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1.1. Introduccio a les neoplasies mieloproliferatives

Les neoplasies mieloproliferatives (NMP) son trastorns clonals que afecten a
I'hematopoesi. El seu origen radica en l'adquisici6 d’alteracions genetiques,
normalment mutacions somatiques en els precursors hematopoetics, que ocasionen un
canvi en el seu funcionament; en el cas de les NMP, les alteracions adquirides
proporcionen un avantatge proliferatiu a les cel-lules precursores i, com a resultat, es
produeix una acumulacié d’elements sanguinis madurs, tant al moll de los
(hipercel-lularitat medullar) com a la sang periferica (leucocitosi, trombocitosi i/o
poliglobulia) (1-4). De forma addicional, els pacients amb NMP presenten de manera
habitual esplenomegalia o hepatomegalia, ja sigui per depuracié de la sang de I'excés
de cellules sanguinies o per la proliferaci6 hematopoetica descontrolada, que pot

donar-se també en aquests organs (1).

A diferencia d’altres neoplasies mieloides que afecten a 1’hematopoesi, com les
sindromes mielodisplastiques, 1'excés en la proliferaci6 no va acompanyat d’una
hematopoesi ineficag, excepte en la mielofibrosi, tal i com s’explicara més endavant. Per
aquest motiu, les citopéenies no son habituals en els estadis inicials de la malaltia. Aixi i
tot, les NMP tenen potencial de progressio6 a entitats més agressives que provoquen una

fallada medul‘lar, com pot ser la leucémia mieloide aguda (LMA) (1,4).

La classificacié de les NMP no ha canviat en els tltims anys. Les ultimes publicacions
de grups cientifics internacionals (5,6) (ICC, International Consensus Classification, 2022;
OMS, Organitzacié6 Mundial de la Salut, 2022) reconeixen set entitats diferents, que es
distingeixen fonamentalment pel tipus d’element sanguini que es produeix en excés,
juntament amb la deteccié de l'alteracid genetica caracteristica. La Taula 1 recull les
categories diagnostiques reconegudes actualment, juntament amb els trets analitics

caracteristics i l'alteracio genetica freqlientment associada en cada un dels casos. En
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I'actualitat, el diagnostic de les NMP es basa en la integracié de les dades cliniques i

analitiques dels pacients, amb 'estudi morfologic, citogenetic i molecular de la sang

periferica i el moll de l'os (1,5).

Taula 1. Categories diagnostiques reconegudes en les neoplasies mieloproliferatives

Categoria diagnostica

Tret caracteristic

Alteracio6 genetica adquirida

Leucémia mieloide cronica

Leucocitosi amb neutrofilia i
mielémia: acumulacid
d’elements granulocitics

madurs i semi-madurs

Gen quimeric BCR:ABLI,

resultat de la translocacié

cromosomica t(9;22)

Policitémia vera

Poliglobulia: acumulacié de

globuls vermells

JAK2 V617F o altres mutacions
de JAK2 (exons 12 a 14)

Trombocitémia essencial

Trombocitosi: acumulaciéo de

plaquetes

JAK2 V617F, mutacio a CALR o

mutacio a MPL

Mielofibrosi primaria

Acumulaci6 de teixit fibrotic al
moll de l'os, associat a una
proliferacié anomala de

megacariocits

JAK2 V617F, mutacié a CALR o

mutacié a MPL

Leuceémia neutrofilica cronica

Leucocitosi amb neutrofilia

Mutacio a CSF3R

Leucémia eosinofilica cronica, | Eosinofilia Diagnostic d’exclusid, sense
no altrament especificada mutacio definitoria
Neoplasia mieloproliferativa, | Acumulaci6 de  qualsevol | Diagnostic d’exclusid, sense

no classificable

element sanguini madur, sense
complir criteris diagnostics de

cap de les entitats previes

mutacio definitoria

Taula original de I'autora, feta a partir d’informacio extreta de: Gianelli et al, Virchow Archiv. 2023;482(1):53-68

7).

1.1.1. La leucémia mieloide cronica, com a model de NMP

La leucemia mieloide cronica (LMC) és la NMP que es va descriure en primer lloc i la

primera neoplasia hematologica en la qual es va poder relacionar una alteraci6 genetica
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amb la patogenia de la malaltia (8,9), motiu pel qual ha servit de model per les altres

NMP i també per les neoplasies hematologiques en general.

Es tracta d’'una NMP en la qual predomina una proliferacié descontrolada de la serie
granulocitica en diversos estadis maduratius, que resulta en un moll d’os
extremadament cellular, leucocitosi amb neutrofilia i mielemia, juntament amb
esplenomegalia (1,8). Com s’esmenta a la Taula 1, l’alteracid genetica causant és una
translocacio entre els cromosomes 9 i 22, la t(9;22)(q34.1;q11.2), amb "aparicié d’un nou
cromosoma, el cromosoma Filadelfia, que conté un gen de fusid resultant de la
translocacid: el BCR::ABL1 (1). Aquest gen quimeric dona lloc a una tirosina-quinasa
que es troba activada constitutivament, és a dir, que es troba en funcionament de forma
permanent i perd la seva capacitat autoreguladora (9), la qual cosa explica la patogenia
de la malaltia. Tot i que en la resta de NMP no es produeix un gen quimeric, el que
tenen gairebé totes en comu és 1’adquisicio de mutacions que, d"'una manera o una altra,
també resulten en l'activacié constitutiva d’'un receptor de membrana associat a

tirosina-quinasa o de la seva via de senyalitzacio intracel-lular (1).

El cas de la LMC és tnic, ja que una sola alteracié genetica, el gen BCR::ABL1, explica
tots els casos de la malaltia i en defineix l'entitat. El coneixement de 'alteraci6 genetica
causant de la LMC ha permes desenvolupar farmacs inhibidors de la quinasa ABL, que
aconsegueixen modificar l'evolucié natural de la malaltia, sent el paradigma de

tractament del cancer dirigit a una diana molecular.

En la resta de NMP, la patogenia és més variada i més d’una alteracié genetica pot
donar un quadre clinic similar; aixi i tot, el nombre d’alteracions genetiques que es
produeixen recurrentment en les NMP i n’expliquen, almenys parcialment, la seva base

molecular és baix i s’anomenen mutacions driver.
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1.1.2. Les NMP Filadeélfia negatives i les altres entitats reconegudes

Dins de les NMP, la policitemia vera (PV), la trombocitemia essencial (TE) i la
mielofibrosi primaria (MFP) comparteixen una serie de caracteristiques cliniques i
genetiques, que permeten englobar-les en un conjunt, tal com es veura en les segiients
seccions (2). Tradicionalment, s’han anomenat NMP “Filadelfia negatives”, en

contraposicio a la LMC.

Les altres dues categories recollides per les classificacions internacionals (leucemia
neutrofilica cronica i leucemia eosinofilica cronica) son entitats poc freqiients, no tan
ben definides a nivell molecular, i amb unes bases fisiopatologiques diferents (7). En no

ser objecte d’estudi d’aquesta tesi, no es desenvolupara més informacid sobre elles.

Cal fer una mencié especial a la darrera categoria de NMP contemplada per les
classificacions internacionals (5,6): la neoplasia mieloproliferativa, no classificable
(NMP-U, de l'angles unclassifiable). Es tracta d’un calaix de sastre, on s’hi engloba un
grup heterogeni de casos, que es caracteritzen per presentar signes de mieloproliferacio
sense encaixar en cap de les altres categories diagnostiques. Aquests casos
comparteixen caracteristiques cliniques, morfologiques i moleculars amb les altres
NMP, pero sense complir els requisits diagnostics, bé sigui per trobar-se en estadis molt
precocos de la malaltia, per presentar caracteristiques intermedies entre dues entitats o

bé per preséncia concomitant d’altres malalties, que n’emmascaren el diagnostic (7).

Com que la present tesi doctoral se centra iinicament en les NMP Filadelfia negatives, la
PV, la TE i la MFP, a partir d’aquest moment, sempre que ens referim a NMP, ens
referirem a aquestes tres entitats i quan ens referim a NMP-U seran casos amb un

background genetic en comu amb elles.
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1.2. Patogenia de les NMP i la via de senyalitzacid

JAK-STAT

Les NMP tenen en comt que l'alteracié genetica adquirida afecta, de manera més o
menys directa, una via de senyalitzacio intracel-lular que controla la mieloproliferacio,
que en el cas de la PV, la TE i la MFP és la via de JAK-STAT. En condicions
fisiologiques, aquesta via de senyalitzacio es troba regulada per mecanismes externs, és
a dir, la seva activacio es produeix quan una citocina/factor de creixement s'uneix a la
superficie cellular. En canvi, amb l’adquisicié de les mutacions driver, aquesta via es

troba activada de manera constitutiva.

La via de JAK-STAT (JAK, de quinasa Janus, i STAT, de transductor de senyal i
activador de la transcripcid) és una via de senyalitzacié intracelllular altament
preservada a nivell evolutiu i que participa en una gran quantitat de processos dins del
nostre organisme. La via JAK-STAT s’activa a través d'un receptor a la membrana
cellular, en resposta a la unié de diversos lligands (citocines, factors de creixement,
interferons i hormones), participant en la regulacié d’'un nombre ampli de processos
cel-lulars, com son el creixement, la proliferacio, la diferenciacié i I'apoptosi (10,11). A
nivell de 'hematopoesi, és conegut que aquesta via contribueix a la regulacié de
I'eritropoesi, la megacariopoesi i la granulopoesi, mitjancant la seva activacio a través
de les hormones eritropoetina (EPO), trombopoetina (TPO) i el factor estimulant de
colonies de granulocits (G-CSF), respectivament, a partir de la unio als seus respectius
receptors de membrana: el receptor de I'EPO (EPOR), el receptor de la TPO (MPL) i el
receptor del G-CSF (G-CSFR) (12).
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Membrana cel-lular

-4 o

Figura 1. La via de JAK-STAT

Simplificacié del funcionament de la via JAK-STAT en la regulacié de I'’hematopoesi. En unir-se
I'hormona en qiiestio (EPO, TPO o G-CSF) al dimer del receptor de membrana, aquest recluta dues
proteines JAK2, que es fosforilen mutuament. Aixo causa l'atraccié de STAT, que també es fosforila i
constitueix dimers, els quals es traslladen al nucli i activen la transcripcid. Figura adaptada de: Hu et al,
Signal Transduct Target Ther. 2021;6(1):402 (11).

Un cop el lligand s’ha unit al receptor de membrana, s’envia un senyal d’activacio
intracel-lular a través de JAK. Aix0 ocorre amb la unid del receptor de membrana a JAK,
que presenta activitat tirosina quinasa; el que succeeix és que dues proteines JAK es
fosforilen mutuament i, com a resultat, hi ha un reclutament de proteines STAT que,
també mitjancant la fosforilacio, constitueixen homodimers actius, que es dirigeixen al
nucli, on interactuen amb regions promotores de gens i n’activen la seva transcripcio
(10). A la Figura 1 es presenta un esquema sobre aquest procés molecular. Hi ha
diversos tipus de JAK i STAT pero, en el cas de '’hematopoesi, les proteines que hi

participen sén JAK2 i STAT1, STAT3 i STATS5 (12).
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1.3. Les mutacions driver en les NMP

Les NMP presenten mutacions driver, que es produeixen als gens JAK2, MPL i CALR,
ocasionant wuna activaci6 perenne de la via de senyalitzaci6 JAK-STAT.
Aproximadament el 85% de les NMP presenten una mutacié driver canonica, que
n’explica la seva patogenia i que és exactament la mateixa en la majoria dels casos (13).
Tot i que els pacients poden presentar addicionalment altres mutacions en gens
associats a neoplasies mieloides, aproximadament el 55-60% de les NMP no presenten
mutacions addicionals (14,15), cosa que fa pensar que la mutacié driver com a tnica
alteracio genetica és suficient pel desenvolupament de la malaltia, si es donen les
condicions ambientals adequades al ninxol hematopoetic (16). En la gran majoria de
casos, la mutacid driver és somatica o adquirida, pero s’ha vist que la seva adquisicié pot
ser molt precog, fins i tot durant el periode fetal, molts anys abans del desenvolupament

de la malaltia (17).

El fet que les mutacions driver tinguin tanta relaciéo amb la patogenia de la malaltia i que
es trobin presents en la gran majoria dels casos, fa que la seva deteccid sigui essencial

pel correcte diagnostic d’aquestes entitats (5).

1.3.1. La mutacié de JAK2 V617F

La mutacié de JAK2 V617F és la mutacid driver més freqiient en les NMP i va ser la
primera alteracié canonica en identificar-se 1’any 2005 (18,19). Es troba present en més
del 95% de les PV i entre el 50% i el 60% de les TE i les MFP (13,15). Es tracta d’una
mutacio puntual tipus missense (c.1849G>T), la qual ocasiona el canvi d’una valina per
una fenilalanina al codé 617 (18). Aixo succeeix al domini pseudoquinasa JH2 de JAK?2,

limitant la funcié autoinhibitoria sobre JH1. En conseqiiencia, es produeix una
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fosforilacié constitutiva al domini JH1, que provoca 'activacié continua de STAT5, amb
el conseqiient estimul constant de I'hematopoesi. La Figura 2 mostra 1'estructura de la

proteina JAK2 i la ubicacié de V617F.

Domini FERM Domini SH2 Domini pseudoquinasa Domini quinasa

N-terminal| JH7 | JH6

JH5 ‘ JH4 JH4  JH3 JH2 JH1 C-terminal

Mutacié V617F

Figura 2. L'estructura de JAK2

L'estructura de JAK2 és molt similar a la resta de proteines de la familia JAK. La proteina esta constituida
per 7 dominis d’homologia (JH), i JH1 és el que té activitat tirosina quinasa. Tal com es veu, la mutacio
V617F es produeix al domini JH2 (pseudoquinasa). El gen de JAK2 es troba ubicat al brag¢ curt del
cromosoma 9. Figura adaptada de: Hu et al, Signal Transduct Target Ther. 2021;6(1):402 (11).

Aquesta alteracié somatica també es troba present de manera menys habitual a altres
neoplasies mieloides, com la leucemia mielomonocitica cronica o la neoplasia
mielodisplastica/mieloproliferativa amb mutaci6 de SF3B1/sideroblasts en anell i
trombocitosi (20), i s’ha vist en el 0.1-0.2% de la poblacio general, en absencia d'una
malaltia hematologica, en el context d’hematopoesi clonal de potencial indeterminat
(CHIP, de l'abreviacié en angles) (16,21). Es conegut que els individus que mostren
JAK2 V617F en absencia de criteris de NMP tenen nivells més alts d’hemoglobina,
recomptes de plaquetes i leucocits superiors i un risc més de 200 vegades superior a la
poblacié general de desenvolupar una NMP. A més, mostren 2 i 3 vegades més risc de

patir una cardiopatia isquemica i una trombosi venosa profunda, respectivament (21).
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1.3.2. Altres mutacions de JAK2

Una proporciéo baixa de pacients amb PV, aproximadament el 3% d’ells, poden
presentar mutacions activadores de JAK2 diferents a la V617F, les quals afecten
fonamentalment a 1'ex6 12 del gen (7,22). Aquest tipus de mutacions es van descriure
per primera vegada I’any 2007 en pacients amb eritrocitosi sense la mutacio V617F (23),
i des de llavors s’han publicat treballs que inclouen un nombre modest de casos amb
mutacions diverses que afecten aquesta regio del gen (22,24). Es tracta de mutacions
puntuals o delecions/insercions de pocs parells de bases amb un marc de lectura
conservat, que causen la perdua de dos aminoacids a prop de la posicid 540 de la

proteina (22,23).

Els pacients amb mutacions a 1'exd 12 de JAK2 presenten unes caracteristiques cliniques
i histopatologiques diferents d’aquells diagnosticats de PV amb mutaci6 de JAK2 V617F.
La mutacions activadores a I'exd 12 estan associades a un quadre clinic d’eritrocitosi
aillada, sense alteracions de la granulopoesi ni de la megacariopoesi (22,25,26). La
presencia d’aquestes mutacions s’inclou en els criteris diagnostics de PV en les tltimes

recomanacions internacionals (6,7).

1.3.3. La mutacio de MPL

Les mutacions adquirides a MPL es troben presents en un 5-10% de les MFP i en un 1-
4% de les TE (27,28). La proteina MPL que, com s’ha comentat, es correspon al receptor
transmembrana de la TPO, esta constituida per 615 aminoacids i el gen que la codifica
es troba al cromosoma 1 (27). Tal i com es pot veure a la Figura 3, esta constituida per 3
dominis: el domini extracel-lular, el domini transmembrana i el domini citoplasmatic

(27,28).
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Domini
N-terminal Domini extracel-lular O Domini citoplasmatic C-terminal
transmembrana

Mutacio W515

Figura 3. L'estructura de MPL

A la figura s’observen els tres dominis que constitueixen el receptor transmembrana MPL. S’ha marcat en
verd la posicidé de la mutacié més freqiientment associada a neoplasies mieloproliferatives, la W515.
Figura adaptada de: Palumbo et al, Front Oncol. 2019;9(321):1-10 (28).

Les mutacions de MPL que s’associen a NMP sén mutacions puntuals activadores i la
primera en descriure’s va ser la W515L, a I'ex6 10, I'any 2006 (29). En aquest treball, es
va portar a terme una seqiienciacié dels dominis transmembrana i juxtamembrana dels
receptors EPOR, G-CSFR i MPL en pacients amb NMP sense mutacié de JAK2 i es va
identificar aquesta variant en alguns casos. A més, es va poder demostrar que aquesta
variant té un efecte d’activacié constitutiva del receptor. Posteriorment, s"han identificat
altres mutacions activadores a MPL, moltes de les quals afecten al mateix exd 10 i
particularment al mateix residu 515 (W515L, W515K, W515A, W515R) o a residus
propers (S505N). Mitjancant tecniques de seqiienciacié de l'exoma, també s’han
identificat mutacions somatiques activadores en posicions més allunyades: T119],

S204F, S204P i E230G (24,27,28,30).

1.3.4. La mutacio de CALR

Les mutacions a CALR es van identificar de forma més tardana, I’any 2013 (31,32), i es
troben en aproximadament el 20-25% dels pacients amb MFP o TE. CALR és una
proteina multifuncional, que s’ubica en condicions normals dins el reticle
endoplasmatic de les cel-lules. Participa en la via de senyalitzaci6 intracel-lular del calci

i ajuda al plegament de proteines destinades a la secrecio o a la inserci6 a la membrana
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cel-lular, contribuint de manera molt important a I’homeostasi cel-lular. També participa

en la resposta immune, en la fagocitosi i en I’adhesio cel-lular (28,33).

Per a la retencié de CALR al reticle endoplasmatic és essencial el domini KDEL terminal
de la proteina, que desapareix amb l"adquisicié de les mutacions que afecten a CALR.
Tot i que s’han descrit més de 50 mutacions diferents, totes les mutacions identificades
son tipus frameshift, ocasionant un canvi en el marc de lectura a I'exd 9, que genera una
nova seqiiencia de 36 aminoacids a 1’extrem C-terminal, amb desaparicié del motiu
KDEL (28,33,34). Les variants més habituals son la tipus 1 (L367fs*46), que és una
delecio de 52 parells de bases, i la tipus 2 (K385fs*47), que és una insercio de 5 parells de
bases. La perdua del motiu KDEL dona lloc a la deslocalitzaci6 de la proteina del reticle
endoplasmatic; aix0 permet que formi complexes estables amb MPL, que s’exposen a la
superficie cel-lular i permeten la dimeritzacio espontania de MPL i, per tant, l'activacié
constitutiva de la via de senyalitzacié (33). L’estructura de CALR wild-type i mutant
tipus 11 2 es pot veure a la Figura 4.

Domini ric en
Domini NH2 prolina Domini COOH

MN-terminal ‘ Domini N Domini P Domini C ‘ KDEL C-terminal

7

Segqiiéncia d’'aminoacids al C-terminal

CALR wild-type QDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDKEDDEDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL
CALR tipus 1 (L367fs*46) QDEEQR TRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLQGWTEA
CALR tipus 2 (K385fs¥47) QDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOQGWTEA

Figura 4. Estructura de CALR i les seves mutacions més habituals

Es representen els dominis que componen la proteina de CALR. Els dominis N i P participen en 'activitat
de xaperona i el domini C actua de tampd del calci, permetent-ne la unid, i participant en la retencié de la
proteina al reticle endoplasmatic. A la taula inferior s’observa el canvi a la regio C-terminal de la proteina
amb l'"adquisici6 de les mutacions tipus 1 i tipus 2. Figura original de l'autora, adaptacié a partir d’informacio
extreta de Nangalia et al, N Engl ] Med. 2013,369(25):2391-405 (31).
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1.4. Epidemiologia i supervivencia de les NMP

1.4.1. Incideéncia i caracteristiques demografiques de les NMP

Es calcula que la incidencia global de les NMP es troba al voltant de 2.7 casos per
100.000 habitants per any. La PV i la TE tenen incidencies similars, entre 1.1 i 1.2 casos
per 100.000 habitants per any. La PV té una incidencia més elevada en el sexe masculi
(1.5 vs. 0.9 casos per 100.000 habitants per any en sexe masculi i femeni, respectivament)
i, en canvi, la TE mostra més incidencia en el sexe femeni (1.3 vs. 1.0 casos per 100.000
habitants per any en sexe femeni i masculi, respectivament). La MFP, per una altra
banda, és menys freqiient, amb una incidencia de 0.33 casos per 100.000 habitants per
any, tenint una incidencia de gairebé el doble en el sexe masculi que en el femeni (0.44

vs. 0.24 casos per 100.000 habitants per any, respectivament) (16,35,36).

Pel que fa a l'edat de diagnostic de la malaltia, com en la majoria de neoplasies
mieloides, es tracta d’entitats que es diagnostiquen a I'edat adulta avangada. La mitjana
d’edat al diagnostic en la PV es troba entre 61 i 65 anys, diagnosticant-se >90% dels
casos en edats superiors als 40 anys (16,37). En la TE, la mitjana d’edat és de 67 anys i els
pacients amb mutacié de JAK2 V617F tenen edats més avancades que aquells que
presenten mutacio de CALR o no tenen cap mutacio driver coneguda. La MFP és la NMP

amb l'edat mitjana de debut més avancada, que es troba al voltant dels 69 anys (16).

