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1.1. INTRODUCCIO A L’HEMATOPOESI

L’hematopoesi és el mecanisme fisioldgic que s’encarrega de produir
continuament els diferents elements formes de la sang periférica i que els
manté dins d’uns valors de normalitat. En I'individu adult, ’hematopoesi té lloc a
la medul-la dssia, teixit que permet 'aniuament, creixement i diferenciacié de
les ceél-lules germinals hematopoétiques. Aquest procés esta regulat per
mecanismes de gran complexitat, en els quals les cél-lules hemopoétiques
interactuen entre si, amb el microambient, amb factors de creixement i amb la

matriu extracel-lular.

1.1.1 Factors de creixement hemopoetics

Fins a I'actualitat s’han identificat més de 25 classes de factors de creixement,
dins dels quals trobem I'eritropoetina (EPO), els factors estimulants de coldnies
(FEC), la trombopoetina (TPO) i les interleucines (IL). Inicialment es pensava
que aquests factors tenien una accio especifica, restringida a una linia cel-lular;
perd meés tard s’ha pogut comprovar que la majoria d’ells actuen de forma
sinérgica entre si [1-4].

L’eritropoetina (EPO) és la principal hormona reguladora de la proliferacio
dels precursors eritroides i la seva diferenciacié a eritrocits. EI gen que la
codifica es localitza al cromosoma 7 (7q11-22). Estimula la formaciéo de
colonies eritroides (BFU-E, de l'anglés burst formation unit-erythroid i CFU-E,
de l'anglés colony formation unit-erythroid). També s’ha descrit un lleuger
efecte estimulador de la EPO sobre la megacariopoesi [4].

El factor estimulant de colonies granulomonocitiques (FEC-GM) o factor
estimulant de colonies a (FEC-a) actua induint el creixement de precursors
granulomonocitics, aixi com dels progenitors granulocitics, macrofagics,
eosinofilics, basofilics i megacariocitics. EI gen que el codifica es localitza al
cromosoma 5 (5923-31).

La trombopoetina (TPO) és el principal factor regulador de la megacariopoesi.
El gen que la codifica es localitza al cromosoma 3 (3926-27). La TPO indueix
directament la proliferacié de CFU-Meg i megacariocits immadurs, i actua en la

fase madurativa de la formacié de proplaquetes [5].
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Les interleucines (IL 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 11) son altres factors de creixement
de les cél-lules hemopoétiques. Cada interleucina té una funcié diferent: hi ha
interleucines que estimulen cél-lules primitives, altres que estimulen el
creixement de cél-lules T, cél-lules B, megacariocits, etc. La interrelacié de les
diferents interleucines amb les diverses linies cel-lulars i progenitors es descriu

en els apartats corresponents.

1.1.2 Accié dels factors de creixement en els progenitors hemopoétics
Entre les ceéllules progenitores eritroides madures hi ha tres linies
compromeses amb ['eritropoesi: la CFU-E, la BFU-E madura i la BFU-E
primitiva. Aquestes BFU-E necessiten la preséncia de certs nivells dEPO i d’IL-
3, i un llarg periode de cultiu perqué es diferenciin a eritroblasts. La més
diferenciada, denominada CFU-E, precisa escassos nivells d’EPO, pero nivells
més elevats d’IL-3, aixi com un periode de cultiu curt per donar origen al primer
element reconeixible de la série eritroblastica (proeritroblast) [6]. La cél-lula
compromesa en la granulopoesi (CFU-GM) prolifera i madura sota I'accié del
FEC-GM i de la IL-3, i origina posteriorment dues cél-lules compromeses, una a
la granulopoesi neutrofila o CFU-G i una altra a la monopoesi o CFU-M.
Aquestes cél-lules originaran, amb posterioritat, el mieloblast i el monoblast,
respectivament [7]. Sobre la CFU-G actua el FEC-GM i el FEC-G, i sobre la
CFU-M, el FEC-GM i el FEC-M.

La série eosinodfila té un progenitor especific, el CFU-Eo, que s’estimula per un
factor segregat fonamentalment pels limfocits T i es denomina FEC-Eo o també
interleucina 5 (IL-5). Sota I'efecte d’aquest factor es produeix la proliferacio i
maduracié cap el primer element de la série reconeixible morfoldogicament, el
mielocit eosinofilic immadur. El mateix passa amb la série basofila; la cél-lula
compromesa d’aquesta linia és la CFU-Ba, que prolifera sota I'accié de la IL-3
[8].

En [l'actualitat es coneixen amb més exactitud les cél-lules germinals
compromeses en la megacariopoesi humana. En 'home es reconeixen, com a
minim, dues classes de precursors megacariocitics capagos de formar colonies
in vitro, el BFU-Meg, que representa el progenitor immadur, i el CFU-Meg o
progenitor madur. La seva diferenciacié cap a la megacariopoesi esta

condicionada, sobretot, per dues classes de factors humorals, els coneguts
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com a factors estimulants de coldonies megacariocitiques (FEC-Meg) que
actuen en fases inicials de la proliferacié megacariocitica, i altres, denominats
factors potenciadors de la megacariopoesi o Mega-pot, indispensables per a la
maduracié dels megacariocits i per a la formacio de plaquetes. Al primer grup
pertanyen la IL-3, el FEC-GM i la IL-6, mentre que la TPO, 'EPO i la IL-11

presenten accio Mega-pot [9,10].

1.2. LA MIELOPOESI

Gracies a les técniques de cultiu in vitro, actualment se sap que en 'lhome
existeix una ceél-lula mare pluripotent amb capacitat de proliferacid, diferenciacio
i autorenovacio, anomenada CFU-LM (colony formation unit-lymphomyeloid) o
cél-lula mare limfomieloide, també coneguda com a CFU-GEMMegL degut a la
seva capacitat de produir colonies in vitro constituides per granulocits, eritrocits,
monaocits, osteoclasts, megacariocits i limfocits Ti B [11, 12].

A partir de la CFU-LM apareixen la cél-lula germinal mieloide (CFU-M o CFU-
Mix) i la cel-lula germinal limfoide (CFU-L). A partir de la CFU-M té lloc la
formacio de tota la série mieloide.

La majoria de les célllules de la medul-la oOssia pertanyen a precursors
granulomonocitics i eritroides amb una proporcié normal de 2 a 1. Els elements
limfoides, les cél-lules plasmatiques i els progenitors mieloides representen el
10% restant de les cél-lules medul-lars. Els basofils, els mastocits i els
macrofags estan presents en escassa proporcido. El percentatge de
megacariocits és molt variable, amb un promig aproximat d’'un megacariocit per
cada 200 cél-lules medul-lars. Convé recordar que si s’aspira més de 0.1 a 0.2
ml de medulla ossia, el nombre de limfocits augmenta per contaminacio

sanguinia [13].
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1.3. LES SINDROMES MIELOPROLIFERATIVES CRONIQUES

El concepte de sindromes mieloproliferatives croniques (SMPC) engloba un
conjunt d’entitats hematologiques amb caracteristiques cliniques i evolutives
molt similars, i d’etiopatogénia probablement comu. Es tracta de processos
caracteritzats per I'expansié clonal d’una cel-lula mare (stem cell) pluripotent,
que déna com a resultat una hipercel-lularitat medul-lar amb predomini d’'una o
més linies que arriben a diferenciar-se en elements madurs. Totes les SMPC
es troben subjectes a evolucio clonal perd en un grau forga variable: un 90%
d’evoluci6 a leucémia aguda en la leucémia mieloide cronica front un 1-2% a la
trombocitemia essencial. Les SMPC classiques comprenen quatre entitats: la
leucémia mieloide cronica (LMC), la mielofibrosi idiopatica (Ml), la policitémia
vera (PV) i la trombocitémia essencial (TE).

L’agrupacio de totes aquestes entitats sota una mateixa categoria té, sobretot,
un sentit clinic. Es tracta de processos d’evolucido cronica, habitualment
esplenomegalics, que solen cursar amb recomptes hematics augmentats
(eritrocitosi, leucocitosi i trombocitosi) en proporcié variable segons I'entitat de
que es tracti, amb frequent eosinofilia i basofilia, i tendéncia a desenvolupar
fibrosi. En ocasions, s'expressen amb quadres frontera, amb manifestacions o
caracteristiques superposables, fet que dificulta el seu encasellament en una
malaltia concreta. Tot i que rarament pot donar-se el pas d’'una entitat a una
altra, aquesta classe d’evolucions reflexa, en realitat, les diferents etapes d’'una

mateixa malaltia més que un auténtic canvi d’entitat clinica.

1.3.1. POLICITEMIA VERA

1.3.1.1. Diagnostic

A la practica clinica, la valoracié d’una eritrocitosi acostuma a ser el primer
parametre que posa de manifest una possible PV. El parametre de laboratori a
avaluar ha de ser 'hematocrit, ja que existeix una millor correlacié entre aquest
i la massa eritrocitaria (citémia), que entre 'hemoglobina i la citemia. En primer
lloc, s’han de definir els valors de referéncia del limit alt de normalitat de
I'hematocrit. Segons Pearson, aquests es situen en 0,51 L/L pels homes i 0,48
L/L per les dones [14]. Un hematocrit augmentat sempre s’hauria de confirmar
en una segona determinacid6 abans de procedir a més exploracions

complementaries. Una vegada confirmat 'augment, es procedeix mitjangant
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meétodes isotopics a la mesura de la massa eritrocitaria o citémia, utilitzant *>'Cr
i del volum plasmatic amb albimina marcada amb '%I.

La definici6 actual d'una eritrocitosi absoluta o massa eritrocitaria
augmentada, és la d’una citémia que excedeixi més del 25% el valor normal
calculat pel pacient, ja que el 98% dels homes i el 99% de les dones tenen
valors del £25% del valor normal calculat per un individu.

L’eritrocitosi relativa es defineix com un increment de I’hematocrit causat per
una disminucié del volum plasmatic, perd amb uns valors de citémia normals o
en el limit alt de la normalitat. En la Figura 1 es pot veure un algoritme

diagnostic de les eritrocitosis.

Figura 1. Orientacio diagnodstica de les eritrocitosis

Eritrocitosi analitica
Ht > 0,51 L/L en homes
> 0,48 L/L en dones

!

recomprovacio

Massa eritrocitaria
-—

Augmentada Normal

(>25% del valor tedric) (<25% del valor tedric)

Eritrocitosi absoluta Eritrocitosi relativa
Primaria Secundaria

/N /N

Congeénita Adquirida Congénita Adquirida
(Policitémia vera)

El Polycythemia Vera Study Group (PVSG) [15] va establir I'any 1975 uns
criteris diagnostics per la PV, que es detallen a la Taula 1. Els criteris es van
establir amb la finalitat d’incloure en protocols clinics terapéutics aquells
pacients amb caracteristiques evidents de la malaltia excloent els pacients amb
eritrocitosis clonals o formes incompletes de la malaltia. Aquests criteris, tot i
que valids, poden excloure pacients amb manifestacions moderades o en la

fase inicial de la malaltia i estan essent desplacats per uns altres que



Introduccio

incorporen els avangos produits els ultims anys en I'estudi de la PV, com els
progenitors eritroides estudiats per cultius in vitro, els marcadors de clonalitat,
els nivells d'eritropoetina i la detecci6 d’esplenomegalia no palpable [16]. La
Taula 2 mostra aquests criteris modificats que sén ampliament acceptats a
Europa. Paral-lelament a aquesta ultima modificacié dels criteris del PVSG, un
grup internacional d'investigadors va col-laborar a la formulacié d'uns criteris pel
diagnostic de la PV. Aquests criteris son els que ha adoptat I'Organitzacié
Mundial de la Salut (OMS) (Taula 3) i es diferencien als proposats pel PVSG en
tres aspectes: 1) formulen el criteri A1 de forma menys estricta; 2) la formacio
endogena de colonies eritroides deixa de ser un criteri menor (B) per passar a
ser un criteri major (A) i 3) inclouen la bidpsia de moll d'os com a criteri menor
(B), dada que fins al moment no havia estat contemplada [17].

Des que es van establir els criteris actualitzats del PVSG o de la OMS, s'han
realitzat grans progressos en el camp dels marcadors moleculars de la PV.
Alguns exemples sén la valoraci6 de l'expressid del receptor de la
trombopoetina (TPO), c-Mpl, en les plaquetes i del gen policitémia rubra vera
(PRV-1) en els granulocits. Es tractaria doncs de dos nous biomarcadors

pendents de validar el seu paper diagnostic.

Taula 1. Criteris diagnostics de la policitemia vera segons el PVSG [15]

Criteris majors Criteris menors

A1 Massa eritrocitaria® B1 Trombocitosi > 400 x 10%/L
Homes > 36 mL/kg L 9
Dones > 32 mL/kg B2 Leucocitosi >12 x 10°/L
i b
A2 Saturacié arterial d'Oy > 92% B3 Index FAG >100
e B4 Vitamina B, sérica >900 pg/mL o
A3 Esplenomegalia CR B1, >2200 pg/mL°

Diagnostic de PV si es compleix:
A1 + A2 + A3
A1 + A2 + 2 criteris categoria B

®Mesura amb >'Cr; Pen abséncia de febre o infeccid; capacitat de transport

lliure de vitamina B+,. FAG: fosfatases alcalines granulocitiques
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Taula 2. Criteris diagnostics de la policitémia vera modificats pel PVSG [16]

Criteris

A1 Augment de la citemia (>25% del valor normal calculat)
A2 Abséncia de causa d’eritrocitosi secundaria
A3 Esplenomegalia palpable
A4 Marcador de clonalitat (ex. cariotip medul-lar anormal)
B1 Trombocitosi (>400 x 10%/L)
B2 Leucocitosi neutrofilica (neutrofils > 10 x 10%/L)
B3 Esplenomegalia demostrada per ecografia o gammagrafia
B4 Creixement endogen de BFU-E caracteristic o disminucié de I'Epo sérica
Diagnostic de PV si es compleix:
A1 + A2 + A3 o A4

A1 + A2 + 2 criteris de la categoria B

BFU-E: unitat formadora de colonies eritroides; Epo: eritropoetina

Taula 3. Criteris diagnostics de la Policitémia Vera segons 'OMS [17]

Criteris

A1 Augment de la citemia (>25% del valor normal calculat), o hemoglobina
>18.5g/dL en homes i >16.5g/dL en dones, o >99 percentil en funcié del
valor de referéncia per edat, sexe i altitud de residéncia

A2 Abséncia de causa d’eritrocitosi secundaria

A3 Esplenomegalia palpable

A4 Marcador de clonalitat (ex. cariotip medul-lar anormal)

A5 Creixement endogen de BFU-E caracteristic (in vitro)

B1 Trombocitosi (>400 x 10%/L)

B2 Leucocitosi neutrofilica (neutrofils > 12 x 10%/L)

B3 Biopsia de moll d'os que mostri panmielosi amb una proliferacié evident
eritroide i megacariocitica

B4 Disminucio d’eritropoetina serica

Diagnostic de PV si es compleix:

A1 + A2 + ABo0A40A5

A1 + A2 + 2 criteris de la categoria B

BFU-E: unitat formadora de colonies eritroides
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1.3.1.2. Etiopatogénia

Com la resta de SMPC, la policitémia vera (PV) és el resultat de la proliferacié
anormal d’una cél-lula mare pluripotent, que déna lloc a una hemopoesi clonal
d’hematies, granuldcits i plaquetes, amb predomini d'hiperplasia eritroide sobre
la resta de linies hemopoétiques. El potencial proliferatiu sembla que no afecta
els progenitors de cel-lules T i NK.

Els primers estudis de clonalitat en la PV es van dur a terme I'any 1976 per
Adamson i Fialkow, a través de l'estudi de I'isoenzim de la glucosa-6-fosfat-
deshidrogenasa en dues dones negres heterozigotes per I'enzim. Aquests
estudis van demostrar que els hematies, els granulocits i les plaquetes tenien el
mateix isoenzim, mentre que els fibroblasts cutanis en tenien de dos tipus, fet
que es va interpretar com a demostracié de clonalitat i del seu origen en una
cél-lula mare hemopoética pluripotent. Analisis posteriors, utilitzant diverses
tecniques moleculars d’estudi de la clonalitat, assenyalen que un 60-80% de
pacients amb PV presenten patr6 clonal en els granuldcits i policlonal en els
limfocits T, i que alguns mostren un patro policlonal en els granulocits, de forma
similar al que succeeix en la trombocitémia essencial [18].

Altres mecanismes presumptament implicats en la patogénia de la PV son les
proteines inhibidores de l'apoptosi i les unitats formadores de colonies
eritroides (BFU-E). Les BFU-E normals necessiten eritropoetina per poder
preservar el seu paper progenitor front el mecanisme avortiu de I'apoptosi. En
els cultius in vitro de progenitors hemopoeétics en pacients amb PV, si bé s’ha
demostrat hipersensibilitat dels progenitors eritroides a I'accio de I'eritropoetina,
s’ha evidenciat, aixi mateix, una capacitat de formacié de colonies Epo-
independent. S’han observat, també, valors elevats de proteina Bcl-x,
inhibidora de I'apoptosi, que podrien explicar perqué aquestes coldonies poden
sobreviure sense eritropoetina [19]. Contrariament, les colonies eritorides de
subjectes normals o afectes d’eritrocitosis secundaries, expressen valors de
proteina Bcl-x. molt disminuits o absents.

Addicionalment, s’ha constatat que el receptor de la trombopoetina (c-Mpl) es
troba també molt disminuit, circumstancia que suggereix que la proliferacioé i
diferenciacié dels megacariocits en la PV és independent de la trombopoetina
[20]. Es tracta, doncs, d’una situacié analoga a la de I'eritropoetina i les BFU-E.

Per tot aix0, s’ha de considerar que la PV s’origina a partir de la proliferacio
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anomala d’'una cél-lula mare pluripotent que adquireix aixi diverses alteracions
genetiques, entre les quals n'hi ha unes que afecten la trombopoetina i el
sistema de Bcl-2. La hipersensibilitat als factors de creixement i citocines (IL-3,
EPO, GM-CSF, IGF-1) dels progenitors eritroides representa, probablement,
una altra de les alteracions implicades. En una accepcié més amplia, la PV
seria una malaltia clonal acumulativa i no invasiva que es desenvoluparia sota
'accio d’aquests sistemes reguladors de I'hematopoesi, assemblant-se en
aquesta peculiaritat a la leucémia limfatica cronica i al limfoma fol-licular,
malalties també acumulatives vinculades entre d’altres mecanismes, a

alteracions de I'apoptosi.

1.3.1.3. Manifestacions cliniques

La incidéncia de la PV és de 0.8-1.5 casos/100.000 habitants i any. La mitjana
d’edat en el moment del diagnostic és de 60 anys pel sexe masculi i de 62 anys
pel sexe femeni. La relaci6 home/dona és de 1.2:1. Un 15-25% dels casos es
diagnostiquen de forma casual a consequéncia d'una analisi de rutina.
Aparentment, el 0.4% dels subjectes amb PV tenen una historia familiar de la
malaltia.

La majoria de les manifestacions cliniques de la PV sén una conseqléncia
directa de la proliferaci6 excessiva de les diverses linies cel-lulars
hemopoeétiques que participen en el procés neoplasic. Els pacients amb PV
simptomatica poden presentar diverses manifestacions com asténia, cefalees,
pérdua de pes, molésties epigastriques, prurit i gota. L’exploracio fisica
evidencia un pacient amb aspecte pletoric, injeccié conjuntival, cianosi rogenca
de la pell i mucoses, esplenomegalia i hipertensio arterial [21].

Les complicacions trombotiques son la principal causa de morbilitat i

mortalitat en pacients amb PV. Els principals factors clinics implicats sén I'edat
avangada, la historia prévia de trombosis i els requeriments de flebotomies [22].

Les complicacions vasculars en la PV es determinen principalment amb el

valor de I'hnematocrit. Un hematocrit augmentat incrementa el risc trombotic ja
que augmenta la viscositat sanguinia [22].

Les complicacions hemorragiques es detecten en el 30-40% dels pacients

[23] i la predisposicio a I'hemorragia s’atribueix, en part, a les alteracions

qualitatives de les plaquetes.
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1.3.1.4. Dades de laboratori

La dada més destacada és el gran augment de la xifra d’hematies, que
acostuma a superar els 6 x 10'?/L. Tot i la microcitosi existent, la concentracid
d’hemoglobina es troba també molt elevada, i en ocasions supera xifres de 20
g/dL. Un hematocrit superior a 0.60 L/L es detecta en més del 50% de pacients.
Cal recordar que I'hematocrit és el millor indicador bioldgic per valorar una
eritrocitosi, ja que indica la situaci6 hemorreologica del pacient, ja que si
existeix ferropénia, la concentraci6 d’hemoglobina és proporcionalment més
baixa comparada amb la de I'hnematdcrit [24]. Les anomalies morfologiques
eritrocitaries com la microcitosi i la hipocromia sén degudes al déficit de ferro.
En els pacients que segueixen un regim de flebotomies, s'acostumen a veure
signes morfologics regeneratius com anisocitosi i policromasia.

Com que es tracta d’'una panmielosi, la majoria de pacients amb PV, a més de
cursar amb un hematocrit augmentat, presenten leucocitosi i trombocitosi. La
férmula leucocitaria acostuma a tenir un increment en la proporcié de basofils
(2/3 dels pacients tenen més d’un 3% de basofils) i la preséncia ocasional de
formes granulocitaries immadures. La xifra de plaquetes és superior a 500 x
10%/L en el 40-50% de malalts i pot superar 1000 x 10%L en el 10% dels casos.
En el moment del diagnostic, el mielograma és hipercel-lular amb una
hiperplasia de la seérie eritroide, granulocitica i megacariocitica. Aquesta
acusada hiperplasia de les tres séries, comu en totes les sindromes
mieloproliferatives croniques, resulta util en el diagnostic diferencial entre PV i
altres formes secundaries d’eritrocitosi. La poblacio eritroblastica, de morfologia
normal, domina en percentatge a la proliferaci6 granulopoetica. Com que
existeix una ferropénia per hiperconsum, amb la tinci6 de Perls es veu un
descens o fins i tot abséncia dels sideroblasts i una disminucié o desaparicié de
I’'hnemosiderémia dels macrofags medul-lars, fet que es detecta en el 95% de
pacients en el moment del diagnostic. Des del punt de vista citoquimic, destaca
un important augment de les fosfatases alcalines granulocitiques (FAG); el seu
index sol trobar-se per sobre de 100. Aquesta dada és també d’interés en el

diagnostic diferencial amb les eritrocitosis secundaries [25].

11



Introduccio

La biopsia medul-lar habitualment és hipercel-lular; un 85% dels casos tenen
més d’'un 60% de cel-lularitat. La tincid per reticulina inicialment és normal en el
64% dels pacients i en un 25% s’aprecia un increment moderat de la xarxa

reticulinica.

1.3.1.5. Cultius in vitro

Els cultius in vitro de progenitors hemopoétics, de medul-la 0ssia o de sang
periférica, mostren creixement de colonies eritroides en abséncia d’Epo en el
medi de cultiu, en la majoria de pacients amb PV. Aquest fenomen es
denomina creixement endogen o espontani i és especialment util per diferenciar
la PV d’altres policitémies secundaries, en les que mai s’observa aquest fet
[26]. En general, el creixement espontani de coldnies tampoc es presenta en
les policitéemies congénites i familiars primaries, tot i la hipersensibilitat dels
progenitors d’aquests pacients a 'Epo [27]. En definitiva, els cultius in vitro sén
molt valuosos en el diagnostic de PV en aquells pacients que no compleixen
tots els criteris diagnostics i en determinades situacions cliniques, com per
exemple, una trombosi esplénica, que pot ser la primera manifestaciéo d’'una PV

silent.

1.3.1.6. Evolucié

La PV pot progressar per una seérie de fases o estadis que van des d’'una fase
inicial asimptomatica en la que només es detecta una eritrocitosi aillada
associada o no a trombocitosi i esplenomegalia, seguida per una fase
d’eritrocitosi simptomatica i aquesta per una fase inactiva durant la qual la
malaltia sembla estable, i que pot prosseguir amb una fase postpolicitéemica
amb metaplasia mieloide, denominada també fase d’esgotament. Una altra
possibilitat és que es produeixi una transformacié a una leucémia aguda,
habitualment tipus mieloide (Taula 4). La transformacié a mielofibrosi es
produeix en un 10% de pacients als 10-15 anys i en un 50% després de 20
anys, independentment del tractament efectuat, tot i que existeixen variacions

individuals molt amplies [28].
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La metaplasia mieloide postpolicittmica es caracteritza per: a) increment
progressiu de I'esplenomegalia; b) quadre leucoeritroblastic i preséncia
d’hematies en llagrima en sang periférica; c) fibrosi medul-lar difusa; i d)
normalitzaci6 o disminucié de la massa eritocitaria, amb instauracié d’'una
anémia progressiva. L’evolucié leucémica és molt més freqient en aquest
context (20-50%). Els pacients poden estar asimptomatics o presentar
simptomes com asténia progressiva, anoréxia i pérdua de pes. El creixement
de la melsa és la manifestacido clinica més frequent i, a diferéncia de
'esplenomegalia present al diagnostic, el seu increment de mida és degut a
l'augment del pool eritrocitari esplenic i a l'establiment progressiu d’'una
hemopoesi extramedul-lar [29].

L’anémia en aquesta situacid pot ser el resultat de diferents factors:
hiperesplenisme, eritropoesi ineficag, disminucié de la vida mitja eritrocitaria i
també déficit de folat i ferro. La trombopénia i les alteracions del funcionalisme
plaquetar poden causar hemorragies en forma d’epistaxis o equimosis. Les
hemorragies gastrointestinals acostumen a ser consequéncia de varius
esofagiques secundaries a una hipertensiéo portal. La majoria de pacients
moren abans dels 3 anys d’haver-se produit la transicié mielofibrotica, tot i que

un 30% viuen entre 6 i 7 anys.

