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Mutacién JAK2V617F

La biologia molecular de las Neoplasias Mielopro-
liferativas Cronicas Phi-negativas (NMP) permane-
ci6 desconocida hasta el ano 2005, en que el des-
cubrimiento de la mutacion JAK2V617F marcé un
hito en el esclarecimiento de los mecanismos mole-
culares subyacentes a estas patologias”. Esta muta-
cion, localizada en el exon 14 del gen JAK2, induce
la activacion constitutiva del JAK2 y de las vias de
sefializacion intracelular que se encuentran rio aba-
jo del mismo, incluidas moléculas de las familias
STAT y las cascadas MAPK/ERK y PI3K/AKT. El
JAK2V617F constituye la alteracion molecular mas
frecuente en NMP, detectandose en mas de 95% de
los pacientes con Policitemia Vera (PV) y alrededor
de 50-60% de aquellos con Trombocitemia Esencial
(TE) y Mielofibrosis Primaria (MFP). Este marca-
dor molecular se incluye actualmente entre los cri-
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terios diagnosticos para PV, TE y MFP. Ademas de
su importancia a nivel diagndstico, esta mutacion
tiene implicancias clinicas, particularmente en la
TE. La positividad para JAK2V617F en pacientes
con TE se asocia a cifras superiores de hemoglobi-
na y leucocitos, menor trombocitosis y mayor ries-
go tromboético® Y. En base a esto ultimo, el JAK-
2V617F constituye uno de los parametros incluidos
actualmente en el sistema prondstico internacional
propuesto para estratificar el riesgo trombdtico en
TE (IPSET-trombosis)®. El descubrimiento de la
mutacion JAK2V617F puso de manifiesto el rol cen-
tral de la activacion de las cascadas de sefializacion
gatilladas por JAK2 en la patogenia de las NMP, lo
cual promovio el desarrollo de inhibidores JAK1/2
como terapia dirigida para estas neoplasias.
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Otras mutaciones en la via JAK/STAT

Estudios posteriores al descubrimiento del JAK-
2V617F, identificaron mutaciones en el exon 12
del gen JAK2 en pacientes con PV negativos para
la mutacion JAK2V617F. Estas se detectan en 4%
de las PV y representan 60-80% de las PV JAK-
2V617F-negativas. Esto indica que la posibilidad
de PV en ausencia de mutacion del JAK2 (ya sea
V617F o del ex6n 12) es excepcional. Las muta-
ciones del ex6n 12 tienden a presentarse como eri-
trocitosis aislada aunque su evolucion no difiere de
aquella de pacientes JAK2V617F-positivos®. En
pacientes con TE y MFP negativos para la mutacion
JAK2V617F, se identificaron mutaciones en el exon
10 del receptor de Trombopoyetina MPL, las que
se detectan en 1-4% y 5-11% de pacientes con TE
y MFP, respectivamente®. Con menor frecuencia,
existen otras mutaciones que afectan moléculas in-
hibitorias de la via JAK/STAT, como el CBL o LNK
que, como el caso de las anteriores, llevan a la acti-
vacion de esta via de sefializacion”.

Carga alélica JAK2V617F

Ademads de la presencia o ausencia de la mutacion
JAK2V617F, la carga alélica de la misma, es decir
la proporcion entre el alelo mutado y el total (muta-
do+normal), influye en las manifestaciones clinicas
de la enfermedad. El nivel de JAK2V617F es me-
nor en TE, intermedio en PV y MFP mientras que
los niveles mayores se observan en la MF post-PV.
Estas diferencias en la carga alélica contribuyen a
explicar en parte el hecho de que una sola mutacion
(JAK2V617F) se asocie a distintos fenotipos mie-
loproliferativos. A mayor carga alélica en TE y PV,
mayor es la frecuencia de trombosis y evolucion a
mielofibrosis®. Por el contrario, en MF bajos nive-
les de carga alélica (inferiores al 25%) se asocian a
peor prondstico®. La utilidad de la medicion de la
carga alélica en la estratificacion de los pacientes en
grupos de riesgo y el manejo terapéutico no ha sido
aun definida. La carga alélica puede disminuir e in-
cluso puede haber remisiones moleculares comple-
tas durante el tratamiento con algunas drogas, como
es el caso del interferon alfa'?. El efecto del ruxo-
litinib en la carga es en general modesto, si bien se
ha descripto en estudios recientes que el tratamiento
prolongado puede inducir remisiones moleculares
en un pequefio porcentaje de pacientes con MF, PV
o TE!"12_E] rol de la determinacion de la carga alé-
lica en el monitoreo de la respuesta molecular no es
aun claro.

