6 JAK2V617F ha mostrat que existeixen gens diferencialment
expressats entre les TE JAK2V617F-positives i JAK2V617F-negatives.
3.1. El patré d’expressio en les TE JAK2V617F-positives es caracteritza per
una sobreexpressio dels gens CISH, SOCS2, SOCS3 i PIM1, inhibidors de la
via JAK-STAT, que demostra l'activacidé constitutiva de la via per la mutacié
JAK2V617F en aquest grup de pacients.
3.2. El patré d’expressio en les TE JAK2V617F-negatives es caracteritza per
una sobreexpressio de gens relacionats amb la resposta inflamatoria, que
participen en vies de senyalitzacio de citocines. La signatura d’expressio génica
caracteristica dels pacients JAK2V617F-negatius ha permés identificar altres

mecanismes, independents de la via JAK-STAT, implicats en la patogénesi de
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la TE. Aquestes dades poden proporcionar nous marcadors bioldgics que
caracteritzen aquests pacients.

3.3. S’ha identificat un grup de 15 gens I'expressio dels quals es relaciona amb
la carrega al-lelica de la mutacié JAK2V617F. En la majoria d’aquests gens
(DDX28, CKAP4, SEC31L1, ID2, FOSB, RBAF600, HCST, PRG1, TCTEI1L,
KLF5, PDE4B, TBCC i B2M), I'expressié augmenta a mesura que la carrega
al.lelica de JAK2V617F disminueix.

3.4. De tots els gens diferencialment expressats entre TE JAK2V617F-positives
i JAK2V617F-negatives destaca el FOSB. Aquest gen és un oncogen relacionat
amb proliferacié que esta implicat en la diferenciacié megacariocitica i presenta
una major expressio en les TE JAK2V617F-negatives, fet que podria explicar

part dels mecanismes patogénics d’aquest grup de pacients.

4. La comparacio del perfil d’expressié de les TE i les TR suggereix que el perfil
proinflamatori observat en la TE és similar al que s’observa en la TR. Es pot postular
que les alteracions moleculars que tindrien lloc en la TE, prévies a I'aparicié de la
mutacié JAK2V617F o a d’altres alteracions moleculars menys freqiients (com les
mutacions dels gens MPL i TET2, entre d’altres), ocasionarien un efecte similar a un

estat de trombocitosi no clonal.

5. L’analisi comparativa de les dades d’expressié génica dels pacients amb TE i amb
PV mostra un patré diferencial. La majoria de gens es troben infraexpressats en la PV,
fet que suggereix que aquesta malaltia no comparteix el perfil proinflamatori detectat
en la TE. L’analisi de I'expressié d’aquest grup de gens en relacié a la preséncia de
mutacions de JAKZ identifica gens diferencialment expressats entre les PV JAK2-
negatives, les JAK2-positives en heterozigosi i les JAK2-positives en homozigosi. La
sobrexpressié del FOSB en pacients JAK2-negatius recolza la hipotesi de la implicacio

d’aquest gen en la patogenesi de les NMP, especialment en les JAK2-negatives.
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Conclusions

6. La validacié de I'expressio del gen FOSB a nivell de proteina, utilitzant les técniques
d’immunocitoquimica i de Western Blot, no ha aportat resultats concloents. Amb Ila
técnica d’'immunocitoquimica els resultats obtinguts sén heterogenis perd s’observa
una tendéncia a una major expressié de FOSB en els neutrdfils dels pacients amb TE
JAK2V617F-negatius. Amb la técnica de Western Blot no s’ha detectat expressio

proteica en cap dels pacients estudiats.
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Ahbstract

No specific dagnostic markers have been described in essential thrombocythemia (ET), PRV-S

{polveyihemia mibra vern- 1, TPO (thrombopoictin), and e-MPL (myeloproliferative leukemia vines
omcogene ) genes are candidaie ET molecular markers because of their implication in the pathogen-
esis of ET. We have stislicd the status of PRV-F, TR0, and c-8FPL genes in 30 ET patients by a fluo-
rescence in sibu hybradization (FISH) techniqoe using three noncomimercial. bocus-specific probes
for PRV-I (BAC RPI-160A19, located ot 1913.2) TP (BAC RP1I-43NPI6, kcated o
3q271. amd c-MPL (BAC RP11-207LS, located ar 1p3dp FISH sudy showed no PRV-T. TP,
amd c-MPL cytogenctic nhnormalitics in any of the analyzed cases, Our resulis suggesi o lack of
structural and memerical rearrangements (deletions, ranslocations, or amplificaionsy of PRL-J.

IPe), and c-MPL genes in ET patients,

© 2008 Elsevier Inc. All nighis reserved.

L. Introduction

Essential thrombocythemia (ET) is a chronic myelopro-
liferative disorder (CMPD)Y wiath heterogeneous features
and no specific diagnostic markers. As a result, its diagno-
si% 15 based on the exclusion of other CMPD and secondary
thrombocytosis, The sty of molecular alterations has
focused on the PRV-! (polveythemia rubra vera-11, TPO
(thrombopaieting, and c-MPL (myeloproliferative leukemia
virus oncogene) genes because of therr implication in ET
patbogenesis [1].

The PRV-I gene is a cell-surface receptor that belongs 1o
the Ly-WuPAR superfumily [2]. Several groups have pub-
lished PRV-I gene overexpression in granulocyles Trom
polvevibemia vera (PV) and in some ET patients, but not
in secondury erythrocytosis (SE), in chronic miyeloid leoke-
it (CML), nor in healthy individuals, Therefore, the quan-
tification of PRV-/ mBNA represents a specific molecular
marker for PY (it discriminates between PV and SE), but
not for ET [3). TPO and its receplor. o-MPL. regulate

* Correspomnling ssthor Tel: + 3-93-248-35-20; o & H4-93-148-3]-31.
E-waceilowalltrr s eulabin pukpdecancil ] 6 campus upd.esi E. Paipdecanet)

D165 -46006F ~ see front matler © 2006 Elsevier Inc. All righis reserved.
oz 1 D0V cancerpencyto, 2005 080 16

megakarvocytic proliferation and differentiation. oMPL
expression in megakaryocytes and platelets is penerally de-
creased in ET but it may be also decreased in reactive
throsmbocylosis [4] and in hereditary trombocyibemia |5].
Its disgnostic value is limited but it would be useful as
a prognostic marker for its cosrelation with thrombotic
events [6,7].

Regarding gene status stedies, the absence of PRV-S
anomialies detected by Muorescence in situ hybridization
{FISH) has been reported in PY [8], but there are no resulis
for PRV-I, TPO and c-MPL penes in ET patients.

The aim of this study was 1o analvee the status of FRV-J,
TR0, and ¢-MPL genes by FISH 1o find molecolar markers
in ET patients,

2, Patients and methmds
2.1, Patients

Thiny bone marrow samples from patients diagnosed
with ET following the Polycythemia Vera Swdy Group
(PVSG) eriteria [9] and 10 bone marrow samples from
healthy individuals, which were used a8 assay validation
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controls, were included in the stody. All patients (7 males
and 23 females) came from Hospital del Mar in Barcelona,
and the dizgnoses were established bevween 1988 and 2004,

2.2, FISH wechnigue

FISH stualies were performed on fixed nuclei from bomne
marrow samples proceeding from conventional cytogeneai-
ics cultures, Chromosome analyses had been performed
previcusly on hematologic cells from 24-hour bome marrow
culiures, and all cases showed a nocmal karyotype [10], All
samples were studied using three noncommercial, locus-
specific probes (BAC) for PRV-I, TP, and c-MPL genes
as Tollows: (1) PRV-I gene [BAC EPL1-160A19, 157 kilo-
bases (Kb), located ar 19q13.2] labeled in SpectrumBed-
dUTP cohybridized with the 19p telomeric probe
{DI9S23RE, Vysis, Downers Grove, IL) labeled in Spec-
wumlineen (Fig. LAY (2) the TPO gene (BAC EP1I-

ASNP16, 183 Kb, located at 3g27) labeled in Spectrum-
Green-dUTP cohybridized with the centromeric probe for
cheomosome 3 (D3£1; Vysis) labeled in SpectrumBed
(Fig. 1BY and (3} the c-MPL gene (BAC RP11-297LS,
190 Kb, located at 1p3) Iabeled in SpectrumGreen-dUTP
cobhy bridized wath the centromenc probe for chromosome 1
(DES; Vysis) labeled in SpectrumOrange (Fig. 1C).