1.3.1.7. Pronostic

Els pacients amb PV sense tractament tenen una mitjana de supervivéncia de
nomeés 18 mesos, mentre que els tractats viuen, en general, més de 15 anys.
Ara bé, la malaltia per si mateixa determina una reducci6 de la supervivéncia

quan es compara amb una poblacié control de la mateixa edat i sexe [30].
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Taula 4. Evolucié de la policitémia vera

Estadi

Caracteristiques cliniques

Fase asimptomatica

v
Fase simptomatica

v

Fase inactiva

v

Fase d’esgotament:
metaplasia mieloide

postpolicitéemica

Leucemia aguda mieloide

Esplenomegalia
Eritrocitosi aillada

Trombocitosi aillada

Eritrocitosi
Trombocitosi
Leucocitosi
Esplenomegalia
Trombosi
Hemorragia
Prurit

Reduccio dels requeriments de

flebotomies o quimioterapia

Anémia

Sindrome leucoeritroblastic
Trombopénia o trombocitosi
Increment de I'esplenomegalia
Simptomes sistémics

(febre, pérdua de pes)
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1.3.2. TROMBOCITEMIA ESSENCIAL

1.3.2.1 Diagnostic

La TE no disposa d’'un marcador bioldgic caracteristic i el seu diagnostic es
basa en criteris d’exclusi6. L’any 1986, el PVSG va proposar uns criteris
diagnostics basats en I'exclusio de la resta de SMPC que poden cursar amb
trombocitosi (LMC, PV i MI) i de les trombocitosis de causa secundaria o
reactiva [31]. L’any 1997 aquest grup va fer algunes modificacions sobre les

propostes originals [32] (Taula 5).

Taula 5. Criteris diagnostics de la trombocitéemia essencial segons el PVSG
[32]

Criteris

l. Recompte de plaquetes >600 x 10°/L

Il. Hematocrit <0.40 L/L o massa eritrocitaria normal
(V< 36 mL/Kg, M<32 mL/Kg)

II. Ferro medul-lar present o ferritina sérica normal o VCM normal*

IV.  Abséncia del cromosoma Ph’ o del reordenament BCR/ABL

V. Fibrosi col-lagena de la medul-la absent o < 1/3 de I'area de la biopsia,
sense esplenomegalia ni sindrome leucoeritroblastica acompanyant

VI.  Abséncia devidencia morfologica o citogenética de sindrome
mielodisplasica

VIl.  Abséncia de causa coneguda de trombocitosi reactiva

* Si la ferritina o el VCM suggereixen ferropénia, no pot excloure’s la policitemia
vera, a no ser que un tractament amb ferro no incrementi la massa eritrocitaria
a xifres policitemiques

Posteriorment a aquesta ultima modificacié dels criteris del PVSG, un grup
internacional d'investigadors va col-laborar a la formulacié d'uns criteris pel
diagnostic de la TE. Aquests criteris sén els que ha adoptat I'Organitzacié
Mundial de la Salut (OMS) (Taula 6). Aquests criteris es diferencien dels
proposats pel PVSG basicament en la incorporacié de dos criteris diagnostics
positius: 1) Recompte plaquetar = 600 x 10%L de manera persistent i 2) Biopsia
de moll d’'os que mostri basicament una proliferacié de la linia megacariocitica

amb un augment dels megacariocits madurs i de mida gran.
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Taula 6. Criteris diagnostics de la trombocitémia essencial segons 'TOMS [17]

Criteris positius

1.
2.

Recompte persistent de plaquetes >600 x 10%/L
Biopsia de moll d’'os amb proliferacié de la linia megacariocitica i un

augment dels megacariocits madurs i de mida gran

Criteris d’exclusio

1.

No evidéncia de policitémia vera

Massa eritrocitaria normal o Hb <18.5 g/dL en homes i <16.5 g/dL en
dones

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

Si la condicié anterior no existeix, ha d’existir un problema en la via del
ferro que no permeti incrementar la massa eritrocitaria o els nivells d’Hb
a xifres policitemiques

No evidéncia de leucémia mieloide cronica

Abséncia del cromosoma Ph’ o del reordenament BCR/ABL

No evidéncia de mielofibrosi idiopatica cronica

Fibrosi col-lagena absent

Fibrosi reticulinica minima o absent

No evidéncia de sindrome mieloproliferativa

Abséncia d’alteracions cromosoOmiques com: del(5q), t(3;3)(g21;q26),
inv(3)(9q21926)

Absencia de displasia granulocitica significativa, o poca si existeixen
micromegacariocits

Abseéncia de causa coneguda de trombocitosi reactiva tipus

Inflamacié o infeccié

Neoplasia

Prévia a esplenectomia

VCM

: volum corpuscular mitja; Ph’: cromosoma filadélfia
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1.3.2.2 Etiopatogénia

La Trombocitéemia essencial (TE) és una SMPC caracteritzada per un
increment persistent de la xifra de plaquetes i per una hiperplasia
megacariocitica en la medul-la ossia. La malaltia no es va considerar una
entitat clinicopatoldgica fins a les descripcions de Gunz [33] i Ozer [34].
Clinicament es manifesta per una tendéncia a presentar complicacions
trombotiques i/o hemorragiques.

Si bé la seva etiologia és desconeguda, Fialkow i col. al 1981 van demostrar
que es tractava d’'una malaltia clonal quan van estudiar el patr6é de distribucio
dels isoenzims de la glucosa-6-fosfat-deshidrogenasa (G6PD) en dones
heterozigotiques. Els estudis recents d’analisi dels patrons de metilacido de
'ADN i de l'expressié de 'ARN han demostrat que la TE és una malaltia
heterogénia des del punt de vista clonal, ja que s’han trobat pacients que, tot i
complir amb tots els criteris diagnodstics exigits i presentar les manifestacions
cliniques caracteristiques, tenien una hemopoesi policlonal [18]. Les limitacions
de l'estudi molecular de clonalitat en la TE sén degudes a que, tot i ser una
malaltia de predomini femeni, condicié indispensable per poder aplicar les
tecniques d’analisi dels patrons d’inactivacié del cromosoma X, un 20-50% de
dones hematologicament normals presenten un desequilibri constitucional
d’expressio al-lélica i un percentatge no despreciable de dones sanes d’edat
avangada mostren un patro clonal dels granulocits [35]. Es desconeix encara si
els estudis moleculars de clonalitat identificaran subgrups bioldogicament
diferents amb expressivitat clinica diferent.

La trombopoetina (TPO) i del seu receptor (c-Mpl) sembla que siguin les
claus de la regulacié de la megacariopoesi en els ratolins i en I’'home. Com que
la TE es caracteritza per una megacariopoesi desregulada, existeix un interés
especial en la dinamica de la TPO i el seu receptor c-Mpl per intentar aclarir
quelcom sobre la malaltia i potser ajudar en la dificil discriminacié entre TE i
trombocitosi reactiva.

Els nivells de TPO en sérum, en persones control, sén inversament
proporcionals al recompte plaquetar de sang periféerica i a la massa
megacariocitica del moll d'os [36], perd0 és més determinant la massa
megacariocitica del moll d’os. Aixi, en I'aplasia medul-lar per exemple, on el

nombre de megacariocits és baix i el recompte de plaquetes és baix, els nivells
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de TPO en sérum son alts. En canvi, en la purpura trombocitopénica
autoimmune, on el nombre de megacariocits és alt i el recompte de plaquetes
baix, els nivells de TPO son baixos [37].

Els primers estudis fets en la TE suggerien que els nivells de TPO en aquesta
malaltia eren alts, dada no esperada degut a que, en la TE, la massa
megacariocitica i el recompte plaquetar sén elevats. Aquest fet va aixecar molt
interés ja que semblava indicar que la desregulacidé de la cascada de
transduccié de senyals podia estar implicada en la patogénesi de la TE [38].
S’han suggerit diverses hipotesis per explicar el perqué dels nivells alts de TPO
en la TE: 1) una eliminacié inefectiva de la TPO deguda a una marcada
reduccio de I'expressio del c-Mpl en les plaquetes i els megacariocits [36, 39-
41], 2) un augment de la produccié de la TPO per les cél-lules estromals del
moll d’os [42], i 3) una alteracié de la taxa catabolica de la TPO [43]. De totes
maneres, analisis posteriors han mostrat que, tot i que hi hauria una tendéncia
general d'uns valors de TPO en sérum aixecats en la TE, quan es comparen
amb els valors de les trombocitosis reactives, aquestes xifres es solapen forga,
fet que fa que la TPO no sigui gaire util a nivell de diagnostic [44, 45]. En
alguns estudis no s’han trobat diferéncies entre els valors de TPO dels pacients
amb TE i els que tenen les persones hematologicament normals [41].

Els estudis del receptor c-Mpl semblen indicar que podria tenir un valor
diagnostic més prometedor, com a minim si s'utilitza com a complement de
I'assessorament morfologic. En la TE, I'expressié del c-Mpl dels megacariocits i
de les plaquetes esta generalment disminuida en comparacio a la que s’obté en
les persones hematoldogicament normals i a les trombocitosis reactives [39-41].
De totes maneres, la manca de sensibilitat i especificitat de la concentracié
circulant de TPO i de I'expressié del c-Mpl suggeriria que aquestes troballes
serien més aviat un epifenomen que patogénicament rellevants [20, 39, 40]. En
aquest moment no es disposa de prou informacié que expliqui la complexa
relacié entre la TPO i el c-Mpl en la TE. Caldra realitzar més estudis per
clarificar aquesta relacio.

L'estudi de les malalties hereditaries ha demostrat que la preséncia de
mutacions en un unic gen pot originar una desregulaciéo de la produccioé de
plaquetes. En la trombocitéemia familiar s’han detectat quatre mutacions

heterozigotes diferents situades a la regié 5’ del domini regulador del gen de la
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TPO; totes les mutacions produeixen un augment dels nivells proteics [46].
L’existencia de mutacions sense sentit o la introduccié prematura de codons
stop en el receptor c-Mpl originarien una trombocitémia congénita
amegacariocitica [47]. La pérdua total de I'expressio del c-Mpl en plaquetes
s’ha demostrat com a minim en alguns d’aquests pacients, pero tots eren
homozigots o portadors heterozigots, i els seus parents heterozigots eren
asimptomatics.

En la TE perd, no s’han identificat mutacions equivalents, a les de la

trombocitemia familiar (regi6 5 del domini regulador del gen de la TPO).

Aquestes mutacions haguessin pogut explicar els nivells normals/aixecats de la

TPO [48]; la seva abséncia, en canvi, reforga les hipotesis anteriors:

- Les concentracions altes de la TPO s’originarien secundariament a una
eliminacié inefectiva de la TPO deguda a una disminucié de I'expressio del
c-Mpl més que a un defecte intrinsec de la TPO per si mateixa [36, 39, 41];

- Altres citocines com la interleucina-6 o el factor de creixement-§3, etc..
podrien contribuir en 'augment dels nivells de TPO, possiblement perqué
estimularien la produccié de TPO en llocs alternatius (ex. el factor de
creixement-B induiria la sintesi de TPO per les cél-lules estromals del moll
d'os) [42]. Estudis recents suggereixen que aquests factors podrien estar

implicats en I'aparicié de mielofibrosi i/o angiogénesi en la TE [49].

1.3.2.3 Manifestacions cliniques

La TE era considerada, fins fa uns anys, la SMPC menys frequent. La
incorporacio sistematica del recompte de plaquetes en els comptadors
hematoldgics ha incrementat la frequéncia diagnostica de pacients
asimptomatics i de malalts joves. Tot i que no es disposa d’estudis prospectius
sobre prevaléncia, en el nostre medi, és probable que actualment sigui la més
frequent de totes les SMPC. La seva incidéncia es calcula en 2-3 casos per
100.000 habitants i any. La mitjana d’edat en el moment del diagnostic és de 60
anys i existeix un clar predomini femeni (relacié dona/home 1.6:1) [50], amb un

pic d’'incidéncia en la tercera-quarta década de la vida.
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L’exploracio fisica és relativament anodina, a excepcié de la preséncia
d’esplenomegalia, que es palpa en un 15-25% de malalts. L’ecografia
abdominal pot evidenciar, fins en un 50% de pacients, un augment moderat del
volum esplénic.

Les principals causes de morbilitat i mortalitat en la TE son els episodis
trombotics i/o hemorragics que apareixen amb freqiéncia durant el curs clinic
de la malaltia [51]. Les complicacions relacionades amb I'hemostasia més
frequents son:

A) Eritromelalgia: és el paradigma de l'oclusié microvascular en la TE. Es
tracta d’'un fenomen trombotic intravascular causat per I'activacio i agregacio
plaquetaria en les arterioles distals de les extremitats [52].

B) Obstétriques: la TE s’associa amb un major risc d’avortaments espontanis i
retard en el creixement fetal, mort intrauterina i part prematur. Només un 57%
dels embarassos aconsegueixen arribar a terme [53].

C) Oclusives trombotiques: s’atribueixen a multiples alteracions qualitatives
plaquetaries (morfologiques, bioquimiques i funcionals) [54, 55].

D) Hemorragiques: son molt menys frequents que les trombotiques i afecten
de forma principal a I'aparell digestiu [56]. La purpura equimotica i els
hematomes son les manifestacions hemorragiques cutanies més frequents.

E) Microcirculacié: afecten de forma preferent al sistema nervios central. Els
simptomes neuroldgics i visuals atipics sén causats per oclusions

microvasculars en la circulacié cerebral. [57, 58].

1.3.2.4 Dades de laboratori

Les troballes hematologiques més caracteristiques a I'inici de la malaltia sén
la normalitat de ’hemoglobina i de 'hematocrit, una leucocitosi moderada amb
preséncia ocasional d’alguna forma mieloide immadura i un index de FAG
variable. La basofilia sol ser discreta i no supera el 3% de la féormula
leucocitaria, a diferéncia de la PV. L’extensié de sang periférica demostra la
preséncia d’agregats plaquetaris i la morfologia de les plaquetes pot estar
alterada, amb presencia d’anisocitosi plaquetaria, plagquetes gegants,
vacuolitzacio i hipogranularitat. Es possible observar fragments de citoplasma o
nuclis de megacariocits circulants. Amb tot, en alguns pacients gairebé no

s’observen alteracions morfologiques plaquetaries [25].
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El mielograma evidencia una intensa hiperplasia megacariocitica. Les
caracteristiques principals de la bidopsia medul-lar consisteixen en: una
cel-lularitat moderadament augmentada amb conservacio del teixit adipos, una
hiperplasia megacariocitica a expenses de megacariocits de mida gran,
aspecte madur i nucli multilobulat que es disposen en petits acumuls (clusters),
i una trama de reticulina normal o discretament augmentada.

Entre les alteracions bioquimiques destaquen la hiperuricémia en un 15-20%
dels casos, 'augment de la vitamina B2 en un percentatge similar i I'increment

de la LDH i del potassi, causant d’'una hiperpotassémia espurea [59].

1.3.2.5 Cultius in vitro

Els cultius in vitro de progenitors mieloides aporten informacié basica en dos
aspectes: 1) confirmen la naturalesa mieloproliferativa d’'una trombocitosi que
compleix criteris diagnostics de TE, i 2) permeten el diagndstic diferencial entre
la TE i situacions de trombocitosi reactiva d’etiologia latent o oculta clinicament.
En la TE, la gran majoria de pacients presenten creixement espontani de
colonies eritroides i/o megacariocitiques, fenomen contrastat i confirmat i que
s’ha proposat com a criteri de diagnostic “positiu” de la malaltia. Florensa i col.
van demostrar, en un estudi de 60 pacients afectes de TE, que el 91%
presentaven creixement endogen de colonies eritroides i/o megacariocitiques
circulants, mentre que aquest patré6 de creixement estava absent en les
trombocitosis reactives i en els controls. Aquest fet suggeria que es tractava

d’un troballa frequient i caracteristica de la TE [60, 61] (Taula 7).

Taula 7. Creixement endogen de CFU-Meg i BFU-E en la trombocitémia

essencial i en la trombocitosi reactiva [60]

CFU-Meg BFU-E CFU-Meg i/o BFU-E
TE (n=60) 38/60 (63.3%) 42/60 (70%) 55/60 (91.6%)
TR (n=10) 0/10 0/10 0/10
Control (n=21) 0/21 0/21 0/21

CFU-Meg: unitat formadora de colonies megacariocitiques; BFU-E: unitat
formadora de coldnies eritroides; TE: trombocitémia essencial; TR: trombocitosi
reactiva
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1.3.2.6 Evolucioé

La historia natural de la TE indica que, tot i tractar-se d’'una SMPC, I'evolucié a
leucémia aguda en els pacients que no reben tractament quimioterapic és un
fet molt poc frequent, probablement inferior a I'1% [62]. Una revisié efectuada
'any 1994 sobre 50 casos de transformacié aguda assenyalava que l'interval
mig des del diagndstic fins la transformacié era de 6 anys i que els subtipus
FAB més frequents corresponien a M4 i M7 [63]. S’han descrit tots els subtipus
citologics mieloides i també, perd més rarament, leucémies agudes limfoides i
sindromes mielodisplasiques, tot aixd dins dun context de tractament
quimioterapic. Les leucemies agudes que apareixen en els pacients tractats
amb hidroxiurea presenten, en la majoria dels casos, una delecié 17p o
sindrome 17p, caracteritzada addicionalment per disgranulopoesi (vacuolitzacié
i pseudo-Pelger) i mutacié de p53 [64].

En un 5-8% de pacients pot observar-se la transici6 a mielofibrosi

posttrombocitémica i en un 5% de pacients una transformacioé a PV.

1.3.2.7 Pronostic

Els estudis clinics retrospectius suggereixen que I'esperanca de vida en la TE
no és substancialment diferent a la d’'una poblacioé control, tot i que algun estudi
recent epidemiologic refereix una disminucido de la supervivéncia [65]. Les
diferents causes de mort en més de 2.000 pacients, i sobre un 9,6% de
mortalitat global, es van repartir en un 3,1% per la trombosi, un 0,3% per les
complicacions hemorragiques, un 1,1% per la transformaci6 aguda i la resta per

neoplasies solides i causes desconegudes [66].
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1.4. CITOGENETICA CONVENCIONAL, HIBRIDACIO IN SITU
FLUORESCENT (FISH) | ALTRES MARCADORS BIOLOGICS

1.4.1. Citogenética convencional

Els estudis citogenétics en la PV i la TE es van comengar a realitzar a les
decades dels seixanta i setanta. Aquests primers estudis utilitzaven tecniques
de tinci6 homogeénia (sense bandes), que no permetien definir amb seguretat
les alteracions citogenétiques. Aquest fet fa que la casuistica aportada per
aquests estudis sigui poc valuosa [67-69]. Posteriorment es van utilitzar
técniques de tinci6 més modernes que permetien obtenir un patré de bandes
tipic per cada cromosoma (ex. bandes G) [70-82]. Aquests estudis van
demostrar que la preséncia d'anomalies cromosomiques (numeériques i/o
estructurals) en la majoria de pacients amb PV i TE era forga aleatoria i que hi

havia poques alteracions especifiques.

1.4.1.1. Policitémia vera

Al moment del diagnostic, entre el 13-18% dels pacients presenten un cariotip
alterat mitjangant técniques de citogenética convencional.

Mertens i col. (1991) van revisar la literatura i van recopilar més de 300
cariotips de pacients afectes de PV. D'entre tots ells, es van identificar menys
d'una dotzena d'alteracions cromosomiques recurrents entre les gairebé 90
alteracions descrites en els pacients cromosdmicament alterats. Per ordre de
major a menor frequéncia van ser: del(20q) (25%), trisomia 8 (16%), trisomia 9
(16%) (tampoc era rar trobar les dues trisomies 8 i 9 juntes en el mateix
pacient), duplicacions de bandes inespecifiques d'1q o trisomies d'1gq (10%),
seguit per del(13q), del(11q), del(7q), del(5q) i trisomia 21. La pérdua del
cromosoma Y també era una alteracio frequent, perd s'ha de tenir en compte
per separat, ja que és una troballa coneguda en homes aparentment sans
d'edat avancada. Aquest estudi concorda amb revisions similars que s'han anat
fent posteriorment [83-85].

Tot i que la del(13)(g12q14) s'ha observat com a Unica alteracié en pacients
amb diferents malalties hematologiques, es detecta sobretot en situacions de
mielofibrosi, fet que suggereix que ambdues troballes podrien estar

relacionades.
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Les delecions i/o0 monosomies dels cromosomes 5 i 7 s’han descrit
principalment en pacients que han estat sotmesos a terapia mielosupressora i
amb frequéncia formen part d'un cariotip complex. Per aquest motiu es creu
que aquestes alteracions no estarien relacionades amb l'etiologia de la PV.
Respecte la incidéncia i tipus d'alteracions, s'ha vist que varien
considerablement en funcié de la fase de la malaltia en que es fa I'estudi. El
percentatge de pacients amb alteracions citogenétiques al diagnostic oscil-la
entre un 10-20%. Aquest percentatge augmenta com més avancgada és la fase
de la malaltia i també quan els pacients reben tractament mielosupressor. Per
exemple, aquells pacients que desenvolupen mielofibrosi, i encara més aquells
pacients que sembla que evolucionen a mielodisplasia o leucémia aguda, tenen
alteracions cromosomiques amb més frequencia i poden arribar a ser presents
en un 70-90% dels pacients en transformacié blastica. En aquestes fases
avancades de la malaltia és quan també podem trobar els cariotips més
complexes [70-75, 83].

La utilitat clinica de I'analisi cromosdmica en la PV és limitada. Si el cariotip és
alterat permetra descartar eritrocitosis degudes a processos reactius. Si el
cariotip és normal, com passa en la majoria dels casos, només sera util quan
ens trobem davant d'un cas que presenta caracteristiques de leucemia mieloide
cronica, ja que l'absencia de la 1(9;22)(q34.1;911.2) ens ajuda a eliminar la
possibilitat que es tracti d'aquesta malaltia. Tot i aixd, no podrem diferenciar
una PV d'una metaplasia mieloide o d'una trombocitémia essencial.

Actualment, el significat patobioldgic i molecular d'aquestes anomalies segueix
essent desconegut, per tant, cap alteracié pot explicar encara el perqué a la
PV, les cél-lules BFU-E, GM i CFU-Meg tenen una alta hipersensibilitat a la IL3
o perquée els precursors eritroides circulants sén també hipersensibles als

factors de creixement tipus insulina 1 (ILGF-1), entre d'altres dilemes.
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1.4.1.2. Trombocitémia essencial

Els estudis fets en pacients afectes de TE mostren que entre el 5% i 10% dels
casos presenten alteracions cromosomiques al diagnostic; les alteracions del
cariotip normalment s'originen durant la transformacié a leucémia aguda [86].
No s'ha observat cap marcador genétic consistent en la TE, i moltes de les
alteracions cromosomiques trobades en la fase preleucémica de la TE s'han
vist també en altres SMPC. De Ila majoria d'aquestes anomalies
cromosomiques que es troben en la TE i altres SMPC no se’n coneix el gen o
gens responsables del fenotip clinic.

Els diferents casos descrits a la literatura han relacionat la TE amb alteracions
de gairebé tots els cromosomes (Taula 8) [87-108]. La majoria dels cariotips de
la TE son diploides o amb alguna aneuploidia i rarament s'han descrit cariotips
hiperdiploides.

La serie més llarga de pacients amb TE amb resultat citogenetic es va
presentar al "Third International Workshop on Chromosomes in Leukemia", on
es va revisar la citogenética convencional de 170 pacients afectes de TE i
només es van trobar 9 casos (5.3%) que presentessin alguna alteracio
cromosomica [109].

Entre les alteracions citogenetiques més descrites en la TE [85] trobem les
delecions dels bragos llargs dels cromosomes 20 (del(20q)) i 13 (del(13q)) i les
trisomies 819 (com en la PV).

Una altra alteracié cromosdmica descrita en la TE, no sense haver generat
controvérsia, ha estat la t(9;22)(q34.1;911.2) [110-114]. Aquesta translocacio
pero, és caracteristica de la leucémia mieloide cronica (LMC). Per aquest motiu
des de fa uns anys s’ha generat el dilema de si aquests casos de TE amb
t(9;22) s’haurien de reinterpretar com LMC amb presentacié atipica de la
malaltia. Fins i tot alguns criteris diagnostics [31] han incorporat el requisit que
no ha d’estar present la 1(9;22) per poder establir el diagnostic de TE. Aquesta
decisio s’ha vist reforgada per estudis recents mitjangant técniques de biologia
molecular. Damaj i col. 'any 2002 van estudiar 121 pacients afectes de TE
mitjiancant una RT-PCR multiple capa¢ de detectar tots els possibles
reordenaments dels gens BCR/ABL [115]. Dos dels 121 pacients presentaven
la proteina de fusié p210. Owen i col. I'any 2003 van analitzar 151 pacients

afectes de TE, 126 per citogeneética convencional i 90 per RT-PCR [116]. Cap
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dels 126 pacients presentava la 1(9;22)(q34.1;911.2) ni cap dels 90 pacients
presentaven la proteina de fusié p210.

Els dos pacients de la série de Damaj G i col. [115] i moltes de les suposades
TE amb cromosoma Filadélfia, presenten en sang periférica leucocitosi,
basofilia, cél-lules mieloides immadures i abséncia de megacariocits grans
hiperlobulats [117,118], caracteristiques tipiques de la LMC.

La citogenetica convencional en els pacients afectes de TE té, per tant, un
percentatge baix d'éxit a 'hora de detectar alteracions cromosomiques, pero és
molt util per detectar aquells pacients afectes de LMC d'inici trombocitémic, ja
que permet posar de manifest la 1(9;22). Aixd és de gran ajut per evitar
diagnostics erronis de TE. De manera poc frequent podrem trobar algun cas on
la citogenetica convencional no detecti la t(9;22) [118]; en aquests casos sera
util aplicar les sondes que detecten el reordenament BCR/ABL mitjangant la

hibridacid in situ fluorescent [119].

