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ddNTP: dideoxinucledtidos

DIPSS: Dynamic-IPSS, sistema prondstico internacional dindmico en MFP
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Resumen

La policitemia vera (PV) y la trombocitemia esencial (TE) son neoplasias mieloproliferativas (NMP) con una
supervivencia (SV) similar a la poblacién general. Sin embargo, una minoria de pacientes progresan a mie-
lofibrosis (MF) o sufren transformacién leucémica (TL), lo que produce una marcada disminucion de la SV.
Hay un gran interés cientifico en la descripcion de los factores de riesgo moleculares que intervienen en

este proceso de transformacién aguda.

Los objetivos del estudio fueron evaluar la influencia de las mutaciones en genes driver, responsables del
fenotipo de ambas enfermedades, en su progresion a MF y leucemia (LAM), asi como analizar el impacto de
la aparicion de mutaciones adicionales non-driver en la evolucion clonal y progresion. Ademas, se explord
el valor pronostico de detectar mutaciones non-driver en la fase crénica de la enfermedad vy los factores

predictores de la adquisicién de nuevas mutaciones.

La metodologia utilizada fue la Next Generation Sequencing (NGS), utilizando un panel de 51 genes rela-
cionados con patologia mieloide. En el primer trabajo se analizaron factores clinico-biolégicos de 1747 pa-
cientes con PV (n=896) y TE (n=851) y se estudiaron molecularmente 29 muestras pareadas de fase cronica
y TL. En el segundo trabajo se seleccionaron muestras de 100 pacientes con PV y TE de largo seguimiento
molecular, con transformacion aguda o sugestivos de evolucion clonal, que ademas presentaban determi-
nacion anual de carga alélica de JAK2V61T7F. Se estudiaron mutaciones en muestras seriadas desde la fase

cronica a la transformacion aguda utilizando el panel de amplicones de 51 genes mieloides por NGS.

Resultados: En el primer trabajo se encontrd que el genotipo CALR se asociaba con un menor riesgo de
TL, mientras que JAK2V617F mostraba una tendencia a un mayor riesgo (SHR: 2,05, IC del 95%: 0,9-4,6, P =
0,09). La transformacion a MF aumentd el riesgo de TL, excepto en pacientes con mutacion CALR. La LAM
se desarroll6 en un clon JAK2V61T7F negativo en 17 (58%) casos. La LAM JAK2V61TF positiva se asocio signi-
ficativamente con un cariotipo complejo y con la adquisicion de mutaciones de TP53, mientras que las mu-
taciones de EZH2 y RUNXI fueron mas frecuentes en la LAM JAK2V61TF negativa. La supervivencia resultd
significativamente mayor en los pacientes con LAM JAK2V61TF negativa (343 dias frente a 95 dias, P =0,003).

En el segundo trabajo mostro que los pacientes que no progresaron a MF o LAM tras 10 afios (n=50) mostra-
ban una baja frecuencia de mutaciones en la primera muestra (18%) y una tasa de incidencia de 1,7 nuevas
mutaciones x 100 afios-persona. Mientras, en los pacientes con PV/TE transformados a LAM (n=12) se de-
tectaba una alta frecuencia de mutaciones en la primera muestra (83%) y una elevada tasa de incidencia
de 25,6 mutacionesx100 personas-afio. La presencia de mutaciones en el momento del diagnéstico fue el
Unico factor de riesgo para adquirir un nuevo evento genético (HR 2,7, 1C 95% 1,1-6,8, p = 0,03) después de

la correccion por edad, diagnostico de PVy duracion total de la exposicion a hidroxiurea (HU). Los pacientes
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con mutacion non-driver en la primera muestra mostraron una mayor probabilidad de desarrollar citope-
nia bajo la terapia HU y un mayor riesgo de LAM (HR 12,2, 1C 95% 2,6-57,1, p = 0,001). El predictor mas fuerte
de transformacién a MF fue la carga alélica de JAK2V61TF persistentemente alta o el aumento progresivo
(HR 10,8, IC del 95%: 2,4-49,1, p = 0,002).

En conclusion, el genotipo CALR se asocia con un menor riesgo de TLy la LAM que surge en un clon negativo
para JAK2V61TF es independiente de TP53 y muestra una mejor SV. Las mutaciones non-driver juegan un
papel clave en la TL en NMP JAK2VE1TF positivas y pueden detectarse mediante técnicas de NGS al diag-
nostico en la mayoria de los casos. Por tanto, esta técnica puede ser Util para identificar una minoria de

pacientes con PVy TE con alta inestabilidad genéticay mayor riesgo de TL.
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Abstract

Polycythemia vera (PV) and essential thrombocythemia (TE) are myeloproliferative neoplasms (MPN) with
similar overall survival (SV) to the general population. However, a minority of patients progress to myelofi-
brosis (MF) or leukemic transformation (TL), which means an important decrease in SV. There is great scien-

tific interest in the description of the molecular risk factors involved in this acute transformation process.

The objectives of the study were to evaluate the influence of driver genes mutations, (responsible for the
phenotype of both diseases), in the progression to MF and leukemia (AML), as well as to analyze the im-
pact of additional non-driver mutations on clonal evolution. In addition, the prognostic value of detecting
non-driver mutations in the chronic phase of the disease and the predictive factors for the acquisition of

new mutations, were explored.

The methodology used was Targeting Sequencing (Next Generation Sequencing, NGS). An amplicon panel
of 51 myeloid related genes was selected. In the first work, clinical-biological factors of 1747 patients with
PV (n=896) and ET (n=851) were analyzed and 29 paired samples of chronic phase and TL were studied by
NGS. In the second study, samples of 100 patients with PV and ET with long molecular follow-up, with acute
transformation or those suggestive of clonal evolution, who also had annual determination of allelic bur-
den of JAK2V61TF, were selected. Mutations in serial samples from chronic phase to acute transformation

were studied using NGS.

Results: In the first study, it was found that the CALR genotype was associated with a lower risk of LT, while
JAK2V61TF showed a trend towards a higher risk (SHR: 2.05, 95% Cl: 0.9-4.6, P = 0.09). Transformation to MF
increased the risk of LT, except in patients with a CALR mutation. AML developed in a negative JAK2V61TF
clonein 17 (58%) cases. Positive JAK2V617F AML was significantly associated with a complex karyotype and
acquisition of TP53 mutations, while £ZH2 and RUNX1 mutations were more frequent in negative JAK2V617F
AML. Survival was significantly longer in patients with negative JAK2V617F AML (343 days vs.. 95 days, P =
0.003).

The second study showed that patients who did not progress to MF or AML after more than 10 years (n=50)
showed a low frequency of mutations in the first sample (18%) and an incidence rate of 1.7 new mutations x
100 person-years. Meanwhile, in patients with PV / ET transformed to LAM (n=12) a high frequency of muta-
tions was detected in the first sample (83%) and a high incidence rate of 25.6 mutations x 100 person-years.
The presence of mutations at the time of diagnosis was the only risk factor for acquisition of a new genetic
event (HR 2.7, 95% Cl 1.1-6.8, p=0.03) after correction for age, PV diagnosis and total duration of exposure
to hydroxyurea (HU). Patients with a non-driver mutation in the first sample showed a greater probability
of developing cytopenia under HU therapy and a higher risk of AML (HR 12.2, 95% CI 2.6-57.1, p=0.001). The
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strongest predictor of transformation to MF was a persistently high JAK2V617F allelic burden or a progres-

sive increase (HR 10.8, 95% Cl 2.4-49.1, p=0.002).

In conclusion, the CALR genotype is associated with a lower risk of LT and the AML that appear in a negative
clone for JAK2V61T7F is independent of TP53 and shows a better SV. Non-driver mutations play a key role in
LT of JAK2V61T7F positive MPN and can be detected by NGS techniques at diagnosis in most cases. There-
fore, this technique may be useful to identify a minority of PV and ET patients with high genetic instability

and increased risk of LT.
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INTRODUCCION

1. Hematopoyesis

La hematopoyesis es el mecanismo fisiologico responsable de la formacion, desarrollo y diferenciacion
de los elementos formes de la sangre a partir de un precursor celular comun e indiferenciado conocido
como célula madre hematopoyética (Hematopoietic Stem Cell, HSC).

En el adulto la hematopoyesis se desarrolla en la médula 6sea (MO) donde, debido a su capacidad de
anidamiento, las células germinales hallan el lecho y el microambiente adecuados para el desarrollo y
diferenciacion hacia células maduras a través de un gran nimero de etapas celulares.

Las células correspondientes al estado maés diferenciado de la hematopoyesis, que llamamos precur-
sores hematopoyéticos, son reconocibles en el microscopio 6ptico, mientras que las células mas inma-
duras, o progenitores, no son reconocibles mediante técnicas microscépicas debido a que no poseen
distintivos morfologicos precisos.

La utilizacion de técnicas como los cultivos in vitro o el marcaje de antigenos de diferenciacién median-
te anticuerpos monoclonales (inmunofenotipo) ha permitido identificar progenitores irreconocibles por
microscopia como la HSC multipotente, cuya frecuencia estimada es del 0,01 al 0,05% del total de células
nucleadas de la MO de un adulto joven (1,2).

El compartimento de células progenitoras es el mas importante dentro del sistema hematopoyético, ya
que es el responsable de la reconstitucion hematopoyética cuando este sufre un dafio citotdxico severo.
Esto es debido a las propiedades de la HSC que se enumeran a continuacion (Figura 1).

HSC

/ N
- o

. Diferenciacion
Apoptosis

Propiedades de la célula madre hematopoyética. Adaptado de Weissman I L, 2000 (3) .
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« Autorrenovacion: es la habilidad exclusiva de las HSC de generar células idénticas sin diferenciarse, lo
que garantiza la formacién continua de progenitores hematopoyéticos funcionales durante toda la vida
de un individuo (4). Para mantener la homeostasis del sistema hematopoyético, la HSC suele dividirse
asimétricamente, generando una célula que se diferencia y una HSC. No obstante, en situaciones de es-
trés puede autodividirse simetricamente dando lugar a dos HSC (3). Segn experimentos realizados en
trasplante de MO, la apoptosis podria ayudar a mantener un nimero constante de HSC en el nicho (5).

« Multipotencialidad: es la capacidad de diferenciacion a distintos linajes de células hematopoyéticas.
El proceso de diferenciacion a una u otra linea parece ser aleatorio (estocastico), pero las condiciones
locales del nicho, las concentraciones de factores de crecimiento hematopoyético y las sefiales direc-
tas emitidas por las células del estroma medular inclinan la diferenciacion hacia una linea determinada
(6,7). Los mecanismos de compromiso hacia un linaje celular implican una competencia entre distintos
factores de transcripcion y posiblemente la apoptosis contribuya también al proceso (8).

« Migracion: es la capacidad para movilizarse tanto durante el desarrollo embrionario como durante la
vida adulta bajo ciertas condiciones mediadas por citocinas o factores de crecimiento como factor de
crecimiento de colonias granulociticas (G-CSF, granulocyte colony-stimulating factor) o el factor de creci-
miento de la célula madre (SCF, stem cell factor o KitL, ligando de Kit) (9,10). La migracion es necesaria para
que, una vez trasplantados en un receptor, los progenitores busquen su nicho e injerten, produciendo un
nuevo sistema hematopoyético gracias a la capacidad de autorrenovacion.

» Apoptosis o muerte programada: un mecanismo que poseen la HSC para conseguir la autodestruc-
cion celular sin causar inflamacion y, por tanto, sin dafiar al entorno. Como se ha mencionado previa-
mente, esta estrategia regula el nimero de progenitores y podria ademas intervenir en la diferencia-
cion a distintos linajes (5).

« Transdiferenciacion o plasticidad: es |a capacidad para diferenciarse a otras estirpes como células me-
senquimales en caso de requerimientos del medio y gracias a los factores de transcripcion oportunos.
Segln hallazgos de recientes trabajos, la célula HSC podria tener esta capacidad afiadida y, por tanto,
aplicabilidad en medicina regenerativa (11,12).

El modelo clasico jerarquico de la hematopoyesis ha ido cambiando a lo largo del tiempo, consiguiendo
una identificacion y caracterizacion celular precisa gracias a estudios cada vez mas complejos, inicialmen-
te clonogénicos, posteriormente fenotipicos y mas recientemente de aislamiento celular (single-cell) y ge-
néticos (13).

Este modelo clésico jerarquico parte de la célula HSC multipotente, con capacidad autorregenerativa, mi-
gratoria y de diferenciacion, que da lugar a progenitores multipotentes (MPP) o células madre linfomie-
loides que tienen una capacidad limitada de autorrenovacion, pero que siguen siendo multipotentes (6).
Las MPP dan lugar a progenitores comprometidos hacia el linaje mieloide (CMP, progenitores mieloides
comunes) o hacia el linaje linfoide (CLP, progenitores linfoides comunes) por lo tanto clasificados como
progenitores oligopotentes. La progenie de CMP se diferencia o bien a progenitores megacariocito-eritroi-
de (MEP) o a progenitores granulocito-macrofago (GMP). El potencial de diferenciacién de MEP se limita a
los precursores de plaquetas y globulos rojos (CFU-Meg, BFU-E, CFU-E) mientras que el de GMP puede dar
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INTRODUCCION

precursores de granulocitos, monocitos, macrofagos, eosinofilos, basofilos y mastocitos (CFU-G, CFU-M,
CFU-Eo, CFU-Ba, CFU-Ma). La CLP genera progenitores de células natural killer, células By T. La BFU-E y la

CFU-Meg comparten entonces un progenitor comun (Figura 2).

% -
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Jerarquia de la hematopoyesis. Adaptado y reproducido con el permiso de Lundberg.

Esta evolucion jerarquica fue recientemente puesta en jaque con la identificacion de progenitores con fe-
notipo HSC directamente comprometidos con la linea megacariocitica (SL-MkP), megacariocito-eritroide
o mieloide, es decir, con capacidad de generar megacariocitos, eritrocitos o células mieloides maduras
desde la HSC sin sucesion a través de etapas clasicas de progenitores mieloides intermedios (14,15). Esto
parece que podria explicar en las neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMP) la presencia de la mutacion
JAK2V61T7F Unicamente en plaquetas de mujeres con trombocitemia esencial (TE), asi como la variabilidad
de fenotipos en policitemia vera (PV) o la evolucién de una neoplasia mieloproliferativa a otra (16).

La caracterizacion antigénica de esta célula HSC muestra positividad para CD34, c-kit (CD117) y Thy-1
(CD90), y negatividad para CD38, CD45RA, HLA-DR, CD15 y CD77, si bien hay otros marcadores que se han

usado para su aislamiento y estudio.

En los ultimos afios se han conseguido distinguir dos tipos celulares distintos de HSC: la LT-HSC (long term
hematopoietic stem cell) y la ST-HSC (short term hematopoietic stem cell). La LT-HSC funciona como reserva a
largo plazo, raramente se divide (se encuentra en estadio quiescente) y tiene capacidad autorregenerativa ili-
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mitada, ya que esinmune a radioterapia y a otros tratamientos. La ST-HSC tiene una capacidad proliferativa/
regenerativa mayor, contribuyendo asi enérgicamente a la hematopoyesis, aunque mucho mas limitada en el
tiempo (17). La transicion entre ambas estirpes podria caracterizarse por la pérdida del marcador Thy-1 (18).

Conforme se produce la diferenciacion de estas células se pierden antigenos como CD34 y se expresan
otros como CD38. Dependiendo de la madurez y estirpe celular se expresaran unos u otros marcadores.
Hay antigenos asociados clasicamente a células hematopoyéticas maduras como por ejemplo la glucofo-
rina en eritrocitos, CD14 en monocitos, CD41 en plaquetas, CD19 en linfocitos B, CD3 en linfocitos T o CD56

en células NK.
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1.1. Regulacion de la hematopoyesis

La estabilidad del pool de HSC depende de un equilibrio entre autorrenovacién y diferenciacion, que esta in-
fluido por mecanismos intrinsecos a las células (transcripcionalesy epigenéticos) asi como por otros mecanis-
mos extrinsecos, como son la interaccion con el microambiente (nicho), la accidn de factores de crecimiento,
de factores inhibidores y de condiciones fisico-quimicas como la hipoxia o la perfusion sanguinea (19).

1.1.1. Factores extrinsecos:

1.1.1.1. El nicho medular

Como ya se ha mencionado, el proceso de hematopoyesis en el adulto se lleva a cabo en el nicho medular,
que ofrece un microambiente ideal para la supervivencia (Figura 3).

La interfaz del hueso y la MO se conoce como el endostio, esta cubierto por osteoblastos y osteoclastos
que conforman la zona de sostén y supone la parte mas externa de la matriz medular. En la parte més inter-
na se disponen las arterias, que transportan oxigeno, nutrientes y factores de crecimiento a la MO, antes de
alimentar a los sinusoides, vasos fenestrados que permiten que las células entren y salgan de la circulacion

gracias a su confluencia en un seno venoso (20).

Los ultimos avances en el estudio del nicho medular desvelan la existencia de unidades funcionales o sub-
nichos, que se superponen anatémicamente. Por una parte estan los nichos osteoblasto/mesenquimales,
que mantienen las células quiescentes LT-HSC y por otro, los nichos perivasculares, que dan soporte a las
ST- HSC mas proliferativas, con necesidad de mayor movilidad (21).

Adipocyte
Pocy! Osteoclast

Endosteal niche

L Sympathetic
- nerve

CAR cell

and growth
factors

Perivascular niche

Schwann-like
cell

El nicho medular. Geiger H et al, 2013 (22)
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Indistintamente de su funcionalidad, el nicho se compone de células estromales y de una matriz extrame-
dular producida por las mismas.

Las células estromales son macrofagos y células derivadas de la célula madre mesenquimal como fibroblas-
tos, adipocitos, osteoblastos y células endoteliales. Por un lado, producen sustancias de sostén como colage-
no, glicoproteinas (fibronectina), glucosaminoglucanos (acido hialurénico y condroitin sulfato) y por otro lado,
factores de crecimiento y sitios de reconocimiento para las HSC, como las CAMs (cell surface matrix ligands for
adhesion molecules), con capacidad para la fijacion de integrinas y selectinas de la superficie de las HSC. En
conjunto, el nicho permite el anclaje, crecimiento y diferenciacion de las HSC, asi como la movilizacion de las
células maduras (19).

Los osteoblastos y las células madre mesenquimales, que tienen una relevancia especial en el nicho, regu-
lan'y ayudan a la maduracion de los progenitores, a través de moléculas como el factor derivado de estro-
ma SDF-1, también llamado CXCL12 (23), producido mayoritariamente por un tipo de células endoteliales
llamadas CAR (reticulares K). Esta molécula es la principal promotora del paso de la célula del nicho 6seo
alvasculary participa también en la movilizacién fuera de la MO, ya que cuando se sobreexpresa en tejidos
como higado o bazo, permite la hematopoyesis extramedular. La via de sefalizacion CXCL12 y su ligando
CXCR4 en HSC es, por tanto, la principal encargada de la quimiotaxis en la MO (24).

Otro ejemplo de interaccion critica en el nicho serfa entre SCF/kitL producido por células del estroma'y su
receptor CD90/c-kit en la HSC para permitir la viabilidad de ésta y la quimiotaxis en la MO (25,26).

Las células endoteliales de los sinusoides permiten la migracion de los progenitores hematopoyéticos mediante
la union de sus moléculas de adhesion como E-selectina con el ligando ESL-1 presente en la superficie de la célu-
la CD34+. Son los gradientes de quimiocinas a través de la barrera endotelial los que inducen a HSC a migrar de
un sitio a otro.

Por tanto, ademas de la viabilidad, proliferacion y diferenciacion celular, en el nicho se regula la moviliza-
cion y migracion de los progenitores.

1.1.1.2. Factores de crecimiento y citocinas

Estos factores dirigen la diferenciacién hacia un linaje u otroy activan la proliferacion. Se unen a receptores
celulares especificos y producen una cascada de eventos de fosforilacién que acttan sobre reguladores
internos para estimular la division celular, la diferenciacion, la actividad funcional o para suprimir la apop-
tosis.

Las citocinas, como la trombopoyetina (TPO) y la eritropoyetina (EPO), son proteinas secretadas que se
unen a receptores de superficie especificos (MPL y EPOR, respectivamente) y activan la proliferacién de
progenitores comprometidos a una linea especifica. En el caso de la EPO, proviene de una regulacion ex-
trinseca, ya que se produce en las células intersticiales renales y es transportada a la MO.

Los factores de crecimiento solubles son glicoproteinas como G-CSF sintetizados por macréfagos, linfoci-
tos T estimulados, células endoteliales o fibroblastos del estroma, que activan la proliferacién.
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Aunque cada factor actla sobre los receptores de una célula concreta, en general se necesitan varios de
ellos actuando de forma coordinada para inducir la diferenciacion hacia una linea determinada (27).

1.1.1.3. Factores inhibidores

Por otra parte, existen los factores inhibidores de la hematopoyesis, algunos producidos por células maduras
que suponen un feedback negativo para la proliferacion, como las isoferritinas acidicas o las chalonas proce-
dentes de los granulocitos maduros. Otros factores inhibidores estan producidos por los macréfagos, como los
interferones (IFN) o la proteina inflamatoria del macréfago (MIP-1 o), que evitan que las HSC entren en la fase
mitotica celular (27).

Algunas de estas sustancias tienen acciones opuestas, dependiendo de la serie celular sobre la que actlen,
como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f), que inhibe la proliferacion de progenitores pre-
cocesy sin embargo estimula el crecimiento de progenitores maduros (27).

1.1.1.4. Factores fisicoquimicos

Las sefiales fisicoquimicas en cada nicho individual, como la perfusion sanguinea local y la hipoxia, pare-
cen también jugar un papel en el crecimiento y destino de cada HSC individual. Asi el gradiente de concen-
tracion de oxigeno podria regular las actividades de la HSC directa o indirectamente a través del factor de
transcripcién inducible por hipoxia (HIF-1a), seglin se ha observado en experimentos con ratones knock-out
(28).

Por lo tanto, es probable que el destino de cada HSC sea el resultado del equilibrio Unico entre las sefiales
activadoras o inhibidoras de factores solubles presentes en el nicho, por las proteinas expresadas por los
progenitores mesenquimales/osteoblasticos, las células endoteliales sinusoidales y sefiales fisicoquimicas

como perfusion sanguinea e hipoxia en el nicho.

1.1.2. Factores intrinsecos

Para mantener el numero de células sanguineas o ajustarlas bajo estrés fisiolégico, ademas de los regu-
ladores externos, que se unen al receptor en la superficie celular, estan los reguladores internos. Se tra-
ta de cascadas de sefalizacion como RAS/MAPK (proteina cinasas activadas por mitégenos) o JAK/STAT
(Janus-kinasa/signal transducer and activator of transcription) y la via PI3K/mTOR (phosphotidyl inositol 3-ki-
nase/mammalian target of rapamycin), que activan factores de transcripcion o microARN, encargados de
regular la hematopoyesis ajustando la expresion de genes diana a nivel de ARN.

1.1.2.1. Factores transcripcionales

Son moléculas que se unen al ADN y controlan la transcripcion de genes.

Generalmente tienen dos dominios: uno de union al ADN y otro de union al complejo de transcripcion, per-
mitiendo el ensamblaje de éste con el promotor del gen. La alteracién de estos factores de transcripcion
puede producir neoplasias hematolodgicas.
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Los factores de transcripcion pueden regular la supervivencia de las células madre (por ejemplo SCL, GATA-
2, NOTCH-1) o bien intervenir en la diferenciacién hacia linajes celulares distintos al dictar la sintesis de
proteinas especificas de estirpe, como la familia CEBP, que comprometen las células al linaje mieloide, o el
grupo GATA-2, GATA-1y FOG-1, que tienen roles esenciales en la diferenciacion eritropoyética y megacario-
citica (29,30).

1.1.2.2. Factores epigenéticos

Se trata de cambios en el ADN y la cromatina que afectan la expresion génica sin modificar la secuencia de
ADN. La modificacion de histonas y la metilacion del ADN son dos procesos relevantes para la hemopoye-
sis, y mutaciones en estos mecanismos estan involucradas en la aparicién de neoplasias hematologicas
mieloides (19).

1.1.2.3. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisiologico de muerte celular resultante de la
activacion de caspasas intracelulares. La proporcion intracelular entre las proteinas pro-apoptéticas (por
ejemplo, Bax) y las proteinas antiapoptoticas (por ejemplo, Bcl-2) determina la susceptibilidad celular a la
apoptosis.

La proteina p53 tiene un papel importante en la deteccién de dafio en el ADN. Activa la apoptosisy también
cierra el ciclo celular para detener la division de la célula dafiada. Las células apoptoticas muestran molé-
culas que conducen a su ingestion por parte de los macréfagos.

Muchos de los cambios genéticos asociados con la enfermedad maligna conducen a una tasa reducida de
apoptosisy, por lo tanto, a una supervivencia celular prolongada.

Enresumen, en la regulacion de la hematopoyesis intervienen sefiales extrinsecas que activan vias intrace-
lulares reguladas por un gran numero de procesos moleculares intrinsecos y mutaciones en cualquiera de
esos mecanismos pueden conducir o predisponer a enfermedades hematologicas (19).
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2. Neoplasias Mieloproliferativas Cronicas

2.1. Introduccion y Clasificacion

Las neoplasias mieloproliferativas son enfermedades clonales de la célula madre hematopoyética carac-
terizadas por la proliferacion de células maduras de una o varias lineas mieloides y que comparten ciertas
caracteristicas clinicas y biologicas.

Dentro de esta entidad se incluyen las neoplasias mieloproliferativas cromosoma Filadelfia negativas
(NMP) que son la policitemia vera (PV), la trombocitemia esencial (TE) y la mielofibrosis primaria (MFP).
Estas enfermedades comparten distintas caracteristicas como la presencia de una MO hipercelular, esple-
nomegalia, alta incidencia de eventos trombéticos y hemorragicos, asi como mayor riesgo de progresion a
mielofibrosis (MF) y de transformacion leucémica (TL).

De acuerdo con la clasificacion actual de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 2016 (31), las neoplasias

mieloproliferativas incluyen las entidades representadas en la Tabla 1.

Leucemia mieloide cronica (LMC)

Leucemia neutrofilica crénica (LNC)

Policitemia vera (PV)

Mielofibrosis primaria (MFP)
Mielofibrosis primaria prefibroética NMP
Mielofibrosis primaria, fase fibrotica establecida

Trombocitemia esencial (TE)

Leucemia eosinofilica cronica (LEC)

Neoplasias mieloproliferativas inclasificables

2.2. Policitemia vera

La PV es una NMP caracterizada por una proliferacién anémala de una célula pluripotencial que da lugar
a una hemopoyesis clonal de hematies, leucocitos y plaquetas, con predominio franco de la hiperplasia
eritroide.

La incidencia de la PV es mayor en personas de edad avanzada y oscila entre 0,4 y 2,8 nuevos casos por
100000 habitantes al afio (32). La edad media en el momento del diagnostico es de 59 afios en varones'y
62 en mujeres, y s6lo un 7% de los casos son menores de 40 afios. Es ligeramente predominante en el sexo
masculino, con destacables variaciones geograficas (33,34).
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2.2.1 Etiopatogenia

Su etiologia es desconocida, aunque puede existir una cierta predisposicion genética, de forma que se ha
observado hasta 5-7 veces mas riesgo en familiares de primer grado (35). También se ha sugerido su rela-
cion con la exposicion a radiaciones ionizantes y toxicos ambientales (36,37).

La primera descripcién de un paciente con fenotipo de PV fue reportada en 1892 por Louis Henri Vazquez
y reforzada en 1903 por William Osler (38,39). No fue hasta el afio 1951, cuando Dameshek agrup6 esta
entidad junto con MFP, la TE y la LMC, utilizando por primera vez el concepto de enfermedades mielopro-
liferativas.

El crecimiento de progenitores eritroides de pacientes con PV en ausencia de EPO en 1974 apoy6 la sospe-
cha de un origen neoplasico clonal. Mas tarde, Adamson y Fialkow evidenciaron en mujeres con PV la expre-
sién de la misma isoforma de la enzima glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PD) y, por tanto, el mismo pa-
tron de inactivacion del cromosoma X ( PICX) en hematies, granulocitos y plaquetas, lo que apuntaba a un
origen clonal a partir de una célula madre hematopoyética comun al linaje eritroide y granulocitico (40,41).

La observacion por Kralovics y col. en 2003 de la pérdida de heterocigosidad (LOH, los of heterogeneity) en
el brazo corto del cromosoma 9 en el 33% de pacientes con PV, sugeria que la alteracion genética respon-
sable de la PV se localizaba en el brazo corto del cromosoma 9, sentando la base del estudio genético de
la enfermedad (42). Se realizaron, a partir de entonces, estudios mutacionales que concluyeron con la des-
cripcion en 2005, por parte de 5 grupos independientes (43-47), de la mutacion p.V617F en el exon 14 del
gen JAK2, presente en el 95% de pacientes con PV, consiguiendo asi revelar la patogenia de la enfermedad.
Posteriormente, se descubrirfan mutaciones de JAK2 en el exdn 12 que explicarian un 3-4% de las restantes
PV JAK2V617F negativas (48).

2.2.2. Manifestaciones Clinicas

Un 15-35% de pacientes no presentan sintomas al diagnoéstico, siendo la eritrocitosis en una analitica ca-
sual la forma habitual de presentacién. Puede producir astenia, sudoracion, cefalea, mareos, acufenos,
vértigo o alteraciones de la microcirculacion cerebral, todo en relacién con el aumento de la masa eritro-
citaria, que produce hiperviscosidad sanguinea, con la consiguiente dificultad de flujo intravascular y la
disminucion de aporte de oxigeno a los tejidos (27).

El exceso de citocinas puede explicar, segin recientes publicaciones (49), los sintomas constitucionales
asociados, como la fatiga (hasta en un 85% de pacientes) (50), los sudores nocturnos, la fiebre, el dolor
6seoy el prurito.

Un sintoma muy caracteristico de la PV es el prurito acuagénico (exacerbado tras un bafio caliente) (51),
que paraddjicamente responde poco a antihistaminicos y s6lo mejora con el control de la enfermedad.

Es frecuente la insuficiencia venosa periférica y la afectacion de la microcirculacion por aumento de la cifra
de plaquetas, con enrojecimiento, cianosis, quemazén en dedos y plantas de los pies (eritromelalgia), asi
como dolor de reposo en piesy piernas, que empeora por la noche (52).
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A la exploracion fisica puede aparecer hipertensién arterial, aspecto rojizo o violaceo de la piel (eritrosis) y
destaca la esplenomegalia, que es palpable en un tercio de pacientes en el momento del diagndstico (53).

Las complicaciones tromboticas son la principal causa de morbilidad y mortalidad, presentandose antes
del diagnéstico en un 14% de pacientes, al diagnostico en un 20% de pacientes y durante la evolucion de la
enfermedad en un 40-60% de ellos (54). El Gruppo Italiano Studio Policitemia en un estudio con mas de 1200
pacientes reporto6 una tasa de trombosis de 3,4% por afio y una mortalidad global de 2,9/100 pacientes y
afo (34).

El principal factor de riesgo asociado a las trombosis es el hematocrito (Hcto), demostrado en 1978 por
Pearson y cols (55) y confirmado en el ensayo clinico aleatorizado Cytoreductive Therapy in Polycythemia
Vera (CYTO-PV), en el que se demostrd que mantener el Hcto en cifras inferiores al 45% disminuia la inci-
dencia de fendmenos tromboticos (56).

Los factores de riesgo clasicos que favorecen la trombosis son la edad >60 afios vy la historia previa de
trombosis (33), pero se ha descrito que los factores de riesgo cardiovascular (FRCV), la leucocitosis (57,58)
y la carga alélica de JAK2V617F (59,60) también pueden influir en el riesgo trombdtico.

Son frecuentes los fendmenos hemorragicos cutaneo-mucosos (epistaxis, gingivorragias) y sangrados
gastrointestinales (varices esofagicas, Ulcera péptica), apareciendo hasta en un 30% de pacientes (61). Se
atribuyen a alteraciones cualitativas plaquetarias, acentuadas en ocasiones por los antiagregantes plaque-
tarios o antinflamatorios, y pueden provocar la muerte en un 2,6% de los pacientes (34).

Los factores asociados al riesgo de hemorragia descritos por el grupo ECLAP (European Collaboration on
Low-dose Aspirin in Polycythemia Vera) durante la evolucion de la enfermedad fueron la edad, la duracion de
la patologiay la historia previa de sangrado (33). Sélo este Ultimo factor y la trombocitosis extrema (>1500
x109/L plaquetas) se han relacionado con hemorragias graves (33,62).

2.2.3. Diagnostico

La anamnesis debe descartar las causas mas frecuentes de eritrocitosis secundaria, como la hipoxia (enfer-
medad respiratoria, tabaquismo) alteraciones renales y tumores productores de EPO.

El hemograma muestra una eritrocitosis absoluta con microcitosis hipocromica por el consumo de hierro.
El recuento de hematies suele ser superior a 5,5 x 1012/L, la hemoglobina (Hb) suele estar entre 160-220 g/L
y el hematocrito (Hcto) entre 0,48-0,65 L/L. Segln los nuevos criterios de la OMS 2016 (31,63) para estable-
cer el diagnostico de policitemia vera se requiere una Hb =185 g/l en hombres y >165 g/L en mujer o bien
un Hcto >55.5% en los hombres y >49.5% en mujeres asi como la presencia de la mutaciéon de JAK2 (V617F
0 exon 12) (Tabla 2).
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1. Hb>165 g/L o Hcto >49% (hombres) y Hb >160 g/L o Hcto >48% (mujeres) o evidencia de masa eritrocitaria aumentada®

2.BMO: panmielosis con hipercelularidad para la edad con hiperplasia trilineal, incluida prominente eritroide, granulociticay
megacariocitica, con megacariocitos maduros de aspecto pleomorfico™*

3. Presencia de la mutacion de JAK2V617F u otra mutacion activadora de JAK2, como exon 12

1. Eritropoyetina sérica por debajo del valor normal

*Mds del 25% sobre el limite superior de la normalidad.

**EI_ criterio 2 no es necesario en caso de eritrocitosis mantenida con Hb >185 g/L o Hcto >55,5% en hombres y Hb >165 g/L o Htco >49,5% en
mujeres.

Aproximadamente, el 50% de pacientes presentan leucocitosis y/o trombocitosis en el momento del diag-
nostico, en ocasiones acompafiadas de basofilia y eosinofilia. Se suele detectar hiperuricemia, aumento
de lactato deshidrogenasa (LDH), vitamina B12, hipoferritinemia en un 95% de pacientes y caracteristica-
mente niveles sanguineos de EPO bajos en un 80% de pacientes (64,65). En las eritrocitosis secundarias los
niveles de EPO son normales, por lo que la presencia de una eritropoyetina baja sigue siendo un criterio
necesario para establecer el diagnostico de PV en aquellos casos en los que no se demuestra mutacion de
JAK2.

La determinacion de la mutacion JAK2V617F mediante PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa) alelo-es-
pecifica es la prueba de mayor coste-efectividad (66,67), pues confirma el diagndstico hasta en un 97 % de
casos con PV (66,67). En los pacientes con sospecha clinica de PV, JAK2V617F negativa y que presentan EPO
disminuida debe procederse al estudio de mutaciones en el exon 12 del gen JAK2, que se halla presente en
el 2-3% de pacientes con PV (44,48). Restaria aproximadamente un 1% en el que no se detectan mutaciones
en el gen JAK2.

Dado que algunos pacientes en presencia de la mutacion JAK2V617F presentan trombocitosis y eritrocito-
sis, sin llegar a cumplir los criterios de Hb o Hcto requeridos por la OMS, la determinacién de la masa eritro-
citaria (68) y la biopsia de MO (69) ayudaran a completar el diagndstico y descartar una PV enmascarada.

Un 14% de los pacientes con PV presentan alteraciones citogenéticas al diagndstico, lo que puede orien-
tar al origen clonal de la enfermedad. Las alteraciones citogenéticas mas frecuentes son pérdida del 13q,
del 20q, trisomias 8 0 9 y alteraciones en el cromosoma 1 (70,71), pudiendo aparecer nuevas alteraciones
durante la evolucion de la enfermedad, que ademas se relacionan con la transformacién a MF (71), la TLy
que han demostrado ser un factor de riesgo independiente para una supervivencia (SV) mas acortada (54).

2.2.4. Tratamiento

Los objetivos del tratamiento son prevenir la apariciéon de complicaciones tromboticas y hemorragicas,
controlar los sintomas asociados a la enfermedad, minimizar el riesgo de transformacion a MF o TLy ma-
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nejar situaciones de riesgo, como el embarazo o la cirugfa. Sin embargo, con los tratamientos actuales, no
es posible disminuir o modificar el riesgo de transformacion a MF, que forma parte de la historia natural de
la enfermedad (72).

Los principios generales del tratamiento consisten en reducir rapidamente la masa eritrocitaria mediante
flebotomias, administrar acido acetil salicilico (AAS) a dosis bajas y corregir de forma estricta los FRCV
como la diabetes, HTA, hipercolesterolemia y tabagquismo; asi como tratar la hiperuricemia y el prurito.
Esté contraindicada la administracién de hierro aunque exista una ferropenia permanente, pues podria
ocasionar un aumento rapido de la masa eritrocitaria con el consiguiente riesgo trombotico asociado (73).

El primer paso de la estrategia terapéutica es estratificar el riesgo trombético en dos categorias: alto y
bajo riesgo. Cumplen criterios de alto riesgo aquellos pacientes con edad >60 afios o con historia previa de
trombosis, por lo que la presencia de una de estas variables indicaria el inicio de la terapia citorreductora.
Por el contrario, los pacientes de edad <60 afios y sin historia de trombosis se denominan de bajo riesgo y,
en general, no son candidatos a tratamiento citorreductor en primera linea (72).

Las indicaciones de citorreduccion durante la evolucion de la enfermedad suelen ser la edad, una mala
tolerancia o elevados requerimientos de flebotomias, sintomatologia secundaria a la enfermedad, trombo-
citosis >1500x10%/1, leucocitosis progresiva, esplenomegalia sintomatica y/o la aparicion de eventos trom-
béticos o hemorragicos (73).

» Antiagregantes plaquetarios: F| estudio europeo ECLAP demostro la importancia del uso del AAS a
dosis bajas (100 mg/dia) como profilaxis primaria para todos los pacientes con PV, independientemente
del riesgo trombético, en ausencia de contraindicaciones para la antiagregacion.

« Flebotomias: Constituyen el tratamiento esencial de la PV. Su objetivo es reducir de forma rapida el
riesgo trombdtico asociado a la hiperviscosidad consiguiendo un Hcto inferior a 0,45 L/L en hombres
y 0,42 L/L en mujeres (33,55) mediante 2-3 extracciones semanales de 400 ml de sangre con posterior
ajuste.

« Hidroxiurea: El tratamiento citorreductor mas utilizado en primera linea es la hidroxiurea (HU), gene-
ralmente a dosis de 1000 mg/dia con ajuste posterior de dosis segln los valores del hemograma. La HU
es un antimetabolito dosis-dependiente de facil manejo. Suele tolerarse bien, pero un 10-15% de los
pacientes presenta efectos secundarios mucocutaneos, generalmente en forma de Ulceras maleolares,
orales, queratosis actinica 0 aumento en la incidencia de cancer cutaneo (72,74). Los pacientes que no
toleran la HU o que cumplen los criterios de resistencia definidos por la European Leukemia Network
(ELN), aproximadamente un 16-24% (75,76), son candidatos a tratamiento de segunda linea.

 Ruxolitinib: El ruxolitinib es un inhibidor de JAKI y JAK2, aprobado en Europa como tratamiento de se-
gunda linea en pacientes que presentan resistencia o intolerancia a la HU. En los estudios aleatorizados
RESPONSE y RESPONSE-2, que evaluaron la eficacia y seguridad de ruxolitinib frente al mejor tratamien-
to disponible, ruxolitinib resultd superior, mostrando un control del Hcto hasta en un 60% de pacientes,
una reduccion de un tercio de la esplenomegalia en un 23% y el control de sintomas en la gran mayoria
de pacientes a una dosisinicial de 10 mg /12 horas (77). Sin embargo, también ha sido reportada una ma-
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yor incidencia de anemia, infeccion por herpes zoster y de cancer cutaneo no melanoma (78). Los even-
tos tromboembdlicos resultaron mas bajos en el grupo de ruxolitinib, mientras que no se obtuvieron
diferencias en cuanto a la transformacién a MF, para lo cual es probable que se necesite un seguimiento
amas largo plazo (79).

Interferdn alfa-pegilado: El interferon (IFN) alfa 2b recombinante (Intron®, 3 millones de Ul en dias
alternos) ha sido el tratamiento de eleccién en mujeres con PV embarazadas por la ausencia de efec-
tos leucemogenos y como alternativa a primera linea en los pacientes mas jovenes (<40 afios) segun
recomendaciones de la ELN (72). Desafortunadamente, tiene efectos secundarios relevantes (sindrome
gripal, hipotiroidismo, depresion) que determinan la suspension del tratamiento hasta en un 29% de los
pacientes (80,81). Estudios con IFN alfa-2a pegilado a dosis de 90 pg/semana subcutaneo han mostrado
muy buenas respuestas hematologicas, consiguiendo independencia de flebotomias en aproximada-
mente un 70-95% de pacientes, asi como respuestas moleculares, con mejor tolerancia (82-84). Recien-
temente se ha evaluado el uso de una nueva formulacion de IFN pegilado (Ropeginterferon alfa-2b) con
mejor perfil de tolerancia y de posologia (100 pg cada 2 semanas) en ensayos clinicos fase 3 aleatori-
zados (PROUD-PV and CONTINUATION-PV) obteniendo resultados prometedores. Entre los resultados
destacan unas tasas mas elevadas de respuesta hematologica y respuesta molecular a los 3 afios de
tratamiento, con respecto a la rama control tratada con HU: 71 vs. 51% y 66 vs. 27%, respectivamen-
te. El perfil de tolerabilidad mostrd una baja incidencia de efectos adversos, siendo los mas frecuentes
trombocitopeniay leucopenia (21'y 19%, respectivamente). Cabe destacar la baja frecuencia de discon-
tinuacion, sélo un 8%, en 5 casos motivada por la aparicién de una enfermedad autoinmune y en 2 por
alteracion psiquiatrica. Asi mismo es remarcable que no se produjo ninguna TL ni cancer cutaneo en la
rama experimental a diferencia de 2 y 3, respectivamente, en la rama control. Ademas, los autores plan-
tean que con un mayor seguimiento la disminucion de la carga mutacional de JAK2 podria conseguir un
descenso de eventos tromboembdlicos, que no se ha podido demostrar con el seguimiento actual (85).

Anagrelida: El uso de anagrelida puede considerarse en combinacion con flebotomias en el paciente
joven con trombocitosis como Unico criterio de necesidad de citorreduccion, o bien en combinacién con
HU o ruxolitinib en pacientes con trombocitosis de dificil control. La dosis inicial es de 0,5 mg/12 horas y
se evita su uso en pacientes con cardiopatia o arritmias dado que su principal efecto adverso es la vaso-
dilatacion y el efecto inotrépico positivo (86).

Busulfan: El busulfan es un agente alquilante que se ha relacionado con TL y con aplasia medular
(64,87). Su Unica indicacion actual es en pacientes de edad avanzada (mas de 75 afios) y condicion fragil
que han presentado toxicidad extrahematologica a la HU.

Fosforo radioactivo: También relacionado con TL, su indicacion es en pacientes mayores, de edad
avanzada y dificil control clinico ambulatorio, ya que puede administrarse como dosis Unica endovenosa
(88).
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2.2.5. Evolucion y pronostico

La evolucién de la PV es lentay puede transcurrir por una serie de fases o estadios que se pueden clasificar en:

Fase asintomatica: fase inicial donde solo se detecta eritrocitosis aislada, asociada o no a trombocito-
sis y/o leucocitosis y esplenomegalia.

« Fase de eritrocitosis sintomatica: se presentan sintomas derivados del aumento de Hcto: trombosis,

hemorragia, prurito, esplenomegalia. Analiticamente se observa eritrocitosis, trombocitosis y leucocitosis.
« Fase inactiva: menor necesidad de flebotomias o quimioterapia.

 Fase de agotamiento, MF post-policitémica o MF post-PV (Tabla 3): a los 15 afios del diagnostico,
un 15-30% de los pacientes presentan una transformacion mielofibrética (89) caracterizada por hemo-
poyesis ineficaz y aparicion de anemia, trombocitopenia, leucoeritroblastosis, aumento de la espleno-
megalia por hematopoyesis extramedular y aparicion de sintomatologia constitucional (fiebre, pérdida
de peso, astenia). La SV mediana en esta circunstancia se ve acortada, siendo de 5,7 afios (90).

Al- Diagnostico previo de PV (segin OMS) y
A2- Fibrosis medular®

Bl- Anemia™*

B2- Sindrome leucoeritroblastico

B3- Aumento =5 cm de la esplenomegalia previa o aparicion de esplenomegalia palpable
B4- Aparicién de = 1 sintomas constitucionales™**

*Fibrosis medular de grado 2-3 (en escala 0-3) o grado 3-4 (en escala 0-4)
**Anemia o disminucion mantenida de flebotomias (en ausencia de tratamiento citorreductor) o de tratamiento citorreductor para la eritrocitosis
“*>10% de pérdida de peso en 6 meses, sudacion nocturna, fiebre no explicable (>37,5)

« LAM con o sin fase de agotamiento previa: menos de un 10% de los pacientes evolucionaran a LAM
precedidos o no de MF previa (54,92). La transformacion leucémica (TL), caracterizada por la presencia
de un 20% de blastos en MO, confiere un pronéstico infausto, con una SV mediana de 3-5 meses (93,94).

+ Seestima que la mediana de SV de la PV sin tratamiento es de 18 meses, mientras que con tratamiento
es de 14 afios (54). Los pacientes con menos de 50 afios tienen una mediana de SV cercana a 24 afios
y un riesgo acumulado de transformacion a MFy TL a los 20 afios del 15y 10%, respectivamente (95).

« La mortalidad se relaciona con trombosis (20-30%), transformacion hematolégica (13-28%), eventos
cardiacos (7-26%), neoplasias sélidas (12-20%), sangrado (2-3%) y otras causas (15-28%), segin datos
recogidos por largas series de pacientes (33,34,90,96).
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+ Enlas series mas antiguas los eventos trombo-hemorragicos se muestran como la principal causa de
morbimortalidad en la PV. Sin embargo, cuando los pacientes son tratados de acuerdo con las reco-
mendaciones de consenso, la SV de éstos depende en buena medida del riesgo de transformacion
a MF, a LAM o a sindrome mielodisplésico (SMD) (54). Las frecuencias de transformacion aguda y sus
factores de riesgo se describen en el capitulo 1.4.

