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1. HEMATOPOYESIS

1.1. Introduccion

La hematopoyesis es el mecanismo fisiolégico de formacién, desarrollo y
diferenciacion de los distintos elementos formes de la sangre a partir de un
precursor celular comun e indiferenciado conocido como célula madre
hematopoyética (Hematopoietic Stem Cell, HSC). En el adulto Ila
hematopoyesis se desarrolla en la médula 6sea, donde estas células
precursoras hallan el lecho y el microambiente adecuados para el desarrollo y

diferenciacion hacia células maduras.

Las células hematopoyéticas mas inmaduras no son reconocibles
mediante técnicas microscopicas debido a la ausencia de distintivos
morfologicos precisos. Gracias a técnicas de cultivo in vitro o con marcaje de
antigenos de diferenciacion con anticuerpos monoclonales se ha identificado
una célula madre pluripotente con capacidad de proliferacion, diferenciacion y
autorrenovacion, conocida como HSC, cuya frecuencia es entre el 0,01% vy el

1,2

0,2% de las células mononucleadas medulares Los tres mecanismos

fisiologicos basicos que intervienen en la hematopoyesis y caracterizan a las

HSC son la autorrenovacion, la diferenciacion y la apoptosis (Figura 1).

AUTORENOVACION

%
B
£
%
Q
o
Ks)
0,
7

o]
cMp | M y CcLP

APOPTOSIS

Figura 1. Esquema de los mecanismos fisioldgicos de la hematopoyesis (adaptado de Zhu y col
2002 3.
HSC: célula madre hematopoyética; CMP: progenitor mieloide comun; CLP: progenitor linfoide comdn
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La capacidad de autorrenovacion de las HSC es la habilidad de
generar células hijas idénticas sin diferenciarse, garantizando una formacion
continua de las células hematopoyéticas funcionales a lo largo de toda la vida.
Dicha capacidad de autorrenovacion es la caracteristica diferencial de las HSC
respecto a las células mas maduras de la hematopoyesis. Las autodivisiones
de las HSC pueden ser simétricas, en la cual una HSC da lugar a dos HSC
idénticas, o asimétricas, en la cual una célula persiste como HSC y la otra se
diferencia. Dada la capacidad de las HSC de mantener la homeostasis de la
hematopoyesis, la mayoria de las divisiones de HSC dan lugar a una célula que
persiste como HSC y una célula que se diferencia. Sin embargo, como
respuesta a situaciones de estrés (infecciones, sangrado, tratamiento
guimioterapico), las HSC pueden autodividirse en dos HSC.

Las HSC son multipotenciales, es decir, tienen la capacidad de
diferenciarse y generar todos los tipos celulares funcionales de la sangre. En el
desarrollo hematopoyético, la multipotencialidad se va restringiendo
progresivamente a medida que los progenitores hematopoyéticos se van
diferenciando y comprometiendo hacia los diferentes linajes hematopoyéticos.
A partir de la célula madre linfomieloide (CFU-LM) aparecen la célula germinal
linfoide (CFU-L) y la célula germinal mieloide (CFU-M). La CFU-M, estimulada
por el microambiente, da lugar a otras poblaciones comprometidas hacia la
diferenciacion de una o varias lineas mieloides denominadas células
formadoras de colonias (CFC) o unidad formadora de colonias (UFC), de las
gue se conocen distintos tipos: BFU-E, CFU-E para la linea eritroide, CFC-GM,
para la granulomonocitica, CFC-Eo para los eosindfilos, CFC-Ba para los
basofilos, y BFU-Meg y CFU-Meg para los megacariocitos (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la hematopoyesis humana

CFU-LM: célula madre linfomieloide; CFU-M: célula germinal mieloide; CFU-L: célula germinal linfoide;
BFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; CFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; BFU-
Meg: unidad formadora de colonias; CFU-Meg: unidad formadora de colonias megacariociticas; CFC-GM:
unidad formadora de colonias granulociticas-macrofagicas; CFC-Eo: unidad formadora de colonias

eosinofilicas; CFC-Ba: unidad formadora de colonias basdfilas.

La apoptosis o muerte celular programada no es un proceso reservado
Gnicamente a la célula madura y dafiada, sino que también interviene en la
regulacion celular desde los niveles mas inmaduros hasta los precursores mas
diferenciados. Este proceso es regulado por factores de supervivencia al

mismo tiempo que por sefiales de muerte celular *.

1.2. Marcadores moleculares de las células hematopoyéticas

Como se ha comentado, las células hematopoyéticas mas inmaduras no
poseen distintivos morfolégicos que permiten diferenciarlas. A través de
estudios inmunofenotipicos se pueden identificar los distintos progenitores
mieloides. No existe un marcador de superficie Gnico para este grupo de
células, pero usando combinaciones de marcadores se pueden definir distintos

grupos de células hematopoyéticas: HSC y células progenitoras (HPC)
18



El marcador méas ampliamente utilizando en el aislamiento de
progenitores hematopoyéticos humanos es el CD34 (ligando de la L-selectina).
Esta glucoproteina de superficie se expresa en el 1-5% de células
mononucleadas, incluyendo HSC y células progenitoras (HPC), en células
vasculares endoteliales y en algunos fibroblastos °. Se ha postulado que CD34
posee un papel importante en la adhesién/localizacion de las HSC y HPC en la
médula 6sea 3. Las células CD34+ tienen la capacidad de reconstituir la
hematopoyesis humana y tradicionalmente se ha considerado un marcador de
HSC vy clinicamente se usa para cuantificar las células trasplantables. La
diferenciacion de las células madre hematopoyéticas va asociada a la pérdida
de CD34 y al inicio de la expresion de otros antigenos caracteristicos de
estadios de diferenciaciobn mas avanzados. Los ensayos in vitro revelaron que
la poblacion de células CD34+ era muy heterogénea. Asi, se inicio la busqueda
de nuevos marcadores de superficie que permitieran mejorar la identificacién
de poblaciones enriquecidas en HSC. Algunas de las moléculas identificadas
fueron HLA-DR **, CD45RA *°, cD90 ' y cD38 % en las diferentes
fuentes de progenitores hematopoyéticos analizadas (médula 6sea, sangre de

cordén umbilical y sangre periférica movilizada).

CD38 es un marcador importante en la caracterizacion de las células
hematopoyéticas. La mayoria de las células CD34+ coexpresan el marcador
CD38. La poblacion CD34+CD38- esta muy enriquecida en células con
capacidad de reconstitucién de los modelos murinos NOD/SCID *°. En cambio,
las células CD34+CD38+ dan lugar a una reconstitucion temprana y transitoria
cuando son trasplantadas en ratones inmunodeficientes %. Se definen las HSC
y HPC como CD34+CD38- y CD34+CD38+, respectivamente.

Las HSC y HPC no expresan un conjunto de marcadores asociados con
la diferenciacion final de tipos celulares. La no expresion de estos marcadores
de linaje (Lin-) puede ser utilizada para diferenciar las células inmaduras de las
células mas diferenciadas. Majeti y col han demostrado que las células Lin-
CD34+CD38- pueden dividirse en 3 sub-poblaciones de acuerdo con la
expresion de CD90 y CD45: CD90+CD45RA-, CD90-CD45RA- y CD90-

CD45RA+. Utilizando modelos murinos y ensayos in vitro, han identificado que
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la poblacion con el fenotipo Lin-CD34+CD38-CD90+CD45RA- es la que

contiene a las células HSC humanas %*.

1.3. Regulacion de la hematopoyesis

En el adulto, la hematopoyesis, en condiciones normales, sélo se
desarrolla en la médula 6sea y esta regulada por varios mecanismos como la
interaccién de las células entre si, la interaccibn con su microambiente, con

factores de crecimiento y factores inhibitorios y con la matriz extracelular.

1.3.1. Microambiente medular y stem cells

La medula Osea constituye el microambiente ideal (nicho) para la
supervivencia de las stem cells, su autorrenovaciéon y su diferenciacién hacia
células maduras. Esta formada por células estromales y una red microvascular

(Figura 3).

Molécula
de

Factor de adhesion

crecimiento

@

Stem cells
acréfago mesenquimales

Célula
endotelial

Figura 3. Esquema de la interaccion entre las células stem cell hematopoyéticas y el
microambiente de la médula 6sea (Adaptado de Hoffbrand’s Essential Haematology 22)

20



Las células estromales incluyen las stem cells mesenquimales, que
producen fibroblastos, adipocitos y osteoblastos, las células endoteliales y los
macrofagos. Las células del estroma celular segregan unos componentes que
participan en la formacién de la matriz extracelular: fibronectina, colageno,
glicoproteinas y glicosaminoglicanos, entre los mas representativos. Algunos
de estos componentes, como la fibronectina, proporcionan el sustrato esencial
al que se adhieren los progenitores mieloides y eritroides durante su desarrollo.
Asimismo, dichas células estromales también segregan los factores de

crecimientos necesarios para la supervivencia de las stem cells.

Los progenitores y los precursores hematopoyéticos, para migrar de la
médula 6sea, pasan a través de la barrera endotelial de los sinusoides, proceso
esencialmente regulado a través de la interaccion entre las células CD34+ vy las
moléculas de adhesion endoteliales e integrinas que expresan las células

endoteliales, y también por factores de crecimiento angiogénicos.

1.3.2. Factores de crecimiento y factores inhibitorios

Los factores de crecimiento son glicoproteinas que participan en la
regulacion de la proliferacion, diferenciacion y maduracion de las HSC, asi
como en la inhibicion de la apoptosis. Ademas, se unen a la matriz extracelular

para formar nichos a los que se adhieren las HSC.

Entre los factores de crecimiento destacan la eritropoyetina (EPO), la
trombopoyetina (TPO), los factores estimulantes de colonias (FEC) y las
interleucinas (IL) (Figura 4). Tradicionalmente se habia considerado que alguno
de estos factores tenia una accion especifica restringida a una linea celular; sin
embargo, se ha comprobado que la mayoria de ellos actian sinérgicamente en
la diferenciacion de distintas lineas celulares, tal y como se puede observar en

la figura 4 7%,
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Eritrocito Plaguetas Monocito Neutréfilo Eosindfilo Basdfilo

Figura 4. Esquema de la funcién de los factores de crecimiento en la hematopoyesis normal
(Adaptado de Hoffbrand’s Essential Haematology 22)

HSC: célula madre hematopoyética; CFU-M: célula germinal mieloide; BFU-E: unidad formadora de
colonias eritroides; CFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; BFU-Meg: unidad formadora de
colonias; CFU-Meg: unidad formadora de colonias megacariociticas; CFC-GM: unidad formadora de
colonias granulociticas-macrofégicas; CFC-Eo: unidad formadora de colonias eosinofilicas; CFC-Ba:
unidad formadora de colonias basoéfilas SCF: factor de células madre; FLT3-L: ligando FLT3; IL-3:
interleucina 3; EPO: eritropoyetina; TPO: trombopoyetina; FSC-GM: factor estimulante de colonias
granulomonociticas; FSC-M: factor estimulante de colonias monociticas; FSC-G: factor estimulante de
colonias granulociticas; IL-5: interleucina 5.

Por otra parte, existen los factores inhibitorios de la hematopoyesis, que
ejercen un efecto inhibitorio de la fase mitotica celular. La proteina inflamatoria
del macréfago (MIP-1a), producida por los macrofagos, tiene la capacidad de
inhibir la proliferacion de las stem cells, evitando que entren en fase S del ciclo
celular . El factor de crecimiento transformante B (TGF- B), por su parte,
inhibe la proliferacion de progenitores precoces, aunque ademas tiene
capacidad estimuladora del crecimiento de progenitores maduros ?’. El factor
de necrosis tumoral a (TNF- a) también potencia la accién proliferativa de la IL-
3 y el GM-CSF vy, por otra parte, ejerce una accion inhibitoria en distintos

progenitores hematopoyéticos .
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2. NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS

2.1. Introduccién

Las neoplasias mieloproliferativas (NMP) son enfermedades clonales de
la célula madre hematopoyética caracterizadas por la proliferacion de células
maduras de una o varias lineas mieloides y que comparten ciertas
caracteristicas clinicas y biolégicas como son la presencia de una médula 6sea
hipercelular, esplenomegalia, una incidencia aumentada de complicaciones
trombdticas y hemorragicas y riesgo de progresion a mielofibrosis y, a largo

plazo, a leucemia aguda (LA) %°.

De acuerdo con la clasificacién actual de la OMS *°, las NMP incluyen
las siguientes entidades: leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia
neutrofilica cronica (LNC), policitemia vera (PV), mielofibrosis primaria (MFP),
trombocitemia esencial (TE), leucemia eosinofilica crénica (LEC) y las

neoplasias mieloproliferativas inclasificables.

Tabla 1. Clasificacion de las Neoplasias Mieloproliferativas segun la

clasificacién actual de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 2016 .

Leucemia mieloide cronica (LMC)
Leucemia neutrofilica cronica (LNC)
Policitemia vera (PV)
Mielofibrosis primaria (MFP)
Mielofibrosis primaria prefibrética
Mielofibrosis primaria, fase fibrotica establecida
Trombocitemia esencial (TE)
Leucemia eosinofilica crénica (LEC)

Neoplasias mieloproliferativas inclasificables
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El concepto de NMP fue propuesto en 1951 por William Dameshek,
quien sugirié que la PV, la TE, la MFP y la LMC eran entidades muy proximas
entre si, en las que habia un incremento en la proliferacion de células
mieloides, debido probablemente a una alteracion desconocida que estimulaba
dicha proliferacién *!. Asi, en aquel momento se especulaba que un esteroide u
otra hormona pudieran actuar como factor estimulador de la mielopoyesis. El
aumento de la masa eritrocitaria en la PV, la trombocitosis en la TE y la fibrosis
medular en la MFP son, respectivamente, las caracteristicas fundamentales de
cada una de estas tres entidades, consideradas en conjunto como NMP
cromosoma Philadelphia negativas (Ph -) clasicas. Posteriormente, en 1974, se
describié que los progenitores eritroides de la médula 6sea de pacientes con
PV podian cultivarse in vitro en ausencia de EPO *?, hallazgo que contrastaba
con el hecho de que en individuos normales el crecimiento de progenitores
hematopoyéticos se producia Unicamente en presencia de factores de
crecimiento. Este hallazgo podria explicarse por la presencia de valores
elevados de proteina Bcl-xL, inhibidora de la apoptosis, en las colonias EPO-
independientes y, por el contrario, valores muy disminuidos o ausentes de
dicha proteina en las colonias eritroides de sujetos normales o afectos de
eritrocitosis secundarias *. Dicho descubrimiento sugeria un comportamiento
neoplasico de las NMP y, por tanto, un origen clonal de la enfermedad. Este
origen clonal se confirmd mas tarde por Adamson y Fialkow que demostraron
gue los hematies, los granulocitos y las plaquetas de mujeres con PV tenian la
misma isoenzima de la glucosa 6-fosfato-deshidrogenasas (G6PD) y, como
consecuencia, el mismo patron de inactivacion del cromosoma X (PICX), lo
cual indicaba que se originaban a partir de un progenitor hematopoyético clonal
3 Sin embargo, las alteraciones genéticas implicadas en la patogenia de la PV
no se empezaron a conocer hasta que recientemente Kralovics y col refirieron
qgue el 33% de los pacientes con PV presentaban una pérdida de la
heterocigosidad (LOH) en el brazo corto del cromosoma 9, debido a un
mecanismo de recombinacion mitotica, por tanto, no reconocible en el estudio

citogenético convencional **.