1.4.1.3. Cariotip i progressié de la PV i ET

El fet d'observar pacients afectes tant de PV com de TE amb un major
percentatge d'anomalies cromosomiques en fases avangades que al moment
del diagnostic suggereix que els estadis inicials de la malaltia no presenten cap
anomalia cromosomica detectable que pugui ser considerada com una lesio
primaria, ni que tingui un paper patofisiologic en la PV o la TE similar al que té
la t(9;22)(q34.1;911.2) en la leucémia mieloide cronica. Pel contrari, es creu
que hi ha altres factors genétics o bioldgics implicats en l'origen i progressio
primerenca de la PV i la TE. L'alta activitat mitotica i la natura mieloproliferativa
d'aquestes entitats podrien predisposar al pacient a desenvolupar alteracions
cromosomiques, algunes de les quals tindrien potencial neoplasic. Per tant,
sembla que les alteracions comosOmiques s'originen en céllules que
previament ja eren malignes i en alguns casos la inestabilitat genomica
d'aquestes ceél-lules podria veure's potenciada per qualsevol tractament
mielosupressor que, a més, també pot causar alteracions directes del material
genetic. Les alteracions cromosdmiques més freqlents associades a
tractament impliqguen anomalies dels cromosomes 5 o 7, o de tots dos, i
translocacions desequilibrades derivades de la t(1;7)(p11;p11) [75, 120].
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Taula 8. Compendi de les anomalies cromosomiques descrites en la TE

Cromosoma Cariotip Referéncia
46,XY,dup(1)(q21932) 187]
46,XY,dup(1)(q11g42) [88]

1 46,XX,dup(1)(q11q44) [89]
46,XX,+der(1)t(1;7)(p11;p11),-7,+21,der(21;21)(q10;910) [90]

46, XX, +der(1)t(1;7)(p11;p11),-7 [91]
46,XX,+1,der(1;7)(q10;p10)/47 ,idem,+21 [92]
46,XX,inv(3)(q21926) [93]
46,XX,inv(3)(q21926) [94]
46,XX,ins(12;5),del(20)(q11913) [95]
46,XX,+der(1)t(1;7)(p11;p11),-7 [90]
46,XX,+der(1)t(1;7)(p11;p11),-7 [91]
46,XX,+der(1)t(1;7)(p11;p11),-7 / [90]

7 46,XX,+der(1) t(1;7),-7,+21,der(21;21)(q10;q10)

46,XX,+der(1)t(1;7)(p11;p11),-7 [91]
46,XY,del(7)(q11q22)/45,X,-Y [96]
46,XX,+1,der(1;7)(q10;p10)/47 ,idem,+21 [92]

47 XX,+8/47 XX,+9 [97]

8 47 XX,+8 [98]
47 XY,+8 [98]

47 XX,+8/47 XX,+9 [97]

9 47 XX,+9 [97]
47 XY, +9 [97]

47, XX,+9 [97]

12 46,XX,ins(12;5),del(20)(q11913) [95]
13 46,XY,del(13)(q12q14),del(20)(q11q13),+0-1mar [100]
46,XX,del(17)(q24q25) [101]

17 46,XY,del(17)(q24925) [101]
42-45,XY,-21/40-45,XY -17/40-45,X,-Y [102]
46,XY,del(20)(q11) [103]
46,XX,del(20)(q11) [104]
46,XY,del(20)(q11) [105]
46,XY,del(20)(g11913) [101]

20 46,XX,ins(12;5),del(20)(q11q13) [95]
46,XY,del(13)(q12q14),del(20)(q11913),+0-1mar [100]
46,XY,del(20)(q11913) [106]
45,X,-Y,-20,+mar (88]

45,XX,-20 [107]
46,XX,+der(1)t(1;7),-7,+21,der(21;21)(q10;q10) [90]

21 47 ,XX,+21,i(21)(q10)x2 [108]
46,XX,+1,der(1;7)(q10;p10)/47 idem,+21 [92]
42-45,XY,-21/40-45,XY -17/40-45,X,-Y [102]

45X,-Y [98]
46,XY,del(7)(q11922)/45,X,-Y [96]

Y 45 X,-Y,-20,+mar [88]
42-45,XY ,-21/40-45,XY ,-17/40-45,X,-Y [102]

Informacié obtinguda de la base de dades "Mitelman Database of Chromosome

Aberrations

in Cancer.

Mitelman F, Johansson B, Mertens F

(eds),

http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman." Accedit mar¢ de 2004.

Els pacients amb més d'una alteracié que impliqui més d'un cromosoma s'han
repetit tants cop com numero de cromosomes implicats.
Quan els punts de trencament no estan especificats és perqué a l'article
original no apareixen.
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1.4.1.4. Valor pronostic de la citogenética convencional

Respecte el valor prondstic de la citogenética convencional en aquestes
malalties, tot i que hipotéticament un cariotip normal tindria un millor valor
pronostic [75] també podem trobar cariotips normals en leucémies agudes
terminals. Cal esmentar que la majoria de cariotips alterats també mantenen
durant anys un patré clinic-hematologic inalterable. A més, durant I'evolucié de
la malaltia hi ha molt poques anomalies que anunciin la progressio i fins el
moment, sigui quina sigui la classe de leucémia aguda, el pronodstic és sempre

molt dolent.

1.4.2. Hibridacioé in situ fluorescent

La tecnica d'hibridacio in situ fluorescent (FISH) permet detectar alteracions
cromosomiques concretes en cél-lules en estat d'interfase. Al contrari que la
citogenetica convencional, la FISH no depén de que la cél-lula tumoral entri en
divisid, i per tant, no esta influenciada per I'eficiéncia de divisié de la cél-lula
tumoral. Aixi doncs, la FISH no requereix d'un cultiu in vitro, i pot aplicar-se
sobre material guardat en fixador. Per altra banda, aquesta técnica es basa en
la deteccidé de senyals de fluorescéncia sobre els nuclis 0 metafases, i no en la
interpretacié morfoldgica d'alteracions cromosodmiques complexes o subtils. Tot
aixo fa que la FISH sigui una técnica més sensible i facil d'utilitzar que la

citogenetica convencional, en la deteccié de marcadors especifics.

1.4.2.1 Policitémia Vera

Els estudis de FISH en pacients afectes de PV s'han fet tant sobre cél-lules
procedents tant de sang periférica com de moll d'os i s’han utilitzat les quatre
sondes que permeten detectar les alteracions cromosdmiques més frequents
en la PV per citogenetica convencional (+8, +9, del(20q) i del(13q)). El
percentatge de pacients amb alteracions cromosomiques que es detecten
mitjangant la técnica de FISH varia entre 14.3% i 71.5% en funci6 de cada série

[121-127]. La Taula 9 mostra un resum d'aquests resultats.
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Taula 9. Relacié de de les diferents series que inclouen pacients amb PV

Seérie N° Sondes Tractats | Mostra Nivell de | Alterats | Alterats
casos utilitzades tall FISH CcC
14 ; 2/14
(1211 | supc CEPS . mo 2% (14.3%) 0
CEPS: sp 4.9%; 10114 | 7/14
[122] | 14 PV CEP9 14141 otal) | 4.9% | (71.5%) | (50%)
CEPS; 1.7%; *
[124] | 64 PV CEP9: 46/64 ‘Sp| 1.8%: ;g’g} 37624?1,/
20912 (granuls) 4.9% (23.4%) | (30.4%)
CEPS; 1.5%;
CEP9: 1.5%:
[126] | 53 PV 9p21; NE mo 1.7%; (215/353) (215/2,})
20q12; 1.8%; oo o0
13q14 1.2%
CEPS: 1.5%:
CEP9; 1.5%;
9p21: 1.7%: 1121 | 12/26
[127] | 26 PV 20q12: NE mo 18%: | (52%) | (46%)
13q14: 1.2%
19q13.12 -

CC: citogenética convencional; SMPC: sindromes mieloproliferatives croniques;
CEP: sonda centromérica; NE: no especifica el numero de casos tractats; sp:
sang periférica; mo: moll d'os. *La CC en moll d'os va detectar 4 pacients
amb del(20q) que la FISH en sang periférica no va detectar

La concordancia entre FISH i citogenética convencional no és igual en totes les
séries, pero si que en gairebé tots els estudis, la FISH detecta un discret pero
major numero d’alteracions que la citogenética convencional. Aixo indica que la
FISH és una técnica més sensible que la citogeneética convencional a I'hora de
detectar marcadors especifics i que per tant, en pacients amb un hematocrit
elevat i cap causa que indiqui una possible eritrocitosi secundaria podria ser
util, ja que la troballa d'una alteracié cromosomica fara que el diagnostic de PV
sigui gairebé segur.

En la serie de Westwood i col. [124], en canvi, la citogenética convencional
detecta un major percentatge de pacients amb alteracions que la técnica de
FISH. Aix0 és degut a que l'estudi de FISH es va realitzar directament sobre
granuldcits de sang periferica mentre que la técnica de citogeneética
convencional és va fer sobre cél-lules de moll d'os. En quatre pacients
d'aquesta série la FISH no va detectar cap delecié de 20q, mentre que la
citogenética convencional si que ho va evidenciar. L'existéncia de pacients amb

delecié de 20q en cél-lules de moll d'os i no en granulocits de sang periféerica ja
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havia estat descrita amb anterioritat en pacients afectes de PV i sindromes
mielodisplasiques [125]. En aquests casos s'ha postulat que els granuldcits que
porten la del(20q) serien una subclona preferencialment destruida o que es
quedaria retinguda al moll d'os i no sortiria a sang periférica. Aquest fenomen
posa de manifest que estudiar la sang periferica amb técniques de FISH no és
equiparable a fer I'estudi en cél-lules de moll d'os ja que es pot estar obviant la
deteccio d'algunes anomalies cromosomiques de la linia mieloide.

El percentatge d'alteracions (71.5%) detectades amb la utilitzacié de sondes de
FISH (CEP8 i CEP9) a I'estudi d'Amiel i col. [122], és molt més alt que el que
troben els altres estudis [121,124,126], 14.3%; 23.4% i 29.4%, respectivament.
El 71.5% podria estar sobreestimat perque, per una banda, la séerie d'Amiel i
col. [122] és la série que inclou més pacients que rebien tractament amb
hidroxiurea i/o *P en el moment de fer I'estudi (14/14). Per altra banda, quatre
dels 10 pacients que es van considerar alterats tenien un percentatge de
trisomia 8 0 9 (5%, 5%, 5% i 6%) just en el nivell de tall que van establir
després d'estudiar tres individus sans (4.9%). En les altres series en canvi, els
pacients alterats tenen un percentatge de trisomia 8 o 9, o delecié de 20q més
allunyat del nivell de tall.

Najfeld i col. [126] és I'Unic grup que estudia guanys de 9p i posen de manifest
que el 53% de pacients cromosomicament alterats, després de l'estudi de
FISH, tenien guanys de 9p, ja fos com a trisomia completa del cromosoma 9,
com a tetrasomia 9p o com a der(9)t(1;9)(q12;912). Aixd representa que el
guany de 9p és l'alteracié gendmica més frequent en aquesta série. Igualment,
aquest grup és I'unic que fa un seguiment sequencial dels pacients d'entre 1.5
a 178 mesos i demostren que 9 casos que al moment del primer estudi tenien
un cariotip normal, passat aquest temps desenvolupaven una alteracié. Aixo
representa que gairebé el 41% dels seus pacients que estaven sotmesos a un
seguiment citogenétic van desenvolupar una alteraci6 cromosomica. El
significat d'aquest fet encara no esta clar, ja que uns altres 12 pacients que van
ser estudiats durant 138 mesos seguien mantenint un cariotip normal.

Per una altra banda, Najfeld i col. [126] també van observar que set pacients
que tenien un cariotip alterat mantenien la mateixa alteracié durant més de 10
anys sense afegir cap altra alteracid. Aixd suggereix que algunes alteracions

cromosomiques (en aquest estudi la trisomia 9 i la delecié de 20q) sén estables
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i no predisposen a l'aparicioé d'altres canvis. Per tant, la preséncia de qualsevol
d'aquestes dues anomalies en un pacient no seria suficient per provocar una
transformacié a leucémia aguda, sind que caldria una segona alteracio
cromosomica i/o alteracié genetica.

L'estudi més recent de Najfeld i col. [127] utilitza, a més de les sondes
d'hibridacio in situ utilitzades classicament en la PV (#8, #9, 20912; 13q14), una
nova sonda localitzada a 19913.12-3 que equival a la regi6 on esta situat el gen
Polycythemia Rubra Vera-1 (PRV-1). Aquest gen ha estat molt estudiat per
tecniques de biologia molecular ja que esta sobreexpressat en la PV i no en
eritrocitosis secundaries (ES), trombocitosis secundaries (TS) ni individus sans
[128-134]. El resultats de Najfeld i col. [127], després d’aplicar la técnica de
FISH, mostren que cap dels pacients estudiats tenen una delecio, translocacio
o amplificaci6 del gen PRV-1. Aquests resultats indicarien que Ila
sobreexpressio d'aquest gen detectada per PCR seria deguda a algun

epifenomen com una activacié aberrant d'algun factor de transcripcié [135].

1.4.2.2. Trombocitémia essencial

Hi ha pocs estudis fets sobre I'utilitat de la FISH en pacients afectes de TE.
L’any 1996, Elis i col. [136] van fer un estudi sobre sang periférica amb sondes
centromeriques pels cromosomes 8 i 9 en 18 pacients afectes de TE. Dotze
d’aquests pacients estaven tractats amb hidroxiurea. La citogenética
convencional, en sang periferica (3 dies de cultiu sense mitogen), només va
mostrar un pacient amb un cariotip alterat (46,XY,16qg-), mentre que la FISH va
posar de manifest cinc pacients amb trisomia 8 i uns altres cinc pacients
diferents amb trisomia 9. La FISH va trobar trisomia 8 o trisomia 9 en 10 dels
18 pacients (55%). Pel contrari Swolin B i col. [102] van fer un estudi sobre moll
d’os amb sondes centromeériques pels cromosomes 8 i 9 en 22 pacients afectes
de TE. Dos d’aquests pacients estaven tractats, un amb hidoxiurea i I'altre amb
interferd, i en els altres 20 pacients es va fer I'estudi al moment del diagnostic.
La citogeneética convencional va mostrar quatre pacients amb un cariotip alterat
(46, XX,1(1;17)[12)/ 47 ,XX,t(1;17),+8[8]; 42-45,XY,-21/ 40-45,XY,-17/ 40-45,X,-Y/
46,XY; 45,XX,-8[3]/ 46,XX[12]; 48,XX,+mar1,+mar2), mentre que la FISH va

posar de manifest dos pacients amb trisomia 8 (una trisomia ja s’havia vist per
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citogenetica convencional i a laltre cas va permetre identificar un dels
cromosomes marcadors com a cromosoma 8).

Aquests dos estudis difereixen entre si ja que a l'estudi d’Elis i col. [136] la
FISH permet detectar un 55% d’alteracions, mentre que a I'estudi de Swolin i
col. [102], la FISH no posa de manifest cap alteraci6 nova. Aquestes
diferéncies sén degudes a que els pacients incorporats en cada estudi son molt
diferents; en el primer estudi, els pacients feia molt de temps que se’ls havia
diagnosticat la TE (rang 1-13 anys) i la gran majoria d’ells havien rebut
tractament mielosupressor (7 dels 10 pacients alterats rebien tractament amb
hidoxiurea). En canvi, en el segon estudi en 20 dels 22 pacients I'estudi
citogenétic es va fer en el moment de diagnostic i no havien rebut cap
tractament. Aquests resultats indicarien que I'efecte leucemogeénic dels farmacs
seria el causant de I'aparicié d’'un major nombre d’alteracions citogenétiques o
que els pacients que tenen una malaltia en progressio, i per tant requereixen un
tractament més agressiu, tenen més probabilitats de desenvolupar alteracions

citogenetiques.

1.4.3. Caracteristiques de les alteracions cromosomiques més freqiients
enlaPViTE

e Trisomia dels cromosomes 8 i/0 9

Entre el 15% i 20% dels pacients amb PV i entre el 1% i 2% dels pacients amb
TE presenten aquestes trisomies, en la majoria dels casos com a unica
alteracié. La troballa d'ambdues trisomies conjuntament és també forga
frequent, fins i tot en abséncia de canvis addicionals. De fet, la combinacio de
trisomia 8 i 9 pot persistir sense que hi hagi evolucié clonal ni evolucié a
leucémia aguda durant més de dues decades [84, 85, 137].

Per detectar trisomies del cromosoma 8 en SMPC és molt util la técnica de
FISH amb la sonda centromérica per aquest cromosoma, ja que ens permet
analitzar mostres amb poques metafases o de baixa qualitat.

L‘aplicacié d’aquesta tecnologia ha proporcionat una seérie d’observacions

interessants:
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- En alguns pacients s’ha suggerit que les cél-lules amb trisomia 8 tenien una
avantatge proliferativa sobre les cél-lules amb dos cromosomes 8, com a
minim en els cultius in vitro, ja que la frequéncia de cél-lules amb tres
cromosomes 8 és més elevada en metafases de moll d’'os que sobre nuclis
en interfase [123, 138, 139].

- En alguns pacients, on la citogenética convencional no havia detectat
trisomia 8, la FISH si que detecta subclones poc representades [121],
indicant que la trisomia 8 podria ser més frequent del que originalment
s’havia pensat.

La combinacié de la FISH amb I'immunofenotip ha permés seguir la implicacio

de linia de la trisomia 8. Price i col. van demostrar que la trisomia 8 estava

present en la majoria de colonies BFU-E i CFU-GM de dos pacients amb PV. A

més, també estava present en les cél-lules CD34+ i cél-lules mieloides madures

perd no en els limfocits [140].

La consequencia genética de les duplicacions del cromosoma 8 no és clara. No

s’ha fet cap mapatge molecular, pero el fet de trobar copies addicionals de 8q

en leucémies agudes mieloides (LAM) [141] i leuceémies mieloides croniques en
crisis blastica, suggeriria que al brag llarg del cromosoma 8 hi hauria algun gen

0 gens critics per aquestes malalties. El protooncogen c-MYC, situat a 8q, s’ha

demostrat que esta present en forma de dobles diminuts en un nombre baix de

LAM [142]. Els dobles diminuts contenen segments amplificats de 'ADN, pero

la mida de la zona amplificada varia i en aquests casos de LAM no s’han

mapat. Per aquest motiu no esta clar si el gen c-MYC o algun altre gen proxim

a aquest tindrien alguna rellevancia en aquestes malalties.

En la PV, s’han identificat trisomies completes del cromosoma 9, perd també és

frequent trobar guanys de 9p, ja sigui en forma de trisomia o tetrasomia [126].

La trisomia de 9p també s'ha associat a la trisomia parcial o total d'1q ja que

fins el moment s'han descrit dotze casos de t(1;9) en pacients afectes de PV

[68, 73, 74, 143-146]. Aquestes troballes i el fet que gairebé no es troben

trisomies 9 per FISH o hibridacié genomica comparada en la trombocitémia

essencial, recolzen la hipodtesi de Chen i col. [146] que suggereixen que

I'amplificacio d'un o diversos gens de 9p, i no de 9q, tindrien un paper important

en la patogenesi de la PV.
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Alguns gens candidats proposats fins el moment soén: linterferé a [147], el
receptor de la tirosina cinasa especific de proteina endotelial (TEK) [148], el
receptor de cadenes alfa de la interleucina 11 humana (/L11RA) [149,150] i
l'inhibidor-2A de cinasa dependent de ciclina (CDKN2A o p16) [151]. Les
delecions o mutacions del gen CDKNZ2A han estat descrites en una gran
varietat de cancers. Fan falta més estudis moleculars per identificar exactament

quins gens serien els implicats en la patogenesi de la PV.

e Delecions de 20q

La incidéncia de delecions del brag llarg del cromosoma 20 en la PV varia del
5% al 30% en funcié de cada estudi, mentre que en la TE es dbéna entre el
0.2% i el 0.5% dels pacients.

Alguns estudis suggereixen que la delecido de 20q és més comu en pacients
que reben tractament mielosupressor, pero aquest fet no s'ha pogut confirmar
ja que també es déna amb igual frequéncia en pacients no sotmesos a aquest
tractament. A més de la PV i la TE, les delecions a 20q també es troben en
aproximadament el 4% de pacients amb sindromes mielodisplasiques (SMD) i
en 1-2% de leuceémies agudes mieloides (LAM). En canvi, rarament es troben
en patologies limfoides. Aquest patrdé d'associacié suggereix que la regid
delecionada de 20q doéna lloc a la pérdua o inactivaci6 d'un o més gens
encarregats de la regulacio dels progenitors hemopoétics [152]. Amb I'ajut de
técniques de bandes G d’alta resolucio i pintat cromosomic revers, Nacheva i
col. [106] van establir una regi6 comuna delecionada (RCD) a nivell citogenétic
que anava de 20q11.2 a 20g13.1. Posteriorment, amb l'ajut de sondes
d'hibridacio in situ, PCR de microsatél-lits i técniques de Southern Blot s'ha
demostrat que existeix heterogeneitat tant en el punt de trencament més
proximal al centromer com en el més distal [153, 154]. Aquest fet també
reafirma la hipotesi que la RCD conté un o més gens supressors de tumors. El
mecanisme que originaria amb major frequéncia la perdua d'heterozigositat a

20q seria una deleci¢ intersticial més que una recombinacié mitotica [152].
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El fet que les SMPC i les SMD siguin clinicament diferents fa possible que hi
hagi gens diferents o addicionals implicats en les dues malalties. Per aquest
motiu és normal que s’hagin definit dos RCD superposables. La RCD de les
SMD comprén una regié de 7-8 megabases (Mb), mentre que la RCD de les
SMPC és una mica més gran, unes 8-9 Mb. Ambdues regions comparteixen
una zona de 2 Mb (Figura 2) [155-157].

Els mapatges fisics d’aquesta regié del cromosoma 20 han identificat un total
de 36 sequéncies amb expressid, 12 d’elles corresponen a gens coneguts
[155], entre els que hi ha gens que codifiquen per factors de transcripcio (Mafb,
MYBL2, TCF14) i per components de la senyals de transduccié (PLCGT,
YWHAB).

Figura 2. Esquema del minim segment Figura 3. Possibles mecanismes implicats
comu delecionat en SMPC i MDS a 20q en la patogenesi de les delecions a 20q
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Hi ha diferents hipotesis que intenten explicar com la pérdualinactivacio

d'aquests gens candidats intervindrien en la patogénesi d'aquestes malalties
[152]. Una d’aquestes hipotesis és la de Knudson [158] que consisteix en la
inactivacié d'una de les copies d’'un unic gen candidat com a causa d’una
alteracié genética (ex. mutacié puntual), seguit per la pérdua de la segona
copia degut a una delecié. Una altra alternativa seria que la copia "intacta" es
silencii, per exemple per metilacié, com s'ha demostrat que succeeix en els
gens VHL, p16i p15 implicats en altres leucémies [159-161]. De totes maneres,
la pérdua d'una unica copia del gen ja hauria de tenir, per si sola, algun efecte
patogenétic (cada cop es descriuen més exemples on ['haploinsuficiéncia
influencia I'aparicié de tumors). Tot i aix0, seria necessaria la perdua/inactivacio

de dos o0 més gens perque aparegues el fenotip de la malaltia (Figura 3).
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Alguns estudis recents suggereixen que les delecions a 20q identificarien un
subtipus de malalties mieloides caracteritzades per displasia megacariocitica i
mieloide. Kurtin i col. [100] van fer un estudi amb 78 pacients portadors de
del(20g) com a unica alteraci6 cromosomica i va demostrar que tots els
pacients amb SMPC i 46 dels 47 pacients amb SMD mostraven displasies
megacariocitiques i el 45% dels pacients amb SMPC i els 87% de SMD tenien
diseritropoesi. Per contra, cap pacient amb SMPC i només el 19% dels pacients
amb SMD tenien displasia granulocitica. Per aixd van postular que les
delecions de 20q identificaven un subgrup de malalties mieloides
caracteritzades per displasia megacariocitica i eritroide. Aquest estudi, pero, ha
rebut varies critiques perqué no van incloure pacients sense la del(20q) com a
controls. En conclusié i a la vista dels resultats obtinguts pels diferents grups es
pot dir que fan falta nous estudis.

Respecte el valor prondstic de la del(20q) en les SMPC, no hi ha cap conclusio
definitiva degut al nombre limitat de pacients estudiats. Amb la informacié que
es té en aquests moments no hi hauria diferencies entre la taxa de
supervivéncia dels pacients portadors de la delecié i la dels que sén normals
[104, 162]. Un estudi fet per Aatola i col. amb 18 pacients amb SMPC [103]
tampoc va trobar correlacié entre el percentatge de metafases portadores de

delecions a 20q i la taxa de supervivencia.

e Delecions de 13q

Menys d'un 10% dels pacients amb PV i un 0.7% dels pacients amb TE
presenten una delecié del bra¢ llarg del cromosoma 13. La delecié s'ha
interpretat alguns cops com a terminal i altres vegades com a intersticial, i s'han
implicat la majoria de bandes de 13q com a possibles punts de trencament.

En el cas que el mecanisme implicat en l'aparicié de la del(13q) en les SMPC
tingui com a consequéncia una pérdua d'activitat antioncogénica, llavors el gen
del retinoblastoma (RB1) situat a 13914, seria un dels candidats a tenir un
paper patogenétic. No es coneixen perd, mutacions que afectin el gen del RB
en les SMPC.
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La caracteritzacid citogenética sovint careix de precisio, perd la majoria de
leucémies, mielodisplasies i SMPC amb una del(13q) sembla que comparteixin
la pérdua de 13q14. Mapatges fisics amb YACs d’aquesta regio estimen que la
minima regié comuna delecionada tindria aproximadament 1.5Mb [163,164].
Aquesta regié es sobreposa parcialment amb la regi6 comuna delecionada en
la leucémia limfatica cronica (LLC), malaltia on també trobem frequentment
delecions a 13q (Figura 4). De totes maneres, les SMPC tenen una biologia tan
diferent a la de la LLC que es creu que els gens implicats en cada patologia
serien diferents.

Fins el moment no hi ha cap estudi que tingui en compte el valor pronostic

d’aquestes delecions en la PV [137].

Figura 4. Resum de la regié comuna delecionada a 13q tant en SMPC com en
LLC. En la LLC s’han descrit tres regions diferents (A, B i C)
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e Guanys d’'1q

Un 10% dels pacients amb PV i un 0.2% dels pacients amb TE presenten algun
tipus de reordenament el resultat del qual és un guany del material d'1q.

En la majoria dels casos trobem la preséncia d'un cromosoma 1 extra que té
delecionat el brag curt prop del centromer. En un percentatge menor de casos,
la trisomia parcial esta causada per duplicacions o translocacions que
involucren un segment d'1q supernumerari, normalment des d'1922 a 1qter
[144], o per translocacions desequilibrades com der(1)t(1;9) que origina una
trisomia d'1q i de 9p [145].
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Amb l'ajut de bandes G s’ha identificat com a regi6 comuna delecionada el
segment que va d'1g23 a 1932. Es necessari realitzar estudis moleculars que
estableixin una regidé meés concreta.

S’han trobat dup(1q) en tots els estadis de la malaltia (diagnostic,
progressio,...), per tant no esta clar si existeix alguna relacié entre la trisomia 1q
i una fase més avancada de la malaltia, una major necessitat de tractament o

una major progressio a leucemia aguda.

1.4.4. Altres marcadors biologics

Degut al nombre baix de pacients afectes de PV i TE amb alteracions
cromosomiques al moment del diagnostic (obtingudes tan per citogenética
convencional com per FISH) s'ha iniciat la recerca de nous biomarcadors

mitjangant técniques moleculars.

