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Introducere

Tema proiectului de cercetare stiintifica care a stat la baza acestei teze de doctorat se
referd la neoplasmele mieloproliferative (NMP) fara cromozom Philadelphia sau BCR-
ABLI negative — o categorie de afectiuni clonale ale celulei stem hematopoietice (CSH),
caracterizate printr-o productie excesiva de celule sangvine mieloide diferentiate terminal,
ce 1si pastreaza integritatea functionala [1].

Clasic, NMP sunt divizate in trei entitati clinico-patologice: policitemia vera (PV),
trombocitemia esentialdi (TE) si mielofibroza primari (MFP). In timp ce TE se
caracterizeaza prin trombocitoza, PV are ca element definitoriu cresterea masei eritrocitare
insotitd adesea de proliferarea liniilor granulocitara si megakariocitara [2]. La randul sau,
MFP este o afectiune mult mai heterogend, fiind caracterizatd prin mieloproliferare
clonald, expresie anormala de citokine, fibroza a maduvei osoase, anemie, splenomegalie,
hematopoieza extramedulard, simptome constitutionale si o duratd de supravietuire mai
micd comparativ cu TE si PV. Pe de alta parte, in cursul evolutiei naturale a bolii, PV si TE
se pot transforma in mielofibroza (MF) secundara [2, 3]. In plus, definirea unor entititi
precum MFP in stadiu ,,prefibrotic” (pre-MFP) si PV ,;mascata” (PV-m) indica faptul ca, in
practicd, delimitarea celor trei afectiuni poate fi uneori dificila [3, 4].

NMP prezinta o serie de particularitati, unele dintre acestea fiind incd in curs de
caracterizare, constituind o temd interesantd pentru directii noi de cercetare. Astfel, desi
sunt boli cu evolutie cronica, adesea indolentd, NMP prezintd un risc crescut de complicatii
trombotice, mai rar hemoragice, de progresie catre MF, precum si de transformare in
leucemie acutd mieloidd secundara (LAMs), in majoritatea cazurilor rezistentd la
chimioterapie. Cu toate cd s-a inregistrat un progres remarcabil in caracterizarea
mecanismelor moleculare ce intervin in patogenia NMP, agentii terapeutici actuali nu au
potential curativ si nu pot modifica evolutia naturala a bolii. De asemenea, succesiunea
evenimentelor moleculare cu rol direct in progresia NMP catre MF si mecanismul
molecular al LAMs sunt insuficient precizate [5]. Nu in ultimul rand, evolutia bolii la nivel
individual este adesea dificil de anticipat la momentul stabilirii diagnosticului [6].

Din punct de vedere patogenic, NMP sunt caracterizate prin prezenta de mutatii
driver somatice ce afecteaza exoni specifici ai genelor Janus kinazei 2 (JAK?2), receptorului
pentru trombopoietind (MPL/TPOR) si calreticulinei (CALR). Aceste alterari genetice
conduc la activarea constitutiva a semnalizarii JAK/STAT (engl; Janus kinase /signal

transducer and activator of transcription) in prezenta receptorilor citokinici de tip mieloid,
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cu initierea mieloproliferarii clonale si determinarea fenotipului bolii [1]. Desi profilul de
mutatii driver specifice NMP este limitat la genele mentionate, diversitatea fenotipica
intalnita In practica hematologicd indica faptul ca patogenia acestor afectiuni este mult mai
complexd, aldturi de mutatiile driver fiind implicate mutatii somatice aditionale,
predispozitia genetica, inflamatia cronica, precum si alti factori [7]. In special influenta
unor variante ale liniei germinale, cum ar fi cele ale genei JAK2, ce coexista cu mutatiile
driver, asupra fenotipului si riscului de complicatii In NMP, este mai putin studiata.

Desi NMP sunt considerate boli rare ce afecteaza persoanele varstnice, in ultimii ani
s-a constatat o crestere a prevalentei acestora si un debut al bolii la o varsta mai tanara,
aceasta tendinta fiind partial explicatd de disponibilitatea mai mare a testelor moleculare,
ce permit un diagnostic precoce in prezenta unor anomalii izolate ale parametrilor
hematologici.

Pentru un management mai adecvat al pacientilor cu NMP este necesara
imbunatatirea modelelor prognostice actuale prin identificarea si utilizarea unor noi
biomarkeri genomici sau proteomici — anumiti parametri masurabili care sa se coreleze cu
progresia bolii sau cu susceptibilitatea de a raspunde la un anumit tratament. Spre exemplu,
prin includerea profilului de mutatii somatice, evaluarea prognosticd a fiecdrei entitati
nosologice de NMP ar fi imbunatatita considerabil si ar putea fi delimitate noi subgrupuri
de boald cu impact asupra evolutiei clinice [8]. Din perspectiva proteomicii, anumite
citokine circulante sau alte proteine solubile ar putea reprezenta biomarkeri informativi cu
privire la fenotipurile clinice de NMP si durata de supravietuire a pacientilor [9].

Toate aceste date au contribuit la alegerea temei prezentei lucrari si a proiectului de
cercetare stiintificd care s-a desfasurat pe trei directii principale de studiu, prin participarea

activa 1n echipe multidisciplinare din Romania, Belgia si Cehia.

