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1.1. NEOPLÀSIES MIELOPROLIFERATIVES 

Les neoplàsies mieloproliferatives (NMP), descrites per Dameshek el 1951, 

constitueixen una de les cinc categories de malalties mieloides, d’acord amb el sistema 

de classificació de neoplàsies hematològiques de l’Organització Mundial de la Salut 

(OMS) (Swerdlow i cols. 2008) (Taula I1). 

 

Taula I1. Classificació de les neoplàsies mieloides (OMS 2008) (Swerdlow i cols. 2008). 

_____________________________________________________________________ 

1. Neoplàsies mieloproliferatives 

2. Neoplàsies mieloides i limfoides amb eosinofília i alteracions de PDGFRA, 

PDGFRB i FGFR1 

3. Síndromes mielodisplàsiques/ Neoplàsies mieloproliferatives 

4. Síndromes mielodisplàsiques 

5. Leucèmies agudes mieloides 

_____________________________________________________________________ 

 

Entre les NMP trobem les clàssiques, conjunt que engloba la leucèmia mieloide 

crònica (LMC), caracteritzada per la t(9;22)(q34;q11.2) que genera el gen de fusió 

BCR/ABL (Breakpoint cluster region/Abl oncogene) originant el cromosoma Filadèlfia, i 

les NMP anomenades Filadèlfia negatives (Ph-). Aquest últim grup inclou la policitèmia 

vera (PV), la trombocitèmia essencial (TE) i la mielofibrosi primària (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 característiques clínicobiològiques. 
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Taula I2. Classificació actual de les neoplàsies mieloproliferatives (OMS 2008) (Swerdlow i 

cols. 2008). 

_____________________________________________________________________ 

-Leucèmia mieloide crònica, BCR/ABL positiva 

-Policitèmia vera 

-Trombocitèmia essencial 

-Mielofibrosi primària 

-Leucèmia neutrofílica crònica 

-Leucèmia eosinofílica crònica  

-Mastocitosi 

-Neoplàsies mieloproliferatives no classificables 

_____________________________________________________________________ 

 

Des del punt de vista biològic, les NMP Ph- es caracteritzen per l’expansió clonal d’una 

cèl·lula mare hematopoètica pluripotent, que deriva en un increment de la mielopoesi 

amb predomini d’una o més línies cel·lulars mieloides (eritrocítica, granulocítica o 

megacariocítica), amb conservació de la capacitat de diferenciació. Com a resultat es 

produeix una hipercel·lularitat medul·lar que ocasiona un augment del nombre de 

granulòcits, eritròcits i/o plaquetes a la sang perifèrica (SP). 

Des del punt de vista clínic, les NMP Ph- són malalties d’evolució crònica, que cursen 

habitualment amb esplenomegàlia, hipercel·lularitat medul·lar i increment dels 

recomptes hemàtics, freqüent eosinofília i basofília, hematopoesi extramedul·lar, 

tendència a desenvolupar fibrosi de la MO i complicacions trombòtiques i/o 

hemorràgiques. Són malalties d’evolució clonal amb potencial de progressar a una 

mielofibrosi, amb una hematopoesi ineficaç, o de transformació a leucèmia aguda 

mieloide (LAM). Aquestes manifestacions clíniques sovint es solapen de manera que 

diagnosticar el tipus de NMP pot resultar dificultós. En conseqüència, és important 
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considerar els símptomes del pacient per tal de preveure’n les possibilitats evolutives i 

establir una actitud terapèutica, sovint comú. 

Amb excepció de la MP, la patogènesi de les NMP es basa en un excés de la 

proliferació i expansió dels progenitors mieloides a la MO. L’origen d’aquest procés 

mieloproliferatiu són alteracions genètiques que apareixen en la cèl·lula mare 

hematopoètica i que sovint afecten l’activitat de tirosina cinases de les vies de 

senyalització de receptors de factors de creixement. L’activació anòmala d’aquestes 

vies confereixen a les cèl·lules progenitores la capacitat autònoma de proliferar en 

absència de factors de creixement. 

Les NMP Ph- no presenten cap marcador genètic característic, però el descobriment 

de la mutació puntual en l’exó 14 del gen JAK2 (Janus cinasa 2) (JAK2V617F) l’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 diagnòstic d’aquestes malalties, esdevenint un marcador positiu de 

NMP, tot i que no específic, ja que també es troba en altres neoplàsies mieloides 

(Renneville i cols. 2006; Atallah i cols. 2008; Schmitt-Graeff i cols. 2008). La mutació 

en la tirosina cinasa JAK2 (JAK2V617F) ocasiona una activació constitutiva de la via 

JAK-STAT i permet explicar, com el cas del gen de fusió BCR/ABL, el creixement de 

les cèl·lules hematopoètiques en absència de factors de creixement. Posteriorment, 

s’han descrit altres mutacions en el gen JAK2 (mutacions en l’exó 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), però cap amb la mateixa freqüència 

que la JAK2V617F. No obstant, les repercussions clíniques 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 l’alteració genètica causant de la patogènesi (Sans-

Sabrafen i cols. 2006). 
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En el present treball hem estudiat principalment la TE i també la PV, dues malalties 

amb trets clínics i biològics comuns però també discrepants. 

 

1.1.1. TROMBOCITÈMIA ESSENCIAL 

La TE és una NMP clonal que afecta principalment a la línia megacariocítica. Es 

caracteritza per una hiperplàsia megacariocítica medul·lar, un increment persistent de 

la xifra de plaquetes circulants (amb valors >450x109/L) i, clínicament, per episodis de 

trombosi i/o hemorràgia. La malaltia no es va considerar una entitat clínicopatològica 

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 freqüent però, amb la 

incorporació sistemàtica de comptadors hematològics, la seva incidència 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 freqüent de totes les NMP. 

Aquesta malaltia afecta majoritàriament a individus d’edat mitjana-avançada, amb una 

mitjana d’edat al diagnòstic d’entre 50 i 60 anys i sense predomini de sexes. Tot i així, 

hi ha un segon pic de freqüència als 30 anys amb predomini del sexe femení 

(Swerdlow i cols. 2008). 

 

1.1.1.2. Característiques clíniques i biològiques 

La TE és una malaltia clínicament heterogènia en la que gairebé la meitat dels casos 

són asimptomàtics i es descobreixen en una analítica rutinària.  

En l’exploració física només es detecta una esplenomegàlia moderada en menys del 

20% dels pacients, i per ecografia abdominal es pot evidenciar esplenomegàlia no 

palpable en el 50% dels pacients (Picardi i cols. 2002). 

Les complicacions hemostàtiques són freqüents i són principalment de tres tipus: 

trombòtiques, hemorràgiques i oclusives microvasculars. Les causes principals de 
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morbilitat i mortalitat són els episodis trombòtics i/o hemorràgics que apareixen amb 

freqüència en el curs clínic de la malaltia. 

Les complicacions trombòtiques és l’alteració hemostàtica més freqüent amb una 

incidència d’un 31-83%, variable segons les sèries clíniques (Griesshammer i cols. 

1997; Elliott i cols. 2004). La trombosi arterial és més freqüent que la venosa, i afecta 

principalment al territori cerebrovascular ocasionant fenòmens d’isquèmia vascular 

cerebral (Arboix i cols. 1997). Les complicacions vasculars oclusives s’associen a un 

risc incrementat d’abortament espontani i, en menor freqüència, retard en el 

creixement fetal, mort intrauterina i part prematur. Els factors clínics associats a un 

major risc de trombosi són l’edat superior a 60 anys, història prèvia de trombosi, 

tabaquisme, hipertensió arterial i hipercolesterolèmia (Cortelazzo i cols. 1990; Besses i 

cols. 1999). 

Les complicacions hemorràgiques greus són infreqüents i afecten principalment al 

sistema digestiu. La púrpura equimòtica i els hematomes són les manifestacions 

cutànies més freqüents (Van Genderen i cols. 1994). 

En relació a les complicacions oclusives microvasculars l’eritromelàlgia és l’alteració 

oclusiva microvascular per excel·lència en la TE. Es caracteritza per una sensació de 

cremor, dolor intens i envermelliment dels dits de les extremitats o de la planta dels 

peus. Aquest fenomen trombòtic microvascular és causat per l’activació i agregació de 

plaquetes en les arterioles distals de les extremitats (Michiels i cols. 1992). Les 

microoclusions de la circulació cerebral és un altre fenòmen freqüent en la TE. 

Ocasiona diferents simptomes neurològics, com trastorns visuals i cefalees (Jabaily i 

cols. 1993; Michiels i cols. 1993). 
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Proves de laboratori 

En l’àmbit de les característiques biològiques es realitzen diferents proves de laboratori 

i es valoren diferents paràmetres per tal de definir la malaltia: 

En relació als paràmetres hematològics el més característic en l’inici de la malaltia és 

una marcada trombocitosi (>450x109/L), de vegades acompanyada d’una leucocitosi 

moderada (<20x109/L) i una basofília també moderada, amb presència ocasional 

d’alguna cèl·lula mieloide immadura. La concentració d’hemoglobina i l’hematòcrit són 

normals. L’extensió de SP mostra agregats de plaquetes de morfologia alterada, amb 

anisocitosi plaquetària, plaquetes gegants, vacuolització i hipogranularitat. Es poden 

observar fragments de citoplasma o nuclis de megacariòcits circulants (Woessner i 

cols. 2000). Entre els paràmetres bioquímics que es troben alterats en la TE 

destaquen la hiperuricèmia i l’increment de la vitamina B12,  ambdós en un 15-20% 

dels casos, i un discret augment de la lactat deshidrogenasa (LDH) i del potassi, 

aquest últim causant d’una hiperpotassèmia espúria (Iland i cols. 1983). 

El mielograma d’un pacient amb TE es caracteritza per una intensa hiperplàsia 

megacariocítica, amb megacariòcits de mida gran i hiperlobulats, i uns nivells de ferro 

medul·lar i recompte de sideroblastes normals o disminuïts en la majoria dels casos  

(Figura I1A). 

La biòpsia medul·lar és normocel·lular o discretament hipercel·lular, amb conservació 

del teixit adipós i un increment de megacariòcits 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 I1B).  
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Figura I1. A. Aspirat de medul·la òssia d’un pacient amb trombocitèmia essencial, en el que 

s’observen megacariòcits de mida gran i hiperlobulats. B. Biòpsia de medul·la òssia d’un 

pacient amb trombocitèmia essencial, en la que s’observen megacariòcits formant agregats. 

 

El creixement de cèl·lules progenitores eritrocítiques i megacariocítiques en absència 

de factors de creixement, anomenat creixement endogen i detectat mitjançant la 

tècnica de cultiu in vitro de progenitors mieloides, és una característica diagnòstica de 

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

En l’àmbit de l’estudi de les alteracions genètiques o moleculars, el descobriment de la 

mutació 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 detecció 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 classificació d’aquests pacients, ja 

que han esdevingut marcadors diagnòstics, tot i que no específics, de TE (Renneville i 

cols. 2006; Atallah i cols. 2008; Schmitt-Graeff i cols. 2008). Pel què es refereix a la  

citogenètica, s’observen poques alteracions, en una freqüència d’un 15%, entre les 

que destaquen les trisomies 8 i 9 i les delecions dels braços llargs dels cromosomes 

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

 

 

 
A B 
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1.1.1.3. Diagnòstic 

Malgrat la detecció de la mutació JAK2V617F i altres mutacions en pacients amb TE, 

aquestes no són específiques de la malaltia i només hi són presents en un 50% dels 

pacients en el cas de la JAK2V617F i en un 3% en el gen MPL. D’aquesta manera, el 

diagnòstic de la TE continua essent d’exclusió respecte a altres neoplàsies 

hematològiques i a trombocitosis reactives (TR). Les neoplàsies hematològiques que 

poden cursar amb trombocitosi són la resta de NMP, les síndromes mielodisplàsiques 

(SMD) i les SMD/NMP amb trombocitosi (com l’anèmia refractària amb sideroblasts en 

anell i la síndrome 5q-). Les TR són conseqüència de la presència de neoplàsies no 

hematològiques, d’esplenectomia, de ferropènia i de malalties inflamatòries cròniques, 

entre d’altres. Aquests criteris d’exclusió van ser proposats pel Polycythemia Vera 

Study Group (PVSG) l’any 1997 (Murphy i cols. 1997) i modificats posteriorment per 

l’OMS el 2001 (Jaffe i cols. 2001), en els que es van incorporar dos criteris diagnòstic 

positius: 1. Trombocitosi persistent ≥ 600x109/L. 2. Biòpsia medul·lar que mostri una 

proliferació de la sèrie megacariocítica, amb un increment dels megacariòcits madurs i 

de mida gran. Actualment, el diagnòstic de la TE es basa en els criteris proposats per 

la revisió de l’OMS del 2008 (Swerdlow i cols. 2008), els quals incorporen la detecció 

de mutacions en els gens JAK2 o MPL com a criteri diagnòstic major i modifiquen el 

valor de recompte plaquetar a ≥ 450x109/L, degut a l’aparició dels marcadors 

moleculars JAK2 i MPL i a la consideració de la histologia de la medul·la òssia (MO). 

Aquesta última necessària per a diferenciar de casos reactius i de les MP en estadi 

pre-fibròtic i de les ARSA amb trombocitosi (Taula I3). 
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Taula I3. Criteris diagnòstics de la trombocitèmia essencial (OMS 2008) (Swerdlow i cols. 

2008). 

_____________________________________________________________________ 

Criteris majors 

1. Recompte persistent de plaquetes ≥ 450x109/L 

2. Proliferació de megacariòcits madurs i de mida gran 

      Absència o lleuger augment de la granulopoesi o eritropoesi 

3. Exclusió de la resta de neoplàsies mieloides, com LMC, PV, MP i SMD 

4. Detecció de la mutació JAK2V617F o altres marcadors clonals o no evidència 

de trombocitosi reactiva 

_____________________________________________________________________ 

 

1.1.1.4. Evolució, pronòstic i tractament 

La TE és una malaltia amb un curs clínic indolent, en el que només un 1% dels casos 

evolucionen espontàniament a LAM o bé a una mielofibrosi post-trombocitèmica entre 

un 5 i un 10% dels pacients (Cervantes i cols. 2002). Conseqüentment, i degut també 

a que la TE apareix a una edat mitjana-avançada, l’esperança de vida d’aquests 

pacients no és gaire diferent a la de la població general. Un aspecte a considerar és 

l’increment del risc de transformació a LAM de forma variable segons el tractament 

citorreductor que s’apliqui (Sedlacek i cols. 1986). Així, qualsevol decisió 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 supervivència del pacient. Existeix controvèrsia en el 

tractament dels pacients asimptomàtics, però en els pacients que han patit accidents 

trombòtics o hemorràgics la necessitat de tractament és clara. La finalitat de la teràpia 

en la TE és prevenir les complicacions trombohemorràgiques i evitar, tant com sigui 

possible, augmentar el risc d’evolució a LAM associat fonamentalment a la 

quimioteràpia (Sans-Sabrafen i cols. 2006). Conseqüentment, en els pacients que 

només pateixen alteració en la microcirculació el fàrmac indicat és l’àcid acetil salicílic 
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(AAS) a dosis baixes, el qual actua com a antiagregant plaquetari. En canvi, en els 

pacients considerats d’elevat risc trombòtic se’ls administra teràpia citorreductora. El 

fàrmac d’elecció és la hidroxiurea, i l’interferó alfa (INF-α) es reserva als pacients joves 

(menors de 40 anys) o a les embarassades. En els casos resistents o intolerants a la 

hidroxiurea la segona línia de teràpia és l’anagrelida (Cervantes i cols. 2011). 

Actualment s’estan desenvolupant nous fàrmacs amb l’objectiu de reduir la toxicitat, 

com és el cas de l’ INF-α pegilat, i per incrementar l’especificitat i sensibilitat, com els 

inhibidors de JAK2. Aquests últims es comenten a l’apartat 1.2.5. 

 

1.1.1.5. Repercussió clínica de la mutació JAK2V617F 

Els pacients amb NMP JAK2V617F-positives i negatives presenten un comportament 

clínic diferent. D’aquesta manera, les NMP JAK2V617F positives s’associen, en 

general, a una edat més avançada en el moment del diagnòstic, a uns nivells més 

elevats d’hemoglobina, a leucocitosi i a nivells disminuïts de plaquetes (Vannucchi i 

cols. 2008). La càrrega mutacional de JAK2V617F (% d’al·lels JAK2V617F detectats 

en un tipus cel·lular) sembla que també té un efecte en el comportament clínic del 

pacient. Una càrrega mutacional elevada s’associa amb prurit, nivells més elevats 

d’hemoglobina, de leucocitosi i d’esplenomegàlia (Kittur i cols. 2007; Tefferi i cols. 

2007; Vannucchi i cols. 2007). 

No obstant, la majoria d’estudis apunten a que la presència de JAK2V617F o una 

càrrega elevada de la mutació no sembla afectar ni a la supervivència ni al risc de 

transformació a  LAM (Campbell i cols. 2005; Kittur i cols. 2007; Palandri i cols. 2009; 

Passamonti i cols. 2009). 

La relació entre la JAK2V617F i la trombosi no està clara (Campbell i cols. 2005; Kittur 

i cols. 2007; Tefferi i cols. 2007; Vannucchi i cols. 2007; Palandri i cols. 2009), però sí 

que diferents estudis semblen relacionar una major càrrega mutacional JAK2V617F 

amb marcadors d’activació leucocitaris i plaquetars, que promourien la formació 
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d’agregats leucòcit-plaqueta presents en els fenòmens trombòtics (Falanga i cols. 

2007; Arellano-Rodrigo i cols. 2009). 

 

1.1.2. POLICITÈMIA VERA 

La PV és una NMP clonal caracteritzada per una proliferació anormal de la mielopoesi 

amb predomini de la línia eritrocítica, que deriva en un excés d’eritròcits a la SP. La 

malaltia consta de dues fases: 1. Fase policitèmica o proliferativa, associada a un 

increment de la massa eritroide. 2. Fase post-policitèmica, amb una hematopoesi 

ineficient que ocasiona citopènies. 

 

1.1.2.1. Epidemiologia 

La incidència de la PV és de 0.7 a 2.6 casos nous cada 100.000 habitants i any, 

depenent de l’àrea geogràfica. La mitjana d’edat en el moment del diagnòstic és de 60 

anys, amb un predomini lleugerament masculí (relació home/dona 1.2:1) (Swerdlow i 

cols. 2008). Entre el 15 i 25% es diagnostiquen de forma casual a través d’una anàlisi 

de rutina i el 0.4% de pacients tenen una història familiar de PV (Sans-Sabrafen i cols. 

2006; Swerdlow i cols. 2008). 

 

1.1.2.2. Característiques clíniques i biològiques 

La majoria de símptomes de la PV estan relacionats amb la hipertensió o amb les 

alteracions vasculars derivades de l’increment de la massa eritroide. Els pacients 

simptomàtics presenten astènia, cefalees, pèrdua de pes, trastorns epigàstrics, prurit i 

gota. En l’exploració física es detecta un aspecte pletòric del pacient, amb injecció 

conjuntival, cianosi rogenca de pell i mucoses, esplenomegàlia i hipertensió arterial 

(Bilgrami i cols. 1995). 

Com en la TE, les complicacions hemostàtiques són freqüents, essent el prurit una de 

les manifestacions més freqüents i les complicacions trombòtiques la causa principal 

de morbilitat i mortalitat. 
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Les complicacions trombòtiques tenen una incidència del 14% abans del diagnòstic i 

del 20% com a primera manifestació de la malaltia (Gruppo Italiano Studio Policitemia 

1995). A diferència de la TE, les trombosis arterials són més freqüents que les 

venoses (relació 3:1), entre les que destaquen l’ictus, l’accident isquèmic transitori i 

l’infart agut de miocardi. Els principals factors clínics associats a un major risc de 

trombosi són l’hematòcrit, l’edat superior a 65 anys, una  història prèvia de trombosi 

(Marchioli i cols. 2005) i els requeriments de flebotomies (Barbui i cols. 1997).  

Les complicacions hemorràgiques és un fenomen freqüent en la PV ja que apareixen 

en un 30-40% dels malalts (Schafer i cols. 1994). Les hemorràgies gastrointestinals 

són les més freqüents. Es creu que la predisposició a l’hemorràgia ve determinada per 

les alteracions qualitatives de les plaquetes. 

Poden també aparèixer complicacions oclusives microvasculars com el prurit, molt 

freqüent, la eritromelàlgia, la isquèmia digital i la tromboflebitis. 

 

Proves de laboratori 

En l’àmbit de les característiques biològiques es realitzen diferents proves de laboratori 

per tal de definir la malaltia: 

Pel què es refereix als paràmetres hematològics el més destacat és l’augment 

important de la xifra d’hematies, que sovint supera els 6x1012/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 500x109/L en el 40-50% dels pacients. 

En el mielograma en el moment del diagnòstic s’observa una hiperplàsia de les sèries 

eritrocítica, granulocítica i megacariocítica, amb predomini de la línia eritrocítica 

(Woessner i cols. 2000). En el 95% dels pacients en el moment del diagnòstic existeix 

un fenomen ferropènic degut a l’hiperconsum, detectat amb la tinció de Perls la qual 

revela una disminució o absència de sideroblasts i una disminució o desaparició de 

l’hemosiderina dels macròfags medul·lars. En relació als paràmetres bioquímics les 
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proves bàsiques d’hemostàsia poden estar alterades, com les proves de coagulació 

degut a l’elevat hematòcrit. Altres alteracions bioquímiques freqüents són 

hiperuricèmia, increment de la vitamina B12 i de la lactat deshidrogenasa (LDH) i una 

disminució de la ferritina (Murphy i cols. 1992). Els nivells d’eritropoetina (EPO) es 

troben disminuïts o dins la normalitat, essent un indicador biològic diferencial de les 

eritrocitosis secundàries, les quals tenen nivells elevats d’aquesta citocina. 

La biòpsia medul·lar és hipercel·lular, amb una hiperproliferació de les tres línies 

mieloides (panmielosi). Els megacariòcits són 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 I2) (Sans-Sabrafen i cols. 2006; 

Swerdlow i cols. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

El creixement endogen de colònies eritrocítiques, detectat mitjançant la tècnica de  

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

fenomen molt útil sobretot per a diferenciar la PV d’altres eritrocitosis secundàries 

(Florensa i cols. 1989).  

En el camp de les alteracions genètiques o moleculars, el fet que aproximadament el 

95% dels pacients amb PV presenten la mutació JAK2V617F i que un 3% presenten 

mutacions en l’exó 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 detecció de 

Figura I2. Biòpsia de medul·la òssia d’un 

pacient amb policitèmia vera en la que 

s’observen megacariòcits formant 

agregats. 
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les mutacions al gen JAK2 sigui essencial pel diagnòstic de la PV. Les alteracions 

citogenètiques són més freqüents que en la TE, amb una freqüència del 15-20% dels 

pacients al diagnòstic (Díez-Martín i cols. 1991), essent la majoria comunes amb les 

trobades en la TE. 

 

1.1.2.3. Diagnòstic 

En el diagnòstic de la PV el primer pas consisteix en la valoració de l’eritrocitosi. 

Aquesta es mesura avaluant l’hemotòcrit, enlloc de l’hemoglobina, ja que existeix una 

millor correlació entre l’hematòcrit i la massa eritrocitària (citèmia) (Pearson i cols. 

1998). 

L’any 1975, el PVSG (Berlin i cols. 1975) va establir uns criteris diagnòstics de la PV 

basats en l’exclusió de causes secundàries d’eritrocitosi i trombocitosi, però no tenia 

en suficient consideració la histologia de la MO, criteri que es va incloure en la revisió 

de l’OMS del 2001 (Jaffe i cols. 2001) juntament amb la detecció de creixement 

endogen de progenitors mieloides com a criteri major de diagnòstic. Posteriorment, la 

detecció de les mutacions del gen JAK2 en més del 95% dels pacients amb PV ha 

canviat radicalment l’algorisme de diagnòstic d’aquesta malaltia, comportant que en la 

revisió de l’OMS 2008 (Swerdlow i cols. 2008) s’estableixi la presència de la mutació 

JAK2V617F o mutacions en l’exó 12 del gen JAK2 com a criteri major de diagnòstic 

(Taula I4). 
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Taula I4. Criteris diagnòstics de la policitèmia 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 atribuïr a 

una correcció de la deficiència de ferro 

- Hb o hematòcrit superior del percentil 99 en funció del valor de referència 

d’edat, sexe i altitud de residència 

- augment de la citèmia (massa eritroide > 25% de la mitjana normal) 

2. Presència de la mutació JAK2V617F o altres mutacions amb efecte funcional 

similar, com les mutacions en l’exó 12 de JAK2 

 

Criteris menors 

1. Biòpsia de medul·la òssia que mostri augment de les tres línies mieloides 

(panmielosi) 

2. Nivells disminuïts d’EPO en sèrum 

3. Creixement endogen de progenitors eritrocítics 

_____________________________________________________________________ 

Pel diagnòstic de policitèmia vera es requereix la presència d’ambdós criteris majors i 

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

 

1.1.2.4. Evolució, pronòstic i tractament 

La PV pot progressar per diferents estadis que van des de una fase inicial 

asimptomàtica, seguida per una fase d’eritrocitosi simptomàtica o fase policitèmica que 

pot evolucionar a una fase postpolicitèmica amb MP, anomenada també fase 

d’esgotament. Aquesta evolució es dóna 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 transformació a LAM, fenomen amb una incidència del 20-50% (Murphy i 

cols. 1992). 

Els pacients amb PV sense tractament tenen una mitjana de supervivència de només 

18 mesos, mentre que els tractats viuen, generalment, més de 15 anys. En els casos 

d’evolució a MP la majoria de pacients moren abans dels 3 anys.  

Una vegada establert el diagnòstic de PV, el tractament s’ha d’individualitzar segons 

l’edat del pacient i les manifestacions clíniques al diagnòstic o prèvies i avaluar el 

risc/benefici del tractament, degut a l’increment de risc de transformació a LAM o a 

altres neoplàsies derivades del tractament.  

Sembla que la presència de la mutació JAK2V617F es relaciona amb un 

comportament clínic diferent, el qual es comenta en l’apartat 1.2.5. Per aquest motiu la 

detecció de la mutació pot condicionar l’evolució, el pronòstic i el tractament del 

pacient.  

El tractament de primera línia en la PV consisteix en realitzar flebotomies o sagnies, 

amb l’objectiu de reduir ràpidament el risc trombòtic causat per l’augment de massa 

eritrocitària. Aquestes es poden realitzar juntament amb l’administració d’AAS a dosis 

baixes, com a profilaxi antitrombòtica. Una segona opció de tractament és l’ús de 

fàrmacs citorreductors, com la hidroxiurea, l’INF-α i l’anagrelida, emprats també en la 

TE (Sans-Sabrafen i cols. 2006). El desenvolupament dels inhibidors de JAK2 poden 

tenir especial repercussió en la PV, per l’elevada incidència d’aquesta mutació en 

aquesta malaltia. Aquests nous fàrmacs es comenten a l’apartat 2.6. 
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1.2. BASES MOLECULARS DE LES NEOPLÀSIES MIELOPROLIFERATIVES 

 

1.2.1. Etiopatogènia de la trombocitèmia essencial i la policitèmia vera 

La TE i la PV són NMP que s’originen a partir d’una proliferació anormal d’una cèl·lula 

mare hematopoètica pluripotent, que causa l’aparició d’una hematopoesi clonal 

d’hematies, granulòcits i plaquetes. En la TE predomina la hiperplàsia megacariocítica 

en la MO amb un increment persistent de la xifra de plaquetes a SP. En la PV la línia 

més afectada és l’eritrocítica, amb un excés d’hematies a la SP. L’efecte proliferatiu 

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

 

1.2.1.1. Clonalitat mieloide 

Les cèl·lules clonals són aquelles genèticament idèntiques i que provenen del mateix 

precursor, el qual ha adquirit una alteració genètica. En una malaltia l’estudi de 

clonalitat és indicador de l’estat de la malaltia i ens permet conèixer la cèl·lula d’origen 

i la jerarquia clonal. La detecció de la clonalitat pot ser genètica, com la detecció d’una 

mutació o d’una alteració citogenètica, o bé fenotípica, en la qual s’identifica la 

població clonal segons el patró d’expressió de gens housekeeping. Els mètodes més 

utilitzats per a l’anàlisi de clonalitat fenotípica es basen en el principi d’inactivació del 

cromosoma X (Chen GL i cols. 2007). Aquest principi consisteix en que durant 

l’embriogènesi femenina es produeix una inactivació a l’atzar d’un dels dos 

cromosomes X i la descendència de cada cèl·lula hereta el mateix cromosoma X 

inactiu. D’aquesta manera en un teixit no neoplàsic trobarem un patró d’inactivació en 

mosaic (amb una mitjana del 50% d’inactivació de cada cromosoma X), mentre que en 

un teixit neoplàsic predomina el patró d’inactivació d’un dels cromosomes X. En el 

primer cas ens trobem davant d’una població policlonal i en el segon cas d’una 

població clonal.  

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

pel receptor humà d’andrògens (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 l’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 línia 

mieloide (eritròcits, granulòcits i plaquetes), però no en la línia limfoide. (Adamson i 

cols. 1976; Fialkow i cols. 1981). No obstant, tant la PV com la TE són malalties 

heterogènies respecte al seu estat clonal, ja que no tots els pacients presenten 

clonalitat mieloide, malgrat complir amb tots els criteris diagnòstics. 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 variació pot ser deguda a les tècniques emprades per la detecció 

de clonalitat, a l’estudi de diferents fases evolutives de la malatia i, fins i tot, a 

l’existència de subgrups dins la mateixa entitat.  

 

1.2.1.1. Alteracions en les vies de senyalització dels factors de creixement 

hematopoètics 

Els factors de creixement hematopoètics són els responsables de controlar la 

proliferació i diferenciació de les cèl·lules hematopoètiques a la MO. Entre els factors 

de creixement hematopoètics trobem l’EPO, la trombopoetina (TPO) i les 

interleuquines (IL). L’EPO és la principal citocina reguladora de la proliferació dels 

precursors eritrocítics i la seva diferenciació a eritròcits, i la TPO, junt amb el seu 

receptor MPL, és el principal regulador de la megacariopoesi (Figura I3). 
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Figura I3. Esquema dels receptors implicats en la diferenciació de les cèl·lules mare 

hematopoètiques (o stem cell) a les línies eritrocítica, megacariocítica i granulocítica (Campbell 

i cols. 2006a). 

 

La proliferació anormal de cèl·lules hematopoètiques que caracteritza la TE i la PV fa 

pensar en l’existència d’una alteració en les vies de senyalització regulades per l’EPO i 

la TPO. L’evidència més clara és el creixement de colònies eritrocítiques i/o 

megacariocítiques en absència de factors de creixement hematopoètics (anomenat 

creixement endogen) en el cultiu in vitro de progenitors hematopoètics de pacients 

amb TE i PV (Florensa i cols. 1989 i 1995). A la vegada, també s’ha detectat 

hipersensibilitat dels progenitors hematopoètics a diverses citocines (Dai i cols. 1992; 

Correa i cols. 1994; Axelrad i cols. 2000). 

Es creu que l’origen de la desregulació en les vies de senyalització dels factors de 

creixement hematopoètics rau en l’adquisició de diverses alteracions genètiques per 

part de la cèl·lula mare hematopoètica pluripotent. Aquestes afecten l’expressió dels 

components d’aquestes vies, la qual és diferent segons la malaltia. Un exemple clar és 

l’alteració dels nivells d’expressió de la TPO en la TE degut a anomalies del seu 

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

 

-Nivells disminuïts d’expressió del receptor MPL: En la TE l’expressió de la TPO a SP 

és normal o elevada, amb nivells d’expressió semblants a les TR. En canvi, el receptor 

de la TPO, el MPL, presenta una expressió disminuïda degut a diferents mecanismes. 

El primer que es va identificar consistia en una glicosilació post-traduccional del 

receptor que impedeix la seva expressió a la membrana (Moliterno i cols. 1999). 

Posteriorment, s’han detectat altres alteracions, com la sobreexpressió del microARN 

(miARN) 28 (miR-28) en les plaquetes del 30% de pacients amb NMP. Aquest miARN 

és el responsable de la disminució de l’expressió del MPL ja que actua inhibint la seva 

traducció, així com també la d’altres gens que regulen la diferenciació megacariocítica 

(Girardot i cols. 2010). 

Com a conseqüencia d’aquests mecanismes, l’expressió del MPL es troba disminuïda 

en megacariòcits i plaquetes, (Mesa i cols. 2002; Teofili i cols. 2002a), però el receptor 

és hipersensible a l’efecte de la TPO (Axelrad i cols. 2000). En la PV, així com també 

en les TR i en les trombocitèmies hereditàries, també es detecta una menor expressió 

del MPL en megacariòcits i plaquetes, però 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 unió de la TPO 

amb el seu receptor, MPL, a través de la internalització i catabolisme de la TPO. 

Aquest sistema de regulació determina que les concentracions de TPO siguin 

inversament proporcionals a la massa plaquetària i megacariocitíca, mantenint-les en  

equilibri (Fielder i cols. 1997). En la TE i la PV s’hipotetitza que el fet que l’MPL es trobi 

en quantitats menors a la membrana de les plaquetes i els megacariòcits comporta 

una desregulació 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 disminuïts, són hipersensibles a l’activació de la 

TPO, i s’activa així la proliferació megacariocítica. 
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-Sobreexpressió del gen policitemia rubra vera 1 (PRV-1): La detecció de la 

sobreexpressió del gen PRV-1 en granulòcits de pacients amb TE i PV, i no en 

individus sans, va fer pensar que podia representar un nou marcador diagnòstic 

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 l’estudi de l’expressió d’aquest gen com a marcador diagnòstic 

de la TE o PV. 

 

-Nivells elevats de la proteïna Bcl-xL. La Bcl-xL és una proteïna antiapoptòtica que es 

sobreexpressa en els pacients amb PV, i podria explicar la supervivència de les 

colònies eritrocítiques en absència d’EPO (Silva i cols. 1998; Garçon i cols. 2006). En 

individus sans i en eritrocitosis secundàries, els valors de Bcl-xL es troben molt 

disminuïts o absents.  