Finalmente, en el afio 2005 cinco grupos
independientes demostraron de forma simultanea la mutacién p.V617F del gen
JAK2, localizado en el cromosoma 9, presente en el 95% de los pacientes con

PV y en la mitad de los casos de TE y MFP % Pposteriormente a la
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descripcion de la mutacién V617F, Scott y col demostraron mutaciones en el

4 Mas

exén 12 del gen JAK2 en los pacientes con PV V617F negativos
recientemente, se han descrito mutaciones que afectan al gen MPL, que
codifica para el receptor de la trombopoyetina y mutaciones en el gen de la
calreticulina (CALR) “***. Todas ellas, junto a las mutaciones del gen JAK2,
constituyen mutaciones denominadas driver o conductoras de las NMP.
Adicionalmente, existen otras mutaciones somaticas que no actuan
primariamente en la proliferacion celular, pero que pueden modificar el efecto
de las mutaciones driver. Estos genes pertenecen a distintas categorias y
funciones como reguladores epigenéticos, factores de transcripcion o

moléculas de vias de sefializacion y se describen en al apartado 2.5.

2.2. Neoplasias mieloproliferativas con mutacion de JAK2

2.2.1. Gen JAK2

JAK2, junto con JAK1, JAK3 y TYK2, es una tirosina cinasa que
pertenece a la familia de las Janus cinasas (JAKS) y que esta codificada por el

gen JAK2 localizado en el cromosoma 9p24 *°.

Todas las proteinas JAKs comparten la misma estructura, con siete
regiones conocidas como dominios de homologia de JAK (JH). La estructura de
los distintos dominios funcionales consiste en un dominio N-terminal FERM
(JH4-JH7), un dominio Src homolgy-2 (SH2)-like (JH3-JH4), un dominio

pseudocinasa (JH2) y un dominio tirosina cinasa en C-terminal (JH1) (Figura 5).

FERM Pseudocinasa Tirosina cinasa

- - ——

Exun 12 V617F
(JAK2) (JAK2)

Figura 5. Esquema de la estructura de la proteina JAK2 y localizacién de las principales

mutaciones descritas
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El dominio FERM es el responsable de la asociacion de las proteinas
JAK con los receptores de las citosinas. El dominio SH2-like no parece tener la
funcién convencional de un dominio de union a fosfotirasa y su funcion exacta
aun esté por determinar. EI dominio cinasa (JH1) se activa via trasfosforilacion
de tirosinas en tandem localizadas en el loop de activacion. Finalmente, el
dominio JH2 es un dominio pseudocinasa y su principal funcion es regular
negativamente el dominio JH1 “®*’. Dado que la mayoria de mutaciones se
encuentran en el dominio pseudocinasa, se sugiere que actian disminuyendo

el efecto inhibitorio de este dominio.

La proteina JAK2 estd implicada en vias de sefalizaciébn activadas
desde los receptores de citosinas tipo I, entre los que se encuentran los
receptores de las interleucinas IL3, IL5, la EPO, el G-CSF, el GM-CSF o la TPO
(c-MPL) 8. En condiciones normales, al unirse el ligando al receptor, éste se
dimeriza, de forma que las dos moléculas de JAK2 unidas al dominio
yuxtamembrana citoplasmatico del receptor se aproximan y se activan
mutuamente por fosforilacion “***°. Una vez activada, JAK2 puede fosforilar
residuos tirosina de otras proteinas, entre las que se encuentran los factores de
transcripcion STAT (Signal transducer and activator of transcription; STAT1,
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6) y proteinas implicadas en
otras vias de transduccién de sefiales (MAPK y PI3K) *>°2 (Figura 6).

Espacio
extracelular

Citoplasma .
/
/

/
/

Eritropoyesis

Figura 6. Esquema de las vias de sefializacion de la proteina JAK2
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La via de sefalizacion JAK-STAT es esencial para el desarrollo de las
células mieloides, para la proliferacion y supervivencia celular y también es
necesaria en los estadios iniciales de la respuesta inmune. Por estos motivos,
las alteraciones en esta via pueden tener un papel importante en el desarrollo
de las NMP.

2.2.2. Mutacion JAK2V617F

En el aflo 2005, cinco grupos independientes describieron la mutacién
VB17F en el gen JAK2 en pacientes con NMP ***°, | a mutacién JAK2V617F es
una mutacion puntual que resulta del cambio de una guanina por una timidina
en la posicion 1849 localizada en el exén 14 del gen JAK2 que supone un
cambio de valina (V) por fenilalanina (F) en el aminoacido 617. Este
aminodacido se localiza en el dominio pseudocinasa JH2 de la proteina JAK2
que tiene actividad inhibitoria sobre el dominio cinasa interaccionando con el
bucle de activacion *’. Como consecuencia de la mutacién V617F, no se
produce la inhibicion del dominio cinasa JH1, lo que resulta en una activacion
constitutiva de la proteina JAK2 en ausencia de la union del ligando al receptor.
Se trata, por tanto, de una mutacion que provoca una ganancia de funcion, es
decir, una activacién permanente de diferentes vias de transduccion de sefiales
implicadas en la sefalizacion de los receptores de citocinas de tipo | (EPO, G-
CSF, c-MPL) como JAK-STAT, PI3K , AKT, MAPK y ERK 36:39:40.53-55,

La mutacién JAK2V617F se detecta en mas del 95% de los pacientes
con PV y en el 50-60% de los pacientes con TE y MFP. Asimismo, puede estar
presente en otras neoplasias mieloides, como sucede en el 60% de pacientes
con anemia refractaria con sideroblastos en anillo y trombocitosis (RARS-T) °°.
El estado mutacional se denomina de forma convencional heterocigoto cuando
un solo alelo estd mutado u homocigoto cuando los dos alelos estan mutados
por un proceso de recombinacién mitética *. No obstante, esta terminologia no
deja de ser algo inexacta cuando se aplica a la valoraciéon de la carga
mutacional, pues se ha observado que en pacientes con PV categorizados
como heterocigotos, el andlisis de las colonias hematopoyéticas demuestra que
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muchos pacientes presentan una mezcla de células homocigotas vy

heterocigotas °’.

2.2.3. Hematopoyesis de las NMP JAK2 mutadas

La importancia de JAK2 en la hematopoyesis se puso de manifiesto en
un modelo murino knock-out en el que se elimind dicho gen. Estos ratones
presentaron una ausencia total de progenitores eritropoyéticos y todos ellos

murieron en el dia 12 del desarrollo embrionario *°8,

La mutacion V617F de JAK2 se ha detectado tanto en progenitores
hematopoyéticos  obtenidos de cultivos de colonias eritroides,
granulomonociticas y megacariociticas in vitro *°%®° como en células
CD34+CD38- aisladas mediante sorting ®*, asi como en células progenitoras
mieloides y, en algunos estudios, en células de estirpe linfoide . Este
hallazgo apoya que las NMP tienen su origen en una célula madre
hematopoyética multipotente y explicaria la frecuente existencia de leucocitosis

y trombocitosis en las NMP.

La hematopoyesis de las NMP JAK2 positivas se caracteriza por una
coexistencia de progenitores mutados y de progenitores normales. En los
pacientes con TE y PV, el porcentaje de progenitores mutados constituye una
minoria de la hematopoyesis total, y en la TE éstos pueden permanecer
estables en el tiempo °°. Este hallazgo sugiere que la mutacién V617F de
JAK2 confiere una ventaja proliferativa débil a nivel de progenitores °*. Por otra
parte, en un estudio con 41 pacientes con NMP JAK2 positivas se demostrd
que el compartimento de células CD34+CD38- con mutaciéon JAK2V617F en
los pacientes con PV y TE no se expandia durante la evolucion de la
enfermedad, hallazgo que si se observé en la MF . En la misma linea, dos
trabajos recientes han analizado la supresion de la hematopoyesis normal por
el clon JAK2V617F en los pacientes con NMP, y para ello definieron el
concepto de dominancia clonal como una diferencia de la carga mutacional de
JAK2V617F entre granulocitos y células CD34+ igual o inferior al 10%. En
ambas series se demostr6 que dicha dominancia clonal, y por tanto, una

supresion de la hematopoyesis normal, estaba significativamente asociada al
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fenotipo de MF, pero no a PV ni TE "% Adicionalmente, y usando modelos
murinos, dos grupos independientes, demostraron un pobre injerto de células
CD34+ JAK2V617F de pacientes con TE y PV en ratones NOD/SCID (non-

6970 - por (ltimo, la

obese diabetic-severe combined immunodeficient)
descripcion de la presencia de la mutacion JAK2V617F en un pequefio
porcentaje de individuos sanos también sugiere que dicha mutacién no confiere

una importante ventaja proliferativa "

, aunque en un estudio poblacional
danés, la cantidad de mutacion detectada se correlacion6 con mayor riesgo de

desarrollo de una NMP "4,

Recientemente, algunos estudios basados en modelos murinos knock-in,
apoyarian que la mutacion JAK2V617F si que podria ejercer una ventaja
proliferativa a nivel progenitor en la hematopoyesis de las NMP. Asi, Mullally y
col, siguieron ratones trasplantados durante mas de un afio y observaron que
las células HSC JAK2V617F adquirian gradualmente ventaja proliferativa
respecto las no mutadas. Resultados similares fueron descritos de forma

independiente por otro grupo ">"°.

Todo ello sugiere que podrian existir otros factores que jueguen un papel
importante en la expansion del clon JAK2V617F-mutado y, por tanto, intervenir
en la génesis y progresion de la PV y de la TE. Entre estos factores destaca la
presencia de mutaciones en otros genes, las cuales pueden adquirirse antes o
después de JAK2V61F. Asi, se ha descrito que la mutacion JAK2V617F en
casos familiares es adquirida y, por tanto, la predisposicion heredada es
independiente de JAK2 "’. En segundo lugar, en estudios de PICX, se ha
descrito un porcentaje superior de granulocitos clonales detectados por esta
técnica que granulocitos con mutacion JAK2V617F, sugiriendo que existiria una
proliferacién clonal previa a la adquisicién de la mutacion V617F de JAK2 8.
Adicionalmente, el hecho de que en algunos pacientes con LA post-PV y post-
TE las células leucémicas sean JAK2 no mutadas, sugiere que la LA se ha
originado a partir de un clon previo a la adquisicién de JAK2V617F ™. Por
altimo, dado que tanto el porcentaje de casos con mutaciones adicionales
como el nimero de mutaciones por paciente es mayor en la MF que en la PV o
TE, podria especularse que la presencia de mutaciones adicionales favoreciera

el desarrollo de la dominancia clonal, habitualmente observada en la MF 878,
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Existe por tanto evidencia de que la presencia de mutaciones adicionales a
JAK2V617F puede influir en la hematopoyesis de las NMP. No obstante, el
orden de adquisicion de las mismas probablemente también juegue un papel
importante. En este sentido, y como ya se ha comentado anteriormente,
Ortmann y col, han obtenido y genotipado mas de 4000 colonias de 24
pacientes con NMP JAK2/TET2 mutadas, demostrando que en los pacientes
TET2-first (aquellos que adquirieron primero la mutacion en TET?2), las colonias
TET2 mutadas favorecen la expansion clonal, pero la diferenciacion hacia
células megacariociticas o eritroides no se activa hasta la adquisicién de
JAK2V617F. Por el contrario, en los pacientes JAK2-first, las colonias JAK2
mutadas no se expanden hasta la adquisicion de TET2, pero si que presentan
una alta capacidad de diferenciarse a células mas maduras °. El papel de las
mutaciones adicionales en la hematopoyesis de las NMP se amplia en un

apartado posterior.

No obstante, en el 52% y 38% de pacientes con TE y PV JAK2V617F,
respectivamente, no se ha podido demostrar la presencia de mutaciones
adicionales ®. Este hallazgo sugiere que la mutacién JAK2V617F podria ser
suficiente para el desarrollo de la NMP o bien que existen otros factores a nivel
progenitor que podrian influir en el desarrollo de dichas NMP &. Entre ellos
destaca el microambiente a nivel del nicho medular (participacion de IL-1j,
FLT3L, IL-33 %%®) el efecto del tratamiento, y variantes genéticas
constitucionales (SNPs en TERT, MECOM y JAK?2 o 46/1 %).

2.2.3.1. Modelos murinos

Desde el descubrimiento de la mutacion JAK2V617F, han sido muchos
los grupos que han creado modelos murinos en los cuales se ha introducido
dicha mutacién con el objetivo de evaluar las consecuencias de ésta in vivo y

dilucidar los mecanismos que participan en el inicio y la progresion de las NMP.

Modelos retrovirales

Inmediatamente después de la descripcion en 2005 de JAK2V617F,

varios grupos generaron modelos murinos retrovirales para discernir el efecto a
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nivel fenotipico de JAK2V617F in vivo %¢%%  Observaron que los ratones
trasplantados con progenitores hematopoyéticos portadores de la mutacion
JAK2V617F desarrollaban un cuadro clinico tipo NMP con muchas
caracteristicas de PV, incluyendo eritrocitosis, esplenomegalia vy

hematopoyesis extramedular %%

, Y meses después del trasplante, algunos
ratones evolucionaban a un cuadro clinico compatible con MF post-PV.
Estudios adicionales realizados en estos ratones evidenciaron una activacion
constitutiva de JAK2 y una fosforilacion de STAT5, junto con una formacién de
colonias independiente de citocinas. Estos modelos describieron por primera
vez que la expresion de JAK2V617F in vivo es suficiente para inducir el

desarrollo de un fenotipo de NMP 308689,

Modelos transgénicos

Posteriormente a los estudios iniciales basados en modelos retrovirales,
tres grupos generaron modelos murinos transgénicos en 2008 con el objetivo
de correlacionar el fenotipo con la carga mutacional de JAK2V617F 90%2
Observaron que el nivel de expresion de JAK2V617F influia en el fenotipo de
NMP: mientras que los ratones con baja expresion de JAK2V617F
desarrollaban un fenotipo TE-like, los que expresaban JAK2V617F de forma

mas intensa daban lugar a un fenotipo mas proximo a PV.

Modelos de xenotrasplante

Estos modelos murinos se desarrollaron con el objetivo de estudiar la
funcionalidad de JAK2V617F en las células méas inmaduras de la
hematopoyesis. Xu y col, obtuvieron células periféricas CD34+ de pacientes
con MF y observaron que éstas injertaban en ratones NOD/SCID y pudieron
demostrar hematopoyesis clonal con diferenciacion mieloide %%. Posteriormente,
y de forma similar, se ha demostrado que las células CD34+, en este caso
esplénicas, de pacientes con MF también tenian la capacidad de injertar en
ratones NOD/SCID/IL2Ry-null y que podian ser trasplantadas en segundos

receptores **

. En cambio, las células CD34+ de pacientes con PV y TE
presentaban una pobre capacidad de injertar ®°. Este hallazgo seria consistente
con una mayor ratio de JAK2V617F/JAK2 no mutado en las células

trasplantadas obtenidas de pacientes con MF en comparacién con la PV y
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TE'. Por otro lado, la ausencia de injerto en ratones trasplantados con células
de PV y TE sugiere que la mutacion JAK2V617F no presenta una ventaja
proliferativa sobre las células JAK2 no mutadas °. De nuevo, la presencia de
mutaciones adicionales podria influir en la alta capacidad de injertar de las
células de pacientes con MF. En este sentido, se ha demostrado que las
células CD34+ portadoras de mutaciones en TET2 y JAK2 presentan mas
capacidad de repoblar ratones NOD/SCID respecto las células unicamente con
mutacion JAK2V167F .

