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Resumen

Las neoplasias mieloproliferativas que no presen-
tan cromosoma Filadelfia ni la mutacion 1849G>T
(V617F) en el gen JAK2 (NMP Ph-/JAK2-) pue-
den presentar mutaciones en los genes calreticulina
(CALR), del receptor de trombopoyetina (MPL) y
en el exon 12 de JAK2 (ex12JAK2) en aproxima-
damente 50% de los casos. Estas tienen implicancia
clinica y se sugieren como algoritmo diagndstico
para estos pacientes. Mas aun, el tipo de mutacion
es un nuevo factor pronostico en algunas situacio-
nes. Por lo tanto se realiz6 un estudio retrospectivo
del perfil mutacional de pacientes con diagndstico
posible o confirmado de NMP Ph-/JAK2-. Se rea-
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lizaron 296 estudios moleculares en 238 casos (53
TE, 6 PV, 10 MF y 169 posibles neoplasias mie-
loproliferativas). Se observaron 56 mutaciones en
CALR (29%), de las cuales el 41% eran delecion
tipo 1, 37% insercion tipo 2 y 22% otras variantes,
3 de ellas noveles, no descriptas previamente. Es-
tas mutaciones diferentes se observaron unicamente
en TE. En el gen MPL se detectaron 3 mutaciones
(6%), siendo las ya reportadas W515L (2) y W515K
(1). No se observo ninguna mutacién en ex12J4K2
en sangre periférica de estos pacientes. En cuanto
a los diagndsticos, el 49% de las TE y el 40% de
las MF presentaron mutaciones en CALR. Una TE y
una MF presentaron mutacion en MPL (2% y 10%,
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respectivamente), mientras que ninguna PV demos-
tr6 mutaciones en estos genes. En los pacientes con
diagndstico la frecuencia de mutaciones en CALR y
MPL fue la esperada, asi como el perfil mutacional
es similar a datos publicados. Todas las mutaciones
fueron mutuamente excluyentes. El estudio de mu-
taciones permitido confirmar clonalidad en un sub-
grupo de pacientes con posible NMP, contribuyendo
al diagnostico.

Abstract

Philadelphia negative and JAK2-V617F negative
myeloproliferative neoplasms (MPN Ph-/JAK2-)
frequently carry mutations in other genes, namely
calreticulin (CALR), thrombopoietin receptor (MPL)
or in another region (exon 12) of JAK2 (ex12JAK?2).
These mutations have clinical relevance and con-
tribute to the present diagnostic algorithm. Further-
more, the type of mutation is a new prognostic fac-
tor in certain situations. Thus, we did a retrospective
study of the mutational profile of CALR, MPL and
ex12J4K?2 in patients with diagnosis or suspicion
of MPN Ph-/JAK2-. We did 296 molecular tests in
238 cases (53 ET, 10 MF, 6 PV and 169 only char-
acterized as potential MPN). We observed 56 mu-
tations in CALR (29%): 41% type 1 deletion, 37%
type 2 insertion and the remaining 22% were other
variants, 3 of them not previously described. These
unique variants were observed only en ET. In the
MPL gene we found 3 mutations (6%): W515L (2)
and W515K (1). We did not detect any ex12J4K2
mutation in peripheral blood. Among those patients
with a confirmed diagnosis, CALR was mutated in
49% of ET and 40% MF while MPL was mutated
in 2% and 10%, respectively. No PV showed muta-
tion in these genes. In diagnosed patients, these fre-
quencies of mutations were as expected, similar to
the mutational profile in the literature. All mutations
were mutually exclusive. Our mutational analyses
allowed confirmation of clonality in a subgroup of
patients under evaluation for MPN, therefore con-
tributing to the diagnosis.

Introduccién

Las neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMP)
Filadelfia negativas son un grupo heterogéneo de pa-
tologias que comprende a la policitemia vera (PV),
la trombocitemia esencial (TE) y la mielofibrosis
primaria (MFP), ademas de otras enfermedades me-
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nos frecuentes (mastocitosis, leucemia neutrofilica
cronica y leucemia eosinofilica crénica). La cla-
sificacion actual se basa en criterios clinicos, his-
tologicos y moleculares®. Las mutaciones génicas
no son especificas para una patologia en particular,
con lo cual el analisis molecular es parte importante
del diagnostico, pero el estudio anatomo-patoldgico
de la médula 6sea es fundamental. La principal via
patogénica es la del JAK-STAT siendo la mutacion
V617F en JAK?2 la alteracion mas frecuente. Esta se
observa en mas del 95% de los pacientes con PV y
aproximadamente en el 40-60% de los pacientes con
TE y MFP®.