In Partea generali a acestei lucrari s-a urmarit evidentierea unor aspecte relevante
legate de mecanismele patogenice implicate in dezvoltarea NMP, diagnosticul si strategiile
terapeutice actuale, ce au rezultat In urma studierii amdnuntite a publicatiilor aparute in
ultimii ani.

Avand 1n vedere faptul ca NMP isi au originea in compartimentul CSH prin achizitia
de mutatii somatice ce initiaza hematopoieza clonala si fenotipul mieloproliferativ, cu
remodelarea progresivd a nigsei maduvei osoase, Capitolul 1 introduce notiuni
fundamentale legate de originea si proprietdtile CSH, prezintd comparativ modele clasice si

revizuite ale hematopoiezei, descrie rolul citokinelor hematopoietice si al receptorilor
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pentru citokine in semnalizarea celulara si ilustreaza modul in care componentele celulare
si moleculare ale nisei medulare asigura homeostazia hematopoieticd pe tot parcursul
vietii.

CSH constituie o populatie celulara rara ce prezinta atat capacitatea de autoreinnoire,
mentinandu-si astfel numarul, cat si capacitatea de diferentiere in toate liniile celulare
sangvine [10]. CSH se caracterizeaza printr-o mare heterogenitate In ceea ce priveste
gradul de auto-reinnoire, modul de diferentiere, durata de viata si cinetica reconstituirii
populatiei medulare dupd transplant [11]. De asemenea, au fost identificate subseturi
celulare distincte in compartimentul CSH ce contribuie in mod diferit la generarea de
celule sangvine mature [12].

Modelul traditional al hematopoiezei, bazat in principal pe sistemul de definire a
tipului celular cu ajutorul markerilor de suprafatd, presupune existenta unei ierarhii
celulare in varful cdreia sunt plasate CSH din care iau nastere progresiv, asemenea
ramurilor unui arbore, o serie de progenitori multipotenti, oligopotenti si unipotenti ce se
vor diferentia In celule sangvine mature [13, 14]. Desi modelul ierarhic al hematopoiezei
este In continuare utilizat pentru investigarea mecanismelor moleculare ce stau la baza
diferentieriit CSH, devine din ce in ce mai evident ca acesta nu poate sustine complexitatea
etapelor initiale ale hematopiezei, iar informatiile obtinute prin aplicarea noilor tehnologii
in cercetarea fundamentald indicd necesitatea revizuirii radicale a conceptului de structura
stabild, inalt compartimentalizata a sistemului hematopoietic [12, 13]. Aceste revizuiri
survenite in modelul hematopoiezei pot avea implicatii majore asupra diagnosticului,
prognosticului si tratamentului neoplaziilor hematologice, inclusiv a NMP ce 1si au
originea in compartimentul CSH. Avand in vedere fluiditatea starilor celulare ce
caracterizeaza acest compartiment este putin probabil ca aceeasi mutatie somatica
cauzatoare de boala la pacienti diferiti sd se produca in stari celulare identice, contribuind
astfel la varietatea fenotipicd a NMP observata in practica clinica curenta [12].

Citokinele implicate in hematopoiezd pot fi secretate de celulele stromale din
maduva osoasd, limfocite, monocite, precum si de organe non-hematopoietice (rinichi,
ficat) [15]. Prin legarea si activarea unor receptori proprii [16] citokinele hematopoietice
controleazd productia de elemente figurate ale sangelui, atit in conditii bazale cét si ca
raspuns la factori de stres (infectii, sangerari, hipoxie) [17].

Receptorii de tip mieloid (implicati In generarea liniilor mieloide) — receptorul
pentru eritropoietinda (EPOR), receptorul pentru trombopoietind (TPOR) si receptorul

pentru factorul de crestere al coloniilor pentru granulocite (G-CSFR) — fac parte din
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categoria receptorilor citokinici de tip 1 homodimerici, ce nu au activitate kinazica
intrinsecad, fiind asociati cu tirozinkinaze citoplasmatice — membrii ai familiei de Janus
kinaze (JAK) — pentru a asigura propagarea semnalului [18]. Receptorii pentru citokinele
hematopoietice declanseazd in mod caracteristic cascade de semnalizare ce includ atat
calea JAK-STAT cat si cdile fosfatidilinozitol-3-kinazei (engl., phosphatidylinositol-3-
kinase, PI3K) si protein-kinazei activate de mitogeni (engl., mitogen-activated protein
kinase, MAPK) ce sunt dependente, de asemenea, de activarea kinazelor JAK. Fiziologic,
citokinele hematopoietice induc doar o activare tranzitorie a semnalizarii JAK2-STAT,
intervenind mecanisme care stopeaza semnalizarea [19].

Micromediul din maduva osoasd care asigurd starea de echilibru intre latenta,
proliferare si diferentiere a CSH a fost denumit nisd a CSH [20]. Nisa CSH a fost
delimitatd in 2 compartimente, nisa endosteald (osteoblasticd) si nisa vasculard. Conform
unor studii anterioare, nisa vasculard a fost asociatd doar cu sustinerea proliferarii si
diferentierii CSH, dar recent a fost evidentiat si rolul acesteia in mentinerea CSH [21].
Tipurile de celule asociate cu nisa CSH includ atat celule non-hematopoietice apartinand
stromei medulare - celule mezenchimale, endoteliale si neurale - cat si celule
hematopoietice cum ar fi megakariocitele, monocitele si macrofagele. Factorii de crestere
cu rol direct in mentinerea CSH la nivelul niselor in conditii bazale sunt: factorul celulelor
stem (SCF), ligandul 12 al chemokinei cu motiv CXC (CXCL12) si trombopoietina (TPO)
[22]. Alterarile produse la nivelul nisei medulare ca urmare a productiei anormale de
citokine au fost asociate cu progresia bolii in NMP, fiind reprezentate de: reducerea
numarului de fibre nervoase simpatice, angiogeneza, afectarea capacitatii de diferentiere a
a celulelor mezenchimale cu expansiunea osteoblastelor si fibroza reticulinica [23].

