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Resumen

Introduccion. Las neoplasias mieloproliferativas
cronicas (NMP) son trastornos clonales de la hema-
topoyesis caracterizados por la proliferacion en la
médula 6sea de una o mas de las lineas mieloides.
Las NMP cronicas (NMPc) Phi negativas (BCR-
ABL negativas) mas relevantes son las “clasicas”,
que incluyen la policitemia vera (PV), la trombo-
citemia esencial (TE) y la mielofibrosis primaria
(MFP). Las mutaciones principales asociadas a las
NMPc involucran a los genes JAK2, MPL y calre-

HEMATOLOGIA * Volumen 22 N°2: 151-156, 2018

Palabras claves: NMPc,
mutaciones,
JAK?2,
CALR,
MPL.

Keywords: cMPN,
mutations,
JAK?2,
CALR,
MPL.

ticulina (CALR). Estas forman parte de los criterios
diagnosticos mayores tanto de PV (JAK2) como de
TE y MFP (JAK2, MPL y CALR) siendo su detec-
cion parte del algoritmo diagndstico ante la sospe-
cha de NMPc. Objetivos. Determinar el porcentaje
de confirmacion diagnostica de NMPc¢ mediante la
deteccion de mutaciones en los genes JAK2, MPL
y CALR. Describir la distribucion de las mutaciones
en el grupo global de NMPc y segun las diferentes
entidades sospechadas (PV, TE, MFP).

151



Materiales y métodos. Se analizaron retrospecti-
vamente los resultados obtenidos en pacientes con
sospecha de NMPc de 15 hospitales publicos de la
provincia de Buenos Aires desde el afio 2010 has-
ta la actualidad. Se utiliz6 PCR de punto final. Se
evalu6 el patron de distribucion de mutaciones de
JAK2, MPL y CALR en el grupo global y para cada
patologia. Resultados. Se estudiaron 325 pacientes
con sospecha de NMPc, 129 pacientes con sospecha
de PV, 147 de TE y 49 de MFP. Se detecto la pre-
sencia de alguna mutacion en 224: JAK2 V617F en
198, CALR en 18 y MPL en 8. En el analisis segiin
el diagnodstico presuntivo, se encontrd que para PV
(129), la mutacion JAK2 V617F se detectdo en 96

Abstract

Introduction: Chronic myeloproliferative neo-
plasms (MPN) are clonal disorders of hematopoie-
sis with proliferation of one or more myeloid lines.
Policytemia vera (PV), essential thrombocytemia
(ET) and primary myelofibrosis (PMF) are usu-
ally referred to as “classical” (cMPN). Mutations
in JAK2, MPL and CALR are the main molecular
markers of cMPN and they are part of the diagnos-
tic criteria. Methods: Samples from patients with
suspected cMPN coming from 15 different hospitals
in Provincia de Buenos Aires from 2010 to October
2017, were retrospectively analyzed for mutations
in JAK2, MPL and CALR using end point PCR. The
distribution pattern of mutations was evaluated for
the whole group of cMPN and for each individu-
al entity. Results: Samples from 325 patients with
suspected cMPN were included, 129 PV, 147 TE
and 49 MF. Mutations were detected in 224: JAK2

Introduccién

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMP)
son trastornos clonales de la hematopoyesis carac-
terizados por la proliferacion en la médula 6sea de
una o mas de las lineas mieloides. Desde el punto de
vista clinico, las NMP cronicas Phi negativas (BCR-
ABL negativas) mas relevantes son las llamadas
clasicas (NMPc), que incluyen la policitemia vera
(PV), la trombocitemia esencial (TE) y la mielofi-
brosis primaria (MFP)®.

Desde un punto de vista molecular, las mutaciones
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casos. Para TE (147), JAK2 V617F fue encontrado
en 82 pacientes, CALR en 13 y MPL en 4. En los
49 pacientes con sospecha MFP, JAK2 V617F fue
detectado en 20, CALR en 5 y MPL en 4. Conclu-
siones. La deteccion de las alteraciones moleculares
en los genes JAK2, MPL y CALR permiti6 la con-
firmacion diagnostica en el 68,9% de los pacientes
estudiados. La mutacion JAK2 V617F se detecto en
88,4%, la del gen CALR en 8% y la del MPL en
3,6%. En los pacientes con sospecha de PV la mu-
tacion JAK2 V617F se detectd en 74,4%. Para TE,
JAK2 V617F en 55,8%, CALR en 8,8% y MPL en
2,7%. En el caso de MFP el JAK2 V617F fue detec-
tado en 40,8%, CALR en 10,2% y MPL 8,2%.