Un aspecto a considerar en la interpretacion de estos resultados es el
hecho de que los xenotrasplantes se basan en trasplantes entre diferentes
especies y, como consecuencia, las incompatibilidades entre los receptores de
citocinas humanas (expresadas en las células CD34+ trasplantadas) y las
citocinas murinas (expresadas en el receptor) pueden interferir y activar vias de
sefalizacion. En este sentido, estos modelos de xenotrasplante en NMP

precisan de procesos adicionales de optimizacion.

Modelos Knock-in (KI)

A partir de 2010 diferentes grupos desarrollaron modelos murinos knock-
in que han permitido expresar JAK2V617F a partir de un promotor endégeno
JAK2. En la tabla resumen que se muestra a continuacion se resumen las
principales caracteristicas de los modelos de Akada y col %, Marty y col ¥,

75,98 99,100 76

Mullally 'y col , Ly col y Hasan y col
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Los primeros modelos murinos Kl publicados en 2010 se generaron con
el principal objetivo de evaluar los efectos de JAK2V617F a nivel de las HSC.
El fenotipo de los tres modelos que expresan JAK2V617F murino es similar %6~
% En cada uno de estos modelos, los ratones que expresaban JAK2V617F en
forma heterocigota desarrollaron un fenotipo PV-like, con eritrocitosis,
leucocitosis, esplenomegalia secundaria a hematopoyesis extramedular y
mielofibrosis, sugiriendo que la expresion heterocigota de JAK2V617F es
suficiente para el desarrollo de PV. Comparado con los tres modelos
anteriores, los ratones generados por Li y col expresaron un fenotipo mas TE-
like *°. Esto puede verse influenciado por el hecho de que en este modelo se
expresa JAK2V617F de origen humano y se desconoce si las vias de expresion
de JAK2 humana en los ratones puede ser diferente.

En el modelo de Akada y col se avalud la expresiébn homocigota de
JAK2V617F, que de forma similar a la expresion heterocigota, resulté en un
fenotipo PV-like. No obstante, la expresion homocigota se asoci6 a un
incremento significativo de reticulocitos, leucocitos, neutréfilos y plaquetas,
pero sin diferencias significativas en los niveles de hemoglobina. Asimismo, se
observd una esplenomegalia significativamente mas pronunciada y, en la
médula 6sea, una mielofibrosis mas intensa (grado 2) en comparacion con los
ratones heterocigotos, con una disminucion de la celularidad medular,
sugiriendo que la homocigosidad de JAK2V617F acelera la progresion de PV a
MF post-PV . Otro modelo murino KI también evalué las consecuencias de la
homocigosidad de JAK2V617F, pero con resultados diferentes. En este caso,
los ratones presentaron aumento de la hemoglobina y disminucién de la cifra
de las plaquetas, con un cambio de fenotipo de TE a PV *®. La explicacién de
las diferencias observadas en el fenotipo de los ratones homocigotos entre los
modelos Kl de Akada y col y Li y col no se conoce, pero podria deberse a

diferencias metodoldgicas.

En todos los modelos descritos, la NMP era trasplantable a un segundo
receptor, sugiriendo que las células CD34+ JAK2 mutadas poseen una ventaja
clonal respecto las células no mutadas. No obstante, es interesante destacar
diferencias entre los diferentes estudios. Mientras que en los ratones del primer

estudio de Mullally y col la mutacion JAK2V617F conferia una ventaja
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proliferativa débil a las 16 semanas, el otro estudio del mismo grupo pero con
un seguimiento post trasplante de 1 afo, las células HSC JAK2 mutadas
adquirian de forma gradual una ventaja proliferativa mas intensa "%,
Finalmente, Hasan y col objetivaron una ventaja proliferativa intensa de las
HSC JAK2V617F en los ratones °. El papel de células mas comprometidas en
la hematopoyesis fue estudiado por Mullally y col "8, Seleccionaron células
progenitoras megacariociticas y eritroides y observaron que estan eran

incapaces de inducir NMP en ratones.

Todos estos resultados sugieren que la mutacion V617F de JAK2
confiere ventaja proliferativa (débil o intensa) a nivel de las HSC, pero no a los
progenitores comprometidos. Por otro lado, la participacion de otras
alteraciones genéticas y moleculares podria intervenir en la expansion clonal
de las NMP JAK2 mutadas.

2.2.4. Factores que intervienen en el desarrollo del fenotipo de NMP JAK2

La mutacion JAK2V617F se asocia a un amplio espectro de fenotipos de
NMP, que incluyen la TE, PV y MF. En este sentido, se ha postulado que la PV
y TE JAK2 mutadas representan un espectro biolégico de una misma
enfermedad modulada por varios factores genéticos y adquiridos y la MF seria

un evento tardio 1°.

Entre los factores que se postula que pueden influir en el fenotipo de la

NMP JAK2 mutada destacan los siguientes (Figura 7):
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[ JAK2VB1TF J

EXPANSION CLONAL

- Coexistencia con mutaciones adicionales
- Factores constitucionales

- Edad

/ Neoplasias mieloproliferatives \

JAK2VB1TF

PV

EVOLUCION CLONAL
ADQUISICION DE MUTACIONES ADICIONALES

MIELOFIBROSIS
LEUCEMIA AGUDA

Figura 7. Factores que influyen en el fenotipo de las NMP JAK2V617F (adaptado de Nangalia y col
2016 1%

TE: trombocitemia esencial; PV: policitemia vera; STAT1: Signal Transducer and Activator of

Transcription.

a) Homocigosidad de JAK2V617F: La pérdida de heterocigosidad de 9p24

(9pLOH) es un proceso en el cual, mayoritariamente por recombinacion

mitotica, aparecen células con dos copias de la mutacion JAK2V617F vy,
como consecuencia, la carga mutacional de JAK2V617F de estas células es
el doble de la que se cuantificaria si la mutacion se encontrase solo en
estado heterocigoto (Figura 8). Por ello, generalmente los pacientes en los
gue existe una proporcion importante de células con 9pLOH suelen tener

una carga mutacional en granulocitos > 50% %. Aproximadamente el 30%
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de pacientes con NMP presentan 9pLOH en el locus de JAK2, siendo mas

frecuente en la MF y PV que en la TE 37

- '0(\
o
OO e

et «{(gb‘.'\

n

Figura 8. Representacion del mecanismo de recombinacion mitética que produce la pérdida
de heterocigosidad (LOH) del cromosoma 9p.

El cultivo de colonias hematopoyéticas presenta una mayor sensibilidad
para la deteccion de homocigosis que el estudio de 9pLOH a través de
PCR de microsatélites. Asi, estudios in vitro de colonias de progenitores
hematopoyéticos demostraron la presencia de colonias BFU-E JAK2V617F
homocigotas en la mayoria de pacientes con PV y en ninguno con TE *°
hallazgo compatible con el hecho que los pacientes con PV muestran una
carga mutacional superior en sangre periférica respecto los pacientes con
TE *. Mas recientemente, Godfrey y col han descrito la presencia de
colonias BFU-E JAK2V617F homocigotas en el 80% y 52% de los
pacientes con PV y TE, respectivamente °’. Otros autores también han
reportado resultados similares demostrando la presencia de colonias BFU-
E JAK2V617F homocigotas en 5 de 12 pacientes con TE, aunque se trata
de un clon minoritario *°®. Estos resultados podrian sugerir, por tanto, que
la homocigosis no es ni necesaria ni suficiente para el desarrollo de PV.
Adicionalmente, mediante PCR de microsatélites, se observd que la PV se

asociaba a la expansién de un clon dominante homocigoto durante la

37



evolucion de la enfermedad, siendo éste el mecanismo responsable de la
eritrocitosis en la mayoria de pacientes con PV *’.

La proporcion de homocigosis de JAK2V617F se ha correlacionado con
un hematocrito y una leucocitosis superior, una cifra de plaquetas inferior y
mas esplenomegalia °*'%. Estudios murinos transgénicos también han
demostrado el efecto de la dosis de JAK2V617F en el fenotipo de la NMP.
Asi, los ratones con baja expresion de JAK2V617F desarrollaban un
fenotipo TE-like mientras que los que presentaban alta expresion de
JAK2V617F, un fenotipo mas préximo a PV *°. Por tanto, el estado

homocigoto de JAK2V617F es mas caracteristico de la PV.

b) Niveles de fosforilacion de STAT 1: en un estudio reciente, Chen y col

observaron que los niveles de fosforilacion de STAT1 entre los pacientes
con PV y TE era distinta. Asi, en la TE, la mutacién JAK2V617F activa las
vias de sefializacion de STAT1 y STATS. La activacion de pSTATL1 favorece
la diferenciacion megacariocitica y disminuye la diferenciacion eritroide. Por
el contrario, en la PV, la reduccion de la activacion de pSTATL, inhibe la
megacariopoyesis y favorece la eritropoyesis (Figura 9). Se desconoce qué

factores influyen en la diferente fosforilacién de STAT1/STAT5 *°°.

Espacio Receptor Espacio Receptor
extracelular EPO extracelular EPO
Citoplasma Citoplasma

e ve
N\ il

<@ <«
| |

Megacaripoiesis Eritropoiesis
TE PV

Figura 9. Mecanismo de accion de JAK2 y modelo de activacién de STAT1 y STAT5 en la
PV y TE (adaptado de Chen y col 2010 *°)

38



c)

d)

Sexo: la PV es mas frecuente en hombres y la TE en mujeres. No existe un
razonamiento claro del porqué de estas diferencias, pero se piensa que el
efecto de los estrdgenos y andrégenos, asi como el metabolismo del hierro
puedan contribuir a estas diferencias fenotipicas. En este sentido, los
androgenos podrian promover la expansion de las clonas homocigotas en
los hombres e inducir el fenotipo de PV y, en cambio, el déficit de hierro en
las mujeres podria inducir una restriccibn de la eritropoyesis, y como
consecuencia, favorecer el fenotipo de TE. Esto explicaria como un mismo
fendmeno genético, la homocigosidad, daria lugar a dos fenotipos. En este
sentido, Godfrey y col han descrito que la homocigosidad ocurre por igual

en ambos sexos %7

Predisposicién genética: se ha demostrado que la presencia del
polimorfismo HBS1L-MYB (rs9376092) predispone al desarrollo de TE

JAK2V617F ®. Adicionalmente, cabe destacar que se han descrito

variaciones genéticas en multiples locus que podrian contribuir al desarrollo
de la NMP, pero no con un fenotipo concreto. Asi, SNPs en TERT, MECOM
y JAK2 (diferentes a 46/1) predispondrian a NMP JAK2 no mutadas,
mientras que la presencia del haplotipo 46/1 del gen JAK2 (GGCC)
predispondria al desarrollo de NMP JAK2 mutadas, pero no a las NMP con

mutaciéon de CALR 8108-111

Mutaciones adicionales: en los ultimos afios se han identificado mutaciones

adicionales en pacientes con NMP que podrian intervenir en la modulacion
del fenotipo y en la progresion de la enfermedad. Algunas mutaciones,
como las de los genes ASXL1, genes implicados en el splicing son mas
frecuentes en la MFP y otras, como las que afectan TP53 e IDH1/2 son mas
prevalentes en el momento de la transformacion a LA “**21> por otro
lado, en pacientes con PV, el truncamiento heterocigoto de NFE2 se ha

demostrado que promueve la eritrocitosis *°.

En otro apartado se va a
discutir el papel de estas mutaciones adicionales en la hematopoyesis y

patogenia de las NMP.
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f) Orden de adquisicidn de las mutaciones: Ortmann y col, en un estudio con

colonias hematopoyéticas, analizaron el orden de adquisicion de
JAK2V617F y mutaciones de TET2 en 24 pacientes con NMP TET2/JAK2
mutados (JAK2-first vs TET2-first). Observaron que aquellos pacientes que
adquirian JAK2V617F primero eran mas jovenes (60,7 afios vs 71,2 afios, p
=0,002), presentaban mas probabilidad de desarrollar fenotipo de PV (p
=0,05) vy, a pesar de la edad, tenian méas probabilidad de presentar un
evento trombotico durante el seguimiento. Asi, los autores postularon que el
orden de adquisicion de las mutaciones puede jugar un papel en la

presentacion y evolucién de la NMP JAK2 mutada .

2.2.5. Carga mutacional en las NMP JAK2V617F

Desde el descubrimiento de JAK2V617F, diversos estudios han
correlacionado la carga mutacional de JAK2 con caracteristicas fenotipicas y
evolutivas en los pacientes con NMP. Asi, una alta carga mutacional de
JAK2V617F se ha asociado con mayor frecuencia de esplenomegalia, prurito y
un aumento del riesgo de complicaciones vasculares y de transformacion a MF
en los pacientes con PV, asi como con un curso mas agresivo en los pacientes
con TE 04105117120 'Fp |3 mayoria de estudios se evalla el valor pronéstico de
la carga mutacional de JAK2V617F en un momento determinado, ya sea en el

momento del diagnéstico o durante el seguimiento.

La carga alélica de JAK2V617F puede modificarse durante la evolucion
de la enfermedad como consecuencia del tratamiento o de la evolucion clonal.
En este sentido, se han descrito diferentes patrones evolutivos de JAK2V617F
en los pacientes con PV y TE. En muchos pacientes, la carga mutacional de
JAK2V617F suele permanecer estable, si bien el porcentaje de células
mutadas varia mucho de unos casos a otros. Asi, hay pacientes que presentan
niveles bajos de granulocitos mutados (< 50%) o altos (> 50%), lo cual sugiere
el predominio de células mutadas en estado heterocigoto y homocigoto,
respectivamente. Por otro lado, existe otro grupo de pacientes en los que la
carga alélica de JAK2V617F aumenta de forma progresiva durante la

evolucion, traduciendo una expansion clonal de la enfermedad, probablemente
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como consecuencia de la adquisicibn de mutaciones adicionales en la clona
JAK2V617F positiva o bien debido a la pérdida de heterocigosidad por
recombinacién mitética. Por Ultimo, otros pacientes presentan un descenso
progresivo de JAK2V617F no explicable por el tratamiento, sugiriendo, en este
caso, una expansion de la clona JAK2 negativa debido a la adquisicién de

mutaciones en otros genes 2.

De acuerdo con la metodologia utilizada para la determinacion de
JAK2V617F, cualitativo o cuantitativo, puntual o evolutivo, se han descrito
diferentes correlaciones clinicas, especialmente con la probabilidad de
transformacion a MF. En la tabla 3 se muestran los hallazgos de los diferentes

estudios.
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Se ha especulado si factores propios del individuo podrian también tener

un papel en la evolucion de la carga mutacional durante la evolucion de la

enfermedad. En este sentido, se ha observado que un subgrupo de pacientes

con PV gue no reciben tratamiento citorreductor y que presentan un haplotipo

46/1 homocigoto experimentan un aumento espontaneo importante y sostenido
de la carga mutacional de JAK2V617F 1%,

El tratamiento citorreductor, por su parte, se ha reportado que también

puede influir en la modificacion de la carga mutacional de JAK2V617F durante

la evolucion de la enfermedad. Varios grupos han analizado el efecto de la

hidroxiurea (HU), interferon (IFN) e inhibidores de JAK2 en la respuesta

molecular (RM).