1.4.4.1. Gen del receptor androgénic huma (HUMARA)

L'analisi del patro d'inactivacio del cromosoma X (X-chromosome inactivation
pattern, XCIP) és una bona eina per determinar I'existéncia d'una hemopoesi
clonal. Durant I'embriogénesi femenina es produeix una inactivacié a l'atzar
d'un dels dos cromosomes X; aquest procés es realitza per prevenir una doble
dosi, que seria letal, dels gens localitzats al cromosoma X. Aquest fenomen es
coneix amb el nom de Lyonitzacié [165]. Una vegada es fixa la inactivacié d’'un
dels dos cromosomes X, es manté sempre estable, i la descendéncia de cada
cél-lula heredara el mateix cromosoma X inactiu en cada futura ronda de
mitosis. Com a resultat d'aquest proceés, l'expressidé dels gens localitzats al
cromosoma X es realitza en forma de mosaic pel cos femeni en funcié de quin
cromosoma X tingui inactiu cada ceéllula. Com que la inactivacié del
cromosoma X es fa a l'atzar, si estudiéssim el XCIP d'un teixit en particular,
seguiria una distribucié Gaussiana amb una mitja del 50%. Pel contrari, quan
un teixit esdevé neoplasic, hi ha una inactivacio preferent d'un dels
cromosomes X. S'ha establert arbitrariament la definicié de poblacio clonal com

I'expressié 3:1 dels gens d'un dels cromosomes X respecte de l'altre.
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Existeixen dos requeriments per realitzar I'analisi de clonalitat mitjangant XCIP:
1.

La capacitat d'establir quin és el cromosoma X actiu i quin l'inactiu: les

formes actives i inactives dels gens del cromosoma X es poden diferenciar
perqué els extrems 5' dels residus de citosines d'aquests gens presenten un
patré de metilacié diferent [166, 167]. Aquestes regions estan metilades
quan els gens estan inactius i desmetilades quan els gens estan actius. Per
tant, si apliquem un enzim de restriccié sensible a la metilacio (ex. Hpall) en
un teixit clonal, perdrem el fragment que correspongui al gen actiu que
estiguem estudiant, ja que estara desmetilat i I'enzim de restriccid el podra
tallar, mentre que en un teixit no clonal obtindrem una reduccié equiparable
de cada un dels dos fragments, que corresponen al gen actiu i inactiu.

La capacitat de diferenciar el cromosoma patern del matern: al llarg del

temps s'han utilitzat diferents gens polimorfics per diferenciar els dos
cromosomes X. ElI primer va ser el gen de la glucosa-6-fosfat
deshidrogenasa (G6PD), pero la baixa frequéncia d'heterozigots (30%) va
suposar una limitaci6 per l'aplicacio de la técnica. Després d'aquest
polimorfisme, a nivell d’ADN, s'han utilitzant d’altres cada vegada amb un
major grau d'heterozigositat: fosforibosil cinasa (PGK) amb una
heterozigosistat del 30-50%, hipoxantin fosforibosil transferasa (HPRT) amb
una heterozigositat del 30-50% i més recentment, el receptor androgénic
huma (HUMARA) amb una heterozigositat del 83-90%.

Recentment, Liu i col. [132] van determinar el XCIP a nivell dARN, ja que
aixi podien estudiar el patré d'inactivacio de les plaquetes. Per realitzar
aquest estudi van utilitzar els seguents gens: iduronat-2-sulfatasa (IDS),
MPP1, G6PD, bruton tirosina cinasa (BTK) i el domini 1 del LIM4 (FHL1). El

grau d'heterozigositat obtingut utilitzant tots aquests gens junts és del 90%.

Fins al moment, el gen polimorfic més utilitzat per estudiar el patré de clonalitat

en sindromes mieloproliferatives croniques és el gen HUMARA, ja que:

Conté una repeticié de tres nucleotids (CAG), anomenada també seqléncia
VNTR, al primer exd. Aquesta sequéncia és molt polimorfica ja que cada
VNTR conté de 11 a 31 repeticions CAG. Aquest fet permet que es pugui
discriminar entre els dos cromosomes X en aproximadament el 90% de les

dones (grau d'heterozigositat).
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- A 100 parells de bases de l'extrem 5' de la regi6 VNTR trobem quatre
dianes d'accio d'enzims de restriccié sensibles a la metilacio (dos per Hha |
i dos per Hpa Il). Aquesta caracteristica €s molt util ja que com que la
reaccio en cadena de la polimerasa (PCR) no manté el patré de metilacio,
abans d'iniciar I'estudi de XCIP es realitzara una digestio amb un d'aquests
dos enzims (ex. Hpa Il) que ens permetra quedar-nos només amb aquells
gens que siguin inactius (metilats) i que, per tant, I'enzim no podra tallar.
Posteriorment s'amplificaran amb una PCR i podran ser quantificats, ja

sigui per metodes de marcatge radioactiu o fluorescent.

Avantatges i inconvenients de I'analisi de clonalitat mitjancant XCIP

L'analisi del XCIP proporciona un métode per a determinar clonalitat sense el
requeriment de cap marcador genétic especific. Per aquest motiu és una eina
molt util en dones afectes de PV o TE.

El polimorfisme del gen HUMARA té I'avantatge que s’estudia a partir d’ADN i

que metodologicament no és una tecnica dificil (digestié enzimatica i PCR). Per

altra banda, aquest gen té un alt grau d'heterozigositat (83-90%).

Els estudis previs de clonalitat mitjangant polimorfismes com PGK i HPRT han

demostrat que no tots els pacients amb TE tenen una granulopoesi clonal [168-

170]. Aquest fet ha estat corroborat més recentment pels estudis realitzats amb

el gen HUMARA, ja que es va trobar un percentatge de clonalitat variable entre

les pacients afectes de SMPC, fet que indica que la TE i la PV son malalties
heterogénies en termes de clonalitat:

- El percentatge de clonalitat entre les pacients afectes de TE oscil-la entre el
18.7% i el 68% [35, 171-178]. Aquestes discrepancies poden ser degudes a
la diferent metodologia utilitzada en cada estudi, al nombre reduit de
pacients d'alguns estudis i als diferents criteris utilitzats per definir I'estat de
clonalitat (ratio d'al-lels o I'equaci6 d'Asimakopoulos i col. [180].

- Respecte la PV, només hi ha dos estudis fins al moment on s’analitza la
clonalitat mitjancant el gen HUMARA. El primer estudi va ser fet per
Champion i col. (1997) i van estudiar 30 PV, 8 TE i 3 mielofibrosis. El
percentatge de clonalitat per separat de cada malaltia no esta especificat a
I'article, perd 26 d'aquests 41 pacients (63.4%) eren clonals [35]. El segon
estudi va ser fet per Mitterbauer i col. (1999) i van estudiar 31 PV. Es va

demostrar un patré XCIP clonal en 16 de 22 pacients (73%) [175].
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Altres inconvenients que té I'estudi de clonalitat mitjangant el gen HUMARA:

- Quan es realitza un estudi de clonalitat és necessari comparar les cél-lules
patologiques amb unes altres de normals que proporcionen el patrd
d’inactivacié original del cromosoma X del teixit en estudi. Fins el moment, hi
ha controvérsia en el teixit control a utilitzar. Per una banda, els estudis que
utilitzen cél-lules no hemopoétiques (cél-lules de la mucosa bucal) en
paral-lel amb cél-lules hemopoétiques no implicades en la neoplasia en
estudi (limfocits T, en el cas de les SMPC) prefereixen aquestes darreres
cel-lules ja que no existeixen diferéncies significatives entre elles, i perqué la
correlacié entre mucosa bucal i limfocits T no és massa bona [177]. Per altra
banda, la utilitzacié de limfocits T com a cél-lules control en neoplasies
mieloides [171-178], és un tema no exempt de controversia, doncs és dificil
excloure completament la implicacié dels limfocits en un procés mieloide ja
que s’han descrit SMPC originades a nivell d’'una cél-lula mare pluripotent
capag de diferenciar-se en granulocits i limfocits T [179].

- L’existéncia d’'un percentatge variable de controls clonals [175, 177].
Champion i col. (1997) van demostrar que aquest fenomen es donava de
manera més frequent en dones sanes d'edat avancada [35]. S'han proposat
diverses explicacions per intentar aclarir aquest fet: 1) podria ser un fenomen
constitutiu que apareix amb Il'edat perd sense cap repercussio neoplasica,
2) que aquestes dones grans tinguin algun factor genétic que produeixi una
pressio selectiva sobre un dels al-lels, o 3) que en realitat tinguin una
poblacié de cél-lules clonals no detectada fins aquest moment [35, 181].

Per aquests motius, els limfocits T sén un bon control en les dones joves

afectes de SMPC, pero no passa el mateix en les dones d'edat avancada, on

un XCIP desequilibrat en els granulocits perd no el limfocits T podria indicar
una “falsa” proliferacié cel-lular clonal [35]. Per altra banda, I'estudi de XCIP
sera de gran utilitat en aquelles dones d'edat avangada en qué es demostri un

patrd policlonal i no estigui clar si la proliferacié cel-lular era reactiva o deguda a

un procés neoplasic [175, 177].

Un ultim inconvenient d’aquesta técnica és que un nombre significatiu de

dones, també d'edat avangada, mostren un XCIP clonal tant en granulocits com

en limfocits T [173, 178]. El fet de trobar alterat el control intern (limfocits T) fa

que l'estudi de clonalitat en aquestes dones no sigui informatiu.
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Relacié de la clonalitat obtinguda mitjancant I'estudi del gen HUMARA amb la

clinica dels pacients

La relacié d'un resultat clonal en dones afectes de TE amb una clinica concreta
és un tema que, fins el moment, és controvertit. Per un costat s'han realitzat
alguns estudis que correlacionaven un resultat clonal mitjangant I'estudi del gen
HUMARA amb un major risc de patir complicacions trombohemorragiques [174,
176, 178] i en canvi, altres estudis no troben aquesta correlacio [172]. Les
diferencies d'aquests resultats podrien ser degudes a la mida de les poblacions
estudiades.

Fins el moment no s'ha descrit una situacioé equivalent en dones afectes de PV,
ja que els unics estudis que contemplaven aquesta patologia no van mirar
aquesta correlacio.

Cal realitzar més estudis de clonalitat en TE i PV que puguin ajudar a establir
amb major precisio la patofigiologia d'aquestes malalties i determinar si les
implicacions cliniques d'una hematopoesi clonal son realment demostrables.
Aixi com estudis prospectius que contemplin si amb el pas del temps els
resultats de policlonalitat obtinguts mitjangant el gen HUMARA poden canviar i

la seva implicacio clinica en aquest moment.

1.4.4.2. Gen de la policitéemia rubra vera 1 (PRV-1)

El gen PRV-1 codifica per un receptor de superficie relacionat amb la familia
UPAR/Ly6/CD59 i sembla que la seva expressio esta restringida a les cel-lules
hemopoétiques.

Es un nou marcador molecular que esta sobreexpressat a nivell de ’ARNm dels
granulocits en la majoria de PV i en algunes TE, en canvi, els nivell d’expressid
dels granulodcits d’eritrocitosis i trombocitosis secundaries sén normals.

Els primers estudis que es van fer mostraven un augment de I'expressio del
gen PRV-1 dels granulocits de les PV i un nivell baix o nul dels granulocits de
LMC, mielofibrosi i la majoria dels pacients amb TE (4 de 6 pacients estudiats)
[134]. Estudis posteriors del mateix grup perd amb una técnica més sensible
van mostrar que els pacients amb TE i creixement endogen de BFU-E tenien
nivells similars als obtinguts en els pacients afectes de PV (aixd no ho
observaven en els pacients que no tenien creixement endogen de BFU-E),

aquest grup va suggerir que en aquests casos els pacients podrien presentar

42



Introduccio

una PV emmascarada més que una TE [130]. Teofili i col. [133] van estudiar 37
pacients afectes de TE i tots ells tenien augmentats els nivells d’expressio del
gen PRV-1. Estudis posteriors han obtingut resultats similars; Florensa i col.
van demostrar que el 91% de les PV i el 59% de les TE estudiades
sobreexpresaven el gen PRV-1. Aixi mateix van veure que totes les PV que
sobrexpresaven PRV-1 tenien creixement endogen de BFU-E i que totes
excepte una TE sobreexpresaven PRV-1 i tenien creixement endogen de BFU-
E i/o CFU-Meg [182].

El paper del gen PRV-1 en la patogénesi de la PV i la TE no es coneix. Podria
ser simplement un marcador indirecte de la preséncia de cellules
(hiper)activades ja que s’ha vist que les cél-lules mieloides normals estimulades
in vivo o in vitro amb factors estimulants de coldnies granulocitari mostren un
augment dels nivells de ARNm del PRV-1 [134].

El valor del PRV-1 com a marcador discriminatori entre la PV i la majoria de TE,
s’ha d’acabar de confirmar amb estudis prospectius, aixi com la seva correlacié

amb el prondstic clinic.

1.4.4.3. Microxips d’expressio

Gracies a que recentment s'ha completat la seqlienciacié del genoma huma i a

la creacid de noves tecnologies com els microxips que permeten analitzar

I'expressio i funcié de tots els gens del genoma a la vegada [183], s'ha obert

una nova era per a I'analisi genetica de la PVila TE.

Hi ha pocs estudis que analitzin aquestes patologies emprant microxips:

- Pellagatti i col. (2003) estudien I'expressié de 6000 gens d'onze pacients
afectes de PV amb microxips d'ADNc i la comparen amb la d'individus
control. El resultat ha estat la troballa d'onze gens sobrexpressats en tots
els pacients amb PV i no en els controls. La funcié d'alguns d'aquests gens
és inhibir les proteases que promouen l'apoptosi dels neutrofils (ex. cistatina
F), mentre que d’altres son antiapoptotics o factors de supervivencia (ex.
adrenomedulina, p38). Es creu que la desregulacié d'aquests factors
inhibiria I'apoptosi normal dels granuldcits i promouria la seva supervivencia
en pacients afectes de PV. Aquests gens doncs, representarien la signatura
molecular d'aquesta malaltia i tindrien un paper molt important en la
patofisiologia de la PV [184].
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Tenedini i col. (2004) estudien els perfils d’expressié génica en 15 pacients
afectes de TE i ho comparen amb els perfils de 15 controls sans.
Concretament, comparen la megacariopoesi, ja que seleccionen els
precursors hemopoeétics CD34+ del moll d’'os d’aquests individus. El resultat
ha estat que els gens proapoptotics com BAX, BNIP3 i BNIP3L estan poc
expressats en els megacariocits de la TE, juntament amb altres gens que
formen part del complex que confereix permeabilitat a les mitocondries
(mecanisme amb un paper essencial en I'apoptosi). Contrariament, els gens
antiapoptotics com IGF1-R i CFLAR estan sobreexpressats en els
megacariocits de la TE, de la mateixa manera que ho esta el gen SDF1 que
afavoreix la supervivéncia cel-lular [185].

Per avaluar les consequéncies biologiques del perfil d’expressié dels gens
implicats en la regulacié de les vies apoptotiques dels megacariocits de la
TE, Tenedini E i col. també van realitzar assaigs funcionals com I'exposicio
a fosfatidilserina, el pic en fase sub-G1 del ADN i la dil-lucié limitant de TPO
dels megacariocits normals i en la TE. Aquest estudi funcional va confirmar
que els megacariocits de la TE son més resistents a I'apoptosi que els
megacariocits dels controls. Ara bé, segueix essent una incognita si la
propensido a una apoptosi disminuida té un paper primordial en la genesi
dels megacariocits de la TE o si bé, és una consequéncia de la malaltia
[185].

Resumint, els seus resultats suggereixen que els megacariocits de la TE
tenen alterada I'expressié de diferents gens que participen en la regulacié
de l'equilibri entre proliferacié i apoptosi, i com a consequéncia aquests
megacariocits son resistents a I'apoptosi. Aquesta troballa podria tenir un

paper molt rellevant en la tumorigénesi de la TE.

Serien molt interessants altres estudis que comparessin els perfils d’expressid

de les PV i les TE amb el d’altres SMPC i amb els de pacients afectes de

poliblobulies o trombocitosis secundaries. També seria util comparar les PV o

TE clonals amb les policlonals per veure si existeix alguna diferéncia en el seu

patré d’expressio.
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1.4.4.4. Mutacions del gen Janus cinasa 2 (JAK2)

JAK2 és una tirosina cinasa localitzada a 9p24 que forma part de la via de

transducci6 de senyals de molts receptors de creixement hemopoétics.

Recentment, han aparegut diversos treballs que han posat de manifest que una

mutacié puntual en aquesta tirosina cinasa podria ser la responsable de moltes

de les caracteristiques de la PV, la TE i la MM [186-190].

La mutacio puntual es produeix pel canvi d’'una Guanina (G) per una Timina (T)

en I'exd 12 que comporta un canvi d’'una Valina per una Fenilalanina en

I'aminoacid numero 617 (Val617Phe). Es tracta d’'una mutacié adquirida ja que

només s’ha detectat en cél-lules mieloides (granulocits, eritroblasts diferenciats

a partir de cél-lules CD34+ i plaquetes) i no en limfocits T ni cél-lules de la

mucosa bucal.

Baxter i col. (2005) troben aquesta mutacio en el 97% de PV, el 57% de TE, el

50% de MM i en cap dels 90 controls estudiats [186]. Levine i col. (2005)

identifiquen la mateixa mutacio puntual en el 74% de PV, el 33% de TE i el 35%

de MM [187]. De la mateixa manera, James i col. (2005) troben la mutacio en el

89% de PV, el 43% de TE, el 43% de MM i en cap control ni pacient amb

eritrocitosi secundaria [188].

Tots aquests articles suggereixen que aquesta mutacio és una de les principals

causes de proliferacio hemopoética. Es basen en les seguents troballes:

- Només els progenitors eritroides portadors de la mutacié sén capagos de
créixer en abséncia d’'EPO, mentre que tant els progenitors mutats com els
normals poden créixer en la seva presencia [186-188].

- La utilitzacio d’ARN d’interferéncia (ARNi) redueix I'expressié de JAK2 en un
90% i produeix una gran disminucié del numero de colonies eritroides
capaces de créixer en abséncia d’EPO [188].

- La introduccié de la mutacié Val617Phe JAK2 en el moll d’'os d’'un ratoli
comporta I'aparicié d’'una hiperplasia de la série eritroide (Hct ~60%) [188].

S’han realitzat estudis d’hibridacio in situ amb sondes que cobreixen el gen

JAK2, que han demostrat la preséncia de la mutacié en els dos al-lels en els

casos estudiats. Aquesta troballa suggereix que I'al-lel mutat es duplicaria bé

per recombinaciéo mitdtica o bé per trisomia del cromosoma 9, que é€s una de

les alteracions més frequents en la PV, mentre que I'al-lel normal es perdria.
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Per tant, per desenvolupar una PV serien necessaris com a minim dos fets: la

mutacié Val617Phe seguida o bé per la seva duplicacié o per algun altre

succés genetic desconegut fins el moment [186-188].

La mutacié Val617Phe JAK2 té un paper principal, encara que no unic, en la

patogénesi de la PV ja que esta implicada en la resposta anormal de les

citocines i en l'aparicio de la policitémia [188]. Es tracta doncs d’una troballa

amb una gran importancia diagnostica i terapéutica en les sindromes

mieloproliferatives [186-190] ja que:

- Té un gran valor com a test diagnodstic perqué permet diferenciar els
processos neoplasics dels reactius.

- Podria representar una nova diana terapéutica ja que es podrien utilitzar
inhibidors de I'activitat tirosina cinasa, que han demostrat ser molt utils en el

tractament d’altres cancers.
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2. MATERIAL | METODES
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2.1. PACIENTS

En aquest treball s’han estudiat mostres de medul-la 0ssia o sang periférica

dels seguents grups de malalts:

- 32 malalts afectes de policitémia vera (articles 1 i 2)

- 53 malalts afectes de trombocitémia essencial (article 3)

- 44 malalts afectes de trombocitémia essencial, 18 malalts afectes de

policitémia vera i 64 controls hematoldgicament sans (article 4)

Les mostres de medul-la 0ssia per a realitzar I'estudi citogenetic i d'hibridacio in
situ (articles 1, 2 i 3) han estat recollides entre els anys 1988 i 2002 i provenen
de I'Hospital de la Creu Roja, I'Hospital Central I'Alianga, I'Hospital de

I'Esperanca i I'Hospital del Mar de Barcelona.

Les mostres de sang periférica per a realitzar I'estudi de clonalitat mitjancant el
polimorfisme del gen HUMARA (article 4) han estat recollides entre els anys
2002 i 2004 i provenen de I'Hospital del Mar de Barcelona.
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2.2. METODES
2.2.1. TECNIQUES DE CITOGENETICA CONVENCIONAL

2.2.1.1. Extraccié i conservacié de les mostres

Les mostres utilitzades per a I'estudi citogenétic han estat de dos tipus: sang
periférica (per estudiar els individus control) i medul-la ossia (per estudiar els
pacients afectes de TE i PV). Tot seguit es descriu com s’ha realitzat la seva

extraccio i conservacio.

A. Mostres de sang periférica

L’extraccié de sang periférica es fa a partir de la vena basilica o mitjana cefalica
del brag. S’extreuen de 2 a 5 mL de sang periférica en condicions estérils. La
sang es recull en un tub amb 1% d’anticoagulant tipus heparina sodica o
heparina de liti, perd mai amb EDTA ja que aquest anticoagulant inhibeix el
creixement cel-lular. La mostra de sang periférica es conservara a 2-4°C
(nevera) fins el moment de posar a créixer el cultiu. Es recomana cultivar tan
aviat com sigui possible des del moment de I'extraccid, perd en cas que no

sigui possible, la mostra pot aguantar bé 2-3 dies a la nevera.

B. Mostres de medul-la ossia

Les mostres de medul-la dssia s’obtenen per puncié aspirativa, habitualment a
nivell esternal o bé de la cresta il-liaca posterosuperior. Després d’anestesiar la
zona, s’efectua la puncid, es penetra a la cavitat medul-lar amb un trocar i es
procedeix a aspirar uns 2 mL de medul-la dssia. La primera fraccié que s’aspira
€s la més rica en cél-lules en divisio, perd a mesura que I'extraccié continua, la
mostra es contamina amb sang medul-lar. Per aquesta rad, és aconsellable
utilitzar la primera fraccié per al cultiu cel-lular. La mostra es recull en un tub de
centrifuga amb 5 mL de medi RPMI-1640 i heparina sodica o de litia I'1% i s’ha
de posar a cultivar tan aviat com sigui possible després de la seva extraccio per
obtenir el maxim de célllules en divisi6. En cas que la mostra s’hagi de
transportar o guardar unes hores abans de cultivar, és recomanable fer-ho a T?

ambient o bé a 37°C un maxim de 10 hores.
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2.2.1.2. Composicio del medi de cultiu

El medi de cultiu es prepara en una campana de flux laminar préviament
esterilitzada. A una ampolla de 100 mL de medi de cultiu RPMI-1640, s’afegeix
1 mL d’heparina sodica o de liti (1%). Es treuen 20 mL de la barreja
(s’utilitzaran, aliquotats en tubs de plastic estéril amb 5 mL, per a recollida de
mostres de medul-la dssia). Als 80 mL de medi restants s’afegeixen: 17 mL de
sérum bovi fetal (17%), 2 mL de L-Glutamina (2%) i 1 mL de Penicil-lina-
Estreptomicina (1%). S’aliquoten 100 mL de medi complet en flascons de cultiu
de plastic esteril de 25 cc, amb 10 mL a cada flascé. Es conserven a -20°C fins

el moment del seu Us.

2.2.1.3. Tecniques de processat dels diferents teixits

2.2.1.3.1. Medul‘la ossia

A. Manipulacié del medi de cultiu i de la mostra

- Descongelar un flasc6 amb medi complet (RPMI 1640, Sérum bovi fetal, L-
Glutamina, Penicilina-Estreptomicina, Heparina), a T? ambient o al bany maria
a 37°C.

- Centrifugar la mostra de medul-la dssia durant 8 minuts a 1500 rpm. Un cop
centrifugada, extreure la capa blanca (rica en cél-lules mononucleades) amb
una pipeta Pasteur estéril. Depenent de la cel-lularitat de la mostra es posaran
de 0.3 a 0.8 mL de la capa blanca per ajustar el cultiu a 2x10° cel/mL.

- No s’afegeix mitogen degut a que el tipus de cél-lules que ens interessen de la

medul-la dssia sén cél-lules immadures.

B. Cultiu

- Remenar el cultiu per inversioé abans de posar-lo a I'estufa.

- Obrir una mica el tap del flascé i col-locar-lo a I'estufa de cultiu a 37°C i 5%
COa,.

- El temps de cultiu és de 24 hores.
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C. Processat de la mostra

- Mitja hora abans d’iniciar el processat de la mostra, cal afegir 100 ul de
Colcemid (antimitotic) al flascé i deixar-lo actuar dins I'estufa, a 37°C.

- Abocar el contingut del flascé a un tub de plastic estéril per procedir a
I'extraccio del cultiu.

- Centrifugar la mostra durant 10 minuts a 1500 rpm.

- Descartar el sobrenedant (vigilant perqué el sediment cel-lular pot quedar poc
enganxat i es pot perdre), i resuspendre el sediment cel-lular.

- Afegir solucié hipotonica de KCI (0.075 M) preescalfada a 37°C al tub amb el
sediment cel-lular. Aquesta solucié s’afegeix gota a gota i agitant fins els 2
primers mil-lilitres i després a raig fins a 8-10 mL.

- Col‘locar el tub al bany maria a 37°C durant 30 minuts.

- Centrifugar 10 minuts a 1500 rpm.

- Descartar el sobrenedant i resuspendre el sediment cel-lular. Afegir fixador
Carnoy (3 parts de metanol i 1 part d’acid aceétic), primer gota a gota i agitant
fins a 1-2 mL i després a raig fins a 8-10 mL*.

- Centrifugar 10 minuts a 1500 rpm.

- Repetir el procés de fixacidé (assenyalat anteriorment amb el simbol*) unes 3
vegades fins que el sobrenedant sigui transparent i el sediment cel-lular blanc.

- Fer 3 extensions de cada tub, assecar-les a la planxa de 50°C i envellir-les a

la planxa de 100°C durant 1 hora.

D. Técnica de bandes

Les preparacions obtingudes s’analitzen seguint la técnica de bandes G amb
tampd de Sorensen i colorant de Wright. En aquest cas, es tenyeixen les
preparacions amb una solucié composta per 3 parts de tampd6 de Sorensen i 1
part de colorant de Wright (veure apartat 4.3.2) durant 2-6 minuts (dependra de
si el colorant és acabat de fer o és vell), s’esbandeixen amb aigua de l'aixeta i

s’assequen amb un paper de filtre.
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2.2.1.3.2. Sang periférica

Les mostres de sang periférica dels individus control seguiran tot el procés de
la técnica de citogenética convencional (equivalent al procés de la técnica de
medul-la dssia) menys l'envelliment i tincidé ja que només les processem per

obtenir el material sobre el qual realitzarem la hibridacié in situ.