« Encuanto a los factores de riesgo implicados en la SV, de acuerdo a la escala de puntuacion prondstica
internacional para PV (IWG PV score) la edad, leucocitosis >15 x10e9/L y una historia de trombosis veno-

sa son factores determinantes (Tabla 4).

Edad =60 afios 2
Edad =67 afios 5
Bajo riesgo 0 puntos Bajo riesgo 0 puntos
Edad 57-66 afios (mediana de SV no alcanzada) 2 (mediana de SV 26 afios)
o Riesgo intermedio 1-2 pt Riesgo intermedio 1-2 pt
Leucocitosis =11 x 107/I 1 > B > .
(mediana de SV 24.5 afios) (mediana de SV 15 afios)
Leucocitosis =15 x 10%/1 Alto riesgo =23 puntos 1 Alto riesgo =3 puntos
(mediana de SV 13.8 afios) (mediana de SV 8.3 afios)
Historia de trombosis 1
Historia de trombosis venosa 1
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2.3. Trombocitemia esencial

La TE es una NMP caracterizada por trombocitosis persistente, hiperplasia megacariocitica en la MO, ries-
go aumentado de trombosis y/o hemorragia y una tendencia a la transformacién a MF y mas raramente, a
LAM.

Clasicamente es la NMP cronica mas frecuente en nuestro medio con una incidencia estimada de 0,38-2.7
casos por 100000 habitantes/afio (32,98-100). Presenta predominio en el sexo femenino y la mediana de
edad al diagnostico es de 60 afios, aunque hasta un 15% del total de pacientes tienen menos de 40 afios,
a diferencia de otras NMP (99).

2.3.1. Etiopatogenia

Fue descrita por primera vez en 1934 por Epstein y Goedel, (101), pero hasta 1984, con Fialkow, no se pudo
demostrar un origen clonal (102).

El Policitemia Vera Study Group (PVs.G) definio los criterios diagndsticos poniendo énfasis en la exclusion de
otras causas de trombocitosis (103), pero la comprension etiopatogénica no fue del todo posible hasta el
descubrimiento en 2005 de la mutacién JAK2V617F, ubicada en el cromosoma 9p24 y detectada en el 50-
60% de los pacientes con TE (44-47). Seguidamente se describieron mutaciones en MPL en 2006, oncogén
delvirus de la leucemia mieloproliferativa, ubicado en el cromosoma 1p34, también conocido como recep-
tor de trombopoyetina (TPOR), que se observaba en el 3-5% de pacientes (104,105). Finalmente, en 2013,
se esclarecio el panorama mutacional de la TE con el hallazgo de mutaciones en el gen de la calreticulina,
CALR (106,107), ubicada en el cromosoma 19p13.2, que tipificaria hasta un 15-25% de los pacientes con TE
(105). Sin embargo, todavia quedaba un pequefio grupo (15%) de pacientes que no presentaban ninguna
de estas tres mutaciones, los denominados “triple negativos”.

Este grupo se ha visto reducido en los ultimos afios con el hallazgo, mediante técnicas mas sensibles como
el estudio del exoma completo (WES, whole exome sequencing) o la secuenciacion de nueva generaciéon
(NGS, next generation sequencing) de mutaciones no candnicas, atipicas o variantes en los genes MPL y
JAK2 hasta en un tercio de estos pacientes triple negativos (108-111).

La prevalencia de citogenética anormal en el diagndstico inicial de TE es inferior al 10%, siendo las anoma-
lias citogenéticas mas comunes, aligual que en la PV, las trisomias 1,8y 9, del (13q) y del (20q) (71,112,113).
La citogenética en TE parece no impactar significativamente ni en la transformacién a MF o TL, nien la SV
(71,114).

2.3.2. Manifestaciones clinicas

Una parte importante de pacientes, 40-50%, se hallan totalmente asintomaticos en el momento del diag-
nostico (115), siendo la trombocitosis >450x10%/L, la primera manifestacion de la enfermedad.

Son frecuentes los sintomas derivados de la oclusion de la microvasculatura, que aparecen en un 20-50%
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de pacientes (116,117), y consisten en la cefalea, alteraciones visuales atipicas, parestesias, y con mucha
menos frecuencia, eritromelalgia (52). La esplenomegalia =2cm es palpable entre un 5-20% de los pacien-
tes (118-120).

La frecuencia de eventos tromboticos reportados por distintos estudios, varia entre el 5y 30% (115). Una
serie reciente de la clinica Mayo con 1076 pacientes diagnosticados de TE en los Ultimos 50 afios mostro
que un 21% de pacientes presenta trombosis en el momento del diagnostico y un 21% durante la evolucion
clinica (121). Las trombosis son menos frecuentes en TE que en PV (116,117).

La patogenia de la trombosis en la TE es compleja y depende de factores como la edad >60 afios (122), la
historia de trombosis previa (122), los FRCV (118), la leucocitosis (123) y la mutacion JAK2V61TF (116), mien-
tras que el numero de plaquetas no se ha asociado a un mayor riesgo trombético (124).

Respecto al estado mutacional, los pacientes JAK2V617F positivos presentan un mayor riesgo de compli-
caciones trombdticas (arteriales o venosas) que los pacientes con mutaciones en el gen de la CALR (125).

En lo referente a la leucocitosis, la activacion de los neutroéfilos y diversas alteraciones de la hemostasia se
han relacionado con una mayor tendencia trombética (126).

Las manifestaciones hemorragicas son relativamente infrecuentes, hallandose en un 3-18% al diagnostico
y en un 4-14% durante la evolucion clinica (117). Se relacionan con la administracion de antiagregantes
(127,128), o bien con trombocitosis extremas (>1000-1500 x10%/1), que condicionan la aparicion de un sin-
drome de Von Willebrand adquirido (129).

2.3.3. Diagnostico

La cifra de plaquetas es variable y puede oscilar desde un aumento discreto (>450 x 10%/L) a cifras superio-
res a 1.000 x 10%/L, siendo también caracteristica la anisotrombia. Puede observarse una moderada leu-
cocitosis (11-15 x 10%/L) en un 20-30% de los pacientes. La concentracion de Hb, el Hcto y la ferritina sérica

suelen ser normales.

El diagndstico de TE es de exclusion, por lo que la incorporacion de alteraciones moleculares como cri-
terios clave del diagnostico ha modificado la aproximacion clinica al mismo (31) (Tabla 5). Asi, el primer
paso es excluir las trombocitosis secundarias a ferropenia, procesos infecciosos, inflamacion, cirugia, es-
plenectomia y neoplasias sélidas. Se debe practicar un estudio molecular escalonado de los genes JAK2,
CALRy MPL en este orden. La deteccion de mutaciones en alguno de estos genes junto a una trombocitosis
persistente obliga a la practica de una biopsia medular (BMO), que muestra una celularidad global normal
o minimamente aumentada, una hiperplasia megacariocitica con nucleos hiperlobulados, en clusters, con

una tincion para reticulina practicamente normal.

El diagnostico diferencial incluye otras NMP como la PV enmascarada y la MFP, especialmente la su forma
prefibrotica. Otras entidades a tener en cuenta en el estudio de un paciente con trombocitosis son la ane-
mia refractaria con sideroblastos en anillo y la leucemia mieloide créonica de inicio trombocitémico.
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1. Trombocitosis persistente = 450 x 10%/1

2. Biopsia medular con predominio de megacariocitos maduros y de gran tamafio con ntcleo hiperlobulado, sin incremento
significativo o desviacién a la izquierda de la granulopoyesis o de la eritropoyesis y con ausencia de fibrosis reticulinica (MFO)
o minimo incremento (MF1)

3. No evidencia, segun criterios diagnosticos de la OMS, de PV, MFP, LMC, SMD u otra neoplasia mieloide
4. Demostracion de la mutacion JAK2V6E17F, CALR o MPL

Presencia de un marcador clonal o ausencia de trombocitosis reactiva o secundaria

“LMC: leucemia mieloide crénica; MFP: mielofibrosis primaria; SMD: sindrome mielodispldsico; PV: policitemia vera, TE trombocitemia esencial.

2.3.4. Tratamiento

Los objetivos del tratamiento en la TE, incluyen prevenir la aparicion de complicaciones trombdticas y
hemorragicas, controlar los sintomas, minimizar el riesgo de transformacion a MF o TL asi como manejar
adecuadamente situaciones de riesgo como la cirugia o el embarazo (73).

El tratamiento de la TE debe iniciarse segln la valoracion del riesgo de complicaciones vasculares. Asi, el
alto riesgo trombdtico segun la ELN viene definido por una historia previa de trombosis al diagnéstico y/o
una edad mayor de 60 afios, mientras que el alto riesgo de sangrado se define por una cifra de plaquetas
superior a 1.500 x 10%/L (62).

En los ultimos afos se ha descrito un nuevo sistema de estratificacion del riesgo trombotico en TE (IP-
SET-trombosis) (118), en el que se incluyen dos factores de riesgo adicionales: la mutacion JAK2V61T7F y los
FRCV. Los enfermos son categorizados en tres grupos (bajo, intermedio o alto riesgo segln la puntuacion
sea menor, igual o mayor a 2). Recientemente, se ha propuesto una revision de esta estratificacion para
categorizar en 4 grupos distintos atendiendo a que la trombosis es el factor de riesgo mas importante,
seguido de la edad >60 afios, JAK2V61T7F y los FRCV (130).

Un estudio retrospectivo con 300 pacientes con TE de bajo riesgo mostro que los pacientes JAK2 positivos
presentaban mayor riesgo de trombosis venosas y los portadores de FRCV tenian mayor riesgo de trom-
bosis arteriales si no recibian profilaxis de trombosis con AAS (131). Por lo tanto, en los pacientes de bajo
riesgo portadores de la mutacion JAK2V61T7F o con FRCV se recomienda como profilaxis antitrombotica
el AAS 100 mg/dia siempre y cuando la cifra de plaquetas sea inferior a 1.000 x 10%/L. Otro estudio retros-
pectivo con 240 pacientes con TE portadores de la mutacion CALR mostré que el uso de AAS no reduce el
riesgo de trombosis e incluso puede aumentar el riesgo de hemorragia, por lo que el AAS no esta indicado
en estos pacientes (132).

Por tanto, esta indicada la antiagregacion en pacientes con TE de bajo riesgo JAK2 positivos sin tromboci-
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tosis extrema o en pacientes con FRCV y/o en pacientes con sintomatologia microvascular independiente-
mente del genotipo. En los pacientes de bajo riesgo con sintomatologia microvascular que no respondan a
dosis bajas de AAS, debe considerarse la citorreduccion (73).

En cuanto a los pacientes de alto riesgo existe un consenso unanime en administrar tratamiento citorre-
ductor con el objetivo de normalizar la cifra de plaquetas. La mayoria de los pacientes ubicados en esta
categoria no tienen antecedente de trombosis, siendo generalmente el motivo para iniciar el tratamiento
citorreductor la edad superior a 60 afios, la trombocitosis extrema o la persistencia de sintomatologia mi-

crovascular a pesar de la antiagregacion (73).

La HU constituye la mejor opcion como tratamiento citorreductor de primera linea en los pacientes de
mas de 60 afios (34,133). Dos estudios aleatorizados realizados en pacientes con TE de alto riesgo, uno
con 114 pacientes (134) que comparaba no citorreduccion frente HU y posteriormente el estudio UK-PT1
(133) con 809 pacientes que comparaba HU+AAS vs. anagrelide+AAS han sido la base de la indicacion de
HU en primera linea, al mostrar reduccién significativa en el riesgo de trombosis arterial, sangrado grave
y progresion fibrotica. El estudio de no inferioridad ANAHYDRET (135) compard también de forma aleato-
rizada HU vs. anagrelide en 259 pacientes con TE de alto riesgo de novo, diagnosticada segun criterios de
la OMS, sin observarse diferencias entre ambos tipos de tratamiento (73).

Aproximadamente un 20% de pacientes desarrolla resistencia o intolerancia a la HU con aparicion simul-
tanea de trombocitosis (136). Este mismo estudio mostré un riesgo incrementado de transformacion a MF
en los pacientes con resistencia a HU (136). La intolerancia a la HU suele manifestarse en forma de Ulceras
cutaneas o mucosas, lesiones en la piel y molestias gastrointestinales.

La anagrelida se utiliza en general como segunda linea en pacientes resistentes o intolerantes a la HU
(72) y en primera linea, en pacientes jovenes que requieren citorreduccioén debido a la ausencia de capa-
cidad leucemdgena (137). La dosis inicial de anagrelida es de 0,5 mg/12h, con posterior ajuste de dosis
para conseguir la normalizacién en la cifra de plaquetas. Hasta un tercio de los pacientes suspenden el
tratamiento por efectos secundarios. La anagrelida inhibe la fosfodiesterasa Ill, lo que produce efectos
inotropicos positivos y vasodilatadores en un 30% de los pacientes, provocando cefalea, palpitaciones,
taquicardia y retencién de fluidos. También puede observarse anemia en un 25% de pacientes, por lo que
esta contraindicado en cardiopatia o arritmia (138).

El busulfan, igual que en PV, es una opcion que puede considerarse en pacientes de edad avanzada re-
fractarios o intolerantes a HU y con contraindicacién para la anagrelida. Su principal inconveniente es su
elevado potencial leucemogeno, especialmente después del uso de HU o fésforo radiactivo. Este ultimo

agente ya no tiene indicacion en el tratamiento de la TE.

ELIFN controla la trombocitosis y ademas puede reducir en grado variable la carga mutacional de JAK2V617F
(83) 0 CALR (139). Entre un 5-13% de pacientes con TE tratados con formas pegiladas de IFN consiguen una re-
mision molecular completa (83). Su principal indicacién es en mujeres embarazadas de alto riesgo y también
como alternativa de primera o segunda linea en el paciente joven (73).

En cuanto al uso de antiagregacion en los pacientes de alto riesgo, el AAS 100 mg esta indicado como
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profilaxis primaria de trombosis en mayores de 60 afios (140) y como profilaxis secundaria en todos los
pacientes con antecedente de trombosis arterial. Si esta es venosa, la profilaxis secundaria se realiza gene-
ralmente con anticoagulacion oral. Ademas se recomienda el control de los FRCV (73).

2.3.5. Evolucion y Pronostico

La SV de los pacientes con TE puede considerarse normal o solo moderadamente reducida. La mediana
de SV en un estudio de 867 pacientes validado en dos cohortes independientes resultd de 14,7 afios (97).

Elfactor prondstico méasimportante es la edad, siendo la SV mediana de 34,7 afios en pacientes jovenes de
menos de 40 afios en comparacion con 8,1 afios en aquellos de mas de 70 afios (141).

En la escala de puntuacion pronéstica internacional para TE (IPSET) ademas de la edad >60 afios, los fac-
tores mas importantes asociados a SV son la leucocitosis >11 x10e%/L y una historia de trombosis previa (97)
(Tabla 4).

La evolucion a MF post-TE (Tabla 6) se observa en un 5-10% (0.8 a 9.3%) de los casos a los 10 afios del
diagndstico y representa, junto con la trombosis, la principal causa potencial de mortalidad relacionada
con la enfermedad (96,141,142).

Al- Diagnostico previo de PV (segin OMS) y
A2- Fibrosis medular”

B1- Anemia (disminucion de Hb basal >2g/dL)**

B2- Sindrome leucoeritroblastico

B3- Aumento =5 cm de la esplenomegalia previa o aparicion de esplenomegalia palpable
B4- Aparicion de > 1 sintomas constitucionales™*

B5- Aumento de LDH

“Fibrosis medular de grado 2-3 (en escala 0-3) o grado 3-4 (en escala 0-4)
**Anemia o disminucion mantenida de flebotomias (en ausencia de tratamiento citorreductor) o de tratamiento citorreductor para la eritrocitosis
“*>10% de pérdida de peso en 6 meses, sudacion nocturna, fiebre no explicable (>37,5)

Un pequefio porcentaje de pacientes (0,8-5%) puede presentar una TL a los 10-15 afios segun series retros-
pectivas (96,141,142), pasando a presentar un prondstico infausto.

Por otra parte, un 3-5% de TE con mutacion JAK2V61T7F pueden adquirir un fenotipo clinico de PV (92) y
presentar la evolucién propia de la misma.
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2.4. Mielofibrosis Primaria

La MFP o metaplasia mieloide agnogénica, es una NMP caracterizada por la presencia de fibrosis y osteos-
clerosis en la MO asi como hematopoyesis extramedular principalmente en el bazo y en el higado (143).

Su incidencia des de 0,5-0,7 casos por 100000 habitantes y afio. La mediana de edad al diagnostico es de
65 afios, sin predominio de sexo (143).

2.4.1. Etiopatogenia

La MFP se origina en un progenitor hemopoyético clonal comun a las series mieloide y linfoide. La fibrosis
de la MO constituye un fenémeno secundario a una reaccion de las células del microambiente medulary es
consecuencia de la liberacién de citocinas por parte de las células neoplasicas, especialmente monocitos
y megacariocitos (144). El origen clonal de la MFP se ha demostrado mediante PICX (145).

Anivel de la MO se registra un aumento del numero de células del estroma (fibroblastos), y en las proteinas
de la matriz extracelular, asi como de la angiogénesis y la osteosclerosis (144).

Ademas, un hallazgo constante en la hematopoyesis de la MFP es la existencia de una expansion de los
progenitores mutados con respecto a los progenitores normales, un fenémeno que se ha denominado
dominancia clonal y que rara vez se observa en la fase crénica de otras NMP como la TE o la PV (146,147).

El genotipo mas frecuente es el JAK2V61T7F que representa en torno al 60% de los casos de MFP (44,46); le
sigue la mutacion en CALR, que supone en torno al 25% (106,107), mientras que las mutaciones en MPL son
infrecuentes y solo se encuentran en el 5% de los casos (104,148,149). Un 10-15% de los pacientes carecen
de mutaciones en estos tres genes y se denominan triple negativo.

Por otro lado, se han descrito mutaciones en genes involucrados en el splicing (SF3B1, SRSF2, U2AF1) y en la
regulacion epigenética tanto a nivel de metilacion del ADN (TET2, IDH1/2, DNMT3A) como de la modificacion
de la cromatina (ASXL1, EZH2) (150). Aunque la frecuencia de mutaciones en estos genes es variable, global-
mente puede encontrarse alguna de ellas en mas del 50% de los pacientes cuando se emplean técnicas de
alta sensibilidad (151). Se piensa que tanto el numero de mutaciones como el orden en que se adquiereny
eltipo genes mutados tienen un papel clave en la patogénesis de la enfermedad y en su evolucién (150,151).

2.4.2. Manifestaciones clinicas

Es una enfermedad heterogénea en cuanto a su presentacion clinica y evolucion. Hasta un 30% de los
pacientes se encuentran asintomaticos en el momento del diagnostico (152). Los sintomas mas frecuentes
son la fatiga en relacion con la anemia (50%), sintomatologia constitucional (25%), como pérdida de peso,
sudoracion nocturna o fiebre y sintomas derivados de la esplenomegalia, que aparece en 85% de pacientes
y es masiva en un 10%. Estos sintomas son la sensacion de saciedad precoz y el dolor en el hipocondrio
izquierdo debido a la ocupacion o a infartos esplénicos (10%) (153).

La clinica de hipertension portal en forma de ascitis, sangrado por varices esofagicas, el fallo hepatico o la
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hemosiderosis secundaria complican el curso clinico de la MFP en el 7-18% de los pacientes (144).

Aligual que en otras NMP, en la MFP también existe un riesgo incrementado de complicaciones trombo-
ticas, que afectan al 11% de los pacientes, frecuencia claramente inferior a la descritaen la PV o en la TE
(154). Las complicaciones hemorragicas son frecuentes, hasta un 57% (128), fundamentalmente debidas a
trombocitopenia, presente en un 37% de pacientes al diagnéstico (153). Un tercio de los pacientes presen-
tan TL (154).

2.4.3. Diagnostico

La base del diagnostico es la triada de esplenomegalia gigante, sindrome leucoeritroblastico con dacrioci-
tos en sangre periféricay fibrosis medular.

Existe anemia de origen multifactorial (diseritropoyesis, hiperesplenismo, inmune), siendo el componente
hipoproliferativo el predominante en la mayoria de los casos. Los leucocitos y las plaquetas suelen estar
moderadamente aumentados al inicio de la enfermedad aunque en fases méas avanzadas se detectan leu-
copeniay trombocitopenia (143,152,155).

En el examen del frotis de sangre periférica es caracteristica la reaccion leucoeritroblastica, con eritroblas-
tos, dacriocitos y una leucocitosis con desviacion a la izquierda. También existe eosinofilia y basofilia (153).
El porcentaje de células progenitoras hematopoyéticas CD34+ circulantes esta incrementado, reflejando
un trafico anodmalo de dichos progenitores (156).

Las cifras de acido Urico y LDH estan elevadas, y son el reflejo de un turn-over acelerado pero inefectivo de
las células hematopoyéticas.

La BMO muestra proliferacién megacariocitica atipica acompafada de fibrosis reticulinica o colagena y la
citogenética evidencia alteraciones cromosomicas en el 25-50% de los casos, con frecuencia de los cromo-
somas 13y 20 (157).

Actualmente, el estudio mutacional constituye un pilar basico en el diagndstico, ya que permite establecer
el origen clonal de la enfermedad en la mayoria de los pacientes y determinar el genotipo. Teniendo en
cuenta la frecuencia de las mutaciones, se adopta una estrategia secuencial: JAK2V617F, CALR exén 9y MPL.
En la actualidad se completa el estudio con la realizacion de un panel mieloide para deteccion de otras

mutaciones somaticas que confirmen el origen clonal y ofrezcan informacion prondstica (158).

El diagnostico diferencial ha de establecerse con los estadios avanzados de la PV, que con frecuencia pre-
sentan MF asociada y con los SMD asociados a fibrosis medular. Las metéstasis de carcinomas también
pueden producir sindrome leucoeritroblastico.

Los criterios diagndsticos de la MF establecida en comparacion con la MF prefibrética se recogen en la tabla
7 (31).
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MF primaria establecida

(Eldiagnostico requiere cumplircon los 3 criterios principales
y un criterio menor)

*

3. Cambios tipicos de megacariocitos,
fibrosis = grado 2

4. Presencia de JAK2, CALR o MPL, o presencia de otros
marcadores clonales, o ausencia de fibrosis reactiva

acompafiado de

5.Nocumplecon loscriterios de la OMS para otras neoplasias
mieloides

MF primaria (pre-fibrotica)
(Eldiagnosticorequiere cumplircon los 3 criterios principales
y un criterio menor)

*

1. Cambios tipicos de megacariocitos,
fibrosis < grado 1

2. Presencia de JAK2, CALR o MPL, o presencia de otros
marcadores clonales, o ausencia de fibrosis reactiva

acompafiado de

3.Nocumple con los criteriosdela OMS para otras neoplasias
mieloides

Anemia no atribuible a comorbilidad
Leucocitosis =11 x 10°/ L

Esplenomegalia palpable

Aumento de lactato deshidrogenasa sérica

Anemia no atribuible a comorbilidad
Leucocitosis =11 x 10%/ |

Esplenomegalia palpable

Aumento de lactato deshidrogenasa sérica

Sindrome leucoeritroblastico en sangre Sindrome leucoeritroblastico

“Proliferacion de megacariocitos y atipia; relacion nuclear / citoplasmdtica aberrante; nicleos hipercromdticos e irregularmente plegados; agru-
pacion densa de megacariocitos; estos cambios suelen ir acompariados de un aumento de la celularidad, la proliferacion granulocitica y una dis-
minucion de la eritropoyesis.

2.4.4. Tratamiento

Una proporcion de pacientes estan asintomaticos y pueden permanecer estables sin necesidad de trata-
miento.

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyeéticos (TPH) es la Unica modalidad terapéutica que
puede curar la enfermedad, pero se asocia a una mortalidad del 30% y, por ello, esta fundamentalmente
indicado en pacientes con edad inferior a 45 afios que presentan criterios de alto riesgo o que han fraca-
sado con el tratamiento convencional. Para pacientes con edades comprendidas entre los 45 y los 70 afios
candidatos a trasplante, se han reportado buenos resultados con regimenes de acondicionamiento de
intensidad reducida (159).

La mayoria de los pacientes no son candidatos a TPH por lo que el tratamiento va encaminado a mejorar
los sintomas producidos por la enfermedad y aumentar la SV (160).

En los pacientes con esplenomegalia sintomatica y/o sintomatologia constitucional esta indicado el trata-
miento con ruxolitinib, muy eficaz en el control de la sudoracién, la anorexia, el prurito y la disminucion del
tamafio del bazo (161,162). No obstante, también se puede utilizar la HU, que consigue disminucion de la
esplenomegalia hasta en un 40%, aunque de corta duracién (163). La esplenectomiay radioterapia esplé-
nica son otras dos actitudes clasicas que actualmente no se emplean salvo en casos seleccionados (164).

Eltratamiento de la anemia puede ser con andrégenos y EPO como tratamiento de primera linea (165,166).
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Cuando la anemia presenta un componente inmunohemolitico, se puede intentar una terapia con esteroi-
des (1 mg/kg/dia) (167). Los farmacos inmunomoduladores como la talidomida también pueden mejorar la
anemia pero su escasa eficacia y notable toxicidad limitan su uso en la practica habitual (27).

Cuando no se consigue la respuesta con el tratamiento médico, la anemia se corrige con transfusiones

periddicas de concentrados de hematies (27).

Aunque algunas de estas modalidades terapéuticas conllevan una mejorfa en la calidad de vida de los
pacientes, su impacto en la SV es escaso. Actualmente estan en marcha numerosos ensayos clinicos con
el objetivo de evaluar el papel de nuevos farmacos, como los inhibidores de la via JAK/STAT fedratinib, pa-
critinib y momelotinib (168,169), el primero de los cuales ya ha sido aprobado en EEUU para pacientes con
riesgo intermedio-2 o MF post-PV o post-TE (170).

2.4.5. Evolucion y pronostico

La evolucién de la enfermedad viene marcada por hemorragias, infecciones, hipertension portal, secues-

tro esplénico y transformacion a LA, cuya frecuencia es del 20% a 10 afios (171).

Actualmente, la mediana de SV es de 6-7 afios desde el diagnostico (172). La edad >65 afios, la presencia de
una cifra de Hb <10 g/L, de sintomatologia constitucional, blastosis en sangre periférica >1%, leucocitosis,
trombocitopenia, requerimiento transfusional y cariotipo desfavorable se asocian a un peor pronéstico.

De acuerdo con estos factores se han descrito tres sistemas de clasificacion pronéstica: el International
Prognostic Score System (IPSS), Dynamic-IPSS (DIPSS) y DIPPS-plus (90,152,173).

Muy recientemente se han propuesto 3 nuevos indices prondsticos de acuerdo con datos moleculares y ci-
togenéticos: molecular-IPSS (MIPSS70), MIPSS70+, MIPSSTO0 + version 2.0 y genomic IPSS (GIPSS) (174-176).
Todos incluyen datos clinicos y moleculares atendiendo al riesgo que confiere la presencia de mutaciones
como CALR tipo 1, ASXL1, SRSF2, EZH2, IDHI o IDH2 o U2AF1Q157, cuyo valor pronostico independiente ha
sido demostrado en diversos trabajos (150,177-179). Estos sistemas reconocen distintos grupos pronésti-
Cos, con supervivencias heterogéneas e indicaciones de TPH distintas.

0490 e



3. Aspectos moleculares en Neoplasias
Mieloproliferativas

3.1. Bases de la Biologia Molecular

El avance en el conocimiento de las NMP se produjo gracias a la utilizacion de marcadores biologicos iden-
tificados mediante el cultivo de progenitores hematopoyéticos, el cariotipado cromosémico, los estudios
de clonalidad mieloide y mas recientemente, el analisis de acidos nucleicos mediante técnicas de biologia

molecular.

El dogma central de la biologia molecular describe el proceso por el cual la informacion genética lleva a la
produccion de proteinas en dos pasos (transcripcion y traduccion): ADN = ARN > proteina (Figura 4). El
proceso intermedio de eliminacion de intrones (regiones no codificantes) se denomina splicing.

Gen (DNA)

Cadenade
aminodcidos

l Modificacion
postraducional

Proteina

Dogma central de la biologia

La estructura de plegamiento del ADN alrededor de las histonas (proteinas) y el apilado de estas forman-
do solenoides, supone un alto grado de compactacion, caracteristica que impide la accesibilidad de la
magquinaria de transcripcion al ADN. La regulacion epigenética consigue cambiar la expresion génica utili-
zando esta propiedad de compactacion, sin alterar ni la actividad ni la secuencia del ADN (Figura 5). Dos
ejemplos serian la acetilacion postraduccional de las histonas y la metilacion sobre islas CpG del ADN, que
conllevan cambios en las cargas eléctricas que modifican la compactacién de la cromatina, regulando asi

inhibicion o activacion de la expresion génica.

Por tanto, la aparicion de mutaciones que afecten a estos procesos genéticos o epigenéticos condicionara
los procesos celulares, pudiendo favorecer la proliferacién incontrolada o la disminucion de la apoptosis, y
asi la aparicion de enfermedades neoplasicas como NMP.
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El 80% de las CpG en el La mayoria de las islas
genoma estan metiladas CpG estan no metiladas
Regiones intergénicas Islas CpG

Estructuray compactacion del ADN. Sila cromatina esta condensada, las histonas desacetiladas y las citosinas metiladas, no se
produce la transcripcion. Si las histonas se acetilan y la cromatina se abre, la transcripcion se produce en las regiones no metiladas

3.2. Mutaciones, Variantes y Polimorfismos

Clasicamente se denominaba mutacion a un cambio de secuencia y se clasificaba en benigna (ventaja
adaptativa), neutra (polimorfismo), y deletérea (desventaja adaptativa).

Con la llegada de la era gendmica se utilizaron mutacién y polimorfismo como términos antagdnicos. Se
utilizé polimorfismo para referirse a cambios benignos o frecuentes en la poblacién general, es decir, con
una minor allele frequency (MAF) >1%, y se uso el concepto mutacion para definir las alteraciones deletéreas
0 muy poco frecuentes en la poblacion general, con una MAF <1% (180).

Actualmente se habla de “variantes” y se relacionan con su relevancia clinica o con su aplicabilidad sobre a
enfermedad, es decir, con su capacidad para influir en el diagndstico, prondstico y seleccion de tratamiento
(181).

Las variantes se pueden clasificar segln distintos aspectos. Segun su origen, se clasifican en somaticas,
adquiridas a lo largo de la vida, o germinales, producidas en los gametos.

Segln su afectacién pueden ser génicas o cromosémicas. Entre las génicas estan las variantes de un Unico
nucleotido (SNVs., single nucletotide variants) o de varios nucleétidos (MNVs., multiple nucleotid variants),
gue pueden ser inserciones, deleciones o indels (combinaciones de ambas). Dependiendo de la conse-
cuencia que generen estas mutaciones puntuales se clasifican segun la tabla 8. Entre las cromosomicas
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estan las variantes estructurales, reordenamientos y variacién en el nimero de copias (CNVs., copy number
variants). Los reordenamientos pueden dar lugar a genes de fusion por translocacion o inversion. Los CNVs.
se producen por grandes translocaciones, deleciones o ganancias.

pérdida o adicién de uno o mas nucledtidos (no multiplo de 3) que cambia el marco de lectura,

Frameshift generalmente aparece en algiin momento un codon STOP

cambio de nucledtido que no produce alteracién en los aminoacidos (distintos codones pueden

Silente o sinénima o . Syte
codificar para el mismo aminoéacido)

Missense o  de Y, - ) S
sustitucion de un nucledtido por otro, cambio de aminoacido

pérdida de sentido
Nonsense introduccion de codén STOP por lo que se genera una proteina truncada
In-frame insercion o delecion de 3 nucledtidos o multiplo de 3, por lo que se produce un cambio del numero de

aminodcidos sin alterar la pauta de lectura

cambios en las posiciones de splicing (regiones intrén-exon). Por ejemplo, una variante en region
Splicing intronica flanqueante que dirige de forma errénea el espliceosoma, puede producir la eliminacién de
exones (exon skipping) o bien introducir un intrén en una proteina

3.3. Tecnicas de secuenciacion y amplificacion en Biologia Molecular

El acido nucleico empleado para el estudio molecular es generalmente ADN, por su mayor estabilidad,
pero también puede utilizarse ARN, sobre todo para la deteccion de genes de fusion y expresion génica.
Para el estudio de NMP la muestra utilizada es sangre periférica o MO, por lo que los métodos preanaliticos
incluyen la separacion celular (PBL o lisis de eritrocitos), la extraccion del &cido nucleico (ADN o ARN) me-
diante métodos manuales o automaticos, y la valoracién de su cantidad y calidad con fluorimetria (Qubit),
espectrofotometria (Nanodrop) o electroforesis (TapeStation) (182).

Las técnicas de secuenciacion tomaron impulso en 1977 con la técnica Sanger, que consiste en la secuen-
ciacion del ADN por terminacion de cadena utilizando dideoxinucledtidos trifosfato (ddNTP) y en un poste-
rior enfrentamiento de esta cadena a una secuencia de referencia tipo (183). En 1980 se le concedio el Pre-
mio Nobel a Frederick Sanger por el desarrollo de esta técnica, la cual, junto a sus variantes, ha dominado
el campo de la secuenciacién del ADN por 30 afios.

En 1987 Kary Mullis desarrollé la PCR, que consiste en la amplificacion in vitro de un fragmento de ADN
especifico para conseguir millones de copias del fragmento de interés y asi facilitar su lectura (184). La
aplicacion de la PCR en la amplificacion de ADN para la secuenciacién ha sido clave en biologia y medicina
para el avance diagnostico. Ademas, sentd las bases para el proyecto Genoma Humano, que concluyo en
2003 con la descripcion de la secuencia del ADN de todos los genes de un genoma humano promedio.
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A continuacion, se detallan las técnicas principalmente utilizadas en esta tesis:
« Reaccion en cadena de la polimerasa

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar hebras de ADN.
Se emplean entre 20-35 ciclos de altas y bajas temperaturas alternas para separar las hebras de ADN recién
formadas tras cada fase de replicacion dejando asi que puedan ser duplicadas nuevamente. Actualmente
se emplean ADN polimerasas termoestables, extraidas de microorganismos adaptados a vivir a altas tem-
peraturas, como Thermus aquaticus (polimerasa Taq), para evitar su desnaturalizacién con los cambios de
temperatura de la técnica.

Ademas, se ha automatizado todo el proceso de PCR mediante un aparato llamado termociclador, que
permite calentar y enfriar los tubos de reaccién segin la necesidad de cada etapa de la reaccion. Cada
ciclo de amplificacion consta de las fases de inicio, desnaturalizacion, anillamiento del primery elongacion

seguidas de una conservacion en frio.

Para verificar el correcto producto de PCR se emplean distintas técnicas de electroforesis, por ejemplo, en
gel de agarosa. Este método permite separar los fragmentos de ADN generados de acuerdo con su longi-
tud o peso molecular mediante corrientes eléctricas, gracias a su carga negativa. Los productos de PCR se
comparan con un marcador (ladder) compuesto por fragmentos de peso molecular conocido.

La PCR ha permitido el posterior desarrollo de numerosas variantes que se han incorporado al diagnostico
y ala practica clinica de las NMP, como la PCR alelo especifica (AS) que identifica variantes de una sola base
(SNVs.), indels, etc. Un subtipo de ésta, la PCR AS en tiempo real (PCRq) es cuantitativa y permite medir
con gran precision la cantidad de acido nucleico amplificado, por ello es el método mas utilizado para la
cuantificacion de la carga alélica JAK2V617F (185). Recientemente se ha incorporado la PCR digital, también
cuantitativa, que permite utilizar pequefias cantidades de ADN, sin necesidad de curva estandar y ha de-
mostrado utilidad en NMP (186).

Otras variantes de PCR serian la PCR HRM (high resolution melting) (187), técnicas de analisis de fragmentos
como FLA (fragment length analysis) (188) y la PCR multiplex, también utilizadas en NMP para identificar
distintos tipos de mutaciones de dificil deteccion (189).

» Método Sanger

El méetodo Sanger ha evolucionado con los afios, gracias a la invencion de la PCR, la introduccion de termi-
nadores fluorescentes y el desarrollo de sistemas automatizados de secuenciacion (184,190). La version mas
moderna del método Sanger se basa en la union por complementariedad de un primer o cebador a una
secuencia flanqueante de la region de interés del ADN a estudio. Gracias a la ADN polimerasa esta region se
copia, a través de varios ciclos de PCR. Durante este proceso, se incorporan dos tipos de nucleétidos a las
cadenas de ADN, los dNTP y los ddNTP, que carecen del grupo 3™-hidroxilo (-OH) en la desoxirribosa y no pue-
den realizar el puente fosfodiéster con el siguiente nucleétido, provocando asi la terminacién de la cadena.
Ademas, éstos estan marcados con fluorescencia, segln la base a la que corresponden: verde (A, adenina),
azul (C, citosina), negro/amarillo (G, guanina) y rojo (T, timina). De esta forma, se obtienen cadenas de ADN de
distintos tamafios detenidas al azar en un nucleétido fluorescente A, C, G o T. Estas cadenas se ordenan por
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tamafio y permiten identificar la secuencia de nucleétidos gracias a la emisién de fluorescencia de la ultima
base de cada una de ellas. La identificacion es posible gracias a un sistema automatizado de electroforesis
capilar de alta resolucion, acoplado a un detector de fluorescencia (183).

Las aplicaciones del método de Sanger incluyen la confirmacion de otras técnicas, la identificacion de reor-
denamientos cromosdmicos y la deteccién de mutaciones puntuales e indels (combinacion de insercionesy
deleciones). Entre sus limitaciones destaca la sensibilidad de un 15-20% y el bajo rendimiento, ya que cada
ensayo permite secuenciar un Unico fragmento concreto de ADN, de hasta 800 pares de bases (pb). Ademas,
es una técnica costosa y laboriosa, pero sigue siendo el gold estdndar para deteccidn de mutaciones en
algunos campos (191).

» Next Generation Sequencing

Con la base de la PCR, a finales de los 90 empezaron a desarrollarse las técnicas de secuenciacion de
nueva generacion o next generation sequencing (NGS), que usan la secuenciacion en paralelo de millones
de fragmentos de ADN para determinar la secuencia final y ademas permiten el estudio simultaneo de nu-
merosos genes (192). El desarrollo de la NGS de alta sensibilidad y rendimiento ha permitido un aumento
en la velocidad de secuenciacion y una disminuciéon en el coste (192,193), si bien no esta exenta de una
mayor tasa de errores que la secuenciacion Sanger (0,1-15%) y su capacidad de longitud de lectura es
menor (35-700 pb, habitualmente en torno a 150 pb) (192).

Posteriormente se desarrollaron plataformas que permitian la secuenciacion a tres niveles: secuenciacion
de un panel de genes diana o secuenciacion dirigida, targeted sequencing (TS) (192,194), secuenciacion
del genoma entero o whole-genome sequencing (WGS) y la secuenciacion de la region codificante del mis-
mo, secuenciacion del exoma o whole-exome sequencing (WES) (195). Las WGS y WES utilizan fragmentos
largos y son costosas mientras que la TS utiliza fragmentos cortos y es muy rentable. La tabla 9 compara
las caracteristicas de las distintas técnicas moleculares y su sensibilidad.
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La secuenciacién de tercera generaciéon permite secuenciar fragmentos de mas de 100.000 pares de bases
y es capaz de identificar alteraciones mas alla de secuencia nucleotidica, como por ejemplo alteraciones
de metilacion. Ademas, no requiere de amplificacion por PCR. Sin embargo, aun presenta una elevada tasa
de error (15-40%), por lo que raramente se aplica en el contexto clinico (197,198).

En el ambito de las neoplasias hematoldgicas, las técnicas de NGS se utilizan para la deteccion de muta-
ciones puntuales (a veces en regiones hotspot de genes concretos), por lo que la TS de un panel de genes
asociados a la enfermedad a estudio, es el tipo de NGS mas utilizada (197). Entre las ventajas de la NGS TS
estan la posibilidad de una alta profundidad de lectura (muchas copias para cada segmento de ADN ana-
lizado) con lo que se facilita la interpretacion de las alteraciones y se minimizan los hallazgos accidentales
(199). Sin embargo, su aplicacion requiere del estudio de los genes asociados a la patologia (200), del dise-
fio bioinformatico del panel de genes a estudio y de su validaciéon mediante otras técnicas, pasando por
parametros de calidad como la reproducibilidad, cobertura media, sensibilidad y especificidad.

En esta tesis se utilizo la TS, un panel predisefiado de 50 genes relacionados con neoplasias mieloides
(GeneRead DNAseq Targeted Panel v2; QlAgen, Hilden, Alemania), que permite identificar variantes de nu-
cleodtido Unico e indels <25 pb (no se analizaron grandes inserciones o deleciones, alteraciones del nimero

de copias ni reordenamientos).

Enla TS el ADN ha de ligarse a adaptadores, que permiten inmovilizar fragmentos individuales de ADN en
un chip (flow cell) (Illumina (201)) o en perlas (lon Torrent, (202)). En ambos casos se realiza una secuencia-
cion por sintesis seguida de una lectura por fluorescencia en el caso de /lllumina, y por semiconduccion
(cambios de pH) en el caso de lon Torrent. Los fragmentos inmovilizados se amplifican y analizan indivi-
dualmente para obtener, en conjunto la secuenciaciéon de la region a estudio. A continuacion, se explica

con mayor detalle.

» Metodologia de NGS en secuenciacion dirigida

La metodologia de NGS en TS se divide en tres grandes etapas: la preparacion de la muestra (generacion
de la libreria, enriquecimiento y amplificacion), la secuenciacién y el analisis de datos (200).

a) Generacion de la libreria:

Existen numerosos métodos de preparacion de librerfas de paneles de genes para TS, y su eleccion depen-
dera de diversos factores, como la plataforma de secuenciacion, el tamafio del panel de genes, el tiempo

de respuesta diagnosticay el coste de secuenciacion.

Las principales estrategias para la preparacion de librerias en TS son los amplicones (metodologia usada
en esta tesis) o la captura mediante hibridacion.

Los paneles de amplicones se basan en la amplificacion por PCR de las regiones de interés mediante la
unién de primers especificos. En primer lugar, se generaran los amplicones de interés mediante PCR. Des-
pués se ligard, en los extremos de cada amplicon, un indice (también llamado index o barcode) especifico
de cada muestra, y un adaptador compatible con la plataforma de secuenciacién que vaya a emplearse.

Algunos paneles de amplicones permiten, ademas, marcar con un indice Unico (indice molecular, molecu-
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lar barcode -MBC- o unique molecular index -UMI-) cada fragmento original de DNA. La presencia de UMIs,
permite identificary eliminar durante el analisis los duplicados de PCR generados en la preparacion de las
librerias (203).

El sistema basado en amplicones puede cubrir todos los exones (regiones codificantes) asi como las re-
giones intronicas flanqueantes, si utilizan primers que los cubran y amplifiquen correctamente, si bien las
regiones ricas en CG son mas dificiles de amplificar.

En esta tesis, el panel de NGS utilizado no permitia cubrir con éxito 2 regiones génicas relevantes, con
mutaciones recurrentes: el exon 1 del gen SRSF2 (que contiene el hotspot Pro95) y una regién concreta del
gen ASXL1 de 169 pb (de His631 a Cys687, NP_056153), que corresponde a la region con mayores tasas de
mutacion de ASXLI. Por tanto, estas regiones se amplificaron y secuenciaron aparte, utilizando un sistema
de pirosecuenciacion 454 GS Junior.

Los paneles de captura por hibridacion se basan en el enriquecimiento del DNA mediante captura con son-
das especificas. El protocolo incluye tres etapas: la fragmentacion del DNA, bien mecanica o enzimatica; la
generacion y amplificacion de las librerias mediante la ligacién de los indices y adaptadores; y finalmente
el enriquecimiento de la librerfa en las regiones de interés mediante hibridacion y captura con sondas com-
plementarias (203).

Una vez realizada la preparacion de la libreria, se juntan varias librerias procedentes de muestras distintas
para secuenciarlas a la vez (multiplexado). Su nimero dependeréa del tamafio de cada libreria, de la capa-
cidad del equipo de secuenciacién y de la profundidad a la que se quiera secuenciar. Gracias a los indices
incorporados durante la preparacion de las librerias, las secuencias o lecturas generadas se podran asignar
a cada muestra.

b) Secuenciacion:

Se lleva a cabo dentro de la plataforma de secuenciacion (lllumina o lon Torrent), donde tienen lugar millo-
nes de reacciones quimicas en paralelo. Las librerias se unen a través de los adaptadores a unos oligonu-
cledtidos ubicados en una superficie, que en el caso de llumina es una flow-cell mientras que lon Torrent
son beads dentro de los pocillos de un chip. El sistema de secuenciacién empleara una quimica u otra (se-
cuenciacion por sintesis o bien semi-conduccion) para la generacion d e las secuencias correspondientes a
las muestras de ADN de partida (192).

La tecnologia empleada en esta tesis es la secuenciacion por sintesis, de lllumina, que se basa en la adicion
de nucletotidos Unicos (201). Esta plataforma es una de las més utilizadas debido a su madurezy a la com-
patibilidad entre sistemas.

Con esta tecnologia se realizan dos procesos. Por un lado, se produce la amplificacion de los fragmentos
inmovilizados en la flow cell a través de la union entre sus adaptadores y los oligonucledtidos complemen-
tarios que lleva esta superficie. Mediante PCR en puente se sintetizan las cadenas que posteriormente se
unen por el otro extremo a otro oligonucledtido formando una estructura de puentey asi se forman clusters
de moléculas clonales, iguales a la primera hebra. (Figura 6a) (192,201).
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a) Método de secuenciacion de lllumina. Amplificacion por puentey generacién de clusters sobre una superficie sélida.
b) Secuenciacion ciclica reversible sobre superficie: adicion del nucledtido marcado con fluorescencia, adquisicion de la imagen y escision del
fluorocromo con regeneracion del grupo hidroxilo (-OH).

El otro proceso que se produce en la plataforma /llumina es la terminacion reversible ciclica (cyclic reversi-
ble termination, CRT), es decir, se emplean nucledtidos terminadores de cadena marcados con moléculas
fluorescentes, aligual que en la secuenciacion de Sanger, aunque difieren de ésta en que, tras la obtencion
de laimagen, se elimina el nucledtido fluorescente (Figura 6b). De este modo, al desbloquear el carbono
3’, la cadena puede aceptar una nueva base en el siguiente ciclo y continuar la reaccion de secuenciacion
mediante CRT. Estos equipos captan la fluorescencia emitida durante la sintesis del ADN en forma de ima-
genes a través de canales dpticos situados en camaras LED, lo que abarata los costes de los equipos, aun-
que ralentiza el analisis de los datos (192,201).

