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RARS‐T: Anemia Refractaria con Sideroblastos en anillo y Trombocitosis 

RT‐PCR: Reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa  

SCF: Stem Cell Factor 

SF3B1: Splicing Factor 3B, Subunit 1 

SHE: Síndrome Hipereosinofílico  

SH2B3:  SH2B Adaptor Protein 3 Gene 

SHP‐1: Tyrosine Phosphatase 

SMD: Sindrome Mielodisplásico 

SNP: Polimorfismo de un único nucleótido (Single Nucleotide Polymorphism) 

SnRNA: Small Nuclear RNA 

SnRNP: Small Nuclear Ribonuclearprotein 

SOCS: Suppressor Of Cytokine Signaling 

SRSF2: Splicing Factor Serine/Arginine‐Rich, 2 

STAT:  Signal Transducer and Activator of Transcription  

TE: Trombocitemia Esencial  

TET2: Ten Eleven Translocation 2  

TGF‐B: Factor de Crecimiento Transformante Beta (Transforming Growth Factor Beta) 

TM: Trombomodulina 

TP53: Tumor Protein P53 

TPO: Trombopoyetina 

U2AF1: U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor 

VEGF: Factor de Crecimiento Vascular y Endotelial (Vascular Endothelial Growth Factor) 

XPD: ERCC2, EXCISION REPAIR, COMPLEMENTING DEFECTIVE, IN CHINESE HAMSTER, 2 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. HEMATOPOYESIS 

1.1.1. Células hematopoyéticas 

La hematopoyesis es el proceso de formación, desarrollo y maduración de los distintos 

elementos formes de la sangre a partir de un precursor celular común e indiferenciado 

conocido como célula madre hematopoyética pluripotencial. En el adulto la 

hematopoyesis se desarrolla en la médula ósea donde estas células precursoras hallan 

el lecho y el microambiente adecuado para poder desarrollarse y diferenciarse en células 

maduras.  

Las células más inmaduras o progenitores no se pueden reconocer mediante técnicas 

microscópicas ya que carecen de distintivos morfológicos precisos. La utilización de 

técnicas como los cultivos in vitro, o el marcaje de antígenos de diferenciación mediante 

anticuerpos monoclonales (inmunofenotipo) ha permitido identificar una célula madre 

pluripotente con capacidad de proliferación, diferenciación y autorrenovación conocida 

como célula madre linfomieloide (CFU-LM). 

A partir de la CFU-LM aparecen la célula germinal linfoide (CFU-L) y la célula germinal 

mieloide (CFU-M). La CFU-M estimulada por el microambiente puede dar lugar a otras 

poblaciones celulares comprometidas hacia la diferenciación de una o varias líneas 

mieloides denominadas células formadoras de colonias (CFC) o unidad formadora de 

colonias (CFU) de las que se conocen distintos tipos según hacia qué tipo celular se 

diferencien: BFU-E y CFU-E para la línea eritroide; CFC-GM, CFC-G y CFC-M para la 

línea granulomonocítica; CFC-Eo para los eosinófilos; CFC-Ba para los basófilos; y BFU-

Meg y CFU-Meg para los megacariocitos (Figura 1).  
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Figura 1: Modelo jerárquico del desarrollo hematopoyético (Alberts y col., 2002 1)  

 

 

Mediante análisis inmunofenotípico podemos identificar los distintos progenitores 

mieloides, que forman una pequeña población medular heterogénea caracterizada por 

presentar el antígeno CD34 y débilmente el CD45. La diferenciación de estas células va 

asociada a la pérdida de expresión del CD34 y a la expresión de otros antígenos 

característicos de los distintos estadios de maduración y diferenciación. Existen 

marcadores asociados clásicamente a células hematopoyéticas maduras como por 

ejemplo la glucoforina en eritrocitos, CD14 en monocitos, CD41 en plaquetas, CD19 en 

linfocitos B, CD3 en linfocitos T o CD56 en células NK.  

 

1.1.2. Regulación de la hematopoyesis  

Existen varios mecanismos complejos implicados en la regulación de la hematopoyesis 

como la interacción de las células entre sí, la interacción con su microambiente, con la 

matriz extracelular y con factores de crecimiento entre los cuales se incluyen la 
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eritropoyetina (EPO), la trombopoyetina (TPO), los factores estimuladores de colonias 

(FEC) y las interleucinas (IL). Por otro lado, también existe una serie de factores 

inhibitorios que tienen como función mantener la masa celular hematopoyética por 

inhibición de la fase mitótica celular, previniendo la pérdida de células madre y 

progenitores hematopoyéticos. 

Aunque inicialmente se creía que cada factor de crecimiento tenía una acción específica 

sobre una línea celular concreta, se ha comprobado que la mayoría de ellos actúan 

sinérgicamente en la diferenciación de distintas líneas celulares 2–5. La EPO es la 

principal hormona encargada de la proliferación de los precursores eritroides y su 

diferenciación a eritrocitos. La EPO está codificada por un gen localizado en el 

cromosoma 7 (7q11-22) y se sintetiza principalmente en los riñones y en menor grado en 

el hígado.  

La TPO es un factor de crecimiento codificado por un gen localizado en el cromosoma 3 

(3q26-27) producido principalmente por el hígado pero también por el riñón. Su función 

principal es la regulación de la megacariopoyesis 6. 

Entre los distintos factores estimuladores de colonias se encuentran los factores 

estimuladores de colonias macrofágicas (FEC-M), los estimuladores de colonias 

granulocíticas (FEC-G) y los factores estimuladores de colonias granulomonocíticas 

(FEC-GM). El FEC-M está codificado por un gen localizado en el cromosoma 5 (5q33), lo 

sintetizan distintos tipos celulares y actúa induciendo preferentemente el crecimiento y la 

maduración de los macrófagos. EL FEC-GM está codificado por un gen localizado en el 

cromosoma 5 (5q23-31) y lo producen los linfocitos T, fibroblastos, células endoteliales y 

macrófagos y actúa induciendo, principalmente, el crecimiento de precursores 

granulomonocíticos. Finalmente, el FEC-G está codificado por un gen localizado en el 

cromosoma 17 (17q21-22), lo producen las células endoteliales, fibroblastos, monocitos y 

macrófagos e induce, mayoritariamente, la proliferación y la diferenciación de la línea 

granulocítica. 

Otros de los factores de crecimiento son las interleucinas (IL 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9,11), que 

están producidas por varios tipos celulares y que tienen distintas funciones. Cada IL 

actúa favoreciendo la proliferación y la diferenciación de distintas líneas celulares 

hematopoyéticas junto con otros factores de crecimiento. 
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1.2. NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS FILADELFIA NEGATIVAS 

Las neoplasias mieloproliferativas (NM) son enfermedades clonales de la célula madre 

hematopoyética caracterizadas por la proliferación de células maduras de una o varias 

líneas mieloides (granulocítica, eritroide, megacariocítica o mastocitos) y que comparten 

características clínicas y biológicas como hipercelularidad en médula ósea con 

predominio de una línea específica, esplenomegalia, propensión al desarrollo de 

complicaciones vasculares y riesgo de progresión a mielofibrosis y leucemia aguda. 

Las neoplasias mieloproliferativas incluyen las siguientes entidades: la leucemia mieloide 

crónica (LMC), la policitemia vera (PV), la trombocitemia esencial (TE) y la mielofibrosis 

primaria (MFP), conociéndose como NM clásicas, y la leucemia neutrofílica crónica 

(LNC), la leucemia eosinofílica crónica (LES), la mastocitosis y las neoplasias 

mieloproliferativas inclasificables (Tabla 1). La LMC se asocia al gen de fusión BCR-ABL1 

localizado en el cromosoma Filadelfia (Philadelphia, Ph), que es el resultado de una 

translocación balanceada entre los cromosomas 9 y 22 que se denota como 

t(9;22)(q34;q11.21) 7–9. El resto de NM que no presentan el cromosoma Ph se 

diagnostican en base a sus características clínicas, morfológicas, citogenéticas y 

moleculares.  

 

Tabla 1: Clasificación de las Neoplasias Mieloproliferativas según la clasificación de la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) 2008 

Leucemia Mieloide Crónica, BCR-ABL1 positiva (LMC) 

Policitemia Vera (PV) 

Mielofibrosis Primaria (MFP)  

Trombocitemia Esencial (TE) 

Leucemia Neutrofílica Crónica (LNC) 

Leucemia Eosinofílica Crónica (LES) 

Mastocitosis 

Neoplasias Mieloproliferativas inclasificables 
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1.2.1. Policitemia Vera 

1.2.1.1.  Etiopatogenia 

La policitemia vera es una NM que se caracteriza por una proliferación anormal de la 

célula madre pluripotente que resulta en una hematopoyesis clonal principalmente de la 

línea eritroide pero también de los granulocitos y los megacariocitos.  

En el año 1951 Dameshek describió por primera vez el concepto de síndromes 

mieloproliferativos y sugirió que la PV, la TE, la MFP y la LMC eran entidades muy 

próximas entre sí, en las que había un incremento en la proliferación de células mieloides 

debido, probablemente, a una alteración desconocida que estimulaba dicha proliferación 
10. Años más tarde, en 1974 se describió que los progenitores eritroides de la médula 

ósea de pacientes con PV podían cultivarse in vitro en ausencia de EPO 11, lo cual 

sugería que se trataba de un proceso probablemente neoplásico y que por tanto existía 

un origen clonal de la enfermedad. Este origen clonal se confirmó más tarde mediante 

estudios que analizaban los patrones de expresión de distintas isoformas de polipéptidos 

como la glucosa-6-fosfato (G6PD). En mujeres informativas para este marcador, se 

demostró que todas las células de la clona maligna expresaban la misma isoforma y, por 

tanto, el mismo patrón de inactivación del cromosoma X (PICX), sugiriendo que todas las 

células neoplásicas provenían de una célula hematopoyética común al linaje eritroide y 

granulocítico 12,13. 

A pesar de estos avances en la comprensión de la patogenia de las neoplasias 

mieloproliferativas, las alteraciones genéticas implicadas en la patogenia de la PV no se 

empezaron a conocer hasta que en el estudio de Kralovics y col. se observó que el 33% 

de los pacientes con PV presentaban pérdida de heterocigosidad (LOH) en el brazo corto 

del cromosoma 9, debido a un proceso de recombinación mitótica, y no por deleciones 

intersticiales o terminales, motivo por el cual no se podía detectar mediante citogenética 

convencional 14 (Figura 2). Más tarde, en el año 2005, se descubrió la mutación p.V617F 

del gen JAK2, localizado en el cromosoma 9 y que  se detecta en un 95% de los 

pacientes con PV. 

 



INTRODUCCIÓN 

 

8 

 

Figura 2: Mecanismos mediante los cuales se puede producir la pérdida de 
heterocigosidad (LOH) del cromosoma 9p (Kralovics y col., 2005 15) 

 

 

1.2.1.2.  Características clínicas 

La incidencia de la PV es mayor en personas de edad avanzada y oscila entre 0,7-2,6 

casos por cada 100.000 habitantes en Europa y América del Norte. La media de edad en 

el momento del diagnóstico es de 59 años en los varones y de 62 años en las mujeres. 

La distribución entre hombres y mujeres es prácticamente del 1:116. 

Aproximadamente entre un 15-35% de los casos se diagnostican de forma casual tras un 

análisis de rutina. 

Gran parte de las manifestaciones clínicas de la PV son consecuencia directa de la 

proliferación excesiva de las distintas líneas celulares hematopoyéticas que participan en 

el proceso. Los pacientes con PV pueden presentar distintos síntomas como pérdida de 

peso, molestias epigástricas, prurito, astenia, cefaleas, parestesia, eritromelalgia, gota o 

esplenomegalia en un tercio de los casos. Los pacientes también pueden presentar 

metaplasia mieloide que se evidencia con esplenomegalia palpable y con hepatomegalia 

en un 35-40% y 20-30%, respectivamente. Las complicaciones trombóticas son las 

principales causas de morbilidad y mortalidad en los pacientes con PV. El estudio del 

Grupo Italiano de la Policitemia vera sobre más de 1.200 pacientes reportó que un 14% 

de los pacientes presentaron trombosis antes del diagnóstico y el 20% como primera 

manifestación de la enfermedad 17. La tasa de trombosis durante el seguimiento fue de 

3,4%/año (la historia de trombosis fue predictiva de un segundo episodio trombótico) y la 

mortalidad global fue de 2,9/100 pacientes y año.  
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Las trombosis arteriales inciden fundamentalmente en la circulación cerebral, coronaria y 

arterial periférica. Por otro lado, las trombosis venosas ocurren con mayor frecuencia en 

las venas profundas de las extremidades inferiores, pudiendo provocar embolismos 

pulmonares, aunque también pueden aparecer en las venas hepáticas, sistema portal o 

venas mesentéricas.  

El principal factor de riesgo asociado a las complicaciones vasculares trombóticas es el 

hematocrito. En 1978 Pearson y cols. describieron la estrecha relación existente entre la 

cifra de hematocrito y la tasa de complicaciones vasculares oclusivas, observando la 

menor tasa de trombosis cuando el hematocrito se situaba por debajo de 45% 18. 

Recientemente, el ensayo clínico aleatorizado Cytoreductive Therapy in Polycythemia 

Vera (CYTO-PV) ha demostrado que mantener un hematocrito por debajo de 45% se 

asocia a una menor incidencia de muerte por causa cardiovascular y de episodios 

trombóticos 19.  

Las dos principales variables clínicas asociadas al riesgo trombótico son la edad de más 

de 60-65 años y una historia previa de trombosis 20. La existencia de una de estas dos 

variables, o de las dos, sitúa al paciente en la categoría de alto riesgo de trombosis y 

justifica el inicio de una citorreducción. 

Las complicaciones hemorrágicas son frecuentes en la PV puesto que el 30-40% de los 

pacientes presentan algún tipo de manifestación hemorrágica durante el curso de la 

enfermedad 21, siendo las hemorragias gastrointestinales las más frecuentes. En el 

estudio italiano, la hemorragia representó el 2,6% de las causas de mortalidad 17. La 

predisposición a padecer una complicación hemorrágica se atribuye a las alteraciones 

cualitativas plaquetarias que se pueden acentuar por la administración de antiagregantes 

y/o antiinflamatorios, así como la cirugía que determina una propensión a la aparición de 

hemorragia cuando la enfermedad no está controlada.  

 

1.2.1.3.  Criterios diagnósticos 

En la práctica clínica, el primer paso en el diagnóstico de una posible PV es la valoración 

de la eritrocitosis, que se debe evaluar de acuerdo a los valores del hematocrito. Los 

valores de referencia del límite alto de normalidad del hematocrito, según Pearson son: 

0,51 L/L y 0,48 L/L para varones y mujeres, respectivamente 22. Un hematocrito 

aumentado se debe confirmar antes de proceder a otras exploraciones complementarias. 



INTRODUCCIÓN 

 

10 

Una vez confirmado el aumento del hematocrito, el siguiente paso es descartar por 

anamnesis la existencia de causas secundarias de eritrocitosis (especialmente de origen 

respiratorio y/o tabaquismo). En caso negativo, la determinación de la mutación 

JAK2V617F es la prueba de mayor coste-efectividad al confirmar o excluir en un 95% de 

casos la etiología mieloproliferativa o secundaria, respectivamente, de la eritrocitosis. Si 

la mutación JAK2V617F es negativa pero el paciente presenta una concentración de 

eritropoyetina baja o existe sospecha clínica de policitemia vera, el siguiente paso sería 

determinar la presencia de mutaciones en el exón 12 de JAK2. Existen pacientes con 

mutación de JAK2V617F que presentan trombocitosis y valores altos de hemoglobina y 

hematocrito sin llegar a los valores de hemoglobina requeridos por la OMS 2008 como 

definitorios de PV. Estos casos que pueden llegar a representar hasta el 45% del total de 

pacientes con PV constituyen un dilema diagnóstico entre PV y TE. En esta situación, la 

determinación de la masa eritrocitaria o citemia utilizando métodos isotópicos (hematíes 

marcados con 51Cr) permite diferenciar entre PV (aumento del más del 25% del valor 

normal calculado para el paciente) de los pacientes con TE (valor < 25% de incremento 

de la citemia) 23. Cabe mencionar, que un varón con un hematocrito superior a 0,60 L/L y 

una mujer con un hematocrito superior a 0,56 L/L siempre tienen una eritrocitosis 

absoluta y por tanto no requieren la determinación de la masa eritrocitaria. 

Actualmente, según los criterios revisados de la OMS 2008, el diagnóstico de la PV 

requiere la integración de características clínicas, parámetros biológicos y la histología 

de la médula ósea. Para cumplir el diagnóstico de PV según los criterios de la OMS 

2008, se requiere que se cumplan los dos criterios mayores y un criterio menor, o bien la 

presencia del primer criterio mayor junto con dos criterios menores (Tabla 2). 
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Tabla 2: Criterios diagnósticos de la Policitemia Vera según la clasificación de la OMS 
2008 

Criterios Mayores: 

1. El paciente debe presentar una de las siguientes características:  

1. Hgb > 18,5 g/dL (hombres) o Hgb > 16,5 g/dL (mujeres)  

2. Hgb > 17 g/dL (hombres) o Hgb > 15 g/dL (mujeres) si se asocia a un incremento 
mantenido de > 2 g/dL por encima del valor basal que no puede atribuirse a la 
corrección de una deficiencia de hierro  

3. Hgb o hematocrito mayor que el percentil 99 para el rango de referencia según la 
edad, sexo o altitud de la residencia  

4. Masa o volumen eritrocitario > 25% de la media normal prevista  

2. Presencia de la mutación JAK2V617F u otra mutación funcionalmente similar como las 
mutaciones en el exón 12 de JAK2 

Criterios Menores: 

1. Panmielosis en médula ósea  

2. Niveles de eritropoyetina (EPO) sérica por debajo del rango de normalidad 

3. Crecimiento endógeno de colonias eritroides (EECs) in vitro 

 

La nueva propuesta de criterios diagnósticos de la PV que está siendo elaborada por la 

OMS modifica los criterios de la clasificación actual de 2008, pues incorpora el 

hematocrito, disminuye las cifras actuales de hemoglobina y propone la inclusión de la 

biopsia medular como criterio mayor 24 (Tabla 3). 

 

Tabla 3: Propuesta de criterios diagnósticos revisados para el diagnóstico de la 
Policitemia Vera según la clasificación de la OMS  

Criterios Mayores: 

1. Hemoglobina > 16,5 g/dL (hombres), > 16g/dL (mujeres) o hematocrito > 49% (hombres) 
o > 48% (mujeres) 

2. Panmielosis en médula ósea con megacariocitos pleomórficos 

3. Mutación en JAK2 

Criterios Menores: 

1. Niveles de eritropoyetina (EPO) sérica por debajo del rango de normalidad 
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El diagnóstico de PV requiere el cumplimiento de los tres criterios mayores o bien de los 

dos primeros criterios mayores y un criterio menor. 

 

1.2.1.4. Evolución 

La evolución de una PV puede transcurrir por una serie de fases o estadios que se 

pueden clasificar en: 

Fase asintomática, que es la fase inicial en la que sólo se detecta una eritrocitosis 

aislada que puede estar asociada o no a trombocitosis y/o leucocitosis y esplenomegalia. 

Fase de eritrocitosis sintomática, que es la que se asocia a un aumento del hematocrito 

seguida por una fase inactiva durante la cual la enfermedad parece estable. 

Fase post-policitémica con metaplasia mieloide, en que se observan citopenias como 

anemia asociadas a una hematopoyesis ineficiente debido a la presencia de fibrosis en 

médula ósea así como a hematopoyesis extramedular. 

Otra posibilidad es que se produzca una transformación a leucemia aguda, 

habitualmente de tipo mieloide (LAM) y con menor frecuencia evolución a mielodisplasia 

(Tabla 4). 
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Tabla 4: Evolución de la Policitemia Vera 

Estadio  Características clínicas 

Fase asintomática  Esplenomegalia 

Eritrocitosis aislada 

Trombocitosis aislada 

Fase sintomática  Eritrocitosis 

Trombocitosis 

Leucocitosis 

Esplenomegalia 

Trombosis 

Hemorragia 

Prurito 

Fase inactiva 
 Reducción de los requerimientos de 

flebotomías o quimioterapia 

Fase de agotamiento: 

Mielofibrosis post-policitémica 

 

 

 

 

Leucemia aguda mieloide 

 Anemia 

Síndrome leucoeritroblástico  

Trombocitopenia o trombocitosis 

Incremento de la esplenomegalia 

Sistemas sistémicos (fiebre, adelgazamiento) 

  

La transformación a mielofibrosis puede ser una complicación de la PV que ocurre en un 

16% de los pacientes a los 10 años y en el 34% de los casos a los 15 años, 

independientemente de la edad, sexo, tamaño del bazo, leucocitosis, trombocitosis o 

tratamiento citorreductor 25. 

 

El International Working Group for Myelofibrosis Research and Treatment (IWG-MRT) 

propone los siguientes criterios para el diagnóstico de la MF post-policitémica (MF post-

PV) 26 (Tabla 5). 
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Tabla 5: Criterios diagnósticos para la Mielofibrosis post-Policitémica según el IWG-MRT 

Criterios requeridos 

1. Documentación de un diagnóstico previo de Policitemia Vera definido según los criterios 

de la OMS 27  

2. Fibrosis medular grado 2-3 (en escala 0-3) 28 o grado 3-4 (en escala 0-4) a 29 

Criterios adicionales (se requieren dos criterios) 

1. Anemiab o pérdida mantenida del requerimiento de flebotomías (en ausencia de terapia 

citorreductora) o de tratamiento citorreductor de la eritrocitosis 

2. Síndrome leucoeritroblástico en sangre periférica 

3. Aumento de esplenomegalia de > 5 cm (distancia de la punta del bazo a partir del 

margen costal izquierdo) o aparición de esplenomegalia palpable 

4. Desarrollo de > 1 de tres síntomas constitucionales: > 10% de pérdida de peso en 6 

meses, sudores nocturnos o fiebre inexplicable (> 37,5ºC) 

aGrado 2-3 según la clasificación europea 28: difuso, con frecuencia trama de reticulina densa con o sin fibrosis colágena 
(en caso de existir fibrosis colágena ésta es positiva en la tinción de tricrómico) .Grado 3-4 según la clasificación estándar 
29 aumento difuso y denso de la trama de reticulina densa con fibrosis colágena focal y/o osteoesclerosis focal o con 
incrementos significativos de fibrosis colágena frecuentemente asociados a osteoesclerosis significativa 

b Por debajo del rango de referencia apropiado a la edad, sexo y altura  

 

1.2.1.5.  Pronóstico  

Se estima que la mediana de supervivencia en pacientes con PV sin tratamiento es de 

18 meses mientras que la supervivencia de los pacientes tratados es de una mediana de 

14 años 16.  Los pacientes con menos de 50 años tienen una mediana de supervivencia 

superior a 23 años. El estudio ECLAP sobre 1.638 pacientes con PV indicó que las 

causas de mortalidad son: 41% trombosis, 13% transformación hematológica, 4% 

sangrado, 20% otras neoplasias y 22% otras causas 30. En el grupo de pacientes 

menores de 50 años, el riesgo acumulado de transformación a leucemia aguda y de 

mielofibrosis a los 20 años es del 15% y 10%, respectivamente 31. 
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1.2.1.6.  Tratamiento 

Flebotomías. Constituyen el tratamiento esencial de la PV. Su objetivo es reducir de 

forma rápida el riesgo trombótico causado por el aumento de la masa eritrocitaria. El 

hematocrito diana que se debe conseguir en las flebotomías debe ser inferior a 45% 19. 

	

Antiagregantes. El estudio europeo ECLAP demostró la importancia de la administración 

de dosis bajas de ácido acetilsalicílico (AAS, 100mg/dia) como profilaxis primaria 

antitrombótica que reduce la mortalidad por eventos cardiovasculares y la tasa de 

complicaciones trombóticas graves sin incremento significativo del riesgo de sangrado 

grave 30. La administración de AAS y el control estricto de los factores de riesgo 

cardiovascular, constituyen dos aspectos fundamentales en todos los pacientes con PV 

independientemente de la categoría de riesgo de trombosis a la que pertenezcan. 

Quimioterapia. Los principales agentes mielodepresores utilizados en el tratamiento de la 

PV son el fósforo radioactivo (32P), el busulfán (BU), el pipobromán y la hidroxiurea (HU).  

El 32P demostró ser un agente eficaz en el control de la PV. Actúa por incorporación del 

ortofosfato de 32P en los ácidos nucleicos de las células con una elevada capacidad de 

proliferación. La principal indicación de este tratamiento es en pacientes seleccionados 

de edad muy avanzada que no pueden seguir un control con la regularidad adecuada. Su 

utilización actual es minoritaria.  

El busulfán es un agente alquilante que puede utilizarse como segunda línea de 

tratamiento citorreductor en aquellos pacientes de edad avanzada que muestran 

resistencia o intolerancia a la hidroxiurea. Es un fármaco muy efectivo, consiguiendo en 

un 80% de pacientes una mielosupresión duradera que puede prolongarse, una vez 

cesado su uso, durante meses o años. Su principal inconveniente radica en el mayor 

riesgo de evolución leucémica al administrarse en pacientes que ya habían recibido 

previamente hidroxiurea 32.  

El pipobromán es un derivado piperacínico que actúa por un mecanismo de tipo 

alquilante, utilizado durante muchos años en el tratamiento de los pacientes con PV pero 

que en la actualidad se ha abandonado al observarse un alto riesgo de transformación 

aguda en una serie clínica de pacientes con un seguimiento muy prolongado 33.  

La hidroxiurea es el agente mielodepresor más utilizado en el tratamiento de la PV y de 

la TE. Se trata de un antimetabolito que interfiere en la síntesis del ácido 

desoxirribonucleico (ADN) por inhibición de la ribonucleótido reductasa. Actualmente, la 
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HU se considera el agente quimioterápico de elección en los casos en los que se 

necesita controlar la panmielosis de la enfermedad.  La European LeukemiaNet 

recomienda la hidroxiurea como primera línea de tratamiento citorreductor en los 

pacientes con PV de alto riesgo de trombosis 34. Un 24% de pacientes tratados con 

hidroxiurea presentan resistencia o intolerancia al fármaco durante la evolución clínica. 

Los pacientes resistentes a hidroxiurea presentan una escasa supervivencia por un 

mayor riesgo de evolución a mielofibrosis y/o leucemia aguda 35. 

Interferón. El interferón (IFN) representa una importante opción de tratamiento en 

pacientes seleccionados con PV. Su mecanismo de acción es múltiple y complejo. Entre 

sus mecanismos está la activación de la función celular del sistema inmune, la inhibición 

de la angiogénesis, la inducción de la expresión de genes pro-apoptóticos y la supresión 

de la proliferación de progenitores hematopoyéticos 36. En la actualidad se utilizan más 

las formas galénicas pegiladas que el interferón recombinante, aunque su indicación en 

PV no está autorizada en Europa. El interferón pegilado consigue un 80% de respuestas 

hematológicas completas y un 18-28% de respuestas moleculares completas 

(desaparición de la carga alélica de JAK2V617F en sangre periférica), algunas de las 

cuales pueden mantenerse incluso después de la suspensión del tratamiento. Su 

principal inconveniente son los efectos secundarios que causan interrupción del 

tratamiento en un 25-45% de los pacientes. La existencia de otras mutaciones aparte de 

JAK2V617F, como mutaciones en TET2, en los pacientes tratados con interferón 

pegilado parece reducir la tasa de obtención de respuestas moleculares cuando se 

compara a la de los pacientes con la mutación JAK2V617F únicamente 37,38.  

Anagrelida. La anagrelida (Ag) está indicada en el control de la trombocitosis extrema en 

un paciente con PV cuyo tratamiento se basa principalmente en flebotomías. 

Antiagregantes. Las dosis habituales de ácido acetilsalicílico (AAS) están 

contraindicadas en pacientes con PV debido a un aumento en la incidencia de problemas 

hemorrágicos. Por el contrario, se ha demostrado que a dosis bajas (75-100 mg) la 

aspirina es efectiva como profilaxis primaria antitrombótica. 

Ruxolitinib. Muy recientemente, el inhibidor antiJAK1/JAK2 ruxolitinib ha sido aprobado 

para el tratamiento de los pacientes con PV que muestran resistencia, respuesta 

inadecuada o intolerancia al tratamiento con hidroxiurea. Comparado con el tratamiento 

convencional, ruxolitinib consigue un mejor control del hematocrito por debajo del 45% y 
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 una mayor reducción del volumen esplénico, así como un buen control de los síntomas 
39. 

 

1.2.2.  Trombocitemia Esencial 

1.2.2.1.  Etiopatogenia 

La TE es una neoplasia mieloproliferativa BCR-ABL1 negativa caracterizada por 

trombocitosis persistente, un riesgo aumentado de trombosis y/o hemorragia y una 

tendencia a la transformación a mielofibrosis y a leucemia aguda. 

Se desconoce la etiología de la TE pero Fialkow y col. demostraron que se trataba de 

una enfermedad clonal originada en una célula hematopoyética pluripotente a través de 

estudios utilizando el locus, ligado al cromosoma X, de la glucosa 6 fosfato 

deshidrogenasa. La presencia de una única isoenzima en plaquetas, granulocitos y 

eritrocitos en los pacientes con TE estableció el origen clonal común de la enfermedad 

en una célula progenitora 40.  

 

1.2.2.2. Características clínicas 

La TE es la NM BCR-ABL1 negativa más frecuente siendo su incidencia de 1,03-2,6 

casos por 100.000 habitantes/año y la media de edad en el momento del diagnóstico es 

de 60 años, existiendo un predominio del sexo femenino (relación mujer/hombre, 1,6:1). 

La TE se caracteriza por un incremento persistente de la cifra de plaquetas (> 450x109/L) 

en sangre periférica, hiperplasia megacariocítica en médula ósea y una tendencia a 

presentar complicaciones trombóticas y/o hemorrágicas.  

Las principales causas de morbilidad y mortalidad en la TE son los episodios trombóticos 

y/o hemorrágicos que con frecuencia aparecen durante el curso clínico de la 

enfermedad. Las complicaciones hemostáticas son principalmente de tres tipos: 

trombóticas, hemorrágicas y oclusivas microvasculares por alteración de la 

microcirculación. La incidencia de complicaciones trombóticas es variable según las 

series clínicas y oscila con una frecuencia del 7-29% en la presentación clínica y del 5-

30% durante el seguimiento.  
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Los factores clínicos asociados con un mayor riesgo trombótico son la edad superior a 60 

años y la historia de trombosis previa al diagnóstico o en el momento del mismo  41,42. 

Las complicaciones trombóticas arteriales son más frecuentes que las venosas e 

incluyen el infarto cerebral, el accidente isquémico transitorio, oclusiones arteriales de la 

retina, infarto agudo de miocardio, angina inestable e isquemia periférica aguda. Las 

complicaciones trombóticas venosas incluyen la trombosis venosa profunda, el 

embolismo pulmonar, la trombosis esplácnica (síndrome de Budd-Chiari y trombosis 

venosa portal) y la trombosis de los senos venosos cerebrales. 

La patogenia de la trombosis es compleja y comprende los factores relacionados con el 

paciente, como la edad, la historia de trombosis y los factores de riesgo cardiovascular y 

los factores asociados a la enfermedad como la trombocitosis, la leucocitosis, el estado 

mutacional y el denominado estado protrombótico. Respecto a este último, entre otros 

mecanismos, se ha involucrado la activación de los granulocitos neutrófilos con 

liberación de enzimas proteolíticas, expresión aumentada de CD11b, la activación de las 

plaquetas con expresión de P-selectina y factor tisular y la liberación de micropartículas 

después de la interacción celular de los neutrófilos con las plaquetas y las células 

endoteliales. Asi mismo, el estado de hipercoagulabilidad se manifiesta por aumento de 

las concentraciones de marcadores plasmáticos de activación del sistema hemostático y 

de activación del endotelio vascular. Algunos pacientes JAK2V617F positivos muestran 

disminución de la concentración de proteína S libre que conlleva un fenotipo de 

resistencia adquirida a la proteína C 43. 

Las complicaciones hemorrágicas ocurren en el 3-18% de pacientes al diagnóstico y en 

el 4-14% durante la evolución clínica. El sitio más frecuentemente afectado es el tracto 

digestivo. Otras localizaciones de sangrado incluyen la piel y las mucosas, el tracto 

urinario y los tejidos blandos. 

 

1.2.2.3.  Criterios diagnósticos 

El diagnóstico de TE se basa en los criterios establecidos por la OMS en 2008. Los 

criterios diagnósticos exigen la existencia de una trombocitosis persistente > 450 x 109/L, 

hiperplasia megacariocítica en médula ósea con fibrosis mínima o ausente, la 

demostración de un marcador clonal, la exclusión de otras neoplasias mieloproliferativas 

clásicas u otras neoplasias mieloides con trombocitosis acompañante y la ausencia de 
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causas de trombocitosis secundaria. Para establecer el diagnóstico de TE según los 

criterios de la OMS se deben cumplir los 4 criterios descritos en la Tabla 6. 

Tabla 6: Criterios diagnósticos de la Trombocitemia Esencial según la clasificación de la 
OMS 2008 

 

1. Recuento de plaquetas > 450x109/L persistente a 

2. Presentar en la biopsia de médula ósea, proliferación megacariocítica compuesta por 

elementos grandes y maduros. Ausencia o escasa proliferación eritroide y granulocítica  

3. No cumplir los criterios de la PV b, la MFP c, la LMC BCR-ABL1 positiva d, el SMD e u otra 

neoplasia mieloide, según la OMS  

4. Demostración de la mutación JAK2V617F u otro marcador de clonalidad, o en ausencia 

de la mutación JAK2V617F, descartar evidencia de trombocitosis reactiva f 

a Mantenida durante el proceso diagnóstico 

b Requiere fracaso a la terapia de hierro para aumentar los niveles de hemoglobina y el hematocrito hasta el rango de la 
policitemia vera. No se requiere la medición de la masa eritrocitaria  

c Requiere la ausencia de fibrosis reticulínica, fibrosis colágena, leucoeritroblastosis en sangre periférica o marcada 
hipercelularidad en médula acompañada por morfología megacariocitica típica de la mielofibrosis primaria incluyendo 
megacariocitos de pequeño a gran tamaño con una relación núcleo/citoplasma aberrante, núcleos hipercromáticos y de 
aspecto irregular y agrupaciones densas  

d Requiere la ausencia del gen de fusión BCR-ABL1. 

e Requiere la ausencia de diseritropoyesis y disgranulopoyesis. 

f Las causas de trombocitosis reactiva incluye el déficit de hierro, esplenectomía, cirugía, infección, inflamación, 
enfermedades del tejido conectivo, cáncer metastásico y enfermedades linfoproliferativas. Sin embargo, la presencia de 
una situación asociada a trombocitosis reactiva puede no excluir la posibilidad de TE si se cumplen los tres primeros 
criterios 

 

La nueva propuesta de criterios diagnósticos para la TE que modifican los actuales 

criterios de la clasificación actual de 2008 se muestran en la Tabla 7 24. 
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Tabla 7: Propuesta de criterios diagnósticos revisados para el diagnóstico de la 
Trombocitemia Esencial según la clasificación de la OMS 

Criterios Mayores: 

1. Recuento de plaquetas > 450x109/L 

2. Proliferación megacariocítica con morfología grande y madura. Proliferación trilinaje en 
médula ósea con megacariocitos pleomórficos 

3. No cumplir los criterios de la OMS para el diagnóstico de LMC, PV, MFP, SMD u otra 
neoplasia mieloproliferativa 

4. Presencia de la mutación JAK2, CALR o MPL 

Criterios Menores: 

1. Presencia de un marcador clonal (ej: cariotipo anormal) o ausencia de evidencia de 
trombocitosis reactiva 

 

El diagnóstico de TE comporta el cumplimento de los cuatro criterios mayores o bien los 
tres primeros criterios mayores y el criterio menor. 

 

1.2.2.4.  Evolución 

La historia natural de la TE demuestra que entre un 0,8 y un 9,3% de los pacientes 

pueden evolucionar a mielofibrosis post-trombocitémica (MF post-TE) 44,45 y en un 2-5% 

de pacientes se puede observar la aparición de un fenotipo clínico-biológico indistinguible 

de una PV durante la evolución de la enfermedad. La transformación aguda es 

infrecuente y en series retrospectivas se ha descrito en un 3-5% de los pacientes a los 

10-15 años. La utilización secuencial de más de un agente citorreductor se ha 

relacionado con el aumento del riesgo de transformación. 

Los criterios diagnósticos sugeridos para el diagnóstico de la MF post-TE según el IWG-

MRT 26 se recogen en la Tabla 8. 
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Tabla 8: Criterios diagnósticos para la Mielofibrosis post-Trombocitémica según el IWG-
MRT 

Criterios requeridos 

1. Documentación de un diagnóstico previo de TE definido según los criterios de la OMS 27 

2. Fibrosis medular grado 2-3 (en escala 0-3) 28 o grado 3-4 (en escala 0-4) a 29 

Criterios adicionales (se requieren dos criterios) 

1. Anemia b o un > 2mg mL -1 descenso de los niveles de hemoglobina respecto a la línea 
basal  

2. Características leucoeritroblásticas en sangre periférica 

3. Aumento de esplenomegalia de > 5 cm (distancia de la punta del bazo a partir del 
margen costal izquierdo) o la aparición de nueva esplenomegalia palpable 

4. Aumento de la LDH (por encima del nivel de referencia) 

5. Desarrollo de > 1 de tres síntomas constitucionales: > 10% de pérdida de peso en 6 
meses, sudores nocturnos o fiebre inexplicable (> 37,5ºC) 

LDH: lactato deshidrogenasa 

a Grado 2-3 según la clasificación europea 28:difuso, con frecuencia trama de reticulina densa con o sin fibrosis colágena 
(en caso de existir fibrosis colágena ésta es positiva en la tinción de tricrómico) .Grado 3-4 según la clasificación estándar 
29 aumento difuso y denso de la trama de reticulina densa con fibrosis colágena focal y/o osteoesclerosis focal o con 
incrementos significativos de fibrosis colágena frecuentemente asociados a osteoesclerosis significativa 

b Por debajo del rango de referencia apropiado a la edad, sexo y altura  

 

 

1.2.2.5.  Pronóstico  

Los estudios clínicos retrospectivos sugieren que la esperanza de vida en los pacientes 

con TE no es sustancialmente diferente a la de la población control 46. El estudio de 

Passamonti y col. sobre 435 pacientes indica que la supervivencia a los 15 años es del 

73%, y que una historia de trombosis es el principal factor pronóstico de supervivencia. 