 

1.2.2. Alteracions genètiques en la trombocitèmia essencial i en la policitèmia 

vera 

 
1.2.2.1. Alteracions citogenètiques 

Alteracions citogenètiques en la trombocitèmia essencial 

En la TE les alteracions citogenètiques són poc freqüents, entre les que destaquen, 

per ordre de freqüència, les trisomies 8 i 9 i les delecions dels braços llargs dels 

cromosomes 13 (del(13q)) i 20 (del(20q)) (Third international Workshop 1981; Bench i 

cols. 1998). Aquestes alteracions no són específiques de la TE ja que també es troben 

en la PV. Mitjançant citogenètica convencional la freqüència de la detecció d’aquestes 

alteracions, en la MO i en el moment del diagnòstic, és del 5% dels pacients, mentre 

que amb la tècnica d’hibridació 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 freqüències superiors però 
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corresponien a estudis de pacients que havien rebut tractament quimioterapèutic (Elis i 

cols. 1996). El nostre grup també va realitzar un estudi de FISH amb sondes de locus 

específiques no comercials pels gens PRV-1, MPL i TPO sense detectar alteracions en 

el nombre de còpies ni translocacions d’aquests gens que expliquessin les alteracions 

descrites dels seus nivells d’expressió (Puigdecanet i cols. 2006). 

Posteriorment, amb l’aparició de la tècnica d’hibridació genòmica comparada utilitzant 

microarrays d’oligonucloeòtids (comparative genomic hybridization microarrays, aCGH) 

s’han realitzat diferents estudis de tot el genoma i a una resolució molt superior a la de 

la citogenètica convencional. La tècnica d’aCGH té el potencial de detectar alteracions 

genòmiques submicroscòpiques no detectades prèviament per les tècniques anteriors i 

no requereix, a diferència de la citogenètica convencional, treballar amb cèl·lules en 

divisió. Tots els estudis genòmics mostren una freqüència molt baixa d’alteracions en 

la TE, poques de les quals són recurrents. Aquest fet suggereix que les alteracions 

genòmiques no tenen un paper en el desenvolupament de la malaltia (Borze i cols. 

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

 

Alteracions citogenètiques en la policitèmia vera 

En la PV la detecció d’alteracions citogenètiques és més elevada que en la TE, amb 

una freqüència del 15-20% dels pacients al diagnòstic (Díez-Martín i cols. 1991), i la 

majoria són comunes amb les trobades en la TE. Per ordre de freqüència les 

alteracions detectades són: guanys a 9p, del(20q), trisomia 8, del(13q) i duplicacions 

de bandes inespecífiques d’1q i trisomies 1q (Mertens i cols. 1991; Najfeld i cols. 

2002). La incidència i els tipus d’alteracions varien considerablement en funció de la 

fase de la malaltia, i s’incrementa a mesura que aquesta progressa, i en funció de si 

els pacients reben tractament citorreductor. Així, als 10 anys del diagnòstic, la 

incidència de les alteracions pot ser superior al 80%, sobretot en els pacients tractats 

amb quimioteràpia i en els que evolucionen a LAM (Díez-Martín i cols. 1991; Swolin i 

cols. 1988). Najfeld i cols. (Najfeld i cols. 2003) van estudiar per FISH l’estat del gen 
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PRV-1, utilitzant una sonda de locus específic no comercial, sense detectar cap 

alteració numèrica ni estructural que expliqués la sobreexpressió d’aquest gen en els 

pacients amb PV. 

Més recentment, els estudis d’aCGH han confirmat la detecció de les alteracions 

característiques de la PV ja observades per citogenètica convencional i FISH, en una 

freqüència 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 l’estudi de Stegelmann i cols. (Stegelamann i cols. 

2010).  

En comparació amb la TE, sembla que la PV presenta alteracions genòmiques amb 

una freqüència més elevada i amb major recurrència, fet que evidencia una relació 

més clara entre el desequilibri genòmic i la patogènesi de la PV i, molt probablement, 

amb l’evolució de la malaltia. 

 

1.2.2.2. Detecció de mutacions en les neoplàsies mieloproliferatives 

La patogènesi molecular de les NMP era pràcticament desconeguda fins l’any 2005, 

en que diferents grups van descriure l’existència d’una mutació 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 detecció d’aquestes mutacions, sobretot la JAK2V617F, ha canviat dràsticament el 

coneixement de la patogènesi de les NMP i el panorama diagnòstic d’aquestes 

malalties. 
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1.2.2.2.1. Mutacions del gen JAK2 

El gen JAK2 es localitza al cromosoma 9, en la banda citogenètica 9p24. Està format 

per 25 exons i la proteïna conté 1132 aminoàcids. 

El JAK2 és un dels quatre membres de la família de les Janus tirosina cinases, 

juntament amb el JAK1, JAK3 i TYK2. Són proteïnes citoplasmàtiques amb activitat 

tirosina cinasa, les quals s’expressen de manera ubiqüa en les cèl·lules de mamífers, 

excepte el JAK3 l’expressió del qual es limita a les cèl·lules hematopoètiques. Aquests 

gens actuen principalment a través de les proteïnes signal transducer and activator of 

transcription (STAT) mitjançant la via de senyalització JAK/STAT. Altres vies amb les 

que interactuen les JAK són les mitogen-activated protein kinases (MAPK) i la 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K). Aquestes vies intervenen en diferents processos 

biològics importants per a la proliferació, la supervivència i l’homeostasi de diferents 

tipus cel·lulars, tals com les cèl·lules hematopoètiques i immunològiques (James i cols. 

2005; Baker i cols. 2007; O’Sullivan i cols. 2007). Concretament, el gen JAK2 juga un 

paper clau en la regulació de l’hematopoèsi mitjançant la regulació de les senyals de 

receptors hematopoètics en resposta a les citocines o factors de creixement 

hematopoètics, tals com l’EPO i la TPO (Figura I4). Estudis en ratolins knock-out pel 

gen JAK2 mostren que aquests moren com a conseqüència d’una eritropoesi ineficient 

(Parganas i cols. 1998), fet que confirma que aquest gen és indispensable en 

l’hematopoesi. 
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Figura I4. Esquema de la via de senyalització JAK-STAT amb el receptor de l’eritropoetina 

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

 

1.2.2.2.1.1. Mutació JAK2V617F 

Descobriment de la mutació 

Les pèrdues d’heterozigositat (loss of heterozygosity, LOH)  són processos en els que 

majoritàriament per recombinació mitòtica apareixen regions d’homozigosi, en les que 

els al·lels d’ambdós cromosomes són idèntics. Les regions de LOH solen identificar 

fragments genòmics on es localitzen gens relacionats amb la carcinogènesi, ja que s’hi 

troben gens amb alteracions genètiques 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 regió 

9p de pacients amb PV. Aquesta alteració es va trobar en un 33% dels pacients, 

essent l’alteració genòmica més freqüent en PV descrita fins aleshores. Es van 

seleccionar gens candidats presents en aquesta regió, entre els quals s’hi trobava el 

gen JAK2. Es van realitzar anàlisis de seqüenciació dels gens candidats i diferents 

grups al mateix temps van identificar la mutació JAK2V617F en pacients amb NMP 



Anàlisi de l’expressió gènica en la TE. Relació amb la PV 

28 

(Baxter i cols. 2005; James i cols. 2005; Kralovics i cols. 2005a; Levine i cols. 2005a) 

(Figura I5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

La mutació JAK2V617F es pot trobar en un heterozigosi, en el que només un dels dos 

al·lels és portador de la mutació, o bé en homozigosi, quan els dos al·lels estan 

mutats. És en aquest estat d’homozigosi quan es detecta una LOH en la regió 9p, on 

es localitza el gen (Figura I6).  

 

 

 

 

 

 

Figura I6. Esquema del diferents estats de la mutació JAK2V617F i dels mecanismes 

responsables (Campbell i cols. 2006a). 

 

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

sondes per la detecció de polimorfismes d’un sol nucleòtid (single nucleotid 

 

 

Cromosoma 9 
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polimorphisms, SNPs), anomenats SNP arrays, i que permeten l’estudi de regions 

d’homozigosi, han corroborat la presència de regions amb LOH a 9p en tots aquells 

pacients amb la mutació JAK2V617F en homozigosi (Gondek i cols. 2007; Stegelmann 

i cols. 2010).  

Un altre mecanisme pel qual ens podem trobar en una situació d’homozigosi de la 

mutació JAK2V617F seria en els pacients amb trisomia del cromosoma 9, alteració 

citogenètica freqüent en la PV i en la TE, en les que s’hagi produït una duplicació del 

cromosoma 9 que contenia la mutació. En aquest cas ens trobaríem davant d’una 

situació de LOH però amb variació en el nombre de còpies. 

 

Descripció de la mutació  

El gen JAK2 conté set dominis homòlegs dins la família JAK, denominats JH1-JH7. El 

gen té una estructura bipartita, amb la regió N-terminal (JH5-JH7) necessària per a la 

unió al receptor, i la regió C-terminal (JH1 i JH2) amb activitat cinasa. 

La mutació consisteix en un canvi puntual d’un nucleòtid, d’una guanina (G) per una 

timina (T), en l’exó 14 del gen, que comporta un canvi d’una valina per una fenilalanina 

en l’aminoàcid número 617 (V617F). La mutació es localitza en el domini 

pseudocinasa (JH2) del gen JAK2, el qual exerceix una funció inhibitòria del domini 

amb activitat cinasa (JH1) (Figura I7). 

 

 

    Figura I7. Estructura del gen JAK2 (Baker i cols. 2007). 

 

Com a conseqüència de la mutació es produeix una pèrdua de la capacitat inhibidora i 

una conseqüent activació constitutiva de les vies de senyalització regulades per aquest 
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gen, com són la via JAK/STAT, PI3K/AKT i la Ras/MAPK. Aquesta activació 

constitutiva indueix una hipersensibilitat i/o una independència dels progenitors 

mieloides a les citocines o factors de creixement hematopoètics, i permet explicar 

doncs el creixement endogen i la sobreproducció de cèl·lules mieloides madures, 

característiques de les NMP. Així, la JAK2V617F és la primera alteració genètica que 

s’associa directament amb la patogènesi 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 què de l’elevada prevalença d’aquesta mutació, 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 l’activació de la via JAK-STAT Lu i cols. (2005) van demostrar que, malgrat 

l’activació constitutiva del gen JAK2 provocada per la mutació, quan l’expressió del 

gen JAK2V617F és baixa es requereix la coexpressió dels receptors de citocines tipus 

I homodimèrics (tals com el receptor de l’EPO, de la TPO i del granulocyte-colony 

stimulating factor (G-CSF)) i que aquests es trobin formant dímers, com succeeix en 

l’estat fisiològic. No obstant, quan els nivells d’expressió de JAK2V617F són més 

elevats l’activació constitutiva del gen és independent dels receptors de citocines tipus 

I, però utilitza receptors endògens (Lu i cols. 2008) (Figura I8). Així, es pot afirmar que 

el JAK2V617F requereix sempre l’unió a un receptor de citocina per tal d’activar les 

vies de senyalització downstream. 
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Figura I8. Esquema de la transducció de senyals de JAK2 wild type i de JAK2V617F mitjançant 

el receptor de l’eritropoetina (EPOR) (Campbell i cols. 2006b). En la transducció de senyals del 

gen JAK2 wild type es requereix la unió de citocines o factors de creixement hematopoètics 

(com l’EPO) als receptors de citocines tipus I (com l’EPOR) i la dimertizació d’aquests 

receptors. En el cas de la mutació JAK2V617F l’activació de la via és independent de la unió de 

citocines o factors de creixement als receptors de citocines tipus I però sí que es requereix la 

dimerització dels receptors, excepte quan els nivells d’expressió de JAK2V617F són molt 

elevats. 

 

Incidència de la mutació  

La mutació 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 mutació en altres malalties 

mieloides, com en SMD/NMP (com l’anèmia refractària 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 leucèmies agudes 

mieloides, SMD o LMC (Steensma 2005 i 2006; Hussein i cols. 2008; Inami i cols. 

2008). És una alteració específica de la línia mieloide (Florensa i cols. 2006), ja que no 

s’ha trobat en les malalties limfoides (Levine i cols. 2005b; Melzner i cols. 2006), i 

perquè afecta a les cèl·lules que presenten receptors de citocines tipus I, els quals 

només els trobem en aquesta línia hematopoètica (Lu i cols. 2005). A més, es pot 
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afirmar que és una mutació associada a processos neoplàsics 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 l’exó 12 del gen JAK2 

Estudis posteriors de seqüenciació del gen JAK2 van identificar mutacions en l’exó 12 

(Scott i cols. 2007). A diferència de la JAK2V617F, les mutacions detectades en l’exó 

12 del gen JAK2 són diverses, fins el moment més de 10, i sembla que són 

específiques dels pacients amb PV que no presenten la mutació JAK2V617F 

(Martinez-Avilés i cols. 2007; Pardanani i cols. 2007; Scott i cols. 2007; Butcher i cols. 

2008; Pietra i cols. 2008). La freqüència d’aquestes mutacions és aproximadament del 

3% (Pardanani i cols. 2007), entre les quals la N542-E543del és la més freqüent, i 

comporten, com la JAK2V617F, un guany de funció 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 són mutacions vinculades a l’eritrocitosi, i la 

detecció d’aquestes només en colònies eritrocítiques amb creixement endogen, i no en 

megacariòcits ni granulòcits, 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 braç curt del cromosoma 1, a la 

banda citogenètica 1p34, i conté 12 exons que codifiquen per a una proteïna de 635-

680 aminoàcids. 

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, majoritàriament en els 

JAK2V617F-negatius però 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 freqüents afecten l’aminoàcid 515 i són la MPLW515L i la 

MPLW515K. Les mutacions del gen MPL es poden trobar en homozigosi degut a 

fenòmens de LOH, com en el cas de la JAK2V617F (Szpurka i cols. 2009). 

Les mutacions MPLW515L/K es localitzen en la regió codificant pel domini 

juxtamembrana del receptor i ocasionen una activació constitutiva de la via de 

senyalització JAK/STAT estimulada per la TPO, amb un efecte similar al de 

JAK2V617F i que explicaria la proliferació megacariocítica característica de la TE 

(Figura I9). No obstant, les mutacions no provoquen canvis en l’expressió del receptor, 

així que no permeten explicar la disminució d’expressió de receptors MPL observada 

en les NMP (Moliterno i cols. 1998). Per tant, existeixen mecanismes patogènics 

independents que alteren la funcionalitat o l’expressió del MPL en les NMP. 

En casos aïllats de TE esporàdica (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 funció del receptor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura I9. Esquema de la 

localització de les mutacions en el 

receptor MPL (Adaptat de Bennett i 

cols. 2006) MPLS505N/A 

MPLW515L/K 
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1.2.2.2.3. Altres mutacions 

En els últims 5 anys s’han descobert noves mutacions en les NMP que amplien el 

ventall d’alteracions genètiques que defineixen aquest grup de malalties. No obstant, 

no representen marcadors específics de les NMP ja que també es troben en altres 

neoplàsies mieloides. Aproximadament un 15% dels pacients amb NMP comparteixen 

aquestes mutacions amb pacients amb SMD i amb LAM. 

La incidència de les mutacions varia segons la neoplàsia i la fase de la malaltia. Així, 

en les NMP les mutacions més comuns són les detectades en el gens reguladors dels 

mecanismes epigenètics ten eleven translocation oncogene family member 2 (TET2) 

(Delhommeau i cols. 2009; Tefferi i cols. 2009; Martínez-Avilés i cols. 2011) i el gen 

additional sex combs-like 1 (ASXL1) (Carbuccia i cols. 2009; Abdel-Wahab i cols. 

2010; Martínez-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 I5 es descriuen les mutacions 

detectades en la TE, PV, MP i NMP en transformació blàstica.



 

 

 

      Freqüència  mutació en NMP,          
% dels casos   

Gen 
Mutació o 

altres 
alteracions

Localització 
cromosòmica TE PV MP Transformació 

blàstica Rellevància patològica 

JAK2 (Janus Kinase 2) JAK2V617F 
(Exó 14) 9p24 60 95-97 60 50 

Contribueix a la mieloproliferació i a la 
hipersensibilitat dels progenitors als factors de 
creixement 

JAK2 (Janus Kinase 2) Exó 12 9p24 Rar 1-2 Rar nc Contribueix a la mieloproliferació primària de la 
línia eritroide 

MPL (Myeloproliferative 
leukemia virus oncogene) Exó 10 1p34 3-5 Rar 5-10 nc Contribueix a la mieloproliferació primària de la 

línia megacariocítica 
CBL (Casitas B-lineage 
lymphoma proto-
oncogene) 

Exó 8 i 9 11q23 Rar Rar 5-10 nc 
Altera la funció reguladora de la senyalització de 
cinases, per una ubiquitilació ineficient 
d'oncoproteïnes 

SH2B3 (SH2B adaptor 
protein 3) 

Majoria    
Exó 2 12q24 3-6 1 3-6 10 La proteïna (LNK) wild type és un inhibidor de la 

via de JAK2 

TET2 (TET oncogene 
family member 2) 

Tots els 
exons 4q24 5 10-20 10-20 20 Pot contribuir a la desregulació epigenètica 

IDH1/2 (Isocitrate 
dehydrogenase) 

Exó 4. 
(IDH1-R132 
o IDH2-
R140) 

2q34/15q26 Rar Rar 6 20-36 Indueix l'acumulació de 2-hidroxiglutarat, una 
possible oncoproteïna 

ASXL1 (Additional sex 
combs-like 1) Exó 12 20q11 2-5 2-5 13-20 20 Gen necessari per a una hematopoesi normal i pot 

estar implicat en la repressió transcripcional 

EZH2 (enhancer of zeste 
homolog 2) 

Exons 10, 
18 i 20 7q36 1 1-3   5-10 nc Altera l'activitat supressora tumoral de la proteïna 

wild type 
DNMT3a (DNA (cytosine-
5)-methyltransferase 3 
alpha 

Mutacions i 
delecions     2p23 1-5 5-10 5-10     20 Pot contribuir a la desregulació epigenètica 

IKZF1 (IKAROS family 
zinc finger 1) Delecions 7p12 Rar Rar Rar 20 Altera l'activitat supressora tumoral de la proteïna 

wild type 

Taula I5. Mutacions en la TE, PV, MP i NMP en transformació blàstica. Taula modificada de Cross i cols. (2011). 

nc: no conegut; TE: trombocitèmia essencial; PV: policitèmia vera; MP: mielofibrosi primària 



Anàlisi de l’expressió gènica en la TE. Relació amb la PV 

36 

Les conseqüències funcionals de les mutacions descrites recentment són l’afectació 

de diferents funcions i vies de senyalització que tenen un paper en la patogènesi i 

evolució de les NMP (Figura I10). Tot i així, els resultats són molt recents i encara 

falten dades per a conèixer com aquestes mutacions contribueixen a l’inici, evolució i 

transformació blàstica de la malatia.  

 

 

Figura I10. Resum de les alteracions adquirides en les neoplàsies mieloproliferatives i 

detallades a la taula I5 (Cross i cols. 2011). 

 

Malgrat el progrés en els coneixements moleculars de les NMP d’aquests últims anys, 

les alteracions genètiques causants d’aproximadament el 50% dels pacients en TE i 

MP, i una petita part dels pacients amb PV, encara són desconegudes. Els estudis 

prospectius es centren en la recerca de noves mutacions somàtiques en les regions en 

les que les alteracions citogenètiques en NMP són freqüents, com la regió 20q i en les 

regions de LOH definides per la tècnica d’alta resolució d’SNP arrays, o bé realitzant 



Introducció 

37 

seqüenciació global del genoma o exoma utilitzant la tècnica de seqüenciació de nova 

generació (Hou i cols. 2012). Altres camps d’estudi són tots aquells que inclouen la 

regulació del transcriptoma dels NMP, tals com l’estudi dels miRNAs i dels 

mecanismes epigenètics, com la metilació i l’acetilació d’histones. 

 

1.2.3. Relació genotip-fenotip 

La correlació entre les diferents mutacions detectades en les NMP i el fenotip de la 

malaltia que originen no sempre és clara.  

La correlació és consistent entre la presència de les mutacions en l’exó 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, l’afectació específica de la línia megacariocítica s’explica pel paper 

que exerceix aquest gen en la megacariopoèsi. L’afectació restringida a la línia 

eritrocítica de les mutacions de l’exó 12 del gen JAK2 és més difícil d’explicar, ja que 

tant la JAK2V617F com les mutacions en l’exó 12 actuen a través del mateix domini 

tirosina cinasa. La mutació JAK2V617F, en canvi, en la PV ocasiona una proliferació 

de les tres línies 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), però dades posteriors 

evidencien que la TE i la PV JAK2V617F-positives són subgrups molecularment 

diferents. La mutació apareix inicialment en un estat heterozigot i, per recombinació 

mitòtica, pot passar a un estat homozigot. Aquest fenomen és rar en les TE 

JAK2V617F, en les quals la mutació es troba en estat homozigot en només un 2% dels 

pacients, però és freqüent 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 específic però 

sí que sembla que influencien en l’evolució de la malaltia.  

Com una mateixa mutació (JAK2V617F) pot originar fenotips diferents? 
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S’han postulat diferents hipòtesis per a intentar explicar com una mateixa mutació 

adquirida, la JAK2V617F, pot induir a tres malalties diferents. La més acceptada és la 

basada en que la dosificació gènica 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 l’expressió de l’al·lel JAK2V617F i l’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 càrrega al·lèlica dels 

pacients amb TE i PV trobem una situació semblant al model murí, on la JAK2V617F 

es presenta en heterozigosi en la TE i amb una càrrega superior en la PV. No obstant, 

en altres models murins no s’observa realment aquesta progressió 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). 

Així, les manifestacions clíniques dels pacients amb TE, PV i MP vénen en part 

determinades per l’adquisició de la mutació JAK2V617F, en estadis i en una proporció 

de població cel·lular afectada diferents, però també per altres alteracions genètiques 

adquirides durant l’evolució de la malaltia així com del rerefons genètic del pacient. 

 

1.2.4. Evolució clonal en les neoplàsies mieloproliferatives 

El paradigma del càncer és l’adquisició seqüencial 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 coexistència de diferents clones, les quals deriven de cèl·lules 

mare hematopoètiques (hematopoietic stem cell, HSC) independents que han adquirit 

alteracions genètiques diferents. Les HSC portadores de les alteracions i les 

genèticament normals coexisteixen a la MO (James i cols. 2008; Stein i cols. 2011) en 

un equilibri que es pot veure trencat per l’expansió d’una de les clones i derivar en un 

estatus de dominància clonal. És llavors quan, mitjançant estudis de detecció de 

clonalitat, es detecten pacients amb un patró clonal. En el cas que no existeixi cap 

clona dominant no es detectarà un patró clonal en aquell pacient.  
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Les alteracions genètiques 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 latència de la 

malaltia. 

Els estudis de creixement de progenitors hematopoètics partint de colònies individuals, 

cadascuna de les quals prové d’un únic progenitor, han permès detectar la presència 

de diferents clones en un mateix pacient. Aquestes divergeixen en la presència o 

absència d’alteracions genètiques, en el tipus d’alteracions que presenten i, en les 

colònies JAK2V617F-positives, en l’estat de la mutació (homozigosi o heterozigosi) 

(Scott i cols. 2006). A la vegada, l’estudi de les noves mutacions detectades, junt amb 

altres alteracions moleculars com la del(20q), han permès establir un patró d’evolució 

clonal en aquests pacients, en que algunes alteracions genètiques coexisteixen dins 

una mateixa clona i s’adquireixen de manera seqüencial. No obstant, els resultats són 

discrepants i demostren que no existeix un patró estandaritzat d’adquisició 

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’adquisició de les 

mutacions en el gen JAK2 o en el MPL, però diferents evidències permeten hipotetitzar 

que existeixen esdeveniments genètics pre-JAK2: 

 

A. En estudis de clonalitat es detecten, tot i que en una baixa proporció, pacients amb 

clonalitat però no portadors de la mutació JAK2V617F.  

B. En estudis citogenètics 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 

cèl·lules portadores de la deleció (Kralovics i cols. 2006) 

C. S’observa creixement endogen de progenitors mieloides en colònies NMP 

JAK2V617F-negatives. 

D. Les mutacions en TET2 és una de les mutacions en les que s’ha pogut demostrar 

que s’adquireixen prèviament 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 transformació està afavorida per 

la presència de la JAK2V617F. No obstant, en més del 50% dels pacients amb NMP 

JAK2V617F-positius que es transformen a LAM els blastes no són portadors de la 

mutació (Campbell i cols. 2006b, Theocharides i cols. 2007). Aquest fet suggereix que 

existeix un ancestre comú que ja presenta alteracions genètiques que predisposen al 

desenvolupament d’ambdues malalties o bé que existeix una predisposició germinal 

(Campbell i cols. 2006b; Theocharides i cols. 2007; Beer i cols. 2010). En aquest 

context, Hernández-Boluda i cols. (2012) han descrit una associació entre un 

polimorfisme en el gen XPD i un major risc de desenvolupament de LAM o de 

neoplàsies no mieloides en pacients amb TE i PV. 

L’elevada freqüència de la presència de diferents clones en les NMP i de cèl·lules 

JAK2V617F-negatives en les LAM post NMP JAK2V617F-positius fa pensar que els 

pacients amb NMP presenten una predisposició genètica en l’adquisició d’alteracions, 

prèvia a l’adquisició de JAK2V617F. Estudis recents han identificat l’haplotip anomenat 

“GGCC” o 46/1 en un 30% de la població general que determina un risc de 3 a 4 

vegades superior a adquirir la mutació JAK2V617F (Jones i cols. 2009; Kilpivaara i 

cols. 2009; Olcaydu i cols. 2009a), i en menor grau les mutacions en l’exó 12 (Olcaydu 

i cols. 2009b). Aquests resultats han demostrat una predisposició heretada a adquirir la 

mutació JAK2V617F, i en NMP poden existir altres alteracions a la línia germinal, 

probablement en menor freqüència, que predisposin a l’adquisició de les altres 

alteracions detectades en NMP.  

A part d’existir una predisposició genètica a l’adquisició de les mutacions en el gen 

JAK2 també s’ha descrit que la JAK2V617F, un cop establerta, confereix inestabilitat 

genòmica i potencia l’adquisició de noves alteracions genètiques 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 tècnica d’aCGH, demostren un major 

nombre d’alteracions en els pacients amb TE, PV i MP portadors de JAK2V617F. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I11. Origen clonal i evolució de les neoplàsies mieloproliferatives (Tefferi i cols. 2010) 

 

1.2.5. Desenvolupament de noves teràpies en les neoplàsies mieloproliferatives 

La detecció de les mutacions en el gen JAK2 (JAK2V167F i mutacions en l’exó 12 del 

gen) en una gran proporció dels pacients amb NMP ha establert la inhibició de 

l’activació de la tirosina cinasa JAK2 com una diana terapèutica en aquests pacients. 

Així, les noves teràpies en els pacients en NMP es centren en el desenvolupament de 

fàrmacs inhibidors de la tirosina cinasa JAK2. 

Diferents empreses farmacèutiques han desenvolupat inhibidors de JAK2 i actualment 

s’estan realitzant els assaigs clínics per a ser aprovats per la FDA (Food and Drug 
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Administration). Els resultats són preliminars però sembla que aquest nou grup de 

fàrmacs presenten bona tolerància i una resposta elevada en els pacients. Els fàrmacs 

disminueixen la càrrega al·lèlica de mutacions en JAK2 i normalitzen els paràmetres 

hematològics alterats en NMP (com la leucocitosi i la trombocitosi) i l’esplenomegàlia. 

Per altra banda, també aconsegueixen reduir els símptomes constitucionals. 

Entre els inhibidors de JAK2, els fàrmacs que obtenen una major resposta clínica són 

l’INCB018424 (ruxolitinib) (inhibidor de JAK1 i JAK2) i el TG101348 (inhibidor JAK2) 

(Verstovsek i cols. 2009 i 2010). També s’estan desenvolupant fàrmacs que actuen en 

altre vies oncogèniques, com els  inhibidors de cinases no específics de JAK2, com el 

CEP-701 (lestaurtinib), i els inhibidors de la deacetilació d’histones, com l’ITF2357 

(givinostat) (Santos i cols. 2011). 

De tot el ventall de noves teràpies en NMP sembla que seran més efectives aquelles 

específiques de JAK2, però encara calen més assaigs clínics per a demostrar-ho. 

Independentment de quins siguin els fàrmacs d’elecció, tot apunta a una millora en la 

teràpia dels pacients amb NMP, i conseqüentment en el seu pronòstic. 
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1.3. ESTUDIS DE MICROARRAYS D’EXPRESSIÓ EN LES NEOPLÀSIES 

MIELOPROLIFERATIVES 

 

1.3.1. Microarrays d’expressió 

El desenvolupament de la tecnologia de microarrays, la qual va aparèixer l’any 1995 

(Schena i cols. 1995), junt amb el desxiframent de la seqüència completa del genoma 

humà, l’any 2003, han revolucionat el coneixement dels processos cel·lulars. Tot i que 

en totes les cèl·lules del nostre cos l’ADN genòmic és idèntic, cada cèl·lula expressa 

diferents gens, en forma d’ARN missatger (ARNm), els quals li confereixen les 

característiques del tipus cel·lular al que pertany i del procés biològic en el que està 

implicat. La tecnologia de microarrays permet l’anàlisi simultani de l’expressió de 

milers de gens i permet conèixer el perfil molecular i les xarxes genètiques que 

defineixen un tipus cel·lular o condició. Aquesta capacitat d’anàlisi és molt potent per a 

desxifrar malalties complexes com el càncer.  

 

1.3.1.1. Microarrays d’ADN 

Els microarrays d’ADN consisteixen en un suport sòlid (membrana de niló, vidre o 

plàstic) en el qual s’hi troben fixades diferents seqüències d’ADN de cadena única 

(ssDNA, single strand DNA) anomenades sondes. La disposició de les sondes sobre el 

suport és en forma de matriu, en files i columnes, i es coneix la localització de cada 

sonda en el microarray (spot) (Figura I12). El contingut dels microarray pot ser variable 

però generalment conté sondes que cobreixen tots els gens, per tal de realitzar una 

anàlisi d’expressió completa. El microarray s’exposa a les seqüències d’ARNm 

procedents d’una mostra biològica o target i, per complementarietat, s’hibriden a les 

sondes específiques que hi ha fixades. Les seqüències target es marquen amb 

fluorescència, de manera que es pot detectar i quantificar la hibridació de cada spot. El 

principi d’anàlisi rau en que la intensitat de fluorescència és relativa a la quantitat 

d’ARNm present en la mostra biològica estudiada. Una vegada s’obtenen les dades 
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d’intensitat de cada spot aquestes s’analitzen bioinformàticament. Es requereixen 

eines estadísitiques i bioinformàtiques molt potents degut a la gran quantitat de dades 

que es generen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I12. Esquema de la disposició de les sondes d’oligonucleotids en cada spot del 

microarray. 

 

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

de fabricació i de mesura de l’expressió gènica (Figura I13): 

 

A. Microarrays d’ADN complementari 

Les sondes dels microarrays d’ADN complementari (ADNc) són els productes 

d’amplificació, obtinguts per PCR (Polymerase chain reaction), de biblioteques 

d’ADNc. Aquests productes són 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 nucleòtids), fet que limita la densitat de sondes del microarray. No obstant, el 

sistema de fabricació d’aquest tipus de microarray fa que sigui una plataforma molt 

flexible i més econòmica. Típicament, s’utilitza la tècnica de doble marcatge de 

fluorescència, 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’hibridació s’anomena hibridació competitiva, ja que cada mostra competeix amb 

l’altra per tal d’unir-se específicament a la sonda complementària. La quantificació de 

la intensitat de cada spot és relativa a la quantitat d’ARNm d’una mostra respecte a 

l’altra. El tipus d’estudi més habitual és la hibridació competitiva d’una mostra 

problema amb una mostra control o de referència (Kuo i cols. 2004; Draghici i cols. 

2003) (Figura I13). 

 

B. Microarrays d’oligonucleòtids 

Les sondes dels microarrays d’oligonucleòtids es sintetitzen in situ, és a dir, 

directament sobre el suport del microarray. A diferència dels microarrays d’ADNc, no hi 

ha cap pas de clonatge, ni d’amplificació ni d’impressió de les sondes, fet que redueix 

molt el soroll present en els microarrays d’ADNc. Aquest tipus de fabricació comporta 

sintetitzar sondes més curtes (d’entre 25 a 80 nucleòtids), les quals són menys 

específiques però que permeten dissenyar microarrays d’elevada densitat. Les sondes 

es dissenyen a partir de les seqüències descrites en bases de dades públiques, com 

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genban) (Draghici i cols. 2003; Kuo i cols. 2004). Els 

microarrays d’oligonucleòtids 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’hibridació és no competitiu; és a dir, 

únicament 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 I13). 
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Figura I13. Comparació dels dos tipus de microarrays: els microarrays d’ADNc en els que 

s’utilitza el mètode d’hibridació competitiva, i els microarrays d’oligonucleòtids, en aquest 

exemple microarrays de la casa comercial d’Affymetrix, en el que s’utilitza el mètode 

d’hibridació no competitiva (Margalit i cols. 2004). 
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En el present treball s’han utilitzat els microarrays d’oligonucleòtids 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 

granulòcits 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’expressió gènica 

La metodologia dels microarrays d’expressió gènica consta dels següents passos: 

 

1.Disseny de l’experiment 

El disseny de l’experiment és el punt més important a tenir en compte quan es realitza 

un experiment de microarrays. El disseny de l’experiment ha de permetre respondre a 

una hipòtesi biològica. 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 però sa). És important també estudiar un mínim de mostres de cada condició i 

treballar amb mostres d’ARN de qualitat. 

  

2. Processament de la mostra i hibridació 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 fluorescència i 

hibridar la mostra al microarray d’expressió. Una vegada hibridat es realitzen els 

rentats, per tal d’eliminar les unions inespecífiques, i l’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 

l’apartat 3.2.1.5 de material i mètodes. 

 

 

 



Anàlisi de l’expressió gènica en la TE. Relació amb la PV 

48 

3. Anàlisi de les dades 

L’anàlisi de les dades consta de diferents passos bàsics: 

 

A. Anàlisi de la qualitat de les dades dels microarrays: l’anàlisi de la qualitat de les 

dades generades per cada microarray és un pas imprescindible per tal de detectar 

possibles errors tècnics al laboratori. L’anàlisi de qualitat inclou la valoració de la 

imatge escanejada (per a detectar taques en el microarray, etc.) i diferents anàlisis 

estadístiques i eines de visualització que ens comparen els resultats de tots els 

microarrays de l’estudi. Les gràfiques més utilitzades són els box-plots, gràfiques de 

densitat i l’anàlisi de components principals (PCA, Principal Component Analysis). 

L’objectiu és detectar gràficament si en el conjunt de l’experiment la qualitat és 

correcte i identificar si hi ha alguna mostra que es desvïï de la resta de l’experiment. 