1.4.2. Supervivencia en les NMP

Tant la PV com la TE sén entitats amb un curs cronic i una supervivencia llarga. Aixi i
tot, si es fa una comparacié amb la poblacié general ajustada per sexe i edat, diversos
treballs indiquen que els pacients tenen una supervivencia escurcada (16,37-39). Pel que

fa a la PV, la mitjana de supervivencia descrita es troba entre els 12 i els 15 anys. Un
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treball publicat a Leukemia 1’any 2013 va posar de manifest una supervivencia mitjana de
14.1 anys, significativament diferent a I'esperada ajustada per sexe i edat (mitjana de
supervivencia als 20 anys no assolida) (37). La supervivencia als 5 anys es troba al
voltant del 89%, essent molt similar a les cohorts de poblacio general de la mateixa edat,
i tot indica que l'excés de mortalitat de la PV es dona a partir dels 10 anys de malaltia
(16). En la TE, la mitjana de supervivencia es troba entre els 14 i els 20 anys, amb una
supervivencia als 5 anys del 91% (16). En un treball en el qual es va fer un esforg per
separar aquells casos de TE de la MFP pre-fibrotica, es va veure una mitjana de
supervivencia de 14.1 anys en els pacients amb TE, essent comparable a la
supervivencia de la poblaci6 general europea de la mateixa edat i sexe (40). En una serie
de la Clinica Mayo van veure una supervivencia mitjana de 19.8 anys, trobant-se

aquesta lleugerament per sota de la supervivencia poblacional (38).

Pel que fa a la MFD, es tracta d"'una NMP amb un pronostic clarament pitjor, més proper
a la sindrome mielodisplastica (SMD) que a la PV o la TE. La mitjana de supervivencia
es troba entre 6 i 7 anys en moltes series, i d’altres publicacions estimen una probabilitat

de supervivencia als 5 anys del 35-40% (16,38,41).

En relacido a les causes de mort en les NMP, les més habituals son els fenomens
cardiovasculars, la progressio a LMA o a MF i les segones neoplasies (37,39). En la PV i
la TE és més habitual la mort relacionada amb els factors cardiovasculars, mentre que
en la MFP, el més freqiient és la mort per progressié de la malaltia, amb o sense

transformacié a LMA (39,41,42).

1.4.3. Progressi6 a MF i LMA

Tant la PV com la TE poden progressar a MF després d'uns anys d’evolucio: la

mielofibrosi secundaria (MFS). Addicionalment, les tres NMP poden patir una
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transformacio més agressiva a LMA, i aix0 és conegut com la fase blastica de la malaltia

(7,42,43).

La freqiiencia de progressié a MF als 15 anys oscilla entre el 6 i el 14% en la PV i entre
el 4i1'11% en la TE (40,42). En relacio a la transformacié a LMA, en la serie de la Clinica
Mayo esmentada amb anterioritat (38), la incidencia acumulada de LMA als 20 anys
tenint en compte la mort com un factor competitiu, es va calcular de 3.8% en la TE
(interval de confianga [IC] al 95% 1.3-6.2%) i de 6.8% en la PV (IC al 95% 3.3-10.2%),
essent significativament més elevada en la MFP (14.2%, amb IC al 95% 9.5-18.6%).
Aquestes troballes van ser similars a la cohort italiana inclosa en el mateix treball i

també s’apropen als resultats descrits en altres publicacions (37,40,44).

1.5. Caracteristiques cliniques, troballes
morfologiques i criteris diagnostics en les NMP

Les categories diagnostiques de les NMP s’han mantingut estables en els ultims anys
(1,5-7). El diagnostic de cada una de les entitats es basa en el compliment d'un seguit de

criteris, que integren dades analitiques, amb dades histopatologiques i moleculars.

L’estudi morfologic mitjangant la biopsia de moll d’os segueix sent fonamental en molts
casos, sobretot per valorar la morfologia i disposicié dels megacariocits i el grau de
fibrosi, tenint en compte també la proporcié de cellularitat global i la distribucié de
I'hematopoesi (5,7). La identificaci6 de les mutacions driver és una peca clau pel
diagnostic i, en les ultimes recomanacions, se suggereix 1'is de tecniques d’alta
sensibilitat, que permetin detectar les variants més habituals amb una freqiiencia
al-lelica (VAF, de I'angles variant allele frequency) >21%. Més concretament, es recomana

que, segons la sospita diagnostica, la identificacié de la mutacié de JAK2 V617F, les
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mutacions a I'ex6 12 de JAK2, les mutacions de MPL que afecten al residu W515 i les
mutacions de CALR s’avaluin mitjangant tecniques d’alta sensibilitat dirigides, com son
la PCR quantitativa, la PCR digital o la NGS (seqiienciacié de nova generacio, de

I’angles next-generation sequencing).

Les publicacions de la ICC proposen uns criteris diagnostics per la PV, la TE i la MFP, i
també per tres entitats, que formen part de I'evolucié cronologica de cada una de les
malalties: la mielofibrosi post-policitemia vera (MF post-PV), la mielofibrosi post-

trombocitemia essencial (MF post-TE) i la MFP pre-fibrotica (7).

1.5.1. Caracteristiques cliniques i criteris diagnostics de la PV

Dins de la PV, es reconeixen dues fases de la malaltia: la fase de policitemia, que es
defineix per un increment de la massa eritrocitaria, i la fase de mielofibrosi (la MF post-
PV), en la qual es produeix una fallada medullar progressiva amb aparici6 de
citopenies, hematopoesi ineficag i fibrosi al moll de 1'os (1). Els criteris diagnostics de
cada una d’elles d’acord amb I'tltima classificacié de la ICC (5) estan exposats a la Taula

21iala Taula 3.

En relaci6 a les caracteristiques cliniques, durant la fase policitémica, la
simptomatologia de la PV esta fonamentalment associada a l'increment de la massa
eritrocitaria i inclou: augment de la viscositat de la sang amb dificultat per la circulacio i
aparicio6 de simptomatologia microvascular (cefalea, parestesies, eritromelalgia),
trombosis venoses i arterials, hipertensid i pruija (45). La trombosi, sobretot la venosa,
és una complicacio freqiient, que pot produir-se en el debut de la malaltia i afectar
territoris poc habituals, com soén els sinus cerebrals o el territori esplacnic (7,46). En la
fase de mielofibrosi, la MF post-PV té unes caracteristiques cliniques indistingibles de la

MEFP, que s’expliquen a I’apartat corresponent.
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Taula 2. Criteris pel diagnostic de la PV segons la ICC (2022)

1.

Concentracié d’'Hb elevada (>165g/L
en sexe masculi i >160g/L en sexe
femeni), hematocrit elevat (>49% en
sexe masculi i >48% en sexe femeni)
o increment de la massa eritrocitaria

(>25% per sobre la mitja esperable)

Criteri major

Biopsia de moll d'os amb

panmielosi  (hipercel-lularitat i

proliferaci6 de les tres series

hematopoetiques). Megacariocits
incrementats i pleomorfics, sense

atipies

Criteri major

Presencia de JAK2 V617F o
mutacions a I’ex6 12 de JAK2

Criteri major

4.

Nivells baixos d’eritropoetina

Criteri menor

Pel diagnostic de PV cal que es doni
alguna d’aquestes situacions:
- Compliment dels 3 criteris
majors*
- Compliment dels criteris 1 i
2, juntament amb el criteri

menor

*La biopsia de moll d’os (criteri 2)
pot no ser necessaria en casos
molt

d’eritrocitosi absoluta

marcada: Hb>185g/L en sexe
masculi o >165 en sexe femeni o
hematocrit >55.5% en sexe masculi o

>49.5% en sexe femeni).

Abreviacions: PV, policitemia vera; ICC, International Consensus Classification; Hb, hemoglobina. Taula

adaptada de: Gianelli et al. Virchows Arch. 2023;482(1):53-68 (7).

Taula 3. Criteris pel diagnostic de la MF post-PV segons la ICC (2022)

Pel diagnostic de MF post-
PV calen els 2 criteris

necessaris i almenys 2

dels criteris addicionals

1. Diagnostic previ de PV Criteri necessari

2. Biopsia de moll d’os amb fibrosi grau 2 o | Criteri necessari
3

3. Anemia o perdua de necessitat de | Criteri addicional
tractament  de I"eritrocitosi (amb
flebotomies o tractament citoreductor)

4. Quadre leucoeritroblastic Criteri addicional

5. Aparici6 d’esplenomegalia palpable o | Criteri addicional
increment >5cm de la ja coneguda

6. Increment dels valors de LDH Criteri addicional

Abreviacions: MF post-PV, mielofibrosi post-policitemia vera; PV, policitemia vera; ICC, International
Consensus Classification; LDH, lactat deshidrogenasa. Taula adaptada de: Gianelli et al. Virchows Arch.

2023;482(1):53-68 (7).

Els criteris analitics per demostrar l'increment de la massa eritrocitaria no s’han

modificat respecte I'anterior classificacio, tant pel que fa a la xifra d’hemoglobina com
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d’hematocrit que serveixen de llindar diagnostic. A més de l'increment de la massa
eritrocitaria, els pacients poden presentar altres alteracions analitiques com microcitosi,
degut a la ferropenia de consum per l'alta produccié de serie vermella, o altres signes

de proliferacié hematopoetica, com leucocitosi amb neutrofilia o trombocitosi (3,7,46).

La biopsia de moll d’os mostra una cel-lularitat gairebé sempre incrementada per I'edat,
amb la troballa de panmielosi, és a dir, increment de les tres series hematopoetiques,
amb lleugera desviaci6 a l'esquerra a les series eritroide i granulocitica. Els
megacariocits es troben generalment incrementats, tenen un aspecte pleomorfic, no
mostren atipies i poden formar grups laxos. Hi pot haver certa fibrosi, perd no superior
a grau 1 (7). A la Figura 5 es poden veure imatges de les troballes tipiques de PV a la

biopsia de moll d’os.

Figura 5. Histopatologia en la policitemia vera

Biopsia de moll d’os amb tincié amb hematoxilina-eosina d'un cas amb diagnostic de policitemia vera. A
la imatge A (10x) veiem la hipercel-lularitat i a la imatge B (40x) s’observa un increment dels
megacariocits, que formen grups laxos. Imatges cortesia de la Dra. Maria Rozman en mostres propietat de
I"Hospital Clinic de Barcelona.
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1.5.2. Caracteristiques cliniques i criteris diagnostics de la TE i la MF

post-TE

Tal i com succeeix amb la PV, a la TE hi ha dues fases ben establertes de la malaltia: la
fase de trombocitemia, amb la trombocitosi (xifra de plaquetes >450x10°/L) com a
troballa caracteristica a 1’analitica, i la fase de MF (MF post-TE), que sol ocorrer anys
després del diagnostic inicial. Els criteris diagnostics d’acord amb 1'tltima classificacid

de la ICC (5) es troben a la Taula 4 i a la Taula 5.

Taula 4. Criteris pel diagnostic de la TE segons la ICC (2022)

1. Recompte de plaquetes 2450x10%/L Criteri | Pel diagnostic de TE cal que

major | es doni alguna d’aquestes

2. Biopsia de moll dos amb proliferacié | Criteri | situacions:

megacariocitica:  proporcié incrementada de | major - Compliment dels 4
megacariocits de mida gran, amb nucli criteris majors
hiperlobulat, sense formar grups densos (o molt - Compliment dels
ocasionalment). Sense alteracions a les series criteris 12 1 3,
granulocitica/eritroide i sense fibrosi (com a maxim juntament amb el
grau 1) criteri menor

3. No compliment dels criteris diagnostics de LMC, | Criteri
PV, MFP o altres neoplasies mieloides. Es tracta | major

d’un diagnostic d’exclusio

4. Preséncia de mutacions a JAK2, CALR o MPL Criteri

major

5. Preséncia d'un marcador «clonal (mitjangant | Criteri
citogenetica o NGS) o absencia d’evidéncia de | menor

trombocitosi reactiva

Abreviacions: TE, trombocitemia essencial; ICC, International Consensus Classification; LMC, leucemia
mieloide cronica; PV, policitemia vera; MFP, mielofibrosi primaria; NGS, next-generation sequencing. Taula
adaptada de: Gianelli et al. Virchows Arch. 2023;482(1):53-68 (7).

Més del 50% dels pacients amb TE es troben asimptomatics al moment del diagnostic i

son identificats de manera casual en una analitica de rutina. Pel que fa als simptomes,
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poden estar relacionats amb la trombocitosi i I'increment de la viscositat sanguinia
(cefalea, parestesies, trombosis venoses i arterials), de manera similar a la PV (45), o bé
en relaci6 a fenomens hemorragics, que es donen fonamentalment en casos de
trombocitosi extrema (xifra de plaquetes >1500x10%/L), degut a la sindrome de von
Willebrand adquirida (47). Entre el 15 i el 20% dels pacients presenten esplenomegalia;
la leucocitosi o l'increment de 1’hemoglobina sén poc habituals (7). De la mateixa
manera que succeeix amb la MF post-PV, les caracteristiques cliniques de la MF post-TE

son indistingibles de la MFP.

Taula 5. Criteris pel diagnostic de la MF post-TE segons la ICC (2022)

1. Diagnostic previ de TE Criteri necessari

2. Biopsia de moll d’os amb fibrosi grau | Criteri necessari Pel diagnostic de MF post-TE

203 calen els 2 criteris necessaris i

3. Anémia amb un descens de la | Criteri addicional | almenys 2 dels criteris

concentracié de Hb de >20g/L addicionals

4. Quadre leucoeritroblastic Criteri addicional

5. Aparicié6 d’esplenomegalia palpable o | Criteri addicional

increment >5cm de la ja coneguda

6. Aparicio6 d’almenys 2 dels segiients | Criteri addicional
simptomes: perdua de >10% del pes en
6 mesos, sudoraci0 nocturna o febre

inexplicable (>37.5°C)

Abreviacions: MF post-TE, mielofibrosi post-trombocitéemia essencial; ICC, International Consensus
Classification; TE, trombocitémia essencial; Hb, hemoglobina. Taula adaptada de: Gianelli et al. Virchows
Arch. 2023;482(1):53-68 (7).

La biopsia de moll d’os juga un paper clau en el diagnostic de la TE, ja que permet fer el
diagnostic diferencial amb altres NMP, sobretot la PV emmascarada (48) i la MFP pre-
tibrotica (49-51), que poden cursar amb quadres clinics indistingibles. La histopatologia
en la TE es caracteritza per un moll d’os generalment normocel-lular o, ocasionalment,

amb cel-lularitat minimament incrementada, i amb una serie vermella i granulocitica
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amb troballes dins de la normalitat. Destaca un increment proporcional dels
megacariocits, que son de mida gran o molt gran, amb nucli hiperlobulat i citoplasma
abundant i madur, sense atipies. Aquests poden formar grups laxos i hi pot haver cert
grau de fibrosi (maxim grau 1) (7,50). A la Figura 6 es mostren imatges tipiques d’una

biopsia de moll d’os en un pacient amb TE.

Figura 6. Histopatologia en la trombocitémia essencial

Biopsia de moll d’os amb tincié amb hematoxilina-eosina d"un cas amb diagnostic de trombocitemia. A la
imatge A (4x) veiem un moll d’os normocel-lular, amb proporci6 de greix conservada i a la imatge B (20x)
un increment dels megacariocits, que son de mida gran i amb nucli hiperlobulat. Imatges cortesia de la Dra.
Maria Rozman en mostres propietat de I’Hospital Clinic de Barcelona.

1.5.3. Caracteristiques cliniques i criteris diagnostics de la MFP i de la
MFP pre-fibrotica
Pel que fa a la MFP, també hi ha dues fases ben definides: la MFP pre-fibrotica i la MFP

establerta (7). Els criteris per cada una de les entitats en la publicacié de la ICC es troben

alaTaula6iala Taula 7.

La MFP pre-fibrotica és una fase precog de la malaltia i sol afectar a persones més joves.
Entre el 30 i el 40% dels pacients es troben asimptomatics. La simptomatologia més

habitual és el quadre constitucional, que esta present en aproximadament el 20% dels
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casos (52). Les alteracions analitiques caracteristiques séon anemia lleu, amb leucocitosi
i/o trombocitosi de grau variable, que solen acompanyar-se d'una elevacié de la lactat
deshidrogenasa (LDH). L’esplenomegalia s’observa en la majoria dels pacients, pero sol
ser discreta (7,52). Com ja s’ha comentat, en els casos amb trombocitosi aillada el

diagnostic diferencial amb la TE és fonamental (50).

Taula 6. Criteris pel diagnostic de la MFP pre-fibrotica segons la ICC (2022)

1. Biopsia de moll d'os amb proliferacié i | Criteri major Pel diagnostic de MFP pre-
atipia megacariocitica (megacariocits de fibrotica cal el compliment dels
mides variables, amb nuclis amb ntvol o 3 criteris majors i almenys 1
hipercromatics i amb constitucié de dels menors

grups densos). Fibrosi inferior a grau 2.
Cel-lularitat incrementada amb

proliferacié granulocitica

2. Mutacions a JAK2, CALR o MPL; o bé | Criteri major
presencia d'un altre marcador clonal; o bé
descartar l'origen reactiu de la fibrosi

medul-lar

3. Diagnostic d’exclusié: cal descartar la | Criteri major
LMC, la PV, la TE, la SMD i altres

neoplasies mieloides

4. Anemia persistent no atribuible a altres | Criteri menor

causes

5. Leucocitosi persistent 211x10°/L Criteri menor
6. Esplenomegalia palpable Criteri menor
7. Elevacié de la LDH persistent Criteri menor

Abreviacions: MFP, mielofibrosi primaria; ICC, International Consensus Classification; LMC, leucemia
mieloide cronica; PV, policitemia vera; TE, trombocitémia essencial; SMD, sindrome mielodisplastica;
LDH, lactat deshidrogenasa. Taula adaptada de: Gianelli et al. Virchows Arch. 2023;482(1):53-68 (7).

En la MFP establerta, en canvi, més del 95% dels pacients presenten algun tipus de
simptomatologia, essent 'astenia una constant en gairebé tots els casos (45). El quadre

constitucional és habitual (30-40% dels pacients), pero també poden apareixer dolors
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ossis, febre, caquexia o complicacions trombohemorragiques (7,52). Les organomegalies
s'observen en més del 80% dels casos i poden arribar a ser molt marcades (43,52,53). A
nivell analitic, 'anemia és molt freqiient i sol ser més pronunciada que en la fase pre-
tibrotica. Tot i que els pacients poden presentar leucocitosi i trombocitosi, no sén
inhabituals la leucopenia i la trombocitopenia, que es poden veure en el 15-20% dels
casos (52). L'elevaci6 de la LDH i el quadre leucoeritroblastic també sén caracteristics i

formen part dels criteris diagnostics menors de l'entitat (7).

Taula 7. Criteris pel diagnostic de la MFP establerta segons la ICC (2022)

1. Biopsia de moll d’os amb proliferacié i | Criteri major Pel  diagnostic de MFP
atipia megacariocitica (megacariocits establerta cal el compliment
petits o gegants, amb nuclis en ntvol o dels 3 criteris majors i almenys
hipercromatics i amb constitucié de 1 dels menors

grups densos), juntament amb fibrosi

grau2 o3

2. Mutacions a JAK2, CALR o MPL; o bé | Criteri major
presencia d'un altre marcador clonal; o bé
descartar l'origen reactiu de la fibrosi

medul-lar

3. Diagnostic d’exclusié: cal descartar la | Criteri major
LMC, la PV, la TE, la SMD i altres

neoplasies mieloides

4. Anémia persistent no atribuible a altres | Criteri menor

causes

5. Leucocitosi persistent >11x10°/L Criteri menor
6. Esplenomegalia palpable Criteri menor
7. Elevacié de la LDH persistent Criteri menor
8. Quadre leucoeritroblastic Criteri menor

Abreviacions: MFP, mielofibrosi primaria; ICC, International Consensus Classification; LMC, leucemia
mieloide cronica; PV, policitemia vera; TE, trombocitéemia essencial; SMD, sindrome mielodisplastica;
LDH, lactat deshidrogenasa. Taula adaptada de: Gianelli et al. Virchows Arch. 2023;482(1):53-68 (7).
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Tant en la MFP pre-fibrotica com en l'establerta, la biopsia de moll d’os és una peca clau
per arribar al diagnostic (50). En la MFP pre-fibrotica és caracteristic trobar un moll d’os
hipercel'lular amb una serie granulocitica prominent, la qual mostra desviacié a
I'esquerra. Els megacariocits es troben de manera invariable incrementats, tenen un
aspecte pleomorfic i mostren atipies (nuclis en ntivol i amb formes estranyes). A més, es
distribueixen formant grups densos, sense hematopoesi entre ells. La fibrosi es troba
absent o, com a maxim, es pot veure en grau 1 (7,50,54). En el cas de la MFP establerta,
les troballes son variables, ja que depenen del moment evolutiu de la malaltia. El grau
de cellularitat canvia amb el temps: en estadis inicials sol estar incrementada i va
disminuint progressivament, a mesura que la fibrosi avanca i substitueix 1’hematopoesi.
Es caracteristica la disminucié proporcional de la série vermella. La dilatacié dels
sinusoides, 'aparicié6 d’hematopoesi intrasinusoidal i, en estadis finals, la substitucié
del teixit hemopoetic per neoformacié Ossia (osteosclerosi) també son troballes tipiques
de lentitat (7,43,54). Es fonamental pel diagnostic la preseéncia de fibrosi medul-lar en
almenys grau 2 (55). A la Figura 7 es poden veure imatges de les troballes
caracteristiques a la biopsia de moll d’'os per cada un dels tipus de MFP. En el cas de la
MF post-PV i MF post-TE les troballes esperades son les mateixes que en la MFP

establerta (7).
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Figura 7. Histopatologia en la mielofibrosi

Imatges de biopsia de moll d’os amb troballes tipiques de mielofibrosi. Imatges A (10x) i B (40x) amb
tinci6 amb hematoxilina eosina, on s’observa hipercel-lularitat amb megacariocits atipics, que formen
grups densos. La imatge C (20x) mostra una tincid de reticulina, on s’observa fibrosi medul-lar grau 2. La
imatge D (20x) mostra una tincié amb tricromic de Masson, on s’observa fibrosi col-lagena. La imatge E
mostra un cas amb osteosclerosi, una situacié de malaltia molt avancada, en la qual s’ha perdut
practicament tot el teixit hematopoetic medul-lar. Imatges cortesia de la Dra. Maria Rozman i de I'autora en
mostres propietat de I’"Hospital Clinic de Barcelona.