The selected BACS were obtamed from the CHORI
BACIPAC resource (hitpcfbacpac.chari.org). Clones. were
grown using standard procedures and BAC DNA was éx-
fracted wsing standard alkaline lysiz technigques {(Qiagen
GmbH, Hilden, Germany ). Probe DNA was labeled by nick
translation {Vysis) as indicated by the manufacturer. The
cytogenctic localization of all probes was verified by hy-
bridization to normal metaphase chromosomes (G-banding
with imverted DAPL).

Regarding the hybrdization process, slides were dena-
mired for 5 minutes at 70°C in a 700 formamide solution

BAC RP11-45MNP16

Cc

Chromosame 1

L4 I §{)p-sem

Centromens e-MPL
= |
BAC RP11-297L5

Fg. 1. Physical mags for the DINA probes used in this project, (A) Probe for tse PRV-S pene (HRAC RP11-160419, 157 Khi, located 2 15913 2, bbeled i
SpectrumBed.dUTP cohyheidized with the 19p telomeric probe DISSXEE; Vysia), Inhelad in SpectrumCresn. (B) Probe for the TPO pene (BAC RPIL-
ASNFI6, 1583 Kb, located a1 3g17, labeled in SpectrumGreen-dUTF cohybaidized with the cepfromeric probe for chromosome 3 (DFEL Vves), labeled
in SpectramBted. {C) Probe foo oo MPL pene (BAC RPFI1-207LS, 1940 Kb), located at 1pM, labeled in SpectumGreen-dUTF cohybeidized with the centro-
menic probe for chromosonse 1 (DES; Visisd, labeled in SpectmmOrange. Map pot deawn o scale
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Table 1

FRV-D (BAC RF1-160A 195, TAD (BAC BFL-4SNPLG) apd o-MPL (HAC RP1-29T0LE) FISH resulis in ET patients

ia manimimm af 30 nucla were analyzed)

FEY-1 T e-MEL
(BAL RIP11-160A19) (HAL HF11-45NI6) (HAL RF11-2971L5)

Patier: % Loas % Mormal % Cain % Loss % Mormal T Oain % Losy % Normal % Qain

1 £ ur 23 08 6.9 3 (L) BE.3 1

3 Q ) [ ] oy o 13 13 b ] a7

L} 03 9.7 L[] 15 96.5 I 1] 100 1]

4 1 BT 03 1 o I 17 L 1.3

- 07 6 LT 33 T i i3 w7 i

L 2 s 2 13 9.7 LB 03 w4 a3

T .7 a5 03 8 5.4 08 w7 w3 a

H i O 07 15 w4 LE [k} BE.6 a7

9 13 g 0T 5 o5 15 oy GE.6 o7
1i i 1iuy L1 a b 1 07 w 03
11 (L) BEA 07 3 w7 | 13 SR o7
12 1 o8 1 a g 2 2.3 Lk a
13 ) 6.6 o7 33 952 1.5 13 .7 1
14 3 w4 03 1.5 6.5 L4 3 56.7 o3
15 1.3 g4 0.3 03 T4 23 13 w7 a
L] 23 w7 0T oy o] 1.7 03 M4 03
17 ar a8 1 1 L ] 0T 13 L] a7
18 i b i iy it 2.3 0y ] i3
14 13 o8 0.7 3 ar4 03 2 or 1
X i3 nr i i L o 1.7 ] 03
2] 1 98T [ 2 o5 | 1] [[L1] a
I 3 T L i3 5.4 03 ! .7 03
L] 1 wrT 1.3 03 w7 [} 1 2] 1
P 13 or 1.7 13 w7 ] 1 8.7 a3
=] i} 14 07 1 5.7 2.3 43 M4 1.3
Ih [ bE3 1 [ w3 L1} 03 DEA 1.3
) 7 6.3 1 1 a3 .7 0.3 R 03
% 0% 3.4 1.3 13 5.4 1.3 3 6.7 1
X 13 w7 1 a7 Ug.a 0T L] ) i
3 i3 o 27 1 5.7 23 3 57 a

and then dehydrated in a series of ethanols, Probes were
denatured for 5 minutes af 75°C and then placed onto
the slides, which were covered with a coverslip and sealed
with rubber cement. Hybodization took place m 37°C for
16 howrs in a humid chamber. The coverslips were gently
floated off in a 50% formamide solution, and the slides
were washed three times in o 3% (oomamide solution

Table 2

for 10 minutes each, once i 2x standard saling citrate
(S5C) solution for 10 miowtes and once n 2x S5C
0.1% NP-10 solution for 5 minutes. Finally, the slides
were counlerstained with 4° 6-diamiding-2-pheny lindole
(AP I Vysis), Omly intact, nopoverlapping nuclei were
scored. A minimum of 300 mferphase nuclei  were

analyzed.

PRV (BAC RPI- 1604190, TR (BAC RP1-45NF16) apd o8P (BAC BP11-20705) FISH resuhs in healthy individaals

ia miniznum of #00 nucla were amalyzed).

PRY-1 THO ML
(BAC BP11060A05) (BAC BP11-158P16) (BAC RP11-29TLS)

Fatires W Loss o Mormal T Liain W Loss T Normaal T Ciain % Loss T MNomal W Gadn
1 1.3 6.4 0.3 33 a5z 1.5 L% w7 28
1 i a5 4 14 " s 18 s bt
) 1 ] L 1 w I 03 w7 1
4 E ] 6.5 1.3 i n 2 L5 w2 i
-1 IR 5.7 05 4 5T 1.3 15 .2 L]
6 4 55 0.5 1E 6.2 1 13 7.7 a
7 4% 5.2 [} 05 "2 (L] 18 59 03
g 13 96.7 1 0E LA 1.3 LE - a
9 2 7.2 %4 1.5 Gh.4 1% [L53 WA L F ]

10 15 7.2 03 15 g 05 2 075 0.5
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3. Results and Discussion

FISH study showed no PRV, TR, and c-MPE cytoge-
metic abnormalities i any of the aalysed cases. The mono-
somiy and trisomy thresholds (mean, =3 SD) were 6.4 and
5.1% for PRV-1, 3.9 and 2.9% for TPO, and 5.4 and 4.1%
for c-MPL, respectively (Tables | and 2).

To our knowledge, this is the frst FISH study analyzing
nat only the PRV-I gene status, but also TP and o-MFPL in
ET patients. Chromosomal abnormalities in ET detected by
conventional cytogenetics are rare (5-10% of cases), being
trisoandes of chromosomes 8 and 9, and 1314 and 20g12
are the regions most commaonly affected with deletions
[11]. There are no published data on recurrent abnormali-
ties affecting chromosome bands  1p3d, 3927, and
19q13.2, where the c-MPL, TPO and PRV-] genes are
lescated.