 

B. Preprocessament i normalització: El preprocessament de les dades inclou 

l’extracció dels valors quantitatius del senyal de fluorescència de cada sonda a partir 

de la imatge escanejada del microarray. Durant aquest procés d’extracció es fa una 

correcció del soroll de fons (o background) per tal d’excloure les intensitats de senyal 

inespecífiques de l’spot. Un cop extretes les dades, aquestes es poden filtrar per tal 

d’eliminar aquelles sondes amb poca expressió, que introduirien soroll en l’anàlisi 

estadística. Posteriorment, s’apliquen diferents algorismes, tals com l’RMA (Robust 

Multi-Array Average) (Irizarry i cols. 2003), per tal de normalitzar les dades. La 

normalització és una correcció de les dades l’objectiu de la qual és eliminar la 

variabilitat entre els diferents microarrays, originada per variacions tècniques. És un 

pas necessari previ a l’anàlisi de les dades però també delicat, ja que en tota 

normalització s’elimina també informació biològica. Per aquest motiu l’algorisme 

escollit per a la normalització condiciona els resultats (Draghici i cols. 2003). Una 

vegada realitzada la normalització de les dades un pas opcional i també delicat és el 

filtratge de les dades. 
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C. Anàlisi dels gens diferencialment expressats: és l’anàlisi de dades pròpiament 

dit. Es basa en la cerca de grups de gens diferencialment expressats entre dues o més 

condicions que ens aportin informació biològica en l’experiment que hem realitzat. Per 

a l’anàlisi dels gens diferencialment expressats s’utilitzen diferents mètodes 

estadístics, com els tests paramètrics (t-Test Student i l’ANOVA (ANalysis of 

VAriance)) i test no paramètrics (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 hipòtesi de si aquest està diferencialment expressat o 

no i s’aplica un test estadístic. Com que cada experiment inclou milers de gens, aquest 

mostreig d’hipòtesi múltiple s’ha de corregir per evitar obtenir falsos positius. El mètode 

més utilitzat és el FDR (False Discovery Rate). Els resultats dels gens diferencialment 

expressats s’expressen típicament amb un valor de ratio d’expressió entre les dues 

condicions que comparem, en log2 de la ratio, que correspon al fold change (FC), o 

sense base logarítimica, i un valor de significància estadística (valor de p) associat. 

Existeixen dos mètodes de classificació per tal d’identificar gens que ens divideixin les 

mostres en classes: 

-Anàlisi no supervisada: en aquest tipus d’anàlisi no es coneix prèviament a 

quina categoria o grup pertany cada mostra de l’estudi, de manera que 

s’apliquen mètodes estadístics que ens permeten identificar agrupacions de 

mostres segons la seva expressió. Existeixen diferents tipus d’algorismes que 

permeten generar aquestes agrupacions o clusters, com el clustering jeràrquic i 

l’anàlisi de PCA. A la clínica, l’anàlisi no supervisat permet identificar subgrups 

de tumors que comparteixen patrons d’expressió semblants. 

-Anàlisi supervisada: aquest tipus d’anàlisi permet identificar gens 

diferencialment expressats entre dues o més categories conegudes. Aquesta 

estratègia permet establir patrons d’expressió característics de cada categoria i 

classificar mostres addicionals de categoria prèviament desconeguda. És molt 

utilitzat per a l’estudi de correlació de dades d’expressió i dades clíniques. 
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D. Anàlisi funcional i interpretació biològica de les dades: és l’objectiu final de 

l’anàlisi de dades de microarrays. Es vol obtenir un coneixement biològic de les dades 

generades, per tal de definir funcions biològiques o xarxes genètiques específiques de 

la condició estudiada. Per a vincular el llistat de gens diferencialment expressats amb 

la funció biològica d’aquests s’utilitza la informació de l’ontologia genètica (GO, gene 

ontology,www.geneontology.org) que s’explota amb diferents eines púbiliques tals com 

AmiGO (amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi), FatiGO 

babelomics.bioinfo.cipf.es) i DAVID (david.abcc.ncifcrf.gov)) i privades (IPA, Ingenuity 

Pathway Analyses), entre d’altres. 

L’aplicació de la tecnologia de microarrays d’expressió ha seguit un creixement 

exponencial de manera que s’ha generat una gran quantitat de dades. Aquestes s’han 

dipositat en bases de dades públiques (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 científica. Per a facilitar el 

compartiment de les dades ha estat necessari establir uns estàndards internacionals 

liderats per la societat Microarray Gene Expression Data (MGED), com els inclosos en 

el MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment). 

 

4. Validació biològica de les dades  

Una vegada completada l’anàlisi de dades cal confirmar si tots o alguns dels gens 

presenten realment expressió diferencial, aplicant tècniques biològiques independents. 

Aquest anàlisi es realitza en el mateix grup de mostres estudiades pels microarrays i 

en una sèrie independent.  

Per a la validació dels resultats d’expressió a nivell d’ARN la tècnica més emprada és 

la RT-PCR quantitativa a temps real (RQ-PCR). També és important conèixer si el 

canvi a nivell d’expressió d’ARN té traducció a nivell de proteïna. Els estudis que es 

realitzen per a validar l’expressió proteica són principalment les tècniques de Western 

Blot, d’immunohistoquímica i de citometria de flux. 
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1.3.2. Microarrays d’expressió en les neoplàsies mieloproliferatives 

En el camp de l’hematologia, el primer estudi de microarrays d’expressió en mostres 

de càncer ja va demostrar la potència d’aquesta tecnologia en la classificació de les 

leucèmies agudes (Golub i cols. 1999). Posteriorment, Alizadeh i cols. (Alizadeh i cols. 

2000) van identificar subgrups de pacients amb limfoma difús de cèl·lula B gran, els 

quals es correlacionaven amb el pronòstic i amb la resposta a la teràpia. 

Des d’aleshores s’han realitzat nombrosos estudis utilitzant aquesta tecnologia els 

quals han aportat un gran coneixement en la patogènesi de les malalties 

hematològiques i en la seva classificació i el seu impacte en el pronòstic i tractament. 

En les NMP Ph- també existeixen diferents estudis d’expressió gènica utilitzant la 

tecnologia de microarrays. Concretament, Pellagatti i cols. (2003), Goertller i cols. 

(2005) i Steidl i cols. (2005) van definir gens amb expressió diferencial en granulòcits 

de pacients amb PV i l’estudi de Kralovics i cols. (2005c) va identificar gens l’expressió 

dels quals era depenent de la presència de JAK2V617F. En la TE, Schwemmers i cols. 

(2007), en el mateix període que el nostre estudi (Puigdecanet i cols. 2008), van definir 

també subclasses de pacients en relació a l’estat de JAK2V617F. 
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2.1. HIPÒTESI 

La TE és una malaltia clonal de la cèl·lula mare hematopoètica, amb hiperplàsia dels 

megacariòcits de la medul·la òssia i amb una hiperproducció de plaquetes circulants, 

que no afecta solament a la línia megacariocítica sinó també a les línies mieloides 

granulocítica i eritroide. La TE és una malaltia clínicament heterogènia i en la que no 

existeix un marcador diagnòstic. L’alteració molecular més comú és la mutació 

JAK2V617F, però només és present en aproximadament el 50% dels malalts. Així, 

resta una proporció important de pacients en els quals encara es desconeix l’alteració 

genètica implicada en la patogènesi de la TE. 

La hipòtesi plantejada era que les alteracions genètiques causants de la TE, les 

conegudes com JAK2V617F i les que encara no es coneixen, podien afectar 

l’expressió gènica de les cèl·lules mieloides, com els granulòcits. 

Amb l’anàlisi del perfil d’expressió dels granulòcits dels pacients amb TE es podria 

identificar una signatura gènica característica de la malaltia que ens aportaria 

informació sobre la fisiopatologia de la TE. A més a més, l’estudi d’expressió en els 

pacients JAK2V617F-positius identificaria els gens i les vies de senyalització afectades 

per la mutació. Per altra banda, el perfil d’expressió dels pacients JAK2V617F-negatius 

ens aportaria informació sobre vies de senyalització que podrien estar afectades per 

alteracions genètiques encara desconegudes. 

Amb les dades anteriors, junt amb la comparació del perfil d’expressió de la TE amb el 

de la TR i de la PV, es podrien definir marcadors específics de la TE, amb possible 

valor diagnòstic i/o pronòstic, i que podrien ser estudiats per tècniques disponibles en 

un laboratori de rutina. 
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2.2. OBJECTIUS 

Objectius generals 

L’objectiu del treball és caracteritzar el perfil d’expressió gènica de la TE i aprofundir 

en el coneixement de la fisiopatologia d’aquesta malaltia. També es pretén definir 

marcadors que permetin el diagnòstic de la TE i que, a la vegada, puguin ser estudiats 

per tècniques disponibles en un laboratori de rutina. 

 

Objectius concrets 

1. Caracteritzar el perfil d’expressió gènica de la TE utilitzant la tècnica de microarrays 

d’expressió, estudiant el patró d’expressió en granulòcits de sang perifèrica i 

comparant-lo amb el d’individus sans. 

2. Validar els resultats obtinguts per microarrays d’expressió d’un conjunt concret de 

gens mitjançant RQ-PCR utilitzant targetes microfluídiques (TLDA) en els pacients 

estudiats prèviament per microarrays d’expressió i en una sèrie independent de 

pacients amb TE. 

3. Analitzar el perfil d’expressió gènica en les TE en relació a la presència de la 

mutació JAK2V617F. 

4. Estudiar l’expressió d’un grup de gens seleccionats, utilitzant la tècnica de TLDA, en 

pacients amb TR i comparar el perfil d’expressió amb el de la TE. 

5. Realitzar la mateixa anàlisi en pacients amb PV i comparar el perfil d’expressió amb 

el de la TE. Analitzar les diferències d’expressió en relació amb la mutació 

JAK2V617F. 

6. Validar l’expressió proteica dels gens més rellevants en pacients amb TE, mitjançant 

les tècniques d’immunocitoquímica i de Western Blot. 
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3.1. MATERIAL 

 
3.1.1. Selecció de pacients i controls pels anàlisis de microarrays d’expressió i 

de RQ-PCR 

En el treball s’han inclòs un total de 98 pacients amb NMP Ph- diagnosticats segons 

els criteris de l’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 JAK2 exon 12-positiu 

- 6 pacients amb TR 

 

També  s’ha inclòs un grup de 10 persones sanes com a control de l’estudi. 

 

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

i 37 PV provenen de l’Hospital del Mar de Barcelona. Quatre pacients amb PV 

JAK2V617F-negatius provenen de l’Hospital Clínic de Barcelona. 

 

Els pacients estudiats en cada part del treball, així com les seves característiques 

clínico-biològiques, es detallen en els respectius capítols de l’apartat de resultats. 
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La mostra utilitzada ha estat granulòcits de SP. 

 

3.1.2. Selecció de mostres de pacients amb TE i controls per a les tècniques 

d’immunohistoquímica, immunocitoquímica i Western Blot 

En les tècniques d’estudi de l’expressió proteica del gen FOSB (immunocitoquímica i 

Western Blot) s’han estudiat 12 pacients inclosos posteriorment (cinc JAK2V617F-

negatius i set JAK2V617F-positius) diagnosticats de TE segons els criteris de l’OMS 

del 2008 (Swerdlow i cols. 2008) i sense haver rebut tractament citorreductor. Com a 

condició control d’expressivitat del FOSB s’han inclòs cinc individus sans. La línia 

cel·lular K562 s’ha emprat com a control positiu. En la tècnica d’immunocitoquímica 

també s’ha utilitzat una biòpsia de càncer de mama com a control positiu. 

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

a partir d’una pacient amb leucèmia mieloide crònica en crisi blàstica.
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3.2. MÈTODES  

 

3.2.1. Estudis d’expressió gènica en la trombocitèmia essencial, en 

trombocitosis reactives i en la policitèmia vera 

 

3.2.1.1. Extracció i processament de la mostra 

La mostra utilitzada pels estudis d’expressió ha estat de SP, tant pels pacients com 

pels individus control. L’obtenció de SP venosa del pacient s’ha realitzat mitjançant 

una extracció amb xeringa o Vacutainer™ i intentant evitar l’hemòlisi. S’han extret 

20ml de sang en un tub amb 1% d’anticoagulant EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic 

Acid).  

La mostra es processa amb el mínim de temps possible des de la seva extracció, 

sempre guardant-la a temperatura ambient (TA), a 18-26ºC. Les mostres provinents de 

centres externs el període entre l’extracció i el processament de la mostra podia arribar 

a les 24 hores. 

 

3.2.1.2. Separació dels tipus cel·lulars de la sang perifèrica 

Per a l’estudi d’expressió gènica de les NMP és necessari aïllar els diferents tipus 

cel·lulars de la SP, especialment els granulòcits que és la línia hematopoètica afectada 

en aquest grup de malalties. 

Per a la separació dels tipus cel·lulars de la SP s’ha utilitzat la tècnica de gradient de 

densitat i posteriorment la sedimentació amb dextrà. La combinació d’ambdues 

tècniques permet la separació de plaquetes, cèl·lules mononucleades i granulòcits. 

 

3.2.1.2.1. Tècnica de separació per gradient de densitat 

El principi de separació per gradient de densitat és l’ús d’una mescla de polisacàrids i 

diatriozat de sodi d’una densitat concreta amb la que, mitjançant la centrifugació, 

permet obtenir una monocapa o anell d’aquelles cèl·lules de la mateixa densitat que la 
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mescla i una sedimentació de les cèl·lules amb densitat superior (tècnica descrita per 

Bøyum i cols. 1968). Concretament, per a la separació de limfòcits i altres cèl·lules 

mononucleades, com els monòcits, s’utilitza el producte comercial Lymphoprep™, de 

densitat 1.077±0,001 g/ml. Amb aquesta mescla s’aconsegueix un anell de cèl·lules 

mononucleades i una sedimentació d’eritròcits i de granulòcits. 

 

Equipament 

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

 

Reactius 

Lymphoprep™ (1114544, Axis-Shield) 

- Característiques de conservació: un cop obert guardar-lo a la nevera (4ºC) i a 

la foscor, embolicant-lo amb paper de plata. 

 - Composició: -Diatriozat de sodi: 9.1% (w/v) 

              -Polisacàrids: 5.7% (w/v) 

PBS 10x (1666789, Roche) 

 

Solucions 

PBS 1x: dilució 1:10 de PBS 10x utilitzant H2O (exemple: 10ml de PBS 10x i 90 ml 

d’H2O).  

 

Procediment 

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

2. Diluïr 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 diluïda sobre 3 ml de Lymphoprep™, utilitzant tubs cònics de 15ml. Sempre s’ha 

de mantenir la relació de 2 volums de mostra per 1 volum de Lymphoprep™. És 
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imprescindible que la sang no es barregi amb el fluid de separació ja que sinó es 

trenca la consistència del fluid i no actua com a separador. 

4. Centrifugar a 280g durant 20 minuts a TA i sense fre de la centrífuga. Després de la 

centrifugació s’obté un anell de cèl·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 cònic de 15 ml. 

6. Afegir PBS 1x en la suspensió 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 cèl·lules mononucleades de puresa superior al 80%, el 

qual serà processat per a la posterior extracció d’ADN, ARN o proteïnes. 

La puresa cel·lular es quantifica mitjançant un comptador cel·lular automàtic. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M1. Esquema de la tècnica de separació per gradient de densitat. Imatge modificada de 

News bulletin for Axis-Shield density gradient media. 

 

Sang diluïda 1:1 
amb solució salina 

Lymphoprep™ 
densitat 1.077 g/ml) 

280g, 20 min 

a 23ºC aprox. Cèl·lules 
mononucleades 

Eritròcits i 
granulòcits 

Plasma i 
plaquetes 
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3.2.1.2.2. Purificació dels granulòcits mitjançant la tècnica de separació per 

sedimentació amb dextrà 3% 

L’objectiu d’aquesta tècnica és aïllar els granulòcits procedents del paquet cel·lular 

obtingut en la tècnica del Lymphoprep™. Aquest conté els granulòcits i eritròcits que 

han sedimentat degut a la seva elevada densitat (superior a la del Lymphoprep™, 

1.077g/ml).  

El principi de separació per sedimentació amb dextrà és l’ús d’aquest sucre a una 

concentració del 3% que ocasiona la sedimentació dels eritròcits i resten els 

granulòcits en suspensió. No obstant, no sedimentaran tots els eritròcits de manera 

que un cop realitzada la separació dels granulòcits amb el dextrà caldrà lisar els 

eritròcits contaminants amb clorur d’amoni.  

 

Equipament 

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

 

Reactius 

Dextrà pur de Louconostoc mesenteroides (D1037, Sigma-Aldrich) 

Sèrum fisiològic Serrasol (375790.4, Lab Serra Pamies) 

Clorur d’amoni (A9434, Sigma-Aldrich) 

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

 

Solucions 

Dextrà 3%: 2g de dextrà en 100 ml de sèrum fisiològic. Barrejar durant uns 30 minuts, 

utilitzant un agitador magnètic, i guardar a la nevera (4ºC) durant màxim un mes. 

 

Procediment 

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

cel·lular, d’aspecte hemàtic pel seu alt contingut en eritròcits. 
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2. Diluïr 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 

diluït. Extreure l’èmbol i tapar la punta de la xeringa amb parafilm o bé amb una 

xeringa encapsulada. 

4. Afegir la mescla de paquet cel·lular diluït a la xeringa i afegir un volum igual de 

dextrà 3%. 

5. Introduïr amb cura l’èmbol 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 posició vertical durant 30 a 40 

minuts. Durant aquest temps els eritròcits sedimentaran i els granulòcits es quedaran 

en el sobrenadant, tal i com es mostra en la figura M2.  

7. Extreure el sobrenadant mitjançant la introducció del receptor d’una “palometa” a la 

punta de la xeringa. Tallar la punta del tub on hi ha la “palometa” i introduïr el tub en un 

recipient per recollir el sobrenadant, com tubs cònics de 15 ml. 

8. Afegir PBS 1x en la suspensió 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 eritròcits. 

9. Lisar els eritròcits 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 suspensió cel·lular a 370-444g durant 10 minuts, de manera que 

s’obté el pellet cel·lular purificat d’eritròcits. 

11. Fer dos rentats del pellet amb PBS 1x per tal d’eliminar restes de dextrà 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 granulòcits de puresa superior al 80%, el qual serà 

processat per la posterior extracció d’ADN, ARN o proteïnes. 

La puresa cel·lular es quantifica mitjançant un comptador cel·lular automàtic. 
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Figura M2.  Esquema de la tècnica de separació dels granulòcits per sedimentació amb dextrà 

3%. 

 

3.2.1.3. Extracció d’ARN utilitzant el mètode de fenol-cloroform 

L’extracció de material genètic (tant ARN com ADN) de cèl·lules aïllades es basa en 

l’ús 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 l’ARN, ja que elimina les ARNases i 

dissocia els complexes proteics-àcid nucleic (separa l’ARN ribosòmic dels ribosomes). 

El fenol lisa les cèl·lules i junt amb el cloroform permeten separar les proteïnes, restes 

cel·lulars i àcids nucleics en diferents fases: la fase orgànica (en la que s’hi troba el 

clorofom junt amb l’ADN, proteïnes i restes cel·lulars) i la fase aquosa (en la que s’hi 

troba el fenol junt amb l’ARN). 

 

Equipament 

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

 

 

 

Dextrà 

Granulòcits 
i eritròcits 

Granulòcits i 
eritròcits 

Eritròcits 

Agitació per 
inversió i 

sedimentació 
30-40 minuts 
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Reactius 

UltraspecTM (BL-10050, Biotecx) 

Cloroform (UN1888, Merck) 

Isopropanol (I9516-25ml, Sigma) 

Etanol absolut (UN1170, Merck)  

Aigua lliure d’ARNases (BE51200, Accugene) 

RNAse ZAP (AM9780, Ambion) 

 

Solucions 

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

 

Procediment 

Prèviament a l’inici de l’extracció de l’ARN cal netejar tota l’àrea 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 l’ARN. 

Es parteix dels granulòcits separats mitjançant les tècniques descrites en els apartats 

anteriors.  

 

1. Utilitzar un comptador hematològic per a quantificar el nombre de cèl·lules en 

suspensió i aliquotar 10x106 cèl·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 cèl·lules. A partir d’aquest punt s’ha de treballar en fred, a 4ºC. 

3. Afegir 1 ml d’UltraspecTM al pellet amb una xeringa de 2 ml i utilitzant una agulla de 

20G. 

4. Passar la solució 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 4ºC o bé emmagatzemar la mostra a -80ºC. 

Possible punt de parada del protocol. En cas que es guardi a -80ºC, al continuar el 

processament cal que la mostra es descongeli a 4ºC i posteriorment tornar a passar la 

solució unes 15-20 vegades per una xeringa de 2 ml amb agulla de 20G 

6. Afegir 200 µl de cloroform (per cada ml d’UltraspecTM) i agitar vigorosament durant 

uns 15 segons i deixar novament en gel durant mínim 5 minuts. 

7. Centrifugar a 15.900g durant 15 minuts a 4ºC. Després de la centrifugació es 

formaran 2 fases (Figura M3): 

 -fase inferior: és la fase orgànica i conté l’ADN, proteïnes i restes cel·lulars 

 -fase superior: és la fase aquosa i conté l’ARN 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M3. Esquema de la tècnica d’extracció d’ARN utilitzant el mètode 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 orgànica, 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 µl. Barrejar per 

inversió i deixar les mostres durant mínim 10 minuts a -20ºC. Possible punt de parada 

del protocol. 

10. Centrifugar a 18.400g durant 10 minuts a 4ºC. L’ARN formarà un precipitat blanc al 

fons de l’eppendorf. Llençar el sobrenadant amb molta cura de no perdre el precipitat 

blanc. 

Interfase

Pellet ARN 

Fase aquosa 

Fase orgànica 

Separació de fases Precipitació  amb isopropanol 
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11. Fer dos rentats amb etanol 75% a 9.400g durant 5 minuts a 4ºC. Llençar el 

sobrenadant després de cada rentat. 

12. Deixar assecar el precipitat blanc posant els tubs cap per avall damunt un 

mocador, un mínim de 30 minuts fins que es torni transparent. 

13. Un cop el pellet està sec afegir un volum d’aigua lliure d’ARNAses d’acord al 

tamany del pellet (entre 20 a 50 µl). Ressuspendre el pellet amb la pipeta però sense 

tocar-lo directament. Després deixar la mostra a la nevera durant un mínim de 30 

minuts per tal que s’acabi de dissoldre el pellet d’ARN. 

14. Agafar una aliquota d’uns 5 µl de cada mostra per quantificar i analitzar la integritat 

de l’ARN. La resta de mostra s’emmagatzemarà a -80ºC, per a ser processada per a la 

tècnica de microarrays d’expressió o de RQ-PCR. 
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3.2.1.4. Quantificació i anàlisi de la qualitat de l’ARN 

 

3.2.1.4.1. Quantificació de l’ARN 

La quantificació de l’ARN es realitza mitjançant l’espectrofotòmetre de volum reduït 

anomenat NanoDrop™. Es forma una pel·lícula molt fina, d’1 mm de longitud, entre el 

cap inferior i superior, a través de la qual aplicant llum ultraviolada podrà llegir-ne 

l’absorbància (A) a diferents longituds d’ona. L’espectrofotòmetre permetrà obtenir la 

concentració d’ARN (mitjançant l’equivalència d’una A260 de valor 1 correspon a una 

concentració de 40 µg/ml), així com la seva puresa, indicada pels valors següents: 

- Ratio A260/280: valor òptim >1,6-2,0. Indica la proporció de proteïnes (A280) 

respecte als nucleòtids (A260). 

- Ratio 260/230: valor òptim >1,3-2,0. Indica la proporció de sals i altres restes de 

reactius (A230) respecte als nucleòtids (A260) 

-A320: valor òptim <0,2. Indica la presència de restes sòlides 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 l’aparell “NanoDrop1000 Spectrophotometer” i seleccionem 

l’opció “Nucleic Acid”. 

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

la mostra i a continuació, tal i com indica el programa, rentar els capçals amb aigua, 
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dispensant 5 µl 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 capçals ja es pot procedir a la quantificació. Cal primer fer el 

blanc, seleccionant l’opció d’ARN i dispensant altre cop aigua (ja que és amb el què es 

troba ressuspès el nostre ARN) en el capçal inferior. Prémer “Blank”. 

4. Eixugar ambdós caps amb un mocador de paper i dispensar >1,3 µl-2 µl de la 

primera mostra, sempre evitant introduïr bombolles. Identificar-la correctament en la 

pantalla. Prémer “Measure”. 

5. Una vegada estiguin totes les mostres quantificades és recomanable mesurar el 

blanc (en aquest cas l’aigua) com una mostra més. El valor de quantificació ha de ser 

molt proper a zero, ja que és el nostre blanc. Si la concentració és superior a 5 ng/µl 

cal tornar a realitzar el blanc i tornar a quantificar totes les mostres. 

6. Fer un últim rentat dels capçals 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 concentració 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. Anàlisi de la qualitat de l’ARN 

L’anàlisi de qualitat de l’ARN es realitza mitjançant el bioanalitzador Agilent 2100 

Bioanalyzer, el qual realitza una electroforesi capil·lar en un format de xip amb 16 pous 

interconnectats. L’anàlisi consisteix en una prèvia injecció d’un polímer que conté un 

fluorocrom dins dels canals del xip, així com la incorporació d’un ladder amb fragments 

de mida i concentració 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 migració de l’ARN a 

través del polímer. En cada canal, tant de les mostres com del ladder, s’aconsegueix la 
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separació de les molècules d’ARN en funció de la seva mida, com en un gel d’agarosa. 

La detecció dels fragments d’ARN s’aconsegueix gràcies a l’excitació amb làser del 

fluorocrom, present en el polímer, 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 anàlisi s’obté una imatge virtual d’un gel 

d’agarosa i un perfil electroforètic de l’ARN ribosòmic de cada mostra i del ladder 

(Figura M4). La lectura del ladder permet obtenir una corba de migració estàndar en 

relació a la mida dels fragments, que és coneguda. D’aquesta manera és possible 

conèixer la mida de cadascun dels fragments d’ARN detectats. També s’obté la 

concentració de la mostra, a través de la suma de les àrees sota la corba de tots els 

pics del perfil electroforètic detectat per una mostra i la comparació amb les àrees sota 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

     Figura M4. Perfil electroforètic del RNA 600 Nano ladder 

 

A partir del perfil electroforètic de l’ARN ribosòmic s’obtenen els dos paràmetres 

següents, els quals ens permeten estimar la integritat de l’ARN: 

- ratio entre la subunitat 18S i 28S de l’ARN ribosòmic: valor òptim >1,3-2 

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

electroforètic de l’ARN ribosòmic (Figura M5). S’obtenen valors entre zero i 10, essent 

 

Marcador Ladder 
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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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M5. Electroferograma en el que es detallen les regions indicadores de la qualitat de 

l’ARN ribosòmic i que són utilitzades pel càlcul del valor de RIN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M6. Perfil electroforètic de l’ARN ribosòmic de diferents mostres amb valors de RIN de 

10, 6, 3 i 2, respectivament. 

 

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

el Nanodrop per a obtenir aquest paràmetre, ja que els valors són més fiables. 
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Equipament 

Agilent 2100 Bioanalyzer (G2939AA, Agilent Technologies) 

Chip Priming Station (5065-4401, Agilent Technologies) 

IKA vortex mixer (inclòs 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, 

Edició 08/2006) de la casa comercial Agilent:  

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

Nano Total RNA 

1. Enroscar la xeringa d’1ml a la tapa. 

2. Ajustar el suport a la posició C. 

3. Ajustar l’èmbol de la xeringa a la posició d’1ml. 

B. Posada a punt de l’Agilent 2100 Bioanalyzer  

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

C. Preparació del ladder 

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

2. Desnaturalitzar-lo durant 2 minuts a 70ºC. 
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3. Immediatament posar el vial en gel. 

4. Fer aliquotes d’uns 1,2µl en eppendorf de 0,2 ml lliures d’ARNases. 

5. Emmagatzemar-les a -80ºC. 

D. Descontaminació dels electrodes 

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

1. Afegir 350 µl d’RNAse ZAP en un dels pous d’un xip de neteja d’electrodes, 

rotulat prèviament com a RNAse ZAP. 

2. Afegir 350 µl d’aigua lliure d’ARNases en un dels pous d’un xip de neteja 

d’electrodes, rotulat prèviament 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 mínim 1 minut. 

4. Treure el xip. Es guarda per la neteja dels electrodes posterior a l’anàlisi 

5. Posar el xip de neteja que conté aigua lliure d’ARNases en el 2100 Bioanalyzer i 

tancar la tapa. Deixar-lo durant mínim 1 minut. 

6. Treure el xip. També es guarda per la neteja dels electrodes posterior a l’anàlisi 

7. Deixar la tapa oberta durant 1 minut per tal que s’evapori l’aigua restant dels 

electrodes. 

E. Preparació del gel 

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

30 minuts. 

2. Posar 550 µl del gel (vial marcat en vermell) sobre el filtre que conté l’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 4ºC. 

F. Preparació de la solució gel-dye 

1. Aliquotar 65 µl del gel fitrat en un eppendorf de 0,5 ml lliure d’ARNases. 

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

mescla sigui homogènia. 

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, així com la barreja gel-dye. 

G. Càrrega del xip 

Durant la càrrega dels diferents reactius al xip cal posar sempre la pipeta tocant el 

fons de cada pou. 

1. Agafar i treure de l’embolcall un xip RNA Nano. 

2. Posar el xip a la chip priming station. 

3. Pipetejar 9 µl 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 l’èmbol 

de la xeringa avall fins a la posició del clip. 

5. Esperar exactament 30 segons i després alliberar l’èmbol obrint el suport del 

clip. 

6. Esperar que l’èmbol retorni a la posició de mínim 0,3ml. 

7. Esperar 5 segons i lentament retornem l’èmbol fins a la posició inicial d’1 ml. 

8. Obrir la tapa de la chip priming station. 

9. Pipetejar 9 µl de la mescla de gel i fluorocrom en els dos pous superiors marcats 

com a G. 

10. Pipetejar 5 µl del marcador (vial marcat en verd) en el pou identificat amb el 

símbol de ladder i en cadascun dels 12 pous de les mostres. 

11. Desnaturalitzar durant 2 minuts a 70ºC les 12 mostres d’ARN, prèviament 

aliquotades en volums d’1 µl en eppendorf de 0,2 ml. S’evita així la presència 

d’estructures secundàries en l’ARN. 

12. Pipetejar 1µl de cada mostra a cadascun dels 12 pous del xip. 
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13. Pipetejar 1µl de ladder, prèviament desnaturalitzat i emmagatzemat a -80ºC, en 

el pou identificat com a ladder. 

14. Vortejar el xip durant 1 minut, utilitzant l’IKA vortex a 2.400rpm. 

15. Procedir a l’anàlisi del xip en un termini de 5 minuts. 

H. Anàlisi del xip en l’Agilent 2100 Bioanalyzer 

1. Engegar l’aparell i posteriorment obrir el programa 2100 Expert Software. 

Seleccionar l’assaig corresponent a RNA 6000 Nano Total RNA Assay. 

2. Comprovar que el programa ens detecta l’aparell. 

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

4. Seleccionar Start i començar l’anàlisi. 

5. Introduïr els identificadors de les mostres en la posició del pou del xip 

corresponent. 

6. Al cap d’uns 20 minuts es completa l’anàlisi de les mostres. 

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

Comprovar que el perfil electroforètic del ladder és el correcte i també el de les 

mostres. 

I. Descontaminació dels electrodes després de l’anàlisi 

Com a últim pas cal netejar els electrodes de nou per tal d’evitar contaminacions 

en les properes anàlisis. 

1. Un cop acabada l’anàlisi treure immediatament el xip. 

2. Repetir el procés de neteja dels electrodes descrit en l’apartat D. 
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3.2.1.5. Microarrays d’expressió en la trombocitèmia essencial 

Per a l’anàlisi de microarrays d’expressió s’ha utilitzat el mètode 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 hibridació 

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’oligonucleòtids 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. 

Prèviament a l’anàlisi per microarrays s’ha valorat la qualitat de l’ARN, utilitzant el 

mètode d’electroforesi capil·lar (descrit en l’apartat 2.4.1). Només es van escollir 

aquelles mostres amb un valor d’integritat (RIN) de l’ARN superior a 7, descartant 

aquelles mostres amb valors inferiors per evitar treballar amb mostres degradades. 

Aquesta tècnica s’ha realitzat en la Core Facility de Microarrays del Centre de 

Regulació Genòmica, Barcelona.  

 

La tècnica dels microarrays d’expressió consisteix en quatre passos diferenciats, que 

són els següents: 

 

A. Retrotranscripció, amplificació i marcatge de l’ARN 

B. Fragmentació i hibridació de la mostra als xips 

C. Rentats 

D. Escanejat 

E. Obtenció de la matriu de valors d’intensitat 
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A. Retrotranscripció, amplificació i marcatge de l’ARN 

La retrotranscripció (RT), l’amplificació i el marcatge de l’ARN és la primera part del 

processament de la mostra per tal d’hibridar-la en el microarray d’expressió. En aquest 

estudi s’ha utilitzat el mètode de marcatge en dos colors per crear ARN complementari 

(ARNc) 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 mitjançant una transcripció in vitro amb la presència de CTP marcats amb 

fluorescència (Cy3 i Cy5). Finalment el producte amplificat es purifica per tal d’eliminar 

els nucleòtids 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 edició, versió 4.0, Gener 2006). 
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Figura M7. Esquema de la retrotranscripció, amplificació i marcatge de l’ARN. Imatge 

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

Number 5185-5818, 1era edició, versió 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 

-0,1M DTT 

-10 mM dNTP mix 

-MMLV RT 

-RNAse OUT 

-4X Transcription buffer 

-10 mM NTP mix 

-50% PEG (polyethylene glycol) 

-fosfatasa inorgànica 

Cyanine 3-CTP (10,0 mM), (NEL580, PerkinElmer/NEN Life Sciences)  

Cyanine 5-CTP (10,0 mM), (NEL581), PerkinElmer/NEN Life Sciences) 

RNeasy mini Kit (74104, QIAGEN) 

β-mercaptoetanol (8057400005, Merck) 

Etanol absolut (UN1170, Merck)  

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

 

Procediment 

A.1.Retrotranscripció: generació de l’ADNc a partir de l’ARN total 

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

0.1M DTT, 10mM dNTP mix.  