Capitolul 2 al tezei are ca temd centrald prezentarea factorilor dobanditi si
constitutionali cu rol determinant in patogeneza NMP: tipul mutatiei driver fenotipice si
incarcarea alelei mutante, heterogenitatea CSH ce achizitioneazd mutatia driver, prezenta
unor mutatii somatice aditionale, arhitectura clonald si ordinea achizitiei mutatiilor,
predispozitia familiala si variante ale liniei germinale, interactiunea clonei neoplazice cu
micromediul medular si inflamatia cronica [7, 24].

Profilul mutational al NMP este in mare parte elucidat, fiind identificate mutatii
somatice la nivelul unor exoni specifici ai genelor JAK2, MPL (TPOR) si CALR, ce sunt
responsabile de initierea mieloproliferdrii clonale si de dezvoltarea unui fenotip NMP.
Aceste mutatii asociate cu NMP, denumite mutatii driver fenotipice sau mutatii ,, NMP-

driver”, activeaza direct sau indirect semnalizarea JAK2/STAT prin receptorii pentru
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citokine de tip mieloid [4, 25, 26] si sunt capabile sd induca un fenotip mieloproliferativ pe
diferite modele murine [1, 8].

Principala mutatie asociatd cu NMP este mutatia activatoare JAK2 V617F, localizata
in exonul 14, care este Intalnitd in toate cele 3 fenotipuri de boald (>95% din PV si 50 -
60% din TE si MFP). La nivelul exonului 12 genei JAK2 sunt descrise anumite
deletii/insertii mici In exonul 12, ce sunt asociate cu majoritatea cazurilor de PV JAK2
V617F negative. Mutatiile iIn gena MPL/TPOR sunt tot mutatii de tip activator ce sunt
intalnite exclusiv in TE (2-3% din cazuri) si MFP (3-5% din cazuri). Mutatiile CALR,
localizate la nivelul ultimului exon al genei, sunt responsabile de cele mai multe cazuri de
TE si MFP negative pentru mutatiile JAK2 si MPL. Acestea conferd o functie neomorfica
proteinei CALR mutante ce are ca rezultat activarea receptorului MPL [1, 8, 24]. in
aproximativ 5-10% din cazurile MFP si pana la 20% din cazurile de TE nu este identificata
niciuna din mutatiile driver fenotipice mentionate, aceste NMP fiind denumite ,,triplu-
negative” (NMP-TN) [8, 27]. Prin aplicarea unor metode bazate pe tehnologii noi, ca
secventierea de ultimd generatie (engl. next-generation sequencing, NGS) tintitd sau
secventierea intregului exom (engl. whole-exome sequencing, WES), s-a aratat ca NMP-
TN prezintd un profil molecular complex care include atat mutatit MPL/TPOR si JAK2
non-canonice (localizate in afara exonului 10, respectiv a exonilor 12 si 14, ce nu sunt
detectate la testarea moleculard conventionald), mutatii JAK2 si MPL canonice cu incarcare
alelicd foarte scdzutd in granulocite sau prezente numai la nivelul ARN-ului izolat din
trombocite, precum si mutatii care nu sunt specifice NMP, fiind intdlnite si in alte neoplazii
mieloide [28-30]. Pe langa faptul ca NMP-TN nu reprezinta o entitate omogena, s-a aratat
ca unele cazuri sunt asociate cu hematopoieza policlonald, sugerand faptul cd acestea
reprezintd mai degraba afectiuni benigne ale trombocitelor, ca trombocitoza ereditara,
decat NMP veritabile [1, 8]. Prin urmare, evaluarea diagnostica a NMP-TN este dificild in
practica hematologicd curentd, astfel ca se impune definirea si implementarea unor noi
strategii de diagnostic molecular pentru a pune in evidentd anomaliile asociate cu fenotipul
bolii, ce nu sunt evidente la ,,prima vedere” [31].

La pacientii cu NMP, alaturi de mutatiile driver fenotipice au fost identificate mutatii
somatice inactivatoare sau neomorfice care nu actioneazd in principal asupra
mieloproliferarii, dar care pot accentua sau modifica efectele mutatiilor driver fenotipice.
Aceste mutatii, denumite mutatii ,,non-NMP driver” sau mutatii cu rol In modificarea

evolutiei bolii, se produc in principal in gene implicate in controlul epigenetic si nu sunt



specifice NMP, fiind intalnite si in alte neoplazii mieloide: LAM si sindromul
mielodisplazic (SMD) [8, 25].

