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RESUM

La preséncia de I'haplotip 46/1 del gen JAK2 predisposa a neoplasies
mieloproliferatives associades a la mutacié de JAK2V617F, perd la seva
rellevancia clinica és desconeguda. La carrega al-lelica de JAK2V617F es va
determinar de forma retrospectiva en 62 pacients amb policitemia vera (PV,
n=26) o trombocitémia essencial (TE, n=36) que no havien rebut tractament
citoreductor. Els pacients amb PV i haplotip 46/1 en forma homozigota
presentaven una carrega al-lelica mitjana, tant en el moment del diagnostic com
a l'ultim control, significativament superior respecte els que presentaven
I'haplotip 46/1 heterozigot o negatiu. La mitjana d’augment de la carrega
allelica de JAK2V617F des del diagnostic fins a I'tltima mostra era del 4%, 6%
i del 23% en els pacient amb PV amb haplotip 46/1 negatiu, heterozigot i
homozigot, respectivament (p=0.001). En els pacients amb TE, la preséncia de
'haplotip 46/1 del gen JAK2 no tenia influéncia en la carrega al-lélica de
JAK2V617F. En resum, els pacient amb PV que no han rebut tractament i que
presenten I'haplotip 46/1 del gen JAK2 en forma homozigota presenten un

augment progressiu de la carrega al-lélica.

Paraules clau: JAK2V617F, haplotip 46/1 del gen JAK2, carrega al-lélica,

policitemia vera, trombocitémia essencial.



INTRODUCCIO

Durant els darrers anys han aparegut diversos treballs en els quals
s’investiga l'associacié entre la mutacié JAK2V617F i diferents polimorfismes
d’'un unic nucledtid (SNP) localitzats en el mateix locus del gen JAK2. El conjunt
d’SNP localitzats en un mateix al-lel que es troben estadisticament associats
es coneix amb el nom d’haplotip. S’han descrit nou haplotips pel que fa al gen
JAK?Z2, designats amb els numeros 1, 8, 32, 38, 46, 55, 71, 76 i 88.

La policitémia vera (PV) i la trombocitémia essencial (TE) sén neoplasies
mieloproliferatives (NMP) caracteritzades per fenomens trombotics i
hemorragics durant la seva evolucio clinica (1). La preséncia de I'haplotip 46/1
del gen JAKZ2 predisposa al desenvolupament de NMP associades a
JAK2V617F, perd la seva rellevancia clinica posterior al diagnostic és
desconeguda (2-4).

Una carrega al-lélica elevada de JAK2V617F ha estat relacionada amb
una alta frequencia de complicacions trombotiques i de transformacid a
mielofibrosi en els pacients amb PV (5-6), aixi com amb un curs clinic més
agressiu en els pacient amb TE (7). Aquests fets posen de manifest la
importancia de la monitoritzaci6 molecular en el maneig dels pacients amb
NMP JAK2 positives. No obstant, es desconeixen els factors clinics i/o biologics
associats amb la modulacié de la carrega allelica de JAK2V617F durant
I'evolucié de la PV o de la TE. L'objectiu d’aquest treball va ser determinar la
influéncia de I'haplotip 46/1 del gen JAK2 en I'evolucié natural de la carrega
allelica de JAK2V617F en pacients diagnosticats de NMP JAKZ2 positives que

no havien rebut tractament citoreductor.



MATERIAL | METODES

Es van incloure a I'estudi un total de 62 pacients diagnosticats de forma
consecutiva de NMP associades a JAK2V617F (26 PV i 36 TE) al Departament
d’Hematologia de I'Hospital del Mar. El diagnostic es va realitzar d’acord amb
els criteris de I'Organitzaci6 Mundial de la Salut del 2008 (8). L'estudi va ser
aprovat pel Comité Etic del Centre i es va obtenir el consentiment informat de
cada pacient segons la Declaracio de Helsinki.