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

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

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

5. Barrejar i fer un pols. 

6. Desnaturalizar els primers i l’ARN incubant a 65ºC durant 10 minuts, en un bloc sec. 

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

8. Preparar la master mix d’ADNc de la següent manera: 

- Preescalfar el buffer 5X First strand incubant el vial a 80ºC durant 3 o 4 minuts 

per tal d’assegurar la ressuspensió dels components del buffer. Posteriorment 

vortejar i fer un pols.  

- Immediatament abans d’utilitzar els diferents reactius barrejar-los mitjançant 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’últim 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 (µl)/ 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 μl de la mix a cada reacció i barrejar mitjançant el pipeteig. Deixar les 

reaccions a fora del gel per evitar la precipitació dels reactius. 

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

agitació. 

15. Mentrestant descongelar els següents reactius: 4X transcription buffer, 0,1 M DTT , 

10 mM NTP mix  i 50% PEG, fosfatasa inorgànica. 

16. Inactivar l’enzim MMLV-RT incubant les mostres a 65ºC 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. Amplificació i marcatge: generació d’ARNc marcat amb fluorescència. 

Transcripció in vitro i incorporació 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 transcripció de la següent manera i durant els 20 minuts 

últims del protocol anterior: 

-Si el PEG té precipitats preescalfar incubant el vial a 40ºC durant 1 minut. Per 

assegurar una ressuspensió òptima vortejar breument i fer un pols. 

-Immediatament abans d’utilitzar els diferents reactius barrejar-los mitjançant 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 M2. Afegir els enzims (RNAse out i T7 RNA Polymerase) a l’últim 

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’amplificació i marcatge 

Reactiu Volum (µl)/ 1 Rxn 

H2O DEPC 15,3 

4x transcription buffer 20 

0.1M DTT 6 

NTP mix 8 

50% PEG 6,4 

RNase Out 0,5 

Fosfatasa inorgànica 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 μl de la mix a cada reacció i barrejar mitjançant el pipeteig. 

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

 

A.3. Purificació de l’ARN amplificat 

Per a la purificació de l’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 μl, afegint 20 μl de H2O lliure d’ARNases. 

2. Preparar buffer RLT afegint en proporció 1 a 100 de β-mercaptoetanol i buffer RLT 

(exemple: 7 μl de β-mercaptoetanol per cada 700 μl de buffer RLT). 

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

4. Afegir 250 μl d’etanol fred (puresa 100%). Barrejar mitjançant el pipeteig, sense 

centrifugar. 

Fins aquest punt mantenim les mostres en gel. 
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5. Transferir 700 μl 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 4ºC. 

7. Canviar el tub col·lector, llençant l’eluït i posar la columna en un nou tub col·lector 

de 2 ml. 

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

9. Centrifugar 30 segons a 15.900g i a 4ºC. 

10. Llençar el volum del tub col·lector i reutilitzar el tub. 

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

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

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

14. Eluïr l’ARNc purificat afegint 30 μl d’H2O lliure d’ARNases directament al filtre de la 

columna. 

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

16. Tornar a afegir 30 μl d’H2O lliure d’ARNases directament al filtre de la columna. 

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

18. Guardar l’ARNc eluït i purificat a 4ºC. 

És important preservar la integritat de l’ARNc produït, evitant cicles de congelació i 

descongelació 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 electroforètic d’ARNc marcat amb fluorescència (Cy5) d’elevada integritat, junt 

amb el perfil del RNA 6000 ladder. 

 

A.4. Quantificació de l’ARN amplificat 

L’ARNc amplificat es quantifica utilitzant l’espectrofotòmetre Nanodrop ND-1000, 

calculant la concentració segons l’equivalència de A260 de valor 1 a 40 μg/μl d’ARN. 

Partint de 500 ng d’ARN total s’espera obtenir una quantitat d’ARNc amplificat d’entre 

2 i 4 μg, la qual és depenent de la puresa i integritat de la mostra d’ARN.  

 

A.5. Quantificació de l’activitat específica de l’ARN amplificat 

Per a la quantificació de l’activitat específica de l’ARN amplificat també s’utilitza 

l’espectrofotòmetre Nanodrop ND-1000, en l’opció d’anàlisi per microarrays del 

programa. L’activitat específica de l’ARN mesura la quantitat de fluorocrom incorporat 

en l’ARN i es calcula per a cadascun dels fluorocroms, segons les fòrmules 

especificades en el manual. 

Partint de 500 ng d’ARN total s’espera obtenir una activitat específica d’entre 10-15 

pmols/μg. Aquelles mostres d’ARNc amb activitat específica inferior a 8 pmols/μg no 

s’haurien d’hibridar en el microarray. 
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B. Fragmentació i hibridació 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 simultàniament 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 específica d’entre 7 i 15 pmols/μg. 

Cada comparativa es va hibridar per duplicat, realitzant un marcatge amb fluorocroms 

invers o dye swap, per tal d’eliminar possibles diferències en la ratio d’incorporació 

d’ambdós fluorocroms.  

El processament s’ha realitzat d’acord al protocol recomanat per Agilent (Agilent 

oligonucleotide microarray hybridization, Manual Part Number G4140-90010, 1era 

edició, versió 4.1, Octubre 2002). 

 

Equipament 

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

Forn d’hibridació (G2545, Agilent Technologies) 

 

Reactius 

Kit d’hibridació (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. Fragmentació i preparació de la solució d’hibridació 

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

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

 

B.1.1. Preparació de la solució 2x Target 

Per a la preparació de la solució 2x Target Solution que contindrà l’ARNc que 

s’hibridarà en el microarray es barregen els següents reactius: 

   - 750 ng de Cy3-cRNA  

 - 750 ng de Cy5-cRNA 

 - 50 μl de 10x Control targets  

 - H2O lliure d’ARNases fins a 240 μl (el volum d’aigua necessari varia segons 

la concentració de l’ARNc de cada mostra) 

La solució 2x Target preparada es pot guardar congelada a -80ºC durant 1 mes. 

 

B.1.2. Fragmentació i preparació de la solució d’hibridació 1x. 

1. Afegir 10 μl de 25x Fragmentation buffer als 240 μl. 

2. Barrejar amb el vortex. 

3. Incubar 30 minuts a 60ºC. 

4. Afegir 225 μl de Buffer d’hibridació 2x, obtenint una solució d’hibridació 1x de volum 

final de 475 μl.  

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

6. Fer un pols. 

7. Procedir a hibridar la solució immediatament. 
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B.2. Muntatge del microarray en la cambra d’hibridació i hibridació  

Per a hibridar la mostra marcada i fragmentada en el microarray cal utilitzar cambres 

d’hibridació, una per cada mostra. És important identificar correctament cada cambra 

d’hibridació amb l’identificador de la mostra que s’hi hibridarà. 

1. Col·locar el cobreobjectes dins la cambra d’hibridació. 

2. Amb una pipeta dipositar tot el volum de la solució (475 μl)  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 inscripció 

Agilent. La part inactiva és la que conté com a inscripció el codi de barres del 

microarray.  

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

5. Col·locar la cambra d’hibridació en una graella situada en el rotor del forn 

d’hibridació, el qual es troba a 60ºC i en rotació. 

6. Hibridar les mostres durant 18 hores a 60ºC i en rotació. 

 

C. Rentats del microarray 

Els rentats serveixen per, una vegada hibridada la mostra en el microarray, eliminar 

l’excés de reactius i de mostra no hibridada i eliminar les unions no específiques, per 

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

 

Equipament 

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

 

Reactius i solucions 

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

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

Reactiu Volum (ml) 

H2O 350 

20x SSC (filtrat) 150 

10% Triton X-102   0,25 

Volum total           400,25 

 

-Filtrar la solució utilizant un filtre de 0,2 μm. 

-Segellar l’ampolla i barrejar la solució per agitació. 

-Guardar la solució a TA. 

 

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

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

 

Taula M4. Reactius de la solució de rentat 2 

Reactiu Volum (ml) 

H2O 248,75 

20x SSC (filtrat)  1,25 

10% Triton X-102   0,125 

Volum total 250,125 

 

-Filtrar la solució utilizant un filtre de 0,2 μm. 

-Segellar l’ampolla i barrejar la solució per agitació. 

-Guardar la solució a 4ºC. 
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Procediment 

C.1. Preparació de les solucions de rentat: 

Prèviament als rentats dels microarrays cal preparar les solucions de rentat. Es 

preparen 250 ml per cubeta. 

Preparar 3 cubetes, de la següent manera: 

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

-Cubeta 2: conté la solució de rentat 1 a TA, i una graella pels microarrays. Situem la 

cubeta sobre un agitador magnètic.  

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

un contenidor amb gel. 

 

C.2. Rentats 

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

2. Desmuntar la cambra d’hibridació treient el cobreobjectes amb una pinça. Agitar 

manualment el microarray per eliminar l’excés de solució d’hibridació. Sempre 

subjectar el microarray per la part on s’hi troba imprès el codi de barres o per les 

puntes. 

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

4. Una vegada la graella conté tots els microarrays agitar la solució utilitzant l’agitador 

magnètic 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 inscripció 

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 detecció de la fluorescència emesa de 

cada fluorocrom per excitació amb làser. Degut a que es realitza un doble marcatge, 

en el que una mostra està marcada amb Cy3 i l’altra amb Cy5, la lectura de la 

fluorescència de cada punt de la matriu del microarray es realitza excitant amb làser 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 l’escàner dins els suports i en la posició adequada 

2. S’escanegen els microarrays i s’obtenen les imatges de fluorescència. 

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

programa Genepix 6.0. 

 

E. Obtenció de la matriu de valors d’intensitat 

L’anàlisi de dades dels microarrays d’expressió consisteix en generar una matriu de 

valors tractats estadísticament, a partir d’una matriu de valors d’intensitat procedent de 

l’escanejat del microarray, de manera que ens permeti realitzar anàlisis estadístiques 

comparant els valors de les diferents mostres estudiades. 

 

Els perfils d’expressió dels pacients estudiats es van obtenir utilitzant el microarray 

d’oligonucleòtids 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 són controls del 

microarray. Per a cada sonda o feature del microarray es disposa de la informació de 
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l’oligonucleòtid que representa, així com de les corresponents dades bioinformàtiques 

com l’identificador del GenBank, del SwissProt i l’anotació del gen. 

Les dades es van dipositar a la base de dades pública GEO amb l’identificador 

GSE11003. 
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3.2.1.6. RT-PCR quantitativa a temps real en la trombocitèmia essencial, en 

trombocitosis reactives i en la policitèmia vera 

La tècnica de RQ-PCR permet també quantificar l’expressió gènica, i s’ha utilitzat per a 

validar l’expressió d’un grup seleccionat de gens d’interès obtinguts en l’anàlisi dels 

microarrays d’expressió. S’ha utilitzat la plataforma d’arrays de baixa densitat 

(TaqMan® Low Density Arrays, TLDA) analitzant el mateix grup de pacients estudiats 

per microarrays d’expressió i en un grup independent de pacients amb TE, així com en 

pacients amb PV. 

Previ a l’estudi de RQ-PCR s’ha valorat la qualitat de l’ARN, utilitzant el mètode 

d’electroforesi capil·lar (descrit en l’apartat 2.4.1). Només es van escollir aquelles 

mostres amb un valor d’integritat (RIN) de l’ARN superior a 7. 

La tècnica de RQ-PCR consta de dues etapes: 

 

A. Retrotranscripció de l’ARN total a ADNc 

B. PCR-quantitativa a temps real 

 

A. Retrotranscripció 

La RT consisteix en l’obtenció d’ADNc de cadena senzilla a partir de l’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 substituït 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). Ambdós kits retrotranscriuen l’ARN total a 

ADNc utilitzant primers de tipus random (octàmers) i els mateixos reactius, diferint 

només en el volum d’ADNc generat: en el High capacity cDNA archive kit obtenim un 

volum de 100 µl i en el High capacity cDNA reverse transcription kit de 20 µl. En 
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ambdós kits s’ha partit de 500 ng d’ARN total de cada mostra, a una concentració 

entre 50 a 200 ng/µl i amb un contingut d’ADN genòmic inferior al 0,5%, de manera 

que, considerant que l’eficiència de la RT és del 100%, s’han obtingut les següents 

concentracions d’ADNc: 

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

-25 ng/µl 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):  

Ambdós kits contenen: 

  -10x RT buffer 

   -10x RT Random primers 

   -25x dNTPs 

   -MultiScribe Reverse Transcriptase, 50 U/µl 

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 (µl)/ 1 Rxn Volum (µl)/ 1 Rxn 

10x RT buffer 10 2 

25x dNTPs 4 0.8 

10x RT Random primers 10 2 

MultiScribe Reverse Transcriptase, 50 U/µl 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 solució 

fent copets a l’eppendorf i després un pols. 

6. Segons els valors de concentració 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 µl en High capacity cDNA archive kit i de 20 µl en High capacity cDNA 

reverse transcription kit. 

8. Fer un pols de la placa o eppendorf. 

9. Afegir 50 µl 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 següents (Taula M6 i Taula 

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

 

 

 

 

 

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

 

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 4ºC en cas que es realitzi la PCR quantitativa a temps real 

immediatament i en cas d’ús a més llarg termini cal emmagatzemar-les a -20ºC. 

 

B. PCR-quantitativa a temps real utilitzant la plataforma d’arrays de baixa 

densitat (TaqMan® Low Density Arrays (TLDA)) 

La tècnica de RQ-PCR, desenvolupada per Higuchi i cols. el 1992, consisteix en una 

PCR en la que es pot quantificar el producte que s’està amplificant durant la reacció, 

gràcies a la monitorització de la fluorescència generada pels fluorocroms introduïts. 

Les sondes Taqman®, emprades en aquest treball, són sondes d’hidròlisi que utilitzen 

l’activitat 5’ exonucleasa de l’enzim Taq polimerasa per a generar fluorescència. Es 

tracta de sondes marcades amb un fluorocrom a l’extrem 5’ (anomenat reporter) i un 

fluorocrom receptor a l’extrem 3’ (anomenat quencher), el qual bloqueja l’emissió de 

fluorescència del reporter. Quan la sonda s’uneix als àcids nucleics la Taq polimerasa 

hidrolitza la sonda, gràcies a la seva activitat exonucleasa 5’-3, i el quencher es separa 

 Step1 Step2 

Temperatura 25ºC 37ºC 

Temps 10 min 120 min 

 Step1 Step2 Step3 Step 4 

Temperatura 25ºC 37ºC 85ºC 4ºC 

Temps 10 min 120 min 5 seg ∞ 
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del reporter i aquest últim emet fluorescència. Aquest procés es repeteix en cada cicle 

de la PCR (Figura M9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durant el procés es mesura la quantitat de fluorescència emesa en cada cicle de PCR 

i es registre el nombre de cicles necessaris per a generar un mínim de fluorescència, 

conegut com a Cycle Threshold (Ct), el qual s’estableix en un punt de la fase de 

creixement exponencial de la corba de fluorescència, abans de que aquesta arribi a la 

fase plateau, que correspon a la saturació de la reacció de PCR (Figura M10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura M10. Corba d’amplificació de la RT-PCR quantitativa a temps real (Kubista i cols. 2006).  

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

que és un valor que permet quantificar el nombre inicial de còpies de l’ARN d’interès. 

 

Figura M9. Mecanisme de funcionament de les 

sondes Taqman (Modificat de Kubista i cols. 2006). 
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Aquesta tècnica té una elevada especificitat i sensibilitat i és àmpliament utilitzada per 

a validar els resultats d’expressió obtinguts mitjançant la técnica de microarrays 

d’expressió. 

 

B1. Disseny de les plataformes TLDA 

Per a l’anàlisi de RQ-PCR s’ha utilitzat la plataforma TLDA, que consisteix en una 

targeta amb 384 pous cadascun dels quals conté un assaig Taqman®. S’han 

dissenyat tres plataformes de TLDA (anomenades TLDA1, TLDA2 i TLDA3), d’acord 

als resultats obtinguts en els microarrays d’expressió, dos que contenen 96 gens per 

duplicat (format 96a, TLDA1 i TLDA3) i una altra amb 48 gens per duplicat (TLDA2) 

(Figura M11). 

 

 

 

 

 

 

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 últims 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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Figura M12. Plafaforma TLDA 

 

Per a cada gen d’estudi s’ha escollit l’assaig Taqman® corresponent a la sonda del 

microarray, i sempre que estava disponible s’han escollit assaigs de tipus “_m”, els 

quals només amplifiquen regions exòniques (regions d’unió d’exons) i s’evita així 

l’amplificació d’ADN genòmic. Per un nombre reduït de gens s’han escollit assaigs de 

tipus “_g” (pot dectectar ADN) o “_s” (regió intraexònica, detecta ADN), en els que és 

possible que s’amplifiqui ADN genòmic. 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 Descripció Assaig Taqman

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

ARL8 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, q 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 I 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_m1

NBN nibrin, Hs00159537_m1

NFE2 nuclear factor (erythroid-derived 2), 45kDa Hs00232351_m1

NFKBIE 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, 

epsilon 
Hs00234431_m1

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



Material i mètodes 

103 

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

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

2 
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

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

Scheinker syndrome, fatal familial insomnia) 
Hs00175591_m1

PTGS2 
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and 

cyclooxygenase) 
Hs00153133_m1

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

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 c Hs00268437_s1

TCTE1L 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 

endogen 
Descripció Assaig Taqman

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 Descripció Assaig Taqman

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

C13orf18 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 II (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_m1

HEMGN hemogen Hs00218346_m1

HMOX1 heme oxygenase (decycling) 1 Hs00157965_m1

HRH4 histamine receptor H4 Hs00222094_m1
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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_m1

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 Descripció Assaig Taqman

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 selecció 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 Descripció Assaig Taqman

ACAT2 acetyl-Coenzyme A acetyltransferase 2 (acetoacetyl Coenzyme A thiolase) Hs00255067_m1

ANKRD15 ankyrin repeat domain 15 Hs00299498_m1

ARL8 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

C13orf18 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

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
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EDN1 endothelin 1 Hs00174961_m1

EREG epiregulin Hs00914313_m1

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

NFKBIE 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, 

epsilon 
Hs00234431_m1 

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 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

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

member 2 
Hs00293943_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

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

Scheinker syndrome, fatal familial insomnia) 
Hs00175591_m1 

PTGS2 
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and 

cyclooxygenase) 
Hs00153133_m1 

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

SLC7A5 
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 

5 
Hs00185826_m1 

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 

endogen 
Descripció Assaig Taqman 

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 tècnica de PCR-quantitativa a temps real s’ha realitzat a partir de l’ADNc generat 

per RT en l’apartat anterior (A) i els nivells relatius d’expressió s’han determinat per la 

fluorescència generada durant l’amplificació de l’ADNc per PCR i detectada utilitzant 

l’aparell ABI PRISM 7900 HT (Applied Biosystems). 

 

Per a la realització d’aquesta tècnica s’ha utilitzat l’equipament disponible com a Servei 

Científicotècnic localitzat en la Unitat de Genòmica del Parc Científic, Universitat de 

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

 

Equipament (disponible en els Serveis Científicotècnics) 

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

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

7900 HT Taqman 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 

Taqman Low Density array (TLDA) 

Master Mix TaqMan® 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 Taqman low density arrays user bulletin, February 3, 2006). 

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

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

 

B.2.1. Càlcul dilucions i preparació 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 següents proporcions de 

reactius per canal d’entrada: 

Taula M11. Reactius de la mix per a la PCR 

 

 

 

 

 

 

 

Reactiu Volum  (µl) 

ADNc (30 a 1000ng)+ Aigua lliure RNAses 50 

TaqmanR 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 però 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 càlculs de les dilucions de l’ADNc generat corresponents a cada format de targetes 

han estat els següents: 

 

Format 96: es carreguen 4 canals/mostra. Es necessiten 200 ng d’ADNc, en un volum 

de 200µl. Per tant, s’ha de diluïr l’ADNc a 1ng/µl  

- Si s’utilitza el High capacity cDNA archive kit per a la RT es diposarà de 100 µl 

d’ADNc 5ng/µl. Diluïr l’ADNc a 1 ng/µl (40 µl ADNc a 5 ng/ µl i 160 µl aigua). 

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

20 µl d’ADNc a 25ng/ µl. Diluïr l’ADNc a 1 ng/ul (8 µl cDNA a 25 ng/µl i 192 µl aigua). 

 

4. Vortejar i fer un pols de les dilucions 

5. En cada mostra en el volum de 200 µl d’ADNc diluït a 1 ng/µl s’hi afegeixen 200 µl 

de master mix, segons les proporcions de la taula M11, amb un volum final de 400 µl i 

una concentració de l’ADNc de 0,5 ng/µl. 

6. Vortejar i fer un pols. 

 

Format 48: es carreguen 2 canals/mostra. Es necessiten 200 ng d’ADNc, en un volum 

de 100 µl. Per tant, s’ha de diluïr l’ADNc a 2 ng/µl. 

- Si s’utilitza el High capacity cDNA archive kit per a la RT es diposarà de 100 µl 

d’ADNc a 5 ng/µl. Diluïr l’ADNc a 2ng µl (40 µl ADNc a  5ng/µl i 60 µl aigua). 

- Si s’utilitza el High capacity cDNA reverse transcription kit per a la RT: es disposarà 

de 20 µl d’ADNc a 25ng/ul. Diluïr l’ADNc a 2 ng/ul (8 µl cDNA a 25 ng/ul i 92 µl aigua). 

4. Vortejar i fer un pols de les dilucions. 
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5. En cada mostra en el volum de 100 µl d’ADNc diluït a 1 ng/µl hi afegim 100 µl de 

master mix, segons les proporcions de la taula anterior, amb un volum final de 200 µl i 

una concentració de l’ADNc d’1 ng/µl. 

6. Vortejar i fer un pols. 

 

                         Format 96                                                          Format 48                

 

            50 ng/canal                            100 ng/canal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura M13. Esquema de la càrrega dels dos formats de les targetes 

 

B2.2. Càrrega 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. Identificar els canals d’entrada de la placa d’acord amb les mostres que es 

carregaran per canal. La distribució és diferent segons el format de la TLDA (segons 

figura M13).  

4. Carregar 100 µl de la mix de PCR per canal, utilitzant una pipeta de 100 µl o 200 µl. 

Introduïr la punta de la pipeta en el forat esquerre del canal, el més gran, amb cura de 

no malmetre el suport de la placa.  

4 3 2 1 

 

MOSTRA 1 MOSTRA 2 
MOSTRA  
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5. Comprovar que el volum carregat és el mateix en tots els canals. 

 

B.2.3. Centrifugació 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 Taqman, així el volum de reacció per pou és de 2 µl aproximadament. 

1. Col·locar la TLDA en l’adaptador de placa, en posició vertical i encarada a fora. 

Col·locar l’adaptador dins la cistella, la qual ha de tenir l’inscripció encarada a fora. 

2. Utilitzar una TLDA buida com a contrapès. 

3. Introduïr les dues cistelles que contenen les TLDAs en la centrífuga. 

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

cadascuna. 

5. Examinar la correcta distribució 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 distribució 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. És 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’aïllar cadascun dels pous, els quals estaven comunicats 

durant la càrrega de la mostra. 

1. Col·locar el segellador en la posició d’inici. 

2. Disposar la TLDA cap per avall i en la orientació adequada, d’acord a les indicacions 

del segellador i fixar-la introduïnt la placa en els dos pius de la part inferior. La TLDA 

ha de quedar al mateix nivell que la base del segellador. 

3. Empènyer lentament i amb força el carro en la direcció 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. Anàlisi 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 informació 

dels assaigs Taqman 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 AIF, seleccionant File>Import. Navegar per localitzar el fitxer i 

importar-lo. La configuració de la matriu de la placa és automàtica. 

4. Identificar les mostres que hem carregat a la placa i els controls endògens. 

5. Seleccionar opció Instrument i després Real-Time. 

6. Comprovar que el programa està conectat a l’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 l’orientació adequada. 

9. Seleccionar Start Run. La safata es tanca automàticament i l’aparell comença a 

realitzar els cicles de PCR registrant a temps real la fluorescència detectada. 

10. Una vegada acabada l’anàlisi apareix la dialog box de Run Complete. Clicar Ok i 

Open per tal de treure la TLDA. 

 

 

 

 

 



Material i mètodes 

115 

B.2.5. Visualització de les dades crues i obtenció dels Cts 

 

Software 

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

RQ Manager Sotware (RQ 1.2) 

 

Per a obtenir els valors d’expressió 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 versió 2.1 i SDS versió 2.3 juntament amb el programa 

RQ Manager versió 1.2. 

El programa SDS permet visualitzar les corbes d’amplificació de cada assaig i analitzar 

les dades per obtenir els valors de Ct. Per a l’anàlisi s’ha escollit l’opció de Ct i 

baseline automatic, per tal d’estandaritzar al màxim els paràmetres d’anàlisi. 
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3.2.1.7. Anàlisi de les dades dels microarrays d’expressió i de les TLDA 

 

Programes informàtics 

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 normalització de les dades 

 

A.1. Microarrays d’expressió 

En l’anàlisi 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’anàlisi GenePix 6.0. Posteriorment, es van normalitzar les dades 

utilitzant l’eina MMARGE, una implementació en format web del paquet de Limma en 

l’entorn de R (Smyth i cols. 2004; Gentleman i cols. 2004). La normalització de les 

dades és necessària per a escalar els valors d’intensitat entre les diferents mostres per 

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

 

A.2. TLDA 

En l’anàlisi de les dades de TLDA s’ha realitzat un filtre dels resultats eliminant aquells 

assaigs que presentaven entre les dues rèpliques una desviació estàndar >0,2 o bé 

una diferència de Ct>0,5, considerant que no han replicat bé. A la vegada s’ha 

comprovat també la correcta amplificació de cadascun dels assaigs analitzats, 
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observant la corba d’amplificació. Si aquesta presentava un perfil aberrant s’eliminava 

l’assaig de l’estudi. La normalització de les dades s’ha realitzat dins el mètode de 

quantificació relativa, utilitzat per a l’anàlisi dels gens diferencialment expressats 

detallat en l’apartat B.2. 

 

B. Anàlisi dels gens diferencialment expressats 

 

B.1. Microarrays d’expressió 

A partir de les dades dels microarrays d’expressió es va analitzar l’expressió de gens 

diferencials entre els pacients amb TE i els controls. Els valors d’expressió diferencial 

s’expressen en forma de FC, que correspon al log2 de la ratio entre les dues 

comparacions. Es va aplicar un test estadístic Bayesià emprant també l’eina MMARGE 

i utilitzant el FC d’ambdues rèpliques d’hibridació de cada mostra (del marcatge directe 

i dye swap). Es va considerar que un gen es trobava diferencialment expressat quan el 

valor B de l’estadístic Bayesià era superior a 3. 

 

B.2. TLDA 

L’anàlisi comparativa entre les diferents mostres s’ha realitzat utilitzant el mètode de 

quantificació relativa (Kenneth i cols. 2001). Aquesta anàlisi consisteix en un primer 

pas de normalització de les dades, en el que el valor d’expressió de cada assaig 

correspon a la diferència de la mitjana del Ct de cada assaig amb la mitjana 

geomètrica dels controls endogens de cada mostra (∆Ct). 

 

∆Ct assaig1_mostra 1= Ct assaig 1_mostra1 - Ct controls endogens_mostra1 

∆Ct 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 ∆Ct per a cada assaig, com a mostra calibradora i s’obté el valor de ∆∆Ct per 
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cada assaig, que correspon a la diferència entre el ∆Ct de la mostra i el pool de 

controls.   

 

∆∆Ct assaig1_mostra1= ∆Ct assaig1_mostra1- ∆Ct assaig1_pool controls 

 

D’aquesta manera s’obte la quantificació relativa de l’expressió del gen, la qual 

s’expressa com a 2-∆∆Ct.  

Per a l’elecció dels millors controls endogens per a normalitzar les dades s’ha utilitzat 

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

 

Per tal de reduïr les diferències d’expressió que podien ser degudes al processament 

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

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

 

C. Anàlisi d’agrupació de les dades 

 

C.1. Anàlisi no supervisada 

Tant en les les dades de microarrays d’expressió i de TLDA, es van aplicar algorismes 

d’agrupament (clustering) jeràrquics per tal d’explorar l’agrupació de les dades 

d’expressió dels pacients entre sí. Es van utilitzar paquets de Bioconductor en l’entorn 

estadístic de computació R i el programa MEV. En l’anàlisi de les dades de 

microarrays d’expressió els resultats d’agrupació es van validar utilitzant el mètode de 

PCA i una anàlisi segons el mètode inclòs en el programa informàtic FADA (Lozano i 

cols. 2005). 

 

C.2. Anàlisi supervisada 

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

d’expressió i de les TLDA, per a identificar els gens diferencialment expressats en les 
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diferents categories clínico-biològiques. Les anàlisis estadístiques s’han realitzat 

utilitzant els paquets de Bioconductor en l’entorn estadístic de computació R i el 

programa SPSS12. Depenent del nombre de grups a comparar es va utilitzar un o altre 

mètode estadístic: t-test per a comparació entre dos grups i ANOVA d’un factor per a 

comparatives de més de dos grups, i test no paramètrics quan era necessari. S’ha 

emprat la correlació de Pearson per a estudiar la correlació entre l’expressió dels gens 

i les variables contínues. La significància estadística es va considerar per a valors de 

P<0,05. 

 

D. Anàlisi funcional i interpretació biològica de les dades 

Es va realitzar també un estudi funcional dels gens diferencialment expressats en 

ambdues tècniques i en les diferents comparatives. Es va utilitzar el programa 

Ingenuity Pathways Analysis software i l’aplicació FATIGO+, les quals proporcionen la 

informació d’ontologia gènica (GO, Gene Ontology) dels gens anotats així com les vies 

de senyalització i xarxes genètiques comunes d’aquests gens. A més a més, els gens 

d’interès es van estudiar a través de bases de dades genòmiques 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. Anàlisi comparativa dels microarrays d’expressió i de les TLDA 

Es va realitzar una anàlisi comparativa de l’expressió dels 96 gens seleccionats dels 

microarrays, analitzant mitjançant el test de correlació d’Spearman la concordància 

entre els valors d’expressió obtinguts en els microarrays d’expressió i en les TLDA, en 

els 20 pacients amb TE inclosos en amdós estudis. Per a l’anàlisi es va considerar el 

valor de quantificació relativa FC dels microarrays el qual és equivalent al valor de 

quantificació relatiu log2(2-∆∆Ct) de les TLDA. En ambdues tècniques el valor 

d’expressió és relatiu al mateix pool de 10 mostres controls. 
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F. Creació del predictor 

El model predictor en els pacients amb TE es va construïr 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 classificació 

incremental per passos per a descobrir els models predictius més parsiminoniosos. 

L’entrenament del model es va realizar utilitzant diferents algorismes de classificació 

incloent l’anàlisi discriminant linial i discriminant quadràtic linial, aprenentatge pel 

vector de suport i la regressió logística. 
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3.2.2. Estudis d’expressió proteica en la trombocitèmia essencial 

 

3.2.2.1. Obtenció i processament de la mostra 

Per a la realització dels estudis d’expressió a nivell de proteïna s’han emprat els 

granulòcits obtinguts de la SP així com la biòpsia de MO. Només s’han inclòs pacients 

diagnosticats de TE i controls sans. Com a control de l’estudi d’expressió proteica del 

FOSB s’ha emprat la línia cel·lular K562 i una biòpsia de càncer de mama. 

 

3.2.2.1.1. Obtenció dels granulòcits 

Els granulòcits s’obtenen de la SP i s’aïllen mitjançant la separació per gradient de 

densitat i la sedimentació per dextrà, mètodes descrits en l’apartat 2.2.2. 

 

3.2.2.1.2. Inclusió de les biòpsies de mama i preparació dels talls 

Les biòpsies de mama s’han fixat amb formalina tamponada el 10% i posteriorment 

s’han inclòs en parafina. Per a realitzar els estudis d’immunohistoquímica s’han 

realitzat talls del bloc d’estudi, utilitzant el micròtom, en seccions de 3 µm i s’han 

muntat sobre un portaobjectes silanitzat carregat positivament (portaobjectes 

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

 

3.2.2.1.3. Cultiu de cèl·lules K562 i estimulació amb TPA 

 

Equipament 

Incubador: Autoflow 8500 Water Jacket CO2 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 sulfòxid) (D2438, Sigma-Aldrich) 

 

Procediment 

Les cèl·lules de la línia 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 

concentració de 0,5-1x106 cèl·lules/mL i en una estufa a 37ºC i 5% de CO2. Els cultius 

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

 

S’han sembrat cinc flascons amb cèl·lules K562, segons les condicions següents: 

-Flascó 1: cèl·lules K562 amb medi RPMI, cultiu de 24 hores 

-Flascó 2: cèl·lules K562 amb medi RPMI i DMSO, cultiu de 24 hores 

-Flascó 3: cèl·lules K562 amb medi RPMI i estimulades amb 20 mg/ml de TPA dissolt 

en DMSO, cultiu 16 hores 

-Flascó 4: cèl·lules K562 amb medi RPMI i estimulades amb 20 mg/ml de TPA dissolt 

en DMSO, cultiu 24 hores 

-Flascó 5: cèl·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 cèl·lules K562 en suspensió 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 botó cel·lular que es ressuspen en PBS1x. Part de la 

mostra s’utilitzarà per a la tècnica d’immunocitoquímica (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. Citocentrifugació 

Per a obtenir una extensió dels granulòcits o de les cèl·lules K562 es realitza una 

citocentrifugació. 
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Equipament 

Cytospin 4 (A78300002, Thermo Scientific) 

 

Reactius i solucions 

Sueroalbúmina bovina, SAB (A3294, Sigma-Aldrich) al 2% 

Acetona (179124, Sigma-Adrich) 

 

Procediment 

1. Col·locar els portaobjectes, prèviament identificats, amb els embuts, el filtre i el 

suport. Col·locar-ho a la citocentrífuga. 

2. Ajustar les cèl·lules a una concentració d’entre 2 i 3x105/ml. 

3. Centrifugar-les i reconstituïr-les amb 1 ml de SAB al 2% (de manera que quedin a 

una concentració entre 2 i 3x105/ml). 

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

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

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

extensions. 

7. Previ a la congelació de l’extensió cal realitzar una fixació amb acetona durant 1 

minut. 

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

9. Deixar l’extensió al congelador a -20ºC fins el moment de realitzar la tècnica 

d’immunocitoquímica. 

 

3.2.2.2. Tècniques d’immunologia per a l’estudi d’expressió de la proteïna FOSB 

En els estudis immunològics de l’expressió del FOSB s’ha utilitzat l’anticòs FOSB 

(5G4) Rabbit mAb (Cell Signalling Tecnology, Inc., Massachusetts, EEUU). 