Desi majoritatea cazurilor de NMP se produc sporadic, studiile epidemiologice au
aratat cd aproximativ 7-8% din pacientii afectati apartin unor familii in care au fost
raportate mai multe cazuri de NMP, de obicei cu acelasi fenotip. In plus, rudele de gradul
intai ale pacientilor cu NMP prezinta un risc de 5-7 ori mai mare de a dezvolta boala [32].
Analiza pedigree-ului familiilor cu NMP a indicat o mare heterogenitate a modului de
transmitere a bolii, sugerand ca existd mai multi factori de susceptibilitate apartinand liniei
germinale [33]. Au fost descrise doud categorii de factori ai liniei germinale ce
influenteazd dezvoltarea NMP: pe de o parte, mutatii rare ale liniei germinale (4A7G25,
GSKIP, RBBP6, SH2B3) care explica o parte din cazurile de NMP familiale [32], iar pe de
alta parte, variante genetice comune in populatia generald, cum ar fi haplotipul JAK2 46/1
(GGCC), considerat in prezent factorul de predispozitie cel mai puternic pentru cazurile
sporadice de NMP J4K2 V617F (+) [33]. Variantele liniei germinale, pe langa rolul
predispozant, ar putea exercita o influentd si asupra fenotipului si evolutiei bolii in NMP,
insa datele sunt putin numeroase in acest sens [32].

NMP si in special MFP se asociaza cu un rdspuns inflamator important, asa cum o
demonstreaza existenta nivelurilor plasmatice crescute de citokine inflamatorii la pacientii
cu aceste afectiuni, incidenta crescutd a unor comorbiditati reprezentate de boli autoimune
si mediate de inflamatie, precum si prezenta simptomelor constitutionale ameliorate de
terapiile anti-inflamatorii [1]. Se considerd ca inflamatia cronicd ar putea contribui la
aparitia complicatiilor majore din NMP: tromboembolismul [34], evolutia clonald in NMP
si progresia bolii catre transformare mielofibrotica sau leucemica [35]. Alterarile
micromediului medular, aflate in relatie strdnsa cu inflamatia cronicd, culmineaza cu
dezvoltarea fibrozei medulare, acompaniatd de neoangiogeneza, osteoscleroza, mobilizarea
CSH in sangele periferic si splina, si instalarea hematopoiezei extramedulare [36].

Capitolul 3 al tezei se refera la diagnosticul, evaluarea factorilor de prognostic
(factorii predictivi pentru complicatiile vasculare, factori ce influenteazd progresia cétre
MF secundard, rata de supravietiuire si transformarea leucemica) si strategiile terapeutice
in cele 3 entitati nosologice NMP: TE, PV si MFP. Diagnosticul fiecarui subtip NMP se
bazeaza pe o combinatie de date clinice, morfologice si de geneticd moleculara, utilizand
criteriile revizuite recent (2016) de OMS [37]. Stratificarea corectd a pacientilor cu ajutorul
scorurilor de prognostic permite instituirea unei terapii adaptate in functie de categoria de

risc [5].
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Partea de Contributii personale incepe cu Capitolul 4 in care sunt prezentate
ipoteza de lucru si obiectivele generale.

Caracterizarea recenta a spectrului de mutatii somatice driver in genele JAK2, MPL
si CALR si includerea celor trei markeri moleculari in noile criterit OMS din 2016 a
deschis posibilitatea diagnosticului precoce al NMP BCR-4ABLI negative. Desi cunoasterea
statusului mutatiilor driver ofera informatii cu relevantd prognosticd importanta,
heterogenitatea fenotipicd a NMP si dificultatea anticipdrii modului de evolutie al acestor
afectiuni, mai ales Tn cazul unui diagnostic in stadiile asimptomatice ale bolii, continud sa
reprezinte provocari in practica hematologica actuala. Identificarea unor factori genetici de
predispozitie pentru dezvoltarea NMP, atiat sub forma unor polimorfisme comune in
populatie, cat si de mutatii rare in anumite cazuri familiale de NMP, a evidentiat
contributia acestora la patogenia bolii. Cu toate acestea, impactul unor variante ale liniei
germinale, spre exemplu in gena JAK2, asupra fenotipului si progresiei bolii in NMP sunt
insuficient precizate. Nu 1n ultimul rand, avand in vedere faptul ca examenul histopatologic
al maduvei osoase reprezintd n continuare elementul central in delimitarea unor subtipuri
NMP cu semnificatie prognostica, este necesar sa fie identificati biomarkeri de diagnostic
si prognostic neinvazivi, in produse biologice ca serul sau plasma, pentru obtinerea carora
existd o acceptare mai largd din partea pacientilor.

Avand ca punct de plecare aceste consideratii teoretice si practice, cercetarea

stiintifica din cadrul acestei teze de doctorat si-a propus urmatoarele obiective generale:

1. Studiul corelatiilor markerilor moleculari cu fenotipul si evolutia bolii in
NMP debutate cu trombocitoza.

2. Analiza relevantei clinice si functionale a variantei J4K2 R1063H in NMP cu
mutatie JAK2 V617F.

3. Screening-ul proteomic multianalit pentru identificarea unor posibili
biomarkeri plasmatici cu expresie diferentiata in subtipurile NMP.

Capitolul 5 include o descriere succintd a metodologiei cercetarii. Pentru
indeplinirea celor 3 obiective generale au fost selectate mai multe loturi de subiecti dintr-o
cohortd mare de pacienti cu NMP din Romaénia si Belgia, fiind utilizate tehnici de genetica
moleculard (reactie de polimerizare in lant - PCR, secventiere clasicd Sanger si NGS)

pentru analiza biomarkerilor genomici, tehnici de mutageneza, clonare, transfectie celulara
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si Western blotting pentru studiile functionale in vitro, precum si tehnici de protemicd de
tip multianalit st ELISA pentru studiul de biomarkeri proteomici.