1.6. El perfil genomic de les NMP

El paisatge molecular de les NMP va més enlla de les mutacions driver. Una revisio
publicada recentment (56) proposa dividir les alteracions moleculars que es troben en
les NMP en dos grups: les mutacions “disease driver” i les “clonal driver”. Les “disease

driver” son les que afecten als gens de JAK2, CALR i MPL i son responsables del fenotip
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de proliferaci6 hematopoetica caracteristic. Les cel-lules que presenten aquestes
mutacions son capaces de generar una NMP en models animals (57). Les “clonal driver”,
en canvi, no son capaces per si mateixes de generar el fenotip de NMP en humans ni en
models animals pero, si es combinen amb les mutacions “disease driver”, poden
modificar-ne el fenotip i I'evolucid. En els estudis genomics en NMP que inclouen un
major nombre de pacients, s’ha vist que al voltant del 55% de les NMP presenten
mutacions “clonal driver” addicionals a les “disease driver”. El nombre de mutacions
“clonal driver” varia en funcid del tipus de NMP, essent més alt en la mielofibrosi (on es

troben en el 70-80% dels casos) i més baix en la PV ila TE (20-30% dels casos) (14).

1.6.1. Les mutacions “clonal driver” en les NMP

Les mutacions addicionals a la driver sén variants patogeniques/probablement
patogeniques que es detecten en les NMP pero no en sén exclusives, ja que son
comunes amb altres neoplasies mieloides (58,59) i poden trobar-se en contextos no
neoplastics o pre-malignes, con €s el cas de la CHIP o la citopenia clonal de significat

incert (CCUS, de I'angles clonal cytopenia of unknown significance) (60,61).

En les NMP, els gens més freqiientment mutats son els modificadors epigeneétics TET2,
ASXL1 i DNMT3A, trobant-se variants patogeniques/probablement patogeniques en el
5-15% dels casos (14,15,62). Altres gens recurrentment mutats i que es troben, cada un
d’ells, present en 1'1-3% dels casos son CBL, PPM1D, SF3B1, NFE2, EZH2, U2AF1 i
ZRSR2 (14). Tampoc son inhabituals les anomalies cromosomiques, essent les més
freqlients aquelles que afecten a 20q, en forma de delecio, i al cromosoma 9, amb perdua
d’heterozigositat (14,15). Les disrupcions de TP53 sén poc freqiients en els pacients amb

PV/TE (<2%) pero son més habituals en fenotipus més agressius de NMP, com és la
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mielofibrosi (5%) i, sobretot, en la transformacié a LMA, en la qual poden estar presents

en el 16-50% dels casos (56).

Tot i que els pacients poden adquirir noves mutacions “clonal driver” durant I’evolucio
de la malaltia, sembla que en general s’adquireixen de manera precog (62) i que el perfil
genomic es manté bastant estable durant 1’evolucio (15). Aixi i tot, aquestes mutacions
poden expandir-se en moments determinats de la malalta, i contribuir al canvi de
fenotip de la NMP. Un treball publicat recentment indica que 1’arquitectura clonal, és a
dir, tant I'ordre en que s’han adquirit les mutacions “clonal driver” respecte a la “disease
driver” com si aquestes es troben en el mateix clon o en clons separats tenen influéncia

en 'evolucio6 clinica i el pronostic de les NMP amb mutacio de JAK2 V617F (63).

Diverses investigacions han avaluat I'impacte pronostic de les mutacions “disease driver”
en les NMP (14,15,64,65). En aquest sentit, les mutacions de TP53, RUNXI1, NFE2,
U2AF1, SRSF2, NRAS, KRAS, CBL, IDH1, IDH2, ASXL1 i EZH?2 s’ha vist que impacten
de manera negativa el pronostic de la malaltia, sigui quin sigui el tipus de NMP.
Addicionalment, la mutacié de SF3B1 també podria tenir un impacte negatiu, pero no

s’ha demostrat de manera persistent en tots els subtipus de NMP.

1.6.2. La classificacio genomica de Grinfeld de les NMP

Una de les publicacions més importants dels tultims anys en el camp de les NMP és el
treball de Grinfeld et al., publicat I'any 2018 (14). Es la investigacié en NMP que inclou
informacié genomica més enlla de les mutacions driver amb un nombre més gran de
casos, en total 2035 pacients: 1321 TE, 356 PV, 309 MF i 49 NMP amb altres diagnostics.
Aquesta publicacid proposa una classificacié genomica jerarquica, que es basa en un
algoritme, el qual conté 8 categories diagnostiques. En aquesta classificacio, aquelles

alteracions cromosomiques i moleculars que s’associen a un pitjor pronostic, en primer
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lloc les disrupcions de TP53 i 'aneuploidia (categoria 1), seguides de les anomalies en
gens de cromatina o splicing (categoria 2, i que inclou aberracions a EZH2, IDH1, IDH2,
ASXL1, PHF6, CUX1, ZRSR2, SRSF2, U2AF1, KRAS, NRAS, GNAS, CBL, RUNXI,
STAG2, BCOR i perdua d’heterozigositat de 7p o 4q i monosomia del cromosoma 7),
prevalen a les mutacions driver. Les categories 3 a 6 son aquelles en que el pronostic i
fenotipus de la malaltia ve determinat per la mutacié driver (CALR, MPL i JAK2),
separant aquells casos amb mutacié de JAK2 en funcio de si es troba en homozigosi o en
heterozigosi, cosa rellevant, ja que la perdua d’heterozigosi o l'increment de la VAF de
JAK2 s’ha associat en multiples ocasions a mal pronostic o progressié de la malaltia
(62,66). Finalment, les categories 7 i 8 son aquelles que no mostren cap variant inclosa en
les anteriors, presentant una altra mutacié driver o cap mutacié coneguda,
respectivament. Aquestes ultimes categories es denominen sota del concepte de
“mieloproliferacio” per distingir-les de les altres categories on s’utilitza el terme NMP.
Una adaptacio de 'algoritme es pot veure en la Figura 8. Les categories que engloben un
major nombre de pacients son la 2, la 3 1a 5 i la 6 i cada una d’elles es troba enriquida
amb un tipus concret de NMP; la categoria 2 mostra predomini de MF, la categoria 3, de
TE, la categoria 5, de PV i la categoria 6 mostra una proporcid elevada tant de TE com
de PV. La Figura 9 mostra les proporcions de cada categoria genomica en funcio del
tipus de NMP. Tot i que aquesta classificacid integra la informaci6 genomica de manera
eficient i ha demostrat tenir significat pronostic, de moment ha estat poc implementada

en l'estudi genomic i la classificacio de les NMP.
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TP53, deleci6 17p, 5q o 1. NMP amb disrupcié de
monosomia 5 TP53 o aneuploidia

>] anomalies a gens St 2. NMP mutaci6 de
cromatina o splicing cromatina o splicing

CALR o deleci6 20q 3. NMP amb mutacié CALR

Mutacié als gens i m 4. NMP amb mutacié MPL
“disease driver” o

deleci6 20q : N 5 NMP amb mutacié JAK2
en homozigosi

A,

6. NMP amb mutaci6 JAK2

7. Mieloproliferaci6 amb T
en heterozigosi

altres mutacions driver

8. Mieloproliferacié sense
mutacié driver coneguda

Figura 8. Algoritme de Grinfeld

Algoritme per a la classificacié genomica de les neoplasies mieloproliferatives. Figura adaptacio de: Grinfeld
et al. N Engl | Med. 2018;379(15):1416-30 (14).

1.6.3. El perfil genomic de la MFP i la MFS

La MF és la NMP amb el perfil genomic més complex, tant si és primaria com
secundaria. Aixi i tot, hi ha diversos treballs que indiquen que es tracta d’entitats amb
backgrounds moleculars diferenciats, troballa esperable, ja que son malalties amb un
origen cronologic diferent. Un treball publicat per Courtier et al. 'any 2019 (67) indica
que, tot i que el nombre de mutacions addicionals entre la MFP i la MFS podria ser
similar, la distribucié dels gens mutats és diferent en cada una de les entitats. En
concret, les mutacions en gens de splicing probablement son més freqiients en la MFP,
amb predomini de les mutacions a SRSF2 i a U2AF1, mentre que les mutacions a ZRSR2

son més freqiients en la MFS. Les mutacions a ASXL1 també semblen presentar una
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major prevalenca en la MFP, mentre que les de TP53 semblen predominar en la MFS.
Aquestes troballes son congruents amb treballs publicats posteriorment (68,69). Les

mutacions a la via de RAS podria tenir major prevalenca en la MFP que en la MFS (68).

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

i PV

TP53/aneup 1.11% 2.22% 4.17%
m Crom/Splic 11.67% 8.89% 39.17%
B CALR 0% 22.78% 10.00%
H MPL 0% 4.17% 2.78%
M JAK2 homo 45.83% 3.61% 22.22%
M JAK2 hetero 41.39% 44.17% 17.22%
No mut 0% 12.22% 3.33%
m Altres 0% 1.94% 1.11%

Figura 9. Proporcions de les categories genomiques de Grinfeld en cada una de les NMP

En aquesta figura es representa la proporcioé de pacients en cada categoria genomica segons el tipus de
NMP en els pacients inclosos a l'article de Grinfeld et al. S'observa que la categoria de NMP amb
disrupcié de TP53 o aneuploidia va ser poc freqiient en les tres entitats. En la PV, la categoria més
habitual va ser NMP amb JAK2 en homozigosi; en la TE, la més habitual va ser NMP amb JAK2 en
heterozigosi; en canvi, en la MF, es va veure un predomini clar de la categoria NMP amb mutacié de
cromatina o splicing.

Abreviacions: PV, policitemia vera; TE, trombocitémia essencial, MF; mielofibrosi; TP53/aneup, NMP
amb disrupcié de TP53 o aneuploidia; Crom/Splic, NMP amb mutacié de cromatina o splicing; CALR,
NMP amb mutacié de CALR; MPL, NMP amb mutacié de MPL; JAK2 homo, NMP amb mutacio de JAK2
en homozigosi; JAK2 hetero, NMP amb mutacié de JAK2 en heterozigosi; No mut, mieloproliferacio sense
mutacid driver coneguda; Altres, mieloproliferacié sense mutacié driver coneguda. La figura és original de
Uautora, a partir d’informacio extreta del material suplementari de: Grinfeld et al. N Engl | Med.
2018;379(15):1416-30 (14).
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El significat pronostic de les mutacions addicionals s’ha estudiat de manera amplia a la
MFP pero, en canvi, no és tan clar a la MFS, ja que aquests casos es troben exclosos de
molts estudis que contenen informacié genomica extensa. A la MFP, les mutacions que
es consideren de pronostic advers, i que afecten a IDHI1, IDH2, EZH2, SRSF2, U2AF1 i
ASXL1, es troben incloses en els sistemes de puntuacié pronostics acceptats a nivell
internacional (MIPSS70 i MIPSS70+) (70-72). Addicionalment, altres mutacions s’han
associat a pronostic advers, com son les mutacions de la via de RAS (CBL, NRAS i
KRAS) (73,74) i a TP53 (74,75). En estudis que inclouen casos amb MFS, s’ha confirmat
el pronostic advers de les mutacions a TP53, EZH2, SRSF2, IDH1, IDH2, U2AF1, CBL,
KRAS i NRAS a la MFS (14,68).

Tot i haver-se considerat una mutacié amb pronostic advers, el valor de ASXL1 es troba
en entredit actualment. Un estudi del grup frances publicat I'any 2021 (68), el qual
inclou casos de MFP i MFS, identifica la mutacio de ASXL1 com un element habitual i
precog en el desenvolupament molecular de la malaltia; aixi i tot, conclouen que és
insuficient per se per conferir mal pronostic. En el treball indiquen que, en canvi, si que
pren valor pronostic desfavorable si es troba conjuntament amb altres alteracions
moleculars d’alt risc. Per altra banda, una investigacié del grup italia (69) identifica les
mutacions de ASXL1 com un factor de risc advers independent en la MFP, que no es
manté en la MFS. Finalment, un treball recent centrat en la MFP posa l'émfasi de
I'impacte pronostic de ASXLI en la seva VAF, i apunta que només aquelles mutacions

amb una VAF >20% podrien tenir un impacte pronostic negatiu en la MFP (75).

1.7. Les NMP i la trombosi

La susceptibilitat pel desenvolupament de fenomens trombotics en els pacients amb

NMP s’ha estudiat de manera amplia i els fenomens cardiovasculars, tant venosos com
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arterials, son una de les causes principals de mortalitat en aquests individus (76,77). A
la PV, la incidéncia de fenomens trombotics mortals i no mortals es troba al voltant de
1.5% i 3.8% anual, respectivament, essent la causa cardiovascular responsable del 40%
de les morts en global (76). Per una altra banda, la incidencia de fenomens trombotics és
similar en la TE i la MFP, trobant-se en el 2% i el 4% anual en trombosi mortal i no
mortal, respectivament (78,79). A la PV, la incidencia de fenomens trombotics venosos i
arterials és similar (76), mentre que a la TE els fenomens arterials son entre 2 i 3 vegades
més freqlients que els venosos (78). Aixi i tot, sembla que la incidencia de fenomens
arterials en les NMP és propera a la poblacié general, mentre que la probabilitat de
trombosi venosa és més elevada, tant a la PV com a la TE (76,80). Els fenomens
trombotics tenen tendéncia a ocdrrer de manera precog en el curs de la malaltia, tant
abans del diagnostic com poc després (81); una meta-analisi ha posat de manifest que al
voltant d’un 20% de les NMP debuten amb un fenomen trombotic, essent més habitual

en el cas de la PV (82).

El desenvolupament de fenomens trombotics en les NMP té una fisiopatologia
complexa, que depen de multiples factors, com sén com I’edat, el sexe, els factors de risc
cardiovascular, la fibrillacié auricular o la terapia hormonal (77,81). L’edat hi té un
paper clau i, en pacients joves, son més habituals les trombosis venoses, mentre que, en
pacients d’edat avancada, hi ha un predomini clar de trombosis arterials (81). Un dels
factors que contribueix en major mesura a la trombosi, sobretot a la PV, és I'increment
de la massa eritrocitaria, pero anomalies quantitatives i qualitatives en les plaquetes i
els leucocits també hi participen significativament (83). Un treball observacional
prospectiu publicat recentment a partir de dades de pacients amb PV diagnosticats als
Estats Units identifica la leucocitosi >12x10°/L com un factor de risc pel
desenvolupament de fenomens trombotics, en pacients amb un bon control de

I"hematocrit (84).
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L’estat protrombotic dels pacients amb NMP es troba relacionat amb un procés
inflamatori, que implica nivells elevats de proteina C reactiva i interleucina-6, agents
coneguts que participen en el procés d’arterioesclerosi (81,85). En les NMP, les cel-lules
sanguinies passen per un procés d’activacio, que inclou la secrecié de citocines i
I'expressio de molecules d’adhesid. Aquests canvis també afecten a l’endoteli, que
respon a citocines, a la hiperviscositat i a proteases secretades pels leucocits. En
conseqiiencia, s’afavoreix 1'adhesié de les cellules sanguinies a la paret vascular, cosa
que facilita I'activacio de la cascada de la coagulacio, amb el diposit de fibrina (77).
Recentment, s’ha identificat I'index neutrofil/limfocit, un marcador d’inflamacié en que
es divideix el recompte de neutrofils a la sang periferica pel de limfocits, com un bon
predictor de trombosi venosa a la PV (86). Concretament, s’ha vist que un index
neutrofil/limfocit superior a >5 és un predictor independent pel desenvolupament de

trombosis venoses majors.

1.7.1. El perfil molecular de les NMP i el risc trombotic

La mutacié de JAK2 V617F té un paper clau en el desenvolupament de fenomens
trombotics i el procés inflamatori associat, tant en les NMP con en contextos no
neoplastics tipus CHIP (81,87,88). A la TE, la presencia de la mutacié de JAK2 V617F és
un factor de risc trombotic a I'escala de puntuacié utilitzada habitualment (IPSET, de
I'angles International Prognostic Score for Thrombosis in Essential Thrombocythemia) (89). A
la PV, s’ha vist que la freqiiéncia al-lelica de JAK2 V617F té rellevancia pel que fa al risc
trombotic, essent 4 vegades més alt en aquells pacients que tenen una VAF >50%,
incrementant principalment el risc de desenvolupar trombosis venoses (90,91). En el
context de CHIP, la presencia de JAK2 V617F s’ha associat a més risc trombotic en

diversos treballs, tant arterial com vends (21,60,92); aixo contrasta amb el CHIP de
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CALR que, tot i que s’associa a valors de plaquetes més elevats, no mostra una
associacio clara amb els fenomens trombotics (92). Aquesta troballa reforca el paper de
JAK2 V617F en la fisiopatologia de la trombosi, més enlla de la modificacio dels valors

analitics.

Alguns treballs han explorat el rol de les mutacions addicionals en els esdeveniments
trombotics. Una investigacié de 'any 2020 publicada a Cancers (93) va identificar les
mutacions a DNTM3A, TET2 i ASXL1 (gens anomenats conjuntament DTA), amb pes
sobretot de les mutacions a TET2, com a factor de risc pel desenvolupament de trombosi
en la PV, sense trobar dades concloents en TE i MFP. Una publicacié de Pasquer et al. a
Leukemia (94) va identificar les mutacions a TET2 i DNTM3A, com a factor de risc
independent pel desenvolupament de trombosis arterials en les NMP, mentre que l'alta
carrega mutacional de JAK2 definida amb una VAF >50% es va associar a un major risc
de trombosi venosa, sense identificar cap altra alteracié molecular que conferis un risc
independent de trombosi venosa. La presencia de mutacions en els gens DTA ja s’havia

associat amb anterioritat a patologia cardiovascular en el context de CHIP (60).

1.7.2. Les NMP i la trombosi esplacnica

La susceptibilitat a la trombosi en les NMP pot donar lloc a fendomens trombotics en
territoris inusuals, com és el territori esplacnic, que poden afectar a les venes porta,
hepatica, espléenica o mesenteriques (95). En aquest sentit, les NMP i la presencia de
JAK2 V617F son de les causes més habituals de trombosi venosa esplacnica (TVE), en el
context d’un fetge no cirrotic i no tumoral. En una meta-analisi que va incloure a 1062
pacients amb sindrome de Budd-Chiari (oclusi6 parcial o total del flux vends hepatic de
sortida) i 855 amb trombosi portal, es va identificar el diagnostic de NMP en 41% i 32%

dels casos, respectivament (96). La prevalenca de la TVE dins de les NMP sembla estar
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al voltant del 5-10% en la PV i la TE, essent més infreqiient en la MFP, on podria trobar-

se propera a 1'1% (97-99).

En aproximadament el 50% dels pacients amb TVE i NMP, la TVE es produeix en el
moment del diagnostic de la NMP, en el 20% la TVE precedeix el diagnostic i en el 30%
restant, la TVE es produeix durant I’evolucié (100,101). Es conegut que els pacients amb
NMP i TVE tenen unes caracteristiques demografiques concretes que, a més,
probablement son especifiques d’aquells pacients en els quals la TVE coincideix o
precedeix el diagnostic de NMP: presenten una mitjana d’edat uns 20 anys inferior a la
resta de NMP i hi ha predomini del sexe femeni, sobretot en el cas de PV (100-105). A
més, el diagnostic més freqiient sol ser la PV (100,106). La fisiopatologia per la qual

aquests pacients desenvolupen una TVE no és ben coneguda del tot (95,98).

Les caracteristiques cliniques i analitiques dels pacients amb NMP i TVE també son
diferents de les que presenten els pacients amb NMP sense TVE. Aquells que
desenvolupen una TVE tenen més probabilitat de presentar esplenomegalia o una
trombosi venosa profunda (TVP) (101), mentre que tenen una menor prevalenca de
factors de risc cardiovascular i de trombosis arterials (102). A nivell analitic, les NMP
amb TVE, especialment les que debuten amb la TVE, mostren una menor expressio de
la NMP en el seu hemograma, amb valors d’hemoglobina, hematocrit i plaquetes més
propers a la normalitat (101,102,105). Tot i que s’ha suggerit la hipotesi de que aquestes
diferencies en 1’hemograma podrien estar associades als canvis dilucionals i a la
ferropenia que mostren els pacients amb TVE degut a la malaltia hepatica, es desconeix
si altres factors relacionats directament amb la seva NMP podrien tenir-hi influencia

(95).

Des del punt de vista molecular, les NMP amb TVE presenten unes caracteristiques
concretes: hi ha un predomini de la mutacié de JAK2 V617F, que es troba present en un

90-95% dels casos, independentment del tipus de NMP (102,103,106,107). A més, JAK2
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V617F sol estar present amb una VAF més baixa, si es compara amb la resta de NMP

(101,106).

En relacié a la supervivencia dels pacients amb NMP i TVE, els estudis han mostrat
resultats heterogenis, probablement perque s’han comparat freqiientment amb NMP
sense tenir en compte les caracteristiques demografiques especifiques de les NMP amb
TVE (100,102). En aquesta direccio, una publicacié dins del grup espanyol va evidenciar
que els pacients amb PV o TE que debuten amb TVE tenen una supervivencia
escurcada, si es comparen amb altres NMP, ajustant per edat i sexe (102). A més, es va
veure que aquesta reduccié en la supervivencia era deguda, fonamentalment, a
complicacions relacionades amb la malaltia hepatica desenvolupada arran de la TVE,
mentre que la probabilitat de progressio de la NMP en aquells que debutaven amb TVE

era molt baixa (102).