Además, este estudio registra un riesgo acumulado de trombosis, leucemia aguda 

mieloide y mielofibrosis post-trombocitémica a los 15 años del 17%, 2% y 4%, 

respectivamente 47. 
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1.2.2.6. Tratamiento 

El objetivo del tratamiento de la TE es prevenir el riesgo de trombosis y hemorragia sin 

incrementar el riesgo de transformación a mielofibrosis o leucemia aguda. 

Hidroxiurea. La hidroxiurea es el quimioterápico de elección por su facilidad de uso, 

predictibilidad de acción y escasa capacidad mutagénica. Este fármaco demostró ser 

efectivo en la prevención de complicaciones trombóticas en los pacientes de alto riesgo 

cuando se comparó en un ensayo aleatorizado a la rama de los pacientes que no 

recibieron tratamiento citorreductor 48. Por otra parte, el estudio inglés PT-1 que comparó 

,de forma aleatorizada, hidroxiurea más dosis bajas de AAS con anagrelida más dosis 

bajas de AAS, demostró que HU más AAS era superior a anagrelida más AAS respecto a 

la reducción del riesgo de trombosis arterial, sangrado grave y progresión fibrótica 49. El 

estudio ANAHYDRET comparó también, de forma aleatorizada, anagrelida con HU en 

pacientes con TE de alto riesgo diagnosticados de acuerdo con los criterios 

histomorfológicos de la OMS. Los resultados no fueron significativamente diferentes 

respecto a las complicaciones trombóticas y hemorrágicas observadas en cada brazo de 

tratamiento 50. 

Interferón. El IFN ha demostrado ser una posible opción de citorreducción no 

quimioterápica en la TE. A pesar de que es un tratamiento sin efectos mutágenos ni 

leucemógenos, su elevado coste y sus efectos secundarios determinan que un 20-50% 

de pacientes suspendan el tratamiento. Un 5-13% de pacientes con TE tratados con 

formas pegiladas de interferón consiguen una remisión molecular completa. No se 

recomienda en pacientes de edad avanzada y su principal indicación es en mujeres 

embarazadas dada la ausencia de efecto teratógeno y en los pacientes resistentes a 

anagrelida o hidroxiurea.  

Anagrelida. La Ag es un fármaco que pertenece a la familia de las imidazoquinazolinas y 

actúa interfiriendo en la maduración megacariocítica, disminuyendo la ploidía y el tamaño 

celular. Aproximadamente, dos tercios de los pacientes refractarios a la hidroxiurea 

responden a la anagrelida 51. Los principales efectos secundarios son cardiovasculares y 

derivan del efecto vasodilatador periférico e inotrópico positivo, con lo cual su uso está 

contraindicado en pacientes con historia de cardiopatía. En Europa, anagrelida está 

indicada como segunda línea de tratamiento en los pacientes con TE que son resistentes 

o intolerantes a la primera línea de tratamiento citorreductor (generalmente HU) 52. 
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Antiagregantes plaquetarios. La administración de dosis bajas de AAS es práctica común 

en la mayoría de pacientes con TE. En los pacientes de alto riesgo se administra como 

profilaxis antitrombótica secundaria en todos los pacientes que han presentado trombosis 

arterial. En los pacientes de bajo riesgo su administración beneficia a pacientes 

JAK2V617F positivos y/o con factores de riesgo cardiovascular 53. En pacientes con 

historia de hemorragia o trombocitosis >1000-1500 x 109/L se halla contraindicado por la 

posibilidad de aparición de sangrado debido a un von Willebrand adquirido. 
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1.2.3.  Mielofibrosis Primaria 

1.2.3.1.  Etiopatogenia 

La mielofibrosis primaria (MFP) también conocida como mielofibrosis con metaplasia 

mieloide o metaplasia mieloide agnogénica es una neoplasia mieloproliferativa 

caracterizada por la proliferación de megacariocitos displásicos, fibrosis intensa en 

médula ósea, hematopoyesis extramedular y síndrome leucoeritroblástico en sangre 

periférica. La fibrosis es secundaria a la proliferación clonal de una célula madre 

pluripotencial de la hematopoyesis 54. La proliferación fibroblástica de la médula ósea se 

debe a la liberación intramedular del factor de crecimiento derivado de las plaquetas 

(PDGF) producido por los megacariocitos y almacenada en los gránulos alfa de las 

plaquetas 55. Estudios más recientes indican que otras citocinas como el TGF-B que 

regula la síntesis de la matriz extracelular, el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) 

y la calmodulina que actúa como mitógeno para los fibroblastos también podrían tener  

un papel en la aparición de fibrosis 56–58.  

 

1.2.3.2.  Características clínicas 

La MFP presenta una incidencia de 0,5-0,7 casos por 100.000 habitantes y año. La 

mediana de edad al diagnóstico es de 65 años y una tercera parte de los pacientes están 

asintomáticos en el momento del diagnóstico 59. 

En los pacientes con MFP, la sintomatología suele ser de inicio insidioso y reconoce tres 

orígenes fundamentales: la anemia, el estadio de hipermetabolismo y la esplenomegalia 
60. La esplenomegalia se halla presente en el 80% de pacientes y es masiva en el 10% 

de los casos. También puede existir una tendencia al sangrado, en relación con la 

plaquetopenia o la disfución plaquetar, y tampoco son raros el prurito y las 

complicaciones trombóticas, arteriales o venosas, entre las cuales se incluyen las que 

afectan a los vasos del eje esplenoportal.  
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1.2.3.3.  Criterios diagnósticos 

El diagnóstico de MFP se basa en los criterios diagnósticos de la OMS (2008) y se 

requiere la presencia de todos los criterios mayores y al menos de dos de los criterios 

menores (Tabla 9) 

Tabla 9: Criterios diagnósticos de la Mielofibrosis Primaria según la clasificación de la 
OMS 2008 

Criterios mayores  

1. Presencia de proliferación megacariocítica y atípia a, normalmente acompañada por 
fibrosis reticulínica y/o colágena 

 en ausencia de una fibrosis reticulínica significativa, los cambios en los megacariocitos deben ir acompañados 
por un incremento de la celularidad en médula ósea, proliferación granulocítica y, a menudo, disminución de la 
eritropoyesis  

2. No cumplir los criterios de PV b, LMC BCR-ABL1 positiva c, SMD u otra neoplasia 
mieloide, según la OMS 

3. Demostración de la mutación JAK2V617F o de otro marcador de clonalidad (ej. Mutación 
en MPL) 

 en ausencia de marcador de clonalidad, que no haya evidencia de que la fibrosis en médula ósea u otros 
cambios sean secundarios a una infección, un desorden autoinmune u otras situaciones inflamatorias crónicas, 
tricoleucemias u otra neoplasia linfoide, enfermedad metastásica o miopatías tóxicas (crónicas) d 

Criterios menores 

1. Síndrome leucoeritroblástico  

2. Aumento de las concentraciones séricas de la LDH 

3. Anemia  

4. Esplenomegalia palpable  

 

a Megacariocitos de pequeño a gran tamaño con una relación núcleo/citoplasma aberrante, núcleos hipercromáticos y de 

aspecto irregular y agrupaciones densas  

b Requiere el fracaso a la terapia de reposición del hierro para incrementar los niveles de hemoglobina al rango de PV en 
presencia de una disminución de la ferritina en suero. Exclusión de la PV en base a los niveles de hemoglobina y el 
hematocrito. No se requiere la medición de la masa eritrocitaria 

c Requiere la ausencia del gen de fusión BCR-ABL1 

d Requiere la ausencia de diseritropoyesis y disgranulopoyesis 

e Los pacientes con condiciones asociadas con mielofibrosis reactiva no son inmunes a la MFP y el diagnóstico se 
debería considerar en esos casos si se detectan otros criterios 

f El grado de anormalidad puede estar en el límite de la normalidad o puede ser marcado 
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La nueva propuesta de criterios diagnóstico para la MFP que modifican los actuales 

criterios de la clasificación actual de 2008 son los mostrados en la Tabla 10 24. 

 

Tabla 10: Propuesta de criterios diagnósticos revisados para el diagnóstico de la 

Mielofibrosis Primaria según la clasificación de la OMS  

Criterios Mayores: 

1. Proliferación megacariocítica y atipiaa  acompañada por reticulina y/o fibrosis 
colágenob 

2. No cumplir los criterios de la OMS para el diagnóstico de LMC, PV, TE, SMD u otra 
neoplasia mieloproliferativa 

3. Presencia de la mutación JAK2, CALR o MPL 

Criterios Menores: 

1. Presencia de un marcador clonal (ej: cariotipo anormal) o ausencia de evidencia de 
fibrosis reactiva en médula ósea 

2. Presencia de anemia o esplenomegalia palpable 

3. Presencia de leucoeritroblastosisc  o LDH aumentadac 

a Megacariocitos de pequeño a gran tamaño con una relación núcleo/citoplasma aberrante, núcleos hipercromáticos y 
de aspecto irregular y agrupaciones densas  

b En ausencia de fibrosis de reticulina, los cambios en los megacariocitos deben ir acompañados de un incremento de 
la celularidad en médula ósea, proliferación granulocítica y frecuente disminución de eritropoyesis (MF pre-
fibrótica) 

 c El grado de anormalidad se puede limitar o marcar y se deberían utilizar rangos de referencia institucionales para 
los niveles de LDH  

 

 

El diagnóstico de MFP implica el cumplimento de los tres criterios mayores o bien los dos 
primeros criterios mayores y los tres criterios menores. 

 

1.2.3.4. Evolución y pronóstico 

La mediana de supervivencia de los pacientes con MFP es de 6-7 años. En la actualidad 

se utilizan diversos sistemas pronósticos de supervivencia: el IPSS, DIPSS y DIPSS-Plus 
61–63. Aparte de las características clínico-biológicas que constituyen la base de los 

diferentes sistemas pronósticos, recientemente se ha demostrado el significado 

pronóstico favorable de las mutaciones de CALR y adverso de las mutaciones ASXL1, 

EZH2, IDH1/2 y SRSF2 y de los denominados casos triple-negativos 64–66. 
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Las principales causas de fallecimiento son la transformación leucémica, la progresión de 

la enfermedad, infecciones, hemorragia, fenómenos tromboembólicos, insuficiencia 

cardíaca e hipertensión portal 67. 

 

1.2.3.5. Tratamiento  

El tratamiento de los pacientes con MFP está dirigido a los síntomas que presenta el 

paciente y es fundamentalmente paliativo, a excepción de aquellos pacientes de riesgo 

intermedio-2 o alto con donante histocompatible en los que el trasplante alogénico 

constituye la única opción curativa de la enfermedad. El tratamiento de la anemia se 

realiza con eritropoyetina en los pacientes con niveles basales inapropiados y, en caso 

de fracaso a los agentes eritropoyéticos, con danazol. En los pacientes con 

manifestaciones proliferativas la hidroxiurea es el fármaco de elección. Los corticoides 

son útiles para mejorar la anemia en pacientes con alteraciones inmunológicas 

asociadas y la esplenectomía puede considerarse en pacientes muy seleccionados con 

esplenomegalia sintomática o citopenias refractarias a otras terapéuticas. Los 

inmunomoduladores como talidomida o lenalidomida pueden ser útiles en algunos 

pacientes. 

Los inhibidores de JAK2 son muy eficaces para controlar las manifestaciones 

constitucionales de la enfermedad. Su acción es manifiesta tanto en pacientes con 

mutación en JAK2 como en pacientes sin mutaciones en JAK2. Ruxolitinib (anti JAK1 y 

anti JAK2) es el único inhibidor de JAK aprobado para el tratamiento de los pacientes 

con esplenomegalia sintomática y/o síntomas constitucionales. Recientemente, se ha 

descrito un posible aumento de la supervivencia de los pacientes tratados con ruxolitinib, 

aunque este fármaco no revierte la fibrosis y disminuye escasamente la carga alélica de 

JAK2V617F 68. 
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1.3. BIOMARCADORES DE LAS NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATIVAS 

Históricamente, el progreso en el conocimiento de las NM se ha producido por el 

descubrimiento de diversos marcadores biológicos. A continuación, se describen de 

forma cronológica los diferentes biomarcadores asociados a las NM. 

 

1.3.1.  Cultivos de progenitores hematopoyéticos 

Una característica común a la PV, TE y MFP es la independencia o la hipersensibilidad 

de los progenitores hematopoyéticos a numerosas citocinas, como la EPO, que produce 

crecimiento de progenitores in vitro en ausencia de citocinas, en el proceso conocido 

como crecimiento endógeno de colonias eritroides (EEC). Esta hipersensibilidad no se 

restringe únicamente a la EPO sino también a otras citocinas como la interleucina-3 (IL-

3), el stem cell factor (SCF), el insulin-like growth factor-1 (IGF-1), el FEC-GM y la TPO. 

El EEC se observa en casi el 100% de las PV y entre el 30-50% de las TE y MFP 69.  

No se ha observado crecimiento endógeno ni hipersensibilidad a citocinas en 

progenitores hematopoyéticos de individuos sanos o en pacientes con trombocitosis 

reactivas o eritrocitosis secundarias, por lo que la detección de crecimiento endógeno es 

altamente sugestiva de una neoplasia mieloproliferativa 69. 

 

1.3.2. Alteraciones cromosómicas 

Se han descrito distintas alteraciones cromosómicas en pacientes con NM pero ninguna 

de estas alteraciones presenta una asociación específica. Alteraciones citogenéticas 

como la deleción del brazo largo del cromosoma 20 (del(20q)) y del cromosoma 13 

(del(13q)), las trisomías 8 y 9 y la duplicación de segmentos de 1q, son alteraciones que 

se han detectado en el momento del diagnóstico de una NM, sugiriendo que pueden ser 

alteraciones tempranas implicadas en la patogenia de la enfermedad. Alrededor de un 

33-43% de las MFP, un 10-15% de las PV y un 5% de las TE presentan una alteración 

cromosómica en el momento del diagnóstico. Las alteraciones más frecuentes en la PV 

son la trisomía 8 y 9 y la deleción del brazo largo del cromosoma 20 (del(20q)). En la 

MFP, las alteraciones más frecuentes son tanto la deleción del(20q) como la deleción del 

cromosoma 13 (del(13q), las trisomías 8 y 9, y trisomías parciales de 1q. Finalmente, en 

la TE, donde las alteraciones citogenéticas son infrecuentes, las alteraciones que se 
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suelen detectar son las trisomías 8 y 9 y la deleción del(13q) (Tabla 11). Aunque estas 

son las alteraciones más frecuentes en las NM Ph-negativas clásicas, se han descrito 

otras alteraciones que pueden afectar a cualquier otro cromosoma, aunque se detectan 

con menor frecuencia. Varios estudios indican que la presencia de alteraciones 

citogenéticas en el momento del diagnóstico no se asocian a una menor supervivencia o 

mayor riesgo de transformación a leucemia aguda (LA) o a mielofibrosis (MF) 

secundaria. Aun así, estudios citogenéticos durante el curso de la enfermedad pueden 

ser de utilidad ya que las transformaciones leucémicas se caracterizan por una evolución 

clonal en la que se adquieren nuevas alteraciones citogenéticas 70–74.  

Tabla 11: Alteraciones citogenéticas más frecuentes en las NM 

Entidad Alteraciones citogenéticas 

LMC t(9;22)(q34;q11) 

PV +8,+9, del(20q), del(13q),del(1p) 

TE +8,+9, del(13q) 

MFP 

del(13q),del(20q), +8,+9, 

trisomía parcial 1q, -7/7q-, 5q- 

LNC +8,+9, del(20q) 

LES/SHE +8, i(17q) 

NM inclasificables +8,+9, del(20q) 

 

1.3.3. Estudios de clonalidad mieloide 

Como se ha mencionado, las NM son enfermedades clonales que afectan a una célula 

madre hematopoyética multipotente. Los primeros estudios que sugirieron este concepto 

estaban basados en el análisis del patrón de inactivación de uno de los dos cromosomas 

X (PICX).  

Durante la embriogénesis femenina se produce el fenómeno de Lyonización, que 

consiste en la inactivación al azar de uno de los dos cromosomas X mediante metilación 

de las islas CpG localizadas en las regiones promotoras de distintos genes. Una vez 
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fijada, la inactivación de uno de los dos cromosomas X se mantiene estable y la 

descendencia de cada célula heredará el mismo cromosoma X inactivo en cada futura 

ronda de mitosis. Como la inactivación del cromosoma X se produce al azar, la 

inactivación de cada uno de los cromosomas X (materno y paterno) debería ser del 50%, 

pero como este fenómeno se da en las primeras fases de la embriogénesis, cuando 

existen pocas células, se acepta como normalidad una proporción de inactivación entre 

los dos cromosomas X del 75:25. Cuando una célula se vuelve neoplásica, todas las 

células derivadas de dicha célula neoplásica original tendrán el mismo cromosoma X 

inactivado con lo cual, se observará un desequilibrio en el patrón de inactivación en una 

proporción superior al 75:25 (Figura 3).  

Figura 3: Esquema del patrón de inactivación del cromosoma X (PICX) durante la embriogénesis 
femenina según la hipótesis de Lyon (A). Desequilibrio del PICX durante un proceso neoplásico 
(B). 

 

 

Dado que este tipo de análisis se basa en la inactivación de uno de los dos cromosomas 

X, estos estudios se pueden realizar únicamente en mujeres. Para estudiar la clonalidad 

en base al proceso de lyonización es necesario estudiar genes polimórficos que estén 

localizados en el cromosoma X y que estén sujetos al fenómeno de inactivación 
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mediante metilación. Uno de los primeros análisis para el estudio de la clonalidad 

mieloide fue el estudio de las isoformas de la G6PD. Dada su baja heterocigosidad (30%) 

se empezaron a realizar otros análisis a nivel del ADN analizando otros genes como la 

fosfoglicerato cinasa (PGK) o la hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT) que 

presentan, en ambos casos, una heterocigosidad del 30-50%. Posteriormente se estudió 

el gen HUMARA, que ha sido uno de los genes más frecuentemente utilizados para el 

estudio de la clonalidad mieloide dada su alta heterocigosidad (83-90%). También se ha 

estudiado la clonalidad mieloide mediante el análisis de polimorfismos exónicos de genes 

como la iduronato-2-sulfatasa (IDS), la proteína de membrana MPP1 (MPP1 o p55), la 

bruton tirosina cinasa (BTK) o la G6PD, a partir del ácido ribonucleico (ARN) de 

granulocitos y plaquetas. 

Existen varias metodologías para realizar este tipo de análisis con lo que la interpretación 

es distinta en cada caso. En general, el objetivo es identificar si existe un sesgo en el 

patrón de metilación entre los dos cromosomas X. En las técnicas que permiten 

cuantificar las diferencias de metilación entre el cromosoma X activo e inactivo, 

desequilibrios de metilación superiores a una ratio de 75:25 se consideran patrones 

clonales.  

Alrededor del 73% de las PV y entre un 18-70% de las TE presentan una hematopoyesis 

clonal 75–81. En ausencia de otro marcador de clonalidad, la determinación de la 

clonalidad mieloide puede ser de utilidad diagnóstica para establecer un origen 

neoplásico en las mujeres con sospecha de TE. Aun así, se ha demostrado que este tipo 

de análisis debe interpretarse de forma cuidadosa en ciertos casos ya que varios 

estudios han reportado que, aproximadamente, un 23-39% de las mujeres 

hematológicamente normales y mayores de 60 años, pueden presentar desequilibrio en 

los PICX (particularmente en granulocitos), sugiriendo la presencia de hematopoyesis 

clonal sin que exista una neoplasia mieloide 75,82. Este hecho se puede atribuir a la 

depleción de células madre o bien a presiones selectivas, aunque algunos estudios como 

el de Swierczek y col. sugieren que estos resultados se podrían atribuir a un problema 

técnico en el ensayo del gen HUMARA 83. En este último estudio, evaluaron el PICX 

mediante una nueva técnica basada en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

aleloespecífica con la que miden la expresión aleloespecífica y no la metilación 

aleloespecífica de varios genes que presentan polimorfismos exónicos como IDS, p55, 

BTK, G6PD y el FHL1. Con este ensayo molecular, no detectaron clonalidad en ninguna 

de las 40 mujeres sanas analizadas con edades comprendidas entre 65-92 años. Sin 

embargo, utilizando el análisis del gen HUMARA, un 30% de los casos presentaban 



INTRODUCCIÓN 

 

32 

hematopoyesis clonal, indicando que el gen HUMARA no es el mejor marcador a 

estudiar en mujeres de edad avanzada. Este sigue siendo un aspecto controvertido ya 

que otros estudios demostraron clonalidad mieloide en un 40% de mujeres sanas 

utilizando tanto la nueva técnica (analizando la expresión de polimorfismos exónicos) 

como mediante el análisis del gen HUMARA 84.  

 

1.3.4. Alteraciones moleculares 

1.3.4.1.  JAK2  

JAK2 es una tirosina cinasa que pertenece a la familia de las Janus cinasas (JAKs) que 

incluye además a JAK1, JAK3 y TYK2 85–87 y está codificada por el gen JAK2 localizado 

en el cromosoma 9p24. 

Las proteínas JAKs se caracterizan por la presencia de siete regiones con secuencias 

similares presentes en los distintos miembros de la familia JAK, conocidos como 

dominios de homología de JAK (JH). La estructura de los distintos dominios funcionales 

consiste en un dominio N-terminal FERM (band 4.1, ezrin, radixin, moesin) (JH4-JH7), un 

dominio Src homology-2(SH2)-like (JH3-JH4), un dominio pseudocinasa (JH2) y un 

dominio tirosina cinasa en C-terminal (JH1). Estudios bioquímicos han determinado que 

el dominio FERM es responsable de la asociación de las proteínas JAK a los receptores 

de citocinas. El dominio SH2-like no parece tener la función convencional de un dominio 

de unión a fosfotirosina y su función exacta está por determinar. El dominio JH1, es el 

dominio cinasa que se activa vía trasfosforilación de tirosinas en tándem localizadas en 

el loop de activación. Finalmente, el dominio JH2 es un dominio que carece de actividad 

cinasa (dominio pseudocinasa) y que se encarga de regular negativamente el dominio 

JH188–91 (Figura 4). 
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Figura 4: Estructura del gen JAK2 y localización de las mutaciones más frecuentes 

 

La proteína JAK2 está implicada en vías de señalización activadas por distintos 

receptores de citocinas tipo I u hormonas de crecimiento incluyendo los receptores de las 

interleucinas IL3, IL5, la EPO, el FEC-GM, el FEC-G y la TPO 92 (Figura 5). La unión del 

ligando provoca la dimerización de los receptores cuyo dominio citoplasmático está 

físicamente asociado a JAK2. La dimerización de los receptores hace que las moléculas 

JAK2 estén más próximas entre sí de manera que se pueden fosforilar la una a la otra 

(transfosforilación) y fosforilar al receptor.  
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Figura 5: Vías de señalización activadas por distintas citocinas (O’Shea y col., 2013 93) 

 

 

El complejo JAK-receptor activado lleva al reclutamiento y fosforilación de moléculas 

sustratos como los factores de transcripción STAT (Signal Transducer and Activator of 

Transcription). Las moléculas STATs (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, 

STAT5b, STAT6) son claves en la vía de transducción de las proteínas JAKs y utilizan su 

domino SH2 para interaccionar con las fosfotirosinas del receptor. Tras su activación 

(mediante fosforilación), las proteínas STATs dimerizan y se translocan al núcleo para 

interaccionar con elementos reguladores específicos e inducir la transcripción de sus 

genes diana 94,95. 

Los mecanismos de regulación de la vía de señalización de JAK2 incluyen, entre otros, la 

defosforilación directa de JAK2 mediante una proteína tirosina fosfatasa específica (SHP-

1), la degradación proteolítica de JAK2 a través de la unión de proteínas supresoras de 

la señalización de citocinas (SOCS) e inhibición de la unión de STAT al ADN mediante 

proteínas inhibidoras de la actividad STAT (Protein Inhibitor of Activated STAT, PIAS) 96–

99. 
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La vía de señalización JAK-STAT es esencial para el desarrollo de las células mieloides, 

para la proliferación y supervivencia celular y también es necesaria en los estadios 

iniciales de la respuesta inmune 100. Por estos motivos, las alteraciones en esta vía 

pueden tener un papel importante en el desarrollo de las NM. 

Hasta el momento, se ha descrito el papel de JAK2 como tirosina cinasa implicada en la 

vía JAK-STAT, pero JAK2 también tiene un papel epigenético a nivel nuclear 

influenciando sobre la estructura de la cromatina y la metilación del ADN 101,102. En las 

células hematopoyéticas, JAK2 fosforila la histona H3Y41 y bloquea el reclutamiento de 

la proteína de la heterocromatina 1 alfa (HP1α) permitiendo una sobreexpresión de 

varios genes entre los que se encuentra el oncogen LMO2 102. Además, JAK2 también 

interacciona con la metiltransfera PRMT5 (Protein Arginine Methyltransferase 5) 101,102 

(Figura 6). 

 

 

 

 

Figura 6: Papel epigenético de JAK2 (Vainchenker y col., 2011 103) 
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1.3.4.1.1.  Mutación JAK2V617F 

En el año 2005 cinco grupos independientes identificaron la mutación p.V617F en el 

exón 14 del gen JAK2. Esta alteración consiste en un transversión de una guanina a una 

timina (G>T) en la posición nucleotídica 1849 del gen JAK2. Como consecuencia de este 

cambio, el aminoácido valina (GTC), que ocupa el residuo 617, se sustituye por una 

fenilalanina (TTC). La mutación JAK2V617F está presente en un 95% de las PV y en un 

60% de las TE y MF, además de en otras neoplasias mieloides como en neoplasias 

mieloides inclasificables, en leucemias agudas mieloides (LAM), leucemias 

mielomonocíticas crónicas (LMMC), síndromes mielodisplásicos (SMD) o síndromes 

hipereosinofílicos (SHE), aunque en menor frecuencia. Por el contrario, no se ha 

detectado esta mutación en neoplasias linfoides 86,104,105. 

La mutación p.V617F de JAK2 se localiza en el domino pseudocinasa JH2 y como 

consecuencia de la misma, no se produce la inhibición del dominio cinasa (JH1), lo que 

resulta en una activación constitutiva de la proteína JAK2 en ausencia de la unión del 

ligando al receptor. Se trata, por tanto, de una mutación que provoca una ganancia de 

función, es decir, una activación permanente de diferentes vías de transducción de 

señales implicadas en la señalización de los receptores de citocinas de tipo I (EPO, FEC-

G, TPO) como la activación de las vías JAK-STAT, PI3K-AKT y MAPK-ERK 15,106–111 

(Figura 7). 
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Figura 7: Vías de señalización implicadas en la patogenia de las NM (Vainchenker y col., 

2011 103) 

 

Las mutaciones de JAK2 también tienen consecuencias a nivel nuclear. Se ha descrito 

que si JAK2 presenta las mutaciones p.V617F (exón 14) o p.K539L (exón 12) (de la que 

se hablará en el siguiente apartado) interacciona y fosforila con mayor afinidad a la 

metiltransferasa PRMT5 que la forma no mutada. Esta fosforilación altera la interacción 

de PRMT5 y su cofactor MEP50 provocando una disminución de su actividad 

metiltransferasa, impidiendo la metilación de las histonas H2A y H4 en residuos de 

arginina específicos 112. 

Estudios in vivo en los que se trasplantaron ratones con progenitores hematopoyéticos 

portadores de la mutación JAK2V617F mostraron que estos animales desarrollaban un 

cuadro clínico similar a los de la PV con eritrocitosis, leucocitosis, fibrosis medular y 

hematopoyesis extramedular, pero no trombocitosis 107,113,114. 

La mutación de JAK2V617F es una mutación adquirida ya que no está presente en línea 

germinal. El análisis de la mutación JAK2V617F en colonias de cultivos de progenitores 

hematopoyéticos in vitro 115 y en estudios en los que aíslan células CD34+ de los 

pacientes con NM, ha demostrado que la mutación afecta a una célula hematopoyética 
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multipotente lo cual explicaría que se puedan ver afectadas las distintas líneas mieloides 
116. Además, algunos estudios demuestran que la alteración también puede afectar a una 

célula más temprana en la hematopoyesis (un progenitor linfomieloide) ya que en 

ocasiones también se ha podido detectar la mutación en linfocitos B, T y NK de pacientes 

con PV y MFP 117.  

Otros estudios in vitro a partir de colonias de cultivos de progenitores hematopoyéticos 

han mostrado que alrededor de un 30% de los pacientes con PV son homocigotos para 

la mutación JAK2V617F, considerando que los alelos mutados superan el 50%. Cuando 

se analiza el genotipo de colonias obtenidas a partir de cultivos de progenitores 

hematopoyéticos se observa que el 90% de los pacientes con PV presentan colonias 

homocigotas mientras que esto no suele ocurrir en pacientes con TE 115,118. El estado 

homocigoto de JAK2V617F es, por tanto, más característico de la PV y se produce, 

principalmente, por un proceso de recombinación mitótica, ya que un porcentaje similar 

de pacientes presentan LOH del cromosoma 9 14,15,106,119.  

El hecho de que una única mutación pueda dar lugar a varios fenotipos distintos podría 

explicarse de distintas maneras. Una hipótesis es la de que el estadio de la 

hematopoyesis en el que se adquiere la mutación oncogénica, así como la carga alélica 

en la que está presente la alteración en estas células, influye en el fenotipo de la 

enfermedad que se va a desarrollar 120. Otra posible explicación es que existan otras 

alteraciones que sean más específicas de cada una de las distintas entidades. Varios 

estudios dan soporte a esta hipótesis en la que la mutación de JAK2 parece no ser la 

causante del desarrollo de la NM sino que, posiblemente, exista otra alteración que sea 

la responsable del desarrollo de la NM y la mutación de JAK2 sea un evento más tardío 

responsable de la progresión y del fenotipo de la enfermedad 121,122. Otros estudios 

sugieren que la carga de mutación JAK2V617F y, por tanto, la potencia de la 

señalización de JAK2 es importante para el fenotipo de la NM desarrollada, donde una 

elevada carga mutacional daría lugar a un fenotipo de PV o MF mientras que bajas 

cargas alélicas se asociarían al desarrollo de TE 115,123. Finalmente, en el estudio de 

Chen y col., muestran una activación de la vía del interferón y de los niveles de 

fosforilación de STAT1 distinta entre los pacientes con TE y PV. Este estudio demuestra 

que en la TE, STAT1 está activada en asociación con JAK2V617F pero que esto no 

ocurre en la PV. Por lo tanto, sugieren que los niveles de pSTAT1 son un marcador 

molecular que distingue estas dos entidades, donde una elevada actividad de STAT1 

provoca un fenotipo tipo TE con una diferenciación megacariocítica favorecida y una 

diferenciación eritroide disminuida 124.  
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1.3.4.1.2. Mutaciones en el exón 12 de JAK2  

La mayoría de los pacientes con PV que carecen de la mutación JAK2V617F presentan 

alteraciones en el exón 12 de JAK2. Las mutaciones en el exón 12 se localizan en la 

región adyacente al inicio del dominio pseudocinasa y afectan, principalmente, a la 

región comprendida entre los amino ácidos 536 y 547. A diferencia de la mutación 

p.V617F las mutaciones en el exón 12 incluyen distintos tipos de alteraciones: 

inserciones, deleciones y sustituciones. Hasta la fecha, se han reportado hasta 37 

alteraciones diferentes entre las cuales se incluyen 11 sustituciones no sinónimas, 20 

deleciones y 6 duplicaciones. Las alteraciones que se detectan con mayor frecuencia son 

la p.N542_E543del (23%), p.E543_D544del (11%), p.F537_K539delinsL (10%), p.K539L 

(10%) y p.R541_E543delinsK (8%) 125. Por lo general, estas mutaciones se presentan 

con un patrón heterocigoto y, excepcionalmente, en homocigosis, sugiriendo que la 

recombinación mitótica es un evento más característico de las PV JAK2V617F positivas 

y no tanto de las PV JAK2 exón 12 positivas 126–129.  

Las mutaciones en el exón 12 de JAK2 se detectan esencialmente en pacientes con PV 

JAK2V617F negativos o con eritrocitosis idiopática, pero también se han detectado en 

pacientes con anemia refractaria con sideroblastos en anillo y trombocitosis (RARS-T) 
130, aunque su frecuencia real está por determinar. Por el contrario, no se han detectado 

mutaciones en otras patologías como en la leucemia aguda linfocítica Ph positiva , LMC , 

en pacientes con linfoma primario mediastínico de célula B grande o en LAM de novo 
131,132. 

Algunos estudios han reportado pacientes con PV con coexistencia de la mutación 

p.V617F junto con una mutación en el exón 12 de JAK2. El genotipado de las colonias 

derivadas de los cultivos de progenitores demostró que las mutaciones se encontraban 

en clonas distintas, sugiriendo que cada alteración era un evento independiente, 

adquirido a partir de un clon fundador pre-existente o bien, que cada alteración se habría 

adquirido en una célula madre hematopoyética diferente 133,134.  

Las mutaciones en el exón 12 también activan de forma constitutiva las vías de 

señalización activadas por JAK2 tanto in vitro como in vivo. Cuando se transfectan las 

células BaF3/EpoR con distintas mutaciones y en ausencia de eritropoyetina, se observa 

un mayor incremento en los niveles de fosforilación de JAK2 y STAT5 en comparación 

con las células portadoras de la mutación JAK2V617F. Las mutaciones en el exón 12 
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también activan de forma constitutiva la vía de Ras-Erk provocando niveles de 

fosforilación de Erk1 y Erk2 mucho más elevados que los obtenidos con JAK2 no mutada 

e incluso con JAK2V617F 135.  

En modelos murinos en los que se transfectaron células con la mutación JAK2K539L 

(exón 12), los ratones desarrollaron un hematocrito elevado, reticulocitosis, leucocitosis y 

modesta trombocitosis. De forma similar a lo observado en los fenotipos humanos, los 

ratones en los que se transfectaban las células JAK2K539L positivas presentaban 

niveles de plaquetas y de leucocitos inferiores a los observados en los ratones a los que 

se les transfectaron células JAK2V617F positivas 135.  

La mayoría de los pacientes con PV JAK2V617F presentan EEC y lo mismo ocurre con 

los pacientes con mutaciones en el exón 12 aunque el perfil genotípico de las colonias 

individuales es diferente entre los distintos grupos de pacientes. Mientras que los 

pacientes con PV JAK2V617F positivos presentan una proporción variable de colonias 

homocigotas 115, este hecho es infrecuente en pacientes con mutaciones en el exón 12 

en los que la mayoría de las colonias son heterocigotas 127,134,135. Aun así, en algunos 

pacientes también se han descrito colonias homocigotas, ya sea debido a un proceso de 

recombinación mitótica o bien por la adquisición de la mutación en un segundo alelo. 

Estos resultados sugieren que la activación de la vía de señalización de JAK2 es mayor 

en los casos con mutaciones en el exón 12 y que, por tanto, presentar la mutación en el 

exón 12 en heterocigosis o la mutación p.V617F en homocigosis conlleva a desarrollar 

una eritrocitosis pronunciada, mientras que un patrón de la mutación p.V617F en 

heterocigosis conllevaría un patrón más trombocitémico 115,136. 

 

Características clínico hematológicas de los pacientes con mutaciones en el exón 12 de 

JAK2 

Los pacientes con PV con mutaciones en el exón 12 presentan algunas características 

clínico hematológicas diferentes a las que presentan los pacientes con PV JAK2V617F 

positivos. Aunque en general no se han observado diferencias en género, sí que hay 

varios estudios que reportan que los pacientes con mutaciones en el exón 12 de JAK2 

son más jóvenes que los pacientes con la alteración p.V617F. Los pacientes exón 12 

positivos presentan eritrocitosis absoluta aislada pero no suelen presentar afectación de 

trilinaje (eritrocitosis, leucocitosis y trombocitosis) algo más característico de los 

pacientes JAK2V617F positivos. Asi mismo, presentan una media de los niveles de 



INTRODUCCIÓN 

 

41 

hemoglobina y hematocrito mayores que los pacientes con la mutación JAK2V617F. La 

mayoría de los pacientes presentan niveles de leucocitos y plaquetas normales aunque 

alrededor de un 25% de los casos sí presentan estos parámetros elevados. En cuanto a 

los niveles de EPO, los pacientes con mutaciones en el exón 12 tienen niveles bajos de 

EPO. 

Finalmente, los pacientes con mutaciones en el exón 12 de JAK2 presentan un curso 

clínico similar a los pacientes con la mutación p.V617F, presentando complicaciones 

trombóticas, hemorrágicas y transformación de la enfermedad a mielofibrosis o leucemia 

aguda 111,126–128,134,135,137–144. 

 

Características morfológicas de la médula ósea en pacientes con mutaciones en el exón 

12 de JAK2 

A pesar de que existen estudios limitados sobre la morfología de la médula ósea en 

pacientes con mutaciones en el exón 12 de JAK2, sí se han observado algunas 

características distintas a los pacientes con la mutación p.V617F. Todos los casos 

estudiados presentan una hipercelularidad moderada en médula ósea con predominio de 

hiperplasia eritroide que resulta en una ratio de mieloide a eritroide de 1:1 a 1:6. Además, 

no se observa panmielopoyesis como en la mayoría de las PV, tampoco clusters 

megacariocíticos compuestos de megacariocitos gigantes con estructura nuclear rara, 

aunque sí se puede observar hiperplasia granulocítica 126,127,135.  