Sursa probelor biologice a fost reprezentatd in principal de biobanca existentd in
Institutul de Virusologie ,,Stefan S Nicolau” (IVN) inca din anul 2006, ce contine probe de
ADN, plasma si celule sanguine provenite de la pacienti cu NMP. Pe masura ce alti
pacienti s-au adresat institutului in vederea testdrii mutatiei JAK2 V617F biobanca a fost
completatd cu probe noi, fiind urmatd o procedurd standard de recoltare a probelor de
sange periferic.

Capitolul 6 contine ipoteza de lucru, metodele utilizate si rezultatele obtinute pentru
primul studiu al proiectului de cercetare care a avut ca obiectiv general analiza impactului
clinic si hematologic al mutatiilor driver majore in cazurile de NMP care au prezentat la
debut 0 anomalie a hemogramei frecvent intanitd in practici: trombocitoza. In acest scop, a
fost selectat un lot de 372 pacienti, cu o mediand a varstei la diagnostic de 55 ani, aflati in
evidenta Clinicilor de Hematologie ale Spitalului Coltea si Institutului Clinic Fundeni,
pacienti avand trombocitozd persistentd si diagnostic confirmat de NMP. Mediana
perioadei de monitorizare a pacientilor din momentul stabilirii diagnosticului a fost de 7
ani. Au fost utilizate probe biologice stocate in biobanca IVN, iar datele clinice la debutul
si pe parcursul evolutiei bolii au fost obtinute prin colaborarea strinsd cu medicii din
clinicile mentionate, fiind formulate urmatoarele obiective specifice:

e Stabilirea profilului de mutatii driver in lotul de pacienti selectat pentru studiu, prin
aplicarea unor tehnici PCR si de secventiere Sanger.

e Analiza impactului exercitat de fiecare mutatie driver asupra caracteristicilor clinice,
parametrilor de laborator, supravietuirii globale si a ratei de aparitie a complicatiilor in
subtipurile NMP (evenimente trombotice majore sau episoade de hemoragie severa,
progresia catre mielofibroza, transformarea in LAMs).

e FEvidentierea rolului detectarii de mutatii somatice aditionale, prin tehnologia de
secventiere NGS, in caracterizarea unor cazuri particulare de NMP.

Rezultatele acestui prim studiu au fost:

1. Aderarea stricta la criteriile OMS 2016 a permis diferentierea a trei fenotipuri de
boald in lotul de 372 pacienti cu NMP si trombocitozd la debut: TE (fenotipul
predominant, 76.8%), PV (9.2%, majoritatea cazurilor fiind PV-m) si MFP (14%,
predominant cazuri de pre-MFP). Intrucat pacientii cu PV au inregistrat o frecventd mai
mare a evenimentelor trombotice majore, atat la debut cat si pe parcursul evolutiei bolii,

comparativ cu cei incadrati in fenotipul TE (17.6 vs 5.2%, P=0.015), iar pacientii cu MFP
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au avut o ratd semnificativ mai mare de transformare in SMD/LAMs (7.7 vs 1.4%,
P=0.022) fatd de cei cu TE, a fost confirmata valoarea prognostica a discrimindrii TE de
celelalte fenotipuri NMP (sectiunea 6.3.1).

2. La pacientii purtdtori de mutatie JAK2 V617F, valorile V617F% nu au permis
diferentierea TE de PV (P=0.235), in schimb au fost semnificativ mai mari in PMF
comparativ cu TE (P=0.003).

3. La pacientii cu TE (n=286) a fost obtinut urmatorul profil al mutatiilor driver:
JAK2 V617F 66.5%, CALR 19.5% (55.3% mutatii CALR de tip 1 sau ,,tip 1-like” si 44.7%
mutatii CALR de tip 2 sau ,tip 2-like”) si MPL WS515L/K 1.8%, cazurile de TE-TN
ocupand o pondere de 12.2% (sectiunea 6.3.3). Profilul obtinut fost asemanator cu cel
raportat in studiile din Europa si SUA, cu exceptia unei frecvente mai scazute a mutatiilor
MPL.

4. In TE, pacientii purtitori de mutatii CALR au prezentat modificari semnificative
ale parametrilor hemogramei comparativ cu cei purtatori de mutatie JAK2 V617F,
respectiv valori mai scdzute ale hemoglobinei si hematocritului (P<0.0001, respectiv
P=0.0004) si un numdr mai mare de trombocite (P=0.0005), modificarile fiind mai
pregnante in cazul tipului 2 de mutatii CALR (sectiunea 6.3.3).

5. Pacientii cu TE CALR (+) nu au prezentat episoade de tromboza arteriald sau
venoasd in perioada de monitorizare a bolii. Valoarea semnificativ scazuta a scorului
fosfatazei alcaline leucocitare (FAL, indicator al activarii granulocitelor) la acesti pacienti,
comparativ cu celelalte subgrupuri moleculare, ar putea fi asociata cu un risc trombotic
redus (sectiunea 6.3.3).