Our results suggest a bek of stroctural and numerical re-
arrangements (deletions, wanslocations, or ampliications)
of PRV, TPO, awd o-MPL genes deecied by FISH in
ET patients, The PRY-I gene statis results are in line with
those reported previously in PV patients by Najfeld et al.
[8], where no abnormalities were foumd. The lack of
PRV, TPO, and c-MPL rearrangements, using FISH as
a detection wol, does not exclude their involvement in
ET pathogenesis, Other strategies thal focus on mulational
status, gene expression, and functional analysis should be
performed in the herein analyzed genes and also in those
highlighted from multiscale gene expression studies. A so-
matic mutation in the pseadokinase domain of the JAK2 ty-
rosine kinase (Walbl TPhe) has been detected recently in
most patients with PV, as well as in one third 1o one half
of ET and myeboid metaplasia (MMA) patients [12,13]. It
would be interesting to study how this mutation contributes
1o the ET molecular basis and its wsefulness for the disgno-
sis and prognosis of these patients.
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JAK2 V617F mutation analysis in different myeloid lineages (granulocytes, platelets,
CFU-MK, BFU-E and CFU-GM) in essential thrombocythemia patients

Lewkarmia (2006) 20, 18031905, dol:10. 10884 au 2404341,
publishad onfina 3 Awsgust 2008

Myeloproliferative disorders (MPD) are a heterogenesoes group
ol clonal hematopoietic stem ol malignancies that classically
include foar medated entities chronic myelopenows beukemia
[CAALY, polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET)
and idiopathic myelofibrosis (IM). With the exception of [M, all
of these disorders are characterized by increased hematopoiesis
and overprodhection of blood elements. with the predominance
of one myeloid lireages. [n CML, the granulocytic lineage is the
most hyperplastic, whereas the enhroblastic and megakano-
cytic lineage are predominantly imobeed in PY oaed ET,
respectively. These diseases are characterized by a clonal
hematopoiesis, which involve the hematopodetic siem cells, as
all myeload lineages are monoclonal.

A hallmark of MPD is the independence or hypersensitivity of
hemsopeietc progenilon 1o nememous cylokines, [n MY, one of
the miost relevant chasactermstics is endopenoas enythroid colony
formation (eBFU-E). Ervthroid peogenitor cells proliferate in
semisolid culiures in the absence of exopenows ervibropoietin
[EPOL. Similar grosdh pattern i obsenved in a significant
propostion of patients with ET and IM, bad never in healthy
individirals, Some sudies have revealed that enthroid colony
formation (BFU-E) in P are hvpersensitive not only o EPO b
also to several other hemaopodetic prowth factors, including
intedeukin (IL)-3, stem cell factor, granulocyte-macrophage
colony-stimdating factor (GM-CSF), insudinedike growth facsor
and thrombogoietin (TPOL Several studies have revealed tha
megakanyocytic colony formation (CFU-MK) s growth factors-
independent in the majority of ET patients. This endogenoas
megakarvocylic colony formation @CPU-ME) has also been
shown, but in a lesser degree, in some PV, B and even in CMIL,
b mob in reactive ih %,

Becently, the exstence of an activating mutation of [anes
kinase 2 (JAKZ) tyosine kinase in prandlocyies has been
reporied in a high propontion of patients with MPO" (80% of
P, 50¢% of ET and 50°% of IM). [AK2 i a cytoplasmatic tyrosine
kinase with a key mle in signal fransduction from diverse
cytokines and growth factors jestracelldar ligands), incheding
thase for IL-3, (-5, EPO, GM-CSF, pranulocyte colony-
stimudating-factor receplor (G-CSF) and TPO, all of which play
a major mde in myeloid development. The JAKZ VB17F is
located in the peevdokinase domain of the [AKZ gene, a region

that inhibits [AK2 kinase activity. This mudation in the
peevdokinase auloinhibilorny domain resulls in 8 constilutive
kimase activity amd vduces cytokine h-plpe-ﬁeniil'suin- of inde-
pendence of Bctor-dependent cell lines. = O il other hassd,
Lu e al® have shown that coexpression of the JAK2Z V617F
mtant kinase with a homodimenc type | eytokine receptor
tsuch as the EPD receptor, the TPD receptor or the G-C5F
recepton is necessary for tansformation of hematopoietic oells
to growth facior independence and for hormone-independent
aclivation of [AK-STAT sipnaling pathway, This pheno-
menon eveals the molecular basis for the prevalence of JAK2
Vel7F in disexses of myeloid lineage cells that express
these type | cytokine receplons, bt notl in lymphodd lineage
cells that do mol.

The incidence of |AK2 mutation in ET patients rarges from 25
b 57% depending on the study. These vanation is likely owing
b the sensitivity of the assay vsed to detect |AK2 VB17F and the
cell type analyzed (variabilty of the implication of different
miveloid lineages in ETL. In the majority of reports, the [AK2
VB17F has been descrbed in whole blood or isolated
granulocyles, whereas limited information 1o referred to plate
bets and ro data have been reported in solaied megakanvo.
cyies” The aim af the present study was o analyze the presence
of the JAKZ V617F in megakanooytic cells obdained from
peripheral blood in vitno cultures and in the remaining myeboid
cells: peripheral blood pramdocytes and platelets, as well as
erythrodd and gramdomonocyle colonies oiained from peniph-
eral blood im vitro culiuses of patients with ET.

W have evaluated six newly diagnosed ET patients acconding
b the WHEY's diagnostic crteria. Wiitten informed conent was
obitained fram every patient. Al the assays wene determined at

is.

fn vitro cultures were perommed as repored previowsly,”
Teventy milliliter of verows blood was collected in ethylendia-
minetetraaceiic acid and immediately processed. Newroahils
werd isolated by Lymphoprep (1077 gimll density pradient,
followed by dextran sedimentation, Total RNA was isolased
from gramzlocyles or platelets wsing puanidinium thisoyanate
mithod (Ultraspec; Biotecx Laboratories, Houston, TX, LSA),
cDNA was reverse franscnibed from 1 pg of fotal RNA with
Mamine Moloney Leukemia Vins reverse iranscnptase (Invitro-
gen Life Technolopies, Casbsbad, CA. USAI acconding 1o the
standard procedures with random hesamers.