1.3.4.1.3. Otras mutaciones en JAK2 

A parte de la mutación JAK2V617F y de mutaciones que afectan al exón 12 de JAK2, se 

han descrito otras alteraciones coexistiendo con la mutación p.V617F, como por ejemplo 

la alteración p.C618R en pacientes con PV (aunque su papel no está claro) 145 o la 

mutación p.L611V en pacientes con eritrocitosis aislada. Estudios funcionales, de la 

coexistencia de ambas mutaciones, mostraron que se producía una activación preferente 

de la vía de señalización AKT y ERK1/2 y no tanto de la vía de STAT5 146.  

Por otro lado también se han descrito otras alteraciones en JAK2 que están presentes en 

línea germinal, como las mutaciones p.R564Q, p.V617I y la más recientemente descrita 

p.H608N que, aunque se detecten ocasionalmente, también podrían contribuir en la 

patogenia de algunos casos de trombocitosis hereditarias, ya que también provocan un 

aumento de la vía de señalización JAK-STAT 147–149.   
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1.3.4.2.  Mutaciones en el gen de la trombopoyetina  

En el año 2006 se describió la presencia de alteraciones activadoras en el gen del 

receptor de la trombopoyetina (MPL, myeloproliferative leukemia protoncogen), en cuya 

vía de señalización también interviene JAK2 150,151. Las mutaciones de MPL se detectan 

en un 3-4% de las TE 152,153 y en un 4-8% de las MFP 150,152,154 pero no se detectan en 

pacientes con PV. El porcentaje de mutaciones en MPL en pacientes con TE, puede 

llegar a ser del 10-21% si sólo se consideran aquellos pacientes negativos para la 

mutación p.V617F de JAK2. Este rango de frecuencia depende de las series estudiadas 

y de la sensibilidad de los métodos empleados para la detección de las mutaciones en 

cada uno de los estudios 152,155,156. 

Figura 8: Estructura del gen MPL  

 

Las mutaciones principales de MPL afectan al aminoácido triptófano en la posición 515 

que forma parte del motivo yuxtamembrana amfipático (RWQFP), responsable de 

mantener el receptor en una configuración inactiva en ausencia de la unión del ligando 
157 (Figura 8). Los cambios más frecuentes que afectan a la posición 515 son: p.W515L, 

p.W515K (ésta última puede resultar de dos sustituciones nucleotídicas distintas) y en 

menor frecuencia se han detectado casos con las mutaciones p.W515R y p.W515A 
150,152,154,156,158 (Figura 9).  

Algunos estudios han demostrado que estas mutaciones afectan a una célula 

hematopoyética madre común a la estirpe mieloide y linfoide, ya que la mutación se 

puede detectar tanto en el linaje mieloide como en células linfoides B y T 118,159,160. 

Otra de las mutaciones descritas en el gen MPL es la mutación p.S505N. El residuo 

S505 está localizado en el dominio transmembrana y, cuando se produce la mutación, el 

cambio de aminoácido provoca la dimerización del receptor de la trombopoyetina con 
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independencia de la unión del ligando (TPO) 161. Esta mutación se describió inicialmente 

como una alteración hereditaria, en un caso de TE familiar 162, pero estudios posteriores 

la han detectado en casos de TE o MFP esporádicos, como una alteración somática no 

presente en línea germinal 152. De forma similar, previamente a la descripción de 

mutaciones somáticas en MPL, en el año 2004, Moliterno y col. también había descrito la 

presencia del polimorfismo p.K39N en el gen MPL que se detectaba específicamente en 

un 7% de la población Áfrico Americana (Figura 9). Este polimorfismo se asoció a niveles 

elevados de plaquetas y a una expresión disminuida de MPL resultando en un fenotipo 

de trombocitosis 163 . 

Estudios in vitro, en los que se transfectan las mutaciones p.S505N y p.W515L/K, 

demuestran que estas alteraciones confieren crecimiento celular independiente a la 

unión de citocinas y fosforilación de las moléculas dianas de MPL como por ejemplo 

STAT5, indicando que tienen un papel oncogénico 151,154,157,162. A diferencia de la 

mutación p.V617F de JAK2 las mutaciones en MPL no producen crecimiento endógeno 

de colonias eritroides aunque sí crecimiento endógeno de colonias megacariocíticas o 

granulocíticas-macrofágicas 118,159. In vivo, las mutaciones en MPL inducen un fenotipo 

de neoplasia mieloproliferativa similar a la MFP, caracterizada por trombocitosis, 

marcada esplenomegalia y aumento de fibrosis 151. 

Adicionalmente, se han reportado otras alteraciones como la p.V501A o la p.G509C 

coexistiendo con una alteración en el aminoácido p.W515, pero el significado biológico 

de estas alteraciones está por determinar 155,156 (Figura 9). 

Excepcionalmente, se han descrito otras alteraciones potencialmente patogénicas en 

MPL. Ohashi y col. reportó el caso de un paciente con TE portador de una alteración 

compleja en la que se pierden 4 aminoácidos de la secuencia y se insertan dos nuevos 

(p. W515_P518delinsKT) (Figura 9). Dado que el motivo amfipático de MPL está 

codificado por los aminoácidos 514-518 y esta mutación afecta a gran parte de esta 

región, es probable que la mutación p. W515_P518delinsKT sea la causante de la TE en 

este paciente 164. Más recientemente, Lambert y col. describió el caso clínico de una 

paciente pediátrica con TE portadora de la mutación p.Y252H, localizada en el dominio 

extracelular de MPL. Dicha alteración provoca una capacidad de proliferación aumentada 

en médula ósea, un aumento de la vía de señalización activada por la TPO y un 

moderado aumento de las plaquetas 165 . Estudios in vitro demuestran que esta mutación 

aumenta el crecimiento celular mediado por la TPO aunque el efecto es más débil que el 

de otras mutaciones más frecuentes de MPL (Figura 9).  
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Figura 9: Mutaciones descritas en el gen MPL, que codifica para el receptor de la 
trombopoyetina 
 

 

Alrededor de un 30% de los pacientes con mutaciones en MPL presentan coexistencia 

con la mutación p.V617F de JAK2 150,153,166. En MFP, algún estudio sugiere que ambas 

mutaciones son eventos tempranos en la enfermedad pero que la carga alélica de las 

mutaciones es importante para determinar el fenotipo de la misma, siendo, en la MFP, la 

carga alélica de la mutación de MPL superior a la de JAK2V617F 153,166. En el caso de la 

TE MPL positiva, la carga alélica de la mutación de MPL es inferior a la que se detecta 

en casos de MFP, indicando que, tanto el tipo de mutación como la carga alélica de la 

misma, son importantes para establecer el fenotipo de la NM 166. También se ha 

reportado la coexistencia de dos mutaciones en MPL. En ese sentido, Boyd y col. 

describió la coexistencia de dos mutaciones en MPL en un paciente con TE (p.W515L, 

p.S505N) y demostraron, mediante genotipado de colonias granulocíticas-macrofágicas 

(CFU-GM y BFU-E), un patrón de progresión clonal en el que existe una clona fundadora 

con la mutación p.W515L en heterocigosis, que da lugar a dos clonas distintas: una que 

adquiere la mutación p.S505N en el otro cromosoma (demostrado mediante clonaje) y 
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otra clona que muestra la mutación p.W515L en homocigosis ya sea por recombinación 

mitótica o por adquisición de la misma mutación en el segundo alelo 155. 

Características clínico hematológicas de los pacientes con mutaciones en MPL 

Los pacientes con MFP que presentan mutaciones en MPL tienen un fenotipo clínico 

caracterizado por tener una mayor tendencia a presentar anemia y a requerir 

transfusiones en comparación con los pacientes MPL negativos 167. En cuanto a los 

pacientes con TE MPL positivos, éstos también presentan niveles de Hgb 

significativamente menores y niveles de plaquetas significativamente más elevados que 

los pacientes MPL negativos o JAK2 positivos 152,153,167. 

Características morfológicas de la médula ósea en pacientes con mutaciones en el exón 

10 de MPL 

Se ha observado que los pacientes con TE MPL positivos presentan una mayor 

proliferación megacariocítica aislada en médula ósea en el momento del diagnóstico, con 

una reducción en la celularidad global en comparación con el grupo JAK2V617F positivo 

y negativo 152. 

 

1.3.5.  Otros marcadores moleculares en neoplasias mieloproliferativas 

En los últimos años, se han descrito otros marcadores moleculares en pacientes con PV, 

TE y MFP. Las alteraciones en estos otros genes se pueden detectar en fase crónica de 

la enfermedad y algunas de ellas se han asociado, principalmente, a la transformación 

de la enfermedad a leucemia aguda, aunque también a mielofibrosis. Sin embargo, 

ninguna de estas mutaciones es específica de estas entidades sino que se pueden 

detectar, en porcentaje variable, en varias neoplasias mieloides o linfoides e incluso en 

neoplasias no hematológicas (Tabla 12). 
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Los nuevos marcadores moleculares identificados en las NM se pueden clasificar en tres 

categorías: 

1) Genes implicados en las vías de señalización JAK-STAT: LNK, CBL, SOCS 

2) Genes implicados en procesos epigenéticos: TET2, ASXL1, EZH2, DNMT3A, IDH1, 

IDH2 

3) Genes implicados en la maquinaria del splicing del ARN mensajero: SF3B1, SRSF2, 

U2AF1 

 

1.3.5.1. Nuevos genes implicados en vías de señalización: LNK, CBL, 

SOCS 

Gen LNK 

 El gen LNK (Lymphocyte Adaptor Protein), también llamado SH2B3 (SH2B Adaptor 

Protein 3) es un gen localizado en el cromosoma 12q24 que codifica para una proteína 

que forma parte de la familia SH2B compuesta por otros dos miembros 168. Esta familia 

de proteínas adaptadoras se caracteriza por tener una estructura conservada que consta 

de tres dominios principales (dominio N-terminal rico en prolina, dominio de homología 

plekstrin y dominio SH2) y una tirosina conservada en la región C-terminal.  

LNK tiene un papel importante en la hematopoyesis ya que se encarga de regular 

negativamente la actividad de JAK2 mediante su dominio SH2, inhibiendo así la vía de 

señalización JAK-STAT tras la activación del receptor de la EPO o del receptor de la 

TPO, entre otros 169,170. Estudios in vivo mostraron que los ratones knock out para LNK 

desarrollaban una NM con trombocitosis, esplenomegalia y fibrosis además de una 

marcada sobreproducción de células 171. Se han descrito mutaciones en LNK en un 

porcentaje bajo de NM, como en MFP (< 5%), en TE (< 5%) ó en eritrocitosis idiopática 

JAK2V617F negativa (25%). Las mutaciones en LNK se han detectado en pacientes con 

NM que evolucionan a leucemia aguda (13%) y parece que se trata de un evento tardío 

ya que, en alguno de estos casos, la mutación no se detecta en la fase crónica de la 

enfermedad 172 (Tabla 12). 

Las mutaciones en LNK afectan principalmente al dominio de homología pleckstrin (PH), 

responsable de su localización en la membrana plasmática aunque también se han 

descrito alteraciones con pérdida de función en otras regiones del gen, como en el 
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dominio SH2 encargado de la interacción con JAK2 (Figura 10). Algunas de las 

mutaciones detectadas producen pérdida de función total de la proteína (ej.p.E208X) 

mientras que otras mutaciones siguen permitiendo cierta actividad inhibitoria de la 

proteína (ej.p.E208Q).  

Gen c-CBL 

El gen c-CBL (Casitas B-cell lymphoma) es un gen localizado en el cromosoma 11q23 

que codifica para una de las proteínas que forman parte de una familia de tres miembros 

homólogos que incluyen: c-CBL, CBL-b, CBL-c. Las proteínas CBL son proteínas 

adaptadoras multifuncionales con actividad ubiquitina ligasa. c-CBL y CBL-b son 

proteínas que contienen distintos dominios: un dominio N-terminal de unión al dominio 

tirosina cinasa, seguido de un dominio Ring (importante para transferir las ubiquitinas), 

un linker que separa estas dos regiones, una región C-terminal que contiene un dominio 

rico en prolinas implicado en la unión de varias proteínas SH3 y un dominio C-terminal 

UBA/LZ implicado en la oligomerización de CBL con la unión de la ubiquitina 173 (Figura 

10). La función principal de estas proteínas es regular negativamente los receptores 

tirosina cinasa, añadiendo ubiquitinas a los residuos de lisinas de sus proteínas dianas 

activadas. Esta ubiquitinación provoca la internalización del complejo receptor/ligando y 

subsiguiente degradación del mismo, inactivando así la vía de señalización previamente 

activada. También tiene otras dianas como STAT5, a las que también conduce a la 

degradación. Ensayos in vivo en los que se realizan transfecciones retrovirales con la 

forma de c-CBL mutado inducen un fenotipo de mastocitosis y leucemia 174. 

Se han descrito mutaciones en c-CBL en varias neoplasias mieloides 175, especialmente 

en leucemia juvenil mielomonocítica. En fase crónica, las mutaciones en c-CBL son 

infrecuentes encontrándose en un 6-10% de las MFP y muy raramente en PV o TE 176 

(Tabla 12). Sin embargo, hasta el momento, parece que c-CBL está más implicado en la 

transformación a MF o LAM de una NM que no en la fase crónica de la misma. Las 

mutaciones en CBL afectan principalmente a los exones 8 y 9 de manera que se inactiva 

la actividad E3 ligasa. Mayoritariamente se trata de mutaciones missense en 

homocigosis, debido a una disomía uniparental adquirida 177 o, en menor frecuencia, por 

la pérdida del alelo wild type. La pérdida de actividad catalítica pero el mantenimiento de 

otras funciones da lugar a un aumento de la función y de hipersensibilidad a múltiples 

citocinas 178. Las mutaciones en c-CBL también pueden coexistir con otras alteraciones 

como JAK2. 
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Genes SOCS 

Los genes de la familia SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) que incluye SOCS 1, 

SOCS 2 y SOCS 3 están localizados en los cromosomas 16p13.2,12q22 y 17q25.3, 

respectivamente, y codifican para las proteínas SOCS1, SOCS2 y SOCS3 que son 

proteínas que regulan negativamente la vía de señalización de JAK 179. Se han descrito 

mutaciones en algunas de las proteínas SOCS en NM aunque con muy baja frecuencia 
180. Sin embargo, sí se ha observado hipermetilación de las islas CpG de los genes 

SOCS 1 y SOCS 3, disminuyendo así, la expresión de estas proteínas en pacientes con 

PV y TE JAK2V617F positivos, así como en pacientes con TE JAK2V617F y MPLW515 

negativos 181,182 (Tabla 12). De forma similar, se ha asociado de forma más específica la 

metilación del promotor de SOCS 3 con pacientes con MFP JAK2V617F negativos 183, 

aunque el papel de las proteínas SOCS en la patogenia de las NM está por determinar. 
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Pro: Proline Rich Domain; PH: Plekstrin Homology Domain; SH2: Src Homology 2; KIR:Kinase 
Inhibitory Region 
 
Figura 10: Estructura de los genes LNK, CBL y SOCS implicados en las vías de 
señalización y localización de las mutaciones más frecuentes  
 
 

 

1.3.5.2.  Genes implicados en la regulación epigenética  

La regulación epigenética consiste en cambios en el fenotipo o en la expresión genética 

que se heredan mediante división celular. Estos cambios no se relacionan con los 

cambios directos en la secuencia del ADN sino que se relacionan con la organización 

estructural que adopta el ADN dentro del núcleo de la célula. Entre los mecanismos de 

regulación epigenética se encuentran la metilación del ADN y la remodelación de la 

cromatina.  
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Metilación del ADN 

La metilación del ADN consiste en la adición de un radical metilo (CH3) a un extremo de 

la base nitrogenada citosina en algún lugar de la secuencia del ADN. Normalmente, esta 

metilación ocurre en las islas CpG que son regiones donde existe una alta concentración 

de citosinas y guaninas que se suelen localizar en la región promotora de los genes 

controlando la expresión de los mismos. La metilación del ADN se asocia al 

silenciamiento de la expresión génica. 

A continuación se describen los genes, que se han visto alterados en NM, en relación a 

este proceso.  

Gen TET2 

 El gen TET2 (Ten Eleven Translocation 2) está localizado en el cromosoma 4q24 que 

forma parte de una familia de tres miembros (TET1, TET2 y TET3). TET2 codifica para 

una proteína hidroxilasa 2-oxoglutarato dependiente de Hierro (II), que es capaz de 

hidroxilar las citosinas metiladas (5-metilcitosina (5mc)) y generar 5-hidroximetilcitosina 

(5hmc), probablemente un paso intermedio implicado en la demetilación del ADN 184–186. 

Se han descrito mutaciones en TET2 en múltiples neoplasias mieloides 187–190 

especialmente en SMD (20-30%) y LMMC (20-45%), y en menor frecuencia en NM 

(14%)189–196 (Tabla 12). Las mutaciones en TET2 pueden ocurrir en toda la secuencia 

codificante y pueden ser de varios tipos, pequeñas deleciones, inserciones, sustituciones 

que incorporen un aminoácido terminador o sustituciones de aminoácidos en posiciones 

conservadas, que resultan en una pérdida de función catalítica de la proteína (Figura 12). 

Esta pérdida de función se traduce en un contenido global inferior de 5hmC en aquellos 

pacientes con alteraciones en TET2 respecto a los pacientes sin alteraciones en este 

gen 197. 

Inicialmente se describió TET2 como un gen que podría estar implicado en la patogenia 

de las NM familiares, ya que se detectó en línea germinal 198. Otros estudios mostraron 

que también podían observarse alteraciones en NM esporádicas y que, en éstas, la 

alteración era un evento que precedía a la alteración de JAK2 en las NM JAK2 positivas 
189. Aun así, estudios posteriores describieron que también podía tratarse de un evento 

tardío y en ocasiones un evento implicado en la evolución de las NM a LAM 191,199–201.  
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Genes IDH1 e IDH2  

Los genes IDH1 e IDH2 están localizados en los cromosomas 2q33.3 y 15q26.1, 

respectivamente, y codifican para las isocitrato deshidrogenasas 1 y 2, que son enzimas 

NADP+ que catalizan la descarboxilación oxidativa del isocitrato a α-cetoglutarato (α-KG) 
202,203. Las mutaciones en estos genes, IDH1 (R132) o IDH2 (R140, R172) generan unas 

enzimas neomórficas que catalizan la reducción del α-KG a 2-hidroxiglutarato, que es un 

metabolito tóxico para la célula (Figura 12). Además, la disminución del α-KG compromete 

la función de otras proteínas α-KG dependientes como las proteínas TET resultando en 

una disminución de 5 hmC 204 (Figura 11).  

Las mutaciones en IDH1 e IDH2 se han detectado en muy baja frecuencia en pacientes 

con NM en fase crónica: TE (0,8%), PV (1,9%) y MFP (4,2%), en comparación con el 

21,6% detectado en fase blástica (Tabla 12). Se precisa de más estudios para determinar 

si estas mutaciones pueden ser las causantes de iniciar un proceso leucémico o la 

progresión de una NM a leucemia aguda 205. 

 

 
Figura 11: Actividad de las mutaciones en IDH1 e IDH2 y las consecuencias de la 
generación de 2-HG en las vías de señalización en las neoplasias (Prensner y col., 2011 206) 
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Gen DNMT3A 

El gen DNMT3A (DNA Methyltransferase 3 A) está localizado en el cromosoma 2p23 y 

codifica para una ADN metiltransferasa, una enzima que cataliza la adición de un grupo 

metilo en el residuo citocina de los dinucleótidos CpG, concentrados en las zonas 

promotoras de los genes e implicadas en la regulación de la expresión de los mismos. Se 

han descrito alteraciones a lo largo de toda la secuencia codificante del gen, aunque las 

mutaciones se concentran, principalmente, en el exón 23 de DNMT3A (Figura 12).  

Las mutaciones en DNMT3A se describieron inicialmente en pacientes con LAM y se 

asociaron a una peor supervivencia global. Sin embargo, también se detectan en PV, TE 

y MFP en fase crónica en < 10% de los casos, aunque este porcentaje es superior en 

pacientes con NM que evolucionan a LAM. 

PWWP: Proline Tryptophan Tryptophan Proline; PHD: Plant Homeodomain 
 
Figura 12: Estructura de los genes TET2, IDH1, IDH2 y DNMT3A implicados en el proceso 
de metilación del ADN y localización de las mutaciones más frecuentes  
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Remodelación de la cromatina 

El segundo mecanismo de regulación epigenética es la remodelación de la cromatina, 

que se trata de la modificación dinámica de la estructura de la cromatina con la finalidad 

de controlar la expresión de los genes. Los dos mecanismos principales son la 

modificación de las histonas (proteínas implicadas en el empaquetamiento del ADN) y los 

complejos de remodelación de la cromatina adenosin trifosfato (ATP) dependientes. La 

modificación de las histonas consiste en distintas modificaciones enzimáticas 

(acetilación, metilación, fosforilación, ubiquitinación) en las regiones N-terminales de las 

histonas. Finalmente, los complejos de remodelación de la cromatina ATP dependientes 

también pueden causar el desplazamiento, la expulsión o la reestructuración de los 

nucleosomas, repercutiendo, finalmente, en la expresión génica. 

A continuación se describen los genes, que se han visto alterados en NM, en relación a 

este proceso.  

Gen ASXL1 

El gen ASXL1 (Additional Sex Combs-Like 1) está localizado en el cromosoma 20q11.21 

y forma parte de una familia de tres miembros (ASXL1, ASXL2, ASXL3) que codifica para 

una proteína probablemente implicada en el control de la estructura de la cromatina. En 

Drosophila, Asxl1 forma parte de un complejo que deubiquitina la lisina 119 de la histona 

H2A junto con la proteína BAP1 207 y está implicada en la represión de los genes HOX. 

Aun así, se desconoce si tiene una función similar en mamíferos y cuál es su papel 

exacto en la hematopoyesis. Las mutaciones en ASXL1 son generalmente mutaciones 

frameshift o nonsense que afectan, principalmente, al exón 12 del gen aunque pueden 

detectarse a la largo de toda la secuencia codificante. Estas mutaciones hacen que se 

pierda el domino PHD en la región carboxiterminal 208,209 (Figura 13). Las mutaciones en 

ASXL1 se han detectado en varias neoplasias mieloides como SMD, LAM y LMMC. En 

NM en fase crónica la incidencia de mutaciones es menor que en las enfermedades 

anteriores, siendo infrecuentes en TE y PV (< 7%), aunque se detectan con mayor 

frecuencia en MFP (19-40%) (Tabla 12).  

Gen EZH2  

El gen EZH2 (Enhancer of Zeste Drosophila Homolog 2) está localizado en el 

cromosoma 7q35 y codifica para una de las subunidades catalíticas del complejo 

Polycomb r 
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Repressive Complex 2 (PRC2). Las proteínas EZH (EZH1, EZH2) son metiltransferasas 

implicadas en la di o trimetilación de la lisina K27 210–212 de la histona H3 (H3K27) y por 

tanto contribuyen, entre otras funciones, en la regulación de la estructura de la 

cromatina. Se ha descrito sobreexpresión de EZH2 en varias neoplasias sólidas 213 así 

como mutaciones con ganancia de función que afectan al aminoácido Y641 en linfomas 

de célula B 214. Por el contrario, en neoplasias mieloides se han descrito alteraciones a lo 

largo de toda la secuencia codificante del gen, provocando el truncamiento de la proteína 

o bien alterando amino ácidos esenciales de manera que se produce la pérdida de 

función de la enzima (Figura 13). 

Las alteraciones en EZH2 se han detectado en SMD (5,8-23%) y en NM como la PV 

(3%) o la MFP (13%) 215 y se han asociado a un peor pronóstico de la enfermedad (Tabla 

12). 

 

ASX:Dominios conservados; NR: Nuclear Receptor;  PHD: Plant Homeodomains; SANT: SWI3, ADA2, N-CoR and TFIIIB 
(SANT) domains; CXC: cysteine-rich; SET: evolutionarily conserved carboxy-terminal Su(var)3-9, enhancer of zeste, 
trithorax domain 
 
Figura 13: Estructura de los genes ASXL1 y EZH2 implicados en el proceso de 
remodelación de la cromatina y localización de las mutaciones más frecuentes  
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1.3.5.3.  Genes implicados en la maquinaria del splicing  

La mayoría de los genes eucariotas están constituidos por exones (regiones codificantes) 

e intrones (regiones no codificantes) que se transcriben a una molécula de ARN 

mensajero precursor (pre-ARNm) que incluye todas estas secuencias. En el proceso de 

maduración o splicing del ARN mensajero (ARNm), los intrones se escinden y los exones 

se unen para dar lugar a un ARNm maduro que se traducirá a proteína. La mayor parte 

de los genes de forma fisiológica tienen splicing alternativo en los que se generan 

distintas isoformas de ARNm que darán lugar a distintas proteínas con distinta función 
216,217. El splicing del ARN se cataliza por el spliceosoma que es una macromolécula 

compuesta por cinco pequeños ARN nucleares (snRNAs: small nuclear RNA) asociados 

a proteínas para formar partículas llamadas ribonucleoproteínas nucleares pequeñas 

(snRNPs: small nuclear ribonuclearproteins). Existen dos clases de intrones, 

dependiendo de las secuencias consenso que dan lugar a las señales de splicing, los 

intrones tipo U2 que constituyen casi el 99,7% de los intrones humanos y los intrones 

U12 que son minoritarios 218,219. Para cada tipo de intrón intervendrán distintos 

spliceosomas que difieren en los snRNAs pero que comparten la mayoría de las 

proteínas implicadas en el splicing 219,220. 

Existen distintas proteínas que interaccionan con los snRNAs para dar lugar a los 

snRNPs que forman el spliceosoma, como por ejemplo SRSF2, U2AF1, ZRSF2, SF1, 

SF3B1, SF3BA1 y PRPF40B. Estas proteínas tienen un papel en la regulación de la 

transcripción 221. 

Las alteraciones en el splicing del ARN pueden ser el resultado de cambios en las 

secuencias de las señales de splicing, en las secuencias reguladoras del splicing y  de 

mutaciones en genes que componen el spliceosoma. Alteraciones en los distintos 

elementos implicados en este proceso pueden producir defectos en las isoformas 

proteicas (debido a la activación de señales de splicing incorrectas, retenciones de 

intrones o splicing alternativos aberrantes) provocando defectos en la regulación de la 

proliferación o diferenciación 222.  

Entre las proteínas que forman el spliceosoma las que se han visto implicadas en las NM 

son las codificadas por los genes: SF3B1, SRSF2 y U2AF1. 
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Gen SF3B1 

SF3B1 (Splicing Factor 3B, Subunit 1) es un gen localizado en el cromosoma 2q33.1 que 

codifica para la subunidad 1 del complejo proteico 3b del factor de splicing (SF3b) que 

está implicado en las primeras fases del ensamblamiento del spliceosoma. 

Las mutaciones somáticas en SF3B1 se detectaron, inicialmente, en alrededor de un 

30% de pacientes con SMD y en un 20% de los pacientes con síndrome 

mielodisplásico/mieloproliferativo (SMD/NM), siendo el porcentaje mucho mayor en 

pacientes con anemia refractaria con sideroblastos en anillo (87%) 223–225. En neoplasias 

mieloproliferativas la detección de mutaciones es infrecuente aunque se ha observado 

que un 6,5% de las MF presentan mutaciones en dicho gen 226 (Tabla 12). Por otro lado, 

también se han detectado mutaciones en neoplasias linfoides como la leucemia linfática 

crónica (LLC), en un 10-15% de los casos 227,228. Las mutaciones pueden afectar a varios 

puntos de la secuencia codificante, pero el cluster de mutaciones se encuentra, 

principalmente, entre los exones 12-16 del gen (Figura 14). 

Las alteraciones en SF3B1 parecen mantener la integridad estructural de la proteína 

pero aun así, alteran su función. Algunos de los estudios de perfiles de expresión génica 

demostraron que las mutaciones en SF3B1 estaban asociadas con una down regulation 

de genes implicados en vías de señalización mitocondrial 224 y parecen tener un papel 

más asociado con elementos fenotípicos, como lo es la presencia de sideroblastos en 

anillo, que con propiedades transformadoras. 

En cuanto al valor pronóstico de las alteraciones en SF3B1, algunos estudios 

demostraron que las mutaciones conferían mejor pronóstico en los pacientes con SMD 

respecto a los pacientes sin mutaciones en este gen 225,229. Otros estudios no 

demostraron ningún efecto significativo de la mutación en el pronóstico de la enfermedad 

en este grupo de pacientes 230. Por el contrario, en LLC, se ha descrito que los pacientes 

con mutaciones en SF3B1 tienen una enfermedad más agresiva y una menor 

supervivencia global en comparación con los pacientes sin estas mutaciones 227. 

Gen SRSF2 

El gen SRSF2 (Splicing Factor Serine/Arginine-Rich, 2) está localizado en el cromosoma 

17q25.2 y pertenecen a la familia de factores reguladores del splicing serine/arginine 

(SR)-rich. Esta proteína se une a las secuencias de los elementos reguladores del 

splicing en los tránscritos del pre-ARNm y a componentes del spliceosoma, y pueden 
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tanto activar como reprimir el splicing, dependiendo de la localización del lugar de unión 

al pre-ARNm. 

Las alteraciones en SRSF2 son las alteraciones más frecuentes en genes del splicing y 

afectan, principalmente, al aminoácido P95 (Figura 14). Las mutaciones en este gen se 

detectan en LMMC 231,232, así como en SMD  223,229 223,229,231, MF 65 y NM evolucionadas a 

LAM (19%) 233. Hasta el momento se ha demostrado que las mutaciones en SRSF2 

confieren un pronóstico desfavorable especialmente en MFP, y pueden coexistir con 

otras mutaciones como TET2, ASXL1 y RUNX1, aunque no suelen coexistir con 

alteraciones en otros genes del spliceosoma como U2AF1. 

 

Gen U2AF1  

U2AF1 (U2 Small Nuclear RNA Auxiliary Factor) es un gen localizado en el cromosoma 

21q22 y codifica para una proteína implicada en la maquinaria del splicing que pertenece 

a la familia de factores reguladores del splicing serine/arginine (SR)-rich. Esta proteína 

tiene un papel en el reconocimiento de las señales de splicing en la región 3´ y media las 

interacciones directas con otras proteínas del spliceosoma como U2AF2 y otros 

reguladores del splicing como SRSF1 y SRSF2. 

Las mutaciones en U2AF1 se localizan en los exones 2, 6 y 7 (Figura 14), y se detectan 

en un 10% de los SMD, en LAM secundarias y hasta en un 20% de las LMMC. Las 

mutaciones en U2AF1 también parecen conferir mal pronóstico en LMMC 229. 
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HD: Heat Domain; ZF: Zing Finger; RS: Arginine-serine rich domain; UHM: U2AF Homology Domain; RRM: RNA 
Recognition Motif 
 
Figura 14: Estructura de los genes SF3B1, SRSF21 y U2AF1 implicados en el proceso del 
splicing del ARN mensajero y localización de las mutaciones más frecuentes 
 
 

1.3.5.4. Mutaciones en el gen CALR 

A finales del año 2013, dos grupos publicaron simultáneamente sendos trabajos en los 

que se describían mutaciones en el gen que codifica para la calreticulina (CALR), 

convirtiéndose en el segundo marcador de clonalidad más frecuente en las NM después 

de la mutación JAK2V617F 234,235. 

El gen CALR está localizado en el cromosoma 19p13.2 y codifica para una chaperona 

del retículo endoplasmático que está implicada en procesos de regulación del 

plegamiento de las glicoproteínas y contribuye a la homeostasis del calcio 236,237. 
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KDEL: Señal de retención del retículo endoplasmático 
 
Figura 15: Dominios funcionales de la proteína CALR y localización de las mutaciones más 
frecuentes 
 
 

Las mutaciones en CALR se detectan, esencialmente, en pacientes con TE (49-84%) y 

en MFP (67-88%) JAK2 y MPL negativas, representando un 15-20% de las mutaciones 

detectadas en TE. Aunque en la mayoría de los casos las mutaciones de CALR y JAK2 

se consideran mutuamente excluyentes, algunos estudios han reportado la coexistencia 

de mutaciones en JAK2 y CALR en pacientes con TE y MFP 238–240. Hasta el momento, 

en ningún trabajo se han detectado mutaciones en CALR en pacientes con PV JAK2 

positivos, lo que concuerda con que sean, por lo general, alteraciones mutuamente 

excluyentes 241. Ocasionalmente, también se han detectado algunos casos con 

mutaciones en CALR en pacientes con RARS-T y en algún paciente con SMD (LMMC o 

LMC atípica). Por el contrario, no se han detectado mutaciones de CALR en neoplasias 

linfoides, tumores sólidos o líneas celulares 234,235. Las mutaciones en CALR son 

principalmente mutaciones heterocigotas (deleciones o inserciones) que afectan al exón 

9 del gen y como consecuencia provocan un cambio en la pauta de lectura de la proteína 

normal. Se han reportado hasta 36 tipos de mutaciones distintas. Las dos mayoritarias 

son la mutación tipo 1, que consiste en una deleción de 52 pares de bases y la mutación 

tipo 2 que consiste en una inserción de 5 pares de bases 234. 

En la proteína no mutada, el dominio C-terminal de la proteína está cargado 

negativamente y contiene el motivo de retención de retículo endoplasmático (la 

secuencia aminoacídica KDEL) y lugares de unión al calcio. La presencia de mutaciones 

altera la pauta de lectura, eliminando la secuencia KDEL, además de cambiar varios 

aminoácidos negativos por otros positivos en el dominio C-terminal (Figura 15). Las 

mutaciones tipo 1 eliminan casi todos los aminoácidos negativos, mientras que la 

mutación de tipo 2 elimina el 50% de ellos. Está por determinar si el tipo de mutación 

presente podría tener alguna consecuencia en el fenotipo final de la enfermedad 234,235. 
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Estudios en progenitores hematopoyéticos han demostrado que estas alteraciones se 

adquieren en un progenitor multipotente capaz de generar progenie mieloide y eritroide y 

que se trata de un evento temprano en el desarrollo de la enfermedad 235. 

Por otro lado, estudios funcionales de la mutación tipo 1 mostraron que esta alteración 

provoca crecimiento celular independiente a la presencia de citocinas y que también está 

asociado a la vía de señalización JAK-STAT. 

A nivel clínico, en la TE, las mutaciones en CALR se han asociado a niveles más bajos 

de Hgb y leucocitos y niveles más elevados de plaquetas, en el momento del 

diagnóstico, en comparación a los pacientes con la mutación JAK2V617F234,235,242,243. De 

forma similar, en la MFP las mutaciones en CALR se han asociado a niveles más bajos 

de leucocitos y niveles más elevados de plaquetas que los pacientes JAK2 positivos.  

Los pacientes con TE CALR positivos presentan un menor riesgo trombótico respecto a 

los pacientes con TE JAK2V617F positivos 234,235,240,242,243. Por otro lado, en relación a la 

supervivencia global, se ha descrito que los pacientes que presentan una mutación en 

CALR tienen una mayor supervivencia global respecto a los pacientes con PV, e incluso 

respecto a los pacientes con TE JAK2 positivos. Por el contrario, otros trabajos no 

observan ninguna asociación significativa entre la supervivencia global y la presencia de 

los distintos marcadores moleculares. Finalmente, mientras que algunos estudios 

observan una mayor incidencia de transformación mielofibrótica en los pacientes CALR 

positivos, otros estudios no han observado diferencias significativas entre los grupos de 

pacientes con mutaciones en JAK2 o CALR 235,242,243. 

Los estudios muestran que analizando las mutaciones de JAK2, MPL y CALR un 90% de 

las NM tendrían un marcador de clonalidad, tan sólo restaría un 10% de las TE o MFP 

sin marcador, en los que otros genes podrían ser los causantes de la enfermedad.  

La detección de mutaciones en CALR es un potencial marcador diagnóstico de forma 

similar a la mutación JAK2V617F y ya se ha propuesto como un criterio a añadir en la 

próxima clasificación de la OMS para el diagnóstico de la TE y de la MFP JAK2V617F 

negativa 24.  
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Características en la médula ósea de pacientes con mutaciones en el exón 9 de CALR 

El estudio de la biopsia ósea es obligatorio para discriminar entre la TE y la MFP 

incluyendo la mielofibrosis prefibrótica, así como para el diagnóstico de los pacientes sin 

mutaciones en JAK2, MPL y CALR (triple negativos). 

En el estudio de Vannuchhi y col. describen la utilización de un anticuerpo policlonal que 

hibrida con un péptido C-terminal resultante de la proteína calreticulina mutada. Este 

anticuerpo resultó muy específico ya que las muestras de pacientes sin enfermedades 

hematológicas y las muestras de los pacientes con TE o MFP JAK2 o MPL positivos o 

triples negativos no mostraban tinción positiva. Por el contrario, distintas variantes de la 

proteína CALR mutada mostraban una fuerte tinción. Además, se observó que la tinción 

se localizaba principalmente en los megacariocitos grandes y de formas maduras como 

los observados en la TE y en megacariocitos atípicos como los observados en la MFP 

avanzada. La tinción en otras células mieloides y eritroides era mucho más débil en 

comparación con la de los megacariocitos. La tinción con un anticuerpo anti-CALR no 

mutada mostró que, de forma fisiológica, existe una expresión preferencial de 

calreticulina en los megacariocitos. Estos resultados sugieren la idea de que la 

adquisición de mutaciones en CALR en una célula madre hematopoyética inmadura 

resulta en una expansión preferencial del linaje megacariocítico 244. De forma similar, en 

el estudio de Álvarez-Larrán y col. también se observó que existían mayores 

agrupaciones densas de megacariocitos en los pacientes con mutaciones en CALR, así 

como una tendencia a la asociación de las mutaciones en CALR con el hecho de 

presentar una elevada frecuencia de megacariocitos con morfología atípica y 

proliferación vascular 245. 
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Tabla 12: Principales genes implicados en las NM 

 

Gen Exón  (Mutación) Localizaci
ón 

Proteína PV (%) TE (%) MF (%) 

JAK2 Exón 14 (V617F) 9p24 JAK2 95-97 60 60 

JAK2 Exón 12 9p24 JAK2 1-2 - - 

CALR Exón 9 19p13 CALR infr 33 25 

MPL Exón 10 (S505;W515) 1p34 TpoR infr 3-5 5-10 

CBL Exones 8-9 11q23 CBL infr infr 5-10 

SH2B3 Exón 2 principalmente 12q24 LNK 1 3-6 3-6 

TET2 Exoma completo 4q24 TET2 10-20 5 10-20 

IDH1 Exón 4 (R132) 2q34 IDH1 infr infr 6 

IDH2 Exón 4 (R140,R170) 15q26 IDH2 infr infr 6 

ASXL1   Exón 12 principalmente 20q11 ASXL1 2-5 2-5 13-20 

EZH2 Exoma completo 7q36 EZH2 1-3 1 5-10 

DNMT3 Exón 23 principalmente 2p23 DNMT3A 5-10 1-5 5-10 

SF3B1 Exones 15-16 2q33 SF3B1 infr infr 6 

SRSF2 Exón 1 17q25 SRSF2 infr infr 17 

U2AF1 Exones 2, 4-6 21q22 U2AF1 infr infr 16 
 

Infr: infrecuentes 
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1.4. FACTORES DE PREDISPOSICIÓN GENÉTICA AL DESARROLLO Y 

EVOLUCIÓN DE LAS NM  

1.4.1. Haplotipo 46/1 del gen JAK2 

La existencia de familias con varios miembros afectos de alguna neoplasia mieloide 

sugiere la existencia de factores de predisposición genética, presentes en línea germinal, 

que predisponen al desarrollo de una NM 246–249. Por otro lado, la existencia de pacientes 

con más de una alteración en genes implicados en vías de señalización y la 

demostración de que cada una de las clonas tiene un origen distinto, sugiere la 

existencia de algún factor constitucional que hace que exista más inestabilidad genética 

en estos pacientes y que favorezca la adquisición de múltiples alteraciones 133. Uno de 

los marcadores descritos que predisponen al desarrollo de una NM es un haplotipo 

localizado en el locus del gen JAK2 conocido como haplotipo 46/1 o GGCC.  