6. Pe de alta parte, frecventa cazurilor de progresie citre MF secundard a fost
semnificativ mai mare in subgrupul TE CALR (+), iar intervalul de timp de la diagnostic la
dezvoltarea complicatiei a fost mai scurt, comparativ cu subgrupul TE J4K2 V617F (+)
(10.7 vs 1.6%, respectiv 7 vs 10 ani - valori mediane, P=0.005). Mutatiile CALR de tip 1
au fost majoritare (83.3%) la acesti pacienti (sectiunea 6.3.3).

7. Subgrupul TE ,triplu negativ’ (TE-TN) a fost caracterizat printr-o varstd la
debutul bolii mult mai tanara, afectarea aproape exclusivd a sexului feminin, o incidenta
mai scazutd a splenomegaliei, a nivelului seric LDH crescut si a tratamentului citoreductiv,
precum si prin absenta cazurilor de transformare mielofibrotici sau leucemici. in schimb,
s-a inregistrat o frecventa crescutd a evenimentelor trombotice la debutul bolii (sectiunea

6.3.3).
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8. Grupul pacientilor cu MFP (n=52) a prezentat urmatoarele frecvente ale mutatiilor
driver: JAK2 V617F 67.3%, CALR 30.8% si MPL WS515L 1.9%. La pacientii cu MFP
CALR (+) tipul 1 de mutatie a fost majoritar (81.2%). Alaturi de o frecventd mai redusa a
mutatiilor MPL in comparatie cu datele din literaturd, nu au fost inregistrate cazuri ,,triplu-
negative”, cunoscute ca fiind asociate cu o varsta mai inaintata la diagnostic, un numar mai
scazut de trombocite, evolutie nefavorabild si reducerea importanta a duratei de
supravietuire. Aceastd constatare este cel mai probabil legata de caracteristicile lotului
studiat, fiind inclusi majoritar pacienti cu MFP avand o varsta mai tanara la debut si aflati
in stadii initiale de boald, manifestand trombocitoza semnificativa (sectiunea 6.3.4).

9. Subgrupul MFP J4K2-mutant a prezentat un numar semnificativ mai mare de
leucocite totale si granulocite neutrofile comparativ cu subgrupul CALR (+)(P=0.049,
respectiv P=0.045)(sectiunea 6.3.4).

10. Progresia bolii de la stadiul prefibrotic la cel fibrotic a fost confirmata prin
examenul BMO la 14.4% din pacientii cu pre-PMF, apartinand exclusiv subgrupului JAK?2
V617F (+) (sectiunea 6.3.4). Cu toate acestea, numarul redus de pacienti cu MFP nu a
permis evidentierea unor diferente semnificative privind prognosticul intre subtipurile
moleculare identificate.

11. Desi frecventa mutatiilor MPL in intreg lotul analizat a fost scazuta (n=6, 1.6%)
datele clinice sugereaza o evolutie nefavorabila: pacientul cu MFP a suferit transformare
leucemicad dupa 3 ani de la diagnostic, iar dintre cei 5 pacienti cu TE, unul a prezentat
progresie catre MF secundara dupa 4 ani de la debut, iar celalalt AVC ischemic la o varsta
tanara. Toti cei 3 pacienti au fost purtitori de mutatie MPL WS515L (sectiunile 6.3.3 si
6.3.4).

12. Secventierea NGS tintitd a permis identificarea unor mutatii somatice
suplimentare la 3 pacienti cu NMP ce au suferit transformare blastica (sectiunea 6.3.5).

Avand in vedere faptul ca NMP sunt afectiuni cu evolutie cronica, iar complicatiile
bolii se pot dezvolta uneori dupa perioade indelungate de timp, este necesard continuarea
acestui studiu pentru a obtine date suplimentare legate de impactul mutatiilor MPL cu
frecventa redusd in lotul studiat si al tipurilor distincte de mutatii CALR, asupra duratei de
supravietuire si dezvoltarii de complicatii, pe un numar mai mare de pacienti cu NMP,
proveniti de la clinici de referintd din Romania. De asemenea, este important sa fie
caracterizate molecular cazurile de NMP-TN, ce pun probleme de stabilire a atitudinii

terapeutice.
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Capitolul 7 include modul in care a fost indeplinit cel de-al doilea obiectiv al
cercetdrii si rezultatele obtinute. Premisa studiului a fost faptul cd existd putine date
referitoare la impactul asupra fenotipului si evolutiei bolii a variantelor JAK2 ce coexista
impreund cu mutatiile driver majore. Varianta missens a liniei germinale JAK2 R1063H a
fost descrisa anterior intr-un caz pediatric de eritrocitoza ereditara [38], precum si la 3 din
93 pacienti cu PV JAK2 V617F (+) [39].

Pentru a verifica ipoteza potrivit careia varianta JAK2 R1063H ar putea avea un
impact clinic si functional la pacientii cu NMP purtadtori ai mutatiei driver JAK2 V617F,
am initiat acest studiu avand urmatoarele obiective specifice:

e Documentarea prezentei simultane a mutatiilor JAK2 V617F si R1063H 1intr-o cohorta
de pacienti cu NMP din Romaénia si Belgia, in cadrul unei colaborari internationale.

e Caracterizarea fenotipica a pacientilor purtatori ai ambelor mutatii.

e Detectarea unor posibile mutatii somatice aditionale la pacientii ce prezintd concomitent
JAK2 V617F si R1063H.

e Identificarea consecintelor functionale ale coexistentei JAK2 V617F si R1063H asupra
semnalizarii JAK?2.