1.8. Fonamentacio dels estudis realitzats

Tot i els avengos cientifics, dins les NMP, hi segueixen havent moltes preguntes en
I’ambit genomic sense respondre. Aquest problema afecta principalment a aquelles
situacions cliniques menys habituals, ja que sovint aquests pacients queden exclosos
dels estudis o queden diluits en grups més grans que no representen les seves
peculiaritats. A més, la classificacié de Grinfeld, tot i mostrar una capacitat pronostica

elevada, practicament no s’ha aplicat en altres treballs genomics en NMP.

En les NMP amb TVE, practicament no hi ha treballs que portin a terme una
caracteritzacio completa més enlla de les mutacions driver i, a part del treball del grup
espanyol comentat amb anterioritat, no hi ha publicacions que facin una comparativa

amb altres NMP, ajustant per les caracteristiques demografiques ni fent una separacio
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en funcié de la cronologia de la TVE. Pel que fa a la MF, la majoria de treballs estan
centrats en la MFP i, si inclouen pacients amb MEFS, no solen fer una distincié entre la

MF post-PV ila MF post-TE.

La principal motivacié dels nostres treballs ha estat participar en ampliar el
coneixement genomic de les NMP, especialment aquelles en situacions menys habituals
i poc representades, enfocant-nos en el valor pronostic de les dades genomiques en

conjunt.
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2. Hipotesis
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Les hipotesis de la tesi s'enumeren a continuacio:

1. Els pacients amb una neoplasia mieloproliferativa que debuten amb una
trombosi venosa esplacnica tenen un perfil genomic diferent d’aquells pacients
amb una neoplasia mieloproliferativa que no debuten amb una trombosi venosa
esplacnica, i que tenen la mateixa edat, sexe i tipus de neoplasia
mieloproliferativa. Aquest perfil genomic diferent implica una complexitat
genomica menor, amb una freqiiencia al-lelica de JAK2 més baixa i una menor
prevalenca d’alteracions genomiques d’alt risc. Aixo significa que aquest grup es
troba enriquit amb casos dins la categoria neoplasia mieloproliferativa amb

mutacid de JAK2 en heterozigosi.

2. Els pacients amb una neoplasia mieloproliferativa que debuten amb trombosi
venosa esplacnica presenten una supervivencia més curta que els pacients amb
una neoplasia mieloproliferativa sense trombosi venosa esplacnica.
L'escurcament de la supervivencia es troba relacionat amb la malaltia hepatica i
l'elevat risc trombotic i, en canvi, el risc de mort per progressio de la neoplasia

mieloproliferativa és molt baix.

3. La mielofibrosi primaria mostra una proporcié6 de mutacions addicionals a la
driver més alta que la mielofibrosi secundaria, que afecten sobretot a gens
relacionats amb la cromatina o splicing, de manera que els casos es classifiquen
majoritariament com a neoplasia mieloproliferativa amb mutacions de

cromatina/splicing.

4. La mielofibrosi post-policitémia vera es troba enriquida amb casos de neoplasia

mieloproliferativa amb mutacié de JAK2 en homozigosi, essent l'increment
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progressiu de la carrega al-lelica de JAK2 el mecanisme principal de progressio

en aquests pacients.

En la mielofibrosi post-trombocitemia essencial, la majoria de pacients queden
classificats dins de les categories de neoplasia mieloproliferativa amb mutaci6 de
cromatina/splicing, neoplasia mieloproliferativa amb mutaci6 de CALR i

neoplasia mieloproliferativa amb mutacié de JAK2 en heterozigosi.
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3. Objectius
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Els objectius de la tesi s'enumeren a continuacio:

1. Caracteritzacio i classificaci6 genomica d'un grup ampli de pacients amb
neoplasia mieloproliferativa i trombosi venosa esplacnica, separant els casos amb
trombosi esplacnica en funcio de la seva cronologia: trombosi esplacnica previa o

concomitant al diagnostic i trombosi esplacnica evolutiva.

2. Comparacié clinica, pronostica i genomica dels pacients amb una neoplasia
mieloproliferativa i trombosi esplacnica previa/concomitant i els pacients amb
una neoplasia mieloproliferativa i trombosi esplacnica evolutiva amb un grup
control de neoplasies mieloproliferatives sense trombosi esplacnica, ajustat per

sexe, edat, tipus de neoplasia mieloproliferativa i tipus de mutacid driver.

3. Dins dels pacients amb una neoplasia mieloproliferativa que debuten amb
trombosi esplacnica, identificacio dels perfils moleculars d’alt risc, que impliquen
una probabilitat més alta de progressié de la malaltia i un major risc de fenomens

trombotics.

4. Caracteritzacié i classificaci6 genomica d'un grup ampli de pacients
diagnosticats de mielofibrosi, incloent casos de mielofibrosi primaria i

secundaria.
5. Comparaci6 clinica, pronostica i genomica dels casos de mielofibrosi, separant

els pacients en tres grups: mielofibrosi primaria, mielofibrosi post-policitemia

vera i mielofibrosi post-trombocitemia essencial.
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4. Materials, metodes i resultats
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4.1. Primer treball

Titol: Classificacié genomica i prondstic en pacients joves amb policitémia vera i
trombocitémia essencial en funcid de la preséncia de trombosi venosa esplacnica i la

seva cronologia

Resum:

Introduccié: aproximadament el 5% de les neoplasies mieloproliferatives (NMP)
debuten amb una trombosi venosa esplacnica. Aquests pacients solen ser més joves,
presenten un hemograma amb valors més propers a la normalitat i una carrega al-lelica
de JAK2 més baixa que la resta de pacients amb NMP. Aixi i tot, el seu perfil genomic

no és ben conegut.

Objectiu: valorar les caracteristiques cliniques i genomiques d’una cohort de pacients
amb policitemia vera (PV), trombocitemia essencial (TE) o NMP inclassificable (NMP-
U) amb trombosi esplacnica, separant els casos en funcié de la cronologia de la
trombosi. A més, fer una comparacio clinica, pronostica i genomica amb un grup de PV

i TE sense trombosi esplacnica, que estigui ajustat per sexe i edat.

Metodes: es van seleccionar 255 pacients amb diagnostic de PV (n=159), TE (n=75) o
NMP-U (n=21) i mutaciéo de JAK2, dels quals 90 havien desenvolupat una trombosi
esplacnica: 59 coincident amb el debut de la NMP, 10 previa al diagnostic i 21 durant
I'evolucid. Els 165 pacients restants van ser utilitats de control, i es van seleccionar
ajustats per sexe, edat i tipus de NMP. Mitjangant un panell de NGS que inclou 30 gens
recurrentment mutats en neoplasies mieloides, es va realitzar una caracteritzacio

genomica de tota la serie, tenint en compte les variants patogeniques/probablement
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patogeniques amb una freqliencia al-lelica >1%. Amb l'aplicacié de la classificacid
genomica proposada per Grinfeld et al. (N Engl | Med, 2018), els casos es van classificar
jerarquicament en 4 categories genomiques: NMP amb disrupcié de TP53; NMP amb
mutacions de cromatina/splicing (EZH2, IDH1, IDH2, ASXL1, PHF6, CUX1, ZRSR2,
SRSF2, U2AF1, KRAS, NRAS, GNAS, CBL, RUNX1, STAG2 i BCOR); NMP amb JAK2 en
homozigosi; i NMP amb JAK2 en heterozigosi. Les tres primeres categories es van

considerar d’alt risc molecular i I’altima, de baix risc.

Resultats: la majoria dels pacients amb NMP i trombosi esplacnica de debut
corresponien a una NMP amb JAK2 en heterozigosi (87% dels casos vs. 69% en el grup
de PV/TE de control, p<0.05), amb una carrega al-lelica de JAK2 baixa (<50%) i sense
mutacions addicionals d’alt risc. Tot i presentar aquesta complexitat genomica menor,
els pacients que debutaren amb trombosi esplacnica van mostrar una mortalitat més
elevada (HR 3.0, IC95% 1.5-6.0, p=0.003) i una supervivencia lliure d’esdeveniment més
curta (HR 3.0, IC95% 1.9-4.8, p<0.001) que els pacients del grup control sense trombosi
esplacnica. Els pacients amb NMP que presentaren trombosi esplacnica durant
I'evolucié de la malaltia, en canvi, es van classificar més freqiientment en categories

d’alt risc molecular, comparant amb aquells que debutaren amb trombosi esplacnica

(52% vs. 13%, p<0.05).

En el grup de NMP amb trombosi esplacnica al debut, els pacients en les categories d’alt
risc molecular van mostrar un increment significatiu en el risc de presentar un nou
fenomen trombotic (HR 5.8, IC95% 1.4-24.0, p=0.01). Per altra banda, la classificacio
genomica va identificar amb precisié aquells pacients amb major risc de progressio de
la malaltia a mielofibrosi o leucemia aguda, mentre que la presencia de mutacions a
DNMT3A, TET2 i ASXL1 va permetre identificar aquells amb major risc de trombosi

arterial.
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Conclusions: les caracteristiques cliniques i genomiques dels pacients amb PV/TE que
debuten amb trombosi esplacnica son diferents d’aquells amb PV/TE de la mateixa edat
i sexe pero sense trombosi esplacnica i d’aquells amb PV/TE amb trombosi esplacnica
evolutiva. La caracteritzacié genomica mitjancant NGS i la classificaci6 molecular
permet identificar bé aquells pacients amb major risc de re-trombosi i progressio de la

malaltia.
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Abstract

To elucidate the role of splanchnic vein thrombosis (SVT) and genomic characteristics in prognosis and survival, we
compared patients with polycythemia vera (PV) or essential thrombocythemia (ET) presenting SVT at diagnosis (n=69,
median age 43 years) or during follow-up (n=21, median age 46 years) to a sex- and age-matched control group of PV/
ET without SVT (n= 165, median age 48 years). The majority of patients presenting with SVT at diagnosis were classi-
fied as myeloproliferative neoplasm with heterozygous J4K2 mutation (87% of cases vs. 69% in PV/ET control group,
P <0.05), characterized by low J4K2 allele burden and no high-risk mutations. Despite this lower molecular complexity,
patients presenting with SVT showed a higher risk of death (HR 3.0, 95% CI 1.5-6.0, p=0.003) and lower event-free
survival (HR 3.0, 95% CI 1.9-4.8, p<0.001) than age- and sex-matched PV/ET controls. In patients presenting with SVT,
molecular high-risk was associated with increased risk of venous re-thrombosis (HR 5.8, 95% CI 1.4-24.0, p=0.01).
Patients developing SVT during follow-up were more frequently allocated in molecular high-risk than those with SVT at
diagnosis (52% versus 13%, p <0.05). In the whole cohort of patients, molecular classification identified PV/ET patients
at higher risk of disease progression whereas DNMT3A/TET2/ASXL1 mutations were associated with higher risk of arte-
rial thrombosis. In conclusion, clinical and molecular characteristics are different in PV/ET patients with SVT, depending
on whether it occurs at diagnosis or at follow-up. Molecular characterization by NGS is useful for assessing the risk of
thrombosis and disease progression in young patients with PV/ET.
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Abbreviations

VAF  variant allele frequency
MPN  myeloproliferative neoplasm
SVT  splanchnic vein thrombosis

Introduction

Individuals with myeloproliferative neoplasms (MPN),
including polycythemia vera (PV), essential thrombocythe-
mia (ET) and primary myelofibrosis (MF), are at increased
risk of thrombosis, which can involve unusual sites such as
the splanchnic area [1-3]. Approximately 5% of MPN have
splanchnic vein thrombosis (SVT) at presentation or during
follow-up and it has been postulated that these patients have
specific demographic and phenotypic features inchluding
younger age, female predominance and a milder hemato-
logical picture, with a complete blood count closer to nor-
mal values [4-6].

It has been suggested that MPN with SVT have a dif-
ferentiated genomic background: more than 95% of MPN
presenting with SVT harbor J4K2 V617F regardless of
MPN subtype. In addition, a lower allele frequency (VAF)
of the driver mutation is described, if compared with MPN
patients without SVT. However, whether these findings are
associated with lower molecular complexity is not fully
understood since studies including a comparison with age
and sex-matched MPN patients and taking SVT chronol-
ogy into account are lacking [5—7]. Moreover, contradictory
results have been reported in relation to survival and disease
progression of MPN patients with SVT due to design het-
erogeneity of published works, regarding type of underly-
ing MPN, SVT chronology or control groups employed for
comparison [4-6, 8, 9].

The aim of the present study is to assess clinical and
molecular characteristics of a cohort of PV/ET with SVT
taking into consideration chronology of SVT. For such pur-
pose, main clinical outcomes and molecular data derived
from targeted Next-Generation Sequencing (NGS) are com-
pared with a sex- and age-matched PV/ET control group
without SVT.

Methods
Patient selection and data collection

Ninety-seven patients with SVT were selected from a data-
base of patients diagnosed with MPN in our institution
(from 1995 to 2022). SVT patients with primary myelo-
fibrosis (n=3), MPN without J4K2 mutation (n=3) and
patients with other diagnosis (n=1) were excluded due to

@ Springer

heterogeneity and low representation. The final number of
MPN with SVT was 90. Selected cases did not have other
factors that may explain predisposition to SVT before MPN
diagnosis, such as liver cirrhosis, cancer, known thrombo-
philia or paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. In relation
to SVT chronology, in MPN with previous SVT, SVT devel-
oped at least 6 months before MPN diagnosis; and in MPN
with SVT during follow-up, SVT occurred at least 6 months
after MPN diagnosis.

A matched control group was constituted, including 1 or
2 JAK2-mutated MPN patients without SVT for every SVT
case, with same sex, similar age at diagnosis (a maximum of
a S-year difference was allowed) and same MPN diagnosis
(PV or ET). Cases presenting with SVT and diagnosed with
MPN, unclassifiable (MPN-U), were matched with one PV
case and one ET case. MPN-U cases without SVT are nota-
bly uncommon and typically exhibit distinct characteristics;
hence, they were considered unsuitable for the matching.
The final control group comprised 165 MPN patients with-
out SVT. MPN diagnosis was established based on World
Health Organization criteria (2016). Main clinical data at
MPN diagnosis, including age, sex, cardiovascular risk
factors and complete blood count, besides complications
during evolution (thrombosis, bleeding and progression to
myelofibrosis or acute leukemia) and status at last follow-up
were collected. Signed informed consent according to local
institutional review board requirements was obtained from
all participants.

Molecular analysis

DNA from peripheral blood at diagnosis (n= 192, 75%) or
during follow-up (n=63, 25%) and stored in Biobank Hos-
pital Clinic (R121004-094) was used. Targeted sequencing
using a 32-gene customized commercial panel from Sophia
Genetics was performed using Illumina MiSeq platform
(see Supplemental Table S1). GRCh37 (hgl9) was used
as reference genome. Variant calling was performed using
SOPHiA DDM™. Only variants with a VAF > 1% were con-
sidered and classified based on information from databases
(COSMIC, ClinVar, Seshat, Franklin and Varsome) and
published works on myeloid neoplasms. Only pathogenic/
likely pathogenic variants were taken into account for fur-
ther analysis.

Subsequently, genomic classification proposed by Grin-
feld et al. [10] —referred from this point as the Grinfeld algo-
rithm — was applied to every case, according to mutational
data. Briefly, patients were hierarchically allocated into four
molecular subgroups: 7P53 disruption or aneuploidy (7P53
mutation, Chr17pLOH or Chr5-/Chr5q-); >1 genetic aber-
rations in chromatin or spliceosome genes (EZH2, IDHI,
IDH?2, ASXLI, PHF6, CUXI, ZRSR2, SRSF2, U2AFI,
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KRAS, NRAS, GNAS, CBL, Chr7/7qLOH, Chr4qLOH,
RUNXI, STAG2 and BCOR); homozygous J4K2 mutation
(allele frequency>50% or Chr9pLOH, when available);
and heterozygous J4K2 mutation. Patients belonging to het-
erozygous J4K2 mutation group were classified as molec-
ular low-risk whereas patients allocated in the other three
groups were considered as molecular high-risk. Pathogenic
or likely pathogenic mutations in DNMT3A, TET2 or ASXLI
genes were defined as DTA mutations.

Statistical analysis

Qualitative variables were compared through Chi-squared
test and quantitative variables through Student’s t-test,
Mann-Whitney U test or ANOVA. Overall survival and
time-to-event curves were drawn using the method of
Kaplan-Meier with log-rank test for comparisons. Event-
free survival was calculated as time free of thrombosis,
major bleeding, disease progression or death, whichever
occurred first. Variables evaluated for their potential prog-
nostic significance were age, sex, history of SVT, hemato-
logical values at diagnosis, genomic classification and DTA
mutations. Multivariate analyses of the factors predicting
the different outcomes were done by Cox regression. All sta-
tistical analyses were carried out with R and SPSS software.

Results
General characteristics

A total of 255 patients were included (PV, n=159; ET,
n=75; MPN-U, n=21). Ninety patients developed SVT:
59 at MPN presentation, 10 before MPN diagnosis and 21
during follow-up. The remaining 165 patients were used as
controls. Regarding SVT localization, in 58 patients (64%)
affected the splenoportal area, 29 patients (32%) had Budd-
Chiari syndrome, and in 3 patients (3%) comprehended both
territories.

The main clinical and hematological features at diagno-
sis, according to the presence of SVT and its chronology,
are shown in Table 1. There were no significant differ-
ences among cases and controls regarding age (median age
at MPN diagnosis, 47 y-o) and sex (female sex, 56%), as
groups were balanced on purpose. A higher proportion of
patients with MPN-U were observed among MPN present-
ing with SVT. In such cases, a normal blood count was the
reason to establish MPN-U diagnosis whereas in controls
the small proportion of patients with MPN-U had pheno-
typic characteristics between PV and ET.

Patients presenting with SVT showed lower hemo-
globin level and platelet count and higher frequency of

splenomegaly. Those with evolutive SVT showed similar
clinical characteristics at diagnosis than PV/ET controls,
except for higher frequency of splenomegaly (p <0.0001)
(Table 1).

Molecular features and classification

The main molecular characteristics of the patients accord-
ing to the presence of SVT and its chronology are shown
in Table 2. JAK2 V617F VAF was significantly different
between groups (Fig. 1; Table 2). Patients presenting with
SVT showed significant lower J4K2 VAF than age- and
sex-matched patients without SVT. Patients developing
SVT during follow-up showed the highest J4K2 VAF, with
the differences being statistically significant in comparison
with patients presenting with SVT but not with those with-
out SVT (Fig. 1; Table 2).

There were no significant differences in the number of
pathogenic/likely pathogenic variants among patients pre-
senting with SVT and age- and sex-matched MPN without
SVT. Patients developing SVT after diagnosis showed a
significantly higher number of pathogenic/likely pathogenic
mutations than patients presenting with SVT (Table 2).
TP53 mutations and spliceosome/chromatin mutations
were significantly more frequently observed in the group of
patients developing SVT during follow-up (Table 2). There
were no significant differences among groups regarding the
frequency of DTA mutations (Table 2).

The stated divergences in JAK?2 allele burden and the
presence of TP53, spliceosome or chromatin gene muta-
tions resulted in significant differences in relation to molec-
ular classification according to Grinfeld algorithm (Fig. 2).
Of note, 87% of cases presenting with SVT fell into MPN
with heterozygous J4K2 mutation category indicating less
molecular complexity and this was significantly different
from patients without SVT. Cases developing SVT during
follow-up was the group with the highest molecular com-
plexity with only 48% of them being classified as MPN with
heterozygous J4K2 mutation.

Survival analysis

With a median follow-up of 10 years, and without signifi-
cant differences regarding follow-up time between groups,
39 patients died. Causes of death according to the presence
or absence of SVT and its chronology are shown in Table 3.

Median survival was 24 and 39 years in patients with
SVT and MPN without SVT, respectively (p=0.038).
Results were similar when patients developing SVT during
follow-up were excluded from the analysis (Fig. 3). Molec-
ular high-risk patients also showed a shorter survival than
patients with heterozygous J4K2 mutation (median survival
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Table 1 Main clinical and hematological characteristics at MPN diagnosis in 90 MPN with SVT and 165 age- and sex-matched MPN controls

MPN without SVT, MPN presenting with MPN with evolu-  p valuef
n=165 SVT or previous SVIY, tive SVT,n=21
n=69
Age* 48 (37-60) 43 (36-56) 46 (33-55) 0.47
Female sex, n (%) 91 (55) 41 (59) 10 (48) 0.61
Type of MPN 0.003
PV, n (%) 106 (64) 41 (59) 12 (57)
ET, n (%) 53 (32) 15 (22) 7 (33)
MPN-U, 1 (%) 6 (4)° 13 (19)! 2(9.5)
CVRF 49% 48.5% 57% 0.7
Hemoglobin level, g/L* 161 (150-180) 143 (123-164) 157 (143-172) <0.001
Leukocyte count, x10°%/L* 9.4 (7.8-11.7) 8.3 (6.6-12) 11.1(8.6-13.5) 0.26
Platelet count x10%/L* 660 (463-760)° 414 (245-499)! 482 (303-662) <0.001
Pruritus 17% 7%} 36%? 0.02
Microvascular symptoms 26%> 5%! 7% 0.002
Palpable spleen 13%>3 2%! 40%! <0.001
Previous/at diagnosis hemorrhage 42% 19% 4.8% <0.001
Previous/at diagnosis non-SVT thrombosis 13% 13% 29% 0.14
High-risk according to the ELN{, n (%) 38% 100% 48% <0.001

Abbreviations: MPN, myeloproliferative neoplasm; SVT, splanchnic vein thrombosis; PV, polycythemia vera; ET, essential thrombocythemia;
MPN-U, myeloproliferative neoplasm, unclassifiable; CVREF, cardiovascular risk factors; ELN, European LeukemiaNet

*Median (Interquartile range); {High-risk defined as age > 60 years-old and/or history of thrombosis or hemorrhage

YIncludes 59 patients presenting with SVT and 10 patients with history of SVT prior to MPN diagnosis

ip value, as a result of comparison of the three groups
p<0.05 in comparison with MPN without SVT
2p<0.05 in comparison with MPN presenting with SVT
3p<0.05 in comparison with MPN with evolutive SVT

23 years and not reached, respectively, p=0.036). At mul-
tivariate analysis, patients presenting with SVT showed a
significant higher risk of death (HR 3.0, 95% CI 1.5-6.0,
p=0.003) after correction by age (HR 1.1, 95% CI 1.08-
1.15, p<0.001), sex (not significant), and molecular risk
(not significant)

Event-free survival (EFS) according to the presence of
SVT at MPN diagnosis is shown in Fig. 4. Median EFS was
8 and 17 years in SVT-presenting and non-SVT groups,
respectively (p<0.001). Male sex and molecular high-risk
were also associated with significant shorter EFS (data not
shown). At multivariate analysis, MPN patients presenting
with SVT showed a higher risk of presenting any event (HR
3.0, 95% CI 1.9-4.8, p<0.001), adjusted by age (HR 1.04,
95% CI 1.02-1.05, p<0.001), sex (p not significant), and
molecular risk (p not significant).