Com a control de l’estudi d’expressió proteica del FOSB s’ha emprat la línia cel·lular 

K562 i una biòpsia de càncer de mama. 
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3.2.2.2.1. Tècnica d’immunohistoquímica 

És la tècnica utilitzada per a l’estudi de l’expressió del FOSB en les biòpsies de mama. 

S’ha utilitzat un sistema de visualització en dos passos, anomenat EnVision, basat en 

l’aplicació del complexe polímer de dextrà conjugat amb un enzim dissenyat per Dako 

(Labelled Polymer-HRP Dual Link Rabbit/Mouse). És un sistema que incrementa la 

sensibilitat de la detecció de l’anticòs primari. 

 

Equipament 

Ptlink (PT10126, Dako, Glostrup, Dinamarca) 

Autostainer plus 48 (S3800, Dako) 

 

Reactius 

FOSB (5G4) Rabbit mAb (Cell Signalling Tecnology, Inc., Massachusetts, EEUU) 

Anticòs 2ari anti-rabbit (NA934, Amersham) 

Labelled Polymer-HRP Dual Link Rabbit/Mouse (Ref. K5007, Dako) 

Kit EnVision Flex + High (K8012, Dako) 

Conté:  -Solució High pH9 (solució de desparafinació, hidratació i      

                         recuperació antigènica) 

   -Tampó de rentat  

-Peròxid d’hidrogen (H2O2) 

-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 desparafinació i el desemmascarament antigènic amb calor, durant 20 

minuts a 97ºC, utilitzant el contenidor Ptlink (Dako) amb la solució de desparafinació, 

hidratació i recuperació antigènica a pH9 (High) diluïda (150 ml de la solució High 

diluïda amb 1350 ml d’aigua destil·lada). 

2. Posteriorment es realitza la immunotinció en l’aparell automatitzat Autostainer plus 

48 (Dako). 

3. S’incuba l’anticòs primari específic (FOSB) durant 30 minuts a la dilució 1:25 per tal 

que es produeixi la unió amb l’antigen. 

4. Rentar amb el tampó de rentat. 

5. S’inhibeix la peroxidasa endògena amb peròxid d’hidrogen (H2O2), realitzant una 

incubació de 5 minuts. 

6. Rentar amb el tampó de rentat 

7. Seguidament es realitza la unió amb l’anticòs secundari, amb una incubació de 30 

minuts, el qual es troba unit a la molècula de dextrà inert marcada amb l’enzim 

peroxidasa de rave (Sistema FLEX+ EnVision, Dako). 

8. El revelat de la unió es realitza amb el substrat H2O2 i el cromògen tetrahidroclorur 

de 3.3-Diaminobenzidina (DAB), realitzant una incubació de 5 minuts. 

9. S’utilitza l’hematoxilina de Mayer com a coloració de contrast, incubant 10 minuts. 

10. Finalment es realitza una deshidratació 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 cèl·lules K562 estimulades amb 

TPA i un tall d’una biòpsia de càncer de mama com a control positiu. 
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3.2.2.2.2. Tècnica d’immunocitoquímica 

 

Reactius 

Metanol (UN1230, Prolabo) 

Acetona (179124, Sigma-Adrich) 

 

Procediment 

És necessari fixar l’extensió una vegada es treu del congelador, durant 5 minuts en 

una solució de metanol/acetona. Posteriorment, es realitza la tècnica 

d’immunocitoquímica segons el protocol descrit en l’apartat 3.2.2.3 però sense realitzar 

el desemmascarament antigènic. 

 

3.2.2.2.3. Tècnica de Western Blot 

El Western Blot és una tècnica analítica semiquantitativa emprada per a detectar 

proteïnes específiques en una mostra determinada. Previ a la detecció immunològica, 

es realitza una extracció de les proteïnes de les cèl·lules o teixit d’estudi, realitzant una 

lisis cel·lular, una separació d’aquestes segons el seu pes molecular i la seva càrrega, 

mitjançant una electroforesi en gel SDS de poliacrilamida, i una transferència i 

immobilització a una membrana. Posteriorment les proteïnes d’interès es detecten 

utilitzant anticossos primaris específics i anticossos secundaris conjugats amb 

peroxidasa per a la visualització. 

Aquesta tècnica l’ha realitzat el Grup de Recerca de cèl·lules mare i càncer, del 

programa de Càncer de l’IMIM. 
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A. Lisi cel·lular i obtenció i desnaturalització de les proteïnes 

 

Equipament 

Bioruptor standard (UCD-200, Diagenode) 

 

Reactius i solucions 

Buffer de lisi:  

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

 -Composició: Taula M12 

Reactiu Volum (ml)/ 100ml 

Tris pH 7,6 (10mM) 1 d’1M 

NaCl (140mM) 2,8 de 5M 

Nonidet P-40,NP40 1% 1 (pur) 

Ethylenediamininetetraacetic 

acid (EDTA) 5mM 1 de 0.5M 

NaF 50mM 10 de 0.5M 

Ortovanadate Na 0,4mM 0,4 de 0.1M 

PMSF 1mM 1 de 0.1M 

Leupeptin 10µg/ml 0,1 a 10mg/ml 

Aprotin 10µg/ml 0,1 a 10mg/ml 

H2O Fins a 100 

Volum total 100 
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Buffer de càrrega 6x: 

 -Composició: Taula M13 

Reactiu Volum 

Blau bromofenol (0.5%) saturat 1 

Ficoll 30% 25 

H2O 24 

Volum total 50 

 

Procediment 

Es parteix de la suspensió cel·lular en PBS 1x dels granulòcits o de les cèl·lules K562 

en cultiu. Es fa el lisat de la cel·lularitat total. 

1. Fer un recompte del nombre de cèl·lules totals. 

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

3. Incubar les cèl·lules amb el buffer de lisi, preparat segons la taula M12 (proporció de 

200 µl buffer de lisi per cada 20x106 cèl·lules), durant 30 minuts a 4ºC. Cal 

ressusprendre periòdicament amb la pipeta. 

4. Centrifugar a 15.900g durant 5-10 minuts a 4ºC i recollir el sobrenadant, on s’hi 

troben les proteïnes solubles. En el botó cel·lular hi han les proteïnes insolubles. 

5. Separar un volum de 10 µl per a realitzar la quantificació de proteïna, aliquota que 

es guarda directament a -20ºC. 

6. Afegir 100 µl de buffer de càrrega 6x, preparat segons la taula M13, a la resta de 

sobrenadant per a portar la solució a 1x. 

7. Per a desnaturalitzar les proteïnes es bull la suspensió a 100ºC durant 10 a 15 

minuts. 

8. Sonicar la suspensió proteica, en fred durant 10 minuts a una potència mitjana, per 

a eliminar possibles agregats de proteïnes. 

8. Guardar la suspensió proteica a -20ºC. La mostra ja està preparada per a realitzar 

l’electroforesi. 
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B. Quantificació de les proteïnes: mètode de Bradford 

La quantificació de proteïnes es realitza utilitzant el mètode colorimètric de Bradford, 

que es basa en la unió del colorant Comassie Blue G-250 a les proteïnes. Quan el 

colorant s’uneix a les proteïnes canvia de color taronja a blau, ocasionant un canvi en 

el màxim d’absorció del colorant desde 465 a 595 nm (Bradford i cols. 1976). 

Es realitza una dilució seriada de SAB que s’emprarà com a proteïna patró per a crear 

una corba patró que permetrà estimar la concentració de proteïnes de les mostres 

d’interès. 

 

Equipament 

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

Thermo Electron Corporation)  

 

Reactius i solucions 

Sueroalbúmina bovina, SAB (A3294, Sigma-Aldrich) 

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

 

Procediment 

1. Realitzar una dilució seriada de SAB, partint de la dilució mare de concentració 

d’1mg/ml. Les dilucions de proteïna SAB són les següents: 0 µg, 2 µg, 4 µg, 8 µg i 16 

µg. Mesclar el volum necessari de la dilució mare de BSA amb aigua destil·lada, fins a 

aconseguir un volum final de cada dilució d’1 ml. 

2. Agafar l’aliquota de 2-5 µl de cada mostra, que prèviament s’havia separat per a la 

quantificació (veure apartat 2.2.2.3.A), i afegir 998-995 µl d’aigua destil·lada per arribar 

a un volum d’1 ml. 

3. Carregar 200 µl de les dilucions seriades i les mostres en una placa de 96 pous per 

a espectrofotometria i afegir 50 µl del reactiu Bradford en cada pou. Evitar la formació 

de bombolles i sinó eliminar-les amb una agulla. 
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4. Es realitza la lectura en l’espectrofotòmetre (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 patró en base a les dilucions seriades de SAB i 

extrapola la concentració de les mostres. S’obté una taula amb les concentracions 

proteiques de les mostres d’estudi. 

 

C. Electroforesi en gel d’acrilamida 

Les proteïnes es separen segons el seu pes molecular i la seva càrrega mitjançant una 

electroforesi SDS-PAGE, en la que s’utilitza un gel de poliacrilamida i tampó amb 

dodecilsulfat (SDS). El tampó, junt amb el B-mercaptoetanol, ocasiona el trencament 

de les estructures secundàries i terciàries de les proteïnes i manté els polipètids en 

estat desnaturalitzat, aconseguint que la separació de les proteïnes sigui en funció 

només del seu pes molecular. A la vegada l’SDS forma complexes amb les proteïnes i 

els confereix una càrrega negativa, que permetrà que totes les proteïnes migrin en el 

mateix sentit al aplicar la corrent elèctrica. La concentració del gel d’acrilamida s’escull 

en funció del pes molecular de les proteïnes que es volen estudiar. A més, per a 

millorar la resolució de les bandes de proteïnes s’utilitzen gels discontinus, en els que 

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

 

Equipament 

Cubeta vertical Mini-ProteanR3 (Bio-Rad) 

 

Reactius i solucions 

Acrilamida/Solució bis 40% (Bio-Rad) 
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Gel de separació: pH 8,8 

Dimensions gel: 1,5mm 

 -Composició: Taula M14  

Reactiu Quantitat o Volum 

Aigua destil·lada 4 ml 

Acrilamida 40% 
Si 40% Acrilamide/Bis 

solution 3,3 ml 

10% SDS 100 µl 

  10% Ammonium persulfate,APS                         100 µl  

TEMED 4 µl 

I 1,5M Tris (pH8,8)    2,5 ml 

Gel stacking 5% (pH 6,8): 

-Composició: Taula M15 

Reactiu Quantitat o Volum 

Aigua destil·lada 4,6 ml 

Acrilamida 40% 

Si 40% Acrilamide/Bis 

solution 2,7 ml 

10% SDS 100 µl 

  10% Ammonium persulfate,APS  100 µl  

TEMED   6 µl 

I 1,5M Tris (pH8,8)     2,5ml 

Marcador de proteïnes: Precision Plus Protein Standards (161-0373, Bio-Rad) 

Tampó de càrrega 1x 

Solució del marcador de proteïnes: 

 -Composició: Taula M16 

Reactiu Volum (µl) 

Marcador de proteïnes 5 

Tampó de càrrega 1x 10 

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

 -Composició: Taula M17 

Reactiu Volum (µl) 

Tris base 0,25M 

Glycine 1,92M 

SDS 1% 

 

Diluïr el tampó a 1x (100ml de tampó 10x + 900ml d’aigua destil·lada) 

 

Procediment 

Preparació del gel d’acrilamida 

1. Muntatge dels vidres i separadors. 

2. Afegir la solució d’acrilamida al 10% (gel separació), 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 solució d’acrilamida al 5% (gel stacking), preparada segons 

la taula M15, i es col·loca la pinta a la part superior, evitant la formació de bombolles. 

Esperar fins que el gel hagi polimeritzat. 

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

d’electroforesi, preparat segons la taula M17. 

 

Càrrega del gel 

1. Càrrega en el primer pou de 15 µl de marcador de pes molecular diluït en el buffer 

de càrrega, segons la taula M16. 

2. Càrrega de les mostres als diferents pous (25 µg i 5 µg de la línia cel·lular K562 

estimulada amb TPA i 75 µg de les mostres), les quals ja contenen el tampó de 

càrrega.  

3. En cas que quedin pous sense mostres carregar 10 µl de buffer. 
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4. Col·locar la tapa de la cubeta d’electroforesi i endollar el sistema. 

5. Aplicar una corrent elèctrica de 100V aproximadament durant 1h 30 minuts, fins que 

el dye del tampó de càrrega arribi al final del gel. 

 

D. Transferència electroforètica semiseca 

Una vegada les proteïnes es troben separades per pes molecular i càrrega en el gel 

d’acrilamida aquestes es transfereixen a una membrana de poliflorur de vinilidè 

(PVDF) per electrotransferència. S’utilitza el mètode sandwich en el que s’apila paper 

de filtre (o Whatmann) empapat de tampó de transferència, el gel d’acrilamida, la 

membrana de PVDF (Immobilon-P, Millipore, Billerica, MA, EEUU) i altre cop paper de 

filtre empapat de tampó de transferència, i s’aplica una corrent elèctrica. L’objectiu és 

desplaçar les proteïnes del gel, carregades negativament, cap al pol positiu de tal 

manera que queden atrapades a la membrana. La membrana és una rèplica del patró 

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 (Z270857, Sigma) 

Metanol (UN1230, Prolabo) 
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Solució de transferència semiseca, a pH9 

 -Composició: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 

 

Solució 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 solució de transferència semiseca, preparada 

segons la taula M18, durant mínim 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 solució de 

transferència, durant mínim 10 minuts. 

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

l’esquema de la figura M14. 
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       CÀTODE (-) 

 

 

 

 

 

 

                  ÀNODE (+)    

Figura M14. Esquema del mètode sandwich per a realitzar la transferència 

electroforètica de les proteïnes 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 l’efectivitat de la transferència.  

8. Tinció de la membrana: Es submergeix la membrana en solució de Ponceau durant 

5 minuts amb agitació suau. La tinció és reversible i s’ha d’eliminar amb aigua o amb 

solució de rentat, submergint la membrana durant 15 minuts aproximadament, fins que 

quedi neta. 

 

E. Bloqueig de la membrana i revelat 

Per tal que l’anticòs es pugui unir específicament a les proteïnes de la membrana és 

necessari bloquejar els llocs d’unió que han quedat lliures. El bloqueig es realitza 

incubant la membrana amb una solució proteica, en el nostre cas llet en pols o 

caseïna. En el revelat s’utilitza l’anticòs primari, específic per a la proteïna que volem 

detectar, i l’anticòs secundari, conjugat a un marcador quimioluminiscent per tal de ser 

revelat en una pel·lícula fotogràfica. El mètode utilitzat és el sistema de detecció 

Paper Whatman 

Paper Whatman 

Membrana 
Gel d’acrilamida 

Direcció 
del fluxe 
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Enhanced Chemiluminescence (ECL), en el qual es conjuga l’anticòs secundari amb la 

peroxidasa de rave (HRP) i el substrat luminol quimioluminiscent. En la presència de 

peròxid d’hidrogen, l’HRP catalitza el luminol i aquest emet luminiscència. L’emissió de 

llum és màxima immediatament després de l’exposició del substrat a l’HRP i es manté 

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

 

Material, reactius i solucions 

Cassettes autoradiografia (Kodak) 

Films autoradiogràfics 18x24 (06SHRG-H1824B, Fujifilm) 

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) 

-α-Actina, Rabbit mAb (A2172, Sigma-aldrich) 

-α-Tubulina, Mouse mAb (T9026, Sigma-aldrich) 

Anticòs secundari: (rabbit o mouse, DAKO)  

Reactius de detecció ECL (RPN2106, Amersham) 

Solució de bloqueig 

 Solució de rentat amb 5% de llet en pols (que no contingui cap suplement) 

Solució de rentat (Tris-Buffered Saline Tween (TBS) 5%0 Tween en TBS 1x) 

 

Procediment 

1. Bloquejar la membrana de PVDF amb la solució de bloqueig, durant mínim 1 hora a 

TA, en agitació. 

2. Rentar la membrana amb la solució de rentat TBST per a eliminar l’excés de solució 

de bloqueig. 
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3. Incubar la membrana amb l’anticòs primari diluït en la solució de bloqueig overnight 

a 4ºC, sempre en agitació. Les dilucions dels anticossos utilitzats són les següents: 

 - FOSB: 1/1000 

- ERK: 1/1000 

- PCNA: 1/1000 

- α-Actina: 1/1000 

- α-Tubulina 1/1000 

4. Rentar la membrana en agitació a TA durant 30 minuts en la solució de rentat, 

realitzant mínim 5 canvis successius de la solució. 

5. Incubar la membrana amb l’anticòs secundari, en aquest estudi el α-rabbit o α-goat 

conjugat amb peroxidasa, diluït a 1/2000 en la solució de bloqueig durant 1 hora a TA. 

6. Rentar la membrana de la mateixa manera que amb l’anticòs primari. 

7. Preparar la solució d’ECL segons les recomanacions del fabricant. 

8. Col·locar la membrana en una caixa i incubar-la amb 1ml del reactiu de detecció 

ECL durant 60 segons a TA. 

9. Assecar la membrana amb paper. 

10. Revelar la membrana en una pel·lícula fotogràfica realitzant diferents exposicions 

als raigs X, als 5, 10, 20 i 40 segons, en la càmara fosca.  

11. S’obtenen unes bandes fosques que corresponen a la proteïna d’interès. El pes 

molecular de la proteïna es pot estimar per comparació de la distància de migració 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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La secció de resultats s’estructura en dos apartats (apartat 4.1 i 4.2). En l’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 l’apartat d’annex de la tesi. 

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

característiques i els pacients analitzats en cadascuna d’elles. 

 

Taula R1. Llistat de les tècniques i les plataformes utilitzades, les seves característiques i els 

pacients analitzats en cadascuna d’elles. 

Tècnica Plataforma Nº gens Característiques 
Pacients 
estudiats 

Apartat 
Resultats 

Microarrays 
d'expressió  

44K Whole Human 
Genome 

oligonucleotide 
microarray (Agilent 

Technologies) 

41.000 Anàlisi global del transcriptoma 20 TE        
Pool controls Apartat 4.1 

RQ-PCR 

TLDA 1 96 

-81/124 dels gens més 
sobreexpressats i  9/14 dels més 

infraexpressats entre TE i controls 57 TE        
6 TR         
10 PV        

Pool controls 

Apartat 4.1:      
40 TE           

Apartat 4.2:      
17 TE           

6 TR i 10 PV 

-Gens associats a NMP: CD44, NFE2 
i ANKRD15 

-Controls endogens: 18S rRNA, 
GAPDH i GUSB   

TLDA 2 48 

-40 gens diferencialment expressats 
entre JAK2V617F-positius vs. 

JAK2V617F-negatius 
38 TE        

Pool controls Apartat 4.1  -Altres gens implicats en la via JAK-
STAT: SOCS1, SOCS3, CCND1 i 

BCL2L1
-Controls endogens: 18S rRNA, 

GAPDH, GUSB  i HPRT1 

TLDA 3 96 

-62 gens diferencialment expressats 
en TE vs. Controls (TLDA 1) 

31 PV        
Pool controls Apartat 4.2 

-30 gens diferencialment expressats 
entre TE JAK2V617F-positius i 

negatius (TLDA 2) 
-Controls endogens: 18S rRNA, 

GAPDH, GUSB  i HPRT1 
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4.1. PERFILS D’EXPRESSIÓ GÈNICA EN LA TROMBOCITÈMIA ESSENCIAL I 

SIGNIFICAT BIOLÒGIC 

 

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 l’OMS (2001) (Jaffe i 

cols. 2001). Cap dels pacients inclosos en l’estudi havia rebut tractament citorreductor. 

Al moment del diagnòstic quatre pacients havien presentat un episodi de trombosi i 

tres pacients episodis d’hemorràgia. 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 següents marcadors de clonalitat: 

JAK2V617F, clonalitat detectada per l’assaig del gen HUMARA i creixement endogen 

de progenitors mieloides. La mutació 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 mínim del 7,8% i un màxim del 40,7%. Entre les 28 

dones, 17 eren informatives per l’assaig de clonalitat del gen HUMARA, i d’aquestes 7 

eren clonals. Dels 40 pacients estudiats, 26 presentaven creixement endogen de 

colònies eritrocítiques (eBFU-E) i/o de colònies megacariocítiques (eCFU-MK). Dels 19 

pacients JAK2V617F-negatius, 11 mostraven clonalitat i/o creixement endogen de 

progenitors mieloides. En conseqüència, només vuit pacients no presentaven cap 

marcador de clonalitat. En la taula R2 es mostra els resultats de l’anàlisi de 

l’associació entre la presència o absència de JAK2V617F i les dades clínico-

biològiques dels 40 pacients. 

En l’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 hematològic dins els valors de 

normalitat. 

El treball es va aprovar pel comitè ètic local i es va obtenir un consentiment informat de 

tots els pacients, d’acord amb la Declaració de Helsinki. 
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Taula R2. Dades clínico-biològiques al diagnòstic dels 40 pacients amb TE en relació amb 

l’estat de JAK2V617F.  

 
JAK2V617F-positiu          

(n=21) 
JAK2V617F-negatiu      

(n=19) P-valor 

Edat* 52 (31-76) 55 (35-85) NS 

Sexe 15D/6H 13D/6H NS 

Plaquetes, x109/Lº 719,29  (+/-235,69) 832,61 (+/-243,08) NS 

Leucòcits, x109/Lº 9,12 (+/-2,57) 7,97 (+/-1,33) P=0,097 

Hemoglobina, g/dLº 14,6 (+/-1.4) 13,5 (+/-1,6) NS 

 LDH augmentada (>450) 3/20 5/19 NS 

Índex FAGº 86,17 (+/-30,99) 55,64 (+/-16,28) P=0,002 

Esplenomegàlia 1/21 1/19 NS 

Episodis trombòtics 2/21 2/19 NS 

Episodis hemorràgics 0/21 3/19 NS 
Factors de risc 
cardiovascular 10/21 8/19 NS 

% 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-
MK) 

18/21 8/18 P=0,015 

eBFU-E 17/21 1/18 P<0,001 

eCFU-MK 15/21 8/18 P=0,112 

PRV-1 augmentat (>15) 10/20 1/19 P=0,003 
*:es mostra la mediana (rang), º: es mostra la mitjana (±DS). 

 Abreviatures:  D:dona; H:Home; FAG: fosfatasa alcalina granulocítica; NS: no 

estadísticament significatiu; NA:no aplicable. 
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Mètodes 

En aquest estudi es va utilitzar mostra de granulòcits 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 l’ARN dels granulòcits (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’expressió gènica: microarrays 

d’expressió, 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). Mitjançant els microarrays d’expressió es van estudiar 20 pacients amb TE (9 

JAK2V617F-positius i 11 JAK2V617F-negatius), junt amb els 10 controls. En cada 

experiment de microarrays l’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’expressió gènica d’un grup seleccionat de gens diferencialment expressats en els 

microarrays utilitzant la tecnologia de les TLDA. La validació amb la tècnica TLDA es 

va realitzar en el mateix grup de 20 pacients i els 10 controls i en una sèrie 

independent de 20 pacients amb TE (11 JAK2V617F-positius i 9 JAK2V617F-negatius) 

(veure la taula R1 on es resumeixen les plataformes utilitzades, les seves 

característiques 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 tècniques 

utilitzades així com els resultats més rellevants obtinguts en cada anàlisi. En general, 

tant amb les dades de microarrays d’expressió com de les TLDA es van realitzar dos 

tipus d’anàlisi: 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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Figura R1. Esquema del disseny de l’estudi. Es ressalten els requadres que corresponen a les anàlisis 

realitzades i els resultats obtinguts. 
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44K Whole-Human 
Genome, (Agilent) 

MICROARRAYS D’EXPRESSIÓ (20 TE) 
 

Anàlisi de l’expressió gènica de granulòcits de sang perifèrica de 20 pacients amb TE 
comparat amb un pool de granulòcits de 10 individus sans 

 
(Whole Human Genome oligonucleotide microarrays (G4112A, Agilent Technologies), 

interroguen 41.000 trànscrits i utilitzen sondes d’oligonucleòtids de 60nt 

Anàlisi 20 TE vs. pool controls 
 

Patró d’expressió común en 17/20 pacients 
 
- 124 gens sobreexpressats  
 
- 14 gens infraexpressats 

RQ-PCR (40 TE, 20 estudiades prèviament amb els microarrays d’expressió i 
una sèrie independent de 20 pacients) 

 
Validació dels resultants dels microarrays utilitzant la plataforma de TaqMan® Low Density Arrays 

(TLDA) 

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, CCND1 i 
BCL2L1  

- Controls endogens: 18S rRNA, GAPDH, 
GUSB  i HPRT1 

Anàlisi gens predictors de l’estat de JAK2V617F 
 

(38 TE: 19 JAK2V617F-positives vs. 19 JAK2V617F-negatives) 
 

-CISH i FOSB

Anàlisi 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 

B>3 i FC >2 vs. 
Granulòcits control 

TLDA 

Anàlisi 17 TE: 7 JAK2V617F-positives vs.      
10 JAK2V617F-negatives 

 
- 40 gens diferencialment expressats  
 
   (P<0,017; FC>1,35) 
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4.1.1. Patrons d’expressió gènica 

 

4.1.1.1. Anàlisi d’agrupació de les dades 

Com a anàlisi inicial de les dades d’expressió obtingudes dels microarrays d’expressió 

de les 20 TE en relació amb els 10 controls es va aplicar un algorisme d’agrupament 

(clustering) no supervisat per tal de conèixer l’agrupació de les dades dels diferents 

pacients entre sí. Es va utilizar un clustering jeràrquic (elaborat utilitzant la distància 

euclídea i el mètode 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 

patró d’expressió semblant en 17 dels 20 pacients estudiats (TE 1-17) Els tres pacients 

restants (TE 18-20) presentaven un comportament diferent i independent entre sí, i es 

van considerar outliers (Figura R2). L’existència d’aquests 3 outliers es va confirmar 

per una anàlisi de components principals (PCA) i una anàlisi segons el mètode inclòs 

en el programa informàtic FADA (resultats no mostrats) (Lozano i cols. 2005). El 

comportament diferencial d’aquests tres pacients no es podia justificar per cap variable 

clínico-biològica. 
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Figura R2. Dendrograma del clustering jeràrquic no supervisat de les dades dels 20 pacients 

amb. El valor de cada branca del dendrograma indica la robustesa de la separació. Els tres 

pacients amb un comportament independent estan emmarcats en vermell. 

 

4.1.1.2. Anàlisi dels gens diferencialment expressats entre les 20 TE i el pool de 

controls i anàlisi funcional 

Posteriorment, es va realitzar l’anàlisi de l’expressió 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 granulòcits 

control. Basant-nos en aquests criteris es va obtenir la signatura d’expressió 

característica dels 17 pacients, formada per 124 gens sobreexpressats i 14 gens 

infraexpressats amb anotació funcional coneguda (Figura R1). Entre ells trobem molts 

gens relacionats amb la resposta immunològica, entre els que destaquem la 

sobreexpressió del TNF i la IL-1, els quals són els iniciadors principals de la resposta 

immunològica i inflamatòria. Altres gens sobreexpressats i relacionats també amb el 

desenvolupament i la funció hematopoètica són gens que intervenen directament en la 
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quimiotaxi dels neutròfils (CXCL2, PPBP, CCL4, CCL3, CCL20 i CCL23), en l’adhesió 

dels neutròfils (ICAM1), gens que actuen com a mediadors del complement i la 

coagulació (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. 

 

  



 

 

 

CATEGORIA FUNCIONAL GO Nº accés 
GenBank SÍMBOL DESCRIPCIÓ 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 immunològica     
  NM_001955 EDN1 Homo sapiens endothelin 1 7,5 

  NM_004233 CD83 
CD83 antigen (activated B lymphocytes, immunoglobulin 
superfamily) 7,1 

  NM_000963 COX2 
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H 
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 

Coagulació     
  NM_002658 PLAU plasminogen activator, urokinase 5,1 
  NM_002659 PLAUR plasminogen activator, urokinase receptor 2,7 

Adhesió cel·lular     

    ICAM1 
intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus 
receptor 4,1 

Activitat factor de transcripció     

Taula R3. Classificació funcional, segons el programa FATIGO+, dels gens més diferencialment sobreexpressats i infraexpressats en els granulòcits de sang 

perifèrica de pacients amb TE comparat amb els granulòcits d’individus sans 



 

 

  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 

  NM_031419 NFKBIZ 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, zeta 5 

  NM_004556 NFKBIE 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
cells inhibitor, epsilon 4,3 

  NM_003897 IER3 immediate early response 3 3,8 
Gens infraexpressats en la TE  

Resposta immunològica         
  NM_000715 C4BPA complement component 4 binding protein, alpha -4,1 

  NM_172369 C1QG 
complement component 1, q subcomponent, gamma 
polypeptide -2,1 

Activitat factor de transcripció     
  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 

Regulalció dels receptors acoplats a la protein 
G i les cascades de senyalització      

  NM_020801 ARRDC3 arrestin domain containing 3 -3,6 
Localització 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 

151 

Per a realitzar una anàlisi funcional més exhaustiva de la signatura gènica de la TE es 

va utilitzar el programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA). Per a l’anàlisi es van 

incloure tots aquells gens diferencialment expressats amb un valor de B superior a 3 

però sense filtrar pel valor de FC, per tal de disposar d’un conjunt més gran de gens en 

el que l’anàlisi funcional té més sentit. El 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 biològiques alterades en aquest grup de pacients, 

entre les que destaquem: 

 Resposta inflamatòria: 97 gens, amb un valor de P<0,003 

 Desenvolupament i funció del sistema hematopoètic: 56 gens, amb un 

valor de P<0,003 

 Càncer: 161 gens, amb un valor de P<0,003 

 Creixement cel·lular i proliferació: 130 gens amb un valor de P<0,003 

 Senyalització i interacció cèl·lula a cèl·lula: 63 gens amb un valor de 

P<0,003 
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Identificació de xarxes gèniques amb expressió alterada en la trombocitèmia essencial 

També es van cercar vies de senyalització comunes d’aquests gens i es van identificar 

diferents xarxes gèniques, la majoria d’elles relacionades entre sí i constituïdes per 

gens implicats en la resposta inflamatòria junt amb el desenvolupament i funció del 

sistema hematopoètic, la interacció cèl·lula a cèl·lula i el creixement cel·lular. Les 

funcions associades a les xarxes gèniques més rellevants són les següents: 

 

 Interacció cèl·lula a cèl·lula i funció hematopoètica: trobem dues xarxes 

gèniques relacionades amb aquestes funcions: 

o Xarxa genètica constituïda per 22 gens amb expressió 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 genètica en la que hi trobem 21 gens amb expressió alterada 

com la IL1A i el PTGS2 (Figura R4). 

 Càncer i moviment cel·lular: xarxa genètica constituïda per 25 gens amb 

expressió alterada (Figura R5). 

 Regulació del cicle cel·ular, creixement i proliferació: en la que hi trobem 

24 gens amb expressió alterada (Figura R6). 
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Interacció cèl·lula a cèl·lula i funció hematopoètica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R3. Esquema d’una de les xarxes gèniques relacionades amb la interacció cèl·lula a 

cèl·lula i la funció hematopoètica. En verd els gens infraexpressats en el nostre estudi i en 

vermell els gens sobreexpressats. La intensitat del color és proporcional al valor d’expressió.  
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Interacció cèl·lula a cèl·lula i funció hematopoètica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R4. Esquema d’una altra xarxa genètica relacionada amb la interacció cèl·lula a cèl·lula 

i la funció hematopoètica. En verd els gens infraexpressats en el nostre estudi i en vermell els 

gens sobreexpressats. La intensitat del color és proporcional al valor d’expressió. 
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Càncer i moviment cel·lular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R5. Esquema de la xarxa genètica relacionada amb càncer i moviment cel·lular, 

composta per 25 gens amb expressió alterada. En verd els gens infraexpressats en el nostre 

estudi i en vermell els gens sobreexpressats. La intensitat del color és proporcional al valor 

d’expressió. 
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Regulació del cicle cel·lular, creixement i proliferació 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R6. Esquema de la xarxa genètica relacionada amb cicle cel·lular, creixement i 

proliferació, composta per 24 gens amb expressió alterada. En verd els gens infraexpressats 

en el nostre estudi i en vermell els gens sobreexpressats. La intensitat del color és 

proporcional al valor d’expressió. 
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Identificació de factors de transcripció implicats en la trombocitèmia 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’activació 

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 està regulat per, entre altres gens, el TNF i la IL1A, i interactuen per 

a exercir funcions antiapoptòtiques, d’activació cel·lular, creixement de colònies i de 

proliferació, entre d’altres. Actuen regulant diferents gens diana els quals s’ha detectat 

una sobreexpressió en el nostre treball, com el CXCL2, ICAM i SOD2. 

Entre els altres FT identificats destaquem l’NFE2L2 (P<0,003, regulation z-score 

1,053) i l’ETS1 (P<0,007, regulation z-score 0,564) i el GATA3 (P<0,04, regulation z-

score 0,738), per la seva relació amb l’hematopoesi i per haver estat descrits en NMP 

en estudis previs d’expressió (Goertller i cols. 2005; Jones i cols. 2005; Gluglielmelli i 

cols. 2007; Irino i cols. 2011) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Anàlisi de l’expressió gènica en la TE. Relació amb la PV 
 

158 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R7. Esquema dels gens regulats pels factors de transcripció RELA i NFkB i els 

respectius valors d’expressió segons el color i la intensitat (verd significa infraexpressió i 

vermell sobreexpressió). 
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4.1.1.3. Validació dels resultats dels microarrays d’expressió 

Amb l’objectiu de validar els resultats obtinguts amb els microarrays d’expressió es va 

seleccionar un grup de 96 gens que incloïa 81 dels 124 gens sobreexpressats i 9 dels 

14 gens infraexpressats amb anotació funcional (contenia tots els gens referits 

anteriorment), junt amb 3 gens (CD44, NFE2 i ANKRD15) descrits prèviament 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 endògens. En la taula M8 (pàgina 104) es llisten els 96 assaigs escollits. 

Aquest grup de 96 gens es va validar mitjançant 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 prèviament pels microarrays 

d’expressió. En la figura R1 (pàgina 145) es mostra un esquema del disseny de 

l’estudi. 