En general, la plataforma /llumina tiene una tasa de precision global mayor al 99,5%, es decir, una baja tasa
de errores (201). Estos se acumulan con mayor frecuencia al final de los amplicones, mientras que esta
tecnologia es menos susceptible a los errores en las regiones de homopolimeros (secuencias de varios
nucleotidos iguales) (204-206).

« Parametros de secuenciacion en NGS

El limite de deteccion de estas técnicas viene determinado por el grado de cobertura de la region de in-
terés, cuya uniformidad nunca es del 100%, por la profundidad de lectura y por la frecuencia alélica de la
mutacion detectada (VAF) (201).

La profundidad de lectura es el nimero de veces que se puede leer una region y suele ser menor en las
regiones ricas en GCs, a menudo ubicadas en los primeros exones del gen.

En el caso de WES y WGS, se utilizan coberturas bajas porque se estudian amplias regiones y el coste se-
ria muy elevado (195). Sin embargo, si estudiamos mutaciones somaticas en neoplasias mediante TS, la
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profundidad de lectura media global del estudio ha de ser 1000-2500 lecturas y la profundidad de lectura
media de la posicién concreta donde esta la variante a detectar ha de ser mayor de 500 lecturas para tener
una buena sensibilidad (203). Por tanto, la sensibilidad de la técnica es distinta para cada variante depen-
diendo de la profundidad, de la cobertura de la posicion y del nimero de lecturas de la variante (194). La
recomendacion actual de las guias es un limite de deteccion del 2,5% (203).

El concepto de profundidad minima representa el punto de corte para dar una muestra como valida y
poder proceder con el analisis. Se recomienda que > 95% de las bases detectadas estén cubiertas por un
minimo de 100 lecturas (>100x) (203).

Otro concepto a tener en cuenta es la frecuencia alélica (VAF) de la mutacion detectada, que, aunque esti-
ma la carga mutacional, no necesariamente la representa, ya que es el resultado de la division del numero
de lecturas de copias variantes respecto al niUmero total de lecturas en esa posicion. En este sentido, hay
que tener en cuenta la posibilidad de pérdida de alelos en algunos genes concretos, que seria una limita-
ciondela TS. Porejemplo, una VAF de una mutacion en TP53 puede resultar erroneamente elevada al estar
uno delos alelos delecionados y por tanto tener pocas copias de alelo wild type que iria en el denominador.
Por lo tanto, ante resultados de VAF sospechosas (en este caso, superiores al 50%), se hace todavia mas
necesaria la confirmacion mediante otras técnicas (203).

Adestacar que, en estudios somaticos, idealmente se deberia usar una muestra control germinal no tumo-
ral adecuada para descartar el origen germinal de muestras sugestivas con VAF entre 40-60% o del 100%.
Las muestras control 6ptimas serian fibroblastos de piel o bien foliculos pilosos y alternativamente se usan
linfocitos T, por su mayor facilidad de obtencion, puesto que las muestras bucales pueden estar contami-
nadas con leucocitos (207).

c) Analisis de datos

Los métodos de NGS generan un gran volumen de datos por lo que se requiere un soporte bioinformatico
y una gran potencia a nivel computacional. El analisis de datos de NGS se divide en cuatro niveles (200).

« Analisis primario o base calling: consiste en convertir las sefiales captadas en el secuenciador a bases
nucleotidicas (A, C, Ty G), generando asi las correspondientes lecturas. Se generan ficheros FASTQ
que incluyen los datos crudos de secuenciacion ademas de datos de la calidad de las secuencias.

« Alineamiento: consiste en alinear estas secuencias frente a un genoma de referencia utilizando pro-

gramas de alineamiento que generan un fichero tipo BAM.

« Variant calling: consiste en identificar las variantes entre las secuencias generadas del ADN a estudio
al enfrentarlas al genoma de referencia utilizando programas llamados variant callers, que generan un
fichero VCF (variant call format). El alineamientoy el variant calling conforman los que se conoce como
analisis secundario.

+ Anotadoy filtrado de variantes (analisis terciario): Se utilizan programas de anotado de variantes para
conocer toda la informacion referente a la zona gendémica donde se ha detectado una variante. Con

esta informacion, la variante se podra filtrar y clasificar en funcion de su relevancia en la enfermedad
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a estudio (efecto en la proteina, patogenicidad, frecuencia en la poblacion, relevancia clinica).

En nuestro estudio, los datos de secuenciacion se analizaron mediante los softwares comerciales MiSeq
reportery VariantStudio (lllumina, CA, EUA). El variant calling se realizé utilizando MiSeq Reporter Software
v 2.4 0 la version en la nube en Base Space (Illumina) para los datos de Next Seq. Por defecto, el anélisis
mediante TruSeq Amplicon se inicié seleccionando Somatic Variant Caller, que permite la identificacion de

variantes con una frecuencia alélica superior al 1%.

En el proceso de filtrado se excluyen los artefactos, las variantes sindnimas (fuera de las posiciones de spli-
cing) y las variantes benignas (frecuencia poblacional igual o superior al 1%). Se seleccionan entonces las
variantes de splicing y las no sinbnimas, que en nuestro estudio tenian que presentar un minimo de 30 lec-
turasy VAF >2%. Para poder realizar este filtrado se debe tener instalado en el ordenador un visor genémico
que pueda abrir ficheros de alineamiento (bam o sam). En nuestro caso utilizamos Integrative Genomics
Viewer (IGV) v2.3. En nuestro estudio variantes con VAF <10% se confirmaron mediante otras técnicasy las
variantes desconocidas con VAF 40-60% se analizaron en ADN constitucional (obtenido de células T CD3 +,
hisopos bucales o saliva) mediante Sanger para descartar origen germinal.

« Interpretacion y clasificacion de variantes

La clasificacion biologica y clinica de las variantes somaticas todavia no esta estandarizada (208). Los pri-
meros afios de desarrollo de NGS la clasificacion se basaba en el anélisis de patogenicidad de variantes ger-
minales. De esta forma, se utilizé el sistema de interpretacion de variantes utilizado en cancer hereditario,
que categorizaba las mutaciones en 5 tipos (Tabla 10) (209).

En los Ultimos afios se han propuesto otros sistemas de clasificacion basados en el impacto o aplicabilidad
clinicos. De esta forma se describen las variantes somaticas en cancer seglin permitan tomar una accion
diagndstico/terapéutica efectiva sobre el paciente (210).

Distintos organismos entre los que se encuentran la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer
(IARC, International Agency for Research in Cancer)y el Colegio Americano de Genéticay Gendmica Médica
(ACMG, American College of Medical Genetics and Genomics) han creado grupos de trabajo para estandari-
zar la clasificacion de estas variantes y han publicado gufas de recomendacién, que en 2015 se basaban en
variantes de linea germinal y en 2017 se centraban en la aplicabilidad del gen somatico alterado (181,211),
(Tabla 11) sin llegar a un consenso universal (212).
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Patogénica

Probable patogénica

Significacion incierta
(VUS, variant of
uncertain significance)

Probable benigna

Benigna

Clasel

Claselll

Clase lll

Clase IV

aquellas variantes previamente reportadas en pacientes con enfermedad o con
consecuencias funcionales claramente patogénicas

aquellas con que probablemente estén implicadas en la patogénesis de la enfermedad. No se
dispone de evidencias certeras pero la informacion disponible respalda un efecto patogénico

aquellas variantes desconocidas, sin evidencias en cuanto a su patogenicidad o con algunas
evidencias, pero eminentemente discordantes

la mayoria de evidencia cientifica sugiere que el efecto de la variante es benigno.

frecuencia poblacional superior al 1%, no se predice que alteren la expresién o funcion de
genes

Fuerte significado clinico

Potencial significado clinico

Significado clinico desconocido

Benigna o probablemente benigna

En 2020 se cred un Somatic Working Group en el seno de la Sociedad Americana de Hematologia, con el ob-
jetivo de integrar las clasificaciones clinicas de variantes de mdultiples instituciones y de crear un consenso
para ayudar a la interpretacion de datos en neoplasias mieloides (214). Ademas se ha creado un panel de
expertos para el estudio de predisposicion de neoplasias mieloides basada en alteraciones de la linea ger-
minal (215). Ambos organismos pretenden simplificar la clasificacion, pasando al sistema inicial de variante
benigna, VUS y patogénica.

La probabilidad de que una variante sea de significacion incierta es relativamente alta debido a que se
desconocen implicaciones clinicas de muchas variantes y a que un individuo sano presenta un promedio
de 3000 mutaciones en los estudios de WES. Actualmente suponen una de las limitaciones de los estudios

gendmicos (216).

Para poder realizar el Ultimo paso de interpretacion de resultados de NGS y clasificar las variantes detec-
tadas en estas categorias descritas, se utilizan una serie de herramientas bioinformaticas como bases de
datos, herramientas de prediccion in silico y bibliografia relacionada.

Actualmente las bases de datos poblacionales y somaticas suponen la principal herramienta informativa.
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Las bases de datos utilizadas son: bases poblacionales que recogen polimorfismos (gnomAD, 1000 Ge-
nomes Project, dbSNP, dbVar, ExAC), bases de mutaciones somaticas especificas de cancer (Catalog of
Somatic Mutations in Cancer-COSMIC-, My Cancer Genome, Clinical trials.gov) o bases de otras mutaciones
(NCBI Genome, ClinVar, Human Gen Mutation Database) (211). Actualmente la base de datos poblacional
de referencia es gnomAD, con informacién (exomas y genomas) de mas de 140000 individuos. No existen
bases de datos especificas para NMP, si bien el proyecto TCGA (The Cancer Genome Atlas), que incluyo in-
formacién de 11000 pacientes con 33 tipos de cancer distintos, recogi¢ datos de pacientes con LAM, como

representacion de las neoplasias mieloides (217).

Otra herramienta fundamental a la hora de clasificar variantes desconocidas son los predictores in silico.
Los algoritmos predictivos de PolyPhen (phenotypic polymorphisms), SIFT (sorting intolerant from tolerant) o
Mutation Taster (entre otros), permiten predecir la capacidad patogénica de las variantes teniendo en cuen-
ta distintos parametros. PolyPhen predice el impacto de la sustitucidon de un aminoacido en la estructura
y la funcionalidad de la proteina mediante consideraciones fisicas. El algoritmo SIFT compara la homolo-
gia con otras secuencias cercanamente relacionadas, considerando que las secuencias mas conservadas
interespecie son mas intolerantes al cambio y por tanto alglin cambio en estas regiones comprometeria
la funcion de la proteina (181). Ningiin método de prediccion in silico ha demostrado ser suficientemente
robusto para clasificar por si solo una variante missense si se pretende trasladar a la clinica, por lo que se
combina el uso de predictores con la evidencia cientifica previa reportada en bases de datos y la blsqueda

bibliografica.

De esta forma, considerando si la variante ha sido descrita como patogénica en bases de datos, la disponi-
bilidad de estudios funcionalesy los algoritmos de prediccion, se consigue clasificar las variantes segin los

sistemas de clasificacion descritos.
« Aplicabilidad de NGS en NMP

La implementacion de la WES y WGS ha permitido conocer el genoma y exoma humanos, si bien el anélisis
e interpretacion de resultados son complejos y la relevancia clinica de la gran mayoria de variantes detec-

tadas por estos métodos se desconoce.

Sin embargo, la NGS TS ha demostrado tener aplicabilidad clinica en diagndéstico, prondstico e incluso en
decision terapéutica, al ir dirigida a genes concretos relacionados con cancer hematologico. En NMP es de
destacar su papel diagnostico en la deteccion de mutaciones en triples negativos y a nivel pronostico su
aportacion a los sistemas de puntuacién prondéstica de MFP.

Asi, en un futuro proximo, debido a la progresiva reduccion de costes y disponibilidad en més laboratorios
de referencia, la NGS se convertira en el estandar para evaluar a los pacientes con NMP (191). Actualmen-
te los retos serian la estandarizacién de las clasificaciones, la descripcion de la contribucion biologica y
clinica de cada variante somatica detectada en cada enfermedad concreta y el reporte de subclonas con
VAF<10%. El reporte de subclonas ha de hacerse con cautela en la mayoria de las patologfas. En NMP, la
cantidad de células mutadas puede estar en un numero de células muy bajo vy la deteccion de subclonas
debe ser tenida en cuenta (194).
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3.4. Mutaciones en genes driver: JAK2, CALR, MPL

3.4.1. JAK2

JAK2, junto con JAK1, JAK3y TYK2, es una proteina con actividad tirosina cinasa que pertenece a la familia

JAKy que esta codificada por el gen JAK2 localizado en el cromosoma 9p24 (218).

Todas las proteinas JAK comparten la misma estructura, con siete regiones conocidas como dominios de
homologia de JAK (JH). La estructura de los distintos dominios funcionales consiste en un dominio ca-
nonico tirosina cinasa en C-terminal (JH1), un dominio pseudocinasa (JH2), un dominio Src homology-2
(SH2)-like (JH3-JH4) y un dominio N-terminal FERM (JH4-JHT). El dominio cinasa (JH1) se activa via trans-
fosforilacion de tirosinas en tandem localizadas en el bucle de activacion. El dominio JH2 débilmente ac-
tivo normalmente inhibe la actividad de la tirosina cinasa JH1 en ausencia de unién del ligando (219). El
dominio FERM es el responsable de la asociacion de las proteinas JAK con los receptores de las citosinasy
el dominio SH2-like se encarga de la union de péptidos de tirosina fosforilados (Figura 7).

JAKZ
Exon 14
JAK2 V617F
Ex6n 12
\\.
537-543 : - 2 -
NH2 m Pseudocinasa Tirosina cinasa COOH
JH7 JHE JH5 JH4 JH3 JH2 JH1
Gen JAK2V617F

La proteina JAK2 esta implicada en vias de sefializacion activadas desde los receptores de citosinas tipo
, entre los que se encuentran los receptores de EPO (EPOR), TPO (MPL), G-CSF (G-CSF-R), GM-CSF, IL3
e IL5 (43,45,47,220-222). En condiciones normales, al unirse el ligando al receptor, este se dimeriza, de
forma que las dos moléculas de JAK2 unidas al dominio yuxtamembrana citoplasmatico del receptor se
aproximan y se activan mutuamente por fosforilacién (223,224). Una vez activada, JAK2 puede fosforilar
residuos de tirosina de otras proteinas, entre las que se encuentran los factores de transcripcion STAT
(STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6) y proteinas implicadas en otras vias de transduc-
cion de sefiales (MAPK y PI3K). Tras su activacion mediante fosforilacion, las proteinas STAT dimerizan'y
se translocan al nucleo para interaccionar con elementos reguladores especificos e inducir la transcrip-
cion de sus genes diana (225,226) (Figura 8).

La via de sefializacion JAK/STAT es esencial para la proliferacién y supervivencia de las células mieloides
y para la iniciacién de la respuesta inmune (227), por lo que, alteraciones en esta via pueden provocar el
desarrollo de NMP.
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Mecanismo de accion de JAK2. En condicionales normales cuando el receptor de la eritropoyetina (EPOR) no esta unido a su ligando
la proteina JAK2 permanece desfosforilada, sin que se transmita ninguna sefial al interior celular. Tras la unién con la EPO, EPOR se activay se
produce la fosforilacion de JAK2, la cual, a su vez, fosforila diferentes proteinas que intervienen en la transmision de senales al interior celular,
lo que resulta en un estimulo de la eritropoyesis. La mutacion V617F en la proteina JAK2 hace que la via JAK/STAT permanezca activada cons-
titutivamente en ausencia de ligando, dando lugar a un estimulo de panmielosis (se produce hematopoyesis en las tres series)

« Mutacion JAK2V617F

JAK2V61TF es una mutacion puntual que resulta del cambio de una guanina por una timidina en la posicion
1849 localizada en el exdn 14 del gen de JAK2 y que supone el cambio de una valina (V) por fenilalanina (F)
en elaminoacido 617. Este aminoacido se localiza en el dominio pseudocinasa JH2 de la proteina JAK2, que
se encarga de la inhibicion del dominio cinasa. Como consecuencia se produce la activacion constitutiva
de la proteina JAK2 en ausencia de ligando, lo que supone la activacion permanente de las diferentes vias
de transduccion de sefiales implicadas en la sefializacion de los receptores de citocinas tipo | (EPO, G-CSF,
TPO), como JAK-STAT, PI3K, AKT, MAPK y ERK (228) y por lo tanto, una ganancia de funcion.

La proteina JAK2 también sirve como chaperona del reticulo endoplasmico transportando receptores de
EPO y TPO a la superficie celular, aumentando su nimero y estabilizando su forma madura (229). Se ha
observado que la mutacién JAK2V61T7F altera este proceso y provoca el aumento de MPL inmadura y su
degradacion a través de la ubiquitinacion, lo que reduce su expresion en la superficie celular (230).

Ademas de funcionar como tirosina cinasa y chaperona, la proteina JAK2 mutada interviene en la regula-
cion epigenética de manera directa, a través de la fosforilacién de histonas, e indirectamente, por fosforila-
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cion e inhibicién de PRMTS5, una histona arginina metiltransferasa (231,232). Esto altera los fendmenos de
expresion génica.

La mutacion JAK2V61T7F se presenta principalmente como mutacion heterocigota, pero en un subconjunto
de pacientes adquiere homocigosidad a través de un evento de recombinacion mitética conocido como
disomia uniparental (DUP) o pérdida de heterocigosidad (9pLOH) en el locus del cromosoma 9p24 (233).

Ademas, JAK2V61TF es una mutacion adquirida, que parece no estar presente en linea germinal, ni en casos
familiares ni en esporadicos. En los casos familiares, seglin algunos trabajos, se heredaria una predisposi-
cion a adquirir la mutacion (234).

La frecuencia de la mutacion JAK2V61TF es del 95% en los pacientes con PVy del 50-60% en los pacientes
con TE y MFP (43-46). Asimismo, puede estar presente hasta en el 60% de pacientes con anemia refractaria
con sideroblastos en anillo y trombocitosis (ARSA-T) (235).

« Factores que intervienen en el desarrollo y fenotipo de NMP JAK2

La importancia de JAK2 en la hematopoyesis se puso de manifiesto en un modelo con ratones knock-out a
los que se les elimind dicho gen. Estos ratones presentaron una ausencia total de progenitores eritropoyé-
ticos y todos ellos murieron en el dia 12 del desarrollo embrionario (236).

Distintos estudios de cultivos de colonias y aislamiento celular mostraron que la mutacion JAK2V61TF se
detecta en células progenitoras de distintas estirpes (eritroide, mieloide, granulocitica y linfoide) (44,237-
240), lo que apoya la teoria de que la mutacién se produce en una HSC multipotente con capacidad de
generar una panmielosis.

La hematopoyesis en NMP JAK2V61T7F positivas se caracteriza por la coexistencia de HSC mutadas y no
mutadas. En PV, las HSC mutadas son una minoria y no parecen disponer de ventaja proliferativa (241,242)
0 bien ésta es muy débil (243,244). Experimentos con distintos modelos murinos en los que se hicieron
trasplantes competitivos de células de raton mutadas y no mutadas parecen descartar una amplia ventaja
proliferativa del clon JAK2V61TF (241-244).

Ademas, xenoinjertos de pacientes con JAK2V617F mutado en ratones inmunodeficientes sugieren que la
mutacion no es suficiente para iniciar la NMP (245,246) o que lo hace con baja eficiencia (247).

Esto serfa consistente con la presencia de la mutacion JAK2V617F en la poblacion general sana, como se ha
observado en recientes estudios de WES que describieron la hematopoyesis clonal de significado incierto
(CHIP), fenémeno que se desarrolla en la poblacion normal con la edad (248,249) y que se describira en el
capitulo 1.3.

En la misma linea, otros estudios basados en PICX y en el genotipado de colonias confirmaron que la mu-
tacion se produce a nivel de progenitores que constituyen una minoria de la hematopoyesis total y que
pueden permanecer estables en el tiempo en TE y PV. Este dato apoyaria la teoria de una escasa ventaja
proliferativa de la mutacién JAK2V617F y sugeriria la necesidad de un evento adicional para la expansion de
la enfermedad (240,250).
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Muy recientemente, se ha consolidado la teoria deuna lenta progresion clonal de la hematopoyesis JAK2VE1TF
positiva al estudiar los arboles filogenéticos de pacientes con NMP mediante WES. El estudio comprobé que
la mutacion JAK2V61TF se puede adquirir de forma muy temprana en la vida, incluso en el Utero, y que la velo-
cidad de crecimiento del clon es muy baja siendo el intervalo de tiempo entre la adquisicion de la mutaciony
la presentacion de la enfermedad de décadas (251).

En otro subgrupo de pacientes, sin embargo, los autores encontraron que la adquisicion de JAK2VE1TF po-
dia aparecer de forma mas tardia, secundaria a algiin otro evento genético anterior. De forma interesante
observaron que la edad de presentacion de la NMP dependia de la velocidad de crecimiento del clon, si
ésta era lenta podia tardar 50-60 afios en aparecer mientras que si era rapida podia aparecer en 10 afios. La
variabilidad de este crecimiento depende posiblemente de factores adicionales que favorezcan la expan-
sion, como el acimulo de mutaciones o la homocigosis de JAK2V61TF (251).

La descripcion de la mutacion JAK2V617F como evento tardio en un subgrupo de pacientes fue puesta de
manifiesto por los grupos que describieron la mutacion JAK2V61TF (252,253). Evidenciaron que la pobla-
cion de granulocitos mutados era mas pequefia que la poblacion clonal estudiada mediante PICX, lo que

les sugeria la existencia de otros eventos clonales iniciadores.

Otra sospecha de que la mutacion podia ser un evento secundario ha sido la observacion de que pacientes
con NMP JAK2V61TF positivos podian presentar una evolucion a LAM JAK2V61TF negativa. Esto sugiere que
la mutacion es responsable del fenotipo pero parece haber otra lesion inicial en las HSC que las harfa gené-
ticamente inestables y que podria evidenciarse en el momento de la TL (252,254-256).

Delhommeau y col. encontraron que una mutacién somatica de TET2 podia preceder a JAK2V617F en HSC
(257). Este hallazgo se confirmo posteriormente por Lundbergy col y por Ortmann y col (258,259). Estos
datos, junto a la observacion de Busque y col, de que esta mutacién aparecia en hematopoyesis clonal
(HC) de personas sin fenotipo de NMP (260), sugirié que la adquisicion de JAK2V61T7F en un individuo con
HC debida a una mutacion en TET2 daria lugar a un fenotipo mieloproliferativo. Suponfa, por tanto, la con-
firmacion de que la mutacion JAK2VB1TF es, en muchos casos, un evento secundario.

Adicionalmente, la mutacion JAK2V61T7F se asocia a un amplio espectro fenotipos, que incluyen la TE, PV
y MFP, lo que también sugiere que otros factores deben estar involucrados en la patogenia. Estos otros
factores podrian ser la presencia de mutaciones adicionales a la mutacién driver, la homocigosis o distin-
tos niveles de expresion de carga alélica de JAK2VB1TF, asi como alteraciones germinales predisponentes,

distintos niveles de EPO y caracteristicas clinicas como el sexo (Figura 9).

e H66 @



INTRODUCCION

_ Aumento sefializacion EPO Aumento sefializacion MPL
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Factores adicionales que influyen en el fenotipo

Tipo de mutacion
Homocigosidad de la mutacion
Predisposicion germinal
Mutaciones som dticas adicionales
Funcion renal/nivelesde EPO
Reservas de hierro
Orden mutacional

Factores modificadores del fenotipo que influyen en la patogenia de NMP. Adaptado de Nangalia, 2017 (261)

En este sentido se ha postulado que PVy TE JAK2V61TF representan un espectro biolégico de la misma
enfermedad mientras que la MFP corresponderia a una etapa mas tardia en la evolucion de las NMP,

+ Homocigosis de JAK2V617F:

La mutacion JAK2V61TF experimenta una transicion de heterocigosidad a homocigosidad de forma natu-
ral por recombinacién mitética en aproximadamente un 30% de los pacientes (43-46). De esta forma, las
células tumorales pasaran a tener los dos alelos mutados y por tanto mostraran una carga mutacional

generalmente >50% en granulocitos.

El analisis clonal de colonias hematopoyéticas mediante PCR de microsatélites ha permitido observar que
las colonias homocigotas JAK2V617F son mas frecuentes en pacientes con PV o MFP que en aquellos con
TE (262,263). Ademas, la homocigosis es mas frecuente en pacientes con MF post-NMP, dénde se asocia a
cargas alélicas mas elevadas y posiblemente también a dominancia clonal de los progenitores hematopo-
yéticos JAK2V61TF mutados (264).

« Carga alélica de JAK2V617F:

Asimismo, la observacion de una mayor carga alélica de JAK2V61T7F en granulocitos de pacientes con PV
(50% o mas) en comparacién con aquellos con TE (25% o menos) mediante PCR cuantitativa (233,265-267)
evidencia la influencia del porcentaje de JAK2 en el fenotipo de NMP.

Modelos de ratones knock-in han permitido correlacionar la proporcion de JAK2V617F mutado con el grado de
eritrocitosis (240,268). Ademas, otros modelos de ratones transgénicos han demostrado que el aumento de la
expresion de JAK2V61TF resulta en un cambio de fenotipo de TE a PV (245,269) e incluso en la transformacion a MF,

Estas observaciones se replican in vivo en multiples estudios. Por ejemplo, en TE se observa que los pa-
cientes que muestran una carga alélica de JAK2V617F mas elevada tienen un mayor grado de eritrocitosis
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y leucocitosis, mientras que en PV, una carga mutacional alta se asocia también a una mayor frecuen-
cia de esplenomegalia, prurito, mayor riesgo de complicaciones trombdticas y de transformacion a MF
(59,60,89,270).

Por tanto, la carga alélica de JAK2 influye en el fenotipo de la enfermedad y sus cambios durante la evolu-
cion pueden dar lugar a nuevos fenotipos. La modificacion de la carga alélica de JAK2 puede ser debida a
la LOH, al tratamiento o a evolucion clonal, fenémenos que podrian estar relacionados con la adquisicion
de mutaciones non-driver.

« Vias de senalizacion:

Los experimentos previamente descritos parecen relacionar la homocigosidad de JAK2V61T7F con la eritro-
poyesis y la heterocigosidad con la generacién de mayor trombopoyesis. Esto podria explicarse por una
mayor activacion de las vias STAT, ERK1/2 y AKT por parte del clon homocigoto (245,271). En un estudio re-
ciente, Cheny col observaron que los niveles de fosforilacion de pSTAT1 entre los pacientes con PVy TE era
distinta. Asi, en la TE, la mutacion JAK2V61T7F activa las vias de sefializacion pSTAT1 y STAT5, promoviendo
la megacariopoyesis e inhibiendo la eritropoyesis. Por otro lado, en la PV se reduce la activacion de pSTATL,
por lo que se favorece la eritropoyesis y se bloquea la megacariopoyesis. Se desconoce qué factores influ-
yen en la diferente fosforilacion de STAT1/STATS (272).

« Mutaciones non-driver:

En los ultimos afos, el WES ha identificado nuevas mutaciones en genes non-driver que parecen jugar un
papel en la patogénesis y fenotipo de las NMP.

Se ha propuesto que dichas mutaciones somaticas adicionales, adquiridas en el nivel de HSC o progeni-
tores, pudiesen conferir una ventaja de autorrenovacion para permitir el desarrollo de NMP JAK2V617F. De
hecho, las células HSC progenitoras JAK2V61T7F de pacientes con MF albergan un mayor nimero de muta-
ciones somaticas concomitantes y muestran una expansion clonal en modelos murinos con injertos de
pacientes inmunodeficientes (242,273).

En los ultimos afios se han hallado mutaciones somaticas en genes reguladores epigenéticos como TET2
en HSCy en células progenitoras hematopoyéticas JAK2V61T7F positivas (274,275). Estudios de cultivos de
progenitores demostraron que el orden de adquisicion de ambas mutaciones podria influir en la patogenia
y en el desarrollo de distintos fenotipos. Se observé como una mutacion en TET2 previa a JAK2 inducia mas
frecuentemente el fenotipo de TE mientras que pacientes con adquisicién de JAK2V61TF antes de TET2,
desarrollaron mas probablemente PV (259).

Estos datos pueden explicar el inicio de la NMP y su fenotipo en algunos pacientes, pero en un 50% de ellos
no estan presentes (276,277), por lo que deben estar involucrados otros factores (Figura 9).

« Otros factores modificadores de fenotipo que influyen en la patogenia de NMP

Entre otros factores modificadores del fenotipo estan los niveles de EPO (240), mas bajos en TE, que pue-
den condicionar la capacidad para producir eritrocitosis.
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La TE es mas comun en mujeres, lo que sugiere que los factores especificos de género, como los niveles
de andrégenos y estrégenos o el estado del hierro, también influyen en los fenotipos de NMP asociados a
JAK2VBITF (99).

Otras limitaciones en la eritropoyesis, como la talasemia y la insuficiencia renal crénica, también pueden

contribuir al desarrollo de un fenotipo de TE en lugar de PV.

La identificacion de polimorfismos de linea germinal dentro de JAK2 y EPOR (278), asi como otros SNP,
como rs9376092 (HBSI1L /MYB) o MECOM (279), se han asociado con subtipos especificos de NMP. Otras va-
riantes de secuencia de linea germinal como rs2736100_C en el gen TERT se han asociado en la poblacion
islandesa con un aumento del riesgo de desarrollar una NMP (280).

Alrededor del 50% del riesgo de desarrollar una NMP puede explicarse por la presencia de un haplotipo
JAK2 constitucional 46/1 (también conocido como “GGCC”) (281). Actualmente, este haplotipo es el factor
de predisposicion mas potente conocido en la poblacion general para las NMP JAK2V617F mutadas espora-
dicas, lo que explica que estas enfermedades tengan un componente de heredabilidad importante.

No esta claro si el haplotipo 46/1 conduce a una adquisicion mas frecuente de JAK2V61TF (hipotesis de
hipermutabilidad) o si, después de la adquisicion de JAK2V617F, los pacientes con el alelo tienen més pro-
babilidades de desarrollar una NMP (hipotesis de suelo fértil) (281).

Otros factores que podrian influir a nivel de progenitor son el microambiente del nicho medular, las citoci-
nas (I-1B, FLT3L, 11-33(282-284)) y el efecto de tratamiento.

Todos estos datos sugieren que la TE y la PV con mutacién en JAK2V617F forman un continuo y que el grado
de eritrocitosis y trombocitosis estaria influenciado por una combinacién de estos modificadores genéti-
cos y fisiologicos que se han expuesto (285) (Figura 9).

« Mutaciones en JAK2 ex6n 12

Aproximadamente el 3% de los pacientes con PV tienen mutaciones en el exon 12 de JAK2 entre los domi-
nios SH2 y JH2, lo que provoca la activacion constitutiva de la cinasa, posiblemente también alterando la
interfaz entre los dominios JH2 y JH1. Estas mutaciones pueden ser inserciones, deleciones o sustituciones
y afectan principalmente a la region comprendida entre los aminoacidos 536 y 547. Las alteraciones detec-
tadas con mayor frecuencia son p.N542_E543del (23%), p.E543_D544del (11%), p.537_K539delinsL (10%),
p.K539L (10%) y p.R541_E543delinsK (8%) (286). Estas mutaciones se presentan con un patron heterocigoto
y solo excepcionalmente aparecen en homocigosis, sugiriendo que la recombinacién mitética es un evento

mas caracteristico de las PV con mutacion en JAK2V617F que de las PV con mutacion en exéon 12 (286-290).

Las mutaciones en el exon 12 de JAK2 se han detectado anecddticamente en los pacientes con anemia
refractaria y sideroblastos en anillo y trombocitosis (ARSA-T) (291) .

Una de las mutaciones mas comunes de JAK2-exon12, JAK2-N542-E543del, se introdujo en modelos muri-
nos transgénicos desde 2010 para demostrar su potencial iniciador en NMP. El modelo mostré un fenotipo
eritrocitosico similar a las observaciones en pacientes con PV JAK2-exon12, con un ndmero elevado de
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progenitores y precursores eritroides acompafiados de recuentos normales de plaquetas y leucocitos. Asf
mismo, se observé que la mutacién del exén 12 de JAK2 induce cambios en el metabolismo del hierro que
aumentan la disponibilidad para permitir maxima produccién de glébulos rojos (292).

En los pacientes con PV, el analisis molecular de las colonias eritroides obtenidas mediante cultivo suele
mostrar la mutacion en el exon 12 en estado heterocigoto mientras que en el caso de PV con mutacion
V617F es habitual encontrar tanto colonias heterocigotas como homocigotas. Cuando JAK2V61T7F esta en
heterocigosis da lugar a un fenotipo mas trombocitésico, como se ha sefialado anteriormente. Esto sugiere
que las mutaciones en el exon12 producen una activacion mas potente de la sefalizacion intracelular me-
diada por JAK2 (262).

En linea con lo anterior, estudios in vitro en los que se transfectaron células BaF3/EpoR con las mutaciones
del exon12 han permitido observar niveles de fosforilacion mas altos de proteinas como STATS5 o Erk1 per-
tenecientes a las vias de JAK/STAT y RAS/ERK en comparacion con los inducidos por JAK2V61TF (48).

Los estudios comparativos in vivo han mostrado que los pacientes con mutaciéon de JAK2 en el exon 12
suelen a ser mas jovenes, con eritrocitosis aislada, Hb y Hcto mas elevados, tendencia a una mayor dismi-
nucion de la EPO (48,286,288) pero igual riesgo de trombosis y de transformacion a MF (293).

Finalmente, la MO es también caracteristica, con hiperplasia de la serie eritroide, pero sin panmielosis ni
clusters de megacariocitos, hallazgos tipicamente encontrados en pacientes con mutacion V617F del gen
JAK2 (287).

3.4.2. CALR

El gen que codifica la calreticulina, CALR, es el segundo gen driver mas comin en NMP y se descubrid en
2013 a raiz de estudios de WES (106,107). Estéa localizado en el cromosoma 19p13.2 y codifica para la pro-
teina CALR, una proteina multifuncional con actividad chaperona, involucrada en el plegamiento de las
glucoproteinas y la homeostasis del calcio en el reticulo endoplasmatico, asi como en funciones celulares
como la proliferacion, la fagocitosis y la apoptosis.

Desde el punto de vista estructural, CALR se compone de tres dominios principales: dominio amino-ter-
minal, dominio rico en aminoacidos prolina (P) y dominio carboxi-terminal, este Gltimo compuesto por
aminoacidos de tipo acido (acido glutdmico y acido aspartico que permiten ligar los cationes de Ca2+) y
por la secuencia KDEL en el extremo final de la proteina (lisina-K-, acido aspartico -D-, &cido glutamico -E-,
leucina -L), que seria responsable de la localizacién de la CALR en el lumen del reticulo endoplasmaético.

« Mutaciones de CALR

Las mutaciones del gen CALR consisten en una amplia variedad de deleciones o inserciones en el exon 9
que producen un desplazamiento de la pauta de lectura de 1 pb, provocando la eliminacion del dominio
KDEL, con el consiguiente cambio de una carga negativa a una positiva en el dominio C terminal, lo que
impide la sefial para su ubicacion en el lumen del reticulo endoplasmatico (Figura 10).
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Gen CALR. Adaptado de Vainchenker W, 2016 (294)

Estudios funcionales en lineas celulares han demostrado que las mutaciones de CALR darian lugar a las
NMP actuando sobre el receptor MPL 0 TPOR, imprescindible para la patogenia, y asi, sobre la via JAK/STAT
(295-297).

La proteina CALR wild type se une a MPL en el dominio extracelular del receptor en el reticulo endoplasma-
ticoy lo acompafia a la membrana plasmatica. En la CALR mutada, la nueva secuencia de aminoacidos del
dominio c-terminal parece reducir la funcion autoinhibitoria del dominio P, lo que provoca una union mas
fuerte a MPL en el reticulo endoplasmatico y la activacion constitutiva de MPL en ausencia de su ligando
(298) (Figura 11).

Esta interaccion se da especificamente para MPL y no se da para el receptor EPOR, lo que podria explicar
por qué las mutaciones de CALR solo se encuentran en casos de TE y MFP (295,296).
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La mutacion de CALR en estado heterocigoto requiere de la estimulacion de TPO o de G-CSF para la acti-
vacion completa de la via de sefializacion JAK2, al igual que sucede en JAK2V61T7F. Ademas, CALR mutada

aumenta la proporcién de MPL inmadura en la célula, al igual que las mutaciones de JAK2 y MPL.

La sefalizacion intracelular de las mutaciones de CALR parece depender mayoritariamente de las vias STAT
y MAPK (296), a diferencia de lo que sucede con la mutacion JAK2V61TF, que activa fundamentalmente las
vias de STAT y PI3K.

Hasta la fecha, se han identificado y clasificado mas de 50 mutaciones CALR diferentes segln su efecto en
la secuencia de ADN. Las mutaciones mas frecuentes son la mutacion tipo 1 que consiste en una delecion
de 52 pb (CALR ¢.1092_1143del; p.L.367fs*46) y la mutacién tipo 2 que consiste en una insercion de 5 pb
(CALR ¢.1154_1155insTTGTC; p.K385fs*47). Las mutaciones de tipo 1 eliminan todos los aminoacidos acidos
cargados negativamente en el extremo CALR C, mientras que las mutaciones de tipo 2 eliminan aproxima-
damente la mitad de los aminoacidos cargados negativamente. Todas las demas mutaciones se pueden
clasificar como tipo 1-like o tipo 2-like, dependiendo del grado de delecion de aminoacidos, si bien las mu-
taciones de tipo 1y tipo 2 constituyen por si solas el 80% de todas las mutaciones. Es importante destacar
que todas las mutaciones CALR tienen un efecto comun, un desplazamiento de marco de 11 pb en el exén
9, que da como resultado la generacion de un terminal C especifico que se comparte en todas las NMP CALR
mutadas, o que es consistente con una ganancia de funcion.

Las frecuencias de las mutaciones CALR tipo 1y tipo 2 son del 55% y 35% respectivamente. En la MFP existe
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un predominio de mutaciones tipo 1 (75%) en comparacién con las de tipo 2 (15%) (299). Mientras, en TE
la frecuencia de ambas es similar. Ocasionalmente, las mutaciones tipo 2 pueden ser homocigotas como
resultado de una DUP 19, pero parece ser un evento relativamente poco comun (106,107,125). En pacientes
con mutacion CALR, la evolucion de la enfermedad se caracteriza principalmente por la expansion de un
clon heterocigoto que se vuelve completamente dominante en la MO y activa megacariocitos. Se cree que
esta activacion de megacariocitos puede ser mas potente en las mutaciones de CALR tipo 1, mas frecuen-
tes en MFP (105).

Recientemente, distintos modelos de ratones, tanto knock-in, como retrovirales (297,298) e incluso trans-
génicos con la proteina CALR humana, han confirmado que la expresion de las mutaciones CALR de tipo
1y tipo 2 dan como resultado un fenotipo de TE, con un aumento de la serie megacariocitica y recuentos
elevados de plaquetas (300-302). También se ha demostrado que los ratones que expresan la mutacion
CALR tipo 2 tienen un fenotipo mas moderado, a diferencia de los ratones CALR tipo 1, que progresan con
frecuencia a MF, con anemia, esplenomegalia e hipocelularidad de la MO (297,298).

Varios datos sugieren que la adquisicion de la mutacion en CALR es un evento temprano que confiere una
mayor ventaja proliferativa que la mutacion JAK2V61T7F. En primer lugar, la carga mutacional en los gra-
nulocitos CALR mutados es muy superior a la de granulocitos JAK2 positivos (125); en segundo lugar, la
dominancia clonal es mas frecuente en CALR (297,303); y por ultimo, en estudios de orden de adquisicion
de mutaciones, CALR seria la primera en ocurrir, mientras que JAK2V617F puede estar precedida de otras
mutaciones como TET2, DNMT3Ay ASXL1 (106,107,258).

Caracteristicamente, segn un estudio en biopsias de MO, CALR mutada parece expresarse de forma pre-
ferente en megacariocitos y favorecer el crecimiento de este linaje como consecuencia de su mutacién en
una HSC inmadura (304). Los megacariocitos desempefian un papel importante en la fisiopatologia de las
NMP al mediar la fibrosis de la MO (305) expresando fibronectina, colageno tipo IV'y laminina (306), como
se ha visto previamente. La activacion potente de la via JAK-STAT en los megacariocitos da como resultado
inicialmente trombocitosis y fibrosis de la MO a largo plazo, lo que explicaria la mayor facilidad de CALR
para producir MF (105).

La mutacion de CALR ha permitido categorizar un 15-30% de los pacientes con TE y hasta un 35% de pa-
cientes con MFP JAK2 negativos, por lo que se incluyd recientemente en la revision de los criterios diagnos-
ticos de la OMS (31).

Desde el punto de vista fenotipico, en la TE, la mutacion de CALR se ha asociado a pacientes mas jovenes,
predominio de sexo masculino, menor cifra de hemoglobina, Hcto y leucocitos, y a una mayor trombocito-
sis respecto a los pacientes con JAK2V617F(307). Particularmente, las mutaciones CALR tipo 2 se presentan
fenotipicamente con cifras de plaquetas mas altas que las mutaciones CALR tipo 1(308).

De forma similar, en la MFP las mutaciones de CALR se han asociado a niveles mas bajos de leucocitos y
niveles mas elevados de plaquetas que en los pacientes JAK2 positivos. Estos datos apoyan que el fenotipo
asociado a CALR esté mas vinculado a la expansion de la serie megacariocitica (304).

Anivel histologico, los pacientes con TE CALR mutada presentan mas atipiasy agrupaciones densas de me-
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gacariocitos y los pacientes con MF CALR mutada mayor presencia de nlcleos hipercrométicos (309-311).

En cuanto a la evolucién clinica, en TE, los pacientes con mutaciones de CALR presentan menor riesgo de
trombosis en comparacion con los JAK2V617F mutados (106,125,312,313). Sin embargo, las mutaciones
CALR tipo 1 tienen un mayor riesgo de transformacién a MF (107,314) que las mutaciones JAK2V617F y CALR
tipo 2 (303).

En MFP esta ampliamente aceptado que la mutacion CALR se asocia a una mayor SV en comparacion con
las mutaciones JAK2V61T7F (299,315-318).

3.4.3. MPL

En 2006 se describié la presencia de alteraciones activadoras en el gen del receptor de la trombopoyetina
(MPL, myeloproliferative leukemia protooncogén), en cuya via de sefializacion interviene JAK2 (104,319).

El receptor MPL desempefia un papel central en la patogenia de las NMP, ya que dos mutaciones driver
(MPLy CALR), activan esencialmente este receptor (295-298).

MPL pertenece a la familia de receptores homodiméricos de clase |, y su ligando es la TPO (320,321), por lo
que juega un papel central en la megacariopoyesis regulando la produccion de plaquetas en respuesta a
la TPO. Sin embargo, el gen MPL también participa en la SV'y quiescencia de las HSC (322) e induce proli-
feracién en el compartimento de progenitores inmaduros (323). Este papel crucial queda ilustrado por el
hecho de que la pérdida de funcion del gen MPL en humanos conduce a una profunda trombocitopenia e
insuficiencia medular (324,325).

Desde un punto de vista estructural, el gen MPL tiene tres dominios principales (321,326). El dominio ex-
tracelular esta compuesto por dos dominios consecutivos de homologia de receptores de citocinas. El
dominio transmembrana (TM) es necesario para la insercion del receptor en la membrana y esta seguido
de un dominio citosélico yuxtamembrana (JM) (también llamado dominio anfipatico), que consiste en un
motivo RWQFP (327). Posteriormente esta el dominio intracelular que media la transduccion de sefiales
(Figura 12).
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frecuentes

vy
. Dominio Extracelular lu Dominio Citoplasmatico
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El receptor MPL, TPOR, esta asociado con JAK2 y TYK2 en el reticulo endoplasmico, donde las dos cinasas
desempefian el papel de moléculas chaperonas y aumentan el trafico de MPL a la membrana celulary su
estabilidad (229). El complejo MPL/JAK2 madura en el aparato de Golgi mediante glicosilaciones sucesivas
en residuos de asparagina (N-glicosilacion) y se expresa en la superficie celular como un receptor parcial-
mente dimerizado, es decir, como dimero inestable (328).

La dimerizacion esta inhibida gracias al motivo JM citosélico RWQFP (327). La TPO induce y estabiliza una
conformacion dimérica activa eliminando la inhibicion inducida por W515 y acerca las moléculas JAK2
asociadas, que luego pueden transfosforilarse (329) y activar la cascada.

« Mutaciones en MPL

Las mutaciones de MPL son relativamente raras en NMP y se limitan a un 3-4% de TE (148,330) y 4-8%
de MFP (104,148,149). Son mutaciones de ganancia de funcion, es decir, inducen la activacion de JAK2
independiente del ligando, aunque hay alguna mutacion como MPL P106L, que induce trombocitosis de-
pendiente de TPO (331).

Hay dos puntos sensibles para mutaciones en el exdn 10 de MPL, W515y S505, ubicados en el dominio JM
anfipatico y el dominio TM, respectivamente. Se dan varias sustituciones de W515 en NMP, pero las dos
mas frecuentes son MPLW515L y MPLW515K. De hecho, todas las sustituciones de W515, excepto W515C y
W515P, conducen a la dimerizacién y activacion de MPL en ausencia de TPO y activan JAK2 (Figura 11).
Las mutaciones de W515 suelen ser heterocigotas, pero pueden encontrarse mutaciones homocigotas
en MFP (104,148,149,332,333). De hecho, la LOH adquirida del cromosoma 1p, que implica la transicion
de heterocigosidad a homocigosidad para la mutacion MPL, es un mecanismo molecular asociado con la
transformacién a MF, al igual que sucede con JAK2V61TF (334).

La mutacion S505N también se puede encontrar en NMP pero es mucho menos frecuente que las muta-
ciones de W515. Tanto las mutaciones en W515 como en S505N pueden ser de linea germinal y ser respon-
sables de la trombocitosis hereditaria (281,331,335).

Los Unicos modelos de raton descritos hasta la fecha con W515L o0 W515A son retrovirales y producen una
trombocitosis que progresa a MF (319,336). Ademas, estudios in vitro en los que se transfectaron las mu-
taciones pS505N y pW515L/K, observaron crecimiento celular independiente de citocinas corroborando
su papel oncogénico (149,319,327,331). A diferencia de la mutacién JAK2V61T7F, las mutaciones en MPL no
inducen crecimiento endégeno de colonias eritroides, pero si megacariociticas (337,338).