Thrombosis and bleeding

In order to avoid bias by selection, patients developing SVT
after diagnosis were excluded from thrombosis/bleeding
analysis; MPN with previous/presenting SVT (n=69) and
MPN controls (n=165) were compared. During follow-up,
36 patients presented at least one thrombotic event resulting
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in a 10-year probability of thrombosis of 13%. The prob-
ability of thrombosis at 10 years in MPN patients presenting
with SVT and in age- and sex-matched MPN without SVT
was 27% and 8%, respectively (p=0.001). Sex, cardiovas-
cular risk factors, molecular classification and DTA muta-
tions were not associated with higher risk of thrombosis. At
multivariate analysis, MPN presenting with SVT showed a
higher risk of total thrombosis (HR 3.2, 95% CI 1.6-6.4,
»=0.001), adjusted by age (HR 1.03, 95%CI: 0.99—1.06,
p=0.07), sex (p not significant), presence of cardiovascular
risk factors (p not significant) and molecular high-risk (p
not significant).

A total of 15 arterial thrombotic events were registered
resulting in a 10-year probability of arterial thrombosis of
4.9%. Male sex, cardiovascular risk factors and DTA muta-
tions were associated with a significantly higher probability
of arterial thrombosis, whereas Grinfeld classification and
SVT at diagnosis were not. At multivariate analysis, DTA
mutations were associated with a higher risk of arterial
thrombosis (HR, 2.9; 95%CI, 1.1-8.7; p=0.049) after cor-
rection by age (HR, 1.04; 95%CI, 0.99-1.08; p=0.07) and
presence of cardiovascular risk factors (HR, 4.0; 95%CI,
0.86-18.9; p=0.08). The higher probability of arterial
thrombosis observed in patients carrying DTA mutation
was restricted to the MPN control group since none of the 9
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Table 2 Main molecular characteristics of 90 MPN patients with SVT
and 165 age- and sex-matched MPN controls

MPN MPN present- MPNwith p
without ing with SVT  evolutive valuet
SVT, or previous SVT,
n=165 SVT, n=69 n=21
JAK2 VAF* 34 25(21-29)"° 45 (34-56) 0.001
(30-38)
Numberof 1.3 1.2(1.1-13° 1.7 0.03
mutations™* (1.2-1.4) (1.1-2.1)%?
Additional 42(25.5) 13(19) 6 (29) 0.5
mutation, n
(%)
TP53 mutation, 7 (4)° 203} 4 (19)!2 0.009
n (%)
Chromatin/ 11(7) 237 4 (19) 0.03
spliceosome
mutation, 1
(%)
Homozygous 51 (31> 9 (13)*3 11 (52)° 0.001
JAK? or muta-
tion in 7P53/
chromatin/
spliceosome
genes, 11 (%)
DTA mutation, 34 (21) 9 (13) 4(19) 0.6
n (%)
TET2,n (%) 21(13) 6(9) 2(9.5) 0.8
DNMT34, 6() 2(3) 2(9.5) 0.5
n (%)
ASXL1, n 11 (7) 1(D) 0(0) 0.2
(%)

Abbreviation: MPN, myeloproliferative neoplasm: SVT, splanchnic
vein thrombosis; VAF, variant allele frequency; DTA, DNMT34,
TET2, ASXLI

*Mean (95%CI). fp value, as a result of comparison of the three
groups

1p<0.05 in comparison with MPN without SVT

2p<0.05 in comparison with MPN presenting with SVT

3p<0.05 in comparison with MPN with evolutive SVT

MPN patients presenting with SVT who carried DTA muta-
tions experienced arterial thrombosis during follow-up.
Regarding venous thrombosis, 23 events were reported
resulting in a probability of venous thrombosis at 10 years
of 9%. Six of these events occurred in the control group
and 17 in the SVT group. Among the latter, 3 events were
attributed to deep vein thrombosis/pulmonary embolism
(DVT/PE), while 14 were instances of SVT progression or
SVT re-thrombosis. As expected, the probability of venous
thrombosis was significantly different among groups (28%
and 1.6% in MPN presenting with SVT and age- and sex-
matched MPN controls, respectively, p<0.0001). When
the types of venous thrombosis were analyzed separately in
MPN presenting with SVT group, the 10-year probabilities
of DVT/PE and SVT were 4.4% and 23.6%, respectively.
Although we identified a higher probability of developing

DVT/PE during the evolution in the SVT group (10-year
probability of 1.6% vs. 4.4% in the control vs. SVT group,
respectively), this difference did not reach statistical
significance.

In patients presenting with SVT, the probability of a
new thrombotic event of any type was significantly differ-
ent according to molecular classification (22% and 64%
at 10 years in molecular low- and high-risk, respectively,
p=0.01), whereas sex and DTA mutations were not asso-
ciated with thrombosis. At multivariate analysis restricted
to MPN patients presenting with SVT, molecular high-risk
was associated with increased risk of a new thrombotic
event of any type (HR 5.8, 95% CI 1.4-24.0, p=0.01) after
adjustment by age (p not significant) and J4K?2 allele burden
(p not significant).

Major bleeding was registered in 28 patients. The prob-
ability of major bleeding at 10 years in MPN patients
presenting with SVT and in age- and sex MPN matched
controls without SVT was 27% and 3.3%, respectively
(»<0.0001). Anti-platelet therapy and anticoagulation were
also associated with higher probability of major bleeding,
while molecular classification and DTA mutations were not
(data not shown).

Cytoreductive and antithrombotic treatment

With reference to cytoreductive therapy, 72.5% received
hydroxyurea; 13.7%, anagrelide; 11.8%, interferon; 9.4%,
JAK inhibitors; 3.9%, P32; and 2% busulfan. The propor-
tion of patients that received each treatment was very similar
between those who presented SVT previous or at diagnosis
and those who did not develop SVT. None of the minimal
differences observed were statistically significant (Supple-
mental Table S3). Specifically, 114 of 165 patients in the
control group (69.1%) received hydroxyurea and 52 out of
69 received this drug in the SVT group (75.4%) (p=0.43).
On the other side, antithrombotic treatment was signifi-
cantly different between control and SVT group, in favor of
anti-platelet treatment in the control group and anticoagu-
lant treatment in the SVT group. 88.5% of non-SVT control
group received anti-platelet treatment, in contrast to 20.3%
who received this therapy in SVT group (p<0.001%).
Moreover, only 10.3% of controls received anticoagulant
therapy unlike SVT group, in which 92.8% of patients
received long-term anticoagulant treatment (p < 0.001%).
The proportion of patients that received each therapy was
also evaluated within SVT group, according to the molecular
risk (heterozygous JAK2 mutation vs. molecular high-risk)
and no significant differences were observed between both
subgroups in respect of cytoreductive therapy. In relation
to antithrombotic treatment, the proportion of patients with
anticoagulant drugs was similar between groups (93.3% vs.
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JAK2 VAF according to SVT chronology
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Fig.1 J4K2 VAF (%) in 255 MPN patients separated according to SVT
chronology. This box plot plus jitter shows J4K2 VAF distribution
according to SVT chronology. Only very few cases of SVT at MPN
diagnosis or previously presented a VAF > 50%, which is very differ-

ent from MPN without SVT. MPN with evolutive SVT showed the
highest J4K2 allele VAF. 4bbreviation: VAF, variant allele frequency;
MPN, myeloproliferative neoplasm; SVT, splanchnic vein thrombosis

Proportion of patients in each molecular category according to SVT chronology
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0.00

MPN without SVT

SVT at MPN diagnosis

Fig. 2 Proportion of patients in each molecular category according to
SVT chronology. The bar plot shows the difference on the proportion
of patients in each molecular category according to SVT chronology.
MPN presenting with SVT group showed a low proportion of cases in
high-risk categories (1.7% TP53 disruption or aneuploidy, 3.4% chro-
matin/spliceosome gene mutation and 5.1% homozygous J4K2 muta-
tion) and a very high proportion of patients falling into heterozygous
JA4K?2 mutation category. The proportions differed from those in MPN
without SVT (4.2% P33 disruption or aneuploidy, 6.1% chromatin/

88.9%, p=0.5, in heterozygous J4K2 and molecular high-
risk groups, respectively). Nevertheless, a considerably
higher proportion of patients received anti-platelet therapy
in the molecular high-risk group (15% vs. 55.9%, p=0.01,
in heterozygous J4K2 and molecular high-risk groups,
respectively).
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Molecular_classification

. MPN with TP53 disruption or aneuploidy

. MPN with chromatin/spliceosome gene mutation
. MPN with homozygous JAK2 mutation

[ MPN with heterozygous JAK2 mutation

Evolutive SVT

spliceosome gene mutation, 20.6% homozygous J4K2 mutation and
69.1% homozygous J4K2 mutation) and those in MPN with evolutive
SVT (19% TP53 disruption or aneuploidy, 9.5% chromatin/spliceo-
some gene mutation, 23.8% homozygous J4K2 mutation and 47.6%
heterozygous J4K2 mutation). The differences seen on the proportion
of patients in each category were statistically significant (p=0.006).
Abbreviation: MPN, Myeloproliferative neoplasm; SVT, Splanchnic
vein thrombosis

Disease progression and second neoplasia

During follow-up, 25 out of 255 patients presented disease
progression (MF, n =20; AML, n=6). The 10- and 20-year
probability of disease progression was 5% and 23.5%,
respectively, and it was similar in non-SVT group and SVT-
presenting group.
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Table 3 Causes of death in 90 MPN patients with SVT and 165 age-
and sex-matched MPN controls

MPN MPN MPN
without  presenting  with evolu-
SVT, with SVT,  tive SVT,
n=165 n=69 n=21
Thrombosis 0 0 2(9.5)
Bleeding 1(0.6) 3(4.3) 1(4.8)
Hepatic disease 0 3(43) 0
Infection 2(1.2) 3(4.3) 1(4.8)
MF/AML 5(3) 1(14) 1(4.8)
Neoplasia 424 5(7.2) 0
Other/Unknown 6(3.6) 1(14) 0
Total 18 (11) 16 (23) 5(24)

Abbreviation: MPN, myeloproliferative neoplasm; SVT, splanchnic
vein thrombosis; MF, myelofibrosis; AML, acute myeloid leukemia

There were significant differences on time to progression
according to molecular classification (20-year probability of
disease progression was 44%, 47%, 61%, and 8% in MPN
with TP53 disruption, MPN with chromatin or spliceosome
mutation, MPN with homozygous J4K?2 mutation and MPN
with heterozygous J4K2 mutation, respectively, p <0.001).
Most events occurred after more than 10 years from diag-
nosis, except for MPN patients with homozygous J4K2
mutation in whom disease progression, mainly to MF, was
observed widely after 5 years. Time to disease progression

80

%

40

is shown in Fig. 5. At multivariate analysis, adjusting by
sex, age and SVT, the impact of molecular classification
remained significant in molecular high-risk patients (HR,
7.6; 95%CI, 2.5-23.2; p<0.001). DTA mutations did not
have a significant impact on time to disease progression.

During follow-up, 33 second neoplasia were reported.
There were not significant differences regarding time to sec-
ond neoplasia among MPN patients presenting with SVT
and controls (data not shown).

Discussion

Herein we describe a series of patients with MPN (PV/ET/
MPN-U) and SVT, which have been analyzed separately
according to SVT chronology. To our knowledge, this is one
of the largest series of PV and ET patients with SVT that
have been published so far, including genomic profiling. In
addition, a clinical and genomic comparison with an age-
and sex-matched group of patients with the same diagnosis
but without SVT has been carried out. We chose this control
group to underscore the demographic peculiarities of MPN
patients presenting with SVT.

We have observed that patients with PV/ET presenting
with SVT have a lower J4K?2 allele burden and a lower

20 30 40

Years after diagnosis

Fig.3 Probability of survival in 69 MPN patients presenting with SVT
(red line) and 165 age- and sex-matched patients without SVT at diag-
nosis (blue line). Median survival was 24 and 39 years for SVT and

non-SVT groups, respectively (p=0.02). Abbreviation: MPN, myelo-
proliferative neoplasm; SVT, splanchnic vein thrombosis
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Fig. 4 Event-free survival in 69 MPN patients presenting with SVT
(red line) and 165 age- and sex-matched patients without SVT at diag-
nosis (blue line). Median EFS was 8 and 17 years for patients pre-
senting with SVT and those without SVT at diagnosis, respectively

number of pathogenic mutations than matched MPN
patients without SVT of the same age, sex, and diagnosis.
This lower molecular complexity might explain the milder
hematological picture commonly observed in this group of
patients [4, 5, 11]. It has been reported that a proportion
of MPN patients presenting with SVT show normal blood
counts at MPN diagnosis [4, 7, 12]. In our experience, 19%
of patients presenting with SVT were classified as MPN-U,
mainly due to absence of erythrocytosis or thrombocytosis.
Although hypervolemia secondary to hepatic disease and/
or hypersplenism might explain the normalization of blood
values, the presence of a latent MPN in which a small JA4K2-
positive clone without additional mutations that has not yet
been able to develop an overt MPN would be an alternative
explanation. In supporting this, a recent publication showed
that acquisition of J4K2 mutation may precede the appear-
ance of the MPN by decades. In addition, JAK2-mutated
clonal hematopoiesis of indeterminate potential has been
associated with an increased risk of thrombosis [13, 14].
When the Grinfeld algorithm was applied, 87% of
patients presenting with SVT corresponded to MPN with
heterozygous J4K2 mutation, a molecular group that is asso-
ciated with a better survival and a lower rate of disease pro-
gression. However, despite belonging mainly to a low-risk
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(»<0.001). Event-free survival included death, thrombosis, major
bleeding or disease progression to myelofibrosis/acute leukemia,
whichever occurred in the first place. Abbreviation: MPN, myelopro-
liferative neoplasm; SVT, splanchnic vein thrombosis

molecular group, patients presenting with SVT have a three-
fold increased risk of death and a worse event-free survival
than controls after correction by age, sex and molecular risk.
Prognosis in MPN without SVT is mainly related to MPN
subtype, with mortality being associated to MPN progres-
sion, especially in MF [6, 15, 16]. We have found that, in
PV/ET presenting with SVT, outcome is mostly determined
by complications other than MPN progression, especially
venous thrombosis, major bleeding and hepatic disease,
resulting in a 15-year reduction of median survival.

It is widely known that patients with SVT are at very
high risk of recurrent thrombosis despite cytoreductive ther-
apy and anticoagulation [3, 4, 6, 17]. Our work confirms
that SVT-presenting MPN has an 8-fold risk of thrombosis
recurrence compared with non-SVT MPN, and this risk is
even higher when patients belong to a molecular high-risk
group. This marked increase risk of thrombosis is present
even though there were no significant differences in cytore-
ductive therapy between groups and a great majority of SVT
patients were under anticoagulant therapy.

In addition, we identified the presence of DTA mutations
as an independent risk factor for arterial thrombosis in this
large cohort of young MPN patients, although the rate of
arterial thrombosis in patients presenting with SVT and
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Fig. 5 Disease progression according to molecular risk in 255 MPN
patients. Kaplan-Meier estimates of disease progression at 20 years
was 51% and 8% in patients classified as high and low molecular
risk, respectively (p <0.0001). Molecular high-risk (red line) included

controls was similar [14, 18]. Finally, NGS profiling showed
its highest fitness in predicting disease transformation, con-
firming previous observations [7, 10]. All these findings
reinforce the relevance of NGS-based mutational profil-
ing in young PV/ET patients and, specifically, in complex
cases, such as those presenting with SVT, in whom molecu-
lar characterization can lead to identification of patients at
higher risk of arterial thrombosis, venous re-thrombosis and
disease progression. Genomic information besides driver
mutation might be incorporated in therapeutic decisions in
the future, especially when balance between thrombosis and
bleeding is challenging or young patients at high risk of dis-
ease progression.

Regarding patients with PV/ET who developed SVT dur-
ing follow-up, the clinical and hematological characteristics
were superimposable with those without SVT, except for a
higher frequency of splenomegaly. Interestingly, patients
developing SVT during follow-up showed the highest
JAK?2 allele burden and the highest number of additional
mutations, resulting in a significantly higher proportion of
patients belonging to molecular high-risk categories. These
findings reinforce the relevance of separating SVT accord-
ing to its chronology, as they constitute entities with dif-
ferent genomic backgrounds. This heterogeneity affecting

patients with 7P53, chromatin/spliceosome, or homozygous J4K2
mutation (n=71). Molecular low-risk (blue line) included patients
with heterozygous J4K2 mutation (n=184). Abbreviation: MPN,
myeloproliferative neoplasm; SVT, splanchnic vein thrombosis

MPN with SVT might explain some of the differences with
respect to other studies.

Debureaux et al. [7] reported that 29% of 80 patients
with SVT were classified as high-risk due to the presence of
either JAK2V617F allele burden>50% or chromatin/spli-
ceosome or 7P5 3 mutations, including 5 patients with MF, 4
patients with CALR mutation and 7 cases in whom SVT had
appeared during follow-up. In our work, restricted to JA4K2-
mutated patients and excluding MF, molecular high-risk
was observed in 13% of patients presenting with SVT and
in 52% of those developing SVT during follow-up. Despite
these differences in design, both studies showed that risk
stratification according to molecular classification is highly
useful for disease progression prediction in young patients
with PV and ET.

The main limitations of our work are its retrospective
design, lack of complete cytogenetic information in most
patients and that very rarely mutated genes that have prog-
nostic implications are not included in the NGS panel that
we have used. The number of patients included with SVT
is limited but this is mainly due to the rarity of both MPN
and SVT.

In conclusion, PV and ET presenting with SVT mostly
correspond to MPN with heterozygous J4K2 mutation
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according to Grinfeld algorithm. Despite this low molecu-
lar complexity, MPN presenting with SVT have a shorter
survival and event-free survival when compared with PV
and ET of similar age and sex without SVT. In young PV/
ET patients, the presence of either homozygous JAK2 muta-
tion or chromatin/spliceosome/7P53 mutations is associ-
ated with a higher risk of disease progression, whereas DTA
mutations predict arterial thrombosis. Finally, molecular
high-risk predicts development of new thrombotic events in
PV/ET patients presenting with SVT.

Supplementary Information The online version  contains
supplementary material available at https://doi.org/10.1007/s00277-
023-05610-x.
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4.2. Segon treball

Titol: Caracteristiques cliniques i pronostic en pacients amb mielofibrosi primaria i
secundaria d’acord amb la classificacié gendomica portada a terme a partir de dades de

seqiienciacio de nova generacio

Resum:

Introduccié: la mielofibrosi (MF) és una neoplasia mieloproliferativa (NMP)
heterogenia, des del punt de vista clinic, pronostic i genomic. Grinfeld et al. (N Engl |
Med, 2018) van proposar una classificacié genomica de les NMP amb valor pronostic;

aixi i tot, aquesta classificacié ha tingut poca implementacio en I’ambit de la MF.

Objectiu: aplicar la classificacié genomica de Grinfeld a una serie unicentrica de
pacients diagnosticats de MF, separant els casos en funcié de si es tracta duna
mielofibrosi primaria (MFP) o secundaria (MFS), sigui post-policitemia vera (MF post-

PV) o post-trombocitémia essencial (MF post-TE).

Metodes: es van seleccionar 175 pacients diagnosticats de MF, 81 amb MFP i 94 amb
MFS. Mitjancant un panell de NGS i dades de citogenetica convencional, es van
classificar els casos de forma jerarquica en 8 categories moleculars: disrupcié de TP53 o
aneuploidia (mutacié de TP53, Chr17pLOH o Ch5-/Chr5q-); 21 alteracions en gens de
cromatina/splicing (EZH2, IDH1, IDH2, ASXL1, PHF6, CUX1, ZRSR2, SRSF2, U2AF1,
KRAS, NRAS, GNAS, CBL, RUNX1, STAG2 i BCOR), o bé Chr7/7qLOH o Chr4qLOH;
mutacié de CALR; mutacié de MPL; mutacio de JAK2 en homozigosi; mutaci6é de JAK2

en heterozigosi; presencia d’una altra mutacié driver; sense mutacié driver coneguda.
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Per a la classificacid, es van tenir en compte les variants patogeniques o probablement

patogeniques amb una freqiiencia al-lelica >1%.

Resultats: la MF amb disrupcié de TP53 (n=12, 7%) es va observar en major proporcio
(9% vs. 5%) i amb freqiiencies al-leliques més altes (57% vs. 15%) en la MFS que en la
MFP. La supervivencia en aquesta categoria va ser de 5.3 anys. Un ter¢ dels pacients
van mostrar progressio a leucemia mieloide aguda, amb una probabilitat de leucemia

aguda als 5 anys del 52%.