In urma testarii moleculare pentru JAK2 R1063H a 390 pacienti cu NMP JAK2
V617F (+) din Romania si Belgia, ale cdror probe de ADN genomic au fost stocate in
biobancile din IVN si respectiv din Clinica Universitara Saint-Luc, Bruxelles, au fost
identificati 14 pacienti purtatori ai ambelor mutatii JAK2, ce au fost ulterior caracterizati
din punct de vedere fenotipic. Pentru a evalua impactul coexistentei mutatiilor V617F si
R1063H, aflate in configuratie cis sau trans, asupra semnalizarii JAK2, au fost initiate
experimente in vitro pe modele celulare, fiind creati prin tehnica de mutageneza in situ
mutanti hJAK2 (JAK2 V617F, JAK2 R1063H si JAK2 V617F/R1063H) clonati in vectori
retrovirali. Activitatea transcriptionala STATS, atat cea constitutiva cat si cea indusd In
urma stimuldrii cu ciokine, a mutantilor hJAK2 comparativ cu hJAK2 WT, in prezenta
receptorilor citokinici dimerici de tip mieloid (EPOR, TPOR si G-CSFR), a fost masurata
in celulele y2A, deficitare in kinaza JAK2, prin testul raportor luciferazic dual (DLR). De
asemenea, a fost evaluatd si comparatd prezenta formelor fosforilate (activate) ale
proteinelor JAK2, STATS5 si ERK 1/2, induse constitutiv de catre variantele mutante
hJAK2 si hJAK2 WT, co-exprimate impreund cu receptorii citokinici in celulele HEK
293T, prin tehnica de Western blotting. Intr-o alti etapa, a fost testat efectul mutatiei JAK2
E596R, ce suprimad activitatea constitutivd JAK2 V617F, asupra mutantului dublu JAK2
V617F/R1063H. Atat genotiparea JAK2 R1063H la pacientii cu NMP J4K2 V617F (+),
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cat si studiille de semnalizare au fost realizate in laboratorul Prof. Dr. Stefan N
Constantinescu, Ludwig Cancer Institute, Bruxelles. Ulterior, experimentele au fost
continuate in Departamentul de Biologie al Facultatii de Medicina din cadrul Universitatii
Palacky, Olomouc condus de Profesorul Vladimir Divoky, precum si la Institutul de
Geneticd Moleculara al Academiei de Stiinte a Republicii Cehe, din Praga. A fost stabilita
configuratia cis/trans a celor doua mutatii JAK?2 la o parte din pacientii cu NMP dublu-
pozitivi, prin secventierea coloniilor individuale obtinute in urma transformarii bacteriene
a ADNc JAK2 subclonat, provenit de la pacienti. De asemenea, a fost determinata
incarcarea alelicdi R1063H la cei 14 pacienti purtdtori ai ambelor mutatii JAK2, prin
tehnica ddPCR. In plus, prin tehnica NGS a fost evaluati tintit prezenta de mutatii
somatice aditionale In gene implicate In neoplaziile mieloide, la pacientii mentionati mai
sus.

Pentru cel de-al doilea studiu rezultatele obtinute pot fi rezumate astfel:

1. Varianta JAK2 R1063H a fost identificata la 3.6% (14/390) din pacientii cu NMP
JAK2 V617F (+). Deoarece aceastd varianta a fost descrisa ca un polimorfism foarte rar in
populatia generald (frecventa alelica 0.004377 conform bazei de date ExAc - Exome
Aggregation Consortium), frecventa cu care a fost detectatd in NMP poate fi considerata
crescutd (sectiunea 7.3.1).

2. Pacientii dublu pozitivi pentru mutatiile JAK2 au prezentat un numar semnificativ
mai mare de granulocite neutrofile la debutul bolii, comparativ cu pacientii purtitori doar
de mutatie JAK2 V617F (sectiunea 7.3.1).

3. Incarcarea mutationald aditionala detectatd la pacientii dublu-pozitivi prin tehnica
NGS tintita a fost similara cu cea descrisa pentru mutatia JAK2 V617F (sectiunea 7.3.1).

4. Semnalizarea constitutivd indusa de JAK2 V617F a fost amplificata semnificativ
de varianta R1063H 1n cis, In prezenta tuturor celor 3 receptori citokinici de tip mieloid
(EPOR, TPOR, G-CSFR) (sectiunea 7.3.3).

5. Mutatia JAK2 E596R a redus in mod similar activitatea transcriptionald STATS a
mutantilor JAK2 V617F/R1063H si JAK2 V617F, ceea ce indicd cd varianta R1063H
amplifica semnalizarea prin acelasi circuit de activare a domeniului kinazic JAK2 ca
V617F (sectiunea 7.3.3).

6. In 8 din cele 14 cazuri de NMP JAK2 V617F/RO163H (+) a fost detectatd prin
ddPCR o frecventa a alelei RO163H in jur de 50%, sugestiva pentru un status heterozigot,
cel mai probabil mostenit. In 3 cazuri valorile R1063H% si V617F% >80% au indicat un

status ,,homozigot-like”, in care o aleld R1063H a fost mostenita si cealaltd dobandita,
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probabil printr-un fenomen de disomie uniparentald (UPD) survenit in cursul evolutiei
clonale a bolii. La restul de 3 pacienti au fost obtinute valori R1063H% intre 20.7% si
31.5%, fiind sugerata posibilitatea ca in aceste cazuri, mutatia sa fie somatica (sectiunea
7.3.2).