Hay otras mutaciones somaticas de MPL mucho mas raras como S204P/F, K39N y Y591F/N (108,109). La
tirosina 591 esta implicada en la regulacion negativa de la sefializacién de MPL (336,339) y cuando se
fosforila, se une a proteinas que inhiben la MPL, de forma que una mutacién en 591 provoca la pérdida de
esta regulacion negativa (340).

Las mutaciones en MPL se han asociado a un fenotipo clinico de MFP que se da predominantemente en
mujeres mayores y que se caracteriza por mayor tendencia a la anemia y mayor dependencia transfusio-
nal en comparacién con otros genotipos (341). Los pacientes con TE MPL mutada muestran cifrasde EPOy
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Hb mas bajas y mayor trombocitosis que los JAK2V617F mutados. En la biopsia de MO destaca la reduccion

de la celularidad eritroide y granulocitica (148).

Las mutaciones en MPL W515 pueden coexistir con la mutacion JAK2V61TF en un porcentaje bajo de pa-
cientes. En MFP algun estudio sugiere que ambas mutaciones serfan eventos tempranos en la enfermedad
y que la carga alélica de cada una de las mutaciones determinaria el fenotipo de la NMP, siendo la carga
alélica de la mutacion de MPL superior a la de JAK2V61TF en el fenotipo de MFP (104,330,342).

3.5. Mutaciones en genes non-driver

Entre un 5y un 15% de los pacientes con NMP no presentan mutaciones en los llamados genes drivery sin
embargo desarrollan el mismo fenotipo clinico, son los pacientes conocidos como triples negativos. Adi-
cionalmente, las NMP presentan una heterogeneidad clonal que no puede explicarse Unicamente por las 3
mutaciones driver.

En los ultimos afios, el desarrollo de la NGS y el analisis del genoma han permitido la identificacion de
distintas mutaciones adquiridas en NMP que pueden detectarse en NMP triple negativas y que también
pueden coexistir con las mutaciones driver, afiadiendo una complejidad clonal no sospechada en las NMP,
dado el escaso numero de alteraciones citogenéticas detectadas histéricamente en estas enfermedades.

Las mutaciones somaticas estan involucradas, al igual que las mutaciones driver, en cambios de fenotipo,
en la etiopatogenia de la enfermedad y en la evolucién de la misma. En NMP se han detectado hasta en un
50% de los pacientes (258,276,343). Sin embargo, estas mutaciones no estan restringidas a las NMP y son
incluso mas frecuentes en otras neoplasias mieloides como SMD, SMD/NMP y LAM.

Las mutaciones non-driver se producen en genes que participan en vias de sefializacion como la propia
JAK-STAT (CBL, SH2B3 o LNK, SOCS, NRAS/KRAS, CBL, NFI1), en la regulacion epigenética (TET2, DNMT3A,
IDH1/IDH2, ASXL 1, EZH2), en la maquinaria del splicing del ARN mensajero (SRSF2, U2AF1y SF3B1), en la trans-
cripcion o en la reparacion del ADN (RUNX1y TP53).

En los ultimos afios se ha tratado de determinar su frecuencia en distintas patologias mieloides, de relacio-
narlas con el fenotipo de la enfermedad y de definir su valor pronéstico.

3.5.1. Genes implicados en las vias de sefalizacion

« SH2B3 (LNK)

El gen SH2B3 (SH2B Adaptor Protein 3), o LNK (Lymphocyte Adaptor Protein) es un gen localizado en el cro-
mosoma 12g24 que codifica para una proteina que funciona como inhibidor de la sefalizacion JAK-STAT
activada por los receptores de EPOy TPO. Este gen alberga mutaciones de pérdida de funcion en el 2 al 6%
de TE, MF y eritrocitosis idiopatica y se asocia por lo tanto, con un aumento de la sefializacion de JAK-STAT
(344,345).
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Estudios con ratones knock-out para LNK mostraron un fenotipo de mieloproliferacién con trombocitosis,
esplenomegalia y fibrosis (346).

Finalmente, las mutaciones de LNK también se han detectado en pacientes transformados a LA post-NMP,
hasta en un 13% en alguna serie, lo que sugiere que pueda tratarse de un evento tardio (347).

*CBL

El gen CBL (Casitas B-lineage lymphoma proto-oncogene) es un proto-oncogén localizado en el cromosoma
11923 que codifica para una proteina con actividad E3 ubiquitina ligasa que media la degradacion de los
receptores tirosina cinasa al intervenir en su ubiquitinacién e internalizacién dentro de la célula (348).

Las mutaciones en este gen provocan la reduccion de la degradacion de los receptores y por tanto, una ac-
tivacion prolongada de sefializacion intracelular (349). Ensayos con ratones transgénicos para mutaciones
en CBL mostraron un fenotipo mieloproliferativo, con mastocitosis y leucemia (350).

Las mutaciones de CBL se encuentran en distintas neoplasias mieloides, sobre todo en SMD/NMP como leu-
cemia mielomonocitica juvenil (LMMJ), leucemia mielomonocitica crénica (LMMC) y LMC atipica (351,352).

En NMP se han descrito en el 5-10% de los pacientes con MF y MF post-TE pero muy raramente en la fase
cronica de PVy TE, y se ha asociado con DUP 11q (353). Aunque se desconoce la contribucion patogénica
de CBL, hasta el momento parece que esta mas implicado en la transformacion a MF o LA post-NMP que
no en la fase cronica de las NMP.

* SOCS

Los genes de la familia SOCS (Supressor Of Cytokine Signaling) que incluye SOCSI, SOCS2 'y SOCS3 estan
localizados en los cromosomas 16p13.2, 12p22 y 17g25.3, respectivamente, y codifican para las proteinas
SOCS1, SOCS2 y SOCS3, que regulan negativamente la via de sefializacion de JAK (354).

Se han descrito mutaciones en algunas de las proteinas SOCS en NMP, aunque con muy baja frecuencia
(355). Sin embargo, se ha observado hipermetilacion de las islas CpG de los genes SOCSI y SOCS3, dismi-
nuyendo asi, la expresion de estas proteinas en pacientes con PVy TE JAK2V61TF positivos, asi como en
pacientes con TE JAK2V61TF y MPLW515 negativos (356,357). De forma similar, se ha asociado la metilacion
del promotor de SOCS3 a pacientes con MFP JAK2V61T7F negativos (358), si bien el papel de las proteinas
SOCS en la patogenia de las NMP esta por determinar.

« NRAS/KRAS

Los genes NRAS/KRAS codifican para proteinas GTP-asas asociadas a la membrana que en su forma activa
desencadenan una variedad de vias de sefializacién efectoras, como la cascada MAPK de serina/treonina
cinasas (359). Las mutaciones mas frecuentes en KRAS y NRAS ocurren en los codones 12, 13y 61, lo que
conduce a una inhibicion de la actividad de GTP-asa, alterando el control transcripcional. Se han identi-
ficado mutaciones oncogénicas de RAS en diversas neoplasias hematolégicas, LMMJ, LMMC, LMA 'y NMP
(359). Un estudio reciente con ratones knock-in mostré que la mutacién de KRASG12D impulsa el fenotipo
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agresivo de NMP a través de la mediacién de SOS1, un factor de intercambio de nucledtidos de guanina
(360,361). Los autores sugirieron que la SV de los pacientes con mutaciones de KRAS puede aumentar con
terapias dirigidas a la interaccion SOS1-KRAS (361). Las mutaciones en RAS se han detectado en un trabajo
en la fase cronica de neoplasias mieloides, si bien parecen més relacionadas con la TL (362).

* NF1

El gen NFI o tumor suppressor gene neurofibromatosis-1 se localiza en el cromosoma 17q y codifica para
un regulador negativo de la via de RAS. Las deleciones de NFI se encontraron principalmente en MFP y MF
post-NMP y raramente en PV o TE (363,364). Asi mismo la alteracion bialélica de NFI se relaciond con TL
(365). En modelos murinos con inactivacion del gen se producia un fenotipo de NMP (366).

Otros genes implicados en las vias de sefializacion de MAPK y de ERB que podrian estar relacionados con
leucemogénesis son SRPK2, E2F, MAPKI, MAPK3, que alteran la proliferacion y la diferenciacién mieloide (367).

3.5.2. Genes implicados en la regulacion epigenética

Como se ha descrito previamente, la regulacion epigenética consiste en cambios en el fenotipo o en la
expresion genética que se heredan mediante division celular. Estos cambios no afectan a la secuencia del
ADN sino a la organizacion estructural del mismo. Mutaciones en los mecanismos de regulacion epigenéti-
ca como la metilacion o la remodelacién de la cromatina, pueden producir alteraciones de expresion.

3.5.2.1. Genes que intervienen en la metilacion

Los genes DNMT3A, TET2, IDHI e IDH2 regulan los estados de metilacion del ADN de las regiones de ADN
ricas en CG, las llamadas islas CpG. Las mutaciones de DNMT3A resultan principalmente en la pérdida de
la funcion de la enzima y estan asociadas con hipometilacion focal del ADN y por tanto aumento de expre-
sion. Por otro lado, las mutaciones con pérdida de funcion en TET2, IDHI e IDH2 dan como resultado una
hipermetilacion global del ADN (368,369) y por tanto, silenciamiento. La metilacion del ADN juega un papel
importante en la regulacion de la expresion génica, ya que bloquea la union entre los activadores de la
transcripciony el ADN. Ademas, el ADN metilado esté asociado con la estructura represiva de la cromatina,
denominada heterocromatina.

*TET2

El gen TET2 (Ten Eleven Translocation 2) esta localizado en el cromosoma 4q24 y forma parte de una familia
de tres miembros (TETI, TET2 y TET3). TET 2 codifica para una enzima metilcitosina dioxigenasa que cataliza
la conversion de 5-metilcitosina (5-mC) en 5-hidroximetilcitosina (5-hmC), jugando asi un papel clave en la
desmetilacion activa del ADN (370-372) y permitiendo su expresion.

Las mutaciones en TET2 se describieron en 2008 como las primeras asociadas a JAK2V617F en NMP (257).

Estas mutaciones se pueden producir a lo largo de toda la secuencia codificante (12 exones) y pueden ser
desde pequefias deleciones e inserciones hasta mutaciones missense y nonsense, que resultan en pérdida
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de la funcion catalitica de la proteina y en niveles mas bajos de 5hmC (368).

Alintroducir una mutacion de TET2 en un modelo murino inmunodeficiente Delhommeauy col. observaron
que la pérdida delafuncién de TET2 producia una expansion del compartimento de HSCy ademas una pro-
liferacion mielomonocitica de caracteristicas fenotipicas similares a las observadas en la LMMC (257). Esto
se corrobor6 posteriormente por distintos grupos en cuatro modelos murinos knock-out (274,275,373,374).

Delhommeau y col. detectaron mutaciones en TET2 en el 19% de SMD, 12% de NMP, 24% de LA secundaria
(LAs) y 22% de LMMC. También se han encontrado mutaciones en TET2 en mastocitosis sistémica, SMD/
NMP, LAM de novo'y otras neoplasias mieloides (375-379).

Estudios clinicos han observado que los SMD/NMP a menudo presentan pérdida bialélica de TET2, ya sea
mediante la adquisicion de mutaciones compuestas en TET2 o por la LOH en el cromosoma 4g24 (379).

Curiosamente, Tefferi y col. encontraron una importante asociacion de mutaciones de TET2 con la edad
(380), algo que se ha observado también en mujeres ancianas sanas, demostrando que es uno de los genes
que mas frecuentemente aparece en la HC, como se describira méas adelante (248,260,381,382).

En NMP en fase cronica TET2 se ha reportado en un 5-17% (257,363,380) tanto en JAK2 positivos (17%)
como negativos (7%) (380). Ademas, las mutaciones en TET2 son frecuentes en el momento de la transfor-
macion leucémica (TL) y, aunque no se ha podido comprobar que aumenten el riesgo de ésta (362,380),
algunas series lo han definido como factor prondstico adverso (258,383).

A través del analisis de la arquitectura clonal se ha visto que las mutaciones de TET2 se pueden adquirir
antes o después de JAK2V617F. Como ya se ha mencionado en capitulos anteriores, Ortmann y col. (259)
exploraron el efecto del orden de adquisicion de TET2 y JAK2 en pacientes con NMP mediante el estudio
secuencial de formacion de colonias in vitro. Observaron que los pacientes en los que se adquirid primero la
mutacion en JAK2 tenian una mayor probabilidad de presentar PV que TE, un mayor riesgo de trombosis y
una mayor sensibilidad de los progenitores JAK2 mutados al ruxolitinib in vitro. Por tanto, el orden de adqui-
sicion de TET2 en NMP JAK2V617F mutadas puede influir en el fenotipo, como ya se menciond previamente.

Asi, la capacidad de las HSC y de las células progenitoras dobles mutantes para generar células formadoras
de colonias era distinta dependiendo de la mutacion inicial. Si la adquisicion de TET2 era previa, el compar-
timento de HSC y progenitoras hematopoyéticas estaba dominado por este clon TET2 mutado, mientras
que si se adquiria TET2 después de JAK2V61TF, la dominancia clonal era ejercida por células doble mutantes
JAK2-TET2 (259), lo que sugiere una mayor capacidad expansiva de la mutacion TET2 con respecto a JAK-
2V61TF.

Por lo tanto, parece que TET2 pudiese relacionarse con la capacidad de expansion de un subclon homoci-
goto JAK2V61TF, bien actuando como gen cooperador o como impulsor de un clon competitivo (285).

Ademas, en otros estudios de modelos de ratén dobles mutantes JAK2V617F/TET27, la pérdida de TET2
acentu6 la enfermedad inducida por JAK2V617F, causando leucocitosis prolongada, esplenomegalia, he-
matopoyesis extramedular y una SV mas acortada (272,384). Sin embargo, en estos modelos de raton no
se observé TLy, aunque las mutaciones en TET2 pueden inducir la progresién de la enfermedad cuando
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ocurren como mutaciones secundarias, su papel en la TL sigue sin estar claro (385).

Asi, tanto los ensayos de colonias in vitro como los ensayos de trasplante competitivo indican que la pérdi-
da de TET2 confiere una fuerte ventaja clonal a las HSC JAK2V617F mutadas favoreciendo el desarrollo de

NMP pero no interviene en la TL.

*DNMT3A

El gen DNMT3A (DNA methyltransferase 3A) esta localizado en el cromosoma 2p23y codifica para la enzima
metiltransferasa de ADN responsable de la adicion de novo de un grupo metilo a las citosinas dentro de los
dinucleotidos CpG, es decir, silencia la expresion de genes al metilar el promotor. Pertenece a una familia
de metiltransferasas, junto con DNMT3B 'y DNMTI, las cuales, a diferencia de DNMT3A, no aparecen en neo-

plasias mieloides (386).

La mayoria de las mutaciones descritas se hallan en el exon 23, son siempre heterocigotas y pueden ser
mutaciones de ganancia (que afectan principalmente al residuo de aminoacido R882) o de pérdida de fun-

cion (principalmente mutaciones nonsense o con desplazamiento del marco de lectura) (387).

Las mutaciones DNMT3A se describieron por primera vez en LAM, con una frecuencia del 18-22% y se aso-
ciaron a una peor SV (388,389).

La frecuencia de mutaciones en DNMT3A en NMP es mas baja, del 3% en PV'y 7% en TE, mientras que es
algo mas elevada en los pacientes con MFP (10%) y TL (15%) (387,390), si bien no se ha demostrado influen-
cia de estas mutaciones en prondsticoy SV.en NMP.

Un modelo murino knock-out para el gen DNMT3A mostro expansion del compartimento de HSC, por lo
que, al igual que sucede con TET2, las mutaciones en DNMT3A parecen conferir una ventaja proliferativa
y podrian contribuir al desarrollo de dominancia clonal (386). Resultados similares fueron publicados por
Nangalia y col. , que mostraron que la adquisicién de DNMT3A previa a la mutacion driver favorece la do-
minancia clonal al igual que TET2 y por tanto, ambas mutaciones tendrian un papel iniciador en las NMP
(391). Esto esta en consonancia con que DNMT3A es el gen mas frecuentemente mutado en la HC, como se
describird mas adelante (248,260,381,382).

Sin embargo, también pueden inducir la progresion de la enfermedad cuando ocurren como mutaciones
secundarias. En este sentido, un modelo de xenotrasplante con supresion de DNMT3A inducido por Mx1-Cre
produjo una NMP letal y completamente penetrante con mielodisplasia, enfatizando asi su posible papel en
la TLin vivo (392).

Ademas, la mutacion R882H en DNMT3A puede participar en el fenotipo, al igual que TET2y se ha descrito
en un modelo murino asociada a un fenotipo de NMP, con proliferacion mieloide y trombocitosis (393).

Estudios de genotipado de colonias en 8 pacientes con NMP que presentaban coexistencia de una mu-
tacion driver y una mutacion en DNMT3A permitieron observar que los pacientes en los que la mutacién
DNMT3A se adquiria antes de la driver desarrollaban un cuadro clinico compatible con TE, mientras que la
adquisicion tardia de DNMT3A se asociaba a un fenotipo més préximo a PV o MF post-PV (391).

e8( e



INTRODUCCION

Estos estudios ademas de ilustrar la influencia del orden de mutaciones en el fenotipo también apoyan la
hipotesis de que TET2 y DNMT3A serfan eventos iniciadores en la patogenia de NMP, en consonancia con
gue ambas sean las mutaciones mas frecuentemente detectadas en los estudios de clonalidad hemato-
poyética en poblacion sana. Esta hipdtesis seria coherente con la aparicion de la mutacién driver sobre el
sustrato de clonalidad previo.

«IDH1/2

Los genes IDH 1y 2 (Isocitrato deshidrogenasa) se localizan en los cromosomas 2g33.3 y 15g26.1 respec-
tivamente, y codifican para las proteinas IDH 1 y 2 que son enzimas NADP+ dependientes, que catalizan la
conversion de isocitrato en a-cetoglutarato en el citoplasmay en las mitocondrias.

Varios grupos de investigacion han demostrado que la /DH mutada pierde la capacidad de usar isocitrato y
convierte a-cetoglutarato en 2 hidroxiglutarato (2HG) (394-396) aumentando los niveles de 2HG (396). De-
bido a que TET2 requiere a-cetoglutarato como cofactor, las mutaciones en IDH1/2 inhiben la actividad me-
tilante de TET2, lo que conduce a la desmetilacion y por tanto, a la expresion génica (397,398), (Figura 13).

DNMT3a )H._/o)
t“H3CH3CH3 ’}—01 CHEH

IDH1/IDH2*

Isocitrato

Regulacion de la metilacion del ADN

Las mutaciones en IDHI afectan principalmente al residuo de arginina en la posicion 132 en el exdn 4y a su
analogo R172 en IDH2, lo que produce una ganancia de funcion. También se han detectado mutaciones en
IDH2 en la posicion R140. Las mutaciones de IDH2 son mas frecuentes que las de IDHI (396,399).

Dado que IDH1/2y TET2 actuan a través del mismo mecanismo, las mutaciones en ambos genes son tam-

bién mutuamente excluyentes y generan firmas de hipermetilacion superpuestas (397,398).

Adicionalmente, el aumento de los niveles de 2HG también puede conducir a la inhibicion de las histonas
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desmetilasas (400), que puede ser un mecanismo adicional para la leucemogénesis.

Las mutaciones somaticas que afectan a los genes IDHI e IDH2 se describieron por primera vez en glio-
masy LAM (394,401,402). Las mutaciones en IDHI se asocian con LAM de novo con citogenética normaly
parecen presentar un peor pronostico (402,403).

Su incidencia en NMP se estima en el 0,8% de ET, 1,9% de PV, 4,2% de MFP y en el 21% de los casos de
LA post-NMP (404,405). En una serie de 1473 pacientes se encontrd que IDH2R140Q era mas frecuente en
la fase cronica de TE y PV, mientras que las mutaciones /DHI eran mas prevalentes en MFP y en la fase
blastica de NMP, donde se asociaban a una SV acortada (405). Otro estudio de muestras pareadas de
fase cronica y aguda mostrd que las mutaciones en IDHI ya estaban presentes en fases iniciales de la
enfermedad, sugiriendo que podria tratarse de un evento temprano (404), si bien actualmente se acepta

mas su relacion con la TL que con la fase crénica.

Las mutaciones en IDH1/2 pueden ocurrir tanto en LA post-NMP JAK2V617F positivas como negativas, lo
que sugiere que la leucemia puede surgir del clon de la NMP o de otro clon (406).

Recientemente se ha caracterizado un modelo de ratén knock-in para la mutacién en IDHIR132H, ob-
servandose un bloqueo en la diferenciacion que resultaba en una expansion mieloide, esplenomegalia
progresiva y finalmente anemia (407) pero no LA manifiesta.

Esta observacion junto con la evidencia de que IDHI/2 mutado con frecuencia coexiste con otras muta-
ciones, llevd a varios grupos a investigar la cooperacion de distintos genes en la produccién de la leuce-
mogénesis en NMP. Por ejemplo, Cheny col. (408) utilizaron un modelo de ratdbn en mosaico para generar
modelos con HSC que expresaban FLT3-ITD o NRASG12D con IDH2R140Q o IDH2R172K. Chaturvediy col.
(409), combinaron el oncogén HOXA9 con IDHIR132C en HSC de ratones. Todos los modelos produjeron
una LA agresiva post-NMP.

Ademas, otros estudios evaluaron la relacién entre JAK2 e IDH, dado que con frecuencia coocurren en
el momento de la TL. Los ratones que expresaban /DH2R140Q y JAK2V61T7F combinados, demostraron
esplenomegalia, leucocitosis y eritrocitosis similar a la de los ratones JAK2V617F (410). Histolégicamente,
se observo una arquitectura esplénica alterada con células blasticas preleucémicas, no detectadas en
ratones JAK2V61T7F. Sin embargo, la combinacion de estas mutaciones fue insuficiente para el desarrollo
de LA manifiesta, lo que sugiere que se requieren otras alteraciones genéticas/epigenéticas adicionales
para que ocurra la transformacion completa.

Recientemente, mediante analisis del transcriptoma se ha demostrado que las mutaciones en /DH2 pue-
den potenciar un splicing defectuoso producido por alteraciones en SRSF2, lo que conduce a la inesta-
bilidad gendmicay a un mayor riesgo de TL (411). En este sentido, el analisis in vivo de la coexpresion de
IDH2'y SRSF2 doble mutante resultd en una mielodisplasia letal con caracteristicas proliferativas y una
autorrenovacion incrementada no observada con las mutaciones individuales, sugiriendo una posible

cooperacién entre estas mutaciones para la TL (411).
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3.5.2.2. Genes implicados en la remodelacion de la cromatina

Otro mecanismo de regulacion epigenética es la modificacion covalente de las histonas. La acetilacion,
regulada por histona-acetiltransferasas y deacetilasas, cambia la carga de la cola de la histona haciendo
que la arquitectura de la cromatina se relaje (acetilada) o se compacte (deacetilada), promoviendo y repri-
miendo asi la expresion génica, respectivamente. Las mutaciones presentes en ASXL1y £ZH2 modifican las
colas de las histonas y, en consecuencia, provocan una pérdida de funcion de la proteina (412).

* ASXL1

El gen ASXLI se localiza en el cromosoma 20g11.21, incluye 12 0 13 exones y pertenece a la familia de
genes Enhancer of trithorax y Polycomb. Codifica para una proteina implicada en la remodelacion de la
cromatina a través de la interaccién con proteinas del complejo Polycomb (concretamente con PRC2),
cuya funcién es reprimir la expresion de genes relacionados con leucemogénesis (413), Figura 13. ASXL1
también interactla con la enzima desubiquitinante nuclear BAP1 y tiene una actividad dual activadora/
supresora de la transcripcion, pudiendo inhibir la transcripcion mediada por el receptor del acido reti-
noico (414).

El 50% de las mutaciones de ASXL1 son Gly646TrpfsX12 y se localizan en el exdn 12. Producen un codon
stop o una alteracion de la pauta de lectura con la consiguiente pérdida del dominio PHD (Plant Homeo
Domain) en la region carboxiterminal, y por tanto, la pérdida de funcién (415,416).

Las mutaciones en ASXL1 se detectan en el 11-15% de los pacientes con SMD, el 33-43% de aquellos
con LMMC, 7-30% con LA de novo y 22-47% con LAs (413,416,417). Ademas, estas mutaciones se asocian
a mal pronostico y baja SV en SMD, LMMC, LNC, formas agresivas de mastocitosis sistémica, LAM y MFP
(150,363,375,418-422).

En NMP, las mutaciones de ASXL1 se encuentran en baja frecuencia en TEy PV (4 y 7% respectivamente) y
son mas frecuentes en MFP (20-36%) (150,151,363) y en fase blastica (19-47%) (377,423).

Su presencia antes de la adquisicion de JAK2V61T7F se ha relacionado recientemente con un fenotipo de
MFP (424). Adicionalmente se ha asociado la presencia de la mutacion ASXLI con una mayor anemia y una
SV mas acortada en MFP (92,150,363), donde esta mutacion tiene un papel pronoéstico destacado (425), por
lo que estas mutaciones se han incluido en los indices pronoésticos de MFP.

Los estudios con ratones knock-out para ASXL1 mostraron rasgos caracteristicos de SMD con displasia,
anemia, leucopenia, hematopoyesis extramedular y esplenomegalia. Este modelo también muestra la ex-
pansion de HSC pero una escasa ventaja proliferativa en el trasplante competitivo, asi como un bloqueo en
la diferenciacion eritroide, es decir, un solapamiento de caracteristicas de SMDy de MF (426,427).

Abdel-Wahaby col. compararon modelos de ratones transvirales con la mutacion Unica en NRASG12D frente
a ratones dobles mutantes NRASG12D/ASXL 1+/-, obteniendo como resultado una mieloproliferacion acele-
rada y baja SV en los ratones dobles mutantes (428). Estos estudios demuestran que la pérdida de ASXLI
como alteracién Unica no confiere ventaja proliferativa mientras que, asociado a otras alteraciones, podria

participarenla TL.
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La cooperacion de ASXL1 con JAK2VE1TF se estudio en un reciente trabajo que combina datos de pacien-
tes y de modelos murinos. Los autores recogieron datos de 95 pacientes con PVy encontraron que los
pacientes doble mutantes mostraban mayor frecuencia de MF post-PV (26% vs. 4%), mayor anemia, es-
plenomegalia, leucocitosis y trombocitosis y un menor tiempo hasta la progresion a MF que los pacien-
tes que no tenian las 2 mutaciones (429). Los mismos autores reportan en el mismo trabajo un estudio
con 3 modelos murinos: un grupo con ratones dobles mutantes, otro con mutacion soélo en JAK2V61T7F
y el tercer grupo con mutacion solo en ASXL1. Observaron que todos los ratones desarrollaban NMP 'y,
de forma interesante, vieron que 5/19 (26%) ratones dobles mutantes progresaron a MF en <6 meses en
comparacion con 1/18 (6%) en el grupo de ratones JAK2V617F mutados. Ademas, los autores observaron
una rapida evolucion a LAM en 6-8 meses en el 12% de ratones dobles mutantes JAK2V617F y ASXLI, en
comparacién con ninguna TL en los otros grupos de ratones con mutaciones individuales, lo que sugiere
que ASXL1 podria cooperar con JAK2 también en la aceleracion de la TL (429).

Por tanto, la pérdida de funcion de ASXL1 tiene una alta importancia en MFP JAK2 positiva y parece que en
la transformacion MF post-NMP JAK2 positiva pero su papel en la TL no esta todavia establecido.

eEZH2

El gen EZH2 (enhancer de Zeste Homolog 2) se localiza en el cromosoma 735y codifica para una proteina
histona metiltranferasa del complejo repressor complex 2 (PRC2), que junto con PRC1 forma parte grupo
polycomb (PcG). Este complejo esta formado por proteinas como SUZ12, JARID2, EED y funciona como
represor de la transcripcion a través de modificaciones especificas de histonas postraduccionales que re-

gulan la diferenciacion celular (412).

La metiltransferasa H3K27 EZH2 es una enzima destacada en el nlicleo catalitico de PRC2 y actia metilando
la lisina 27 de la histona H3, lo que conduce al silenciamiento génico y la compactacion de la cromatina,
Figura 13.

Las mutaciones con ganancia de funcion en EZH2 han sido descritas inicialmente en cancer sélido como
préstata (430), mama (431), colorrectal y endometrio, y posteriormente en linfoma folicular, linfoma difuso
de células B grandes (432), LMC, LAM y SMD de alto riesgo (1-2%), en los que £ZH2 funciona como un onco-
gén (433).

Ademas, EZH2 puede sufrir mutaciones de pérdida de funcion y ejercer como gen supresor de tumores,
segln el contexto celular, en pacientes con SMD (5-12%), NMP y SMD/NMP, que generalmente se relacionan
con deleciones del cromosoma -7/-7q (434,435).

En NMP, las mutaciones EZH2 aparecen en aproximadamente un 8% (la més alta en MFP 6-13%) y con fre-
cuencia son debidas a truncamiento de proteinas, cambios de marco de lectura y mutaciones nonsense
que apoyan su papel como gen supresor de tumores (412). Al igual que ASXL1, su adquisicién antes de JAK-

2V61TF se ha relacionado recientemente con un fenotipo de MFP (424).

Curiosamente la frecuencia de mutaciones en EZH2 es superior en MF post-TE que MF post-PV (10% vs. 1-3%)
(436,437) indicando una posible asociacion con el fenotipo de TE. De hecho, Yangy col. observaron un cambio
en el fenotipo de un modelo murino JAK2V61TF positivo al introducir una pérdida de EZH2. Los ratones experi-
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mentaron un cambio a un fenotipo de TE con un predominio de la megacariopoyesis, y una rapida progresion
a MF (438).

El analisis de SV en 370 pacientes con NMP (MFP, PV, post-TE) con 25 casos de mutaciones en EZH2, predijo
una peor evolucion clinica para los pacientes con MFP con mutaciones en EZH2 (437), lo que llevé a la intro-
duccion de la mutacion como factor pronéstico adverso en los scores prondsticos de MFP,

Esto fue corroborado por varios estudios, que han asociado la presencia de EZH2 con una peor SV, no solo
en MFP sino también en MF post-NMP (150,177,318,436,437,439).

Los estudios mas recientes para dilucidar el papel de £ZH2 en la patogenia se basan en el modelo de coo-
currencia de mutaciones en £7H2 y JAK2V61TF. Tres estudios con ratones dobles mutantes mostraron un
fenotipo compatible con MFP (438,440,441) con aumento de plaquetas, neutrofilos, fibrosis marcaday he-
matopoyesis extramedular, asi como una SV reducida. También se ha observado una mayor capacidad de
repoblacion de las HSC JAK2VB1TF positivas, asi como el apoyo a una diferenciacion mieloide/megacario-
citica, lo que podria suponer un papel iniciador de EZH2 y una cooperacion para la ventaja clonal (438).

Se han descrito mutaciones en otros componentes de PRC2 que incluyen SUZ12, EED y JARID2, pero estos
genes rara vez estan mutados en NMP (1%) y todavia se desconoce su implicacion clinica (363,442), si bien
se conoce que no favorecen la expansién de HSC como EZH2.

3.5.3. Genes implicados en la maquinaria del espliceosoma

El espliceosoma es un complejo proteico y dinamico que participa en la eliminacion de intrones (splicing)
para generar un ARNm maduro. Las mutaciones en los genes que codifican este complejo provocarian una
alteracion en los patrones de splicing, dando lugar a la incorporacion inadecuada de intrones o exones en
el ARN, pudiendo asi modificar el producto proteico final (443).

Se han descrito mutaciones frecuentes en genes que codifican subunidades proteicas del espliceosoma,
como SF3BI, U2AFI (U2AF35), SRSF2 y ZRSR2. También se han documentado mutaciones en otros factores
de splicing como PRPF40B, SF3A1, SF1y U2AF2 (U2AF65), aunque con una frecuencia muy baja, (Figura 14).
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Complejo del espliceosoma. Adaptado de Xu J J, 2019(444). Dentro del intrén del pre-ARNm, el complejo U2 snRNP que contiene
SF3B1se une al sitio de ramificacion de adenosina, U2AF2 se une a la secuencia del tracto de polipirimidina y U2AFI se une al sitio de splicing
30; SRSF2 se une a la secuencia potenciadora de splicing exonico dentro de la secuencia exdnica. Los factores de accion cis y trans (en gris)
pueden regular el splicing tanto positiva como negativamente. ESE: exonic splice enhancer; ESS: exonic splice silencer.
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Las mutaciones en este grupo de genes afectan aproximadamente al 5-10% de los pacientes con NMPy con
LAM, mientras que son mucho més frecuentes en SMD (40-85%) (443). Curiosamente, estas mutaciones son
altamente prevalentes en pacientes con MFP triple negativa, lo que podria sugerir una relacion entre SMDy
MFP (150,445,446). Algunas de estas mutaciones se asocian a un mal pronostico para los pacientes con MF
y mayor riesgo de trasformacion a MFen TE y PV (150).

Las mutaciones descritas en estos genes son mayoritariamente heterocigotas, de tipo missense, e impli-
can sustituciones de un Unico aminoacido, se localizan en regiones hotspot definidas (puntos con mayor
frecuencia de acimulo de mutaciones) y generalmente son mutuamente excluyentes, sugiriendo que las
células no pueden tolerar dos mutaciones en el mismo complejo, ya que estos cambios tienen un papel
redundante en la patogénesis de la enfermedad (443).

*SRSF2

El gen SRSF2 (Splicing Factor Serine/Arginine-Rich 2) codifica para un factor critico en el ensamblaje de
pre-ARNm y se encarga de marcar los limites entre exon/intron.

Sus mutaciones pueden redefinir los limites de splicing, lo que lleva a la formacion de transcritos alter-
nativos (447). Se han descrito mutaciones en SRSF2, mayoritariamente en el hotspot P95 del exdn 1, en
aproximadamente el 10-15% de los SMD, siendo mas frecuentes en los subtipos LMMC, displasia multilinea
y exceso de blastos (448).

En NMP las mutaciones de SRSF2 son poco frecuentes en PVy TE (1,5y 1,8%, respectivamente) (449) y son
mas frecuentes en MFP (14-18%) (151,178,450,451) y en la LA post-NMP (18,9%) (450).

En MFP, las mutaciones en SRSF2 se han asociado con un mal pronéstico (178), después de ASXL1, EZH2 e
IDH, mientras que tienen menos relevancia en MF post-NMP, donde su frecuencia es del 2,5% (451) y su valor
r prondstico no esta bien establecido (436).

En LA post-NMP, las mutaciones en SRSF2 se han asociado también con una disminucion de la SV (450,452).
Zhang y col. y més recientemente Venton y col. realizaron analisis de muestras pareadas de fase cronica
y fase leucémica observando que estas mutaciones estaban ya presentes en la fase cronica de NMP, por
lo que podrian ayudar a predecir prondéstico. Curiosamente Zhang y col. encontraron una frecuencia baja
de estas mutaciones en LA post-SMD y LAM de novo (4,8% y 5,6%, respectivamente) (450), mientras que
Venton y col. encontraron que la frecuencia de SRSF2 era particularmente alta en LA post-MFP (50%) (452).

Modelos de ratén knock-in para SRSF2P95H mostraron caracteristicas de SMD como anemia macrocitica,
blogueo en la diferenciacion eritroide y displasia multilinea, asi como caracteristicas de NMP como aumen-
to de LT-HSC, proliferacién mieloide, monocitosis 0 aumento de la eritropoyesis esplénica (447,453,454). De
particularimportancia fue la alta VAF detectada, que se cree que podria estar asociada con una dominan-
cia clonal.

Con respecto a las coocurrencias de mutaciones, Tefferi y col. han observado una correlacion negativa
entre las mutaciones CALR y SRSF2 en MFP (151), que parece ser valida también para TE. Ademas, se ha des-
crito una frecuente coocurrencia con ASXLI en 41,2% de casos con SRSF2 mutado en TE y en 42,4% de casos
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mutados en MFP (150). Asi mismo, se ha encontrado una asociacion frecuente entre mutaciones en SRSF2 e
IDH1/2 tanto en NMP como en LAM hasta en un cuarto de pacientes con mutaciones (150,151,178,450,452).
Por el contrario, las mutaciones en DNMT3A se encuentran con menos frecuencia asociadas a SRSF2 en
pacientes con MFP (4,7%). (449). Queda pendiente la exploracion de asociacion de estas mutaciones me-
diante modelos murinos.

* U2AF1

U2AF1 (U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1) es un gen localizado en el cromosoma 21g22.3 que codifica
para una proteina del factor auxiliar U2 que participa en el reconocimiento de los limites de los exones
(455). La mayoria de las mutaciones de U2AF1 se dan en los hotspots S34 y Q157, que se encuentran dentro
de dominios de dedos de zinc muy conservados evolutivamente (443).

Los modelos knock-in U2AF1S34F muestran caracteristicas de SMD como leucopenia y anemia macrocitica,
pero también caracteristicas mieloproliferativas como una mayor capacidad de formacién de colonias in
vitro (456,457).

U2AF1 ha sido descrito en 11,6% de SMD (no descrita en SMD con sideroblastos en anillo), 8% LMMC, 9,7%
de LAsy soélo en el 1,3% de LAM de novo (443).

En NMP destaca su alta frecuencia en MFP (16%) (151) y en MF post-NMP (6.8%)(451) o en LA post-NMP (5.8%)
(450), mientras que casi no se detectan en fase cronica (1.1%y 0.3% de TE y PV, respectivamente (449)).

La mutacién Q157 es mas frecuente en MFP, mientras que S34 se asocia méas a SMD (179).

Las mutaciones de U2AFI se correlacionaron con anemiay trombocitopenia (179,458,459) en pacientes con
MFPy SMDy por tanto, se asociaron con una SV mas baja. Aunque inicialmente algunos estudios no habian
conseguido demostrar el valor pronéstico independiente de U2AF1 (458), al explorar especificamente la
mutacion U2AFIQ157 en MFP, ésta si demostrd un impacto independiente en SV (179). Por este motivo esta
Ultima mutacion ha sido afiadida en los recientes scores prondésticos para MFP MIPSS70-plus version 2.0y
GIPSS (174-176).

Ademas, recientemente la misma mutacion se ha incorporado en una propuesta de indice prondstico en

PVy TE sugiriendo un posible papel también en la transformacion a MF post-NMP (460), al igual que SF3B1.

Por tanto, las mutaciones del espliceosoma mejoran la prediccion de SV en TE y PV e identifican a los pa-
cientes en riesgo de progresion fibrética (460).

*SF3B1

El gen SF3BI (Splicing Factor 3B, subunitl) se localiza en el cromosoma 2 y codifica para un componente
basico de la maquinaria de empalme del ARN (U2-snRNP) (461).

Las mutaciones en SF3B1 suelen ser nonsense, siendo las mas frecuentes las sustituciones de aminoacidos
K700E y H662Q (462). Estas mutaciones bloquean la maduracion eritroide (463) provocando un aumento
de sideroblastos en anillo (464).
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Las mutaciones de SF3B1 (hasta en el 75%) son caracteristicas de los SMD con un aumento de los sidero-
blastos en anillo (ARSA, ARSA-T y citopenia refractaria con displasia multilinea y sideroblastos en anillo)
(443). En ARSA-T se detecta en 64% de pacientes y puede asociarse a JAK2V617F (465). No obstante también
se han descrito estas mutaciones en 7% de LAM, 55% de LMMCy 26% de SMD/LAM en transformacion (443).

En NMP sus mutaciones se han reportado en el 4-6,5% de los pacientes con MFP, en el 2,8% de los pa-
cientes con TE y en el 1,4% de PV (464-467). En la LA post-NMP pueden aparecer en un 4-7% de los casos
(423,450). A nivel clinico se ha propuesto una asociacion con episodios tromboticos (465), no confirmada
en otros estudios (467), una mayor tendencia a esplenomegalia (467) y unos niveles mas bajos de Hb (468).
En los Ultimos afios las mutaciones en SF3B1 han mostrado una relevancia pronostica al aumentar el riesgo
de transformacién a MF en TE (343,460).

*ZRSR2 y otras

ZRSR2 (Zinc Finger CCCH-Type, RNA Binding Motif And Serine/Arginine Rich 2) ubicado en el cromosoma X, co-
difica una proteina involucrada en el reconocimiento de 30 sitios de empalme durante las primeras etapas
del ensamblaje del espliceosoma (367).

Las mutaciones de ZRSR2 se producen en distintas partes del gen e inducen una pérdida de funcion con el
consiguiente empalme andémalo caracterizado por retencion de intrones (367).

Son poco frecuentes en NMP, con una frecuencia del 5,6% en MFP y <2% en la LA post-NMP. Son més comu-
nes en SMD (7,7%), LMMC (8%) (443), LAM (5,6%) y menos en LAs (2,4%) (450).

3.5.4. Genes implicados en las vias de transcripcion

*RUNX1

Los factores de transcripcion son fundamentales para la regulacion de la expresion génica.

RUNXI (Runt-Related Transcription Factor 1) es un factor de transcripcion ubicado en el cromosoma 21g22.12
con un papel clave en la hematopoyesis normal y es uno de los genes desregulados con mas frecuencia en
la LAM (469). Las mutaciones puntuales y las translocaciones inactivadoras de RUNXI dan como resultado
una detencién de la diferenciacion.

Giuglielmelli y col. encontraron en un amplio estudio con 686 pacientes con NMP que la adquisicion de al-
teraciones genéticas en RUNXI esta asociada con la TL, detectandose en un 27,9% de pacientes con LA
post-NMP vs. en un 2,2% en fase cronica. Ademas, encontraron que las alteraciones en RUNXI tienen un
prondstico adverso con una mediana de SV de 2,8 afios vs. no alcanzada en el grupo control (470). Otros
grupos detectaron también esta presencia de RUNXI en la TL de NMP (255,399,471). Asi mismo, parece que
la frecuencia de mutaciones en RUNXI es mayor en la LA post-NMP que en LA de novo (17% vs.. 5% en las
cohortes examinadas por Lasho y col.) (423).

Otros factores de transcripcion con mutaciones recurrentes en NMP son IKZF1, CUX1, CUX2, FOXP1y ETV6
(472). IKZF1 (Tp) y CUXI (7q) se asignan al cromosoma 7 cuya delecién es recurrente también en otras neo-
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plasias hematolédgicas como la LAM (472,473). Se demostrd que las deleciones de IKZFI son un evento tar-
dio en la evolucién genética del clon de NMP. Ademas, parecen asociarse a la TL a través de la inestabilidad
cromosomica en lugar de la habitual detencion de la diferenciacion (474).

ETV6, localizado en el cromosoma 12, es mejor conocido por su participacion en translocaciones e in-
versiones con genes asociados como ABLI y RUNXI en varios canceres hematologicos. La gran variedad
de genes de fusién asociados hace que sea dificil asignar un Uinico mecanismo patogénico que dé como
resultado la TL (475).

Las mutaciones truncantes (476) o sobreexpresion de NF-E2 (factor nuclear eritroide 2) (477) también se obser-
varon con mayor frecuencia en pacientes con MFPy con PV, pero no en pacientes con TE (478,479). Los mode-
los murinos que sobreexpresan NF-£2 desarrollan un fenotipo NMP (480) y ademas presentan en su seguimien-
to un mayor riesgo de adquisicién de mutacionesy de TL, con o sin aparicion de sarcomas mieloides (481).

Las mutaciones en NF-E2 han adquirido especial relevancia tras un reciente trabajo en el que se detecté la
asociacion de mutaciones en este gen con homocigosis de JAK2 y una tendencia a su adquisicion de forma
tardiaenlaevolucién de las NMP (424). Ademés, muy recientemente se ha reportado la asociacion de muta-
ciones en NF-£2 con la TL en un estudio de 707 pacientes, el cual mostré ademés un impacto en la SV (482).

3.5.5. Genes implicados en la reparacion del ADN

*TP53

TP53 (Tumor Protein p53) es un gen localizado en el cromosoma 17 que codifica para otro factor de trans-
cripcion, una importante proteina supresora de tumores que participa en diversas actividades bioldgicas,
incluidos los puntos de control del ciclo celulary la apoptosis. Su inactivacion se asocia a transformaciones
agresivas de enfermedades hematologicas.

Las mutaciones con pérdida de funcion de la linea germinal en TP53 predisponen a los pacientes a una
multiplicidad de canceres, y las mutaciones adquiridas en TP53 ocurren en aproximadamente en el 20-
27,3% de LA post-NMP (255,483), en el 4,27% de las muestras de LAM, pudiendo llegar al 14% en LAM con
cariotipo complejo (399,484), y tan sélo en 1-3,1% de las NMP en fase cronica (343,424,483), lo que sugiere
una asociacion con la TL.

Harutyunyany col. secuenciaron el gen TP53 en 22 pacientes con LA post-NMP y detectaron mutaciones en
el 27,3% de ellos, todas ellas bialélicas, asociadas a delecion o bien a DUP del 17p. Mientras, las mutacio-
nes detectadas en pacientes en fase cronica (3,6%) eran monoalélicas, sugiriendo que la ganancia de una
segunda mutacion o la LOH podrian asociarse a TL (483). Curiosamente, estos autoresy otros, encontraron
repetidamente que el locus 1q, que contiene el gen que codifica MDM4, un inhibidor conocido de TP53, se
amplifica en las LA post-NMP TP53 wild type (472,483)). Como se ha reportado en tumores sélidos, (485),
las ganancias de 1g son mutuamente excluyentes con las mutaciones de TP53, lo que indica que estas dos
lesiones genéticas afectan la misma via. Harutyunyan y col. encontraron que, en conjunto, ambas altera-
ciones cubrian un 45,5% de los casos de LA post-NMP (483), por lo cual, se trataria de rutas de vital impor-
tancia para la leucemogénesis.
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Las mutaciones en TP53 han demostrado ser un factor pronoéstico independiente para SVy TL en NMP des-
de 2012 (399). Considerando su baja frecuencia en fase cronica de NMP, las mutaciones en TP53 se pueden
utilizar como factor predictor de TL, si bien todavia no esta claro en qué medida la terapia administrada
durante la fase cronica de la enfermedad influye en la inactivacion de la via TP53 que conduce a la progre-
sion (584).

Rampal y col. demostraron mediante un modelo murino que la expresion de JAK2V617F combinado con
la pérdida de TP53 producia un cuadro compatible con LAM (486). Mas recientemente otro grupo ha de-
mostrado que ratones trasplantados con progenitores hematopoyéticos JAK2V617F/TP53/* fallecian a los
46,5 dias post-trasplante debido a una eritroleucemia, en comparacion con ratones con Unica mutacion en
JAK2VB1TF, que persistian vivos a los 120 dias en su mayoria (487).