La concordança entre els resultats dels microarrays d’expressió i de RQ-PCR 

(plataforma TLDA1), calculada utilitzant el test de la correlació d’Spearman, va ser 

elevada en la majoria dels gens estudiats, amb una mitjana de coeficient de correlació 

en les 17 mostres de 0,76 (desviació estàndar, DS=0,06). Posteriorment, es va 

estudiar 20 una sèrie independent de pacients amb TE (identificats com a pacients 21-

40) i utilitzant la mateixa plataforma TLDA 1. Es van eliminar de l’estudi aquells 

assaigs els quals no amplificaven correctament en cap dels pacients (corresponents 

als sis gens següents: C1QC, CNGB1, HLA-G, LIMS1, MT1M i PHACTR1), quedant 

un total de 90 gens analitzats els quals, considerant que tres eren controls endògens, 

el grup final de gens estudiats era de 87. També es van excloure puntualment els 

resultats d’aquells assaigs en els que la desviació estàndar dels duplicats era >0,2. 

Les dades d’expressió dels 87 gens de les 40 TE es van analitzar conjuntament.  
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Anàlisi d’agrupació de les dades dels 87 gens estudiats en les 40 TE mitjançant la 

plataforma TLDA1 i anàlisi dels gens amb expressió diferencial entre els subgrups de 

pacients 

Es va realitzar una anàlisi d’agrupació de les dades d’expressió dels 87 gens, aplicant 

un cluster jeràrquic en el que s’utilitzava la distància euclídea i el mètode del màxim. El 

cluster va mostrar una classificació en dos grups principals de pacients (Figura R8). El 

primer grup (grup A) constava de 18 pacients i presentava el patró d’expressió 

observat en els resultats dels microarrays d’expressió (el qual es caracteritzava per 81 

gens sobreexpressats i 9 gens infraexpressats, en relació als granulòcits control). 

Aquest grup incloïa 15 dels 20 pacients estudiats per microarrays d’expressió (TE 1-

15) L’altre grup de pacients (grup B) incloïa 22 pacients, en el qual a la vegada 

s’observaven dos subgrups: un d’ells (B.1) estava compost per 9 pacients i l’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’expressió (TE 18-20). Amb el test d’ANOVA 

d’un factor es va a estudiar l’expressió diferencial entre els diferents clusters de 

pacients (grups A, B.1 i B.2.) i es va observar una disminució progressiva dels nivells 

d’expressió 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 I ZFP36. A més a més, el mateix test 

va confirmar que 8 dels 9 gens infraexpressats en l’anàlisi de microarrays (AP3M1, 

ARRDC3, C4BPA, C1QC, DDX28, SOLH, SOX4, TBCC, ZNF217) tenien uns valors 

d’expressió semblants en tots els pacients, així com altres gens estudiats com B2M, 

CCL23, CD44, NBN, NFE2, RABGEF1 i RBF600. El novè gen infraexpressat, el gen 

C1QC no disposem de les dades d’expressió degut a que l’assaig d’aquest gen no ha 

amplificat. 
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Figura R8. Patró d’expressió en 40 pacients amb TE utilitzant la plataforma TLDA 1. Es 

mostren les dades d’expressió 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 endògens (18S rRNA, GAPDH i 

GUSB). Les columnes representen els pacients i les files els gens. Els valors d’expressió 

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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Anàlisi de l’associació dels paràmetres clínico-biològics amb l’agrupació dels pacients 

Es va analitzar la relació entre l’agrupació dels pacients (Figura R8) i els paràmetres 

clínico-biològics descrits a la taula R2 (pàgina 143), i no es va trobar cap associació 

estadísticament significativa amb els dos grups (A i B). No obstant, tres dels quatre 

pacients que havien patit complicacions trombòtiques es trobaven en el grup A. A més 

a més, el 76,9% (10/13) pacients del grup B.2 eren JAK2V617F-positius. 

 

4.1.2. Patrons d’expressió gènica en relació a JAK2V617F 

 

4.1.2.1. Anàlisi dels gens diferencialment expressats entre els pacients 

JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius estudiats per microarrays 

d’expressió 

Es va realitzar una anàlisi supervisada de les dades de microarrays d’expressió dels 

17 pacients amb TE, en el que es comparaven els patrons d’expressió dels pacients 

JAK2V617F-positius vs. JAK2V617F-negatius. L’anàlisi de t-test moderat Bayesià va 

mostrar 44 gens diferencialment expressats entre els dos grups de pacients i amb 

anotació funcional (P<0,017). La majoria d’ells es trobaven sobreexpressats en els 

pacients JAK2V617F-positius però presentaven poques diferències d’expressió en 

relació 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, pàgina 145). També es va implementar 

l’algorisme SAM, en el que s’aplica la correcció per tests múltiples FDR. El SAM va 

identificar els gens CISH i ZDHHC20 com a diferencialment expressats (FDR<0,05). 

Aquests 2 gens serien els que presenten una expressió diferencial més significativa 

dins el grup de 40 gens seleccionats. 

En la figura R9 es mostra un dendrograma i un heatmap (elaborat utilitzant la distància 

euclídea i el mètode de la mitjana) que ens representen l’agrupació dels 17 pacients 

en funció de l’expressió dels 40 gens seleccionats. S’observen majoritàriament dues 
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agrupacions de pacients que correspondrien als JAK2V617F-positius i als JAK2V617F-

negatius. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R9. Patró d’expressió dels 40 gens diferencialment expressats entre els 7 pacients amb 

TE JAK2V617F-positius vs. els 10 pacients JAK2V617F-negatius, utilitzant la tècnica de 

microarrays d’expressió. Els valors d’expressió 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. Validació dels resultats dels microarrays d’expressió 

 

Validació 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 incloïen 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 

senyalització JAK-STAT. Els gens 18S rRNA, GAPDH, GUSB i HPRT1 es van utilitzar 

com a controls endògens. En la taula M9 (pàgina 104) es llisten els 48 assaigs 

escollits. Emprant la tècnica de RQ-PCR es va estudiar el grup de 44 gens (junt amb 

els 4 controls endògens) en 19 dels 20 pacients estudiats anteriorment (no s’inclou el 

pacient TE 3) per microarrays d’expressió, i testat en 19 dels 20 pacients analitzats 

també amb la plataforma TLDA 1 (no s’inclou el pacient TE 40) (Figura R1, pàgina 

145). 

Per a l’anàlisi dels gens amb expressió diferencial l’anàlisi de t-test va confirmar que 

en els 19 pacients prèviament estudiats per microarrays, 12 dels 48 gens presentaven 

expressió 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 expressió 

diferencial entre els dos grups es reduïa a 8 (P<0,052), i eren els següents: CISH, 

C13orf18, CD44, PIM1, SOCS2, SOCS3, HRH4 i BATF. En la taula R4 (pàgina 167) 

es llisten, entre altres, aquests gens i els seus valors d’expressió.  

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 expressió 

era semblant entre els pacients JAK2V617F-negatius i els controls. Els nivells 
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d’expressió dels gens CISH i PIM1 en els pacients portadors de la mutació eren 

semblants als controls, però es trobaven infraexpressats en els pacients JAK2V617F-

negatius (Taula R4, pàgina 167). 

Pel què fa als gens BATF, CD44, C13orf18 i HRH4, es va detectar una sobreexpressió 

de BATF (basic leucine zipper transcription factor, ATF-like) i de CD44 en els pacients 

JAK2V617F-positius vs. JAK2V617F-negatius. Al contrari, els gens C13orf18 

(chromosome 13 open reading frame 18) i HRH4 (histamine H4 receptor) es trobaven 

infraexpressats en els pacients JAK2V617F-negatius. Els nivells d’expressió de 

C13orf18 eren el millor marcador per a discriminar les TE JAK2V617F-positives de les 

JAK2V617F-negatives i dels controls (Taula R4, pàgina 167). 

 

Validació 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 anàlisi d’expressió diferencial dels resultats 

obtinguts en les 40 TE mitjançant la plataforma TLDA 1. L’anàlisi 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 mutació JAK2V617F. 

 

Anàlisi 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 

prèviament en la plataforma TLDA 2, conformen un grup de 30 gens que presenten 

expressió diferencial en relació amb l’estat de JAK2V617F (Taula R4, pàgina 167 i 

Figura R1, pàgina 145). Utilitzant l’algorisme SAM es va confirmar l’expressió 

diferencial de 24 dels 30 (FDR<0.05). Els 6 gens que s’excloïen al fer al correcció FDR 

eren els següents: TRIB1, KLF5, ID2, TAGAP, TA-NFKBH i DDIT4. 
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En la figura R10 es mostra un dendrograma i un heatmap (elaborat utilitzant la 

distància euclídea i el mètode del màxim) que ens representen l’agrupació dels 38 

pacients amb TE en funció de l’expressió dels 30 gens seleccionats. S’observen 

majoritàriament dues agrupacions de pacients que correspondrien als JAK2V617F-

positius vs. JAK2V617F-negatius. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R10. Patró d’expressió dels 30 gens diferencialment expressats entre els 19 pacients 

amb TE JAK2V617F-positius vs. els 19 pacients JAK2V617F-negatius, utilitzant la plataforma 

TLDA 1 i 2. Els valors d’expressió corresponen al FC de cada pacient i el pool de controls. Les 

columnes representen els pacients i les files els gens. 

4/16 JAK2V617F-negatius 15/22 JAK2V617F-negatius 



 

 

    Fold change vs. pool controls   

Símbol Descripció gen Nº accés 
GenBank Assaig Taqman JAK2V617F-

positiu 
JAK2V617F-

negatiu 

FC          
JAK2V617F-

positiu/JAK2V617F-
negatiu 

P valor 

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 

C13orf18 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 tumor 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 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 NM_007115 Hs00200180_m1 -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 

PLEKHG2 
pleckstrin homology domain containing, family G (with RhoGef 
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 

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. 



 

 

 

 

 

  

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 l’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’expressió d’un total de 137 gens i de 4 

controls endògens per cada pacient. L’objectiu era definir una signatura d’expressió 

gènica que diferenciés les TE JAK2V617F-positives de les JAK2V617F-negatives 

(Figura R1, pàgina 145). Es va construïr 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 seqüencial exhaustiva per tal de 

seleccionar els gens amb menor error de classificació en el training set i amb un poder 

predictor òptim en el test set. Es van aplicar diferents tandes de MiPP del paquet de R, 

utilitzant l’anàlisi discriminatiu linial i els paràmetres (n.seq=20, n.split=100, n.fold=10, 

n.split.eval=100) i canviant el nombre de gens preseleccionats (utilitzant el paràmetre 

percent.cut). Es van seleccionar dos models els quals presentaven una taxa d’error 

menor del 20% en el test 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 validació del 15,38% en el training 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 l’11,54% en el training set i del 16,67% en el test set 

(percent.cut=0,02). És 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 

JAK2V617F. 
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Figura R11. Diagrama que mostra l’expressió relativa dels gens CISH i FOSB en relació 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 separació entre els dos grups de l’estat de JAK2. 

 
 

4.1.4. Signatura d’expressió gènica 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 següents gens mostraven un patró d’expressió 

anormal (amb FC>1.5 en relació als granulòcits control) en els pacients JAK2V617F-

negatius: CISH, C13orf18, CCL3, PIM1, MAFF, SOCS3, ID2, GADD45B, KLF5, TNF, 

LAMB3, HRH4, TAGAP i TRIB1 (Taula R4, pàgina 167). És destacable que l’expressió 

d’aquests gens no estava alterada ni en els pacients JAK2V617F-positius ni els 

controls. 
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4.2. VALIDACIÓ DELS RESULTATS D’EXPRESSIÓ EN LA TROMBOCITÈMIA 

ESENCIAL I COMPARACIÓ AMB LA POLICITÈMIA VERA 

 

Pacients 

Es van incloure un total de 98 pacients amb NMP diagnosticats segons els criteris de 

l’OMS del 2008 (Swerdlow i cols. 2008) i sense haver rebut tractament citorreductor. 

Aquest grup de NMP incloïa 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 sèrie 

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, nou JAK2V617F-positives en homozigosi i una 

JAK2 exó 12-positiva. També es van incloure sis pacients amb TR, que corresponien a 

cinc pacients amb neoplàsies i un amb artritis reumatoide, i un grup de 10 individus 

sans, aquests últims com a controls i que ja es van utilitzar en el treball descrit en 

l’apartat 4.1. 

Entre els 98 pacients amb NMP, 83 presentaven almenys un dels següents marcadors 

de clonalitat: mutació JAK2V617F o mutació a l’exó 12 del JAK2, positivitat per l’assaig 

HUMARA o creixement endogen mieloide. Les dades clínico-biològiques 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)(q13q23) 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 comitè ètic local i es va obtenir un consentiment informat de 

tots els pacients, d’acord amb la Declaració de Helsinki. 
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Per a la validació proteica de l’expressió del FOSB es va incloure una sèrie 

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 

l’OMS del 2008 (Swerdlow i cols. 2008) i sense haver rebut tractament citorreductor. 

Com a controls de l’estudi es van incloure cinc individus sans, junt amb la línia cel·lular 

K562 i una biòpsia de càncer de mama. 

 

  



 

 

Taula R5. Principals dades clínico-biològiques al diagnòstic dels 98 NMP en relació a l’estat de JAK2 i comparant els pacients amb TE i PV. 

 

 

 

 

 

 

 

*:es mostra la mediana (rang), º: es mostra la mitjana (±DS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
TE (n=57) PV (n=41) TE vs. PV 

 
JAK2V617F-positiu 

(n=34) 
JAK2V617F-negatiu 

(n=23) P valor JAK2-positiu 
(n=34)# 

JAK2-negatiu 
(n=7) P valor TE(n=57) PV (n=41) P valor 

Edatº 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, x109/Lº 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 
Leucòcits, x109/Lº 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/dLº 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 augmentada 

(>450) 4/33 6/23 0,288 12/34 1/7 0,399 10/56 13/41 0,113 

Index FAGº 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 
Esplenomegàlia 2/33 3/23 0,330 12/33 1/7 1,000 5/57 13/40 0,004 

Episodis trombòtics 2/34 3/23 0,384 8/34 2/7 1,000 5/57 10/41 0,034 
Episodis 

hemorràgics 2/34 3/23 0,384 1/31 0/6 1,000 5/57 1/37 0,398 

Factors de risc 
cardiovascular 20/34 10/23 0,255 18/34 6/7 0,207 30/57 24/41 0,562 

% JAK2V617F 
alleles* 27,3%(22.5-32,2%) NA NA 54,5%(31,1-125%) NA NA 

27,3%(22.5-
32,2%) 

54,5%(31,1-
125%) 

<0,001 

Clonalitat HUMARA 5/14 6/13 0,581 5/9 NA NA 11/27 5/9 0,470 
Creixement endogen 

mieloide            
(eBFU-E i/o eCFU-MK)

27/33 10/22 0,005 29/32 2/6 0,006 37/55 31/38 0,126 

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 

PRV-1 augmentat 
(>15) 14/25 1/23 <0,001 28/30 1/2 0,181 15/48 29/32 <0,001 

*:es mostra la mediana (rang), º: es mostra la mitjana (±DS). #: Tots els casos presenten la mutació JAK2V617F excepte un pacient amb la mutació JAK2-exó 12. 

Abreviatures:  D:dona; H:Home; LDH: lactat dehidrogenasa; FAG: fosfatasa alcalina granulocítica; NS: no estadísticament significatiu; NA:no aplicable. En negreta els 

P valors<0,05. 
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Mètodes 

En aquest apartat es utilitzar mostra d’ARN de granulòcits de SP de les 17 TE noves i 

de les 41 PV, obtingut i processat segons està descrit a l’apartat 2.1.1 i 2.1.2 Es va 

extreure l’ARN dels granulòcits (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 així com els resultats més rellevants obtinguts 

en cada anàlisi. En general es van realitzar dos tipus d’anàlisi: 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 l’anterior treball (Taula M8, pàgina 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 l’estudi. Posteriorment, basant-se 

en els resultats de RQ-PCR en les 40 TE obtinguts en l’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 incloïen els gens més diferencialment 

expressats en les 40 TE en relació 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 endògens corresponien als gens 18S 

rRNA, GUSB, GAPDH i HPRT1, ja utilitzats en les TLDA anteriors. En la taula M10 

(pàgina 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 l’estudi (veure la taula 

R1 (pàgina 141) on es resumeixen les plataformes utilitzades, les seves 

característiques 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 prèviament mitjançant 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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L’anàlisi de les dades de les TLDA es va realitzar segons es troba detallat en l’apartat 

3.2.1.7. Utilitzant el mètode de Vandesompele (Vandesompele i cols. 2002) es va 

seleccionar el gen GAPDH com a millor control endogen. 

En l’estudi de l’expressió proteica del FOSB es van emprar granulòcits de SP 

procedent de pacients amb TE no estudiats per TLDA, junt amb nous individus control, 

amb la línia cel·lular K562 estimulada amb TPA i una biòpsia de càncer de mama. 

L’anàlisi de l’expressió del FOSB s’ha realitzat segons es troba descrit en l’apartat 

3.2.2. 
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Figura R12. Esquema del disseny de l’estudi. Es ressalten els requadres que corresponen a les anàlisis 

realitzades i els resultats obtinguts.*Sèrie independent de pacients amb TE. 
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Anàlisi 57 TE vs. 41 PV 

31 PV 

40 TE 

Anàlisi 19 TE JAK2V617F-negatives vs. 19 
TE JAK2V617F-positives 

Anàlisi 40 TE vs. Pool controls 

44K whole human 
genome (Agilent) 

 
TLDA 

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   

17 TE*, 6 TR i 10 PV 
Plataforma TLDA 1 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 

- 38 gens diferencialment expressats entre TE 
JAK2V617F-negatius i JAK2V617F-positius 
(P<0,05) 

- 14 gens correlacionen amb la càrrega al·lèlica 
de JAK2V617F 

- 21 gens diferencialment expressats entre PV 
JAK2-negatives, PV JAK2-positives en 
heterozigosi i PV JAK2-positives en 
homozigosi (F ratio >5) 

65 gens diferencialment expressats entre la TE i la PV (P<0,05 
 

-Tots sobreexpressats en la TE, excepte el CD44 

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) 

MICROARRAYS D’EXPRESSIÓ I RQ-PCR (TLDA) 

Anàlisi 57 TE: 23 JAK2V617F-negatives 
vs. 34 JAK2V617F-positives

Anàlisi 57 TE vs. 6 TR 

Anàlisi 41 PV: 7 PV JAK2-negatives vs.    
34 PV JAK2-positives 

Plataforma TLDA 2 (48 gens): 
 

- 40 gens diferencialment expressats 
- Altres gens implicats en la via JAK-STAT: SOCS1, 

SOCS3, CCND1 i BCL2L1  
- Controls endogens: 18S rRNA, GAPDH, GUSB  i 

HPRT1

33 gens diferencialment expressats entre la TE i la TR 
(P<0,05) 
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4.2.1. Anàlisi d’expressió en la trombocitèmia essencial 

 

4.2.1.1. Confirmació dels patrons d’expressió gènica en la trombocitèmia 

essencial 

En l’anàlisi de les dades d’expressió de la sèrie 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 l’anàlisi anterior, juntament amb els 

assaigs dels gens IL23A, AP3M1 i ARRDC3 perquè tampoc amplificaven correctament 

en la majoria dels pacients. Així, 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 desviació estàndar dels duplicats era >0,2. 

Amb l’objectiu de confirmar el patró d’expressió observat en les 40 TE es va realitzar 

una anàlisi d’agrupació de les dades d’expressió dels 84 gens estudiats en les 57 TE. 

Es va aplicar un cluster jeràrquic en el que s’utilitzava la distància euclídea i el mètode 

del màxim. El cluster va mostrar una classificació en dos grups principals de pacients 

(Figura R13), que correspondria en part als grups A i B observats en l’anàlisi 

d’agrupació 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’anàlisi 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 sobreexpressió dels gens relacionats amb la resposta 

immunològica, confirmant el patró observat en els microarrays d’expressió 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, 

però no es distribueixen com en els resultats anteriors. El que sí s’identifica és una 

expressió diferencial d’un subgrup de gens, que disminueix progressivament del grup 

A, al grup B.1 i al grup B.2. Com s’observa en la figura R13, sembla que existeix una 

relació entre l’agrupació i la presència de JAK2V617F, ja que continuem detectant una 

menor incidència de la JAK2V617F en el grup A (el 51,7% (15/29) dels pacients són 
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JAK2 wt, mentre que en el grup B el 26,9% (8/27) dels pacients són JAK2 wt). 

Respecte a la incidència de la trombosi, els dos pacients nous analitzats que han patit 

accidents trombòtics es classificaven dins el grup B.1. 
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Figura R13. Patró d’expressió en 57 pacients amb TE utilitzant la plataforma TLDA 1. Es 

mostren les dades d’expressió 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 

endògens (18S rRNA, GAPDH i GUSB). Les columnes representen els pacients i les files els 

gens. Els valors d’expressió corresponen al FC de cada pacient i el pool de controls. 

 

4.2.1.3. Confirmació dels patrons d’expressió gènica en la trombocitèmia 

esencial en relació a JAK2V617F 

En l’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, C13orf18, CD44, PIM1, SOCS2, SOCS3, HRH4 i BATF. En l’anàlisi de les 

noves 17 TE només s’ha utilitzat la plataforma TLDA 1, pel què no es disposa de 

dades de l’expressió dels vuit gens anteriors, ni dels gens restants de la plataforma 

TLDA 2. Així, els resultats dels gens diferencials en les 57 TE només corresponen als 

84 gens comuns. 

 

Anàlisi en les 57 TE dels gens diferencialment expressats entre els pacients 

JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius utilitzant la plataforma TLDA 1 

L’anàlisi supervisat de les dades d’expressió 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, pàgina 176). Els gens en els quals no es confirma l’expressió 

diferencial són el CD44, TNFAIP3 i CCL4. Utilitzant l’algorisme SAM es va confirmar 

l’expressió diferencial de 34 dels 38 gens (FDR<0.05). Els quatre gens que s’excloïen 
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al fer la correcció FDR eren, a part dels tres gens ja detectats pel t-test, els següents: 

TCTE1L, PRNP, RBAF600 i SOD2. 

Tots els gens presentaven una major expressió en els pacients JAK2V617F-negatius, 

com ja s’havia observat en la majoria de gens diferencials en les 40 TE. 

  



 

 

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. 

Gen Descripció gen Nº accés GenBank Assaig Taqman 
FC JAK2V617F-

negatiu/     
JAK2V617F-positiu 

P-valor 

HCST hematopoietic cell signal transducer NM_014266.3, 
NM_001007469.1 Hs00367159_m1 1,45 0,0015

6 

BTN2A2 butyrophilin, subfamily 2, member A2 NM_181531.1,NM_006995.3 Hs00272927_m1 1,49 0,0026
4 

FOSB FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B NM_006732.1 Hs00171851_m1 2,69 0,0030
1 

MAFF v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 
homolog F (avian) NM_152878.1,NM_012323.2 Hs00544822_m1 2,91 0,0032

7 

TAGAP T-cell activation GTPase activating protein NM_054114.3,NM_138810.2,
NM_152133.1 Hs00299284_m1 1,37 0,0038

2 

NR4A2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 NM_173171.1,NM_173172.1,
NM_173173.1,NM_006186.2 Hs00428691_m1 2,50 0,0038

4 

ZFP36 zinc finger protein 36, C3H type, homolog (mouse) NM_003407.2 Hs00185658_m1 2,30 0,0048
9 

IER5 immediate early response 5 NM_016545.4 Hs00275419_s1 2,33 0,0055
3 

TNF tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) NM_000594.2 Hs00174128_m1 2,87 0,0058
9 

DUSP5 dual specificity phosphatase 5 NM_004419.3 Hs00244839_m1 1,75 0,0064
2 



 

 

TA-
NFKBH T-cell activation NFKB-like protein NM_139239.1 Hs00262018_m1 3,78 0,0065

8 

DDIT4 DNA-damage-inducible transcript 4 NM_019058.2 Hs00430304_g1 2,31 0,0081
3 

ID2 inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-
loop-helix protein NM_002166.4 Hs00747379_m1 1,48 0,0088

6 
PPP1R15

A 
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 
15A NM_014330.2 Hs00169585_m1 3,48 0,0091

1 

TRIB1 tribbles homolog 1 (Drosophila) NM_025195.2 Hs00179769_m1 1,41 0,0095
4 

PTGS2 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 
(prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase) NM_000963.1 Hs00153133_m1 2,19 0,0099

2 

PLEKHG2 pleckstrin homology domain containing, family G 
(with RhoGef domain) member 2 NM_022835.1 Hs00293943_m1 9,06 0,0104

9 

GPR43 G protein-coupled receptor 43 NM_005306.2 Hs00271142_s1 1,77 0,0122
6 

GADD45B growth arrest and DNA-damage-inducible, beta NM_015675.2 Hs00169587_m1 1,83 0,0135
1 

KLF5 Kruppel-like factor 5 (intestinal) NM_001730.3 Hs00156145_m1 1,37 0,0147
4 

DUSP2 dual specificity phosphatase 2 NM_004418.2 Hs00358879_m1 4,32 0,0155
6 

SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial NM_001024465.1,NM_00102
4466.1,NM_000636.2 Hs00167309_m1 1,35 0,0168

1 

FCAR Fc fragment of IgA, receptor for 
NM_002000.2,NM_133269.2,
NM_133272.2,NM_133274.2,
NM_133278.2,NM_133279.2 

Hs00370197_m1 1,28 0,0178
6 

MYLIP myosin regulatory light chain interacting protein NM_013262.3 Hs00203131_m1 1,35 0,0185
0 



 

 

ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human 
rhinovirus receptor NM_000201.1 Hs00164932_m1 2,04 0,0193

4 

TNFAIP6 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 NM_007115.2 Hs00200180_m1 1,66 0,0211
2 

AXUD1 AXIN1 up-regulated 1 NM_033027.2 Hs00263583_m1 1,75 0,0214
3 

BCL2A1 BCL2-related protein A1,Gene hCG201186 Celera 
Annotation NM_004049.2 Hs00187845_m1 1,60 0,0243

9 

IER3 immediate early response 3 NM_003897.3 Hs00174674_m1 2,06 0,0261
2 

CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 NM_002983.2 Hs00234142_m1 3,71 0,0267
8 

CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 NM_002089.3 Hs00601975_m1 5,13 0,0330
0 

OSM oncostatin M NM_020530.3 Hs00171165_m1 2,28 0,0335
9 

LAMB3 laminin, beta 3 NM_001017402.1,NM_00022
8.2 Hs00165078_m1 2,27 0,0340

8 

KLF10 Kruppel-like factor 10 NM_005655.1 Hs00194622_m1 3,27 0,0362
1 

RBAF600 retinoblastoma-associated factor 600 NM_020765.2 Hs00378210_m1 1,35 0,0384
1 

NFKBIE nuclear factor of kappa light polypeptide gene 
enhancer in B-cells inhibitor, epsilon NM_004556.2 Hs00234431_m1 2,85 0,0395

1 

PRNP 
prion protein (p27-30) (Creutzfeld-Jakob disease, 
Gerstmann-Strausler-Scheinker syndrome, fatal 
familial insomnia) 

NM_000311.3 Hs00175591_m1 2,28 0,0418
6 

TCTE1L t-complex-associated-testis-expressed 1-like NM_006520.2 Hs00359622_m1 1,34 0,0486
4 
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Es va realitzar un cluster jeràrquic dels 38 gens diferencials en les 57 TE que es 

representa en el dendrograma i el heatmap (elaborat utilitzant la distància euclídea i el 

mètode del màxim) de la figura R14. S’observa majoritàriament dues agrupacions de 

pacients que correspondrien aproximadament als JAK2V617F-positius vs. 

JAK2V617F-negatius i que correspon en part a l’agrupació que s’observava al realitzar 

l’anàlisi no supervisat dels 84 gens en els 57 pacients. 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R14. Patró d’expressió 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’expressió 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. 

 

16/35 JAK2V617F-negatius 7/22 JAK2V617F-negatius 
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4.2.1.4. Confirmació dels gens predictors de l’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 mètodes i paràmetres utilitzats en l’apartat 

4.1.3 (pàgina 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 IER3, la taxa 

d’error disminuïa al 13,51%. Aquests resultats confirmen el poder de CISH i FOSB per 

a discriminar els pacients amb TE segons l’estat de JAK2V617F. 

 

4.2.1.5. Confirmació de la signatura d’expressió gènica 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 patró d’expressió anormal (amb FC>1.5 en relació als granulòcits control) en els 

pacients JAK2V617F-negatius i no en els JAK2V617F-positius, i eren els següents: 

PP1R15A, DUSP2, CCL3, IER3, ZFP36, AXUD1, NFKBIE, IER5, NR4A2, TNF, MAFF, 

MYLIP, KLF5, PRNP, TAGAP, FCAR, OSM, PLEKHG2, DDIT4, GADD45B i LAMB3. 

Aquest grup de gens incloïa set dels 14 gens identificats en la mateixa comparativa 

anterior en les 40 TE. Els gens exclosos són TRIB1 i ID2 i els gens CISH, C13orf18, 

SOCS3, PIM1 i HRH4. Aquest cinc últims gens, presents en la plataforma TLDA 2, no 

es van analitzar en les noves TE i, per tant, no es van incloure en aquest anàlisi. 

 

4.2.1.6. Efecte de la càrrega al·lèlica de JAK2V617F en l’expressió gènica de la 

trombocitèmia essencial 

Utilitzant les dades d’expressió 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 anàlisi de correlació, amb el test d’Spearman, entre els nivells d’expressió 
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d’aquests gens i la càrrega al·lèlica 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, pàgina 176). Aquests fets suggereixen que existeix un efecte de càrrega 

al·lèlica en l’expressió gènica dels granulòcits dels pacients amb TE. Entre els 15 gens 

amb correlació significativa, només el BATF i el CD44 mostraven una correlació 

positiva (un augment d’expressió a l’incrementar la càrrega al·lèlica). Els 13 gens 

restants presentaven una correlació negativa (una disminució de l’expressió a 

l’augmentar la càrrega al·lèlica). 
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Taula R7. Llistat dels 15 gens amb correlació entre els nivells d’expressió i la càrrega al·lèlica 

de JAK2V617F (P<0,05). Rs=coeficient de correlació d’Spearman. 

Gen Descripció gen Nº accés GenBank AssaigTaqman Rs P valor 

DDX28 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) 
box polypeptide 28 

NM_018380.3 
Hs00251087_s

1 
-0,69 0,00054 

CKAP4 cytoskeleton-
associatedprotein 4 

NM_006825.3 
Hs00199135_

m1 
-0,61 0,00333 

SEC31L1 solute carrier family 35, 
member B2 

NM_014933.2,NM_016211.2 
Hs00274601_

m1 
-0,56 0,00866 

ID2 
inhibitor of DNA binding 

2, dominant negative 
helix-loop-helix protein 

NM_002166.4 
Hs00747379_

m1" 
-0,55 0,01061 

CD44 CD44 antigen NM_000610.3 
Hs00153304_

m1 
0,53 0,01426 

FOSB 
FBJ murineosteosarcoma 
viral oncogenehomolog 

B 
NM_006732.1 

Hs00171851_
m1 

-0,52 0,01502 

RBAF600 retinoblastoma-
associated factor 600 

NM_020765.2 
Hs00378210_

m1 
-0,51 0,01733 

HCST hematopoieticcellsignalt
ransducer 

NM_014266.3 
Hs00367159_

m1 
-0,48 0,02778 

BATF 
basic leucine zipper 

transcription factor, ATF-
like 

NM_006399.3 
Hs00232390_

m1 
0,60 0,03105 

PRG1 proteoglycan 1, 
secretory granule 

J03223.1,X17042.1,CB110512.
1,BC015516.1 

Hs00160444_
m1 

-0,46 0,03755 

TCTE1L t-complex-associated-
testis-expressed 1-like 

NM_006520.2 
Hs00359622_

m1 
-0,45 0,03836 

KLF5 Kruppel-like factor 5 
(intestinal) 

NM_001730.3 
Hs00156145_

m1 
-0,44 0,04362 

PDE4B 

phosphodiesterase 4B, 
cAMP-specific 

(phosphodiesterase E4 
dunce homolog, 

Drosophila) 

NM_002600.2 
Hs00277080_

m1 
-0,44 0,04722 

TBCC tubulin-
specificchaperone c 

NM_003192.1 
Hs00268437_s

1 
-0,44 0,04742 

B2M beta-2-microglobulin NM_004048.2 
Hs99999907_

m1 
-0,44 0,04745 

 

  



Anàlisi de l’expressió gènica en la TE. Relació amb la PV 
 

188 

4.2.1.7. El FOSB en la trombocitèmia essencial 

El gen FOSB es va trobar sobreexpressat en totes les TE en comparació amb els 

controls i era un dels més diferencialment expressats entre els pacients amb TE 

JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius, amb una major expressió en els 

JAK2V617F-negatius (FC=2,70; P=0,003) (Figura R15). A més a més, la seva 

expressió es redueix a l’augmentar la dosi de JAK2V617F, amb un coeficient de 

correlació d’Spearman de -0,73 (P<0,001) (Taula R7). A la vegada, juntament amb el 

CISH era un gen predictor de la presència de JAK2V617F (Figura R12, pàgina 176). 

Per totes aquestes dades i per la funció oncogènica del FOSB es va considerar que 

l’expressió d’aquest gen era rellevant en la patogènesi de la TE. Es van realitzar 

diferents anàlisis d’associació amb les variables clínico-biològiques dels 57 pacients 

descrites a la taula R5 (pàgina 173) .Entre elles, es va analitzar l’associació entre el 

eCFU-MK en els pacients JAK2V617F-negatius i l’expressió 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 associació entre la major expressió del FOSB i 

el eCFU-MK. També es va realitzar la mateixa anàlisi pel eBFU-E, en el que només un 

pacient JAK2V617F-negatiu presentava eBFU-E. En conseqüència, es va trobar una 

associació entre l’elevada expressió del FOSB i el eBFU-E (P<0,05), però estava 

clarament relacionada amb la presència de la mutació JAK2V617F. Per altra banda, es 

va detectar una associació entre una elevada expressió del FOSB, així com dels gens 

CD44 i PTGS2 entre altres, amb l’aparició de complicacions trombòtiques (P<0,05). 