Hidroxiurea: se ha documentado una tasa de RM parcial en los primeros 6-
12 meses de tratamiento con HU en aproximadamente el 30% de los
pacientes con PV y TE 2127126 ge ha analizado si existen factores
biolégicos intrinsecos de los pacientes que puedan favorecer la RM en
estos pacientes. Por un lado, se observo que la presencia del haplotipo 46/1
del gen JAK2 no conferia ninguna predisposicion a la RM y, por otro lado,
los polimorfismos en los transportadores de urea SLC14A1, SLC14A2 y
ARG2 mostraron un minimo efecto, sugiriendo que las caracteristicas de la
propia enfermedad probablemente tengan un impacto superior que las del

propio paciente en la probabilidad de alcanzar RM 7.

Interferon pegilado (IFN-peg): consigue un porcentaje valorable de RM
parciales en los pacientes con PV e incluso, en un 15-20% de los pacientes,
RM completas (desaparicion de la carga alélica de JAK2V617F en sangre

128129 Recientemente se han comunicado los resultados

periférica)
preliminares de un ensayo clinico fase Ill que compara ropeginterferon alfa-
2b vs HU en pacientes con PV, sin observarse diferencias en la proporcion
de pacientes que alcanzaron RM a los 12 meses de tratamiento. Asi, el 22%
de los pacientes con HU y el 14% de los pacientes con ropeginterferon alfa-
2b consiguieron RMC vy el 28% y el 32%, respectivamente, consiguieron

RMP 130,
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Ruxolitinib: inhibidor oral de JAK1/JAK2 aprobado para los pacientes
adultos con MF primaria o0 secundaria a PV o TE que presentan
esplenomegalia sintomatica /o sintomas constitucionales, en base a dos
grandes estudios pivotales fase Ill: COMFORT | (ruxolitinib vs placebo) y
COMFORT Il (ruxoliinib vs mejor tratamiento disponible) %32
Recientemente se han reportado los resultados a los 4 afios de los
pacientes incluidos en el estudio COMFORT | con una media de reduccién
de la carga mutacional de JAK2V617F del 27% a las 216 semanas, con
12% de pacientes alcanzando una reduccion superior al 50% de
JAK2V617F y menos de 2% de pacientes consiguiendo una respuesta

molecular completa 3

. Asimismo, el analisis del seguimiento de los
pacientes con MF incluidos en el estudio COMFORT Il ha demostrado que
un tercio de los pacientes JAK2V617F evaluables presentaron una
reduccion > 20% del valor inicial de JAK2V617F a la semana 168 (38,3%
(18/47)) y a la semana 192 (31% (13/42)) *3*.

El ruxolitinib ha sido también recientemente aprobado como
tratamiento de la PV en pacientes que presentan resistencia o intolerancia a
la HU, en base a los resultados de los estudios RESPONSE™**%,
Verstovsek y col, han reportado los resultados a la semana 80 del estudio
RESPONSE, con una variacion de la carga mutacional de JAK2V617F del -

22% entre los pacientes inicialmente asignados al brazo de ruxolitinib **”.

La presencia de mutaciones non-driver adicionales puede explicar la

existencia de mas de una clona en los pacientes con NMP JAK2 mutadas y
conllevar un patron de respuesta molecular al tratamiento con HU, IFN o
ruxolitinib diferente al esperado. En este sentido, los pacientes que no
alcanzaron RM con el tratamiento con IFN-peg presentaban una mayor
frecuencia de mutaciones adicionales a JAK2V617F (TET2, ASXL1, EZH2,

DNMT3A e IDH1/2) 38,

Otro aspecto importante a destacar en referencia a la RM de los

pacientes con NMP en tratamiento citorreductor es la escasa informacion
existente sobre la influencia de la carga mutacional a nivel de progenitores
hematopoyéticos, y como consecuencia, la presencia de dominancia clonal, en

la evolucién de la carga alélica de JAK2V617F en estos pacientes.
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2.2.6. Mutaciones en el exdon 12

Con el objetivo de identificar las alteraciones moleculares asociadas al
5% de pacientes con PV JAK2V617F negativos, Scott y col secuenciaron el
gen JAK2 completo en células eritroides de estos pacientes y descubrieron
diferentes mutaciones en el exon 12 (2-4% de las PV), las cuales no estan
presentes en la TE ni en la MFP *'. Estas mutaciones consisten en cambios
puntuales, deleciones, inserciones o sustituciones, que afectan a la zona de la
unién entre los dominios SH2 y JH2 y producen un efecto similar a la de la
mutacion JAK2V617F. Las mutaciones en el exon 12 se asocian a un fenotipo
mas eritroide, con valores de hematocrito y hemoglobina muy elevados,
mientras que el recuento de leucocitos y plaguetas suele estar dentro de los
limites de la normalidad **. Existe poca informacién sobre la evolucién clinica
de estos pacientes. En un trabajo de Passamonti y col que incluyé 106
pacientes se observé una incidencia similar de trombosis, transformacion a MF

y LA y supervivencia global que la de los pacientes con PV JAK2V617F %,

A diferencia de JAK2V617F, las mutaciones del exdn 12 normalmente se
presentan con un patrén heterocigoto y, sélo excepcionalmente, en
homocigosis, sugiriendo que la recombinacién mitética es una caracteristica
mas propia de las PV JAK2V617F 140143,

De forma similar a JAK2V617F, las mutaciones del exon 12 activan de
forma constitutiva las vias de sefalizacion activadas por JAK2. Cuando se
transfectan células BaF3/EpoR con distintas mutaciones se observa un
incremento en los niveles de fosforilacion de JAK2, STAT5 y Erkl/2 en

ausencia de eritropoyetina *

. En este mismo estudio observaron que la
mutacion JAK2K539L (exdén 12) producia una fosforilacion mucho mas elevada
de JAK2 y Erk1/2 que la obtenidos con JAK2 no mutada e incluso JAK2V617F.
Adicionalmente, y utilizando un modelo murino retroviral, los ratones en los que
se transfectaban las células JAK2K539L positivas presentaban mas eritrocitosis
pero menos leucocitosis y trombocitosis, asi como una expansion de la serie
eritroide en la medula 6sea, en comparacion con los ratones a los que se
transfectaban células JAK2V617F positivas **. Todos estos datos sugieren que

la activacién de la via de sefalizacion de JAK2 es mayor en los casos con
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mutaciones en el exdn 12 y esto se traduce en el desarrollo de un fenotipo con

una eritrocitosis mas pronunciada.

2.3. Neoplasias mieloproliferativas con mutacion de CALR

En diciembre de 2013 se describieron mutaciones en el gen que codifica
para la proteina calreticulina (CALR) en el 67-88% de los pacientes con TE y

MFP que no presentaban mutaciones en JAK2 y en MPL 3%,

2.3.1 Gen CALR

El gen CALR estéa localizado en el cromosoma 19p13.2 y codifica para la
proteina calreticulina, una chaperona que se localiza en el reticulo
endoplasmatico de la célula donde participa en la regulacién de la homeostasis
del calcio y en el control del correcto plegamiento de las glicoproteinas
sintetizadas **'*°. Fuera del reticulo endoplasmatico, regula los mecanismos

de proliferaciéon, apoptosis, fagocitosis y respuesta inmunitaria.

Desde el punto de vista estructural, la proteina calreticulina se
caracteriza por presentar tres dominios principales: dominio amino-terminal,
dominio rico en aminoéacidos prolina y dominio carboxi-terminal, este ultimo
caracterizado por presentar aminoacidos de tipo acido (acido glutdmico y acido
aspartico) que permiten ligar los cationes de Ca2+, asi como una secuencia
KDEL (lisina -K-, acido aspartico -D-, acido glutdmico -E-, leucina -L-) en el
extremo final de la proteina que seria responsable de la localizacion de la

proteina en el lumen del reticulo endoplasmatico (Figura 10).
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Figura 10. Esquema de los dominios funcionales de la proteina CALR

2.3.2. Mutaciones de CALR

A finales del afio 2013 se identificaron mediante técnicas de
secuenciacion masiva mutaciones somaticas en el gen CALR en un alto
porcentaje de pacientes con NMP Ph- *#  Las mutaciones de CALR se
detectan esencialmente en pacientes con TE (15-30%) y MF (25-35%). Las
mutaciones de CALR no se han detectado en PV, LA mieloide, sindromes

linfoproliferativos, LMC ni en tumores sélidos **.

El hecho de que las
mutaciones en CALR se encuentren sélo en enfermedades en las que los
megacariocitos juegan un papel predominante como la TE y la MFP, sugiere
gue esta mutacion podria alterar el funcionalismo de los megacariocitos. Dichas
mutaciones se han convertido en el segundo marcador molecular en las NMP
Ph-. Se considera que las mutaciones de CALR y JAK2 son mutuamente
excluyentes, aunque se han reportado algunos casos de coexistencia de

ambas mutaciones 146148,

Las mutaciones de CALR son principalmente mutaciones heterocigotas,
se localizan en el exdn 9 y generalmente corresponden a inserciones o
deleciones que provocan una alteracion de la pauta de lectura. Se han
reportado hasta 50 tipos de mutaciones distintas, si bien la delecién de 52 pb
(mutacion tipo 1) y la insercion de 5 pb (tipo 2) son las mutaciones mas
frecuentes **. Existen diferencias en cuanto a la frecuencia de cada una de las
mutaciones de acuerdo con el tipo de NMP. Asi, en la TE las frecuencias de
mutaciones de CALR tipo 1 y tipo 2 son del 55% y 35%, respectivamente,
mientras que en la MFP existe un predominio de mutaciones tipo 1 (75%) en
comparacion con el 15% de tipo 2 *°. La caracteristica comun de todas ellas es

la pérdida de aminoacidos acidos KDEL en el extremo carboxi-terminal. Como
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consecuencia de este cambio en la estructura de la proteina, el extremo
carboxi-terminal adquiere una carga neutra o basica que impide la localizacion

de la proteina en el lumen del reticulo endoplasmatico.

Estudios funcionales en lineas celulares han demostrado que las
mutaciones de CALR darian lugar a las NMP activando el receptor de la
trombopoyetina (MPL) y activando la via de JAK/STAT ****°? La proteina
CALR mutada requiere tanto del extremo carboxi-terminal mutado como de
MPL para su accién neoplasica %153 Asj, |a proteina CALR mutada se une
al extremo N-terminal extracelular de MPL en el reticulo endoplasmatico de
forma similar a la CALR no mutada, pero como consecuencia del cambio en el
extremo C-terminal, esta interaccion fisica se ve favorecida. Posteriormente, la
CALR mutada, comportandose como una chaperona anormal, es exportada
unida a MPL hasta la superficie celular a través del aparato de Golgi y/u otras
vias alternativas ***. Se desconoce en qué compartimento celular MPL es
activado, pero se especula que puede tener lugar en cualquier punto del
trayecto entre el reticulo endoplasmatico y la superficie celular (Figura 11).
Varios estudios han demostrado que en este momento se activa la via de
JAK2/STAT vy la cascada de STAT 5/3/1, MAP-cinasa y PI3-K. No obstante,
cabe destacar que se han descrito diferencias en la via predominantemente
activada segun el genotipo de la NMP. Asi, la via de sefalizacion de las
mutaciones de CALR depende mayoritariamente de vias de STAT y MAP-
cinasa, y en cambio, las de JAK2V617F, de las vias de STAT y PI3-K %,
Adicionalmente, cabe destacar que se ha observado que la proteina CALR
mutada también puede activar G-CSFR, pero no otros receptores . No
obstante, el papel que la activacion de G-CSFR puede jugar en la patogenia de

las NMP con mutacion de CALR es aun desconocido.
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Figura 11. Mecanismo de accion de la proteina CALR mutada (adaptado de Vainchenker &
Kralovics 2016 **°).

La importancia de MPL en la patogenia de las NMP con mutacion de
CALR se puso de manifiesto cuando en un modelo de ratones MPL knock-out,
la mutacién tipo 1 de CALR no fue suficiente para el desarrollo de trombocitosis
152 Por otro lado estos mismos autores demostraron que los ratones que
habian sido transfectados con un gen CALR en el que se habia delecionado el
exén 9 no desarrollaban trombocitosis, sugiriendo que el factor determinante
para el fenotipo de NMP esta relacionado con el extremo C-terminal **2. Por
qué la proteina CALR mutada se une a MPL y de forma menos frecuente a G-
CSFR, pero no a otros receptores de citocinas, es aun desconocido. Se ha
postulado que la estructura terciaria de CALR mutada es distinta de la CALR no
mutada, facilitando la unién especifica con MPL. También es posible que la
capacidad disminuida de absorcion de calcio de la CALR mutada debido a la
pérdida de los aminoacidos cargados negativamente podria estabilizar la
asociacion con MPL **°

Desde la descripcion de las mutaciones en el gen CALR, han sido
numerosos los estudios publicados en relacion a las implicaciones

diagndsticas, fenotipicas, clinicas y evolutivas que aporta esta nueva mutacion.
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Implicaciones diagndsticas

Como se ha mencionado anteriormente, las mutaciones en el exén 9 del
gen CALR se han descrito en un 15-30% de los pacientes con TE y hasta en un
35% de los pacientes con MFP. En este sentido, en la revision de los criterios
diagnosticos de las neoplasias hematoldgicas de la OMS publicada
recientemente, entre otras modificaciones, se ha incorporado la determinacion

de la mutacion de CALR *°.

Implicaciones fenotipicas

Desde un punto de vista fenotipico, en la TE la mutacién de CALR se ha
asociado a pacientes mas jovenes, predominio de sexo masculino, menor cifra
de hemoglobina, hematocrito y leucocitos y a una mayor trombocitosis respecto
los pacientes con JAK2V617F %2 Asimismo, en el estudio de Alvarez-
Larran y col, en el que analizaron pacientes con TE y mutaciéon de CALR de
bajo riesgo de trombosis, también se demostraron niveles mas altos de LDH y
mas incidencia de esplenomegalia, es decir, un fenotipo mas préximo a MF %3,
De forma similar, en la MFP las mutaciones de CALR se han asociado a
niveles mas bajos de leucocitos y niveles mas elevados de plaquetas que los

pacientes JAK2 positivos 471

Estos datos apoyan que el fenotipo asociado
a CALR y JAK2 esté predominantemente vinculado a una expansion de la serie

megacariocitica y de la serie eritroide, respectivamente

Adicionalmente a estas caracteristicas fenotipicas, hay datos que
también sugieren que los pacientes con TE presentan caracteristicas diferentes
a nivel molecular e histolégico de acuerdo con el genotipo. Desde el punto de
vista molecular, un estudio reciente demostr6 mediante andlisis de PICX,
clonalidad en el 88% de los pacientes con mutacién de CALR en comparacién
con el 26% de los pacientes con mutaciéon JAK2V617F %4 Por otro lado,
recientemente dos grupos han descrito diferencias histologicas en los pacientes
con TE y MF de acuerdo con el estado mutacional. Asi, en comparacién con los
casos CALR no mutados, los pacientes con TE CALR-mutada presentaban
mas atipias y agrupaciones densas de megacariocitos y aquellos con MF

CALR-mutada mas presencia de nicleos hipercromaticos *°*°°,
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Implicaciones pronosticas

Las mutaciones de CALR parecen identificar un grupo de pacientes que
presentan mejor prondéstico que los pacientes con mutacion JAK2V617F.