7. In cazul unui pacient la care s-a detectat o configuratie cis a mutatiilor, valoarea
R1063H% mai mica decat cea V617F% a sustinut faptul ca mutatia R1063H ar fi fost
dobandita dupa achizitionarea mutatiei V617F (sectiunea 7.3.2).

In concluzie, a fost evidentiati astfel posibilitatea unui nou mecanism oncogenic, in
care o varianta JAK2 de linie germinald sau dobanditd amplifica in cis semnalizarea indusa
de oncoproteina JAK2 V617F, avand ca efect clinic la pacientii dublu purtatori de mutatii
JAK2 o neutrofilie semnificativ mai mare, comparativ cu pacientii care prezintd doar
mutatie JAK2 V617F. Studiul va fi continuat in vederea confirmarii sau infirmarii ipotezei
ca varianta JAK2 R1063H ar putea avea o origine somatica in unele cazuri de NMP.

Capitolul 8 al acestei teze este dedicat studiului proteomic pentru identificarea unor
posibili biomarkeri plasmatici cu expresie diferentiata in subtipurile NMP. Ipoteza de lucru
a fost aceea ca modificarile precoce ale micromediului medular caracteristice diverselor
fenotipuri NMP ar putea fi studiate indirect, neinvaziv, prin analiza profilului plasmatic de
citokine si alte proteine solubile la debutul clinic al bolii. Obiectivele specifice urmarite au
fost:

e Compararea profilului global de citokine al pacientilor cu NMP cu cel al lotului de
control, utilizand o tehnica proteomica multianalit de tip dot-blot pentru screening-ul a 105
proteine in pool-uri de plasma si probe de plasma individuale provenite de la 30 pacienti
cu NMP debutate la o varstd <35 ani, avand diferite fenotipuri de boala (10 TE, 10 PV si
10 pre-MFP) si mutatii driver (20 JAK2 V617F si 10 CALR), precum si de la 10 subiecti
sandtosi de varstd similard cu cea a pacientilor si cu parametrii normali ai
hemoleucogramei.
e [dentificarea unui set de proteine a caror expresie diferda semnificativ intre cele doua
grupuri analizate.
e Selectarea unor molecule care prezinta potentialul de a discrimina intre subtipurile NMP
in vederea testarii prin metoda ELISA cantitativa.

Au fost obtinute urmatoarele rezultate [40]:

1. Screening-ul proteomic multianalit a condus la identificarea unui set de 6 proteine,
cu rol predominant in angiogeneza, ce au prezentat niveluri relative de expresie mai mari

la pacientii cu NMP versus lotul martor (de cel putin 1.5 ,,fold change”): angiopoietina-1,
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Dickkopf-related protein 1 (Dkk-1), factorul de crestere epidermal (EGF), ligandul 11 al
chemokinei cu motiv CXC (CXCL11, I-TAC), factorul de crestere derivat din plachete AA
si AB/BB (PDGF-AA si PDGF-AB/BB) (sectiunea 8.3.2).

2. Proteina Dkk-1, care nu a fost asociata pana in prezent cu NMP, a inregistrat cel
mai ridicat nivel de expresie plasmatica si de asemenea, a prezentat cel mai mare potential
de discriminare intre subtipurile NMP (P=0.0031), fiind selectatd pentru pentru testarea
cantitativa prin metoda ELISA (sectiunea 8.3.3).

3. Rezultatele obtinute la determinarea cantitativa prin tehnica ELISA au sugerat
faptul ca nivelurile plasmatice Dkk-1 ar putea diferentia pe de o parte, TE de pre-MFP,
atat la pacientii cu mutatie JAK2 V617F (P=0.0079) cét si la cei cu mutatii CALR
(P=0.008) si pe alta parte, TE de PV, la pacientii JAK2 V617F (P=0.0451) (+) (sectiunea
8.3.3).

4. Nivelurile plasmatice Dkk-1 nu au fost corelate cu V617F% (coeficientul
Sperman de corelatie a rangurilor r=0.066, P=0.800) sugerand faptul ca acestea nu depind
in mod direct de marimea clonei neoplazice (sectiunea 8.3.4).

Pentru validarea rezultatelor obtinute este necesara studierea unui lot mai mare de
pacienti si, de asemenea, se impune o cercetare mai complexa pentru a identifica tipurile
celulare implicate in productia crescutd de Dkk-1 la pacientii cu NMP.

Capitolul 9 al acestei lucrari reuneste concluziile si contributiile personale rezultate
din experimentele efectuate in cele trei studii. Astfel, In urma cercetérilor efectuate s-a
obtinut o caracterizare clinicd si moleculard cu implicatii prognostice a unui lot
semnificativ numeric de pacienti cu NMP si trombocitozd la debut, s-a evidentiat un
mecanism oncogenic prin care o variantd JAK2 mostenitd sau dobanditd amplifica
semnalizarea constitutivdi indusd de mutatia driver majorda JAK2 V617F si a fost
identificata pentru prima datd proteina Dkk-1 ca un posibil biomarker plasmatic de

diferentiere intre subtipurile NMP.
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