També es detecta una associació de l’expressió del FOSB, i d’altres gens com el 

CD44, amb diferents variables clíniques, com el nombre de leucòcits (r=-0,38) i amb 

els nivells de fosfatasa alcalina granulocítica (FAG) (r=-0,69), entre altres, però 

conseqüència també de l’associació d’aquestes amb la presència de la mutació 

JAK2V617F. L’expressió dels gens FOSB, BATF i CD44 es detallen a la Figura R15. 
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Figura R15. Nivells d’expressió de RQ-PCR dels gens FOSB, BATF and CD44 en els 

granulòcits de pacients amb TE i PV JAK2V617F-positius i negatius. Les dades s’expressen 

com a valors  ∆Ct. Les caixes representen el rang interquartil, la línia horitzontal en la caixa 

indica la mediana, i les barres mostren el rang dels valors. Els nivells de significància de les 

diferències i els valors de FC entre les categories de pacients es detallen en el box-plot. 
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4.2.2. Comparació dels patrons d’expressió gènica de la trombocitèmia essencial 

i les trombocitosis reactives 

Amb l’objectiu de comparar les dades d’expressió de la TE amb les d’un estat reactiu 

es va analitzar l’expressió de sis pacients amb TR utilitzant la plataforma TLDA 1. Del 

total de 84 gens estudiats, 33 presentaven una expressió diferencial entre les TE i les 

TR (P<0,05) i la majoria amb més expressió en els pacients amb TR (Figura R12, 

pàgina 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 diagnòstic de la TE respecte a estats normals i reactius. 

Al comparar el patró d’expressió de les TR amb les TE segons l’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 següents: IER5, CD44, RABGEF1, 

TNF i PFKFB3. Per contra, en la comparació entre l’expressió 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. Anàlisi d’expressió en la policitèmia vera 

 

4.2.3.1. Comparació dels patrons d’expressió gènica de la trombocitèmia 

esencial i la policitèmia vera 

El perfil d’expressió dels 41 pacients amb PV es va estudiar utilitzant els dos formats 

de 96 gens de la següent 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, pàgina 101). La 

resta de 31 pacients (PV 11-41; 5 JAK2V617F-negatius, 19 JAK2V617F-positius 

heterozigots, una JAK2 exó 12-positiva i 6 JAK2V617F-positius homozigots) es van 

analitzar amb el nou format de TLDA, la TLDA 3, la qual incloïa els gens més 
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diferencialment expressats en les 57 TE en relació 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, pàgina 106). En la figura R12 

(pàgina 176) es mostra un esquema del disseny de l’estudi. En l’anàlisi dels gens 

estudiats en ambdues plataformes es va eliminar el gen IL23A perquè 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 C13orf18, només eren comuns entre les 38 TE i les 31 PV, i també es 

van analitzar conjuntament. 

 

Anàlisi dels gens diferencials entre la TE i la PV 

L’anàlisi 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 sobreexpressió amb un FC superior a 3. Entre ells destaca el gen 

LAMB3 per tenir la diferència d’expressió 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 

són gens amb expressió diferencial de les TE respecte a les PV, a les TR i als 

controls. Ambdós gens presenten una major expressió en les TE en relació a les PV i 

el gen DAF també una sobreexpressió en les TE respecte a les TR. 

L’anàlisi d’agrupació de les 57 TE i les 41 PV en funció de l’expressió dels 65 gens 

diferencialment expressats mostra dues agrupacions de pacients, una en la que 

predominen els pacients amb TE i l’altra amb PV, però sense ser una separació entre 

TE i PV clara (Figura R16). El primer grup inclou 31 TE i vuit PV (de les quals dues són 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R16. Dendrograma i heatmap (elaborat utilitzant la distància euclídea i el mètode del 

màxim) que ens representen l’agrupació dels 57 pacients amb TE vs. 41 pacients segons 

l’expressió dels 65 gens diferencialment expressats entre les dues malalties. Els valors 

d’expressió 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. 

 

 

 

33 PV i 26 TE 8 PV i 31 TE 
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4.2.3.2. Patrons d’expressió gènica en la policitèmia vera en relació a JAK2V617F 

Per a l’anàlisi de l’associació de l’expressió gènica amb l’estat de JAK2 es van emprar 

les dades corresponents als 84 gens estudiats en les 41 PV junt amb els vuit gens 

únicament 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 exó 12-

positiva i nou JAK2V617F-positives homozigotes). Es van identificar només dos gens, 

CISH i SOCS2, l’expressió dels quals era diferencial amb la presència de mutacions 

en el gen JAK2 (P<0,05). Com ja es va trobar en la TE, aquests gens tenien una major 

expressió en els pacients JAK2-positius. 

Posteriorment, pensant que tot i que les diferències entre els pacients JAK2-negatius i 

positius eren poques podia haver-hi un efecte de la càrrega al·lèlica de la mutació 

JAK2 en l’expressió, 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 anàlisi 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 anàlisi en el grup de 31 PV de les quals es disposava 

de les dades d’expressió 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’agrupació dels 41 pacients segons l’expressió dels 23 gens 

diferencials es mostra en la Figura R17. 
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Figura R17. Dendrograma i heatmap (elaborat utilitzant la distància euclídea i el mètode del 

màxim) que ens representen l’agrupació dels 41 pacients amb PV segons l’expressió dels 23 

gens diferencialment expressats entre els JAK2-negatius, JAK2-positius heterozigots i JAK2-

positius homozigots. Els valors d’expressió 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. Anàlisi comparativa de l’expressió en la trombocitèmia esencial i en la 

policitèmia vera en relació a les mutacions en el gen JAK2 

Comparant els resultats anteriors de la PV en relació 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, KLF5 i 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. Expressió diferencial dels gens FOSB, CD44, C13orf18, BATF, CISH, SOCS2, 

SOCS3 i 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 estadístic significatiu (P<0,05). 

TE PV TE vs PV 

 
FC                

JAK2 wt vs. 
JAK2V617F 

P valor 
FC                

JAK2 wt  vs. 
JAK2V617F 

P valor FC           
TE vs. PV P valor 

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 

C13or18 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 coincidència de gens entre la TE i la PV és baixa, sí que es detecta un 

comportament semblant de l’expressió d’aquests gens en relació a la càrrega al·lèlica 

de la mutació de JAK2. Aquest comportament es caracteritza per una major expressió 

dels gens en els pacients amb TE o PV JAK2-negatius, i una disminució progressiva 

en els JAK2-positius en heterozigosi i en homozigosi. En els gens de la via JAK-STAT 

aquest comportament està invertit. En la taula R9 es representen els nivells 

d’expressió dels gens FOSB, CD44, BATF, C13orf18, CISH, SOCS2, SOCS3 i PIM1, 

en els pacients amb TE i PV segons l’estat de JAK2.  
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Taula R9. Expressió dels gens FOSB, CD44, C13orf18, 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 

 
JAK2 wt JAK2V617F-

positiu JAK2 wt 
JAK2-positiu 

 heterozigot homozigot 

FOSB ↑↑ ↓ ↑↑ ↓ ↓↓ 

CD44 ↓ ↑ ↓ ↑ ↑↑ 

C13orf18 ↓ ↑ ↓ ↑ ↑ 

BATF ↓ ↑ ↓ ↑ ↑↑ 

CISH ↓ ↑ ↓ ↑ ↑ 

SOCS2 ↓ ↑ ↓ ↑ ↑ 

SOCS3 ↓ ↑ ↓ ↑ ↑↑ 

PIM1 ↓ ↑ ⎯ ⎯ ⎯ 

↑: gens sobreexpressats; ↓: gens infraexpressats, ⎯: gen no alterat 
 
 

A la vegada, utilitzant l’ANOVA d’un factor es van analitzar conjuntament les dades de 

les TE i les PV amb l’objectiu de trobar gens comuns relacionats amb l’estat de JAK2. 

Es van identificar 59 gens diferencials (F ratio>5), entre els pacients JAK2-negatius, 

JAK2-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 

SOCS2 ja ens sortien diferencials en la TE o en la PV independentment. 

Per a determinar si existia una signatura gènica 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, sinó 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%. 

 

 

Figura R18. Diagrama que mostra l’expressió relativa dels gens LAMB3, CISH i SOCS2 en 

relació al pool de controls. Aquests gens mostren una bona separació entre els dos grups de 

l’estat de JAK2. 
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4.2.3.4. El FOSB en la policitèmia vera 

A l’analitzar l’expressió del FOSB en els pacients amb PV, els nivells d’expressió 

d’aquest gen eren també superiors en els pacients JAK2-negatius en comparació amb 

els JAK2-positius, tot i que les diferències no eren significatives (FC=7,34; P=0,406) 

(Figura R15, pàgina 189). Com en els pacients amb TE, els nivells d’expressió del 

FOSB eren superiors en els JAK2-negatius i disminuïen progressivament en els estats 

JAK2-positiu heterozigot i JAK2-negatiu homozigot, comparativa amb significància 

estadística. A més a més, l’expressió del FOSB ens permet no només discriminar els 

pacients JAK2-positius vs. JAK2-negatius, sinó que també ens diferencia entre la TE i 

la PV (Taula R8 i R9). 

Es van realitzar diferents anàlisis d’associació amb variables clínico-biològiques 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 l’associació de l’expressió del FOSB, junt amb 

l’expressió del CD44 i el PTGS2, entre altres gens, amb els fenòmens trombòtics 

(P<0,05). Com en les TE, l’associació entre l’expressió del FOSB i de gens de la via 

JAK-STAT amb el eBFU-E estava clarament relacionada amb la presència de la 

mutació JAK2V617F, i no es detectava associació amb el eCFU-MK. 

 

4.2.4. Anàlisi de l’expressió proteica del FOSB granulòcits de sang perifèrica de 

pacients amb trombocitèmia essencial 

En l’anàlsi de l’expressió proteica del FOSB es van incloure 12 pacients amb TE 

(TE_FOSB 1-12), els quals no s’havien estudiat prèviament ni amb els microarrays 

d’expressió 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 l’estudi (Control_FOSB 1-5), i la línia cel·lular 

K562 estimulada 24 i 48 hores amb TPA com a control positiu de l’expressió del 

FOSB. 
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4.2.4.1. Estudi del FOSB per immunocitoquímica 

En l’estudi de l’expressió del FOSB en els neutròfils mitjançant la tècnica 

d’immunocitoquímica es va incloure també una biòpsia de mama com a control positiu 

de l’expressió del FOSB, junt amb la línia cel·lular K562 estimulada 48 hores amb 

TPA. 

Es va valorar l’expressió del FOSB en els neutròfils de la SP segons tres nivells 

d’expressió: positivitat intensa, positivitat dèbil i no expressió i valorant 100 neutròfils. 

Una de les mostres control d’individu sa no era valorable per falta de mostra en 

l’extensió. Els resultats es mostren en la taula R11. 

 

Taula R11. Resultats de l’expressió del FOSB en els neutròfils de sang perifèrica de pacients 

amb TE i en individus sans, segons tres nivells d’expressió i en relació a l’estat de JAK2V617F. 

 
FOSB 

positiu intens 
FOSB 

positiu dèbil 
FOSB 
positiu 

FOSB 
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’expressió del FOSB van mostrar una expressió elevada 

d’aquest gen. Concretament, la biòpsia de mama presentava una expressió nuclear 

del FOSB i una positivitat intensa en el 90% de les cèl·lules. Les cèl·lules K562 

estimulades amb TPA presentaven una expressió citoplasmàtica i una positivitat del 

90%, essent intensa en el 80% de les cèl·lules. 

Respecte a l’expressió en els pacients amb TE i en els individus sans el FOSB 

s’expressava en el citoplasma. En els individus control l’expressió del FOSB era 

majoritàriament negativa. En els pacients amb TE l’expressió era molt variable, 

sobretot en els pacients JAK2V617F-positius. En els JAK2V617F-negatius la 

variabilitat dels resultats era elevada però perquè un dels cinc pacients estudiats no 
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expressava FOSB (TE_FOSB1) mentre que en la resta la positivitat era ≥ 90%. Així, 

tot i no ser estadísticament significatiu (P>0,05) sí que s’observa una tendència a una 

major expressió del FOSB en els neutròfils dels pacients JAK2V617F-negatius. En la 

figura R19 es mostren les imatges de diferents mostres valorades. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R19. Imatges de l’expressió del FOSB en les diferents mostres estudiades. A. Biòpsia 

de càncer de mama (x500) amb positivitat del FOSB del 90%. B. Línia cel·lular K562 (x100) 

amb positivitat del FOSB del 90%. C. Línia cel·lular K562 a major augment (x1000). D. Tinció 

de May-Grünwald/Giemsa dels neutròfils del pacient TE_FOSB 5 (x1000). E. Neutròfils del 

pacient TE_FOSB 5 JAK2V617F-negatiu amb positivitat del FOSB del 90% (x1000). F. 

Neutròfils del pacient TE_FOSB 12 JAK2V617F-positiu sense expressió del FOSB (x1000). 

 

4.2.4.2. Estudi del FOSB per Western Blot 

En l’estudi de l’expressió del FOSB en els neutròfils mitjançant la tècnica de Western 

Blot es van incloure tres dels cinc controls (Control_FOSB 3-5) i tots els pacients 

estudiats per immunocitoquímica excepte els pacients TE_FOSB 6 i 11 JAK2V617F-

positius per falta de mostra. Es van carregar diferents quanitats de proteïna de la 

 

A B C 

 

D 

 

F E 
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següent manera: 25 µg i 5 µg de la línia cel·lular K562, estimulada 24 hores amb TPA, 

i uns 75 µg dels controls i dels pacients. Es va analitzar també l’expressió de la 

proteïna ERK (ERK1 i ERK2), com a control d’expressió de proteïnes de la via de 

MAPK. Segons el treball de Blüml i cols. (2008) neutròfils en estat basal expressen 

ERK i quan els neutròfilsl s’estimulen amb TPA l’expressió d’ERK augmenta. 

En la Figura R20 es mostren els resultats en els pacients i els individus control del 

FOSB i de l’ERK i de les proteïnes utiltzades com a controls endògens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R20. Resultats del Western Blot del gen FOSB i ERK i dels controls endògens PCNA, 

Tubulina i Actina, de la línia 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 expressió del gen FOSB i de la 

seva forma d’splicing FOSB2 en la línia cel·lular K562 estimulada amb TPA però no 

s’observa expressió d’aquesta proteïna ni en els controls ni en els pacients. 

L’expressió de l’ERK també només es detecta en la línia cel·lular K562 estimulada, 

però no en els pacients. A més a més, com s’observa en la figura R20, els nivells 

d’expressió d’ERK en les K562 diluïdes és molt menor. Al exposar més temps la 

membrana incubada amb ERK es detectava una lleugera expressió en el pacient TE 

3_FOSB, que és l’únic pacient que mostra una banda definida corresponent al pes 

molecular de la proteïna.  

Els controls endògens α-tubulina, α-actina i el PCNA utilitzats han mostrat expressió 

en la línia cel·lular K562 però en els pacients només s’ha observat expressió del 

PCNA. El fet que almenys el PCNA s’expressi en totes les mostres ens demostra que 

la tècnica s’ha realitzat correctament. La imatge del gel d’acrilamida, corresponent a 

les mostres dels pacients, tenyit amb la solució Ponceau confirma que la concentració 

de les proteïnes era correcta i que no estaven degradades (Figura R21). 
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Figura R21. Gel d’acrilamida de la 

línia cel·lular K562 i dels pacients 

tenyit amb la solució de Ponceau. 

S’observen bandes definides que 

confirmen la integritat de les 

proteïnes. 
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En aquest treball s’ha caracteritzat el perfil d’expressió gènica de la TE, utilitzant les 

tècniques de microarrays d’expressió i de RQ-PCR i els resultats obtinguts han aportat 

nous coneixements en la fisiopatologia d’aquesta malaltia. A més a més, l’anàlisi de la 

relació entre el patró d’expressió i la presència de la mutació JAK2V617F ha identificat 

mecanismes dependents i independents de la mutació. La comparació amb el perfil 

d’expressió de la PV i de TR ha permès identificar gens que podrien tenir una 

implicació en la patogènesi de la TE, especialment en les JAK2V617F-negatives. 

 

5.1. PATRONS D’EXPRESSIÓ GÈNICA EN LA TROMBOCITÈMIA ESSENCIAL 

 

5.1.1. La trombocitèmia essencial presenta un patró d’expressió caracteritzat per 

gens implicats en processos proinflamatoris 

La signatura gènica descrita en el present treball correspondria al perfil d’expressió 

dels granulòcits dels pacients amb TE, ja que és el tipus cel·lular a partir del qual s’ha 

realitzat l’anàlisi. El fet que la TE tingui una naturalesa clonal heterogènia implica que 

en aquells pacients que tenen un marcador clonal conegut, com per exemple la 

mutació de JAK2V617F, només part dels granulòcits estaran afectats. Per aquest 

motiu, el patró d’expressió resultant és global i no específic de les cèl·lules clonals. A 

la vegada, pel fet que els pacients estudiats són no tractats, s’exclouen aquells canvis 

en l’expressió dels gens que puguessin estar induïts per la teràpia. 

 

Els resultats obtinguts de l’estudi del transcriptoma dels granulòcits de SP en pacients 

amb TE, mitjançant microarrays d’expressió gènica, mostren un patró d’expressió 

homogeni en 17 dels 20 pacients analitzats, i clarament diferent del transcriptoma dels 

granulòcits d’individus control, suggerint que existeix una alteració de l’expressió 

gènica en tots els granulòcits dels pacients amb TE, tant si són clonals com si no. 
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L’anàlisi funcional dels gens diferencialment expressats respecte als individus control 

reflexa un perfil d’expressió de la TE caracteritzat principalment per gens implicats en 

la resposta inflamatòria, i aquesta dins un context d’activació cel·lular, de proliferació i 

d’antipoptosi característic de tot procés carcinogènic. Diferents autors (Coussens i 

cols. 2002; Mantovani i cols. 2010; Allavena i cols. 2011; Hasselbalch i cols. 2012) 

descriuen una relació entre inflamació i càncer, en la que el microambient de 

naturalesa inflamatòria afavoreix diferents processos relacionats amb la tumorigènesi.  

Els components inflamatoris del microambient inclouen leucòcits i citocines, la funció i 

l’expressió dels quals es troba desregulada i està dirigida per FT com l’NFkB. Aquest 

és el context en el que es defineix el perfil d’expressió detectat en el nostre grup de 

pacients amb TE. 

A més a més, Hasselbalch i cols. (2012) suggereixen que l’estat d’inflamació crònica 

descrit en les NMP pot ser el responsable de la progressió de les NMP a un estadi 

avançat de mielofibrosi. 

 

Estudis de microarrays d’expressió en neoplàsies mieloproliferatives 

S’han realitzat diferents estudis del transcriptoma en pacients amb NMP, utilitzant 

microarrays d’expressió, en els que també s’ha descrit un perfil proinflamatori en 

aquest grup de malalties. Aquest perfil d’expressió s’ha detectat en diferents subtipus 

cel·lulars, com granulòcits i HSC procedents de la MO, i en totes les NMP Ph- (TE, PV 

i MP). Per a l’estudi de les HSC aquestes es separen utilitzant la positivitat d’expressió 

del marcador CD34, pel que s’anomenen cèl·lules CD34+. En la taula D1 es detallen 

els articles més rellevants realitzats en NMP utilitzant la tècnica de microarrays 

d’expressió. 

 

  



 

 

Publicació 
Plataforma 
microarrays 
d'expressió 

Nº gens o 
trànscrits Pacients Tipus cel·lular o 

mostra Anàlisis Resultats 

Tenedini i cols. 
Blood 2004 

HGU133A 
(Affymetrix) 18.400 5 TE 

Megacariòcits 
derivats de 

cèl·lules CD34+ de 
MO 

TE vs. Controls Identificació de gens relacionats amb l'alteració 
de la megacariopoesi en la TE 

Gnatenko i cols. 
Thromb Haemost 

2005 

HGU133A 
(Affymetrix) 18.400 20 TE PQ TE vs. Controls Alteració de l'expressió dels gens HSD17B3 i 

HSD17B12 en la TE 

Schwemmers i 
cols.   

Exp Hematol 2007

Microarray d'ADNc 
no comercial 7.497 

16 TE 
(9 JAK2V617F i  

7 JAK2-wt) 
GR de SP 

TE vs. pool controls 
Gens diferencialment expressats entre pacients 
JAK2V617F-positius i JAK2-wt 

TE JAK2V617F vs. 
JAK2-wt 

Puigdecanet i cols. 
Leukemia 2008 

Whole Genome 
44K  (Agilent 
Technologies) 

>41.000 
20 TE 

(10 JAK2V617F i 7 
JAK2-wt) 

GR de SP 
TE vs. pool controls Perfil proinflamatori en la TE 

TE JAK2V617F vs. 
JAK2-wt 

Gens diferencialment expressats entre pacients 
JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius 

Catani i cols. 
Leukemia 2009 

HGU133A 
(Affymetrix) 18.400 

16 TE 
(8 JAK2V617F i 

8 JAK2-wt) 
Cèl·lules CD34+ 

de MO 
TE JAK2V617F vs. 
JAK2-wt 

No diferències d'expressió  entre JAK2V617F-
positius i JAK2-wt en cèl·lules CD34+ de la TE 

Gnatenko i cols. 
Blood 2010 

Microarray 
d'oligonucleòtids 

no comercial 
432 

40 TE 
(24 JAK2V617F i  

16 JAK2-wt) 
PQ 

TE vs. TR i controls 11 gens diferencials TE vs. TR i controls 

JAK2V617F vs. 
JAK2-wt 4 gens relacionats amb JAK2V617F 

Taula D1. Relació dels articles més rellevants en NMP utilitzant la tècnica de microarrays d’expressió. Abreviatures: GR: granulòcits; PQ: plaquetes. 



 

 

Slezak i cols.  
J Transl Med 2009

 Human Genome 
Array-Ready Oligo 
Set v 4.0 (Operon)  

Microarray 
miRNAs no 
comercial 

39.600 
trànscrits 

827 
miARNs 
madurs 

4 PV 
(3 JAK2V617F i  

1 JAK2-wt)  
2 TE 

(1 JAK2V617F i 
1 JAK2-wt) 

GR de SP i 
estimulació amb 

G-CSF 
TE i PV vs. controls 

Expressió diferencial de gens relacionats amb 
la inflamació (via NFkB) i infraexpressió miR-
133a i miR-1. 

Irino i cols.  
PLoS One 2011 

No microarrays, 
RQ-PCR (TLDA, 

Applied 
Biosystems) 

84 

12 PV 
(9 JAK2V617F 

homozigot i  
3 heterozigot)  

14 TE 
(8 JAK2V617F i 

6  JAK2-wt) 

SP total JAK2V617F vs. 
JAK2-wt 

Correlació expressió SOCS3 i SPI1 amb 
càrrega al·lèlica JAK2V617F 

Boissinot i cols. 
Oncogene 2011 

Antibody cytokine 
arrays VI i VII 
(RayBiotech) 

120 

58 PV 
(48 JAK2V617F i  

10 JAK2-wt),  
37 ES, 12 EI, 14 TE  

(5 JAK2V617F i 9 
JAK2-wt)  

Serum de SP i 
plasma de MO i 

eritroblastes de PV 
PV vs. ES, EI i TE 

Detecció en la PV de la sobreexpressió de 
citoquines inflamatòries proeritroides (HGF i IL-
11) independentment de la mutació 
JAK2V617F 

Pellagatti  i cols.  
Cancer Res 2003 

Microarray d'ADNc 
no comercial 6.000 11 PV GR de SP PV vs. Pool controls Detecció de diferents funcions desregulades en 

la PV (inhibició apoptosi, activació neutròfil,etc.) 
Goertller i cols. Br 
J Haematol 2005b

Microarray d'ADNc 
no comercial 7.497 40 PV GR de SP PV vs. PS 64 gens diferencials entre PV i PS. 

Sobreexpressió del gen NFE2 en la PV 

Steidl i cols. Ann 
NY Acad Sci 2005

Atlas 1.2 I arrays 
(BD Biosciences 

Clontech) 
1.185  4 PV Cèl·lules CD34+ 

de MO PV vs. controls 

Detecció de diferents funcions desregulades en 
les cèl·lules CD34+ de la PV (inhibició 
apoptosi, alteració de la via de l'àcid retinoic, 
etc.) 

Kralovics i cols. 
Blood 2005 

HGU133A 
(Affymetrix) 18.400 7 PV 

GR de SP i 
estimulació amb 

G-CSF 

PV vs. Controls 
15 gens diferencials entre PV i controls, amb 
alteració semblant a l'efecte per estimulació G-
CSF 

PV JAK2V617F vs. 
JAK2-wt 

Gens diferencialment expressats entre pacients 
JAK2V617F-positius i JAK2-wt 



 

 

  

Laubach i cols. 
Exp Hematol 2009

HGU133 Plus 2.0 
(Affymetrix) >47.000 14 PV  

(tots JAK2V617F) 

Eritroblastes 
derivats de 

cèl·lules CD34+ de 
SP 

PV vs. controls 

Identificació de funcions alterades en 
l'eritropoesi de la PV (increment proliferació i 
resistència a l'apoptosi, activació via del RAS i 
PI3K) 

Berkofsky-Fessler i 
cols. Clin Cancer 

Res 2010 

HGU133 Plus 2.0 
(Affymetrix) >47.000 

9 PV  
(7 JAK2V617F i  

2 JAK2-wt) 

Cèl·lules CD34+ 
de MO LC amb 
sobreexpressió i 

inhibició 
JAK2V617F 

PV vs. controls i 
JAK2 Gens dependents i independents de 

JAK2V617F PV JAK2V617F vs. 
JAK2-wt 

Jones i cols.  
Stem Cells 2005 

HGU95Av2 
(Affymetrix) 12.592 12 MP Cèl·lules CD34+ 

de MO MP vs. controls 
Detecció de diferents gens amb expressió 
alterada en la MP (citoquines i factors de 
creixement i factors de creixement, entre altres) 

Gluglielmelli i cols. 
Stem Cells 2007 

HGU133A 
(Affymetrix) 18.400 15 MP 

Cèl·lules CD34+ 
de MO i validat en 

GR de SP 

MP vs. controls  
Identificació de gens relacionats amb la 
patogènesi de la MP i associació de l'expressió 
del gen WT1 amb pronòstic 

MP JAK2V617F vs. 
JAK2-wt 

Gens diferencialment expressats entre pacients 
JAK2V617F-positius i JAK2-wt 
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En relació als diferents tipus cel·lulars en els quals s’han realitzat estudis de 

microarrays d’expressió 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’interès 

especialment en la TE, per la seva implicació en la malaltia. Aquest fet és degut, 

segurament, a que és molt difícil treballar amb les plaquetes sense que aquestes 

s’activin. Llavors el transcriptoma que s’obtindria no seria real, sinó reflex de la seva 

manipulació. 

En l’anàlisi dels granulòcits i de les cèl·lules CD34+, els diferents autors convergeixen 

en la identificació d’un perfil caracteritzat principalment per una sobreexpressió de 

diverses citocines, especialment interleucines i quimocines. Tenedini i cols. (2004) van 

ser els primers autors que van definir el transcriptoma de les cèl·lules progenitores 

CD34+ procedents de la MO de pacients amb TE, utilitzant la plataforma de 

microarrays d’Affymetrix HGU133A. Van detectar un increment d’expressió de 

diferents citocines que podien estar implicades en la proliferació i diferenciació 

megacariocítica. 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 I de 

Clontech en la que s’analitzava un nombre reduït de gens (1.185). Aquests autors 

també van observar una sobreexpressió de citocines i factors de creixement, entre 

altres funcions rellevants, en les cèl·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 sobreexpressió d’un grup de citocines i factors de 

creixement. Gluglielmelli i cols. (2007) van validar els resultats en granulòcits de les 

MP. Així, en tots aquests estudis en els quals s’examina el perfil d’expressió de 

cèl·lules progenitores s’obtenen resultats semblants als nostres, obtinguts en cèl·lules 

madures. 

Un estudi que es centra directament en l’anàlisi 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 sèrum 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 neoplàsies mieloproliferatives és independent de 

la presència de la mutació JAK2V617F 

Altres treballs, juntament amb el nostre (Puigdecanet i cols. 2008), analitzen el 

transcriptoma global dels pacients amb NMP però també les diferències d’expressió 

entre els pacients JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius. En tots els estudis en 

que es realitza aquesta comparativa s’identifiquen gens l’expressió dels quals és 

dependent de la presència de JAK2V617F però també un grup important de gens que 

formen part del perfil proinflamatori prèviament descrit, l’expressió dels quals és 

independent de la mutació. El primer treball publicat és el de Kralovics i cols. (2005c) 

on detecten gens diferencialment expressats entre els granulòcits de SP de pacients 

amb PV i controls, alguns dels quals es correlacionen amb la presència de la mutació 

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 

l’expressió de granulòcits de SP de pacients amb TE. Aquests autors obtenen uns 

resultats molt semblants als nostres, també identificant una sobreexpressió de gens 

relacionats amb processos inflamatoris. En l’estudi de Boissinot i cols. (2011) el perfil 

proinflamatori observat en la PV tampoc es relaciona amb la presència de la mutació 

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 cèl·lules CD34+ procedents de la MO de pacients 

amb PV. Dins el subgrup de gens amb comportament independent de la mutació 

s’inclouen aquells relacionats amb la resposta inflamatòria, creixement cel·lular i 

proliferació i amb el desenvolupament del sistema hematopoètic. Totes aquestes 

funcions són comunes amb les identificades en la nostra anàlisi, en granulòcits de 

pacients amb TE. 
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Implicació de la via NkB en el perfil proinflamatori observat en les neoplàsies 

mieloproliferatives 

En el treball de Slezak i cols (2009), en el que analitzen el perfil gènic i de miARNs 

dels granulòcits de pacients amb PV i TE, és en el que es reflecteix més clarament la  

implicació de la via del gen NFkB en aquest grup de malalties. El nostre estudi també 

demostra una alteració de la via NFkB, i de manera semblant als resultats de Slezak i 

cols (2009), es detecta la sobreexpressió de gens activadors i inhibidors de la via. Tot i 

que l’expressió d’aquests gens no suggereixen una activació clara de la via NFkB, en 

l’anàlisi dels FT que podien estar afectats sí que es va confirmar aquesta activació. 

Així, aquests resultats apunten a que l’alteració de la via NFkB és important en la 

patogènesi de les NMP. Aquesta afirmació es recolza en el fet que aquesta via es 

desregula també durant la mobilització i activació dels granulòcits degut al tractament 

amb G-CSF (Slezak i cols. 2009) i amb la presència de la translocació BCR/ABL en 

estudis d’expressió en la línia cel·lular K562 (Hakansson i cols. 2008). Una altra 

evidència de la importància de la via NFkB en les NMP és l’estudi de Friedman i cols. 

(2007) en el que descriuen l’NFkB com a regulador de la resposta inflamatòria en 

granulòcits i monòcits i com a un element determinant, junt amb múltiples FT entre els 

que trobem el FOS, en la determinació de línia durant la diferenciació hematopoètica. 

Hasselbalch i cols. (2012) han descrit recentment que NFkB és una via de 

senyalització comú en els processos d’inflamació crònica i càncer. Aquest fet ens 

confirma la hipòtesi exposada anteriorment, en la que el perfil proinflamatori observat 

en les NMP, en el que trobem l’activació de la via NFkB entre altres, pot contribuir a la 

patogènesi d’aquestes malalties. 
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Inhibició de l’apoptosi en les neoplàsies mieloproliferatives 

En alguns treballs s’observa també una desregulació de l’apoptosi, que explicaria 

l’acumulació de cèl·lules mieloides en els pacients amb NMP Ph-. Tot els estudis 

detecten una sobreexpressió de gens antiapoptòtics o infraexpressió de gens 

proapoptòtics que ocasiona una inhibició de l’apoptosi. La majoria són treballs 

realitzats en la PV, en cèl·lules CD34+ de MO (Steidl i cols. 2005) o de SP (Laubach i 

cols. 2009) i en granulòcits de SP (Pellagatti i cols. 2003). Tenedini i cols. (2004) són 

els únics autors que han descrit una alteració de l’apoptosi en pacients amb TE, 

detectant una inhibició de l’apoptosi en la megacariopoesi d’aquests pacients que 

explicaria l’acumulació de megacariòcits en la TE. En el nostre treball no s’evidencia 

una desregulació de l’apoptosi però sí que la detecció de l’activació de la via NFkB 

suggereix que també existeix una inhibició de l’apoptosi en els neutròfils dels pacients 

amb TE estudiats. (Hasselbalch i cols. 2012). Tot i així, en altres estudis ja citats no es 

descriu una alteració en l’apoptosi en pacients amb NMP Ph-.  

La discrepància entre els diferents estudis de microarrays d’expressió és evident en 

tots els camps científics. Concretament, en l’estudi de les NMP Ph- la divergència dels 

resultats es pot justificar no només per les limitacions de la tècnica de microarrays com 

l’ús de plataformes de microarrays diverses, sinó també perquè en una mateixa 

malaltia s’estudien subtipus cel·lulars diferents i pacients en estadis clínics diferents, 

alguns dels quals havien rebut tractament. 

No obstant, com ja s’ha exposat en relació als treballs realitzats en NMP Ph-, sí que 

s’observen alguns resultats molt semblants. En tots els estudis de microarrays 

s’observa un patró d’expressió comú 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 l’adquisició de JAK2V617F. Probablement 

l’alteració genètica causant de la sobreexpressió de les citocines en les NMP no és 

l’esdeveniment iniciador però sí un esdeveniment paral·lel que apareix amb freqüència 

i independentment de la mutació JAK2V617F. Aquesta afirmació és consistent amb els 
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articles recents en els que fàrmacs anti-JAK2, particularment els que no són específics 

de JAK2, disminueixen d’una manera eficient els nivells de citocines i els símptomes 

associats a la inflamació, com esplenomegàlia, febre i pèrdua de pes, sense afectar a 

la càrrega al·lèlica 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, l’alteració de l’expressió de les citocines observada en les NMP sí que pot 

ocasionar un efecte semblant a la JAK2V617F, provocant una desregulació de les 

seves vies de senyalització, com la via JAK-STAT, i originar la proliferació anormal de 

cèl·lules hematopoètiques característica d’aquestes malalties. Així, coneixent la relació 

entre inflamació i càncer, en el desenvolupament de fàrmacs dirigits a marcadors 

inflamatoris, les diferents citocines i FT identificats en el nostre estudi podrien 

representar bones dianes terapèutiques. 

 
 
5.1.2. Comparació de l’expressió de gens concrets amb els descrits a la literatura 

Si analitzem l’expressió de gens concrets, obtinguda en l’anàlisi 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 són 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 sobreexpressió de NFE2 

(Goertller i cols. 2005; Guglielmelli i cols. 2007), en la PV i en la MP, i una 

infraexpressió d’ANKRD15 (Kralovics i cols. 2005c) en la PV, no es va observar una 

expressió aberrant en la TE, amb valors d’expressió semblants als controls. No 

obstant, sí que es va detectar una alteració de l’expressió dels gens diana del FT 

NFE2L2.  

Un resultat que confirma dades prèviament publicades en la PV per Pellagatti i cols. 