Aquest grup de pacients no van rebre, durant el periode d’estudi, cap
tipus de tractament citoreductor. Aixi, els pacients amb PV van rebre tractament
amb flebotomies i tractament antiagregant i els pacients amb TE, tractament
antiagregant o observaci6. La monitoritzacié molecular de la carrega al-lélica de
JAK2V617F es va determinar en el moment del diagnostic i posteriorment cada
6-12 mesos. L’'analisi de JAK2V617F es va realitzar per duplicat en 'ADN
complementari (ADNc) obtingut de granulocits purificats mitjangant una reaccio
en cadena de la polimerasa (PCR) al-lel-especifica. Per la determinacio de
'haplotip 46/1 del gen JAK2 es van utilitzar els SNPs (single nucleotide
polimorfism) rs12340895 i rs12343867. En aquells pacients que presentaven
I'haplotip 46/1 del gen JAK2 en forma homozigota, també es va analitzar
’ADNc germinal obtingut a partir de saliva (n=8) o de cel-lules T (n=3).

La carrega al-lélica de JAK2V617F al diagnostic i durant el seguiment es
va analitzar en relacié a l'estat de I'haplotip 46/1 del gen JAK2 (negatiu,
heterozigot o homozigot). La diferencia de carrega al-lélica de JAK2V617F
entre la mostra del diagnostic i les mostres posteriors de cada pacient es va
determinar segons aquesta férmula:

Variacio de JAK2V617F= (% ultima JAK2V617F - % JAK2V617F al diagnostic).



Les variables categoriques es van expressar amb frequéncies i
percentatges i les variables continues amb mitjanes i intervals de confianga (IC)
del 95% o amb medianes i rangs. Les diferencies entre els grups es van
analitzar amb ANOVA i posterior analisi post-hoc amb el test de Student-
Newman-Keuls. Es va considerar significatiu a partir de valors de p < 0.05. Per

I'analisi estadistic es va utilitzar el programa SPSS 16.0 (SPSS, Chicago, IL).



RESULTATS | DISCUSSIO

Les principals caracteristiques cliniques i bioldgiques dels pacients es
mostren a la taula 1. Com s’esperava, la mitjana del percentatge d’al-lels amb
JAK2V617F va ser significativament superior en els pacients amb PV respecte
els pacients amb TE, tant en el moment del diagnostic com en el darrer control
del seguiment. No obstant, no es van objectivar diferéncies significatives en la
mitjana d’augment de la carrega al-lélica respecte el diagnostic de PV o TE
(taula 1). Es van observar 20 casos negatius (13 TE, 7 PV) i 42 positius (23 TE,
19 PV) per I'haplotip 46/1 del gen de JAK2, dels quals 29 pacients (62%)
presentaven I'haplotip 46/1 del gen JAK2 en forma heterozigota (TE n=16, PV
n=13) i 13 (31%) en forma homozigota (TE n=7, PV n=6) (taula 2). Aquestes
dades sén similars a les reportades préviament en altres treballs. L’homozigosi
o heterozigosi de I'haplotip 46/1 del gen JAK2 no presentava diferéncies
significatives d’acord amb l'edat, sexe, tipus de diagnostic (PV o TE) i valors
hematologics basals.

En 11 dels 13 pacients que presentaven I'haplotip 46/1 en forma
homozigota es disposava d’ADN germinal. Un d’aquests11 pacients presentava
I'haplotip 46/1 del gen JAK2 en forma heterozigota a '’ADN germinal, suggerint
que I'homozigosi de I'haplotip 46/1 del gen JAK2 observada a I'ADN dels
granuldcits era resultat d’'una recombinacié mitotica. Els 10 pacients restants
presentaven resultats concordants entre 'ADN germinal i 'ADN obtingut dels
granuldcits, confirmant que I’homozigosi per I'haplotip 46/1 del gen JAK2 es
tractava d’una caracteristica constitucional.