lsolaled colomies from in vitre culieres were  carefully
aspirsied ard washed with phosphate-badfered saline. BNA
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maraction was perdformed using the Genelute Mammalian Total five can of six ET patients (o, 1=5), In patient no, 6, JAK2
BMA miniprep kit (Fipma-Aldrich, St Louis, MO, USAL cDNA mutation was not demanstrated by any of the twa ues,
was reverse iranscribed using the high-capacity cOMA Archive  These results demansirate the higher sensitivity of allele-specific
Kin (Applied Bicsystems, Foster Ciry, CA, USAJ aggay and are in line with others and with our previous
Anabysis of JAKZ VE17F was performed by direct sequencing  mxperience’ *® (Table 15 In five pationts (no. 1=51, JAK2
using cOMA fram granufocytes or purified colonies, Primers  VBI7F was demaonstrated not anly in granulooytes from
wirn disigned using the Primer Express software and were a5 perpheral blood but abio in megakaryocytes and envthrablass
fallows: forward: 5TTGGOCAAGGCACTTTTACAA-3 and  from endopenaus calanies. In patient na. 6, |AXE VGITF was not
reverse:  S-TAGTGATOCAAATITTACAAACTOCTGA-3". Se- found in erythroblacts from BFLU-E, me-gahwﬂqies from CFU-
quencing was pericmed with BigOye version 3.1 (Applied MK, pranuiocyies from granulocyte-macrophage colony fonma-
Bicaysemsl fallowsng the manufacturer’s  instructions  and timmmyamﬂmﬁmﬂznphul blaed,
analyzed an an ABI3100 Sequencer (Applied Biosystemsh In To further analyze the megakaryooyic lineage involvemen in
nen-conclusive cazes, allelo-specific palymarass chain reaction the patients included, we sudied tha JAK2 VBIZF in plaslets
(PCR) was performed a5 described previausly,” from these patients, except for one of them from which
All pationts showed o8FU-E andor eCFU-ME colony forma-  no plamlets were available. The mutation was diected in
tian, These results are in agreement with others and with cur  all patients in which the eCFU-MK were mutated and was
proviows experience in which we demansirated e8FU-E andior  negative in patient na. & who was also pegative for eCFL-ME
eCFU-MK in 85% of ET patients™ (unpublished data) and  (Figure 1)
confirms the mysloproliferaiive naiure of this endizy. ET is considered io be a clonal disease with the majority of
JAK2 rustation in granulocytes from peripheral blood by myeloid lineages belonging to the same clone, Several reports
direct sequencing was detected in two out of six ET patiens, have demansrated JAKZ VEI7F in differons myeleid linsages:
When allele-specific PCR was used, the mutation was found in - enthroblasis, granulocyies and platelets in patients with MPD.
Table 1 A2 VaI7F analysis i different myeloid (granulocytes, platelas, BFU-E, CFUMK and CFLU-GM) in essential thrombody hasmia
paligrs
Pavery  Diagroses PE gamsocylos sequencingdaliols-speciic PCR Iy witrey et PE plaress
BFU-E  alBFULE CFLLAS aDFLANC CFLMGM
1 ET X MO 1] L o] L] ME M
2 ET N [ ) W i B K ML Lt
3 ET M M I ME h ME M
4 ET LA MO e L o) M ML M
5 ET M M he Dy M M M
& ET NI M b T MiA [ %]
Abbrendutions: BFULE, erythroid colory formatien; CFU-GM, granulocyie-mpcrophage colony formation; CFULMK, magakanooptic colony
frration; eBFU-E. endogencus anibecid colony fomalion: oCFU-ME, sndogencus megasaryocylic coony formation; ET. essental
theorricocytnaamia, W, mutsted, MDD, not dons; M, non-muteied, PB, paripheral blood,
Granulocytes eBFU-E eCFU-MK Platelets
ATETETCT R ATETAETETE ATETETCTE ATATETET B
q W M Pationt 1
| I i ‘
i"i’|| “l!lﬂ
!I i | l' |
=i 4
ATETETETET ATETETETET
L Patient 6
Fgwre 1 JAKIVE! T anafyss by sequencing in cell populations (granulocyles, eSFLI-E, eCPU-MK and plalelets) of a reprisentaive mitated
e (gsper panels) and a pon-motated case (lower panels),
Lewkerda



Im the coment study, JAK2 VBITF has been simudianeously
analyvzed in granulocvtes, ervthroblasts, megakanvocytes and
platedets from the same patient. The results found inihe iird five
ET patients (no. 1-5 demomtrated that ryelopoiess in these
patients is entirely clonal and is related o |[AK2 VB1FF. This
mudation was nod found in one patient who showed eCFL-ME
formation: nevertheless, this patient had monoclonal myefopod-
esis (a5 deermined by the hwman andiogen eceplor gens
palymorphic marker clonality assay) (reudts not shown), These
resubls support the hypothesds that some cases of tnee ET might
be related to other molecular defects, as already has been
surggesbed in the lite ratune,

In owr experience, all ET patients with [AKZ VBI17F in
penipheral blood pranulocytes camy the midation in the
platele-megakaryvocytic lineage. This is the lineage predomi-
pantly frvolved in ET and indicates that in ET ihe mutation
shoad e B seanched by mone sensitive technigues and direcily on
plateleds.

In conclusion, our study describes the presence of JAK2
VBIFF in all myeloid cells inchading the megakanpocytic
lineage, These residis strongly suppom the implication of
different myelopoietic cell lineages i ET and confirm the
higlogical heterogeneity of this disease.
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Zreta-msociated protein 70 ZAP-70) is a {-chain, CD3-receptor-
associatied protein byrosine kinase (PTKD that is critical dor
initiating T-cell signaling. Relatively little is known with regard
to its function in B cells, althowph thene is evidence that ZAP-70
rtay enhance signal transduction via the B-cell receptor comples.
In chronic lymphocytic leademia (CLLY, the prsence of > 20% of
TAP-TO-positive CLL cells detectable by flow ofometry was
foumd to comdate with rapid disease progression and shorter
overall survival in stage Binet A patients,' High level of ZAP-T0
expression also has been associated with a relative lack of
somatic mAations in the varable regions of the Irnmurngnhulm
heavy r:hnn gene (V) which is an established prognostic marker
for CLL? Several recent studies have confirmed that ZAP-70 is
expressed i a subset of mantle cell lymphorna (MELEY In this
study, we amed 1o determing if ZAPT0 camies any clinical
spnificance i newly dingnosed MCL patients.

Immunohistocherisiry wis employed 1o assess ZAP-70
eqre-mm in B4 MCL twmoes, The clindcal charmctenstics of
these patients are surmman zed in Table 1. All cases wene newly
diagnosed and collected between 1994 and 2003 at the
Department of Laboratory Medicine and Pathology, Cross
Cancer Institute, Treatmend doe cach MCL patient was deber-
mined deering our weekly lymphoma conference based on
o instititkonal treatmem protocol. For fist-line treatment, 32 of
the 4 patients received CHOPbased (eyclaphosphansich,
doxoniicing vincristine, prednisone) chemotherapy, 15 had
chlorambucil-based chemotherapy, and five mosived other
reatments sich as proteasome inhibitor PS341 and flavopi odol,
The diagnosis of all MCL cases was based on the criteria described
in the World Health Organization Classification Schems; all
cases were positive for CO5 and'or CD43 and oyclin D1, and
negative for CD23. All tssues were routinely processed,
torrralinefixed and parsifin-embedded. All b four cases had
the small cell morphology. Three of the remaining fowr cases
were blasoid MCL. The mombology of the other case was
compased af diffuse areas of small lmphoma cells admixed with
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Gene expression profiling diiliniuishes JAK2ZV617F-negative from JAK2ZV617F-positive

patients in essential thrombocythemia
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To explore the gene expression signature In essential throm-
bocythemia (ET) patients in relation 1o JAKIVEITF mutational
slatus, expression profiling in circulating granulocyles was
ET were studied by microamay analysis and
the results were confirmed by mal-time quantitathve RT-PCR
in 40 ET palienis, nol recelving eytoreductive treatmenl A
heterogeneous molecular signature characterized by two main
gene expression patterns was found: one with an upregulation
of inflamma genes melaled 1o neutrophll aclivation and
hrombosis, the other with signiticantly lowes expression of
these genes. Supervised clustering analysis showed 30 genes
differentially expresssd between JAKIVEITF-negative and
JAKNG1TF-positive ET patients, Amang the JAKAG1TF-nega-
thve, a &6l of 14 genss [CISH, C13arf18 CCLI, PIMT, MAFF,
SOCSS, 102, GADDSSE, KLFS5, TNF, LAMES, HAH4, TAGAP and
TRIET) showed an abnonmal expression pattem. In this group
ol patients, CISH, S0C52, SOC53 and PIWT genes, all invaled
In JAK-STAT signalling pathway, presented a lower sxpression,
A two-gene predictor model was bulll comprising FOSE and
CISH genes, which were the best discriminators of JAKIVE1TF
siabus, In conclusion, JAKAG1TF-negative ET patients present
a characieristic gene expression profile, different from
JAKIVG TF -positive Other pathways, bealdes JAK-
STAT, might be implicated In the pathophysiolegy of
JAKZVEITF-negatlive ET palients.
Lewkamia advance onlina publication, 15 May 2008
oo 10, 10880 2008 112
Keywords: essential feombocythamia, ALIVE1TF, pane
aaprassion profling: real-ime quantitafva RT-PCA