(2003) és la sobreexpressió del gen CD44 en la nostra sèrie de TE. El CD44 és una 
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molècula d’adhesió implicada en el contacte cèl·lula-cèl·lula entre les cèl·lules 

progenitores i les cèl·lules de l’estroma. En conseqüència, la seva funció pot ser 

important en l’hematopoesi, en la proliferació de cèl·lules progenitores i en la 

diferenciació mieloide (Moll i cols. 1998), així com en la fisiopatologia de la fibrosi de la 

MO (Rameshwar i cols. 1998).  

Altres FT, ETS1 i GATA3, els gens diana dels quals presentaven una expressió 

alterada en les dades dels microarrays d’expressió, són gens relacionats clarament 

amb l’hematopoesi. Tot i que no s’ha descrit l’alteració de la seva expressió en altres 

treballs en NMP sí que s’ha detectat una sobreexpressió de gens de la mateixa família, 

com són el gen GATA2 en cèl·lules CD34+ procedent de SP de pacients amb MP 

(Jones i cols. 2005), i de la família dels ETS, el gen PU.1 en SP de pacients amb NMP 

(Irino i cols. 2011) i el gen ETS2 en granulòcits de SP de pacients amb PV (Pellagatti i 

cols. 2003; Kralovics i cols. 2005c). 

 

5.1.3. Detecció de subpatrons d’expressió en la trombocitèmia essencial 

A l’estudiar l’expressió d’un grup reduït de gens, que corresponen als gens més 

diferencialment expressats en els microarrays d’expressió, en un grup més ampli de 

pacients i utilitzant la plataforma TLDA 1, es confirma el patró d’expressió observat per 

microarrays d’expressió. Aquest es caracteritza per la sobreexpressió de gens 

implicats en la resposta immunològica. A més a més, també s’ha confirmat l’expressió 

de gens relacionats amb funcions de granulòcits com la seva quimiotaxi, adhesió i 

activació. Aquests resultats suggereixen que existeix un fenotip d’activació de les 

funcions dels granulòcits en la TE, i són corroborats per diferents treballs en la TE i en 

la PV ens els que també estudien el transcriptoma o bé analitzen marcadors específics 

d’activació.  
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Detecció d’un fenotip d’activació en els granulòcits dels pacients amb neoplàsies 

mieloproliferatives 

Entre els treballs d’estudi d’expressió global trobem el realitzat per Pellagatti i cols. 

(2003), un dels primers estudis de microarrays d’expressió en NMP. Aquest autor 

analitza l’expressió de 6.000 gens en granulòcits 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 neutròfil activat per G-CSF. Entre ells trobem els gens CD44, CD48 i 

ETS2. Posteriorment, Kralovics i cols. (2005c) també han correlacionat el perfil 

d’expressió obtingut en granulòcits de SP de pacients amb PV amb el dels granulòcits 

activats, després de l’estimulació amb G-CSF. 

Altres autors han observat un fenotip d’activació en granulòcits de pacients amb TE 

estudiant marcadors específics i ho han relacionat amb l’origen dels fenòmens 

trombòtics característics d’aquesta malaltia. El primer treball, desenvolupat per 

Falanga i cols. (2007), va descriure un fenotip d’activació de neutròfil en la TE i la PV, 

estudiant entre altres el marcador CD11b per citometria de flux. Aquests autors 

proposaven que els leucòcits exercien un paper en els processos trombòtics de la TE. 

Per altra banda, Arellano i cols. (2006 i 2009) també havien descrit un fenotip 

d’activació dels monòcits i les plaquetes en pacients amb TE que havien patit 

fenòmens trombòtics. Aquesta relació es podria explicar amb la hipòtesi que els 

leucòcits i les plaquetes activats poden participar en el reclutament de receptors 

d’adhesió i en l’alliberació de proteases o citocines que contribueixen a la lesió local de 

l’endoteli i en l’activació de la coagulació. A més, Falanga i cols. (2005) també van 

descriure una relació entre l’activació d’aquests tipus cel·lulars amb la formació de 

complexes leucòcit-plaqueta, fenomen que també contribueix a la trombosi en aquest 

grup de pacients.  

Hasselbalch i cols. (2012) afirmen que l’estat d’inflamació crònic és el responsable de 

l’activació dels leucòcits, plaquetes i cèl·lules endotelials. Així, aquests autors 
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relacionen directament dues característiques de les NMP, la inflamació i el risc 

trombòtic. 

 

Subpatrons d’expressió en la TE obtinguts en el nostre treball 

Tot i confirmar-se el patró d’expressió homogeni observat en els microarrays 

d’expressió, l’anàlisi d’agrupació de les dades va mostrar una classificació en dos 

grups principals de pacients, anomenats grup A i grup B (Figura R8, pàgina 168 i 

Figura R14, pàgina 184). És destacable que alguns dels gens sobreexpressats en el 

grup A, en relació amb el grup B, estan implicats en la resposta immunològica i en el 

fenotip d’activació del neutròfil. En l’anàlisi d’agrupació de les 57 TE el grup A incloïa 

tres dels sis pacients que havien patit complicacions trombòtiques, i el grup B.1 la 

resta de 3 pacients. Així, considerant el què s’ha descrit a la literatura i que el grup A, i 

en menor grau el grup B.1, es caracteritza per un patró d’expressió de neutròfil activat 

podem hipotetitzar que aquest fenotip pot afectar els mecanismes de la trombosi. No 

obstant, el nombre de pacients que han patit complicacions trombòtiques és massa 

reduït i caldria validar aquests resultats analitzant l’expressió d’aquest grup de gens en 

una sèrie més àmplia de pacients 

 

Per altra banda, el fet que existeixi un grup de pacients (grup B) amb un patró 

d’expressió lleugerament diferent fa pensar que existeixen altres mecanismes, que no 

poden ser descrits solament per una activació de les resposta immunològica descrita 

en els pacients del grup A, que també condicionen l’expressió de gens que condueixen 

a la manifestació de la mateixa malaltia. Un exemple clar és la disminució progressiva 

de l’expressió d’un grup de gens associats a la resposta immunològica, des de la seva 

sobreexpressió en el grup A fins a la infraexpressió en el grup B.2. És destacable que 

la gran majoria de pacients del grup B són portadors de la mutació JAK2V617F (el 

70,4% (19/27) són JAK2V617F-positius), fet que apunta a un efecte d’aquesta mutació 

en l’expressió gènica, tema que tractarem en el següent apartat de la Discussió. 
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5.2. PATRONS D’EXPRESSIÓ GÈNICA EN LA TE EN RELACIÓ A JAK2V617F 

 

5.2.1. La trombocitèmia essencial presenta un patró d’expressió depenent de 

l’estat de la mutació JAK2V617F 

L’anàlisi supervisada de les dades de microarrays d’expressió 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 expressió dependent de la presència de JAK2V617F en pacients amb 

NMP (Kralovics i cols. 2005c; Schwemmers i cols. 2007; Berkofsky-Fessler i cols. 

2010; Irino i cols. 2011). L’expressió diferencial es detecta tant en granulòcits de SP 

(Kralovics i cols. 2005c; Schwemmers i cols. 2007), com en SP total (Irino i cols. 2011). 

No obstant, la detecció en cèl·lules CD34+ procedents de MO no és tan clara. Catani i 

cols. (2009) van realitzar una anàlisi de microarrays d’expressió en cèl·lules 

progenitores CD34+ procedents de pacients amb TE. En el seu estudi no van detectar 

diferències d’expressió gènica entre els pacients JAK2V617F-positius i JAK2V617F-

negatius. Els autors suggerien que la mutació JAK2V617F no altera l’expressió en el 

compartiment cel·lular CD34+ de la TE. Moliterno i cols. (2008) van detectar una 

càrrega al·lèlica menor en les cèl·lules CD34+ en comparació amb els granulòcits de 

SP dels mateixos pacients, en TE i PV. Per tant, com suggerien Catani i cols. (2009) 

es pot hipotetitzar que la menor càrrega al·lèlica de JAK2V617F present en les 

cèl·lules CD34+ de la TE no és suficient per alterar l’expressió gènica, a diferència del 

que succeeix en els granulòcits, en les que es detecta una expressió 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) sí 

que van identificar grups de gens dependents i independents de JAK2V617F, en 

cèl·lules CD34+ de pacients amb PV. Es pot pensar que en les cèl·lules CD34+ de les 

PV la càrrega al·lèlica és major i en conseqüència afecta en major grau l’expressió 

gènica d’aquestes cèl·lules. 
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Concretament en el nostre treball, l’anàlisi supervisada de les dades de microarrays 

d’expressió juntament amb les dades de RQ-PCR segons les plataformes TLDA1 i 

TLDA2 i ampliant l’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 hipòtesi que existeix un efecte de l’estat 

mutacional de JAK2V617F en el patró d’expressió dels granulòcits dels pacients amb 

TE. 

 

Afectació de l’expressió 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 senyalització JAK-STAT (Peltola i cols. 2004; 

Hakanson i cols. 2008). Diferents treballs han descrit també una sobreexpressió 

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 sèrie de 

16 pacients amb TE (9 JAK2V617F-positius i 7 JAK2V617F-negatius) i analitzen el 

perfil d’expressió de granulòcits de SP, en comparació amb un pool de 50 individus 

sans. Utilitzen una plataforma no comercial de microarrays d’ADNc en la que analitzen 

un nombre reduït de gens (7.497 gens) en comparació amb el nostre estudi, en el que 

vam estudiar 41.000 trànscrits. Aquests autors descriuen un patró d’expressió 

diferencial de 27 gens en relació a l’estat de JAK2V617F amb una sobreexpressió dels 

gens inhibidors de la via JAK-STAT SOCS2 i PIM1. El nostre treball confirma 

l’expressió diferencial de SOCS2 i PIM1 publicada per Schwemmers i cols. (2007) i és 

el primer que descriu una diferència d’expressió 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). El CISH, SOCS2 i SOCS3 són membres de la 

família 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 senyalització JAK-STAT (Peltola i cols. 2004; Hakanson i cols. 2008). 

 

La via JAK-STAT s’activa en resposta a la unió de les citocines als seus receptors, els 

quals dimertizen i canvien la conformació. En el domini intracel·lular de cada receptor 

s’hi troba unit una molècula tirosin cinasa JAK2. La dimerització del receptor causa un 

canvi en la conformació 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 STATs, que estaven lliures al citoplasma. Les STATs dimeritzen i es 

transloquen al nucli, on actuen com a FT que activen l’expressió gènica de diversos 

gens. Entre els gens transcrits trobem els gens de la família SOCS, que exerceixen un 

paper inhibidor de la via per tal de regular la seva activació (O’Sullivan i cols. 2007).  

 

Els membres de la família SOCS utilitzen diferents mecanismes per a inhibir la via 

JAK-STAT (Figura D1):  

1. Unió als residus fosforilats del receptor, bloquejant el reclutament de transductors de 

senyal, com els STATs, al receptor. Aquest és el mecanisme del CISH. 

2. Unió al JAK o als receptors per inhibir específicament l’activitat tirosin cinasa de la 

JAK. Aquest és el mecanisme del SOCS1 i SOCS3. Ambdós gens s’uneixen al gen 

JAK2. 

3. Participació en la ubiquitinització de la JAK i, probablement, dels receptors, facilitant 

la seva degradació pel proteasoma. 
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              Figura D1. Esquema de la via JAK-STAT-SOCS (O’Sullivan i cols. 2007). 

 

La mutació JAK2V617F ocasiona una activació constitutiva de la via de JAK-STAT en 

les cèl·lules hematopoètiques (Baxter i cols. 2005; James i cols. 2005; Kralovics i cols. 

2005a; Levine i cols. 2005a) i en conseqüència activa diferents sistemes de feedback 

negatiu, principalment els que inclouen membres de la família SOCS. Aquests actuen 

com a supressors tumorals, intentant inhibir l’efecte oncogènic de la JAK2V617F 

(Cooney i cols. 2002), però sembla que el sistema de regulació és ineficient i no 

aconsegueixen controlar la sobreactivació de la via JAK-STAT. 

 
L’activació del feedback negatiu en la via JAK-STAT explicaria l’augment d’expressió 

dels gens SOCS2 i SOCS3 detectada en els pacients amb TE JAK2V617F-positius. 

L’expressió disminuïda 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’expressió dels gens CISH i PIM1 són més difícils d’explicar. El fet que 

l’expressió d’aquests dos gens és similar en les TE JAK2V617F-positives i en els 

controls podria ser conseqüència d’una alteració en l’expressió o en l’equilibri del 

sistema de feedback negatiu de la via JAK-STAT. Amb tot, s’han descrit altres 

mecanismes que poden alterar els nivells d’expressió dels gens inhibidors de la via 

JAK-STAT i que podrien explicar l’expressió disminuïda dels gens CISH i PIM1 
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detectada en el nostre treball. Entre els mecanismes descrits destaquem la 

hipermetilació de les regions promotores d’aquests gens, que en bloqueja la seva 

transcripció i expressió. Existeixen nombrosos estudis que detecten hipermetilació 

d’aquesta família de gens en diferents malalties hematològiques i majoritàriament de la 

línia mieloide. Concretament, en les NMP diferents autors han descrit una 

hipermetilació 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 

mutació JAK2V617F com en els wt. En conseqüència, aquests autors suggereixen que 

la hipermetilació d’aquests gens pot ser un mecanisme complementari a les mutacions 

en el gen JAK2, en aquells pacients que són portadors de la mutació, o bé que la 

hipermetilació és el mecanisme responsable de la desregulació de la via JAK-STAT, 

amb efectes similars als que ocasionen les mutacions en JAK2, en aquells pacients 

que no presenten la mutació. 

Per últim, cal tenir en compte que existeixen altres mecanismes que també poden 

condicionar l’expressió o la funcionalitat dels gens inhibidors de la via JAK-STAT, tant 

de la família SOCS com d’altres famílies 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 presència de mutacions en diferents gens 

descrites recentment en les NMP, com les de SH2B3 (LNK) que inactiven la funció 

inhibidora del gen (Oh i cols. 2010). L’altre mecanisme descrit és la hiperfosforilació 

d’aquests components, com la descrita per Hookham i cols. (2007) en el gen SOCS3, 

que és causada per les mutacions a JAK2 i que impedeix l’efecte inhibidor de la via.  

 

L’alteració de la regulació de la via JAK-STAT es relaciona amb l’origen de diferents 

tipus de càncer (Slattery i cols. 2011) i clarament en la patogènesi d’algunes 

neoplàsies hematològiques. Com s’ha descrit en aquest apartat, es coneix que la 

desregulació d’aquesta via pot ser causada no només per les mutacions descrites en 

el gen JAK2, sinó 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, 

però totes deriven en una activació constitutiva de la via amb un efecte proliferatiu 

comú. Aquesta consideració és especialment rellevant en els pacients no portadors de 

mutacions en el gen JAK2. 

 

Afectació de l’expressió 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, pàgina 149 i Taula R5, pàgina 173). Entre ells trobem part dels 

gens implicats en la resposta immunològica i en l’hematopoesi, els quals ja es 

trobaven sobreexpressats en l’anàlisi de microarrays d’expressió i TLDA. Curiosament, 

la majoria d’aquests gens presentaven una major expressió en els pacients no 

portadors de JAK2V617F. Aquest fet es correlaciona amb el patró d’expressió observat 

en el grup B, en el qual gran part dels pacients eren JAK2V617F-positius, i es 

caracteritzava per una expressió disminuïda d’alguns dels gens, en relació amb el grup 

A. 

Aquests resultats demostren que la mutació JAK2V617F no només afecta a membres 

de la via JAK-STAT, sinó també a altres gens que formen part d’altres vies de 

senyalització les quals es coregulen i participen en processos cel·lulars similars, com 

serien principalment la resta de vies de senyalització de les citocines. 

 

5.2.2. Correlació de la càrrega al·lèlica de JAK2V617F amb l’expressió gènica de 

la trombocitèmia esencial 

L’anàlisi de correlació de les dades de TLDA de les 57 TE va identificar 14 gens 

l’expressió dels quals s’alteraven depenent de la dosi de JAK2V617F (Taula R6, 

pàgina 180). Aquests fets suggereixen que existeix un efecte de càrrega al·lèlica en 

l’expressió gènica dels granulòcits dels pacients amb TE.  
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En paral·lel, com ja s’havia observat en l’anàlisi dels gens diferencialment expressats 

entre els pacients JAK2V617F-negatius i JAK2V617F-positius, els pacients no 

portadors de la mutació presenten un grup de gens amb més sobreexpressió, excepte 

els gens de la via JAK-STAT, els quals es troben sobreexpressats en els JAK2V617F-

positius. D’aquesta manera, tots els gens amb correlació significativa respecte a la 

càrrega al·lèlica de JAK2V617F mostren una correlació negativa, excepte pels gens de 

la via JAK-STAT (com el BATF) i el gen CD44 en els quals la correlació és positiva. En 

el cas del gen CD44, aquest es detectava diferencialment expressat en les 40 TE però 

no en les 57 TE. El fet que la seva expressió es correlaciona amb la càrrega al·lèlica 

reforça la relació d’aquest gen amb la JAK2V617F. 

 

5.2.3. Signatura d’expressió gènica en els pacients JAK2V617F-negatius 

A partir de les dades d’expressió 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 l’expressió alterada només en les TE JAK2V617F-

negatives dels gens CISH, C13orf18, SOCS3, PIM1 i HRH4.  

 

Entre els pacients amb TE JAK2V617F-negatius (els quals representen 

aproximadament el 50% de les TE), una proporció no presenta cap marcador clonal, 

com la clonalitat del gen HUMARA o el creixement endogen mieloide. La identificació 

d’una signatura d’expressió gènica característica en aquest grup de pacients és 

important per identificar altres vies de senyalització, a part de la via JAK-STAT, 

implicades en la patogènesi de la TE. Aquestes dades poden proporcionar nous 

marcadors biològics que caracteritzen els pacients amb TE JAK2V617F-negatius. 
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5.2.4. Sobreexpressió del gen FOSB en les TE JAK2V617F negatives 

Un dels gens més rellevant del treball és el FOSB, sobreexpressat en totes les TE en 

comparació amb els individus sans i un dels més diferencialment expressats entre els 

pacients amb TE JAK2V617F-positius i JAK2V617F-negatius, amb una major 

expressió en els JAK2V617F-negatius (Figura R15, pàgina 189 i Taula R7, pàgina 

187). A més a més, la seva expressió es redueix a l’augmentar la dosi de JAK2V617F. 

Juntament amb el CISH és un gen predictor de la presència de JAK2V617F i aquest 

model predictor, compost pels gens CISH i FOSB, s’ha confirmat tant en ambdós 

anàlisis del predictor realitzats. 

 

El FOSB és un oncogen implicat en la regulació de la progressió en el cicle cel·lular. 

És un membre de la família de proteïnes FOS, les quals heterodimeritzen amb les 

proteïnes JUN per a generar els complexes de FT adaptor-related protein complex 1 

(AP1). El FOSB actua com a FT que estimula la proliferació cel·lular, la diferenciació i 

la transformació de cèl·lules hematopoètiques en resposta als estímuls de citocines i 

factors de creixement, a través de la via de senyalització Ras-Raf-MEK-ERK. L’estudi 

del transcriptoma realitzat per Georgantas i cols. (2004) en cèl·lules progenitores 

hematopoètiques de la MO d’un adult demostra que el FOSB es troba sobreexpressat 

en cèl·lules progenitores sanes i, a la vegada, diferents estudis han descrit el paper del 

gen FOSB en les leucèmies i en diversos càncers no hematopoètics. Bergerson i cols. 

(2012) van demostrar en un model murí que el FOSB era un gen essencial en l’origen i 

manteniment de les leucèmies mieloides. Així, podem hipotetitzar que el FOSB té un 

paper en la proliferació i diferenciació de les cèl·lules progenitores hematopoètiques, i 

que una sobreexpressió persistent durant el procés de maduració de la cèl·lula 

hematopoètica podria ocasionar una proliferació cel·lular anormal com la present en 

les NMP. En relació amb la mutació JAK2V617F podem suposar que la 

sobreexpressió del FOSB és un esdeveniment previ a l’adquisició de la mutació 

(Figura D2). Aquesta hipòtesi és recolzada per la sobreexpressió de BATF que es 
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troba en els pacients JAK2V617F-positius. El gen BATF és un FT que heterodimeritza 

amb la família de proteïnes JUN i regula negativament la transcripció dirigida per AP-1, 

competint amb el FOS per a la dimerització amb JUN. El BATF només s’expressa en 

teixits hematopoètics, fet que suggereix un paper en el desenvolupament de la línia 

mieloide i/o limfoide (Echlin i cols. 2000). La transcripció 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 conseqüència, s’expressa el gen 

BATF i competeix amb el FOSB pel pool intracel·lular de JUN. Aquest mecanisme 

explicaria la menor expressió del FOSB detectada en els pacients JAK2V617F-

positius. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Figura D2. Hipòtesi de la implicació del FOSB en l’origen de la trombocitèmia essencial. 

 

La relació directa de la sobreexpressió del FOSB amb la patogènesi de la TE la trobem 

en el treball de Limb i cols. (2009), en el que van demostrar que el FOSB regula la 
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autors van detectar una forta inducció del FOSB quan diferenciaven les cèl·lules 

mieloides K562 a megacariòcits mitjançant estimulació amb Phorbol-12-myristate 13-

acetate (TPA). A més a més, quan inhibien l’expressió del FOSB utilitzant ARNs 

d’interferència (iRNA) bloquejaven la diferenciació megacariocítica. Prèviament, 

Tenedini i cols (2004) en l’estudi de megacariòcits diferenciats a partir de cèl·lules 

CD34+ de MO de pacients amb TE ja havien detectat una elevada expressió del gen 

v-FOS. Aquests resultats suggereixen un possible paper del FOSB en la proliferació 

megacariocítica anòmala, que pot ocasionar creixement endogen sense la presència 

de JAK2V617F. No obstant, en la nostra sèrie de pacients, al analitzar la correlació de 

l’expressió del FOSB amb el eCFU-MK no es va trobar una associació entre la major 

expressió del FOSB i el eCFU-MK. Tot i així, el fet que alguns pacients JAK2V617F-

negatius amb valors de FOSB elevats no presentin eCFU-MK podria explicar-se per la 

hipòtesi de que es requereixen altres alteracions moleculars, a part de la 

sobreexpressió del FOSB, per induïr una proliferació aberrant de megacariòcits. Pel 

què es refereix a la línia eritroide, sí que es va detectar una associació entre l’elevada 

expressió del FOSB i eBFU-E, però estava clarament relacionada amb la presència de 

la mutació JAK2V617F. 

 

Des del punt de vista clínic cal destacar l’associació de l’expressió del FOSB, així com 

dels gens CD44 i PTGS2 (més conegut com a COX2) entre altres, amb fenòmens 

trombòtics. No obstant, en el nostre estudi el nombre de pacients que han patit 

fenòmens trombòtics és limitat (5 de 57 pacients), així que cal validar aquests resultats 

en sèries de pacients més àmplies. També es va identificar una associació de 

l’expressió del FOSB, junt amb la del CD44 i d’altres gens, amb altres variables 

cliniques, com el nombre de leucòcits i els nivells de FAG, però eren variables que, 

com ja passava amb el eBFU-E, es trobaven relacionades amb la presència de la 

mutació JAK2V617F. 
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Tots els resultats exposats en relació al gen FOSB apunten a la implicació de la 

sobreexpressió d’aquest gen en la patogènesi de la TE i, per tant, a ser un gen diana 

en la teràpia d’aquests pacients. 

 

En la validació de l’expressió del FOSB a nivell de proteïna ,en neutròfils de SP de 

pacients amb TE, no es van obtenir resultats concloents. En l’anàlisi 

d’immunocitoquímica es va detectar una major expressió del gen FOSB en els 

pacients JAK2V617F-negatius però els resultats no eren estadísticament significatius, 

tant pel nombre reduït de pacients estudiats com per la divergència dels resultats. A 

més, el fet que l’expressió del FOSB es detectés a nivell citoplasmàtic i no nuclear no 

permet confirmar que aquest gen pugui tenir un efecte funcional en aquestes cèl·lules.  

Mitjançant la tècnica de Western Blot no es van confirmar els resultats obtinguts per 

immunocitoquímica, ja que no es va detectar expressió del FOSB en cap dels pacients 

analitzats. Aquests resultats es podrien explicar pel fet que els nivells d’expressió del 

FOSB eren massa reduïts per a ser detectats en l’anàlisi de l’extracte proteic total o bé 

per la degradació d’aquesta proteïna durant la manipulació en la tècnica de Western 

Blot. No obstant, caldria estudiar més pacients utilitzant ambdues tècniques per a 

confirmar aquests resultats. Els resultats obtinguts per immunocitoquímica 

suggereixen un lleuger increment de l’expressió proteica del FOSB en granulòcits dels 

pacients JAK2V617F-negatius però no confirmen un efecte funcional del gen. 
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5.3. COMPARACIÓ DELS PATRONS D’EXPRESSIÓ EN LA TROMBOCITÈMIA 

ESSENCIAL I EN LES TROMBOCITOSIS REACTIVES 

La comparativa del perfil d’expressió entre les TE i les TR va revelar que la majoria 

dels gens presentaven una major expressió en les TR. Malgrat que el nombre de 

pacients amb TR era molt reduït (sis pacients) així 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. Així, l’alteració gènica 

causant de la TE, prèvia a l’aparició 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 mutació JAK2V617F aquesta confereix un perfil d’expressió 

diferent i relacionat amb la desregulació de la via JAK-STAT i d’altres xarxes gèniques. 

El fet que entre els pacients TE JAK2V617F-negatius i les TR les diferències són 

mínimes i que entre els JAK2V617F-positius i les TR les diferències són molt més 

importants, confirma aquesta hipòtesi. En consonància amb aquests resultats 

l’expressió del FOSB no discriminava les TE de les TR però sí les TE JAK2V617F-

positives de les TR. Així, el FOSB no seria un marcador diagnòstic de les TE respecte 

les TR, però sí que podrien ser-ho els gens RBAF600, DAF, PPP1R15A, PFKFB3, 

PLAUR els quals presentaven una expressió diferencial en relació a les TR i als 

controls. En la literatura existeixen pocs articles en els que analitzen el perfil 

d’expressió 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 específicament per 

a l’anàlisi de gens expressats en plaquetes. Comparen el perfil d’expressió 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 validació en 

una sèrie independent de pacients. 
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5.4. COMPARACIÓ DELS PATRONS D’EXPRESSIÓ EN LA TROMBOCITÈMIA 

ESSENCIAL I EN LA POLICITÈMIA VERA 

 

5.4.1. La trombocitèmia esencial i la policitèmia vera presenten patrons 

d’expressió diferencials 

En l’anàlisi comparatiu entre la TE i la PV es van detectar 65 gens diferencialment 

expressats entre aquests dos grups de pacients. La diferència d’expressió 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 expressió 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, l’anàlisi d’agrupació 

dels pacients segons l’expressió dels gens diferencials entre les dues malalties no 

mostra una separació clara entre els pacients amb TE i PV. Sembla que les diferències 

d’expressió entre la TE i la PV no són tant clares i s’observen pacients amb PV amb un 

perfil proinflamatori, semblant a les TE, i algunes TE amb una infraexpressió 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 càrrega al·lèlica comporta que probablement la diferència d’expressió estigui 

també influenciada per l’efecte de les mutació. 

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 únics que podien 

discriminar la TE de la resta de condicions. Per tant, l’expressió d’aquests dos gens 

podria ser un marcador diagnòstic de la TE. 
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5.4.2. Patrons d’expressió gènica en la policitèmia vera en relació a les 

mutacions en el gen JAK2 i comparació amb la trombocitèmia essencial 

Per a identificar els gens amb expressió dependent de la presència 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 reduït de gens en comparació amb els 46 

observats entre les TE JAK2-negatives amb les JAK2-positives. Una explicació seria el 

fet que el nombre de pacients PV JAK2-negatius estudiats era molt baix, ja que són 

pacients molt poc freqüents, pel què la comparativa pot estar esbiaxada. 

Amb l’objectiu d’identificar gens afectats per la càrrega al·lèlica 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. Així podem confirmar que en la PV també existeix un 

efecte de la càrrega al·lèlica de la mutació de JAK2 en l’expressió dels gens dels 

granulòcits. Entre els gens diferencials només vuit coincideixen amb els diferencials en 

la TE (Taula R7, pàgina 187). No obstant, sí que el comportament d’aquests gens era 

molt semblant al de les TE, amb una disminució progressiva de l’expressió a 

l’augmentar la càrrega al·lèlica de la mutació 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, pàgina 195). 

 

En un intent de trobar un patró d’expressió comú en les TE i PV en relació a l’estat de 

JAK2 es va realitzar una comparativa conjunta en la que es van identificar 59 gens 

diferencialment expressats entre els pacients JAK2-negatius, JAK2-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 gènica homogènia ni en relació a la presència 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 reduït i per les grans diferències d’expressió 

observades entre les TE i les PV en general. 

 

5.4.3. Sobreexpressió del FOSB en la policitèmia vera 

En la PV també es detecta una sobreexpressió del gen FOSB en els pacients JAK2-

negatius respecte als JAK2-positius, tot i que sense ser una diferència significativa. 

Paral·lelament, en la generació del predictor tampoc apareix el FOSB. Tot i així, sí que 

la comparativa entre els pacients JAK2-negatius, JAK2-positiu heterozigot i JAK2-

positiu homozigot era significativa, amb una disminució de l’expressió del gen amb 

l’increment de la càrrega al·lèlica de la mutació. A més, l’expressió del FOSB ens 

permet distingir entre la TE i la PV, i s’associa la sobreexpressió del FOSB, junt amb 

l’expressió del CD44 i el PTGS2, entre altres gens, amb els fenòmens trombòtics. 

 

Per tots aquests resultats, es pot hipotetitzar que el FOSB pot estar implicat en la 

patogènesi no només dels pacients amb TE JAK2V617F-negatius, sinó també en els 

pacients amb PV JAK2-negatius. Aquestes dades recolzen la nostra hipòtesi en la que 

el FOSB juga un paper en la proliferació de les cèl·lules hematopoètiques característic 

de la TE i PV a part de JAK2V617F, i podria explicar la proliferació mieloide de la TE, 

especialment en els pacients JAK2V617F-negatius. Seria interessant identificar les 

alteracions en la via de senyalització Ras-Raf-MEK-ERK que ocasionen la 

sobreexpressió del FOSB, per conèixer nous marcadors moleculars que puguin 

explicar els mecanismes implicats en la patogènesi dels pacients amb TE i PV JAK2-

negatius. 
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1. El perfil d’expressió gènica dels granulòcits de sang perifèrica de pacients amb TE 

es caracteritza principalment per una sobreexpressió de gens que codifiquen per 

citocines i per altres gens implicats en la resposta immunològica. Aquest conjunt de 

gens defineix un perfil d’expressió proinflamatori que és independent de la presència 

de la mutació JAK2V617F.  

 

2. Aquests resultats han estat validats mitjançant la tècnica de RQ-PCR amb la 

plataforma TLDA en els casos estudiats per microarrays i en una sèrie independent de  

pacients amb TE. L’anàlisi d’un conjunt concret de gens ha confirmat el patró 

d’expressió proinflamatori. Dins d’aquest conjunt s’han identificat 2 subpatrons 

d’expressió: un es caracteritza per tenir una major expressió dels gens implicats en la 

resposta immunològica i en l’activació del neutròfil, fenotip que podria afavorir els 

fenòmens trombòtics. L’altre subpatró es defineix per una menor expressió dels 

mateixos gens i es detecta majoritàriament en un grup de pacients portadors de la 

mutació JAK2V617F.  

 

3. L’anàlisi del perfil d’expressió obtingut per microarrays i TLDA en relació a la 

presència de la mutació JAK2V617F ha mostrat que existeixen gens diferencialment 

expressats entre les TE JAK2V617F-positives i JAK2V617F-negatives. 

3.1. El patró d’expressió en les TE JAK2V617F-positives es caracteritza per 

una sobreexpressió dels gens CISH, SOCS2, SOCS3 i PIM1, inhibidors de la 

via JAK-STAT, que demostra l’activació constitutiva de la via per la mutació 

JAK2V617F en aquest grup de pacients. 

3.2. El patró d’expressió en les TE JAK2V617F-negatives es caracteritza per 

una sobreexpressió de gens relacionats amb la resposta inflamatòria, que 

participen en vies de senyalització de citocines. La signatura d’expressió gènica 

característica dels pacients JAK2V617F-negatius ha permès identificar altres 

mecanismes, independents de la via JAK-STAT, implicats en la patogènesi de 
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la TE. Aquestes dades poden proporcionar nous marcadors biològics que 

caracteritzen aquests pacients. 

3.3. S’ha identificat un grup de 15 gens l’expressió dels quals es relaciona amb 

la càrrega al·lèlica de la mutació JAK2V617F. En la majoria d’aquests gens 

(DDX28, CKAP4, SEC31L1, ID2, FOSB, RBAF600, HCST, PRG1, TCTE1L, 

KLF5, PDE4B, TBCC i B2M), l’expressió augmenta a mesura que la càrrega 

al.lèlica 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 proliferació que està implicat en la diferenciació megacariocítica i presenta 

una major expressió en les TE JAK2V617F-negatives, fet que podria explicar 

part dels mecanismes patogènics d’aquest grup de pacients. 

 

4. La comparació del perfil d’expressió 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, prèvies a l’aparició de la 

mutació JAK2V617F o a d’altres alteracions moleculars menys freqüents (com les 

mutacions dels gens MPL i TET2, entre d’altres), ocasionarien un efecte similar a un 

estat de trombocitosi no clonal. 

 

5. L’anàlisi comparativa de les dades d’expressió gènica dels pacients amb TE i amb 

PV mostra un patró 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’anàlisi de l’expressió d’aquest grup de gens en relació a la presència de 

mutacions de JAK2 identifica gens diferencialment expressats entre les PV JAK2-

negatives, les JAK2-positives en heterozigosi i les JAK2-positives en homozigosi. La 

sobrexpressió del FOSB en pacients JAK2-negatius recolza la hipòtesi de la implicació 

d’aquest gen en la patogènesi de les NMP, especialment en les JAK2-negatives. 
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6. La validació de l’expressió del gen FOSB a nivell de proteïna, utilitzant les tècniques 

d’immunocitoquímica i de Western Blot, no ha aportat resultats concloents. Amb la 

tècnica d’immunocitoquímica els resultats obtinguts són heterogenis però s’observa 

una tendència a una major expressió de FOSB en els neutròfils dels pacients  amb TE 

JAK2V617F-negatius. Amb la tècnica de Western Blot no s’ha detectat expressió 

proteica en cap dels pacients estudiats. 
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