JAK2 es una tirosina-quinasa citoplasmatica indis-
pensable para la expansion celular mediada por fac-
tores de crecimiento. La mutacion mas frecuente es
el cambio ¢.1849G>T, p.Val617Phe que resulta en
la activacion constitutiva de JAK2¢9. El estudio de
esta mutacion es importante en el diagndstico de PV,
TE o MFP, ya que indica su clonalidad, aunque no
permita diferenciarlas.

En la ultima década se demostr6 que las NMP que
carecen de la mutacion V617F del JAK2 (NMP Ph-/
JAK2-) pueden presentar mutaciones en otros genes:
calreticulina (CALR)"®, gen del receptor de trom-
bopoyetina (MPL)® y en el exon 12 de JAK2 (ex-
12JAK?2) en aproximadamente 50% de los casos!'”.
Todas estas mutaciones son mutuamente excluyen-
tes y también constituyen parte del algoritmo diag-
nostico"'?. En TE y MFP se sugiere el estudio de
CALR y MPL mientras que en PV se debe estudiar el
ex12J4K2. Mas aln, en la clinica asistencial actual
la determinacion del tipo de mutacion no sélo tiene
valor diagnostico, sino también prondstico!>19,
Calreticulina es una proteina chaperona que parti-
cipa del plegado de las glicoproteinas en el reticulo
endoplasmico y en la homeostasis de iones Ca*". Si
bien el mecanismo no esta totalmente dilucidado,
CALR activa STATs"9. Las mutaciones solo se ob-
servaron en TE y MF; ocurren en el ex6n 9 del gen
y generalmente comprenden pequenas deleciones o
inserciones produciendo un corrimiento del marco
de lectura en una base®. Por lo tanto, se altera el
extremo carboxi-terminal, perdiendo la sefializacion
del reticulo endoplasmico (residuos KDEL) y origi-
nando un dominio comun a todas las mutaciones: los
aminoacidos cargados negativamente se reemplazan
por aminoacidos neutros o cargados positivamente.
Esto afectaria la capacidad de la proteina mutada de
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asociarse a los iones Ca?"'". Se describieron mas de
50 indels diferentes pero hay dos que son las mas
frecuentes: delecion de 52 pb (L367fs*46, tipo 1)
e insercion de 5 pb (K385fs*47, tipo 2); ambas
constituyen mas del 80% de los pacientes con mu-
tacion"7%1" C4ALR mutado tipo 1 se asocia a mejor
prondstico en MF y menor riesgo de trombosis en
TE, comparando con JAK2 mutado!*!417:19),

MPL es el receptor de trombopoyetina y claramente
las mutaciones del gen MPL también afectan la via
JAK-STAT. Las mutaciones ocurren en el exon 10,
y generalmente son mutaciones puntuales en el trip-
tofano 515 (W515L, W515K). Estan descriptas solo
en TE y MF y no se observaron en PV©:1619),

El gen JAK2, ademas de la mutacion 1849G>T
(V617F) en el exon 14, puede presentar mutaciones
en el exon 12 descriptas en 1-3% de las PV (siempre
negativas para V617F) con pequefias deleciones o
inserciones!! 221,

El objetivo de este trabajo descriptivo consistid en
evaluar el perfil mutacional en los genes CALR,
MPL y ex12JAK2 en pacientes con diagnostico de
NMP o posible NMP Ph-/JAK2 V617F- en una ins-
titucion ambulatoria, donde los testeos se realizan
siguiendo las drdenes médicas.