En la TE, los pacientes con mutacion de CALR tienen una menor
tendencia a presentar complicaciones tromboticas en comparacion con los

pacientes JAK2 positivos *41°71°8161

Con respecto a la probabilidad de
transformacién a mielofibrosis, se ha descrito que los pacientes con mutacién
en CALR presentan un riesgo mayor que los pacientes JAK2V617F 31 por el
contrario, otros autores no observan ninguna asociacion significativa entre la
probabilidad de transformacién a MF y el genotipo *"**8. Teniendo en cuenta el
tipo de mutacion de CALR, se ha observado un mayor riesgo de transformacion
a MF en los pacientes con CALR tipo 1 en comparacion con aquellos con
mutacién tipo 2 *°. Finalmente, mientras que algunos autores observan una
mejor supervivencia en los pacientes CALR mutados, otros no han observado

diferencias significativas segun el tipo de mutacién *3°%-16°,

En el caso de los pacientes con MF, los pacientes con CALR mutada
presentan mejor supervivencia que los pacientes con mutacion de JAK2V617F
44139 | os pacientes con MF sin mutacién en JAK2, CALR ni MPL, los
conocidos como triples negativos, forman el grupo de peor prondstico. Dicho
prondstico es incluso peor si a esta ausencia de mutaciones driver se afiade la
presencia de mutaciones en el gen ASXL1, implicado en la regulacion
epigenética '*’. Existen resultados contradictorios en las diferentes series que
han estudiado el impacto que podria tener el tipo de mutacién de CALR sobre

la supervivencia 49126159

2.3.3. Hematopoyesis de las NMP con mutacién de CALR

En los estudios iniciales en los cuales se describié la mutacién de CALR
en las TE y MF JAK2 y MPL negativas, se identificé dicha mutacién en
progenitores multipotentes capaces de generar progenie mieloide y eritroide y
en células CD34+ aisladas mediante sorting. Este hallazgo apoya el hecho que
la adquisicién de mutaciones en el gen CALR se trata de un evento temprano
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en el desarrollo de la enfermedad *. Aunque tanto JAK2V617F como las
mutaciones de CALR se originan en la HSC vy, por lo tanto, se consideran
eventos tempranos, se especula que estas Ultimas aparecen de forma mas
precoz durante la evolucion de la enfermedad. Existen varios datos que
apoyarian esta hipotesis. En primer lugar, la carga mutacional de los
granulocitos de pacientes con TE CALR mutada es superior en comparacion
con aquellos con mutacion JAK2V617F, sugiriendo, por tanto, una mayor
ventaja proliferativa de la clona CALR mutada a nivel progenitor **’. Por otro
lado, otro aspecto que apoyaria que la mutacién de CALR es un evento mas
temprano que JAK2V617F en las NMP es el orden de apariciébn de las
mutaciones adicionales. Asi, la mutacién de CALR es, en la mayoria de los
casos, la primera mutacibn y las mutaciones adicionales aparecen
posteriormente. En cambio, JAK2V617F puede estar precedida de otras
mutaciones como TET2, DNMT3A y ASXL1 344146,

La presencia de mutaciones recurrentes en CALR sugiere que éstas
tienen un papel clave en el desarrollo de las NMP. Se ha demostrado que la
presencia de dichas mutaciones son suficientes para desarrollar un fenotipo
compatible con NMP in vivo, demostrando que éstas constituirian mutaciones
driver en las NMP 2153 En este sentido, Marty y col, usando un modelo
murino retroviral observaron que los ratones transfectados con CALRdel52 o
CALRIins5 desarrollaban a las 16 semanas después del trasplante un cuadro
fenotipico de NMP similar a la TE, caracterizado por trombocitosis e hiperplasia
megacariocitica, hallazgo no observado en los ratones CALR no mutados. De
forma interesante, aquellos ratones CALRdelex9 (ausencia de exon 9) tampoco
desarrollaban trombocitosis, sugiriendo que el extremo C-terminal juega un
papel oncogénico determinante para el desarrollo del fenotipo de NMP %2,
Teniendo en cuenta la especificidad de las mutaciones de CALR por la linea
megacariocitica, estos mismos autores analizaron la expresion de CALR a
través de tinciones inmunohistoquimicas en muestras de médula O6sea de
ratones mutados. De acuerdo con otros estudios*®”*®® demostraron que CALR
se expresaba de forma predominante en la linea megacariocitica y en células
mieloides inmaduras. Por el contrario, la expresion de CALR en la serie

eritroide y en las células mieloides mas maduras fue practicamente ausente 3.
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Adicionalmente, estudios de citometria de flujo en poblaciones de células HSC
y HPC han observado una expansién del compartimento LSK (Lin-Scal+,
cKit+, enriquecido por HSC) significativamente superior en los ratones CALR
mutados respecto a los no mutados. Por el contrario, no se identific6 una

expansion del compartimento de células progenitoras mieloides **°.

Se han reportado diferencias fenotipicas en los pacientes con TE y MF
de acuerdo con el tipo de mutacion de CALR. El origen de estas diferencias
también ha sido estudiado en ratones. Tal y como se ha mencionado
anteriormente, Marty y col, usando un modelo murino retroviral, demostraron
que los ratones CALR-mutados desarrollaban trombocitosis y observaron
diferencias segun el tipo de mutacién. Asi, los ratones que expresaban
mutacion tipo 1 presentaban una trombocitosis mas marcada y una mayor
probabilidad de progresiéon a MF, mientras que los ratones con mutacion tipo 2
mostraron una trombocitosis mas moderada y un cuadro fenotipico mas
préximo a la TE 2. Se ha postulado que estas diferencias fenotipicas entre la
CALR del52 y CALR ins5 podrian explicarse por el nivel de la hematopoyesis
en el cual se inicia la amplificacion: HSC y progenitores megacariociticos en la
CALRdel52 y CALRIns5, respectivamente (Figura 12). Otros autores han
descrito que estas diferencias fenotipicas también podrian ser consecuencia de
diferencias en el metabolismo del calcio. Asi, se ha observado que los
megacariocitos de los pacientes con CALRdel52 presentaban mayores

oscilaciones de concentracion de calcio a nivel del citosol **®.
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Figura 12. Representacion esquemaética de las diferencias en la amplificacién entre CALRdel52 y
CALRIns5.

Como consecuencia de las diferentes hipotesis, la mutacion tipo 1 podria

jugar un papel importante en la dominancia clonal de las NMP CALR mutadas
152,156

Por otro lado, estudios en lineas celulares demostraron que la mutacién
de CALR solo activa de forma débil la via PI3-K, contribuyendo a aumentar la
capacidad de autorrenovacion de las HSC y, como consecuencia, favoreciendo
la dominancia clonal 2. Este podria ser un mecanismo que pudiese explicar
una superior carga mutacional de CALR en comparacion con JAK2V617F en

los pacientes con TE **'.
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2.3.4. Carga mutacional en las NMP CALR mutadas

La carga mutacional de CALR en los pacientes con TE, en comparacion
con aquellos con JAK2V617F es alta, siendo de aproximadamente el 40% 7.
De igual modo, se ha descrito una media de carga mutacional del 51% en los

pacientes con MF primaria CALR mutada **°.

Existe escasa informacion sobre los patrones evolutivos de la carga
mutacional de CALR en los pacientes con TE y MF. En el grupo de pacientes
con TE sin tratamiento citorreductor no se han reportado variaciones
significativas de la carga mutacional de CALR durante la evolucion de la

enfermedad 7.

De forma similar a los estudios con JAK2V617F, la variacion del
porcentaje de carga mutacional de CALR ha sido evaluada en diferentes series

de pacientes de acuerdo con el tratamiento citorreductor recibido.

- Hidroxiurea: en el afio 2014, Bellosillo y col, analizaron el patron evolutivo
de CALR en una serie de 25 pacientes con TE, 7 sin tratamiento
citorreductor y 18 con tratamiento citorreductor (6 anagrelide y 12 HU), y
observaron que la carga mutacional de CALR se mantenia estable en todos
los grupos *"*. Méas recientemente, un grupo francés ha demostrado que la
carga mutacional de CALR se mantiene estable después de una mediana
de tratamiento con HU de 36 meses, siendo la carga mutacional inicial del

34% y la de la Gltima muestra del 38% *°.

- IFN pegilado: en una serie de 31 pacientes con TE CALR-mutada en
tratamiento con IFN (primera linea de tratamiento n=5; segunda linea de
tratamiento después de HU n=16 o Ag n=1; tratamiento después de 2 0 mas
lineas n=9) se ha documentado RM en 13 pacientes (42%), dos de ellos
alcanzando RM completa *’°. Por otra parte, un grupo danés ha evaluado la
dinamica de la carga mutacional de CALR en 21 pacientes con NMP en
pacientes en tratamiento con alfa IFN, entre los que incluyeron 4 pacientes
con MFP. De ellos, 1 obtuvo RM parcial de acuerdo con los criterios de la
International Working Group-Myeloproliferative Neoplasms Research and
Treatment (IWG-MRT) %173,
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- Ruxolitinib: Guglielmelli y col han reportado los resultados del analisis
retrospectivo de los pacientes con MF con mutacion de CALR incluidos en
el estudio COMFORT Il. La carga mutacional basal fue de 51 +/- 12,8%
(n=20) y la correspondiente a los 60 meses de tratamiento (n=18) del 54,5
+/- 15%. Los autores destacan que 3 de los 18 pacientes presentaron una
disminucion igual o superior al 10% durante el tratamiento con ruxolitinib e
incluso, un paciente paso de una carga mutacional basal de CALR del 48%

al 5% después de 180 semanas de tratamiento **°.

De forma similar a lo que sucede en la RM en los pacientes con NMP
JAK2V617F, la presencia de mutaciones adicionales en genes non-driver en
aguellos pacientes CALR-mutados también puede modificar la respuesta al
tratamiento. Este aspecto ha sido ampliamente analizado en el estudio de
Verger y col. Seis de los 31 pacientes con TE presentaban mutaciones
adicionales en los genes TET2, ASXL1, IDH1 o TP53. Las diferentes clonas
evolucionaban de forma independiente e imprevisible durante el tratamiento
con IFN-peg. En ese sentido, por ejemplo, la mutacion de IDH2 P140L se hallé
en 2 pacientes y en uno de ellos la carga mutacional permanecio estable y en

el otro caso presentd un descenso significativo durante el tratamiento *"°.

2.4. Neoplasias mieloproliferativas con mutacion de MPL

Posteriormente al descubrimiento de la mutacion JAK2V617F, Pikman y
col, identificaron mutaciones que afectaban al gen MPL (myeloproliferative
leukemia protoncogen) que codifica para el receptor de la trombopoyetina
(TPO) *2. Estas mutaciones se localizan en el exén 10 del gen MPL y afectan
principalmente al aminoéacido triptéfano en la posicion 515 y, en menor
frecuencia al 505, que forman parte de una regién anfipatica localizada en el
dominio yuxtamembrana que impide la dimerizacion del receptor en ausencia
del ligando. Las alteraciones descritas en esta region (W515K, W515L, W515A,
S505N) provocan la dimerizacion del receptor en ausencia del ligando y la
activacion constitutiva de la via de transduccion de sefiales dependiente de
este receptor (Figura 13) ***"*, Recientemente, se ha descrito la presencia de
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mutaciones localizadas fuera del exén 10, principalmente en los exones 4y 5

del gen MPL, en pacientes con TE triple negativos ">,

S505N
v $204P
Espacio W515L

extracelular MPL MPL MPL W515K

Citoplasma

s oo sls

P P P P

| l

STAT3, STATS STAT3, STATS
AKT, ERK AKT, ERK
Megacariopoyesis Megacariopoyesis

Figura 13. Representacion del mecanismo de accién del receptor de la trombopoyetina (MPL).

Las mutaciones en MPL se han descrito en el 5% de MFP y en el 1-3%
de pacientes con TE. La mutacién S505N fue inicialmente identificada en casos
de trombocitosis hereditaria ’’. Se han reportado casos de pacientes con
coexistencia de mutacion MPLW515L/K y JAK2V617F, lo que indica que

174,178,179. ASimismO,

ambas mutaciones no son mutuamente excluyentes
también se ha reportado la coexistencia de dos mutaciones de MPL en un

paciente con TE (W515L, 2505N) *2°.

En los pacientes con PV u otras neoplasias mieloides no se detectan
mutaciones del gen MPL, lo que sugeriria que estas mutaciones favorecerian el
desarrollo de la linea megacariocitica mas que la eritroide. En este sentido,
Chaligné y col demostraron que la mutacion de MPL tiene lugar en un
progenitor hematopoyético multipotente y que, ademas, induce una

diferenciacién megacariocitica espontanea .
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De forma similar a las mutaciones de JAK2, los estudios in vitro en los
gue se transfectan las mutaciones W515L/K y S505N en células Ba/F3 han
demostrado que dichas alteraciones confieren crecimiento celular
independiente a la unién de citocinas con activacion de JAK2, STAT3, STATS5,
AKT y ERK 42,177,182-

El papel etiopatogénico de MPL W515L se puso de manifiesto en un
modelo murino retroviral en el que los ratones trasplantados con progenitores
portadores de dicha mutaciéon desarrollaban un cuadro clinico con fenotipo de
MF, caracterizado por leucocitosis, trombocitosis, esplenomegalia y fibrosis

medular, pero no eritrocitosis 2.

Las mutaciones de MPL se han asociado a algunas caracteristicas
clinicas diferenciales en los pacientes con TE y MF. Por una parte, en el caso
de la MF, los pacientes MPL mutados tienen un fenotipo clinico caracterizado
por mayor tendencia a la anemia y con mas dependencia transfusional, en
comparacion con los MPL no mutados. No se han observado diferencias
significativas en otros parametros hematolégicos ni en la esplenomegalia 3.
Por otra parte, los pacientes con TE MPL mutada, comparado con los
JAK2V617F, muestran una cifra de hemoglobina inferior y una trombocitosis
mas elevada, con reduccion de la celularidad eritroide y granulocitica en la

médula 6sea 179184,

2.5. Complejidad clonal

Tradicionalmente se habian considerado a las NMP como neoplasias con
un perfil genémico simple, de acuerdo con el hecho de que las alteraciones
citogenéticas son infrecuentes comparadas con otras neoplasias
hematolégicas. En los ultimos afios, se ha demostrado que la complejidad
clonal de las NMP es similar a la de otras enfermedades mieloides como los

sindromes mielodisplasicos (SMD) y las LA.

La mediana de mutaciones por paciente es de 6,5 en pacientes con PV, 6,5
en pacientes con TE y de 13 en los pacientes con MF (p=0,008) **. Los genes

habitualmente mutados son similares a los que se describen en SMD y LA y
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afectan a genes involucrados en la regulacion epigenética (TET2, DNMT3A,
IDH1/2, ASXL1, EZH1) y al splicing del ARN (SF3B1, SRSF2, U2AF1) (Tabla
4). También se han descrito, en grado variable, mutaciones en genes
implicados en transformacion aguda como TP53 y RUNX1. Otro aspecto a
destacar es que se han observado diferencias en la coexpresion de mutaciones
adicionales de acuerdo con el genotipo de NMP, siendo mas frecuentes en
aquellos pacientes CALR mutados en comparacién con los JAK2 mutados *.
Todo lo anteriormente expuesto indica la complejidad clonal que subyace en la

patogenia y en el fenotipo de estas enfermedades.
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Tabla 4. Frecuencia y distribucion de las mutaciones adquiridas en las

NMP Ph negativas.