3.6. Mutaciones non-driver en la poblacion general: CHIP

La fisiopatologia en las neoplasias hematolégicas suele comenzar afos antes de la manifestacion clinica
(248). Las mutaciones en las NMP surgen en las HSC de la MO, donde pasan a la siguiente generacién de
células (488,489). Estas mutaciones pueden tener un efecto benigno y no afectar al desarrollo de la he-
matopoyesis, pueden ser deletéreas y extinguir la progenie portadora, o bien pueden conferir una ventaja
proliferativa, resultando en una HC (490).

Recientemente, 3 estudios de WES en miles de personas han ayudado a dar una posible explicacién a este
fendmeno de HC en personas sanas mayores, ya que han detectado mutaciones somaticas con VAF >0.02
(2%), en el 10-15% de los individuos mayores de 70 afios sanos y en el 30% de los mayores de 85 afios
(248,260,381,382). La frecuencia de estas mutaciones en poblacion sana con menos de 50 afios era del
1%. Las mutaciones mas frecuentemente detectadas se hallaron en los genes DNMT3A, TET2 y ASXL 1, pero
también se repetian en SF3B1, TP53y JAK2, si bien los pacientes no presentaban enfermedad hematolégica
(248,260,381,382). Curiosamente, un estudio de 3067 donantes de sangre de 17 a 70 afios y 1152 individuos
no seleccionados de 60 a 98 afios observo que las mutaciones del espliceosoma SF3B1 y SRSF2 se presenta-
ban solo en los mayores de 70 afios, lo que sugiere que estos clones se expanden mas tarde en la vida (249).

Se acufié el término de CHIP, hematopoyesis clonal de potencial indeterminado, para denominar la adqui-
sicion de una mutacion somatica en un gen asociado a una neoplasia hematologica cuando el paciente no
cumple clinicamente los criterios de diagnostico de la OMS para ella. Este término se adopto por consenso
cientifico en 2015 tras las publicaciones previamente referenciadas (491).

La presencia de CHIP se asocié en varios estudios a un mayor riesgo de eventos cardiovasculares e ictus, en
relacion a una aterogénesis acelerada secundaria a inflamacion vascular impulsada por monocitos/macré-
fagos derivados de clones (492,493). Asi mismo, se asocio a un riesgo hasta 50 veces mayor de desarrollar
una neoplasia hematologica en individuos con mutaciones con VAF >10% (381), por lo que actualmente se
considera la CHIP como una lesion premaligna hematolégica y representa un estado precursor de la neo-
plasia similar a la gammapatia monoclonal de significado indeterminado.

Ademas, la CHIP se harelacionado con el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, de un segundo cancery con
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una mayor mortalidad en relacion a todos los eventos previamente descritos (381,488,490,494).

Los factores de riesgo para CHIP incluyen el envejecimiento, sexo masculino, tabaquismo, quimioterapia,
inflamacién cronica y una variante de linea germinal comun en el gen TERT asociado a los telémeros (494-
498). La HC también puede ocurrir después de un trasplante de células madre hematopoyéticas y en el

contexto de anemia aplésica.

Estos factores podrian imponer una presion selectiva sobre el grupo de HSC que llevaria a un crecimiento
mas rapido de clones mutantes o a un agotamiento del grupo de HSC en relacion a un envejecimiento
acelerado (488).

3.7. Influencia de las mutaciones non-driver en la patogenia y el
fenotipo de NMP

La expansion clonal del clon fundador de la CHIP hacia una neoplasia hematolégica puede incluir la adqui-
sicion lineal de mutaciones cooperantes o el desarrollo de otras mutaciones en paralelo (247) asi como la

expansion de algunas de estas mutaciones (381).

En NMP estos clones incluyen por un lado a las mutaciones driver JAK2, CALR o MPL y por otro lado a las
mutaciones adicionales, que participan en la expansion del clon, en su dominancia clonal, en el desarrollo
de un fenotipo o en la transformacion a MF o en la TL (257,446) (Figura 15).
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Modelo de etiopatogeniay evolucién clonal de NMP. Adaptado de Jia R & kralovics R, 2020 (499). La hematopoyesis clonal se produce
debido al acimulo de mutaciones como TET2 o DNMT3A sobre una célula madre y no tiene por qué producir enfermedad (CHIP). La aparicion
de MPN requiere de la expansion de las mutaciones drivers de la enfermedad (JAK2, CALR y MPL). La acumulacion de otras mutaciones en genes
non-driver como TP53, ASXL1, RUNXI, etc. puede promover la progresién de la enfermedad hacia MF secundaria, SMD o LAM secundaria

La heterogeneidad clinica parece estar relacionada principalmente con la combinacion de mutaciones y
quizas con su orden de adquisicion. El papel preciso de cada mutacién y suimpacto en el fenotipo de NMP

aln no esta del todo aclarado (445).
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En este sentido, hay varios factores relacionados con las mutaciones non-driver a tener en cuenta a la hora
de estudiar fenotipo y patogenia de NMP: el orden de adquisicion, el nUmero de mutaciones, el tipo de mu-
tacion y la coocurrencia de mutaciones. La carga alélica parece jugar un papel menos importante segin
estudios recientes, si bien la LOH de algunos genes como TP53 puede participar en la TL (424).

3.7.1. Orden de adquisicion de mutaciones:

En un estudio NGS de 197 pacientes con NMP, Lundbergy col. presentaron un modelo de evolucién clonal
desde CHIP hasta la iniciacion de NMP que muestra que la mayoria de los eventos iniciales ocurren bien en
los genes driver JAK2VB1TF o CALR, o bien en reguladores epigenéticos como DNMT3A o TET2 (247), mientras
que las mutaciones en ASXLI, EZH2 o IDH1/2 a menudo serian adquiridas después de JAK2VG1TF (247).

De manera similar, en un reciente y exhaustivo estudio de NGS en 2035 pacientes con NMP, Grinfeld y col.
determinaron la probabilidad relativa de que un gen aparezca primero o segundo en relacion con JAK-
2V617F, hallando que DNMT3A, SH2B3, SF3B1 o CUXI tendrian tendencia a aparecer antes de la mutacion
driver, mientras que ASXL1, IDH1/2, NFE2, EZH2, NRAS, TET2, TP53 0 PPM1D probablemente aparecerian des-
pués de la misma (424), si bien este estudio tenia la limitacion de estar enriquecido de TE (n=1321).

Se ha comprobado que las mutaciones en reguladores epigenéticos como DNMT3A o TET2 son predo-
minantemente iniciadores y que pueden producir modificaciones en el fenotipo de la NMP. Como se ha
descrito previamente, la adquisicion de TET2 o DNMT3A antes de JAK2 se ha asociado a un clon JAK2 he-
terocigoto y fenotipo clinico de TE. En cambio, la adquisicion de TET2 o DNMT3A tras JAK2 se asocia a una
expansion clonal de JAK2 que le confiere a menudo dominancia clonal y homocigosis, asi como un fenotipo
de PV (259,391).

Por tanto, el orden de adquisicion de la mutacion non-driver con respecto a la mutacion driver puede mo-
dificar el fenotipo de la NMP JAK2 positiva, si bien este fenémeno no se ha evaluado en pacientes con
mutaciones de MPL o de CALR. En estas Ultimas, se cree que las mutaciones non-driver serian eventos se-
cundarios por la alta penetrancia y capacidad de dominancia clonal de CALR (106,258,277). Esto esta en
concordancia con la ausencia de deteccion de la mutacion de CALR en los estudios realizados en HC y apo-
ya la sospecha de la capacidad de la mutacion para producir mas rapidamente la enfermedad que JAK2 o
MPL (248,261,382,492).

3.7.2. Numero de mutaciones non-driver

De acuerdo con el continuo biologico desde la fase cronica de TE y PV hasta las etapas mas avanzadas como
MFP, varios estudios de NGS han encontrado un mayor nimero de mutaciones non-driver en pacientes con
MFP en comparacion con PVy TE. En un estudio realizado a parir de 1345 pacientes, Nangalia y col. encon-
traron mediante WES una mediana de 13 mutaciones en MFP vs. 6,5 mutaciones en TE y PV (107). De manera
similar, un estudio con TS de 28 genes encontré una frecuencia de 1,38 mutaciones por paciente en TE
(n=40), de 1,63 mutaciones por paciente en PV (n=30) y de 2,5 mutaciones por paciente en MFP (n=30) (276).

De esta forma, el fenotipo de MFP podria asociarse a un genotipo mas complejo, genéticamente mas cercano
a los SMD, con mayor nimero de mutaciones, y su desarrollo requeriria de varios impulsores que precederian

e0D e



INTRODUCCION

a las mutaciones JAK2V617F asi como de la presencia de inflamacion en el microambiente de la MO (445).

3.8. Frecuencia y distribucion de mutaciones non-driver en NMP

La frecuencia de deteccion de mutaciones en genes non-driver al diagnéstico de NMP oscila entre un 37-
50% en los estudios realizados con técnicas de NGS (WES, TS) (258,276,343), dependiendo del subtipo de
enfermedad y de si se encuentra en fase crénica o evolucionada (151,423,436).

La tabla 12 recoge la distribucion de mutaciones non-driver por subtipo de NMP.

Destaca el aumento de frecuencia de mutaciones en las fases avanzadas de la enfermedad y ciertas aso-

ciaciones de tipos de alteraciones genéticas. Caracteristicamente, las mutaciones en el espliceosoma apa-

recen muy raramente en PVy TE en comparacién con MF indicando una clara asociacién de las mutaciones

del splicing con el desarrollo de fenotipo de MF (445).
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«Relacion con el genotipo

Las mutaciones non-driver coexisten mas frecuentemente con JAK2V617F, siendo las mas habituales aque-
llas localizadas en genes reguladores epigenéticos como ASXL1, DNMT3A, EZH2, IDH2, o TET2 (258,500). Las
mutaciones en CALR coexisten con ASXL1, DNMT3A, TET2 o U2AFI. Las mutaciones en MPL se encuentran
asociadas con ASXL1 o SRSF2 (500).

En triples negativos parece haber un aumento de mutaciones en genes como NRAS en fase aguda (258) y de

forma caracteristica, la MFP triple negativa esta enriquecida en mutaciones de splicing, (445).

«Relacion con la fase de la enfermedad

Mutaciones en genes involucrados en epigenética, como TET2 y DNMT3A juegan un papel importante en
la iniciacion (445,446), mientras que otras como ASXLI y EZH2 estan mas asociadas a la progresion de la
enfermedad, aunque también pueden jugar algin papel iniciador (445,446).

Recientemente Grinfeld ha corroborado que la adquisicién de TET2y DNMT3A previa a JAK2V617F se asocia-
ba con mayor frecuencia al fenotipo de PV, mientras que ASXL 1y EZH2 adquiridos antes de JAK2V61T7F eran
mas frecuentes en el fenotipo de MF.

En este sentido, se ha reportado no sélo que ASXL1 asociado a JAK2 favorece el desarrollo de MF, sino tam-
bién la TL secundaria (429) mientras que EZH2 podria participar en la transformacién a MF post-NMP en
pacientes con TE (501). Por su parte, SRSF2 se habia relacionado primeramente con la transformacién MF
en PVy TE, si bien parece tener también un papel destacado en la TL de PVy TE.

Finalmente, las mutaciones en genes implicados en la transcripcion o en la respuesta al dafio del ADN estan
claramente asociadascon la TL, en particular RUNX1y TP53 pero también IKZF1y CUX1 (247,399,424,472,502).
No obstante, las mutaciones en TP53 pueden persistir en un estado heterocigoto durante un periodo pro-
longado correspondiente a la fase cronica de la NMP y se expanden con la adquisicion de homocigosis por
delecién cromosdmica o DUP (247), poniendo de manifiesto el papel del cambio de VAF de las mutaciones.

La implicacion de las mutaciones non-driver en la progresion de la enfermedad se describird mas adelante
en el capitulo 4.

3.9. Frecuencia y distribucion de las mutaciones non-driver en otras
patologias mieloides

Estas mutaciones non-driver son comunes a otras neoplasias mieloides y se observan recurrentemente en
LAM, SMD y SMD/NMP,

Los SMD representan un grupo heterogéneo de neoplasias hematopoyéticas clonales caracterizadas por
citopenias, displasia, hematopoyesis ineficaz y un mayor riesgo de TL. Se sabe que las mutaciones somati-
cas adquiridas desempefian un papel importante en la patogenia y el prondstico de los SMD (418,503). Se-
gun estudios recientes, aproximadamente el 90% de los pacientes con SMD tendra 1 mutacion y aproxima-
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damente dos tercios de estas mutaciones se observan en pacientes con un cariotipo normal (448,504,505).
Hay 6 genes que estan mutados recurrentemente en el 10% de los pacientes con SMD: TET2, SF3B1, ASXL,
SRSF2, DNMT3Ay RUNXI (448,504).

Las mutaciones en genes de splicing se producen hasta en el 50% de los casos, (443,464,465,506) con un
16-24% de mutaciones en SF3B1y 11-14% en SRSF2 (505,507). Como ya se menciond, SF3B1 se asocia a los
SMD con sideroblastos en anillo, (443,464,508), ayudando al diagnostico y confiriendo buen pronostico.
Las mutaciones en TP53 son relativamente frecuentes en SMD (27%) (509) y rara vez coocurren con otras
mutaciones aunque a menudo coexisten con un cariotipo complejo, del 5q o del 7q (418,509,510). Las mu-
taciones en /DH1/2 son poco frecuentes en los SMD (4-11%) y mas prevalentes en la LAs (8-10%) (511-513).

La TS ha demostrado que la LMMC presenta mutaciones genéticas en >90% de los casos, siendo SRSF2,
TET2y especialmente ASXL1 (>80%), los genes mas frecuentemente mutados, seguidos de una menor fre-
cuencia de mutaciones en SETBPI, KRAS, NRAS, RUNX1 y CBL. De hecho, la clasificacién de la OMS de 2016
incluye la presencia de mutaciones de TET2, SRSF2, ASXL1 y SETBPI, entre los criterios diagnosticos de la
LMMC en el contexto clinico apropiado.

Ademas, se ha demostrado un valor prondéstico negativo en cuanto a SV para las mutaciones nonssense o
frameshift en ASXL1 (514-517) y un mayor riesgo de progresién a LA para las mutaciones en RUNXI (515,517).
Otros genes que también han demostrado valor pronostico y cuya evaluacion es necesaria para la estrati-
ficacion del riesgo (518) son NRAS 'y SETBPI (517). Las mutaciones en SETBPI en LMMC podrian suponer un
continuo con la LMCa (519), entidad con la que se asocian particularmente (520). Por otro lado, las mutacio-
nes en JAK2 hasta en un 5% de las LMMC supondrian un continuo con las NMP (521).

También son de destacar las mutaciones de NPM1, que tienden a asociarse con una progresion rapida a
LAM (515,522), lo que sugiere que la LMMC mutada en NPMI podria estar muy cerca la LAM con diferencia-
cion monocitica (LAM M4/5). Por el contrario, la presencia de FLT3 ITD/TKD, presente en <5% de LMMC no
se relaciona con la TL, aunque puede serimportante determinar su presencia para fines terapéuticos (523)

En la clasificacion de la OMS 2016 (31) se han asentado las entidades moleculares de LAM con CEBPA mu-
tado, LAM con NPMI mutado vy se ha introducido una nueva entidad provisional definida por mutaciones
de RUNX1. Ademas, se han detectado en la LAM mutaciones con valor pronostico que influyen en la tasa
de respuesta, la SV libre de enfermedad, la SV libre de evento y la SV global, que serian FLT3, TET2, ASXL1,
DNMT3A, IDHI, IDH2'y TP53 (31). Mientras, NPM1 sin FLT3 y CEBPA por su parte estarian asociadas a buen
prondstico.

El perfil mutacional de la LAM de novo es distinto al de la LAs. Los genes més frecuentemente mutados en
la LAM de novo son NPMI (22-29%), FLT3 (22-37%) y DNMT3A (15- 26%), (383,524). De hecho, NPMI, FLT3y
los reordenamientos en MLL describen el 95% de las LAM de novo. Otros genes menos mutados son IDH1/
IDH2 (15-20%), KRAS/NRAS (12%), RUNX1 (5-10%), TET2 (8-14%), TP53 (2-8%), CEBPA (6-14% y, WTI (6% —8%)
(383,524).

Mientras, el perfil mutacional de la LAM secundaria a SMD es muy similar al de LA post-NMP, enriquecida en
mutaciones en genes de splicing, (SRSF2, SF3B1, U2AFI1, ZRSR2, ASXL 1, EZH2, BCL-6, BCOR 0 STAG2) (525,526).
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En la LNC el gen mas frecuentemente mutado es CSF3R, importante para el diagndstico (528,529). Esta
mutacion podria tener tendencia a coexistir con ASXL1, como se objetivd en una serie de 14 pacientes que
mostraban coexistencia de los dos genes en un 57% de las muestras (421).

En pacientes con mastocitosis sistémica las mutaciones en KIT, fundamentalmente D816V, juegan un im-
portante papel diagndstico (530). La presencia de mutaciones en ASXLI, RUNX1y SRSF2 se asocian a una
peor SVy estan incluidas en un reciente modelo pronostico para mastocitosis sistémica (531).

3.10. Relacion de las mutaciones non-driver con el tratamiento

La respuesta al tratamiento de la HU varfa segln el genotipo. Diferentes estudios han reportado que los
pacientes con TE JAK2V617F negativo son menos sensibles a la HU que los pacientes JAK2V61T7F positivos,
por lo que requieren dosis mas altas para lograr el control plaquetario (136,532). En un estudio retrospecti-
vo reciente que incluyd a 1446 pacientes con TE, 267 de los cuales eran CALR mutada, la tasa de respuesta
hematologica completa a los 12 meses fue del 67% y 40% en los genotipos JAK2V61T7F y CALR mutada, res-
pectivamente (533). Probablemente, estas diferencias se explican por el distinto mecanismo patogenético
de las mutaciones en CALR que dan lugar a una mayor activacion de MPL y trombocitosis. Sin embargo,
se desconoce si la presencia de mutaciones en genes non-driver también podria influir en la respuesta
al tratamiento. En este sentido, Verger y col. observaron en un pequefio grupo de pacientes con TE CALR
mutada (n=31) una menor tasa de respuesta molecular completa al IFN en aquellos pacientes portadores
de mutaciones non-driver en los genes TET2, ASXL1, IDH2 y TP53 (139).

El estudio MAJIC-ET (fase 2 aleatorizado), que comparé ruxolitinib con la mejor terapia disponible en pa-
cientes con TE y resistencia o intolerancia a HU, no mostro¢ diferencias entre los dos brazos en las tasas
de respuesta hematologica o progresion de la enfermedad (533). De forma interesante, se hizo un estudio
dirigido de mutaciones non-driver observando que las mutaciones en TP53y en factores de splicing como
SRSF2, SF3B1, ZRSR2 se asociaban a un mayor riesgo de transformacion en este subgrupo de pacientes con
intolerancia/resistencia a HU (534).

En la misma linea, el reciente estudio de Alvarez-Larran y col, en el que se estudiaron molecularmente 59
pacientes diagnosticados de PV con resistencia a HU, mostré una mayor probabilidad de desarrollar esta
resistencia en los pacientes con TP53 (64%) y en pacientes con mutaciones de splicing o de la cromatina
(49%), en comparacion con pacientes con mutacién homocigota JAK2 (27%) y heterocigota JAK2 (14,5%).
De forma interesante, el trabajo destaca un patron de desarrollo de resistencia a HU especialmente rapido
en los pacientes con mutacion en TP53y asocia las mutaciones en este gen y en los genes de splicing o de
la cromatina con mayor riesgo de TLy menor SV (535).

Patel y col. estudiaron si la presencia de mutaciones en genes non-driver podia predecir la respuesta a
ruxolitinib en MFP, encontrando que el nimero de mutaciones se relacionaba con la respuesta esplénica,
de forma que los pacientes con >3 mutaciones tenian 9 veces mayor probabilidad de no responder a ruxo-
litinib a nivel esplénico en comparacion con los pacientes sin mutaciones. Observaron también la falta de
respuesta en los pacientes con alguna mutacion en ASXL1, EZH2, o IDH1/2, a diferencia de lo observado en
los ensayos clinicos COMFORT-1y COMFORT-II que habian reportado la ausencia de diferencias en términos
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de respuesta en pacientes con y sin mutaciones de mutaciones de alto riesgo molecular (537).

Estudios recientes con inhibidores JAK2, apoyan la observacion de Patel. En un estudio de 100 pacientes,
incluidos 23 tratados con momelotinib, se observo un tiempo mas corto hasta el fracaso del tratamiento
en pacientes con mutaciones en ASXL1y EZH2 (538). Mas recientemente, entre 86 pacientes que recibieron
ruxolitinib durante una mediana de 79 meses, la evolucién clonal, caracterizada por la adquisicion de nue-
vas mutaciones durante el tratamiento, se asoci6 con una SV significativamente més corta después de la
interrupcion del tratamiento en comparacion con los pacientes sin evolucion clonal (539).
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4, Transformacion a MFy LAM en NMP

La esperanza de vida media en las NMP es significativamente mas corta que en la poblacién general co-
rrespondiente para edad y sexo, con una mediana de SV estimada de 20 afios para TE, 14 afios para PVy 6
afios para MFP (91). La edad es el factor mas importante de SVen NMPy los pacientes jovenes, menores de
60 afios, presentan medianas de SV mas largas: aproximadamente 33 afios para TE, 24 afios para PVy 15
afos para MFP (92).

Para cada entidad, se han descrito otros factores de riesgo relacionados con la SVy se han disefiado scores
pronosticos ya mencionados en capitulos anteriores: IPSET para TE, IGW para PV (Tabla 4) e IPPSS, DIPPS,
MIPSST70, MIPSST70 + version 2.0 y GIPSS para MF.

En el caso de la MFP, como se ha mencionado previamente, una de las principales causas de muerte es la
TL, que sucede en aproximadamente un 20% a 10 afios (171).

La PVy la TE, que comparten caracteristicas bioldgicas, clinicas, epidemioldgicas y prondsticas presentan
como principal causa de morbimortalidad las complicaciones trombo-hemorragicas, aunque cuando se
instaura un tratamiento adecuado, la transformacion a MFy a LAM/SMD condicionan en gran medida la SV.
Las causas de muerte y su frecuencia en cada entidad se han recogido en el capitulo 1. Por tanto, identi-
ficar los factores genéticos que condicionan un mayor riesgo de transformacion es crucial para evaluar el
pronostico en la PVy la TE, especialmente en pacientes jovenes.

La incidencia de TL, varia segun el subtipo de NMP, siendo mas alta en MF con una incidencia del 10 al 20%
en los primeros 10 afios de la enfermedad (93,502,536-538). Seglin una amplia serie de 1545 pacientes, la
incidencia de TL en PV es del 2,3% a los 10 afios y del 7,9% a 20 afios, si bien ha sido reportado hasta el
14,4% en series mas pequefias (539,540). Finalmente, la incidencia acumulada de TL en TE es de menos
del 1% en la primera década de la enfermedad (96,141,541), aunque series mas antiguas han reportado
incidencias en torno al 3% (546-548).

Elriesgo de progresion a MF es también menor en TE que en PVy ocurre mas tarde en el curso de la enfer-
medad. Se ha reportado una incidencia acumulada de MF post-TE del 3,9% a los 10 afios, del 9,3% a los 15
afios (96,549,550) y de 19,9% a los 20 afios (549), (96,549).

Por lo que respecta a la PV, las incidencias reportadas oscilan en torno al 4,9-6% a los 10 afios, 6-14% a los
15 aflos y 26% a 20 afios (33,54,92,96,142,543,544,551-555).

Los distintos estudios de TL y transformacion a MF en PVy TE se recogen en las tablas 13 y 14, respecti-
vamente.
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4.1. Diagnostico de la transformacion a LAM

El diagnostico de fase blastica de NMP requiere la presencia de un 20% o mas blastos en sangre periférica
0 en MO (556). También es posible la transformacion a nivel extramedular en forma de sarcoma mieloide.

Fenotipicamente los blastos suelen ser de estirpe mieloide, si bien hay algiin caso descrito de transforma-
cion linfoide (542,557,558)). Los subtipos de la clasificacion FAB M6 (eritroleucemia) y M7 (megacarioblas-
tica) son mas frecuentes que en la LA de novo (540,542).

A nivel citogenético predomina el cariotipo complejo, con una elevada representacion de alteraciones
de los cromosomas 5, 7y 17p. Las anomalias cromosomicas asociadas con NMP en fase blastica incluyen
amplificaciones 1qy 3q, deleciones de 7q, 5q, 6p, 7p (19 vs. 0,5% en la fase cronica) (474) y DUP de 19qy
22q (472). Los genes asociados con estas aberraciones cromosomicas incluyen MDM4 (1q), IKZF1 (Tp), EZH2
(7q), CUX1 (7q) y JARID2 (6p) (559).

A nivel molecular, como ya se ha comentado, mutaciones recurrentes de LAM de novo como las de los
genes FLT3y NPM1 son infrecuentes en la TL de las NMP. Las mutaciones comunes descritas en la TL inclu-
yen JAK2, IDH1/2, ASXL1, SRSF2, TP53y TET2, mientras que en la LAM de novo son mas frecuentes N/KRAS
y DNMT3A (362,399,406,450,486).

4.2. Pronostico de la transformacion a MFy a LAM

Una vez transformada a MF, la SV media de la PV se acorta drasticamente a 5,7 afios (90). Passamontiy col.
desarrollaron un modelo prondéstico dindmico para pacientes con MF post-PV basado en tres factores de
riesgo independientes: Hb<100 g/L, recuento de plaquetas <100x10%/L y recuento de leucocitos 430x10%/L.
La presencia de cualquiera de estos factores de riesgo resulta en un riesgo de muerte 4.2 veces mayor.

El prondstico de los pacientes con LAM post-NMP es infausto con medianas de SV menores de 6 meses,
por lo que hay un interés general en el estudio de factores de riesgo de TL en NMP (556,557). Aunque la TL
puede formar parte de la historia natural de las NMP (558), hay una serie de factores que influyen en esta
evolucion que estan relacionados con el paciente (edad y predisposicién genética), con el tratamiento y
finalmente con la biologia de la propia enfermedad (aspectos clinicos y moleculares).

4.2.1. Factores de riesgo de transformacion a MF post-NMP

La evolucion a MF forma parte de la historia natural de PVy TE, siendo el tiempo de evoluciéon desde el diag-
nostico de ambas enfermedades un factor de riesgo de progresion en si mismo.

Otros factores de riesgo citados para MF post-PV incluyen edad avanzada, leucocitosis, fibrosis de reti-
culina en MO, esplenomegalia, la carga alélica de JAK2V61TF y una evolucion de la enfermedad superior
a 10 afos (33,554,555,563-565). De todos ellos, la elevada carga mutacional de JAK2V61TF es quizas el
mas importante. Nuestro grupo fue el primero en describir la asociacién entre mutacién JAK2V61T7F en
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estado homocigotoy progresion a MF en PV (566). En un estudio de 647 pacientes con PV, 68 evoluciona-
ron a MF post-PVy un 78% de ellos presentaban una carga alélica >50% (90) si bien la categorizacion de
la carga alélica de JAK2V61TF se basd en una determinacion Unica sin tener en cuenta el momento de la
enfermedad y el tratamiento recibido. Dado que la carga mutacional de JAK2V617F puede variar como
consecuencia de la evolucién natural de la enfermedad o bien por influencia del tratamiento, es impor-
tante tener en cuenta el patrén evolutivo de la carga mutacional de JAK2V617F mediante la realizacion
de determinaciones seriadas. Asi, en un estudio liderado por nuestro grupo que incluy6 163 pacientes
con PV, ninguno de los 88 pacientes con un patron evolutivo de la carga de JAK2V61TF inferior al 50%
progres6 a MF. Es importante destacar que 17 de estos 88 pacientes tenfan una carga inicial >50% pero
como consecuencia del tratamiento la VAF de JAK2V617F se mantuvo estable <50% posteriormente. En
cambio, de los 49 pacientes con una VAF de JAK2V61TF persistentemente elevada, se document¢ la pro-
gresion a MF en 7 (14%). Ademas, se documenté un incremento progresivo de JAK2V617F, pasando de
una carga inicial <50% a una carga >50%, en 16 pacientes, de los cuales 8 (50%) progresaron a MF (60).
Ademas, estas cargas alélicas altas de JAK2V617F 250% se han asociado con leucocitosis, trombocitosis
y, mayor incidencia de trombosis y de MF post-PV (563). En el analisis multivariado el patron evolutivo
de JAK2V61TF mostro ser el factor de riesgo con un mayor valor pronostico corregido por edad, sexo 'y
tratamiento recibido (60).

Ademas, la resistencia a HU se ha relacionado también con un mayor riesgo de transformacion a MF en PV,
segln han reportado distintos estudios (567,568).

Los factores de riesgo para MF post-TE incluyen edad avanzada, leucocitosis, anemia, fibrosis de reticulina,
mientras que la presencia de JAK2V617F demostrd ser un factor protector (141,549,555,569,570). A nivel mo-
lecular, las mutaciones en CALR parecen tener un riesgo similar de evolucién a MF que las mutaciones en
JAK2VB1TF (92,125,571), aunque algunos grupos han reportado una mayor probabilidad de transformacion
MF en pacientes con mutacion en CALR (277,572) y en concreto CALR tipo 1 (303), si bien podria deberse
la mayor frecuencia de este Ultimo subtipo. Passamonti y col. analizaron la influencia del genotipo en la
transformacion a MF en 781 pacientes con TE, observando que los pacientes con CALR mutada tenian una
evolucion mas lenta a MF que el resto de genotipos, siendo la diferencia mas acusada en comparacién con
pacientes triple negativos (12,1 vs. 8,4 afios, respectivamente) (573). Asi mismo observaron una mejor SV en
los pacientes con MF post-TE CALR mutados. Como consecuencia, los autores propusieron la ausencia de
mutacion en CALR como factor asociado a una menor SV en MF post-TE en un sistema pronostico denomi-
nado MYSEC-PM (Myelofibrosis Secondary to PV and ET Prognostic Model), aunque concluyen diciendo que
estos datos precisan de mayor validacion (574). En un estudio con 165 MF post-TE de Rotunno y col. encon-
traron una asociacion entre el genotipo triple negativo y una peor SV (436). Mientras, en una serie con 495
pacientes con MF post-TE el genotipo con mayor riesgo de transformacién a MF resulté ser MPL (575). Por
tanto, faltan datos para concluir acerca de la asociacién entre el genotipo y la transformacion a MF post-TE.

Mas recientemente se han implicado las mutaciones en genes del espliceosoma y en genes modificadores
de la cromatina en el riesgo de transformacién a MF, tanto en PV como en TE (424). En MF post-TE, Rotunno
y col. reportaron que SRSF2 era el Unico gen asociado a una peor SV (436).
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4.2.2. Factores de riesgo de la TL

Los factores de riesgo para la TL en NMP se recogen en la Tabla 15. Se dividen en factores relacionados

con la biologia de la enfermedad y con el tratamiento de la NMP.

Clinica

Laboratorio

Médula 6sea

Terapias previas

Alteraciones citogenéticas

Mutaciones

Edad>60y trombosis

Plaquetas >1000x109/L
Anemia
Leucocitosis >15x109/L

MF prefibrética, reticulinay
celularidad en médula ésea

Ninguno

TP53, EZH2

Edad>70, Edad>61

Leucocitosis >15x109/L

Citorreductores
secuenciales, pipobroman,
P32, clorambucil

Cariotipo anormal

SRSF2, IDH2, ASXL1

4.2.2.1. Factores relacionados con el paciente

« Predisposicion genética

Edad>65y dependencia
transfusional

Leucocitosis >30x10e9/L
Plaguetas <50x10e9/L

Blastos periféricos >3% y/o
plaguetas<100x10e9/L

IL-8, IL2R

PCR>Tmg/Ly blastos periféricos
>1%

Blastos en médula ésea>10%

Cariotipo anormal
Aberraciones del cr 17
Cariotipo monosémico (1q, 7q,
5q, 6p, 7p, 199, 22qy 3q, dell7p,
5,7)y/o complejo

Cariotipo desfavorable
(cariotipo complejoo 2
anomalias que incluyen +8,
7/19-,1(170),-5/59-, 12p-, inv (3)
o reordenamiento 11923
Dell7p, 5, 7 y/o complejo

Triple negativo, ASXL1, SRSF2,
U2AF1 157Q, IDHI o IDH2

Las mutaciones de la linea germinal no solo pueden predisponer a la enfermedad, sino que también influyen

en su curso clinico. Se ha demostrado que los pacientes con TE o PV que son homocigotos para un SNP en

el gen ERCC2 (anteriormente denominado XPD) tienen un riesgo casi 4 veces mayor de desarrollar TL en NMP

o neoplasias malignas no mieloides secundarias que aquellos con genotipos alternativos (564). Como ERCC2

es un gen de reparacion del ADN, se ha planteado la hipdtesis de que los pacientes con el genotipo de riesgo

serian mas sensibles al dafio del ADN. Esta asociacion es independiente de la exposicion previa a agentes

citorreductores o leucemogenos (576).
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Ademas, en las neoplasias familiares, los pacientes de la segunda generacién tienen con mayor frecuencia
un acortamiento telomérico en comparacion con parientes afectados que pertenecen a una generacion
anterior, lo que sugiere que pueda favorecer un inicio mas temprano de la enfermedad (577).

«Edad

Especial mencion merece la edad, ya que el envejecimiento es un factor de riesgo importante para la evolu-
cion de NMP (261) al favorecer la expansion de clones hematopoyéticos como se objetivado en los estudios
de WES previamente mencionados (248,249,381,382). La HSC experimenta cambios bioquimicos y funcio-
nales con la edad que podrian favorecer la expansion de células que adquieren mutaciones. No obstante, la
expansion clonal también puede deberse a mecanismos independientes de los oncogenes, como la deriva
clonal o la reduccion de la diversidad genética de la MO (248,495). Todas las series de pacientes muestran
la edad como factor de riesgo de SV, trombosis y algunas de TL (33,54,142,569,578).

4.2.2.2. Factores relacionados con el tratamiento de las NMP

La TL forma parte de la historia natural de la PV (562), si bien la incidencia en pacientes jovenes es mas alta
de lo esperable, motivo por el que, desde hace décadas, se estudia el impacto del tratamiento citorreduc-
tor en su desarrollo (562).

El Polycythemia Vera Study Group realizd una contribucion fundamental al descubrimiento de la leucemogenici-
dad asociada a farmacos en sus ensayos clinicos prospectivos. Inicialmente describié la asociacién del cloram-
buciloyla TL (567)y posteriormente del P32 (580). El ensayo clinico que permitié obtener estos datos fue el PVs.
G01, que se llevd a cabo entre 1967y 1974, comparando 3 grupos de tratamiento distintos: clorambucil, P32 y sélo
flebotomias. El riesgo de TL en los pacientes que recibieron clorambucil fue 13 veces mayor que en los tratados
con flebotomiasy 2,3 veces mayor que los tratados con P32. El seguimiento a largo plazo permitié comprobar que
el uso de P32 también aumentaba el riesgo de TL tras 5 afos y se relacionaba con la acumulacion de dosis (580).

Aungue otros agentes alquilantes como busulfan o pipobroman no se asociaron inicialmente a un alto ries-
go de leucemogénesis como el clorambucil (581,582), mas adelante se pudo comprobar su potencial leu-
cemogeno (549). El estudio observacional prospectivo de 1638 pacientes ECLAP previamente comentado,
analizé los factores relacionados con la TL, y a pesar de tener un corto seguimiento, la edad, P32, busulfan
y pipobroman se asociaron a mayor riesgo de TL, a diferencia de la HU, que no se relaciono.

El potencial leucemogeno del pipobroman fue corroborado posteriormente en otro ensayo clinico rando-
mizado del grupo francés en el que se comparo pipobroman a HU como tratamiento de primera linea en
285 pacientes menores de 65 anos y con una mediana de seguimiento de 16 afios. La probabilidad de TL a
10 afos fue del 6,6% vs. 13%, para el grupo de pacientes que recibié HU y pipobroman, respectivamente
(583). La probabilidad de TL en el brazo de HU resulté ser mayor que la reportada previamente en otras
series si bien se atribuy¢ a la historia natural de la PVy no a un efecto leucemogeno de la HU.

Un estudio caso control publicado en 2011 por un grupo sueco donde se evaluaron 162 pacientes con LA/
SMD post-NMP y 242 controles de similares caracteristicas que no presentaron TL mostrd que el riesgo de
TL era 2,9 veces superior en los pacientes que recibian 2-3 tipos de tratamiento citorreductor que el de los
pacientes que recibieron un solo tipo tratamiento (IC 95%, 1,4-5,9) (584).
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Asi mismo, en este estudio se confirmé la relacion entre la TL y la exposicién a dosis altas de alquilantes y
de P32, ya que los pacientes que recibieron dosis de P32 superiores a 1000 megabecquereles y de alqui-
lantes superiores a 1 gramo mostraron 4,6 veces (IC 95%, 2,1-9,8; p=0,002) y 3,4 veces (IC95%, 1,1- 10,6;
p=0,015) mayor riesgo de LA/SMD, respectivamente (584). En este estudio se analizaron ademas las dosis
crecientes de HU en comparacion con pacientes no expuestos a HU, sin encontrar diferencias significativas
entre ambos grupos para ninguna de las dosis exploradas (584). Finalmente, habia un 25% de pacientes
que no habia recibido ningln tipo de tratamiento citoreductor por lo que, el trabajo dejaba patente que la
exposicion a farmacos no es la Unica causa que interviene en la TL (584).

Aunque siempre ha estado en entredicho la posibilidad de que la HU contribuyese a la leucemogénesis y
esta crea una gran controversia, nunca ha podido ser demostrado en estudios prospectivos randomizados
y ni siquiera en largos estudios observacionales retrospectivos(573-576). No obstante, alguna pequefa se-
rie si ha encontrado relacion (577) y una serie de 292 pacientes menores de 65 afilos mostro la misma tasa
de TLen larama de la HU que en la rama de pipobroman (590).

A pesar de los argumentos en ambos sentidos, la posibilidad de una leucemogenicidad inducida por HU
parece ser, segin diversos autores bastante pequefia (591), basandose en la observacién de que en la ane-
mia de células falciformes la HU no induce TL (592). No obstante, en NMP, por la naturaleza clonal de la
enfermedad, esta observacion puede no ser extensible.

Entre los argumentos que abogan por el potencial leucemogeno de la HU se encuentran, ademas de los
estudios mencionados anteriormente, la posible seleccién de células con del 17p por parte de la HU (588),
y una supuesta relacién de HU con la TL de las NMP JAK2 negativas (593).

La HU actua sobre la ribonucledtido reductasa, que participa en la sintesis y en la reparacion del ADN (582),
y podria tener potencial mutagénico seglin experimentos in vitro con células de pacientes con anemia de
Fanconi (595), de hecho, se sabe que potencia la radiacion UV y promueve el desarrollo de carcinomas cu-
tédneos de células basales y escamosas (596). La alteracion de la sintesis de ADN inducida por HU se asocia
normalmente con la regulacion positiva de p53 y la detencién del ciclo celular (597). A concentraciones
altas de HU las células in vitro mueren. Sin embargo, a concentraciones clinicamente relevantes de HU, una
fraccion de la poblacion de células diana puede escapar de la accién de p53 y de la muerte celulary, por
tanto, es susceptible a la adquisicion de mutaciones (597,598).

Basandose en estos estudios in vitro y en observaciones poblacionales, Spivak y col. postulan que debido
a que las células JAK2V617F mutadas son mas sensibles a HU que las células negativas para la mutacion, y
teniendo en cuenta la aparicion tardia de la mutacion, es posible que la HU permita transformar o seleccio-

nar un clon ancestral primitivo més resistente (593).

Dos estudios importantes en TL estan en linea con esta premisa (588). Theocarides y col. mostraron una
asociacion estadisticamente significativa entre LA con del 17p y pacientes con NMP que recibieron HU sola
0 en combinacion con un agente alquilante (254). En el otro estudio, seis de los nueve pacientes con PV'y
TE JAK2V61TF positivos que desarrollaron TL en células negativas para JAK2V617F habian estado expuestos
s6lo a HU (256). En contraste, la TL en pacientes JAK2V617F mutados ocurrié en pacientes con MFP o MF
post-NMP (256).
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No obstante, la ausencia de ensayos clinicos aleatorizados no permite establecer de forma definitiva si
los anteriores hallazgos tienen una relacion causal directa con la exposicion a la HU o simplemente son el
resultado de la evolucion natural de la enfermedad en pacientes con mutaciones de alto riesgo. En este
sentido se ha descrito que la resistencia a la HU se asocia a la TL y que la mayoria de dichos pacientes ya
tienen mutaciones en genes involucrados en la TL antes de iniciar la HU (Alvarez-Larran, Leukemia). Esta
observacién tiene una importante consecuencia clinica ya que se deberia evitar la administracion de far-
macos leucemdgenos en segunda linea en pacientes con mutaciones de alto riesgo y pone de manifiesto
la utilidad de los estudios de NGS para personalizar el tratamiento.

4.2.2.3. Factores relacionados con la biologia de la enfermedad

» Subtipo de NMP

Numerosas series de casos retrospectivas han identificado un conjunto recurrente de factores de riesgo
clinicos adversos frecuentemente implicados en la TL de las NMP en fase crénica.

Ademas del fenotipo de NMP (mayor riesgo de TL en MF, seguido de PVy TE) y de la edad avanzada (>60-65
afios) (33,54,142,569,578), otros factores clinicos como, la leucocitosis (>15-30x109/L) (54,546,555,584,599),
la trombocitosis (141,142) y la anemia (142,549) también se han asociado de forma significativa al riesgo de
TL en distintos estudios de amplias cohortes.

Atendiendo al subtipo de NMP, especificamente en la TE factores como la trombosis previa, la trombocitosis
extrema, la anemia, y la fibrosis reticulinica se han asociado a mayor riesgo de TL (93,141,142,555). Mientras,
en PV se han relacionado con la fase blastica otras caracteristicas como la fibrosis reticulinica, la esplenome-
galia (54) y el cariotipo anormal (555,600) asi como el uso de pipobroman, radiofésforo (P32) y busulfan (553).

En MFP se han descrito ademés otros factores como la dependencia transfusional (601), la trombocitope-
nia (602,603) y el porcentaje de blastos circulantes (93,578,602).

« Cariotipo

Las anomalias citogenéticas son poco frecuentes en PV (<20%) e infrecuentes en TE (<5%) en el momento
del diagnostico (71,592), como se ha referido previamente. Son mucho mas frecuentes en MFP (30-57%)
(92,605,606), entidad en la que se ha demostrado que aumentan con el tiempo y que pueden ayudar a
predecirla TL (605,607,608).

En fase blastica se ha observado una mayor prevalencia de alteraciones citogenéticas y un mayor numero
de anomalias que en la fase cronica. Un estudio citogenético con arrays de polimorfismo de un solo nu-
cleodtido de alta resolucion realizado en muestras de 88 pacientes con NMP en fase cronicay 71 pacientes
en fase aguda, reveld un aumento de 2-3 veces el nimero de alteraciones genémicas en las muestras de la
TL respecto a las de fase cronica, inclusive en TL directa de TE y PV (609).

Las alteraciones que han demostrado tener capacidad pronéstica confirmada son el cariotipo com-
plejo o cualquier combinacion de =1 de: i(17q), -5/50-, -7/7g-, +8, reordenamientos 12p-, inv(3) o 11923
(173,424,606,610).
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No obstante, es en MFP dénde se han estudiado en mayor profundidad este aspecto. En un estudio de
MFP el cariotipo con =2 monosomias 0 una monosomia mas cualquier otra alteracién se asociaron con
tasasde TL a 2 afos del 29% vs. el 8% para cariotipo complejo sin monosomias (599). Los analisis recientes
de grandes cohortes de pacientes con MFP proponen un sistema de estratificacion de tres niveles sobre
el esquema actual de “favorable/desfavorable” afiadiendo la categoria de “muy alto riesgo” que incluiria
especificamente i(17q), inv(3)/3g21, monosomia 7, 12p—/12p11.2, 11g-/11g23 y trisomias (sin incluir +8/+9)
(599,600). La presencia de una o mas de estas lesiones se predice una tasa de TL de casi el doble en com-
paracion con otros cariotipos desfavorables tradicionales y la mediana de SV en este subconjunto de pa-
cientes es de solo 1,2 afios (613).

Los estudios realizados especificamente en TE no han podido demostrar que la citogenética al diagnostico
impacte significativamente en la transformacioén a MF o TL, nien la SV (71,114). En PV hay datos contradic-
torios y mientras que algunos trabajos no evidencian asociacion (614,615), otras series han hallado relacién
entre las alteraciones citogenéticas y la progresion, a LAM (54,70), si bien no es un factor de riesgo que se

incluya en los actuales scores prondésticos.

« Mutaciones non-driver con valor pronoéstico

En MFP, el panorama mutacional ha sido estudiado en profundidad, a diferencia de PVy TE, cuyo analisis

es una necesidad no cubierta.

Varios estudios realizados en cohortes de pacientes con MFP han proporcionado evidencia del impacto
adverso de las mutaciones somaticas en ASXL1, EZH2, IDH1/2, y SRSF2 sobre SV y TL. El primer analisis
simultaneo de estas cinco mutaciones fue descrito en 2013 por Vannucchi et al. utilizando secuenciacion
de Sanger en una serie de 879 pacientes con MFP, donde encontré asociacion de las mismas con la TLy
disminucion de la SV (150). En 2014, Guglielmelli et al. valido los mismos resultados en un estudio de NGS
de 167 pacientes con MFP en el que ademés destacé la importancia del nimero de mutaciones (502). A raiz
de estos hallazgos se propuso una nueva clasificacion de pronoéstico molecular, en la que los pacientes que
tenfan una mutacién en cualquiera de estos cinco genes (ASXL1, EZH2, IDHI, IDH2 y SRSF2 se clasificaban
como un grupo de alto riesgo molecular (HMR, high molecular risk) (535). Estos hallazgos fueron confirma-
dos por el mismo grupo en 2018 en un estudio que incluyd 805 pacientes <70 afios (174). (436). Reciente-
mente se ha demostrado el valor pronostico negativo de U2AF1Q157 (179).

Estos biomarcadores genéticos se han incorporado recientemente en nuevos modelos de riesgo para MFP,
incluido MIPSST70 (sistema de puntuacién de prondstico internacional mejorado por mutaciones para pa-
cientes en edad de trasplante), (78) MIPSS70 + version 2.0 (MIPSS70 mejorado con cariotipo (175) y GIPSS
(sistema de puntuacion de prondstico de inspiracion genética) (176).