A. Manipulacié del medi de cultiu i de la mostra

- Descongelar un flasc6 amb medi complet (RPMI 1640, Sérum bovi fetal, L-
Glutamina, Penicilina-Estreptomicina, Heparina), a T? ambient o al bany maria
a 37°C.

- Afegir la quantitat necessaria del mitogen (Fitohemaglutinina (PHA) al 5%).

- Afegir-hi la mostra de sang periférica. La quantitat de mostra a afegir esta en
funcio del n° total de leucocits de la mostra. Es ideal ajustar el cultiu a 2x10°
cél-lules/mL, per tant, caldra procedir a fer un recompte del n° de leucocits amb
un comptador automatic o amb una camera de Neubauer. Un cop s’hagi
obtingut la xifra de leucocits es calculara el volum de sang necessari per cultiu

de forma que la concentracié quedi ajustada a 2x10° cel-lules/mL.

B. Cultiu

- Obrir una mica el tap del flascé i col-locar-lo a I'estufa de cultiu a 37°C i 5%
CO,. Cultivar durant 72 hores (si la mostra arriba un dimecres o un dijous, pot
arribar a estar de 96 a 120 hores a I'estufa), i barrejar el cultiu per inversioé una

vegada cada dia.

C. Processat de la mostra

- Mitja hora abans d’iniciar el processat de la mostra, cal afegir 100 ul de
Colcemid (antimitotic) al flascé i deixar-lo actuar dins de I'estufa, a 37°C.

- Abocar el contingut del flasco a un tub de plastic estéril per procedir amb el
procés d’extraccio del cultiu.

- Centrifugar la mostra durant 10 minuts a 1500 rpm.

- Descartar el sobrenedant (vigilant perqué el sediment cel-lular pot quedar poc

enganxat i es pot perdre), i resuspendre el sediment cel-lular.
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- Afegir solucié hipotonica de KCI (0.075 M) preescalfada a 37°C al tub amb el
sediment cel-lular. Aquesta solucid s’afegeix gota a gota i agitant fins els 2
primers mil-lilitres i després a raig fins a 8-10 mL.

- Col‘locar el tub al bany maria a 37°C durant 30 minuts.

- Centrifugar 10 minuts a 1500 rpm.

- Descartar el sobrenedant i resuspendre el sediment cel-lular. Afegir fixador
Carnoy (3 parts de metanol i 1 part d’acid acétic), primer gota a gota i agitant
fins a 1-2 mL i després a raig fins a 8-10 mL*.

- Centrifugar 10 minuts a 1500 rpm.

- Repetir el procés de fixacid (assenyalat anteriorment amb el simbol*) de 3 a 5
vegades fins que el sobrenedant sigui transparent i el sediment cel-lular blanc.

- Fer extensions, 1 de cada tub. Les extensions s’envelleixen 24 hores a
temperatura ambient perqué no farem l'estudi de citogenética convencional
doncs aquestes mostres d’individus control només les farem servir per la

técnica d’hibridacio in situ.

2.21.4. Analisi microscopica i nomenclatura de la citogenética
convencional

S’han estudiat 20 metafases per cada cas al microscopi Optic, amb I'objectiu
d'immersio (x100). S’han cariotipat un minim de 5 metafases i comptat les
restants. Per al cariotipatge s’ha utilitzat el sistema d’analisi d'imatges digital
Cytovision (Applied Imaging).

Les anomalies cromosdmiques s’han descrit seguint la nomenclatura ISCN
1995. Es considera que una alteraci6 cromosodmica és clonal quan la mateixa
alteracié estructural o guany d’un cromosoma es troba com a minim en dues
metafases o, en cas de ser una perdua d’un cromosoma, es troba com a minim

en tres metafases.
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2.2.2. TECNIQUES D’HIBRIDACIO IN SITU (HIS)

2.2.2.1. Tipus de mostres

El material per a la realitzacio de la técnica d’hibridacio in situ (HIS) procedia de
mostres de citogenética convencional envellides 24 hores a temperatura
ambient. Aquestes mostres havien estat emmagatzemades amb solucié
fixadora de Carnoy (3 parts de metanol i 1 part d’acid acétic) a una temperatura
de —20°C a -80°C. El periode d’emmagatzematge de les mostres abans de
realitzar la técnica d’HIS va ser variable, des de pocs mesos fins a 14 anys. La
metodologia a seguir és igual tant per mostres de sang periférica com de

medul-la ossia.

2.2.2.2. Metodologia d’hibridacié in situ
En aquest estudi s’han utilitzat dos tipus de marcatge d’hibridacio in situ:

- Una técnica d’HIS amb marcatge de les sondes amb biotina i deteccid

immunoenzimatica amb l|a reaccié de la peroxidasa. Aquesta técnica s’ha

aplicat en un pacient afecte de PV per acabar d’establir una translocacio
entre dos cromosomes que no es veia clarament per citogenética
convencional.

- Una técnica de HIS amb marcatge de les sondes amb fluorescéncia. A

aquesta técnica se l'anomena FISH, de l'anglés Fluorescence in situ

hybridization. Cal esmentar que s’han utilitzat sondes de FISH marcades
amb dos tipus de fluorocroms, Spectrum Green (color verd) i Spectrum
Orange (vermell) (Vysis). Aquesta metodologia s’ha aplicat a tots els
pacients afectes de TE i PV. Les sondes que s’han utilitzat han estat les
centromériques dels cromosomes 8 (CEP 8) i 9 (CEP 9), i les sondes
especifiques de locus LSI 13q14.3 i LSI 20912. En el cas de les TE també
s’ha aplicat la sonda LS| BCR/ABL dual colour ES (Vysis).

Els protocols per les esmentades técniques es detallen a continuacid.
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2.2.2.21. Protocol d’HIS amb marcatge de les sondes amb biotina
(Cambio) i detecci6 amb fluorescéncia BIO-FITC (Oncor): Sondes de
pintat cromosomic

A. Pretractament de les mostres

- Envellir les extensions durant 30 minuts en 2xSSC a 37°C.

- Deshidratar les extensions en seéries d’etanol al 70%, 85% i 100% durant 3
minuts a temperatura ambient.

- Deixar assecar les extensions a l'aire.

B. Desnaturalitzacié de I’ADN de les mostres i de les sondes

La desnaturalitzacié de 'ADN és el procés pel qual la doble hélix d’acid nucleic

se separa en dues cadenes senzilles. Aquest procés s’aplica tant a ’ADN de la

mostra com a ’ADN de la sonda (en cas que aquesta estigui formada per ADN
de cadena doble) per tal que la hibridacié entre ells sigui possible.

El métode més utilitzat per a desnaturalitzar 'ADN és el tractament térmic (per

cada cas cal establir el temps i la temperatura adequats). En aquest metode

s'utilitza la formamida, un dissolvent organic que disminueix la constant
dieléctrica de la solucié de desnaturalitzacié i redueix 'estabilitat térmica de la

doble hélix. La formamida permet, doncs, la desnaturalitzaci6 de 'ADN a

temperatura més baixa, fet que fa mantenir una bona morfologia del nucli i dels

cromosomes. La concentracié optima de formamida es troba entre el 50 i el

70%, i és la que proporciona una major taxa de desnaturalitzacié i hibridacié

posterior sense presentar inespecificitat de marcatge en altres cromosomes.

- Desnaturalitzacié de les mostres: Es submergeixen les preparacions en un
bany de formamida al 70% en 2xSSC pH7 durant 2 minuts a 72°C.
Immediatament es procedeix a submergir les preparacions en un bany
d'etanol al 70% fred (0-4°C) durant 5 minuts per aturar en sec el procés de
desnaturalitzacid i evitar la renaturalitzaci6 de I'ADN. Tot seguit es
prossegueix amb la resta de banys d’etanol al 85 i 100% per a completar el
procés de deshidratacio. Les preparacions es deixen eixugar a l'aire com a

minim 30 minuts fins el moment de la hibridacio.
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- Desnaturalitzacié de les sondes de pintat cromosomic: Abans de
desnaturalitzar la sonda cal preescalfar-la, de manera que es col-loca tot el
tub de la sonda del cromosoma que es vulgui hibridar durant 5 minuts a 37°C.
Tot seguit, es col-loquen 5 uL de sonda (per cada mostra) en un eppendorf i
es desnaturalitzen de 5 a 10 minuts en un bany a 72°C. Finalment, es col-loca
'eppendorf amb la sonda en un bany a 37°C durant un periode minim de 30

minuts i fins a 2 hores, abans de prosseguir amb la hibridacio.

C. Reaccié d’hibridacié

S’han utilitzat sondes de pintat cromosdmic de Cambio. Les sondes de pintat
cromosomic estan formades per una bateria o llibreria de sondes que abarquen
la totalitat del cromosoma. En el present treball s’han utilitzat les sondes dels
cromosomes 2 i 9.

Per tal que tingui lloc la hibridacié es col-loquen 5 uL de sonda i tampo
d’hibridacié sobre cada preparacié i es cobreixen amb un cobreobjectes. Es
segellen els cobreobjectes amb cola i es col-loquen en una cambra humida
(préviament preescalfada a 37°C) i s’incuben les mostres durant tota la nit a
37°C.

D. Rentats de post-hibridacio

Els rentats de posthibridacié permeten eliminar 'excés de sonda que no ha
hibridat i també dissociar els possibles hibrids no perfectes que s’hagin format
entre regions amb una homologia molt elevada perd no total. L'eficacia
d’aquests rentats dependra de la concentracié de formamida, la concentracié
de sals i la temperatura (Hopman i col.,, 1988). Per les sondes de pintat
cromosomic es realitzen tres rentats en una soluci6 de formamida al 50%
durant 5 minuts a 45°C i tres rentats en 0.1xSSC durant 5 minuts a 60°C. A

partir d’aquest punt la deteccié i amplificacié del senyal es fara a la foscor.
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E. Deteccio i amplificacié dels senyals d’hibridacié

El procés immunoenzimatic de deteccié de senyals es realitza a través d’'una

serie d’incubacions en cambra humida a 37°C amb diferents anticossos.

Collocar 15 ul dAvidina sobre el portaobjectes. Tapar amb un
cubreobjectes de plastic i incubar en cambra humida durant 10 minuts a
I'estufa de 37°C.

Es realitzen tres rentats en una solucié de PBS-tween durant 2 minuts a
temperatura ambient.

Col'locar 15ul d’Antiavidina sobre el portaobjectes. Tapar amb un
cubreobjectes de plastic i incubar en cambra humida durant 10 minuts a
I'estufa de 37°C.

Es realitzen tres rentats en una solucié de PBS-tween durant 2 minuts a
temperatura ambient.

Collocar 15 ul dAvidina sobre el portaobjectes. Tapar amb un
cubreobjectes de plastic i incubar en cambra humida durant 10 minuts a
I'estufa de 37°C.

Es realitzen tres rentats en una solucié de PBS-tween durant 2 minuts a
temperatura ambient.

Collocar 10 pul de DAPI Il sobre el portaobjectes i tapar amb un
cubreobjectes net de 20x20mm. No segellar.

Guardar en una capsa a les fosques a la nevera (2-8°C)

Les zones hibridades es manifesten com a taques de color verd més o menys

intens. El colorant DAPI |l s’utilitza per a contrastar els nuclis en interfase i els

cromosomes de les metafases.

F. Observacio al microscopi de fluorescéncia

Les preparacions s’han examinat en un microscopi de fluorescéncia Nikon

Eclipse e600 utilitzant els objectius de x10 i x100.
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2.2.2.3. Metodologia d’hibridacié in situ fluorescent (FISH)

2.2.2.31. Protocol d’HIS amb marcatge amb fluorescéncia. Sondes
centromériques i especifiques de locus

A. Desnaturalitzacié de I’ADN de les mostres i de les sondes

Amb la incorporacié d’una placa de calor (Hybrite, Vysis, Downers Grove, IL,
USA) al nostre laboratori, la técnica de desnaturalitzacio es simplifica molt ja que
sobre la placa es desnaturalitza la sonda i la mostra al mateix temps. La técnica a
seguir es descriu a continuacio.

Sobre el portaobjectes on hi ha la mostra es colloquen 5uL d'una barreja
formada per 0.5uL de la sonda, 1uL d’aigua destil-lada i 3.5uL de tampo
d’hibridacié (formamida al 65%, dextra sulfat al 10% i 20xSSC) (quantitats per
cada cas). Es cobreix amb un cobreobjectes i es segella amb cola especial
perque la sonda no s’evapori. Una vegada segellats, es col-loquen a l'interior
de la placa de calor o, sobre la superficie calenta, on previament s’ha col-locat
unes tires de paper humit als laterals. Posteriorment, es tanca la tapa i es
selecciona el programa que vulguem posar en marxa. En el nostre cas una
desnaturalitzacié d’'1 minut a 75°C i una hibridacié de maxim 30 hores a 37°C
(ho deixem durant tota la nit). Cal realitzar el procés en abséncia de llum ja que

les sondes estan marcades directament amb fluorescéncia.

B. Reaccié d’hibridacio

La mostra amb les sondes segueixen dins la placa calefactora pero durant el
procés d’hibridacio la temperatura baixa de 75°C a 37°C i es manté constant a
aquesta temperatura durant tota la nit.

Les sondes utilitzades han estat les seguents:

- Sondes centromeériques:

La sonda centromerica del cromosoma 8 i la del cromosoma 9 s’hibriden juntes.

e Sonda de la regié centromérica del cromosoma 8 (CEP 8): aquesta sonda

cobreix la regié6 p11.1-q11.1 del cromosoma 8. S’ha utilitzat marcada
directament amb Spectrum Orange.

e Sonda de la regié centromérica del cromosoma 9 (CEP 9): aquesta sonda

cobreix la regi6 p11-q11 del cromosoma 9. S’ha utilitzat marcada

directament amb Spectrum Green.
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- Sondes especifiques de locus:

Les sondes especifiques de locus LSI 13914.3 i LSI 20g12 s’hibriden

cadascuna d’elles conjuntament amb una sonda especifica pel telomer del brag

llarg del cromosoma 13 (Tel(13q)) i amb una sonda especifica pel telomer del

brag¢ curt del cromosoma 20 (Tel(20p)), respectivament.

Sonda especifica de locus de la regié 13914.3 (D13S319): aquesta sonda

cobreix la regido 13914.3, regid6 de 130 kb situada entre RB1 i el locus
D13S25. S’ha utilitzat marcada directament amb Spectrum Orange.

Sonda especifica del telomer de 13g (Tel13q): aquesta sonda es fa servir

com a control intern de la sonda especifica de locus 13914.3. S’ha utilitzat
marcada directament amb Spectrum Green.

Sonda especifica de locus de la regid 20912 (D20S108): aquesta zona

cobreix una regié de 170 Kb a 20q12. Es creu que hi ha un gen supressor
de tumors que amb la seva pérdua proporciona un avantatge proliferatiu a
les cél-lules mieloides. Aquesta regi6 s’ha descrit com la més comu que es
perd en diferentes sindromes mieloproliferatives. S’ha utilitzat marcada
directament amb Spectrum Orange.

Sonda especifica del telomer de 20p (Tel20p): aquesta sonda es fa servir

com a control intern de la sonda especifica de locus 20g12. S’ha utilitzat
marcada directament amb Spectrum Green.

Sonda BCR/ABL dual colour ES: aquesta sonda esta dissenyada per

detectar el gen de fusi6 BCR/ABL tant si el gen BCR del cromosoma 22 es
trenca per la regié Major (M) com per la minor (m). La regié del gen ABL,
marcada en taronja (Spectrum Orange), té aproximadament 650 kb i
cobreix una regié compresa entre el gen argininosuccinat sintetasa (ASS) i
I'altim exd del gen ABL. La regiéo BCR, marcada en verd (Spectrum Green),
te aproximadament 300 kb, comenca entre els exons 13 i 14 i arriba més
enlla de la regi6 m-BCR. Aquesta sonda permet veure un senyal taronja
addicional quan es dodna la translocacio entre els cromosomes 9 i 22. Aixo
redueix els problemes d’interpretacié que originaven les altres sondes com
a consequéencia d’'una “fusié” (juxtaposicid dels senyals verd i taronja)

deguda a l'atzar.
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C. Rentats de post-hibridacié

Un cop passat el temps d’hibridacio es retira la cola dels cobreobjectes i es
realitzen tres rentats en una solucié de formamida al 50% durant 10 minuts a
45°C (en el primer d’aquests rentats és necessari que el cobreobjectes caigui
suaument del portaobjectes perqué la mostra pugui entrar en contacte amb la
solucioé de formamida), un rentat en 2xSSC durant 10 minuts a 45°C i un rentat
en 2xSSC/0.1%Tween-20 durant 5 minuts a 45°C. Es recomanable que la

mostra no s’eixugui del tot abans de posar-hi la contratincio.

D. Contratincio

Per tal de poder observar el fons de la preparacio (els cromosomes i els nuclis
en interfase) es col-loquen sobre les preparacions 7 uL de DAPI Il (DAPI +
Antifade) a l'area seleccionada i un cobreobjectes a sobre. EI DAPI és un
fluorocrom que s’uneix de forma inespecifica a tot 'TADN i ens permet veure’l de
color blau intens amb un filtre de fluorescéncia adequat. Les preparacions es

guarden a —20°C durant 30 minuts, després ja es pot procedir a 'observacio.

E. Observacio al microscopi de fluorescéncia i obtenci6 d’imatges

Les preparacions s’han examinat en un microscopi Optic amb dispositiu
d’epifluorescencia NIKON Eclipse 600. S’han utilitzat els objectius de x10 i
x100. Per obtenir imatges de FISH s’ha utilitzat el sistema d’analisi d'imatges

digital Cytovision (Applied Imaging).

2.2.2.4. Criteris de valoracio de la FISH i establiment dels nivells de tall
A. Nombre de cél-lules analitzades

- Sondes centromeériques: s’han analitzat 500 nuclis per cas.

- Sondes especifiques de locus: s’han analitzat 200 nuclis per cas.

B. Establiment dels nivells de tall per a la determinaciéo de certesa
d’existéencia d’alteracions cromosomiques

Per cada tipus de sonda (centromeériques dels cromosomes 8 i 9, LSl 13q14.3 i
LSl 20912 i BCR/ABL) s’ha aplicat la técnica de FISH en una série de 10

individus control sans (mostres de sang periférica).
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En les sondes centromériques s’han valorat un total de 500 nuclis per cas, fent

un recompte del nombre de nuclis amb dos o tres senyals. Els nivells de tall per
establir la diferéncia entre els resultats veritablement positius i els falsos
positius per a trisomies s’obtenen de calcular la mitjana + 3 vegades la
desviacié estandard (M+3SD). D’aquesta manera s’ha considerat trisomia 8
quan trobem més d'un 1.2% de nuclis amb tres senyals centromeriques del
cromosoma 8 i trisomia 9 quan trobem més d'un 2.3% de nuclis amb tres
senyals centromériques del cromosoma 9.

A les sondes especifiques de locus s’han valorat un total de 200 nuclis per cas,

fent un recompte del nombre de nuclis amb un o dos senyals o en el cas de la
sonda BCR/ABL comprovant si hi havia reordenament o no. Els nivells de tall
per establir la diferéncia entre els resultats veritablement positius i els falsos
positius per a delecions de la regié estudiada s’obtenen també de calcular la
mitjana + 3 vegades la desviacio estandard (M+3SD). D'aquesta manera s’ha
considerat delecié de la regié 13914.3 quan trobem més d’un 6% de nuclis amb
un unic senyal LSl 13914.3 i dos senyals Tel(13q) i deleci6 de la regi6 20g12
quan trobem més d'un 5% de nuclis amb un unic senyal LSl 20912 i dos
senyals Tel(20p). Per la sonda BCR/ABL dual color ES, es considera que hi ha
reordenament d’aquests gens quan es troba més d’un 1% dels nuclis estudiats

amb senyal de fusio.
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2.23. TECNICA D’ESTUDI DE CLONALITAT MITJANGANT EL
POLIMORFISME DEL GEN HUMARA

2.2.3.1. Extracci6 i conservacié de les mostres

Les mostres utilitzades per a I'estudi de clonalitat han estat de sang periférica
tant pels individus controls com pels pacients afectes de TE i PV.

L’extraccio de sang periférica es fa a partir de la vena basilica o mitjana cefalica
del brag. S’extreuen uns 10 mL de sang periférica en condicions estérils. La
sang es recull en un tub amb 1% d’anticoagulant tipus EDTA.

La mostra de sang periférica es conservara a 2-4°C (nevera) fins el moment de
la extraccio de I'ADN. Es recomana extreure I'ADN tan aviat com sigui possible
des del moment de I'obtencié de la sang, perd en cas que no sigui possible, la

mostra pot aguantar bé 1 dia a la nevera.

2.2.3.2. Separacio de les cél-lules

2.2.3.2.1 Obtenci6 de cel-lules mononucleades i granulocits per técnica de
gradient discontinu

Es centrifuga la mostra de sang periférica durant 5 minuts a 1000 rpm per
separar el plasma ric en plaquetes del paquet cel-lular. ElI plasma ric en
plaquetes es congela per si posteriorment es volen realitzar altres estudis. El
paquet cel-lular es resuspén amb 6 mL de PBS.

Afegim a un tub conic de 15 mL 3 ml d’Histopaque®-1119 (medi de separacio
per gradient de densitat de granulocits). Molt cuidadosament, afegim uns altres
3 ml d’Histopaque®-1077 (medi de separacié per gradient de densitat de
cél-lules mononucleades) a sobre de I'Histopaque®-1119 sense que es trenqui
la primera capa. A sobre de les dues capes anteriors dipositem, sense trencar
la capa, els 6 mL de PBS que contenen el paquet cel-lular de la mostra de sang
periferica a estudiar.

Centrifugar 30 minuts a 2000 rpm a temperatura ambient (18-26°C). Si la
centrifugacio es fes a baixes temperatures, com per exemple 4°C, podria
produir-se agregats cel-lulars i una recuperacio cel-lular baixa.

Treure el tub conic cuidadosament de la centrifuga. Observarem dues capes
opaques diferents (capes A i B en la Figura 5).
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Figura 5. Estrategia de doble separacié
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Aspirar i descartar el liquid fins uns 0.5 cm per sobre de la capa A. Transferir
les cél-lules d’aquesta capa en un tub retolat com a mononucleades. Aspirar i
descartar la resta del liquid fins uns 0.5 cm per sobre de la capa B. Transferir
les cél-lules d’aquesta capa a un altre tub retolat com granulocits. Afegir a les
célllules 10 mL de PBS i rentar durant 10 min a 2000 rpm, treure el
sobrenedant i descartar-lo. Si les cél-lules han quedat una mica hematiques
(sobretot en aquells casos que la sang periferica sigui més antiga) es pot afegir
10 mL de tampé de lisi (clorur d’'amoni) i deixar actuar durant uns 10 minuts a
37°C. Centrifugar 10 min a 2000 rpm i rentar amb 10 mL de PBS durant 10
minuts més a 2000 rpm. Decantar el sobrenedant i guardar el pellet dels
granulocits resuspés en 150 uL de PBS net dins d’un eppendorf a -80°C fins
que es faci I'extracciéo d’ADN. El pellet de les cel-lules mononucleades haura de
ser separat en cél-lules CD3+ i cél-lules CD3- abans que puguem procedir a

I'extraccié d’ADN. Tot seguit es descriu com s’ha realitzat aquesta separacio.
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2.2.3.2.2 Separacié de les cél-lules mononucleades en cél-lules CD3+ i
cél-lules CD3- amb columnes de seleccié positiva

Es fa un recompte del numero de cél-lules mononucleades que hi ha en el
pellet obtingut en el pas anterior. Per cada 107 cél'lules s’afegeixen 80 pl de
seroalbumina al 0.5% amb EDTA 2mM (BSA-EDTA) i 20 ul d’anticos CD3.
S’incuba 15 minuts a 4°C (nevera).

Un cop transcorregut aquest temps, afegir BSA-EDTA de 10 a 20 vegades el
volum inicial de la mostra i centrifugar 10 minuts a 1000 rpm (aixi es renta
I'excés d’anticds que hi hagi en el tub de les cél-lules mononucleades). Passats
els 10 minuts, decantar el sobrenedant i resuspendre les cel-lules amb 500 pl
de BSA-EDTA.

Col‘locar la columna de separacié dins de I'imant. Passar 500 ul de BSA-EDTA
per la columna de separacio. Repetir el mateix procés amb uns altres 500 pl.
Descartar aquesta solucié perqué només serveix per humitejar la columna.
Posar un tub sota la columna retolat com a CD3 negatiu i passar els 500 ul de
cél-lules per la columna. Fer 3 rentats de 500 ul de BSA-EDTA abans de passar
a recuperar les cél-lules CD3 positives (Figura 6).

Per recuperar les cél-lules CD3 positives es posa sota la columna un nou tub
retolat com a CD3 positiu, es retira la columna de l'imant, s’afegeix 500 ul de
BSA-EDTA i amb un émbol que proporciona la mateixa casa comercial es fa
pressio sobre la columna de forma rapida i enérgica (Figura 6).

El contingut dels dos tubs es centrifuga 10 minuts a 2000 rpm i es decanta el
sobrenedant. Es resuspén amb 150 uL de PBS i es passa a un eppendorf. En
aquest punt tenim les cel-lules CD3 positives separades de les negatives en
dos eppendorf. Fins que no es fa I'extraccié d’ADN es guarda aquest material al

congelador de —80 °C.

64



Material i Métodes

Figura 6. Estrategia de seleccio positiva
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2.2.3.3. Extraccié d’ADN de sang periférica

Treure els eppendorf del conglador de -80°C i mantenir-los amb gel fins al

moment abans d'introduir-los al "BioRobot M48 Workstation" perque els 150 uL

de PBS on esta resuspés I'ADN no es descongeli.

El BioRobot és una estaci6 automatitzada que permet extreure ADN de

mostres bioldgiques amb una maijor eficiéncia i rapidesa que el métode manual.

Les mostres es processen en multiples de sis seguint el seglient protocol (les

solucions que s'utilitzen vénen ja preparades en forma de Kit, "MagAttract DNA

Blood Midi M48 Kit") (Figura 7):

- Lisi cel-lular amb tampé de lisi.

- Separacid dels acids nucleics de la resta de particules contaminants per
acci6 de la soluci6 anomenada "MagAttract Suspension" (boletes
magneétiques que s'intercalen a I'ADN i queden retingudes per I'accié d'un

imant).
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- Rentats que arrosseguen la resta de particules que seran eliminades.

- Finalment s'afegeix una solucid d'eluci6 que separa les particules
magneétiques de I'ADN.

Després de tot aquest procés obtenim I'ADN, resuspés en un volum

programable d'aigua destil-lada, dins d'un nou eppendorff, lliure de qualsevol

substancia que pugui inhibir la PCR.