Gen PV (%) TE (%) MF (%)
JAK2V167F 95-97 50-60 50-60
Mutaciones JAK2 exon 12 1-2 0 0
driver CALR 0 25 30
MPL 0 3-5 5-10
Vias de CBL - 0-2 5-10
sefializacion | | Nk (sH2B3) 2 2-6 3-6
TET2 10-20 4-5 10-20
0
% DNMT3A 5-10 2-5 8-12
.5 Procesos
2 T | AsxL 2 5-10 10-35
T | epigenéticos
0
Q EZH2 1-2 1-2 7-10
5 IDH1/IDH2 2 1 5
=
SF3B1 2 2 4
Maquinaria
" | SRSF2 - - 4-17
del splicing
U2AF1 <1 <1 1-8
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Mutaciones en genes implicados en sefalizacién intracelular

Recientemente se han descrito mutaciones en los genes LNK y CBL que
producen un feedback negativo de la via de transduccion de sefiales
JAK/STAT.

LNK

El gen LNK (Lymphocyte Adaptor Protein), también conocido como
SH2B3 (SH2B Adaptor Protein 3), es un gen localizado en el cromosoma
12924 que codifica para una proteina que pertenece a una familia de proteinas
adaptadoras que juega un papel importante en la hematopoyesis al regular
negativamente a JAK2, inhibiendo asi la via de sefalizacion JAK/STAT 857187,
En este sentido, estudios murinos knock-out observaron que aquellos ratones a
los cuales se les eliminé dicho gen desarrollaban un cuadro compatible con

NMP con trombocitosis, esplenomegalia y fibrosis 1%,

Se han descrito mutaciones con baja frecuencia en TE, MFP y en casos

de eritrocitosis y, con mayor frecuencia (13%), en transformaciones a LA *%°.

CBL

El gen CBL (Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene) es un gen
localizado en el cromosoma 11923 que codifica para una proteina con actividad
E3 ubiquitina ligasa que media la ubiquitinacién, internalizacion y degradacion
del receptor activado (TPOR, KIT y FLT3) asi como de proteinas con actividad

tirosina cinasa **°.

Se han descrito mutaciones en CBL en varias neoplasias mieloides,
especialmente en la leucemia juvenil mielomonocitica, En fase crénica, estas
mutaciones son infrecuentes, encontrandose en un 5-10% de pacientes con MF

y raramente en PV y TE 12191,
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Mutaciones en genes implicados en procesos epigenéticos

TET2

Las mutaciones en TET2 (Ten-Eleven Translocation-2) fueron las
primeras alteraciones somaticas recurrentes descritas en los pacientes con
NMP en un gen que no esta directamente involucrado en la via de sefalizacion
JAK2/STAT ®. El gen TET2, localizado en el cromosoma 4g24, pertenece a
una familia constituida por tres genes (TET1, TET2, TET3). Codifica para una
enzima 2-oxoglutarato hidroxilasa dependiente de hierro (II) que transforma los
residuos de 5-metilcitosina en 5-hidroximetilcitosina. La funcion de este
nucledtido modificado no esta claro, pero podria participar en la desmetilacion

192194 * Se han detectado tanto mutaciones puntuales (nonsense o

de citocinas
missense) como pequefias deleciones e inserciones que se distribuyen a lo

largo de todo el gen y que producen la pérdida de funcién de la proteina.

El gen TET2 estd mutado en un 14% de las NMP Ph negativas, siendo
menos frecuente en la TE que en la PV o MFP, y puede coexistir tanto con
JAK2V617F como con mutaciones de CALR (menos frecuente). Asimismo, las
mutaciones de TET2 también se han descrito en otras neoplasias mieloides,
especialmente en SMD (20-30%) y LMMC (20-45%) %°. Las mutaciones de
TET2 se adquieren a nivel de las HSC %°, bien antes o después de JAK2V617F
195 Un estudio realizado en una amplia serie de pacientes ha demostrado que
las mutaciones de TET2 se adquieren predominantemente antes que
JAK2V617F *°,

La primera demostracion del papel de las mutaciones de TET2 en la
hematopoyesis de las NMP se puso de manifiesto mediante un modelo murino
basado en xenotrasplante. Las células CD34+ JAK2V617F/TET2 mutadas
injertaban de forma mas eficaz en los ratones NOD/SCID en comparacion con
aquellas células CD34+ JAK2V617F/TET2 no mutadas *. Mas recientemente,
4 modelos murinos knock-out han demostrado de forma similar que la pérdida
de funcion de TET2 favorece la autorrenovacion de las HSC y el desarrollo de
NMP similar a LMMC *°°%_ Adicionalmente, las mutaciones de TET2 se han
descrito en pacientes de edad avanzada que desarrollan una hematopoyesis

clonal pero sin evidencia de enfermedad hematoldgica °®. Todos estos datos
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sugieren, por lo tanto, que las mutaciones de TET2 confieren ventaja clonal a
nivel progenitor mas que conducir a la diferenciacion y sobreexpresion de

células maduras caracteristica de las NMP.

Para discernir el efecto de la coexistencia de JAK2V617F y mutaciones
de TET2 a nivel progenitor, Chen y col y Kameda y col, generaron modelos
murinos JAK2/TET2. Ambos grupos observaron que los ratones con
coexistencia de las dos mutaciones (JAK2V617F/TET2 mutado) presentaban
una ventaja proliferativa de las HSPC y una marcada expansion de los
precursores mieloides y eritroides comparado con los ratones soélo con
JAK2V617F o s6lo con TET2 mutado 2°+2%,

Recientemente, Ortmann y col han genotipado colonias hematopoyéticas
de pacientes con NMP JAK2 y TET mutadas con el objetivo de elucidar el
efecto del orden de adquisicion de las mutaciones. Estudiaron los progenitores
mas inmaduros de 13 pacientes (JAK2-first n=7, TET2-first n=6). Demostraron
gue los pacientes TET2-first presentaban un predominio de progenitores
mieloides comunes (p=0,001). Por el contrario, los progenitores
megacariociticos y eritroides eran mas prevalentes en los pacientes JAK2-first
(p<0,001), sugiriendo que la mutacion JAK2V617F confiere una mayor
capacidad de diferenciacién hacia células mas maduras ®. Estos autores han
sugerido que el orden de las mutaciones podria modificar el fenotipo de las
NMP. En este sentido, en comparacion con los pacientes TET2-first, los JAK2-
first eran mas jovenes, tenian con mayor frecuencia un fenotipo de PV vy, a

pesar de la edad, presentaban una mayor probabilidad de trombosis °.

Todos estos datos sugieren que las mutaciones de TET2 favorecen la
proliferacion y, por lo tanto, contribuyen a la dominancia clonal a nivel
progenitor y que las mutaciones V617F del gen JAK2 participa en la
diferenciacion de las células mutadas con la consiguiente expresion fenotipica
de las NMP. Esta hipotesis es congruente con el hecho que la carga mutacional
de JAK2V617F a nivel progenitor en los pacientes con TE y PV es baja, pero
en las fases mas avanzadas de la enfermedad, en las cuales es mas probable
la presencia de mutaciones adicionales en genes epigenéticos, hay un

predominio del clon mutado.
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DNMT3A

El gen DNMT3A (DNA methyltransferase 3 A) esta localizado en el
cromosoma 2p23 y codifica para un ADN metiltransferasa. Aunque se han
descrito mutaciones a lo largo de toda la secuencia codificante del gen,
sobretodo se hallan en el exon 23 de DNMT3A y la mas frecuente es la de la
posicion R882. Las mutaciones dan lugar a una pérdida de funcion de la
proteina. La frecuencia de las mutaciones en DNMT3A se ha descrito en
aproximadamente el 10% de los pacientes con PV o MFP, siendo mayor en
casos de transformacion blastica *°*. Las mutaciones de DNMT3A se han
relacionado con un peor pronodstico y una supervivencia reducida en los
pacientes con LAM, pero no existen estudios que demuestren su impacto en el

prondstico y la supervivencia en los pacientes con NMP 2%,

En un modelo murino knock-out en el cuél se eliminé el gen DNMT3A a
los ratones, se demostré que la pérdida de dicho gen produce una expansion
del compartimento de células HSC 2%, sugiriendo que las mutaciones de
DNMT3A, igual que las de TET2, confieren una ventaja proliferativa y como
consecuencia, contribuyen al desarrollo de dominancia clonal, resultados
similares a los obtenidos por Nangalia y col ?®°. No obstante, las mutaciones en
DNMT3A también podrian participar en la presentacion del fenotipo de NMP,
de acuerdo con un modelo murino de R882H en el cuél los ratones

desarrollaron proliferacién mieloide y trombocitosis 2°”.

Lundberg y col reportaron que estas mutaciones podian adquirirse antes
o después de JAK2V617F *°. En la misma linea, se han genotipado colonias
de 13 pacientes con NMP con mutacion en DNMT3A (con coexistencia de
JAK2V617F n=10; de MPL n=2: de CALR n=1). En los ocho pacientes en los
cudles se pudo determinar el orden de las mutaciones, se observé que los 4
pacientes con DNMT3A-first desarrollaban un cuadro clinico compatible con
TE, mientras que aquellos que adquirian DNMT3A de forma secundaria

desarrollaban un fenotipo méas préximo a PV o MF post PV °°.
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ASXL1

El gen ASXL1 (Additional Sex Combs-Like 1) se localiza en el
cromosoma 20qg11.21 y codifica una proteina implicada en el remodelamiento
de la cromatina. Se han detectado mutaciones que producen un codon stop
(nonsense) o una alteracion de la pauta de lectura y que se localizan
fundamentalmente en el exdn 12 de este gen. Estas mutaciones hacen que se
pierda el dominio PHD en la regién carboxiterminal 2°22%. Su frecuencia es baja
en TE (4%) y PV (7%), siendo mucho mas alta en casos evolucionados a MF o
en la MFP (20%) 112208,

En un modelo murino knock-out se observo que la pérdida de funcion de
ASXL1 se asociaba a un fenotipo con caracteristicas de MF y SMD: anemia,
leucopenia, displasia, hematopoyesis extramedular y esplenomegalia ?°. De
forma interesante, en este mismo trabajo se demuestra que la pérdida de
ASXL1 también se asocia a una disminucion de la capacidad de
autorrenovacion de las HSC, pero que se recupera con la coexistencia de
mutacion en TET2, un gen frecuentemente co-mutado con ASXL1 en los

pacientes con SMD #°.

EZH2

El gen EZH2 (enhancer of zeste homolog 2) se localiza en el cromosoma
7935 y codifica para una proteina con actividad metiltransferasa que pertenece
al complejo polycomb repressor complex 2 (PRC2) que regula negativamente
la expresion de genes. Las mutaciones de este gen son mucho mas frecuentes
en pacientes con MFP o MF post-PV/TE y menos frecuentes en TE y PV, por lo
gue se le atribuye un papel importante en la transformacion mielofibrética.
También se pueden detectar en otras neoplasias mieloides y linfoides 2723,
Se asocian a un mal pronostico en la MFP, con reduccion de la supervivencia

global y un riesgo aumentado de transformacién a LA 2.

Son mutaciones de pérdida de funcion como muestra el hecho de que
los ratones EZH2 knock-out simulen un fenotipo de SMD/NMP ?**. Ademas, la
expresion simultdnea de mutacion en el gen TET2 daba lugar a una
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exacerbacion del cuadro clinico inducido en los ratones, sugiriendo que su
funcién principal recae en la progresién de la enfermedad ?'°. El efecto de las
mutaciones de EZH2 en las NMP ha sido también estudiado por Shimizu y col
1% Han demostrado que las mutaciones de JAK2V617F y de EZH2 contribuyen
de forma sinérgica en las HSC al desarrollo de las NMP. Asimismo,
demuestran que el fenotipo de los ratones JAK2V617F se acentla cuando
también presentan EZH2 mutado, con una trombocitosis y neutrofilia mas
destacada y con mas probabilidad de evolucion a MF y una reduccion de la
supervivencia. Estos ratones, ademas, presentan una expansion de las HSC y
HPC vy mayor diferenciacion megacariopoyética en detrimento de la

eritropoyesis.

IDH1/IDH2

Los genes IDH (isocitrate dehydrogenase) 1 e IDH2 se localizan en los
cromosomas 2q33.3. y 15026.1, respectivamente, y codifican para las
proteinas isocitrato deshidrogenasa 1 y 2 que estan implicadas en la
transformacion del NADP+ a NADPH. Las mutaciones en estos genes se
describieron inicialmente en gliomas y posteriormente en LA de novo y son
infrecuentes en otros tumores. Como consecuencia de las mutaciones en
IDH1/IDH2 se altera el metabolismo del isocitrato produciéndose un metabolito
que inhibe a TET2 ?*’. En las NMP Ph- dichas mutaciones son infrecuentes en
la fase crénica, pero se detectan en aproximadamente en 22% de los casos de

fase blastica %*8,

Mutaciones en genes implicados en la maquinaria del splicing

Las mutaciones en los genes implicados en el procesamiento del ARN
mensajero (o splicing) han sido descritas en neoplasias hematoldgicas e
incluyen los genes: SF3B1, SRSF2 y U2AF1 ?'° Los cuatro genes codifican
para proteinas que forman parte del complejo proteico que realiza el

procesamiento del ARN mensajero.
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Las alteraciones en el gen SF3B1 (Splicing Factor 3B, subunit 1), que
codifica para un componente basico de la maquinaria de empalme de ARN, se
han reportado en el 2-4 % de los casos con NMP. Dichas mutaciones se han
descrito sobre todo en SMD, especialmente en la ARSA (ARSA o ARSA-t)
donde pueden encontrarse hasta en 65% de los casos **°. Cabe destacar que
en la RARS-t, SF3B1 puede asociarse a JAK2V617F. Por otra parte, las
mutaciones en el gen SRSF2 (Splicing Factor Serine/Arginine-Rich 2), las méas
frecuentes en genes del splicing, se detectan en LMMC, asi como SMD, MF y
NMP evolucionadas a LAM 21227223 Confieren un pronéstico desfavorable
especialmente en la MFP ?**. Finalmente, las mutaciones de U2AF1 (U2 Small
Nuclear RNA Auxiliary Factor) se asocian a una intensa anemia Yy

trombocitopenia en MFP 2°.

Un punto importante a destacar es que todas estas mutaciones son
especialmente prevalentes en los pacientes con MF triple negativas, es decir,

aguellos que carecen de mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR.

Mutaciones en genes involucrados en la progresiéon a leucemia aguda

Se han descrito mutaciones en el gen supresor de tumores TP53 en
alrededor del 40-50% de los casos con LA post NMP. Dichas mutaciones
incluyen tanto mutaciones missense como deleciones del gen TP53 o
amplificaciones del cromosoma 1q que codifica para MDM4, un factor inhibidor
de TP53 . En la fase crénica de la NMP se pueden hallar mutaciones de
TP53 en estado heterocigoto, pero la evolucion a LA se asocia a la adquisicion
de la mutacion en el segundo alelo ***. Rampal y col demostraron, mediante un
modelo murino, que la expresion de JAK2V617F combinado con la pérdida de
TP53 conducia a un cuadro compatible con LA in vivo ?°°. Mas recientemente,
otro grupo ha demostrado que los ratones trasplantados con progenitores
hematopoyéticos JAK2V617F/TP53" fallecian a los 46,5 dias (mediana) post-

+/+

trasplante en contraste con los ratones JAK2V617F/TP53™", la mayoria de los
cuales estaban sanos a los 120 dias. Observaron que los ratones que habian

sido transfectados con JAK2V617F/TP53” habian desarrollado infiltracion
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leucémica con acumulacion de eritroblastos, cuadro compatible con una

eritroleucemia %',

Se han descrito mutaciones en otros genes que también estarian

asociados a la transformacion leucémica, como IDH1/IDH2, IKZF1 y RUNX1
228,229
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS
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Las neoplasias mieloproliferativas JAK2V617F mutadas se caracterizan
por la coexistencia de progenitores clonales JAK2V617F mutados y no
mutados. El conocimiento de la carga mutacional de JAK2V617F y de las
mutaciones non-driver a nivel de los progenitores hematopoyéticos podria
proporcionar informacion sobre la base biolégica de los cambios clinicos
evolutivos, especialmente, la transformacion a mielofibrosis y leucemia aguda.
Asimismo, la carga mutacional a nivel progenitor también podria tener alguna
influencia en la respuesta al tratamiento.