V617F in 198, CALR in 18 y MPL in 8. Analysis of
the distribution pattern of mutations in each entity
was performed. Suspected PV (129) were positive
for JAK2V617F in 96. In ET (147) JAK2V617F was
positive in 82, CALR mutations in 13 and MPL mu-
tations in 4. In the case of MF (49), JAK2V617F
was positive in 20, CALR in 5 and MPL in 4. Con-
clusions: Analysis of mutations in JAK2, MPL and
CALR led to diagnosis in 68,9% of patients. JAK2
V617F was found in 88,4%, CALR and MPL mu-
tations were positive in 8 and 3,6% respectively.
Patients studied to confirm PV rendered positive re-
sults for JAK V617F in 74,4%. Those with probable
ET were positive for JAK2 V617F in 55,8%, where-
as CALR and MPL were mutated in 8.8 and 2,7% re-
spectively. The ones with probable MF were found
positive for JAK 2V617F in 40,8%, with mutations
of CALR in 10,2% and MPL in 8,2%.

principales asociadas a las NMPc involucran a los
genes JAK2, MPL y CALR (calreticulina).

TE y MFP son similares en su patogénesis, en la
que tiene un rol clave el linaje megacariocitico. Las
NMPc se originan fundamentalmente por la muta-
cion de genes llamados lideres (drivers) de NMP,
los cuales activan en forma patologica la via del
JAK2. Recientemente se describieron las mutacio-
nes de CALR que generan la activacion del receptor
de trombopoyetina MPL y de JAK2. Estas mutacio-
nes y otras adicionales involucradas en la epigené-
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tica, el empalme y la sefializacion son responsables
de la expansion clonal y cambios fenotipicos capa-
ces de originar la mielofibrosis (MFP) y/o la trans-
formacion leucémica.

El gen JAK2 (9p24) codifica una tirosina quinasa ci-
toplasmatica que juega un rol esencial en las vias de
sefalizacion de citoquinas y factores de crecimiento.
La alteracion molecular méas comun es la mutacion
V617F en el exon 14. El resultado de la sustitucion
de guanina por timidina en el nucleotido 1849 del
exon 14 produce el cambio de valina por fenilalani-
na en el codon 617 del dominio pseudoquinasa, lo
cual le confiere a la proteina mutante una actividad
quinasa constitutiva. La mutacion se halla presente
en aproximadamente el 95% de los pacientes con
PV y en 50 a 60% de aquéllos con TE o MFP®. El
gen JAK?2 puede, por otra parte, presentar pequenas
deleciones o inserciones en el exén 12, las cuales
estan presentes en la mayoria de las PV negativas
para la mutacion JAK2 V617F®,

El gen MPL (1p34) incluye 12 exones y codifica el
receptor de trombopoyetina (TPOR). Entre 5 y 10
% de los pacientes con TE o MPF sin alteraciones
del JAK?2 presentan mutaciones en el exon 10 del
gen MPL. La presencia de alguna de estas alteracio-
nes conduce a la activacion del receptor en ausen-
cia de trombopoyetina, generando una activacion
constitutiva de la via de sefializacion JAK-STAT. Se

han reportado 5 mutaciones recurrentes que involu-
cran a dos aminoacidos (W515L, W515K, W515A,
W515R y S505N) siendo las mas frecuentes W515L
y W515K®@,

El gen de la calreticulina (CALR) (19p13.2) codifi-
ca una chaperona clave para el correcto plegado de
proteinas y homeostasis del calcio. Las formas mu-
tadas estan presentes en 50 a 75% de los pacientes
con TE o MFP negativos para mutaciones de J4K2
y MPL, lo cual posibilita la unién anomala con el re-
ceptor MPL en el reticulo endoplasmico, con la con-
secuente activacion constitutiva del mismo. Estas
mutaciones son inserciones/deleciones en el exon 9.
La mayoria (85%) de las mutaciones de CALR son
las tipo I (1367fs*46) que resulta en una del 52pb y
la tipo 1T (K385fs*47) que genera una ins 5pb®.
Segun algunas publicaciones las mutaciones en
JAK2, MPL y CALR serian mutuamente excluyen-
tes™. Sin embargo, su coexistencia ha sido reporta-
da por otros grupos de trabajo®®.

Es importante destacar que existen estudios que
indican que las NMPc CALR positivas tendrian un
curso clinico mas benigno™.