La MF amb mutacions de cromatina/splicing (n=73, 42%) va ser la categoria més
prevalent en la MFP. La supervivencia global en aquesta categoria va ser de 6.2 anys i
11 dels 73 casos van mostrar progressio a leucemia aguda (probabilitat als 5 anys del
14%). El 60% dels pacients en aquesta categoria van desenvolupar dependencia

transfusional.

La categoria de MF amb JAK2 en homozigosi (n=40, 23%) estava enriquida amb pacients
d’edat avancada i amb diagnostic de MFS, després d’una policitemia vera de llarga
evolucid. La supervivencia va ser de 7.3 anys i la probabilitat de leucemia aguda als 5
anys del 18%. La MF amb JAK2 en heterozigosi (n=22, 13%) va mostrar una distribucio6
similar entre MFP i MFS. En aquesta categoria, no es va assolir la mitjana de

supervivencia i no hi va haver casos de progressio6 a leucemia aguda.

La MF amb mutacio de CALR (n=19, 11%) va mostrar una representacioé similar de les
mutacions tipus 1 i tipus 2, amb una freqiiencia al-lelica mitjana del 46%. En aquesta
categoria, s'observa un predomini de MF post-TE. La mitjana de supervivencia fou de
10.7 anys, sense haver-se documentat cap progressié a leucemia aguda. Els 9 casos
restants van classificar-se dins les categories MF amb mutacio de MPL (n=4), MF amb

altres mutacions (n=2) i MF sense mutacions conegudes (1n=3).
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Conclusions: la classificacid6 genomica posa de manifest que la MFP i la MFS son
malalties amb una base genomica diferent. A més, aquesta classificacid6 permet

identificar els pacients amb pitjor pronostic i major risc de progressio a leucemia aguda.
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Simple Summary: Myelofibrosis is a heterogeneous disease regarding its mutation landscape as well
as its clinical presentation and outcome. A genomic classification with prognostic implications of
myeloproliferative neoplasms has been previously proposed, however, this classification has hardly
been implemented in myelofibrosis. The aim of our work is to evaluate this genomic classification in
a large series of myelofibrosis patients from a single institution, taking into account whether cases
are primary or secondary. We found that both primary and secondary myelofibrosis have distinctive
molecular landscapes and that genomic profiling provides accurate information regarding prognosis
and disease progression.

Abstract: Myelofibrosis (MF) is a heterogeneous disease regarding its mutational landscape, clinical
presentation, and outcomes. The aim of our work is to evaluate the genomic classification of MF
considering whether it is primary or secondary. One-hundred seventy-five patients, 81 with primary
MF (PMF) and 94 with secondary MF (SMF) were hierarchically allocated into eight molecular groups.
We found that TP53 disruption/aneuploidy (n = 16, 9%) was more frequent (12% versus 6%) and
showed higher allele burden (57% versus 15%, p = 0.01) in SMF than in PMF, and was associated
with shorter survival (median 3.5 years). Mutations in chromatin/spliceosome genes (1 = 72, 41%)
represented the most frequent genomic group in PMF. Homozygous JAK2 mutation (1 = 40, 23%)
was enriched with old patients with SMF after long-standing polycythemia vera, whereas MF
with heterozygous JAK2 mutation (1 = 22, 13%) was similarly distributed among PMF and SME
MF with CALR mutation (1 =19, 11%) predominated in post-essential thrombocythemia MF. The
remaining genomic groups were infrequent. TP53 disruption, chromatin/spliceosome mutation, and
homozygous JAK2 mutation were associated with significantly shorter survival and higher risk of
progression. In conclusion, genomic classification reveals different pathogenic pathways between
PMF and SMF and provides relevant information regarding disease phenotype and outcomes.

Keywords: myelofibrosis; myeloproliferative neoplasms; genomic classification; prognosis; personalized
medicine

Cancers 2023, 15, 3904. https: / /doi.org /10.3390 / cancers15153904
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1. Introduction

Myelofibrosis (MF) is a heterogeneous myeloproliferative neoplasm (MPN), from
both a clinical and a prognostic point of view [1]. Thus, while some patients remain
asymptomatic and do not require treatment for years, others suffer from a debilitating
and progressive disease in which constitutional symptoms, transfusion dependence, and
splenomegaly impair quality of life and result in reduced survival [1,2]. The disease can
appear de novo (primary MF, PMF) or as a result of disease progression from another
MPN (secondary ME, SMEF), such as polycythemia vera (PV) or essential thrombocythemia
(ET) [1,3]. Although there are no differences in terms of clinical manifestations and treat-
ment, both types of MF are usually considered different entities [1,3,4].

Clinical variability reflects the complex and heterogeneous landscape of MF. Most
patients harbor a driver mutation in signaling recurrent genes, such as JAK2, CALR, or MPL.
These mutations are mutually exclusive and do show correlation with disease phenotype
and prognosis [5-7]. Additional mutations in genes involved in epigenetic regulation, affect-
ing the RAS signaling pathway or the tumor suppressor TP53 also play a fundamental role
in the transformation of the malignant cell and, therefore, in its clinical expression [8-11].

Recently, a molecular classification of MPN including eight genomic groups has
been proposed as a useful tool for personalizing the prognosis and treatment of MPN
patients [10].

It is a hierarchical classification based on an algorithm that contains eight categories;
molecular and chromosomal abnormalities associated with worse prognosis prevail in the
classification. Cases presenting with TP53 disruption or chromatin/spliceosome mutations
are included in categories one and two, respectively. Categories three to six include MPN
with driver mutations (CALR, MPL, or JAK2) that lack definitory abnormalities within
categories one and two. Patients with JAK2 mutations are separated into two categories,
according to allele burden (categories five and six). Finally, categories seven and eight
include cases with no known mutations and MPN with other driver mutations, respectively.

This molecular classification offers relevant prognostic information in addition to the
MPN driver mutation and it allows us to identify those patients at higher risk of progression,
disease complications, and death, regardless of the disease phenotype. However, it has
hardly been implemented in clinical practice. The aim of the present study is to evaluate
the genomic classification of MF in a large series of MF patients from a single institution,
taking into account whether cases are primary or secondary.

2. Materials and Methods

All patients diagnosed with PMF or SMF at our institution with available DNA
samples were included in the present study. The diagnosis was carried out according
to World Health Organization 2016 criteria [12]. IPSS and MYSEC prognostic scores
(see Supplemental Table S1) at diagnosis were calculated for all patients as previously
described [13,14]. Informed consent was obtained and the study was approved by the
Ethics Committee of Hospital Clinic (Barcelona, Spain).

DNA samples were isolated from peripheral blood at diagnosis (1 = 131, 75%) or
during follow-up (1 = 44, 25%) and stored in the Hematopathology Collection (Biobank
Hospital Clinic—IDIBAPS; R121004-094). DNA samples that were collected during follow-
up were obtained shortly after diagnosis or at a time in which clinical characteristics
have not changed significantly since diagnosis. Targeted sequencing by Next-Generation
Sequencing (NGS) was performed using commercial panels from Sophia Genetics (cus-
tomized Myeloid Solution panel MIC_v1, MiSeq system, Illumina platform) or Thermo
Fisher Scientific (Oncomine Myeloid Assay, Ion GeneStudio S5 system, Ion Torrent plat-
form). Myeloid Solution by Sophia genetics included the following 32 genes: ABL1, ASXLI,
BRAF, CALR, CBL, CEBPA, CSF3R, CSNK1A1, DNMT3A, ETV6, EZH2, FLT3, HRAS, IDH1,
IDH2, JAK2, KIT, KMT2A, KRAS, MPL, NPM1, NRAS, PTPN11, RUNX1, SETBP1, SF3B1,
SRSF2, TET2, TP53, U2AF1, WT1, ZRSR2. Oncomine Myeloid Research Assay by Thermo
Fisher contained the following genes: ABL1, ASXL1, BCOR, BRAF, CALR, CBL, CEBPA,
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CSF3R, DNMT3A, ETV6, EZH2, FLT3, GATA2, HRAS, IDH1, IDH2, IKZF1, JAK2, KIT, KRAS,
MPL, MYD88, NF1, NPM1, NRAS, PHF6, PRPF8, PTPN11, RB1, RUNX1, SETBP1, SF3B1,
SH2B3, SRSF2, STAG2, TET2, TP53, U2AF1, WT1, ZRSR2. GRCh37 (hg19) was used as
the reference genome in both panels. Variant calling and analysis were carried out us-
ing the SOPHiA DDM™ platform and Ion Reporter Software 5.18"™. Further information
comparing each NGS panel is detailed in Supplemental Table S2.

Only variants with a variant allele frequency (VAF) > 1% were considered and classi-
fied within the following categories: pathogenic, likely pathogenic, uncertain significance,
likely benign, and benign. Variant categorization was carried out using genomic databases
and predictors for the general population and cancer (COSMIC, ClinVar, Seshat, Franklin,
and Varsome) and published references in myeloid neoplasms [10,15,16]. Only pathogenic
and likely pathogenic variants were taken into account for further analysis. Pathogenic and
likely pathogenic variants found with their VAF can be found in Supplemental Table S3.

The genomic classification was performed as reported by Grinfeld et al. [10]. Briefly,
patients were hierarchically allocated into eight molecular categories: MF with TP53
disruption or aneuploidy (TP53 mutation, Chr17pLOH or Chr5-/Chr5q-); MF with >1
genetic aberration in chromatin or spliceosome genes (EZH2, IDH1, IDH2, ASXL1, PHF6,
CUX1, ZRSR2, SRSF2, U2AF1, KRAS, NRAS, GNAS, CBL, Chr7/7qLOH, Chr4q/LOH,
RUNX1, STAG2, and BCOR); MF with CALR mutation; MF with MPL mutation; MF with
homozygous JAK2 mutation; MF with heterozygous JAK2 mutation; MF with other driver
mutation; MF with no known mutation. For genomic allocation, cytogenetic data from
medical records when available, and mutational and copy number variation information
derived from NGS were employed.

Qualitative variables were compared through a Chi-squared test and quantitative
variables through Student’s t-test, Mann-Whitney U test, or ANOVA, as appropriate.
Overall survival and time-to-event curves were drawn using the method of Kaplan-Meier
with a log-rank test for comparisons. Multivariate analyses of the factors predicting the
different outcomes were carried out by Cox regression. A Cox regression model with a
competing risk analysis (cumulative incidence), taking into account death as a competitor,
was carried out in order to calculate time to acute myeloid leukemia. All statistical analyses
were carried out with RStudio 2022.07.1 (554) and SPSS Statistics version 23 software.

3. Results
3.1. General Characteristics

A total of 175 patients were included in the study (PME, n = 81 and SME, n = 94). SMF
corresponded to post-ET MF (1 = 53) and post-PV MF (1 = 41). In SMF, the median elapsed
time from MPN diagnosis to MF was 13.3 years (range, 2-33 years) for PV and 10.4 years
(range, 3-32 years) for ET. The median age at MF diagnosis was 66 years (range 24-93)
and 85 cases (49%) were males. Disease genotype defined by driver mutations evaluated
by conventional techniques (PCR or Sanger sequencing) was as follows: MF with JAK2
mutation (n = 113, 65%), MF with CALR mutation (n = 39, 22%), MF with MPL mutation
(n = 8, 5%) and triple-negative MF (n = 15, 9%). G-banding karyotype was available in
74 patients, and a normal karyotype was detected in 34 cases. Main cytogenetic alterations
included 20q deletion (n = 12), 5q deletion (1 = 4) and 7q deletion. A complex karyotype
was seen in 3 cases and 1 case presented with 17p deletion, affecting TP53.

3.2. NGS Studies

JAK2 V617F mutation was detected in 114 patients. Additionally, 4 variants with
conflicting interpretations were found in JAK2 in 3 different patients: two variants in one
case (T875N and F694S), and a single variant in the other 2 cases (R1063H and N1108S).
Variant T875N was considered likely pathogenic and therefore used for genomic classifi-
cation [17,18]; variants F694S and N1108S were classified as of uncertain significance and
R1063H aslikely benign.
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Thirty-nine patients presented CALR mutations: type 1 (n = 22), type 2 (n = 15) and
atypical mutations (n = 2). A high CALR VAF (>50%) was more frequently observed in
patients with type 2 CALR mutations (9% versus 47% in type 1 and type 2, respectively,
p = 0.02). Additional mutations in chromatin/spliceosome genes were observed in 20 cases
(51%) whereas 3 cases (8%) presented TP53 disruption/aneuploidy. The proportion of
patients with high CALR VAF was similar among patients with and without additional
mutations in chromatin /spliceosome genes.

MPL variants were detected in 15 patients, including 8 patients with pathogenic variant
WH515, 2 cases with likely pathogenic mutation S204P, and 5 patients with missense variants
of undetermined significance in other positions: L465V (1 = 1), R592Q (n = 2) and Y591D
(n = 2). Five cases presented with JAK2 and MPL co-mutation, four of them presented
JAK2 V617F with a non-canonical MPL variant and one case showed co-mutation of MPL
W515L and JAK2 V617F with VAF 83%, and 2%, respectively. Another case presented with
co-mutation MPL 1465V and CALR type 2 with 2% and 95% VAE, respectively. Additional
mutations in chromatin/spliceosome genes were observed in 8 cases (53%). Among the
10 patients with MPL mutations located at W515 /5204 positions, 6 cases (60%) presented
additional mutations in chromatin/spliceosome genes.

In addition to JAK2/CALR/MPL, the most frequent mutated genes were ASXLI (n =41,
23%), TET2 (n = 35, 20%), SRSF2 (n = 19, 11%), U2AF1 (n = 19, 11%), DNMT3A (n = 13, 7%),
TP53 (n =12,7%), EZH2 (n =12, 7%), SF3B1 (n = 10, 6%), ZRSR2 (n =9, 5%), CBL (n =7, 4%),
KRAS (n = 6,3%), SETBP1 (n = 6, 3%), RUNX1 (n = 4, 2%), PTPN11 (n = 4, 2%), IDH2 (n = 3,
2%),IDH1 (n =2,1%) and NRAS (n = 2,1%). SRSF2 (p = 0.03), U2AF1 (p = 0.05), and CBL
(p = 0.05) were more frequently mutated in PMF compared to SME. Mutations in splicing
genes (SRFS2, U2AF1, SF3B1, and ZRSR2) were observed in 43% and 19% of patients with
PMF and SME, respectively (p = 0.001). Mutations in the RAS pathway (KRAS, NRAS, CBL)
were also more frequent in PMF than in SMF (14% versus 4%, p = 0.03). Figure 1 shows
which genes had pathogenic or likely pathogenic mutations in each case and the number of
mutations per case, according to the type of ME

3.3. Genomic Classification

Genomic classification according to the algorithm described by Grinfeld was as follows:
MF with TP53 disruption (n = 16, 9%), MF with a mutation in chromatin/spliceosome genes
(n =72,41%), MF with homozygous JAK2 mutation (n = 37, 21%), MF with heterozygous
JAK2 mutation (n = 22, 13%), MF with CALR mutation (1 =19, 11%), MF with MPL mutation
(n =4, 2%), MF with other mutation (n = 2, 1%) and MF with no known mutation (n = 3,
2%).

Triple-negative MF cases by conventional molecular techniques (n = 15) were reclassi-
fied by NGS as MF with TP53 disruption (n = 2, 13%), MF with chromatin /spliceosome
mutation (n = 8, 53%), MF with other mutation (n = 1, 7%), MF with no known mutation
(n =3, 20%) and other diagnoses (n = 1, 7%). Interestingly, a previously diagnosed PV
with JAK2 V617F showed the expansion of a clone with TP53 mutation with unmutated
JAK2 at the moment of MF progression. JAK2 V617F negativity at the moment of disease
progression was confirmed by digital PCR. The patient with MF with other mutations
presented a nonsense variant in TET2 (R1516*, VAF 32%). The case that finally fulfilled
the criteria for an alternative diagnosis showed an aberrant karyotype with t(8;9) and the
fusion gene PCM1::JAK2 was confirmed by NGS; therefore, it was finally reclassified as a
myeloid /lymphoid neoplasm with JAK2 rearrangement, with a clinical picture and bone
marrow biopsy compatible with MPN.

The distribution of genomic categories according to MF subgroups is shown in Figure 2.
MF with chromatin/spliceosome mutation was more frequent in PMF whereas MF with
homozygous JAK2 mutation and MF with CALR mutation prevailed in post-PV and post-ET
MEF, respectively. The main clinical and hematological characteristics of genomic categories
are shown in Table 1.
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Figure 1. Targeted genes with pathogenic or likely pathogenic mutations in each case, according to
the diagnosis of PMF, post-PV ME, or post-ET ME. At the top of the figure, the number of mutations
in each case is presented, ranging from no mutation to 6 pathogenic/likely pathogenic mutations.
Abbreviations: PMF: primary myelofibrosis. PostPVMEF: post-polycythemia vera myelofibrosis.

PostETMEF: post essential thrombocythemia myelofibrosis.
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Figure 2. Distribution of patients in each molecular category according to myelofibrosis type: PMF:
TP53 disruption/aneuploidy 6%, chromatin/spliceosome mutations 53%, CALR 9%, MPL 0%, ho-
mozygous JAK2 12%, heterozygous JAK2 16%, other mutation 1%, no mutation 2.5%. Post-ET MF:
TP53 disruption/aneuploidy 9%, chromatin/spliceosome mutations 36%, CALR 23%, MPL 7.5%, ho-
mozygous JAK2 9%, heterozygous JAK2 11%, other mutation 2%, no mutation 2%. Groups were signif-
icantly different (p <0.0001). Post-PV MF: TP53 disruption/aneuploidy 15%, chromatin/spliceosome
mutations 24%, CALR 0%, MPL 0%, homozygous JAK2 54%, heterozygous JAK2 7%, other mutation
0%, no mutation 0%. Abbreviations: PMF: primary myelofibrosis. Post-PV MF: post-polycythemia

vera myelofibrosis. Post-ET MF: post essential thrombocythemia myelofibrosis.
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MF with TP53 disruption/aneuploidy was more frequent in SMF than in PMF (12%
versus 6%), although the difference was not significant. In 12 patients, mutations in TP53
were detected by NGS whereas the remaining 4 patients were allocated in this category due
to the presence of 5q deletion in G-banding karyotype. Three of these patients presented
additional cytogenetic alterations including 7q deletion, 17p deletion, and a complex
karyotype in one case each. Those cases with TP53 mutation, VAF was significantly higher
in SMF than in PMF (57% versus 14%, p = 0.01).

MF with mutations in chromatin/spliceosome genes represented the most frequent
genomic group in PMF and in post-ET MF accounting for 53% and 36% of the patients,
respectively, whereas in post-PV MF the frequency was 24%. Development of transfusion-
dependent anemia was observed in 58% of these patients, being more frequent among those
receiving JAK inhibitors. In multivariate analysis, patients with chromatin /spliceosome
mutations were more likely to develop transfusion-dependent anemia (HR 2.9, 95%CI
1.7-5.0, p < 0.0001) adjusted by type of MF (HR 1.1, 95%CI 0.7-1.9, p = 0.6) and therapy
with JAK inhibitors (HR 2.1, 95%CI 1.2-3.7, p = 0.01).

MF with homozygous JAK2 mutation (n = 40, 23%) was observed in 54% of patients
with post-PV MF. It was associated with advanced age and long-standing PV (median
elapsed time from PV diagnosis to MF progression, 14.6 years). MF with heterozygous
JAK2 mutation (n = 22, 13%) was similarly distributed among PMF and SMF. MF with
CALR mutation (n = 19, 11%) was equally represented by type 1 (n = 10) and type 2 (n = 9)
CALR mutations and predominated among post-ET MFE. There was a tendency for a higher
proportion of high CALR VAF (>50%) in patients carrying type 2 mutations (56% versus
10% or type 2 and type 1 mutation, respectively, p = 0.06). A minority of cases belonged to
other genomic categories: MF with MPL mutation (n = 4), MF with other mutation (1 = 2),
and MF with no known mutation (1 = 3).

SF3B1 mutations, not included as a definitory aberration in the chromatin/spliceosome
category, were detected in 10 patients (PMF n = 5, post-ET MF n = 3, post-PV MF n = 2).
Three of these cases were allocated in the chromatin/spliceosome group due to the presence
of concomitant mutations in one or more of the genes defining this category whereas
the remaining cases were classified as MF with CALR mutation (n = 3), MF with JAK2
heterozygous mutation (n = 3) and MF with homozygous JAK2 mutation (n = 1). Five out
of these 10 patients with SF3B1 mutation (50%) developed transfusion-dependent anemia,
median survival was 3.9 years, and a 5-year probability of acute myeloid leukemia (AML)
of 14%.

The distribution of genomic subgroups according to risk stratification by IPSS for
PMF and MYSEC for SMF is shown in Supplemental Figure S1. MF with CALR mutation,
MF with MPL mutation, MF with heterozygous JAK2 mutation, and MF with other muta-
tions were classified predominantly in lower risk categories but the differences were not
significant (Supplemental Figure S1).