Materiales y métodos

Entre marzo 2014 y junio 2017 se analizaron 238
pacientes Ph- y JAK2 V617F negativos: 53 pacien-
tes con TE; 6 pacientes con PV; 10 pacientes con
MF y 169 pacientes con posible NMP (diagnosti-
co definitivo no disponible). Estas muestras fueron
anonimizadas, codificadas y no se relacionan a un
paciente. Por lo tanto, no se establecera correlacion
clinica con los resultados obtenidos. Sdlo se utiliza-
ran como poblacion con neoplasia mieloproliferati-
va en estudio de nuestro laboratorio.

La metodologia empleada para el analisis de los tres
genes fue PCR-secuenciacion. Para ello se extrajo
ADN gendmico de sangre periférica por el méto-
do automatizado MagNApure Roche, Mannheim,
Alemania. Segtn el pedido médico, se amplifica-
ron los fragmentos correspondientes de los genes
CALR (ex6n 9)7, MPL (ex6n 10)?? y JAK2 (ex6n
12) (modificado de *) y se secuenciaron mediante la
técnica de Sanger en un equipo ABI3500, Applied
Biosystems, Foster City, California. Las secuencias
en ambos sentidos fueron analizadas visualmente
utilizando el programa Chromas Pro. Las mutacio-
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nes encontradas se compararon con las reportadas
en la bibliografia.

Resultados

Se realizaron 296 estudios moleculares: 194 de
CALR, 49 de MPL y 53 de ex12JAK2. En este estu-
dio de 238 pacientes se observaron 56 mutaciones en
CALR (29%) de 14 tipos diferentes, de las cuales el
41% era una delecion de 52 pb, tipo 1 (L367fs*46)
y 37% una insercion TTGTC, tipo 2 (K385fs*47)
(Figura 1). Ademads se detectaron 5 deleciones di-
ferentes (9%), 5 indels complejas (9%), 1 insercion
(2%) y 1 substitucion de aminoacido (2%), todas
diferentes y tnicas (Figura 2). En todos los casos
de corrimiento del marco de lectura se confirm¢ la
existencia del extremo C-terminal caracteristico de
CALR mutada (Figura 3). Tres de estas mutaciones
no fueron encontradas en la bibliografia.

En el gen MPL se detectaron 3 mutaciones (6%),
siendo las previamente reportadas W515L (2) y
WS515K (1) (Figura 4). No se observo ninguna mu-
tacion en ex12J4K2.

En cuanto a los diagnosticos, el 49% de las TE y el
40% de las MF presentaron mutaciones en CALR.
Una TE y una MF presentaron mutaciéon en MPL
(2% y 10%, respectivamente) mientras que ninguna
PV demostr6 las mutaciones estudiadas. En el gru-
po de pacientes con posible NMP se observaron 27
CALR mutados y 1 MPL mutado.

Secuencia

s Del 52 pb (L367fs*46)

Ins 5 pb (k385fs*47) NN gt msnban el ARALAMY

+TTGTC

Figura 1. Esquema del andlisis de mutaciones en el
exon 9 del gen CALR. Se realiza una PCR con los ce-
badores indicados y el producto de amplificacion de
386 pb se secuencia. Se muestran secuencias parciales
de las 2 mutaciones mas frecuentes en CALR, alinea-
das con la secuencia normal e indicando con flechas
rojas la delecion de 52 pb y la insercion de 5 pb.
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M del 52pb - tipo 1

M ins 5pb - tipo 2

M del diferentes

M ins diferente

M indel complejas

[ substitucién

Figura 2. Perfil mutacional de CALR con sus frecuen-
cias.

wT AAEKQMKDKQDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKEDDEDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL

L367fs*46 (Tipo 1) AAE ... TRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
Tipo 1-like:

E364fs*49 AAE... RORT RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
R366fs*53 AAE ... KRRRRQRT RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
L367fs*52 AAE.. RRRRQRT RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
K368fs*51 AAE...RRRQRT RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA

02 AAE..NC RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
Tipo 2-like
A382fs*52 AAE... DKKRKEE RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
E383fs"46 AAE ... C RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
E386fs"46 AAE ... C RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA

Otros:

E371fs"49 AAE ... RERT RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
D373fs"48 AAE...RT RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
K374fs*56 AAE.. RKRRRRQRT RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
E378fs*46 AAE ... KKRKC RRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA

Figura 3. Extremo carboxi-terminal de la proteina calreticulina. Se muestra la secuencia de ami-
nodcidos normal (WT), con la sefializacion KDEL. Los 3 recuadros muestran las secuencias de
aminodcidos observadas en las proteinas alteradas, siguiendo la clasificacion reportada como si-
mil-tipo 1, simil-tipo 2 y otros. Todas las mutantes con corrimiento del marco de lectura presentan
el mismo extremo terminal.