El estudio de Jones y col. observó que el haplotipo 46/1 se detecta más frecuentemente 

en NM JAK2 positivas (48-54%), comparado con controles sanos o casos con 

eritrocitosis idiopática en los que la frecuencia era similar entre sí (24%). El papel del 

haplotipo 46/1 en las NM JAK2 negativas sigue siendo un tema controvertido. Algunas 

series describen una mayor frecuencia del haplotipo en pacientes con TE o MFP JAK2 

negativos respecto al grupo control, y otros estudios no encuentran diferencias en la 

frecuencia del haplotipo entre TE JAK2 positivas y negativas pero sí respecto a la 

población control. Sin embargo, otras series muestran resultados opuestos, no 

detectando diferencias significativas entre NM JAK negativas y el grupo control, con lo 

que se precisan más estudios para determinar la relevancia del haplotipo de JAK2 en el 

desarrollo de la TE 250,251. 

Algunos de los estudios en los que asociaban la presencia de la mutación JAK2V617F 

con la presencia del haplotipo 46/1 también observaron que la mutación se adquiría de 

una forma no aleatoria en el alelo del haplotipo 46/1. Para explicar este hecho se han 

postulado dos hipótesis. Una de ellas es la hipótesis de la “hipermutabilidad”, en la que 

se sugiere que el alelo con el haplotipo 46/1 es más inestable genéticamente de forma 

inherente con lo que es más susceptible de adquirir mutaciones. Por otro lado, existe la 

teoría del “fertile ground” en la que se postula que el haplotipo 46/1 tiene algún factor que 

confiere ventaja selectiva a la clona JAK2V617F positiva propiciando el desarrollo de una 

NM 250,252,253. 
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1.4.2. Polimorfismo del gen XPD 

El estudio de Hernández-Boluda y col. describió la asociación de un polimorfismo en el 

gen ERCC (XPD), con un mayor riesgo de transformación a LAM y a desarrollar otras 

neoplasias no mieloides. El gen XPD codifica para una ADN helicasa implicada en 

procesos de reparación del ADN por escisión (nucleotide excision repair, NER), inicio de 

transcripción y regulación de ciclo celular. Los resultados de este estudio mostraron que 

los pacientes que presentaban el cambio p.Lys751Gln (rs13181) en homocigosis 

presentaban un riesgo hasta cinco veces mayor de evolucionar a LAM o a desarrollar 

otra neoplasia, que los pacientes que no presentaban este cambio. Sin embargo, no se 

ha asociado la presencia de este polimorfismo con el riesgo de transformación 

mielofibrótica 254. 

En este estudio se sugiere que la presencia de variaciones genéticas, intrínsecas a cada 

paciente y presentes en línea germinal pueden tener un papel significativo en el curso de 

una NM.  

1.4.3. Polimorfismo del gen del receptor de los glucocorticoides 

El gen del receptor de los glucocorticoides (GR) es un gen polimórfico localizado en el 

cromosoma 5q31-32, que produce hasta 256 combinaciones de homodímeros y 

heterodímeros alternativos de GR, que se expresan diferencialmente en la población 

humana. Se ha descrito un polimorfismo en la región UTR (untranslated region) del GR 

(A3669G, rs6198) que parece estabilizar el ARNm de la isoforma β que es una variante 

dominante negativa del receptor. 

Un estudio mostró que en los pacientes con PV, los eritroblastos expresan la forma GRβ 

que altera la formación del complejo STAT5-GRα, lo cual resulta en una expansión de los 

eritroblastos en la PV y otras formas de eritrocitosis basadas en la inhibición de la 

formación de este complejo, con la consecuente desregulación de la expresión de genes 

como NF-E2, WT1 o GATA2 255.  

Este polimorfismo se detecta más frecuentemente en PV (55%) y en MFP (35%) 

respecto a controles sanos (9%) o pacientes con TE (6%) 255. Otro estudio similar, 

también demostró que el polimorfismo A3669G confiere predisposición al desarrollo de 

MFP con exceso de mieloproliferación (leucocitosis, esplenomegalia y mayor número de 

células CD34+ circulantes al diagnóstico) además de cooperar con JAK2V617F en el 

desarrollo de la transformación blástica de la enfermedad 256.  
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En resumen, el polimorfismo A3669G podría tratarse de un posible factor de 

predisposición, presente en línea germinal, que confiere predisposición al desarrollo de la 

PV así como de la MFP y con un cierto papel en la transformación de la MFP a LA. 

 

1.5. BIOLOGÍA DE LA EVOLUCIÓN DE LAS NEOPLASIAS 

MIELOPROLIFERATIVAS 

Un porcentaje variable de pacientes con TE o PV evolucionan a mielofibrosis. La 

evolución a mielofibrosis en la TE se observa en un 0,8-9,3 % de los pacientes a los 10 

años del diagnóstico 44,257 y en el caso de la PV, la transformación a mielofibrosis ocurre 

en un 16% de los casos a los 10 años y de un 34% a los 15 años de evolución de la 

enfermedad 25.  

Se desconocen cuáles son los mecanismos biológicos por los que una TE o PV 

evoluciona a mielofibrosis. Se han publicado varios estudios en los que se proponen 

algunas hipótesis para explicar qué alteraciones moleculares pueden contribuir a la 

progresión de la enfermedad y qué mecanismos o moléculas pueden ser las 

responsables de la generación de fibrosis.  

Algunos trabajos han mostrado que la dominancia clonal de los progenitores 

hematopoyéticos es una característica de la MFP que también se observa en la MF post-

PV o la MF post-TE, junto con un aumento de la carga mutacional de JAK2V617F en la 

mayoría de los casos. El porqué se adquiere dominancia clonal durante la evolución de 

la PV o la TE en fase crónica se desconoce aunque se postula que, la adquisición de 

mutaciones adicionales puede tener un papel en el desarrollo de la dominancia clonal y 

como consecuencia en la transformación a mielofibrosis o a LAM 103,258,259. 

De forma similar, se han publicado otros estudios en los que también se observa que la 

adquisición de mutaciones adicionales a JAK2 podría estar implicada en la 

transformación mielofibrótica de la TE o la PV 260–262. En el estudio de Brecqueville y col. 

por ejemplo, observan que todos los pacientes con MF post-PV tienen la mutación 

JAK2V617F, igual que los pacientes con PV, pero que la proporción de pacientes con 

mutaciones adicionales se incrementa del 23% al 40%. Además, observan que los 

pacientes con una o más mutaciones en la enfermedad inicial tienen mayor probabilidad 

de progresar y  que, algunas de las mutaciones o las alteraciones cromosómicas 

detectadas, sólo están presentes en la progresión de la TE o la PV 262. 
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Por otro lado, a nivel de la biología de la generación de fibrosis en los pacientes con 

mielofibrosis, también hay distintas publicaciones recientes aportando información sobre 

distintos mecanismos o moléculas que pueden estar implicadas. 

En primer lugar, se ha observado que los megacariocitos tienen un papel muy importante 

en el desarrollo de fibrosis. Se cree que en situaciones patológicas los megacariocitos 

liberan TGF-β y otros factores de crecimiento que pueden inducir producción de 

colágeno y reticulina por las células fibrogénicas 263–266. En ese sentido, el estudio de 

Ponce y col. identificó la presencia de niveles más elevados de TGF-β1 en los 

megacariocitos de los pacientes con mielofibrosis respecto a los controles 267. 

En modelos animales, el estudio de Papadantonakis y col. mostró que el gen LOX 

también podría estar contribuyendo a la progresión de la fibrosis. En ese estudio se 

muestra que los megacariocitos de baja ploidía contienen elevados niveles de LOX, que 

los secretan al microambiente de la médula ósea y una vez se activa la enzima, provoca 

deposición de fibras de colágeno. Esta enzima activada, también oxida el receptor PDGF 

mejorando la respuesta de proliferación desencadenada tras su activación 268. 

Más recientemente, se han descrito niveles elevados de una citocina inflamatoria 

conocida como lipocalin-2 (LCN2) en el plasma de pacientes con  mielofibrosis post-PV y 

post-TE. La citoquina LCN2 genera un aumento de especies de oxígeno reactivas que 

provocan daño en el ADN y por tanto apoptosis de las células CD34 positivas normales 

pero no de las células tumorales. Además, también actúa, mediante otros mecanismos, 

potenciando la expresión de genes como RUNX2 u otros genes capaces de afectar a la 

osteoblastogénesis, la angiogénesis y la deposición de proteínas de matriz, propiciando 

la generación de un microambiente anormal 269. 

Las NM también pueden progresar a LA siendo la frecuencia de transformación del 5-

15% en pacientes con PV, del 2-5% de pacientes con TE 270,271 y del 8-20% en los 

pacientes con MFP 272. Aunque la probabilidad de transformación a LA se incrementa 

tras el tratamiento con fármacos genotóxicos 270, se estima que un 25% de las NM 

evolucionadas a LAM o a SMD no han sido expuestas previamente a un tratamiento 

citotóxico, sugiriendo que existen factores no asociados al tratamiento que son 

importantes para la transformación de una NM 273,274.  

 A pesar de la relevancia clínica de la transformación leucémica, el conocimiento de los 

mecanismos moleculares que llevan a esta transformación se desconoce. En un 50% de 

los pacientes con NM JAK2 positivas que se transforman a LAM, los blastos no son 
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portadores de la mutación 275,276, lo que sugiere la presencia de otras alteraciones que 

pueden preceder a la adquisición de JAK2V617F y/o promover la transformación 

leucémica. Existen varios modelos para explicar este fenómeno. Una explicación sería la 

pérdida de JAK2 como consecuencia de un proceso de recombinación mitótica, aunque 

no se hayan reportado casos confirmando esta hipótesis 275,276. El segundo modelo 

contempla la posibilidad de una fase pre-JAK2 de la enfermedad, a partir de la cual se 

originaría una clona patológica que daría lugar a dos clonas independientes una JAK2 

positiva, responsable de la NM y otra JAK2 negativa responsable de la leucemización 

(Figura 16,A). Un tercer modelo explicaría la coexistencia de dos clonas independientes, 

una JAK2V617F positiva y otra negativa, algo que se ha demostrado en algunos 

pacientes mediante estudio del PICX con el que se demostró la presencia de dos clonas 

con origen independiente (Figura 16,B). 

 

 

Figura 16: Modelos para explicar la progresión de una NM JAK2 positiva a una LAM JAK2 
negativa (modificado de Beer y col., 2010 277) 

 

 

En los últimos años se han descrito genes candidatos que pueden ir esclareciendo el 

conocimiento de aquellas mutaciones que pueden estar contribuyendo a la 

transformación de una NM a LAM. Los resultados de múltiples estudios muestran que los 
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espectros de mutaciones son muy heterogéneos y que existen diferencias entre las 

alteraciones detectadas en una LAM de novo y una LAM secundaria a una NM.  Los 

genes más frecuentemente alterados en la progresión de una NM a LAM son TET2, 

ASXL1, IDH1/IDH2, SRSF2 y TP53 201,233,277–279. Aunque estos genes también pueden 

estar mutados en LAM de novo, las alteraciones moleculares más frecuentes en este tipo 

de leucemia afectarían a los genes FLT3, NPM1 y DNMT3A 280. La presencia de varias 

alteraciones simultáneas en las NM se ha asociado a una peor supervivencia global y 

una menor supervivencia libre de progresión a leucemia aguda 238,280. Algún estudio 

evidencia que la mayoría de las mutaciones presentes en una LAM secundaria ya están 

presentes en el momento de la NM aunque sea con una baja carga tumoral. En algunos 

pacientes se demostró que pueden existir mutaciones en TP53 en baja carga durante 

muchos años de la fase crónica de la enfermedad y que, tras la pérdida de 

heterocigosidad de TP53, la clona se expande rápidamente evolucionando a LAM. Otros 

estudios refuerzan el papel que puede tener las mutaciones en TP53 en el desarrollo de 

una LAM secundaria a una NM, aunque no detecten dichas mutaciones en fase crónica 
281.  
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

HIPÓTESIS 

Las NM son enfermedades clonales originadas en una célula madre hematopoyética. La 

clonalidad hematopoyética se puede valorar mediante la detección de alteraciones 

genéticas recurrentes de variable frecuencia o mediante estudios del patrón de 

inactivación del cromosoma X (PICX). Se desconoce si la detección de una 

hematopoyesis clonal en la TE JAK2V617F negativa puede tener valor clínico en este 

grupo de pacientes. 

Por otro lado, se ha observado que la MFP suele presentar más mutaciones adicionales 

a JAK2V617F en comparación con la PV o la TE, lo cual concuerda con que exista, en 

pacientes con MFP, una mayor inestabilidad genética que dé lugar a una enfermedad 

más agresiva y avanzada. Se desconoce si la presencia de alteraciones adicionales a 

JAK2V617F puede tener un papel en la transformación mielofibrótica de la TE o PV. 

Las hipótesis de este trabajo son: 

1. La detección de una hematopoyesis clonal en la TE JAK2 negativa puede tener 

importancia/significación clínica. 

 2. La presencia o la adquisición de alteraciones genéticas adicionales a JAK2 en la PV y 

la TE, puede ser de relevancia en la transformación mielofibrótica de la enfermedad. 
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OBJETIVOS 

Identificar marcadores moleculares de clonalidad en la TE y PV que pueden estar 

potencialmente implicados en la transformación a mielofibrosis. 

Objetivo 1: Determinar la incidencia y la relevancia diagnóstica de los genes TET2, 

ASXL1, IDH1, IDH2 y c-CBL en pacientes con neoplasias mieloproliferativas que carecen 

de mutaciones en los genes JAK2 (p.V617F y exón 12) y en MPL (exón 10). 

Objetivo 2: Evaluar el significado clínico de la detección de clonalidad, analizando el 

estado mutacional de los genes MPL, TET2, ASXL1 o la clonalidad mieloide mediante 

análisis del gen HUMARA,  en pacientes con TE JAK2V617F negativos. 

Objetivo 3: Analizar la incidencia de mutaciones en los genes SF3B1, U2AF1 y SRSF2, 

implicados en procesos del splicing del ARNm, en pacientes con PV o TE que se 

transforman a MF. Determinar el posible papel pronóstico de estos marcadores 

moleculares. 

Objetivo 4: Analizar la incidencia de mutaciones en los genes TET2, ASXL1, IDH1, 

IDH2, en pacientes con mielofibrosis post-policitémica o mielofibrosis post-

trombocitémica. Determinar el posible papel pronóstico de estos marcadores 

moleculares. 
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3. RESULTADOS 

 

Los resultados de esta tesis se presentan en formato de dos artículos originales y un 

trabajo anexo. 

Trabajo I. L. Martínez-Avilés, C. Besses, A. Álvarez-Larrán, E. Torres, S. Serrano, B. 

Bellosillo. TET2, ASXL1, IDH1, IDH2 and c-CBL genes in JAK2- and MPL-negative 

myeloproliferative neoplasms. Annals of Hematology; 91(4):533-41, 2012. 

Trabajo II. L. Martínez-Avilés, A. Álvarez-Larrán, C. Besses, G. Navarro, E. Torres, R. 

Longarón, A. Angona, C. Pedro, L. Florensa, S. Serrano, B.Bellosillo. Clinical significance 

of clonality assessment in JAK2V617F-negative essential thrombocythemia. Annals of 

Hematology; 91(10):1555-62, 2012. 

Anexo: Trabajo III. L. Martínez-Avilés, C. Besses, A. Álvarez-Larrán, L. Camacho, S. 

Pairet, C. Fernández-Rodríguez, S. Serrano, B. Bellosillo. Mutations in the RNA splicing 

machinery genes in myelofibrotic transformation of essential thrombocythaemia and 

polycythaemia vera. British Journal of Haematology; 164(4):605-7, 2014. 
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3.1. TRABAJO I 

Mutaciones en TET2, ASXL1, IDH1, IDH2 y c-CBL en neoplasias mieloproliferativas 
JAK2 y MPL negativas 

L. Martínez-Avilés, C. Besses, A. Álvarez-Larrán, E. Torres, S. Serrano, B. Bellosillo.  

 

Se han descrito mutaciones en los genes TET2 y ASXL1 en aproximadamente un 14% y 

8% , respectivamente, de los pacientes con neoplasias mieloproliferativas (NM) aunque 

su papel como posibles marcadores moleculares con valor diagnóstico no está 

determinado. Así mismo, se han reportado alteraciones en otros genes como IDH1, IDH2 

y c-CBL en distintas neoplasias mieloides principalmente asociados a progresión de la 

enfermedad. El objetivo del estudio fue determinar la incidencia de mutaciones en estos 

genes en una cohorte de pacientes con NM (52 TE, 5 PV y 5 MFP) sin mutaciones en los 

genes JAK2 (V617F y exón 12) y MPL (exón 10). El estudio mutacional incluía el análisis 

de TET2 (secuencia codificante), ASXL1 (exón12), IDH1 (R132), IDH2 (R140 y R172) y 

c-CBL (exones 8 y 9) mediante secuenciación Sanger a partir del ARN extraído de 

granulocitos purificados. 

De los 52 pacientes con TE, 3 de ellos presentaban mutaciones patogénicas en el gen 

TET2 (4,8%). Tres pacientes (2 TE y 1 MFP) también presentaron mutaciones 

patogénicas en el gen ASXL1. Cabe destacar que un paciente con TE presentaba de 

forma simultánea una mutación en TET2 y otra en ASXL1. Aunque la incidencia de 

mutaciones es muy baja no parece haber asociación entre las mutaciones en TET2 o 

ASXL1 y el haplotipo 46/1 de JAK2. De forma adicional, para comparar la incidencia de 

mutaciones en TET2 y ASXL1 entre los pacientes con TE JAK2 positivos y negativos, se 

analizó una cohorte de 50 pacientes con TE JAK2V617F positivos. En ninguno de estos 

pacientes se detectaron mutaciones en los genes analizados. Finalmente, en relación a 

los genes IDH1, IDH2 y c-CBL, no se detectaron mutaciones en ninguno de los pacientes 

analizados. En conclusión, las mutaciones patogénicas en TET2 o ASXL1 se detectan en 

un 8% de las NM negativas para las mutaciones de JAK2 y MPL, mientras que no se 

detectan alteraciones en los genes IDH1, IDH2 y c-CBL en este grupo de pacientes, 

sugiriendo que no están implicados en el desarrollo inicial de una NM. 
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Abstract Mutations in the TET2 and ASXL1 genes have
been described in approximately 14% and 8% of patients,
respectively, with classic myeloproliferative neoplasms
(MPN), but their role as possible new diagnostic molecular
markers is still inconclusive. In addition, other genes such
as IDH1, IDH2, and c-CBL have also been reported in
several myeloid neoplasms. We have studied the mutational
status of TET2 (complete coding region), ASXL1 (exon12),
IDH1 (R132), IDH2 (R140 and R172), and c-CBL (exons
8 and 9) in 62 MPN patients (52 essential thrombocythemia
(ET), five polycythemia vera (PV), and five primary myelo-
fibrosis (PMF)) negative for both JAK2 (V617F and exon 12)
and MPL (exon 10) mutations. Pathogenic alterations in the

TET2 gene were detected in three out 52 ET cases (4.8%).
ASXL1 gene pathogenic mutations were also detected in
three cases (two ET and one PMF). One ET patient
harbored, simultaneously, one TET2 and one ASXL1
mutations. Mutations in the TET2 and ASXL1 genes
showed no association with the JAK2 46/1 haplotype.
Analysis of a JAK2V617F-positive cohort of 50 ET
patients showed no mutations in either the TET2 or ASXL1
genes. Regarding IDH1, IDH2, and c-CBL genes, no
mutations were found in any patient. In conclusion, TET2
and ASXL1 pathogenic mutations are found in 8% of MPN
lacking JAK2 and MPL mutations, whereas IDH1, IDH2,
and c-CBL mutations are not detected in this subset of
patients.

Keywords TET2 . ASXL1 . IDH1 . IDH2 . c-CBL .

Mutations

Introduction

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are a spectrum of
clonal disorders of the hematopoietic system characterized
by overproduction of mature blood elements, a trend to
thrombotic and/or hemorrhagic complications and variable
rates of transformation to myelofibrosis and acute leukemia.
The presence of JAK2 and MPL mutations is a major
diagnostic criteria in the WHO classification of classic
MPN. However, a variable percentage of patients lack both
molecular markers. The molecular basis of JAK2- and
MPL-negative MPN remains largely unexplained. Recently,
new molecular markers have been described in a vast array
of myeloid cancers. Alterations in the TET2 gene, a putative
tumor suppressor gene located at chromosomal region
4q24, have been identified in 7–13% of MPN patients, in
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19–26% myelodysplastic syndromes (MDS), in 12–24% of
acute myeloid leukemia (AML), in 20–40% of chronic
myelomonocytic leukemia (CMML), and in 29% of
systemic mastocytosis [1–8].

More recently, mutations in the ASXL1 gene which is
located in chromosomal region 20q11 have also been
reported in several myeloid neoplasms such as MDS
(10%), CMML (40%), and MPN (8%). ASXL1 mutations
mainly occur in exon 12, leading to a premature truncated
protein that lacks its PHD domain (C-terminal plant
homeodomain) involved in the interaction between proteins,
and therefore compromising the formation of chromatin
modifier complexes. The prognostic relevance of these
alterations remains unknown [8–11]. In addition, mutations
in the IDH1 and IDH2 genes that encode for enzymes
responsible of the oxidative decarboxylation of isocitrate to
α-ketoglutarate have been described in around 10% of de
novo AML, in 20% AML secondary to a MPN, and more
rarely in chronic-phase MPN [8, 12–17]. Finally, alterations
in the c-CBL gene, that gives rise to the c-Cbl protein with
ubiquitin ligase activity and targets a variety of tyrosine
kinases for degradation by ubiquitination, have been identi-
fied in variable percentages in AML, MDS/MPN, juvenile
myelomonocytic leukemia, and CMML patients [18–22].

On the other hand, different studies have identified a
JAK2 haplotype named as 46/1 that seems to predispose to
the acquisition of the JAK2V617F mutation in the same
allele carrying the haplotype, although the underlying
mechanism remains unknown. This JAK2 haplotype has
also been associated with the acquisition of JAK2 exon12
and MPL mutations [23–27], but little is known about the
correlation between the JAK2 46/1haplotype and the
aforementioned genes.

The role of TET2, ASXL1, IDH1, IDH2, and c-CBL
mutations in polycythemia vera (PV), essential thrombocy-

themia (ET), and primary myelofibrosis (PMF) patients
who lack JAK2 and MPL mutations has not been widely
studied in terms of diagnostic relevance. In addition, their
incidence in this subset of patients and the correlation with
the presence of JAK2 46/1 haplotype is not well known.
The aim of this study was to determine the incidence and
diagnostic significance of mutations in this group of genes
in a cohort of MPN negative for both JAK2 and MPL
mutations.

Materials and methods

Patients

From a whole cohort of 241 patients with classic MPN—93
PV, 132 ET, and 16 PMF patients—from our institution and
diagnosed according to the WHO criteria, we selected those
patients lacking the following genetic alterations:
JAK2V617F, JAK2 exon 12 mutations, or MPL exon 10
mutations (S505N or W515K/L). A group of 62 patients
(five PV, five PMF, and 52 ET) lacking JAK2 and MPL
mutations were analyzed for TET2, ASXL1, IDH1, IDH2,
and c-CBL mutations (Table 1). Sixty-one out of 62 patients
were analyzed at the chronic phase of the disease. Eight
patients were analyzed at the moment of diagnosis whereas
the remaining 54 were analyzed during follow-up. The
median interval time between the date of diagnosis and the
sample collection was 78.2 months (0–367.9). In addition,
we analyzed the presence of TET2 or ASXL1 mutations in a
group of 50 JAK2V617F-positive ET patients in order to
compare the frequency of mutations in these genes between
ET patients positive and negative for the JAK2V617F
mutation. The study was approved by the local ethics
committee, and all patients provided written informed

Table 1 Main characteristics of
JAK2V617F-negative MPN
patients

ET essential thrombocythemia,
PV polycythemia vera, PMF
primary myelofibrosis, M male,
F female, WBC white blood
cells, CP chronic phase
aMedian (range)
bOne patient harbored simulta-
neously mutations in TET2 and
ASXL1

ET PV PMF
N=52 N=5 N=5

Agea 56 (28–86) 51 (32–70) 63 (53–81)

Gender (M/F) 14:38 4:1 1:4

Hb (g/La) 138 (113–166) 194 (183–203) 116 (101–128)

WBC×109/La 8 (5–13) 8 (6–10) 9 (6–12)

Platelet count×109/La 791 (493–1,471) 347 (167–597) 221 (71–506)

TET2 pathogenic mutations 3b/52 0/5 0/5

ASXL1 pathogenic mutations 2b/52 0/5 1/5

Status at last follow-up

Alive in CP 46 5 4

Dead 4 0 1

Transformed 2 0 0

Follow-up (monthsa) 118 (4–296) 215 (95–454) 65 (6–125)
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consent according to the Declaration of Helsinki. Biological
samples were obtained from Parc de Salut MAR Biobank
(MARBiobanc; Barcelona).

Cell fractionation and RNA extraction

Peripheral blood was collected on ethylendiaminetetracetic
acid. Granulocytes were isolated by Lymphoprep (1.077 g/ml)
density gradient, followed by dextran sedimentation. Total
RNA was isolated from granulocytes using guanidium
thiocyanate method (Ultraspec™ Biotecx Laboratories,
Houston, TX). cDNAwas reverse transcribed from 1 μg of
total RNA with murine Moloney leukemia virus reverse
transcriptase (Invitrogen, Paisley, UK) according to standard
procedures with random hexamers.

TET2, ASXL1, IDH1, IDH2, and c-CBL analysis by direct
sequencing

The mutational analysis of TET2 (complete coding region),
ASXL1 (exon 12), IDH1 (R132), IDH2 (R140 and R172),
and c-CBL (exons 8 and 9) was performed by direct
sequencing using cDNA from granulocytes. Primers were
designed using the Primer Express software (Applied
Biosystems, Foster City, CA). PCR conditions and primer
sequences used for PCR amplification and sequencing are
available in the Electronic supplementary material. Sequenc-
ing was performed with BigDye v3.1 (Applied Biosystems)
following the manufacturer´s instructions and analyzed on an
ABI3730XL Sequencer (Applied Biosystems). The sequence
data files were analyzed using SeqScape software (Applied
Biosystems), and all mutations were confirmed with an
independent PCR.

Determination of the JAK2 46/1 haplotype

Granulocyte DNA samples were genotyped using the TaqMan
SNP genotyping assays for the rs12340895 and rs12343867
SNPs (Applied Biosystems). Genotyping was performed in an
Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System.

High-resolution melting analysis for TET2 mutation
detection

High-resolution melting (HRM) analysis was performed
using the Light Cycler® High-Resolution Melting Master
reagents in a Light Cycler® 480 real-time PCR system
(Roche Applied Science, Basel, Switzerland) using the
manufacturer’s instructions, with the same primers used in
the sequencing analysis.

Cloning assays for the characterization of TET2 variants

Amplification of the TET2 cDNA segment comprising
exons 3 to 10 (where a fragment of 1,097 base pairs was
expected) was performed using the following primers:
forward 5′-TGAAATGTCAGGGCCAGTCA-3′ and reverse
5′-TGTATAAAGGCAGAACGTGAAGCT-3′.

PCR products obtained were cloned in the pCR4
sequencing vector (Invitrogen) and transformed in TOP10
bacteria (Invitrogen). Individual bacterial colonies were
picked and grown overnight in LB medium containing
100 μg/ml of ampicillin. Plasmids were extracted using the
Purelink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen) and
sequencing of the insert was performed to confirm the
different splicing variants.

Results

TET2 mutational status

Three pathogenic mutations in the TET2 gene were detected
in 3 out of 62 MPN patients as shown in Table 2. One
alteration consisted in a deletion of 10 nucleotides that led
to a frameshift mutation (p.V1395fs) whereas in the other
two cases a stop codon amino acid substitution (p.Q706X
and p.S1848X) producing a premature truncated protein
was observed (Table 2). The three mutations were not
present in matched normal DNA from mononuclear cells
indicating that these mutations were somatically acquired

Table 2 TET2 and ASXL1 mutations in blood cells subpopulations

Patient no. Diagnosis TET2 mutation ASXL1 mutation JAK2 haplotype 46/1

Granulocytes Mononuclear cells Granulocytes Mononuclear cells

1 MF post-ET p.Q706X Wild typea Wild type Wild type −
2 ET p.S1848X Wild type Wild type Wild type +

3 ET p.V1395fs Wild type p.R634fs p.R634fs −
4 PMF Wild type Wild type p.N893fs p.N893fs +

5 ET Wild type Wild type p.G966_G967del p.G966_G967dela −

aMutational analysis performed in purified T lymphocytes
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since they only affected myeloid cells. Of note, two of the
mutations (p.V1395fs and p.S1848X) were localized in
highly conserved regions of the TET2 gene.

In 44 out of 62 (71%) patients, a total of 14 different
missense mutations and one silent mutation in the coding
sequence of the gene were observed. The most frequent
missense mutation was the I1762V, which was detected in 28
patients (Table 3). In order to analyze whether these
mutations were somatically acquired in myeloid cells, we
studied the presence of these variations in DNA obtained
from T lymphocytes in 21 cases. All missense and silent
mutations were detected in normal DNA suggesting that they
were single-nucleotide polymorphisms (SNPs) of the TET2
sequence.

The patient with the TET2 p.Q706X mutation developed
myelofibrosis 12 years after ET diagnosis. The mutation
was detected by direct sequencing in a sample obtained at an
advanced phase of the disease, but not in a previous sample
corresponding to an initial phase of the myelofibrotic
transformation (3 years before). In order to confirm that this

mutation was absent at this moment, we performed HRM
analysis, which has a higher sensitivity than direct sequencing.
With this technique, we detected in the first sample (initial
phase of myelofibrosis) a similar melting profile, but with a
lower mutant allele burden, to the one observed in the sample
obtained three years later, where the TET2 mutation was
detected both by direct sequencing and HRM, suggesting the
presence of a small clone with the TET2 mutation that
expanded during the progression of the disease (Fig. 1).

Moreover, analysis of the TET2 gene showed the presence
of two additional cDNAvariants to the one corresponding to
the whole cDNA, resulting from alternative splicing of
mRNA. To confirm the presence of these two variants,
amplification of a long cDNA fragment comprising partially
exons 3 to 10 was performed. PCR products were cloned in
a pCR4 sequencing vector and transformed to competent
bacteria. The sequencing analysis of the construct extracted
from the positive transformants confirmed the presence of
the two additional TET2 variants. One of them consisted in
exclusion of exon 4 causing the direct union between exons
3 and 5, and a second variant consisting in the exclusion of
exons 4, 5, and 6, causing the direct union between exons 3
and 7. These results were obtained not only with cDNA from
granulocytes and lymphocytes from MPN patients, but also
from healthy controls, indicating that the presence of these
variants is not associated with the disease since they are also
present in healthy controls (Fig. 2).

ASXL1 mutational status

The analysis of the mutational status of ASXL1 exon 12 in
the same cohort of patients, showed the presence of two
frameshift mutations leading to premature truncated pro-
teins in one ET and one PMF patient. The two pathogenic
mutations were as follows: p.N893fs and p.R634fs. The p.
R634fs mutation was found in the same patient in whom
the pathogenic p.V1395fs TET2 mutation was detected. In a
third patient, one in-frame deletion of three nucleotides
affecting two glycines at amino acid positions 966 and 967
was detected (Table 2). The pathogenic effect of this
mutation (p.G966_G967del) resulting only the deletion of
one amino acid is currently unknown.

Analysis of normal DNA of the patient who simultaneously
carried the TET2 and the ASXL1 deleterious mutation showed
that the TET2 mutation (p.V1395fs) was not detected in
DNA from peripheral blood mononuclear cells whereas
ASXL1 mutation (p.R634fs) was present in both granulocytes
and mononuclear cells. In a similar way, we detected the
ASXL1 p.N893fs and p.G966_G967del mutations in DNA
from mononuclear cells in patients 4 and 5, respectively.

In addition, we also detected two missense and four
silent mutations in the exon 12 sequence of ASXL1 in 63%
of patients (Table 3). We analyzed the presence of these

Table 3 Missense and silent mutations detected in the coding
sequence of TET2 and ASXL1 genes

Variants Number of patients

TET2

P29Ra 2

L34Fa 4

V218Ma 3

P363La 5

G355Da 3

Y867Ha 2

Q810Ra 1

S1039Sa 1

V1718La 2

M1701Ia 2

L1721Wa 12

P1723Sa 2

I1762Va 28

H1778Ra 5

A1831S 1

ASXL1

P750Pa 1

H995Ha 2

E1102Da 1

R1171R 6

S1253Sa 30

L1325Fa 1

All these missense and silent mutations have been detected in control
DNA suggesting that they probably are SNPs of the coding sequence
of TET2 and ASXL1
a Previously reported TET2 and ASXL1 variants
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missense mutations in T lymphocytes DNA being all of
them present in non-myeloid cells suggesting that they
probably correspond to SNPs of the ASXL1 coding
sequence.

IDH1, IDH2, and c-CBL mutational status

Regarding the mutational analysis of the IDH1 (R132), IDH2
(R140 and R172), and c-CBL (exons 8 and 9) genes, no
mutations were detected in any of the 62 patients analyzed,
suggesting that these genes might not be involved in the
pathogenesis of a myeloid neoplasm in chronic phase.

JAK2 46/1 haplotype

We assessed rs12340895 and rs12343867 SNPs genotypes in
order to determine the presence of the JAK2 46/1 haplotype in
our cohort of MPN without JAK2 and MPL mutations.

Twenty-nine patients did not present the JAK2 46/1
haplotype, whereas 33 patients presented this haplotype (29
heterozygous; 4 homozygous). One of the patients with a
TET2 mutation presented a heterozygous JAK2 46/1 haplo-
type, whereas the second one did not present the haplotype.
The same results were found in two of the ASXL1 positive
patients. Finally, the patient harboring simultaneously muta-
tions in TET2 and ASXL1 did not present the JAK2 46/1
haplotype.

TET2 and ASXL1 mutational status in JAK2V617F-positive
ET patients

In order to compare the incidence of mutations in TET2 and
ASXL1 in ET patients according to their JAK2 mutational
status, we analyzed an additional group of 50 JAK2V617F-
positive ET patients. We did not detect any TET2 or ASXL1
pathogenic mutations in this group of patients, suggesting

Fig. 1 Mutational analysis of
the TET2 gene segment con-
taining the amino acid Q706. a
Sequence chromatograms show-
ing the wild-type amino acid
Q706 in an early phase of
myelofibrosis (left) and the
TET2 p.Q706X mutation at an
advanced phase of myelofibrosis
in a TET2-positive MF post-ET
patient. b HRM profiles of the
aforementioned samples show-
ing that the TET2 mutation was
already present in the early
phase of myelofibrosis but with
a lower mutant allele burden
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that the presence of these mutations in JAK2V617F-
positive ET patients is less frequent than in JAK2V617F-
negative ET patients.

Discussion

In the present study we have analyzed the incidence of
TET2, ASXL1, IDH1, IDH2 and c-CBL mutations in 62
MPN patients lacking JAK2 (V617F or exon 12) and MPL
(W515K/L and S505N) mutations.

TET2 mutations were observed in three (4.8%) patients, a
frequency similar to other studies reporting results on
JAK2V617F-negative cohorts (2.5–8%) [1, 2, 5]. Regarding
disease specific rates, three out of 52 (5.8%) ET patients
harbored TET2 mutations, a similar incidence found by other
authors [1, 5, 8]. To compare the incidence of mutations in
ET patients according to their JAK2 mutational status, we
analyzed a group of 50 JAK2V617F positive ET patients,
but none of them presented mutations in either TET2 or
ASXL1 indicating that mutations in these genes are less
frequent in our series. These results suggest that the study of
these genes would mainly be useful in the diagnosis of
patients lacking JAK2 or MPL mutations although this
finding should be corroborated in more studies.