Introduct ion

BOR-ABL-negative myeloproliferative disonders (SPDs) incluwd
ingt polycythemia vera (PV), esential thrombaocythenmia (ET1 and
primary myelofibmosis (PMF) are charactenzed by a clanal
expanson of a multipotent haematopoietic progenitor cell, ET is
a heteropeneous entity characterzed by inoreased bone mamow
megakaryocyles, persistent thrombocytosis and an increased sk
of  thrombohaemorrhagic complications.! Recenlly, the exis-
tence of the JAKIVET7F mutation has been reponed in a high
propodion of MPD BCR-ABL-negative patients (90% of PV,

Corregpondence; D L Aorensa, Laboraton chrﬁmhg'u Ilﬁn.:ml':lgif:a,
Servis ce Patologis-GRETNHE, Hospatal del Mar, P Masition,
530 Harcelona GRO0G, Spain.
E-miail: epuigdecanetdimimoes
Flrrriwﬂ-l-l Juby 2007; rrvised 2 Apeil 2008; accepted 4 April 2008

50-604% of ET and PMF patients).*~ Although the description of
the JAKZVETTF mulation has provided importan insight into the
pathogenesis of PV, ET and PMF, the molecuar abnosmalities
associated w0 JAKIVE TF.negative  BCR-ABL-negative  MPD
rertain unknown. Regarding ET, JAKIVE17F-positive patients
presend clindcal features resembling the PV phenotype, in
contrast i JAKIVETTF-negative ET patients, and acconding bo
this observation, wo molecular distindl sebilypes of ET have
been proposed.” The corstindive kinase aclivity of VB17F
mulation causes oyiokine independent actvation of ihe [AK-
STAT, PIBK-AKT and Ras-MAPK pathweays. This multiple path
wlly activation results in the independence or hypersensitivity of
I'mﬁ.\l:‘rl'n:it'l.ir.' prrogeniors o numensus cyiokines, a hallmark
of MPTL Recently, mutations invalving ema 12 of the JAK2
penet in PV and MPLWS15L mutation in approcdmately 10%
of JAKIVET7F-negative PMF and in a smaller proporion of ET
have been mpurtﬂd."' However, in monre than 0% of ET
patients a molecular marker is stifl lacking.

Glodal gene exprission analyss has been used as 4 powerful
ol o provide insight imo the molecular actiology  of
haematslogic malignancies. Granulocytes with altersd gene
expression have been detected in PV """ and new markers have
been dedined in relation o ARG TE." Recently, distinct gene
expression subclasses in ET in relation o JAKIYOTFF statues have
been described by ising cONA microamays.'

Our aim was 1o characterize the pene expression prodile of
perpheral biood granulocytes in ET wsing whole genome
oligonuclentide microarray technology and real ime quarntita
tive RT-PCR. The abjective was 1o extend the st of markens {or
ET and analyse the relation between geoe expressicn dita,
IAKZVEITF stahes and clinical manifestations of the disease.

Patients and methods

Fatients

A total of 40 cases 28 women12 men) with a median age of
54 years (rarging from 31 w0 85 years), diagrosed with ET
according 1o the WHO criteria (2001), who had never eceived
cytoreductive treatment wene studied, At the time of diagnosis
four patients had presented thrombotic events and three pafients
had shown haemorrhages. Among the 40 patients, 52 presented
at least one of the following clonality markers: JAKIVE1TF,
pasitivity for HUMARA assay and myelodd endogencus growth,
JAKIVEIFF was detected in 52.5% (21/40) patients, always in
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1
heterorygosity, with a percentage of mutant alleles ranging Each microarray was hybridized with 750ng of each
from 7.8 to 4007% (mean of J8.3%). Among the 17 out of 28 amplified cREMNA labelled with Cy5 or Cy3 at & specific activity
infarmative women, seven showed clonality by the HUMARA  between 7 and 15pmolyg. Duplicate hybridizations were
wsay. Out of 40 patients, 26 showed endogenous myeloid  pedormed for each comparnison with dye swapping to control
grivwth (eBFU-E andfor eCPU-MEL Ona of 19 JAKAVBITTF- for possitde differences in the incorporation rate of the Cy5
negative patients, 11 presended HUMARA clonality and'or and Cy3 fiorochromes. Microarray expression proliles were
myeloid growih. Therefore, oaly eight patients did obtained wsing Whale Human Genome oligonuclestide mico-
not present any clonal madker, We analysed the association armays (GA112A, Agilent), comprising 41 000 60-m oligonuclen-
between presence o absence of JAKDVOITF and clinico-  tide probes, most represented as single spots, using the protocol
biological data from all patiends (Table 1), Ten healthy  recommended by Agilent with 55C-hased washes,
individuals {5 women'S men) with age ranging from 25 to 58
yirars and with a normal blood cell count were wed as assay ; - : . ;
validation controls, The study was approved by the local ethics Sq'm"m‘g.ﬂdﬁ:gg;:;,:s' Flmn.-sl:ﬂrnl Y S :?;I"d
commitiee and written informed consend was obtained from all =~ o B2 Ffrﬂ ; i il SIS P vt
: . Ao extracted and quantified using Genepix 6.0 (Molecular Dvramics),
pailenis, ScoRing Ao dhe Declatidn of Kietnkd. Only spols with signal intensities twice above the local
background, ol satwated and not flapped as abserd by
Genefix, were considered reliable amd used jor subsequent
RNA extraction analysis. Normalized log2ratios were scaled hetween arrays 1o
Wenous hlood (20 mi) was collecied in ethylendiaminetetraace- make all data comparable. Siatistically significant differences in
tic acid (EDTA) and Immed-iatelyifn:-cmisd. Gramudoo yies wene fene expression were determined by computing a Bayesian
molated as previowsly described™ and total cellular RNA from — siatietic wing all log2ratios from replicate hybridizations
'3""""'.“":”7-'"'3 was isolated from 10 x 10° granulocytes using a Target genes were considened as differentially  expressed
puanicinium thiocyanaste-based method (Ulmspes; Biolecx  when their empiical Bayes statisiic B was higher than 15
Laboratories, Houston, TX, USAD following the protocol (B mank=98%). All quantitative and statistical analyses were
suppliied by the manufacturer, peromed wsing MMARGE tool, a web implementation of the
RMA quality was assessed by nancelectrophoresis wsing the imma package in the R enviroament''*
MNano lab-on-a-chip assay for tolal ewdaryotic RNA (Bioanaly zer, Supervised classification of ET samples inlo categories
Agilent Technologies, Palo Alw, CA, USAL Only samples wilh  5ccording to clinical and biological parameters hased on gene
BMNA integnty number =7 were sifsequently used in micro. expression profiles was pedomed wsing standard two-tailed
array experiments. Stuchent's test using the ttest function from B (hitp:wasw.cran.,
r-projectong] and was wsed o determine siatistical significance
of difierential pene expression. Gene Ontology lerms for
Microarray amalysis annotated geres and common pathways were analysed wsing
RMA labelling and hybridization, In each experiment,  the Ingenuity Pallwayvs Analysis software (Ingenuity Systems
ENA obtained from granudocytes from a single ET patient was  Inc) and the FATIGO+  pene  ontology-based  applic
compared with a pool of granulocyle RNAs from 10 healthy  cation (hitpeifatigo. biinfo.c nio.evbioinio’). " The differentially
individuals. Total ENA (500 ng) wire meverse transcribed inte expressed  gene let were linked to the [nemet  genomae
cDMA and amplified by in vitro trarscription in the presence of  databases (that is, GeneCards, GenBlank, Swiss Prot, Online
ilsorescent-labelled CTP wsing thie Low Input RNA Labelling and Mendelian Inheritanoe in Man),
Amplification Kit from .h@ilnnl following the mamufacturer’s Microammay data have been deposited in MCBIs Giene Expiness-
insinections. ion Omnibas (GEO; hetpedhwww.nchinlne.nih. gov/projects/geo’)
Table 1 Main clinico-biologcal data at diagnosis of the 20 ET patients in relatson 0 JAK? @atis
LANET FF-poslive n=21) SERET TFeragalve = 18] Plevrhae
Aga® 52 (=76 55 (35-85 ]
Sax 1575 13FBM ]
Platslets | = 107 per §* 71828 (1235 60} B32.61 (£243.08) A
WEC { 10" par 1 0.12 {£2.57) 7T (2150 a7
Hasrmaglobsn {g per 100 mll” 186 {2 1.4) 135 (1.6 NS
Inzraasad LOH ¥ 5ha NG
LA indax” BT (30065 5564 (£ 16.28) o002
Eplencamagaly L leq 1719 WS
Themarbobe avenls 2 M8 hS
Hasmomhago avenis o2 e hG
Cardicversculer mak Boiom 1721 B8 hS
9% JARZVENTF alleles® 20.3% (V.80 %) = A
HUMARA, clonalty v 510 WS
Myeloid endogenous growdh (8BFU-E andfor aGRLU-ME) 18721 a8 0.015
#BFL-E w2 18 0,001
el UM 16521 818 ez
Incmesad PRV 1020 118 0,003
Abbeedations: sBFU-E, enyhvosd endogencus grossth; eZFU-MEC magalenooic endogenous growih; ET, essantial thromibocytherma; F, lamals;
LAR lsucocyle allalns phosphatess, [ DH, leclals deheimgenasa; M, mas; WA nol appcabls; WS nod stalislicaly sagnibcant.
sl vahus rangs) B rapartad,
Phdaen valus (259 8 raporiad.
Lesukemin
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and are accessible through GEO Senies accession namber
GSE11003,