A B

W515K
33%

Cwsist e
< 67%

TGG>TTGT
Trp5151Leu

Figura 4. Distribucion de mutaciones en MPL. Secuencia parcial de una mu-
tante W515L, mostrando el cambio G>T.
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Discusion

En este estudio se analizo la presencia de mutacio-
nes en los genes CALR, MPL y JAK2 (ex6n 12) en
un grupo de pacientes con NMP, o posible NMP, to-
dos previamente caracterizados como Ph negativos
y JAK2 V617F negativos. Todas las mutaciones en-
contradas fueron mutuamente excluyentes, ningin
paciente presenté mas de una.

Se observaron 14 mutaciones diferentes en CALR
(Figuras 1, 2 y 3), tres de las cuales no se reportaron
previamente en la bibliografia (D373N, A382{s*52
y K3741s*56). En todos los casos de corrimiento del
marco de lectura (N=55), se verifico que el extre-
mo carboxi-terminal sea el caracteristico de CALR
mutada (Figura 3). Como se esperaba’#!317.18) ]ag
mutaciones mas frecuentes fueron la delecion de 52
pb tipo 1 (41%) y la insercion TTGTC tipo 2 (37%),
constituyendo entre ambas el 78% de las mutacio-
nes. Siguiendo la clasificacion de Pietra y col.!'”, 4
de las mutaciones variantes en CALR corresponden
a “simil tipo 17 (en total 27/56, 48%) y 3 a “simil
tipo 2” (en total 24/56, 43%), siendo diferentes solo
4 del total.

La frecuencia de mutacion de CALR en los pacientes
con diagnostico (49% en TE y 40% en MF) es simi-
lar a la previamente reportada, incluso en nuestro
pais®¥. Es interesante que todas las alteraciones uni-
cas se observaron en pacientes con TE, mientras que
en MF solo se observaron mutaciones de tipo 1 o 2.
Esta observacion también fue reportada en otro gru-
po de pacientes argentinos®?. Si bien el nimero de
pacientes con MF es muy bajo, pareciera haber una
sub-representacion de mutaciones de tipo 2 (1 de 4),
de forma similar a lo reportado por Tefferi y col.!'®
y en contraste con lo reportado por Ojeda y col.?,
Es necesario analizar mas casos para confirmar esta
observacion. CALR mutada resulté mas frecuente en
hombres (61%) que en mujeres (37,5%) consideran-
do solo los pacientes con diagnostico de TE y MF.
En este grupo de pacientes solo se observaron 3 mu-
taciones en MPL (Figura 5), todas en el triptofano
515. En los pacientes diagnosticados la frecuencia
resulto similar a lo previamente reportado, 10% en
MF y 2% en TE.

En el grupo de pacientes con posible NMP la fre-
cuencia de mutaciones en CALR y MPL es muy
baja, probablemente por incluir pacientes en los
cuales no se confirmé un diagnéstico de TE o MF.
Sin embargo, es destacable que algunos de ellos pre-
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sentaron mutaciones en CALR o MPL, confirmando
asi la clonalidad de la enfermedad y colaborando al
diagndstico.

No se observaron mutaciones en el exon 12 de JAK?2.
Estas mutaciones son muy infrecuentes y solo de re-
portaron en 1-3% de las PV JAK2-V617F negativas
en trabajos previos!'“**2D_ En el presente estudio, el
numero de pacientes con diagnostico de PV y ne-
gativos para JAK2-V617F es muy bajo (N=6) para
establecer conclusiones.

En conclusion, este es un trabajo descriptivo del
perfil de mutaciones observadas en CALR, MPL y
ex12J4K2 en pacientes con posible NMP. Mas de
un 20% de los pacientes presentan mutaciones en
CALR diferentes al tipo 1 o 2, con lo cual es im-
portante disponer de una metodologia que permita
detectarlas e informarlas.
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