Algunos autores postulan que las NMP CALR mutadas son una entidad
distinta de las JAK2 mutadas, tanto desde el punto de vista biolégico, como
clinico y pronéstico. Estas observaciones podrian ser la consecuencia de un

comportamiento diferente a nivel de los progenitores hematopoyéticos.

En este contexto, los objetivos que planteamos de los trabajos de investigacion

fueron los siguientes:

1. Caracterizar las subpoblaciones de progenitores hematopoyéticos
(CD34+CD38- y CD34+CD38+) y cuantificar la carga mutacional de dichas

subpoblaciones en pacientes con PV.

2. Correlacionar la carga mutacional de JAK2V617F a nivel de los progenitores
con la fase evolutiva de la enfermedad, la carga mutacional de JAK2V617F

en los granulocitos y la presencia de mutaciones adicionales.

3. Determinar las diferencias en el tamano del clon mutado de los

progenitores hematopoyeéticos segun el genotipo CALR o JAK2V617F.
4. Investigar la influencia del tratamiento con inhibidores de JAK2 en la

evolucibn de la carga mutacional a nivel de los progenitores

hematopoyeéticos.
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Trabajo 1.

Dominancia clonal, mutaciones en las stem cells y patron evolutivo de

JAK2V617F en la policitemia vera.

Angona A, Alvarez-Larran A, Bellosillo B, Martinez-Avilés L, Camacho L,
Fernandez-Rodriguez C, Pairet S, Longardon R, Ancochea A, Senin A, Florensa
L, Besses C. Hematopoietic clonal dominance, stem cell mutations, and
evolutionary pattern of JAK2V617F allele burden in polycythemia vera. Eur J
Haematol 2015; 94: 251-7.
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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la carga mutacional de
JAK2V617F en los progenitores hematopoyéticos de pacientes con PV y
correlacionarla con la fase evolutiva de la enfermedad y con la presencia de
mutaciones adicionales. La carga mutacional de JAK2V617F se cuantifico en
CD34+CD38- (HSC), CD34+CD38+ (HPC) y granulocitos de 45 pacientes con
PV (fase crdnica temprana n=26, fase crénica tardia n =10, MF post-PV n = 9).
Ademas, se hizo un screening de mutaciones adicionales (TET2, ASXL1,
DNMT3A, TP53, SF3B1, SRSF2 y U2AF1) en granulocitos y, en los casos con
mutaciones, se cuantific6 la carga mutacional a nivel de las células
progenitoras. Por ultimo, se evalud si la determinacién de la carga mutacional
de JAK2V617F en granulocitos de sangre periférica puede ser util para
identificar aquellos pacientes que presentan dominancia clonal a nivel de los
progenitores hematopoyeéticos.

La cuantificacion de JAK2V617F en las células CD34+CD38- de los
pacientes con MF post-PV fue del 71%, frente al 27% y 12% en los pacientes
con PV en fase crbnica tardia y temprana respectivamente (p<0,001). Se
obtuvieron resultados similares en los progenitores hematopoyéticos
CD34+CD38+. En cambio, la cuantificaciéon de JAK2V617F en granulocitos no
mostrd diferencias significativas entre los tres grupos de pacientes siendo del
77%, 72% y 60% en fase mielofibrosis, crénica tardia y crénica temprana,
respectivamente. Ninguno de los 26 pacientes analizados en la fase cronica
temprana mostré6 dominancia del clon JAK2V617F a nivel de los progenitores
hematopoyéticos en comparacién con el 10% de los pacientes analizados en
fase cronica tardia y el 78% de los pacientes en fase de mielofibrosis.

Se detectaron mutaciones adicionales en 4 (9%) pacientes, 3 de ellos
correspondian a fase crdnica temprana y uno al grupo de mielofibrosis. Los
genes mutados fueron TET2 (n=3) y DNMT3A (n=1). Dos de los tres pacientes
con mutaciones adicionales al diagndstico presentaban dominancia del clon
con mutacién en TET2 y DNMT3A, respectivamente. El andlisis mutacional de
las colonias eritroides obtenidas mediante cultivo permitié establecer el orden
de adquisicién de las mutaciones en 2 pacientes, ambos estudiados en fase

cronica temprana. En uno de ellos la mutacion de TET2 precedi6 a la
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adquisiciéon de JAK2V617F, mostrando a su vez dominancia del clon TET2,
mientras que en el otro paciente la mutacion de JAK2V617F fue anterior a la de
TET2 siendo el Unico caso con mutacién adicional que no mostraba dominancia
clonal.

Finalmente, la cuantificacion puntual de JAK2V617F en los granulocitos
no resultd ser de utilidad para identificar correctamente la existencia de
dominancia clonal a nivel de los progenitores hematopoyéticos. La
determinacién del patrén evolutivo de JAK2V617F mostrd una alta sensibilidad,

pero con una especificidad y valor predictivo positivo bajos.

En conclusion, la dominancia clonal a nivel de los progenitores
hematopoyéticos puede estar presente al diagndstico, especialmente en los

pacientes con mutaciones adicionales.
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Copia del Trabajo 1.

Se sustituye la copia del Trabajo 1 (correspondiente a las paginas 75-81 de la
tesis) por su referencia bibliografica para su incorporacion al repositorio “Tesis

Doctorales en Red”

Angona A, Alvarez-Larran A*, Bellosillo B, Martinez-Avilés L, Camacho L,
Fernandez-Rodriguez C, Pairet S, Longardon R, Ancochea A, Senin A, Florensa
L, Besses C. Hematopoietic clonal dominance, stem cell mutations, and
evolutionary pattern of JAK2V617F allele burden in polycythemia vera. Eur J
Haematol 2015; 94(3): 251-257.
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Trabajo 2.

Caracterizacion de los progenitores hematopoyéticos CD34+ en las neoplasias
mieloproliferativas JAK2V617F y CALR mutadas.

Angona A, Alvarez-Larran, Bellosillo B, Longarén R, Camacho L, Fernandez-
Rodriguez C, Pairet S, Besses C. Characterization of CD34+ hematopoietic
progenitor cells in JAK2V617F and CALR-mutated myeloproliferative
neoplasms. Leuk Res 2016.;48:11-15.
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Resumen

Las mutaciones JAK2V617F y las del exén 9 del gen CALR son las
alteraciones genéticas mas frecuentes en las NMP Ph negativas. El objetivo del
presente estudio fue comparar la proporciéon de progenitores hematopoyéticos
mutados de acuerdo con el genotipo CALR o JAK2V617F. Para ello se
cuantificO la carga mutacional de las células CD34+CD38- (HSC),
CD34+CD38+ (HPC) y de los granulocitos de 138 pacientes: 51 PV (todas
JAK2 mutadas), 58 TE (35 JAK2V617F y 23 CALR mutadas) y 29 MF (20
JAK2V617F y 9 CALR mutadas). Los progenitores hematopoyéticos de los
pacientes con TE CALR-mutada mostraron una carga mutacional mas alta que
los pacientes con TE JAK2V6127F-mutada (HSC: 40% vs 7,5%, p<0.001, HPC:
33% vs 8%, p<0,001). En cuanto al genotipo CALR, no hubo diferencias
significativas en la carga mutacional de las HSC entre los pacientes con TE y
MF (40% vs 48%, p=0.1). Por lo que respecta al genotipo JAK2V617F, los
pacientes con TE mostraron una menor carga mutacional que los pacientes con
PV, tanto de las HSC (7,5% versus 17%, p=0,002) como de las HPC (8%
versus 27%, p<0,001) mientras que los pacientes en fase de mielofibrosis la
dominancia clonal fue un hallazgo constante. En conclusion, la proporcion de
progenitores hematopoyéticos mutados es diferente de acuerdo con el genotipo
de la NMP. Los progenitores hematopoyéticos de las NMP con genotipo CALR

presentan una elevada carga mutacional tanto en la TE como en la MF.
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Copia del Trabajo 2.

Se sustituye la copia del Trabajo 2 (correspondiente a las paginas 84-88 de la
tesis) por su referencia bibliografica para su incorporacion al repositorio “Tesis

Doctorales en Red”

Angona A, Alvarez-Larran A*, Bellosillo B, Longarén R, Camacho L, Fernandez-
Rodriguez C, Pairet S, Besses C. Characterization of CD34+ hematopoietic
progenitor cells in JAK2V617F and CALR-mutated myeloproliferative
neoplasms. Leuk Res 2016.;48:11-15.
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Trabajo adicional.

Dinamica de la carga mutacional de JAK2V617F en las células progenitores

CD34+ en pacientes en tratamiento con ruxolitinib.

Angona A, Alvarez-Larran A, Bellosillo B, Longarén R, Fernandez-Rodriguez
C, Besses C. Dynamics of JAK2V617F allele burden of CD34+ haematopoietic
progenitor cells in patients treated with ruxolitinib. Br J Haematol 2016; 172 (4):
639-42 .

Se adjunta el documento como Anexo (ver anexos).
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Resumen

El tratamiento con Ruxolitinib ha demostrado reducir la esplenomegalia y
mejorar la sintomatologia de los pacientes con PV y MF, con un efecto limitado

en la disminucion de la carga mutacional a nivel de los granulocitos.

El objetivo del presente estudio fue analizar la evolucion de la carga
mutacional de JAK2V617F en las células CD34+CD38- (HSC), CD34+CD38+
(HPC) y en los granulocitos de 7 pacientes con NMP (PV n=4, MF secundarias
n=3) durante los primeros 12 meses de tratamiento con dicho farmaco. En 5
pacientes se observo que la carga mutacional a nivel de las HSC se mantenia
estable (> 50% y < 50% en 3 y 2 pacientes, respectivamente). Por el contrario,
dos pacientes presentaron variaciones de la carga mutacional a este nivel: un
aumento del 22 al 47% y un descenso del 54 al 27%. Con respecto al
compartimento de células HPC, la carga mutacional se redujo a los 6 meses de
tratamiento en 3 pacientes, pero ésta no se confirmé a los 12 meses.
Finalmente, los granulocitos fueron la poblacion que presentd menor
modificacion de la carga mutacional de JAK2V617F durante el tratamiento con
ruxolitinib, sin que ningln paciente presentase respuesta molecular segun los
criterios ELN 2013.

Adicionalmente, se analizd la presencia de mutaciones adicionales
(TET2, DNMTS3A, TP53, ASXL1, SF3B1, SRSF2 y U2AF1) que pudieran jugar
un papel en la dinamica de la carga mutacional. Se hallaron 2 mutaciones en
TET2 (p.R1179fs y p.E1483X) en un paciente con PV. Se cuantificd, asimismo,
la carga mutacional de ambas mutaciones, sin variaciones significativas en
ninguna de las tres poblaciones celulares. Estos resultados sugieren que
Ruxolitinib tiene un escaso efecto sobre la carga mutacional de JAK2V617F de

las stem cells, células progenitoras y granulocitos.

90



91

DISCUSION



Trabajo 1.

Dominancia clonal, mutaciones en las stem cells y patrén evolutivo de

JAK2V617F en la policitemia vera.

En el presente estudio observamos que los pacientes en fase cronica
tardia presentaban una mayor carga alélica de JAK2V617F en las células
CD34+ que los pacientes en fase cronica temprana. Sin embargo, al comparar
los pacientes en fase cronica tardia con los pacientes en fase de MF post-PV,
la carga mutacional de JAK2V617F era muchisimo mas alta en estos ultimos,
de tal forma que la dominancia clonal estaba presente en el 10% de los
pacientes en fase cronica tardia, a diferencia del 80% de los pacientes en fase
de MF post-PV. Teniendo en cuenta que el periodo entre el diagnéstico y el
momento del estudio fue similar en pacientes en fase cronica tardia y en la MF
post-PV, estos resultados apoyarian el hecho de que la aparicion de MF post-
PV no es solo una cuestion de tiempo y, por lo tanto, otros factores deben estar
involucrados como podria ser la pérdida de heterocigosidad de 9p24 (9pLOH) y

la adquisicién de mutaciones adicionales.

En este sentido, en el presente estudio se evalué la presencia de
mutaciones en TET2, ASXL1, DNMT3A, TP53, SF3B1, SRSF2 y U2AF1. Tres
pacientes presentaron mutaciones en TET2 y 1 en DNMT3A. De estos 4
pacientes, uno mostraba dominancia clonal de JAK2V617F y dos de TET2 y
DNMT3A, respectivamente. Un aspecto importante a destacar es que estos 3
pacientes presentaban la mutacién adicional ya en el momento del diagnostico
y, en dos de ellos, pudimos demostrar la dominancia clonal en el diagnostico.
Por lo tanto, se podria especular que la dominancia clonal puede estar
presente al inicio de la enfermedad, especialmente en aquellos casos en los

que existen mutaciones adicionales a JAK2V617F.

En cuanto a la evolucion clonal, se ha reportado que en la mayoria de
casos con mutaciones en TET2, éstas se habian adquirido antes que
JAK2V617F, mientras que en una minoria de pacientes la mutacion
JAK2V617F habria precedido a la de TET2 °1% Para elucidar este aspecto,
nos hemos centrado en los cuatro pacientes portadores de JAK2V617F y otras
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mutaciones. A través de cultivo de colonias, pudimos determinar el orden clonal
en 2 de los 4 pacientes. En uno de ellos la mutacion de JAK2 se adquirio antes
que la de TET2 mientras que en el otro paciente la mutacion de TET2 se
adquirié previo a JAK2V617F. En los otros dos pacientes, no se pudo dilucidar
la jerarquia clonal, si bien se demostro la existencia de recombinacién mitotica
de JAK2V617F con un claro predominio de colonias homocigotas. Es
importante destacar que tres de estos cuatro pacientes presentaban
dominancia clonal sugiriendo una ventaja proliferativa de los clones con
mutaciones adicionales. Ademas, el Unico caso con mutaciéon adicional que no
presentaba dominancia clonal era precisamente aquel en el cual JAK2V617F
habia precedido a TET2. Estos resultados y los de otros autores sugieren que
la presencia de mas de una mutacién y el orden de adquisicién de las mismas
en las HSC podria jugar un papel en el desarrollo de dominancia clonal y por

tanto en el curso evolutivo de la PV 80146195

En los pacientes con MF post-PV hemos observado una media de carga
mutacional de JAK2V617F > 70% tanto en HSC, HPC como en granulocitos, de
tal forma que el 78% de los pacientes presentaban dominancia del clon
JAK2V617F. Sin embargo, tan solo 1 paciente con MF post-PV presentaba
mutaciones adicionales. Estos hallazgos sugieren que en la MF post-PV la
9pLOH juega un papel mas importante en el desarrollo de dominancia clonal
gue las mutaciones adicionales. Por tanto, el desarrollo de dominancia clonal
debido a la presencia de mutaciones adicionales podria tener un significado
clinico y pronostico diferente. En este sentido, Lundberg y col reportaron la
presencia de mutaciones adicionales en el 37% de pacientes con PV mediante
analisis de panel NGS con 104 genes, presentando estos pacientes un mayor

riesgo de transformacién a LA **°.