Real-time quantitative RT-PCR analysis by TagMan fow
densily arrays

O the basis of array resulls, we evaluated expression levels
of selected genes by real-time guanbitative RT-PCR analyses
using the TagMan Low Demity Arays (DA platform, Applied
Biosystenis, Foster City, CA, USA) in all patients. cDNA was
reverse transcribed from todal BNA with random primers using
High Capacity cONA Archive Kit (Applied Biosystems), as
describved by the manufacheer. Taghan PCR reactions wene
pedormed on cONA samples wing the TagMan Universal PCR
Master Mix [Applied Biosysterns) according o the manutac-
fwerer’s inatructions, and Muorewcence was detected in an ABI
PRISM 7200 HT (Agslied Biosystemsl Cycle thrshold (G
valuwes wene caloulated by the ABI PRISM software, and relative
gene expression levels wire expressed as the difference in G
values (AG) of the target gene and the geometric mean of the
theee howsekeeping genes: 55 rBNA (evkaryolic 185 nbosomal
RNAL GUSE (ghecwonidase, bela) and GAPDH (glyceralde-
hyide-3-phosphate demwdmgemse-].*" AT values wene calou-
lated for each sample wsing the mean of s A sublracted
froem the mean A, value measened in the pool of the 10 healthy
subjects, comidercd as a calibrator. Gene expression quantili-
cation was achieved wsing the comparative & method for
relativie eprantification, in which the amount of farget is
expressed as 2 AACL W designed two difierent LDA platonms,
contuning 96 and 48 assays in dugdicate, which were selected
according to the microarray msults (wee Supplementary Table 1
and 21, Supervised classification of ET samples based on real-
fime quantitative ET-PCE results inlo categories according 1o
clinical and biclogical pammeens was pedonmed as deschbed
abave (Microarmay data analysis),

Statistical analyses of the clinical and hiological data

Statistical analyses of the clinical and biological data and their
relatinship with the pene expresson data wene pedormed using
the SPS512 (5PS5 [nc., Chicago, IWinais, USAL Differences
between nommally distribieted group data wene analysed by the
unpaired Stedend’s test, as well as one-tactor analysis of
variance ANOVA) and nonparametric 1ests when apawopriate.
The -test was used to compare categorical variables among
proups. Statistical significance was considened when P<0.05,

Predictor modelling

Precicior model was constrected on a training data set and
evaluated on an independent fest dala sel. We used the
misclassification penalized posterior alposithm (MIPP).! ARPP
i5 based on stepwise incremental classificaton modelling for
discovery of thee most parsimanios prediction madels. Model
training, was pedomed wing dfferent clasification algodths
inclding linear diseriminant analysis, quadratic discriminant
analysis, suppor vecior maching leaming and logjstic repression.

Resulis and discussion

Global gene expression patterns in ET

A, foww-chart describing the desipn of the entine studly is provided
im Figure 1. Analysing the microarmay data from the first 30
patients studied (patients 1-20], a common gene expression
signature was found in 17 out of 20 ET patserts [patients 1-17)
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compared 1o the healthy controd pool. The ather three patients
ipotiets 18-20) showed a different gene expression pattenm,
being independent among them, and wene considensd outliers,
The signature of the fint 17 patients was composed of 124
upregulated and 14 downregulated genes, with  >2-fold
changes over control granulocyies.

Applving Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity Sysiems,
wiwaw inpenuity.com| of the 124 upregulated penes, 43 were
implicated in the immune msponse (P<0.0003), 39 of them
were involved in the development and function of the
havmatslogical system (P<0U0005) and 34 wene related 1o
cancer (P 0.0004), We sudied common pathways for these
genes, detecting bwo main networks related 0 the immune
response (P=0.05)., One imporant network comprised 24
poenes, among which TNF and IL- 1 werne overexpressed. These
penes are the main infixlors of the immune and inflammatory
responses. Another network more related o haematological
development and function comprised 39 overexpressed penes.
These genes wene directly involed in nevtroghil chemotaxs
(CXCL2, PPEF, CCI4, COLE CCL20 and COLZTY, reutrophl
adhesion (FCAMI), complement and coapudation mediators
(PLALY, plasminogen activator, urokinase, and FLALR, PLAL
receptor] and other relevant molecules, such as O8M, PTGSE,
ETS2, €083 and FONT, These findings suppest that there is an
activation of the immune response in ET patients over healthy
contnals,

We selected a sef of 96 penes, including 81124 of the most
wpregulated and 914 of the most downmegulated with functional
annotation (compesing all the above referred genes), 3 other
penes previowsly described as associated with MPDs (CD44,
MNFE? and ANKRDIS,"""™ and 185 fRNA. GAPOH and
GUSH penves as nows contmls. This set of 96 penes was
valiclated by real -time quantitative BRT-PCR in the same cobort of
20 patients previowshy sudied by microarmays. The concondanoe
between the two asays, calculated wving the Spearman
correlation test, was high for most of the genes validated, witlh
a mean conelation coefficient across 17 samples of 076
5.0 = 0,06 Subsereently, 20 additional ET patients [patients
21400 were stuchied wsing the 96 pene custom desipned LDA
platforr, expanding the series 1o 40 patients. A hierarchical
chstering of the gene expression data of the 96 genes in the 40
patients studied showed a classification ino fwo main groups,
The fird one (groep A) comprised 18 patients, showing the
commen expression patterm found in the microarray data (which
was characterized by 81 genes upregulated and 2 down-
regulated, in relation 1o control granulocytes). The other cluster
tgroup B included & set of 22 patients. In this chster two
subgroups were observed: one of them (group B.1) compeised
9 patients and the other (growp B.2) incleded 13 patients,
Concerning expression data of the different patient clusten
roups A, B and B.2), one-factor ANOVA 09 confimmed a
progressive decrease in expression levels of cenain genes in the
three respective clusiers | with F ralioz= 33 were ARLS,
OO, COl4. a3, CXCL2, DUSFP2, FEDNT, TCAMI, ILTA,
HLIRN, KLF10, MAFF, NFKBIZE, FLAL, PLEK, PLEKHGZ, PLKZ,
PTX3, TNE, TNEAIRZ, XBP1 and ZFFI6). |n addition, the same
test confirmed that the nine downregulated genes in microamay
analysis [APIMI, ARRDCI, C4BPA, CION, DOXZE, SOLH,
SON4, TROC, ZNF2IT had similar expression levels in the
patients studied, as some other genes such as B2AL COL23,
CO44, WNBN, NFE2, RABGEFT and REF0. Cluster data are
shown in Figune 2.