A la taula 3 es mostren les mitjanes de la carrega al-lélica de

JAK2V617F al diagnostic i durant el seguiment segons la preséncia o abséncia



de I'haplotip 46/1 del gen JAK2. La preséncia de I'haplotip 46/1 del gen JAK2
es va associar amb un efecte dosi a la carrega allélica de JAK2V617F com
demostra el fet que els pacients amb major carrega al-lelica corresponien als
que presentaven I'’haplotip 46/1 en forma homozigota i, per contra, els pacients
amb menys carrega al-lélica amb als que no el presentaven. Els pacients
heterozigots van presentar valors intermitjos. Quan l'analisi es va realitzar
segons el diagnostic, els pacients amb PV i haplotip 46/1 del gen JAKZ en
forma homozigota van presentar una carrega allélica de JAK2V617F
significativament més alta que els pacients amb PV i negativitat o heterozigosi
per haplotip 46/1 del gen JAKZ2 (taula 3). No s’observaren diferéncies
significatives en la carrega al-lélica de JAK2V617F en els pacients amb TE
segons l'estat de I'haplotip 46/1 (taula 3).

Amb l'objectiu d’estudiar si la carrega al-lelica de JAK2V617F es manté
estable o presenta un augment progressiu durant I'evolucio de la malaltia, es va
calcular en cada pacient la diferéncia de de la carrega al-lélica de JAK2V617F
observada en el moment del diagnostic i en I'tltima mostra del seguiment. Amb
una mitjana de seguiment de 50 mesos (19-92), la carrega al-lélica es va
mantenir estable en 44 pacients, mentre que 18 (30%) pacients presentaven un
augment de la carrega al-lélica de JAK2V617F superior al 10%. La mitjana de
'augment de la carrega al-lelica des del diagnostic fins a 'ultima determinacio
va ser del 4%, 6% i 15% en els pacients negatius, heterozigots i homozigots
per I'haplotip 46/1 del gen JAKZ2, respectivament (p=0.02). No hi havia
diferéncies significatives de la mitjana d’augment de la carrega al-lélica d’acord
amb edat i sexe. L'efecte de I'haplotip 46/1 del gen JAK2 en la mitjana de

'augment de la carrega al-lélica de JAK2V617F també es va estudiar segons el



diagnostic de NMP. Aixi, 'lhomozigosi per I'haplotip 46/1 del gen JAKZ2 es va
associar amb augment significatiu de la carrega al-lélica durant I'evolucio de la
malaltia en pacients amb PV, perd no amb TE (taula 3). Aquests resultats
suggereixen que I'haplotip 46/1 influeix a I'evolucié natural de la carrega
al-lelica de JAK2V617F en els pacients amb PV. Diversos estudis han explicat
I'evolucié de la carrega al-lélica de JAK2V617F en pacients tractats i no tractats
amb NMP associades a JAK2V617F amb resultats contradictoris (9-13).
Aquesta caracteristica pot reflectir diferéncies en la seleccid de pacients i en els
criteris de resposta utilitzats . En aquest sentit, i tal i com hem demostrat en el
present estudi, I'evolucioé de la carrega al-lelica de JAK2V617F és heterogénia
en els pacients amb TE, independentment de I'haplotip 46/1 del gen JAK2. Per
contra, una proporcié de pacients amb PV, principalment els que presenten
'haplotip 46/1 del gen JAK2 en forma homozigota, presenten un augment
progressiu de la carrega al-lelica de JAK2V617F. Ja que aquest estudi inclou
una cohort de pacients prospectiva amb NMP amb JAK2V617F sense
tractament, les troballes préviament comentades indiquen que I'haplotip 46/1
del gen JAK2 pot ser un dels factors que influeixin en I'evolucid de la carrega
al-lélica de JAK2V617F en la PV.

Tenint en compte que els pacients amb una carrega al-lélica més
elevada de JAK2V617F presenten un risc superior de complicacions
trombotiques i transformacio a mielofibrosi, seria interessant identificar aquests
pacients que mostren un augment progressiu de la carrega al-lélica de
JAK2V617F. En aquest sentit, 'estat de 'haplotip 46/1 del gen JAK2 podria ser
util. No obstant, son necessaris estudis amb més pacients i amb un seguiment

més llarg per tal de confirmar si I'estat de I'haplotip 46/1 del gen JAK2 és un
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factor de risc per l'aparicié de complicacions trombotiques i/o transformacié a

mielofibrosi en les NMP JAK2 positives.
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CONCLUSIO