3.4. Survival and Progression to Acute Myeloid Leukemia

With a mean follow-up of 6 years, 92 patients have died resulting in a median survival
of 7.6 years. There were no significant differences in survival according to MF type (median
survival 8.8,7.3, and 7.9 years in PMF, post-PV MF, and post-ET ME, respectively). Survival
was significantly different according to molecular classification (Figure 3). Median survival
was 3.5, 6.2, 7.3, and 10.7 years, and not reached for MF with TP53 disruption/aneuploidy,
MF with chromatin/ spliceosome mutations, MF with homozygous JAK2 mutation, MF with
CALR mutation, and MF with heterozygous JAK2 mutation, respectively. Molecular high-
risk categories, including patients with TP53 disruption, chromatin/spliceosome mutations,
and homozygous JAK2 mutation, showed a higher risk of death (HR 2.6, 95%CI 1.4-4.9,
p = 0.003) after correction by type of MF (HR 0.9, 95%CI 0.7-1.2, p = 0.4) and IPSS (HR 1.8,
95%CI 1.4-2.4, p < 0.001) (see Supplemental Table S4). When taking into account only cases
with PMF, a higher risk of death was also detected in molecular high-risk categories (HR 2.8,
95%CI11.1-7.2, p = 0.03) and cases with a higher IPSS (HR: 2.1, 95%CI1.5-2.9, p < 0.0001). In
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an analysis restricted to 39 cases of MF with CALR mutation, median survival was 9.6 years
(7.9 years and 10.7 years in those with and without chromatin/spliceosome mutation,
respectively, p = 0.28). High CALR VAF was associated with a tendency towards shorter
survival (7.1 years and 15.6 years in patients with high and low CALR VAF, respectively,
p = 0.06). In multivariate analysis, high CALR VAF was associated with a higher risk of
death (HR 2.9, 95%CI 1.04-8.3, p = 0.04), after adjusting by the presence of mutations in
chromatin/spliceosome genes (HR 1.9, 95%C10.754.9, p = 0.2).

me===_TP53 disruption/aneuploidy
=== Chromatin/spliceosome mutations
* CALR mutation
MPL mutation
= Homozygous JAK2 mutation
~ Heterozygous JAK2 mutation

100

80

€0

%

40

Years

Figure 3. Overall survival in 175 patients with myelofibrosis (MF) according to genomic classification.
Kaplan-Meier estimates according to genomic classification. MF with TP53 disruption/aneuploidy
(solid blue line): median survival 3.5 years. MF with chromatin/spliceosome mutations (dotted
red line): median survival 6.1 years. MF with homozygous JAK2 mutation (solid red line): median
survival 7.3 years. MF with CALR mutation (solid green line): median survival 10.7 years. MF
with MPL mutation (dotted orange line): median survival 13.3 years. MF with heterozygous JAK2
mutation (dotted green line): median survival not reached. p < 0.0001.

Twenty cases progressed to AML and no differences were observed in the probability
of AML according to MF type. These 20 cases corresponded to the following genomic
categories: TP53 disruption/aneuploidy (1 = 6), chromatin/spliceosome mutations (1 = 11),
and homozygous JAK2 mutation (n = 3), with no case of AML progression recorded in
the remaining genomic categories. Five-year probability of AML was 49%, 16%, and 13%
for MF with TP53, chromatin/spliceosome mutation, and JAK2 homozygous mutation,
respectively (p = 0.001 for the comparison according to molecular classification, Figure 4).
Those with TP53 disruption/aneuploidy showed a higher risk of AML (HR 5.7, 95%CI
1.8-18.4, p = 0.004) corrected by IPSS (HR 2.0, 95%CI 1.1-3.5, p = 0.01) (see Supplemental
Table S5).
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Figure 4. Time to acute myeloid leukemia in 175 patients with myelofibrosis (MF) according to
genomic classification. A Cox regression model with a competing risk analysis, taking into account
death as a competitor of progression to acute myeloid leukemia has been carried out. MF with TP53
disruption/aneuploidy (solid blue line). MF with chromatin/spliceosome mutations (dotted red
line). MF with homozygous JAK2 mutation (solid red line). MF with CALR mutation, MF with MPL
mutation, and MF with heterozygous JAK2 mutation (solid green line). p < 0.0001.

4. Discussion

In the present work, we have analyzed the molecular classification proposed by
Grinfeld et al. [10] in a large series of patients with MF from a single institution. To the
best of our knowledge, this is the first study aimed to apply this classification taking
into account the type of MF. In such genomic classification, 8 genomic categories with
different clinical characteristics and outcomes were established after analyzing 2035 MPN
patients, 309 of them with MF. In our series MF with chromatin/spliceosome mutations
was the most frequent genomic subgroup, accounting for 41% of the patients followed
by homozygous JAK2 mutation in 21%, whereas heterozygous JAK2 mutation and CALR
mutation represented the third and fourth group being observed in 13% and 11% of cases,
respectively. These figures are superimposable to that reported by Grinfeld et al., except
for a lower frequency of heterozygous JAK2 mutation in our series. Moreover, genomic
subgroups including MF with MPL mutation, MF with other mutation, or MF with no
known mutation were infrequent, representing only 5% of MF patients.

Genomic classification was significantly different according to the type of MF, confirm-
ing different molecular pathways for disease origin and progression in PMF and SME. The
conception of PMF and SMF as different biological entities was particularly illustrative in
post-PV MF, where the presence of the homozygous JAK2 mutation was the hallmark of
the disease in most cases. Moreover, the higher frequency of TP53 disruption/aneuploidy
in SMF in our study, a genomic subgroup associated with shorter survival and progression
to AML, further supports the separation of these two entities. These findings are in concor-
dance with a recent publication in which a different impact of ASXL1 mutations was found
in PMF and SMF [19].

Mutations in chromatin/spliceosome genes were present in 53%, and 36% of PMF
and post-ET ME, respectively. Clinically, this molecular subgroup was characterized by the
development of transfusion-dependent anemia and was associated with shorter survival
and AML progression. Of note, the inclusion of mutations affecting the RAS pathway
(KRAS, NRAS, CBL) in this subgroup increases the number of high-risk mutations to take
into consideration in MF since the majority of NGS-based prognostic risk models restrict
high-risk mutations to ASXL1/U2AF1/SRSF2/EZH2/IDH1/IDH2 genes [20-22]. However,
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the Grinfeld algorithm and a recent French study including 479 MF patients, both applying
Bayesian analysis, identified mutations in the RAS pathway as an adverse prognostic
factor [10,23]. Moreover, Coltro et al. reported mutations in the RAS pathway in 13%
of patients with MF, being associated with adverse phenotypic features, lower response
to JAK inhibitors, and lower survival, especially in PMF [24]. In addition, Loscoco et al.
reported SF3B1 mutations in 7% and 5% of PMF and SMF, respectively, being associated
with reduced survival in SMF [25]. We observed SF3B1 mutations in 10 cases (6%), with
these patients showing a higher rate of transfusion-dependent anemia and reduced survival,
similar to that observed in patients included in the chromatin/spliceosome category. Our
results and others strongly support the inclusion of SF3B1 mutations as definitory of the
chromatin/spliceosome group.

It has been observed that MF with CALR type-1 mutation showed longer survival
than those with type-2 mutation [26,27]. In addition, shorter survival and anemia were
associated with higher CALR VAF in a study including 121 patients with CALR-mutated
MEF, suggesting a more advanced disease [28]. However, high VAF CALR-mutated patients
were significantly enriched with ASXLI mutations indicating that patients with high CALR
VAF mostly corresponded to MF with chromatin/spliceosome mutations. In contrast, in
our series a high CALR VAF was more frequently observed in type-2 than in type-1 and was
not significantly different according to the presence of chromatin/spliceosome mutations.
Moreover, CALR-high patients showed an increased risk of death corrected by co-mutations
in chromatin/spliceosome genes. These results suggest that homozygosity of the CALR
mutation might be prognostically relevant explaining in part the shorter survival reported
in CALR type-2 patients [26,27]. However, the limited number of patients in our study
precludes a firm conclusion in this regard.

JAK2-mutated patients showed clear clinical differences according to VAF. Outcomes
in MF patients with homozygous JAK2 mutation were similar to those classified in the
chromatin/spliceosome group in terms of survival and AML progression, supporting the
inclusion of these patients in the molecular high-risk MF group. In contrast, MF with
heterozygous JAK2 mutation showed the longest survival among the different genomic
categories and no case progressed to AML, indicating that these cases might be considered
as low-risk MF. Finally, very few patients were classified as MF with MPL mutation since
the majority of MPL-mutated patients also carried mutations in one or more genes included
in the chromatin/spliceosome group. Similarly, MF with other driver mutations and MF
with no known mutation were uncommon representing less than 5% of the patients.

The main limitations of the present study include its retrospective design and a limited
number of patients, which makes it difficult to convincingly interpret the meaning of
the molecular classification taking into account the type of MF. Another limitation is that
cytogenetic information was not available in a significant proportion of patients and that
very unfrequently mutated genes included in the genomic category were not included in
our targeted NGS.

This would require collaborative efforts in order to have a high number of patients
in each of the 8 molecular groups for each type of MF. However, this work is a good
representation of a reference center with a special dedication to the study and treatment
of ME.

5. Conclusions

Genomic classification confirmed different molecular pathways for disease origin and
progression between PMF and SMF. Genomic classification provides relevant information
in relation to disease phenotype and outcomes, including progression to acute leukemia.
This can be helpful for patient management and therapeutic decisions.
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Figure S1: Distribution of patients in each molecular category according to risk stratification.
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Els treballs que constitueixen aquesta tesi s’han centrat en l'estudi de situacions
cliniques especifiques dins de les NMP — el primer treball en la PV i la TE que debuten
amb trombosi esplacnica i el segon treball en la comparacié de la MFD, la MF post-PV i
la MF post-TE. Per tal de poder correlacionar les dades cliniques i pronostiques amb la
informacio genomica, es van caracteritzar els casos mitjancant I'aplicacio de panells de
NGS, que analitzen gens recurrentment mutats en neoplasies mieloides. S"han volgut
tenir en compte les dades genomiques d’una manera integral i no avaluar I'impacte
pronostic individual de cada un dels gens mutats, pel que s’ha implementat en cada un
dels estudis la classificacié genomica proposada per Grinfeld et al. 'any 2018 (14). Com
s’ha comentat amb anterioritat, es tracta d'una classificacio jerarquica de 8 categories, en
la qual es tenen en compte no tan sols les alteracions genomiques, siné també les
citogenetiques. En aquesta classificacid, aquelles alteracions que confereixen un pitjor
pronostic, com les disrupcions de TP53 i les mutacions de gens de splicing/cromatina,
prevalen a la classificacio per sobre de les mutacions driver. Una altra caracteristica a
ressaltar és que, en absencia d’alteracions de mal pronostic, les NMP amb mutacié de
JAK2 es divideixen en dos grups, en funcié de si la mutacié es troba en situacio
d’homozigosi o d’heterozigosi. En el nostre cas, en tractar-se d’informacié genomica

mitjancant NGS s’han dividit els casos en funci6 de la VAF de JAK2 (250% i <50%).

S’ha pogut constatar que la classificacio de Grinfeld permet identificar aquells pacients
amb pitjor pronostic en aquests subgrups de NMP, que sovint es troben poc
representats en estudis pronostics més generals. Un altre aspecte rellevant que s’ha
pogut valorar €s que aquesta caracteritzacid i classificacidé genomica no és til
Unicament en la prediccio de la progressio de la malaltia, sind que també és un bon
predictor pel que fa a fenomens trombotics. En els segiients apartats s’exposa una
discussié detallada de cada un dels articles que componen la tesi i, per ultim, una

discussié conjunta sobre la classificacio molecular en les NMP.
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5.1. Classificacido genomica en pacients joves amb
PV i TE en funcid de la preséncia de TVE i la
seva cronologia

La TVE és un fenomen extremadament poc freqiient fora del context de la cirrosi
hepatica, el cancer hepatic o les NMP. Dins de les NMP, en canvi, pot afectar al voltant
d’"un 5% dels pacients, en diferents moments de la malaltia. Cada cop és més clar que les
NMP que debuten amb una TVE tenen un perfil demografic i clinic especific, essent
pacients més joves, amb una NMP menys expressiva a nivell clinic i amb un risc
trombotic elevat. En tractar-se sobretot de pacients joves, en una situacio clinica
complexa, sobretot pel fet d’haver desenvolupat la TVE, sembla fonamental tenir una
comprensio global de la malaltia, que inclogui el perfil i la classificacio genomica. Cal
ressaltar que les caracteristiques demografiques i cliniques diferenciades dels pacients
amb NMP i TVE semblen restringir-se a aquells pacients que desenvolupen la TVE a
I'inici de la NMP. Aixi i tot, molts dels treballs en aquest camp no fan aquesta distincio
cronologica, cosa que pot haver portat a biaixos en les troballes. El motiu principal pel
qual aix0 ocdrrer és que, degut a que es tracta d’una situacié clinica poc habitual, hi ha

tendencia a formar grups de pacients heterogenis.

En aquesta direccio, en el nostre treball hem portat a terme una descripcid clinica,
pronostica i genomica d’una serie amplia de pacients amb NMP i trombosi esplacnica,
separant els casos en funcié de si la TVE es produeix previament, en el moment del
diagnostic de la NMP o bé durant la seva evolucié. La publicacié s’ha centrat en els
casos amb mutacié de JAK2 amb diagnostic de PV, TE i NMP-U, ja que el nombre de

casos amb diagnostic de MFP o amb altres mutacions driver era molt baix.
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Fins on arriba el nostre coneixement, es tracta d"una de les series més grans publicades
de pacients amb NMP i TVE que inclou el perfil genomic. A més, hem portat a terme
una caracteritzacié genomica d’un grup control de pacients amb NMP amb edat similar,
mateix sexe, mateix tipus de NMP i mutacio driver, per tal de poder fer una
comparativa. Hem decidit fer una selecci6 demografica i clinica del grup control per tal
d’evitar biaixos a I'’hora de veure diferencies i controlar aquelles variables que se sap
que influeixen en el risc de trombosi, en la supervivencia o el perfil genomic, com son

l'edat, el tipus de NMP o el tipus de mutacio driver.

Els nostres resultats indiquen que la PV i la TE que debuten amb TVE tenen una VAF de
JAK2 més baixa i una menor proporcidé de mutacions patogeniques/probablement
patogeniques addicionals, que aquells pacients que no debuten amb una TVE, amb el
mateix diagnostic i les mateixes caracteristiques demografiques. Aquesta complexitat
molecular menor pot ésser, almenys de manera parcial, el motiu pel qual els pacients
que debuten amb TVE presenten una menor expressio analitica al diagnostic
(102,105,108). Aquestes troballes van en congruencia amb treballs ja publicats, ens els
quals s’ha descrit que alguns pacients amb NMP que debuten amb TVE presenten
valors d’hemograma normals al moment del diagnostic (96,102,106). Aixo pot explicar
per que en aquest grup de pacients hi ha una proporcio elevada de NMP-U, que, en
general, es troben en aquesta categoria per trobar-se en estadis precocos de la malaltia,
en els quals els valors analitics o les troballes a la biopsia de moll d’os encara no sén

prou expressives per encaixar en una categoria diagnostica concreta (7).

En el nostre treball, el 19% dels pacients que debuten amb TVE van ésser classificats
com a NMP-U, principalment degut a l'absencia d’eritrocitosi i/o trombocitosi. En
publicacions previes, s’ha generat la hipotesi que aixo pot ser degut a la hipervolemia,
I’'hemodilucié o I'hiperesplenisme, els quals es desenvolupen arrel de la malaltia

hepatica causada per la TVE (109). Tot i que aix0 pot ser parcialment cert, els nostres
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resultats genomics recolzen la hipotesi que les NMP que debuten amb TVE es troben en
estadis molt inicials, en els quals un petit clon de JAK2 V617F sense adquisicid
successiva d’altres mutacions encara no s’ha pogut desenvolupar prou per causar un
quadre de NMP establerta. Aquesta hipotesi també es recolza en el fet que els pacients
tinguin edats mitjanes substancialment més baixes que la majoria de pacients amb NMP
i en que hi ha molt pocs pacients amb MF establerta amb TVE al debut, una malaltia
més avangada i més complexa a nivell genomic. Recentment, s’ha publicat un treball
que demostra que l'adquisicio de la mutacié de JAK2 pot precedir el desenvolupament
de la NMP en decades (17). Addicionalment, és conegut que els individus amb
hematopoesi clonal tipus CHIP amb la mutacié de JAK2 V617F com a marcador clonal
tenen un risc més elevat de trombosi, tot i tenir un hemograma dins de la normalitat

(60). La informacid aportada per aquests treballs recolza la nostra hipotesi.

En general, el pronostic en les NMP ve determinat pel tipus de NMP, sobretot la MF, en
la qual la mortalitat esta directament relacionada amb la progressié de la malaltia
(100,104,107). El perfil genomic té un paper fonamental en aquesta progressio i en el
pronostic de la malaltia, pero sembla tenir un significat particular en aquells pacients
que debuten amb TVE. Amb l'aplicacié de l'algoritme de Grinfeld, el 87% de les NMP
que debuten amb TVE en el nostre treball entren dins la categoria diagnostica de NMP
amb mutacio de JAK2 en heterozigosi, una categoria associada a baix risc de progressio i
a pronostic favorable (14). Aixi i tot, en la PV/TE que debuten amb una TVE, tot i que el
risc de progressio de la malaltia és baix, aix0 no mostra una correlacio directa amb el
pronostic dels pacients, ja que aquests mostren 3 vegades més risc de mort i una
supervivencia lliure de qualsevol tipus d’esdeveniment més curta, si ho comparem amb
el grup de NMP control i ho ajustem per edat, sexe i risc molecular. En aquest projecte,
es posa de manifest que el pronostic dels pacients que debuten amb TVE ve determinat

fonamentalment per complicacions diferents a la progressié de la malaltia, com sén la
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trombosi venosa, el sagnat major o la malaltia hepatica. Com a resultat d’aquestes
complicacions, aquest grup de pacients presenta una supervivencia menor que el grup

control de NMP, amb edat, sexe i tipus de NMP comparables.

Es conegut que els pacients amb NMP i TVE tenen un risc molt elevat de presentar un
nou fenomen trombotic, tot i el tractament citoreductor i anticoagulant (100,102,103). La
nostra publicacio evidencia que les NMP que debuten amb TVE tenen un risc 8 vegades
superior de presentar un nou fenomen trombotic de qualsevol tipus, tot i no haver-hi
diferencies significatives en la proporcio de pacients amb terapia citoreductora i que la
gran majoria de pacients amb TVE del treball estaven sota tractament anticoagulant. En
aquest punt, cal destacar que en els pacients amb TVE de debut, la classificacid
genomica és una bona eina per identificar aquells casos amb major risc trombotic, ja que
es va veure que els casos classificats en categories d’alt risc molecular (NMP amb
disrupcié de TP53, mutacions de cromatina o splicing o mutacio de JAK2 en homozigosi)
tenien una probabilitat gairebé 6 vegades més alta de desenvolupar un nou fenomen
trombotic comparat amb aquells que debutaven amb TVE dins la categoria de JAK2 en

heterozigosi.

En l'analisi de la cohort global, incloent els casos sense TVE, hem pogut determinar que
la presencia de mutacions DTA és un factor de risc independent pel desenvolupament
de trombosis arterials, tal i com ja s’havia postulat en treballs anteriors portats a terme
en pacients diagnosticats de NMP de qualsevol edat (60,93). Aquesta informacio té
rellevancia, ja que el nostre treball inclou un grup prou ampli de pacients joves amb
NMP, en els quals el desenvolupament de fenomens trombotics arterials no és habitual.
Aix0 posa de manifest la utilitat de la NGS en la prediccié de la trombosi arterial en
pacients que per les estratificacions classiques s’ubicarien en categories de baix risc

trombotic. Finalment, tal i com ja s’havia vist en treballs publicats, el perfil i classificacio

109



genomica ha permes globalment predir amb precisio la progressié i transformacio de la

malaltia (14,106).

La informaci6 exposada en els paragrafs previs reforca la rellevancia de portar a terme
la caracteritzacid genomica en la PV ila TE en situacions especifiques, com és el cas de
pacients joves que, a més, es troben en un context complex, com és el debut amb TVE.
En aquests casos, el perfil genomic pot permetre fer prediccions acurades en relacié a la
trombosi arterial, la re-trombosi i la progressi6 de la malaltia. Es possible que la
informacié genomica relacionada amb la VAF de la mutacid driver i les mutacions
addicionals s’incorpori en les decisions terapeutiques en el futur, sobretot en aquells
casos on el balang entre el risc hemorragic i el trombotic sigui un repte o aquells
pacients en els quals hi hagi un elevat risc de progressi6 de la malaltia. De cara a
investigacions futures, seria d’interes veure quina influencia tenen, a més de la

informacio genomica, les dades citogenetiques en aquest subgrup de pacients.

Pel que fa a la PV o la TE amb TVE durant I'evolucié de la malaltia, hem vist que tenen
unes caracteristiques cliniques molt similars a aquells pacients amb PV/TE sense TVE,
excepte en la prevalenca d’esplenomegalia al diagnostic, que és superior en els casos
amb TVE evolutiva. A nivell genomic, cal destacar que les PV/TE i TVE evolutiva és el
grup amb una complexitat més alta, amb una carrega de JAK2 més elevada i un nombre
més alt de mutacions addicionals, pel que una proporcié major de pacients han estat
categoritzats d’alt risc molecular, cosa que podria explicar, almenys parcialment, per
que aquests pacients han desenvolupat una TVE durant l'evoluciéo de la malaltia.
Aquestes troballes fan palesa la importancia de separar els pacients amb TVE per la
seva cronologia, ja que es tracta de situacions cliniques amb backgrounds genetics
diferenciats. Aquesta situacid pot explicar les diferencies pronostiques amb altres

estudis, en els quals no han fet aquesta separacié cronologica.
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Un treball del grup frances (106) va documentar que un 29% de pacients presentaven alt
risc molecular (JAK2 V617F amb una VAF >50% o mutacions a TP53 o a gens de
cromatina/splicing) en una serie de 80 pacients amb NMP i TVE, i que incloia 5 pacients
amb MFD, 4 pacients amb mutaci6 de CALR i 7 pacients en els quals la TVE era
evolutiva. En la nostra serie, en la qual no hem inclos aquells pacients amb mutacio de
CALR ni amb diagnostic de MFP, el % de pacients amb alt risc molecular és del 13% en
aquells amb TVE al debut de la NMP i del 52% en aquells que van presentar TVE
evolutiva. Tot i que els dos treballs mostren diferencies en el disseny, ambdues
publicacions recolzen el fet que l'avaluacio del risc mitjangant la classificacié molecular
dels casos és tutil per fer prediccions en relacid a la progressio de la malaltia i al risc

trombotic en pacients joves amb PV i TE.

Les principals limitacions del nostre treball son que es tracta d'un disseny retrospectiu,
que falta informacio citogenetica que permet afinar la classificacié genomica en una
gran part dels pacients i que alguns gens (CUXI1, PHF6, GNAS, STAG2) amb

implicacions pronostiques no estaven inclosos en el panell de NGS utilitzat.