Mutations in TET2 were initially described as a genetic
event previous to the JAK2V617F acquisition [2] but more
recently, some studies have described TET2 mutations as a
late event in the progression of MPN to leukemic transfor-
mation [28–31]. In our study, one ET patient carrying a
TET2 mutation developed myelofibrotic transformation. The
mutation was detected by direct sequencing in the advanced
phase of the myelofibrosis, but analysis by more sensitive
techniques such as HRM showed a melting profile
corresponding to the TET2 mutation in the sample from
the initial phase of the myelofibrotic transformation,
suggesting the presence of a small TET2-positive clone
that expanded during the progression of the disease.
Similarly, Delhommeau et al. [2] reported a patient diagnosed
with a TET2-negative first phase refractory anemia with
excess of blasts (RAEB1) showing a TET2 mutation when
the disease evolved to phase two refractory anemia
(RAEB2). These findings support the possibility that TET2
mutations may not only contribute to the development of a
MPN but also represent a late event in the progression
of a MPN to leukemic transformation or myelofibrotic
transformation [28–31].

Concerning the TET2 mutational analysis, we detected
three different TET2 isoforms. One of them contained all
eleven exons with the expected fusion between exons 3 and
4 whereas the second variant lacked exon 4 and the third
one lacked exons 4, 5, and 6. Of note, TET2 exon 4
partially encodes for one of the highly conserved domains

of the TET2 gene so these additional variants would not
contain this conserved domain and the function of these
potentially new TET2 proteins should be further studied.
We showed that these variants are also present in healthy
controls, so they are less likely to be pathogenic variants.

Mutations affecting exon 12 of the ASXL1 gene have
also been described in different myeloid neoplasms as well
as in 11% of MDS, 43% of CMML, and 8% of MPN. In
our study, three patients harbored ASXL1 mutations (4.8%),
a lower frequency than the one reported by other studies
[10]. Of note, one ET patient harbored simultaneously a
TET2 and an ASXL1 mutation. Four different silent
mutations and two missense mutations were detected in
63% of patients; all of them present in control DNA.

When we analyzed the pathogenic TET2 and ASXL1
mutations in those patients whose control DNA was
available, we observed that TET2 mutations were not present
in mononuclear cells DNA, indicating that TET2 mutations
mainly affect the myeloid lineage. By contrast, all ASXL1
mutations were detected in DNA from mononuclear cells
suggesting that ASXL1 mutations may affect an early
hematopoietic progenitor or might be present in germline
DNA.

We also looked for mutations in the IDH1, IDH2, and c-
CBL genes that have also been described in myeloid
neoplasms, mainly in the novo or secondary acute myeloid
leukemia. Similarly to other studies, no mutations were
detected in any of the patients with MPN, indicating that
these genes are rarely mutated in the chronic phase of a
MPN although they might be more relevant in an advanced
phase of the disease [12–17].

In ET, around 60% of patients present the JAK2V617F
mutation and approximately 8% of JAK2V617-negative ET
patients show MPL mutations, but there still remains a
significant percentage of ET patients without a molecular
marker. According to our results, analysis of the TET2 and
the ASXL1 genes would increase in an additional 8% the
percentage of ET patients with a molecular marker of
clonality. The incorporation of these determinations in the
diagnostic routine is labor intensive if classic Sanger

Fig. 2 Sequencing chromatograms and schematic representation of
the TET2 variants. a Sequencing chromatogram showing the expected
union between exons 3 and 4 corresponding to the whole coding
sequence (GenBank accession number NM_1127208.2; Ensembl
accession number ENST00000380013). b Sequencing chromatogram
showing the direct union between exons 3 and 5 due to exon 4
skipping (not reported in GenBank; Ensembl accession number
ENST00000545826). c Sequencing chromatogram showing the direct
union between exons 3 and 7 due to exons 4, 5, and 6 skipping. d
Schematic representation of the TET2 variants found: 1, Transcript
variant including all 11 exons (GenBank accession number
NM_1127208.2; Ensembl accession number ENST00000380013); 2,
transcript variant with exclusion of exon 4 (Ensembl accession
number ENST00000545826); 3, transcript variant with exclusion of
exons 4, 5, and 6

b

Ann Hematol



sequencing is to be used, but the implementation of new
technologies such as next generation sequencing, can be
helpful to incorporate the mutational analysis of these genes

in the molecular diagnosis of MPN. These new high-
throughput technologies can analyze a large number of
genes at the same time with a sensitivity of down to 1%,

Ann Hematol



allowing the detection of mutations in small clones.
Recently, several studies have shown that next generation
sequencing is a useful tool to detect mutations in myeloid
malignancies. The extensive information obtained by these
techniques can be used to characterize the molecular pattern
of each patient and to better understand the pathogenesis of
the disease and its evolution [32, 33]. In this regard,
Jädersten et al. showed that the detection of TP53 mutations
in 18% of low-risk MDS were associated with a higher risk
of leukemic transformation. In some patients, these muta-
tions were already detectable at an early phase of the disease,
with a low mutant allelle burden, showing that early
detection of mutations could be of prognostic value [34].
Accordingly, next generation sequencing can provide a large
amount of molecular information that can be used for a more
accurate diagnosis, and potentially as prognostic factors.

Finally, the present study is, to the best of our
knowledge, the first one that has assessed the correlation
between the JAK2 46/1 haplotype and mutations in TET2
and ASXL1 genes. In this regard, we could not establish any
association between the presence of mutations in these
genes and the JAK2 46/1 haplotype.

In summary, TET2 and ASXL1 pathogenic mutations are
found in a low percentage (8%) of MPN lacking JAK2 and
MPL mutations, whereas IDH1, IDH2, and c-CBL mutations
are not detected in this subset of patients.
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3.2. TRABAJO II 

Significado clínico de la determinación de clonalidad en pacientes con 
trombocitemia esencial JAK2V617F negativa 

L. Martínez-Avilés, A. Álvarez-Larrán, C. Besses, G. Navarro, E. Torres, R. Longarón, A. 
Angona, C. Pedro, L. Florensa, S. Serrano, B. Bellosillo.  

 

La trombocitemia esencial (TE) JAK2V617F negativa es una enfermedad heterogénea 

que incluye casos clonales y casos sin evidencia de clonalidad. Sin embargo, se 

desconoce si la detección de clonalidad mieloide en los pacientes con TE sin la mutación 

JAK2V617F tienen un curso clínico diferente a aquellos en los que no se detecta 

clonalidad. El objetivo del presente estudio fue evaluar la importancia clínica de la 

determinación de clonalidad en pacientes con TE JAK2V617F negativos. El análisis de 

clonalidad mieloide se basó en la evaluación del estado mutacional de los genes MPL, 

TET2 y ASXL1 y en el estudio del patrón de inactivación del cromosoma X mediante el 

análisis del gen de receptor de andrógenos humanos (HUMARA). De un total de 186 

pacientes diagnosticados de TE en una única institución, se analizaron 73 pacientes en 

los que no se detectó la mutación JAK2V617F. Se detectaron mutaciones en MPL (7 

casos), TET2 (4 casos) y ASXL1 (2 casos), mientras que la clonalidad mediante el 

análisis del gen HUMARA se demostró en 21 de 46 (46%) mujeres con TE. Con una 

media de seguimiento de 8 años, se registraron 7 muertes, 10 casos de trombosis, 8 

casos de sangrado y 6 casos de transformación de la enfermedad a mielofibrosis o 

mielodisplasia. No se observaron diferencias en trombosis, sangrado y supervivencia de 

acuerdo a la detección o no de clonalidad hematopoyética, mediante el análisis del gen 

HUMARA o la detección de mutaciones en los genes analizados. La probabilidad de 

transformación de la enfermedad a los 10 años era mayor en pacientes que mostraban 

una hematopoyesis clonal, ya fuera presentando mutaciones en MPL, TET2 o ASXL 

(64% versus 2% sin mutaciones, p < 0,001) o presentando clonalidad mediante el 

análisis del gen HUMARA (35% versus 0% en pacientes con hematopoyesis policlonal, p 

< 0,004).  

En conclusión, en este estudio, la transformación de la TE en pacientes JAK2V617F 

negativos se asoció a la evidencia de clonalidad hematopoyética. 
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Abstract JAK2V617F-negative essential thrombocythemia
(ET) is a heterogeneous disease including clonal cases and
others without evidence of clonality. However, it is unknown
if the detection of myeloid clonality in JAK2V617F-negative
ET patients confers a different clinical outcome than those in
whom clonal hematopoiesis cannot be demonstrated. The
objective of the present study was to evaluate the clinical
significance of clonality assessment in patients with
JAK2V617F-negative ET. Clonality investigation including
mutational status ofMPL, TET2, and ASXL1 genes and human
androgen receptor (HUMARA) assay was performed in 73
JAK2V617F-negative cases out of 186 subjects consecutively
diagnosed with ET in a single institution, at diagnosis or
during follow-up. Mutations inMPL, TET2, and ASXL1 were
observed in 7, 4, and 2 cases, respectively, whereas clonality
by HUMARA assay was demonstrated in 21 out of 46 (46 %)
female patients. With a median follow-up of 8 years, death,

thrombosis, bleeding, and disease transformation were regis-
tered in 7, 10, 8, and 6 patients, respectively. No differences in
thrombosis, bleeding or survival were observed according to
clonality assessment. The probability of disease transforma-
tion at 10 years was higher in patients showing clonal hema-
topoiesis by presenting mutations in either MPL, TET2,
or ASXL1 (64 versus 2 % in patients without mutations,
p<0.001) and in those with HUMARA clonality (35 versus
0 % in patients with polyclonal hematopoiesis, p<0.004). In
conclusion, disease transformation is associated with evidence
of clonality in JAK2V617F-negative ET.

Keywords Clonality . Essential thrombocythemia . Disease
transformation

Introduction

Essential thrombocythemia (ET) is a chronic myeloprolifer-
ative neoplasm characterized by sustained thrombocytosis,
megakaryocytic proliferation, and an increased tendency to
thrombosis and bleeding. The detection of the JAK2V617F
mutation constitutes a key point in the diagnosis work-up of
ET, being positive in 40–60 % of the patients [1–5]. When
the JAK2V617F mutation is negative and according to
WHO criteria, ET diagnosis requires the demonstration of
other clonal marker or, if absent, the exclusion of reactive
causes of thrombocytosis [6]. It has been reported that up to
22 % of the women diagnosed with ET are negative for the
JAK2V617F mutation but display clonal hematopoiesis by
assessment of X-chromosome inactivation patterns (XCIP)
analyzing polymorphisms of the human androgen receptor
(HUMARA) gene [7]. These data suggest that ET is a hetero-
geneous disease in which other molecular mechanisms differ-
ent from JAK2 alterations are involved in its pathogenesis. In
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this regard, mutations in other genes like MPL, TET2, or
ASXL1 have been reported in a variable proportion of patients
with JAK2V617F-negative ET [8–16]. However, the determi-
nation of the mutational status of these genes in the routine
diagnosis of JAK2V617F-negative ET is not well established
since these studies are costly and time-consuming, and it is
unknown if patients with such mutations have a different
clinical outcome than those in whom clonal hematopoiesis
cannot be demonstrated. The objective of the present study
was to evaluate the clinical significance of clonality assess-
ment in patients diagnosed with JAK2V617F-negative ET.

Patients and methods

Patients

Between 1981 and 2011, 186 subjects were consecutively
diagnosed with ET at the Hematology Department of Hos-
pital del Mar of Barcelona. From the whole cohort of
patients with ET diagnosed according to the WHO criteria
[6], we selected those patients lacking the JAK2V617F
mutation. Chronic myeloid leukemia was discarded in all
cases by fluorescent in situ hybridization analysis of trans-
location t(9;22) (q34.1;q11.2) or by PCR analysis of the
BCR-ABL fusion gene. Bone marrow biopsy was performed
at diagnosis in all patients, and the silver stain was scored on
a 0–3 scale being discarded both myelofibrosis and its
prefibrotic form.

A group of 73 JAK2V617F-negative patients was ana-
lyzed for mutations in MPL, TET2, and ASXL1 genes and
for the presence of HUMARA clonality. With regard to
molecular studies, 32 out of 73 (44 %) patients were ana-
lyzed at the moment of diagnosis, whereas the remaining 41
were analyzed during follow-up. The median interval time
elapsed between the date of diagnosis and the sample col-
lection was 3.7 years (0–18). The study was approved by the
local Ethics Committee, and all patients provided written
informed consent according to the Declaration of Helsinki.
Biological samples were obtained from Parc de Salut MAR
Biobank (MARBiobanc) (Barcelona).

Cell fractionation and RNA extraction

Peripheral blood was collected on ethylendiaminetetrace-
tic acid. Granulocytes were isolated by Lymphoprep
(1.077 g/ml) density gradient, followed by dextran sedimenta-
tion. Total RNA was isolated from granulocytes using guani-
dium thiocyanate method (Ultraspec™ Biotecx Laboratories,
Houston, TX). cDNA was reverse-transcribed from 1 μg of
total RNA with Murine Moloney Leukemia virus reverse
transcriptase (Invitrogen, Paisley, UK) according to standard
procedures with random hexamers.

HUMARA-PCR assay

The clonality assay based on X-chromosome inactivation
patterns (XCIP) of the HUMARA gene was performed
as follows: mononuclear cells and granulocytes were
isolated from peripheral blood. CD3+ lymphocytes were
separated from the mononuclear phase using magnetic
beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
Genomic DNA was extracted from each fraction. DNA
from granulocytes and lymphocytes were digested with
methylation-sensitive restriction enzyme HpaII (Invitrogen,
Paisley, UK). PCR analysis of the HUMARA exon 1 was
performed on digested and nondigested samples according
to normal procedures in our laboratory. Clonality was calcu-
lated after correcting for the degree of lyonization in isolated
CD3+ cells and were considered to be clonally derived when
the corrected allele ratio was <0.25 [17].

MPL , TET2, and ASXL1 analysis by direct sequencing

The mutational analysis of MPL (exon 10), TET2 (complete
coding region), and ASXL1 (exon 12) was performed by
conventional Sanger sequencing using cDNA from granu-
locytes as previously described [18]. All mutations were
confirmed with an independent PCR.

Analysis of TET2 and ASXL1 by next-generation
sequencing

Next-generation sequencing (NGS) was applied in two
patients to increase the sensitivity of mutation detection
at the time of diagnosis. NGS was performed using a 454
GS Junior platform (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany). Three different amplicons were generated for
the detection of two TET2 and one ASXL1 mutation, with
the use of primers containing the corresponding sequencing
adaptors.

PCR products were purified usingAmpureBeads (Beckman
Coulter Danvers, MA, USA) and quantified using the Quant-
iT PicoGreen kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). Subsequent 454
emulsion PCR and amplicon sequencing was performed
according to the manufacturer's recommendations using
a Titanium PicoTiterPlate. Processed and quality-filtered reads
were analyzed using the GS Amplicon Variant Analyzer soft-
ware version 2.5p1.

Treatment

Given the retrospective nature of the study, treatment for ET
varied over the years. As a general rule, cytoreductive
treatment was initiated in patients with a history of throm-
bosis or with age >60 years. When risk factors for throm-
bosis were absent, patients were managed with antiplatelet
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therapy (usually acetylsalicylic acid (ASA), 100 mg daily)
or careful observation. Cytoreductive treatment was institut-
ed in 47 cases including hydroxyurea (n042), radioactive
phosphorus (n02), anagrelide (n017), busulphan (n02),
and interferon alpha (n01). Some patients received different
cytoreductive modalities during the course of the disease,
and seven patients received acenocumarol.

Statistical methods

All patients were followed at Hospital del Mar, with diag-
nosis and follow-up data being obtained from the medical
records. The chi-square test was used to compare categorical
variables between groups, and the Mann–Whitney U test or
the t test was used to compare continuous variables. The
following initial variables were analyzed at univariate level
for their possible association with survival or the develop-
ment of thrombosis, bleeding, or disease transformation:
age, gender, platelet count, Hb level, WBC count, serum
LDH, spleen size, HUMARA clonality, and presence of gene
mutations. For such purpose, the Kaplan–Meier method was
employed followed by the log-rank test. Only nine patients
were lost to follow-up, and they were censored at the time of
last follow-up. Significance was considered for p values <0.05.
The statistical analysis was performed using the SPSS 11.0
package (SPSS, Chicago, IL).

Results

Characteristics of the patients and clonality assessment

The main clinical and hematological data at diagnosis are
shown in Table 1. Cytogenetic analysis was performed at
diagnosis in 62 cases showing a normal karyotype or absence
of metaphases in 46 and 16 cases, respectively. One case of
clonal evolution was documented, namely a del13q at the time
of myelofibrotic transformation.

The mutational analysis of MPL, TET2, and ASXL1 was
performed in 71 out of 73 JAK2-negative ET patients. The
most frequently mutated gene was MPL, followed by TET2
and ASXL1. Twelve out of 71 assessable patients harbored
mutations in one of the genes studied. MPL exon 10 muta-
tions were detected in seven patients (four p.W515L, one
p.S505N, one p.W515K, and one p.W515_P518delinsKT),
three patients presented TET2 mutations (p.S1848X,
p.Q706X, p.P463fs), and one patient presented an ASXL1
mutation (p.G966_G967del), as unique alteration. In
addition, one patient harbored simultaneously mutations in
TET2 (p.V1395fs) and ASXL1 (p.R634fs). Patients with muta-
tions were significantly older than those without mutations
(p00.02) and received more frequently cytoreductive therapy,
although the difference was not statistically significant (75

versus 47 %, p00.08). There were no significant differences
according to the presence of mutations with regard to gender,
cardiovascular risk factors, or initial hematological values.

Myeloid clonality by HUMARA assay was assessed in 51
out 54 female patients. In 46 cases, an informative result was
obtained, with clonal hematopoiesis being demonstrated in 21
patients (46 %). The main clinical and hematological data
according to clonality assessed by HUMARA are shown in
Table 2. In 43 patients, both HUMARA assays and MPL,
TET2, and ASXL1 mutation studies were available. The de-
tection of any mutation (MPL, TET2, or ASXL1) was more
frequently observed in patients with clonal HUMARA (eight
mutations out of 20 clonal cases) than in those with polyclonal
hematopoiesis (one case out of 23 polyclonal cases), the
difference being statistically significant (p00.007).

Patient outcome

According to age and history of thrombosis at diagnosis, 40
(55 %) and 33 (45 %) patients were classified in the high-
and low-risk category, respectively. Initial treatment includ-
ed observation (n019), antiplatelet therapy (n015), and
cytoreductive medication (n039). Eight patients, initially
managed with a conservative approach, started on cytore-
ductive therapy at some time after diagnosis. The indication
for cytoreductive therapy was age (n032), thrombosis (n08),
extreme thrombocytosis (n04), and bleeding (n03). In those
patients receiving cytoreductive therapy, a complete clinico-
hematologic response, defined according to the European Leu-
kemia Net criteria [19], was achieved in 28 (60 %) patients;
whereas 15 (32 %) patients fulfilled a partial response, and 4
(8 %) patients did not achieve any type of response. Resistance
and intolerance to hydroxyurea was registered in one and six

Table 1 Main clinical and hematological characteristics at diagnosis
in 73 patients with JAK2V617F-negative essential thrombocythemia

Age, yearsa 62 (9–93)

Male/female 19/54

Cardiovascular risk factors, no. (%)b 42 (57)

ET-related symptoms, no. (%)c 19 (26)

History of thrombosis, no. (%) 6 (8)

Palpable splenomegaly, no. (%) 4 (5)

Hemoglobin, g/La 134 (108–166)

WBC count, x109/La 8.3 (4.8–13)

>10×109/L, no. (%) 13 (18)

Platelet count, x109/La 759 (493–1,580)

>1,000×109/L, no. (%) 17 (23)

aMedian (range)
b Presence of either smoking, diabetes, arterial hypertension, or
hypercholesterolemia
c Presence of either microvascular disturbances including erythrome-
lalgia, headaches, paresthesia, and visual abnormalities
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patients, respectively. No significant differences were observed
in the rates of response, resistance, and intolerance according
to the presence of myeloid clonality, by the detection of gene
mutations or HUMARA assay with respect to patients without
evidence of clonality.

With a median follow-up of 8 years (range 0.1–24), ten
cases experienced thrombosis, resulting in a probability of
thrombosis of 18 % at 10 years. Five patients on HU therapy
in complete response according to ELN criteria experienced
thrombosis. The remaining thrombotic events occurred in
three patients on observation, one patient on antiplatelet
therapy, and one patient with extreme thrombocytosis de-
spite treatment with busulfan. Six thrombotic events were
registered in the 46 female patients with informative
HUMARA assay. There were no significant differences in
the rate of thrombosis according to HUMARA clonality with
three thrombotic events being recorded in both clonal and
polyclonal cases (Fig. 1a). None of the patients who carried
some of the mutations studied experienced thrombosis dur-
ing follow-up. In contrast, 10 out of 47 patients without
documented mutations had thrombosis during follow-up,
the probability of thrombosis at 10 years being 22 % in

patients without mutations versus 0 % in patients with gene
mutations (p00.08, Fig. 1b). There were no statistically
significant differences in the rate of thrombosis according to
age, gender, history of thrombosis, presence of cardiovascular
risk factors, or hematological values at diagnosis. Eight cases
developed major bleeding, the probability of bleeding at
10 years being 16 %. There were no significant differences
in the rate of major bleeding according to mutational status or
HUMARA clonality.

Transformation of ETwas documented in six cases, five of
them evolved into myelofibrosis and the remaining one, to
myelodysplasia. The main clinical and molecular character-
istics of patients experiencing disease transformation are
shown in Table 3. As can be seen, all cases evolving into
myelofibrosis were females with clonal hematopoiesis dem-
onstrated byHUMARA assay. In four out of these five cases, a
mutation inMPL or TET2 could be demonstrated. The patient
who evolved into myelodysplasia was a male carrying muta-
tions in both TET2 and ASXL1 genes. This latter patient had
received cytoreductive therapy including one dose of radioac-
tive phosphorus and 2 years of busulfan. In two of the patients
who underwent myelofibrotic transformation, we also ana-
lyzed the sample corresponding to the diagnosis. In the first
case, we detected the presence of the MPL mutation both at
diagnosis and in the myelofibrotic phase; whereas in the
second case, we failed to detect the TET2mutation by Sanger
sequencing, at ET diagnosis. In the remaining three patients,
DNA from diagnosis was not available. Regarding the patient
who evolved to myelodysplasia, no mutations were detected
at diagnosis by Sanger sequencing.

In the cases in which Sanger sequencing failed to detect
mutations at the time of diagnosis, we performed NGS to
increase the sensitivity of the mutational analysis. A mean
of 1,000 reads per amplicon were obtained in all samples. In
spite of this deep coverage, none of the mutations were
detected in any case, suggesting that TET2 and ASXL1
mutations were acquired during the course of the disease.
Nevertheless, DNA from the diagnosis in these two cases
was obtained from archived bone marrow slides, which
could result in underrepresentation of the tumoral cells
impairing the detection of molecular alterations, in spite of
using a very sensitive sequencing technique.

The probability of disease transformation at 10 years was
higher in female patients with myeloid clonality byHUMARA
assay (35 % in clonal cases versus 0 % in polyclonal
cases, p00.004; Fig. 2a). In addition, patients carrying any
mutation in the MPL, TET2, or ASXL1 genes had also higher
probability of disease transformation (2 % in patients without
mutations versus 64 % in those with mutations, p<0.001;
Fig. 2b). Seven patients died, resulting in a probability of
survival at 7 years of 91 %. There were no significant differ-
ences in the probability of survival according to myeloid
clonality by mutational status or HUMARA analysis.

Table 2 Main clinical and hematological characteristics at diagnosis
in 46 women with JAK2V617F-negative essential thrombocythemia
according to the HUMARA gene analysis

Polyclonal (n025) Clonal (n021) p

Age, yearsa 56 (21–78) 64 (39–88) 0.08

Cardiovascular risk
factors, no. (%)b

18 (72) 9 (43) 0.07

ET-related symptoms,
no. (%)c

9 (36) 3 (14) 0.09

History of thrombosis,
no. (%)

4 (16) 1 (5) 0.3

Palpable splenomegaly,
no. (%)

1 (4) 1 (5) 0.9

Hemoglobin, g/La 135 (120–151) 129 (108–155) 0.1

WBC count, x109/La 8.2 (4.8–13) 7.4 (5–9.7) 0.1

>10×109/L, no. (%) 7 (28) 0 (0) 0.01

Platelet count, x109/La 759 (514–1472) 759 (559–1143) 0.7

>1000×109/L, no. (%) 9 (36) 1 (5) 0.01

MPL, TET2, ASXL1
mutations

1/23 8/20 0.007

Thrombosis, no. (%) 3 (12) 3 (14) 0.8

Bleeding, no. (%) 3 (12) 4 (19) 0.5

Myelofibrosis, no. (%) 0 (0) 5 (24) 0.01

The chi-square test was used to compare categorical variables between
the groups and the Mann–Whitney U test or the t test for continuous
variables
aMedian (range)
b Presence of either smoking, diabetes, arterial hypertension, or
hypercholesterolemia
cMicrovascular disturbances including erythromelalgia, headaches,
paresthesia, and visual abnormalities
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Discussion

In the present study, we have analyzed the mutational
status of MPL, TET2, and ASXL1 genes as well as XCIP
by the HUMARA locus assay to demonstrate clonal hemato-
poiesis in a cohort of 73 JAK2V617F-negative ET patients.
In addition, the clinical significance of clonality assess-
ment was evaluated in terms of response to treatment
and probability of thrombosis, bleeding, transformation, and
survival.

We have detected clonality by the HUMARA assay in
41 % of female patients negative for the JAK2V617F mu-
tation. There is only one previous study performed on
JAK2V617F-negative ET showing a 22 % of clonal cases
by HUMARA assay [7]. Regarding gene mutation rates,
activating mutations in exon 10 of the MPL gene, encoding
for the thrombopoietin receptor, have been described in 1–
24 % of JAK2V617F-negative ET patients [8–11]. In our
study, 10 % of JAK2V617F-negative ET patients presented
MPL mutations. Of note, from the seven patients harboring

a b

Years after diagnosis Years after diagnosis

Polyclonal HUMARA

Clonal HUMARA

p=0.8

p=0.08

No mutations

Any mutations

Fig. 1 a Probability of thrombosis according to HUMARA assay. b Probability of thrombosis according to the presence of mutations in either the
MPL, TET2, or ASXL1 genes

Table 3 Main clinical and molecular characteristics of patients with JAK2V617F-negative ET evolving into myelofibrosis or myelodysplasia

Case Age/
sex

CVRF History of
thrombosis

Hb g/dL WBC x109/L Platelet
count x109/L

HUMARA Mutated gene Therapy Response Outcome

1 66/F Yes No 12.2 7.7 559 Clonal MPL HU+ASA Complete MF at 5 years,
alive

2 65/F No No 13.3 7.6 749 Clonal TET2 HU, Ag Partial MF at 10 years,
alive

3a 66/F Yes No 12.6 9.2 702 Clonal MPL None NA MF at 6 years,
dead

4 59/F No No 12.0 7.4 644 Clonal TET2 None NA MF at 14 years,
alive

5 76/M No No 14.7 10.7 639 NA TET2, ASXL1 Bu, P32 None MDS at 10 years,
dead

6 39/F No No 12.9 8.3 847 Clonal None HU+AC None MF at 3 years,
alive

Age data correspond at ET diagnosis. Mutations were detected at the time of ET diagnosis (case 1), during the chronic phase (case 5) or at the time
of transformation (cases 2,3, 4 and 6)

ET essential thrombocythemia, F female,Mmale, CVRF cardiovascular risk factors,MF myelofibrosis,MDS myelodysplasia, HU hydroxyurea, Ag
anagrelide, Bu busulfan, P32 radioactive phosphorus, AC acenocumarol, ASA acetylsalicylic acid, NA not applicable
a Case 3 displayed a normal karyotype at ET diagnosis with the del13q being detected at the time of myelofibrotic transformation. Response was
assessed according to European LeukemiaNet criteria
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alterations in this gene, five presented mutations in the
classical W515 amino acid position, one presented the
S505N mutation (also associated to hereditary thrombocy-
tosis) [20], and one patient harbored the rare mutation
p.W515_P518delinsK [21]. To the best of our knowledge,
this is the second case reported with this mutation. As this
alteration also affects the amphipathic motif of the MPL
receptor, it is likely that this mutation contributes to the
pathogenesis of the disease in this patient.

We observed TET2 mutations in four out of 71 ET patients
(6 %), a frequency similar to other studies reporting results on
ET patients regardless of their JAK2mutational status [12–15].
Mutations in ASXL1 have been reported in 8 % of JAK2-
negative MPN patients with this percentage falling to less than
5 % when only ET patients are considered [12, 16]. Further-
more, Stein et al. [22] did not find ASXL1 mutations in ET
patients at the chronic phase of the disease. Accordingly, we
have only detected ASXL1 mutations in 3 % of JAK2V617F-
negative ET patients.

Since ten out of 12 patients carrying mutations were
females, we could study the relationship between the presence
of clonal hematopoiesis determined by HUMARA assay and
the probability of gene mutation detection. Interestingly, only
one out of ten mutated cases showed polyclonal hematopoie-
sis, suggesting that the possibility of detecting mutations by
Sanger sequencing is higher when the population of clonal
granulocytes is representative enough to be detected by the
HUMARA assay. In this sense, HUMARA analysis might be
helpful in selecting female candidates with JAK2V617F-
negative ET for further mutational investigation.

The most striking finding of the present study was the
association of clonal hematopoiesis with disease transforma-
tion in this cohort of JAK2V617F-negative ET patients. To the
best of our knowledge, this is the first study associating clon-
ality with the probability of disease transformation in this
group of patients. This association is illustrated by the fact that
none of thewomen showing polyclonal hematopoiesis evolved
into myelofibrosis, whereas the majority of transformed cases
displayed clonal hematopoiesis demonstrated by either muta-
tions in MPL, TET2, or ASXL1 or by HUMARA clonality.

Nevertheless, this finding must be interpreted cautiously
due to the retrospective nature of the study and the number
of patients analyzed. It must be taken into account that DNA
from transformed ET patients at diagnosis was only avail-
able in three mutated cases. In the first case, we detected the
MPL mutation both at diagnosis and at the myelofibrotic
phase, whereas in the remaining two patients, mutations
were only detected at the time of transformation. These
features indicate that the expansion of an undetectable mu-
tated clone at diagnosis or the acquisition of a mutation
during the evolution could be involved in the development
of myelofibrotic transformation in some patients. According
to these results, we cannot conclude whether the presence of
a mutation at diagnosis is associated with transformation or
rather if transformation is related to the acquisition of a
mutation and expansion of the mutated clone during the
course of the disease. This represents an important handicap
for taking the decision of performing the mutation screening
of MPL, TET2, and ASXL1 genes in the routine diagnosis of
JAK2V617F-negative ET patients.

a b

Years after diagnosisYears after diagnosis

Polyclonal HUMARA

Clonal HUMARA

No mutations

Any mutations

p=0.004

p<0.001

Fig. 2 a Probability of myelofibrosis according to HUMARA assay. b Probability of myelofibrosis according to the presence of mutations in either
the MPL, TET2, or ASXL1 genes
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In addition, the absence of thrombotic complications
observed in patients harboring mutations must be pointed
out. This was an unexpected result that must be interpreted
cautiously since thrombosis is a multifactorial process in
which, besides ET-dependent factors, operate multiple
mechanisms such as age, cardiovascular risk factors, history
of thrombosis, and type of treatment administrated. It must
be taken into consideration that the statistical power of the
present study is limited by series size, the number of events,
and, in the case of mutations, uncertainty of the moment of
acquisition. Confirmatory studies with a larger number of
patients are needed in order to assess by multivariate anal-
ysis the risk of thrombosis and transformation associated
with clonality or mutations in patients with JAK2V617F-
negative ET. Finally, we could not identify any significant
association between the presence of mutations or HUMARA
clonality and response to cytoreductive treatment, resis-
tance, or intolerance to hydroxyurea, or the development of
major bleeding.

In summary, according to our results, myelofibrotic trans-
formation is associated with demonstration of clonal hema-
topoiesis by the presence of mutations in either MPL, TET2,
or ASXL1, or by the HUMARA assay, in JAK2-negative ET
patients.
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3.2.1. Anexo al Trabajo II 

3.2.1.1. Reevaluación de los resultados obtenidos en el Trabajo II 

considerando el estado mutacional del gen CALR 

Introducción 

Este segundo trabajo se realizó en el año 2011, momento en el cual la mutación de 

JAK2V617F era el marcador molecular más frecuentemente detectado en la TE (65% de 

los casos). Este trabajo se centró en el estudio de una cohorte de 73 pacientes con TE 

JAK2V617F negativos, en los que se tuvo como objetivo estudiar si la detección de una 

hematopoyesis clonal, ya fuera mediante el estudio del PICX analizando el polimorfismo 

del gen HUMARA (en mujeres) o la detección en mutaciones en otros genes distintos a 

JAK2, como MPL, TET2 y ASXL1, tenía algún significado clínico, respecto a los 

pacientes en los que no se detectaba una hematopoyesis clonal.  

La principal observación del estudio fue que la probabilidad de transformación de la 

enfermedad a los 10 años era superior en pacientes que mostraban una hematopoyesis 

clonal ya fuera presentando mutaciones en MPL, TET2 y ASXL1 como mediante la 

detección de un resultado positivo en el análisis del polimorfismo del gen HUMARA, 

indicando que existe asociación entre la detección de una hematopoyesis clonal y la 

transformación de la enfermedad en el grupo de pacientes con TE JAK2V617F 

negativos. 

Tras la descripción de las mutaciones en el gen CALR, se reevaluaron los análisis 

realizados en este estudio ya que, según lo publicado, un elevado porcentaje de 

pacientes con TE JAK2 negativos presentan alteraciones en el gen CALR, por lo que era 

esperable que un porcentaje elevado de pacientes de esta cohorte presentaran este 

marcador de clonalidad no identificado hasta el momento. 

Objetivo 

Los objetivos de este anexo al trabajo fueron: a) determinar la incidencia de mutaciones 

en CALR en la cohorte de pacientes con TE JAK2V617F negativa previamente estudiada 

b) Reevaluar el principal hallazgo del segundo trabajo teniendo en cuenta el estado 

mutacional del gen CALR en la cohorte de TE JAK2V617F negativas y analizar si se 

mantenía la asociación entre la detección de una hematopoyesis clonal y la probabilidad 

de transformación mielofibrótica. 
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Material y Métodos 

En el análisis se incluyó la cohorte estudiada en el segundo trabajo que consistía en 73 

pacientes con TE sin la mutación JAK2V617F.  

El estudio mutacional del exón 9 del gen CALR se realizó mediante PCR utilizando un 

primer reverse marcado con 6-carboxifluoresceina y posterior análisis de fragmentos en 

un secuenciador 3500DX (Applied Bioystems). 

El análisis estadístico se realizó mediante el método Kaplan-Meier seguido del test de 

log-rank. La significación estadística se consideró para los valores de p < 0,05. Los 

análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa SPSS 11.0 (SPSS,Chicago, IL). 

Resultados 

De los 73 pacientes incluidos, se realizó el análisis mutacional del exón 9 del gen CALR 

en 66 pacientes de los que se disponía de ADN restante. De éstos, 33 de ellos 

presentaban mutaciones en el gen CALR representando una frecuencia del 50% del total 

las TE JAK2V617F negativas evaluadas. Como se describió en el segundo trabajo, 7 de 

los 73 (10%) pacientes presentaban mutaciones en el gen MPL, y en 32 pacientes no se 

detectaron mutaciones en los genes JAK2, CALR ni MPL, con lo que un 48% de la serie 

en la que se pudo analizar los tres genes, eran pacientes triples negativos. En todos los 

pacientes que presentaban mutaciones en genes como TET2 o ASXL1, estas 

mutaciones coexistían con la mutación tipo 1 del gen CALR. 

En análisis estadístico se realizó en base a los 66 pacientes con TE JAK2V617F 

negativos en los que se pudieron analizar todos los genes. De igual manera que en el 

trabajo original, se hicieron dos grupos de pacientes: aquellos que presentaban alguna 

mutación en los genes analizados (MPL, TET2, ASXL1 y CALR) y por otro lado los 

pacientes que no presentaban ninguna mutación en estos genes. Los resultados 

confirmaron que no había asociación estadísticamente significativa entre presentar 

mutaciones o no y el riesgo de padecer eventos trombóticos (p=0,86) o hemorrágicos 

(p=0,44). En cuanto al riesgo de transformación de la enfermedad, al incorporar al 

análisis el resultado del estado mutacional de CALR de estos pacientes, no se confirmó 

la significación estadística (p=0,074) aunque se mantenía una tendencia entre la 

detección de mutaciones y el riesgo de transformación de la enfermedad ya fuera a 

mielofibrosis o mielodisplasia.  
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Todos los pacientes que evolucionaron a mielofibrosis tenían mutaciones en MPL o 

CALR y, en algunos casos, también presentaban coexistencia de mutaciones en TET2. 

Todos los pacientes CALR positivos, que presentaron transformación de la enfermedad, 

eran portadores de la mutación tipo 1, con lo cual se reanalizaron los resultados para ver 

si el hecho de presentar unas mutaciones determinadas como mutaciones en MPL o la 

mutación tipo 1 de CALR estaba asociado a un mayor riesgo de transformación de la 

enfermedad respecto a los pacientes que presentaran otras mutaciones. El análisis 

estadístico mostró que los pacientes con mutaciones en MPL o CALR tipo 1, TET2 o 

ASXL1 tenían mayor riesgo de transformación respecto a los pacientes que presentaban 

otro tipo de mutación en CALR o que no presentaban ninguna mutación en los genes 

analizados, y esta asociación fue estadísticamente significativa (p < 0,05).  

Conclusiones 

La detección de una hematopoyesis clonal mediante el análisis de mutaciones en los 

genes MPL, CALR, TET2 y ASXL1, en pacientes con TE negativos para la mutación 

JAK2V617F, parece asociarse a un mayor riesgo de transformación de la enfermedad a 

mielofibrosis o mielodisplasia. 

 

3.2.1.2. Actualización de las alteraciones moleculares detectadas en los 

pacientes con TE JAK2V617F negativos que evolucionaron a mielofibrosis o 

mielodisplasia, descritos en el Trabajo II. 