We did not find any statistically significant association
betwesn the two cluster-devived patient growps and the clinical
and biological parameters described in Taldle 1. Howewver, three

Leuikernin
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MICROARRAY ANALYSIS (20 ET)

Gana sxpression analysis of panphail blood orarulocytas of 20 ET patients
oomga rad with a pool of granidocyta RMAS from 10 haalthy donons

Vel Hiiwih s Fudives 24 L B ik

A1 000 G cgorakeotis parbes)

(T2, Aghert Tichanbosges] com|osing

L 4

UNSUPERVISED CLUSTERING

Coommon gena axprasson profla in 17520
palianis

- 124 upraguiatad =2-4nid changes oves

SUPEAVISED CLUSTERING

JARZVEN TF-positve v, JAKZVE1TF-nagativa
(et 097, ot Gyt 35)

- 40 panas difarantialy axprassad

REAL-TIME QUANTITATIVE RT-PCR (40 ET, 20 previousty aralyzed by
Moty anakysis ard 20 new paents)

Vakdabon of ha microaray resulis usng resl-ims quanslatva RT-PCH wilh
Taghlan™ Low Dansity Amays (LOA)

Hi gene LDA platiorm:
Bi/124 of the mest upreguated and
W14 of the most downragulated
Ganes associalad with MPDa: CDdd,
NFEZ and ANKRD1S
5 conlrols: 155 rANA,
GAPOH and GUSE

-ll gene LDM platicrm:
40 diflarenBally exprasssd ganas
- Jdhar genes imolvad in JAK-STAT

SUPERWISED CLUSTERING

30 genas difarentially axpressed in JAKZVE1TF-
posiiva ve. ARG TF-nagaliva (paoos
- &2 ganes from the 86 gena LDA plaborm
= B ganed from tha 48 gane LDA platiorm

PREDICTOR MODELLING
- traning sat (26 samples)
- tast el (12 samples)

Two.gena pradicior of JAKEVETTF slates
{CiSH, FOSE)

Fgure 1 Flow-chart describiing the design of the study.

cud of four patients thal presented thromBotic complications
were included in group AL Moreover, 76.9% [10/13) patients in
gronm B.2 were JAKRG17F-positive,

Besides, an overexpression of NFEZ and downregulation of
ANKRDIS has been described in PV Inoour nesults, the
expression of MAED and ANKRDIS genes s not aliered in ET
patients and is similar o healthy controls. We defecied an
upregulation of COMY in ET patients. also previoasly reporied in

Lisuknamdn

P p.]n'enﬁ." CDdd 5 an adhesion molecule involved in cell-
cell contact between progenitor cells and stromal cells and
might thenefone be imponant for haemoporsis, in proliferition
of progenitor cells and nveloid differentiation,™ as well a5 in
the pathophysiology of bone marnow fibmosis *

It is remarkable that some overexprssed genes in grous A in
relation bo group B are involved in the immune response. An
activated neutrophil phenolype has been described by Falanga
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Figure @ Gone expression peofiling im 40 sssential thiombooyibemia [ET) patients using the 96 TagMan Low Density Amays plakform (LDA).
Among ihe 6 pers pusayed fene epression data of &7 geres i shown, The mest of assays data are rod shown because in six ot ] (C1QC,
CWNGET, HLA-G, LIS T, MTIA and PHACTRTY no amplification was detected in ary of the samples studied, and thiee genes (185 rfiNA, GAPDH
aned CALISE, wnzne winrd 28 endogencus controds, A hierandhical clustering (Euclidean distunce Complete Linkage) o the gene spression data of e
TG geanes in <0 patients studied showed a classificalion 1Mo bvio main groups: A and B. In this cluster B tvo sutsgroups wisne observedt B.1 and B.2.
The columns repritsnt ndividual patients and the rows repressnt specific genes. The epresion values ane the log2ratios bebwesn every patisnt
andl the corro! pool. Grey squanss depict massing daka poinls
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et al™ in ET and PV patients. These authors have proposed a
probable role for leucocytes in the thrombosis of ET. On the
other hand, a high monocyle and platelet activation has been
reported i BT patients with thrombosis ™ In this sense,
activated levcocyvtes and platelets could contribute 10 the local
injury of the endothelivm by engagersent of adhesion receptors
and relexse of proleases or cyfokines resudting in coagulation
activation, Taking (hese results into account we could
hypothesize that the ET expresion pattem fownd in group A,
with overeprision of genes involved in the immune response,
could primarily alfect thrombesis mechanisms,

Gene expression palterns in relation lo JAK2VE]7F
Supervised clustering of the microamay data of the 20 ET
patients, showed some genes differentially expressed in
JAKZVE17F-positive versus JAKZVBEITF-negative ET. Most of
these genes showed little expression differences in relation 1o
contrali.

We selected 40 of these genes, applying a cudofi based on the
Bavesian moderated Hest (using Limma package.” P=0017;
fold change=>1.35 between the JAKAGITF-postive and
JAKZVE17F-negative patienis; and we designed a new LDA
platform with 48 genes that included the 40 differentially
enpressed genes and the SOCST, SOCST, CONDT and BOL20
genes which are directly or indirectly related 1o the JAK-STAT
pathway. The 185 iRNA, GAPDH, GUSE and HPRTT (hypo-
xanthine phosphoribosyl-transterase) genes wene wsed as enda-
gienous controls, Using real-fimse quantitative BT-PCR, this set of
48 genes was validated in 1920 patients previously studied by
microarrays, and tesied in 19 addithonal ET patients. A t-test of
the gene expression data of the 38 ET pavents confirmed the
differential  expression  between  JAKIVE]FF-positive  and
JAKIVE 7F-negative patients in B8 genes studied (P<0L052):
CISH, Cl3erfl 8 CO44, PIMI, SO0C52, SOCS3, HRMHY, BATE.
Among these eight genes, four wene induced by the JAK-STAT
pathway in resporse b cylokines: CISH (cylokine inducible
SH2-containing protein), SOCS? (suppressor of cytokine signal -
ting 23, SOCST {suppessor of eylokine sigralling 31 and P
(PIMT oncopene),”™ SOCS2 and S0CS3 were ovenexpressed in
JAKIVBI TF-positive ET and no differences were foend between
JAKIVEI 7F-negative ET and controls. C18H and PIMT expres.
sicn bevels in mutated patients were similar (o controds, whensas
a downregulation was found in JAKIVE17F-negative ET patients
(Table 2. These have been described as tamgets of the
STATs isignal transcducers and activators of transcription). CISH,
SONCS2 ared SCRCS3 are SCKCS family members thad are activated
by STATs These three a5 weell as PIMT act as negative
regulators of the JAK-STAT signalling  pathweay ™ As
JAKZVBITT causes condlidive activation of the JAK-STAT
signalling in haematopoietic cells,”® it consequently activates
several negative fredback systems, mainly including members
of the SOCS family, which initially might act 1o suppeess the
tumour promoting effects of the MAKVE17F mu:ngene-.n The
activation of the negative feedback of |AK-STAT pathway could
explain the higher expression of SOCS2 and SOCSF detected
in JAKIVEN7F-positive ET. The lower expression of these two
genes in JAKIVEITF-negative ET indicates that there is no
activation of the [AK-STAT pathway in these patients. The
finding of similar expression levels of CISH and PIMT in mutated
patients and controls coadd e explained by a perwred
expression or imbalances in the megative fecdback system ol
the [AK-5TAT pathway. Simdlady, a recent study in MPD
Philadelphia positive patients has described that BCRABL
signalling activates several negative feedback regul sory systens

Lt knamdn.