Las mutaciones anteriormente descriptas forman
parte de los criterios diagndsticos mayores tanto
de PV (JAK2) como de TE y MFP (JAK2, MPL y
CALR) siendo su deteccion parte del algoritmo diag-
nostico ante la sospecha de NMPc!?,

Sospecha de PV Sospecha de TE Sospecha de MFP
\ Descartar
BCR-ABL
JAK2V617F JAK2V617F JAK2V617F

TR

Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
i CALR CALR

JAK2 exon 12

Positivo  Negativo

Positivo  Negativo

Positivo Negativo MPL MPL
Positivo  Negativo Positivo  Negativo
v vy Vv vy Vv
Policitemia Trombocitemia Mielofibrosis
vera esencial primaria

Figura 1. Algoritmo diagnéstico NMPc Phi negativas™.
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En el Laboratorio de Biologia Molecular del HIE-
AyP Sor Maria Ludovica en el marco del trabajo
cooperativo en conjunto con el HIGA San Mar-
tin, ambos de la ciudad de La Plata, desde el ano
2009 contamos con la posibilidad del diagnostico
molecular por PCR ARMS para la mutacion JAK?2
V617F, habiendo incorporado en 2015 la deteccion
de mutaciones en los genes MPL y CALR. Esto ha
representado un gran logro con repercusion directa
en el estudio y manejo de estos pacientes de distin-
tos hospitales publicos de diferentes Regiones Sani-
tarias de la Provincia de Buenos Aires.

El laboratorio participa de los controles de calidad
organizados por el Grupo Colaborativo de las prin-
cipales Instituciones que cuentan con Laboratorios
de Biologia Molecular en el area de hematologia de
nuestro pais.

Objetivos. Determinar el porcentaje de confirma-
cion diagnostica de NMPc mediante la deteccion de
mutaciones en los genes JAK2, MPL y CALR. Des-
cribir la distribucion de las mutaciones en el grupo
global de NMPc y segtin las diferentes entidades
sospechadas (PV, TE, MFP).

Materiales y métodos

Se analizaron retrospectivamente los resultados ob-
tenidos en pacientes con sospecha de NMPc de 15
hospitales publicos de la provincia de Buenos Aires,
desde el afio 2010 hasta la actualidad. Se evalud el
patron de distribucion de mutaciones de JAK2, MPL
y CALR en el grupo global y para cada patologia.
Se analizaron muestras de sangre periférica y médu-
la 6sea. Se realizo lisis de globulos rojos con buffer
RCLB (Red Cell Lisis Buffer) para obtener un sedi-
mento de leucocitos. Se obtuvo ADN genémico de
sangre periférica o médula 6sea utilizando el Quick-
DNA Universal Kitde ZYMO RESEARCH. Se ana-
lizaron las mutaciones V617F en el exon 14 del gen
JAK?2 mediante una PCR alelo especifica (PCR-AR-
MS)!D (Figura 2). Las mutaciones mas frecuentes
del gen MPL S505N, W515L, W515Ay W515K en
el ex6n 10 del gen se determinaron mediante una
PCR multiplex alelo especifica en un formato de 2
reacciones separadas'® (Figura 3). Las mutaciones
del gen CALR son inserciones/deleciones en el exon
9 y para su deteccion se realizé una PCR-multiplex
utilizando cebadores que permiten detectar las mu-
taciones tipo I y tipo 11"® (Figura 4).
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463 pb

279 pb
229 pb

Figura 2. Visualizacién de los productos de la PCR
JAK2 V617F. En todas las calles se observa la banda
control de 463 pb. Calle 1: se observan tanto la banda
del alelo normal (wild-type) (229 pb) como la de alelo
mutado (279 pb). Calle 2: hay una banda de 229 pb
correspondiente al alelo normal. Calle 3, 4y 5 son los
controles negativo, positivo y agua de la PCR.

211pb
124 pb

Figura 3. Visualizacion de los productos de la PCR
MPL. En todas las calles se observa la banda control
de 211 pb. Calle 1: se observa una banda de 124 pb
correspondiente a la mutacion W515L; calle 2, 3 y 6:
no poseen mutacion, calles 4 y 5 son los controles ne-
gativo y positivo respectivamente, correspondiente a
la mutacion W515L.