Una limitaciéon del presente estudio es la baja frecuencia de mutaciones
adicionales detectadas, que contrasta con el 37% - 62% reportada por otros
grupos 2:® Asimismo, se ha descrito una mediana de 6,5 mutaciones por
paciente con PV mediante secuenciacién del exoma *3. Esta baja frecuencia de
mutaciones detectadas en nuestra serie puede deberse a aspectos
metodoldgicos ya que no todos los genes fueron estudiados mediante NGS. En

concreto, las mutaciones en TET2 y DNMT3A se analizaron mediante
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secuenciacion Sanger, una técnica que requiere la presencia de la mutacién en
una carga superior al 10-20% para ser detectada. Ademas, en la técnica
empleada se seleccionaron los exones con mayor frecuencia de mutaciones
mientras que en los otros trabajos se analizé la totalidad de los exones #8146,
Por otro lado, en nuestro estudio se analizaron un total de 7 genes, un nimero
muy inferior al de otros estudios en los que se ha reportado una mayor

prevalencia de mutaciones #3814,

La identificacion de dominancia clonal o de mutaciones adicionales no
estda disponible en la préactica diaria. Por ello, seria de una gran utilidad
disponer de una herramienta capaz de identificar a aquellos pacientes con
mayor probabilidad de presentar dominancia clonal o mutaciones adicionales.
Para ello, utilizamos curvas ROC para determinar si la carga mutacional de
JAK2V617F en los granulocitos podria constituir un marcador de dominancia
clonal. En este sentido, tanto la determinacién puntual de JAK2V617F en un
momento puntual como la monitorizacion de JAK2V617F durante la evolucion
de la enfermedad demostraron una baja especificidad para predecir la
presencia de dominancia clonal. Esta baja especificidad se explicaria por la
existencia de un elevado nimero de casos con JAK2V617F persistentemente
elevado o con un patron evolutivo cambiante en los que no se existia

dominancia clonal de JAK2V617F en los progenitores hematopoyéticos.

En conclusion, el porcentaje de células CD34+ con mutacion V617F del
gen JAK2 en los pacientes con PV aumenta durante la evolucion de la
enfermedad. En la MF post-PV existe un predominio de progenitores
hematopoyéticos JAK2V617F mutados probablemente como consecuencia de
la expansion de los clones homocigotos. En el momento del diagndstico de la
PV puede existir hematopoyesis clonal debido a la expansién de clones con

mutaciones adicionales.
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Trabajo 2.

Caracterizacién de los progenitores hematopoyéticos CD34+ en las
neoplasias mieloproliferativas JAK2V617F y CALR mutadas.

Alrededor del 90% de los pacientes con MPN son portadores de al
menos una mutacion somatica, siendo JAK2V617F la mas frecuente (69%),
seguido de las mutaciones en el exén 9 del gen CALR (15%) *°. En el presente
estudio hemos evaluado la carga mutacional de los progenitores
hematopoyéticos (HSC y HPC) y granulocitos de 138 pacientes MPN. Los
hallazgos principales fueron la demostracion de una carga mutacional
significativamente mas alta a nivel de progenitor en la TE con genotipo CALR
que en la TE JAK2V617F-mutada. Ademas, los pacientes con NMP con
genotipo CALR presentaron una carga mutacional similar tanto en la TE como
en la MF.

Se ha propuesto que la PV y la TE con mutacion en JAK2V617F
representan un espectro biolégico de la misma enfermedad modulada por
diferentes factores tanto adquiridos como constitucionales *°*. Asi, la presencia
de colonias JAK2V617F homocigotas es un hallazgo constante en la PV pero
rara vez se observa en la TE *°. Por otra parte, Godfrey y col, utilizando la PCR
de microsatélites para estudiar la pérdida de heterocigosidad, han observado
que la PV esta asociada con la expansién de un clon homocigoto dominante °’.
Ademas, se han descrito otros factores que podrian participar en la adquisicion
de un fenotipo particular incluyendo el polimorfismo HBS1L-MYB (rs9376092)
85

, un defecto en la fosforilacién de STAT1 ' y el orden de adquisicién de

mutaciones adicionales &°.

En el presente trabajo hemos observado un aumento de la carga
mutacional de JAK2V617F a nivel de los progenitores hematopoyéticos de
acuerdo con el fenotipo, siendo mayor en los pacientes con PV en comparacion
con los pacientes con TE, resultados similares a los obtenidos por otros grupos
6768 Estos hallazgos estan en concordancia con los resultados de los estudios
murinos transgenicos que representaron la primera evidencia de que el nivel de

expresion de JAK2V617F influia en el fenotipo de NMP 2, Por otra parte,
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cuando analizamos los pacientes con MF JAK2 mutados observamos que la
carga mutacional a nivel progenitor era mayor del 50% en la mayoria de ellos,
indicando, por lo tanto, una alto porcentaje de pacientes con dominancia clonal,
resultados superponibles a los obtenidos en otras series de pacientes °"®,
Todos estos datos apoyan la hipoétesis que la TE y PV representan un espectro

bioldgico de una misma enfermedad y que la MF seria un evento tardio.

A finales del afio 2013, el descubrimiento de mutaciones en el exén 9 del
gen CALR en la mayoria de pacientes con TE y MF JAK2 y MPL negativas
supuso un gran avance en el conocimiento molecular de estas enfermedades,
caracterizando un grupo de pacientes con TE con diferencias clinicas y
biolégicas respecto los pacientes con mutacién de JAK2 **#4. En primer lugar, y
de acuerdo con el hecho de que JAK2V617F — en contraste con CALR - activa
no solamente la linea megacariocitica, sino también la eritroide y la
granulocitica, los pacientes con TE JAK2 mutados presentan una hemoglobina
y leucocitos superiores y una cifra de plaquetas inferior en comparacion con los
pacientes CALR mutados **"71%2. Asimismo, se ha descrito un riesgo inferior de
complicaciones tromboticas en los pacientes con mutacion de CALR en
comparacién con los JAK2 mutados *+*°"1%8181 por otro lado, otros autores
postulan diferencias también a nivel molecular entre estas dos entidades. Asi,
mediante analisis de PICX, se ha descrito clonalidad en el 88% y 26% de
pacientes con mutacién de CALR y JAK2V617F, respectivamente ***. Ademas,
existe una gran diferencia entre estos dos grupos de pacientes en cuanto a la
carga mutacional de los granulocitos que representa aproximadamente el 15%
en la TE JAK2 mutada en comparacion con el 40% en la TE CALR mutada *°’.
En este sentido, en nuestro estudio pudimos demostrar también diferencias
estadisticamente significativas en la carga mutacional de los progenitores
hematopoyéticos en los pacientes con TE de acuerdo con el genotipo, siendo
superior en los pacientes CALR mutados respecto los pacientes con mutacion
JAK2V617F. Este hallazgo apunta, por tanto, a una mayor ventaja proliferativa
de las mutaciones de CALR a nivel de las HSC en comparacion con la
mutacion JAK2V617F, dato que apoyaria que se trataria de dos entidades
distintas. Algunos autores han descrito que la adquisicion de la mutacion

JAK2V617F es un evento tardio mientras que las mutaciones de CALR son
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tipicamente eventos iniciales *®

, un hallazgo que también podria justificar la
diferente carga mutacional observada a nivel de los progenitores entre ambos

genotipos.

De forma interesante, cuando comparamos la carga mutacional a nivel
de las células CD34+ entre los pacientes con TE y MF CALR mutados, no
hallamos diferencias estadisticamente significativas. La existencia de un clon
mutado expandido a nivel progenitor en los pacientes con TE con mutacion de
CALR indicaria que la TE y MF CALR mutada constituirian, a su vez, un
continuo de una misma enfermedad. En este sentido, y de acuerdo con esta
hipotesis, se han descrito mas caracteristicas clinicas MF-like (hemoglobina
inferior, LDH superior) y una mayor probabilidad de transformacion a MF en los
pacientes con TE CALR mutados en comparacion con aquellos JAK2V617F
157.158,160-162 * por (jltimo, la histologia de la médula 6sea también es diferente
de acuerdo con el genotipo siendo las anomalias en los megacariocitos mas

frecuentes en la TE CALR mutada que en la TE JAK2V617F **°,

Marty y col, mediante un modelo murino retroviral pudieron demostrar
que los ratones con mutacién de CALR tipo 1 presentaban mayor probabilidad
de progresion a MF y aquellos con mutacion tipo 2 un cuadro clinico mas
préximo a TE 2. Algunos autores observan estas diferencias en el fenotipo y
comportamiento clinico de los pacientes con TE y mutacion del gen de la
CALR, segun el tipo de mutacién que presenten **°. En nuestro subgrupo de
pacientes con TE CALR mutada no encontramos diferencias en la carga
mutacional a nivel progenitor de acuerdo con el tipo de mutaciéon de CALR, si

bien hay que tener en cuenta que el nimero de pacientes analizados es bajo.

Respecto a los pacientes con MF, pudimos demostrar la presencia de
dominancia clonal en la mayoria de pacientes con mutacién V617F de JAK2,
de acuerdo con otros grupos °7

CALR mutados.

y, asimismo, en la mayoria de pacientes

Un punto importante a destacar es que la carga mutacional de
JAK2V617F aumenta de forma progresiva durante la hematopoyesis, de tal

forma que las HSC mostraban una carga mutacional baja, las HPC mostraron
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una carga intermedia y los granulocitos la mas alta. Esta observacion era muy
manifiesta en la PV y, en menor grado, en la TE. En cambio, en el genotipo
CALR la carga mutacional fue similar en las tres poblaciones celulares
estudiadas (en torno al 35-40%) por lo que, asumiendo la presencia de la
mutacion en estado heterocigoto, indica que la mayoria de células son
portadoras de la mutacion. De estos resultados se puede concluir que los
progenitores JAK2V617F-mutados tienen una capacidad de diferenciacion
superior a los progenitores normales mientras que los progenitores portadores

de la mutacion CALR producen una supresion de la hematopoyesis normal.

Finalmente, otro hallazgo del presente estudio fue el aumento progresivo
de la carga mutacional tanto de JAK2V617F como de CALR en las tres
poblaciones durante la evolucion de la enfermedad. Es importante destacar que
en los pacientes con NMP CALR mutadas la dominancia clonal se mantenia
estable durante el seguimiento, sugiriendo una proliferaciéon continua de las

clonas mutadas.

En conclusion, la proporcion de progenitores mutados es diferente
de acuerdo con el genotipo de la NMP. Los pacientes con mutacion de CALR
se caracterizan por una expansion de los progenitores mutados, mientras que
los pacientes con TE y PV JAK2V617F presentan un pequefio porcentaje de

progenitores mutados con una alta capacidad de diferenciacion.

98



Trabajo adicional

Dindmica de la carga mutacional de JAK2V617F en las células
progenitores CD34+ en pacientes en tratamiento con ruxolitinib.

El desarrollo de terapias dirigidas a inhibir JAK2 ha supuesto una nueva
era en el tratamiento de las NMP Ph negativas. Ruxolitinib ha sido el primer
inhibidor de JAK2 aprobado en PV y MF, ha mostrado eficacia en la mejoria de
la sintomatologia y de la esplenomegalia en los pacientes con PV y MF
131132135231 ' No obstante, su capacidad en inducir respuestas moleculares es
escasa, sugiriendo que no actuaria Unicamente sobre las células JAK2
mutadas, tal y como se demuestra por la limitada reduccion de la carga
mutacional de JAK2V617F en los granulocitos durante el tratamiento 33134137,
Asimismo, otro aspecto que indica que su accion no es exclusivamente sobre
las células JAK2 mutadas es la mejoria sintomatica que también presentan los
pacientes con mutaciones en CALR y MPL **°. En el presente estudio
demostramos que ruxolitinib tenia un minimo impacto en reducir la carga
mutacional de JAK2V617F en los granulocitos, pero también en las células
CD34+, sugiriendo una ausencia de capacidad de erradicar la clona
neoplasica, resultados que apoyan la evidencia obtenida en modelos murinos y

en pacientes con MF %8232,

Una primera observacién de nuestra serie es que seis de los 7 pacientes
presentaban esplenomegalia previa al inicio del tratamiento, y en todos ellos
pudimos demostrar una reduccion de la misma durante el seguimiento. Esta
mejoria clinica sin reduccion de la carga mutacional a nivel progenitor podria
explicarse por diferencias de los progenitores hematopoyéticos en el
microambiente entre el bazo y la médula 6sea, siendo los progenitores
esplénicos mas sensibles al tratamiento. Asi, Wang y col han demostrado que
AZD1480, un inhibidor de JAK1/2/3 es capaz de inducir apoptosis en las
células progenitoras esplénicas de pacientes con MF, con la consiguiente

reduccion de la esplenomegalia 2.

Se ha postulado que la adquisicion de mutaciones non-driver adicionales
a JAK2V617F puede tener un papel en la progresion de la enfermedad v,
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probablemente, conllevar una respuesta molecular al tratamiento citorreductor

diferente al esperado %

Un paciente con PV de nuestra cohorte
presentaba, adicionalmente a JAK2V617F, dos mutaciones en el gen TET2.
Durante el tratamiento con ruxolitinib no pudimos demostrar una disminucién de
la carga mutacional de ninguna de las 3 mutaciones ni en las HSC, HPC ni en
los granulocitos. En este sentido, especulando que ruxolitinib tuviera algun
impacto a nivel progenitor, éste seria diferente segun si las mutaciones de
JAK2 y TET2 coexistieran en una misma clona o en dos clonas distintas. En el
primer caso, seria esperable que si ruxolitinib inhibiera JAK2 también tendria
algun efecto en la carga mutacional de TET2. Por el contrario, en el segundo
caso, la inhibicion de JAK2 podria conllevar una ventaja proliferativa a la clona
TET2, con su consiguiente expansiéon. Asimismo, también se ha descrito que el
orden de adquisicion de las mutaciones puede tener impacto en la respuesta al
tratamiento, siendo los progenitores de los pacientes JAK2-first mas sensibles
a ruxolitinib respecto a los de pacientes TET2-first °. En este sentido, y a pesar
de que en el paciente previamente descrito pudimos describir mediante cultivo
de colonias que la mutacién de JAK2V617F se habia adquirido antes que
TET2, no observamos ningun efecto de ruxolitinib en la carga mutacional de

ninguna de las 3 mutaciones.

En conclusién, el tratamiento con ruxolitinib conlleva mejoria clinica y
reduccion de la esplenomegalia en una proporcion importante de pacientes, tal
y como se ha demostrado en ensayos clinicos, pero tiene una capacidad

limitada en modificar la clona neoplasica.
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CONCLUSIONES
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. El porcentaje de células CD34+ con mutacion V617F del gen JAK2 en los

pacientes con PV aumenta durante la evolucion de la enfermedad.

. En la MF post-PV existe un predominio de progenitores hematopoyéticos
JAK2V617F mutados probablemente como consecuencia de la expansion

de los clones homocigotos.

. En el momento del diagnéstico de la PV puede existir hematopoyesis clonal

debido a la expansion de clones con mutaciones adicionales

. La proporcién de progenitores hematopoyéticos mutados es diferente de

acuerdo con el genotipo de la NMP.

. Los pacientes con mutacién de CALR se caracterizan por una expansion de
los progenitores mutados, mientras que los pacientes con TE y PV
JAK2V617F presentan un pequeiio porcentaje de progenitores mutados con

una alta capacidad de diferenciacion.
. El tratamiento con Ruxolitinib tiene escasa capacidad de modificar la carga

mutacional de JAK2V617F en las células CD34+ en los pacientes con PV y
MF.
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