Asi mismo, en un estudio reciente de 464 pacientes, Coltroy col. proporcion6 pruebas de una asociacion de
mutaciones en los genes de la via RAS CBL, KRAS y NRAS con una SV mas corta en MFP (616).

En PVy TE hay menos estudios moleculares, si bien en la Ultima década se han ido describiendo mediante el
analisis molecular de pequefias series de pacientes mutaciones en genes non-driver que se han relacionado
con mayor riesgo de TL como IKZF1, CUX1 (399,474), TP53 (255,399,483,486) y RUNXI (106,255,446, 470,502).
Ademas, las mutaciones de splicing como SRSF2, ZRSF2, U2AF1y SF3B1 también se han asociado a TL (450).
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4.2.3. Modelos de clasificacion genomica pronostica en NMP

En 2016 de Tefferiy col. publicaron un estudio con 133 pacientes diagnosticados de TE y 183 de PV, con la
posterior validacion en una cohorte italiana de 174 pacientes con TE y 215 con PV dénde analizaron por
NGS la relacion entre mutaciones non-drivery TL, asi como evolucion a MFy la SV. En el trabajo se describie-
ron como mutaciones predictoras de TL en TE aquellas localizadas en los genes SH2B3, SF3B1, U2AF1, TP53,
IDH2 y EZH2, mientras que para PV se reporto el valor pronostico de ASXLI, SRSF2 e IDH2. En lo referente a
la progresion a MF los genes con valor prondéstico resultaron ser para SF3B1y U2AF1 en TE, y SRSF2 en PV.
Como mutaciones implicadas en la SV describieron aquellas localizadas en los genes IDH2 y SH2B3 para
TE mientras que para PV resultaron predecir una peor SV las mutaciones en los genes SRSF2 y ASXL1. Fue
uno de los primeros trabajos que sugiri¢ que la NGS en PVy TE podria ayudar a la estratificacion del riesgo
genético independientemente de los factores clinicos incluidos hasta ahora en los scores.

Recientemente el mismo grupo propuso un sistema de prediccién pronostica en el que ademas de varia-
bles clinicas se incluyeron las mutaciones non-driver de alto riesgo. Los genes asociados a TL en TE fueron
TP53y U2AF1 mientras que en PV solo SRSF2. En progresion a MF se encontro asociacion con SF3B1y U2AFI
para TE,y ninglin gen en PV. Finalmente, los genes asociados a peor SV fueron SF3B1y SRSF2 en TE y SRSF2
en PV.

Basados en estos datos, los autores desarrollaron un sistema de prondstico mejorado por mutaciones
(MIPSS-PV y MIPPS-TE) que consta de factores clinicos y mutaciones adversas en los genes SF3BI1, SRSF2,
TP53y U2AFI en TE y SRSF2 en PV, y que afectan a SVG, TL y transformacion MF (460).

El MIPSS-TE se basé en tres factores de riesgo: presencia de mutaciones adversas (SRSF2, SF3B1, U2AF1 y
TP53) (dos puntos); edad> 60 afios (tres puntos) y sexo masculino (un punto).

El MIPSS-PV se basé en cuatro factores de riesgo: presencia de mutaciones adversas (SRSF2) (dos puntos);
cariotipo anormal (un punto); edad> 67 afios (tres puntos); y recuento de leucocitos =15 x10%/1 (dos puntos).

Los autores concluyeron que las mutaciones del espliceosoma mejoran la prediccion de SVen TEy PV e
identifican a los pacientes en riesgo de progresion a MF. En cuanto a TL, destacan Unicamente el papel de
las mutaciones de TP53 en TE (460).

En la Tabla 16 se recogen los datos aceptados sobre la significacion clinica de las mutaciones de genes
non-driver en la TL y transformacion a MF.
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En 2018 Grinfeld y col. presentaron un modelo de clasificacién genémica aplicado a 2035 pacientes y vali-
dado en una cohorte externa de 270 pacientes con NMP (424). En este estudio se incluyeron 1321 TE, 356 PV,
309 MFP y 49 otras NMP. Se analizaron 63 caracteristicas clinicas, demograficas, citogenéticas y genomicas,
estas Ultimas mediante NGS TS de 69 genes en muestras iniciales de 1887 pacientes y mediante WES en 148
pacientes. Los autores identificaron ocho subgrupos gendmicos diferentes que permiten una prediccion per-
sonalizada del diagnostico y de la evolucion clinica en pacientes con TE, PVy MF (424). Este modelo, realizado
técnicas estadisticas complejas como redes Bayesianas, puede suponer una herramienta sencilla para la inte-
gracion de datos y la medicina personalizada, ayudando a la toma de decisiones diagnosticas y terapéuticas
dificiles, si bien el algoritmo requiere una mayor validacion y presenta la limitacion de haber incluido predo-
minantemente TE (617). Por tanto, alin necesitando ser validada por series independientes, esta clasificacion
tiene el interés de poder aplicarse a todas las NMP, permitiendo discernir entre fenotipos intermedios.

Se trata de una clasificacion jerarquica en la que se parte del estudio del gen TP53'y de otros genes mieloi-
desy alteraciones gendmicas (detectadas mediante NGS, arrays, FISH o citogenética), pasando a utilizar
los genes driver para clasificar la NMP Unicamente cuando no hay alteraciones adicionales. A continuacion
se describen los grupos moleculares incluidos en dicha clasificacion(500) (Tabla 17):

1. El primer grupo esté integrado por las NMP con afectacion de TP53, bien por mutacion o bien por pérdida
de 17p, o con pérdida de 5g o del cromosoma 5 completo. Sin duda es el grupo asociado con un pronostico
peor, con un riesgo alto de transformacién a LAM y de muerte precoz.

2. El segundo grupo se define por la presencia de una o mas mutaciones en 16 genes (EZH2, IDH1, IDH2,
ASXL1, PHF6, CUX1, ZRSR2, SRSF2, U2AF1, KRAS, NRAS, GNAS, CBL, RUNX1, STAG2 y BCOR) o bien por la exis-
tencia de pérdidas de heterocigosidad (LOH) en el brazo largo del cromosoma 4 o por pérdidas en 7q o
monosomia del 7. En este grupo predominaban los enfermos con MF y NMP/SMD si bien cabe destacar que
se puede ver en algunos enfermos con TE (8.4%) o PV (11.5%). Todos los enfermos incluidos en este grupo
tenfan mayor riesgo de transformacion a MF y una supervivencia sin eventos mas corta (Tabla 17).

3. Enfermos con mutacion de CALR. Este grupo presentd con mas frecuencia LOH en 19p o pérdidas en 20q.
En este grupo soélo se observaron enfermos con TE o MF.

4. Pacientes con mutacion de MPL. Al igual que en el grupo anterior solo se observo en pacientes con TE o
MF. Estos enfermos tenfan mayor riesgo de transformacion a LA.

5. Enfermos con mutacién de JAK2V617F homocigota. En estos enfermos se observé una mayor incidencia de mu-
taciones asociadas en NFE2. La mayor parte de estos casos tenian una PV'y tenfan mas riesgo de evolucién a MF.

6. Enfermos con mutacion de JAK2V61TF en heterocigosis. Esta alteracion se observo en PV, TE y MF. En el
estudio se usé este grupo como referencia para calcular los riesgos del resto de subgrupos.

7.Enelséptimo grupo (que comprendia el 9.4% del total) no se observaba ninguna mutacion driver. Estos enfer-
mos eran generalmente jovenes, de sexo femenino y generalmente tenian el diagnostico de TE. Este grupo se
caracterizaba por presentar un pronostico especialmente buenoy la evolucién a LAM o a MF era excepcional.

8. Eloctavo grupo estaba integrado por enfermos (1.8% del total) que se caracterizaban por no presentar nin-
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guna de las alteraciones previamente descritas. Se podian observar mutaciones en otros genes, como TET2,
DNMT3A, asi como mutaciones en genes relacionados habitualmente con otras enfermedades (como KIT). En
la Figura 16 se expone la estrategia a seguir para establecer el subgrupo genémico de una NMP tras obtener
el resultado del estudio NGS.

1.NMP con alteracién de TP53 | TP53/Cr5/5q MF, raroen PVo TE 13,8 2,4
2.NMP§on muten genes de Mutacion en fualqwera MF, PV o TE 13.8 35
cromatina o de splicing de los genes

3.NMP con mut de CALR CALR TE, MF, otros 12,1 18,9
4.NMP con mut de MPL MPL TE, MF 18,1 11,5
5.NMP con mut de JAK2 JAK2 PV, MF, raro en TE 152 13,6
homocigota

6.NMP con mut de JAK2 JAK2/NFE2 PV, TE, MF otros 18,6 75
heterocigota

7.NMP sin mutacion definida No Otros, TE, MF 174 >25
8.NMP con otras mutaciones | e pyrsa, kit PV, TE, MF otros ND ND

non-driver

*EZH2, IDHI, IDH2, ASXL1, PHF6, CUX1, ZRSR2, SRSF2, U2AF1, KRAS, GNAS, CBL, Cr 7/7qLOH, Cr4q/LOH, RUNX1, STAG2 y BCOR

RESULTADO NGS

NO
h

Alteracidn 17p/TP53/Crom,5/5q e GRUPO 1
NO
Mutacion en cualguiera de los bl
genes* fAlteracién 4g/7/7q ” GRUPO 2
NO v
Mutacién en CARL / 20g - L GRUPO 3
NO w
Mutacién en MPL > GRUPO 4
NO .‘.
Mutacidn en JAK2 > > GRUPO 5
GRUPQ 7 Homocigota / NFE2
NO w
A S
Mutacion en JAK2 heterocigota - » GRUPO 6
".|! I\(I ‘ TR
Mieloproliferaciénsin | ¢ Mieloproliferacion con - GRUPO 8

mutacion definida | mutacién en otro gen conductor

Estrategia para establecer el subgrupo genémico de una NMP tras obtener el resultado del estudio NGS. Adaptado de Guia GEMFIN 2020
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4.3. Tratamiento de la TL

El pronostico de los pacientes con LAM post-NMP es infausto con medianas de SV menores de 6 meses
(560,561). Las opciones de tratamiento generalmente consisten en terapias no curativas de baja intensidad,
regimenes estandar de induccion intensiva de LAM y aloTPH (618). No hay ensayos prospectivos sobre el
tratamiento de la LAM post-NMP, y las cohortes retrospectivas suelen ser pequefias y heterogéneas

Hasta la fecha, el aloTPH sigue siendo la Unica opcidn de tratamiento con un impacto significativo en la SV
y actualmente es la recomendacion en pacientes jovenes con donante disponible. Esto se basa en varias
series retrospectivas que han mostrado tasas de SV superiores (29-75% a 2 afos) respecto a otras estra-
tegias (0-15%) (93,94,618-625). Dos publicaciones recientes de grandes cohortes de pacientes con largo
seguimiento han mostrado que la SV post-TPH a 3y 5 afios es muy baja (entre 18 y 33% a 3 afiosy 10% a 5
afios) (171,619).

Para los pacientes no candidatos a TPH se recomiendan regimenes de induccion tradicionales de LAM o bien
opciones menos intensivas como quimioterapia a dosis bajas, agentes hipometilantes (HMA) o tratamiento de
soporte.

La citarabina a dosis bajas ha resultado ineficaz en multiples estudios, con tasas de SV mediana similares
al tratamiento de soporte (1,5 a 5 meses) (93,542,626).

La quimioterapia de induccion de LAM ha demostrado resultados algo mejores, con una SV mediana de 3,9
a 9,4 meses, con altas tasas de recaida (93,94,542,625-628).

Se cree que la mala respuesta de las LAM post-NMP a la quimioterapia en comparacion con la LAM de novo
podria deberse a una mayor inestabilidad genética o a la adquisicion de programas de SV adaptativa celu-
lar por parte del clon enfermo que confieren resistencia a la quimioterapia, como en otras LAs (561).

Los HMA suponen una alternativa a la quimioterapia en los pacientes no candidatos a AloTPH y presentan
mucha mejor tolerancia. Su uso se fundamenta en la hipermetilacién de un promotor de un locus esencial
para la regulacion del ciclo celular, como mecanismo implicado en la progresion leucémica de NMP (618).
En una serie retrospectiva de 73 pacientes con LAM post-NMP que recibieron azacitidina vs. quimioterapia
(QT), no se observaron diferencias significativas en la respuesta global (58.8% vs. 54,6%, respectivamente)
ni en la mediana de SV global (8,3 vs. 7,9 meses respectivamente) (452). Se encontraron resultados similares
en otro estudio reciente que evalué la decitabina (7,6 meses con QT vs. a 6,9 meses con decitabina)(630).

Por ultimo, grupos individuales han evaluado el papel de ruxolitinib en el tratamiento de la LAM post-NMP.
En un ensayo prospectivo de fase Il de 38 pacientes con LAM refractaria (incluidos 18 con LAM post-NMP)
se observo una RC/RCi en 3 pacientes. Sin embargo, el mismo grupo evalud en otro ensayo fase I/Il niveles
mas altos de dosis de ruxolitinib (50, 100y 200mg dos veces al dia) en 27 pacientes con LAs muy pretratados
(incluidos 16 SMD y/o NMP transformados), obteniendo tan sélo una respuesta completa en un paciente, lo
que sugiere que el ruxolitinib es ineficaz como tratamiento de la TL (631).

Rampal y col analizaron recientemente en un ensayo prospectivo de fase | la combinacién de decitabina 5
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dias con ruxolitinib en dosis crecientes (10, 15,25y 50 mg) en pacientes con LAM post-NMP (621). La tasa de
respuesta fue del 57% (9/17) y un 23,5% de pacientes (4/17) alcanzaron con RC/RCi con una mediana de SV
de 7,9 meses. Ademas, se observd una reduccién en el recuento de blastos en todos los pacientes. Actual-
mente esta en marcha el estudio fase Il con la dosis de ruxolitinib a 10mg 2 veces al dia.

Los inhibidores de Bcl2, como venetoclax, han mostrado una actividad notable en pacientes con LAM de
novo no candidatos a trasplante (633) y varios estudios han identificado la expresién de la proteina BclXL
desregulada y la sefializacion de la via apoptética en las NMP (634), lo que sugiere un papel de la inhibicion
de Bcl2 +/- BelXL para el tratamiento de la TL. Un reciente estudio multicéntrico retrospectivo ha mostrado
como lacombinacion de venetoclax e HMA (azacitidina n=12 y decitabina n=20) result¢ eficaz en 32 pacien-
tes con LA post-NMP, mostrando un 44% RC y RCi en pacientes sin cariotipo complejo ni mutaciones en
RAS (635).

La inhibicién de IDH se utiliza como diana terapéutica en la LA de novo recaida con buenos resultados, por
lo que se ha ensayado en modelos preclinicos de LAM post-NMP con mutacion IDH1/2 con buenos resulta-
dosy se estan iniciando ensayos clinicos en pacientes con LA postNMP /DH mutada (636).

De manera similar, la inhibicion de la proteina bromodominio y dominio extra-terminal (BET) ofrece otra
opcion potencial para el tratamiento de formas avanzadas de NMP, incluida la LMA post-NMP. Las proteinas
BET son modificadores de la cromatina implicados en la regulacion del crecimiento celular que se han eva-
luado en LAM y en combinacion con ruxolitinib se estan evaluando en LAM post-NMP, ya que en modelos
preclinicos han prolongado la SV y mejorado la mielofibrosis a través de la atenuacion de la sefializacion
de NFK (637).

°*113 e






. HIPOTESIS Y OBJETIVOS-







HIPOTESIS DE TRABAJO

Hipotesis de trabajo

La PVy TE son NMP que comparten caracteristicas etiopatogénicas y evolutivas. Un subgrupo de pacientes
progresa a MFy una minoria a LAM, lo que supone un agravamiento pronostico.

Los factores de riesgoy la estratificacion prondstica de la TL suponen una necesidad clinica no cubierta. En
este sentido, el papel de los factores moleculares en la transformacion aguda en PVy TE no esta dilucidado
por completo.

Por un lado, hay pocos estudios que analicen el valor pronostico de la mutacion driver en la TL. Por otra
banda, distintos trabajos han sugerido la participacion de mutaciones non-driver en la progresion de las
NMP, si bien su rol como factor predictivo no esta completamente descrito.

Particularmente se ha observado que las NMP con mutacién de JAK2V617F pueden desarrollar LAM en el
clon JAK2V61TF negativo, sugiriendo la existencia de diferentes vias de transformacion de la enfermedad.
Las rutas de transformacion podrian estar relacionadas con la adquisicion de mutaciones non-driver du-
rante la evolucion de la NMP y con la influencia de estas sobre la carga alélica de la mutacion driver.

Asi mismo, otros factores como el tratamiento citorreductor con HU podrian participar en la evolucién
clonal de PVy TE JAK2V61TF mutados.

En este contexto, los objetivos que se plantearon en este trabajo de investigacion fueron los siguientes:

Objetivos

1. Evaluar la influencia del genotipo (JAK2, CALR, MPL o triple negativo) en el riesgo de TL en pacientes con
PVyTE.

2. Determinar la frecuencia e incidencia de mutaciones en genes non-driver en la fase crénicay en la trans-
formacién aguda (TLy transformaciéon a MF) de NMP tipo PV'y TE JAK2V61T7F positivas.

3. Analizar el valor pronoéstico de la deteccion de mutaciones non-driver en el riesgo de TL y transformacién
a MF en pacientes con PVy TE JAK2V61TF positivasy correlacionar su presencia con la evolucion de la carga
mutacional de JAK2V61TF.

4. Investigar factores de riesgo involucrados en la adquisicion de nuevas mutaciones non-driver con espe-
cial atencion al tratamiento con HU.
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RESULTADOS

1. Trabajo 1:

Impacto del genotipo en la transformacion leucémica en Policitemia Veray Trombocitemia Esencial.

Alberto Alvarez-Larran, Alicia Senin, Concepcion Fernandez-Rodriguez, Arturo Pereira, Eduardo Arella-
no-Rodrigo, Montse Gomez, Francisca Ferrer-Marin, Joaquin Martinez-Lopez, Laura Camacho, Dolors Colo-
mer, Anna Angona, Blanca Navarro, Francisco Cervantes, Carlos Besses, Beatriz Bellosillo and Juan Carlos
Hernandez-Boluda.

Resumen Trabajo 1:

Los pacientes con NMP que sufren una TL tienen un pronostico infausto, con una mediana de SV de3a 6
meses. La probabilidad de TL en PVy TE oscila entre el 2-5% de los pacientes. La identificacion de los fac-
tores de riesgo que predicen TL, asi como la estratificacién pronostica constituyen necesidades clinicas no

cubiertas.

La edad avanzada, la leucocitosis, las alteraciones citogenéticas y la exposicidn a agentes leucemogénicos
son factores de riesgo bien establecidos de TL en PVy TE. Aunque el valor pronostico del genotipo [JAK2,
CALR, MPL o triple negativo (TN)] se ha estudiado ampliamente en pacientes con MF, su influencia en la TL
no esta dilucidado.

El objetivo del estudio fue analizar el impacto del genotipo (JAK2, CALR, MPLy TN) en el riesgo de TL en 1747
pacientes con PV n=896y TE n=851 diagnosticados en 5 hospitales espafioles. Ademas, se estudié el perfil
mutacional de aquellos pacientes que progresaron a LAM con muestra disponible (n=29 de 62 LAM), siendo
posible el estudio de muestras pareadas obtenidas al diagnéstico en 20 de ellos. Con estos datos se analizd
la evolucion clonal, asf como las caracteristicas clinicas y biologicas teniendo en cuenta si la transforma-

cion leucémica se habfa producido en un clon JAK2V61T7F positivo o negativo.

Con una mediana de seguimiento de 7,2 afios, 349 pacientes fallecieron y 62 progresaron a LAM/SMD (2,9%
de PVy 4,3% de TE) siendo la incidencia de TL a 10 afios del 3,3% (95% Cl: 1,9-4,4).

Tomando la muerte como riesgo competitivo, el genotipo CALR se asocié con un menor riesgo de TL, mien-
tras que JAK2V617F mostro una tendencia a un mayor riesgo (SHR: 2,05, IC del 95%: 0,9-4,6, P = 0,09). La
transformacion a MF aumento el riesgo de TL, excepto en pacientes con mutacion CALR.

Mediante NGS de 51 genes mieloides se detectaron una mediana de 3 mutaciones non-driver en el momen-
todelaTL (rango 1-5) en 25 de 29 (86%) casos evaluables. En los pacientes con muestra pareada obtenida
en la fase cronica, se detectd una mediana de 1 mutacion non-driver (rango 1-3) en el 67% de los casos.
La mayor parte de mutaciones non-driver estaban presentes al diagnostico, excepto RUNXI y TP53, que se
encontraban a niveles subclonales dificilmente detectables. La distribucién de los genes non-driver era
similar en PVy TE, excepto para EZH2, que resultd mas frecuente en la TE triple negativa.

La LAM se desarrolld en un clon JAK2VE1TF negativo en 17 (58%) casos. La LAM JAK2V61T7F positiva se aso-
cio significativamente con un cariotipo complejo y con la adquisicion de mutaciones de TP53, mientras que
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las mutaciones de EZH2 y RUNXI fueron mas frecuentes en la LAM JAK2V617F negativa. La supervivencia

resulto significativamente mayor en los pacientes con LAM JAK2V617F negativa (343 dias frente a 95 dias,
P=0,003).

En conclusion, el genotipo CALR se asocia con un menor riesgo de TLy la LAM que surge en un clon negativo
para JAK2V61TF es independiente de TP53y muestra una mejor supervivencia.
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Abstract

The influence of driver mutations on leukemic transformation was analysed in 1747 patients
with polycythaemia vera or essential thrombocythaemia. With a median follow-up of 7.2
years, 349 patients died and 62 progressed to acute leukaecmia or myelodysplastic syndrome.
Taken death as a competing risk, CALR genotype was associated with a lower risk of
transformation (SHR: 0.13, 95%CI: 0.2-0.9, p=0.039), whereas .J4K2V617F showed a
tendency towards higher risk (SHR: 2.05, 95%CI: 0.9-4.6). Myelofibrotic transformation
increased leukemic risk, except in C'ALR-mutated patients. Next generation sequencing of 51
genes at time of transformation showed additional mutations (median number: 3: range: 1-5)
in 25 out of 29 (86%) assessable cases. Mutations (median: 1; range: 1-3) were detected in
67% of paired samples from the chronic phase. Leukaemia appeared in a J4K2VG17F
negative clone in 17 (58%) cases, eleven of them being previously J4K2V617F-positive.
JAK2V617F-mutated leukaemia was significantly associated with complex karyotype and
acquisition of 7P53 mutations, whereas £ZH2 and RUNX! mutations were more frequent in
JAK2V617F-negative leukaemia. Survival was longer in J4K2V617F-unmutated leukaemia
(343 versus 95 days, p=0.003). In conclusion, CALR genotype is associated with a lower risk
of leukemic transformation. Leukaemia arising in a JAK2V617F-negative clone is 7P33

independent and shows better survival.
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Introduction

Patients with myeloproliferative neoplasms (MPN) who develop acute myeloid
leukaemia (AML) have poor prognosis, with a median survival of 3 to 6 months (Tam et al,
2008; Kennedy et al, 2013). In the case of polycythaemia vera (PV) or essential
thrombocythaemia (ET), the reported frequency of AML transformation ranged from 2% to
5% of patients (Kiladjian et al, 2011; Tefferi et al, 2013; Tefferi et al, 2014a). Currently, the
identification of risk factors predicting for leukemic transformation, as well as the prognostic
stratification and treatment strategy following disease transformation, constitute unmet

clinical needs.

Advanced age, leucocytosis, cytogenetic abnormalities and exposure to leukemogenic
agents, such as pipobroman, chlorambucil, busulfan or radioactive phosphorus, are well-
established risk factors for transformation into AML in patients with PV and ET (Finazzi et
al, 2005; Gangat et al, 2007a; Gangat et al, 2007b; Passamonti et al, 2008; Kiladjian et al,
2011; Hernandez-Boluda et al, 2012; Telferi et al, 2013). The prognostic value ol genotype
(JAK2, CALR, MPL or triple negative) has been widely studied in patients with myelofibrosis
(MF)(Guglielmelli et al, 2011; Vannucchi et al, 2013; Tefferi et al, 2014a; Tefferi et al,
2014b; Tefferi et al, 2014¢; Rumi et al, 2014a). However, there are few such studies in PV

and ET (Rotunno et al, 2014; Rumi et al, 2014b; Palandri et al, 2015; Lundberg et al, 2014).

Notably, J4K2V617F-mutated MPNs may developed AML in the J4K2V617F-
positive or in the J4K2V617F-negative clone, with this suggesting the existence of dilTerent
pathways of disease transformation (Campbell et al, 2006). However, the spectrum of
molecular abnormalities and the clinical outcome according to the JAK2V617F mutational

status ol the leukemic clone are not well characterised.
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The objective of the present study was to analyse the influence of the genotype on the
risk of AML/MDS transformation in patients with PV and ET. In addition, we aimed to
determine if the JAK2V617F mutational status of the leukemic clone is related with a

different transformation pathway and outcome.

Patients and methods

Clinical data

The medical charts of patients consecutively diagnosed with PV and ET in 5 institutions in
Spain from 1973 to 2015 were reviewed. In every case, the diagnosis of PV and ET was
reassessed using the criteria of the World Health Organization (TefTeri et al, 2007). The
indication of cytoreductive therapy was decided according to the criterion of the attending
haematologist on the basis of the clinical guidelines and prevailing recommendations at that
time. Informed consent for the scientific use of the patients’ clinicohaematological data and
biological samples was obtained in accordance with the requirements of the local ethics

committees.

In all patients the main clinicohaematological data at presentation of PV or ET were collected,
including age, sex, spleen size measured by palpation, haemoglobin (Hb) level, white blood
cell (WBC) counts, platelet counts, cytogenetic abnormalities, and genotype. For the purpose
of the present study, four genotype categories were considered based on the mutational profile
in the MPN-driver genes: J4K2-mutated (V617F or exon 12 mutations), CALR-mutated,

MPL-mutated, and triple negative (TN). All cytoreductive therapies administered during the
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patient’s follow-up were registered, as well as the hematologic progression to MF, AML,

MDS or evolution from ET to PV.

Molecular analysis

Genomic DNA was extracted from mononuclear cells and granulocytes obtained by
density gradient centrifugation and subsequent dextran sedimentation of either peripheral
blood or bone marrow samples. Targeted NGS was performed on DNA extracted from
mononuclear cells at time of acute transformation of the disease. Targeted amplicon libraries
were constructed using the Human Myeloid Neoplasms GeneRead DNAseq Targeted Panel
V2 (Qiagen, Hilden, Germany), a commercially available panel covering the full exonic
regions of 50 commonly mutated genes in myeloid malignancies and were sequenced using
either MiSeq or NextSeq (Illumina, San Diego, CA, USA). Genes tested in the panel are as
follows: ABL1, ASXL1, ATRX, BCOR, BCORLI1, CBL, CBLB, DAXX, DNMT3A, EED,
ETVe6, EZH2, FLT3, GATA1, GNAS, IDHI, IDH2, IKFZ1, JAKI, JAK2, JAK3, KAT6A,
KIT, KRAS, MLL, MPL, NF1, NPMI1, NRAS, PHF6, PRPF40B, PTPN11, RAD21, RBI,
RUNXI, SETBPI1, SF1, SF3Al, SF3BI1, SH2B3, SMCIA, SMC3, STAG2, SUZ12, TET2,
TP53, U2AF1, U2AF2, WTI1, ZRSR2. Secondary analysis was performed using MiSeq
Reporter Sofiware 2.4 (Illumina) and variants were annotated using Illumina VariantStudio
v2.2. Nonsynonymous coding and splice site variants were considered when variant allele
frequency (VAF) was greater than 2% unless previously reported as benign or germline
polymorphisms.

Relevant genetic regions non-properly covered by the gene panel used were sequenced
on a 454 GS Junior (Roche, Basel, Switzerland) including SRSF2 (exon 1) and ASXLI (exon
12). Additionally, all patients were screened for CALR, NPMI and FLT3 mutations using
fragment analysis on an ABI3500DX (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Those
variants not previously described in databases or literature, were sought in constitutive DNA
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from paired samples when the allele frequency suggested potential germline origin using
Sanger sequencing in an ABI3500DX. Mutations with a variant allele frequency (VAF) <10%
were confirmed by sequencing on a 454 GS Junior or by allele-specific oligonucleotide PCR
on a 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

All confirmed somatic mutations were then sought and quantified in the first available
paired sample [rom the moment of diagnosis or chronic phase of the disease using a 454 GS
Junior. See Supplemental Methods for detail.

Statistics

Overall survival curves were drawn by the method of Kaplan and Meier. The cumulative
incidence of AML/MDS transformation was calculated by taking death as a competing risk.
Multivariate analyses of factors predicting the hematologic transformation were done within
the framework of competing risks by the method of Fine & Gray (Fine and Gray, 1999). This
mathematical construct allows relating a covariate to the cumulative incidence of a specilic
event type using a model that is similar to the Cox model in that covariates act to multiply the
baseline subdistribution hazard in a time-independent manner. Interpretation of the
subdistribution hazard ratio (SHR) is similar to that of the Cox model. Variables evaluated for
their potential prognostic significance were age (> 65 vs. < 65 years), sex, haematological
values at diagnosis, presence of cytogenetic abnormalities, cytoreductive therapy, and
genolype. Regarding cyloreductive therapy, each drug was explored individually and also the
exposure to any leukemogenic agent (radioactive phosphorus, busulfan, melfalan,
pipobroman). All the statistical analyses were performed with Stata, version 11
(www slala.com). Curves of the cumulative incidence of AML/MDS and the compeling risk
of dying without AML/MDS were drawn by the “stcompet” Stata module developed by

Coviello (Coviello and Boggess, 2004).
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Results

Characteristics of the patients

A total of 1747 patients diagnosed with PV (n=896) or ET (n=851) were included in
the study. The main clinical and laboratory characteristics of the patients at MPN diagnosis
are shown in table I. During the observation period, 215 (12%) patients received at least one
leukemogenic agent including radioactive phosphorus (n=119), busulfan (n=89), melfalan
(n=15), or pipobroman (n=1). In 132 (8%) patients, sequential treatment with hydroxyurea
plus a leukemogenic agent was administered. There were no significant differences in the
proportion of patients with PV and ET who received any leukemogenic agent or sequential
therapy. However, patients with PV received more frequently busulfan, whereas ET patients
were more commonly treated with radioactive phosphorus. Follow-up was longer in ET

patients due to the inclusion of a higher proportion of ET patients diagnosed before year 2000.

Survival, time to AML/MDS transformation and risk factors

With a median follow-up of 7.2 years (range: 0.1-42), 349 patients died, resulting in a
projected median survival for the overall series of 22 vyears (95%CI: 19.7-24.5). In ET,
median survival was not reached in CALR-mulated patients, in comparison with 21, 18 and 11

years for those with JAK2, TN and MPL genotypes, respectively (p<0.0001, Figure S1).

Overall, 54 patients developed AML and 8 patients MDS. The cumulative incidence of
progression to AML/MDS is shown in figure 1. At 10 years from diagnosis it is expected that
3.3% (95%CI: 1.9-4.4) of the patients in the initial cohort had progressed to AML/MDS.
There were no significant differences in the risk of AML/MDS according to the MPN type.
Twenty four patients with ET, all J4K2V617-positive, evolved into PV, and one of them
subsequently developed AML. A total of 144 patients progressed to MF (67 post-ET and 77

post-PV), with 14 of them evolving into AML/MDS afterwards.
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After a median time of 8.8 years (range: 1.2-28.9) from PV diagnosis, 26 patients
progressed to AML/MDS (24 AML, 2 MDS), with a cumulative incidence of 2.5% at 10
years. On multivariate analysis, the only factors independently associated with a higher risk ol
myeloid transformation were leucocytosis >10 x 10°/L at PV diagnosis, exposure to

leukemogenic agents, and abnormal cytogenetics (table II).

In ET, a total of 36 patients developed AML/MDS (300 AML, 6 MDS) after a median
follow-up of 9.5 years (Range: 2.8-27.6), resulting in a cumulative incidence of 3.8% at 10
years. In multivariate analysis, factors associated with a higher incidence of AML/MDS were
male sex, exposure to leukemogenic agents, prior evolution to MF, and genotype, with the
latter computed as one variable with four categories (table IIT). Age at diagnosis was not
associated with a higher risk of AML/MDS transformation and when included in the
multivariate model it did not affect the prognhostic value of genotype (data not shown). The
cumulative incidence of AML/MDS according to genotype is shown in [igure 2. When each
genotype was singled out and compared to the remaining. CALR mutation showed the lowest
risk of acute transformation, with only one patient developing AML after 25 years of follow-
up (SHR: 0.13, 95%CI: 0.2-0.9, p=0.039). JAK2V617F mutation was associated with a
tendency towards increased risk (SHR: 2.05, 95%CI: 0.9-4.6, p=0.09), while MPL and TN
lacked any prognostic significance. With regard to post-ET MF, 11 out of 67 (16%) patients
with this evolution pattern progressed to AML/MDS (Figure S2). According to the genolype
of post-ET MF, the proportion of patients progressing to AML/MDS for the JAK2V617F,
CALR, MPL and TN genotypes was 5 out of 28 (18%). 1 out of 20 (5%), 1 out of 3 (33%) and

3 out of 4 (75%), respeclively.

Molecular studies at time of transformation and in paired samples from the chronic phase
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Twenty-nine patients were studied by targeted NGS at the time of transformation (27
AML, 2 MDS). Somatic mutations other than J4K2, CALR or MPI. were found in 25 out of
29 patients (86%) (Figure 3 and Supplemental table). Median number of mutations was 3
(range: 1-5). Five (17%) patients had one, 7 (24%) two, 9 (31%) three, and 4 (14%) four or
more additional mutations. The frequencies of mutated genes were: 753 38%, 1172 28%,
RUNXI 17%, DNMT3A4 17%, IDHI1/2 17%, ASXLI 17%, EZH2 14%, SRSF2 10%, SETBPI
10%, and <5% for CBL, PTPNI11, SH2B3, SI'3B1, NOTCHI, ETV6, NF1, ZRSR2, NRAS,
KRAS, NPM and F/1.13. The mutational profile of each patient at the time of transformation is
shown in figure 3. The majority of mutated genes were equally distributed among patients
with post-PV and post-ET AML, with the exception of EZH2, which appeared more

frequently mutated in patients with TN ET.

Paired samples from the chronic phase were available in 20 out of 29 transformed
cases. These samples were collected at PV or ET diagnosis in 11 cases (55%) or during
follow-up in the remaining 9 patients after a median time of 9 years (Range: 5-17). The
variant allele frequency among pre- and post-transformation samples is shown in figure 4. As
can be seen, all mutations, except for JAK2V617F, were stable or increased at transformation.
Mutations were detectable in the chronic phase in 14 cases (67% of the total cohort and 74%
of patients with mutations at transformation). Median number of mutations in the chronic
phase was | (Range: 1-3). The majority of mutations in the leukemic phase were also detected
in the chronic phase (67%, 100%, 80% and 100% for TET2, ASXLI, DNMT3A, and SRSF2,
respectively) whereas 43% and 25% of patients with mutations in 7733 and RUNXT carried
the same mulations in the chronic phase, usually at subclonal levels. In one case, the 7P53
mutant load was 73%, but this sample corresponded to a late chronic phase that was collected

just one year before leukemic transformation.
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Clinical and molecular characteristics according to the J4K2V617F mutational status of the

leukemic clone

The original diagnosis of the 29 assessable cases was .J4K2V617F-mutated PV (n=14),
JAK2Vo617F-mutated ET (n=9), MPL-mutated ET (n=1), and TN ET (n=5). Among the 23
JAK2-mutated patients who developed AML, in 11 (48%) of them the leukemic evolution
took place in a J4K2V617F-negative clone. Overall, leukaemia was categorised as
JAK2V617F mutated or un-mutated in 12 (41%) and 17 (59%) patients, respectively. All
patients had received cytoreduction with hydroxyurea before transformation. There were no
significant differences among the two study groups in the proportion of patients receiving

leukemogenic agents.

In comparison with JAK2V617F-unmutated, patients with J4AK2V617F-mutated
leukaemia showed a tendency towards higher leukocyte counts and a significantly higher
frequency of complex karvotypes (table IV). 77?53 mutations were highly prevalent in
JAK2V617F-mutated leukaemia whereas only one JAK2V617F-unmutated leukaemia was
associated with 7P353 mutations (p< 0.0001, table IV). Mutations in RUNX!, EZH2 and
DNMT34 genes were more prevalent in JAK2V617F-unmutated leukaemia although the
diflerences were not significant. There was a trend towards concomitant mutations in RUNX/
and SRSF2 genes (p=0.079), with four out of five RUNXI mutations appearing in patients
who had a .J4K2V617F-negative clone arising from a previous .J4K2V617F-positive MPN.
The JAK2V617F mutational status of the leukemic clone was significantly associated with
survival (Median survival 95 and 343 days for JAK2V617F mutated and un-mutated,

respectively, p=0.003, figure 5).
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Discussion

In the present work, we have evaluated the influence of clinical and genetic factors on
the risk of leukemic transformation in a large series of patients with PV and ET. We have also
examined the spectrum of molecular abnormalities in non-driver MPN genes at the time of
AML transformation, tracking them through the disease evolution by analysing paired

MPN/AML samples.

First, our results demonstrate the significant impact of the genotype, as regard to the
JAK2/CALR/MPL mutational status, on the risk of leukemic transformation in patients with
ET. Thus, patients with CALR-mutated ET had a much lower risk of transformation to acute
leukaemia than the other molecular subtypes. Moreover, the incidence of AML in CALR-
mutated ET was minimal even after MF transformation. Limited evidence has previously been
published on the protective effect of the CALR-mutation regarding the risk of acute
transformation in ET patients. In this sense, in a series of 717 ET patients reported by Rumi et
al, only 2 among the 176 CALR-mulated cases progressed to AML (Rumi et al, 2014b). By
contrast, 12 cases of AML transformation were seen among 466 JAK2V617F-mutated
patients, resulting in a cumulative incidence of AML of 2.5% and 4.3% for C4LR and
JAK2VG617F genotypes, respectively (Rumi et al, 2014b). In our series, even more
pronounced differences in AML risk were observed, with only 1 case of AML out of 117
CALR-mutated ET patients as compared to 19 cases of AML/MDS out of 403 J4K2V617F-

mutated ET cases.

A lower frequency of somatic mutations in additional non-driver genes in ET patients
with the CALR genotype could be a potential explanation for the abovementioned findings. In
this regard, Lundberg et al, using NGS techniques, reported mutations in additional genes in

18% of patients with CALR-mutated ET, a figure clearly lower than the 32% and 41%
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reported in JAK2V617F-mutated ET and PV, respectively (Lundberg et al, 2014). In addition,
CALR mutations are usually initial events whereas J4K2V617F mutations may be initial or
late events (Kralovics et al, 2006; Nangalia et al, 2013; Lundberg et al, 2014; Ortmann et al,
2015). This difference in the frequency and timing of somatic mutations could explain the
trend towards increased risk of AML/MDS transformation that we and others have found in
JAK2V617F ET. In fact, in our cohort, 48% of AML cases evolving from patients with
JAK2V617F-mutated PV or ET appeared in a J4K2V617F-negative clone, illustrating the
important role of pre-J4K2V617F somatic mutations in leukemic transformation. To clarify
this aspect it would be advisable to carry out NGS studies in our whole series of patients.
Unfortunately, in the present study available samples were restricted only to patients who

progressed AML/MDS.

Rampal et al, in a study performed mainly in patients with post-MF AML, showed that
somatic 7P53 mutations were common in JAK2V617F-mutated post-MPN AML (Rampal et
al, 2014). In addition, in a murine model, expression of JAK2VG617F combined with loss of
1753 leads to fully penetrant AML (Rampal et al, 2014). In the same line, Lundberg et al
found the loss of heterozygosity in 7P33 to be associated with AML (ransformation
(Lundberg et al, 2014). In our study, restricted to patients with post-PV and post-ET AML, we
observed a significant association between the acquisition of mutations in 7’53 gene and the
development of AML in a JAK2V617F-mutated clone. Noteworthy, these patients frequently
showed a complex karyotype and a dismal outcome (median survival of 3 months only). In
contrast, AML developing from a J4AK2V617F-negative clone displayed fewer cytogenetic
abnormalities, very low proportion of 7P53 mulations and higher rate ol mutations in RUNX,
EZH2? and DNMT3A4 genes suggesting that these type of leukaemia is associated with a
different pathway of transformation being independent of 7/353. In addition, survival

probability o[ JAK2V617F-negative leukaemia resembles that of elderly patients with de novo
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AML. Overall, these results suggest that the mutational status of the leukemic clone could
reflect different routes of leukemic transformation which correlate with distinct clinical

[eatures and prognosis.

The analysis of paired samples by NGS showed that non-driver MPN mutations were
already present in the chronic phase in most cases, with some important exceptions. Thus,
while mutations in 7112, ASXLI, DNMT34 or SRSF2 genes were often detectable years
before AML transformation, those in 7P53 or RUNXI genes were clearly associated with
disease progression, since they were undetectable or present at subclonal levels in the early
stages of MPN. Moreover, variant allele frequency confirmed the expansion of clones
harbouring non-driver MPN mutations at time of acule transformation, with this supporting

their contributory role in the pathogenesis of disease progression.

Our findings not only provide further insights into the mechanisms involved in MPN
progression but, in addition, they might have potential implications for clinical practice. In
general, the prognosis of post-MPN AML is poor (Tam et al, 2008; Kennedy et al, 2013).
Advanced patients’ age and the unfavourable results with standard intensive chemotherapy
make that most patients are usually offered palliative treatment only. However, our data
suggest that the molecular profile of the leukemic clone could be useful to guide us on
treatment decisions. Thus, patients with AML appearing in a JAK2V617F-negative clone
seem to have a more favourable disease profile and their treatment approach could be similar
to that of de novoe AML. On the other hand, patients with PV and ET in whom additional
somatic mutations are detected at diagnosis or during follow-up could be candidates for
molecular surveillance in order to document the expansion of clones with increased
leukemogenic potential. Another important clinical implication of molecular NGS assessment
would be to avoid the exposure to leukemogenic agents in those patients with non-driver
MPN mutations in order to decrease the propensity to acute leukaemia.
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In conclusion, our results indicate that C/ALR mutation is associated with a low risk of
leukemic transformation in ET patients. Non-MPN driver mutations play a key role in
leukemic transformation and can be detecled by NGS techniques at MPN diagnosis in most
cases. Finally, the JAK2VG17F mutational status of the leukemic clone reflects different
pathways of disease transformation that are associated with distinct clinical features and

Prognosis.
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Table I: Main clinico-haematological characteristics at diagnosis in 1747 patients

with polycythaemia vera and essential thrombocythaemia

All PV ET P value
N=1747 N=896 N=851
Age, years* 65 (9-94) 66 (10-94) 63 (9-93) | <0.0001
Male sex, n (%) 755 (43) 441 (49) 314 (37) | <0.0001
Haemoglobin, g/L* 156 (80-240) | 175 (80-240) | 141 (82-184) | <0.0001
WBC count, x10°/L* 9.7(2.9-42) | 10.6(2.9-42) | 8.8(3.9-26) | <0.0001
Platelet count, x1 0’/L* 639 505 759 <0.0001
(110-2814) (110-1756) (451-2814)

Cytogenetic abnormalities, 43/883 (5) 29/369 (8) 14/514 (3) 0.001
n/total available (%)
Therapy
Hydroxyurea, n (%) 1325 (76) 737 (82) 588 (71) <0.0001
Busulfan, n (%) 89 (5) 69 (8) 20 (2) <0.0001
Radioactive phosphorus, n (%) 119 (7) 36 (4) 83 (10) <0.000
Genotype, n (%) <0.0001
JAK 2% 1191 (84) 788 (95) 403 (64)
CALR 117 (8) - 117 (19)
MPL 16 (1) - 16 (2.5)
Triple negative 92 (6.5) - 92 (15)

*Median (range). JNot available in 69 and 223 patients with PV and ET, respectively.
*#*¥V617F or exon 12 mutation out of 827 assessed patienls. ns, not significant
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Table I1: Multivariate analysis of risk factors for AML/MDS transformation in 896

patients with PV taking death as a competing event

Model 1 Model 2

N=896 N=369
Feature SHR p SHR p

(95%CI) (95% CI)

Age > 65 years 1.5(0.7-3.4) 0.28 54(09-31.9) 0.06
Male sex 1.5 (0.7-3.5) 0.28 - -
WBC > 10x10”/L 2.7(1.01-7.4) 0.047 7.02 (0.9-53.1) 0.059
Exposure to leukemogenic 2.9(1.3-6.9) 0.01 9.1(1.9-42.9) 0.005
agents
Cytogenetic abnormalities - - 4.1(1.3-12.8) 0014

SHR: subdistribution hazard ratio. Covariates included in model 1 were age, sex, leukocyte
count and exposure to leukemogenic drugs. Model 2 included model 1 covariates plus

cytogenetic abnormalities.
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Table I1I: Multivariate analysis of risk factors for AML/MDS
transformation in patients with ET taking death as a competing event
SHR p
Male sex 3.08 (1.5-6.4) 0.003
Exposure to leukemogenic agents 3.57 (1.5-8.2) 0.003
MF transformation 3.5(1.3-2.4) 0.001
Genotype* 1.75 (1.3-2.4) <0.001

TN: triple negative. *Genotype was coded as 0=CALR, 1=J4K2V617F, 2=MPL and 3=TN,
SHR: subdistribution hazard ratio
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Table 1V: Clinical and biological characteristics at time of AML/MDS
transformation according to J4K2V617F mutational status of the leukemic clone
in 29 patients with PV or ET

JAK2V617F-positive | JAK2V617F-negative | P value

N=12 N=17

Age, years* 66 (50-83) 69 (40-85) ns
Male sex, n 2(17) 10 (59) 0.05
WBC count, x10°/L* 16.9 (7.2-48.9) 7.5 (0.8-40) 0.07
Peripheral blasts, % 30 19 ns
Complex karyotype, 7/8 (88) 5/17 (29) 0.01
n/total available (%)
1'P53 mutation, n (%) 10/12 (83) 1/17 (6) <0.001
TET2, n (%) 3/12 (25) 5/17 (29) 0.8
DNMT3A4, n (%) 1//12 (8) 5/17 (29) 02
ASXL, n (%) 2/12 (17) 3/17 (18) 09
EZH mutation, n (%) 0/12 4/17 (23) 0.1
IDH1/2 2/12 (17) 3/17 (18) 09
RUNX! mutation, n (%) 1/12 (8) 4/17 (23) 0.2
Median time to 9 93 ns
AML/MDS, years
Median survival from 95 343 0.003
AML diagnosis, days

Abbreviation: ns, not significant, *Median (range)
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Legends for the figures

Figure 1: cumulative incidence of progression to acute myeloid leukaemia or myelodysplastic
syndrome (AML/MDS) taking death without AML/MDS as a competing event. Solid line
corresponds to AML/MDS probability taken death as a competing event. Dotted line

corresponded to cumulative incidence of death without previous AML/MDS transformation.