Con posterioridad a la publicación del Trabajo II, se amplió el estudio mutacional de los 

pacientes con TE JAK2V617F negativos, en los que se analizó la presencia de 

mutaciones en el gen CALR, y de los genes SF3B1, SRSF2 y U2AF1, en los pacientes 

con PV o TE evolucionados a mielofibrosis. Como resultado de esos análisis se 

detectaron nuevas mutaciones en los pacientes incluidos inicialmente en el Trabajo II. A 

continuación se muestra la actualización de las mutaciones detectadas en este grupo de 

pacientes (Tabla 13). 
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Tabla 13: Actualización de las características principales de los pacientes con TE JAK2V617F 
negativos que evolucionaron a mielofibrosis o mielodisplasia 

 

Caso Edad/Sexo FRCV 
Leucocitos 

X109L 
Plaquetas 

X109L 
HUMARA 

Genes 
Mutados 

Terapia Respuesta 
Transformación 

Tiempo 

1 66/M Sí 12,2 559 Clonal MPL HU+ASA Completa MF, 5 años 

2 65/M No 13,3 749 Clonal 
TET2, 
CALR 

HU, Ag Parcial MF, 10 años 

*3 66/M Sí 12,6 702 Clonal 
MPL 

SF3B1 
- NA MF, 6 años 

4 59/M No 12 644 Clonal 
TET2 
CALR 

- NA MF, 14 años 

5 76/H No 14,7 639 NA 
TET2, 
ASXL1 

BU, 32P 
No 

respuesta 
SMD, 10 años 

6 39/M No 12,9 847 Clonal CALR HU+AC 
No 

respuesta 
MF, 3 años 

 

 

M: Mujer; H: Hombre; AC: Acenocumarol; Ag: Anagrelida; ASA: Ácido Acetilsalicítico ; FRCV: Factores de riesgo cardiovascular; HU: 
Hidroxiurea; MF: Mielofibrosis; SMD: Sindrome Mielodisplásico 

La edad corresponde a la de la fecha del diagnóstico de TE. Las mutaciones se detectaron en el momento del diagnóstico (caso 1 y 
6), durante la fase crónica (caso 5) y en el momento de la transformación (caso 2,3 y 4) 

*Esta paciente presentaba un cariotipo normal en el momento del diagnóstico de TE, pero la alteración citogenética del13q, en el 
momento de la transformación 

La respuesta se valoró acorde a los criterios de la European Leukemia NET 282 
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3.3. ANEXO: TRABAJO III 

Mutaciones en los genes de la maquinaria del splicing del ARN en la 
transformación mielofibrótica de la trombocitemia esencial y la policitemia vera  
 
L. Martínez-Avilés, C. Besses, A. Álvarez-Larrán, L. Camacho, S. Pairet, C. Fernández-
Rodriguez, S. Serrano, B. Bellosillo.  

 

Se han descrito mutaciones en genes que codifican para varias subunidades del 

spliceosoma, incluyendo SF3B1, SRSF2 y U2AF1, en neoplasias hematológicas que 

afectan tanto al linaje linfoide como mieloide. Dentro de las neoplasias mieloproliferativas 

clásicas, principalmente se han descrito mutaciones en pacientes con MFP, en SF3B1 

(6%) y SRSF2 (17%). Las mutaciones en SRSF2 también se detectan con frecuencia en 

las NM que evolucionan a LAM (19%), asociándose a mal pronóstico. La información 

sobre la incidencia de alteraciones en estos genes en pacientes con TE o PV que 

evolucionan a mielofibrosis es limitada.  

En este estudio se realizó el análisis mutacional de SF3B1 (exones 14 y 15), SRSF2 

(exón 1) y U2AF1 (exones 2, 6 y 7) en 22 PV y 14 TE que se transformaron a MF (Tabla 

16), 27 MFP, 30 PV y 30 TE en fase crónica, mediante pirosecuenciación en un 

secuenciador 454 GSJunior (NGS). 

De los 36 pacientes que evolucionaron a MF, se identificó 1 paciente con una mutación 

en SRSF2 (3%), 3 pacientes con mutaciones en SF3B1 (8%) y ningún paciente con 

mutaciones en U2AF1 (0%). El paciente con la mutación en SRSF2 presentaba, 

simultáneamente, una mutación en SF3B1 (Tabla 14). 

La muestra del diagnóstico de una paciente con TE ocho años previos a la trasformación, 

mostró la presencia de la mutación de SF3B1 en un 2,4% de las secuencias obtenidas, 

en contraste con el 45% observado en la muestra correspondiente al momento de la 

transformación, sugiriendo la expansión de la clona durante la evolución de la 

enfermedad. Por otro lado, el paciente con MF post-PV presentaba una carga de las 

mutaciones en SF3B1 y SRSF2 similar, tanto en el momento del diagnóstico como dos 

años después en la transformación mielofibrótica.  

La prevalencia de mutaciones en las cohortes de PV y TE en fase crónica fue muy baja, 

detectándose únicamente coexistencia de dos alteraciones en SRSF2 (p.R94P y 

p.P95H) en un paciente con TE (Tabla 14). Sin embargo, la detección de una pequeña 

clona SF3B1 positiva al diagnóstico, que se expande durante la transformación 
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mielofibrótica en una paciente con TE, sugeriría que, en algunos casos, la presencia de 

mutaciones en fase crónica puede tener un papel en la progresión de la enfermedad.  

Para determinar si la prevalencia de mutaciones en la mielofibrosis secundaria era 

comparable a la de MFP, se analizó la presencia de mutaciones en 27 pacientes con 

MFP (Tabla 17). En este grupo de pacientes, se observó una incidencia de mutaciones 

mayor, detectándose mutaciones en SRSF2 en 6 casos (22%), SF3B1 en 2 casos (7%) y 

U2AF1 en 4 casos (15%) (Tabla 14).  

Aunque el número de pacientes analizados es limitado, parece que existe una diferencia 

estadísticamente significativa en la incidencia de mutaciones en SRSF2 y U2AF1 entre 

los pacientes con MFP y los pacientes con MF secundaria, mientras que no parece haber 

diferencias en la incidencia de mutaciones en SF3B1 entre ambos grupos, tal y como se 

ha reportado en publicaciones anteriores 226.  

En conclusión, los resultados de este trabajo sugieren que existe un perfil de mutaciones 

distinto, de los genes de la maquinaria del splicing, entre los pacientes con MFP y los 

pacientes con MF post-TE y MF post-PV.  

Tabla 14: Frecuencias detectadas en los genes de la maquinaria del splicing en pacientes 
con MPF, TE y PV en fase crónica y en MF post-PV y MF post-TE 

 

 
 Mutaciones SRSF2 

n (%) 
Mutaciones SF3B1 

n (%) 

 
Mutaciones U2AF1 

n (%) 
 

MF post-PV y MFpost-TE 
n=36 

1 (3%) 3 (8%) 0 

MFP 
n=27 

6 (22%)* 2 (7%) 4 (15%)* 

TE 
n=30 

1 (3%)# 0 0 

PV 
n=30 

0 0 0 

 

 

*p < 0,05 comparado con la frecuencia en todas las otras entidades 

# Paciente en el que se detectaron dos mutaciones en SRSF2 en fase crónica y que evolucionó a LAM a los 8 años tras 
el diagnóstico. 

 



Mutations in the RNA splicing machinery genes in
myelofibrotic transformation of essential thrombocythaemia
and polycythaemia vera

Mutations in mRNA splicing machinery genes, including

SF3B1, SRSF2 and U2AF1, have been recently described in

lymphoid and myeloid haematopoietic malignancies (Macie-

jewski & Padgett, 2012; Cazzola et al, 2013). Regarding the

myeloproliferative neoplasms (MPN), alterations in the

SF3B1 gene have been reported in essential thrombocytha-

emia (ET, 3%) and primary myelofibrosis (PMF, 4-6%)

(Brecqueville et al, 2012; Lasho et al, 2012a; Maciejewski &

Padgett, 2012; Cazzola et al, 2013). SRSF2 mutations, which

have been associated with adverse outcome, have been

detected in 17% of PMF and in 19% of MPN that evolve to

acute leukaemia (Lasho et al, 2012b; Zhang et al, 2012;

Vannucchi et al, 2013). Concerning U2AF1, mutations have

been reported in 3% of PMF (Zhang et al, 2012). Although

mutations in these genes have been described in PMF and, in

some cases, associated with adverse outcome, there is limited

information about their incidence in patients with ET or

polycythaemia vera (PV) who develop myelofibrotic transfor-

mation during the evolution of the disease.

SF3B1 (exons 14 and 15), SRSF2 (exon 1) and U2AF1

(exons 2, 6 and 7) were analysed in 22 PV and 14 ET

patients who transformed to myelofibrosis and 27 PMF, 30

ET and 30 PV patients in chronic phase. Diagnosis of ET,

PV and PMF was determined according to the 2008 World

Health Organization criteria (Vardiman et al, 2009). Pre-

fibrotic MF was excluded by histomorphological criteria.

Post-ET and post-PV MF patients were diagnosed according

to the International Working Group for Myelofibrosis

Research and Treatment (IWG-MRT) guidelines (Barosi

et al, 2008). Screening for mutations was performed on gran-

ulocyte DNA at the myelofibrotic phase of the disease using

Next Generation Sequencing (NGS; 454GSJunior platform,

Roche, Mannheim, Germany). Mutations were confirmed by

independent polymerase chain reaction amplification and

Sanger sequencing. The study was approved by the local Eth-

ics Committee and patients provided written informed con-

sent according to the Declaration of Helsinki.

From the 36 PV or ET patients who evolved to myelofi-

brosis, we identified 1 SRSF2 (3%), 3 SF3B1 (8%) and no

U2AF1 (0%) mutations (Fig 1, Table I). Two post-ET MF

patients harboured the SF3B1 p.K666N mutation and one

post-PV MF patient simultaneously carried a SRSF2 muta-

tion (p.P95H) and a SF3B1 mutation (p.I671T) (Fig 1,

Table I). As the SF3B1 p.I671T mutation has not been previ-

ously described, a prediction of its possible impact on the

structure and function of the protein was analysed using the

PolyPhen, Align GVGD and SIFT bioinformatic tools. All

three analyses predicted that this change probably results in

protein function damage. A diagnostic sample from one of

the two post-ET MF patients harbouring the p.K666N muta-

tion, 8 years before transformation, showed the presence of

the p.K666N mutation by NGS in 2�4% of sequences, in con-

trast to the 45% observed in the sample at the time of trans-

formation, suggesting expansion of the clone during the

evolution of the disease. On the other hand, a diagnostic

sample from the post-PV MF patient, 2 years before trans-

formation, showed a similar percentage of both SF3B1 and

SRSF2 mutations.

The prevalence of mutations in 30 PV and 30 ET patients

at chronic phase was very low with only 1/30 ET patients

(3%) showing two simultaneous SRSF2 mutations (p.R94P

and p.P95H). No mutations in these genes were detected in

PV patients (Table I). However, the presence of a small clone

with the SF3B1 mutation at diagnosis that expanded during

the transformation of the disease in one post-ET MF patient,

suggests that, at least in some cases, the presence of muta-

tions in splicing machinery genes at chronic phase might

play a role in myelofibrotic transformation. Nevertheless, lar-

ger studies including sequential mutational studies at diagno-

sis and during follow-up are needed to confirm the

frequency and the role of splicing machinery gene mutations

in myelofibrotic transformation of PV and ET patients.

To determine whether the prevalence of mutations in

myelofibrotic transformation was comparable to PMF, we

analysed these genes in 27 PMF patients. In PMF, we

detected mutations in SRSF2 in 6 cases (22%), SF3B1 in 2

patients (7%) and U2AF1 in 4 patients (15%) (Table I). All

SRSF2 mutations affected the hotspot P95 amino acid posi-

tion (p.P95H (n = 3), p.P95R (n = 2) and p.P95_R103de-

linsR (n = 1). The two PMF patients positive for SF3B1

mutations presented the p.K666N mutation, and all muta-

tions affecting the U2AF1 gene were detected at amino acid

position Q157 (p.Q157P (n = 2) and p.Q157R (n = 2))

(Fig 1, Table I).

Our results identified SRSF2 mutations in 1/36 patients

(3%) with myelofibrotic transformation, in contrast to 6/27
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(22%) PMF patients with SRSF2 mutations (P = 0�021). Simi-

lar results were observed regarding U2AF1 (0% versus 15%,

P = 0�029). Although our cohort size is limited, there seems

to be a significantly different incidence of mutations in SRSF2

and U2AF1 between PMF and secondary MF, whereas no dif-

ferences between these groups were detected regarding SF3B1

mutations, in agreement with other series (Lasho et al, 2012a).

Some studies have reported the presence of SF3B1 mutations

in ET and post-ET myelofibrosis, but, so far, none of them

had previously described mutations in post-PV myelofibrosis

(Brecqueville et al, 2012). Although there is limited informa-

tion about the biological consequences of alterations in the

spliceosome genes, mutations in U2AF1 were recently associ-

ated with alterations in the splicing pattern of genes involved

in cell cycle progression or RNA processing, and it was

hypothesized that these missplicing patterns are potential leu-

kaemogenic events (Przychodzen et al, 2013).

No significant association was observed between the pres-

ence of spliceosome gene mutations and overall survival,

probably due to the limited cohort size. Only the Interna-

tional Prognostic Scoring System score was significantly asso-

ciated with overall survival (P = 0�001).
In summary, we have found a low percentage of patho-

genic mutations in SRSF2 and SF3B1 genes, and absence of

U2AF1 mutations in patients with post-PV and post-ET MF.

This was in contrast to PMF patients, in which a higher inci-

dence of mutations in SRSF2 and U2AF1 genes was observed.

Our findings suggest a different profile of mutations in the

RNA splicing machinery genes between PMF and post-ET

and post-PV MF patients.

Fig 1. Distribution of mutations identified in PMF and Post-ET and Post-PV MF patients. Patients were analysed for mutations in JAK2

(p.V617F, exon 12-in PV patients), MPL (exon 10), TET2 (whole coding sequence), ASXL1 (exon 12), SRSF2 (exon 1), SF3B1 (exons 14-15),

U2AF1 (exons 2,6-7), IDH1 (p.R132) and IDH2 (p.R140 and p.R172). Post-ET and Post-PV MF patients were also screened for TP53 (exons 2-

11) and c-CBL (exons 8-9) mutations. *Patient harboured a TP53 mutation. #Patient harboured a JAK2 exon12 mutation. 46/1 haplotype status:

homozygous (dark blue), heterozygous (light blue), no 46/1 haplotype (white). PMF, primary myelofibrosis; ET, essential thrombocythaemia; PV,

polycythaemia vera; MF, myelofibrosis.

Table I. Incidence of SRSF2, SF3B1 and U2AF1 mutations in patients with post-ET and post-PV myelofibrosis, primary myelofibrosis and

chronic phase essential thrombocythaemia and polycythaemia vera.

SRSF2 mutations

n (%)

SF3B1 mutations

n (%)

U2AF1 mutations

n (%)

Post-ET and Post-PV Myelofibrosis

N = 36

1 (3%) 3 (8%) 0

Primary Myelofibrosis

N = 27

6 (22%)* 2 (7%) 4 (15%)*

ET N = 30 1 (3%) 0 0

PV N = 30 0 0 0

*P < 0�05 compared with frequency in all other diseases.

ET, essential thrombocythaemia; PV, polycythaemia vera.
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3.3.1. Material suplementario  

3.3.1.1.  Mutaciones en genes adicionales a JAK2 en pacientes con MF 

post-PV y MF post-TE 

En los pacientes con MF post-PV y MF post-TE también se analizó la presencia de 

mutaciones en TET2 (secuencia codificante), ASXL1 (exón 12), SRSF2 (exón 1), SF3B1 

(exones 14-15), U2AF1 (exones 2, 6 y 7), IDH1 (R132), IDH2 (R140 y  R172) and TP53 

(exones 2-11). En los casos JAK2 negativos se realizó el análisis del CALR (exón 9). La 

frecuencia de mutaciones observada se resume en la Tabla 15.  

Tabla 15: Frecuencia de mutaciones en los genes analizados en pacientes con MF post-
PV y MF-post-TE 

 
 
 
 

MF post-PV 
n=22 

MF post-TE 
n=14 

JAK2 100% 
57% 

 

TET2 14% 
14% 

 

ASXL1 9% 
0% 

 

MPL ND 
14% 

 

CALR ND 
28% 

 

IDH1 0% 
0% 

 

IDH2 0% 
0% 

 

TP53 4,5% 
7% 

 

SRSF2 4,5%* 
0% 

 

SF3B1 4,5%* 
14% 

 

U2AF1 0% 
0% 

 
 

 

     
ND: No Determinado 
 
*Un paciente presentaba coexistencia de mutaciones en SRSF2 y SF3B1 
 
 

 





 

 

 

3.3.1.2. Características clínico-biológicas de los pacientes con MF post-PV o MF post-TE.  

Tabla 16: Características clínico-biológicas de los pacientes con MF post-PV o MF post-TE 

Caso Edad/Sexo Diagnóstico Hgb§ Leucocitos§ Plaquetas§ *JAK2 *Mutaciones en otros Genes Haplotipo JAK2 46/1 
**Tiempo hasta la 
transformación 

1 82/H PV 157 15,4 734 V617F SF3B1(p.I671T) SRSF2(p.P95H) No 1,6 

2 69/M PV 166 12,1 479 V617F TET2 (p.K1827fs) Heterocigoto 11,8 

3 53/H PV 223 11,5 252 V617F TET2 (p.Y192fs) Homocigoto 14,4 

4 51/M PV 184 7,2 155 V617F TET2 (p.T229fs) Homocigoto 1,4 

5 74/H PV 180 11,7 660 V617F ASXL1 (p.Y591X) Heterocigoto 8,8 

6 50/H PV 182 21,5 416 V617F ASXL1 (p.L765fs) Homocigoto 15,5 

7 63/M PV 181 13,6 250 V617F - Homocigoto 16,3 

8 60/H PV 173 10,9 590 V617F - Homocigoto 13,5 

9 45/M PV 180 6,2 501 V617F - Heterocigoto 9 

1 56/H PV 223 15,2 815 V617F - Heterocigoto 11,7 

11 68/H PV 201 11,1 446 V617F - Homocigoto 6,1 

12 59/H PV 173 14,3 1400 V617F - Homocigoto 10,4 

13 50/M PV 139 10,2 514 V617F - Homocigoto 3,4 

14 65/M PV 158 8,8 373 V617F - No 3,7 

15 70/H PV 200 9,5 458 V617F TP53 (p.R273H) Homocigoto 9,9 

16 62/H PV 210 8,1 297 V617F - Homocigoto 4,3 

17 48/H PV 137 19 659 V617F - No 4,6 



 

 

 

Caso Edad/Sexo Diagnóstico Hgb§ Leucocitos§ Plaquetas§ *JAK2 *Mutaciones en otros Genes Haplotipo JAK2 46/1 
**Tiempo hasta la 
transformación 

18 70/M TE 135 14,4 960 V617F - No 19,1 

19 60/M PV 188 10,8 434 V617F - Heterocigoto 13 

20 47/M PV 172 12,10 434 V617F - Heterocigoto 4,4 

21 58/M PV 189 15,2 423 V617F - Homocigoto 14,8 

22 40/M PV 181 12,7 398 

Exón 12 

(p.H538_K539delinsL) 

- No 22.6 

23 66/M TE 146 10,4 805 V617F SF3B1 (p.K666N) Heterocigoto 8,4 

24 62/M TE 150 9,9 827 V617F - Heterocigoto 9,1 

25 63/M TE 127 5,3 694 V617F TP53 (p.M237I) No 12,9 

26 71/H TE 158 11,7 813 V617F - Heterocigoto 5,6 

27 74/M TE 121 4,7 912 V617F - Heterocigoto 11 

28 48/M TE 118 23,7 2814 V617F - Heterocigoto 3,1 

29 65/H TE 159 4,4 890 V617F - Heterocigoto 10 

30 35/M PV 120 15 1017 V617F - Heterocigoto 15,6 

31 66/M TE 126 9,2 702 No Mutado MPL (p.W515L), SF3B1 (p.K666N) Heterocigoto 6 

32 66/M TE 122 7,3 559 No Mutado MPL (p.W515_P518delinsKT) Heterocigoto 5,7 

33 65/M TE 133 7,6 749 No Mutado TET2  (p.P463fs), CALR Heterocigoto 9,9 

34 59/M TE 120 7,4 644 No Mutado TET2 (p.Q706X) CALR No 12,2 

35 70/H TE 148 11,6 834 No Mutado CALR Heterocigoto 9,7 



 

 

 

Caso Edad/Sexo Diagnóstico Hgb§ Leucocitos§ Plaquetas§ *JAK2 *Mutaciones en otros Genes Haplotipo JAK2 46/1 
**Tiempo hasta la 
transformación 

36 39/M TE 129 8,3 847 No Mutado CALR No 3,1 

 

PV: Policitemia Vera; TE: Trombocitemia Esencial; M: Mujer; H: Hombre; § Valores Hematológicos al diagnóstico. Hgb: hemoglobina (g/L), Leucocitos: 
(x109/L),  Plaquetas (x109/L) 

En todos los pacientes se realizó el análisis de mutaciones de JAK2 (V617F, exon 12), MPL (exon 10), TET2 (secuencia codificante), ASXL1 (exón 12), 
SRSF2 (exón 1), SF3B1 (exones 14-15), U2AF1 (exones 2,6-7), IDH1 (R132), IDH2 (R140 y R172) y TP53 (exones 2-11). En los casos JAK2 negativos se 
realizó el análisis de CALR (exón 9)  

** Tiempo hasta la transformación mostrado en años 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

3.3.1.3. Características clínico-biológicas de los pacientes con MFP  

Tabla 17: Características clínico-biológicas de los pacientes con MFP 

Caso Edad/Sexo Diagnóstico Hgb§ Leucocitos§ Plaquetas§ *JAK2 *Otras mutaciones Haplotipo JAK2 46/1 

1 64/H MFP 135 10,9 360 V617F - Heterocigoto 

2 65/H MFP 163 15,2 582 V617F - Homocigoto 

3 48/H MFP 106 5,4 289 V617F - Heterocigoto 

4 77/H MFP 92 9,5 221 V617F - Heterocigoto 

5 53/M MFP 102 3,8 450 V617F - Heterocigoto 

6 70/M MFP 62 7,4 78 V617F - No 

7 66/M MFP 10 5,6 117 V617F - No 

8 78/M MFP 138 17 234 V617F - No 

9 79/H MFP 126 12 802 V617F SF3B1 (p.K666N) No 

10 73/M MFP 140 21 278 V617F SF3B1 (p.K666N) No 

11 54/H MFP 10.4 11,8 90 V617F SRSF2 (p.P95R) Heterocigoto 

12 79/M MFP 131 18,1 257 V617F SRSF2 (p.P95H) Heterocigoto 

13 78/H MFP 84 4,4 89 V617F SRSF2 (p.P95H) No 

14 74/M MFP 91 40 511 V617F SRSF2 (p.P95H) No 

15 82/H MFP 146 10 528 V617F SRSF2 (p.P95_R103delinsR) No 

16 77/H MFP 110 23,3 309 V617F U2AF1 (p.Q157R) No 



 

 

 

Caso Edad/Sexo Diagnóstico Hgb§ Leucocitos§ Plaquetas§ *JAK2 *Otras mutaciones Haplotipo JAK2 46/1 

17 71/M MFP 82 6,8 81 V617F U2AF1 (p.Q157P) No 

18 60/H MFP 61 13,7 224 V617F U2AF1 (p.Q157R) No 

19 72/H MFP 74 3,6 59 V617F U2AF1 (p.Q157P), ASXL1 (p.R634fs) No 

20 70/H MFP 116 12,6 958 No Mutado MPL (p.W515K) Heterocigoto 

21 54/M MFP 120 8,1 234 No Mutado SRSF2 (p.P95R) Heterocigoto 

22 53/M MFP 111 10,46 71 No Mutado CALR (tipo I) Heterocigoto 

23 55/M MFP 128 8,5 192 No Mutado CALR (tipo II) No 

24 73/M MFP 118 11,7 102 No Mutado CALR (tipo II) Heterocigoto 

25 81/H MFP 101 5,9 506 No Mutado CALR (tipo I), ASXL1 (p.N893fs) Heterocigoto 

26 72/H MFP 12 11,2 370 No Mutado CALR (tipo I), ASXL1 (p.G643fs) No 

27 36/H MFP 140 11 502 No Mutado CALR (tipo I) No 

 

MFP: Mielofibrosis Primaria; H: Hombre; M: Mujer; §Valores hematológicos al diagnóstico. Hgb: Hemoglobina (g/L),  Leucocitos (x109/L),  Plaquetas (x109/L); * 
En todos los pacientes se analizó la presencia de mutaciones en: JAK2 (V617F), MPL (exón 10), TET2 (secuencia codificante), ASXL1 (exón 12), SRSF2 
(exón 1), SF3B1 (exones 14-15), U2AF1 (exones 2,6-7), IDH1 (R132), IDH2 (R140 y R172) 
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3.3.3.4 Distribución de las mutaciones en MFP y MF post-PV y MF post-TE  

Se analizaron los genes JAK2 (p.V617F y exón 12 en los pacientes con PV), MPL (exón 

10), TET2 (secuencia codificante completa), ASXL1 (exón 12), SRSF2 (exón 1), SF3B1 

(exones 14-15), U2AF1 (exones 2, 6 y 7), IDH1 (p.R132) e IDH2 (p.R140 y p.R172). En 

los pacientes con MF post-TE y MF post-PV también se analizaron las mutaciones en 

TP53 (exones 2-11) y c-CBL (exones 8-9). *Paciente con una mutación en TP53. # 

Paciente con una mutación en el exón 12 de JAK2. Haplotipo 46/1 de JAK2: homocigoto 

(azul oscuro), heterocigoto (azul claro), no haplotipo 46/1 (blanco). 
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4. DISCUSIÓN 

El descubrimiento de la mutación JAK2V617F en el año 2005 supuso un avance muy 

importante en el conocimiento de la patogenia de las NM. Como ya se ha mencionado, la 

mutación p.V617F del gen JAK2 se detecta en un 95% de las PV y en un 60% de las TE 

y MFP. Posteriormente, se describieron alteraciones en el exón 12 de JAK2 en un 3% de 

las PV JAK2V617F negativas. 

Aunque la mutación JAK2V617F se detecta en un porcentaje elevado de NM, existen 

evidencias que muestran que dicha mutación no es la única responsable de todos los 

efectos fisiopatológicos que pueden desarrollar una NM. 

En primer lugar, el hecho de que no todos los pacientes con PV, TE o MFP presenten la 

mutación, indica que deben haber otras alteraciones responsables del desarrollo de una 

NM. Además, algún estudio como el de Levine y col. 121 demostró que un 22% de las TE 

JAK2 negativas presentan una hematopoyesis clonal analizada mediante análisis de 

polimorfismos en el gen HUMARA y que un 23% de las TE y un 3% de las PV 

JAK2V617F positivas presentan una carga alélica de JAK2V617F del 2-25%, pero un 

porcentaje de clona mieloide, determinada mediante PICX o mediante el análisis de 

alteraciones citogenéticas, superior. Estos resultados y otros relacionados 122, sugieren 

que la TE es una enfermedad heterogénea en la que existen varios mecanismos 

moleculares implicados en su patogenia, y que, incluso en las NM con mutaciones en 

JAK2, deben existir otras alteraciones que desencadenen una hematopoyesis clonal 

dando lugar a una NM y que la adquisición de la mutación JAK2V617F , en los casos 

JAK2 positivos, es un evento tardío, lo que explicaría que la mutación no se encuentre en 

todas las células neoplásicas.  

Por otro lado, los resultados obtenidos en estudios de NM familiares, apoyan la hipótesis 

de que existen otros factores implicados en el desarrollo de una NM. En el estudio de 

Bellanné-Chantelot y col., se identificaron tres subgrupos de familias acorde al resultado 

de la mutación de JAK2V617F. Por un lado, existía un grupo de NM familiares donde 

todos los miembros afectos tenían la mutación de JAK2, pero al analizar la mutación en 

células T, B, y NK no detectaron la mutación en estos subtipos celulares en varios de los 

miembros afectos, indicando que la mutación no está presente en línea germinal, sino 

que es una mutación somática de la misma manera que en los casos de NM 

esporádicos. Por otro lado, había familias con varios miembros afectos de NM pero la 

presencia de la mutación era heterogénea entre los distintos miembros. Finalmente, en 

un tercer grupo de familias con NM ninguno de los miembros eran portadores de la 
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mutación apoyando, todos estos resultados, la existencia de otras alteraciones 

responsables en el desarrollo de la NM 283. 

Finalmente, el hecho de que las LAM secundarias a una NM JAK2V617F positiva sean 

,en un porcentaje elevado, JAK2 negativas, sugiere la existencia de un modelo en el que 

una célula madre hematopoyética sea portadora de una alteración molecular pre-JAK2 

(germinal o adquirida) y que alteraciones adicionales, como la mutación de JAK2, fueran 

las responsables de determinar el fenotipo de la NM mientras que la alteración pre-JAK2 

o la adquisición de otras alteraciones adicionales, son las responsables de la progresión 

a LAM a partir de una clona JAK2 negativa 276.  

En los últimos años, la aplicación de nuevas tecnologías ha permitido la identificación de 

alteraciones citogenéticas, moleculares o epigenéticas que pueden estar implicadas en la 

patogenia de las neoplasias mieloides. En ese sentido, técnicas basadas en arrays ha 

llevado al descubrimiento de lesiones cromosómicas, incluyendo micro-deleciones, 

duplicaciones o disomías uniparentales somáticas (UPD) asociadas a neoplasias 

mieloides. También se han descubierto nuevas mutaciones somáticas mediante 

delineación de regiones cromosómicas mínimas afectadas ó técnicas de secuenciación 

masiva. La aplicación de otras tecnologías también ha llevado a una mejor apreciación 

de cambios epigenéticos en el genoma de las células leucémicas, incluyendo la 

metilación de citocinas, hidroximetilación y carboxilación 222.  

Concretamente, la identificación de nuevos marcadores moleculares en las NM ha 

aportado más conocimiento sobre su biología. Algunos de los nuevos marcadores 

identificados son de gran utilidad diagnóstica, otros tienen valor pronóstico y, alguno de 

ellos, podrían ser potenciales dianas terapéuticas. Recientemente, la aplicación de 

técnicas de secuenciación masiva, para la secuenciación del exoma completo, ha 

permitido identificar mutaciones en el gen que codifica para la calreticulina (CALR) que 

se encuentra mutado en hasta un 80% de las TE y las MFP JAK2 y MPL negativas, 

convirtiéndose en el segundo marcador molecular más frecuente en estas dos 

patologías. El uso de estas nuevas tecnologías ha permitido identificar múltiples genes 

que pueden estar alterados en distintas neoplasias mieloides e incluso, en algunos 

casos, en neoplasias linfoides u otro tipo de neoplasia. Aun así, estos otros marcadores 

son más inespecíficos detectándose en varias entidades, incluyendo las NM clásicas, 

aunque en un porcentaje minoritario. En muchos casos, estas alteraciones coexisten con 

la mutación JAK2V617F o las mutaciones en CALR, lo que sugiere que más que tener un 
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papel iniciador de la enfermedad, tienen funciones complementarias en la patogenia de 

estas enfermedades, pudiendo contribuir, en parte, en la progresión de la misma.  

 

4.1. Incidencia de los nuevos marcadores moleculares en neoplasias 

mieloproliferativas  

Entre los nuevos genes en los que se han descrito alteraciones en pacientes con NM, se 

encuentran los genes analizados en el presente trabajo que incluyen: TET2, ASXL1, 

IDH1, IDH2 y c-CBL. 

El objetivo del primer estudio fue analizar la presencia de alteraciones en los genes 

TET2, ASXL1, IDH1, IDH2 y c-CBL en una cohorte de pacientes con NM que carecían de 

un marcador de clonalidad conocido. De una cohorte total de 241 pacientes 

diagnosticados de alguna NM Ph negativa clásica se seleccionaron 62 pacientes (5 PV, 5 

MFP, 52 TE) en los que no se había detectado la mutación JAK2V617F. En los pacientes 

con PV, también se excluyó la presencia de mutaciones en el exón 12 de JAK2, y en el 

caso de las TE y las MFP se excluyeron aquellos pacientes con mutaciones en el exón 

10 del gen MPL (S505; W515).  

De los 62 pacientes analizados, 3 de ellos presentaban mutaciones en el gen TET2 

(4,8%) una frecuencia similar a la observada en otros estudios en los que se reportan 

frecuencias de entre 2,5-8,5% en cohortes de NM JAK2 negativas 187,189,196. Los tres 

pacientes que presentaban mutaciones en TET2 eran pacientes diagnosticados de TE, 

representando una frecuencia del 5,8% de mutaciones de TET2 en la TE, una incidencia 

también similar a la descrita en la literatura (~ 5%) 187,196,284.La información sobre la 

frecuencia de mutaciones en TET2 en pacientes con MFP o PV JAK2 negativas es 

limitada, aunque la frecuencia global descrita hasta el momento es mayor tanto en la PV 

(9-16%) como en la MFP (7-17%) respecto a la TE 187,196. El hecho de no haber 

detectado alteraciones en TET2 en ninguno de nuestros pacientes con MFP o PV podría 

deberse al bajo número de pacientes analizados (n=10).  

En cuanto al gen ASXL1, se han descrito mutaciones que afectan, principalmente, al 

exón 12 del gen, en distintas neoplasias mieloides: un 11% de SMD, un 43% LMMC y un 

8% de NM 66,208,209,284. En este estudio, tres de los pacientes analizados presentaron 

mutaciones en ASXL1 (4,8%), un porcentaje algo inferior al descrito en la literatura. Cabe 

destacar que un paciente con TE presentaba, simultáneamente, una alteración en TET2 
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y otra en ASXL1. La coexistencia de alteraciones en estos dos genes ya se ha descrito 

con anterioridad, así como la coexistencia con un amplio número de genes implicados en 

NM 208. 

Para comparar la incidencia de mutaciones en estos dos genes en pacientes con TE, 

dependiendo de la presencia o ausencia de la mutación p.V617F de JAK2, se analizaron, 

adicionalmente, un grupo de 50 pacientes con TE JAK2V617F positivos. Aunque otros 

estudios reportan frecuencias de mutaciones en TET2 en un 11-17% de las NM 

JAK2V617F positivas 187,189,196, sin especificar las frecuencias entre las distintas 

entidades, en la cohorte de TE JAK2V617F positivas de este trabajo, no se detectaron 

alteraciones en TET2 o en ASXL1 en ninguno de los pacientes analizados, indicando que 

en esta serie de pacientes con TE, las alteraciones en estos nuevos marcadores se 

detectan con menor frecuencia en los casos JAK2V617F positivos respecto a los casos 

JAK2V617F negativos. Uno de los puntos que puede influir en la obtención de estos 

resultados, es que la cohorte de TE JAK2V617F positiva era un grupo de pacientes de 

reciente diagnóstico, con lo que puede que la enfermedad llevara poco tiempo de 

evolución y todavía no hubiera adquirido mutaciones adicionales a JAK2V617F, o bien, 

que sí fueran portadores de alguna pequeña clona con alguna otra mutación, pero 

todavía no se hubiera expandido lo suficiente como para poder ser detectada por 

técnicas con una sensibilidad más limitada, como la secuenciación Sanger.  

Cabe destacar que, en el presente estudio, el análisis de los genes se centró en el 

screening de mutaciones sin considerar otras alteraciones que también podrían alterar la 

función de estos genes, como por ejemplo, deleciones cromosómicas que afecten a la 

región cromosómica 4q (donde se localiza el locus de TET2) o bien a la región 

cromosómica 20q11 (donde se localiza el locus de ASXL1) 189,190,260. Por este motivo, 

aunque las alteraciones estructurales sean menos frecuentes, no se puede descartar que 

haya una mayor frecuencia de alteraciones de estos genes en el grupo de pacientes 

analizados. 

Todas estas mutaciones afectan, en teoría, a una célula madre hematopoyética. Para 

determinar en qué momento de la hematopoyesis se adquieren estas alteraciones, en 

función de los tipos celulares afectados, se analizó la presencia de las alteraciones 

patogénicas detectadas en TET2 y ASXL1, en el ADN extraído de las células 

mononucleadas (linfocitos T y B, mayoritariamente) de los pacientes portadores de 

dichas mutaciones. Las alteraciones en TET2 no se detectaron en estas subpoblaciones 

celulares, sugiriendo que las mutaciones se adquieren en un progenitor mieloide por lo 
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que las células portadoras de la mutación sólo pertenecen al linaje mieloide. Por el 

contrario, las alteraciones en ASXL1 sí se detectaron en ADN de células 

mononucleadas, sugiriendo que las alteraciones en ASXL1 afectan a un progenitor 

hematopoyético más temprano, común a la estirpe mieloide y linfoide, o bien que se trata 

de alteraciones presentes en línea germinal, como también se ha descrito en algunos 

casos con mutaciones en TET2 198. Dado que no disponíamos de otro tipo de ADN 

control de estos pacientes, como por ejemplo ADN extraído de saliva o folículo piloso, no 

se pudo excluir esta última posibilidad. Estos resultados irían acorde a los resultados del 

estudio de Carbuccia y col., donde reportaban que las mutaciones en ASXL1 se 

detectaban en células CD34+ y sugerían que las mutaciones en este gen podrían 

adquirirse en un estadio temprano de la hematopoyesis durante el desarrollo y evolución 

de la enfermedad 208.  

Ninguno de los pacientes analizados presentó mutaciones bialélicas en TET2 o ASXL1, 

indicando que la haploinsuficiencia, es decir, la alteración de un único alelo del gen, es 

suficiente para tener un papel en el desarrollo de la enfermedad y no es necesario perder 

la funcionalidad de ambos alelos. Esta característica también se ha observado en otras 

series en las que aproximadamente el 50% de los pacientes presentaban alteraciones 

monoalélicas en TET2. 