Participacion de citoquinas proinflamatorias en
la patogenia de las NMP

Recientemente se ha puesto de relevancia la im-
portancia de la produccion exacerbada de diversas
citoquinas proinflamatorias, incluidas entre otras,
TNFa, IL-6 e IL-8, en las manifestaciones clinicas
(fundamentalmente los sintomas sistémicos y la ca-
quexia) y el prondstico de las NMP!?, Estas cito-
quinas son producidas tanto por las células malignas
como por células no malignas, reflejando la contri-
bucion del microambiente tumoral al desarrollo y
progresion de estas neoplasias'¥. Muchas de estas
citoquinas actuan via JAK1. La propiedad que pre-
sentan ciertos inhibidores de JAK2, como el ruxoli-
tinib, de inhibir también JAK1 contribuye a atenuar
esta tormenta de citoquinas, explicando en parte su
efecto terapéutico.

Inhibidores del JAK

El inhibidor de JAK1/2 ruxolitinib se encuentra ac-
tualmente aprobado para el tratamiento de pacientes
con Mielofibrosis (MF) y con PV resistentes o re-
fractarios a la hidroxiurea'* ', El ruxolitinib induce
clara mejoria en las manifestaciones clinicas, redu-
ciendo los sintomas sistémicos y la esplenomegalia
y prolongaria la sobrevida'®. En el caso de la PV,
disminuye el requerimiento de flebotomias. Sin em-
bargo, no obstante el beneficio clinico de esta dro-
ga, como se menciono, las respuestas moleculares
suelen ser modestas en la mayoria de los pacientes.
Una de las explicaciones propuestas, consiste en el
denominado fenémeno de persistencia. En estudios
en modelos experimentales, se ha observado que
durante la exposicion prolongada a ruxolitinib las
células escapan al efecto inhibitorio debido a que el
JAK2 es activado en forma cruzada por otras molé-
culas de la familia JAK (JAK1, TYK2)!"". Los in-
hibidores disponibles hasta el momento, incluido el
ruxolitinib, son de tipo I, los cuales inhiben el JAK2
en su conformacion activa. Recientemente se ha de-
sarrollado otro tipo de inhibidores del JAK2 (tipo
ID), los que se unen al JAK2 en su conformacion in-
activa. Estos han demostrado en estudios in vitro y
en modelos animales ser mas potentes que los de
tipo I, con mayor actividad relativa frente al JAK2
mutado (V617F) respecto al no mutado y mayor im-
pacto en el clon mieloproliferativo y en la reduccion
de la carga alélica. En estos modelos, los inibido-
res tipo I contrarestan el fenomeno de persistencia
observado in vitro con los tipo I. En presencia de
los mismos no hay activacion cruzada del JAK2 por
otras moléculas de la familia JAK, permitiendo una
inhibicion profunda y sostenida"®. Estudios futuros
determinaran si estos resultados obtenidos en mo-
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delos preclinicos pueden extrapolarse a la clinica
y si estos nuevos inhibidores brindaran beneficios
adicionales.

Mutaciones en el gen de la calreticulina (CALR)
No obstante los considerables avances obtenidos
mediante la identificacion de las mutaciones en ge-
nes de la via JAK/STAT, en genes involucrados en
la regulacion epigenética y que intervienen en la
maquinaria de splicing (descripto a continuacion),
la alteracion molecular causal de una considera-
ble proporcion de casos de TE y MFP permanecio
desconocida durante la mayor parte de esta Gltima
década. La identificacion de mutaciones en el gen
CALR a fines del aiio 2013 significo otro gran sal-
to en el esclarecimiento de la biologia molecular
de las NMP% 20, La calreticulina es una proteina
multifuncional involucrada en el control de calidad
de las proteinas del reticulo endoplasmico, asegu-
rando el correcto plegamiento de glicoproteinas, y
en la homeostasis del calcio, entre otras acciones.
Las mutaciones halladas en NMP consisten en de-
leciones o inserciones localizadas en el exén 9 del
gen que generan un corrimiento del marco de lectura
modificando el extremo C-terminal de la proteina.
Si bien existen una variedad de mutaciones, hay 2
que son mas frecuentes y comprenden una delecion
de 50pb (mutacion tipo 1) y la insercion de Spb (tipo
2). Podrian existir diferencias clinicas y prondsticas
entre ambas. Las mutaciones CALR se detectan en
15-25% de pacientes con TE y 20-35% de aquellos
con MFP, no coexisten en general con mutaciones
JAK2 ni MPL. Si se considera solamente los pacien-
tes negativos para estas mutaciones, la frecuencia de
mutaciones en CALR asciende a 50-70% en TE y
65-85% en MFP. En base a la frecuencia de estas
mutaciones, el algoritmo propuesto actualmente
para el diagndstico molecular en TE y MFP comien-
za con el estudio de JAK2V617F, seguido por CALR
y por ultimo, de las mutaciones en el MPL.