(such as JAK-STAT inhibitors). " This efiect might be overcome
by increased BCRABL signalling or by signalling via additional
or allemative pathways, which sulsequently causes an in
creased signalling in the JAK-STAT pathway. Moreover, Verdier
et al" described that the overexpression of STATS overcomies
ihe inhibitory eifects of CISH on endhropoietin signalling. To
our knowledge, this is the first tirse that CI5H and SOCST have
been described 10 present  differend  expression  between
JAKVO17F-negative  and  JAKZVETFF-positive BT patients.
Conceming o the relative differential expression af SOCS2
and PiMI, our results agree with those recenily meporied by
Schwemmens of al'® These authors revealed two distinet gene
expression subclasses in a seres of 16 ET patients in relation to
JAKNVGEIFF status, by wsing cDNA microamays (home-made
plativem) analysing a reduced set of genes (7497 genes),

Regarding the other four differentially expressed penes, a
higher expression of BATF (basic leucing zipper transcriplion
facior, ATE.like) amd CDGd (CO44 molecude] was detected in
JAKIVE1 7F-pasitive vers JAKIVET7F-negative BT patients,
C 1318 (chromosome 13 open reading frame 18} and HRHS
(histarine H4 recepton were downregulated in JAKIVETFE-
negative patients. Interestingly, Cildow18 expression was the
besi marker io  discriminae JAKNETTF nepaive  from
JAKZVE1 7F-positive and controls (Table 2.

On the other hand, when we applied a faest (o the data
obtained on the 96 gevws LA platiorm, we found 22 genes
differentially expresed  between JAKIVE] TF-pasitive  and
JAKIVE TF-megative patients (P<0.05) All these 22 penis
presenbéd a lower expression in JAKIVG T TF-positive patients.
Interestingly, the same sef of genes was l:h:lwrlmgulatnd in the
B.2 groags of the unsupervised clustering obtained from the 96
genes LA data that had a majonity of cases carrying the
JAKIVE17F mutation. These findings suppon the hypothesis thi
there s an effect of muiational status of PAKEVETZF on ihe
gramdocytic expression profile of ET patients, in agreemsent with
olber studies.'

This sef of 12 genes, logether with the 8 previously defined in
48 penes LDA, established a groap of 30 genes that showed
different expresion in relation 1o JAKNVETTF status (Table 2),

A sel of genes predicts the JAK2V6 1 7F mutational status
Growping mealdime PCR mesults from the two LDA custom
designs (137 genes plis 4 endogenous confrols) we sought to
ob@in 4 gene expression  signature  that  differentisted
JAKZVE1 TF-positive and [AKIVET7F-negative ET. The predictor
model was constnecied on the iraining data set (26 samples) and
evaluated on an independent fest data sef (12 samplesi. We
perdormed an exhaustive sequential search 1o select the genes
with the lowest emor clasification in the Iraining sel and
optimal prediction power in the independent set. Applyving
successive nens of MIPP R package, wsing linear discriminam
analysis and the sefiings (nseq =20, nasplit =100, niokd =10,
rsplibeval =100} and changing the number of preselecied
genes fusing percenieul parameter), two models with an ermor
e v than 20096 in test 2ot were selected: the firt model was
a three gene predicton, inchading CISH, FOSH (FB1 munine
osemarcoma viral oncosene homologuee B) and SOCS2, with
validation ermor rates of 15.38% in the training st and 16.67%
in the test set {pencent.od = 0.3), The second model, compeising
only the genes CISH and FOSE, yielded an ermor rate of 11.54%
in the training set and of 1667% in the mest sl
ipercem.ot =0.02). I & noteworthy that the two genes with
highest predictive value were consistenily recovered in all
predicior models (Figure 31 These results highlight the power of
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CisH and FOSE for the dscrimination of ET patients according
to JAKIVEIFF status. CIRH s a negative regudator of the [AK-
STAT signalling pathway and its expression could be altered by
JAKZVEITE. FOSE is an oncogene involved in the regulation
of progression through cell cycle. FOSE upregulation in ET
JAKZVB1 TF-negative patients may indicate its implication in the
molecular pathalogy of this growp of ET patients. Interestingly,
the differential expression of this w2t of penes in JAKVETFT-
negative patients could be wselul 1o identily ather pathways
besiches |AK-STAT in the pathogenesis of ET.

Gene expression signature in |AK2 Vo1 7F-negative
patients

Among JAKNG17F-negative ET patients (that represent approxi-
malely 50F% of ET), a proportion of them do nol present any
clonal marker, such as HUMARA clonality or endogenous
miveloid growth, It would be interesting 1o find new biological
markers that could characterize this group of patients, In our
stdy, wer defined a set of genes differentially expressed in
TARIVE) 7F-negative ET patients verses fAKIVE17F-positive and
contrals. Amang them, the following showed an
abnommal expression pattenn (with=15-0ld changes over
control grandocytes) in JAKAVE17F-negative patients: C15H,
C1 3wl 8, CCL3, PIMI, MAFF, 830053, 102, CADD4SE, KILFS,
THF, LAMBS. HRH4, TAGAP and TRIBT (Table 2}, Noleworihy,
the expression of ihese penes was not alieved either in
JAKIVE1 7F-positive ET patients o in conbrols. The [demtification
of a chamctenidic pene expression signature in this group of
patients is worhy of comsideration to identify other signal
transchection pathways besices |AK-STAT involved i the
pathopenesss of ET.

In conclusion, our resudis showed 3 helerogeneous molecular
signature in ET patient characterized by twoo main gene
expression patters: one [group A) with an upregulation of
inflammatary markers that could panicipate in nestrophil
activation and thrombosis, and the other (group Bl with
significantly |ower expression of these genes, Interestingly, we
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Figure 3 l::ln-g.ram showire, the relative expression of CI5H and FOSE
verass the comred pool in the taining data wet 126 wrl,'llﬂ-. 13
MU&!?FINIM! and 13 JAKIVED T Fnapatived and -
dent test data set (12 samples; 6 MKE\J‘E.I.‘-"F-pmuwc and &
JARZVEN TF-negativel, Thess genes show a good separation between
the twio JAKZ stasis grocgps.

Lt knamdn.

found a group of 30 genes that showed a different expression in
relation to JARKVE1TF stats. Among them, 2 set of 14 genes
(C15H, C1 3018, OCL3, PIMI, MAFT, 50053, 102, GADDASE,
KLF5, TNF, LAMEBS, MRM4, TACAF and TRIBT) showed an
abnormal expression  patten only Bn AKVETPF-negative.
Remarkably, in this group of patienls CISH, SOCS2, 5053
and PIMI presented a significant lower expression, all of them
involved in the |AK-STAT sigaalling pathway. A two-gens
predictor mode] comprising FOM and CH genes, which were
the best discriminators of JAKIVEITF saates, was built. The
identification of & gene expression signature chamcteristic in this
aroum of patients is intenesting 1o identify sher Sgnal transduc-
tion pathways besides JAK-STAT invalved in the pathopenesis of
ET. These data would provide new biological markers that
characterize JAKAGTTF-negative ET patients. Additional biolo-
pical investigations are required o confirm these resulis,
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