Existen varios estudios que asocian la presencia del haplotipo 46/1 del locus JAK2 con 

una mayor tendencia a adquirir mutaciones en el mismo gen (p.V617F y mutaciones en 

el exón 12) así como en otros genes como MPL 285. En todos los pacientes se analizó la 

presencia del haplotipo 46/1 del locus de JAK2 mediante el análisis de dos 

polimorfismos: rs12340895 y rs12343867. Los resultados de ambos polimorfismos eran 

totalmente concordantes y mostraron que 29 de los pacientes no presentaban el 

haplotipo 46/1 mientras que 33 de ellos sí lo presentaban (29 pacientes en heterocigosis 

y 4 pacientes en homocigosis). No se pudo establecer ninguna asociación entre la 

presencia de mutaciones en TET2 o ASXL1 y la presencia del haplotipo 46/1, aunque 

hay que considerar el bajo número de mutaciones detectadas. De forma similar, otros 

estudios tampoco han demostrado diferencias significativas en la frecuencia de 

mutaciones de TET2 entre los pacientes con o sin el haplotipo 46/1 de JAK2 187. 

Finalmente, realizamos el estudio mutacional de los genes IDH1, IDH2 y c-CBL, en los 

que, principalmente, se han detectado mutaciones en leucemias agudas mieloides (de 

novo o secundarias) y en MFP. No se detectaron mutaciones en ninguno de los 

pacientes analizados. Estos resultados, junto los previamente publicados, sugieren que 
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las alteraciones en IDH1, IDH2 y c-CBL no parecen tener un papel en la fase crónica de 

una NM aunque sí podrían ser relevantes en el proceso de transformación de la misma, 

especialmente en la progresión a LAM 205,286–290. 

Desde el punto de vista diagnóstico, considerando el descubrimiento de las mutaciones 

en CALR, que se detectan en un 50-80% de las TE JAK2 y MPL negativas, la 

incorporación del estudio mutacional de TET2 o ASXL1 como marcadores diagnósticos 

no sería de utilidad, teniendo en cuenta que cada uno se detecta con frecuencias 

inferiores al 10% en la TE JAK2 negativa, y en un porcentaje aún inferior si se excluyen 

los casos CALR positivos. Al tratarse de genes extensos, su incorporación en la rutina 

diagnóstica sería complicada ya que se trata de un análisis laborioso y caro para la baja 

incidencia de casos en los que un resultado positivo sería de utilidad. 

 

4.2. Significado clínico de la detección de una hematopoyesis clonal en la 

TE JAK2 negativa  

El segundo estudio presentado se basó en el estudio de la importancia clínica que podía 

tener la detección de una hematopoyesis clonal, mediante el estudio del patrón de 

inactivación del gen HUMARA y de la detección de mutaciones, partiendo de la premisa 

(antes de finales del año 2013), de que el 60% de los pacientes con TE presentaban la 

mutación JAK2V617F, pero que aun así quedaba un elevado porcentaje de pacientes sin 

este marcador de clonalidad. El conocimiento sobre si existen diferencias en el curso 

clínico de los pacientes con TE que presentan o no una hematopoyesis clonal es 

limitado. Por ese motivo, el objetivo del segundo trabajo fue evaluar la relevancia clínica 

que tenía la detección de una hematopoyesis clonal en la TE en relación a diversos 

parámetros clínicos como la respuesta al tratamiento, la probabilidad de trombosis, 

hemorragia, transformación y supervivencia. En este estudio se incluyeron un total de 73 

pacientes que integraban los 52 pacientes con TE analizados en el primer trabajo, junto 

con 21 nuevos pacientes diagnosticados de TE JAK2V617F negativa. La determinación 

de una hematopoyesis clonal se consideró, inicialmente, en base a la detección de 

clonalidad mediante el análisis del polimorfismo del gen HUMARA (en el caso de las 

mujeres), así como la detección de alguna mutación en los genes MPL, TET2 o ASXL1. 

Aunque los datos no fueran estadísticamente significativos, ninguno de los pacientes, en 

los que se detectaron mutaciones en los genes analizados, presentó algún evento 

trombótico a lo largo de la enfermedad, mientras que en los diez pacientes que 
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presentaron trombosis no se detectaron mutaciones en MPL, TET2 o ASXL1, resultando 

en una probabilidad de trombosis a los 10 años del 22% en pacientes sin mutaciones 

versus el 0% en pacientes con mutaciones en los genes analizados. Los resultados 

obtenidos en cuanto la asociación de la detección de una hematopoyesis clonal y el 

riesgo trombótico son contrarios a los reportados en algunos estudios previos en los que 

se asociaba la detección de clonalidad mieloide, mediante técnicas que analizaban el 

PICX en mujeres con TE, con un mayor riesgo de padecer algún episodio trombótico, 

aunque no se asociaba a un mayor riesgo de padecer eventos hemorrágicos 291. En esta 

misma línea, el estudio de Harrison y col., objetivó que las mujeres que presentaban un 

patrón de hematopoyesis policlonal tenían un menor riesgo de presentar complicaciones 

trombóticas respecto a aquellas que presentaban un patrón clonal 81. En el segundo 

trabajo presentado, el hecho de no haber detectado asociación entre presentar una 

hematopoyesis clonal y el riesgo trombótico debe interpretase con cautela ya que la 

trombosis es un proceso multifactorial en el que aparte de la propia patología de la TE 

pueden influir múltiples mecanismos como la edad, los factores de riesgo 

cardiovasculares, la historia de trombosis o el tipo de tratamiento administrado. Además, 

el poder estadístico del estudio es limitado debido al pequeño tamaño de la serie 

estudiada y el bajo número de eventos trombóticos registrados, de manera que se 

requieren estudios adicionales para confirmar estos resultados. 

Finalmente, del total de pacientes analizados, 6 de ellos desarrollaron transformación de 

la enfermedad: 5 pacientes evolucionaron a mielofibrosis y un paciente desarrolló 

síndrome mielodisplásico. Las 5 pacientes que evolucionaron a mielofibrosis eran 

mujeres y todas ellas presentaban una hematopoyesis clonal mediante análisis del gen 

HUMARA. Asimismo, 4 de las 5 pacientes también presentaban mutaciones en alguno 

de los genes analizados (MPL, TET2 o ASXL1). El paciente que evolucionó a SMD era 

portador de una mutación en TET2 y ASXL1 simultáneamente, indicando que, todos los 

casos transformados presentaban una hematopoyesis clonal demostrada, ya fuera por 

los estudios del PICX mediante el análisis del gen HUMARA, como por presentar 

mutaciones en alguno de los genes analizados. Por el contrario, ninguno de los 

pacientes transformados presentaba una hematopoyesis policlonal. 

 Los resultados mostraron que la probabilidad de transformación a los 10 años era mayor 

en las mujeres con un resultado del ensayo del gen HUMARA clonal (35% en casos 

clonales vs 0% en casos policlonales, p=0,004) y que los pacientes con mutaciones 

también tienen una mayor probabilidad de transformación de la enfermedad (2% sin 
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mutaciones versus 64% con mutaciones, p=0,001), siendo éste el hallazgo más relevante 

del estudio inicial. 

Todo este trabajo fue previo a las publicaciones sobre la descripción de las mutaciones 

en el gen CALR a finales del año 2013, y que se ha convertido en el segundo marcador 

de clonalidad más frecuente en la TE. Por este motivo, tras su descripción, se analizó la 

presencia de mutaciones en 66 de los 73 pacientes de los que se disponía de ADN 

restante, con la intención de confirmar los principales hallazgos observados en el análisis 

inicial.  

 Los resultados mostraron que un 50% de los pacientes analizados de esta cohorte 

presentaban mutaciones en el gen CALR, un 9 % presentaba mutaciones en MPL y un 

48% de los pacientes no presentaban mutaciones en JAK2, CALR ni MPL, 

considerándose triple negativos.  

El nuevo análisis estadístico se realizó incorporando al grupo de pacientes con alguna 

mutación en los genes considerados inicialmente (MPL, TET2, ASXL1), el resultado del 

estado mutacional del gen CALR. De forma similar a los resultados iniciales, no se 

observó que existiera asociación entre la presencia de mutaciones y el riesgo de padecer 

eventos trombóticos (p=0,86) o hemorrágicos (p=0,44). En relación al principal resultado 

observado en el segundo trabajo, no se confirmó la significación estadística entre la 

detección de mutaciones y el riesgo de transformación, aunque sí se observó una 

tendencia importante en la que aquellos pacientes con mutaciones parecían presentar un 

mayor riesgo de transformación de la enfermedad a mielofibrosis o mielodisplasia, 

respecto a los pacientes en los que no se detectaron mutaciones en los genes 

analizados. También se pudo observar, que el tipo de mutación que presentaban los 

pacientes tenía importancia respecto al riesgo de transformación. Concretamente, se 

observó que los pacientes con mutaciones en MPL o CALR tipo 1, TET2 o ASXL1 tenían 

mayor riesgo de transformación respecto a los pacientes que presentaban otro tipo de 

mutación en CALR o que no presentaban ninguna mutación en los genes analizados, y 

esta asociación era estadísticamente significativa (p< 0,05). En este estudio, todos los 

pacientes CALR positivos que evolucionaron a MF eran pacientes con la mutación tipo 1 

(deleción de 52pb), lo cual sugiere que esta mutación puede tener consecuencias 

biológicas más importantes que favorezcan el avance y la transformación de la 

enfermedad. En otros estudios como el de Andrikovics y col.,  no detectan diferencias 

demográficas ni características clínicas entre los paciente con TE con mutaciones en 

CALR tipo I o tipo II, a excepción de que lo pacientes con mutaciones de CALR tipo II 
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son mayores, presentan niveles de plaquetas más elevados y requieren más tratamiento 

citorreductor que los pacientes con la mutación de tipo I ó sin la mutación de tipo II 292. 

Se precisaría de más series para poder determinar si existe una distinta capacidad 

patogénica entre las diferentes mutaciones de CALR. También se ha observado una 

asociación entre la presencia de mutaciones en MPL y el riesgo de transformación 

mielofibrótica, un dato que está publicado en el trabajo de Álvarez-Larrán y col., en el 

que observan que la presencia de características histológicas, mutaciones en MPL y 

niveles elevados de LDH en suero, se asocian a una mayor probabilidad de 

transformación mielofibrótica en pacientes con TE 245. Aun así, se requieren de más 

estudios para poder confirmar si la presencia de determinadas mutaciones puede ser de 

especial relevancia en la transformación de una TE a mielofibrosis.  

 

4.3. Alteraciones moleculares en la transformación mielofibrótica de la PV y 

la TE JAK2V617F positiva y negativa 

La transformación de una NM a LAM forma parte de la evolución natural de la 

enfermedad ocurriendo en un 2-5% de los pacientes con TE o PV y en un 15-30% de los 

pacientes con MF. De forma similar, entre un 4-8% y un 10% de los pacientes con TE y 

PV, respectivamente, evolucionan a mielofibrosis a los 10 años desde el momento del 

diagnóstico, pero se desconoce las causas por las que algunos pacientes se transforman 

y otros no.  

Los factores pronósticos de la MF post-PV no están bien establecidos. La duración de la 

enfermedad, la historia de tratamiento citorreductor, la presencia de leucocitosis y la 

carga alélica de JAK2 se han propuesto como factores de riesgo de transformación 

mielofibrótica 25,62,293–298. 

Más en concreto, en relación a la carga mutacional de JAK2, varios estudios han 

asociado una carga alélica elevada de la mutación JAK2V617F ( carga alélica superior al 

50%), o un patrón de la carga variante, ya sea un aumento progresivo de la carga alélica 

como un descenso no explicable (descenso no debido al tratamiento), con un mayor 

riesgo a padecer eventos vasculares y transformación mielofibrótica en pacientes con PV 
298,299. Esta observación iría acorde con el hecho de que la detección de una carga 

mutacional elevada en los granulocitos, se ha asociado a dominancia clonal de los 

progenitores hematopoyéticos JAK2V617F positivos, una característica asociada a 
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algunos pacientes con PV (en un 50% de los casos) pero sobre todo a pacientes con 

mielofibrosis  primaria o mielofibrosis secundaria 115,120,258,300. 

Moliterno y col. define de forma arbitraria el concepto de dominancia clonal, a nivel de 

progenitores hematopoyéticos, como una diferencia absoluta entre la cantidad de carga 

alélica de la mutación de JAK2 entre los neutrófilos y las células CD34+ de <10%, es 

decir, cuando existe coherencia entre la carga mutacional de JAK2V617F en los 

progenitores CD34 positivos y los granulocitos. La dominancia clonal se puede observar 

en los pacientes con MFP desde el momento del diagnóstico y en algunos casos de PV 

en fases avanzadas de la enfermedad 258. También se ha reportado que la dominancia 

clonal es una característica de la MF post-PV y post-TE, donde se suele observar un 

aumento de la carga mutacional en las fases avanzadas de la enfermedad y en la 

transformación mielofibrótica, sugiriendo que, biológicamente, esta fase mielofibrótica se 

asemeja más a la MFP donde existe a nivel de la célula madre hematopoyética, una 

dominancia de la clona neoplásica respecto al resto de progenitores no mutados 
120,259,260. Algunos de los parámetros clínico-biológicos a los que se ha asociado la 

detección de dominancia clonal son niveles de leucocitos elevados, niveles más bajos de 

hemoglobina y presencia de esplenomegalia, con independencia de variables como el 

tipo de enfermedad o el tratamiento, lo que parece contribuir al desarrollo de un fenotipo 

clínico en el que está potenciada la mieloproliferación 260. 

En el caso de la TE, antes de la descripción de la mutación p.V617F del gen JAK2, la 

aparición de precursores mieloides inmaduros en sangre periférica, una disminución de 

los niveles de Hgb no relacionados con el tratamiento y un aumento de los niveles de 

LDH en sangre, seguidos de una disminución progresiva de plaquetas, aumento de 

leucocitosis y esplenomegalia progresiva, eran las principales características clínicas que 

se observaban en los pacientes con TE que evolucionaban a MF secundaria 44.Tras la 

descripción de la mutación de JAK2, se observó que la carga mutacional en la TE suele 

ser inferior al 50%, pero que una carga alélica elevada se asocia a un curso clínico más 

agresivo así como a un mayor riesgo de transformación mielofibrótica 297–299. 

No se ha observado que la mutación JAK2V617F confiera ventaja proliferativa a los 

progenitores hematopoyéticos, sino que más bien tiene una influencia importante en la 

diferenciación hacia la línea mieloide 301. Se postula que la presencia de mutaciones 

adicionales puede tener un papel en la trasformación de la enfermedad a mielofibrosis o 

a leucemia aguda, tal vez promoviendo el desarrollo de dominancia clonal a nivel de 

progenitores hematopoyéticos, confiriendo ventaja proliferativa a la clona patológica 
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respecto a las células sin la mutación. Algunos de los genes que se han asociado a 

progresión de la enfermedad son: TET2, DNTM3A, ASXL1, EZH2, TP53, CBL, SH2B3 e 

IDH1, entre otros 208,302,303.  

Un estudio reciente analizó, mediante NGS, un panel de 104 genes con posible 

asociación con las neoplasias mieloides, en 197 pacientes con NM. Los resultados 

mostraron que, en global, un 44%, un 29% y un 35% de las PV, TE y MFP, 

respectivamente, presentaban alguna mutación somática en alguno de los genes 

estudiados, a parte de la mutación JAK2V617F y mutaciones en CALR. Además, 

observaron que la presencia de dos o más mutaciones somáticas reducía 

significativamente la supervivencia global y aumentaba el riesgo a leucemia aguda 238, lo 

que sugeriría que la presencia de múltiples alteraciones podría tener un papel pronóstico 

en las NM, y que la mayoría de estas mutaciones ya estaban presentes en el momento 

del diagnóstico aunque fuera con una baja carga tumoral. 

En un tercer trabajo, se caracterizó a nivel molecular una serie de 36 pacientes 

diagnosticados de TE (14 casos) o PV (22 casos) que evolucionaron a mielofibrosis 

durante el curso de la enfermedad.  

Una parte del estudio se centró en el estudio de los genes SRSF2, SF3B1 y U2AF1, que 

recientemente se han descrito implicados en neoplasias mieloides y que forman parte de 

la maquinaria del splicing del ARN mensajero. 

Los resultados obtenidos mostraron una frecuencia de mutaciones del 3% y del 8% en 

los genes SRSF2 y SF3B1 respectivamente. De los tres pacientes con mutaciones en 

SF3B1, dos de ellos eran MF post-TE, mientras que el tercer paciente era una MF post-

PV que presentaba, simultáneamente, una mutación en SF3B1 y otra en SRSF2. Aunque 

la coexistencia de mutaciones en genes del splicing es algo infrecuente sí se han 

reportado, algunos pacientes con SMD que presentan coexistencia de alteraciones en 

este grupo de genes 230. Finalmente, en relación al gen U2AF1, no se detectaron 

mutaciones en ninguno de los pacientes analizados. 

Para poder establecer si existe diferencia en la incidencia de mutaciones en estos genes 

entre los pacientes con mielofibrosis post-TE o post-PV y los pacientes con PV o TE en 

fase crónica, se analizó de forma adicional, un grupo de 30 pacientes con PV y un grupo 

de 30 pacientes con TE en fase estable de la enfermedad. En estos grupos de pacientes, 

sólo se detectaron dos mutaciones en SRSF2 en un mismo paciente con TE. Por el 

contrario, en ninguno de ellos se identificaron mutaciones en SF3B1 o U2AF1. 



DISCUSIÓN 

 

130 

Algunos estudios han reportado la presencia de alteraciones en SF3B1 en pacientes con 

TE o MF post-TE, pero ninguno ha descrito mutaciones en pacientes con PV o MF post-

PV 224,304. Estos estudios, junto con los resultados obtenidos en este trabajo indican que 

la incidencia de mutaciones en genes del splicing en la PV o la TE en fase crónica es 

muy baja. 

De forma análoga, para determinar si la incidencia de mutaciones en fase mielofibrótica 

de una PV o TE era comparable a la incidencia de mutaciones en MFP, también se 

analizó una serie de 27 pacientes diagnosticados de MFP. En este grupo de pacientes, 

se detectaron mutaciones en SRSF2 en un 22%, en SF3B1 en un 7% y en U2AF1 en un 

15% de los casos analizados. Aunque la cohorte de pacientes es limitada parece que 

existe una diferencia significativa en cuanto a la incidencia de mutaciones en SRSF2 y 

U2AF1 entre los pacientes con MFP y los pacientes con mielofibrosis secundaria. Por el 

contrario, no parece existir diferencias entre ambos grupos respecto a las mutaciones en 

SF3B1, en concordancia con lo reportado previamente en otras series 226. Estos 

hallazgos sugieren que el perfil de mutaciones  en los genes de la maquinaria del splicing 

es diferente entre los pacientes con MFP y los pacientes con MF secundaria a una TE o 

PV 305. 

Se ha descrito una mayor incidencia de mutaciones en ASXL1, TET2, IDH1 y IDH2 en 

las LAM secundarias a una NM, aunque se desconoce cuál es el orden de adquisición y 

el mecanismo por el cual estas alteraciones pueden favorecer la transformación 

leucémica de una NM en fase crónica. En ese sentido, también se analizó el estado 

mutacional de este grupo de genes, en el grupo de pacientes con NM que evolucionó a 

MF, con la finalidad de estudiar si estos genes podrían tener un papel, no sólo en la 

transformación a LAM, sino también en la transformación mielofibrótica de la TE o la PV. 

La incidencia de alteraciones en TET2 fue mayor en el grupo de las MF secundarias que 

en el grupo de las TE en fase crónica (trabajo I), detectándose mutaciones en un 14% de 

los casos. Aun así, este porcentaje sigue siendo inferior al detectado en otras series. En 

cuanto al gen ASXL1, hay varios estudios en los que se reportan frecuencias del 23 al 

50% de mutaciones en pacientes con mielofibrosis secundaria 208,260,306,307. En el presente 

estudio, tan sólo se detectaron mutaciones en un 9% de los pacientes con MF post-PV. 

Una de las posibles explicaciones para justificar esta diferencia de frecuencias podría ser 

el número de pacientes analizados, aunque en ese sentido otras series similares 

presentaban frecuencias de mutaciones del 22% en las MF secundarias 306. Otra posible 

explicación estaría relacionada con la sensibilidad de la técnica empleada aunque, en 
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este caso, los distintos estudios también utilizaron la técnica de secuenciación Sanger 

para el análisis mutacional. Finalmente, la interpretación de ciertas mutaciones, 

especialmente aquellas mutaciones con cambio de aminoácido, podrían variar la 

incidencia reportada entre los distintos estudios publicados, ya que se podría estar 

considerando posibles polimorfismos como mutaciones patogénicas, o bien se podrían 

estar interpretando de distinta forma ciertas variantes controvertidas como la 

p.Gly646TrpfsX12. Algunos estudios detectan esta alteración en más de un 25% de 

muestras controles sin enfermedades hematopoyéticas, motivo por el cual la consideran 

un artefacto en vez de una alteración somática 308. Por otro lado, otros estudios no 

detectan dicha alteración en células CD3 positivas por lo que la consideran una mutación 

somática patogénica. 

El estudio de Stein y col. demostraba que las mutaciones en ASXL1 se adquieren con el 

tiempo en pacientes que evolucionan de TE a MF post-TE, asociándose al proceso de 

transformación y una vez adquirida, no parece extinguirse sino que gana en 

representación clonal. La presencia de la mutación no parece asociarse a un menor 

intervalo tiempo hasta el desarrollo de la transformación 260. Algo similar se podría 

observar en algunos de los pacientes analizados en los tres trabajos presentados, en los 

que se detectaron mutaciones en ASXL1 o TET2 en algún momento de la enfermedad y 

en los que al analizar la muestra del diagnóstico, no se detectaron dichas mutaciones 

indicando que, en estos casos, las alteraciones no tuvieron un papel en el desarrollo de 

la enfermedad sino que se adquirieron posteriormente y hubo una expansión de las 

clonas mutadas durante la evolución y transformación de la enfermedad.  

Finalmente, en relación a los genes IDH1 e IDH2, en los que se han detectado 

alteraciones en una minoría de los pacientes con TE y PV en fase crónica, pero una 

mayor frecuencia en LAM de novo o secundaria a una NM, no se detectaron mutaciones 

en ninguno de los pacientes con mielofibrosis secundaria. Al contrario de lo esperado, 

tampoco se detectaron alteraciones en IDH1 o IDH2 en los pacientes con MFP, donde el 

porcentaje de mutaciones descrito es del 4-6%, algo superior al de la PV o la TE (< 2%) 
103,181,284,309. Especialmente se esperaban detectar mutaciones en IDH1 o IDH2 en 

aquellos pacientes en los que se habían detectado mutaciones en el gen SRSF2, ya que 

algunos estudios asocian la presencia de mutaciones en SRSF2 con coexistencia de 

mutaciones en IDH1 o IDH2 65. 

Todos los pacientes con PV o TE que evolucionaron a MF tenían al menos una mutación 

en los genes analizados. En global, 12 pacientes (33%) presentaban alguna alteración 
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en otros genes a parte de JAK2, MPL y CALR, como TET2, ASXL1, TP53, SF3B1 y 

SRSF2 indicando que, un porcentaje elevado de pacientes que presentan transformación 

mielofibrótica, tienen un marcador adicional y que pueden estar presentes tanto en el 

diagnóstico como se pueden adquirir o expandir durante la evolución de la enfermedad. 

Este estudio se ha limitado al análisis de ciertos genes, pero es muy probable que 

existan alteraciones en otros genes, que no se hayan incluido en este trabajo, que 

podrían estar contribuyendo en la progresión de la PV o la TE, con lo que el porcentaje 

de pacientes con mutaciones adicionales a JAK2, CALR o MPL, en esta cohorte podría 

ser superior al observado en el presente estudio.  

4.4. Valor pronóstico de los nuevos marcadores 

Existen múltiples artículos en los que ha estudiado el valor pronóstico que podrían tener 

los nuevos biomarcadores en neoplasias mieloides y en algunos casos también en 

neoplasias linfoides. 

Actualmente, los únicos marcadores cuyo valor pronóstico está mejor definido son las 

mutaciones en ASXL1, SRSF2 y EZH2 en pacientes con MF ya que se asocian a una 

supervivencia más corta. Estos genes, junto con IDH1 e IDH2, tendrían un valor 

negativo, identificando aquellos pacientes con MF que tienen un riesgo prematuro a morir 

o a transformarse a LAM 64.  

En cuanto al valor pronóstico de las mutaciones en TET2, se han publicado varios 

artículos en los que se observaban resultados contradictorios y distinta relevancia 

pronóstica de las alteraciones en TET2 dependiendo de la patología estudiada. El 

estudio de Tefferi y col. demostró que las mutaciones en TET2 no afectan a la 

supervivencia, ni se asocian a transformación leucémica o a mayor riesgo trombótico en 

pacientes con PV o MF, mostrando una relevancia pronóstica limitada 196. Por el 

contrario, otros estudios han reportado que TET2 es un marcador pronóstico negativo en 

pacientes con LAM de riesgo intermedio. Abdel-Wahab y col. observó que los pacientes 

con LAM portadores de mutaciones en TET2 tenían peor supervivencia que los pacientes 

con LAM sin alteraciones en dicho gen. Asimismo, otros estudios han observado una 

mayor incidencia de mutaciones en TET2 en los blastos de pacientes que sufren 

transformación leucémica 187,201. Recientemente, en la misma línea, el estudio de 

Lundberg y col. reporta que las mutaciones en TET2 sí parecen asociarse a un peor 

pronóstico en pacientes con TE, PV o MF 238. 
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En otras patologías, como en los SMD, las mutaciones en TET2 parecen conferir un 

pronóstico favorable, ya que varios estudios observan que la supervivencia global está 

significativamente aumentada en pacientes con mutaciones en TET2 respecto a los 

pacientes sin mutaciones en este gen192. 

En los trabajos presentados no se ha podido establecer un valor pronóstico claro de 

ninguno de los nuevos marcadores moleculares. En primer lugar, dada la baja incidencia 

de mutaciones en TET2 y ASXL1 observadas en la cohorte de pacientes con NM JAK2 y 

MPL negativas no se pudo realizar el análisis para determinar si estas alteraciones 

podían tener un valor pronóstico o asociarse a alguna característica clínica. Finalmente, 

en el estudio de NM evolucionadas a MF tampoco se pudo establecer, en ninguno de los 

grupos de pacientes, una asociación entre la presencia de mutaciones en alguno de los 

genes analizados con la supervivencia global debido, probablemente, al limitado número 

de pacientes analizados. Sin embargo, como era esperable, sí se observó una 

asociación significativa (p=0,001) entre la supervivencia global y el IPSS de los 

pacientes. 

Como se ha comentado anteriormente, la frecuencia de mutaciones en SRSF2 en 

pacientes con TE o PV es muy baja, por lo que no se conoce si este marcador sigue 

teniendo valor pronóstico en estas entidades. El estudio de Zhang y col. sí observó una 

mayor frecuencia de mutaciones en SRSF2 en los pacientes con NM que evolucionaban 

a LAM, asociándose a una peor supervivencia global. Aunque en el trabajo no se haya 

podido demostrar ningún valor pronóstico de estos marcadores, cabe mencionar que, el 

paciente con MF post-PV portador de dos mutaciones simultáneas en SF3B1 y SRSF2, 

mostró una progresión muy rápida de la enfermad falleciendo a los dos años tras el 

diagnóstico. De forma similar, el paciente con TE en fase crónica, que presentaba doble 

mutación en SRSF2, desarrolló una LAM JAK2V617F negativa/SRSF2 positiva, ocho 

años después del diagnóstico. Este hecho iría en consonancia con lo descrito en la 

literatura donde las alteraciones en SRSF2 se asocian a mal pronóstico y en particular a 

un mayor riesgo de transformación leucémica. Cabe destacar que en el estudio de Zhang 

y col. estas mutaciones coexistían, en varios casos, con otras alteraciones adicionales, 

sugiriendo que a pesar de que las mutaciones en SRSF2 tengan un valor pronóstico 

negativo, la presencia de otras alteraciones adicionales, podría ser fundamental para el 

desarrollo de la transformación leucémica.  
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4.5. Evolución y adquisición de alteraciones durante la progresión de las 

NM 

En los estudios realizados se ha detectado la presencia de distintas alteraciones en 

nuevos genes, tanto en pacientes con TE o MF JAK2V617F negativos, así como en 

pacientes con MF post-PV o MF post-TE JAK2V617F positivos y negativos.  

En algunos de estos pacientes se ha podido realizar el estudio en distintos puntos de la 

evolución de la enfermedad y se han observado distintos patrones de adquisición y 

expansión de las clonas portadoras de dichas alteraciones (Tabla 18).  

Tabla 18: Adquisición  y  evolución  de mutaciones  en  los  pacientes  con  TE  o  PV  evolucionados  a mielofibrosis  o 
mielodisplasia 

 

Paciente Evolución Alteraciones al Diagnóstico Muestra Intermedia Alteraciones en la Transformación 

1 TE-> MF MPL+  MPL+ 

 
2 TE-> MF ND MPL+(87%),SF3B1+(50%)       MPL+ (87%), SF3B1+ (50%) 

 

3 TE-> MF CALR+, TET2-       CALR+ , TET2+ 
 

4 TE-> MF ND CALR+(45%),TET+(5%)  CALR+ (55%), TET2+, 
 

5 TE-> SMD TET2- , ASXL1- TET2+ , ASXL1+           TET2+, ASXL1+ 
 

6 TE-> MF JAK2V617F+ (8%), SF3B1+ (3%)        JAK2V617F+ (99%), SF3B1+ (45%) 
 

7 PV-> MF JAK2V617F+ (67%), SRSF2+ (60%), 
SF3B1+ (49%) 

       JAK2V617F+ (52%), SRSF2+ (60%), 
SF3B1+ (48%) 

 

8 PV-> MF         JAK2V617F+ (70%), TET2+        JAK2V617F+ (80%), TET2+ 
 

 

ND: No determinado ya que no se disponía del material correspondiente al momento del diagnóstico 

Los porcentajes mostrados en referencia a las mutaciones de TET2, SF3B1, SRSF2 y MPL son los porcentajes correspondientes a las secuencias 
mutadas obtenidas tras el análisis de estas regiones mediante secuenciación masiva en un sistema GS 454 Junior. 

La cuantificación de JAK2V617F  se realizó mediante PCR cuantitativa en tiempo real utilizando sondas aleloespecíficas para cada uno de los alelos 
(mutado y no mutado). El porcentaje de mutación está calculado como el porcentaje del número de copias de JAK2V617F/número de copias de JAK2 
total (V617F y no mutado) 

 

En primer lugar, las 5 TE JAK2V617F negativas que evolucionaron a MF presentaban 

algún marcador de clonalidad.  Una paciente presentaba una mutación compleja de MPL 

(p.W515_P518delinsKT) que se detectó tanto en la fase mielofibrótica como en la 

muestra correspondiente al diagnóstico (Tabla 18, paciente 1). Desafortunadamente, no 

disponíamos de ADN del diagnóstico de la segunda paciente portadora de una de las 
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mutaciones clásicas de MPL (p.W515L) coexistiendo con una alteración en SF3B1, en la 

fase de MF post-TE (Tabla 18, paciente 2). 

En una de las dos pacientes con TE en las que se detectó una mutación en TET2 en la 

fase mielofibrótica, no se pudo detectar la mutación en la muestra del diagnóstico, a 

pesar de que se realizó un análisis de alta profundidad empleando técnicas de 

secuenciación masiva en un sistema de GS 454 Junior. Sin embargo, esta paciente, 

también presentaba un mutación tipo 1 (deleción de 52 nucleótidos) en el gen CALR, 

tanto en la muestra del diagnóstico como en la muestra de la mielofibrosis, sugiriendo 

que la mutación de CALR podría tener una papel más iniciador en el desarrollo de la TE, 

mientras que la adquisición de la alteración en TET2 podría tener un papel en la 

evolución a mielofibrosis (Tabla 18, paciente 3).  

De la segunda paciente con MF post-TE, en la que se detectó otra mutación en TET2 en 

la fase mielofibrótica mediante secuenciación Sanger, no disponíamos de ADN del 

momento del diagnóstico, pero sí de una muestra intermedia tres años tras el diagnóstico 

y en una fase inicial de la mielofibrosis. En este punto, no se pudo detectar la mutación 

mediante secuenciación Sanger, pero el estudio utilizando otras técnicas como la de 

High Resolution Melting (HRM) sí demostró un perfil similar al de la mutación en fase 

avanzada de la mielofibrosis pero en una baja carga alélica. El posterior análisis 

mediante secuenciación masiva, detectó la mutación en un 5% de las secuencias 

obtenidas, confirmando la presencia de una pequeña clona TET2 positiva en fases 

iniciales de la mielofibrosis que se fue expandiendo durante la progresión de la 

enfermedad. De forma similar al caso anterior, esta paciente también presentaba una 

mutación en el gen CALR, aunque dicha mutación se detectó en un porcentaje similar 

tanto en la fase inicial de la mielofibrosis (45%) como en fases más avanzadas de la 

misma (55%) (Tabla 18, paciente 4).   

Por otro lado, el paciente con TE que presentaba, simultáneamente, alteraciones en 

TET2 y ASXL1, evolucionó a mielodisplasia a los 9 años tras el diagnóstico (Tabla 18, 

paciente 5). Este paciente había sido tratado con 32P, BU y HU. Cómo el tratamiento 

pudo contribuir a la transformación de la enfermedad es un tema controvertido. Aunque 

algunos estudios como el de Van de Pette y col. detecta una frecuencia de 

transformación de TE a MF en un 24% de los casos tratados con BU, apoyando que 

existe una influencia de los agentes citolíticos en el desarrollo de la MF secundaria, en 

otros estudios como el de Murphy y col., ninguno de los pacientes que analizaron y se 

transformaron habían recibido tratamiento citorreductor 310,311. Dado el tratamiento del 
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paciente, se podría pensar que el tratamiento recibido pudo afectar a la estabilidad 

genética aumentando el riesgo de adquisición de alteraciones. Algún estudio reporta, 

explícitamente, que la presencia de alteraciones en ASXL1 no se asocia al daño 

genómico producido por quimioterápicos, y que se detectan alteraciones en ASXL1 en 

pacientes con MF primaria o secundaria que nunca han recibido ninguna quimioterapia, 

con lo que concluyen que se trata de eventos genéticos adquiridos relacionados con una 

inestabilidad genómica intrínseca al paciente 260.  

Estos resultados sugieren que, en estos pacientes, pudo haber una expansión de una 

clona mutada ya presente en el momento del diagnóstico, pero que no se pudo detectar 

mediante las técnicas de biología molecular empleadas, o bien, que estas alteraciones 

se adquirieron durante el curso de la enfermedad, probablemente contribuyendo, en 

ambos casos, en la transformación de la TE ya fuese a mielofibrosis o a mielodisplasia.  

En el grupo de PV o TE JAK2V617F positivos que evolucionaron a mielofibrosis también 

se pudo analizar varias muestras de los pacientes que presentaban diversas alteraciones 

simultáneamente, y en estos pacientes también se detectaron patrones de adquisición y 

expansión de las clonas mutadas heterogéneos. 

En primer lugar, en la paciente con TE que presentaba coexistencia de mutaciones en 

SF3B1 y JAK2 se pudo detectar, mediante secuenciación masiva, la presencia de la 

mutación p.K666N de SF3B1 en un 2,4% de las secuencias obtenidas (8 años antes de 

la transformación mielofibrótica) en contraste con un 45% observado en la muestra 

correspondiente al momento de la transformación. Estos resultados sugieren la 

expansión de la clona SF3B1 positiva durante la evolución de la enfermedad. En este 

mismo paciente, la carga de JAK2 también aumentó de un 8% al diagnóstico a un 92% 

en la fase mielofibrótica. Una posible explicación en este paciente es que en el momento 

del diagnóstico ya existiera una clona neoplásica minoritaria, portadora de la mutación en 

SF3B1 y JAK2, y que esta clona se fuera expandiendo durante la evolución y la 

transformación a mielofibrosis hasta convertirse en una clona predominante, motivo por 

el cual se detecta la mutación de SF3B1 en casi un 50% de las secuencias analizadas y 

la mutación de JAK2 en el 92%. El aumento de la carga alélica de JAK2 se debió, 

probablemente, al proceso de recombinación mitótica en la clona neoplásica, cosa que 

se pudo comprobar mediante estudios de LOH del cromosoma 9p (Figura 17). Para 

confirmar esta hipótesis, se hubiera necesitado un estudio de colonias de progenitores 

hematopoyéticos (tanto al diagnóstico como en la transformación), ya que podría ser que 

la recombinación mitótica no se hubiera producido durante la evolución de la enfermedad 
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sino que ya en el momento del diagnóstico existiera una clona minoritaria JAK2V617F 

homocigota y que fuera esta clona la que se expandiera durante el transcurso de la 

enfermedad (Tabla 18, paciente 6). 

 

Figura 17: Electroferograma mostrando el patrón del análisis de microsatélites del 
polimorfismo D9S288 localizado cerca del locus de JAK2. A) Imagen que corresponde 
a la muestra del diagnóstico de la paciente 6, Tabla 18, en la que se observa un patrón de 
heterocigosidad para este polimorfismo. B) Imagen que corresponde a la muestra de la fase 
mielofibrótica en la que se observa una disminución de uno de los alelos y un aumento del 
segundo alelo sugiriendo un proceso de recombinación mitótica. 

 

Por otro lado, en relación a los pacientes con PV evolucionados a MF, tan sólo 

disponíamos de muestra del diagnóstico en 2 de los 6 casos que presentaban 

alteraciones adicionales a JAK2 (p.V617F o exón 12). La muestra del diagnóstico del 

paciente con MF post-PV portador de mutaciones en SF3B1 y SRSF2, presentó la 

presencia de ambas mutaciones en un porcentaje similar, tanto al diagnóstico como en la 

transformación mielofibrótica dos años después (Tabla 18, paciente 7). 

Finalmente, en una paciente con MF post-PV que presentaba mutaciones en TET2 y 

JAK2, se observó la presencia de ambas mutaciones tanto al diagnóstico como en la 

fase mielofibrótica. Estudio en colonias de progenitores hematopoyéticos en la fase 

mielofibrótica, demostró que la mutación en TET2 y la mutación en JAK2V617F estaban 

presentes en todas las colonias obtenidas, con lo cual se pudo confirmar que ambas 
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alteraciones formaban parte de la misma clona pero no se pudo establecer cuál fue el 

orden de adquisición de cada una de las alteraciones (Tabla 18, paciente 8). 