El correlato clinico de las mutaciones CALR mues-
tra en TE que los pacientes CALR-positivos tienen
mayor trombocitosis, con menor frecuencia de
compromiso de series eritroide y mieloide y menor
frecuencia de trombosis comparado con los JAK-
2V617F-positivos, mientras que no habria diferen-
cias significativas en la evolucion a mielofibrosis,
en la transformacion leucémica ni en la sobrevida®":
2. Por otro lado, los pacientes con MF CALR-posi-
tivos se encuentran en general en un grupo de riesgo
(DIPSS-plus) mas bajo y la positividad para estas
mutaciones se asocia a menor frecuencia de anemia
y trombocitopenia y mejor sobrevida, mientras que
los pacientes triple-negativos (es decir negativos

NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVOS PHI NEGATIVOS

para JAK2, MPL y CALR) son los que presentan
peor prondstico®. Este impacto positivo en el pro-
nostico podria estar limitado a aquellos portadores
de mutaciones tipo 1 y también es influenciado por
la presencia o no de otras mutaciones. Si bien los
mecanismos que median la transformacion neopla-
sica de las mutaciones en CALR no son claros, se ha
demostrado que, asi como las mutaciones en JA4K2
y MPL, éstas también inducen activacion de la via
JAK/STAT. Este hallazgo pone de manifiesto que la
activacion de la via JAK/STAT constituye un even-
to comun en la patogenia molecular de las NMP,
ain en pacientes que no presentan mutaciones en
JAK2%9, Esta nocion es consistente con el hecho de
los pacientes JAK2-negativos responden a los inhi-
bidores de JAK2.

Mutaciones en genes epigenéticos y en la maqui-
naria de splicing

Las mutaciones en los genes anteriormente descrip-
tos, JAK2, MPL y CALR, constituyen alteraciones
genéticas denominadas “drivers”, es decir que estan
directamente relacionadas al fenotipo mieloprolife-
rativo®. Estas son relativamente especificas de los
NMP Phi-negativas, encontrandose con muy baja
frecuencia en otras neoplasias mieloides. A diferen-
cia de éstas, existe otro grupo de mutaciones, que si
bien no son responsables del fenotipo mieloprolife-
rativo en si, se encuentran involucradas en el proce-
so de transformacion neoplésica y frecuentemente
se asocian con progresion de enfermedad. Este gru-
po de mutaciones incluyen genes que intervienen en
la regulacion epigenética y otros relacionados a la
maquinaria de splicing del ARN. En general, éstas
son mas frecuentes en MF y en la fase de transfor-
macion leucémica que en PV y TE, excepto las mu-
taciones en TET2 que se observan en los tres feno-
tipos mieloproliferativos. Estas mutaciones no son
especificas de las NMP Phi-negativas sino que se
encuentran con igual o mayor frecuencia en sindro-
mes mielodisplasicos y leucemias mieloides agudas.
Las mutaciones epigenéticas comprenden alteracio-
nes en TET2, ASXL1, EZH2, IDH1/2 y DNMT3 @9,
mientras que las relacionadas al splicing incluyen
SRSF2 y SF3B1 ). Estas mutaciones frecuente-
mente coexisten con las mutaciones driver. El orden
de adquisicion de las mutaciones (drivers vs. epige-
néticas) es variable, asi por ejemplo el JAK2V617F
puede preceder la adquisicion de TET?2 o viceversa.
La complejidad de las alteraciones halladas en mu-
chos de los casos sugiere la presencia de inestabili-
dad gendémica?,

La mayoria de las mismas (ASXLI, EZH2, IDHI/2,
SRSF2) se asocian a un peor pronoéstico, incluyen-
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do una sobrevida mas corta y un mayor riesgo de
evolucion leucémica, definiendo un grupo de alto
riesgo molecular, que representa alrededor de un ter-
cio de los pacientes con MF y que presenta impacto
prondstico adverso independiente de la categoria
DIPSS-plus®. Asimismo, el nimero de mutaciones
de mal pronoéstico también influye en la evolucion,
siendo peor la presencia de 2 0 mas respecto a una
sola mutacion. Si bien hasta el presente, no existen
recomendaciones claras respecto a la influencia del
perfil mutacional en la conducta terapéutica, es posi-
ble que el mismo constituya un factor determinante
de la misma en el futuro.

Conclusion

En esta tltima década, el espectro de mutaciones
que caracteriza a las NMP se ha ampliado sustan-
cialmente desde el descubrimiento de la mutacion
JAK2V617F. El panorama actual es mucho mas
complejo de lo previsto, sobretodo en MF, siendo
heterogéneo entre distintos pacientes. Actualmente,
mediante técnicas de nueva generacion, es posible
detectar alteraciones moleculares en el 90% de los
pacientes con NMP, incluyendo algunas en genes
poco conocidos®. En muchos de estos pacientes,
especialmente en aquellos con enfermedad avanza-
da, existe mas de una mutacion y el perfil mutacio-
nal tiene implicancias prondsticas.

El descubrimiento de la mutacion JAK2V617F se ha
traducido en avances terapetticos concretos, refle-
jado por la disponibilidad actual de los inhibidores
de JAK2. Desde el punto de vista terapéutico, atn
queda un camino por recorrer. Es de esperar que los
conocimientos adquiridos a partir del 2005 y el estu-
dio de la interrelacion entre las distintas alteraciones
moleculares estimulen nuevos desarrollos terapéu-
ticos, probablemente basado en combinaciones de
drogas, y que esto redunde en mayores beneficios
para los pacientes.
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