La concentracié d'aquest ADN s’obté multiplicant per 5 el valor d’absorbancia

que s'obtingui a I'espectofotometre (dil-lucié 1:100).

Figura 7. Extraccié d'ADN mitjangant el Kit "MagAttract DNA Blood Midi M48"
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2.2.3.4. Digestio de I’ADN

Posem 1 ug d’ADN de granuldcits en dos eppendorf, 1ug d’ADN de cél-lules
mononucleades CD3+ en uns altres dos eppendorf i 1ug d’ADN de cél-lules
mononucleades CD3- en uns altres dos eppendorf. En un eppendorf de cada
(granuldcits, mononucleades CD3+ i CD3-) afegirem 1 ul de lI'enzim de
restriccid sensible a la metilacié Hpall, 1ul del seu tampd 10x i el que falti fins a
10 ul posarem aigua destil-lada estéril. A els altres tres eppendorf amb 1 ug
d’ADN de granulocits, cel-lules mononucleades CD3+ i CD3- posarem els
mateixos reactius perd sense I'enzim de restriccid sensible a la metilacio i ho
incubarem durant tota la nit a 37°C.

L’endema inactivarem I'enzim a 95°C durant 10 minuts i després posarem els
eppendorf en gel. Al cap de 2 minuts, farem un pols a 14000 rpm perqué tot el

material baixi fins al final de 'eppendorf.

2.2.3.5. Amplificacié de I’ADN mitjangant la técnica de la PCR

Agafem 5ul de 'ADN, tant el que hem digerit amb Hpall com el que hem deixat
sense digerir, i el posem dins dels eppendorf que posarem al termociclador per
realitzar la PCR.

A continuacié preparem una soluci6 mare barrejant tot el necessari per qué
tingui lloc I'amplificacié de 'ADN: 100ng del primer AR1 (5°CAG GCA CCC
AGA GGC CGC GAG3Z’), 100ng del primer AR2 que esta marcat amb el
fluorocrom FAM (5°CCA GGA CCA GGT AGC CTG TGG GGC3’), 1mM de
cada nucleodtid, 3mM de MgCl,, 0.25U de Taq Gold polimerasa i 2.5ul del
Tampo6 10x de la Tag Gold polimerassa.

Afegirem 10ul d’aquesta barreja a cada eppendorf i 10ul d’aigua (volum final
25pl).

La PCR es realitza en un termociclador ABI 2700 (Applied-Biosystem). Les
condicions son les seguents: 8 a 95 °C; 10 cicles: 45” 94 °C, 30” 60 °C, 30”
72 °C; 20 cicles: 45” 94 °C, 30” 57 °C, 30” 72 °C; i una fase final d’extensio de
10’a 72 °C.

67



Material i Métodes

2.2.3.6. Analisi i interpretacioé dels resultats

Un cop finalitzada I'amplificacié de 'ADN afegim a cada pou d’'una placa de 96:

1ul de la mostra, 10ul de formamida i 1ul del marcador de pes molecular

fluorescent anomenat ROX (GENESCAN 500HD-ROX Applied).

Es treu qualsevol bombolla que hagi pogut quedat amb l'ajut d’'una micropipeta

i es fa migrar el producte d’amplificacié per les columnes del sequenciador

ABIPrism 3100 (Applied). La interpretacié dels resultats es fa amb l'ajut de

I'aplicaci6 GeneScan (programa d’analisi de fragments) que ens permet saber

I'area i la mida de cada pic obtingut.

L’ADN que no hem digerit ens serveix per saber si un pacient €és homozigot (un

pic) o heterozigot (dos pics). LADN que hem digerit amb I'enzim de digestio

sensible a la metilacié ens permet estimar si les cel-lules del pacient que estem
estudiant tenen un origen clonal o policlonal. Per arribar a aquesta determinacio
hem aplicat la formula seguent:

e Dividim el valor de I'area de l'al-lel menys representat dels granulocits pel
valor de l'area de l'allel més representat dels granuldcits i s’obté un
numero; repetim la mateixa operacié perd ara amb el valor de les arees dels
al'lels major i menor representats de les cél-lules mononucleades CD3+.
D’aquesta manera obtindrem un altre numero que dividirem pel valor que
hem obtingut pels granulocits i ho multiplicarem per 100. Si el resultat que
obtenim es menor o igual al 30% es considera clonal; si pel contrari el
resultat és major al 30% es considera policlonal.

- Exemple de clonalitat:

Nom de I’al-lel digerit |Mida de Ial-lel digerit |Area de Ial-lel digerit
Granulocit A 276.82 18805

Granulocit B 282.77 2783

Mononucleada CD3+ A |276.98 45201

Mononucleada CD3+ B |282.92 35557

Granulocits: 2783/18805 = 0.15
Mononucleades CD3+: 35557/45201 = 0.79
(0.15/0.79)x100 = 19%

Com que és menor que un 30% es considera CLONAL
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- Exemple de policlonalitat:

Nom de I’al-lel digerit |Mida de Ial-lel digerit |Area de Ial-lel digerit
Granulocit A 276.77 7292

Granulocit B 291.52 16141

Mononucleada CD3+ A |276.77 3492

Mononucleada CD3+ B |291.52 7211

Granulocits: 7292/16141 = 0.45
Mononucleades CD3+: 3492/7211 = 0.48
(0.45/0.48)x100 = 93.75%

Com que és major que un 30% es considera POLICLONAL
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2.3. REACTIUS | SOLUCIONS

2.3.1. Components del medi de cultiu

- RPMI-1640 (Biological Industries)

- Heparina sodica 1% (Rovi)

- Sérum bovi fetal (Biological Industries)

- L-Glutamina 200 mM (Biological Industries)

- Penicil.lina (10.000 Ul/mL)-Estreptomicina (10ug/mL) (Gibco)

2.3.2. Tecnica de citogenética convencional
1. Mitogen
- Fitohemaglutinina (PHA) (Gibco)
2. Antimitotic
- Colcemid 10ug/mL (Biological Industries)
3. Hipotodnic
- Solucié de clorur potassic 0.075 M (Merck)
4. Fixador
- Carnoy
.3 parts de metanol p.a. (Merck)
.1 part d’acid acétic p.a. (Merck)
5. Colorant
- Colorant de Wright (Sigma)
.0.25% en metanol p.a. (Merck)
. Agitar durant una hora a temperatura ambient
. Incubar durant 72 hores en estufa a 37°C
. Conservar a la nevera fins el moment de ser utilitzat
-  Tampé de Soérensen
4,539 mg/mL fosfat monopotassic (Merck)
.5,938 mg/mL fosfat disodic (Merck)
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2.3.3. Técnica d’hibridacié in situ
1. Pretractaments
- Solucié de 2xSSC
. 100 mL 20xSSC (veure apartat desnaturalitzacio)

. 900 mL aigua destil-lada esteril

2. Desnaturalitzacio

- Solucié de formamida al 70%
. Formamida, p.a. (Merck)
. Solucié de 20xSSC (pH 6.2-6.3)
.88.23 mg/mL citrat trisddic dihidratat (Merck)
.175.32 mg/mL clorur sodic (Merck)
3. Deshidratacions
- Solucions d’etanol, p.a. (Merck) al 70, 90 i 100%
4. Sondes

- Pintat cromosdmic

. Star FISH paint box-Biotin labelled (Cambio): sondes cromosomes 2i 9
- Centromériques

. Alpha satellite 8 DNA probe marcada amb Spectrum Orange (VYSIS)

. Alpha satellite 9 DNA probe marcada amb Spectrum Green (VYSIS)
- Especifiques de locus

. Sonda LSI 13q14.3 (D13S319) marcada amb Spectrum Orange (Vysis)

. Sonda LSI 20g12 (D20S108) marcada amb Spectrum Orange (Vysis)

. Sonda TEL 13q (Tel(13q)) marcada amb Spectrum Green (Oncor)

. Sonda TEL 20p (Tel(20p)) marcada amb (Oncor)

. Sonda LS| BCR/ABL dual color ES marcada amb Spectrum Orange i

Spectrum Green (Vysis)

5. Rentats de posthibridacio

- Solucié de formamida al 50%

- Solucié de 2xSSC (100 mL de 20xSSC i 900 mL d’aigua destil-lada)

- Solucié de 0.1xSSC (5 mL de 20xSSC i 995 mL d’aigua destil-lada)

- Solucié de 2xSSC/Tween-20 al 0.1% (100 mL de 20xSSC, 900 mL d’aigua
destil-lada i TmL de Tween-20 (Sigma)
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6. Deteccid de la hibridacié. Sondes marcades amb biotina

Avidina (Oncor)
Antiavidina (Oncor)
DAPI Il (DAPI+Antifade) (Vysis)

7. Deteccid de la hibridacio. Sondes fluorescents

DAPI Il (DAPI+Antifade) (Vysis)

2.3.4. Técnica d'estudi de clonalitat mitjangant el polimorfisme del gen
HUMARA

1

. Obtencid de cél-lules mononucleades i granuldcits per gradient discontinu

Tampo PBS (Roche)
Histopaque® 1077 (Axis-Shield)
Histopaque® 1119 (Sigma)

Clorur d'amoni (Merck)

. Separacid de les cél-lules mononucleades en cél-lules CD3+ i cél-lules CD3-

Albumina bovina (BSA) (Sigma)

EDTA, Titriplex 11l (Merck)

MS Columnes de separacié (Miltenyi Biotec)

CD3 Microbeads, human (anticos CD3) (Miltenyi Biotec)

. Extraccié d’ADN de sanq periférica

N

MagAttract DNA-blood Midi M48 (Qiagen)

. Digestié de 'ADN

Enzim de restriccio Hpall (Invitrogen)

Tampd de I'enzim de restriccio Hpall (Invitrogen)

. Amplificacié de 'ADN mitjancant la técnica de la PCR

Primers (Qiagen)

Clorur de Magnesi (Applied Biosystem)
Nucleotids (DNTP 100mM) (Invitrogen)

Ampli Taq Gold (Applied Biosystem)

Tampo Il de I'Ampli Taq Gold (Applied Biosystem)

. Analisi i interpretacio dels resultats

Formamida (Merck)

Marcador de Pes molecular 500 ROX (Applied Biosystem)
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3.1. ARTICLE 1: “Is FISH a useful method in the diagnosis of Polycythemia
Vera patients?”. Cancer Genet Cytogenet 2004;151:139-145.
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Abstract

Polycythemia vera (PV) is a clonal stem cell disease with trilineage myeloid involvement, character-
ized by a growth factor—independent erythroid proliferation. At the time of diagnosis, the percentage
of cytogenetic abnormalities using conventional cytogenetic techniques is less than 20% of all PV
patients. In the present study, we compare the results between conventional cytogenetic methods
and fluorescence in situ hybridization (FISH) probes in 31 untreated PV patients. The karyotypes of all
31 cases were obtained from 24-hour bone marrow cell cultures. The fixed material, proceeding
from conventional cytogenetics cultures, was analyzed with FISH, using centromeric probes for
chromosomes 8 and 9 and locus-specific probes for 13q14 and 20q12 regions. Five cases (17.8%)
showed an abnormal karyotype with conventional cytogenetics. When FISH probes were used, three
alterations not detected with conventional cytogenetics, were found: two cases with D20S108
deletions and one with a D13S319 deletion, increasing the percentage of abnormal karyotypes to
19.3%. We conclude that, probably, the application of FISH with the mentioned probes, is not

very useful to detect cytogenetic aberrations in untreated PV patients. © 2004 Elsevier Inc. All

rights reserved.

1. Introduction

Polycythemia vera (PV) is a clonal myeloproliferative
disorder characterized by a clonal increase in red blood cell,
granulocytes and platelets, with erythrocytosis being the
clinical hallmark of the disease.

Thrombosis and bleeding are major causes of morbidity
and death in patients with PV. Other life—threatening compli-
cations of PV include disease transformation into agnogenic
myeloid metaplasia or acute leukemia. Therefore, the dis-
tinction of PV from secondary nonclonal polycythemia rep-
resents a critical issue in terms of prognostic significance.

In 1975, the Polycythemia Vera Study Group (PVSG)
[1] published a set of diagnostic criteria to standardize the
diagnosis of PV and to ensure the exclusion of secondary

* Corresponding author. Tel: +34-93-248-3035; fax: +34-93-248-3131.
E-mail address: lurdes.zamora@wanadoo.es; e¢0037 @imas.imim.es
(L. Zamora).

0165-4608/04/$ — see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.cancergencyto.2003.09.011

polycythemic patients from treatment protocols. Pearson [2]
proposed several new diagnostic criteria not incorporated
in the original PVSG criteria, including some laboratory
techniques such as clonality markers as major diagnostic
criteria. Thus, in the absence of specific genetic markers, the
finding of an abnormal karyotype in a polycythemic patient
makes the diagnosis of PV virtually certain.

At diagnosis, cytogenetic abnormalities are found in
13—18% of cases. The most common recurring aberrations
with conventional cytogenetics (reviewed in Table 1), in-
clude +8, +9, del(20q), del(13q), and 1q duplications; in
some cases, +8 and +9 are found together [3—19]. Chromo-
somal abnormalities are seen with increasing frequency in
disease progression (34%) and in 80-90% of patients with
late-stage disease [7,9,10,18,19].

Fluorescence in situ hybridization (FISH) technology
allows the enumeration and identification of chromosomes
in nondividing cells (interphase FISH). As a result of the
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application of this technology, more cells can be evaluated,
and therefore, some abnormalities, particularly small dele-
tions, not previously detected with conventional cytogenetics

can be identified.

Table 1

L. Zamora et al. / Cancer Genetics and Cytogenetics 151 (2004) 139-145

In the present study, we compare the results from conven-
tional cytogenetics methods with those obtained by the
application of FISH probes for the detection of trisomies 8
and 9, and deletions for the long arm of chromosomes 13

Review of the literature showing the most common recurring abnormalities in PV, detected with conventional cytogenetics

No. of No. of patients with % Cells
Reference patients abnormal karyotype (%) Abnormal karyotypes* abnormal
Koulischer et al., 1967 [4] 4 1 46,XX,Gq—(Ph;) 10
Nagy and Yurgutis, 1967 [5] 5 0 — —
Barnes et al., 1969 [6] 5 0 — —
Lawler et al., 1970 [7] 32 4 45,X,—X 30
47,XX,+C/48,XX,+C,+C 25
47,XX,+C 100
47, XX,+C 90
Rowley, 1973 [8] 1 1 46,XY,t(12;17)/47,X,mar(Y;1),+9 N/A
Visfeldt et al., 1973 [9] 17 2 (12%) 47,XY,+C 76
46,XY,—F? 45
Berger et al., 1974 [10] 27 0 — —
Shiraishi et al., 1975 [11] 3 0 — —
Gras et al., 1975, [12] 13 2 48,XX,+C,+C/48,XX,+B,+C 75
Waurster-Hill et al., 1976 [13] 131 14 (11%) 46,XX,—15,+t(1;15) n/a
47 XX, +A N/A
47,XX,+1p— N/A
47, XX,+C N/A
47,XX,+9 N/A
44~48 XX, +9 N/A
47,XY,+C N/A
47,XY,+C N/A
48,XY,+C,+C N/A
47,XX,+C N/A
47,XX,+8 N/A
47,XX,+C N/A
47 XX, +mar N/A
46,XX,13q— N/A
Westin et al., 1976 [14] 50 7 (14%) 48,XY,+8,+9 26
48,XY,+8,+9 98
45,XY,—16 18
47,XY,+del(1)(p21)?,del(20)(q11) 100
47,XX,+1(1;9)(q22;q13) 100
47 XY, +mar 86
48,XX,+8,+9 30
Rege-Cambrin et al., 1987 [15] 68 9 (13%) 46,XX,del(20)(q11) 25
46,XY,13q— 60
46,XY,13q— 10
48,XY,+8,+9 80
47,XY,+9 100
47,XX,+8 70
48,XX,+9,+21 50
47,XY,+9 15
48,XY,t(7;19)(q21;q12),+8,+9 50
Diez-Martin et al., 1991 [16] 104 9/47 (19%)° 46,XX,del(20)(q11q13) 100
46,XX,dir dup(13)(q22—q34) 100
47,XY,+8 10
48,XX,+8,+9 100
46,XX,del(20)(q11) 100
47,XY,+mar/48,XY,+der(7)t(1;?)(q12;?), +mar/ 3/6/3/3
XY, +2mar/49,XY, +der(Mt(1;?)(q12;?),+2mar
46,XY,t(8:13)(p21;q12)/47,XY,(8;13)(p21;q12), 20/30/50
+der(13)t(8;13)(p21;q12)/, XY, + X,
t(8;13)(p21;q12),+der(13)t(8;13)(p21;q12)
46,X,—Y,+9 100
47,XY,+8 100

(continued)
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Table 1
(Continued)
No. of No. of patients with % Cells

Reference patients abnormal karyotype (%) Abnormal karyotypes abnormal

Najfeld et al., 2002 [17] 220 52/204 (25.4%)° Alterations of chromosome 9: 10 cases 8-100°
Alterations of chromosome 8: 7 cases 15-100°
Alterations of chromosome 20: 9 cases 9-100°
Alterations of chromosome 13: 5 cases 85-100°
Alterations of chromosome 1: 3 cases 30-100°
Alterations of chromosome 5 or 7: 5 cases 29-100¢
Loss of Y: 3 cases 50-100°¢
Alterations of chromosome 3: 3 cases 50-100¢
Other abnormalities: 7 cases 15-100°

Abbreviation: N/A, not available.

% Before the publication of the ISCN 1995 [20], some authors used capital letters other than X and Y for the autosomes (i.e., B, C, F, G) when

chromosome morphology did not allow a correct classification.

> We considered only 47 of the 104 cases, because the rest were leukemia—myelodysplastic syndrome, post-PV with myeloid metaplasia, or PV

with myelofibrosis.
¢ For details, see the original paper.

and 20, in 31 PV patients not previously treated with
cytoreductive drugs.

2. Patients and methods
2.1. Subjects

Thirty-one bone marrow samples from patients diagnosed
with PV according to the PVSG criteria and who had not
previously received cytolytic treatment were studied. There
were 15 women and 16 men. Peripheral blood samples from
10 healthy volunteers (5 women and 5 men) were also ob-
tained during the study and were used as assay validation
controls.

2.2. Conventional cytogenetics

Chromosome analyses were performed on hematologic
cells from 24-hour bone marrow cultures. Cells were incu-
bated for 24 hours at 37°C and harvested after exposure to
colchicine for 30 minutes at 37°C. After cells had been
treated with a hypotonic solution for 30 minutes at 37°C, three
fixative changes were performed before slide preparation.
Slides were aged in a slide warmer at 100°C for 1 hour to
obtain G-bands, and then were stained with Wright’s solu-
tion. Karyotypes were described according to the ISCN
1995 [20].

2.3. Fluorescence in situ hybridization

FISH analyses were performed on fixed isolated nuclei
proceeding from conventional cytogenetics cultures. Slides
were prepared and aged for 24 hours at room temperature.
Five microliters of the mixture of probe solution was added
to each slide and covered by a coverslip. The slides and probes
were denatured for 1 minute at 75°C in a slide-warmer
plaque (Hybrite; Vysis, Downers Grove, IL) and then were
hybridized at 37°C overnight. Posthybridization washes con-
sisted of three changes for 10 minutes each in 50% for-
mamide solution at 45°C, one change of 10 minutes in 2x

standard saline citrate (SSC) at 45°C and one change of 5
minutes in 2x SSC-0.1% NP-40. Finally, slides were coun-
terstained using a medium containing 4’,6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride.

Probes were applied as follows. We simultaneously added
fluorophore-labeled o-satellite DNA probes specific for the
centromeres of chromosomes 8 (red label) and 9 (green
label) to each slide. To detect deletions of the D13S319 locus
(13q14 region), we simultaneously added a red fluorophore-
labeled DNA probe specific for this region plus a control
probe, Tel(13q), located at the telomeric long-arm region of
chromosome 13 labeled in green. To detect deletions of the
D20S108 locus (20q12 region), we simultaneously added a
red fluorophore-labeled DNA probe specific for this region
plus a control probe, Tel(20p), located at the telomeric short-
arm region of chromosome 20, labeled in green. Probes were
obtained from Vysis (no. 8 and no. 9 centromeric probes
and D13S319 and D20S108 probes) and from Appligene
Oncor (Illkirch, France) (13q and 20p telomeric region
probes).

Slides were evaluated in a fluorescence microscope
(Eclipse 600; Nikon) by two observers, without knowledge of
any previous karyotyping results. The percentages of nuclei
bearing one, two, three, or more signals were determined
from counts of 500 nuclei when centromeric probes were
tested and 200 nuclei when locus-specific probes were
studied.

Thresholds for demonstration of abnormalities were es-
tablished using fixed material from conventional cytogenet-
ics cultures from 10 normal subjects. The mean plus three
standard deviations of the percentage of nuclei from normal
subjects exhibiting three signals of the centromere of chro-
mosomes 8 and 9 were 0.29% (0.04 + 0.25) and 0.79%
(0.02 + 0.19), respectively. The mean plus three standard
deviations of the percentage of nuclei bearing one 13q14 or
20q12 signal and two telomeric signals were 6.24% (1.65 +
4.59) and 3.9% (0.87 + 3.03), respectively. For these rea-
sons, we considered a true trisomy when more than 1.2%
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or 2.3% of studied nuclei showed three signals and a true
monosomy when more than 6 or 5% of studied nuclei
presented one signal, respectively.

3. Results

Conventional cytogenetics results were available for 28
of the 31 studied patients; no metaphases were obtained for
the other 3. Five of the 28 cases (17.8%) showed abnormalit-
ies with conventional cytogenetics (Table 2). Interphase
FISH was performed in all cases. Three of the 31 cases
(9.7%) showed chromosomal abnormalities. No case showed
trisomies of chromosomes 8 and 9; one case (3.2%) showed a
13q14 deletion, detected in 57% of the evaluated cells; and
in two cases (6.4%) a 20q12 deletion was found (hemizygous
in both cases), detected in 16 and 63% of the cells, respec-
tively. There were no cases with more than one abnormality
detected with FISH (Table 3).

The application of FISH increased the detection of some
chromosome abnormalities not seen with conventional cyto-
genetics from 17.8% to 19.3% and additionally allowed

Table 2
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information on the karyotype in the three patients excluded
from G-banding study for lack of metaphases (Table 3).

4. Discussion

Our objective in the present study was to ascertain if
FISH probes yield more information about chromosomal
abnormalities than conventional cytogenetics in nontreated
PV patients.

The use of FISH allows detection of specific karyotype
abnormalities in nondividing cells. Because FISH is based
on the detection of fluorescence signals and not on the inter-
pretation of subtle chromosome morphology, it is considered
to be more sensitive, more specific, and easier to apply than
conventional cytogenetics for detecting small deletions.

In the present study, we applied FISH to the study of
untreated PV patients. The diagnosis of PV depends on the
exclusion of secondary erythrocytosis and the finding of
nonspecific hematological markers [2,21]. The identification
of an abnormal karyotype is particularly useful in those
patients with an increased red cell mass and no cause for

Conventional cytogenetic and fluorescence in situ hybridization findings in 31 untreated PV patients

Alterations detected with FISH

Case no. Karyotype [no. of cells] CEP 8 CEP 9 D13S319 D20S108
1 46,XX[5] N N N N
2 46,XY[20] N N N N
3 46,XX[17] N N N N
4 No mitosis N N N N
5 46,XY[20] N N N N
6 46,XY[20] N N N N
7 46,XX[20] N N N N
8 46,XX[15] N N N N
9 46,XY[20] N N N N

10 46,XX[20] N N N N

11 46~48,XY,add(12)(q24),+15,del(18) N N N N

(ql1),+mar[cp7]/46,XY[13]

12 44,XY,—5,add(7)(p22),—17[20] N N 57% (deletion) N

13 46,XY[20] N N N N

14 46,XX[20] N N N 16% (deletion)

15 46,XY[20] N N N

16 46,XX,add(18)(p11)[10]/46,XX[10] N N N N

17 46,XX[1] N N N N

18 44,XX,del(6)(q21),t(15;20)(q22;q12)[ 18]/ N N N 63% (deletion)

44,XX[2]

19 46,XX[20] N N N N

20 46,XY[20] N N N N

21 46,XY[20] N N N N

22 46,XY[20] N N N N

23 46,XX,der(14)t(1;14)(q10;q10)[8]/ N N N N

46,XX[12]

24 46,XX[20] N N N N

25 46,XY[20] N N N N

26 No mitosis N N N N

27 46,XY[20] N N N N

28 46,XY[20] N N N N

29 No mitosis N N N N

30 46,XY[20] N N N N

31 46,XX[20] N N N N

Abbreviations: CEP, centromeric probe; N, normal; ND, not done.
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Table 3
Summary of chromosome abnormalities detected with conventional
cytogenetics and FISH in 31 PV patients

Conventional cytogenetics, FISH,

Karyotype no. of cases (%)* no. of cases (%)
Normal 23/28 (82.1%) 28/31 (90.3%)
+8 0/28 (0%) 0/31 (0%)

+9 0/28 (0%) 0/31 (0%)
del(13)(q14) 0/28 (0%) 1/31 (3.2%)
del(20)(q12) 0/28 (0%) 2/31 (6.4%)
Abnormal 5/28 (17.8%) 3/31 (9.7%)

Total (conventional 6/31 (19.3%)°

cytogenetics + FISH)

* Conventional cytogenetics results available for only 28 of the 31
cases; for the other 3, no mitoses were observed.
® See Table 2.

secondary erythrocytosis, in that it makes the diagnosis of
PV nearly certain. Unfortunately, with conventional cytoge-
netics the majority of PV patients have a normal karyotype at
diagnosis [22].

When a review of the literature is made, we find that
trisomies 8 and 9 and deletions in 13q and 20q are the abnormal-
ities most frequently detected with conventional cytogenetics
(Table 1).

Because FISH is known to have a higher sensitivity, we
reevaluated the karyotypes of PV patients to see if this
technique could help in the detection of more abnormal
karyotypes. We selected four markers (trisomy 8, trisomy
9, 13q deletions, and 20q deletions) [3-19]. To detect dele-
tions in 13q and 20q, we selected D13S319 and D20S108
probes because they are loci involved in the common deleted
regions of chronic myeloproliferative disorders (CMPD).
The use of other probes could generate different positive
detection rates.

In our study, FISH revealed cytogenetic alterations in 3 of
the 31 PV patients not previously treated with chemotherapy,
alterations not seen with G-banding conventional techniques.