El present estudi mostra que els pacients amb PV que no reben
tractament citoreductor i que presenten I'haplotip 46/1 del gen JAK2 en forma
homozigota presenten un augment progressiu de la carrega al-lélica de
JAK2V617F, a diferéncia dels pacients amb TE. Aquesta dada suggereix que
I'haplotip 46/1 del gen JAKZ2 és un dels factors que modulen la carrega al-lélica

de JAK2V617F en els pacients amb PV.
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ANNEXES

Taula 1. Caracteristiques cliniques i bioldgiques de 62 pacients amb NMP
associades a JAK2V617F.

Total de pacients  Pacients amb PV  Pacients amb TE
n =62 n=26 n =36 P
Edat, anys 48 (20-78) 52 (20-67) 46 (30-78) ns
Sexe, m/f 26/36 16/10 10/26 0.01
Hematocrit, L/L 45 (39-65) 50 (43-65) 44 (39-53) < 0.001
Leucocits, x710%/L 8.5(5.4-18.2) 9.5 (5.5-18.2) 8.2 (5.4-12.8) < 0.001
Plaquetes, x10%/L 596 (229-1347) 589 (229-1347) 612 (458-992) ns
JAK2V617 basal, % 31 (3-83) 37 (9-83) 26 (3-38) < 0.001
Ultim
32 (3-100) 43 (9-100) 28 (3-94) 0.001
JAK2V617F, %
Augment
3 (0-58) 4 (0-42) 3 (0-56) ns
JAK2V617F, %

PV: Policittmia vera; TE: trombocitémia essencial; m: masculi; f: femeni. Les variables

continues s’expressen com a mitjanes (rangs de valors) i les variables categoriques com a

nombre de pacients.
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Taula 2. Estat de I'haplotip 46/1 del gen JAK2 en 62 pacients amb NMP

associades a JAK2V617F.

Total de pacients

Negatiu, n (%)

Positiu heterozigot,
n (%)

Positiu homozigot,
n (%)

n==62

20 (32)

29 (46)

13 (21)

Pacients amb PV Pacients amb TE

n =26 n =36 P
7 (27) 13 (36) ns
13 (50) 16 (44) ns
6 (23) 7(19) ns

PV: Policitémia vera; TE: trombocitémia essencial
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Taula 3. Carrega al-lelica de JAK2V617F segons I'haplotip 46/1 del gen JAK2
en els 62 pacients amb NMP associades a JAK2V617F que no han rebut

tractament citoreductor.

Haplotip 46/1 del gen JAK2 o]
Negatiu Heterozigot Homozigot
Tots els pacients n=20 n=29 n=13
JAK2V617F basal, % 27 (22-32) 34 (28-40) 41 (26-55) 0.06
Ultima JAK2V617F, % 30 (24-36) 38 (29-47) 55 (35-75)* 0.01
Augment JAK2V617F, % 4 (2-7) 6 (2-11) 15 (7-22)* 0.02
Pacients amb PV n=7 n=13 n=6
JAK2V617F basal, % 31 (21-40) 44 (33-54) 62 (41-82)* 0.01
Ultima JAK2V617F, % 34 (23-46) 46 (32-60) 85 (61-100)* 0.001
Augment JAK2VB17F, % 4 (1-8) 6 (1-8) 23 (11-36)* 0.001
Pacients amb TE n=13 n=16 n=7
JAK2V617F basal, % 25 (18-31) 25 (21-31) 23 (16-30) 0.8
Ultima JAK2V617F, % 28 (21-36) 30 (19-42) 29 (21-38) 0.9
Augment JAK2VB17F, % 4 (2-7) 7 (0-14) 7 (0-15) 0.8

*

p < 0.005 quan es compara amb el grup de pacients amb haplotip 46/1 negatius i
heterozigots. PV: Policittmia vera; TE: trombocitémia essencial. Els valors s’expressen com a
mitjanes amb un interval de confianga del 95% analitzat amb ANOVA i posterior analisi post-
hoc amb el test de Student-Newman-Keuls
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