Figure 2: cumulative incidence of progression to AML/MDS in ET according to mutational
status, adjusted for the exposure to leukemogenic agents. Green line corresponds to CALR-
mutated, yellow line corresponds to JAK2V617F-mutated, red line corresponds to MPL-

mutated and brown line to triple negative cases (p <0.0001 for the comparison).

Figure 3: somatic mutations at time of transformation in 29 patients with post-PV or post-ET
AML/MDS. In the central panel, each column corresponds to an individual case. Coloured
squares denote mutated genes. The right part of the figure shows the distribution of mutated

genes according to original diagnosis.

Figure 4: variant allele frequency of the most frequent mutated genes in 20 cases with paired
samples from the chronic and AML/MDS phases. Blue circles correspond to mutant load in

the chronic phase. Red circles denote mutant load at time of transformation.

Figure 5: survival after transformation in 29 patients with acute leukaemia (n=27) or
myelodysplastic syndrome (n=2) according to the mutational status of the leukemic clone.
Solid line represent JAK2V 61 7F-unmutated, dotted line corresponds to JAK2V617F-mutated

(p=0.003 for the comparison).
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1.6, Complementary genetic analysis
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154

Page 30 of 36



Page 31 of 36

©CONNOOM WM =

British Journal of Haematology

1.1.Clinical data

In all patients the main clinicohaematological data at presentation of PV or ET were
collected, including age, sex, spleen size measured by palpation, haemoglobin (Hb)
level, white blood cell (WBC) counts, platelet counts, cytogenetic abnormalities, and
genotype. For the purpose of the present study, four genotype categories were
considered based on the mutational profile in the MPN-driver genes: J4K2-mutated
(V617F or exon 12 mutations), CALR-mutated, MPL-mutated, and triple negative (TN).
All cytoreductive therapies administered during the patient’s follow-up were registered,
as well as hematologic progression to MF, AML, MDS or evolution from ET to PV.

1.2.Genomic DNA extraction

Peripheral blood or bone marrow samples were used for this study. Peripheral blood
samples were centrifuged on a density gradient (Biocoll Separating Solution,
1.077g/ml; Biochrom AG, Berlin, Germany) for PBMC separation. Then, granulocytes
were obtained [rom remaining material by sedimentation on a 2% dextran solution.
Bone marrow samples were directly processed to total leucocytes separation by dextran
sedimentation. Genomic DNA extracts were prepared with an automated procedure
using the GenoM-48 (GenoVision AS, Oslo, Norway) or manually using the QIAGEN
QIAamp (QIAgen, Valencia, CA, USA) as described by the manufacturers.

1.3.Library preparation and targeted amplicon sequencing (NGS) of LAM-phase
samples

The concentration of dsDNA of each sample was measured by Quant-iT PicoGreen
dsDNA or Qubit High Sensitivity assay kit (Invitrogen, Eugene, OR, USA). Sequence
enrichment was performed using a targeted, mwltiplexed amplicon-based approach
(Human Myeloid Neoplasms GeneRead DNAseq Targeted Panel v2; QIAgen, Hilden,
Germany) starting from 40 ng of genomic dsDNA. This panel targets the following 50
genes, with a coverage of the 98.1% over the CDS region (according to the
manufacturer datasheet specifications): ABLI, ASXLI, ATRX, BCOR, BCORLI, CBL,
CBLB, DAXX, DNMT34, EED, ETV6, EZH2, FLT3, GATAI, GNAS, IDHI, IDH2,
IKFZI, JAKI, JAK2, JAK3, KAT6A4, KIT, KRAS, MLL, MPL, NFI, NPMI, NRAS,
PHF6, PRPF40B, PTPNIl, RAD21, RBI, RUNXI, SETBP!, SF1, SF3A41, SF3BI,
SH2B3, SMC1A4, SMC3, STAG2, SUZ12, TET2, TP53, U2AF1, U2AF2, WT1, ZRSR2.

After PCR clean-up and quantification, the NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit for
[llumina (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) was used to construct indexed
libraries following the manufacturer’s instructions. Length and quantity of dsDNA
libraries were assessed by Agilent DNA 1000 Kit using 2100 Bioanalyser system
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) and KAPA kit (KAPA Biosystems,
Wobum, MA, USA) and ultimately normalized and pooled for sequencing. Libraries
sequencing was performed either on MiSeq or NextSeq platforms (Illumina, San Diego,

e155 ¢



NN =

British Journal of Haematology

CA, USA) with Reagent v3 Kit and High Output v2 Kit, respectively, using 2x150bp
paired-end reads.

1.4.NGS analysis

Secondary analysis comprising demultiplexing, FASTQ file generation, alignment to
reference genome (hgl9, GRCh37) and variant calling was performed using MiSeq
Reporter Software v2.4 or the cloud version in BaseSpace (Illumina) for NextSeq data.
Per default TruSeq Amplicon workflow was launched selecting the Somatic Variant
Caller, which allows the identification of variants with an allele frequency above 1%.
Further details of algorithms used by the software are available at the Illumina website
http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/miseq_reporter/document

ation.html. Resulting VCF files were then annotated and filtered using Illumina
VariantStudio v2.2. Filters applied were: per default pass filter (excluding variants
showing low quality and strand bias), minimum 30 reads, minimum 2% variant allele
frequency (VAF) and population frequency of the variant under 1%. Non-synonymous
and splice site variants were considered and checked using Integrative Genome Viewer
(IGV) v2.3. All variants were classified according to genomic databases (dbSNP,
COSMIC, ExAC, 1000 Genomes, ClinVar) and literature and known polymorphisms
were not considered.

1.5.Validation of somatic mutations and chronic-phase sample examination

All variants observed in a VAF lower than 10% were confirmed by deep sequencing
using a 454 GS Junior (Roche, Basel, Switzerland). Processed and quality-filtered reads
were analysed using the GS Amplicon Variant Analyser software version 2.5pl
(Roche). In addition JAK2 p.V617F and IDH1 p.R132H mutations were confirmed byor
by allele-specific oligonucleotide PCR on a 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Unknown variants found in a VAF of 40-60%, therefore suggesting potential germline
origin, were analysed in constitutional DNA (obtained from CD3+ T cells, buccal swabs
or saliva) of a paired sample by Sanger sequencing on an ABI3500DX (Applied
Biosystems).

Confirmed somatic mutations were then assessed and quantified in paired DNA from
granulocytes obtained at time of diagnosis or chronic phase of the disease before the
acute transformation by deep sequencing on a 454 GS Junior.

1.6.Complementary genetic analysis.

Since medium-large deletions and repetitive genomic regions are still challenging for
current NGS methodology, all patients were screened lor CALR, NPMI and FLT3
mutations using fragment analysis on an ABI3500DX. Moreover, the Human Myeloid
Neoplasms GeneRead DNAseq Targeted Panel we used for the NGS, in the current
available version (v2) does not target two relevant genomic regions in MPNs: the
SRSF2 gene (exon 1) and a 169 bp-long CG rich region of ASXL/ (from His631 to

3
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Cys687, NP_056153), which corresponds to the region with higher mutation rates of
ASXLI. These two regions were therefore sequenced using the 454 GS Junior with the
following primers: SRSF2-ex1A forward 5°-CGGGCCGCCACTCAG-3’, reverse
5’CAGCTCGCGGCCGTC3’, SRSF2-ex1B forward 5-TCGGCGACGTGTACATCC-
3", reverse S5S'GCCGCGGACCTTTGTGAG3’, ASXLI-R634  forward 5°-
GGACCCTCGCAGACATTAAAZ’, reverse 5-TGGGTATGCTCCCCATTTAG-3".
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2. Supplemental table

Title for table S1: somatic mutations identified by NGS analysis in paired samples
obtained in the chronic phase and at time of leukemic transformation in 29 patients with
polycythaemia vera or essential thrombocythaemia

Footnote for table S1: Chr: chromosome. Ref Seq: reference sequence. AA:
aminoacid. VAF: variant allele frequency. db: database. SNV: single nucleotide
variation. Indel: insertion and deletion. ITD: internal tandem duplication. NA: paired
sample not available.

3. Supplemental figures

Legend for figure S1: overall survival in ET according to mutational status (p<0.0001).
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Legend for figure S2: cumulative incidence of progression to AML/MDS in ET
according to progression to MF, adjusted for the exposure to leukemogenic agents
(p<0.0001).
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RESULTADOS

2. Trabajo 2:

Mutaciones non-driver en pacientes con Policitemia Vera o Trombocitemia Esencial JAK2V617F mutado con

largo seguimiento molecular.

Alicia Senin, Concepcion Fernandez-Rodriguez, Beatriz Bellosillo, Laura Camacho, Raquel Longaron, Anna
Angona, Carles Besses, Alberto Alvarez-Larran.

Resumen Trabajo 2:

Se analizaron 208 pacientes con NMP JAK2V617F (106 PV'y 102 TE) diagnosticados en el Hospital del Mar
con determinacion anual de la carga alélica de JAK2V61T7F desde su diagnostico. Se clasificaron en cuatro
patrones evolutivos segln la tendencia de la carga alélica: (1) persistentemente bajo (carga alélica JAK-
2V61TF <50%), (2) persistentemente alto (carga alélica JAK2V61TF = 50%), (3) aumento progresivo y (4) dis-
minucion inexplicable.

Adicionalmente se registraron las progresiones a LAy MF (n=34) y se calcul6 el seguimiento molecular de
todos los pacientes con muestras seriadas disponibles.

Con estos datos, se pudieron incluir 100 pacientes con PV (n=63) y TE (n=37) JAK2V61TF positivos con mues-
tras secuenciales disponibles en los que la enfermedad habia progresado a LA (n=12) / MF (n=24), o sin
progresion pero que disponian de un largo seguimiento molecular de mas de 10 afios (n=50) o bien que
presentaban un patron evolutivo JAK2V617F sugestivo de evolucion clonal (n=16). Esta ultima categoria
inclufa pacientes con una carga alélica de JAK2V617F persistente >75% o un cambio en el patron de la carga
sin causa explicable. Todos estos pacientes revelaban un elevado interés molecular.

Se realiz6 un analisis de NGS utilizando un panel de 51 genes mieloides en la Ultima muestra disponible de
su seguimiento. En los pacientes con deteccion de mutaciones non-driver se analizaron también muestras

del diagnostico y otras muestras seriadas del seguimiento con un intervalo de 3 afios entre ellas.

Los pacientes que no progresaron a MF o LAM después de mas de 10 afios (n=50) mostraron una baja fre-
cuencia de mutaciones en la primera muestra (18%) y una tasa de incidencia de 1,7 nuevas mutaciones x
100 afios-persona. Mientras, en los pacientes con PV / TE transformados a LAM (n=12) se detect6 una alta
frecuencia de mutaciones en la primera muestra (83%) y una elevada tasa de incidencia de 25,6 mutacio-
nes x 100 personas-afio.

Con una mediana de seguimiento molecular de 10 afios (rango 1-13), la probabilidad de adquisicion de mu-
taciones fue del 27% a 10 afios en toda la cohorte, del 16,4% en los pacientes que permanecieron en fase
cronica, del 34,3% en los transformados a MF y del 69% en los transformados a LA.

Se exploraron distintos factores que podrian estar involucrados en la adquisicion de mutaciones non-driver
durante el curso evolutivo de la NMP.

Setenta y siete pacientes fueron tratados con HU durante una mediana de tiempo de 4,25 afios (rango
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0,1-27). Quince pacientes desarrollaron resistencia a HU en forma de citopenia (a la dosis mas baja de HU
requerida para lograr una respuesta) y 13 (87%) de ellos ya presentaban mutaciones non-driver desde el
diagndstico. La probabilidad a 10 afios de presentar citopenia bajo HU fue del 43% en los pacientes con
mutaciones en comparacion con el 3% de los pacientes sin mutaciones (p <0,001). Sin embargo, no hubo
diferencias significativas en la probabilidad de adquirir nuevos eventos genéticos teniendo en cuenta el
tiempo de exposicion a la HU.

La monitorizacion de JAK2V61TF no logré identificar ninglin subgrupo de pacientes con una tasa mas alta
de mutaciones non-driver cuando los pacientes fueron tratados con observacion o flebotomias. Sin embar-
go, en los pacientes que recibieron citorreduccién, se observaron mutaciones en la primera muestra en el
73y el 66% de aquellos que experimentaron un aumento progresivo (n=11) o una disminucion inexplicable
(n=3) de la carga alélica de JAK2V61TF, respectivamente, (p = 0,006) en comparacion con una carga alélica
de JAK2V61TF estable.

En el analisis univariado, la presencia de mutaciones non-driver en el momento del diagnostico (p =0,008),
el nimero de mutaciones (p <0,0001) y las mutaciones en los genes SRSF2 (p <0,0001), IDH1 /2 (p =0,045) y
RUNX1 (p <0,0001) se asociaron con una mayor probabilidad de adquisicion de nuevas mutaciones.

En el analisis multivariado, la presencia de mutaciones en el momento del diagnostico fue el Unico factor
de riesgo para adquirir un nuevo evento genético (HR 2,7, 1C 95% 1,1-6,8, p = 0,03) después de la correccion
por edad, diagndstico de PV'y duracién total de la exposicion a HU.

Ademas, los pacientes con deteccion de mutaciones non-driver en la primera muestra mostraron una ma-
yor probabilidad de desarrollar citopenia bajo la terapia con HU y un riesgo muy aumentado de transfor-
macion a LAM (HR 12,2, IC del 95%: 2,6-57,1, p = 0,001) siendo las mutaciones en ASXL1 (p <0,0001), TP53 (p
=0,01), SRSF2 (p <0,0001), IDH1/2 (p <0,0001) y RUNXI (p <0,0001) las asociadas a una mayor probabilidad
de TL. Este valor prondstico se mantuvo en el analisis multivariado tras corregir por edad, diagnostico y

administracion de agentes leucemogenos.

La transformacién a MF fue mas frecuente en pacientes con mutaciones non-driver, especialmente en
SF3B1 (p=0,02) e IDH1/2 (p <0,0001), aunque el predictor mas fuerte de transformacion a MF fue el patrén
persistentemente alto 0 aumento progresivo de la carga alélica de JAK2V61TF bajo tratamiento citorreduc-
tor (HR 10,8, IC del 95%: 2,4-49,1, p = 0,002).

Con una mediana de seguimiento de 13 afios (rango 1 a 30), 34 pacientes murieron, lo que resulto en una
mediana de SV de 20 afios desde la primera muestra. Los factores que se asociaron con una SV significati-
vamente acortada fueron la edad >65 afios, los antecedentes de trombosis y la presencia de mutaciones
non-driver en la primera muestra, siendo la mediana de SV en estos Ultimos pacientes de 15 afios vs. 24
afios en los pacientes sin mutaciones, p = 0,04. Sin embargo, en el analisis multivariado la presencia de
mutaciones non-driver al diagnostico no mantuvo su valor pronostico.

En conclusion, la NGS puede ser Util para identificar una minoria de pacientes con PVy ET con alta inesta-
bilidad genéticay mayor riesgo de TL.

°*162 ¢



- COPIA DEL TRABAJO 2 -

Non-driver mutations in patients with JAK2V617F-mutated polycythemia vera or essential thrombocythe-
mia with long-term molecular follow-up




Annals of Hematology

Non-driver mutations in patients with JAK2V617F-mutated polycythemia vera or
essential thrombocythemia with long term molecular follow-up

Manuscript Number:
Full Title:

Article Type:
Keywords:

Corresponding Author:

Corresponding Author Secondary
Information:

Corresponding Author's Institution:

Corresponding Author's Secondary
Institution:

First Author:
First Author Secondary Information:
Order of Authors:

Order of Authors Secondary Information:

Funding Information:

Abstract:

--Manuscript Draft--

AOHE-D-17-00858

Non-driver mutations in patients with JAK2V617F-mutated polycythemia vera or
essential thrombocythemia with long term molecular follow-up

Original Article

Key words: polycythemia vera, essential thrombocythemia, mutations, myelofibrosis,
acute myeloid leukemia

Alberto Alvarez-Larran
Haspital del Mar
SPAIN

Haospital del Mar

Alicia Senin®

Alicia Senin*

Concepcion Fernandez-Rodriguez*
Beatriz Bellosillo

Laura Camacho

Raquel Longaron

Anna Angona

Carles Besses

Alberto Alvarez-Larran

Instituto de Salud Carlos I

(PI113/00557, PI13/0636, P11300393 and
P116/153, PT134’0010I0005)

Agéncia de Gestio d'Ajuts Universitaris i
de Recerca

(SGR567)

Xarxa de Bancs de tumors
(Pla Director d'Oncologia de Catalunya)

Sociedad Espafiola de Hematologia y
Hemoterapia

Novartis Pharma

Not applicable

Not applicable

Not applicable
Dra Alicia Senin*
Dra Concepcion Fernandez-Rodriguez*

JAK2VE17F monitoring and NGS of non-driver genes was performed in 100 patients
with polycythemia vera (PV) or essential thrombocythemia (ET) with long molecular
follow-up. Patients who did not progress to myelofibrosis (MF) or acute myeloid
leukemia (AML) after more than 10 years (n=50) showed a low frequency of mutations
at first sample (18%) and an incidence rate of 1.7 new mutations x 100 person-years.
Mutations were detected at first sample in 83% of PV/ET patients who later progressed
to AML (n=12) with these patients having a rate of 25.6 mutations x 100 person-years.
Presence of mutations at diagnosis was the unique risk factor for acquiring a new
genetic event (HR: 2.7, 95%Cl: 1.1-6.8, p=0.03) after correction for age, PV diagnosis
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and total duration of hydroxyurea (HU) exposure. Patients with additional mutation at
first sample showed a higher probability of developing cytopenia under HU therapy and
a higher risk of AML (HR 12.2, 95%CIl 2.6-57.1, p=0.001) with mutations in ASXL1
(p=<0.0001), TP53 (p=0.01), SRSF2 (p<0.0001), IDH1/2 (p<0.0001) and RUNX1
(p<0.0001) being associated with a higher probability of AML. Myelofibrotic
transformation was more frequent in patients with additional mutations, especially in
SF3B1 (p=0.02) and IDH1/2 (p<0.0001) although a persistently high or a progressive
increase of the JAK2V617F allele burden while receiving cytoreduction was the
strongest predictor of MF transformation (HR: 10.8, 95%Cl: 2.4-49.1, p=0.002). In
conclusion, NGS may be useful to identify a minority of PV and ET patients with high
genetic instability and increased risk of AML transformation.
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Abstract

JAK2V617F monitoring and NGS of non-driver genes was performed in 100 patients
with polycythemia vera (PV) or essential thrombocythemia (ET) with long molecular
follow-up. Patients who did not progress to myelofibrosis (MF) or acute myeloid leukemia
(AML) after more than 10 years (n=50) showed a low frequency of mutations at first sample
(18%) and an incidence rate of 1.7 new mutations x 100 person-years. Mutations were
detected at first sample in 83% of PV/ET patients who later progressed to AML (n=12) with
these patients having a rate of 25.6 mutations x 100 person-years. Presence of mutations at
diagnosis was the unique risk factor for acquiring a new genetic event (HR: 2.7, 95%CI: 1.1-
6.8, p=0.03) after correction for age, PV diagnosis and total duration of hydroxyurea (HU)
exposure. Patients with additional mutation at first sample showed a higher probability of
developing cytopenia under HU therapy and a higher risk of AML (HR 12.2, 95%CI 2.6-
57.1, p=0.001) with mutations in ASXL/ (p<0.0001), TP53 (p=0.01), SRSF2 (p<0.0001),
IDH1/2 (p<0.0001) and RUNXI (p<0.0001) being associated with a higher probability of
AML. Myelofibrotic transformation was more frequent in patients with additional
mutations, especially in SF3B/ (p=0.02) and IDH1/2 (p<0.0001) although a persistently
high or a progressive increase of the JAK2VG617F allele burden while receiving
cytoreduction was the strongest predictor of MF transformation (HR: 10.8, 95%CI: 2.4-49.1,
p=0.002). In conclusion, NGS may be useful to identify a minority of PV and ET patients

with high genetic instability and increased risk of AML transformation.

Key words: polycythemia vera, essential thrombocythemia, mutations,

myelofibrosis, acute myeloid leukemia
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Introduction

Polycythemia vera (PV) and essential thrombocythemia (ET) are myeloproliferative
neoplasms (MPN) characterized by an increased risk of thrombotic and hemorrhagic
complications that in the long-term may evolve to myelofibrosis (MF) or acute myeloid
leukemia (AML). There is an emerging need to define the molecular aspects that can
influence both the phenotype and the natural history of these diseases, especially regarding

transformation to AML and MF.

The JAK2V617F mutation is the most common genetic alteration in MPNs detected
in 90% and 60% of patients with PV and ET, respectively [1, 2]. JAK2V617F allele burden
is higher in PV than in ET reflecting the presence of hematopoietic progenitors homozygous
for the JAK2V617F mutation with this feature being proposed as a phenotype modifier.
Moreover, a high JAK2VG617F allele burden has been associated with a higher risk of
myelofibrotic transformation with the expansion of JAK2V617F-mutated progenitors being
a constant finding in post-polycythemic MF [3-8]. Recently, additional mutations in non-
driver genes have been reported in up to 50% of patients with JAK2V617F-mutated MPN
[9-12]. It has been suggested that the order in which these mutations are acquired regarding
JAK2V617F could affect the phenotype [13-15]. Furthermore, the presence of such
mutations could play a decisive role in the clonal evolution and therefore in the
transformation of MPN to both MF and AML [10,12,16-18]. However, it is currently
unknown if detecting non-driver mutations at diagnosis or during the chronic phase of PV
and ET may predict progression to MF or AML. In addition, it is unknown if long term
cytoreduction with hydroxyurea (HU) might facilitate the acquisition of non-driver
mutations and therefore increase the risk of leukemic transformation. The aim of this study
was to determine the prognostic value of non-driver mutations in JAK2V617F-mutated PV

or ET with long molecular follow-up.

* 168



=1 o L0 Lo B

~1 o U

LS I WE I W Y I P I T S T I ST

=1 o L0 s L M = O o

R ¥ R W
= o W Co

LSS
FRE N

ol
=1 o

e
W oo

n

[

n

C

n

¢

n

L

o

n

[

n

L

wn
P |

n

L

n

[

)]
[

o h O O Oh (
ks M=

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

Patients and Methods

Study design

Monitoring of JAK2V617F allele burden was performed in 208 JAK2V617F-positive
patients (106 PV and 102 ET) diagnosed and followed at the Hematology Department of the
Hospital del Mar. JAK2V617F allele burden was assessed at diagnosis and every year during
follow-up. In patients diagnosed before 2005, the JAK2V617F allele burden was determined
at diagnosis in those cases with available frozen samples or sometime after diagnosis in the
remaining patients. The evolutionary pattern of the JAK2V617F mutant allele burden was
stratified as previously reported [8]. For the purpose of the study’s analyses, patients were
classified in four broad evolutionary patterns: 1) Persistently low (JAK2V617F allele burden
< 50%); 2) Persistently high (JAK2V617F allele burden = 50%); 3) Progressive increase; 4)

Unexplained decrease (See supplemental material for details).

From the original cohort of 208 patients with molecular monitoring, 100 patients
were selected for targeted NGS. Selection criteria were a molecular follow-up of 10 years or
longer (n=50), disease transformation (n=34) or the presence of JAK2VO617F evolutionary
pattern suggestive of clonal evolution (n=16). This latter category included patients with a
persistent JAK2V617F allele burden > 75% or a changing pattern in whom molecular
follow-up was < 10 years. To detect the maximum number of mutations, the most recent
available sample was analyzed. All confirmed somatic mutations were then sought and
quantified in the first available paired sample from the moment of diagnosis or chronic
phase. In those cases in which the mutation could not be detected at first sample, analysis of
serial samples at 3 year interval was performed in order to establish the time elapsed from
first sample to mutation acquisition. For the purpose of the study’s analyses, patients were

classified in two groups according to the detection of somatic mutations in additional non-
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driver genes: 1) patients with mutations in the first available sample corresponding to
chronic phase and, 2) patients without mutations in first sample of the chronic phase (see

supplemental material for details).

The diagnosis of PV, ET and post-ET or post-PV MF was established according to
World Health Organization and the International Working Group for Myelofibrosis
Research and Treatment criteria [19-20]. Definition of resistance to HU was applied
according to the European LeukemiaNet (ELN) criteria [21]. Informed consent for the
scientific use of the patients’ clinicohematological data and biological samples was obtained

and the study was approved by the Hospital del Mar IRB.

Molecular analysis

Genomic DNA was extracted from mononuclear cells and granulocytes obtained by
density gradient centrifugation and subsequent dextran sedimentation of either peripheral
blood or bone marrow samples. JAK2V617F allele burden was assessed in DNA from
purified granulocytes as previously described [8]. Targeted NGS was performed on DNA
extracted from mononuclear cells. Targeted amplicon libraries were constructed using the
Human Myeloid Neoplasms GeneRead DNAseq Targeted Panel V2 (Qiagen, Hilden,
Germany), a commercially available panel covering the full exonic regions of 50 commonly
mutated genes in myeloid malignancies and were sequenced using either MiSeq or NextSeq
(Illumina, San Diego, CA, USA). Genes tested in the panel are as follows: ABLI, ASXLI,
ATRX, BCOR, BCORLI, CBL, CBLB, DAXX, DNMT3A, EED, ETV6, EZH2, FLT3, GATAI,
GNAS, IDHI, IDH2, IKZF 1, JAK1, JAK2, JAK3, KAT6A, KIT, KRAS, KMT2A, MPL, NF1,
NPMI1, NRAS, PHF6, PRPF40B, PTPNI11, RAD21, RB1, RUNXI, SETBPI1, SF1, SF3Al,

SF3BI, SH2B3, SMCIA, SMC3, STAG2, SUZ12, TET2, TP53, U2AFI, U2AF2, WT'! and

5
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ZRSR2. Secondary analysis was performed using MiSeq Reporter Software 2.4 (Illumina)
and variants were annotated using Illumina VariantStudio v2.2. Nonsynonymous coding and
splice site variants were considered when variant allele frequency (VAF) was greater than

2% unless previously reported as benign or germline polymorphisms.

Relevant genetic regions non-properly covered by the gene panel used were
sequenced on a 454 GS Junior (Roche, Basel, Switzerland) including SRSF2 (exon 1) and
ASXLI (exon 12). Those variants not previously described in databases or literature, were
sought in constitutive DNA from paired samples when the allele frequency suggested
potential germline origin using Sanger sequencing in an ABI3500DX. Mutations with a
variant allele frequency (VAF) <10% were confirmed by sequencing on a 454 GS Junior or
by allele-specific oligonucleotide PCR on a 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied

Biosystems). See Supplemental Methods for details.

Statistics

Overall survival and time to event curves were drawn by the method of Kaplan and
Meier with the log rank test for comparisons. Multivariate analyses of factors predicting
hematologic transformation were done by Cox regression. Since in many patients first
sample was obtained sometime after diagnosis, time to event curves and Cox regression

models were calculated from the date of first available sample.

Results

Characteristics of the patients and JAK2V617F allele burden monitoring
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The main clinical and hematological characteristics of the patients are shown in table
1. Fifty-eight patients were initially managed with observation whereas in 80 cases

cytoreduction was started at diagnosis or at some time during follow-up (Table 1).

Median molecular follow-up was 10 years (Range: 1-13). There were no significant
differences in time to first sample or in the duration of molecular follow-up according to
original diagnosis. The different evolutionary patterns of JAK2V617F allele burden under
observation or while receiving cytoreduction are shown in table 2. A persistently high
JAK2VG6IF allele burden was observed more frequently in PV than in ET both under
observation or while receiving cytoreduction. The proportion of patients experiencing a
progressive increase of the JAK2V617F allele burden was similar among patients with PV
and ET. Only three patients, all of them with PV receiving cytoreduction, presented an

unexplained decrease of the JAK2V617F allele burden (not related to therapy).

NGS analysis

A total of 51 somatic mutations other than JAK2V617F were detected at diagnosis or
in the first available sample in 35 patients. Median number of mutations at first sample was
1 (Range: 1-3). There were no significant differences in the proportion of patients with

mutations at diagnosis or in the last sample according to original diagnosis (table 2).

After 884.49 person-years of molecular follow-up, 33 new mutations were detected
leading to 84 mutations at last sample in 48 patients (13 of them without preexisting
mutations at first sample). The incidence rate of new mutations was 3.7 mutations per 100

person-years and the probability of acquisition a new genetic event was 27% at 10 years.

Patients with more than 10 years of molecular follow-up who did not progress to MF

or AML showed the lowest frequency of mutations at first sample as well as the lowest rate
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of developing new mutations during follow-up (table 3). In contrast, mutations in the first
sample corresponding to the chronic phase were detected in 83% of patients who progressed
to AML and these patients showed a high rate of developing new mutations during follow-
up (table 3). Additional non-driver mutations at baseline and during follow-up were also
more frequently observed in patients who progressed to MF although in a lower magnitude

that in AML (table 3).

The frequency of mutations in non-driver genes in paired samples according to
disease status at last follow-up is shown in figure 1. The most frequently mutated genes
were TET2, DNMT3A, TP53 and ASXLI. Variant allele frequency of paired samples is
shown in figure 2. As can be seen, most mutations expanded during follow-up with the VAF
increase being statistically different for mutations in TET2 (p=0.02) and ASXLI (p=0.016)
whereas it was of borderline significance in 7P53 (p=0.07). There were no statistical
significant differences in the VAF of the other mutated genes but the number of mutated
cases was low. Mutations in non-driver genes detected in paired samples are shown in Table
S1. There were no significant differences in the proportion of patients with mutations in the

different genes according to original diagnosis (Table S2).

Clinical factors during follow-up associated with the presence of non-driver mutations

JAK2V617F monitoring failed to identify any subgroup of patients with a higher rate
of additional mutations when patients were managed with careful observation or
phlebotomies. In patients receiving cytoreduction, mutations at first sample were observed
in 73% and 66% of those experiencing a progressive increase or an unexplained decrease of
the JAK2V617F allele burden, respectively (p=0.006 in comparison with a stable

JAK2V617F allele burden, table S3).
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Seventy-seven patients were treated with HU for a median time of 4.25 years (range
0.1-27). Fifteen patients developed cytopenia at the lowest dose of HU required to achieve a
response with 13 of them carrying additional non-driver mutations from diagnosis. The 10-
year probability of presenting cytopenia while receiving HU was 43% in patients with
mutations in comparison with 3% of those without mutations (p<0.001). Mutated genes that
were associated with a significantly higher probability of developing cytopenia were
DNMT3A (p<0.0001), SRSF2 (p<0.0001), IDH1/2 (p=0.002) and RUNXI (p<0.0001) with

TP53 (p=0.064) showing a tendency towards significance.

Acquisition of new mutations and HU therapy

In the univariate analysis, the presence of non-driver mutations at diagnosis (p =
0.008), the number of mutations (p <0.0001) and mutations in SRSF2 (p <0.0001), IDHI/2
(p = 0.045) and RUNXI genes (p <0.0001) were associated with a higher probability of
mutation acquisition. There were no significant differences in the probability of acquiring a
new genetic event among patients who received HU therapy longer than 5 years and those
treated less than 5 years or never treated (p = 0.794). On multivariate analysis, presence of
mutations at diagnosis was the unique factor associated with a higher risk of developing a
new mutation (HR: 2.7, 95%Cl: 1.1-6.8, p=0.03) after correction for age older than 65 years
(HR: 1.5, 95%CI:0.6-3.9, p=0.4), PV diagnosis (HR: 2.3, 95%CI: 0.8-6.8, p=0.1) and total
duration of HU exposure (HR: 0.97, 95%CI: 0.9-1.05, p=0.4). When the different mutations
detected at diagnosis were individually explored in the regression model, SRSF2 (HR: 12.7,
95%CI: 2.1-77.6, p=0.006) and RUNXI (HR: 33.5, 95%CI: 4.8-232.3, p<0.0001) were the

mutated genes associated with a highest genetic instability.
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Disease transformation and survival

With a median follow-up of 13 years (Range: 1-30) 34 patients died resulting in a
projected median survival from first sample of 20 years. Age older than 65 years and history
of thrombosis were associated with significant lower survival. Survival was shorter in
patients with additional non-driver mutations at first sample than in those without mutations
(median survival 15 and 24 years, respectively, p=0.04). A significant shorter survival was
observed in those patients with mutations at first sample in DNMT3A (p=0.02), SRSF2
(p<0.001), SF3BI (p=0.048), IDH1/2 (<0.001) and RUNX1 (p=0.003). Original diagnosis
(PV or ET), sex and the evolutionary pattern of JAK2V617F allele burden were not
associated with differences in survival. On multivariate analysis, age (HR: 7.7, 95%CI: 3.6-
16.6, p=<0.0001) and history of thrombosis (HR: 2.6, 95%CI: 1.2-5.5, p=0.01) retained their
prognostic value whereas presence of additional mutations at first sample did not (HR: 1.6,

95%CI: 0.8-3.2, p=0.2).

A total of 24 patients (18 PV, 6 ET) progressed to MF resulting in a probability of
MF transformation of 19.5% and 30% at 10 and 15 years from first sample, respectively.
Myelofibrotic transformation was more frequent in patients with additional mutations (MF
probability at 15 years: 40% and 23% for patients with and without mutations, respectively,
p=0.002). Mutated genes at first sample associated with a higher probability of MF
transformation were SF3BJ (p=0.02) and /DH1/2 (p<0.0001). Patients with a persistently
high (>50%) JAK2V617F allele burden or those with a progressive increase of the mutant
load after starting cytoreduction experienced a significantly higher probability of MF than
those with a persistently low JAK2V617F allele burden (MF probability at 15 years: 55%
and 3%, respectively, p<0.0001). Age, sex or original diagnosis (PV or ET) were not

associated with a higher rate of MF. On multivariate analysis, a persistently high or a
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progressive increase of the JAK2V617F allele burden was associated with a higher risk of
MF transformation (HR: 10.8, 95%CI: 2.4-49.1, p=0.002) after correction for age (HR: 1.45,
95%ClI: 0.6-3.7, p=0.4) original diagnosis (HR: 0.85, 95%CI: 0.3-2.6, p=0.8) and presence

of non-driver mutations (HR: 2.6, 95%CI: 0.9-6.9, p=0.06).

Twelve cases progressed to AML (two of them had previously evolved to MF)
resulting in a 13.5% cumulative probability of AML transformation at 15 years from first
sample. AML probability was significantly higher in patients with mutations at first sample
(AML probability at 15 years: 33% and 3.6% for patients with and without mutations,
respectively, p<0.0001). Mutated genes at first sample that were associated with a
significantly higher probability of AML transformation were ASXL/ (p<0.0001), 7P53
(p=0.01), SRSF2 (p<0.0001), IDHI1/2 (p<0.0001) and RUNXT (p<0.0001). On multivariate
analysis presence of additional mutations at first sample was associated with a higher risk of
AML (HR 12.2, 95%CI 2.6-57.1, p=0.001) after correction for age, original diagnosis and

administration of leukemogenic agents.

Discussion

In the present study, performed in a cohort of JAK2V617F-mutated ET and PV
patients with long molecular follow-up, we have observed that the frequency and incidence
of new mutations during follow-up in non-driver genes is highly variable. Thus, patients
who progressed to AML were characterized by a high frequency of additional mutations at
first evaluation and a high incidence of new mutations during follow-up reflecting a marked
genetic instability. In contrast, a low frequency of mutations at first sample (18%) and a low
incidence of new genetic events (1.7 mutations x 100 person-years) was observed in patients

with more than 10 years of molecular follow-up in whom the disease had remained stable.

11
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Lundberg et al reported an incidence of 1.5 new mutations x 100 person-years in a
cohort of 28 patients indicating that MPNs are associated with a weak hypermutable state
[10]. We observed a very similar rate of new mutations excepting for those patients who
progressed to AML. In this regard, NGS could be a useful tool to identify this subgroup of
patients with high genetic instability and therefore high risk of transformation to AML. In
this sense, it has been reported a significant association between the number of mutations
with survival and AML transformation [10, 22]. Moreover, a group of adverse mutations
have been recently proposed including ASXLI, SRSF2 and IDH?2 genes in PV and SH2B3,
IDH2, EZH?2, U2AFI, SF3B1 and TP53 in ET [12]. These adverse mutations were reported
in 15% of PV and ET patients and were associated with a negative impact in survival or
disease transformation [12]. Of note, such mutations were particularly uncommon in those
patients included in the present series with no progression after more than 10 years of

molecular follow-up.

We have shown that mutations in ASXLI, SRSF2, TP53, IDHI / 2 and RUNX1 genes
were the most relevant regarding AML transformation as reported in other studies [10, 12,
17, 22-27]. Consequently, patients carrying such mutations would be subject to close
monitoring with special caution regarding the use of leukemogenic agents. In this sense,
there is concern about the leukemogenic potential of HU, especially when patients are
treated in the long term. In the present study we could not demonstrate any genotoxic effect
associated with duration of HU exposure with preexisting mutations being the only risk

factor for developing a new genetic event.
Resistance to HU has been related with shorter survival and increased risk of

transformation, especially in those cases developing cytopenia [28]. Of note, we have
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observed a high frequency of adverse mutations in this subset of patients, a finding that

reinforces the prognostic value of NGS in PV and ET.

The relationship between the JAK2V617F allele burden and the presence of
mutations in non-driver genes has not been previously studied in detail. We have shown that
JAK2V617F monitoring was unrelated with the presence of additional mutations in most
patients. These results reveal that evaluating the JAK2V617F molecular response without
taking in consideration the mutational status of non-driver genes may be misleading as
illustrated by a high proportion of additional mutations in patients experiencing an
unexplained decrease of JAK2VG617F allele burden and in 31% of patients with a persistently

low mutant load.

Previous studies and the present work indicate a predominant role of the JAK2VG17F
mutational load in myelofibrotic transformation with the expansion of JAK2V617F
progenitors due to mitotic recombination and the consequent disappearance of wild type
hematopoiesis as the key element of this complication [6-8]. It could be speculated that the
occurrence of this phenomenon would be a matter of time and eventually all patients would
evolve to MF but only those patients with a higher proportion of homozygous progenitors at
the time of diagnosis would have time to develop MF during their lifespan. In this sense,
molecular monitoring identified a subgroup of eleven patients with progressive increase of
the JAK2V617F allele burden showing a high prevalence of additional mutations at first
sample and a low incidence of new mutations during follow-up suggesting that some non-
driver mutations may favor the expansion of a JAK2V617F-mutated clone instead of

increasing genetic instability [29].

The present study is constituted by a highly-selected cohort of patients, a feature that

may be considered as an important limitation. To know the frequency of additional

13
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mutations and their incidence during evolution, it would be necessary to include a very high
number of patients with PV and ET at diagnosis and to follow them for at least 10 years.
Given the complexity of carrying out a study of this magnitude, the strategy adopted in the
present work has allowed us to obtain a reliable idea of the genetic complexity of these
diseases, their clonal evolution and the existing relation with the transformation of the

disease.

In conclusion, clonal complexity and genetic instability of patients with PV and
JAK2V617F-mutated ET is highly variable. Patients who develop acute leukemia are
characterized by presenting additional mutations from PV/ET diagnosis and a high incidence

of new mutations. NGS techniques may be useful to identify this subgroup of patients.
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Table 1: Main clinical and hematological characteristics at diagnosis and therapy

administered during follow-up in 100 patients with JAK2V617F mutated

polycythemia vera or essential thrombocythemia

All PV ET P

N=100 N=63 N=37 value
Age, years*® 59 (25-84) 61 (25-83) 51 (25-84) 0.02
Male sex, n (%) 47 (47) 35(55) 12 (32) 0.04
Hemoglobin, g/L* 160 (102-238) 172 (102-238) | 146 (121-167) | <0.001
WBC count, x10”/L* 9.8 (4.7-25.3) 10.5(5.9-25.3) | 8.6(4.7-13.4) | <0.001
Platelet count, x10°/L* | 596 (155-1180) | 507 (155-1180) | 627 (498-1176) | 0.02
Therapy
Hydroxyurea, n (%) 77 (77) 56 (89) 21(57) <0.001
Anagrelide, n (%) 12 (12) 6(10) 6(16) 0.3
Busulfan, n (%) 9(9) 7(11) 2(5) 0.3
P32, n (%) 3(3) 1(2) 2(5) 0.3
Interferon, n (%) 6(6) 5(8) 1(3) 0.3

*Median (range)
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Table 2: Molecular monitoring of JAK2V617F allele burden and additional
mutations in 100 patients with polycythemia vera or essential thrombocythemia
All PV ET P value

N=100 N=63 N=37
Time to first sample, years* 1.6 (0-26) 1.5 (0-27) 2.6 (0-18) 0.1
Molecular follow-up, years* 10 (1-13) 9.7 (1-13) 11 (2-13) 0.7
JAK2V617F under N=58 N=32 N=26
observation*#* 0.001
Persistently low (<50%) 29 (50) 9(28) 20 (77)
Persistently high (> 50%) 17 (29) 16 (50) 1(4)
Progressive increase 12 (21) 7(22) 5(19)
Unexplained decrease 0 0 0
JAK2V617F under N=80 N=58 N=22
cytoreduction®* 0.01
Persistently low (<50%) 35 (44) 19 (33) 16 (72)
Persistently high (> 50%) 31 (39) 29 (50) 2(9)
Progressive increase 11 (14) 7(12) 4(18)
Unexplained decrease 3(4) 3(5) 0
Mutation at first sample** 35 (35) 23 (36.5) 12 (32) 0.7
Mutation last follow-up™* 48 (48) 32 (51) 16 (43) 0.5
*Median (Range) **Number of patients (%)
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Table 3: Frequency and incidence rate of mutations in non-driver genes in
patients with PV or ET
Disease status at last follow-up
No progression MF AML
N=50 N=24 N=12

Follow-up, person-years 576.4 180.5 585
Mutated cases first sample 9(18) 11 (46) 10 (83)
in chronic phase, n (%)*
No. mutations 1*' sample 11 16 17
0 mutations, n (%) 41 (82) 13 (54) 2(17)
1 mutation, n (%) 7(14) 7(29) 5 (42.5)
> 2 mutations, n (%) 2(4) 4 (17) 5(42.5)
Mutated cases last sample, 14 (28) 16 (67) 12 (100)
n (%o)**
No. mutations last sample 21 24 32
0 mutations, n (%) 36 (72) 8(33) 0 (0)
1 mutation, n (%) 10 (20) 12(50) 2(17)
> 2 mutations, n (%) 4(8) 4017 10 (83)
Incidence rate, mutations 1.7 44 256
x 100 person-years***

* p<0.0001 for the comparison between AML and no progression, p= 0.03 for the

comparison between AML and MF, p=0.07 for the comparison between MF and no
progression. **p< 0.0001 for the comparison between AML and no progression, p= 0.03 for
the comparison between AML and MF, p=0.008 for the comparison between MF and no

progression. *** p<0.0001 for the comparison between AML and no progression, p<
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Legends for the figures

Figure 1: Frequency of mutations in non-driver genes in paired samples of patients with PV
or JAK2V617F-mutated ET according to disease status at last follow-up. la: patients
without progression after > 10 years of follow-up (n=50). 1b: patients who progressed to

myelofibrosis (n=24). 1c: patients who progressed to acute myeloid leukemia (n=12).

Figure 2: Variant allele frequency (VAF) of mutations in non-driver genes in patients with
PV or JAK2V617F-mutated ET after long molecular follow-up. Blue circles correspond to
mutant load in first sample obtained in the chronic phase. Green circles correspond to last
sample in patients without progression. Yellow circles correspond to last sample in patients
who evolved into myelofibrosis. Red circles correspond to last sample in patients who
progressed to acute myeloid leukemia. In comparison with first sample, the mutant load was
significantly higher in last sample for mutations in 7E72 (p=0.02) and ASXL! (p=0.016)
whereas in TP53 was of borderline significance (p=0.07). No significant differences in the

other genes.
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Table

Table 1: Main clinical and haematological characteristics at diagnosis and therapy

administered during follow-up in 100 patients with JAK2V617F mutated

polycythemia vera or essential thrombocythemia

All PV ET P

N=100 N=63 N=37 value
Age, years* 59 (25-84) 61 (25-83) 51 (25-84) 0.02
Male sex, n (%) 47 (47) 35(55) 12 (32) 0.04
Hemoglobin, g/L* 160 (102-238) 172 (102-238) | 146 (121-167) | <0.001
WBC count, x10%/L* 9.8 (4.7-25.3) 10.5 (5.9-25.3) 8.6(4.7-13.4) | <0.001
Platelet count, x10°/L* | 596 (155-1180) | 507 (155-1180) | 627 (498-1176) | 0.02
Therapy
Hydroxyurea, n (%) 77 (77) 56 (89) 21(57) <0.001
Anagrelide, n (%) 12 (12) 6(10) 6 (16) 0.3
Busulfan, n (%) 9(9) 7(11) 2(5) 0.3
P32, n (%) 3(3) 1(2) 2(5) 03
Interferon, n (%) 6(6) 5(8) 1(3) 0.3

*Median (range)
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Table

Table 2: Molecular monitoring of JAK2VG617F allele burden and additional

mutations in 100 patients with polycythemia vera or essential thrombocythemia

All PV ET P value

N=100 N=63 N=37
Time to first sample, years*® 1.6 (0-26) 1.5 (0-27) 2.6 (0-18) 0.1
Molecular follow-up, years* 10 (1-13) 9.7 (1-13) 11 (2-13) 0.7
JAK2V617F under N=58 N=32 N=26
observation*#* 0.001
Persistently low (<50%) 29 (50) 9(28) 20(77)
Persistently high (> 50%) 17 (29) 16 (50) 1(4)
Progressive increase 12 (21) 7(22) 5(19)
Unexplained decrease 0 0 0
JAK2V617F under N=80 N=58 N=22
cytoreduction®* 0.01
Persistently low (<50%) 35 (44) 19 (33) 16 (72)
Persistently high (> 50%) 31(39) 29 (50) 209
Progressive increase 11(14) 7(12) 4(18)
Unexplained decrease 3(4) 3(5) 0
Mutation at first sample** 35(35) 23 (36.5) 12 (32) 0.7
Mutation last follow-up** 48 (48) 32 (51) 16 (43) 0.5

*Median (Range) **Number of patients (%)
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Table

Table 3: Frequency and incidence rate of mutations in non-driver genes in
patients with PV or ET
Disease status at last follow-up
No progression MF AML
N=50 N=24 N=12

Follow-up, person-years 576.4 180.5 58.5
Mutated cases first sample 9(18) 11 (46) 10 (83)
in chronic phase, n (%)*
No. mutations 1* sample 11 16 17
0 mutations, n (%) 41 (82) 13 (54) 2(17)
1 mutation, n (%) 7 (14) 7 (29) 5 (42.5)
> 2 mutations, n (%) 2(4) 4(17) 5(42.5)
Mutated cases last sample, 14 (28) 16 (67) 12 (100)
n (%)**
No. mutations last sample 21 24 32
0 mutations, n (%) 36 (72) 8(33) 0(0)
1 mutation, n (%) 10 (20) 12(50) 2(17)
> 2 mutations, n (%) 4(8) 4(17) 10 (83)
Incidence rate, mutations 1.7 4.4 25.6
x 100 person-years***

* p<0.0001 for the comparison between AML and no progression, p= 0.03 for the

comparison between AML and MF, p=0.07 for the comparison between MF and no
progression. **p< 0.0001 for the comparison between AML and no progression, p=
0.03 for the comparison between AML and MF, p=0.008 for the comparison between

MF and no progression. *** p< 0.0001 for the comparison between AML and no
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progression, p<0.0001 for the comparison between AML and MF, p=0.06 for the

comparison between MF and no progression
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1. Library preparation and targeted amplicon sequencing (NGS) of LAM-phase
samples

The concentration of dsDNA of each sample was measured by Quant-iT PicoGreen
dsDNA or Qubit High Sensitivity assay kit (Invitrogen, Eugene, OR, USA). Sequence
enrichment was performed using a targeted, multiplexed amplicon-based approach
(Human Myeloid Neoplasms GeneRead DNAseq Targeted Panel v2; QIAgen, Hilden,
Germany) starting from 40 ng of genomic dsDNA. This panel targets the following 50
genes, with a coverage of the 98.1% over the CDS region (according to the
manufacturer datasheet specifications): ABLI, ASXLI, ATRX, BCOR, BCORLI, CBL,
CBLB, DAXX, DNM13A4, LED, £E1V6, EZH2, FLI13, GAIAI, GNAS, IDHI, IDH?2,
IKZF1, JAKI, JAK2, JAK3, KAT6A, Kil, KRAS, KM124, MPL, NFI, NPMI, NRAS,
PHF6, PRPF40B, PTPNI1l, RAD21, RBl, RUNXI, SETBPI, SFl, SF3A41, SF3B1,
SH2B3, SMC1A4, SMC3, STAG2, SUZ12, TET2, TP53, U24F1, U2AF2, WT1, ZRSR2.