These results are in concordance with a recently study
by Najfeld et al. [17], who used the same FISH probes. It
is remarkable that in both studies the percentage of abnormal
cases detected was slightly higher when FISH was used (up
from 17.8% to 19.3% in our study and up from 23% to 29%
in the Najfeld et al. study [17]).

The percentage of abnormalities in our study differs from
two series reported by Amiel et al. [23] and Westwood et
al. [24]. In our series, no patient had received cytoreductive
treatment, whereas in their studies patients were unselected.
Thus, 10 out of 14 patients (71%) from the study of Amiel
et al. [23] had trisomy 8 or 9, but all of them had been
treated with hydroxyurea, P, or both. In the Westwood et al.
study [24], 15 out of 64 patients (23%) presented cytogenetic
aberrations detected with FISH (trisomy 8 or 9 or D20S108
deletion); however, 9 of the 15 abnormal cases had been
treated at the time of study.

These results may reflect leukemogenic effects of the
treatment or may indicate that patients whose disease is

progressive (and therefore requiring more aggressive treat-
ment) are more likely to develop cytogenetic changes [22].

We note that patient 18, who has a t(15;20)(q22;q12),
also has a hemizygous deletion of 20q12 chromosome band.
This phenomenon occurs in other translocations, such as
t(12;21)(p13;922) or t(9;22)(q34.1;q11.2) [25-28]. In such
cases, the translocations involving the TEL or ABL gene
may be accompanied by a deletion of the TEL gene not
involved in the translocation [25-26] or of the ABL gene
involved in the translocation [27,28].

Deletions of the long arm of chromosome 20 are widely
involved in myeloid malignancies, such as CMPD, myelo-
dysplastic syndromes, and acute myeloid leukemia [29-32],
but are rarely seen in lymphoid diseases [33]. This associa-
tion suggests that deletions of 20q point to the possible
localization of one or more genes that are lost or inactivated
in the hemopoietic progenitors. Although studies about the
relation of prognosis to 20q deletions are limited, no differ-
ences between rates of survival in patients with and without
the above-mentioned chromosomal aberration have been
found [34,35]. This makes the 20q deletion, as a sole abnor-
mality, an alteration with a relatively good prognosis [36,37].
Deletions of 13q are more common in idiopathic myelofi-
brosis than in other CMPD and no data are yet available for
the prognostic value of 13q deletions in PV [19].

To sum up, our experience, in concordance with other
studies [17], corroborates that interphase FISH analysis can
detect some karyotypic abnormalities that are not detected
with conventional cytogenetics. If we add the alterations
detected with FISH to those with an abnormal karyotype
under conventional cytogenetics, 19.3% of patients had al-
tered karyotypes in untreated PV patients, which is slightly
higher than the 17.8% found with conventional cytogenetics.

It will be of interest to follow these patients with cytoge-
netic aberrations detected with FISH to establish the prog-
nostic value of these karyotypic abnormalities. New studies
using other probes would be needed to find more cases with
cytogenetic alterations in untreated PV patients.

Nonetheless, although the application of FISH expanded
the utility of cytogenetics, the small magnitude of the in-
crease in percentage of abnormalities (1.5% in our study;
6% in the Najfeld et al. study [17]) makes us wonder whether
other, newer technologies, such as detection of clonality by
using the polymorphism of the AR gene (alias HUMARA)
[38—42] or the recent description of the PRV gene overex-
pression in PV and essential thrombocythemia [42-44],
would be more useful than FISH probes or conventional
cytogenetics to detect clonality in PV patients.
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We present a woman affected by polycythemia vera with a bone marrow
culture showing a 46,XX,add(2)(p25)[20] karyotype. FISH demonstrated
that the additional material on chromosome 2 belongs to chromosome 9.
This finding is in concordance with those of other authors who suggest that
the amplification of a gene or genes on 9p may contribute to the
pathogenesis of PV.

Polycythemia vera (PV) is a clonal myeloproliferative disorder characterized
by an excessive bone marrow production of red cells, granulocytes and
platelets leading to an increased red-cell mass in peripheral blood.

Clonal chromosomal abnormalities have been reported in 15% of patients
with PV at diagnosis and in 40% of treated patients.! In both cases the
same recurrent changes can be found: del(20q) is reported in about 27% of
patients, other common aberrations being +8, +9, del(13q) and partial
trisomy 1q.!2 Trisomy 9 can be complete or partial and is often associated
with trisomy 1q; however, at present no correlation of this abnormality and
a specific phase of the disease has been demonstrated. Recently a partial
tetrasomy of the short arm of chromosome 9.’ has also been reported. We
present a 70-year old woman referred to study polyglobulia. Physical
examination revealed no abnormalities but ultrasonography showed an
enlarged spleen. Laboratory findings revealed: leukocyte count 15.3x10°%/L,
Hb 20.7 g/dL, MCV 91fL, hematocrit 69.8%, erythrocytes 7.66x10°/L and
platelets 552x10°/L. The biochemical profile showed a lactic dehydrogenase
of 576 U/L. Arterial O2 saturation was 96%. Leukocyte alkaline phosphatase
activity was 134 in the absence of reactive conditions. Bone marrow
aspirate showed hypercellularity with increased hypersegmentated
megakaryocytes. Bone marrow histology showed hypercellularity with
increased granulomonopoietic precursors and diffuse reticulin fibrosis. A 24-
hour non-stimulated bone marrow culture showed a 46,XX[20] karyotype
(Figure 1 and Table 1).
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Figure 1. Composite figure showing a) conventional karyotype 46,XX,add(2)(p25).ish
der(2)t(2;9)(p25;p?); b) painting probe of chromosome 9 showing the extra material of this
chromosome located in chromosome 2 and painting probe of chromosome 2 showing the absence
of fluorecence at the end of one of this chromosome.
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Table 1. Summary of partial and hole trisomies of chromosome 9 found in PV patientes.

Van de Loosdrecht (4) Case 1:46,XX,add(15)(p13),add(21)(p13).ish der(15)t(9;15)
(p13;p13)(wecp9+),der(21)(9;21)(p13;p13)(wcp9+)[16]/46,XX[4]

Nijs van Weert (5) Case 1: 47 ,XX,+der(1)t(19;9p)[25]
Case 2: 47 ,XX,+9[6]/47,XX,+der(1)t(1q;9p)[2]/46,XX[7]

Blij-Philipsen (6) Case 1: 46,XX,add(2)(p25).ish
der(2)t(2;9)(p25;p')[241/46,XX[9]

Chen Z (7) Case 1: 47,XY,+9,i(9)(p10)[18[/46,XY[2]
Case 2: 47,XY,+9,i(9)(p10)[17[/46,XY[3]
Case 3: 46,XY,add(18)(p11.2).ish der(18)t(9;18)(p12;p11.2)
(pcp9+)[3]/46,XY[17]
Case 4: 47 ,XX,+1[18],add(1)(p12).ish
der(1)t(1;9)(p12;p12)(pcp9+)
[18],add(3)(p21)[7],del(7)(q22)[3],
-13[3],del(20)(q11.2) [12],+mar[3][cp18]/46,XX[2]

A diagnhosis of myeloproliferative disorder, compatible with PV, was
established. The patient started treatment with hydroxyurea and
phlebotomies followed by *?P. A second cytogenetic analysis demonstrated a
46,XX,add(2) (p25)[20] karyotype. FISH with whole chromosome painting
probes demonstrated that the additional material on chromosome 2
belonged to chromosome 9. G banding patterns strongly suggested 9p. The
bcr/abl fusion gene was negative by fluorescence in situ hybridization. Our
report and that by Blij-Philipsen® suggest the existence of a new non-
random chromosome structural abnormality in PV. What is more, the fact
that trisomy 9 is found either at diagnosis or in treated patients and the
discovery of the same aberration by Blij-Philipsen in an untreated PV patient
might suggest that the amplification of a gene or genes on 9p may
contribute to the pathogenesis of PV.




Interestingly Dai and Krantz demonstrated, in 11 PV patients, a marked
increase in the expression of pl16INK4a and pl14ARF. This two genes are
located in the INK4a/ARF locus from chromosome 9p.% There have been
descriptions of other candidate genes on 9p that could play a crucial role in
the pathogenesis of PV, for example: interferon genes, endothelial-specific
protein receptor tyrosine kinase gene (TEK), human interleukin-11 receptor
alpha-chain gene (IL11RA), LTG9 or AF-9 gen, cyclin-dependent kinase
inhibitor-2A Gene (CDKN2A).°>'® More reports of patients with partial
trisomy or tetrasomy 9 are needed to determine the exact prognostic value
of this new non-random chromosome anomaly and to study the exact role
of these genes in the pathogenesis of PV.
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analysis, the International Prognostic Scoring System (IPSS),®
percentage of blasts, M/E ratio, FAB subtype, but not cyclin E
IR, were significantly associated with survival (Table 1). Mul-
tivariate analysis showed that IPSS (p=0.0068) and RAEB-t
subtype (p=0.001) were independent predictors of survival.
Interestingly, when the survival analysis was restricted to the
low-risk subset of RA/RARS, the variables of age (p=0.0287),
IPSS (p=0.0113) and FAB subtype (RA vs. RARS, p=0.0563)
were associated with survival. At multivariate analysis, the
variable of age (p=0.0284) was the only independent predic-
tor of survival in RA/RARS. Although cyclin E IR was more
prevalent in RA/RARS with an adverse clinical course, this
trend did not achieve statistical significance, either at uni-
variate (p=0.0759), or multivariate (p=0.0604) analysis, pos-
sibly because of the relatively small number of cases.
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Incidence of trisomy 8 and 9, deletion of D13S319
and D20S108 loci and BCR/ABL translocation in
non-treated essential thrombocythemia patients: an
analysis of bone marrow cells using interphase
fluorescence in situ hybridization

We compare conventional cytogenetics (CC) with fluo-
rescence in situ hybridization (FISH) in 53 untreated
patients with essential thrombocythemia. CC revealed no
abnormalities. When FISH was used, no BCR/ABL rearrange-
ment nor trisomy 8 was found, but one trisomy 9, two
del(13)(q14) and five del(20)(q12) were observed. FISH
detected chromosome abnormalities in 15% of patients in
which no alteration was found by CC.

Haematologica 2003;88:110-111
(http://www.haematologica.org/2003_01/88110.htm)

Essential thrombocythemia (ET) is a chronic myeloprolifera-
tive disorder (CMPD) with megakaryocytic proliferation in bone
marrow resulting in a persistent increase in platelets in periph-
eral blood. In ET patients chromosome abnormalities detected
by G-banding are rare, and no specific abnormality has been
identified.t Only about 5% of patients show an abnormal kary-
otype at diagnosis.2 The most frequent cytogenetic anomalies
detected by conventional cytogenetics (CC) are trisomies of
chromosomes 8 and 9 and deletions in 13q and 20q.

The finding of an abnormal karyotype would be useful to dis-
tinguish ET from secondary thrombocytosis as it gives a clonal
hallmark to the disease. For this reason, we re-evaluated genet-
ic findings obtained by CC using fluorescence in situ hybridiza-
tion (FISH) probes, with the aim of yielding more information
about chromosomal abnormalities in ET patients.

Herein, we present 53 cases diagnosed as having ET accord-
ing to the Polycythemia Vera Study Group (PVSG) criteria® and
who had not previously received cytolytic treatment. Samples
from ten healthy volunteers were used as assay validation con-
trols. Chromosome analyses were carried out on hematologic
cells from 24-hour bone marrow cultures. Karyotypes were
described according the International System for Human Cyto-
genetic Nomenclature.*

FISH studies were performed on fixed nuclei from CC fol-
lowing the standard procedures (Table 1). CC results were avail-
able in 49/53 patients, all showing a normal karyotype; in the
remaining four cases no metaphases were obtained. When FISH
was performed, no patient showed BCR/ABL rearrangement nor
trisomy 8. One patient showed trisomy 9 in 30% of studied
cells, in 2/53 patients a 13q14 deletion was found (frequencies
16% to 26.5%) and 5/53 patients presented a 20q12 deletion
(frequencies 10.5% to 13.5%). Both monosomies were hemizy-
gous. There were no cases with more than one abnormality.
FISH probes detected chromosomal abnormalities in 8/53 ET
patients (15.1%) (Table 2).

FISH studies have been done in ET patients in order to search
for chromosome 8 and 9 abnormalities.5® Elis et al.5 reported
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Table 1. Probes and controls used in the study.

Probes Controls Studied nuclei  Control values* (X£3 S.D.)
CEN #8 - 500 Trisomy >2.3%

CEN #9 - 500 Trisomy >1.2%
D13S319 tel(13q) 200 Monosomy >5%
D20S108 tel(20p) 200 Monosomy >6%
BCR/ABL internal 200 Rearrangement <1%

*Control values were established based on peripheral blood of 10 controls.
X+3D.S. = mean plus three standard deviations.

Table 2. Summary of chromosome abnormalities detected
by conventional cytogenetics and FISH in 53 ET patients.

Conventional Cytogenetics™ FISH
Number of cases (%) Number of cases (%)

Normal 49/49 (100%) 45/53 (84.9%)
+8 0/49 (0%) 0/53 (0%)

+9 0/49 (0%) 1/53 (1.9%)
del(13)(q14) 0749 (0%) 2/53 (3.8%)
del(20)(q12) 0/49 (0%) 5/53 (9.4%)
Total (abnormal) 0/49 (0%) 8/53 (15.1%)

*In four cases no mitoses were observed.

an increased detection of trisomies 8 and 9 by FISH in ET
patients with a normal karyotype by CC. They detected 5/18
patients with trisomy 8 and 5/18 with trisomy 9. Swolin et al.,5
however, did not find any new cases of trisomy 8 or 9, not pre-
viously found by CC, in a series of 22 patients. Two possible rea-
sons could explain the differences between the results of the
studies by Elis et al.,> Swolin et al.¢ and ours. First, in the series
examined by Elis et al.,5 patients had a long follow-up (range
1-13 years), while in our study and that by Swolin et al.,® cyto-
genetic investigations were performed at diagnosis, in previ-
ously untreated patients. Second, the work of Elis et al.5 was
carried out using peripheral blood, whereas ours and that by
Swolin et al.,5 evaluated bone marrow cells. Additionally 7/10
patients with trisomies 8 and 9 in the series studied by Elis et
al.5 were maintained on hydroxyurea at the time of cytogenetic
investigation. As the number of cytogenetic abnormalities is
greater in treated than in untreated patients,! this may reflect
leukemogenic effects of treatment itself or may indicate that
patients whose disease requires more aggressive treatment are
more likely to develop cytogenetic changes.

The fact that FISH did not detect new cases of trisomy 8 in
our series or in that of Swolin et al. corroborates the hypoth-
esis that cells with trisomy 8 have a proliferative advantage
over disomy 8 cells in culture, since the frequency of trisomy
8 cells is greater in bone marrow metaphases than in inter-
phase nuclei.”

To our knowledge, no other studies have been conducted to
test 13q14 and 20g12 probes in ET patients. We identified 2
and 5 patients with a hemizygous deletion in the 13q14 and
20912 locus, respectively. These results encourage the use not
only of centromeric probes from chromosome 8 and 9, but also
probes from 13q14 and 20q12 loci, given the relatively high
frequency of both deletions.

Although some papers® have described ET patients with
BCR/ABL rearrangement, we did not find this rearrangement in
any patient in our series. Based on our previous experience® and

present data we can not confirm the presence of BCR/ABL-
positive ET cases.

In conclusion, our experience corroborates that interphase
FISH allows a higher detection (15%) of cytogenetic abnor-
malities than CC, and therefore, we suggest that FISH should
be incorporated in addition to CC for the detection of specific
chromosomal abnormalities in ET.

It will be of interest to follow patients with cytogenetic aber-
rations in order to establish the prognostic value of these
abnormalities.
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Chronic Myeloproliferative Disorders

Clonality analysis by HUMARA assay in
Spanish females with essential
thrombocythemia and polycythemia vera

Analysis of the human androgen receptor gene
(HUMARA) allows clonality to be assessed in
essential thrombocythemia (ET) and polycythemia
vera (PV). We studied clonality in 44 patients with
ET, 18 with PV and in 64 healthy controls. The X-
chromosome inactivation pattern was analyzed by
HUMARA-polymerase chain reaction on DNA
from purified granulocytes, T lymphocytes and the
CD3- fraction of mononuclear cells.

haematologica 2005; 90:259-261
(http://www.haematologica.org/journal/2005/2/259.html)

Essential thrombocythemia (ET) and polycythemia vera
(PV) are clonal myeloproliferative disorders without con-
sistent karyotypic and molecular markers. HUMARA
analysis, an assay based on X-chromosome inactivation
patterns (XCIP), allows clonality to be assessed in ET and
PV. There is controversy over the percentage of clonal
hematopoiesis in ET and little is known about this feature
in PV patients.

The present study was conducted in a cohort of Spanish
ET and PV patients to determine: (i) the percentage of

Letters to the Editor

clonality in these disorders; (ii) differences in frequencies
of clonality depending on whether granulocytes or CD3~
mononuclear cells are taken as the pathologic tissues and,
(iii) the relationship between clonality status and the
appearance of thrombotic and hemorrhagic complications.
One hundred and twenty-six people were included in this
study; 44 had ET, 18 had PV and 64 were healthy, age-
matched controls. The diagnoses of ET and PV were estab-
lished according to the PVSG criteria.

Mononuclear cells and granulocytes were isolated from
peripheral blood. CD3* lymphocytes were then separated
from the CD3~ fraction by magnetic beads. Genomic DNA
was extracted from each fraction. The HUMARA assay
was performed according to normal procedures in our lab-
oratory. Clonality was calculated after correcting for the
degree of lyonization in CD3" cells. Cells were considered
to be clonally derived when the corrected allele ratio was
<0.25. The sensitivity and specificity of the HUMARA
assay in our study were 39% and 94%, respectively. The
rate of heterozygosity of the HUMARA gene in our
Spanish women was 88%. Table 1 shows the clinical data
and HUMARA results from the ET and PV patients and the
controls. We found significant differences in clonality
results between controls and patients (<0.001). Clonality
in normal controls has also been reported by other
authors™ (Table 2). Champion et al. suggested that this
phenomenon could be more frequent in elderly women,
probably due to constitutive skewing, age-related acquired
skewing or genetic factors leading to selective pressure.”
This might suggest that imbalanced myeloid XCIP in the
presence of balanced T cell XCIP in elderly patients (>65
years) should not be certainly interpreted as clonal
hematopoiesis.

A wide range of positivity for clonality has been report-
ed in ET patients (18.7-68%)."* These differences might be
attributed to methodology, number of studied patients and
criteria used to define a clonal pattern (allele ratios or the
equation of Asimakopoulos et al.”) (Table 2). There are
two studies reporting on clonality in PV. In one, 26/41
patients (8 ET, 30 PV and 3 primary myelofibrosis) had
clonal proliferation,” and in the other, in which 31 PV
patients were studied, hematopoiesis was clonal in 16/22.°

Clonality analysis in ET and PV has mainly been per-
formed using granulocytes and platelets as target cells. A
major limitation of platelets is that the study has to be per-
formed on mRNA instead of DNA, using polymorphisms
that are less heterozygous than the HUMARA gene. For
this reason, we investigated not only granulocytes but also
CD3~ mononuclear cells as these have been suggested to
share a common abnormal hematopoietic precursor cell.
Our data show that when CD3~ cells were tested instead
of granulocytes, clonality was not detected in 13 patients
and therefore a substantial number of clonal results could
be missed (p<0.001) (Table 1).

Although no significant correlation was found between
clonality status and the patients’ age, there was a statisti-
cal trend to more clonal cases among elderly (>65 year)
women than among younger women (p=0.180). This
trend, not significant in our study, had been found to be
statistically significant by other authors.*> When skewed
cases were considered, there was statistical trend of more
skewed cases in elderly women (p=0.075).

It is known that the prevalence of thrombotic complica-
tions is strongly influenced by a patient’s age and duration
of follow-up. In addition, some authors observed that
thrombosis occurred more frequently in clonal than in
polyclonal ET patients.””® In contrast, El-Kassar et al’
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Table 1. Clinical data and HUMARA results from ET and PV patients.

Disease Age in years CD3/CD3 CD3/granulocytes Thrombohemorrhagic Treatment*
(mean) complications
Essential 3291 6 homozygous 6 homozygous 11 patients 21 patients
Thrombocythemia (61.4) 4 clonal 11 clonal (2 homozygous,
(n=44) 27 polyclonal 20 polyclonal 3 clonal, 4 polyclonal,
7 skewed 7 skewed 2 skewed)
Polycythemia Vera
(n=18 30-86 1 homozygous 1 homozygous 4 patients 7 patients
(62.6) 1 clonal 7 clonal (1 homozygous,
14 polyclonal 8 polyclonal 3 clonal)
2 skewed 2 skewed
Controls
(n=64) 3091 8 homozygous 8 homozygous 0 patients 0 patients
(62) 2 clonal 3 clonal
50 polyclonal 49 polyclonal
4 skewed 4 skewed

*Patients were receiving myelosupressive/platelet-lowering zigents as follows: hydroaéy

(n=1). Twelve patients‘only received ASA. Phlebotomy wds performed when packe

a + acetylsalicylic acid (ASA) (n=19); anagrelide + ASA (n=8) and busulfa
e e e a0 s 171 enegrelide + ASA (n~8) and busulfan

Table 2. Review of the literature concerning clonality in ET and PV studied by the HUMARA assay.

Study Cases Agein  CD3 separation  Definition of Cut-off level ~ Homozygous Treated  Clonal Non Clonal Complications’
years methods clonality of clonality informative controls
El-Kassar' 26 ET 29-81 No separation Allele ratios® 80% 10 10/16 3/16 9/16 5/23 NA
Champion*> 8 ET 60-88  Magnetic beads  Asimakopoulos >50% 0 NA 26/41 1/41 15/65 NA
30 PV equation”  (Rg <0.33 and Rt= 1.0)"
3PM
El-Kassar’ 17 ET3 13-70  Magnetic beads  Allele ratios® 80% 0 11/17 9/17 417 4/44 5/9 clonal
2/4 polyclonal
El-Kassar* 53 ET 13-80  Magnetic beads  Allele ratios® 80% 4 18/30  31/49 5/49 NA NC
Harrison® 43 ET* 11-89  Magnetic beads  Allele ratios® 80% 0 NA 10/43 20/43 0/9 6/10 clonal®
2/13 polyclonal
Mitterbauer® 23 ET 27-88 NA Allele ratios® 75% 3 NA 17/20 0/20 22/242° NA
31PV (allele ratio >3:1) 9PV 16/22 0/22
Chiusolo’ 40 ET 20-63  Magnetic beads  Allele ratios® 75% 0 34/40  17/40 8/40 NA 7/17 clonal®
(allele ratio >3:1) 1/15 polyclonal
Shihe 731 1892 RBC Asimakopoulos >50%(Rg <0.33 9 NA 42/64 10/64 12/43 NA
rosetting equation’ and Rt= 1.0)’
Shih® 89 ET 15-92 RBC Asimakopoulos >50%(Rg <0.33 10 NA 54/79 10/79 NA 24/54 clonal®
rosetting equation’ and Rt= 1.0’ 1/15 polyclonal
Present 44 ET 3291 Magnetic Allele ratios® 75% 6 ET 21/44  11/38 7/38 3/64 3/11 clonal ET
study 18 PV 30-86 beads (allele ratio >3:1) 1PV 9/18 /17 1/17 4/20 polyclonal ET
3/7 clonal PV

0/8 polyclonal PV

"Thrombotic or hemorrhagic; *we excluded 16 patients because the HUMARA assay had been pe;formed in DNA from unfractionated blood; *we excluded
29 patients because polymorphisms (PSS, IDS, G6PD) other than the HUMARA gene were used to study clonality in these patients; ‘we excluded 3
patients because polymorphisms other than the HUMARA gene were used to study clonality in these patients; thrombotic complications were significantly
higher in clonal ET (p<0.05); *control subjects included healthy women, those with secondary neutrophilia and reactive thrombocytosis; ’percentage of clon-
al granulocytes (Gc) was calculated using the following equation,” when Rt (T-cell ratio) > Rg (granulocyte ratio); Ge: Rt-Rg / Ri(Rg+1) x 100; when

Rt < Rg Ge: Rg-Rt / Rg+1 x 100. This equation divides XCIP into 3 categories: 1) clonal, when Ge>50% (corresponds to a Rg <0.33 in the presence

of an Rt: 1.0); 2) polyclonal, when Gc<50% and Rt>0.33; 3) ambiguous, when Ge<50% and Rt<0.33; °Expression of the lower allele after correcting for
the degree of lyonization in T-lymphocytes. ET: essential thrombocythemia; PV: polycythemia vera; PM: primary myelofibrosis; IT: idiopathic

thrombocytosis; NA: not available; NC: not conclusive.

found no correlation between the incidence of ischemic or
hemorrhagic episodes and XCIP. Our data do not show a
significant relationship between clonality status and retro-
spectively analyzed thrombohemorrhagic events in ET
(p=0.676). These discrepant results are probably due to dif-
ferences in the size of the populations studied. Among PV
patients, we found a statistical trend of more clinical com-
plications in clonal than in polyclonal patients (¢=0.075).
This observation has not been reported before and should
be confirmed in future larger series. In addition, for the
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whole group (ET and PV patients), no relationship was
found between clonal or polyclonal hematopoiesis and
platelet lowering treatments. Further studies of clonality in
ET and PV patients should be prospectively done in order
to determine the pathophysiology of these diseases in
detail and to ascertain the possible clinical implications of
clonal or polyclonal hematopoiesis.
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Letters to the Editor

Chronic Myeloproliferative Disorders

Safety profile of hydroxyurea in the treatment
of patients with Philadelphia-negative chronic
myeloproliferative disorders

The efficacy of hydroxyurea (HU) in myeloprolif-
erative disorders is well documented. HU controls
thrombocytosis both in polycythemia vera (PV) and
in essential thrombocythemia (ET), while reducing
the risk of thrombosis." Despite many anectodal
reports, no evaluation of the prevalence and type of
side effects of HU exists in large series of patients.

haematologica 2005; 90:261-262
(http://www.haematologica.org/journal/2005/2/261.html)

This is a retrospective study of 75 patients with ET and
54 with PV (53 males, 76 females, mean age 58,12+14,68
years) diagnosed in agreement with the Polycythemia
Vera Study Group criteria*® and treated with HU (median
follow-up 7.18 years) at our Department over the last 20
years. HU (Oncocarbide®, 500 mg) was given to reduce
platelet count (induction dosage 30 mg/kg/day and main-
tenance 15 mg/kg/day), for one or more of the following
reasons: (i) age over 60 years; (i) previous major throm-
botic event; and (iii) platelet count over 1,500x10°/L." The
achievement of a platelet count <600x10°/L was consid-
ered a complete response (CR), while, if the platelet
count remained >600x10°/L within 6 months of HU ther-
apy, the drug treatment was considered to have failed. All
side effects and toxic effects of HU were recorded; if a
side effect did not require drug withdrawal it was consid-
ered a minor effect.