305 pb

Figura 4. Visualizacién de los productos de la PCR
CALR. En todas las calles se observa la banda control
de 357 pb. Calle 1: se observa una banda de 306 pb
correspondiente a la mutacion tipo I; calles 2, 3 y 4
no presentan ninguna de las 2 mutaciones estudiadas;
calle 5 control negativo (-), calles 6 y 7 controles posi-
tivos tipo 1 (305 pb) y tipo 11 (272 pb) de PCR.
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Resultados

Se estudiaron 325 pacientes con sospecha de NMPc,
con una relacion hombre/mujer: 1,23 y un rango de
edad de 20 a 95 afios. Se evaluaron 129 pacientes
con sospecha de PV, 147 de TE y 49 de MFP. Del
total de pacientes estudiados, se detecto la presencia
de alguna de las alteraciones moleculares en los ge-
nes analizados en 224 (68,9%).

De los 224 pacientes con alteraciones moleculares,
la mutacion JAK2 V617F se detectd en 198 pacien-
tes (88,4 %), la del gen CALR en 18 (8%) y la del
MPL en 8 (3,6 %). En los 18 pacientes confirmados
con mutacion en el gen CALR, 12 correspondieron
a la mutacion tipo I (66,7%) y 6 a la tipo 1I (33.3%).
Con respecto al gen MPL, la mutacion W515L fue
la inica detectada en nuestra poblacion (Figura 5).

MUTACION

W JAK2 v617F [l MPL ] CALRTIPO 1 [l CALRTIPO 2

Figura 5. Distribucion de alteraciones moleculares
detectadas.

Cuando se realiz6 el analisis de los resultados de los
estudios de mutaciones segin el diagnostico pre-
suntivo, se encontrd que para PV (129), la mutacion
JAK2 VO617F se detectd en 96 casos (74,4%). En los
pacientes con sospecha de TE (47), JAK2 V617F
fue encontrado en 82 pacientes (55,8%), CALR en
13 (8,8%) y MPL en 4 (2,7%). No se detectaron las
mutaciones estudiadas en 48 pacientes (32,7%) (Fi-
gura 6).

Il NEGATIVO

JAK2 V617F

[ CALR

MPL

Figura 6. Distribucion de alteraciones mole-
culares en sospecha de TE.
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De los 49 pacientes con sospecha clinica de MFP el
JAK2 V617F fue detectado en 20 (40,8%), CALR
en 5 (10,2%) y MPL en 4 (8,2%). No se detectaron
alteraciones moleculares en 20 pacientes (40,8%)

(Figura 7).

Figura 7. Distribucion de las alteraciones

40,8%
moleculares en sospecha de MFP.

Il NEGATIVO

B JAK2 VB17F

CALR

M vPL

Conclusiones

La deteccion de las alteraciones moleculares en los
genes JAK2, MPL y CALR permitio la confirmacion
diagnostica en el 68,9% de los pacientes estudiados.
La mutacion JAK2 V617F se detectd en 198 pacientes
(88,4 %), la del gen CALR en 18 (8%) y la del MPL
en 8 (3,6 %). La mutacion W515L en el gen MPL
fue la tnica detectada en nuestra poblacion, siendo la
mas frecuentemente descripta en otras series.

En los pacientes con sospecha de PV la mutacion
JAK2 V617F se detectd en 74,4%. Para TE, se de-
tecto JAK2 V617F en 55,8%, CALR en 8,8% y MPL
en 2,7%. En el caso de sospecha clinica de MFP
el JAK2 V617F fue detectado en 40,8%, CALR en
10,2% y MPL 8,2%.

Los porcentajes de deteccion de las mutaciones
JAK2 V617F en pacientes con diagndstico presun-
tivo de PV y en el gen CALR en aquéllos con sospe-
cha de TE y MFP fueron menores a los reportados,
resultado esperable si se toma en cuenta que, en
nuestro caso se utilizaron como parte del algoritmo
diagnostico y en la literatura los pacientes tenian
diagnostico confirmado de NMPc. Por otra parte,
nuestra poblacion podria tener caracteristicas dife-
rentes a las publicadas en cuanto a la distribucion de
las mutaciones.

La falta de deteccion de mutaciones analizadas en
el presente estudio no descarta una NMPc, dado que
los estudios permiten confirmar clonalidad pero no
descartarla. Por otro lado, existen otros genes que
pueden influir en la fisiopatogenia de las NMPc.
Larelevancia de la disponibilidad en el sector publi-
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co de estas pruebas diagndsticas consiste en que la
confirmacion de la alteracion clonal de estas entida-
des de manera precoz permite la toma de decisiones
clinico terapéuticas esenciales para el correcto ma-
nejo de las patologias, con impacto prondstico en un
sector de la poblacion habitualmente mas vulnerable
y con menor acceso a técnicas de alta complejidad
y costo.
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