After PCR clean-up and quantification, the NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit for
[llumina (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) was used to construct indexed
libraries following the manufacturer’s instructions. Length and quantity of dsDNA
libraries were assessed by Agilent DNA 1000 Kit using 2100 Bioanalyzer system
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) and KAPA kit (KAPA Biosystems,
Woburn, MA, USA) and ultimately normalized and pooled for sequencing. Libraries
sequencing was performed either on MiSeq or NextSeq platforms (Illumina, San Diego,
CA, USA) with Reagent v3 Kit and High Output v2 Kit, respectively, using 2x150bp
paired-end reads.

2. NGS analysis

Secondary analysis comprising demultiplexing, FASTQ file generation, alignment to
reference genome (hgl9, GRCh37) and variant calling was performed using MiSeq
Reporter Software v2.4 or the cloud version in BaseSpace (Illumina) for NextSeq data.
Per default TruSeq Amplicon workflow was launched selecting the Somatic Variant
Caller, which allows the identification of variants with an allele frequency above 1%.
Further details of algorithms used by the software are available at the Illumina website
http://support.illumina.com/sequencing/sequencing_software/miseq_reporter/
documentation.html. Resulting VCF files were then annotated and filtered using
Illumina VariantStudio v2.2. Filters applied were: per default pass filter (excluding
variants showing low quality and strand bias), minimum 30 reads, minimum 2% variant

allele frequency (VAF) and population frequency of the variant under 1%. Non-
synonymous and splice site variants were considered and checked using Integrative
Genome Viewer (IGV) v2.3. All variants were classified according to genomic
databases (dbSNP, COSMIC, ExAC, 1000 Genomes, ClinVar) and literature and known
polymorphisms were not considered.

3. Validation of somatic mutations and chronic-phase sample examination
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All variants observed in a VAF lower than 10% were confirmed by deep sequencing
using a 454 GS Junior (Roche, Basel, Switzerland). Processed and quality-filtered reads
were analyzed using the GS Amplicon Variant Analyzer software version 2.5pl
(Roche). In addition JAK2 p.V617F and /DH! p.R132H mutations were confirmed by
allele-specific oligonucleotide PCR on a 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Unknown variants found in a VAF of 40-60%, therefore suggesting potential germline
origin, were analyzed in constitutional DNA (obtained from CD3+ T cells, buccal swabs
or saliva) of a paired sample by Sanger sequencing on an ABI3500DX (Applied
Biosystems).

Confirmed somatic mutations were then assessed and quantified in paired DNA from
granulocytes obtained at time of diagnosis or chronic phase of the disease before the
acute transformation by deep sequencing on a 454 GS Junior.

4, Complementary genetic analysis.

The SRSF2 gene (exon 1) and a 169 bp-long CG rich region of ASXL/ (from His631 to
Cys687, NP_056153), which corresponds to the region with higher mutation rates of
ASXL1, were sequenced using the 454 GS Junior with the following primers: SRSF2-
exlA forward 5’-CGGGCCGCCACTCAG-3", reverse 5’CAGCTCGCGGCCGTC3’,
SRSF2-ex1B forward 5'-TCGGCGACGTGTACATCC-3", reverse
5’GCCGCGGACCTTTGTGAG3”, ASXLI1-R634 forward 5°-
GGACCCTCGCAGACATTAAA3’, reverse 5 -TGGGTATGCTCCCCATTTAG-3".

5. JAK2V617F allele burden monitoring

JAK2VG617F allele burden was assessed in DNA from purified granulocytes by real-
time allele-specific polymerase chain reaction with probes specific for the mutated and
the wild type forms using 200 ng in duplicate. In our hands, this technique reached a
sensitivity of 2%, In cases with JAK2V61TF below 5%, we applied the Larsen assay
that is composed of two allele-specific PCR reactions; one for the JAK2V617F mutated
allele and one for the wild type allele. In both assays standard curves for the wild type
and the V617F JAK2 were used (Ipsogen, Marseille, France). The JAK2V617F allelic
ratio was calculated as the percentage of the number of copies of JAK2V617/total
number of JAK?2 copies (V617F + wild type).

Following the JAK2V617F sequential assessment over the observation period, patients
were stratified depending on the evolutionary pattern of the mutant allele burden. Thus,
patients could elicit stable mutant levels during the entire follow-up period or,
alternatively, they could display either a progressive increase or an unexplained
decrease. The stable pattern was further subclassified as stable below 50% or stable >
50%. Patients receiving cytoreductive therapy were assigned to their corresponding
category after achieving a steady state mutant level (usually after 6-12 months of
therapy). A progressive increase in the JAK2V617F allele burden was defined as a >
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25% increase over the baseline level, provided that the last determination was > 50%.
An unexplained decrease of the mutant allele load was defined as a > 25% reduction
from the baseline level not related with therapy. For the purpose of the study’s analyses,
patients were classified in four evolutionary patterns: 1) persistently low (< 50%)
JAK2V617F allele burden, 2) persistently high (= 50%), 3) progressive increase, and 4)
unexplained decrease JAK2V617F allele burden.
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2. Supplemental tables

Title for table S1: somatic mutations in paired samples obtained in 48 patients with
polycythemia vera or essential thrombocythemia

Footnote for table S1: Chr: chromosome. Ref Seq: reference sequence. AA:
aminoacid. VAF: variant allele frequency. db: database. SNV: single nucleotide
variation. [TD: internal tandem duplication.

Table S2: Frequency of additional mutations in 100 patients with polycythemia
vera or essential thrombocythemia
All PV ET P value
N=100 N=63 N=37

First sample

TET 11 9 2 0.2
ASXLI 5 3 2 0.9
DNMT3A4 8 4 4 04
P53 5 3 2 0.9
SI3B1 3 1 2 09
SRSF2 4 3 1 0.6
U24F1 0 0 0 NA
IDH 3 3 0 0.2
RUNX1 2 2 0 0.3
EZH?2 2 2 0 0.3
Other 8 1 7 0.1
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Last sample

TET 13 11 2 0.08
ASXLI 7 4 3 0.7
DNM134 12 8 4 0.8
P33 9 6 3 0.8
SF3B1 4 2 2 0.6
SRSEF2 4 3 1 0.6
U24F1 1 0 1 02
IDH 4 4 0 0.1

RUNX1 4 4 0 0.1

LZH?2 2 2 0 0.3

SETBP1 2 2 0 03

Other 18 14 4 0.15

NA: not applicablc

Table S3: Frequency and incidence rate of mutations in non-driver genes in
patients with PV or ET according to the evolutionary pattern of J4K2V617F

allele burden while receiving cytoreduction

Persistently | Persistently | Progressive | Unexplained
low high increase decrease
N=35 N=31 N=11 N=3
Follow-up, person-years 350 228.5 85.9 244
Mutated cases first samplein | 11 (31) 10 (32) 8 (73) 2 (66)
chronic phase, n (%)*
Number of mutations 1t 14 17 12 2
|
satple 24(69) | 21(68) 3(27) 1 (33)
0 i 0
aiiatons, 1. (%) 8 (23) 5(16) 5 (45) 1(33)
1 mutati %
amtation, 11 (7e) 3(8) 5(16) 3(27) 1 (33)
> 2 mutations, n (%)
Mutated cases last sample, n 16 (46) 14 (45) 10 (91) 2 (67)
(%)**
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No. mutations last sample 26 28 16 4

0 mutations, n (%) 19 (54) 17 (55) 1(9) 1(33)
1 mutation, n (%) 9 (26) 7(22.5) 7 (64) 1(33)
> 2 mutations, n (%) 7(20) 7(22.5) 3(27) 1(33)
Incidence rate, mutations x 34 438 4.7 8.9

100person-years***
*p = 0.0006 for the comparison between patients with a changing pattern (progressive
increase or unexplained decrease) with the remainder of patients **p=0.008 for the
comparison between patients with a changing pattern (progressive increase or
unexplained decrease) with the remainder of patients.***p not significant for the

comparison among groups.
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Patient 1D | Che |m Gene: Ref Seq Hucleatide change AA change \wmalm vu‘(:::.m Mutation type | Consequence | COSMIC db
1 5 |sorr0 1AK2 NM_004972.3 C1BAEGST p.Val617Phe 54 61 COSM12600
1 20 [31022449 5 c.1934dup p.Gly6ABTrpfs*12 2165 26.35 COSM34210
1 4 [106158025 TET2 NM_D01127208.2 | c.29260>T P.GINITE* 15 3617
1 17 I5TT082 TPS3 HM_D00G4E.5 CBSEGA P Glu2BELys il A7.A8 COSM107 26
2 9 5073770 JAK2 NM_004972.3 ¢ 1845G>T pVal61 7Phe 34.2 0 COSM12600
2 21 = pleul02Profs® 36 o 37.73
2 17 28T p.Prodsleu 481 7.96 COSM145288
2 a ©.4291_a292dup p.Serld31Amgls* 18 0 1442
3 9 &m L] MJ.B C1BASG>T Va6l 7Pl 20.28 0 COSM12600
3 17 [74732959 SRSF2  |WM_001195427.1 | c.284CA p.Prod5His 166 3804 C0SM211504
3 17 4732962 SRSF2_ |WM_001195427.1  |c.2816>C pArg94Pro 166 3813
3 4 |106164775 TET2 NM_0011272082 |c.3643G5T p.Glu1215* 27 45.99 COSM3719016
3 4 |106164863 TET2 NM_001127208.2__|c.3732_3733del p.Tyri245Leufs* 22 15 4346 (COSMB7129
a 5073170 ] NM_004972.3 184565 T 'MT 568 0 COSM12600
a [s126715 1Ak2 NM_004972.3 332306 p.Asn1108Ser 1463 47.81 (COSM33708
4 25457242 |DNMT3A | NM_022552.4 C.2645G2A pArgBA2HIS 4702 4507 COSMS52944
a 13 FLT3 NM_004113.2 o 14
a 15 [90631934 DK NM_002168.2 cA1962A P Arg140GIn 49.54 41.83 SNV i CO5MA15%0
a4 5 170837544 NPM1 NM_00752006 C.860_8h3dup P TiplERCysds* 12 0 A6 duplication frameshift COSM1S86E04
5 9 X X €.1845G>T pValE1TPhe 82 o SNV i COSM12600
5 2 231101 pArRIT1* 0 45.1% SNV Non-sense L05M231563
5 F] COBIGA p.Trpd30* 0 47.93 SNV non-sense
5 15 cA19GA P Arg140G1n o 43.02 CO5MA1530
5 9 €.5033T>C p.Leul678Pro 0 61.04 COSM13048
8 ] < 1845G>T pNalE1 TPhe 50.08 7304 COSM12600
6 1 1151624 B.Cys3BATyr 0 6.08 X
6 F] 220406 p.TyrI35Cys 0.23 4.34 (C0SM133126
6 17 CESEGA p.Glu286Lys o 3.22 COSM10726
7 9 C1845G>T p.Val617Phe A 61E8 (COSM12600
7 2 .2920_2921insh, B.Tyraz4* 9.39 25.98
7 W |30z ASNLL [NM_D153385 3621del p.Pro1208Gints*3 107 3.61
7 12 [112926885 PTPNIL | NM_ 0078343 £ 15050>T SersD2Leu 0 1557 «

7 17 |7s7eass = NM_000546.5 casEC p.Ala155Pr 353 3182 COSMA3EI6
B 9 [s073770 1Kz NM_004972.3 1845621 pValE1 7P 78 55 COSM12600
& 7 [209113112 IDH1 NM_D05896.2 396N pArRL32His 49.5 49,83 COSM28746
8 21 [36231783 RUNXL | NM_001754.4 CEOLCT BATEIO1* 4 4641 C0SM24771
B 17 |r473e959 SRSF2__ |NM_001195427.1 [c.2840>G p.Prod5Amg 50 19.57 i COSM211661
B 17 T57E202 TP53 O00GAG.5 CGATT=A P Val216GIu 0 57.18 i LOSMA42T4
3 9 [s073770 1AK2 NM_004972.3 CAB45G>T pValb17Phe 1477 5276 SNV | mi COSM12600
B 17 |7577570 TPS3_ |NM_DD0S46.5 TG p.Me123T1le 2.45 5353 £ |mis COSM10834
10 9 C1B45G>T p.Val617Phe 5832 2584 SNV missense ((0SM12600
10 2 £.1900_1922del p.Glub35Argfs*15 2 46 delation frameshift (C0SM36165
11 9 C.1849G>T p.Val6l7Phe |6_7 0 SNV missense COSM12600
1 n 167T5C p.Lous6Ser 0 49.75 SNV missense ((0SM24756
1 1 £ 169ECST P ArgSGETrR o 5109 SNV [
12 [l X X 1845G>T pValE1 TPhe B 455 SNV | COSM12600
12 21 |36231806 RUNXL | NM_001754.4 C5IET>C p.lle133The 3.08 2.45 SNV missense COSM25133
12 18 [42531917 SETBP1  |NM_D15559.2 £2613T>C p.lleB71The o 1988 SNV |mi «
13 9 |s073770 1Ax2 NM_009972.3 1845G>T p.Val617Phe [69.7 44,16 SNV missense (COSM12600
13 1 [119148931 cBL NM_D05188.3 C11516=A B.Cys3EATyr 4.31 4.79 SNy missense COSM3A066
13 4 |106155778 TET2 NM_0011272082 | c.679_6BOInsA p.Tha2Z9Asnls*25 6.5 15.69 i frameshift
13 4 [106164070 TET2 NM_0011272082 | 358006 p.Pro1194ala 0 8.04 SNV missinse
13 177578461 P53 NM_0D0S4E.5 CA6IG>A p.Vali5Tlle o 66 SNV missinse COSM43625
14 9 |so73770 1Ax2 NM_004972.3 1845621 pValE17Phe 45.33 54.7 SNV missense COSM12600
14 4 106157329 TET2 NM_0011272082 | c. 223001 p.GIniaa® 4630 48,05 SNV i
15 9 |so73r70 1Ax2 NM_009972.3 C1845G>T pVali17Phe 6.1 3597 SNV
15 2[4 DNMT3A_|NM 022552.4 £.2297_ 2300deTGACAAGAG | p.SerT64 Lys76Tdel 195 35.44 debetion
16 9 |so73r0 1Ax2 NM_D09972.3 1845G>T pVali17Phe 70.25 65.43 SNV
16 2 [msesm4 DNMT3A | NM_022552.4 . 2645G2A P Arg8azHis N 5149 ET
17 9 5073770 JAK2 NM_004972.3 £ 1848G>T B Val6] TP 92.3 1.8 SNW
17 17 |1577566 P53 NM_D00546.5 71546 p.ASN239Asp 0.66 48.75 ET
18 5 [so13770 a2 NM_004972.3 1845G>T pValE17Phe a3 97.58 SNv
18 N0 [31022288 ASHLL ugmm&s 177306 [ Tyrsa1* 2207 48.09 ET
18 7 148526817 [EZHZ | NM_D0A456.4 CASTT>G p.Tyrl53Asp 10.33 45.93 SNV missansa
19 9 [s073770 1AK2 NM_004972.3 £ 1B45G>T pValE1TPhe 7.1 3861 £ i COSM12600
19 7 198767345 SF3B1_ |NM_0124332 £2013T>C p.lle671The 7.2 50 SNV i
19 17 T4TI2950 SRST NM_001195427.1 | 28404, pProfsHis BL53 49,27 SNV missense LOSM211504
20 9 [s073770 k2 NM_004972.3 £ 1B45G>T pValE1 TPhe 23,65 381 SNV i COSM12600
20 2 [209113112 [ NM_D05896.2 C3956>A b Arg132His 0.97 1379 SNV missense COSM28746
21 9 Fo?sm ’E‘ﬁ@_s C18A5GST pVal617Phe 15.68 |864 SNV missense COSM12600
2 ] SF3B1 |NM_012433.2 1998621 p.LysEB6ASH 2.38 4105 SNV [ mé C0SM131557
22 9 5073770 JAKZ NM_004972.3 C.1BASG>T P.Val6l7Phe |5_3.3¢ 47.3 SNV missense COSM12600
2 % 15833919 ASR2 |NM_D05089.3 CBITAC p.Glu2ZEAla o 4105 SNV i

B C1845G>T Va1 7Phe 94.6 94.25 SNV missinse

[ C1168_1172delAMAG b AE3ALTrpls 8 0 £6.9 delation frameshift COSM1411076
2 9 C1845G p.Val617Phe 47.98 % [swv missense COSM12600
2 [ X 348 pSerl162Gly [s193 53.26 i
i) 9 0049723 18456 p.Val617Phe 311 97.64
(3 [ NM_032458.2 c9926A p.Ghy331GH o 5.01
% 5073770 1z [MM_00a972.3 £1845G>T pValE1 TP 241 46.39
26 1 |44514668 UZAF1__|NM_001025203.1 |c.487_ABBInSTCT p.Glul62_Cys163insPhe 5.89
27 5073770 1AK2 NM_004972.3 C1B45G>T BVl TP 2.9 43,35

X ¥ C.2645G>C 69.23 46.51
C17711>6 |Eaa 7.62
0011272082 |c.23801 [56.6 44.48

FE . C.1845G>T | BO.BE 4986
28 0011272082 |c.01931>G 0 252
i) TG 0 3.64
9 9 |s073770 1AK2 NM_004972.3 £ 1B45G>T 4945 489
29 [ BCOR  |NM_O01123385.1 | 341606 pSeri139% 0 BAT T stop_gained
2% X £3437008 SMICTA NM_O06306. © 213634 pArg?116Gin (] 24 81 SNV missense COSMIGI RO
9 4 |106158131 TET2 NM_0011272082 | 3033_3037delTCCAC p.Prol012Cysis*a 191 3.61 debetion frameshift_variant
29 X [15822271 IASR2_|WM_005089.3 ©351_3520elAG p.GluL 24 0 1634 delation frameshift_variant
30 9 |sor3rio 1AK2 nﬁ 0049723 C1845G>T p.Val617Phe 42.76 1173 SNV missense COSM12600
30 12 (11188463 SHIRI  |WM_D05475.2 CB13_819delinsARAA p.Asn271_Tyr273delinsyslys |2.83 5.50 debetion frameshift_variant
30 4 106197285 TET2 NM_001127208.2 .5618T>C plle1873Thr 0 24.27 lﬁl‘ missense
31 9 |soraio 1Ax2 NM_004972.3 184561 pVal617Phe [g251 2746 SNV missense COSM12600
31 4 [106157743 TET2 NM_D01127208.2 | c.2644_2645insG b.CysBB2Trpls* 19 6.43 1113 insertion frameshift_variant
32 9 |so73770 K2 NM_004972.3 1845621 VAL TP 95.71 93.68 SNV missense COSM12600
32 4 |106156481 TET2 NM_0011272082  |c.13436>T p.Glud4E* 15.07 295 SNV stop_gained
|32 4 106196240 TT&WMZ ca574delC p.GIN152650e1s™ a5 1222 318 detetion frameshift_variant
|33 9 5073770 K2 |NM_004972.3 . 1845G>T p-Val617Phe 96.95. 966 SN i O
|33 4 |106158439 TET2 NM_001127208.2 |c.3341_334delinsidA p.Thell1dLysfs*3 1128 47.8 SNV frameshift_variant
] 9 |s073770 1axz NM_004972.3 1B45G>T VAl TP 83.35 1412 SNY i
Ig 4 |106156766 TET2 NM_D01127208.2 _|c.1668delA nssT5erfs*d 212 3297 debetion frameshift_variant
35 9 1845G>T pValE1 TPhe G869 1M SNV i COSM12600
35 20 .2130delA p.Thil1leufs*14 o 4112 debetion frameshift_variant
35 F] € 2023GaA p.Val675Met 0 91.49 SNV missense (C0SM12600
35 18 . 2602G>A B.AspBGRASN 0 4214 SNV missense COSM1318400
36 9 [s073770 X X €1845G5T pValE1 TPhe 79.36 1011 SNV [ mi COSM12600
36 X [39914619 BCOR  |NM_001173385.1  |cA741+1delG 0 2186 deletion splice site
36 1 |as466797 DNMT3A_|NM_022552.4 €19066G>T pVal636Leu o 23 SNV | CO5M133124
36 7 [148526005 EZH2 HM_0DA45E.4 <316 p.Tyri33 o 2348 SNV stop_gained
37 9 |so73ri0 1AK2 NM_001972.3 C1845G>T p.Val617Phe 2.4 19.06 lﬁr missense (COSM12600
ar 2 ISARA4RT NNMTIA  INM 0225534 © HPRCST nArehTRTI 127 2587 lanw missense CORMAIRRIA
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[38 [2 [2s463289 DNMT3IA |NM_022552.4 €. 208G P Tyr7350ys 41,75 49,99 SNV | COSM133126
39 9 |som3rmo 1AK2 NM_D04972.3 €.1849G>T pValE1TPhe 16561 27.23 SNV missense COSM12600
39 2 25457242 DNMT3A__|NM_022552.4 €.2645G A p. 2His 2777 37.43 SNV missense COSMS2944
40 9 [sor3rm 1AK2 NM_D04972.3 £.1649G>T p.Val617Phe 9549 193 SNV missense COSMI12600
40 2 25468178 DNMT3A | NM_022552.4 €. 1406_1497delGC PSerd99Thes" 46 [ 235 deletion frameshilt_variant

41 9 |somarno K2 NM_004972.3 . 1849G>T pVAlE1 TP 305 397 SNV missense COSM2600
41 17 T5TRARY TPS3 NM_O00546, 5 | ARGGA pVal1STIe 4874 4917 SNV missense COSMATRIS
a2 3 |[sorarmo 1AK2 NM_004972.3 . 1B49G>T pVAlE1 TP [60.57 |a7.44 SNV COSM12600
a2 0 |31022637 ASKLL NM_015336.5 21220 p.6In708* (X 3735 SNV COSM1234968
43 9 [sorsrm K2 NM_D04972.3 €.1649G>1 p.Val617Phe 2878 19 SNV COSM12600
43 20 |31003454 ASNLL NM_D15338.5 €.2940_2950delTGAMAGCTGA | p. Glu9B1Asnls*6. 0 488 deletion

m 9 [s073770 1AK2 NM_D04972. .1849G> pVAlE1 TP 26 185 SNV COSM12600
44 198265834 SF3B1 NM_012433, . 2098AE B.Lys 100G [ L83 SNV COSME4677
|25 5073710 1aK2 NM_DOA49 72, . 1849G> p.Val617Phe 29 48 v COSM12600
45 1982646513 SF3B1 NM_012433, 232305 pAIRT 756l 644 6.04 SV

45 9 |sorirm 1AK2 | NM_004972. €. 1649G> p.Val617Phe 76.22 69.18 SNV COSMI12600
45 9 |sosemae 12 NM_004972.3 €.901G>A p.GlyI01Arg o 17.8 SNV

45 12 |111885590 SH2BY | NM_005475.2 <. 1368delC pArgASTGIs* T 1.75 2.42 deletion

a7 SO737T0 1AK2 NM_D04972.3 £.1649G>T p.Val617Phe 2997 47.91 SNV COSM12600
a7 119149251 CBL NM_005188.3 c.1259G A AR 20GIn 167 3.13 SNV COSM34077
48 9 S073TT0 JAK2 NM_004972.3 €. 1849G>T pValE1T7Phe 4717 37.45 SNV COSM12600
| 29552168 NF1 NM_DO1042492.2 _|c1901T>C p.lle634The [ 217 SNV COSM215674
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DISCUSION

1. Discusion del Trabajo 1

Los resultados del presente estudio muestran el impacto del genotipo en el riesgo de TL en pacientes con
TE. Los pacientes con TE CALR mutada presentan un riesgo menor de transformacion a LAM que los otros
subtipos moleculares, incluso después de la transformacion a MF. Hay escasas publicaciones que eviden-
cien el papel protector de la mutacion en CALR respecto a la TL. En este sentido, Rumi et al publicaron una
serie de 717 pacientes con solo 2/176 casos de TE CALR mutada que progresaron a LAM frente a 12/466
casos de JAK2V61TF transformados, lo que supone una incidencia acumulada de 2,5% para CALRy 4,3%
para JAK2V61TF (125). En nuestra serie hemos observado diferencias incluso mas pronunciadas, con 1/117
casos en TE CALR mutada y 19/403 casos en TE JAK2V61T7F positiva. Rotunno y col también mostraron la
baja incidencia de TL en CALR en su serie de 576 pacientes (571).

Lundbergy col. detectaron mutaciones somaticas en genes non-driver en el 18% de pacientes con TE CARL
mutada, un porcentaje mucho mas bajo que el 32y 41% reportados para TE y PV JAK2V61T7F, respectivamen-
te. Este hallazgo podria estar relacionado con el hecho de que las mutaciones en CALR son generalmente
eventos iniciadores, con capacidad de producir la enfermedad por si mismos de forma temprana, mientras
que las mutaciones en JAK2V617F pueden ser iniciadoras o tardfas, y a menudo necesitan de otros eventos

para dar lugar al fenotipo clinico, lo que podria permitir una mayor complejidad clonal (107,247,252,259).

Varios datos apoyan esta hipotesis: en primer lugar, en pacientes con TE, la carga mutacional en los gra-
nulocitos CALR mutados es muy superior a la de granulocitos JAK2 positivos (131); en segundo lugar, la
dominancia clonal es més frecuente en CALR (308,315); y por Ultimo, en estudios de orden de adquisicion
de mutaciones, CALR seria la primera en ocurrir, mientras que JAK2V617F suele estar precedida de otras
mutaciones como TET2, DNMT3Ay ASXL1 (112,113,271).

Esta diferencia puede explicar la baja tasa de TL observada en pacientes con el genotipo CALR. Ademas,
en nuestra cohorte, un 48% de LAM provenientes de PVy TE JAK2V617F mutadas aparecen en un clon JAK-
2VB1T7F negativo, lo que ilustra el importante papel de mutaciones somaticas pre-JAK2V61F, que pueden
expandirse con la adquisicion de nuevos eventos genéticos (255). Para clarificar este aspecto seria inte-
resante haber hecho NGS en toda la serie de pacientes, pero desafortunadamente sélo disponiamos de
muestras pareadas en pacientes evolucionados a LAM.

El papel de TP53 en la TL de las NMP se ha estudiado durante los Ultimos afios llegando a posicionarse
como el gen mas importante en la progresion a la fase blastica (424). Rampal y col. mostraron que las mu-
taciones somaticas de TP53 eran comunes en la LAM post-NMP con mutaciéon de JAK2V61T7F en un estudio

realizado principalmente en pacientes con LAM post-MF(486).

Los mismos autores demostraron mediante un modelo murino que la expresion de JAK2V617F combinado
con la pérdida de TP53 producia un cuadro compatible con LAM (488). Mas recientemente, otro grupo ha
demostrado que ratones trasplantados con progenitores hematopoyéticos JAK2V617F+/TP53- fallecian a
los 46,5 dias post-trasplante debido a una eritroleucemia, en comparacién con ratones con Unica mutacion
en JAK2V61TF, que persistian vivos a los 120 dias en su mayoria (489).
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De manera similar, Lundberg y col. encontraron que la pérdida de heterocigosidad en TP53 esta asociada
con la transformacién de LAM (247), hallazgo ratificado por el grupo de Harutyunyan y col, que detecté que
las mutaciones monoalélicas de TP53 en fase cronica se convertian en bialélicas en la fase blastica o bien
se asociaban a la pérdida de heterocigosidad o a la delecion 17p (483).

Las mutaciones en TP53 han demostrado ser un factor pronostico independiente para SVy TL en NMP en
la Ultima década (399). Considerando su baja frecuencia en fase crénica de NMP, las mutaciones en TP53
se pueden utilizar como factor predictor de TL, como ha constatado el reciente estudio de Grinfeld y col.
con 2035 pacientes secuenciados (424). No obstante, todavia no esta claro en qué medida la terapia admi-
nistrada durante la fase cronica de la enfermedad influye en la inactivacion de la via TP53 que conduce a
la progresion (584).

En nuestro estudio, restringido a pacientes con LAM post-PV y post-TE, observamos una asociacion sig-
nificativa entre la adquisicion de mutaciones en el gen TP53y el desarrollo de LAM en el clon JAK2V61TF
mutado. En particular, estos pacientes mostraron con frecuencia un cariotipo complejo y un pronostico
desfavorable (mediana de supervivencia de solo 3 meses).

Por el contrario, la LAM que se desarrollé a partir de un clon negativo para JAK2V617F mostrd6 menos ano-
malias citogenéticas, una proporcion muy baja de mutaciones de TP53y una tasa mas alta de mutaciones
en los genes RUNX1, EZH2'y DNMT3A, lo que sugiere que este tipo de leucemia esta principalmente impulsa-
da por una via independiente de TP53. Ademés, la probabilidad de supervivencia de la leucemia JAK2V617F
negativa se asemeja a la de los pacientes ancianos con LAM de novo.

El analisis de muestras pareadas por NGS mostré que las mutaciones NMP non-driver ya estaban presentes
en la fase cronica en la mayoria de los casos, con algunas excepciones importantes. Por lo tanto, mientras
que las mutaciones en los genes TET2, ASXL 1, DNMT3A o SRSF2 a menudo eran detectables afios antes de la
transformacion de la LAM, las de los genes TP53 o RUNXI estaban claramente asociadas con el momento
de transformacion de la enfermedad, ya que eran indetectables o estaban presentes en niveles subclo-
nales en las primeras etapas de la NMP. Ademas, las determinaciones de VAF confirmaron la expansion
de clones con mutaciones non-driver en el momento de la TL, lo que respalda su papel contributivo en la
patogénesis de la progresién de la enfermedad.

Esto es coherente con que ASXLI, DNMT3Ay TET2 son los genes mas frecuentemente implicados en la HC
y que estan presentes en la fase crénica, con capacidad para la expansion. En cuanto a las mutaciones en
SRSF2, nuestro grupo ha sido uno de los primeros en comunicar su capacidad predictiva de mal pronostico
en pacientes con PVy TE (534), lo cual ha sido posteriormente corroborado por otros grupos (424,460).

TP53 'y RUNX1 han sido descritos como factores de riesgo de TL. Particularmente en TP53 varios grupos
han detectado VAF muy bajas (subclonales) durante la fase crénica y han observado una expansion clonal
en la TL, al igual que en nuestra serie, por pérdida de heterocigosidad o aparicion de una nueva mutacion
(258,638). Luque y col. han encontrado que estas mutaciones provocan la TL en fases tardias de la enfer-
medad, de ahi que se planteen una posible relacion con la exposicién a HU y han encontrado una fuerte
relacion con la edad (638) .
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DISCUSION

RUNXI se ha relacionado en distintos trabajos con escasa SV (639), aumento del riesgo de TL (423,470) v,
al igual que en nuestro trabajo, con una deteccion predominante y casi exclusiva de la fase blastica, sin
poder observarse en la fase cronica (470,638). Luque y col han observado que las mutaciones en RUNXI se
relacionaban con TL en fases mas precoces de la NMP (638).

Nuestros hallazgos no solo brindan mas informacion sobre los mecanismos involucrados en la progresion

de la NMP, sino que, ademés, podrian tener implicaciones potenciales para la practica clinica.

En primer lugar, la deteccion de mutaciones adicionales al diagnoéstico de la PV o la TE o durante la evolu-
cion de la enfermedad permite identificar a aquellos pacientes que tienen un mayor riesgo de TL por lo que
serfa aconsejable realizar un seguimiento molecular mas estrecho asi como evitar farmacos con potencial
leucemogeno demostrado como serian el busulfan, el P32 o el pipobroman.

En segundo lugar, teniendo en cuenta que el pronostico de la LAM post-NMP es infausto (93,94), que la ma-
yoria de pacientes presentan edad avanzada y que los resultados de la quimioterapia intensiva estandar
son malos, se opta muchas veces por un tratamiento paliativo de soporte. Sin embargo, nuestros datos
sugieren que el perfil molecular del clon leucémico podria ser una guia Util para las decisiones de trata-
miento. Por lo tanto, los pacientes con LAM que aparecen en un clon negativo de JAK2V617F parecen tener
un perfil de enfermedad mas favorable y su enfoque de tratamiento podria ser similar al de la LAM de novo.
Recientemente se han comunicado resultados prometedores en pacientes con LAM post-NMP que se trata-
ron con la combinacion de agentes demetilantes y venetoclax. Queda por determinar si la eficacia de dicho
tratamiento es independiente del estado mutacional de TP53.

En conclusion, nuestros resultados indican que la mutacion CALR se asocia con un bajo riesgo de trans-
formacién leucémica en pacientes con TE a pesar de su mayor relacion con la transformacion a MF. Las
mutaciones non-driver juegan un papel clave en la TL y pueden detectarse mediante técnicas de NGS en el
diagnostico de la NMP en la mayorfa de los casos. Por ultimo, el estado mutacional de JAK2V617F del clon
leucémico refleja diferentes vias de transformacion de la enfermedad que se asocian con distintas caracte-
risticas clinicas y prondstico.
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2. Discusion del Trabajo 2

En el presente estudio, realizado en una cohorte de pacientes con TE y PV JAK2V617F mutados con largo
seguimiento molecular, hemos observado que la frecuencia e incidencia de nuevas mutaciones durante
el seguimiento en genes non-driver es muy variable.

Asi, los pacientes que progresaron a LAM se caracterizaron por una alta frecuencia de mutaciones adicio-
nales en la primera muestra y una alta incidencia de nuevas mutaciones durante el seguimiento, lo que

refleja una marcada inestabilidad genética.

Por el contrario, se observd una baja frecuencia de mutaciones en la primera muestra (18%) y una baja
incidencia de nuevos eventos genéticos (1,7 mutaciones x 100 persona-afio) en pacientes con mas de 10
afios de seguimiento molecular en los que la enfermedad habia permanecido estable.

Lundbergy col. reportaron una incidencia de 1,5 nuevas mutaciones x 100 personas-afio en una cohorte
de 28 pacientes, lo que indica que las NMP estan asociadas con un estado hipermutable débil (258). En
nuestra serie, observamos una tasa muy similar de nuevas mutaciones excepto para aquellos pacientes
que progresan a LAM, por lo que la NGS podria ser una herramienta Util para identificar este subgrupo de

pacientes con alta inestabilidad genéticay, por tanto, riesgo TL.

En este sentido, se ha reportado una asociacion significativa del nimero de mutaciones con la supervi-
vencia y la TL (258,506). Ademas, distintos autores han propuesto grupos de mutaciones adversas para
PVy TE segun los resultados de sus series. Tefferiy col plantearon como genes de alto riesgo en PV ASXL1,
SRSF2 e IDH2, mientras en TE SH2B3, IDH2, EZH2, U2AF1, SF3B1y TP53 (343). Estas mutaciones adversas se
detectaron en el 15% de los pacientes con PVy TE y se asociaron con un impacto negativo en la SV y en
la transformacion de la enfermedad (343). Posteriormente, el mismo grupo planted unos indices pronos-
ticos que aunaban factores clinicos y moleculares para prediccién de SV en PVy TE. En este estudio, TP53
se asocio con un riesgo significativo de TL, mientras que las mutaciones del espliceosoma se relacionaron
de forma significativa con la progresién a MF. Las mutaciones que se seleccionaron para el score MIPPS-TE
fueron SRSF2, SF3B1, U2AF1y TP53, mientras que para el MIPPS-PV sélo SRSF2 (460).

De forma interesante, la frecuencia de dichas mutaciones adversas fue muy baja en los pacientes de nues-
tra serie en los que la enfermedad permanecié estable durante mas de 10 afios de seguimiento molecular.
Ademas, pudimos demostrar que las mutaciones en los genes ASXL1, SRSF2, TP53, IDH1 /2y RUNXI fueron
las mas relevantes con respecto a la TL, como se ha reportado en otros estudios (255,258,343,406,450,4
83,506,640,641).

En consecuencia, los pacientes portadores de estas mutaciones serian tributarios de un seguimiento es-
trechoy de un tratamiento dirigido no leucemogénico.

En este sentido, sigue siendo controvertido el posible potencial leucemogénico de la HU, especialmente
cuando los pacientes son tratados a largo plazo. No obstante, en el presente estudio, no pudimos de-
mostrar ningln efecto genotodxico asociado con la duracién de la exposicion a HU, siendo las mutaciones
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DISCUSION

non-driver preexistentes el Unico factor de riesgo hallado para desarrollar un nuevo evento genético.

La resistencia a la HU se ha relacionado con una SV acortada y un mayor riesgo de TL, especialmente en
aquellos casos que desarrollan citopenia (75). En nuestra serie hemos observado una alta frecuencia de
mutaciones adversas en los pacientes que desarrollaron citopenia bajo hidroxiurea, hallazgo que refuerza
elvalor pronodstico delaNGS en PVy TE. En este sentido, una publicacién reciente confirmé que pacientes
con PVtratados con HU y portadores de mutaciones en TP53, en genes de espliceosoma y en genes modi-
ficadores de cromatina tenian una mayor probabilidad de desarrollar resistencia a HU y que progresaban
a LA con mayor frecuencia (535). Todo ello indica la utilidad de la NGS no solo para determinar el pronos-

tico sino para personalizar el tratamiento.

La relacion entre la carga alélica de JAK2V61TF y la presencia de mutaciones non-driver no se habia estu-
diado previamente en detalle. Hemos demostrado que el patron evolutivo de JAK2V61T7F no esta relacio-
nado con la presencia de mutaciones non-driver en la mayoria de los pacientes, salvo en aquellos pacien-
tes que presentan un descenso inexplicable de la carga mutacional de JAK2V617F como consecuencia de
la expansién de un clon JAK2V617F-negativo (258,259,424).

Estudios anteriores y el presente trabajo indican un papel predominante de la carga mutacional de JAK-
2V617F en la transformaciéon mielofibrética con la expansién de los progenitores de JAK2V617F por recom-
binacion mitética y la consiguiente desaparicion de la hematopoyesis wild-type como elemento clave de
esta complicacion (60,89,554). Se podria especular que la ocurrencia de este fendmeno seria cuestion
de tiempo y eventualmente todos los pacientes evolucionarian a MF pero solo aquellos pacientes con
una mayor proporcion de progenitores homocigotos en el momento del diagnéstico tendrian tiempo de
desarrollar MF durante su vida. En este sentido, la monitorizacion molecular identifico un subgrupo de 11
pacientes con aumento progresivo de la carga alélica de JAK2V61TF que mostraba una alta prevalencia
de mutaciones adicionales en la primera muestra y una baja incidencia de nuevas mutaciones durante
el seguimiento sugiriendo que algunas mutaciones non-driver pueden favorecer la expansién de un clon
mutado JAK2V61TF en lugar de aumentar la inestabilidad genética (642). Estos resultados son coherentes
con los hallazgos de Grinfeld y col. en el que los pacientes JAK2V617F positivos con mutaciones en genes
relacionados con espliceosoma y cromatina al diagnostico mostraron un mayor riesgo de transforma-
cién a MF (435).

El presente estudio esta constituido por una cohorte de pacientes altamente seleccionada, caracteristi-
ca que puede considerarse como una limitacion importante. Para conocer la frecuencia de mutaciones
adicionales y su incidencia durante la evolucion, seria necesario incluir un numero muy elevado de pa-
cientes con PVy TE en el momento del diagnostico y seguirlos durante al menos 10 afios. Dada la com-
plejidad de realizar un estudio de esta magnitud, la estrategia adoptada en el presente trabajo nos ha
permitido tener una idea fehaciente de la complejidad genética de estas enfermedades, de su evolucion
clonal, y de la relacién existente con la TL. Estudios posteriores como el de Grinfeld y col. , realizado en
una amplisima serie de pacientes, han establecido de forma definitiva el valor pronostico de la NGS y su-
ponen un cambio de paradigma en el manejo de las NMP materializado en una propuesta de clasificacion
genomica de las mismas.

En conclusién, la complejidad clonaly la inestabilidad genética de los pacientes con PVy TE con mutacion
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de JAK2V61TF es muy variable. Los pacientes que desarrollan LAM se caracterizan por presentar muta-
ciones adicionales a partir del diagnostico de PV / TE y una alta incidencia de nuevas mutaciones. Las
técnicas de NGS pueden ser Utiles para identificar este subgrupo de pacientes.
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Actualizacion

Recientemente se ha propuesto una clasificacion molecular de las NMP (424) con capacidad para predecir
la evolucidn clinica de los pacientes y el riesgo de transformacion aguda.

Hemos aplicado esta clasificacion a nuestra serie de 100 pacientes estudiados por NGS.

Los pacientes se clasificaron jerarquicamente en los ocho subgrupos genémicos propuestos: Grupo 1: mu-
tacion o aneuploidia de TP53 (mutacion de TP53, Chr17pLOH o Chr5- / Chr5g-). Grupo 2: mutacion de cro-
matina o espliceosoma =1 (EZH2, IDH1, IDH2, ASXL1, PHF6, CUX1, ZRSR2, SRSF2, U2AF1, KRAS, NRAS, GNAS,
CBL, Chr7 / 7qLOH, Chrdq / LOH, RUNX1, STAG2 y BCOR). Grupo 3: mutacion CALR. Grupo 4: mutacion MPL.
Grupo 5: mutacion homocigota de JAK2V61T7F. Grupo 6: mutacion heterocigota de JAK2V61TF. Grupo 7: NMP
con otra mutacion non-driver. Grupo 8: NMP sin mutacion de gen driver conocido.

Se analizo la incidencia de mutaciones non-driver en los distintos subgrupos y la frecuencia de adquisicion
de nuevas mutaciones a lo largo del seguimiento segun estos subgrupos.

Un 5% de pacientes presentaban mutacion de TP53 al diagndstico y en este grupo la mediana de mutacio-
nes non-driver fue de 1 (rango 0-2); un 13% de pacientes tenian al diagnostico mutaciones en genes relacio-
nados con splicing o genes modificadores de la cromatina, con una mediana de mutaciones non driver de
2 (rango 1-3); un 33% de pacientes pertenecian al grupo de JAK2V617F homocigoto, siendo el numero de
mutaciones en genes non-driver en ellos de 0 (rango 0-2) y finalmente un 44% de pacientes se incluyeron en
la categoria de JAK2V61TF heterocigoto, con un nimero mediano de mutaciones de 0 (rango 0-3).

De los pacientes que adquirieron mutaciones durante el seguimiento la gran mayoria pertenecian a los
grupos moleculares 1y 2, siendo la incidencia mutaciones nuevas x 100 afios-persona de 10, 10,5, 4,55,y
2,05 para los pacientes con NMP con mutacion en TP53, NMP con mutacion en genes cromatina/splicing,

NMP con mutacion homocigota y heterocigota de JAK2V61TF, respectivamente.

Con estos datos se puede apreciar que tal y como describieron los autores del articulo y en concordancia
con nuestros datos, la inestabilidad gendmicay el mayor riesgo de adquisicién de mutaciones se relaciona

con la presencia de mutaciones non-driver.
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Conclusiones

El genotipo CALR en TE se asocia a un bajo riesgo de TL.

La transformacién a una LAM JAK2V617F negativa sucede en la mitad de los casos de TL de PVy TE, se
asocia con la adquisicidn de mutaciones non-drivery tiene mejor pronostico que la LAM JAK2V61TF posi-
tiva, que se asocia a cariotipo complejo y adquisicion de TP53.

La deteccion mediante técnicas de NGS de mutaciones non-driver al diagnostico o durante el seguimien-
to, especialmente en los genes SRSF2, ASXL1, IDH2, TP53 y RUNXI, se asocia a un mayor riesgo de TL en
pacientes con PVy TE JAK2V61TF positivas.

La presencia y nimero de mutaciones non-driver al diagnostico fue el Unico factor asociado a la adquisi-
cion de nuevos eventos genéticos en PVy TE JAK2V61TF positivas.

No se pudo demostrar un papel genotoxico de la HU.

El patron de evolucion de carga alélica de JAK2V61TF resultd Util para detectar pacientes con mayor ries-
go de TL Unicamente en una minoria de pacientes con patron cambiante de carga alélica, si bien se con-
firma su alta capacidad predictiva en la transformacion a MF.

El analisis mediante NGS es Util para identificar una minoria de PV'y TE con alta inestabilidad genética y
mayor riesgo de TL.
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