One hundred and twenty patients (93%) achieved a
CR in a median time of 1 month (range 1-13 months). In
9 cases the drug treatment failed (7%). In 106 patients
(88% of CR) HU was successfully continued without rel-
evant complications over a median follow-up of 6.74
years to date (median 3.67 years). No hemorrhages but
15 thrombotic complications (4 cerebrovascular, 5 coro-
nary, 1 peripheral arteries and 5 deep vein thrombosis in
2 cases with pulmonary embolism) were documented
during HU therapy.

Minor effects. An increase of MCV (>98 fL) over normal
levels occurred in 54 patients (45% of responders) with-
in the first 6 months of therapy; this is a well known and
usually negligible side effect of HU. However, 19 females
and 13 males developed severe macrocytosis (MCV > 110
fL) within one year of treatment. One of these patients
had black nail pigmentation which disappeared within
three months after drug discontinuation; two more
patients had black nail pigmentation, which was stable
over time. This is an uncommon finding of not para-
mount importance.

Major effects. In 2 patients the drug was withdrawn
because of symptomatic anemia (Hb less than 85 g/L)
with MCV >130 fL occurred.* In both cases, more than 20
mg/kg/day HU was given. Twelve patients came off the
drug because of toxic effects certainly or probably due to
HU (2 fevers, 2 allergies, 4 leg ulcers, 3 acute leukemias,
1 cancer) (Table 1). This rate of necessary HU discontin-
uation was 1.6x100 patients/year.

Fever occutred after 2 and 3.5 days of therapy in 2
patients. In both cases, we made another treatment
attempt which again resulted in fever. Fever can be
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4.1. Citogenética convencional i hibridacié in situ en la policitémia vera
(article 1)

Per poder diagnosticar un pacient de PV, primer s’han d’excloure causes
d’eritrocitosi secundaria. Una manera de fer-ho és trobar algun marcador
biologic. Per tant, en aquells pacients amb un hematocrit augmentat i sense
cap causa d’eritrocitosi secundaria aparent, trobar alguna alteracio citogenética
fa que el diagnostic de PV sigui gairebé segur. Malauradament, la majoria de
pacients afectes de PV son cromosdomicament normals per citogenética
convencional al moment del diagnostic [85]. En la nostra experiéncia el 17.8%
afectes de PV presentaven un cariotip alterat per citogenética convencional al
moment del diagnostic.

L’objectiu d’aquest estudi va ser comprovar si amb I'aplicacié de sondes de
FISH obteniem un major nombre d’alteracions cromosdomiques que el que ens
proporciona la citogenética convencional en pacients afectes de PV al moment
del diagnostic i sense tractar. Donat que la FISH permet detectar anomalies
cromosomiques especifiques sense que faci falta que la cél-lula entri en divisid,
juntament amb el fet que es basa en la deteccio de senyals fluorescents i no en
la interpretacié de la morfologia cromosomica, fa que es consideri una técnica
més sensible, especifica i facil d’interpretar que la citogenética convencional
quant a la detecci6 d’alteracions especifiques.

Les alteracions més frequentment detectades amb les técniques de
citogenetica convencional en la PV sén les trisomies 8 i 9 i les delecions a 13q i
20q [76-82]. Per aquesta rad es van aplicar sondes que cobrien aquestes
regions (centromer dels cromosomes 8 i 9 i les regions D13S319 i D20S108
que son uns dels loci involucrats en la minima regié comu delecionada a 13q i
20q en les sindromes mieloproliferatives croniques).

Al nostre estudi, la técnica de FISH va demostrar alteracions cromosomiques
en tres dels 31 pacients afectes de PV no detectades per la citogenética
convencional.

Aquests resultats concorden amb un estudi recent fet per Najfeld i col. [126] on
utilitzen les mateixes sondes de FISH. En tots dos estudis el percentatge de
casos alterats és lleugerament superior quan s’utilitzen técniques de FISH (de
17.8% a 19.3% en el nostre estudi i de 23% a 29% en el de Najfeld i col. [126]).
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Pel contrari, el percentatge d’alteracions del nostre estudi és inferior al trobat en
dos estudis previs realitzats per Amiel i col. [122] i Westwood i col. [124]. El
motiu d’aquesta discrepancia és que cap dels nostres pacients havia rebut
tractament citoreductor, mentre que els dels altres dos estudis si. En la série
d’Amiel i col. [122], 10 dels 14 pacients (71%) que presentaven trisomia 8 0 9
havien estat previament tractats amb hidroxiurea /o **P i en la série de
Westwood i col. [124], 9 dels 15 pacients (60%) amb alguna alteracio
cromosomica (trisomia 8 o 9 o delecié de D20S108) havien rebut algun tipus de
tractament abans del moment de I'estudi. Aquests resultats podrien reflexar els
efectes leucemogeénics del tractament per si, o també podrien indicar que els
pacients amb una malaltia en progressido (i per tant que necessiten un
tractament més agressiu) son més propensos a desenvolupar canvis
citogenetics [85].

Les delecions del brag llarg del cromosoma 20 han estan molt descrites en
patologies mieloides (sindromes mieloproliferatives croniques, sindromes
mielodisplasiques i leucemies agudes mieloides) [191, 192] perd rarament es
troben en patologies limfoides [193]. Aquesta associacié suggereix que les
delecions a 20q podrien indicar la possible localitzacié d’'un o més gens que es
perdrien o inactivarien en un progenitor hemopoétic mieloide. Tot i que no hi ha
massa estudis realitzats en els quals s’estudii el valor pronostic de les
delecions a 20q, no s’han trobat diferéncies entre la supervivencia d’aquells
pacients que presenten aquesta alteracio i la dels que no la presenten [104,
162]. Un estudi fet per Aatola i col. en 18 pacients afectes de SMPC [103]
tampoc va trobar correlacio entre el percentatge de metafases portadores de
delecions a 20q i la taxa de supervivencia.

Per altra banda, les delecions a 13q s6n més comuns en la mielofibrosi
idiopatica que en altres sindromes mieloproliferatives croniques. Fins el
moment no hi ha cap estudi que tingui en compte el valor pronostic d’aquestes
delecions en la PV [137].

Seria interessant fer un seguiment dels pacients que presenten alteracions
cromosomiques per poder establir el seu valor pronostic. També seria oportu
fer nous estudis amb altres sondes per a poder incrementar el nombre de

pacients amb alteracions cromosomiques.
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L’aplicacié de la técnica de FISH millora molt poc els resultats obtinguts per
citogeneética convencional. Contrariament amb el que ha passat amb la
implementacio de la FISH en altres patologies com la LLC-B (on va permetre
passar del 50 al 80% de casos alterats), el lleuger increment en el percentatge
d’alteracions detectades (1.5% en el nostre estudi i 6% en I'estudi de Najfled i
col. [126]) fa pensar que probablement altres tecnologies com els cultius de
progenitors eritroides [60, 182], la deteccio de clonalitat mitjangant I'estudi del
gen HUMARA [35, 170, 171] o la sobreexpressio del gen PRV1 [132-134] sén
més utils que la FISH o la citogenética convencional com a marcadors bioldgics

en pacients afectes de PV.

96



Discussi6

4.2. Importancia dels guanys de 9p en la patogénesi de la policitéemia

vera (article 2)

En la PV, s’han identificat trisomies completes del cromosoma 9, perd també és
freqUent trobar guanys de 9p, ja sigui en forma de trisomia o tetrasomia. La
trisomia de 9p també s'ha associat a la trisomia parcial o total d'1q ja que fins el
moment s'han descrit dotze casos de t(1;9) en pacients afectes de PV [68, 73,
74, 143-146).

Najfeld i col. és I'unic grup que ha estudiat les alteracions de 9p mitjangant la
tecnica de FISH. En la seva série van trobar guanys de 9p en el 53% dels
pacients cromosomicament alterats. Aixo representa que el guany de 9p era
I'alteracié gendmica més frequent del seu estudi en pacients afectes de PV
[126].

El nostre cas, juntament amb el de Blij-Philipsen i col. [194], suggereixen
I'existéncia d’'una nova alteracié present en la PV que implica una trisomia
parcial del cromosoma 9p formant part d’'un derivatiu del cromosoma 2.
Aquests resultats i el fet que gairebé no es troben trisomies 9 per FISH o
hibridaci6 genomica comparada en la trombocitémia essencial, recolzen la
hipotesi de Chen i col. [146] que suggereixen que I'amplificacié d'un o diversos
gens de 9p, i no de 9q, tindrien un paper important en la patogénesi de la PV.
S’han proposat alguns gens localitzats a 9p com a possibles candidats: l'alfa
interferd [147], el receptor de la tirosina cinasa especific de proteina endotelial
(TEK) [148], el receptor de cadenes alfa de la interleucina 11 humana (/IL711RA)
[149, 150] i l'inhibidor-2A de cinasa dependent de ciclina (CDKN2A o p16)
[151]. Les delecions o mutacions d’alguns d’aquests gens, com del gen
CDKNZ2A, ja han estat descrites en una gran varietat de cancers.

Fan falta, perd, més casos amb trisomia o tetrasomia 9 per poder determinar
exactament el valor pronodstic d’aquesta alteracio, i per seguir fent més estudis
moleculars que identifiquin exactament quins gens estarien implicats en la

patogénesi de la PV.

97



Discussi6

4.3. Incidéncia de trisomia 8 i 9, delecié dels loci D13S319 i D20S108 i
preséncia de la translocaci6 BCR/ABL en pacients afectes de
trombocitémia essencial no tractada: estudi de cél-lules de la

medul-la éssia per hibridacioé in situ fluorescent (article 3)

El diagnostic de la TE depén de I'exclusié de trombocitosis secundaries i
d’'altres sindromes mieloproliferatives  croniques que puguin  anar
acompanyades de trombocitosi. La deteccidé d’un cariotip alterat seria de gran
ajuda per diferenciar les TE de trombocitosis secundaries ja que confereix un
patré clonal a la malaltia. Malauradament, la majoria de pacients afectes de TE
presenten un cariotip normal per citogenética convencional, ja que només el
5% dels casos presenten una alteraciéo cromosomica al diagnostic [86, 109]. En
la nostra experiéncia cap dels 49 pacients afectes de TE que es van poder
estudiar per citogenética convencional van presentar un cariotip alterat.

En el nostre estudi ens vam plantejar reavaluar els cariotips obtinguts per
citogenetica convencional amb I'ajuda de sondes de FISH, ja que ofereixen una
major sensibilitat en la deteccié d’alteracions cromosomiques especifiques.

Es van seleccionar sondes que detectessin la trisomia 8, la trisomia 9 i les
delecions de 13q (D13S319) i 20q (D20S108), que sén les alteracions que han
estat més descrites per citogenética convencional en la TE [75, 83, 85, 152].
Amb aquest estudi s’ha demostrat que el 15% de les TE al moment del
diagnostic presenten alguna alteracid cromosomica per FISH mentre que la
citogenética convencional no en detecta cap.

Fins el moment, només hi ha referits dos estudis on s’ha utilitzat la técnica de
FISH per analitzar els cromosomes 8 i 9 en la TE [102, 136]. Elis i col. [136], en
una serie de 18 TE amb cariotips normals per citogenetica convencional, van
descriure un 55% de trisomies 8 i 9 detectades per FISH. Aquests resultats no
es van reproduir en I'estudi de Swolin i col. [102], en el qual, en una série de 22
pacients, no es va trobar cap nova trisomia 8 o 9 per FISH que no s’hagués

trobat ja per citogenética convencional.
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La rad més probable que explicaria aquestes diferéncies entre els resultats
obtinguts per Elis i col. [136], Swolin i col. [102] i el nostre estudi, és que a la
série d’Elis i col. [136] el 72% dels malalts havien estat tractats amb hidroxiurea
(7 dels 10 pacients que presentaven trisomia 8 o 9 encara rebien aquest
tractament quan es va realitzar I'estudi). En la nostra série i en la de Swolin i
col. [102] I'estudi s’ha dut a terme al moment del diagnodstic en pacients que no
havien estat previament tractats.

Com que se sap que el nombre d’alteracions citogenetiques es major en
pacients tractats que en els no tractats [85], aquests resultats podrien reflexar
I'efecte leucemogeénic del tractament en si, perd també podrien ser indicatius
que aquells pacients que tenen la malaltia en progressio, i que per tant
necessiten un tractament més agressiu, tenen més possibilitats de
desenvolupar alteracions citogenétiques.

El fet que ni en el nostre estudi ni en I'estudi de Swolin i col. [102] es trobessin
casos nous de trisomia 8 per FISH corrobora la hipotesi que les cél-lules amb
trisomia 8 tenen una avantatge proliferativa sobre les ceél-lules amb disomia 8,
com a minim a nivell de cultiu, ja que la frequéncia de trisomies 8 és major si
s’estudien metafases (citogenética convencional) que nuclis en interfase (FISH)
[85, 123, 138, 139].

De totes les séries referides a la literatura, no n’hi ha cap (a part de la nostra)
on s’estudiin les regions 13914 i 20912 per FISH en pacients afectes de TE. En
el nostre estudi hem trobat dos pacients que presentaven una delecié
hemizigotica a 13914 i cinc pacients que presentaven una delecido hemizigotica
a 20g12. Aquests resultats orientarien a no només fer servir sondes
centromeériques pels cromosomes 8 i 9, sind també pels loci 13q14 i 20q12.
Com ja hem comentat a la discusio de l'article 1, les deleccions al brag llarg del
cromosoma 20 han estan molt descrites en patologies mieloides (sindromes
mieloproliferatives croniques, sindromes mielodisplasiques i leucemies agudes
mieloides) [191, 192] perd rarament es troben en patologies limfoides [193].
Aquest fet suggeriria que a 20q es localitzarien un 0 més gens, la perdua o
inactivacié dels quals es produiria en un progenitor hemopoetic mieloide. No
s’han trobat diferéncies entre la supervivéncia dels pacients amb delecions a
20q i la dels que no en tenen. S’haurien de realitzar, perd, més estudis ja que

n’hi ha pocs on s’estudii el valor prondstic de les delecions a 20q [104, 162].
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Aixo fa que les deleccions de 20q tinguin un pronostic relativament bo, sempre i
quan es presenti com a unica alteracio [104, 162].

Respecte les delecions a 13q, aquestes sén més frequents en la mielofibrosi
idiopatica que en altres sindromes mieloproliferatives croniques. Fins el
moment no hi ha cap estudi on es contempli el valor pronostic d’aquestes
delecions en la TE [137].

Tot i que en alguns articles anteriors [110-112] es descriu que alguns pacients
afectes de TE mostraven el reordenament BCR/ABL, en la nostra série, a I'igual
que en la majoria de séries de TE [113, 114, 117], cap dels pacients presentava
aquest reordenament ni per FISH ni per citogenética convencional. Es
improbable que aquestes discrepancies s’expliquin per diferéncies técniques
entre els estudis. La ra6 més factible que ho explicaria seria la inclusié de
pacients que no compleixen els criteris diagnodstics de TE. Per tant, basant-nos
en la nostra experiéncia prévia [117] i 'actual, cap dels nostres pacients afectes
de TE és positiu pel reordenament BCR/ABL.

Seria interessant fer un seguiment dels pacients que presenten alteracions
cromosomiques per poder establir el valor pronodstic d’aquestes alteracions. Aixi
mateix, també seria oportu fer nous estudis amb altres sondes per si aixi es

pugués incrementar el numero de pacients amb alteracions cromosomiques.
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4.4. Estudi de clonalitat mitjancant el gen HUMARA en una poblacié de

dones afectes de trombocitémia essencial i policitémia vera (article 4)

El patré d’inactivacié del cromosoma X (XCIP) és una eina per establir clonalitat

sense la necessitat de tenir cap marcador citogenétic. Es una técnica que

permet detectar I'existéncia d’'una mielopoesi clonal en dones afectes de PV o

TE. EI gen HUMARA és molt util perqué es pot estudiar per PCR i perqué la

seva heterozigositat és del 83-90%. La nostra experiencia mostra que

I'heterozigositat del gen HUMARA en dones espanyoles és del 88%.

En alguns estudis previs on s’analitzava la clonalitat mitjangant altres

polimorfismes com PGK o HPRT, es va demostrar que no tots els pacients amb

TE tenien una granulopoesi clonal [168-170]. Més recentment, amb el gen

HUMARA s’ha posat de manifest que existeix una variabilitat en el percentatge

de clonalitat entre els pacients afectes de SMPC, indicant que la TE i la PV sén

unes malalties heterogénies.

- En la TE, el percentatge de pacients clonals referit a la literatura oscil-la
entre el 18.7% i el 68% en funcié de la serie [35, 171- 178]. En la nostra
experiéncia, en 11 de 38 (28.9%) pacients afectes de TE es va demostrar
clonalitat mitjangant I'estudi del gen HUMARA. Les discrepancies en els
percentatges de clonalitat en les diferents séries poden ser degudes a que
s’han utilitzat diferents metodologies d’analisi, al petit niumero de pacients
analitzats en alguns estudis, i als diferents criteris emprats per establir un
patré clonal (ratios d’al-lels o I'equacié descrita per Asimakopoulos i col.
[180]).

- Enla PV, només hi ha dos estudis on determinen el patré de clonalitat. El
primer és de Champion i col. [35] i 26 dels 41 pacients (3 MI, 8 TE i 30 PV)
sén clonals, perd el percentatge de clonalitat només per les PV no esta
especificat. Al segon estudi realitzat per Mitterbauer i col. analitzen 31
pacients afectes de PV i demostren que 16 de 22 (73%) tenen un patrd
d’'inactivacié del cromosoma X clonal [175]. Nosaltres vam demostrar que 7

de 17 pacients afectes de PV (41.2%) eren clonals.
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- En la nostra série vam trobar que tres dels 64 controls (4.6%) eren clonals.
Aquest fet també ha estat descrit per altres autors [35, 175, 177]. Champion
i col. va demostrar que aquest fenomen és més frequent en dones d’edat
avancgada [35]. S’han proposat diferents teories per explicar el fet de trobar
individus sans clonals: 1) que sigui constitutiu, 2) que s’adquireix amb I'edat,
3) que hi hagi algun factor genétic que exerceixi una pressio selectiva sobre
la inactivacié d’'una de les dues X amb preferéncia, o 4) que hi hagi una
poblacié de cél-lules patoldgiques d’'una malaltia en estadi molt inicial i per
tant que encara no hagi donat clinica per ser detectada [35, 181]. Per tant,
en dones d’edat avancada (>65 anys), cal ser molt prudent a I'hora
d’interpretar un desequilibri al-lélic en els granuldcits i no en els limfocits
com un patré de clonalitat, ja que es podria tractar d’'un fals positiu. Per altra
banda, si que ens sera util trobar un patré de policlonalitat en dones grans
quan no sigui clar si la proliferacié cel-lular que tenen és reactiva o clonal
[35, 175, 177].
El motiu del perqué, a més dels granulocits, vam estudiar els limfocits B (CD3-)
com a cél-lula patologica és perqué fins ara en els altres estudis de SMPC
només havien utilitzat granuldcits i plaquetes com a cél-lules problema. Les
plaquetes tenen una limitacid molt gran ja que I'estudi s’ha de fer en ARN (no
tenen nucli per tant, no hi ha ADN), i els polimorfismes que han estat descrits
en 'ARN no tenen tanta heterozigositat com el gen HUMARA (per exemple:
IDS 51%, P55 37%, PGK 33%, HPRT 29%, G6PD 17%) [132]. L’elecci6 dels
limfocits B per analitzar clonalitat en la TE i la PV es va basar en estudis que
amb I'ajut de l'isoenzim G6PD, com a marcador de clonalitat, demostraven que
els granuldcits, mondcits, eritrocits i limfocits B comparteixen un precursor
hematopoetic [195, 196].
En la nostra experiéncia, la utilitzacié de limfocits CD3- no va detectar clonalitat
en 13 pacients que si que mostraven un patrdé clonal quan s’estudiaven els
granulocits. Aixd comportava la perdua d’'un nombre significatiu de pacients
amb mielopoesi clonal (p<0.001). Davant d’aquests resultats, la millor
combinacio per aconseguir el maxim percentatge de clonalitat amb I'estudi del
gen HUMARA, s’obté utilitzant els limfocits CD3+ com a cél-lula control i els

granulocits com a ceél-lula patologica.
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Tot i que a la nostra série no s’ha trobat cap correlacido entre I'edat dels
pacients i el XCIP, al considerar la PV i la TE juntes trobem una tendéncia
estadistica (p=0.180) de més casos clonals en dones d’edat avangada (>65
anys) i policlonals en dones joves. Aquests resultats van ser significatius en els
estudis de El-Kassar i col. [173] i Shih i col. [178] i podrien indicar que la
fisiopatologia de la malaltia seria diferent en les dones joves que en les grans.
El menor nombre de pacients de la nostra série podria explicar el perqué els
nostres pacients no es comporten d’igual manera que el de les dues séries
anteriorment mencionades.

Respecte a la relacid entre clonalitat i complicacions trombohemorragiques,
Harrison i col. [174], Chiusolo i col. [176] i Shih i col. [178] van observar que el
fenomen de trombosi, en els pacients afectes de TE, es donava de manera
més frequent quan mostraven un patré de XCIP clonal que policlonal. Pel
contrari, El-Kassar i col. [172] no van trobar correlacié entre clonalitat i la
incidéncia d’episodis d’'isquémia o hemorragia. Els nostres resultats tampoc
mostren relacié entre clonalitat i complicacions trombohemorragiques en la TE.
Aquesta discrepancia de resultats probablement és deguda al diferent nombre
de pacients inclosos en cada série.

En els pacients afectes de PV, els nostres resultats mostren per primer cop a la
literatura, una tendéncia estadistica al fet de trobar més complicacions
cliniques en aquells pacients amb un XCIP clonal que policlonal (p=0.075).
Aquesta troballa s’hauria de confirmar en series més grans.

Tampoc vam trobar cap relacié entre una hemopoesi clonal o policlonal i la
classe de tractament citoreductor rebut.

S’haurien de realitzar nous estudis prospectius en pacients afectes de TE i PV
per determinar en més detall la fisiopatologia d’aquestes malalties i per aclarir

les implicacions cliniques de trobar una hematopoesi clonal.
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5. CONCLUSIONS
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La policitemia vera i la trombocitémia essencial sén neoplasies hematologiques

que, en determinades situacions, poden ser dificils de diferenciar de

poliglobulies i trombocitosis reactives. La caracteritzacid bioldgica d’aquestes

dues entitats citogenéeticament i molecular ha mostrat les seguients peculiaritats:

1

. Policitemia Vera

Citogenética convencional:

La citogenética convencional és capag de detectar alteracions
cromosOmiques en un numero baix de pacients (17.8%) en el moment del
diagnostic i sense tractament previ.

La troballa d’'un pacient afecte de PV amb trisomia parcial de 9p recolza la
hipotesi de que trisomies o tetrasomies de 9p podrien estar implicades en la

patogénesi de la PV.

Hibridaci6 in situ fluorescent:

El percentatge d’alteracions detectades per FISH en el nostre estudi
(19.3%) és molt similar al d’'aquelles séries que estudien PV no tractades al
moment del diagnostic.

L’aplicacié de la técnica de FISH no ha incrementat la deteccié d’alteracions
cromosomiques. Per tant, no és la tecnica més apropiada per posar de

manifest un patré de clonalitat en pacients afectes de PV.

Estudi de clonalitat mitjancant el polimorfisme del gen HUMARA:
L’analisi del patré d’inactivacidé del cromosoma X mitjangant el gen
HUMARA ha estat la millor técnica, de les emprades en aquest treball, per
detectar clonalitat en la PV (41.2% vs 19.3% FISH vs 17.8% citogenética
convencional).

Es recomanable realitzar I'estudi de clonalitat en limfocits CD3+ com cél-lula
control i granulocits com cél-lula patolodgica i no en limfocits CD3- perqué la
utilitzacié d’aquesta ultima poblacié cel-lular augmenta el numero de falsos

negatius.

105



Conclusions

La deteccié de clonalitat en pacients majors de 65 anys s’ha d’interpretar
amb precauci6. Tant en el nostre treball (4.6%) com en la literatura s’han
detectat casos control clonals (falsos positius) en aquesta franja d’edat.

Les pacients afectes de PV que mostren un patré d’inactivacié del
cromosoma X clonal tenen una major tendéncia estadistica de presentar

complicacions trombohemorragiques.

2. Trombocitémia essencial

Citogeneética convencional:
La citogenética convencional no ha permés detectar cap alteracio
cromosomica en els nostres pacients. Per tant, aquesta técnica no ens

permet distingir els casos reactius dels clonals.

Hibridacio in situ fluorescent:

En la TE, la FISH permet detectar un 15% d’alteracions cromosdomiques que
no han estat detectades per citogenética convencional al moment del
diagnostic. Aquest percentatge de deteccid continua essent molt baix, fet
que desaconsella I'is d’aquesta técnica en el diagnostic de la TE.

En el nostre treball cap pacient amb TE presentava la t(9;22)(q34.1;911.2)
per citogenética convencional ni el reordenament BCR/ABL per FISH, tal i

com posen de manifest la majoria de séries de TE.

Estudi de clonalitat mitjancant el polimorfisme del gen HUMARA:

Tal i com s’ha vist en la PV, I'analisi del patré d’inactivacié del cromosoma X
mitjangant el gen HUMARA ha estat la millor técnica, de les emprades en
aquest treball, per detectar clonalitat en la TE (28.9% vs 15% FISH vs 0%
citogenetica convencional).

Es recomanable realitzar I'estudi de clonalitat en limfocits CD3+ com cél-lula
control i granulocits com cél-lula patoldgica i no en limfocits CD3- perqué la
utilitzacié d’aquesta ultima poblacié cel-lular augmenta el numero de falsos
negatius.

La deteccié de clonalitat en pacients majors de 65 anys s’ha d’interpretar
amb precauci6. Tant en el nostre treball (4.6%) com en la literatura s’han

detectat casos control clonals (falsos positius) en aquesta franja d’edat.
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- Enla TE, no trobem significacio estadistica entre fenomens de trombosi i un

determinat patr6 d’'inactivacié del cromosoma X.

- Analitzant conjuntament els pacients amb TE i els pacients afectes de PV:
- s’han registrat més casos clonals en dones grans que en joves, amb una
tendéncia estadistica.
- no s’ha trobat cap relacié entre una hematopoesi clonal o policlonal i el

tipus de tractament citoreductor rebut.
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