Tot i les limitacions esmentades, creiem que el nostre treball aporta informacio rellevant
en quant a pronostic i informaciéo genomica en aquest subgrup de NMP, constituit
majoritariament per pacients joves en una situacié complexa a nivell clinic, en els quals

un abordatge personalitzat sembla clau.

5.2. Classificacio genomica de pacients amb MFP
i MES

La mielofibrosi és una malaltia que s’ha estudiat ampliament, tant a nivell pronostic

com molecular. Aixi i tot, es tracta d'una entitat poc freqiient i heterogenia, pel que hi
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segueixen havent moltes preguntes sense respondre. En aquest sentit, tot i que hi ha
publicacions que engloben un nombre elevat de casos i que inclouen informacio
molecular, els treballs tenen dissenys heterogenis i mostren, en algunes ocasions,
resultats contradictoris. A més, molts treballs engloben la MFP i la MFS dins un mateix
grup, cosa que impedeix dilucidar si es tracta d’entitats que cal que s’estudiin juntes o és
millor separar-les. El que creiem innovador de la nostra publicacid és aquesta separacio
cronologica de la mielofibrosi, amb l'afegit que apliquem la classificacié molecular de
Grinfeld (14), la qual s’ha implementat poc en els estudis que hi ha publicats fins al

moment.

Aquest treball I'hem portat a terme amb un disseny unicentric, que engloba 175 pacients
diagnosticats de mielofibrosi, 81 amb MFP i 92 amb MFS, dels quals 53 es corresponen a
MF post-TE i 41, a MF post-PV. El que hem vist és que la majoria de pacients
diagnosticats de MF, sigui primaria o secundaria, es poden classificar de MF amb
mutacié de cromatina/splicing, representant en la nostra serie el 41% dels casos. Aixo
significa que una proporci6 molt important dels pacients presenten mutacions
addicionals a la driver, que marquen el pronostic de la malaltia. També hem vist que el
segon grup molecular més freqiient és la MF amb mutacié de JAK2 en homozigosi,
representant el 21% dels casos, seguit de les categories MF amb mutacié de JAK2 en
heterozigosi i MF amb mutacié de CALR, que representen el 13% i1'11% dels casos de la
nostra serie. Cal ressaltar que les categories MF amb mutacié de MPL, MF amb una altra
mutacié driver o MF sense mutacié coneguda son categories poc freqiients i que cada
una d’elles representa <5% dels casos. Les proporcions globals que hem trobat de cada
una de les categories és similar a les que es van descriure a l'article que proposa aquesta
classificacio (14), excepte que hem trobat una freqiiencia de MF amb mutaci6 de JAK2

en heterozigosi més baixa.
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En fer l'estudi de les proporcions de cada una de les categories genomiques en funcio6
del tipus de MF, s'observen diferencies importants, cosa que suggereix que la patogenia
i els mecanismes de progressié son diferents segons la cronologia de la malaltia. En
aquest sentit, una de les troballes més il-lustratives del nostre treball és la situaci6 de la
MF post-PV, en la qual la presencia de JAK2 en homozigosi sense altres mutacions d’alt
risc és la base genomica en la majoria dels casos i, en canvi, és poc freqiient en els altres
tipus de MF. També cal destacar la freqiiencia diferenciada de la categoria disrupcié de
TP53/aneuploidia, que és més prevalent en els grups amb MEFS i aixo és rellevant, ja que
tracta d"una categoria amb un risc de progressié a leucemia aguda molt elevat. Tot i que
el nombre de pacients en aquesta categoria genomica és baix, cosa que no permet
treure’n conclusions en ferm, les nostres troballes sén congruents amb els resultats
publicats per altres grups (14,68,69) i son d’especial interes, ja que les mutacions a TP53
estan associades a un pronostic molt advers i no estan incloses a les alteracions
moleculars d’alt risc dels sistemes de puntuacid pronostics utilitzats habitualment
(71,72). De cara a treballs futurs, seria interessant valorar la prevalenca de la disrupcié
de TP53/aneuploidia separant la MFP i la MFS i, a més de dades genomiques, tenir en
compte dades citogenetiques més enlla del cariotipus convencional, no disponible en
una proporcié important de pacients amb MF. Dins d’aquest context, pot ser d’interes
'aplicacié del mapeig optic del genoma (OGM, de l'angles, Optical Genome Mapping), el
qual s’esta comencgant a implementar de manera experimental en altres neoplasies

mieloides (110).

La categoria de MF amb mutacions en gens de la cromatina/splicing troba la seva major
representacio en la MFP (53% dels casos), seguida de la MF post-TE (36% dels casos) i la
MF post-PV (24%). El tret clinic caracteristic dels pacients en aquesta categoria
diagnostica és 'anemia amb dependencia transfusional i, com es detalla a l'estudi, es

tracta d’una categoria d’alt risc, amb una probabilitat de progressi¢ a leucemia aguda i
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una mortalitat elevades. Cal remarcar que aquesta categoria de la classificacio de
Grinfeld inclou les alteracions moleculars ja considerades d’alt risc en models pronostics
de MF basats en la seqiienciacidé per NGS (ASXL1, U2AF1, SRSF2, EZH?, IDH1 i IDH?2)
(71,72,111), juntament amb mutacions a la via de RAS (KRAS, NRAS i CBL). Tant I'estudi
de Grinfeld (14) com un estudi publicat recentment pel grup frances (68) recolzen la
importancia d’incloure les mutacions de la via de RAS en grups genomics d’alt risc.
També cal fer mencidé d'una publicaci6 de Coltro et al. (73), que va evidenciar
alteracions genomiques a la via de RAS en un 13% dels pacients amb MF. En aquest
treball, les mutacions a la via de RAS es van associar a pronostic advers, sobretot en la
MFP, amb una malaltia de caracteristiques cliniques més agressives, baixa resposta a

inhibidors de JAK i menor supervivencia.

Tot i tractar-se d"un gen relacionat amb el splicing, les mutacions a SF3B1 no es troben
incloses dins l'algoritme de Grinfeld. Aixi i tot, hi ha un treball de Loscocco et al. (112),
que reporta aquestes mutacions en 7% de les MFP i 5% de les MEFS, i les associa a un
pronostic desfavorable en la MFS. Per aquest motiu, en vam voler fer una analisi
especifica en el nostre treball, i vam detectar la presencia de mutacions a SF3B1 en 10
pacients (6% dels casos), amb proporcions similars en MFP i MFS. Els pacients amb
aquesta mutaci6 mostraven freqlientment dependencia transfusional i una
supervivencia similar al grup de MF amb mutacions de cromatina/splicing. Cal tenir en
compte que 3 d’aquests 10 casos presentaven altres mutacions en gens de
cromatina/splicing. En aquesta direccio, seria d’interes validar aquestes troballes en nous
treballs per tal de poder comprendre amb més precisio el pronostic independent de la
mutacié de SF3B1 en la MF i valorar incloure-la dins de la categoria de mutacions de

cromatina/splicing.

Diverses investigacions han valorat les diferencies pronostiques en els pacients amb MF

que presenten mutacié de CALR. S’ha documentat que els pacients amb MF amb una
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mutacié de CALR tipus 1 poden tenir un pronostic favorable si es comparen amb
aquells amb mutacié de CALR tipus 2 (113,114). Per una altra banda, una publicacio
recent centrada en la mutaciéo de CALR en la MF, que inclou 121 casos, ha evidenciat
que els pacients amb una VAF de CALR més elevada poden tenir major prevalenca
d’anemia i una supervivencia escurcada, suggerint una malaltia més avancada (115).
Aixi i tot, cal tenir en compte que una proporcié important dels pacients amb una VAF
de CALR elevada presentaven mutacions addicionals a ASXL1, cosa que podria haver
influenciat el pronostic. A la nostra serie, 39 casos presenten com a mutacio driver CALR.
S'observa una VAF de CALR elevada (250%) més freqiientment entre aquells amb
mutacié de CALR tipus 2, sense que aix0 comporti una major prevalenca de mutacions
de cromatina/splicing. Addicionalment, hem trobat que una VAF de CALR elevada es
troba associada a major mortalitat, independentment de la preséncia de mutacions de
cromatina/splicing. Aquestes dades recolzen que la presencia de VAF de CALR >50% pot
tenir rellevancia pronostica i pot explicar el pitjor pronostic evidenciat dels pacients
amb mutacido de CALR tipus 2 (113,114). Tot i aix0, el nombre de pacients a la nostra
serie amb mutacié de CALR és baix i caldrien estudis amb un major nombre de casos

amb MF i mutacié de CALR per arribar a conclusions fermes en aquest sentit.

Es conegut que una major carrega de JAK2 s’associa a una major expressi6 fenotipica de
la malaltia i a pitjor pronostic en les NMP (90,116). Amb la classificacié de Grinfeld, es
defineixen les entitats de NMP amb mutacié6 de JAK2 en homozigosi i NMP amb
mutacié de JAK2 en heterozigosi que, a nivell genomic, hem definit en els nostres
treballs com la presencia de la mutacié de JAK2 amb una VAF >50% o amb una VAF
<50%, respectivament. En tractar-se d'una classificacio jerarquica, tots aquells casos amb
mutacions addicionals que confereixen un pronostic advers (mutaci6é a TP53 o a gens de
cromatina/splicing) cauen en altres categories, pel que el pronostic de la carrega de JAK2

es pot avaluar sense interferencia pronostica de les altres aberracions, si es comparen
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aquestes dues categories. En la nostra publicacio, s’evidencien diferencies rellevants
entre els pacients amb mutacié de JAK2 sense altres mutacions de mal pronostic, en
funci6 de la VAF. Els casos classificats com a MF amb mutacio de JAK2 en homozigosi
mostren un risc de progressio a LMA i una supervivencia molt similar al grup de MF
amb mutacio de cromatina/splicing, pel que sembla que aquests casos s’haurien
considerar també d’alt risc, tot i 'absencia de les mutacions tipicament associades a
pronostic advers. En canvi, la MF amb JAK2 en heterozigosi és un dels grups genomics
amb una supervivencia més llarga i no s’ha documentat cap cas de progressié a LMA

durant el seguiment, suggerint que es tracta d'una categoria de baix risc.

Tot i que el nombre de casos amb MPL com a mutacio driver va ser de 10, el nombre de
pacients classificats a la categoria de MF amb mutacié de MPL va ser finalment de 4, ja
que la resta de pacients presentaven una o més mutacions en els gens de la categoria de
cromatina/splicing. En tractar-se de la mutaci6 driver coneguda menys habitual, gairebé
no hi ha literatura que avalui de manera especifica el pronostic de la mutacié de MPL ni
la prevalenca de mutacions addicionals en la MF amb MPL mutat, pel que pot ser una

direccid en la qual poder enfocar futurs treballs.

Tot i 'amplia literatura publicada, la MF segueix essent una malaltia amb buits de
coneixement importants, sobretot en aquells casos que tenen perfils genomics menys
habituals, com la mutacié de MPL o sense les mutacions driver tipiques de les NMP. Una
de les limitacions més importants del nostre estudi és, precisament, que degut al
nombre relativament baix de pacients que inclou, aquests grups es troben unicament
representats per un nombre petit de casos, cosa que limita treure’n conclusions. Una de
les altres limitacions, i que també afecta a molts dels treballs publicats, és la falta parcial
de dades citogenetiques. La dificultat per obtenir material per fer un -cultiu
convencional en la MF, tant de sang periferica com de moll d'os, fa que no hi hagi

informacio sobre el cariotipus en un percentatge rellevant dels pacients. Tal com ja s’ha
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mencionat previament, la introduccié de noves tecniques citogenetiques, com 1'OGM,
segurament sera fonamental per la millor comprensié de la MF des d’aquest punt de
vista. Per ultim, també cal tenir en compte que la informacioé genomica obtinguda prové
d’un panell de NGS amb un nombre limitat de gens que, si bé inclou els gens més
freqiientment mutats, no inclou alguns gens molt poc freqiients amb implicacié
pronostica, com CUX1 o GNAS, pel que algun dels casos podria haver estat classificat

de manera erronia.

Tot i les limitacions esmentades, el nostre treball és una bona mostra d’'un nombre
significatiu de pacients amb MF i que permet distingir bé les caracteristiques
genomiques diferencials de la MFP i la MFS. Seria d’interes poder fer un estudi més
ampli, mitjangant la col-laboracié de diversos centres per tal de poder clarificar les

qliestions que han quedat sense resoldre en el present treball.

5.3. L'aplicacio de les classificacions genomiques

en les NMP

En els altims 15 anys, la classificacio de les neoplasies mieloides ha canviat radicalment,
sobretot en el camp de la LMA, on les alteracions genomiques han anat agafant cada
cop més pes, fins al punt de ser definitories en la majoria d’entitats, ja que han pogut
demostrar implicacions pronostiques i, cada cop més, implicacions terapeutiques (1,5,6).
Aix0 ha estat gracies a I'esfor¢ cooperatiu de la comunitat cientifica, amb publicacions
que inclouen un gran nombre de pacients, una quantitat molt elevada d’estudis
genomics i amb un treball de bioinformatica innovador i complex (58). Aquesta linia

s’ha anat aplicant progressivament a altres grups de neoplasies mieloides, com és el cas
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de la SMD (59), tot i que amb traduccions més modestes pel que fa a la classificacio de

les entitats que la componen (5,6).

En els cas de les NMP, tot i la revolucio en el seu coneixement que hi va haver de 2005 a
2013 amb el descobriment de les mutacions driver (19,30,31), la definicio del tipus de
NMP actualment depen de manera fonamental del fenotip clinic de la malaltia i de les
troballes morfologiques en la biopsia de moll d’os (5,6). Un dels principals motius pel
qual aix0 és aixi és que es tracta de neoplasies mieloides amb un curs cronic, en les
quals el pacient pot romandre estable durant un llarg periode de temps, sobretot en el
cas de la PV i la TE. En aquestes dues malalties, una proporcié molt important dels
pacients només presenten la mutacio driver com a tnica alteracio genomica al diagnostic
(14,62) i, durant I'evolucid, alguns adquiriran mutacions addicionals, les quals poden
tenir capacitat de modificar el curs natural de la malaltia, incrementant, per exemple, el
risc de transformacié a MF o a LMA. Des d’una altra perspectiva, s’ha vist que algunes
mutacions addicionals a la driver poden adquirir-se de manera molt precog en el curs de
la malaltia i influenciar el fenotipus inicial (62,117). Tot i aquest curs cronic, la
informacié genomica més enlla de les mutacions driver té un valor predictiu, tant a
nivell de progressié de la malaltia com pel que fa al risc trombotic, pel que té un rol
important en escenaris clinics especifics. Aquest pot ser el cas dels pacients joves, que
hauran de conviure molts anys amb la malaltia, o dels pacients en situacions complexes,
com ho sén els que desenvolupen complicacions trombotiques en localitzacions
inhabituals 0 amb un risc trombotic/hemorragic elevat per concomitancia, per exemple,
de trastorns de la coagulacid. En aquests casos, I’avantatge de 1'is d’una classificacio
genomica jerarquica és que permet integrar tota la informacié genomica en un tnic
model, cosa que simplifica la comprensié d'unes dades que no son senzilles

d’interpretar i, per tant, col-labora en facilitar el maneig del pacient.
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Pel que fa a la mielofibrosi, en tractar-se d'una NMP amb un curs més agressiu, en la
qual els pacients mostren una supervivencia clarament retallada, la informacié
genomica passa a tenir un rol primordial, ja que aquesta mostra una elevada capacitat
de prediccié de la progressio de la malaltia i la supervivencia. Tot i que la informacio
genomica ja es troba incorporada en els sistemes de puntuacié pronostics utilitzats a
I’actualitat, hi ha informacié genomica que ha demostrat un impacte pronostic rellevant
que no s’hi troba inclosa, com ho son les mutacions a TP53, les que afecten a la via de
RAS o la carrega al-lelica de JAK2. En aquest sentit, la classificacio genomica dels casos
aporta, de nou, una visié global del cas, que permet interpretar la informacio genetica
d’una manera integrada. Cal destacar que I’any passat es va publicar a Hemasphere un
treball cooperatiu de GEMFIN (Grupo Espaiiol de Enfermedades Mieloproliferativas Cronicas
Filadelfia Negativas) (118), que va proposar un nou sistema de puntuacié pronostic sobre
variables cliniques basat en machine learning — el AIPSS-MEF (Artificial Intelligence
Prognostic Scoring System for Myelofibrosis) — el qual va demostrar una elevada capacitat
predictiva. Recentment, aquest sistema s’ha millorat mitjancant la incorporacié de
dades genomiques (119), incloent alteracions a 20 gens diferents, entre els quals TP53, i
també la VAF de les mutacions. El nostre centre hi ha contribuit amb un nombre
significatiu de casos, provinents del segon treball de la tesi. Aparentment, aquest
sistema que també té en compte les alteracions d’'una manera integral ha mostrat una

capacitat predictiva lleugerament superior al model utilitzat per Grinfeld et al (14).

Per concloure, la classificaci6 molecular és una bona eina per complementar les
categories diagnostiques en les NMP. Tot i que no és una informacié substitutoria del
diagnostic de PV, TE i MF, si que aporta informacié pronostica rellevant, com es va
veure de manera global en I’article de Grinfeld et al. A més, sembla que té una aplicacio
transversal en les NMP, ja que hem vist que té un valor significatiu si s’aplica en

situacions cliniques especifiques, que no sempre es troben ben representades en els
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estudis globals en NMP. En el camp de les NMP, on els estudis tenen dissenys
heterogenis que, de vegades, donen lloc a resultats contradictoris, és important trobar
eines globals, que es puguin ajustar al maxim nombre de pacients i que permetin
disposar de la informacid de manera entenedora i simplificada. Tot i que segueixen
havent-hi qiiestions sense resoldre, com la dificultat d’obtenir informacio citogenetica,
sobretot en la mielofibrosi, o dubtes en el significat d’alteracions molecular concretes,
I"as d"una classificacidé genetica jerarquica permet assolir aquest objectiu, que sembla

rellevant davant la quantitat d’informacio creixent que tenim actualment.
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6. Conclusions
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Les conclusions de la tesi s’enumeren a continuacio:

1. Els pacients amb policitemia vera o trombocitemia essencial i mutacié de JAK2
que debuten amb trombosi venosa esplacnica mostren una complexitat genomica
menor, que implica una carrega de JAK2 més baixa i un menor nombre de
mutacions addicionals, que els pacients de la mateixa edat, amb el mateix
diagnostic i la mateixa mutacié driver que no debuten amb trombosi venosa

esplacnica.

2. Els pacients amb policitémia vera o trombocitemia essencial i mutacié de JAK2
que presenten una trombosi venosa esplacnica durant l'evolucié de la malaltia
mostren unes caracteristiques cliniques i genomiques diferents d’aquells que
presenten la trombosi esplacnica al diagnostic, amb major complexitat molecular,
que implica una carrega de JAK2 més elevada i un nombre de mutacions

addicionals més alt.

3. Tot i que una complexitat genomica menor s‘associa a millor pronostic en les
neoplasies mieloproliferatives, els pacients amb policitemia vera o trombocitemia
essencial que debuten amb trombosi esplacnica mostren una menor
supervivencia que aquells pacients amb les mateixes caracteristiques
demografiques, el mateix tipus de malaltia i la mateixa mutacié driver i que no

debuten amb trombosi esplacnica.
4. Els pacients amb policitemia vera o trombocitemia essencial que debuten amb

trombosi venosa esplacnica mostren un risc elevat de presentar un nou fenomen

trombotic vends, especialment aquells que mostren caracteristiques d’alt risc
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molecular: una carrega de la mutacié driver 250% o presencia de mutacions

addicionals (TP53 o a gens de cromatina/splicing).

La classificaci6 molecular mitjancant lalgoritme de Grinfeld permet una
identificacié adequada dels pacients joves amb policitemia vera o trombocitemia
essencial que tenen major risc de progressio a mielofibrosi o leucemia aguda, tant

si debuten amb trombosi venosa esplacnica com si no.

La presencia de mutacions a TET2, DNMT3A i ASXL1 addicionals a la mutacio
driver permet la identificaci6 d’aquells pacients joves amb policitemia vera i

trombocitémia essencial amb major risc de desenvolupar una trombosi arterial.

La meitat dels pacients amb mielofibrosi, sigui primaria o secundaria, presenten
mutacions d’alt risc addicionals a la driver, que tenen implicacions en la
supervivencia i el risc de progressio a leucemia aguda, com son les mutacions a

gens relacionats amb la cromatina o splicing o disrupcions a TP53.

El perfil genomic de la mielofibrosi és diferent en funcié de la cronologia del seu
desenvolupament, és a dir, en funcidé de si es tracta de mielofibrosi primaria,
mielofibrosi post-policitemia vera o mielofibrosi post-trombocitemia essencial.
Aquesta troballa afavoreix la hipotesi que es tracta d’entitats biologicament

diferents.

La mielofibrosi secundaria post-policitemia vera es troba enriquida amb casos de
neoplasia mieloproliferativa amb mutacio de JAK2 en homozigosi, cosa que fa

pales que l'increment de la carrega de JAK2 durant I'evolucio de la policitemia
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10.

11.

vera és el segell distintiu per a la seva transformacié a mielofibrosi en una

proporcié important de casos.

En la mielofibrosi, la disrupcié de TP53 o laneuploidia és una categoria
genomica associada a un pronostic molt advers, amb una probabilitat elevada de
desenvolupar una leucemia aguda en un periode curt de temps. Aquesta
categoria es més freqiient en els casos de mielofibrosi secundaria que en els de

mielofibrosi primaria.

La mielofibrosi amb mutacio driver de CALR o MPL presenta de manera habitual
mutacions addicionals a gens de cromatina/splicing, que defineixen la seva
categoria genomica i marquen el pronostic de la malaltia. En aquest sentit, les
categories de neoplasia mieloproliferativa amb mutacié de CALR o MPL mostren

una representacio baixa en tots els tipus de mielofibrosi.
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