En conjunto, todos estos resultados indican que la adquisición de alteraciones en genes 

como TET2, ASXL1, SF3B1 y SRSF2 y su evolución en el transcurso de la PV o la TE 

son muy heterogéneas, lo cual dificulta la decisión de en qué momento de la enfermedad 

se debería realizar el estudio mutacional, especialmente, de aquellos marcadores que 

pueden tener valor pronóstico, teniendo en cuenta que, varios pacientes no presentan las 

mutaciones en el momento del diagnóstico de la enfermedad sino que las adquieren 

durante la evolución de la misma y, en ocasiones, de estar presentes se encuentran en 

baja carga mutacional con lo que se precisa de técnicas de alta sensibilidad para poder 

detectarlas.  

4.6. Detección de hematopoyesis clonal en personas sin evidencia de 

neoplasia hematológica 

Hasta aquí se ha discutido la relevancia clínica de la detección de una hematopoyesis 

clonal, determinada mediante el estudio del PICX o el análisis de mutaciones, en relación 

a su valor pronóstico y su posible asociación con la progresión de la enfermedad. En ese 

sentido, existen trabajos como el de Lundberg y col., que dan soporte a esa hipótesis ya 

que muestran que un 37% de las NM presentan alteraciones en genes que no son JAK2 

o CALR y que la presencia de dos o más mutaciones reducen significativamente la 

supervivencia global y aumentan el riesgo de transformación a LAM. Lo sorprendente de 

los resultados de este artículo es que la tasa de adquisición de mutaciones durante la 

progresión de una NM es baja y que el 95% de las mutaciones detectadas en los 

pacientes ya estaban presentes al diagnóstico, algunas de ellas en baja carga 238. 

La detección de mutaciones distintas a JAK2 o CALR en el momento del diagnóstico de 

una NM plantea la idea de que puedan tratarse de alteraciones iniciadoras de la 

expansión clonal y que, por tanto, se podrían detectar en la sangre de las personas antes 

de que se les diagnostique una neoplasia hematológica.  

Ya a finales de los años 90, varios estudios reportaron clonalidad en un 30% de las 

mujeres mayores de 60 años mediante estudios del PICX 75,82,312,313. Una de las posibles 

explicaciones para esta expansión clonal era la adquisición de alteraciones durante las 

sucesivas divisiones celulares, que aunque muchas de ellas podrían no tener algún 

impacto en la función celular, otras de ellas sí podrían estar confiriendo ventajas de 

autorenovación celular y/o proliferación, resultando en la expansión clonal de las células 
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afectas 314. En el año 2012, Busque y col. publicaron un trabajo en el que mostraban que 

un 25% de las mujeres sanas mayores de 65 años presentaban una hematopoyesis 

clonal, que esta clonalidad se asociaba a alteraciones en la metilación del ADN, y que un 

6% de estas mujeres mayores de 65 años con hematopoyesis clonal presentaban 

también, mutaciones en TET2 315.  

Recientemente, nuevos trabajos han ampliado esta información reportando que las 

mutaciones somáticas son frecuentes en la población general mayores de 70 años, 

detectándose en un 5-18% de los participantes sin evidencias de enfermedades 

hematológica, siendo el porcentaje variable dependiendo del estudio 316–318. Estas 

mutaciones se asocian a edad avanzada, siendo la frecuencia más elevada en 

participantes > de 90 años 318. 

Todos estos estudios coincidieron en que la mayoría de las mutaciones detectadas 

afectaban a genes ya conocidos por su implicación en el desarrollo de NM, como 

DNMT3A, TET2 y ASXL1, seguidos de otros genes como TP53 o SF3B1 316,318 u otros 

menos conocidos en este área como PPM1D 317.  

Esta detección de clonalidad se considera una condición pre-maligna que se asocia a un 

riesgo aumentado de mortalidad y de desarrollo de neoplasias hematológicas, ya que en 

uno de los trabajos un 31% de las personas a las que se les diagnosticó una neoplasia 

hematológica durante el seguimiento eran portadores de mutaciones 318. De forma 

similar, en el trabajo de Genovese y col. un 42% de las neoplasias hematológicas se 

diagnosticaron en personas en las que se habían detectado mutaciones antes de que 

hubiera evidencia de enfermedad 317. 

En estos estudios se propone un modelo en el que se adquieren una serie de 

mutaciones precursoras que pueden provocar expansiones clonales de células madres o 

progenitores, y esta expansión clonal, junto con la adquisición de nuevas alteraciones, 

pueden desencadenar la aparición de una determinada neoplasia (Figura 18). Aunque se 

propone las alteraciones en TET2, ASXL1 o DNMT3A como mutaciones iniciadoras, 

también hay evidencias de que estas alteraciones se pueden adquirir durante la 

progresión de la enfermedad, siendo otras variantes, como las que se han detectado en 

estos estudios con menor frecuencia u otras aun desconocidas, las responsables de la 

expansión clonal inicial.  

 



DISCUSIÓN 

 

140 

 

Figura 18: Expansión clonal de células hematopoyéticas (Genovese y col., 2014 317) 

En esta figura se muestra la expansión  clonal de una célula madre hematopoyética, bajo la influencia de una mutación 

somática (círculo amarillo) y la potencial conversión en neoplasia hematológica tras la adquisición de una nueva 

alteración (círculo negro con borde rojo). 

 

En los trabajos presentados, no se ha analizado la muestra del diagnóstico de todos los 

pacientes en los que se detectó alguna mutación. Sin embargo, los resultados 

observados en aquellos pacientes en los que sí se pudo analizar la muestra del 

diagnóstico, son resultados muy heterogéneos, algunos de los cuales podría coincidir 

con este modelo de desarrollo de cáncer. Es decir, entre los pacientes analizados, varios 

de ellos presentaban mutaciones en TET2, SF3B1 o SRSF2 adicionales a JAK2 o CALR 

en el momento del diagnóstico (Tabla 18, pacientes 6-8). Aunque no lo podemos 

comprobar, es posible que algunas de estas mutaciones ya estuvieran presentes en 

estas personas mucho antes de que se les diagnosticara la NM y tal vez la mutación de 

JAK2 o CALR fueran mutaciones secundarias responsables del desarrollo final de la NM 

y su fenotipo. Por el contrario, en los trabajos presentados, junto con otros trabajos, 

también hay evidencias de que las mutaciones en TET2 o ASLX1 no sólo son 

mutaciones responsables de la expansión clonal pre-maligna sino que pueden tener un 

papel muy importante en la transformación y progresión de una NM ya que no se 

detectan al diagnóstico, a pesar de utilizar técnicas muy sensibles, sino que se adquieren 

durante la transformación de la enfermedad e incluso que aumentan la carga durante la 

progresión de la misma (Tabla 18, pacientes 3,5) 198,260. Estos casos sugerirían la 
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existencia de otros mecanismos u otras alteraciones responsables de la expansión clonal 

inicial, confirmando una vez más, la elevada heterogeneidad de mecanismos y 

alteraciones que pueden estar implicados en el desarrollo y progresión de las neoplasias 

mieloproliferativas. 

 

4.7. Estudio de biomarcadores en la rutina diagnóstica de las neoplasias 

mieloproliferativas: algoritmo diagnóstico 

La demostración de mutaciones en los genes JAK2 o MPL forma parte de los criterios 

diagnósticos de las NM en las guías de la OMS 2008 319. El análisis simultáneo de estas 

alteraciones sería un gasto y una actividad extra en la rutina diagnóstica no justificados, 

de manera que varias publicaciones han sugerido algoritmos de trabajo para la 

realización ordenada de distintas pruebas moleculares para el estudio de pacientes con 

sospechas de NM, de manera que el estudio se realice de una forma eficiente y más 

económica.  

Dentro de este algoritmo diagnóstico, ante la sospecha de una NM se debería realizar, 

en primer lugar, el screening de la mutación p.V617F en el exón 14 del gen JAK2. 

En los pacientes en los que se sospeche una PV JAK2V617F negativa, porque 

presenten poliglobulia, hipercelularidad en médula ósea (con incremento de la 

eritropoyesis, megacariopoyesis o granulopoyesis) o bien niveles bajos de EPO, se les 

debería analizar la presencia de mutaciones en el exón 12 de JAK2. Lo mismo se 

debería hacer en los pacientes que presenten eritrocitosis aislada y no presenten la 

mutación JAK2V617F. 

Por otro lado, las guías del British Committee for Standars in Haematology (BCSH) 

indican que la presencia de mutaciones en el gen JAK2, un hematocrito aumentado (> 

0,52 en hombres; > 0,48 en mujeres) o una masa eritrocitaria aumentada (> 25% por 

encima del valor de referencia) es suficiente para el diagnóstico de la PV 320,321.  

Uno de los criterios diagnósticos de la TE y la MFP es la exclusión del diagnóstico de 

una LMC 319 de manera que para realizar estos diagnósticos se debería analizar de 

forma previa o paralelamente al análisis de la mutación JAK2V617F, la presencia del gen 

de fusión BCR-ABL1 mediante técnicas como la reacción en cadena de la polimerasa 

con transcriptasa inversa (RT-PCR) o mediante fluorescence in situ hybridization (FISH). 
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Antes de la descripción de mutaciones en el gen CALR, ante la sospecha de una MFP o 

una TE JAK2V617F negativa, una vez descartada la LMC, se debía determinar la 

presencia de alteraciones en el exón 10 del gen MPL. 

La presencia de una mutación patogénica adquirida (JAK2V617F o MPL) y trombocitosis 

sostenida (niveles de plaquetas > 450x109 /L), en ausencia de evidencia de otra 

patología mieloide ya sería suficiente para hacer el diagnóstico de TE 322. En el caso de 

la MFP, la demostración de la mutación JAK2V617F o mutaciones en MPL es un criterio 

mayor ya que confirma la naturaleza primaria de la patología 319. 

 

4.7.1. Incorporación de nuevos marcadores moleculares en el algoritmo 

diagnóstico  

La reciente descripción de las mutaciones en el gen CALR en un 50-70% de las TE y MF 

JAK2V617F negativas, supone el descubrimiento de la segunda mutación más frecuente 

en las NM Ph negativas clásicas después de la mutación p.V617F de JAK2. Por ese 

motivo, es altamente probable que sea el siguiente marcador de clonalidad que se 

incorporará en las próximas recomendaciones de la OMS para el diagnóstico de la TE y 

la MFP. Dada su elevada frecuencia, su análisis se debería realizar incluso antes que la 

determinación de mutaciones en MPL (Figura 19). 

En el trabajo de Schnittger y col., en el que analizan una serie de 15542 pacientes con 

neoplasias mieloproliferativas Ph negativas, detectaron alteraciones en TET2 en un 27% 

de los pacientes con TE y MFP, y mutaciones en CBL y EZH2 en un 8 y 22% de los 

pacientes con MFP, respectivamente. Por este motivo, en el algoritmo planteado de este 

trabajo se incorporó la determinación de mutaciones en estos genes en los casos de TE 

o MFP JAK2 y MPL negativos 323. De acuerdo a nuestros resultados, y los publicados en 

la literatura, el análisis de mutaciones en TET2 y ASXL1 aumentarían en un 8% el 

porcentaje de pacientes con TE JAK2 negativos. Todos estos estudios fueron previos a 

la descripción de las mutaciones en el gen CALR, por lo que es muy probable que el 

porcentaje de pacientes con mutaciones en TET2, pero negativos tanto para JAK2 como 

para CALR, sea significativamente inferior al observado si sólo se consideran los 

pacientes JAK2 negativos. Por este motivo, dada su baja incidencia, el estudio de 

mutaciones en TET2, en general, tiene una utilidad diagnóstica muy limitada (Figura 19). 

A pesar de su baja incidencia, existen algunos casos en los que las mutaciones en TET2 

han sido de utilidad para diagnosticar una NM no abierta. En el estudio de Verger y col., 
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sugieren que en pacientes con trombosis esplácnica se debería descartar el diagnóstico 

de una NM aunque los niveles de células sanguíneas estén dentro de los rangos de 

normalidad. En este estudio, la detección de mutaciones en TET2 fue de utilidad para 

detectar dos pacientes que habían sufrido trombosis esplácnica que presentaban 

mutaciones en TET2 sin evidencia de una NM abierta. En estos casos, la detección de 

un marcador de clonalidad, sea TET2 u otro marcador, puede modificar la elección 

terapéutica del paciente, aplicándole un tratamiento citorreductor para evitar recurrencias 

trombóticas 324.  

Recientemente, también se han publicado otros trabajos como el de Vannucchi y col., en 

el que muestran que las mutaciones en el gen ASXL1 tienen un valor pronóstico 

independiente en las MFP. De forma similar, aunque aún está por determinar, las 

alteraciones en los genes SRSF2, EZH2, IDH1 e IDH2 también parecen asociarse a peor 

supervivencia y mayor riesgo a transformación leucémica. Por tanto, todos estos genes 

serian genes candidatos a ser incorporados en el algoritmo de estudio molecular de las 

MFP, no tanto por su relevancia diagnóstica sino por su probable valor pronóstico.  

Actualmente, la incorporación de estas determinaciones en el diagnóstico de rutina es 

costoso, especialmente si se emplean técnicas de secuenciación como la secuenciación 

Sanger, porque no se trata de mutaciones puntuales sino que en la mayoría de los casos 

se debe secuenciar todo el gen, como en TET2 o EZH2 y el extenso exón 12 de ASXL1, 

en el que se han detectado la mayoría de las alteraciones, aunque algunos estudios han 

reportado otras alteraciones fuera de esta región 66. Aun así, la implementación de 

tecnologías como la secuenciación masiva en los laboratorios de rutina permiten analizar 

múltiples genes simultáneamente, con lo que existe la oportunidad de poder generar 

paneles de genes asociados a la patología de interés y poder analizar varios genes a la 

vez, cada vez, a un coste más reducido.  

La incorporación de nuevas tecnologías que permitan realizar un análisis genético 

exhaustivo, integrado en la rutina diagnóstica, contribuirá a un mejor entendimiento de la 

patogenia de la enfermedad y de su evolución, pero también ayudará a un diagnóstico 

más afinado y a la identificación de marcadores moleculares que puedan tener valor 

pronóstico. Además, a medida que se desarrollen fármacos que potencialmente puedan 

actuar sobre estas moléculas alteradas o revertir su efecto, el análisis para la 

identificación de estas alteraciones será de elevada relevancia para aplicar un 

tratamiento personalizado en función del perfil molecular que presente la enfermedad de 

cada paciente.  
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Figura 19: Algoritmo diagnóstico de las NM incorporando nuevos marcadores moleculares 

 

 

4.7.2. Utilidad de la determinación de clonalidad mieloide para el algoritmo 

diagnóstico 

Actualmente, con la determinación de mutaciones en JAK2 (p.V617F y exón 12), el 97% 

de las PV tendrían un marcador de clonalidad y, de forma similar, con la determinación 

de la mutación JAK2V617F y las mutaciones en CALR, casi el 80-90% de las TE y MFP 

JAK2 negativas también tendrían un marcador de clonalidad que ayude a establecer el 

diagnóstico de estas enfermedades. Aun así, existe un porcentaje minoritario de 

pacientes con NM clásicas Ph negativas sin un marcador de clonalidad y, en estos 

casos, el estudio de otros biomarcadores clásicos podría ser de utilidad, como por 

ejemplo, el estudio de clonalidad mieloide mediante el análisis del PICX, con la limitación 

de que este tipo de estudio sólo se puede realizar en mujeres.  

La aplicación de estos estudios puede ser algo controvertida ya que no está claro cuál es 

la técnica y el gen de elección para llevar a cabo este tipo de análisis. Varios estudios 
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muestran que entre un 15-30% de las mujeres sanas pueden presentar una 

hematopoyesis clonal, analizada mediante el estudio del gen HUMARA u otros 

marcadores, y que el desequilibrio alélico es aún más acentuado en mujeres mayores de 

60 años 75,82,312,313.  

En relación a los trabajos presentados, de 54 pacientes diagnosticadas de TE 

JAK2V617F negativas, detectamos una hematopoyesis clonal en un 41% de los casos 

analizados. De las 21 pacientes mujeres en las que se detectó un resultado positivo para 

el ensayo del gen HUMARA, 14 de ellas presentaban algún otro marcador molecular 

conocido como CALR, MPL, TET2 o ASXL1. En tan sólo 7 pacientes se detectó una 

hematopoyesis clonal mediante el análisis del gen HUMARA pero no mediante la 

detección de otras mutaciones. Por tanto, en esta serie, el estudio del PICX en pacientes 

con sospecha de TE, sin otro marcador de clonalidad conocido, fue de utilidad aunque 

fuera en una minoría de los casos. Recientemente, el estudio de Allen y col. muestra 

como la detección de clonalidad mediante el estudio del PICX es infrecuente en los 

pacientes con TE triple negativos (9%). En este trabajo también reflejan una elevada 

correlación entre la detección de clonalidad mediante el PICX y la presencia de 

mutaciones en CALR, que es significativamente mayor (88%) a la observada en los 

pacientes con TE JAK2V617F positivos (26%) o triples negativos (9%). También reportan 

que las mutaciones en CALR tienen un gran impacto en la expansión de la clona mutada, 

siendo el porcentaje de neutrófilos portadores de la mutación de CALR muy superior 

(rango 54-100%) al porcentaje de neutrófilos mutados con la mutación JAK2V617F (22-

rango 54%) 325. 

Otra posibilidad para aumentar el número de casos informativos para estudios de PICX, 

sería analizar la expresión de otros polimorfismos, a nivel de ARN, en genes como IDS, 

MPP1 entre otros. Según el estudio de Swierczek y col. este análisis no detectaría 

clonalidad en aquellas pacientes sanas, evitando así, posibles falsos positivos y 

proporcionando resultados más robustos 83. Aun así, este sigue siendo un aspecto que 

necesita más estudios confirmatorios, ya que otros estudios contradicen estos resultados 

mostrando que un 40% de mujeres sanas muestran una hematopoyesis clonal ya sea 

mediante ensayos transcripcionales o mediante el análisis del gen HUMARA 84 . 

En conclusión, actualmente el análisis de la clonalidad mieloide mediante el PICX puede 

tener utilidad diagnóstica especialmente en mujeres con sospecha de una NM, sin un 

marcador de clonalidad conocido, aunque los resultados deberían interpretarse con 

cautela en mujeres mayores de 60 años (Figura 19). 
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4.7.3. Utilidad del cultivo de progenitores hematopoyéticos en el algoritmo 

diagnóstico 

El estudio de los cultivos in vitro de progenitores hematopoyéticos también puede ser de 

utilidad en aquellos casos de sospecha de NM de los que no se disponga de otro 

marcador de clonalidad, especialmente en ese 15-20% de las TE en las que no se 

detectan mutaciones en JAK2, CALR o MPL. 

El estudio de Florensa y col. demostró la presencia de crecimiento endógeno de colonias 

megacariocíticas en 38 de 60 (63%) pacientes con TE, así como crecimiento endógeno 

de colonias eritroides en 42 de 60 (70%) de los casos, lo cual indica que un 91% de los 

pacientes con TE presentaría crecimiento endógeno de colonias megacariocíticas y/o 

eritroides y, por tanto, evidencia de un comportamiento mieloproliferativo. Por el 

contrario, ninguno de los 10 pacientes con trombocitosis reactiva ni de los 21 controles 

sanos, presentó crecimiento endógeno de colonias megacariocíticas o eritroides. Por 

este motivo, cuando no se disponga de otro marcador de clonalidad, el cultivo in vitro de 

progenitores mieloides puede ayudar a realizar el diagnóstico diferencial entre un caso 

de TE y situaciones de trombocitosis reactiva 69 (Figura19). 

A pesar que el crecimiento endógeno de colonias megacariocíticas parece ser más 

característico de la TE y no tanto de la PV, donde también se detecta en un 33-55% de 

los casos, este tipo de estudio sería útil para identificar una trombocitosis 

mieloproliferativa pero no es útil para discriminar entre el tipo de NM (TE versus PV). 

En el trabajo presentado sobre 73 pacientes JAK2V617F negativos, se había realizado el 

cultivo de progenitores hematopoyéticos en 55 de las pacientes, durante el estudio inicial 

para determinar el diagnóstico. Del total de pacientes analizados, 21 de ellos (38%) 

presentaba un resultado positivo para el estudio del crecimiento endógeno de colonias 

eritroides o megacariocíticas. De los pacientes que presentaban crecimiento endógeno y 

en los que se disponía de resultados de mutaciones de JAK2, MPL y CALR, 7 de ellos no 

presentaban positividad para ningún marcador molecular adicional, indicando que en 

esta serie de pacientes el estudio de cultivos hematopoyéticos fue informativo y de 

utilidad diagnóstica en un 13% de los pacientes con TE triple negativos. En el estudio de 

Mondet y col. observaron crecimiento espontáneo de colonias eritroides y/o 

megacariocíticas en un 25% de los pacientes triples negativos. En este estudio también 

observaban que el crecimiento endógeno era más frecuente en los pacientes con TE que 

presentaban mutaciones en JAK2 o CALR respecto a los triple negativos, y que, sin ser 

estadísticamente significativo, el crecimiento de colonias megacariocíticas era más 
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habitual en pacientes con mutaciones en CALR que en JAK2, mientras que el 

crecimiento de colonias eritroides era más frecuente en pacientes JAK2V617F positivos. 

Estos resultados refuerzan la evidencia del papel que tiene la mutación de CALR en la 

patogénesis de la TE CALR positiva en la que predomina un perfil megacariocítico en 

comparación con la TE JAK2 positiva que presenta un perfil mixto (eritroide y 

megacariocítico) 326. 

 

4.8. Consideraciones prácticas para el análisis molecular de los marcadores 

moleculares 

Existen distintos aspectos que deben considerarse a la hora de realizar estudios de 

biología molecular. Durante el desarrollo de los estudios moleculares que se han llevado 

a cabo en los trabajos presentados, se han planteado una serie de cuestiones que 

pueden ser de relevancia a la hora de aplicar los estudios moleculares en la rutina 

diagnóstica y en el estudio molecular de las NM. 

 

4.8.1. Tipo de muestra 

En primer lugar, para el estudio de las NM, especialmente para la determinación de la 

mutación JAK2V617F, un punto de discusión es qué tipo de muestra debe utilizarse para 

el análisis: sangre total vs granulocitos purificados 327. 

Algunos estudios muestran que la carga alélica de JAK2V617F es un 15% inferior en 

sangre periférica total respecto a granulocitos purificados, debido a la presencia de 

células hematopoyéticas no portadoras de la mutación como los linfocitos 328. En varias 

publicaciones se muestra que si se utilizan técnicas de alta sensibilidad como la PCR 

(polymersase chain reaction) cuantitativa aleloespecífica (sensibilidad < 1%) 328,329, no 

hay diferencias entre el uso de sangre periférica total o granulocitos purificados mientras 

que si se utilizan técnicas menos sensibles como la PCR aleloespecífica en gel de 

agarosa, con una sensibilidad del 3% o la técnica de HRM  el uso de sangre periférica 

puede dar más resultados falsos negativos, con lo que sería recomendable analizar 

granulocitos purificados 119,329. 
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4.8.2. Ácidos nucléicos 

En cuanto al tipo de ácidos nucléicos, según las guías del Reino Unido 330, es preferible 

utilizar el ADN genómico como material de referencia dada su mayor estabilidad. 

También se podría extraer el ARN de la muestra y realizar una posterior reacción de 

retrotranscripción para llevar a cabo el análisis sobre el ADN complementario (ADNc).  

En ciertas ocasiones, también se podría analizar el ARN extraído de las plaquetas, 

aunque no es una práctica extendida en la rutina diagnóstica. En este sentido, en el 

estudio de Bellosillo y col., se mostró que el porcentaje de clona JAK2V617F positiva era 

mayor en las plaquetas que en los granulocitos de los pacientes con TE, mientras que 

esto no ocurría en pacientes con PV o MFPFALTA CITA. Aunque en la rutina diagnóstica 

no se utilice las plaquetas como muestra a analizar, en casos con alta sospecha de TE 

en los que no se detectara la mutación de JAK2 o bien se detectara una baja carga de la 

mutación en granulocitos, se podría considerar analizar de forma adicional las plaquetas 

del paciente para confirmar el resultado y evitar posibles falsos negativos. 

La mayor parte de los estudios realizados en los trabajos de esta tesis se llevaron a cabo 

a partir del ADNc obtenido del ARN de granulocitos purificados. Uno de los problemas 

técnicos que surgió por el uso de este tipo de material fue la presencia de distintas 

variantes de splicing en el gen TET2. En algunas de las regiones analizadas, las 

secuencias obtenidas no eran valorables debido al solapamiento de múltiples 

secuencias. Al clonar los productos de PCR en un vector pCR4, y posterior 

secuenciación de las colonias individuales obtenidas a partir de bacterias TOP10 

transformadas (Invitrogen), se pudo confirmar la presencia de tres variantes de splicing 

alternativo. Aunque la presencia de estas múltiples variantes no parece ser algo 

patológico, ya que se pudo comprobar que la expresión de estas variantes era similar 

entre los pacientes con NM y controles sanos, sí que supuso un problema a la hora de 

analizar este gen, con lo que una parte del análisis se debió confirmar a partir del ADN 

del paciente para excluir la presencia de posibles alteraciones en estas zonas que no 

eran valorables al analizarlas en el ADNc. 

	
Por otro lado, la utilización de ADNc como material a analizar puede afectar a la 

interpretación de la mutación que existe realmente. En ese sentido, en los dos primeros 

trabajos se describió la presencia de un paciente con TE que presentaba coexistencia de 

mutaciones en TET2 (p.V1395fs) y ASXL1 (p.R634fs). En este paciente se realizó el 

análisis mutacional en el ADNc extraído de los granulocitos purificados en la fase crónica 
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de la TE. Posteriormente, este paciente evolucionó a SMD. Como no se disponía de 

ARN en la fase correspondiente a la mielodisplasia para confirmar la presencia de estas 

alteraciones, se realizó el análisis a partir del ADN extraído de granulocitos. En esta 

muestra, se pudo confirmar la presencia de la mutación de ASXL1, sin embargo, no se 

observó la deleción de cinco aminoácidos en el gen TET2 que se había descrito en los 

trabajos previos. Por el contrario, se observó una alteración en el sitio aceptor del 

splicing, lo que probablemente estaba haciendo que se perdiera la funcionalidad del sitio 

aceptor original y se desplazara unos nucleótidos más hacia adelante donde existía otro 

dinucleótido AG, provocando una pérdida de los cinco aminoácidos que se veían 

delecionados inicialmente en el ADNc. Por tanto, una limitación del estudio molecular en 

este tipo de muestra es que se pueden no detectar algunas alteraciones que afecten al 

splicing u otras regiones reguladoras.  

 

4.8.3. Técnica empleada 

La elección de la técnica que se empleará para el estudio de los distintos marcadores 

también es un punto importante. Gran parte de los estudios presentados se llevaron a 

cabo mediante secuenciación Sanger que tiene una sensibilidad de alrededor del 20%.  

A nivel de las pruebas diagnósticas que se están utilizando actualmente, como la 

detección de la mutación JAK2V617F, siempre es preferible utilizar una técnica más 

sensible como la PCR alelo específica en tiempo real, con una sensibilidad del 0,01-1%, 

que nos permita detectar la mutación en pacientes con una baja carga alélica o bien para 

monitorizar a los pacientes durante el curso de la enfermedad. Por otro lado, es conocido 

que los pacientes portadores de mutaciones en el exón 12 suelen presentar una carga 

alélica inferior a la que presentan los pacientes con la mutación JAK2V617F, con lo cual 

también se requiere de técnicas sensibles para su detección. Como las mutaciones en el 

exón 12 no son mutaciones puntuales sino que se han descrito múltiples alteraciones a 

lo largo del exón, su análisis mediante PCR alelo específica es más complicado y poco 

viable, con lo que se utilizan comúnmente otras técnicas como la técnica de HRM 331–333, 

ensayos con curvas de disociación 129 o técnicas de dHPLC (denaturing high 

performance liquid chromatography). También se ha descrito algún otro método basado 

en el bloqueo del alelo no mutado como el descrito por Laughlin y col., con el que se 

alcanza una sensibilidad del 0,1% 334. 
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De forma similar, también se han reportado distintas técnicas para la detección de 

mutaciones en el aminoácido W515 de MPL, como ensayos de pirosecuenciación, PCR 

alelo específica 152 o técnicas de más alta sensibilidad basadas en PCR alelo específicas 

en tiempo real 305,335,336. Como se han descrito varios cambios en la posición W515, así 

como alteraciones en el amino ácido S505, estas técnicas alelo específicas no son tan 

viables y en otros estudios se han empleado otras técnicas de screening de mutaciones 

en el exón 10 como la HRM 155 o técnicas basadas en el análisis de curvas de 

disociación 150,158,337.  

Hasta el momento se han mencionado técnicas que se están empleando en la actualidad 

para el estudio de los biomarcadores que forman parte de los criterios diagnósticos 

actuales de la OMS 2008. Otro de los puntos a discutir sería qué técnica aplicar para el 

análisis de los nuevos marcadores susceptibles de ser analizados en algunos pacientes 

con NM. El primer punto a tener en cuenta es que los nuevos marcadores susceptibles a 

ser estudiados (TET2, ASXL1, EZH2, entre otros), son genes en los que las alteraciones  

pueden ocurrir en una región amplia del gen, con lo cual, técnicas como la PCR alelo 

específica no sería adecuada, ya que no sería viable diseñar un ensayo específico para 

cada una de las posibles mutaciones que pudieran aparecer. Por tanto, una de las 

técnicas que serviría para realizar el screening de mutaciones sería la secuenciación 

Sanger, a pesar de su limitada sensibilidad. Este tipo de análisis es muy laborioso como 

para poder incluirlo en la rutina diagnóstica, por eso, la implementación de las nuevas 

tecnologías, como las técnicas de secuenciación masiva, puede ser de utilizad para 

incorporar el análisis de estos genes en el diagnóstico de las NM. Estas nuevas 

tecnologías permiten analizar un amplio número de genes a la vez, con una sensibilidad 

de hasta el 1%, permitiendo la detección de mutaciones presentes en una baja 

proporción de células. Cada vez más, se están diseñando distintos paneles de genes, 

específicos para cada tipo de neoplasia, con la finalidad de poder caracterizar 

molecularmente al paciente e identificar marcadores con valor diagnóstico, pronóstico y, 

en un futuro, con potencial valor predictivo. 

La sensibilidad de la técnica también es un punto clave, ya que el uso de estas técnicas 

de secuenciación profunda permite la identificación de distintas sub clonas, aunque en 

muchas ocasiones se desconozca cuál es su relevancia clínica y biológica. En ese 

sentido, varios estudios han demostrado que al diagnóstico, pueden existir clonas 

minoritarias portadoras de ciertas alteraciones, que luego pueden ser las responsables 

de la recaída de ciertas enfermedades como las LAM y las que ofrecen resistencia al 

tratamiento 338. Otros estudios han demostrado que la presencia de pequeñas clonas con 
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mutaciones (Ej. TP53 o ASXL1), en fase crónica de una NM o un SMD, pueden ser las 

responsables, junto con la adquisición de otros eventos, de la progresión de la 

enfermedad, con lo cual, la detección de estas clonas, al diagnóstico, podría ser de 

utilidad para predecir un mayor riesgo de progresión de la enfermedad, en pacientes 

portadores de dichas mutaciones 238,339,340. 

En los trabajos presentados, también se ha podido observar la presencia de clonas 

minoritarias que se expanden a lo largo del transcurso de la enfermedad, y que sólo se 

pueden detectar mediante la utilización de técnicas muy sensibles. En otros casos, a 

pesar de realizar análisis de alta profundidad, no se ha podido detectar la presencia de 

sub clonas mutadas al diagnóstico, pero si en fases avanzadas, indicando que, en 

algunos casos, las mutaciones se adquieren a lo largo de la evolución de la enfermedad, 

indicando que la biología de las NM es muy heterogénea.  

 

4.8.4. Interpretación de los resultados 

El hecho de que no existan hotspots o mutaciones recurrentes en muchos de los genes 

mencionados anteriormente, hace más complicado la interpretación de los resultados 

obtenidos. Especialmente se dificulta la interpretación de mutaciones missense en las 

que se produce un cambio de un amino ácido por otro, en una determinada posición, o 

en el caso de las mutaciones silentes. En las mutaciones silentes, a pesar de que no se 

produce ningún cambio en la proteína, sí que se modifica la secuencia del ADN, con lo 

que no se puede excluir la posibilidad de que se vean afectados mecanismos de 

regulación o procesos de splicing del ARN mensajero, entre otros, que sí podrían tener 

consecuencias patogénicas. En los trabajos presentados, se detectaron múltiples 

variantes en la secuencia codificante de los genes TET2 y ASXL1. Para poder discernir 

entre una mutación patogénica y un posible polimorfismo, en primer lugar, se realizó una 

búsqueda de información de las distintas variantes detectadas tanto en bases de datos 

como en publicaciones previas, para descartar los polimorfismos (SNPs) ya descritos. En 

estos casos, además es interesante comparar la presencia de las alteraciones tanto en el 

ADN tumoral como en el ADN no tumoral del mismo paciente para descartar la 

naturaleza somática de la alteración. De confirmarse la naturaleza somática, indicaría 

que la alteración es potencialmente patogénica. Por ese motivo, en nuestros estudios, 

también confirmamos la presencia de las alteraciones detectadas en TET2 y en ASXL1, 

en el ADN extraído de las células mononucleadas o de linfocitos CD3+ (en los casos en 

los que se disponía de este material). Todas las variantes silentes o las que provocaban 
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un cambio de amino ácido (missense) se detectaron en este material, sugiriendo que se 

trataban de SNPs, presentes en línea germinal. Para poder confirmar más verazmente 

estos resultados, se necesitaría de otro tipo de material más apropiado como ADN 

extraído de saliva o folículo piloso. 

A pesar de estos estudios, la interpretación de algunas alteraciones sigue siendo 

controvertida, como la variante p.V1718L en el gen TET2. En el presente trabajo, esta 

variante se detectó en dos de los pacientes analizados y, en ambos casos, la variante se 

detectó tanto en los granulocitos como en las células mononucleadas, motivo por el cual, 

no se consideró, a priori, una mutación patogénica. Además, estudios in silico mostraron 

que esta variante no era potencialmente patogénica. Sin embargo, esta misma variante 

se ha descrito en otros artículos como una variante somática ya que no la detectaban en 

células de la mucosa bucal 187.  

Finalmente, cuando no se dispuso de material control, y no se encontró la mutación 

descrita con anterioridad, utilizamos una serie de herramientas bioinformáticas, como 

PolyPhen, la Align GVGD, o SIFT. Cada una de estas bases permite realizar análisis in 

silico de predicción de impacto de posibles mutaciones teniendo en cuenta distintos 

parámetros. Polyphen (Phenotypic Polymorphisms) es una herramienta que predice el 

impacto de la sustitución de un amino ácido en la estructura y la función de la proteína 

humana teniendo en cuenta consideraciones físicas y comparativas. El algoritmo SIFT 

(Sorting Intolerant From Tolerant) predice el potencial impacto de un cambio de amino 

ácido sobre la función de la proteína comparando la homología con otras secuencias 

cercanamente relacionadas. Este análisis parte de la base que las secuencias 

evolutivamente más conservadas entre especies son más intolerantes al cambio, con lo 

que cambios en esas regiones tendrían impacto en la función de la proteína sintetizada. 

Finalmente, el programa Align-GVGD combina las características biofísicas de los 

aminoácidos (composición, polaridad, volumen), con alineamientos múltiples de 

proteínas. 

 En el caso concreto de la mutación p.I671T en el gen SF3B1 en un paciente con PV 

evolucionado a mielofibrosis, este tipo de análisis predijo que esta alteración estaba 

perjudicando la función de la proteína con una elevada probabilidad, de manera que se 

consideró una mutación patogénica en la interpretación de los resultados (Figura 20). 
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Figura 20: Resultados obtenidos de las bases bioinformáticas PolyPhen-2, SIFT y Align 
GVGD, en relación al potencial carácter patogénico de la mutación p.I671T del gen SF3B1 

 

Aun así, para estar totalmente seguro de la capacidad patogénica de estas alteraciones 

se deberían hacer estudios funcionales para cada una de las alteraciones cuya 

relevancia esté por determinar, algo que no está al alcance de la gran mayoría de 

laboratorios de rutina.  
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5. CONCLUSIONES 

5.1 En la TE JAK2V617F negativa, la detección de una hematopoyesis clonal mediante 

el análisis del gen HUMARA se asocia con una mayor probabilidad de transformación 

mielofibrótica. De forma similar, existe una tendencia a que los pacientes que presentan 

hematopoyesis clonal detectada mediante la presencia de mutaciones en genes como 

CALR, MPL, TET2 y ASXL1 también desarrollen transformación de la enfermedad. 

5.2 La presencia de mutaciones adicionales a JAK2 en la TE y la PV podría tener un 

papel en la transformación de la enfermedad, con lo que su detección podría tener valor 

pronóstico. 

5.3 El orden de adquisición de distintas alteraciones presentes en pacientes con TE o 

PV, y la evolución de las clonas durante el curso de la enfermedad es muy heterogénea 

entre los pacientes. 

5.4 El perfil de mutaciones en los genes que codifican para proteínas en la maquinaria 

del splicing del ARN mensajero, es distinto entre los pacientes con MFP y los pacientes 

con MF post-TE o MF post-PV. 

5.5 Las mutaciones en TET2 y ASXL1 son infrecuentes (< 10%) en pacientes con NM 

que carecen de mutaciones en JAK2 o MPL, con lo que su utilidad en el diagnóstico de 

una NM es muy limitada. 

5.6 Las mutaciones en los genes que codifican para proteínas en la maquinaria del 

splicing del ARN mensajero, como SRSF2, SF3B1 y U2AF1 son infrecuentes en 

pacientes con TE y PV en fase crónica de la enfermedad. 

5.7 Las mutaciones en IDH1, IDH2 y c-CBL no parecen estar implicadas en el desarrollo 

de una NM, ni en la transformación mielofibrótica de la TE y la PV. 
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